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. IDENTIFIKIMI I LIMFOCITEVE T ME ANEN E ROZETAVE
« ERITROCITARE (RE)

— XHELADIN CEKA — ARBEN PBOXHA — KSHM BARDHI CAKO —
(Katedra e anatomisé dhe e histologjisé Laboratori 1 imunclogjisé klinike
eksperimentale — Spifali klinik nr, 1)

Epoka e imunologjisé moderne filloi atéhere kur u zbulua se limfoci~ |
tet, si njési funksionale té imunitetit, ndaheshin né dy klasa t&é médha
(18): né limfocite T e B, iniciale kéto qé tregojné vendin e pjekjes sé
tyre pérkatésisht né timus e né bursén e Fabricius-it apo né ekuivalentin
funksional t& saj. .

‘ Krahas réndésisé gé vazhdon té keté studimi i popullsive limfo-
citare né pérgjithési, né etapén aktuale 1€ studimeve citologjike e cito-
kimike t& tyre, éshté shtruar domosdoshiméria e pérpunimit té metodave
imunologjike pér identifikimin e klasave e nénklasave t& vecanta &
késaj linje gelizore (7), si edhe i pércaktimit ié vlerave 1@ tyre.

Réndesi té vecanté merr péreaktimi i vlerave té limfociteve T- e
B né gjakun periferik, sidomos né sémundjet imunodeficitare, autoimu-
ne, tumorale e infektive, né pércakiimin e ipit té leukozave limfoide
(2,15). Po ashtu, me interes éshté pércaktimi i kétyre vierave né sarkoi~
dozé, lepér, TBC, lupus eritematoz, artrit reumatoid, mononukleozé
infektive (5,15). Pesévijegarin e fundit, interes i madh po tregohet pér
pércaktimin e vlerave ta limfociteve T e B né sindromén e imuné-
deficiencés té fituar (SIDA), ku, krahas té tjerave, éshté konstatuar njé
ulje e theksuar apo zhdukje e njé nénklase té limfociteve T (4).

 Pér kéto kushte, kuptohet réndésia Klinike e identifikimit t& limfo-
citeve T e B. Pavarésisht nga metodat e pérdorura pér identifikimin e
limfociteve T, népérmjet testit té rozetave E apo népérmjet kundértru-
pézave monoklonalg (16) dhe pér identifikimin e limfociteve B me ané
{8 _antiserumeve kund'érimuncglobulinemike njerézore térésore apo mo-
nospecifike, si piké e pérbashkét né kéto procedura éshig vecimi i lim-
fociteve t& gjakut periferik nga elementet e tjera té figuruara.

Né kélé punim po paragesim identifikimin e limfociteve T me anén
e rozetave E, pas vecimit 1€ limfociteve nga elementet e tjera té figurua-
ra, realizuar pér heré té paré né vendin toné né laboratorin e imunolo-
gjisé té Spitalit Kklinik nr. 1, duke 1éné pér kohé tjetér publikimin e iden-
tifikimit té limfociteve B dhe té nénklasave té tyre. Késhtu, synimi yné

né keté artikull éshté t& identifikojmé limfocitet T me anén e rozetave E.
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Materiali

Identifikimi i limfociteve T me anén e 1ozebaire eritroci a_x;e RE) @
entifikis -

<o U muare gjaku periferik i 111& sémuréve asmatiks té shiruar né
klinikén e alergologjiss t& Spitalit klinik nr, 1 Tirané gjate periudhés ja-
nar-prill 1986, i 2 personave vullnetars klinikisht t& shéndosha dhe i disa
rasteve té tjera me patologji t8 ndryshme, q& u paraqitén ng laborator
gjaté késaj periudhe. 5 nga té sémurét asmatike gené me mijekim anti-
asmatik pa kortizoniké, ndérsa 6 prej tyre gené me mjekim me korti-

Metodika
“A — Vecimi i limfociteve

. Pér identifikimin e limfociteve T e B zakonisht rekomandohen pe-
zullité e purifikuara ts njébérthamoréve ts gjakut, Ndér metodikat mé
t€ pérdorshme pér té marrs kéto pezulli, t& cilén e kemi zbatuar né
punén toné edhe meé paré (10), &shis centrifugimi i gjakut periferik né
bazé t& gradientit & dendésisé né tretésirén ndarése t& limfociteve (MSL)*
sipas njé autori (3), modifikuar nga disa autors (1,5,6,9,10,15,17,18,19,20)
dhe pérshtatur sipas kushteve t& laboratorit tong, ,

1) Marrim 3-5 ml gjak venoz né ményré sterile ng njé tub plastik
té heparinizuar. . :

2} B&jmé hollimin e njé pjese gjak me 1 pjesé terren 199

3) Né njé provéz sterile me fund konik e diametsy ¢ brendshém
13-16 mm, hedhim 3 ml MSL. ‘

4) Né provézén me MSI, hedhim sasing prej 6-10 ml i@ pérzierjes
gjak terren 199, né ményré t& tille qé gjaku i holluar t& mos pérzihet
me fretésirén ndarése ts limfociteve.

9) Centrifugojmg provézén me pérmbajtjen MSIL. gjak i holluar me
terren 199 ne temperaturén e dhomés (18-20°C) me shpejtési 2000 rro-
tullime né minuts pér 30 minuta. N& fuund & centrifugimit elementet
pérbérése shtresézohen na pesé shtresa sipas réndesés, ku njébértha-
morél vendosen né formé t& njé unaze ndérmjet tretésires ndarése dhe
plazmés s& holluar me terren 199 (Fig. nr. 1).

6) Me anén e njé pipete Pastér, marim pérmbajtjen e shtresss sé

- 4-t& té njébérthamoréve t& pérftuar nga centrifugimi { mésipérm.

7) Béjms 3 larje t& njépasnjéshme t& n

terren 199, me shpejtési 1200-1400 rrotullime né minuts na temperaturs

* MSL — 10 pjesé Isopaque (Metrizoat Natriumi) 33.9% me dendési 1.200 g/ml
24 pjesé Ficol 99%,. Dendésia pérfundimtare 1.077 g/ml (3), .

** Terren 199 &shts njé terren sintetik, gg pérdoret Pér kulturat indore. Pér-
.mban kripérat e tretésirés Hanks dhe aminoacide dhe vitaming t€ ndryshme (13).
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Fig. 1

gelizat é fundérruara shtojmé sasiné e mésipérme t& terrenit 199 dhe
: gy 8 ’ hegjes s& pjesés sé
funds?g)j{rlxx;g’ tgfrergbleégndfgsné' gg\siné e Q{érgjii};
i 0.5 — 1 ml né varési nga Elehzat e fuplqeg;:amé
Shme e X @:er.x'"en rﬁrin e gelizave pér mililitér pezulli qeliz v e
9) Pércaktojme n‘,l'tometrike Burker apo Fuch-Rosenthal, paséésiré‘n
o l{amez:gs h?'moi(;xl e pezullisé gelizore t€ mésipérme me tx.“ez e
hat mEé‘,é p:?rehg(’?u;mpezulliné limfocitare né vlerat 4x106 deri 2x
Turk. E pérs ‘

i vémé gelizat né pez
LY 8) I%Ebi gelizat e fw
ujshme né larjen e treté,

limfocite/ml pezulli
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B — Realizimi i testit té rozetave E

~1)'Né njé tub plastik steril me pérmasa 10 %70 ml hedhim:

0.1 ml pezulli limfocitare me pérgendrim 2-107 limfocite/ml pezulli
apo 0.2 ml nga pezullia me pérqéndrim 4- 106 limfocite/ml pezulli;

0.1 ml pezulli t& eritrociteve té dashit t& freskéta apo t& ruajtura
deri né njé javé né tretésiré Alsever 1/1 (19), té lara disa heré me terren
199 nga 10 minuta né temperaturén 4 C me 1500 rrotullime né minuts,
derisa pjesa’ e ujshme t& béhet e tejdukshme.

0.12 ml serum fetal t& vicit t& dekomplemetuar, e té pérthithur me
eritrocite dashi; :

0.15 ml terren 199.

2) Inkubojmé pérmbajtjen e mésipérme pér 30 minuta né 37°C.

3) B&mé njé centrifugim té lehté ts pérmbajtjes né temperaturén
4°C pér 5 minuta me shpejtési 500-1000 rrotullime ng minuté.,

4) Inkubojmé pérmbajtjen gjithé natén né frigorifer né tempera-
turén 4°C. . .

5) Té nesérmen heqim disa pika nga pjesa e ujshme dhe b&jmé njé
ripezullim t& lehté té qelizave, duke rrotulluar tubin midis péllémbéve
té duarve, né ményré té 1illé qé eritrocitet t& mos shképuten nga limfo-
citet me té cilat jané lidhur.

6) Pér té lehtésuar leximin e mévonshém t& njébérthamoréve, shtoj-
mé 1-2 pika krezilblu 1%, apo metilviolet 0.03%/, né NaCl 0.9%, (3).

7) Me njé mikroskop me drité t& zakonshme, me objektiv 25 x — 40 x,
okularé 10 x — 15 x, indeks zmadhimi t& tubit 1.6 X, numérojmé gelizat
rozetéformuese kundrejt atyre qé nuk kané formuar rozeté, Pér kéts,
shirytézojmé kamerén Burker apo Fuch — Rosenthal. Numérojmé té
paktén 300 qeliza. Pérjashtojmé nga numérimi gelizat e vdekura qé
nuk formojné rozeté. Pércaktojmé vlerén relative té limfociteve T (rozeté
formuese) ndaj limfociteve né peérgjithési, pasi pérjashtojmé nga Kkjo
llogaritje edhe monocitet e identifikuara me kritere morfologiike, q#&
mund & jené& té pranishme né pezulling njébérthamore

- Rezultati

Duke iu pérmbajtur parametrave té mésipérme té punés, shohim se
limfocitet T, né saje t& receptoréve membranors pér eritrocitet e da-
shit, kané formuar strukturat e quajtura rozeta eritrocitare (Re),
ndér € té cilave &shté limfociti T i lidhur me 3 a mé
dashi (Foto nr. 1). : . .

Né dy rastet e para normale té studiuara, RE qé pérkatésisht 66 e
68%. Né 5 té sémurét asmatiké pa mjekim me kortizoniké, RE mesa—
tare ge 519/, dhe né 6 t& sémurét ® tjeré, qé ishin nén mjekim me korti-
zoniké ose deri né njé javé pas ndérprerjes sé kétij mjekimi, vlera me-
satare e RE qe 44%,.

né ge-
shumé eritrocite

Diskutim

Si¢ shihet nga ekspozimi i metodikés, si etapé e paré pér identifi-
kimin e limfociteve T &shté vecimi i limfociteve nga elementet e-tjera
té figuruara té gjakut. Sistemi izopak fikol (MSL) i rekomanduar nga njé
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Foto 1

& té tjere, be ] érbérésve gelizoré t& gja-
K autord t& tjeré, bén ndarjen e per sve ¢ -
?{?Jioié(%ydgfupe té médha, limfocite dhe rfn?{r‘:om}ebneShrll{Jg ig;:pn ;}}ﬁifﬁz_
ite e eri ite né grupin tjetér. Né fakt, s ba 1 me njébErth
nmlggg‘?bs}?kirjlrfgogtiﬁe sh%m?ca e trombociteve, pI:Ol’}l:lil(();)ltet e mielocitet
. 18 gii format e reja t& bérthamoréve teé gjaku - )
dhe A;\(Iad%ﬁgs flolga nga athorét e konsultuar (19),‘rekomamc%ojnl\e;I girl%r}r’r?l
rien e metodikés sasira mé té .médhi %;]lalax, tiggt 1&-21% én k§0 SL gjak\;
Latoimé se, pér kryerjen veie 3 s | jaku
nedkg?(fﬁgo;llrgcn?é glinimum, g€ merr parasysh _gdhe d1sa}’humtk.>.30 ;tj
rel'u‘v'e jaté lérjeve. Duke u bazuar né formulén ]eul;omftarieve; g].ér
gﬁtlzgerif%{"ik té personit qé ekzaminojmé (numerin ¢ Umioci P

" m/litér gjak) dhe né sasité e mésipérme & pezullive limfocitare té re-

& 16 é 5,9,19), si edhe duke kryer ma-~

nga autoré té ndrysher'n"(l, ,9,19), si edhe duk mn:
lt{joemt?énggiﬁollﬁ, praktikisht kjo sasi 'es.}.lte 1uthéatgjl; I:E;dltse ShZ]f:;:r ns(ieﬁz

jshme pér sasiné e mesiperme ' holluz
iVIS:EL berer‘zertgﬁé ml gc rekomandon edhe njé autor ~(3). Pér rastin 1;;1 rr;:
art z ércaktuar éhe'numrin e limfociteve B, kem;' puﬂnuart tgl{e sa) e
k,(?ml .%ha giaku, té ndaré né ményre {é bara.l.aartc: ng 2‘;t‘ghd ‘mcme%_
té HlleMoL JRek’omandimi i njé autori (}5) pér }{et__e ndg}t 1\'11"]"? men
Sommé so ka vleré né pérgatitjen e pezullive sa me e pastra 11“%?101 r‘é
%‘?.Jné?s?eté vecanté u kemi kushtuar larjeve 1é qel_llzavg mcibert ‘?m(i)ér—
téer;éi[tuar,a pas ndarjes sé tyre me M?L, gug{i iegr;lbgglguum\ir n?(-ezr epZ -
itje ozullive limfocitare sa meé t€ pasire a se ' or.
%%?tﬁ“iepgﬁzgﬁ 1hollirni‘c té gjakut me terren t199.;1}{1‘(1@ 'l’?ggmll?%pdege
) PYs . . ¥ u e pe
& dhénat e njé autori (3). Ky autor, ‘

kon 1dheameé:§ierja me pjesé té barabarta’g}akx_x me ?DTA “dhe"Na_(_éif
0 ;’1 ngukp a J*ndryshime né pérgindjen ¢ 11.'n_r'1f001tex_/e té u‘n‘%zes 1§e fn]c -

gér'{gémorége. Kashtu, sipas kétij autori, njé ndarje e miré e limio
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t§ve'varet nga ra];qorti “i holl(imj‘c e jo né& lart8sing e kolonés me qeliza.
té g‘]:akut.. Ketq té dhena‘. e béné kété autor te konkludonte se giaté
... centrifugimit, limfocitet léviznin bashks me eritrocitet” dhe granuloci-
tet prirje kjo qé reduktohej me hollimin e giakut,

zimin e testit t& ‘rozetave E, éshts shirytézuar vetia e

Pér reali
limfociteve T pér té lidhur eritrocitet e dashit na
: t né temperature
{5,8,9,10,14,}.7), duk_g fo;mugr formacionin RE, ku Iimfocﬁil%uirelid4hu€
me ?3.e_rr}e shugle eritrocite dashi. Ky test pérdoret gjerdsisht pér
1dent1”f1k1mm e pércaktimin e vlerave térésore té limfociteve T (8,18)
I\Idoqese mgk dlhet me :}_aktési natyra dhe specifitetj j receptoréve liéhéé
té ketyrﬂe hmfocxteve per eritrocitet e dashit, ka t& dhéna se kéto nuk
glla};ec’; t’ée.,]ege req?p}fpl‘é péli imunoglobulinat apo komplementin por
jene specifiké pér glukoprotei "bohi et itroci
fove 16 dushit ey pér g proteinat apo karbohidratet e eritroci-
N& pérgjithési, autorst e konsultuar (3,6,15 19) iné
B . . ’ o . . > 4 rekomand : N
1liné e hm"fo'(uteve. tg pérftuara nga centrifugimi me MSI, na t(;:!erzgsﬁzmtlé
apo "buferg izotoniké si Hanks, PBS, terren 199, NaCl 0.9%, et;. Gjaté

per }1@1‘@' t€ paré né vendin tona kérkonte kushte sa mg i 3
’ce” ‘cﬂa:u 1 pérmbush plotésisht ky terren, pér vetészioé?rengé)j?;};ﬁl% {{il}s}gs
pér 'ke‘i.:e arsye, kemi pérdorur serumin fetal t8 vigit n'd/or‘lé'se’ a{]J'tOY'é
té tjere (9) l"ekqmandojné dhe serumin njerézor AB. Megiithaté né te
afdhr{l(rz'n'parash}%mjmé zbatimin e njékohshém t& terreneve t& ndr shmt;3
ta'a. mesiperme pér hollimin e gjakut, e larjen e inkubimin e e'lyiyave
pér te.percaktua}r dhe bashkémarrédhéniet e mundshme qé el?zisto'n"
ndermjejc tyre, si edhe pér t& pércaktuar buferin me koston mé ts u%éte

e RE, si edhe dal}im§x1 e limfociteve q& s'kang formuar rozetd me eri-
tromt.f‘et e pakta Jyerezore gé mund té jens né pezulling njébérthamore
ndonése dhe kriteret morfologjike mund té& na ndihmojné pér kisté,

studiuara kéto u gjendén brenda kufijve qé ia in i &
(9,12,1.5,}8,2'0). l\l‘[de"rsa pér vlerat e kétyre qlimjfogitevid}rllz (zlesaqe?sf\?’gi
a§.ma".mke, Ehskuf,lml “do té kalonte jashte qéllimit te kétij .artikuili Me-
gjithése kéto t& dhéna kishin si qéllim ilustrimin e kétij testi, parac
Qrakxsht mund té them se kéto pérkojné edhe me t8 dhénat e disé guto—

met pérkatése t& raporteve tg kat re grupeve té limfoci é 56
ndje apo sindrome té& ndryshme, YIe grupeve 1€ Hmfociteve né sému-

Pérfundim. Me parametrat e mésips & 8
: tm. M : S1Iperm € punés, ne realizy
sukses identifikimin e limfociteve T pérmijet rozetav:e E o me

Dorézuar né redaksi mé 24.4.1986

P
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Summary

IDENTIFICATION OF T LYMPHOCYTES BY THE ROSETTE NIETHOD

C;ncI::ﬁ?;gsg}rlx;eTgegexald consxderfmtifms on lymphocytes and the current notions
o rat,io baxz Nul varieties, the paper discusses the importance of de-
sermining m.f ; etween T and B cells. It describes in particular the 'techni-

entifying the T cells, the preparation of pure suspensions of mononuclear

cells according to the Ficoll H i
— Hypaque tech i ificati
cells according to the rosette method.q pennique and the identifieation of T

Résumé

IDENTIFICATION DES LYMPHOCYTES T PAR LES ROSETTES |

. pI; ;?(fe;l’r dg l'article expose des considérations générales sur les Iymphocytes.
L’iaenﬁﬁg 1$r 1; type T e le rapport quantitatif avec les lymphocytes de typey B
ation des lymphocytes T est fait aprés avoir préparé les suspensions:

_mononucléaires purifiées selon la méth i
3 NN e . od Ticoll-Hypaque. L. =
méthode d’indentification des lymphocytes par les rgr:;t?es Enfin i1 est décrit la
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KUNDERTRUPEZAT ANTIBERTHAMORE TEK TE SEMUREY
ME POLIARTRIT REUMATOID

— ARBEN HOXHA —
(Laboratori imunologjik, Spitali klinik nr, 1)

Poliartriti reumatoid éshté njé sémundje inflamatore kronike e indit
lidhor, qé prek sidomos mbulesén sinoviale té kygeve. Prej saj sémuren
mé shpesh femrat né moshén 20-30 vijec ose né menopauzé (4). .
Diagnostikimi i késaj sémundjeje duke u bazuar vetém né shenjat
Klinike éshté i véshtiré, pasi mund'té ngatérrohet me poliartritet me na-
tyré tjetér ose kolagjenozat (lupusin eritematoz té pérhapur, skleroder-
miné etj.). Pér kété arsye, éshté e domosdoshme t& kryhen njé numér
ekzaminimesh biologjike. Ndérmjet fyre, vendin mé té réndésishém e
zéné provat imunologjike: titri i komplementit serik, kérkimi i faktorit
reumatoid dhe i kundértrupézave antibérthamoré.

Pércaktimi i titrit t& komplementit né serumin e té sémuréve me
poliartrit reumatoid 8shté njé e dhéné biologjike shumé e réndésishme
qé ndihmon pér ta diferencuar nga lupusi eritematoz i pérhapur. Né
rastin e paré, ai éshté normal, kurse né té dytin éshté i ulur pér arsye
té fiksimit né inde pas aktivizimit t& tij me rrugén klasike. Ulja e titrit
té komplementit tek té sémurét me poliartrit reumatoid mund té konsta-
tohet vetém né léngun artikular & tyre (4). ’

Njé tjetér shenjé biologjike shumé e réndésishme tek kéta té sé-
muré éshté giithashtu edhe gietja e faktorit reumatoid népérmjet testit
Valer-Roze, HEAT ose reaksionit gamalateks. Al sshié njé imunoglobu-
liné qé pérmban specifitetin kundértrupézor pér pércaktuesit antigje-
nik té klasés IgG.

Gjaté poliartritit reumatoid, tek njé numér i konsiderueshém té
sémurésh vérehet pozitiviteti i kundértrupézave kundérbérthamoré, por
prania e kétyre t& fundit nuk pasqyron shkallén e réndesés sé démtimit
artikular gjaté késaj sémundjeje (2).

Objekt i studimit toné &shté kérkimi i kundértrupézave kundérbér-
thamore tek té gjithé té sémurét me poliartrit reumatoid, pavarésisht
né se e kané apo jo té pranishme fakiorin reumatoid né serumin e tyre.

Materiali dhe metoda

Kemi kérkuar faktorin reumatoid dhe kundértrupézave kundérbér-
thamore né serumin e 202 té sémuréve me poliartrit reumatoid. Prej
tyre, 148 (73.27%) ishin femra dhe 54 (26.73%) meshkuj. Si meshkujt,




