Анализ влияния различных способов хранения клеток крови на их морфологические характеристики с течением времени
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На сегодняшний день ведётся множество исследований, направленных на изучение свойств и характеристик крови. Ряд экспериментов связан с изучением генома человека, «перепрограммированием» клеток крови, с помощью которого совершается переход клетки из одного типа в другой, и открытием антител, помогающих в борьбе с онкологическими заболеваниями. Другим примером являются исследования, направленные на изучение процесса активации свертывания крови с целью предотвращения тромбоза, а также её хранения для последующего переливания [1]. Интерес представляют исследования, проводимые не только в жидком, но и в коагулированном состоянии. Одним из таких примеров в области медицинской акустики является неинвазивное разрушение внутренних гематом фокусированным ультразвуком высокой интенсивности [2].
С целью проведения регулярных экспериментов на жидкой или коагулированной крови, необходим выбор наиболее щадящего (т.е. не изменяющего первоначальные свойства) способа хранения цельной крови или непосредственно ее сгустков. Целью данной работы являлась разработка такого метода и оценка допустимого времени хранения клеток крови путем цитологического анализа изменения морфологических характеристик цельной человеческой крови под действием антикоагулянта, а также путем ультраструктурного анализа влияния различных способов хранения непосредственно сгустков свиной крови: в физиологическом растворе, в 6% геле из агара и в 10% полиакриламидном геле (ПАА). Исследование полученных образцов проводилось на световом микроскопе Zeiss Axio Imager на базе факультета фундаментальной медицины МГУ, а также с помощью сканирующего электронного микроскопа JEOL JSM-6380LA Analytical Scanning Electron Microscope на базе биологического факультета МГУ.
Изменение морфологических характеристик клеток цельной крови при хранении с антикоагулянтом. С помощью световой микроскопии исследовалось влияние антикоагулянта цитрат фосфат декстрозы (ЦФД) на морфологические характеристики клеток цельной крови в течение 7-9 дней в присутствии и без добавления консервационного раствора САГМ.
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Рисунок 1. Снимки цельной крови с добавлением антикоагулянта ЦФД: а) 0 дней; б) 5 дней; в) 5 дней с добавлением САГМ; г) 9 дней с добавлением САГМ. Эхиноциты выделены окружностями.
Хранение крови в ЦФД. На Рис. 1а представлен обзорный снимок контрольного образца в ЦФД, где все пространство заполнено эритроцитами в присутствии небольшого количества клеток лейкоцитарного ряда и тромбоцитов. Из Рис. 1(б, в) можно видеть, что уже спустя 5 суток наблюдаются значительные отличия при хранении цельной крови с отсутствием и с добавлением САГМ: без добавления раствора примерно 30-40% эритроцитов дискоцитарной формы видоизменяются (становятся эхиноцитами, Рис. 1б), что гораздо больше, чем с добавлением САГМ (Рис. 1в). При увеличении срока хранения цельной крови с добавлением САГМ до 9 дней (Рис. 1г) количество эхиноцитов меняется несущественно.
Изменение свойств гематомы в зависимости от способа ее хранения с течением времени. В качестве другого способа подготовки крови к дальнейшему исследованию ее в виде сгустка было предложено хранение уже коагулированной крови в физиологическом растворе или же в прозрачных гелевых контейнерах. С помощью сканирующего электронного микроскопа (СЭМ) анализировалось влияние трех вышеупомянутых различных методов хранения гематом в течение двух суток после взятия крови. На Рис. 2а представлен контрольный снимок содержимого сгустка крови.
Хранение в полиакриламидном геле (ПАА). При хранении гематомы в ПАА изменения формы эритроцитов наблюдаются уже спустя сутки после погружения в гель (Рис. 2б): она становится более округлой, клетки выглядят «набухшими», количество видимых фибриновых волокон, связывающих клетки в сгусток, увеличилось.
Хранение в физиологическом растворе. На Рис.2в представлен снимок содержимого гематомы, хранящейся в физиологическом растворе. В течение двух суток при данном способе хранения значительных изменений не наблюдалось, за исключением небольшого уменьшения видимой части фибриновых волокон.
Хранение в геле из агара. Из Рис. 2г видно, что в течение двух суток хранение сгустков свиной крови в агаре существенно не повлияло на состояние гематомы: количество фибриновых волокон не изменилось, форма клеток и плотность их распределения остались прежними.
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Рисунок 2. Снимки СЭМ содержимого гематом с течением времени в зависимости от способа хранения: а) в день погружения; б) спустя сутки в ПАА; в) спустя 2 суток в физиологическом растворе; г) спустя 2 суток в агаре. Фибриновые нити выделены окружностями.
Таким образом, проведенный в данной работе цитологический анализ изменения морфологических характеристик клеток цельной крови под действием антикоагулянта показал, что добавление к антикоагулянту консервационного раствора САГМ продлевает допустимое время хранения цельной крови до девяти  суток за счет обеспечения ее необходимыми питательными компонентами для поддержания обмена веществ и стабилизации клеток. Также с помощью результатов СЭМ можно сделать вывод о том, что гель из агара является наиболее подходящим контейнером для хранения гематом в течение по крайней мере двух суток, так как не оказывает токсического действия и таким образом сохраняет их первоначальные свойства.
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