Способ исследования клеток бронхоальвеолярного лаважа у экспериментальных животных

Животное усыпляют путем цервикальной дислокации. Скальпелем рассекают кожные покровы. Вскрывают грудную клетку вдоль грудины. Затем ножницами отделяют трахею от подлежащих тканей и отсекают её от гортани. Через трахею шприцем  промывают легкие 5 мл холодной среды 199 или дистиллированной водой. Через трахею шприцем  промывают легкие 5 мл холодной культуральной среды. Бронхоальвеолярную жидкость центрифугируют при 3000 об/мин в течение 10-15 минут для получения осадка клеток. После центрифугирования в пробирке остается осадок. Его забирают из центрифужной пробирки 4,95 мл жидкой питательной среды. Осадок ресуспендируют в оставшейся жидкости (0,05 мл). Для получения мазков БАЛЖ центрифугировали в течение 15 минут при 1500 об/мин, осторожно пипеткой забирали надосадочную жидкость, оставляя 0,3 мл в пробирке, остаток смешивали с 0,1 мл сыворотки крови исследуемого животного (у людей эта процедура исключалась), после чего клеточную взвесь с помощью предложенного способа наносили на предметные стекла. Для изучения морфофункциональных свойств культуры клеток, микрокамеру, заполненную питательной средой с клетками, осажденными на предметное стекло или помещенными в желатину или в фибриновый сгусток, предварительно можно инкубировать в термостате. 
Для формирования фибринового сгустка 0,05 мл модифицированной культуральной средой с клетками  извлеченных из легких путем промывания смешивают с помощью шприца 0,05 мл стабилизированной плазмы и добавляют 0,005 мл 2% раствора хлористого кальция. Формирование сгустка происходит в течение 5-7 мин. Бритвой фибриновый сгусток с клетками разрезается на мелкие кусочки. Клетки перед осаждением на сгусток фиксируются глютаральдегидом или осмием.
Использование цитоцентрифуги  позволяет приготовить качественные мазки с монослоем клеток (424). Недостатком перечисленных методов является отсутствие вертикально расположенной на предметном стекле микрокамеры, с помощью которой можно осаждать небольшой объем суспензии клеток на твердую, и гелеобразную поверхность с помощью центрифугирования, исследовать в условиях in vitro, культуру маленького количества клеток. 
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Рис №1

Предложенное нами устройство (231) позволяет улучшить способ осаждения суспензий клеток на поверхность. В качестве  устройства предложена микрокамера вертикально расположенная на предметном стекле. Рисунок, отражающий конструкцию прибора представлен на фигуре 1,2, цифрами обозначены части конструкции. 
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Рис. № 2
Устройство состоит из микрокамеры  расположенной на предметном стекле 1. Микрокамера представляет из себя пластиковый полый цилиндр 2 (для изготовления микрокамер мы использовали полистирольные кюветы, с отпиленным дном, высотою- 20 мм, диаметром- 8 мм, толщина - стенки 1мм, диаметр просвета- 6 мм). Микрокамеры посредством плоской шайбы 3, вертикально прикрепляют к предметному стеклу. Диаметр отверстия шайбы  4, совпадает с внешним диаметром цилиндра. В целях, обеспечения герметичности этого соединения, место соприкосновения составных частей  устройства, склеивают универсальным клеем, лишённым токсических свойств).  После заполнения суспензией  клеток, микрокамеры закрывают конической резиновой пробкой, которые смазаны стерильным вазелином.  Затем микрокамеры с суспензией клеток центрифугируют в центрифуге в специальной приставке- платформе к горизонтальному ротору, в целях осаждения  клеток на поверхность. После центрифугирования, пробирка легко отламываются в месте соединения с предметным стеклом. С поверхности препарата, фильтровальной бумагой удаляются остатки питательной жидкости, затем он сушится на воздухе. Клетки фиксируются в парах формалина, метиловом спирте окрашиваются цитологическими красителями, или проводятся цитохимические реакции. В этом случае, пробирка удаляется в месте соединения с предметным стеклом только после фиксации клеточного материала. Осажденные клетки на гелеобразную поверхность извлекаются, затем подвергаются любой из общепринятых методик необходимых для подготовки материала для электронно-микроскопического исследования, микроскопии полутонких срезов. Полученный материал осаждали  с помощью предложенного метода на гель агарозы, желатины, фибриновый сгусток с помощью центрифугирования при 800 оборотах в минуту. В качестве гелеобразующего субстрата используется агар-смесь агарозы, фибриновый сгусток желатину  Формирование геля агорозы происходит температуре 40-45°С. Формирование фибринового сгустка изложено дальше. Клетки БАЛ фиксировали 1 час в 2,5% глутаральдегиде на 0,1 М фосфатном буфере рН 7,4., Затем образцы материала помещали в 1% раствор тетраоксиде - осмиевой кислоты на 0,1 М фосфатном буфере рН 7,4 на 1,5 часа, обезвоживали в спиртах восходящей концентрации 50%, 60%, 70%, 80%, 96%, 100% по 10 минут и двух сменах, абсолютного спирта по 10 минут по стандартной методике (Гайер). После проводки образцы заливали в смесь эпона и аралдита. Полимеризация проводилась при температуре +60 С 0 на протяжении 72 часов. Затем получали полутонкие и ультратонкие срезы на ультрамикротом LKB-NOVA/. Ультратонкие срезы контрастировались насыщенным спиртовым раствором уранилацетата и цитрата свинца. Фотосъемка парафиновых и полутонких срезов проводилась на микроскопе "Microphot FXA" (Nikon Япония). Исследование и фотографирование проводилось на просвечивающем  электронном микроскопе ПЭМ 100, JEM-100CX II (Jeol Япония). У экспериментальных животных в целях уточнения строения клеток БАЛ проводилась  серия экспериментов с помощью осаждения клеток на фибриновый сгусток. 
Методика получения ультратонких срезов клеток БАЛ осждаенных на агарозу

У экспериментальных животных по оригинальной методике забирали БАЛ. Полученный материал помещали в центрифужную пробирку фиксировали 1 час в 2,5% глутаральдегиде на 0,1 М фосфатном буфере рН 7,4., Затем образцы материала помещали в 1% раствор тетраоксиде - осмиевой кислоты на 0,1 М фосфатном буфере рН 7,4 на 1,5 часа, обезвоживали в спиртах восходящей концентрации 50%, 60%, 70%, 80%, 96%, 100% по 10 минут и двух сменах, абсолютного спирта по 10 минут по стандартной методике ( Гайер ). Затем осаждали в центрифужной пробирке на гель агарозы с помощью центрифугирования при 800 оборотах в минуту. В качестве гелеобразующего субстрата используется агар-смесь агарозы. Формирование геля происходит температуре 40-45°С. После проводки обрацзы заливали в смесь эпона и аралдита. Полимеризация проводилась при температуре +60 С  на протяжении 72 часов. Затем получали полутонкие и ультратонкие срезы на ультрамикротом LKB-NOVA/. Ультратонкие срезы контрастировались насыщенным спиртовым раствором уранилацетата и цитрата свинца. (M. Geiser, L. Serra, L.M. Cruz-Orive, et all. Efficiency of airvway macrophage recovery by bronchoalveolar lavage in hamsters: a stereological approach//Eur. Respir J. 1995, № 8, Р.1712-1718 
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