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Metody i techniki badawcze stosowane dotychczas w antropologii, w
odniesieniu do szczgtkéw kostnych wymartych populacii, prowadzity za-
zwyczaj do odtworzenia obrazu czlowieka w czasach prehistorycznych
w aspekcie jego stanu fizycznego. Ustalenia te w zasadzie doprowadzity
juz do tego, ze wszystko co mozna bylo powiedzie¢ o warto$ciach me-
trycznych, ciezarze, proporcjach szkieletow, plci, wieku i innych cechach
fizycznych — zostalo juz powiedziane i prawdopodobnie dalsze prace
nie przyniosg nowych rezultatow.

Tymczasem juz w 1919 roku L. i H. Hirszfeldowie stwierdzili

" rozng czestosé fenotypoéw uktadu ABO w poszczegélnych populacjach.
Stwierdzenie to umozliwilo wykorzystanie metod serologicznych w ba-
daniach wspoltczesnych populacji, doprowadzajac do powstania nowej
metody analitycznej w antropologii — seroantropologii. Dalsze badania
w tym zakresie wyodrebnily wiecej ukladéw grupowych, niezaleznych
od ukladu ABO, zar6wno w czerwonych ciatkach krwi, jak i w surowicy.
Ostatnie lata przyniosty jeszcze wyniki prac nad zréznicowaniem grupo-
wym biatych ciatek krwi (system HL-A). Wszystkie te ustalenia zostaty
juz wykorzystane do badan nad rozmieszczeniem grup krwi i czestoscig
gen6w na réznych populacjach wspoétcze$nie zZyjacych.

Wiasnosei grupowe krwi sa w zasadzie niezmienne (z wyjatkiem bar-
dzo rzadkich przypadkéw patologicznych) przez cate zycie, a zatem two-
rzg one pewng charakterystyke biologiczng osobnika, ktéra moze by¢
poréwnywana do takiej wlasnoéci jaka jest mp. jego ple¢. Zrozumiale
jest zatem dazenie antropologéw do podjecia prac w tym zakresie row-
niez na materialach szkieletowych, co umozliwiloby poréwnywanie wy-
stepowania grup krwi i czesto$ci genéw w populacjach wspélczesnych
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i wymartych. Nalezy przypuszczaé¢, ze badania tego typu pogltebig nasza
wiedze dostarczajgc wielu nowych informacji o populacjach przesztych.

Pierwsze préby wypracowania nowych metod badawczych wynikaty
z zainteresowan medycznych i biochemicznych, dotyczacych wystepo-
wania substancji grupowych krwi ukladu ABO w plynach i tkankach
ciala ludzkiego. Jako pierwsi zastosowali te metody William i Lyle B o y-
dowie, ktorzy w 1933 roku opublikowali prace o grupach krwi okre-
slonych na podstawie badania $wiezej tkanki mieéniowej. W nastepnej
z kolei pracy tych autoréw materialem badanym byly juz wysuszone,
zmumifikowane mie$nie (specjalnie przygotowane), wreszcie podjeli ba-
dania zmumifikowanych tkanek zwlok mumii egipskich i amerykanskich
(1937). Metoda, ktoérg postugiwali sie¢ W. i L. Boyd’owie byla technika
podana przez Lattesa (1916), przy czym mozna ja bylo wykorzystaé
tylko w odniesieniu do tkanki mie$niowej. Préba zastosowania tej me-
tody do badan tkanki kostnej nie powiodla sie i dopiero P. B. Candela
(1940) zmodyfikowal ja wykazujac jednoczesnie jej przydatnoéé przez
uzyskanie poréwnywalnych rezultatow. Dalsze prace nad mozliwoscia u-
stalania grup krwi ukltadu ABO z tkanki kostnej doprowadzity do pow-
stania szeregu nowych metod, ktore zresztg byly i zapewne bedg ciggle
modyfikowane. :

W niniejszej pracy przedstawimy jedynie trzy metody, a to dlate-
g0, ze sg one najlepiej dotychczas poznane; wykonano przy ich uzyciu
wiele rutynowanych oznaczen, poznano w dostatecznym stopniu ich wy-
dolno$¢ pod wzgledem czuloéci i swoistosci, a takze dlatego, ze nie na-
streczaja zbyt wielu trudnosci materialowych i technicznych (aparatura
‘i odezynniki). Wspomfliane metody to:

* — absorpcyjna (dalsza modyfikacja metody ,,A” opisywanej przez
M. Kouta i wsp., 1965)

— absorpcyjno-elucyjna (modyfikacja A. Fiori’ego i wsp. oraz
innych autorow)

— fluorescencji przeciwcial (modyfikacja I. Lengyela, 1975).

Badania serologiczne tkanki kostnej obejmuja, poza wskazanymi juz
ustaleniami gupowymi krwi w zakresie ukladu AB0, takze ustalenia
zmierzajgce do wykrycia pochodzenia gatunkowego. Sytuacje takie mo-
g3 mie¢ miejsce woéwczas, gdy . zachodzi konieczno$é ustalenia pochodze-
nia gatunkowego drobnych fragmentow kostnych, a nie mozna tego prze-
prowadzi¢ metodg anatomiczno-morfologiczng, z powodu braku jakich-
kolwiek cech diagnostycznych. Z pewno$cig takich przypadkéw nie ob-
serwuje si¢ w praktyce zbyt wiele, niemniej w razie konieczno$ci mozna
stosowa¢ odpowiednie metody serologiczne.

Z wielu metod ustalania pochodzenia gatunkowego bialka, do okre-
Slen na tkance kostnej nadajg sie metody:

— unieczynniania surowicy antyglobulinowej (wg R. Coombsa w
modyfikacji J. Vacher’a i wsp.),
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— elektroimmunoprecypitacji w zbuforowanym zelu agarowym (wg
Z. Marka i wsp.),

— immunodyfuzji (wg O. Ouchterlony ego "w modyfikacji
B.Knightaiwsp.).

OKRESLANIE PRZYNALEZNOSCI GATUNKOWEJ

Niezaleznie od zastosowanej metody, czynnoscig wstepna jest zawsze
sporzadzanie ekstraktéw z badanych kosci, dlatego tez wydaje sie celo-
we podanie tej metodyki juz na wstepie.

Dokladna analiza chemiczna kosci wykazala, ze wieksza/ czesé masy
koéci utworzona jest z warstw zwapnialej substancji miedzykomoérkowej,
a pozostala, malg cze$¢ stanowig komorki kostne (osteoblasty, osteocyty,
osteoklasty), ktore liczniejsze sa podczas rozwoju i wzrostu ko$éca. Czese
organiczna, szczeg6lnie nas interesujgca, stanowi okoto 35%0 caltej masy
koéci. Nalezy zatem dazyé do tego, aby z badanej probki kosci wyek-
strahowaé jak najwiecej biatek. Cel ten mozna osiagnac wtedy, gdy sto-
sunkowo duza powierzchnia kosci poddana jest obrébce. Dlatego tez kos¢
rozdrabnia sie na maczke kostng, ktorej sporzadzenie nie jest trudne —
polega ono na kruszeniu koSci, mieleniu w miynku agatowym lub tez
rozdrabnianiu za pomocg dezintegratora ultradzwigkowego.

B. Knight, E.Beattie iT.J Muckle (1969), w celu uzy-
skania najlepszego wymywania probek tkanki kostnej, opracowali naste-
pujacy tok postepowania: maczke kostng ekstrahuje sie za pomocg roz-
tworu soli fizjologicznej, buforu weronalowego i stabego roztworu amo-
niaku (0,01% o pH 9,0). Rozpuszczalniki te daja najwyzsze stezenie,
gdy okoto 300 mg magczki kostnej wytrzasa sie z 3 ml mieszaniny roz-
puszczalnikéw. Probowki zamyka sie, uklada poziomo i pozostawia na
24 godziny w temperaturze pokojowej. Zawartosc probowek nastepnie
odwirowuje sie i gérng warstwe przenosi do matych, plaskodennych pro-
bowek. Umieszcza sie je nad $wiezo wysuszonym zelem krzemionkowym
w eksykatorze prézniowym. W ciggu 24 godzin ekstrakty odparowujg do
0,5 ml lub jeszcze mniejszej objetosci i wowcezas dopiero mozna je pod-
da¢ badaniom.

1. Metoda unieczynniania surowicy antyglobu-
linowej wgR.Coombsa

Klasyczny odczyn antyglobulinowy Coombsa jest swoistym odczynem
serologicznym wykrywajacym w ludzkiej surowicy niekompletne prze-
ciwciala odpornosciowe. Podstawowym reagentem w tym odczynie jest
swoista surowica otrzymana z krwi krélikéw uczulonych frakcjg glo-
bulinows biatka ludzkiego, dajgca reakcje tylko z globulinami ludzki-
mi. Powstajace w organizmie krolika przeciwciala antyglobulinowe maja
charakter precypityn tzn. powoduja wytracanie sie biatka w roztwo-
rze wodnym. Precypityny te lacza sie z niekompletnymi przeciwciatami
pokrywajacymi nadtrawione krwinki, powodujac ich aglutynacje.
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Dla potrzeb serohematologii sgdowej klasyczny odczyn Coombsa zo-
stal zmodyfikowany. Stwierdzono, ze ekstrakty (wyciggi) z plam krwi,
tkanek miekkich i sproszkowanych kosci ludzkich hamujg dzialanie su-
rowicy przeciwglobulinowej, zas wyciagi z tkanek zwierzecych tego dzia-
fania nie wykazuja. Powyzsze stwierdzenie umozliwilo okreslanie przy-
naleznos$ci gatunkowej tkanek nowg metoda, ktoéra okazala sie bardzo
czula i swoista.

Podstawowymi odczynnikami sg odpowiednie surowice przeciwglobu-
linowe oraz krwinki grupy ORhD(-), uczulone niekompletnymi przeciw-
cialami anty-RhD. Zaréwno surowice jak i krwinki przechowuje sie w
temperaturze +4°C, przy czym krwinki powinny byé zawsze $wieze
(do 3 dni). Tok postepowania podzieli¢ mozna na kilka etapow:

— przygotowanie i uczulenie krwinek,

— przygotowanie i sprawdzenie surowicy,

— inkubowanie badanego wyciggu z surowica,

— dodanie uczulonych krwinek i odeczyt,

— kontrole dodatnie, ujemne i prawidlowosci uczulenia krwinek.

Przebieg reakcji w metodzie unieczynniania surowicy przeciwglobu-
linowej przedstawia nastepujacy schemat.

1. Globulina ludzka-surowica przeciwglobulinowa (— unieczynnie-
nie surowicy)+krwinki ORhD (+) uczulone surowicg (anty-Rh) nie-
kompletng =brak aglutynacji

2. Globulina zwierzeca + surowica przeciwglobulinowa =+ krwinki
ORRD (+) uczulone surowicg (anty-Rh) miekompletng=aglutynacija.

Kontrole wykonuje sie na mieszaninach uczulonych krwinek 0RhD(+)
z roztworem fizjologicznym soli, ptynem koloidowym i surowicg przeciw-

globulinowg oraz nieuczulonych krwinek z tymi samymi odczynnikami.

Plyn koloidowy z zawiesing uczulonych krwinek moze daé stabg agluty-
nacje. Wszystkie pozostale kontrole powinny daé wynik ujemny.

Interpretacja wynikow. Wynik ujemny tego odczynu jest wtedy, gdy
na powierzchni badanych krwinek nie ma oplaszczajacych je przeciwciat
niekompletnych lub tez jezeli surowica przeciwglobulinowa zostala u-
przednio zwigzana z globulinami surowicy ludzkiej.

Na przedstawionym zjawisku unieczynniania surowicy przeciwglo-
bulinowej przez biatko ludzkie oparta jest zasada zastosowania odczynu
antyglobulinowego w celu ustalania przynaleznosci gatunkowej koéci i
innych tkanek. Wielu autoréw podaje rozne modyfikacje tego odczynu
oraz jego czulosci: od 1 :4000 do 1 :800 000.

2. Metoda - immunedy fuzjiiw zelu+ agarowym

Precypitacja w zelu agarowym stanowi modyfikacje klasycznej meto-
dy precypitacyjnej Uhlenhutha (1901). Reakcje surowicy odporno-
sciowej (przeciwciala) z biatkiem ludzkim (antygen) zawartym w bada-
nym wyciggu przeprowadza sie nie w $rodowisku ptynnym lecz w sta-
tym — jakim jest zel agarowy.

W
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O. Ouchterlony (1949) w zelu agarowym, grubosci 3 mm, wy-
cinal otwory: jeden posrodku (centralny), a pozostale wokoét niego w jed-
nakowej odlegto$ci od centralnego i od siebie. W otwoér centralny wkrap-
lal surowice odpornosciows, pozostate natomiast byly napeiniane bada-
nymi wyciggami i, dla kontroli, jeden rozcienczong surowicg ludzks. Po
uptywie pewnego czasu pomiedzy wgtebieniami — centralnym i zawie-
rajagcym biatko ludzkie — powstawalto pasmo precypitatu. M. Muller
i wsp. (1958) zaproponowali modyfikacje opisanej metody. Poniewaz pro-
ces dyfuzji w modyfikacji M. Mullera i wsp. trwa 2 -4 dni, a ponadto
zuzywa sie duzo surowic, wielu autoréow, miedzy innymi L. Hartmann
i M. Toilliez (1957) i B. Knight (1969) dokonalo dalszych mody-
fikacji (tzw. mikrometody).

Dla ustalania aktywnosci immunologicznej badanych ko$ci modyfi-
kacje zaproponowal B. Knight i wsp. (1969). W warstwie 19/0 zelu agaro-
wego wycina sie sze$¢ zagltebien o $rednicy 5 mm, wokél srodkowego o
srednicy 3 mm. Odleglto$é miedzy srodkowym a zewnetrznymi zaglebie-
niami wynosi¢ powinna 4 mm. Wzorcowg surowice anty-ludzksg umiesz-
cza sie w s$rodkowym zaglebieniu, a badane ekstrakty w zewnetrznych
zaglebieniach. Rownolegle z ekstraktami badanymi, przeprowadza sie tak-
ze dodatnie i ujemne préby kontrolne. Tak przygotowang plytke umiesz-
cza sie w komorze wilgotnej (aby zapobiec wysychaniu zelu agarowego)
na 24 godziny i w tym czasie zachodzi dyfuzja. Barwienie przeprowadza
sie¢ w mieszaninie Pgs-Nigrozyna. Wystapienie prazka lub pasma precy-
pitatu pomiedzy zaglebieniem z surowicg precypitujacg biatko ludzkie a
zagtebieniem z badanym ekstraktem, przy réwnoczesnych kontrolach u-
jemnych i dodatnich $wiadczy o tym, ze badana ko$¢ pochodzi od czlto-
wieka. Czulos¢ tej metody zalezna jest od wielu czynnikéw, jak: ilosé
materialu badanego, czas zalegania ko$ci w ziemi, miano surowicy precy-
pitujgcej i wynosi, w zaleznosci od zastosowanej modyfikacji, od 1 :2048
do 1:100 000.

3. Metoda elektroimmunoprecypitacji w zbufo-
rowanym zelu agarowym wg Z. Marka i wsp. (1964)

Metoda ta polega na przyspieszeniu, poprzez elektroforeze, zetkniecia
sie gamma-globulin surowicy precypitujacej z alfa-globulinami badanych
antygenow zawartych w ekstraktach. Stosuje sie w tym celu 1% zel
agarowy, zbuforowany buforem weronalowym o pH 8,6. W zelu tym wy-
konuje sie otwory, w podwdjnych rzedach, o srednicy okoto 1,5 mm, w
odlegtosci 1 cm od siebie. Do jednego z rzedéw wkrapla sie badane ek-
strakty — roztwoér antygenu, a do drugiego surowice precypitujgce. Stro-
ne badanych ekstraktéw lgczy sie mostkiem bibutowym z katodg, a stro-
ne surowic — z anoda. Jako bufor elektrodowy stosuje sie réwniez bu-
for weronalowy, jednak o nieco innym skladzie. Na zel dziala sie na-
pieciem stalym, stabilizowanym elektronicznie (U=200 V), przy nateze-
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Rys. 1. Ustalenie przynalezno$ci gatunkowej metodg elektroimmunoprecypitacji w
zbuforowanym zelu agarowym
a — matryca do wycinania otworéw w zelu; do rzedu A wkrapla sie surowice
precypitujace, a do rzedu B — badane ekstrakty,
b — wyglad plytki z Zelem po wylaczeniu przeptywu pradu. Wiidoczne sa prazki
precipitacyjne miedzy niektéorymi otworkami rzedéow A i B (wg Z. Marka i wsp.
1964)

niu i=10 mA. Po uplywie 50 - 60 minut przeptyw pradu przerywa sie i
w silnym strumieniu $wiatlta odczytuje wyniki (rys. 1). Wynik dodatni
swoisty — to powstanie miedzy badanym ekstraktem, a surowicg precy-
pitujaca wyraznego, ostrego prazka precypitatu, z réwnoczesnymi kon-
trolami dodatnimi i ujemnymi. Wielu autoréw zaleca badanie wyciggow
podioza, w ktérym znaleziono kosci. Dla lepszego uwidocznienia prazkow
precypitacyjnych mozna wybarwi¢ zel czernig amidowg B, a nastgpnie
nadmiar barwnika usunag¢é w mieszaninie alkoholu metylowego i kwasu
octowego lodowatego w stosunku 3 :1. Po odbarwieniu powinny pozostac
jedynie ciemne prazki precypitacyjne.

Czulosé tej metody zalezy, podobnie jak w innych metodach immu-
nologicznych, miedzy innymi od miana surowicy precypitujacej i jej
swoistoéci. Zaleca sie stosowanie surowic o mianie co najmniej 1 :10 000.

OKRESLANIE PRZYNALEZNOSCI GRUPOWEJ W ZAKRESIE UKLADU ABO

W 1947 roku K. Landsteiner zastosowal metode inhibicji do
badan nad istotg materialéw aktywnych serologicznie, odpowiedzialnych
za specyfike grup krwi. Substancje te okazaly sie glikoproteinami i gli-
‘kolipidami, ktére w dodatku mozna wyizolowa¢ z tkanek i erytrocytow.
Masa czasteczkowa tych substancji wynosi okolo 500 000, przy czym
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makroczasteczki zawieraja: kwasy tluszczowe, sfingozyny, weglowodany
i aminokwasy. Kazda makroczgsteczka sktada sie z 300 tancuchow weglo-
wodanowych zbudowanych z kombinacji 7 lub 8 jednostek cukru, sfin-
gozyn lub 15 aminokwaséw oraz z ukiadu diugich tancuchow kwaséow
tluszczowych. Zanim jednak Landsteiner wyjasénit tak szczegdélowo bu-
dowe specyficznych substancji grupowych, V. Friedenreich i G.
Hartmann (1927) wykazali swoisto$¢ grupowg wielu tkanek ciata
ludzkiego i to w dodatku utrwalonych w formalinie.

Do badan grupowych tkanki kostnej wiekszo$¢ autoréw zaleca wy-
korzystywanie probek istoty gabczastej. Wynika to z wiekszej zawar-
toSci materii organicznej w istocie gabczastej niz w istocie zbitej. Sero-
logicznie wyzszg aktywnoéé istoty ggbczastej tlumaczy takze fakt obec-
nos$ci w niej (za zycia) czerwonego szpiku kostnego.

Zagadnieniem wymagajagcym wyjasnienia jest wplyw warunkow
zewnetrznych na stabilno$é antygendéw grupowych. Zalezy ona od kilku
czynnikéw, a mianowicie: przebiegu rozkladu tkanki kostnej w ziemi,
typu gleby i jej pH, temperatury i wilgotnosci, czasu zalegania kosci
oraz dziatania pewnych enzymoéw - pochodzenia bakteryjnego (S. Iseki
i S. . Okada, 1951 oraz S. Isekii T. Ikeda, 1956).

Rozktad tkanki kostnej, zdaniem I. Lengyela (1975) przebiega w
trzech fazach. Faza pierwsza — od $mierci do pogrzebania zwlok — nie
narusza, co prawda, struktury chemicznej i histologicznej, decyduje jed-
nak o przebiegu dalszego rozktadu. Faza druga — w ziemi — obejmuje
utrate lub przebudowe niektérych substancji chemicznych, przy czym
trwa ona tak diugo, az powstanie stan réwnowagi fizyko-chemicznej
miedzy ko$cig a glebg. Dodatkowo w czasie tej fazy pewne bakterie z
rodziny Bacillus, Clostridium, Lactobacillus i Treponema mogg oddzia-
lywaé¢ enzymatycznie na antygeny powodujgc ich uszkodzenie lub prze-
budowe, tworzac nowe wlasnosci antygenowe. Wreszcie faza trzecia —
od wydobycia z ziemi do rozpoczecia badann — charakteryzuje sie utratg
wilgotnosci i zmianami utleniajgcymi, co prowadzi do zaniku aktywnosci
serologicznej starej tkanki kostnej wystawianej na dzialanie powietrza.
O ile zatem nie mamy wplywu na warunki rozkladu tkanki kostnej w
trakcie dwoch pierwszych faz, to przed zmianami trzeciej fazy mozna sie
odpowiednio zabezpieczyé (przez konserwacje).

Przed przystapieniem do opisu metodyki wymienionych juz we wste-
pie do artykutu trzech metod serologicznych, nalezy podkresli¢, ze wszy-
stkie trzy sg nadal stosowane przez réznych autoré6w, mimo swej réznej
wydolnosci.

1. Metoda absorpcyjna

Dzieki stwierdzeniu, ze substancje grupowe krwi znajdujg sie nie
tylko w czerwonych ciatkach krwi, lecz takze i w innych tkankach i or-
ganach (niekiedy w wiekszej nawet koncentracji) mozliwe bylo zasto-
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sowanie metody absorpcyjnej do okreslania przynaleznosai grupowej row-
niez w tkance kostnej.

Boyd owie wykazali, ze czas absorpcji maczki kostnej w surowi-
cach anty-A i anty-B moze wynosi¢ 1 godzing w temperaturze pokojo-
wej — w ciggu tego czasu nastepuje zahamowanie reakcji. Dalsze ba-
dania umozliwily ustalenie jeszcze bardziej optymalnych warunkow ab-
sorpcji — czas 24 godziny w temperaturze + 4°C. Ilo$¢ zastosowanych
surowic jest. proporcjonalna do ilo$ci posiadanego materiatu, co umozli-
wia dobranie optymalnych warunkow absorpcji. Bardzo waznym zagad-
nieniem jest dobor odpowiednich surowic diagnostycznych.

W. T. J. Morgan (1958) zwraca uwage na obecnosc makromolekut
u osobnikéw malezgcych do tej samej grupy uktadu ABO, roznigcych sie
miedzy soba: np. grupa A genetycznie zalezy od podgrupy i od indywi-
dualnego genotypu ukladu Lewis. W zwigzku z tym zalecane jest sto-
sowanie surowicy od tych samych, znanych dawcow; surowica zmiesza-
na, pochodzgca od kilku dawcoéw nie powinna by¢ stosowana.

Poczatkowo niektérzy badacze stosowali absorpcje w surowicy grupy
0 lecz pozniej sposéb ten zostal zaniechany, poniewaz aglutyniny alfa
i beta majg zazwyczaj nier6wng site aglutynacji. B. E. Dodd (1952) wy-
kazala, ze istnieje ponadto tzw. ,,przeciek” miedzy dwiema aglutyninami,
co powoduje obnizenie miana u obydwu, podczas gdy prawdziwe zaha-
mowanie oddziatywato tylko na jedna aglutynine.

Przygotowanie i obrébka tkanki kostnej w tej metodzie jest bardzo
prosta. Wybrang probke kosci czysci sie mechanicznie z zanieczyszezen
i podaje zmieleniu do bardzo drobnych ziarenek. Tak przygotowang
maczke kostng, w ilosci 10,0 g, umieszcza sie¢ w probowkach i zalewa
2,2 ml surowicy diagnostycznej anty-A; oddzielnie, tg samg iloScig su-
rowicy anty-B zalewa sie drugg probke maczki (obie o mianie 153256
Uklad ten, zlozony ze sproszkowanej kosci i surowicy diagnostycznej
anty-A lub anty-B umieszcza sie w termostacie, przy nastepujacych wa-
runkach czasowych i temperaturowych: na 3 godziny w temperaturze
+4°C, nastepnie na 2 godziny w temperaturze + 20°C; wreszcie na 1
godzine w temperaturze +37°C. \

Po absorpcji oddziela sie surowice diagnostyczng od sproszkowanej
koSci przez wirowanie w czasie 3 - 5 minut, przy 2500 obrotach/min. Na-
stepnie sporzadza sie dwa rzedy rozcienczen obu surowic, stosujac roz-
twor soli fizjologicznej. Do kazdego rozcienczenia dodaje sie identyczng
ilog¢é przemytych krwinek testowych grupy A; oraz B i ukltad ten umiesz-
cza sie w komorze wilgotnej, w czasie 20 minut, w temperaturze + 20°C.
Obecnoéé lub brak aglutynacji odczytuje sie w 4-stopniowej, subiektyw-
nej skali, za pomocy stereoskopowego mikroskopu o 20-krotnym po-
wiekszeniu.
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2. Metoda absorpcyjno-elucyjna

Mozliwodé zastosowania metody absorpcyjno-elucyjnej do badan se-
rologicznych tkanek réznych narzadéw ciala ludzkiego wykazali miedzy
inymic A Fioiri i 'P. ;Beneiolini (1966), T. Marcinkowski
(1968) oraz Y. Miki, H. Iki, T. Inove i M. Hara (1970). Na tkance
kostnej (zeby) ustalenia takie przeprowadzili S. Loyka i S Mac-
kené (1974). '

Poszczegblne etapy tej metody sg nastepujace:

— utrwalanie sproszkowanej probki kostnej (w metanolu lub acetonie
przez 12 - 24 godzin); :

—- absorpcja w surowicach diagnostycznych anty-4, anty-B i anty-H
przez 48 godzin w temperaturze + 4°C;

— wyplukiwanie niezwigzanych przeciwcial wychlodzonym roztworem
soli fizjologicznej o temperaturze — 2°C;

— kontrola wyplukania z materialu wzorcowego;

— elucja zwigzanych przeciwcial z badane] probki w temperaturze

F25B2C;

— odczytywanie wynikow.

Przebieg niektorych etapéw jest szczegdlnie wazny, poniewaz warun-
kuje uzyskanie swoistych i czulych wynikéw. Bardzo waznym czynni-
kiem w tej metodzie jest dobér odpowiednich surowic, ktérych miano
powinno wynosié najmniej 1:512 (lepiej jednak 1:1024 — 1:2048).
Plukanie odbywa sie w probéwkach za pomocg roztworu soli fizjolo-
gicznej wychtodzonego do temperatury — 2°C, nastepnie probowki pod-
daje sie wirowaniu przez okolo 30 sekund, przy 2500 - 3000 obrotéw/min.;
odciaga sie poptuczyny znad magczki kostnej i ponownie dodaje sie¢ wy-
chlodzonej soli fizjologicznej. Proces ten powtarza sie az do momentu
usuniecia niezwiazanych przeciwcial z materiatlu kontrolnego. Kontrole
wyplukania niezwigzanych przeciwcial trzeba prowadzi¢ na znanej tkan-
ce kostnej pochodzacej od osobnika grupy 0, ktora absorbowana byla w
surowicach anty-A i anty-B. Po usunieciu ostatnich poptuczyn dodaje
sie kilka kropli roztworu soli fizjologicznej, umieszcza sig probowki w
termostacie (+56°C) na 20 -30 minut, a nastepnie eluaty przenosi sie
do innych proboéwek zawierajgcych krwinki testowe i wiruje sie przez
5 minut przy 2000 obr/min. Krwinki testowe powinny by¢ bardzo swieze
(kilkugodzinne), trypsynowane i dodatkowo zawieszone w 0,5%0 albumi-
nie wolowej. Zawarto$¢ proboéwek przenosi sie po wirowaniu na zagle-
bienia szkielek podstawowych i odczytuje wyniki pod mikroskopem ste-
reoskopowym. Réwnolegle z materialem badanym trzeba prowadzi¢ kon-
trole na znanej tkance kostnej grupy 4, B, i 0.

3. Metoda fluorescemncji przeciwciatl
Metnda ta oparta jest na zasadzie znaczenia przeciwcial barwnikiem
fluoryzujacym i doprowadzania tego kompleksu do zetkniecia sig¢ z an-
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tygenami zawartymi w tkance kostnej. W efekcie barwnik fluoryzujacy
znajdzie si¢ w miejscach potgczen antygen-przeciwciato i pod wpltywem
promieni lampy UV zaczyna emitowaé¢ widzialne $wiatto, ktére wykrywa
sie pod mikroskopem.

Poniewaz klasyczna metoda fluorescencji przeciwcial, w swej pier-
wotnej wersji (P e ars e 1960), nie nadawata sie do badan tkanki kostnej,
I. Lengyel (1975) zmodyfikowat jg, przy czym modyfikacja ta poszla
w dwodch zasadniczych kierunkach: odpowiedniego przygotowania ba-
danej probki tkanki kostnej oraz kontrolowania w trakcie badania pro-
porcji lagczenia sie surowicy diagnostycznej z barwnikiem fluoryzujg-
cym. Pierwsza z modyfikacji umozliwita podjecie badan kosci tg me-
toda, a druga zwiekszyla jej czulo$¢ i swoistosé.

Przygotowanie probki tkanki kostnej polega na pobraniu wycinka
istoty gabczastej (najlepiej z trzonu kregu) o grubosci 5 mm i o po-
wierzchni podstawy okoto 1 cm?2, po czym nalezy wycinek oczysci¢ za
pomocyg szczoteczki. Nastepnie probke trzeba zakonserwowaé¢ w roztwo-
rze alkoholu etylowego i obojetnego roztworu formaldehydu. Proces kon-
serwacji powinno sie przeprowadzaé mozliwie szybko po wydobyciu kos-
ci z ziemi, ze wzgledu na wspomniany juz fakt zatracania aktywnos$ci
serologicznej tkanki kostnej w zetknieciu z powietrzem atmosferycz-
nym (Thieme i C. M. Ottem, 1957; M. Smith, 1963; I. Lengyel,
1975). Sktad utrwalacza jest nastepujgcy: 625 ml 96% C,H;OH, 250 ml
40%0 HCOH i 125 ml H,O dest. Czas utrwalania powinien wynosi¢ 12 -
- 24 godzin, nie dtuzej jednak niz 1 tydzien. Po utrwaleniu prébke pod-
daje sie plukaniu, celem usuniecia resztek utrwalacza; najpierw przez
6 godzin w wodzie biezacej, a pdzniej przez 2 godziny w wodzie desty-
lowanej.

Kolejnym etapem jest proces odwapniania tkanki kostnej, ktory prze-
prowadza si¢ przy uzyciu wodnego roztworu syntetycznego kwasu polia-
midowego — CyoH;,N,Na,Op (EDTA). W celu sporzadzenia roztworu od-
wapniajgcego nalezy na 1 gram probki uzy¢ 100 ml buforu Mc Ilwaina,
nasyconego EDTA o pH 7,4 oraz, jako detergentu — 1,0 ml pochodnej
eteru polietylenoglikolowego (BRI J-35). Czas odwapniania zalezy od
czasu zalegania ko$ci w ziemi i waha sie w granicach 72 -160 godzin.
Roztwér EDTA powinien by¢ zmieniany co 24 godziny na §wiezy. Na-
lezy pamieta¢ o sprawdzaniu stopnia odwapniania materiatu badanego
(metodg Voigta, 1960), poniewaz sole wapnia pozostajace po miedo-
kiadnym odwapnieniu zwiekszajg autofluorescencje utrudniajgcg wykry-
wanie stabej immunofluorescencji. Po odwapnieniu usuwa sie resztki
roztworu, pluczac probke przez 12 godz. w H,O dest. W efekcie probka
tkanki kostnej staje sie elastyczna i umozliwia sporzadzanie skrawkow,
szybko mrozonych, grubogci 10 - 15 mikrometrow.

Barwnikiem fluoryzujgcym jest lzotiocyjanian (FITC), a jako prze-
ciwcial uzywa sie surowic diagnostycznych anty-A i anty-B, o mianie
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1:256 oraz anty-H (ekstrakt z nasion Ulex europeus), réwniez o mianie
1 :256. Sposéb sporzagdzania ekstraktu anty-H jest do$¢ prosty — polega
na zmieleniu 25 mg wysuszonych nasion Ulex europeus, wymieszaniu
sproszkowanych nasion z 500 ml wody destylowanej i umieszczeniu tej
zawiesiny na 2 godziny w temperaturze + 30°C (na lazni wodnej). Po
uplywie 2 godzin zawiesine wytrzasa sie przez 12 godzin w tempera-
turze pokojowej, po czym odwirowuje i do kazdych 100 ml klarownej
cieczy dodaje sie 0,2 ml BRI J-35.

Jak juz wspomniano poprzednio, czulo$¢ i swoisto§¢ metody zalezy
od optymalnych warunkéw polgczenia iloSciowego przeciwcial z barw-
nikiem fluoryzujgcym, dlatego tez okresla sie zawartos¢ protein w su-
rowicach anty-A i anty-B zmodyfikowang metoda biuretowg (Cormna 11
i wsp. 1949); dokonuje sie kontroli wigzania FITC z proteinami surowic
(Mc Kinney i wsp. 1964) oraz okresla sie zawarto$¢ protein w zwigzku,
metoda analizy krzywej absorpcji. Na rysunku 2 przedstawiono przyktad
takiej krzywej wzorcowej zawartosci protein.

T % A
100
90 N T % biatko g/%
A\ 100,0 0,000
77,8 1,968
. 62,5 33957
51,0 54904
40,2 71875
707
60
50
40

1,0 2,00 3,0. 4,0 5,0 6,0 750 8,0 9,0 biakko g/%

_Rys. 2. Przykilad krzywej wzorcowej dla okreSlenia zawarto$ci biatka przy po--
mocy zmodyfikowanej reakcji biuretowej (wg Cornall’a i wsp. 1949)

Przygotowane poprzednio skrawki tkanki kostnej umieszcza sie w ko-
morach zawierajacych przeciwciala anty-A, anty-B i anty-H (wszystkie
znaczone FITC), a nastepnie usuwa sie nadmiar barwnika przez spiu-
kiwanie skrawkéw roztworem buforowym Mec Ilwaina o pH 6,6 (tem~
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peratura roztworu +20°C, czas — 1 godzina). Przemyte skrawki umiesz-
cza sie na kwarcowych szkietkach podstawowych, w roztworze soli fizjo-
logicznej i poddaje badaniom pod mikroskopem w $wietle ultrafioleto-
wym. Wynik uznajemy za dodatni, gdy zaobserwujemy in loco inten-
sywng, centkowang, zielonkawg fluorescencje w substancji otaczajgcej
jamy komoérek kostnych (torebki Neumana). Reakcja negatywna charak-
teryzuje sie stabg, jednorodnie brazowg fluorescencjg.

Ustalenie grupy krwi kazdej probki tkanki kostnej polega na odczy-

Tab. 1. Mozliwe odmiany reakcji w metodzie fluorescencji przeciwciat (wg
I. Lengyela 1975).

o Finotypy STUD Surowice diagnostyczne
krwi anty-A anty-B anty-H
1 A + - A
2 B o b . 5
%) 0 - - -
4 AB + + -
B 2 + + +
6 2 - - =

cie reakecji poszczegdlnych wycinkéw z surowicami anty-A, anty-B
i anty-H. Mozliwe do uzyskania wyniki jednostkowe zestawiono w ta-
beli 1. Wynika z niej, ze pierwsze 4 sytuacje prowadza do okreSlenia
grupy krwi, natomiast dwie pozostale (wszystkie reakcje dodatnie lub
wszystkie ujemne) nie daja podstaw do wypowiadania sig o grupie krwi.
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LES METHODES PALEOSEROLOGIQUES DANS L’ETUDE DES OSSEMENTS

par BRONISLAW MLODZIEJOWSKI et ROMANA MEODZIEJOWSKA

On y passe en revue quelques unes des méthodes sérologiques du point de vue
de leur application a l’analyse de fragments osseux de populations éteintes. Ces
méthodes permettent d’établir le groupe sanguin dans le systéme ABO et, & un
moindre degré (vu la disparition graduelle de l’activité d’albumines propres a l’es-
pece) la détermination de lappartenance générique de petite fragments d’osse-
ments.

PALEOSEROLOGICAL METHODS IN EXAMINATION OF SKELETAL
REMAINS :

by BRONISLAW MELODZIEJOWSKI and ROMANA MLODZIEJOWSKA

The authors have reviewed several serological methods from the viewpoint
of investigators of extinct populations. There are presented methods for ABO sy-
stem examination, and to a slightly smaller extent (because of gradual extinction
of activity in species-specific proteins), assesment of species characteristics from
tiny bone fragments.
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W ostatnich latach notuje sie dynamiczny rozwéj problematyki antropologicz-
nej w ZSRR. Obok tradycyjnie znanych preznych ofrodkow Moskwy i Leningradu
ozywiong dziatalno§é przejawiajg antropologowie bialoruscy, ukrainscy, a w re-
publikach nadbattyckich zwlaszeza litewscy. Mimo ze tradycje litewskiej antropo-
logii w duzym stopniu byly wspélne z polskimi, w latach miedzywojennych zwigz-
ki antropologii polskiej i litewskiej byly niezbyt duze i dorobek antropologii 1i-
tewskiej byt wiasciwie az do ostatnich lat mato znany. Z okresu miedzywojennego
znana byla tylko mniektérym dzialalno§é ucznia R. Martina, J. Zilinskasa,
ostatnio za§ G. Cesnysa, W. Derumsa, J. Nainysa, S. Pavilonisa.

Blizsze zaznajomienie sie z dorobkiem litewskiej antropologii umozliwia w du-
zym stopniu ,Bibliografia litewskiej antropologii”, wydana nakladem Ministerstwa
Zdrowia Litewskiej SSR i Panstwowej Naukowo-Medycznej Biblioteki w Wilnie.
Dzieto Cesnysa i Pavilonisa jest wybithym osiggnigciem bibliograficznym
antropologii litewskiej.

Omawiana praca liczy 236 stron druku i zostala przez autoréw podzielona na
11 rozdzialow, ktore poprzedza krotki wstep w jezykach: litewskim, rosyjskim,
angielskim.

Pozycje bibliograficzne w liczbie 2297 ulozono w kolejnych rozdziatach w po-
rzadku alfabetycznym wedtug autoréw, nie zawsze jednak z zachowaniem ukladu
chronologicznego. g

Rozdzial pierwszy dotyczy ogodlnych zagadnien antropologii, drugi po$wigcony
jest historii antropologii, trzeci pracom biograficznym, czwarty za$§ przyczynkom

bibliograficznym. Rozdziat piaty jest poSwigcony metodyce badan antropologicz- .

nych. Szosty rozdzial, nieco obszerniejszy, dotyczacy paleoantropologii podzielony
zostal na dwie cze$ci: teoria i metodologia artropogenezy oraz popularyzacja an-
tropogenezy. Najliczniejsze pozycje zebrane zostaly w kolejnych rozdziatach. w
si6dmym zestawiono prace z antropologii fizycznej. Podzielono go na kilka podroz-
dziatow:

1. Wzrastanie i rozwdj; 2. osteologia; 3. neurologia; 4. myologia; 5. teratologia;
6. typologia cztowieka. )

Kolejny, obszerny rozdzial 6smy dotyczy antropologii fizjologicznej i ekologii.
Rozdzial dziewligty po$wigcony jest pracom z antropologli stosowanej, jak antropo-
logia medyczna, sadowa z identyfikacja, sportowa, przemyslowa, antropogeografia
i demografia antropologiczna. Ostatni duzy rozdziat dziesigly zawiera prace z an-
tropologii etnicznej. W rozdziale jedenastym zamykajacym bibliografie zawarto
skorowidz mazwisk, nazw geograficznych oraz obja$nienia uzywanych skrotow.

Poréwnywajac omawiang pozycje z polskimi bibliografiami antropologii
A. Wrzoska i M. Cwirko-Godyckiego, ktore ulozone sg w porzadku
alfabetycznym wg autoréw .i z zachowaniem ukladu chronologicznego uwazam pol-
skie ujedie za wygodniejsze dla korzystajacych tym bardziej, Ze na koncu bi-
bliografii dodana jest bibliografia przedmiotowa z zaznaczeniem pozycji bibliogra-
ficznych autorskich, Ta uwaga nie umniejsza warto$ci omawianej pracy autorow
litewskich, ktéra w niejednym przypadku stanowi réwniez cenne uzupelnienie bi-
bliografii A. Wrzoska i trzech kolejnych bibliografii M. Cwirko-Godyc-
kiego.

: Andrzej Malinowski (Poznan)



