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Praca oryginalna Original paper

Utrata krwi jest jedn¹ z przyczyn prowadz¹cych do nie-
dokrwisto�ci, je¿eli przekracza zdolno�ci kompensacyjne
uk³adu krwiotwórczego lub gdy nastêpuje w czasie krót-
szym od tego, jaki jest potrzebny do uruchomienia mecha-
nizmów wyrównuj¹cych. G³ówne objawy kliniczne nie-
dokrwisto�ci to: blado�æ skóry i b³on �luzowych, zaburze-
nia pracy serca (tachykardia, zaburzenia rytmu) i niewy-
dolno�æ kr¹¿enia, zwiêkszone odczuwanie zimna, os³abie-
nie, szybkie mêczenie siê, senno�æ i duszno�æ.

Hipoksja anemiczna inicjuje pojawienie siê zmian w ko-
mórkach, które mog¹ prowadziæ do adaptacji umo¿liwia-
j¹cej prze¿ycie lub do ich uszkodzenia i �mierci (4, 6, 9,
11, 17). Dobrze poznane s¹ pokrwotoczne zmiany ilo�cio-
we i jako�ciowe dotycz¹ce erytrocytów. Znane s¹ te¿ zmia-
ny ilo�ciowe leukocytów, a przede wszystkim fakt poja-
wienia siê we krwi ich form m³odocianych. Mniej nato-
miast wiadomo na temat funkcji tych komórek. Badaj¹c
wp³yw hipoksji na leukocyty u cz³owieka, Sanidas i wsp.
(18) stwierdzili, ¿e stopieñ niedoboru tlenu wp³ywa na
morfologiê i reaktywno�æ tych komórek. Zaobserwowali
pojawienie siê kraterowatych ubytków w b³onach zewnêtrz-
nych granulocytów, uszkodzenie b³on wewn¹trzkomórko-
wych, zmniejszenie wielko�ci i liczby ziarnisto�ci cyto-
plazmatycznych. Leukocyty wykazywa³y zwiêkszon¹ zdol-
no�æ adhezji do �ródb³onka naczyñ. Czê�æ granulocytów,
bez zauwa¿alnej przyczyny, ulega³a degranulacji (18). Nie-
dobór tlenu upo�ledza oddychanie komórkowe, transport
przez b³ony, aktywuje beztlenowy tor przemian energii,

nasila produkcjê wolnych rodników i zmienia wewn¹trz-
komórkowe stê¿enia jonów (4, 5, 11, 13, 16, 18, 19, 23).

Nadal nie w pe³ni wiadomo, w jakim stopniu i w jaki
sposób towarzysz¹ca niedokrwisto�ci hipoksja wp³ywa na
kr¹¿¹ce leukocyty i ich funkcje oraz komórki opuszczaj¹-
ce w tym czasie szpik. Dlatego celem pracy by³o prze�le-
dzenie, czy i w jaki sposób utrata krwi u szczurów zmienia
reaktywno�æ leukocytów krwi obwodowej.

Materia³ i metody
Badaniami objêto 6 szczurów, rasy Wistar, p³ci mêskiej,

o masie ok. 300 g. Zwierzêta pochodzi³y z hodowli Akademii
Medycznej we Wroc³awiu. Przetrzymywane by³y w klatkach,
w pomieszczeniu, gdzie panowa³a temperatura pokojowa �
21-23°C (ok. 294-296 K). ¯ywione by³y standardowym granu-
latem przeznaczonym dla doros³ych szczurów i mia³y swobod-
ny dostêp do wody.

Krew od szczurów pobierano w znieczuleniu ogólnym z ser-
ca trzykrotnie, ka¿dorazowo w ilo�ci ok. 2,5 ml, w odstêpach
siedmiodniowych (I i II pobranie krwi by³y upustami anemizu-
j¹cymi, III pobranie stanowi³o upust diagnostyczny). W celu
unikniêcia zaburzeñ hemodynamicznych, ka¿dorazowo po za-
koñczeniu pobierania krwi podawano szczurom podskórnie
ogrzany do temp. 37°C (310 K) p³yn izotoniczny w ilo�ci 5 ml.
Przyjmuj¹c siedmiodniowy odstêp czasu pomiêdzy kolejnymi
upustami krwi kierowano siê danymi wskazuj¹cymi, i¿ jest to
okres czasu pozwalaj¹cy na unikniêcie zaburzeñ hemodyna-
micznych, a jednocze�nie w tym przedziale czasowym wystê-
puje szczyt mo¿liwo�ci wyrównawczych ze strony uk³adu krwio-
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twórczego (1, 8). Pobrana krew, chroniona przed krzepniêciem
(10 j heparyny/1 ml krwi), stanowi³a materia³ do badañ.

Reakcjê uk³adu krwiotwórczego na upusty krwi anemizuj¹ce
monitorowano na podstawie: liczby erytrocytów (RBC � red
blood cell) i leukocytów (WBC � white blood cell), warto�ci
hematokrytu (PCV � packed cell volume), poziomu hemoglobi-
ny (HGB), �redniej objêto�ci krwinki czerwonej (MCV � mean
corpuscular volume), �redniej masy hemoglobiny w krwince czer-
wonej (MCH � mean corpuscular haemoglobin), �redniego
stê¿enia hemoglobiny w krwince czerwonej (MCHC � mean
corpuscular haemoglobin concentration), odsetka retikulocytów
oraz leukogramu.

Reaktywno�æ leukocytów krwi oceniano na podstawie:
� zdolno�ci komórek jednoj¹drzastych krwi do tworzenia

radialnej segmentacji j¹der (test spontanicznej i indukowanej
radialnej segmentacji j¹der � radial segmentation � RS),

� zdolno�ci leukocytów do fagocytozy (test fagocytarny
z u¿yciem komórek dro¿d¿y).

Test spontanicznej i indukowanej radialnej segmentacji (RS)
wykonano wg metody Söderströma i wsp. (21) w modyfikacji
w³asnej (10). Krew dzielono na dwie równe czê�ci, po 0,8 ml
ka¿da. Jedna stanowi³a kontrolê (RS spontaniczna). Do drugiej
dodawano 0,2 ml mieszaniny szczawianów potasu i amonu spo-
rz¹dzonej w stosunku 1 : 1 (RS indukowana). Obie próbki inku-
bowano przez 3 godziny w temperaturze pokojowej � 21-23°C
(ok. 294-296 K). Po inkubacji krew odwirowywano, a z uzyska-
nego ko¿uszka bia³okrwinkowego wykonywano rozmazy (po
2 od ka¿dego szczura), które barwiono metod¹ panoptyczn¹ Pap-
penheima. W ka¿dym rozmazie liczono 200 napotkanych komó-
rek jednoj¹drzastych, ró¿nicuj¹c je na RS-dodatnie (RS+) i RS-
-ujemne (RS�). Za RS+ przyjmowano te komórki, których j¹dra
posiada³y szczeliny o g³êboko�ci przynajmniej 1/3 jego �rednicy
(ryc. 2).

Test fagocytozy z u¿yciem dro¿d¿y wykonano wg metody Slap-
nièkovej i wsp. (20). Próbki zawieraj¹ce 1 ml krwi inkubowano
z dodatkiem 100 µl zawiesiny komórek dro¿d¿y (Saccharomy-
ces cerevisiae), w temperaturze 37°C (310 K) przez 15 minut. Po
inkubacji z ka¿dej próbki sporz¹dzano po 2 rozmazy, które na-
stêpnie barwiono metod¹ panoptyczn¹ Pappenheima. W ka¿dym
rozmazie liczono 200 napotkanych neutrocytów. W trakcie anali-
zy rozmazów, stwierdzano obecno�æ sfagocytowanych dro¿d¿y,
tak¿e w komórkach jednoj¹drzastych i dlatego dodatkowo w oce-
nie uwzglêdniano te¿ 200 napotkanych komórek tej populacji.
W obu liczonych populacjach komórki ró¿nicowano na Fag-do-
datnie (Fag +) i Fag-ujemne (Fag�). Za Fag+ przyjmowano te
komórki, w których stwierdzano obecno�æ sfagocytowanych ko-
mórek dro¿d¿owych (ryc. 4 i ryc. 6).

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej przy zasto-
sowaniu testu t-Studenta.

Wyniki i omówienie
Wyniki badañ hematologicznych, zebrane w tab. 1 i 2,

wskazuj¹, ¿e anemizacja szczurów wg przyjêtej procedu-
ry nie mia³a wp³ywu na liczbê erytrocytów, warto�æ hema-
tokrytu i stê¿enie hemoglobiny. Ich warto�ci, jak te¿ war-
to�ci MCV, MCH, MCHC by³y zbli¿one do warto�ci wyj-
�ciowych (tab. 1) i mie�ci³y siê w zakresach referencyj-
nych, charakterystycznych dla szczurów (1, 8). Nie zmie-
ni³a siê te¿ znacz¹co ogólna liczba i udzia³ procentowy leu-
kocytów (tab. 2). Brak zmian ilo�ciowych wskazuje, ¿e
szpik w czasie 7 dni miêdzy kolejnymi upustami odtwa-
rza³ utracon¹ pulê komórek. Jednak nastêpstwem prowa-
dzonych upustów by³y zmiany jako�ciowe w komórkach
krwi kr¹¿¹cej. Nasilonej anizopoikilocytozie (zmiana
kszta³tu i wielko�ci erytrocytów) towarzyszy³ wzrost od-

setka retikulocytów. Odsetek tych form erytrocytów z 4%
(warto�æ wyj�ciowa) wzrós³ do 6,7% po II i 13,3% po III
upuszczeniu krwi (ryc. 1). Zmieni³a siê równie¿ zdolno�æ

4

13,3

6,7

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

%
re

ti
k
u

lo
c
y
tó

w

*

II upust
anemizuj¹cy

I upust anemizuj¹cy
– wartoœæ wyjœciowa

III upust
– diagnostyczny

Ryc. 1. Odsetek retikulocytów we krwi u szczurów do�wiad-
czalnych
Obja�nienie: * ró¿nica statystycznie istotna (p £ 0,05) pomiêdzy
I i II upustem krwi

Tab. 2. �rednia liczba leukocytów oraz wzór odsetkowy krwi-
nek bia³ych u szczurów do�wiadczalnych

Obja�nienia: WBC � liczba leukocytów

yrtemaraP

tsupuI
yc¹juzimena

ic�otraw(
)ewoic�jyw

tsupuII
yc¹juzimena

tsupuIII
ynzcytsongaid�

01(CBW 9 )l/ 7,7 6,8 0,7

:margokueL

x )%(ytycortuen 23 72 73

x )%(ytycozab 20 21 20

x )%(ytyconyzoe 28 24 26

x )%(ytyconom 21 22 22

x )%(ytycofmil 95 66 55

yrtemaraP

tsupuI
yc¹juzimena

ic�otraw(
)ewoic�jyw

tsupuII
yc¹juzimena

tsupuIII
ynzcytsongaid�

01(CBR 21 )l/ 3 0,7 3 9,6 3 0,7

)%(VCP 0,83 0,04 0,04

)ld/g(BGH 2,21 4,31 9,11

)lf(VCM 4,15 8,75 8,75

)gp(HCM 6,71 8,91 7,71

)%(CHCM 2,43 5,33 0,03

)%(ytycolukiteR 3 0,4 3 7,6 3,31

Obja�nienia: RBC � liczba erytrocytów, PCV � hematokryt,
HGB � hemoglobina, MCV � �rednia objêto�æ krwinki czerwo-
nej, MCH � �rednia masa hemoglobiny w krwince czerwonej,
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Tab. 1. �rednia liczba erytrocytów oraz warto�ci charaktery-
zuj¹ce krwinki czerwone u szczurów do�wiadczalnych
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leukocytów jednoj¹drzastych do tworzenia radialnej seg-
mentacji j¹dra (RS). Radialna segmentacja jest zjawiskiem
wystêpuj¹cym przede wszystkim w komórkach jedno-
j¹drzastych krwi (limfocyty i monocyty). Polega na poja-
wieniu siê w j¹drze komórki g³êbokich szczelin, zbiegaj¹-
cych siê koncentrycznie w centrum j¹dra. Szczeliny te
powstaj¹ na skutek zwiêkszonej, ale przebiegaj¹cej w od-
powiednim tempie, depolimeryzacji mikrotubuli cyto-
szkieletu komórkowego (ryc. 2) (14, 15, 21, 22). Zaobser-
wowano, ¿e po II i III upu�cie krwi, odsetek komórek ze
spontaniczn¹, jak i indukowan¹ RS obni¿y³ siê. Odsetek
komórek wykazuj¹cych RS indukowan¹ z 23,2% (warto�æ
wyj�ciowa) obni¿y³ siê do 13,2% po II i 14,4% po III po-
braniu krwi (ryc. 3). Os³abienie zdolno�ci limfocytów i mo-
nocytów do tworzenia RS mo¿e byæ zwi¹zane ze stabiliza-
cj¹ mikrotubuli uwarunkowan¹ spowolnieniem lub wrêcz
zatrzymaniem ich depolimeryzacji. Obni¿enie dysocjacji
tubuliny z mikrotubuli obserwowano wraz z obni¿eniem
w komórkach stê¿enia ATP (2). Jedn¹ z najczêstszych przy-
czyn nag³ego obni¿enia siê stê¿enia ATP w komórkach
bywa w³a�nie niewystarczaj¹ce zaopatrzenie ich w tlen

(13). Stabilizacjê mikrotubuli cytoszkieletu pojawiaj¹c¹ siê
w wyniku hipoksji obserwowali w komórkach nowotwo-
rowych San-Oh Yoon i wsp. (17).

U szczurów do�wiadczalnych obserwowano tak¿e os³a-
bienie zdolno�ci neutrocytów krwi do fagocytozy dro¿d¿y.
Liczba granulocytów zawieraj¹cych sfagocytowane komór-
ki dro¿d¿y, w porównaniu z warto�ciami wyj�ciowymi,
obni¿y³a siê o 17,2% po II i o 20,2% po III pobraniu krwi
(ryc. 5). Mo¿e to byæ spowodowane pojawiaj¹cymi siê
w hipoksji anemicznej: naruszeniem labilno�ci mikrotu-
buli, które w granulocytach wydaj¹ siê bardziej wra¿liwe
na niesprzyjaj¹ce warunki ni¿ w monocytach i makrofa-
gach (12), dezintegracj¹ cytoszkieletu aktynowego i naru-
szeniem struktury b³on komórkowych utrudniaj¹cymi two-
rzenie fagosomów (4), obni¿eniem pH poni¿ej optymal-
nego dla enzymów lizosomalnych (11) oraz degranulacj¹
samych neutrofili (18). Natomiast zwiêkszon¹ aktywno�æ
fagocytarn¹ w stosunku do u¿ytych dro¿d¿y wykazywa³y
komórki jednoj¹drzaste. Odsetek fagocytuj¹cych komórek
jednoj¹drzastych wzrós³ o 8,2% po II i o a¿ 49,4% po III
upu�cie krwi (ryc. 7). Nasilenie zdolno�ci tych komórek
do fagocytozy zgodne jest z obserwacjami innych auto-

23,2

14,413,2

0

5

10

15

20

25

30

%
k
o
m

ó
re

k
R

S
+

RS spontaniczna RS indukowana

II upust
anemizuj¹cy

I upust anemizuj¹cy
– wartoœæ wyjœciowa

III upust
– diagnostyczny

Ryc. 3. Radialna segmentacja (RS) j¹der komórek jedno-
j¹drzastych krwi u szczurów do�wiadczalnych

Ryc. 2. Komórka jednoj¹drzasta krwi, której j¹dro uleg³o
radialnej segmentacji

Ryc. 4. Granulocyt obojêtnoch³onny � wewn¹trz sfagocyto-
wana komórka dro¿d¿y

49,5
41 39,3

0

10

20

30

40

50

60

70

80

%
k
o
m

ó
re

k
F

a
g

+

* **

II upust
anemizuj¹cy

I upust anemizuj¹cy
– wartoœæ wyjœciowa

III upust
– diagnostyczny

Ryc. 5. Granulocyty fagocytuj¹ce we krwi szczurów do�wiad-
czalnych
Obja�nienia: * ró¿nica statystycznie istotna (p £ 0,05) pomiêdzy
I i II upustem krwi; ** ró¿nica statystycznie istotna (p £ 0,05)
pomiêdzy I i III upustem krwi



Medycyna Wet. 2006, 62 (12)1438

rów (11). Jakkolwiek pogl¹dy na temat fagocytozy komó-
rek jednoj¹drzastych krwi w przebiegu hipoksji s¹ podzie-
lone. W �rodowisku obni¿onej prê¿no�ci tlenu makrofagi,
przy zachowanej ¿ywotno�ci, mog¹ wykazywaæ obni¿on¹
albo zwiêkszon¹ zdolno�æ do fagocytozy (3, 11, 16, 19).
Ta dwoisto�æ zachowania nie zosta³a dotychczas wyja�nio-
na. W du¿ym stopniu mo¿e byæ zale¿na od wielu innych
czynników, w tym od: obni¿onego stê¿enia glukozy, de-
gradacji b³on komórkowych, naruszenia transportu b³ono-
wego, uszkodzenia mitochondriów, obni¿enia procesów tle-
nowych i produkcji silnie toksycznych aktywnych form
tlenu, reorganizacji cytoszkieletu komórkowego, obni¿e-
nia wewn¹trzkomórkowego pH i nap³ywu jonów Ca+2 (4,
5, 11, 13, 16, 18, 19, 23). Te skrajnie niesprzyjaj¹ce wa-
runki staj¹ siê czêsto przyczyn¹ �mierci komórek (4, 6, 9,
11, 16), ale mog¹ te¿ uruchamiaæ mechanizmy adaptacji
(6, 9, 11, 16), prowadz¹c nawet do wzrostu ich aktyw-
no�ci, co ma swoje odzwierciedlenie w nasileniu aktyw-
no�ci fagocytarnej (11).

Zmiany w leukocytach krwi, pojawiaj¹ce siê w warun-
kach poupustowej hipoksji anemicznej, w istotny sposób
moduluj¹ czynno�æ uk³adu odporno�ciowego. Mog¹ przy-
czyniaæ siê do: hamowania proliferacji limfocytów (5, 7),
obni¿enia aktywno�ci limfocytów T i NK (5, 7), obni¿enia

zdolno�ci makrofagów do prezentacji antygenu (11), nasi-
lenia syntezy i uwalniania cytokin prozapalnych (3, 11, 19)
i wzmo¿enia migracji leukocytów (13, 18, 23). Zwierzêta
w hipoksji wykazuj¹ zwiêkszon¹ podatno�æ na infekcje
bakteryjne (3, 16, 19). Natomiast w jaki sposób hipoksja
mo¿e zmieniaæ reaktywno�æ uk³adu odporno�ciowego oraz
mechanizmy prowadz¹ce do tych zmian nie s¹ jeszcze do-
statecznie poznane.

Wyniki badañ w³asnych wskazuj¹, ¿e u szczurów upus-
ty krwi (ka¿dorazowo ok. 15% krwi kr¹¿¹cej) w odstê-
pach tygodniowych prowadz¹ do zmian czynno�ciowych
leukocytów, ujawniaj¹cych siê w zwiêkszonej aktywno�ci
fagocytarnej tych komórek oraz os³abionej zdolno�ci lim-
focytów i monocytów do tworzenia radialnej segmentacji
j¹dra.
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Ryc. 7. Komórki jednoj¹drzaste fagocytuj¹ce we krwi u szczu-
rów do�wiadczalnych
Obja�nienie: * ró¿nica statystycznie istotna (p £ 0,05) pomiêdzy
I i III upustem krwi
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I upust anemizuj¹cy
– wartoœæ wyjœciowa

III upust
– diagnostyczny

Ryc. 6. Komórki jednoj¹drzaste krwi � wewn¹trz sfagocyto-
wane komórki dro¿d¿y


