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Izolacja oraz analiza wybranych parametrow
plytek krwi cz. 2

Plytki krwi (trombocyty) sa najmniejszymi elementami morfotycznymi krwi,
nieposiadajacymi jadra komorkowego, ktore odgrywaja bardzo istotna role w procesie
hemostazy. W zwiazku z tym stanowia wazny obiekt licznych badan in vitro (ich gtléwnym
celem jest m.in. wyselekcjonowanie preparatow wykazujacych dzialanie przeciwplytkowe)
[1]. Oprdocz zaangazowania w fizjologiczne procesy hemostazy, plytki krwi biora rowniez
udzial w procesach patologicznych (zwiazane sa m.in. z chorobami ukladu naczyniowego
czy w procesy tworzenia przerzutow nowotworowych) [5], [9].
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Izolacja plytek krwi metoda przemywania

Osocze bogatoptytkowe (PRP) otrzymane tak jak opisano powyzej, przeniesiono do probdwki
polipropylenowej, do ktérej dodano ACD i PGE1. Probke wirowano przy 650 x g przez 15 minut
w temperaturze pokojowej, a otrzymane po wirowaniu osocze usunieto. Plytki zawieszono w 10 ml
buforu Jamieson'a (tj. 5,5 mM [D]-glukoza-1,28 mM NaCl-4,26 mM Na,HPO,-7,46 mM NaH,PO,-4,77
mM cytrynian sodu-2,35 kwas cytrynowy-0,35% BSA, pH 6,5), a nastepnie wirowano przy 500 x ¢
przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Otrzymany supernatant odrzucono, a osad ponownie
zawieszono w wolnym od Ca’+ buforze Hepes-Tyroda [18],[19].

Otrzymywanie krwinek plytkowych (wg Rendu F., i wsp., 1983)
Zasada metody:

W metodzie tej nalezy tak dobra¢ warunki wirowania, by w trakcie wirowania prébki erytrocyty
i leukocyty krwi osadzaly sie, a ptytki krwi pozostaty w osoczu, tworzac tzw. osocze bogatoptytkowe
(ang. platelet rich plasma- PRP).

Zawieszone w osoczu plytki oczyszczane sa od pozostatych komorek, a nastepnie oddziela od osocza
za pomoca roznych metod laboratoryjnych (najczesciej wykorzystywana jest metoda wirowania).
Biatko ptytkowe oznacza sie z kolei zmodyfikowana metoda Lowry’ego badz tez metoda
mikrobiuretowa. W celu okreslenia ilosci ptytek krwi wykorzystuje sie stolik Thoma-Zeissa (inaczej
komora zliczeniowa Thoma). Liczba plytek krwi w osoczu (lub zawiesinie) oznaczana jest
z wykorzystaniem metody spektrofotometrycznej (przy A= 800 nm) [2].

Material do oznaczenia: krew swini (50-200 ml), pobrana na 0,2 M roztwér cytrynianu sodowego
(krew nie moze zosta¢ pobrana na heparyne).

Wykonanie oznaczenia:

Otrzymywanie osocza bogatoptytkowego: krew nalezy odwirowa¢ przy 1000 obr./min. (15 minut).
Osadzone w trakcie wirowania erytrocyty i leukocyty nalezy odrzucié¢, i bardzo ostroznie sciagnaé
supernatant (osocze bogatoptytkowe), ktory nalezy zachowaé do badania agregacji [2].

Wybrane metody otrzymywanie ptytek krwi z osocza bogatoptytkowego:

a) Metoda frakcjonowanego wirowania i przemywania plytek: osocze nalezy odwirowac przez 20
minut przy 6000 obr./min. Otrzymany supernatant odrzuci¢, pozostawiajac otrzymany na dnie
probéwki osad ptytek zanieczyszczonych domieszka erytrocytow i leukocytow. Osad zawiesic
w niewielkiej ilosci (10-20 ml) buforu Tyroda (tj.: 10 mM HEPES-140 mM NaCl-3 mM KCI- 0,5 mM
MgCl,- 5 mM NaHCO,- 10 mM glukoza, pH=7,4). Prébke odwirowaé¢ (1000 obr./min., 10 minut).



Osadzone po wirowaniu erytrocyty i leukocyty nalezy odrzuci¢, a zawiesine ptytek w roztworze
przemywajacym ponownie odwirowac¢ (6000 obr./min., 20 minut), w celu osadzenia ptytek.
Otrzymany osad plytek ponownie zawiesi¢ w buforze Tyroda 910 ml). Prébka moze by¢ wykorzystana
do pomiaru aktywacji krwinek ptytkowych [2].

b) Metoda wirowania w gradiencie stezenia albuminy (wg Walsh, 1972): osocze bogatoptytkowe (w
objetosci ok. 5-8 ml) nalezy nawarstwi¢ na 2-centymetrowa¢ warstwe 25% roztworu BSA,
znajdujacego sie w probdwce wirdwkowej. Nastepnie nalezy lekko zamiesza¢ gdérna
(0,5-centymetrowa) warstwe roztworu BSA, po czym odwirowac probke przez 30 minut przy 6000
obr./minute). Po wirowaniu erytrocyty osadzaja sie na dnie probowki, z kolei ptytki krwi znajduja sie
w gornej warstwie roztworu BSA. Warstwe plytek nalezy ostroznie Sciagnaé, uzywajac w tym celu
pipety.

c) Metoda wirowania z olejem silikonowym (wg Feinberg i wsp., 1974): metoda wykorzystywana jest
do oddzielania ptytek krwi od osocza, a podczas jej przebiegu osocze bogatoptytkowe (ok. 5-8 ml)
nawarstwiane jest na 1 ml oleju silikonowego. Nastepnie probka poddawana jest odwirowaniu przez
15 minut przy 6000 obr./min. Po wirowaniu otrzymuje sie osad ptytek, ktory oddzielony jest od
osocza warstwa oleju silikonowego [2].

d) Wirowanie w gradiencie stezenia metrizamidu (wg Rendu, 1983): probke osocza
bogatoptytkowego nalezy nanies¢ w ilosci ok. 8 ml na gradient metrizamidu (10%/25%) znajdujacego
sie w probéwce wiréwkowej. Tak przygotowana probke odwirowaé przy 2600 obr./min. przez 12
minut, po wirowaniu usuna¢ warstwe PRP wraz z gorna i dolng warstwa metrizamidu. Do pozostatej
objetosci prébki (0,5-1 ml) nalezy doda¢ bufor przemywajacy A (tj.: 140 mM NaCl-5 mM KCI-12 mM
cytrynian sodu- 10 mM glukoza- 12,5 mM sacharoza, pH=6.0). Bufor nalezy doda¢ w takiej ilosci by
otrzymac wyjsciowa objetos¢ PRP. Otrzymana zawiesine ptytek nalezy nanie$¢ na nastepny gradient
metrizamidu (10%/25%), ponownie odwirowaé i usuna¢ gérna i dolng warstwe (jak wyzej),
a otrzymane plytki krwi zawiesi¢ w buforze Tyroda (réwniez jak wyzej).

e) Filtracja zelowa (wg Walkowiak i wsp., 1989): na kolumne wypetniona zelem Sepharose 4B
(o wymiarach 1,5 x 30cm, przemyta buforem Tyroda) nalezy nanies¢ od 5 do 10 ml osocza
bogatoplytkowego, po czym przeprowadzi¢ elucje buforem Tyroda (z szybkoscia 15 ml/min).
W trakcie elucji nalezy rejestrowac absorbancje probki, mierzona przy dtugosci fali A= 230 lub 280
nm. W trakcie elucji jako pierwsze z probki wymywane zostaja ptytki krwi, a nastepnie biatka osocza

[2].

Wykrywanie przeciwcial ptytkowych

W przypadku wykrywania przeciwciat ptytkowych najczesciej wykorzystywane sa metody oparte
na zasadzie testu antyglobulinowego, gdzie surowice, w ktorej poszukuje sie przeciwciat poddaje sie
inkubacji z allogenicznymi ptytkami krwi, a nastepnie z surowica antyglobulinowa, ktora jest
sprzezona z fluorochromem lub enzymem. W przypadku, gdy surowica antyglobulinowa jest
znakowana fluoresceing (tzw. test immunofluorescencyjny) wtedy wyniki badan ocenia sie
z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego lub cytometru przeptywowego. Z kolei,
gdy surowica sprzezona jest z enzymami np. fosfataza zasadowa lub peroksydaza (tzw. test
immunoenzymatyczny) to wyniki badan ocenia sie w spektrofotometrze.
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