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Rozdzielanie skladnikow krwi przez
wirowanie w gradiencie gestosci

Krew jest ciekla tkanka, w sklad ktorej wchodza elementy upostaciowione tj.: krwinki
czerwone, krwinki biale i plytki krwi. Elementy te zawieszone sa w czesci plynnej
okreslanej mianem osocza lub plazmy. Osocze stanowi 55% , zas elementy morfotyczne 45%

objetosci krwi. W momencie, gdy osocze zostanie pozbawione fibrynogenu, okresla sie je
mianem surowicy krwi [3].

Krew krazy w zamknietym uktadzie naczyn krwionosnych. Zawiera ona elementy morfotyczne t;.
czerwone i biate krwinki oraz ptytki krwi, ktore zawieszone sa w ptynnym srodowisku osocza. Krew,
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a w szczegolnosci osocze spetnia wiele waznych funkcji, ktore sa niezwykle istotne dla zachowania
zdrowia. Surowica to faza ptynna krwi, ktéra powstaje po jej skrzepnieciu. Surowica w swoim
sktadzie nie zawiera czynnikéw krzepniecia, w tym fibrynogenu, ktére prawidtowo wystepuja
w osoczu, lecz zuzywaja sie podczas procesu krzepniecia krwi. Surowica zawiera pewne produkty
degradacji czynnikow krzepniecia, ktore powstaja w tym procesie, a zwykle nie wystepuja w osoczu

[2].

Krew spetni a wiele waznych funkcji w organizmie, odpowiada m.in. za:

- Oddychanie (transport tlenu z ptuc do tkanek oraz dwutlenku wegla z tkanek do ptuc)
- Odzywianie (transport wchtonietych substancji odzywczych)

- Wydalanie (transport zbednych metabolitéw do nerek, ptuc, skory i jelit w celu ichusuniecia)
- Utrzymywanie prawidtowej réwnowagi kwasowo-zasadowej w organizmie

- Regulacje gospodarki wodnej

- Regulacje temperatury ustrojowej poprzez dystrybucje energii cieplnej w organizmie

- Obrone przed zakazeniem za posrednictwem biatych krwinek i krazacych przeciwciat

- Transport hormonoéw i regulacje metabolizmu

- Transport metabolitow

- Krzepniecie [2], [3],[8].

W sktad osocza wchodzi woda, elektrolity, metabolity, sktadniki pokarmowe, biatka i hormony. Co
wiecej, zawartos¢ wody i elektrolitdw w osoczu jest praktycznie taka sama jak we wszystkich pty-
nach pozakomdrkowych. Oznaczanie stezenia Na, K, Ca i Cl w surowicy oraz cis$nienia czastkowego
dwutlenku wegla i pH krwi, sa niezwykle wazne w procesie leczenia wielu chordb [2].

Tak wiec, komorki krwi sa intensywnie badane, poniewaz mozna je tatwo uzyskac¢. Ponadto, peinia
one liczne funkcje biologiczne, a takze biora udziat wwielu procesach chorobowych, w zwigzku z tym
okreslanie sktadu krwi ma niezwykle wazne znaczenie w diagnostyce [2].

Krwinki czerwone (erytrocyty) - RBC

Erytrocyty sa to komorki krwi charakteryzujace sie dyskowatym, dwuwklestym ksztattem. Komorki te
odgrywaja bardzo istotna role w organizmie, tj.: transportuja niezbedny do zycia tlen z ptuc do
wszystkich tkanek, a takze dwutlenek wegla z tkanek do ptuc , co ma na celu jego wydalenie do
powietrza atmosferycznego. Do produkcji erytrocytéw (zachodzacej w szpiku kostnym) niezbedny
jest szereg mikro- i makroelementow, wsréd ktérych najwazniejsze sa: zelazo, witamina B,, i kwas
foliowy. Czas zycia pojedynczego erytrocytu wynosi 120 dni, po jego uptywie erytrocyt niszczony jest
w uktadzie siateczkowo-srédbtonkowym, znajdujacym sie w Sledzionie i watrobie [4].
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Zdjecie: Elementy morfotyczne krwi,
http://www.myvmc.com/anatomy/blood-function-and-composition/ [5].

Leukocyty - biale krwinki krwi

Leukocyty sa komdrkami krwi stanowigcymi sktadowa uktadu odpornosciowego. Biora one udziat
w walce z patogenami, takimi jak wirusy i bakterie. Czas ich zycia waha sie od kilku dni do nawet 20
lat [4]. Zwiekszenie catkowitej liczby leukocytéw najczesciej spowodowane jest zakazeniem
organizmu, w wyniku ktérego dochodzi do uwalniania mtodych form leukocytéw ze szpiku kostnego
do krwi, by skuteczniej zwalcza¢ dany patogen. Liczba uwolnionych leukocytéw moze dochodzi¢ do
20 000/pnl [4]. Leukocyty dodatkowo dzieli sie na dwie podkategorie: granulocyty oraz agranulocyty.
Wsréd granulocytow wyrodznia sie neutrofile, eozynofile oraz bazofile, zas agranulocytow: limfocyty
i monocyty [5].

Unikalna struktura krwi daje mozliwosc bardzo tatwego oddzielenia czerwonych krwinek od osocza
i innych elementéw przez wirowanie. Po wyizolowaniu, czerwone krwinki moga by¢ poddane lizie
(pekaniu) przez zawieszenie w hipotonicznym medium. W wyniku osmozy, krwinki pobieraja wode,
w wyniku czego pecznieja i eksploduja, pozostawiajac pusty worek membranowy [8]. W przypadku,
gdy z probki krwi chcemy odzyska¢ surowice, krew nalezy potraktowac¢ antykoagulantem.
Do przemywania krwinek czerwonych wykorzystuje sie odpowiedni bufor, w sktad ktérego zazwyczaj
wchodzi 0,9% NaCl z dodatkiem 5 mM fosforanu sodu, pH=8. Odpowiedni bufor hipotoniczny
uzywany do lizy krwinek czerwonych sktada sie z 5 mM fosforanu sodu o pH=8, bez dodatku NaCl.
Mozna rowniez wykorzysta¢ sama wode destylowana , jednakze wtedy nie mamy kontroli nad pH.
Jezeli procedura izolacji prowadzona jest na lodzie i zachodzi szybko, nie jest konieczne uzywanie
srodka konserwujacego [9].

Przeprowadzone badania potwierdzilty, ze dobre wyniki izolacji czerwonych krwinek mozna uzyskac
poprzez bezposrednie frakcjonowanie probki w probowce wiréwkowej, z dodatkiem potréjnej
objetosci buforu w stosunku do objetosci probki. Tak wiec, w momencie dysponowania 3 ml krwi, do
probki nalezy dodac¢ 9 ml buforu izotonicznego. W przypadku tkanek statych na jeden gram tkanki
nalezy dodawac¢ 1 ml buforu. Straty w wyniku frakcjonowania tkanek statych wynikaja z niepelnego
rozdzielana sktadnikdéw, materialéw wystajacych z powierzchni oraz ptynéw pozostatych po
transferze. Mniejsza koficowa objetos¢ osadu jest czesto wynikiem utraty materiatu w trakcie
Scierania [9].
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Bufor, ktéry jest uwazany za izotoniczny w odniesieniu do typu komdrek ma taka sama osmolarnosé
jak srodowisko, w ktérym komorki sa zazwyczaj zawieszone. Zatem, komérki ani nie pecznieja ani
nie kurcza sie w tym buforze. Gtéwnym elektrolitem w osoczu krwi, podobnie jak i w ptynie
$Srédmiazszowym u kregowcow jest chlorek sodu, tak wie¢ logicznym wyborem w buforze
izotonicznym jest 0,9% NaCl. W trakcie wykonywania procedury, konieczne jest dokladne
wymieszanie prébki z buforem przed samym rozpoczeciem procesu przemywania czerwonych
krwinek wolnych od biatek osocza. Bardzo skutecznym sposobem mieszania jest ucieranie probki
(wielokrotne zacigganie cieczy do pipety i natychmiastowe jest usuwanie- trzymajac koncowke pipety
ciagle zanurzona). Tak przygotowana probka powinna by¢ zwirowana natychmiast po roztarciu.
Odwirowane komorki oddzielaja sie w postaci osadu od wiekszosci bialek osocza, ktore ulegaja
rozpuszczeniu i pozostaja w supernatancie. Peletki komérkowe po wirowaniu zazwyczaj nie sa
szczelnie upakowane w probowce, w zwigzku z czym zaleca sie ich ptukanie, by usuna¢ pozostatosci
biatek osocza z probki [9].

Wirowanie juz z predkoscia 600 x g powoduje szybkie opadanie krwinek czerwonych. Dziala na nie
nawet niska predkos¢ wirowania, gdyz komorki te sa mocno wypetnione hemoglobing. 10-minutowe
wirowanie jest wystarczajace aby oddzieli¢ peletke czerwonych krwinek od rozcienczonego
supernatantu osocza. Otrzymany osad powinien by¢ ponownie zawieszony w buforze izotonicznym
przez roztarcie, a nastepnie ponownie zwirowany (tzw. etap przemywania).

Aby procedura frakcjonowania krwinek czerwonych byla jak najbardziej efektywna,w trakcie jej
przeprowadzania nalezy przestrzega¢ kilku zasad. Przy braku doswiadczenia we frakcjonowaniu krwi,
probki nalezy trzymac na lodzie. Probki nalezy trzymac w taki sposob, by dodatkowo nie ogrzewac
ich dtonmi, a takze nalezy unikaé zanieczyszczenia buforéw uzywanych w trakcie pracy- najlepiej
pracowac na matych objetosciach buforéow. Celem etapu ptukania jest uwolnienie poszczegdlnych
sktadnikoéw zanieczyszczajacych substancje rozpuszczone, jezeli na tym etapie w probce pozostaja
jakies nierozpuszczone kawatki osadu, etap przemywania jest nieskuteczny. Kazdorazowo osad musi
by¢ catkowicie rozproszony w probce [9].

Izolacja erytrocytow (wg Hanson M.S. i wsp., 2008)

Bufor do przemywania komoérek: 21,0 mM Tris, 4,7 mM KCI, 2mM CacCl,, 140,5 mM NaCl, 1,2 mM
MgSO, , 5,5mM glukoze oraz 0,5% albumine bydleca frakcji V, koncowe pH=7.4 [7].

Wykonanie:

1. Prébke pelnej krwi zwirowac przy 500 x g, przez 10 minut w 4°C.

2. Zassac¢ powstaly supernatant (osocze, kozuszek )- odrzuci¢. Do otrzymanego osadu erytrocytéw
dodac¢ bufor do przemywania komérek (doda¢ podwdjna ilosc buforu w stosunku do objetosci
erytrocytow).

3. Ponownie zwirowac probke (jak wyzej), a po wirowaniu znéw dodac¢ bufor do przemywania
komorek

4. Etap 2 i 3 nalezy powtdrzy¢ 2x- w sumie przeprowadzic¢ trzy ptukania erytrocytéw. Otrzymane
erytrocyty ni emoga by¢ przechowywane na lodzie- dobrze znosza temperature pokojowa przez 4
do 5 godzin. Dalsze badania na otrzymanych erytrocytach nie musza by¢ wykonywane w dniu
izolacji [7].

Rozdzielanie elementow krwi przez wirowanie w gradiencie gestosci



Elementy krwi moga by¢ oddzielone od osocza podczas kilkuminutowego wirowania w specjalnej
probdowce, stuzacej do rozdzielania sktadnikow krwi w zaleznosci od ich gestosci. By rozdzieli¢
elementy krwi, probke poddaje sie wirowaniu przy 3000 obr./minute (badZ wiekszych). Dochodzi do
rozdzielenia faz pod wptywem dziatania sity odsrodkowej, w wyniku ktorej na samej gorze pozostaje
osocze [5], [6].

Erytrocyty sa gestsze niz osocze, w zwiazku z czym podczas wirowania opadaja na samo dno
probowki wirdwkowej, stanowiac ok. 45% catkowitej jej objetosci. Leukocyty i ptytki krwi tworza tzw.
kozuszek (kremowego koloru ptaszcz znajdujacy sie tuz nad warstwa erytrocytow). Osocze (plazma)
po wirowaniu wystepuje nas kozuszkiem w postaci jasno-zéttej warstwy, stanowiac nieco ponizej
55% ogodlnej objetosci probki [5].
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Zdjecie: Frakcje krwi po wirowaniu,

Plytki krwi - trombocyty

Plytki krwi, czyli trombocyty, sa komdrkami bioracymi udziat w procesie krzepnieciu krwi. W miejscu
krwawienia, wraz z biatkiem o nazwie fibryna, ptytki krwi tworza rodzaj siateczki, ktéra zapobiega
nadmiernej utracie krwi. Przyjmuje sie, ze wystarczajaca wartoscia pozwalajaca na sprawne
dziatanie ukltadu krzepniecia jest 50 000/ul. Zmniejszona liczba ptytek jest czestym zjawiskiem
obserwowanym po dtugim czasie od pobrania krwi do jej analizy, jednakze stan ten moze byc
rowniez zwiazany z niedoborem witaminy B12 i kwasu foliowego, badz uszkodzeniem miejsca
produkcji, czyli szpiku kostnego [4].

Krew w badaniach
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Do badan krwi wykorzystuje sie tzw. krew pelna, zawierajaca wszystkie sktadniki ptynne
i morfotyczne, jak rowniez surowice i osocze. W zaleznosci od tego jakie badania beda wykonywane ,
krew pobierana jest do probéwek z antykoagulantem (tj. zwigzkiem zapobiegajacym powstawanie
skrzepu i umozliwiajacym oddzielenie surowicy), badz tez do probéwek zawierajacych okreslony
zwiazek przyspieszajacy lub hamujacy wykrzepianie. Stosowanie antykoagulanéw zapobiega
wykrzepianiu, dzieki czemu mozliwe jest wykonywanie badan w pelnej krwi lub osoczu po
odwirowaniu krwi w okreslonym czasie i warunkach (tj. w odpowiedniej temperaturze, ilosci
obrotéw). Oddzielenie surowicy i osocza nalezy przeprowadza¢ w czasie nie dluzszym niz do 1
godziny od momentu pobrania probki krwi [1].

Najczgstsze zastosowanie
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= w laboratorium

Heparyna
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Zdjecie: Rodzaje srodkow przeciwkrzepliwych stosowanych w laboratoriach (Szutowicz A.,
Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom I), [1].

W przypadku badan biochemicznych najczesciej wykorzystuje sie surowice lub osocze- rzadziej jest
to petlna krew. W badaniach koagulologicznych préobke stanowi osocze krwi pobrane do probéwek
zawierajacych roztwor cytrynianu. Probka najczesciej przygotowywana jest w nastepujacy sposob: 9
objetosci krwi + 1 objetos¢ cytrynianu. W przypadku badani aOB (odczyn Biernackiego), pobiera sie
krew pelna do probéwek zawierajacych roztwor cytrynianu (w stosunku: 4 obj. krwi + 1 obj.
cytrynianu) lub EDTA-K, [1].

Hemoliza krwi

Krwinki czerwone posiadaja otoczke zbudowana gtéwnie z potaczen biatkowo-lipidowych. Otoczka ta
peni funkcje btony pétprzepuszczalnej , warunkujac tym samym zjawisko osmozy. Btona przepuszcza
wode, aniony, mocznik oraz glukoze, z kolei dla kationow (Na+ oraz K+) jest nieprzepuszczalna.
Blona biatkowo-lipidowa oddzielajaca wnetrze erytrocytéw od otoczenia, jest jedyna bariera jaka
posiadaja te komdrki od czynnikéw sSrodowiskowych. Pod wplywem tych czynnikéw bltona
erytrocytéow ulega modyfikacjom, m.in. przez zmiane ksztalttu komorek [3], [10]. Zdolnos¢
czerwonych krwinek do odksztatcen w duzej mierze zalezy od sktadu blony komoérkowej. Najwieksze
znaczenie maja jednak zmiany ilosSciowe cholesterolu i fosfolipidéw w btonach. W trakcie badan
zaobserwowano, ze wzrost stezenia cholesterolu nadaje sztywnos¢ blonie komérkowej [11]. Tak wiec,
zaburzenia w rozktadzie fosfolipidow btonowych odpowiadaja za zmiany ksztaltu erytrocytow.
Gltéwne fosfolipidy wystepujace w btonie krwinek czerwonych to: fosfatydylocholina (PC),
sfingomielina (SM), fosfatydyloseryna (PS), fosfatydyloetanoloamina (PE), fosfatydyloinozytol (PI)
oraz kwas fosfatydowy [11].



W roztworze izotonicznym z osoczem, krwinki czerwone nie ulegaja zmianom na poziomie
morfologicznym. Jak wspomnino wczesniej, najczesciej wykorzystywanym roztworem izotonicznym
jest 0,9% roztwor wodny NaCl tj. roztwér fizjologiczny soli. Inny roztwdr, zwany hipertonicznym,
powoduje kurczenie sie krwinek, na skutek przejscia wody z krwinki do roztworu hipertonicznego.
Zjawisko to zachodzi w mysl prawa osmozy. Odwrotny efek daje z kolei tzw. roztwor hipotoniczny,
w ktorym to krwinki czerwone ulegaja pecznieniu. Dzieje sie to na skutek przejscia wody z roztworu
do krwinki. W momencie, gdy réznica cisnienia osmotycznego miedzy roztworem a erytrocytami
przekroczy granice opornosci krwinki, dochodzi do pekniecia krwinki w wyniku czego zawarta w niej
hemoglobina wylewa sie do otaczajacego roztworu. Zjawisko to okreslane jest mianem hemolizy krwi.
Prawidtowo wyksztatcone krwinki czerwone ulegaja hemolizie w wodnych roztworach NaCl

o stezeniu w granicach 0,45 (opornos¢ minimalna) do 0,32% (opornos¢ maksymalna). W granicy
opornosci maksymalnej dochodzi do zhemolizowania wszystkich krwinek [3]. Przy uzyciu srodkéw
chemicznych takich jak: aceton czy eter, mozliwe jest wywotanie hemolizy krwi w roztworach
izotonicznych. Zwigzki te powoduja rozpuszczanie sktadnikow otoczki krwinek (lipidy, cholesterol)
badz tez wchodza w reakcje z tymi zwigzkami, powodujac zanik poétprzepuszczalnych wiasciwosci
otoczki. Réniez zamrozenie krwi powuje jej hemolize, co wywolane jest zamarzaniem wody
w krwince [3].

Sam proces hemolizy nie jest pozadanym zjawiskiem, poniewaz powoduje utrate niektérych oznaczen
laboratoryjnych. Obecnos¢ hemolizy w umiarkowanym lub wiekszym stopniu wptywa niekorzystnie
na probki krwi na rézne sposoby. W trakcie hemolizy uwalniana jest zawartos$¢ erytrocytow (potas,
dehydrogenaza mleczanowa) podnoszac w ten sposob stezenia surowicy.

Ponadto, uwolniona hemoglobina nadaje kolor osoczu krwi i surowicy, co zakldca oznaczenia
kolorymetryczne, zwlaszcza pomiary fotometryczne przy uzyciu krotkich fal swiatta widzialnego [12].

Wsrdd najczesciej pojawiajacych sie przyczyn hemolizy wyroznia sie:

1)Zbieranie krwi: nalezy podja¢ wszelkie dziatania w celu unikniecia nadmiernego- dlugotrwatego
opaski uciskowej w trakcie pobierani akrwi. Malsymalnie powinno sie ja uzywac¢ przez 2 minuty,
gdyz taczny efekt podwyzszonego cisnienia dozylnego i niedotlenienia powoduje utrudnienie
w przejsciu erytrocytow, biatek osocza i innych duzych czasteczek przez $ciane zyl, powodujac
wzrost ich stezenia [12].

2)Transfer krwi: usuwanie pobranej krwi ze strzykawki przez igte moze doprowadzi¢ do hemolizy.
Uzywanie duzych igiet pomaga zapobiec hemolizie krwi i utrzymuje integralnos¢ probki. Ponadto,
pobranej krwi nie nalezy wstrzasa¢ w pojemniku, a po dodaniu antykoagulantow prébke nalezy
delikatnie wymieszac- pojawienie sie speinienia w probce jest oznaka hemolizy. Mieszanie krwi nie
zawierajacej antykoagulanta powoduje natychmiastowa hemolize [12].

3)Ekstremalne temperatury: gorace lub zimne moga powodowac¢ hemolize [12].

Autor: Lidia Koperwas
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