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Summary

TISUE CULTURE

Lymphocyte transformation actually refers to morphological enlargement of small lymphocyte into larger lymphoblasts “in
vitro”. This change occurs nonspecifically when lymphocytes are exposed in vitro to several mitogens as phytohemagglutinin
(PHA), and Con A or to antilymphocyte serum; it also occurs in response to antigens to which donor lymphocytes are sensitive.
Also transformation can be measured by actually counting the enlarged blast cells after staining, it is usually evaluated by assaying
the total 3H-thymidine uptake. This latter technique is a quantitative measure of DNA syntesis by lymphocytes.

In reality this have been the object of our study, including technical moments of the procedure. Also we demostrated a
lymphoproliferative response to PHA in 100% of 12 voluntary normal humans that have been studed.

Kultura gelizore me cikél t& shkurtér bén pjesé
né kulturat gelizore n& pérgjithési. Ndér t& tjera, ajo
pérdoret gjerésisht dhe me sukses né imunologjiné
qgelizore. Késhtu ajo shérben pér té vlerésuar pérgjigjen
imune in vitro, si dhe aktivitetin e qelizave efektore. Po
ashtu kjo metodé mund t& pérdoret pér t&€ analizuar
efektet imunorregulluese t& nénpopullatave gelizore (1).
Nga ana tjetér kulturat qelizore me cikél t& shkurtér,
ofrojné dhe avantazhin e studimit t€ pérgjigjes imune
né eksperiment.

Népérmjet késaj metode béhet i mundur
purifikimi dhe franksionimi 1 linjave qelizore t€ pastra,
si dhe rekombinimi i linjave gelizore t& caktuara me njera
tjetrén, natyrisht né vartési kjo t& interesave té kérkimit.
Po ashtu, kulura in vitro, mund t& pérdoret dhe pér
vlerésimin e aktivitetit t& gelizave efektore, matjen e
shpeshtésisé sé prekursoreve gelizore (8), vierésimin e
kapacitetit funksional t& nénpopullatave qé i pérgjigjen
stimujve t& dhéné dhe né kushte in vivo (1) etj.

Pranohet qé& lezioni imun gqendror i
munopamjaftueshmérisé s& fituar (AIDS), éshté
pakésimi i numrit absolut t& nénpopullatés limfociteve
CD4+ né gjakun periferik, me pozicion ky¢ pér
stadifikimin e ADIS - it. Ky:pakésim substancial
paraprihet nga humbja e aftésisé limfoproliferative e
limfociteve T ndaj stimujve antigjenike. N& njé etapé t&
dyté kjo pasohet me humbjen e késaj pérgjigje ndaj
mitogjeneve si PHA etj.

Né kéto rethana kuptohet réndésia ¢ vlerésimit
t& pérgjigjes limfoproliferative ndaj kétyre mitogjeneve
(2) né pérgjithési, e ndaj PHA-sé né veganti, si njé nga
mitogjenet specifike pér limfocitet T.

Ndaj qéllimi i kétij punimi qge: a) dhénia e
standartizuar e téré etapave té procedurés bazé té
kulturés qelizore né pérgjithési, e asaj me cikél &
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shkurtér né veganti, dhe népérmjet t& késaj b) studimi
i pérgjigjes limfoproliferative né personat klinikisht
té shéndoshé, si dhe shpjegimi i bazés teorike té késaj
pérgjigje.

Materiali dhe metoda

Linjat gelizore dhe terrenet: qeliza monokleare
t& purifikuara t€ gjakut periferik t& heparinizuar t& 12
subjekteve normale vullnetare, klinikisht t& shéndoshé.
Terren RPMI 1640 me 2 mM glutamine; 10 mM bufer
HEPES; 100 Unitetegpeniciline/ml; 100 unitete
streptomicine/ml dhe 5% plazmé autologe. Ficol-paque,
Hanks, Fitohemaglutinine (PHA) - Difco 1000 X; 3 H-
Timidine, likid pér shintilim (butan 31% dhe Helium
69%).

Aparaturat: kape sterile, centrifugue, kamer
hemocitometrike, termostat me pérgendrim CO2 5%,
aspirator ARVESTER, matés i rrezatimit, furré me
mikrovalé, paisje t& imta laboratori (piastra me 96 puceta
¢ me fund t&€ sheshtd, letér me fibra xhami pér t&
mbledhur gelizat, pipeta, tuba centrifugimi etj).

Punimi &shté kryer né shérbimin e imunologjisé
t& Spitalit “San martino”, t& Universiteti t& Xhenovés
Itali, né& periudhén tetor 1994-dhjetor 1994.

Pérgatitja e suspensioneve gelizore mono-
nukleare: pér kété marrim 20 ml gjak venoz t& hepa-
rinizuar 20UT/ml (3), pér ¢do rast t€ studiuar. Hollojmé
¢do mostér gjaku me nga 10 ml Hanks. Nw katwr tuba
plastike centrifugimi me kapacitet 20 m! hedhim nga 6
ml Ficol-paque, mbi t& cilin shtresezojmé nga 7.5 ml
gjak/hanks. Centrifugojmé pérmbajtjen pér 30' me 1800
rrotullime/minuté  né temperaturén e dhomés (Figura
nr. 1). Me pipete paster mbledhim plazmén me njé tub
t€ veganté dhe monuklearet né njé tub tjetér. Lajme
mononuklearet ¢ mbledhura dy heré me nga 20 ml
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Hanks, pérkatésisht 10" - 1200 rrot/min e 15'-1000 rrot/
min. Shtojmé mbi qgelizat e lara 2 mI RPMI - PLAZMEN
AUTOLOGE 5%. Numérojmé qelizat mononukleare
té suspensioneve t& mésipérm me kamer
hemocitometrike Burker, pasi kemi bé&ré mé paré
hollimin e kétyre suspensioneve 1/10 me krezil violete.
Pérshtasim ¢do suspension gelizor me 4x 10 geliza/ml.

Kultivimi i suspensionit qelizor me fitohema-
glutiné: Né dy puceta t& njé pjastre mikrotritrimi, hedhim
nga 5 / PHA me pérgendrim 1 lg/ml. Né dy pucetat e
mésipérme dhe né njé tjetér pasuese, shtojmé nga 50 LU/
suspension qelizor. Inkubojmé pérmbatjen e mésipérme
pér 4 oré né termostat me teperaturé 37°C e me
pérgendrim 5% CO2 dhe me lagéshti. Mé pas shtojmé
né sejcilén puceté nga 150 pU/ terren RPMI - 5% plazém
autologe. Inkubojmé pérmbajtjen pér 5 dité si mé lart.
Pulsojmé gelizat me 20 p/ 3H- timiding me hollim 1:10
né terren RPMI 1640. Inkubojmé& pérmbajtjen e
mésipérme pér 24 oré, né t& njéjtat kushte si mé lart
(Figura nr. 2).

Matja e radioaktivitetit té qelizave &€ inku-
buara:

Eksperimenti mbaron mé mbledhjen e qelizave
me filtra me fibra gelqi dhe vlerésimin e radioaktivitetit

t& qelizave t& stimuluara, me kontator té rrezatimit B .

Paragitja e rezultateve: 8shté béré si mesatare
arithmetike e dy vlerave t& impulseve t8 radioaktivitetit
pér minut x 1000 (Kcpm) pér ¢do rast t€ studjuar. Kepm
= [(V1+V2)/2] x 20, q& &sht& koeficienti i hollimit t&
3H-timidines (Figura nr. 3). Eshté llogaritur p&r ¢do rast
indeksi i stimulimit (IS), q& paraqet raportin ndérmjet
mesatares sé Kepm té gelizave né eksperiment dhe atyre
té kontrollit negativ, t& pastimuluara (7). Pérgjigja
limfoproliferative &shté konsideruar pozitive kur IS>2

(8).

Rezultatet

Duke ju pérmbajtur me rigorozitet t€ré
elementeve t& procedurés, qé marrin pér bazé sterilitetin,
pH, osmolaritetin, trerrenet ushqyes, ndarésit e
pérshtatéshém, kohén optimale t& sejcilés etapé &
procedurés, mitogjenet adekuate, si dhe téré elementet
e tjeré t& procesurés t& pérshkruar me detaje né pjesén
pérkatése, rezulton se limfocitet ndahen né pérbérje t&
diskut t& mononukleareve (Figura nr. 1). Nga ana tjetér
mbi kété bazé éshté béré i mundur limfoproliferimi
pasues i stimulimit mitogjenik me PHA, si dhe matja e
kétij limfoproliferimi népérmjet vlerésimit t& impulseve
1é radioaktiviteti t& qelizave 1& stimuluara me PHA dhe
t& pulsuara me 3H- Timidine. N& ményré té pérmbledhur
rezultatet e késaj pérgjigje jané dhéné né Fig. 3. Sipas
késaj figure , pér t& t&ré rastet ¢ marré né studim,
pérgjigja limfoproliferative &shté e ruajtur. Pér t&ré kéto
raste indeksi i stimulimit ka gené >3, nga >2 qé& &shté
kufiri minimal i domosdoshém pér pozitivitet.

Vel 34, nr.3, Tetor 1998

Diskutim

Si¢ shihet gjaté pérshkrimit t& metodés, moment
réndésishém 1 tenikés sé€ kulturés gelizore me cikél t&
shkurtér, &shté ndarja e gelizave limfomononukleare
me ficol-paque. Ky moment tashmé &shté ekzauruar
plotésisht si né literaturén e huaj, (1,3,7), ashtu dhe né
até tonén (4), ndaj e quajtém t& panevojshém diskutimin
e tij né detaje. Por né t& vérteté sollém vetém etapat e
realizimit t& saj, si dhe e zbatuam me rigorozitet kété
etapé.

Duke gjykuar té njohur pérdorimin e kamerés
hemocitometrike Burker gé ne pérdorém, e quajtém t&
panevojshém dhénien e hollésirave t& kétij momenti.

Ne t& njéjtén kohé, gjiykojmé t€ vlefshme dhénien
e disa konsideratave & pérgjithéshme, qé lidhen me
kushtet e kultivimit t& limfociteve me PHA. Mbi t&
gjitha, vlen t& theksohet fakti i ndjekjes me rigorozitet i
téré momenteve t& procedurés. Eshté fjala pér
procedurén bazé t& dhéné nga (1,6,8, Bianchi V,
Komunikim personal 1994, Manca F. Komunikim per-
sonal, 1994) (Figura nr.2). Kjo &shté pérshkruar me
detaje né pjesén e procedurés. Duke i marré t& miréqena
parametrat e saj, mbajtja né& shifrat e duhura té
temperaturés sé kultivimit, osmolaritetit, pH, terreneve
ushqyes, homogjenitetit t& suspensionit gelizor, jang
parakusht. (Bianchi V. Komunikim personal 1994).

Né& té njgjtin rang vlerésohet nga ky autor
(Bianchi V. Komunikim personal 1994), dhe ruajtja e
sterilitetit gjaté gjithé pro;edurés. Kjo pér faktin se
terrenet ushqyese pér gelizat né kulturé, né t& njéjtén
kohé jané dhe terrene ideale pér rritjen dhe zhvillimin
e mikroorganizmave t& ndryshme. Pér kéto kushte
parandalimi i kontaminimit t&¢ mundshém, i qelizave né
kulturé &shté i domosdoshém. Kjo si duke béré kujdes
gjaté punés, qé presupozon kryerjen e téré momenteve
té procedurés né kape sterile, ashtu dhe né sterilizimin e
ajrit atmosferik, sterilizimin e terreneve, shtimin né kéto
t& fundit t& antibiotikéve, pérdorimin e pipetave, tubave
etj., t& téra sterile.

Gjithnjé éshté e domosdoshme t& béhet testi i
sterilitetit t& terrenit t& pérdorur: duke véné né termostat
né temperaturé 37°C, pér 24 oré, para pérdorimit
pasardhés t& njé tubi me terrenin e dhéné q& éshté né
pérdorim.

Duke ju pérmbjatur kétyre kushteve t&
sipértrajtuara, vierat e limfoproliferacionit ndaj PHA-
sé, né kulturé, t& dhéna né figura nr.3 gjejné shpjegim si
mé poshté:

Njé numér mitogjenesh stimulojné ng ményré
antigjenjovartése (jospecifike), nénpopullata t& caktuara
limfocitare, ¢ka ¢on né proliferim gelizor dhe
diferencim t& tyre né qeliza efektore. Né pérbérje t&
agjenteve té tillé mitogjenik, futen lektinat bimore me
natyré proteinike apo glukoproteinike (8). Kéto lidhen
né& ményré jospecifike me grupe 1€ ndryshme sheqgerore
t& nénpopullatave limfocitare t& ndryshme. Megjithésé
ndérveprimi i mitogjeneve me grupe t& ndryshme
sheqerore, t& shprehur thuajse njésoj né pérbérje té
glukoproteinave sipérfagésore t& limfociteve T dhe B,
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tashmé éshté i njohur, k&to mitogjene nxisin nénpopulata
gelizorezore t€ veganta.

E dhéna qé fitohemaglutinia (PHA) dhe
konkanavalina A (Con A), nxit proliferimin dhe
diferencimin vetém té limfociteve T, té kultivuara me
cikél t& shkurtér (8), i ka bérg kéto mitogjene, pra dhe
PHA, t& pérdorshém né studimin e veté proliferimit
limfocitar T né& kushte normale, apo né rrethana t&
caktuara imunopamjaftueshmérie.

Si¢ shihet n& figurén nr.3, né t& 12 rastet e
studiuar, limfocitet e stimuluara si mé lart, kané
proliferuar ndjeshém. Po ké&shtu indeksi i stimulimit
mbéshtet dukshém kété pohim. Del qarté qé ky indeks
&shté mé i madh se S pér t& gjithé rastet e studiuar. Sipas
(8), ky indeks &shté i réndésishém edhe kur &shté vetém
mé i madh se 2. Mbi ké&t€ bazé mund t& deduktojmé se
pérté 12 rastet e studiuar aftésia limfoproliferative &shté
€ ruajtur.

Né t& vérteté PHA nxit n& ményré jospecifike
limfocitet CD4+(Biachi V. Komunikim personal 1994),
ndérsa shtimi né kulturg i IL2 bén t€ mundur ripértéritjen
e cikleve t& stimulimit.

Por q& stimulimi mitogjenik t& nxisé fillimin e
proceseve metabolike paraprirés t& proliferimit dhe &
diferencimit limfocitar, duhet q& sinjalet e lidhjes
sipérfagésore, t& futen né& brendé&si t& kétyre gelizave.
Kéto momente, apo etapa, pérfshijné ndryshimet né
nivelin e nukleotideve ciklike, né metilimin dhe
rinovimin e lipideve membranore, né transportin e joneve
dhe t& molekulave t& vogla; si dhe né metabolizmin e
acideve nukleinike.Pranohet gé lidhja e mitogjeneve me
gelizat limfocitare realizohet né disa sekonda, apo e
shumta ne pak minuta, ndersa ndryshimet metabolike
pasuese kerkojne deri ne disa oré. Madje nése mitogjeni
1 dhéné largohet nga kultura, para se té& realizohen
ndryshimet metabolike, proliferimi dhe diferencimi
qelizor nuk ndodh. Ka dhe studime té tjera ne kété fushe,
qé justifikojne e né& t& njgjtén kohe dhe shpjegojné
sjelljen n& kulturé & limfociteve T. N& kété kuadér,
sipas (9), n& membranén e limfociteve T t& virgjéra,
apo té pastimuluara (dhe té atyre B), gjendet njé shénues
i quajtur i quajtur L-selektine. N& kushtet e stimulimit
mitogjenik ky shénues bie, ¢ pér rrjedhojé limfocitet
aktivizohen dhe proliferojné.

Fig. 1. Ndarja e limfociteve me Ficol-paque
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Si pérfundim, mund t& themi qé& nga njera ané
ndjekja rigoroze ¢ t&ré mementeve t& procedurés sé
kulturés gelizore t& dhéné me detaje né paragrafet
pérkatés, mundéson realizimin me sukses té késaj
teknike studimore eksperimentale' moderne né fushén e
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