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., Reaktywnos¢ plytek krwi i komorek odpornosciowych w obecnosci nadsgczu
(supernatantu) przechowywanych koncentratow krwinek czerwonych przeznaczonych
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,,Ocena wybranych parametrow stresu oksydacyjnego po przetoczeniu koncentratu
krwinek czerwonych i/lub koncentratu krwinek plytkowych u chorych na ostre
biataczki szpikowe ”.

Kod projektu: B1711000001498.02. 2017, kierownik.

Dotacja celowa dla mtodych naukowcow oraz uczestnikow studiéw doktoranckich pt.
,,Ocena wlasciwosci pro-oksydacyjnych i pro-apoptotycznych przechowywanych
krwinek czerwonych przeznaczonych do transfuzji .

Kod projektu: B1811000001785.02. 2018, kierownik.

WYDZIAL BIOLOGII
i OCHRONY SRODOWISKA

Uniwersytet todzki



Spis tresci

Wykaz StoSOWANYCH SKIOTOW .....c..eiiuiiiiiiiiieiieie ettt sttt are b e sbe e 8
CZESC TEORETYCZNA

1. WWPEOWAAZENIE ...ttt bbbttt b bt nen s 15
2. Zmiany zachodzace w przechowywanych KKCzZ..........cccoviiiiiiiiiininiieicsescse s 17
2.1. Zmiany zachodzace w supernatantach przechowywanych KKCz............ccocoevviiiiniieninnnn. 20
2.1.1. Hemoglobina, hem 1 Z€laZ0 .......cccceeiriiiiiiiiiiieiiice e 21
2.1.2. Mikropgcherzyki pochodzenia erytroCytarnego ........ooveverrereeminereeniesreeiesieseesre e nee e 24
N 0 T 04 V) (0] {112 SRS 26
2.1.4. BioaKtYWNE TIPIAY ...oovviiiiiiiiieteeee bbb 28
2.1.5. BIAIKA oot 31
3. Transfuzja ,,§wieze” vs. ,,stare” KKCz — aspekt KIiNiCzny...........ccooevvviiiiniiiicicceien 34
3.1. Randomizowane badania KHNICZNE............cccoeiiiiiiiiiiii s 34
4. KKCz w leczeniu niedokrwistosci u pacjentow onkologicznych..................cccooeviiinnnn. 38
4.1. Mediatory pro-nowotworowe i pro-zapalne w supernatantach KKCz...........cc.ccocvvvienenenns 40
4.2. Wplyw przetoczenia KKCz na pacjentdw onkologicznych..........ccooveveiiiieiiiiiicnesienennes 42
5. Stres oksydacyjny po przetoczeniu krwinek czerwonych w wybranych grupach biorcéow 45
5.1.  Pacjenci oddziatdéw neonatologicZnych .........c.cceoiiiiiiiiiiie i 45
5.2.  Pacjenci oddziatéw intensywnej opieki medycznej (OIOM).......ccovvvviiiiiieiininiinesesiees 47
5.3.  Pacjenci po wielokrotnych transfuzjach ..o 48

CZESC DOSWIADCZALNA

6. Uzasadnienie podjecia tematu...............coocvviviiiiiiiiiiic e 51
7. Zalozenia i cel DAAN..............cooiiiiiiiiii e 53
8. IMIALEIIANY ... e 55
8.1, Material DAAAWCZY ... .civiiveeiiiiiieiiete et 55
8.1.1. Koncentraty krwinek czerwonych (KKCZ) .......cccooeiiiiiiiiiieienieeeses e 55
8.1.2. Charakterystyka linii KOMOTKOWYCH .......ooiiiiiiiiiiiice e 57
8.1.3. Charakterystyka badanych grup pacjentOwW ...........ccecvrireeriiieieneeeene e 60
8.2.  OdCZyNNIKi ChEMICZNE ......oviieiiicc e 63
G T N - (1] - OO U PP 64
T 1V 1< (o0 |2 66
0.1.  Przygotowanie SUPEINAtANTOW ..........ccuerueireiueiieeieesieesieesrreaseesseesteesseessessssssnsesssesssesssesssenas 66
9.2. Oznaczanie  poziomu  wybranych  parametréw w  supernatantach = KKCz

(Swiezych 1 PrzeChOWYWANYCN) ......c.ooiiiiiiie e 67
9.2.1. Oznaczanie st¢zenia pozakomdrkowej (wolnej) hemoglobiny .........cccevvvvviviieenieennennens 67

-5-



9.2.2.
9.2.3.
9.2.4.
9.2.5.

9.2.6.

9.2.7.
9.2.8.

9.3.

9.3.1.
9.3.2.
9.3.3.
9.3.4.
9.3.5.

9.4.

9.4.1.
9.4.2.
9.4.3.
9.4.4.
9.4.5.
9.4.6.
9.4.7.

9.5.

9.5.1.
9.5.2.
9.5.3.
9.5.4.
9.5.5.
9.5.6.
9.5.7.
9.5.8.
9.5.9.

Pomiar SteZenia REMUL...........cccoiiiiiiii i s 67
Pomiar stezenia zelaza (FE2, FE3) ..o 68
Oznaczanie catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego .......ccocuvvrerverierinienisienesiesieneeeans 69

Oznaczanie populacji mikroczgstek pochodzenia erytrocytarnego metoda cytometrii
PIZEPIYWOWE] ..ttt r et sr e nr e n e nenr e nn e re e 69

Wizualizacja procesu uwalniania EMPs za pomoca fluorescencyjnej mikroskopii
0] 01 (013 L= S 70

Rozdziat elektroforetyczny biatek w Zelu poliakrylamidowym w uktadzie SDS-PAGE.... 71

Detekcja grup karbonylowych technikg Western blot..........ccoceiviveiiiiiiiniienesee 72
Ocena parametrow czynnosciowych plytek krwi po uprzedniej inkubacji z supernatantami
POchodzZacymi Z KKCzZ ....c.eiiiiiiiiie ettt 73

INKUDAC]A Z SUPEIMALANTAIMI ...t 73

Badanie adhezji ptytek krwi do fibrynogenu i kolagenu typu I ..o, 73

Pomiar agregacji phytek KIWi .......oooiiiiiiiiiic e 74

Oznaczanie biologicznej aktywnos$ci plytek Krwi .......ccooeeviiiiiiiiiiii e 75

Oznaczenia KoagQUIOMELIYCZNE .....c..oveiiiiiiieseie e 76
Ocena dziatania supernatantow KKCz na wybrane linie ludzkich komorek
NOWOTWOTOWYCH. ...ttt ettt sttt este et esbeebe e besbe e b e s be e b e steataesresaes 77

Hodowla KOMOTKOWA .......oiuiiiiiiiieiie et 77

Oznaczanie ZywotnoS$ci KOMOTEK .........cociiiiiiiiiiii e 79

Oznaczanie proliferacji KOmMOTek .........cccooiiiiiiiiiiiiiiic e 80

Oznaczanie wewnatrzkomorkowego poziomu RFT ... 81

Oznaczanie uszkodzen DNA KOMOTEK..........ccviiiiiiiiiiieiieeese e 82

Oznaczanie aktywnosci kaspazy-3/7 w komorkach linii K-562 ..........ccccoeviiiiiiiiiieeninnne 83

Oznaczanie aktywnosci kaspazy-9 w komorkach linii K-562............cccooeniiiiiiiinnnns 84
Oznaczanie wybranych markerow stresu oksydacyjnego po przetoczeniu KKCz lub KKP
W 0SOCZU KIWi CNOTYCN Z AL ...ttt 85

Oznaczanie stgzenia grup tHOIOWYCH ........ccoiiiiiiiiic 85

Oznaczanie stg¢zenia biatka w reakcji z kwasem bicynchoninowym (BCA).........ccccceeveees 86

Oznaczanie zawarto$ci grup karbonylowyCh ...........ccoooviiiiii e 86

Oznaczanie Poziomu 3-NITFOLYTOZYNY ......cuiiriiiuerieieieieese et 88

Oznaczanie zawarto$ci koncowych produktéw zaawansowanej glikacji.......cc.ccevevreeriernens 89

Oznaczanie poziomu peroksydacji IpIdOW ........ccocveriiiiieiinec e 90

Oznaczanie catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego .......cccocevvveveenienienininienesienienas 91

Oznaczanie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowe] ........ccocceeviviiiiinviinniin e 91

Oznaczanie aktywnosci transferazy glutationOWe] ..........cooovvieeiirieeiininien e 92

9.5.10. Oznaczanie zewnatrzkomoérkowej aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej metoda

WIObleWsKIie0 1 1.8 DUE......uviiieiieiiiiiii ettt sttt e e e 93

ANALIZA SEALYSTYCZNA. .. e.veevve ittt ettt b et b e e reerenreenes 94

9.6.



O Y o T SR 95

10.1. Charakterystyka supernatantow otrzymanych z przechowywanych i s$wiezych KKCz ........ 95
10.1.1. Wybrane ilo$ciowe parametry 0ceny SUPErNnatantOW ...........cccoverereerrereereesreseessesessessnennes 95
10.1.2. Uwalnianie mikroczastek erytrocytarnychi..........cccccviiiieiiiiiinieniee e 97
10.1.3. Rozdziat elektroforetyczny biatek ..........cocviiiiiiiiiiniiiieii s 98
10.1.4. Detekcja grup KarbONYIOWYCN.........c.ooviiiiiiiiieece s 99
10.2. Ocena parametréw czynnosciowych ptytek krwi po uprzedniej inkubacji z supernatantami

KK CZ .ttt b bbb bbb b r e 100
10.2.1. Adhezja pYtek KIWI ...ccoiiiiiiiicicci e 100
10.2.2. Agregacja PYteK KIWi ..oc.oiviiiiiiiic i 101
10.2.3. Biologiczna aktywnoS$¢ phytek KIWi .....ccvviieiiiiiieiiie e 103
10.2.4. Oznaczenia KOagQUIOMELIYCZNE ......ccuecuveie ettt sttt sttt sre s 108
10.3. Ocena dzialania supernatantow KKCz na wybrane linie ludzkich

KOMOTEK NOWOLWOTOWYCH ...ttt 109
10.3.1. Linia K-562 — przewlekta biataczka szpikowa (CML) ......cccoovviiiiiininiiiiiccenieieas 109
10.3.2. Wybrane linie komérek nowotworowych wywodzacych si¢ z guzow litych................... 115
10.4. Ocena wybranych markerow stresu oksydacyjnego po przetoczeniu KKCz lub KKP

W 0SOCZU KIWi CNOTYCN Z AL ...ttt 121
10.4.1. Stezenie grup tIOIOWYCH .....coviiiiiiiii e 121
10.4.2. Zawartos¢ grup karbonyloWych ..o 121
10.4.3. POZIOM 3-NItIOLYTOZYNY . .evieiiiieitie ettt ettt be st besbeere e besbeesbesbeenbesreetaeneesrean 122
10.4.4. Zawarto$¢ koncowych produktow zaawansowanej glikacji........ccccoervrverinienienienienennes 123
10.4.5. PeroKSydacja HPIAOW ........uciriiueriiieieiieiiie sttt 123
10.4.6. Calkowity potencjal antyoKSydacCyjny.......cccccvriiriieriiiiiiiineeie e 124
10.4.7. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenKOWe] .........ccvurverriieriieriieeiese et 125
10.4.8. AktywnoS$¢ transferazy glutationOWE] ........ccveruirieriiriirieiisieeie sttt 125
10.4.9. Aktywno$¢ dehydrogenazy mlECZaNOWE] ........ccocveverrireerreseeesre e 126
10.5. Retrospektywna analiza niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych zaistniatych w WWCOIT

im. M. Kopernika w Lodzi w latach 2013-2016..........ccoeiiriieiiiinieiieee e 127
10.5.1. Charakterystyka niepozadanych reakcji poprzetOCZENIOWYCH ........cccovvviiiiiiniieiiciienns 127
DV (U] - L TP PSR PRPRTSPRPPRPIN 132
12. Podsumowanie WYNIKOW............ccoiuiiiiiiiii e 156
LBMVNIOSKI ..ot 157
1A, SEIESZCZENIE ... s 158
ST U] ] g F= Y2 SRS 160
G = 1o 0T =1 - SRS 162
17.SPIS TADEI T FYCIN ..ot ba et s be e e nreare s 178
18.D0r0DEK NAUKOWY ..ottt st et re et e s te e e e sbeeraenrenre s 183



2,3-DPG
3-NT
A2780

AA

ABC PICU
ABLE
ABTS

ACD
ADP
Agaroza LMP
Agaroza NMP
AGE

Al
AML
APTT
ARIPI
AS
ATP
BAL
BCA
bFGF
BPE
BrdU

BSA
CAT
CD
CDNB
cisPt
CLD
CML
(6{0)
COX

Wykaz stosowanych skrotow

(ang. 2,3-Diphosphoglycerate); 2,3-difosfoglicerynian

(ang. 3-Nitrotyrosine); 3-nitrotyrozyna

linia ludzkich komorek raka jajnika

(ang. Arachidonic Acid); kwas arachidonowy

(ang. Age of Blood in Children in Pediatric Intensive Care Unit)

(ang. Age of BLood Evaluation)

(ang. 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid);

kwas 2,2'-azino-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy)

(ang. Acid-Citrate-Dextrose); antykoagulant kwas cytrynowy-cytrynian-glukoza
(ang. Adenosine Diphosphate); adenozynodifosforan

(ang. Low Melting Point Agarose) agaroza o niskim punkcie topnienia

(ang. Normal Melting Point Agarose) agaroza o normalnym punkcie topnienia
(ang. Advanced Glycation End Products);

koncowe produkty zaawansowanej glikacji

(ang. Anaemia of Inflammation); niedokrwisto$¢ zapalna

(ang. Acute Myeloid Leukemia); ostra biataczka szpikowa

(ang. Activated Partial Thromboplastin Time); czas kaolinowo-kefalinowy osocza
(ang. Age of Red Blood Cells In Premature Infants)

(ang. Additive Solution); ptyn uzupetniajacy/wzbogacajacy

(ang. Adenosine Triphosphate); adenozynotrifosforan

(ang. Bronchoalveolar Lavage); poptuczyny oskrzelowo-pecherzykowe

(ang. Bicinchoninic Acid); kwas bicynchoninowy

(ang. basic Fibroblast Growth Factor); podstawowy czynnik wzrostu fibroblastow
(ang. Bovine Pituitary Extract); ekstrakt z przysadki mozgowej bydlece;

(ang. 5-Bromo-2’-deoxyuridine);

5-bromo-2’-deoksyurydyna, analogu pirymidyny

(ang. Bovine Serum Albumin); albumina surowicy bydlece;j

(ang. Catalase); katalaza

(ang. Conjugated Diene); sprzezone dieny

(ang. 1-chloro-2,4-dinitrobenzene); 1-chloro-2,4-dinitrobenzen

(ang. cisplatin); cisplatyna

(ang. Chronic Lung Disease); przewlekta choroba ptuc

(ang. Chronic Myeloid Leukemia); przewlekta biataczka szpikowa

(ang. Carbon monoxide ); tlenek wegla

(ang. Cyclooxygenase); cyklooksygenaza
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CPA
CPD
CPDA

CRA
CRP

Cys
DAMP(s)

DAPI

DCF

DEHP
DHA
DMEM
DMEM:F12

DMSO
DNPH
DPBS
DTNB
ECOG

EDTA
EGF
EMP(s)

EMV(s)

ENA

FBS

FFP

free Hb
FSC

GP

GP IIb/llla
GPx

(ang. TAC; Total Antioxidant Capacity); Catkowity Potencjat Antyoksydacyjny
(ang. Citrate-Phosphate-Dextrose); antykoagulant cytrynian-fosforan-glukoza
(ang. Citrate-Phosphate-Dextrose-Adenine);

antykoagulant cytrynian-fosforan-glukoza-adenina

(ang. Cancer Related Anaemia); niedokrwisto$¢ towarzyszgca nowotworom
(ang. C-Reactive Protein); biatko C-reaktywne

(ang. cysteine); cysteina

(ang. Damage-Associated Molecular Patterns);

struktury molekularne zwigzane z uszkodzeniem

(ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride);

dichlorowodorek 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu

(ang. 2',7"-dichlorofluorescein); 2°,7’-dichlorofluoresceina

(ang. di-2-ethylhexyl phthalate); ftalan di-2-etyloheksylu

(ang. Docosahexaenoic Acid); kwas dokozaheksaenowy

(ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium); podtoze wzrostowe DMEM
(ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture F12);

podtoze wzrostowe DMEM:F12

(ang. Dimethylsulfoxide); dimetylosulfotlenek

(ang. 2,4-Dinitrophenylhydrazine); 2,4-dinitrofenylohydrazyna

(ang. Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline)

(ang. 5,5 -dithiobis-(2-nitrobenzoic) acid); kwas 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoesowy
(ang. Eastern Cooperative Oncology Group);

skala sprawnosci okreslajaca stan ogdlny pacjenta z chorobg nowotworowa
(ang. Ethylenediaminetetraacetic acid); kwas etylenodiaminotetraoctowy
(ang. Epidermal Growth Factor); naskorkowy czynnik wzrostu

(ang. Erythrocyte-derived Microparticles);

mikroczastki pochodzenia erytrocytarnego

(ang. Erythrocyte-derived Microvesicles);

mikropecherzyki pochodzenia erytrocytarnego

(ang. Neutrophil-Activating Protein); biatko aktywujace neutrofile

(ang. Fetal Bovine Serum); bydlgca surowica ptodowa

(ang. Fresh Frozen Plasma); §wiezo mrozone osocze

pozakomoérkowa (wolna) hemoglobina

(ang. Forward Scatter Channel); przedni detektor $wiatta rozproszonego
(ang. Glycoprotein); glikoproteina

(ang. Glycoprotein I1b/Il1a); glikoproteina I1b/ll1a

(ang. Glutathione Peroxidase); peroksydaza glutationowa
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GRO
GSH
GST
H2DCF-DA

Hb
HBSS
HepG2
HETE
HLA
HO-1
HODE
Hp
HRP
IFN
IGF

IL
INFORM
INR
K-562
KKCz
KKP
LA
LDH
LO
LoVo
LPS

LR
Lyso-PC
MAC
MCF-10A
MCF7
MCP
MDA
Met-Hb
MIF

(ang. Growth-Related Oncogene); onkogen zwigzany ze wzrostem
(ang. L-glutathione reduced); zredukowana posta¢ glutationu

(ang. Glutathione S-transferase); transferaza glutationowa

(ang. 2',7'-dichloro-dihydrofluorescein diacetate);

dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny

(ang. Haemoglobin); hemoglobina

(ang. Hank’s Buffered Salt Solution); zbuforowany roztwoér Hanks’a
linia komoérek ludzkiego raka watrobowokomorkowego

kwas hydroksyeikozatetraenowy

(ang. Human Leucocyte Antygen); antygen ludzkich leukocytow
(ang. Heme Oxygenase-1); oksygenaza hemowa-1

kwas hydroksyoktadekadienowy

(ang. Haptoglobin); haptoglobina

(ang. Horseradish Peroxidase); peroksydaza chrzanowa

(ang. Interferon); interferon

(ang. Insulin-like Growth Factor); insulinopodobny czynnik wzrostu
(ang. Interleukin); interleukina

(ang. INforming Fresh versus Old Red cell Management)
znormalizowany czas protrombinowy

linia ludzkich komorek przewleklej biataczki szpikowej (CML)
Koncentraty Krwinek Czerwonych

Koncentratu Krwinek Ptytkowych

(ang. Linoleic Acid); kwasy linolowy

(ang. Lactate Dehydrogenase); dehydrogenaza mleczanowa

(ang. Lipoxygenase); lipooksygenaza

linia ludzkich komorek gruczolakoraka jelita grubego

(ang. Lipopolysaccharide); lipopolisacharyd

(ang. Leukoreduced); leukoredukowany/filtrowany KKCz

(ang. Lysophosphatidylcholine); lizofosfatydylocholina

(ang. Membrane Attack Complexes); kompleksy atakujace btong
linia ludzkich komorek nablonkowych gruczotu sutkowego

linia ludzkich komoérek gruczolakoraka piersi

(ang. Monocyte Chemoattractant Protein); biatko chemotaktyczne monocytow
(ang. Malondialdehyde); dialdehyd malonowy

(ang. Methemoglobin); methemoglobina

(ang. Macrophage Migration Inhibitory Factor);

czynnik hamujacy migracj¢ makrofagdow
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MIP

MPO
MP(s)/MV/(s)
MtDNA
NADH

NF-kB

NLR
NLRP
NO
NOX
NTBI
NUKKCz
NUKKP
OIOM
oS
Pan02
PAR(s)
PA(s)
PBS
PC-3
PDGF
PES
PGE2
PGI2
PLT(s)
PMP(s)
POCHP

PPP
PRP
PRR(S)
PS

PT
PUFA(s)
PVC

>

M

»

»

»

(ang. Macrophage Inflammatory Protein); biatko makrofaga aktywowanego
(ang. myeloperoxidase); mieloperoksydaza, peroksydaza krwinek biatych
(ang. Microparticles/Microvesicles); mikroczastki/mikropgcherzyki

(ang. mitochondrial DNA); mitochondrialne DNA

(ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide);

dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (posta¢ zredukowana)

(ang. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells);
jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B

(ang. Non-leukoreduced); niefiltrowany KKCz

podtyp receptora NOD-podobnego

(ang. Nitric Oxide); tlenek azotu

(ang. NADPH oxidase); oksydaza NADPH

(ang. Non-Transferrin Bound lIron); zelazo niezwigzane z transferyng
Napromieniowany Ubogoleukocytarny Koncentrat Krwinek Czerwonych
Napromieniowany Ubogoleukocytarny Koncentrat Krwinek Ptytkowych
Oddziat Intensywnej Opieki Medycznej

(ang. Oxidative Stress); stres oksydacyjny

linia mysich komorek raka trzustki

(ang. Protease Activated Receptors); receptory aktywowane przez proteazy
(ang. Platelet Aggregates); agregaty ptytkowe

(ang. Phosphate Buffered Saline); zbuforowany roztwor soli fizjologicznej
linia ludzkich komorek gruczolakoraka prostaty

(ang. Platelet-Derived Growth Factor); ptytkopochodny czynnik wzrostu
(ang. Polyethersulfone); membrana polieterosulfonowa

(ang. Prostaglandin E2); prostagladyna E2

(ang. Prostacyclin 12); prostacyklina 12

(ang. Platelets); ptytki krwi, trombocyty

(ang. Platelet-derived Microparticles); mikropecherzyki ptytkowe

(ang. COPD; Chronic Obstructive Pulmonary Disease);

przewlekta obturacyjna choroba ptuc

(ang. Platelet-Poor-Plasma); osocze ubogoptytkowe

(ang. Platelet-Rich-Plasma); osocze bogatoptytkowe

(ang. Pattern Recognition Receptors); receptory rozpoznajgce wzorce
(ang. Phosphatidylserine); fosfatydyloseryna

(ang. Prothrombin Time); czas protrombinowy osocza

(ang. Polyunsaturated Fatty Acids); wielonienasycone kwasy ttuszczowe

(ang. Polyvinyl Chloride); polichlorek winylu
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RAGE »  (ang. Receptor for Advanced Glycation End-Products);
receptor wigzacy koncowe produkty zaawansowanej glikacji
RANTES » (ang. Regulated on Activation Normal T-cell Expressed and Secreted);
chemokina CCL5

RBC(s) » (ang. Red Blood Cells); krwinki czerwone, erytrocyty

RCKiK » Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa

RCT(s) » (ang. Randomized Controlled Trials); randomizowane badania kontrolne
RECESS » (ang. Red-Cell Storage Duration Study)

RFA » Reaktywne Formy Azotu

RFT » (ang. ROS; Reactive Oxygen Species); Reaktywne Formy Tlenu

rhEGF »  (ang. recombinant human Epidermal Growth Factor);

rekombinowany ludzki naskorkowy czynnik wzrostu

ROP » (ang. Retinopathy of Prematurity); retinopatia wcze$niakow
RPMI » (ang. Roswell Park Memorial Institute medium); medium wzrostowe RPMI
SAGM » (ang. Saline-Adenine-Glucose-Mannitol);

roztwor wzbogacajacy/uzupehniajacy chlorek sodu-adenina-glukoza-mannitol

sCD40L » rozpuszczalny ligand CD40

SD » (ang. Standard Deviation); odchylenie standardowe

SDF » (ang. Stromal cell-derived Factor); zr¢bowy czynnik wzrostu

SDS » (ang. Sodium Dodecyl Sulfate); siarczan dodecylu sodu

SEM » (ang. Standard Error of the Mean); btad standardowy $redniej

sLR1/42 »  supernatant otrzymany w 1./42. dniu z filtrowanych/ubogoleukocytarnych KKCz
SNLR1/42 »  supernatant otrzymany w 1./42. dniu z niefiltrowanych KKCz

SOD » (ang. Superoxide Dismutase); dysmutaza ponadtlenkowa

SSC » (ang. Side Scatter Channel); boczny detektor $wiatta rozproszonego

TBA » (ang. Thiobarbituric Acid); kwas tiobarbiturowy

TBARS » (ang. Thiobarbituric Acid Reactive Substances); substancje reagujace z TBA
TCA » (ang. Trichloroacetic Acid); kwas trichlorooctowy

TF » (ang. Tissue Factor); czynnik tkankowy

TGF » (ang. Transforming Growth Factor); transformujacy czynnik wzrostu

Th » (ang. Lymphocyte T helper); limfocyty T pomocnicze

TNB »  anionu kwasu 5-tio-2-nitrobenzoesowego

TNF » (ang. Tumor Necrosis Factor); czynnik martwicy nowotworu

tPA » (ang. tissue-type Plasminogen Activator); tkankowy aktywator plazminogenu
TRALI » (ang. Transfusion Related Acute Lung Injury);

ostre poprzetoczeniowe uszkodzenie phuc
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TRANSFUSE

Treg
TRIM

TT

UKKCz

uPA

VEGF

WHO
WWCOIT

X0

»

»

(ang. STandaRd Issue TrANsfusion versuS Fresher Red-Cell Use in IntenSive
CarE)

(ang. regulatory T cells); limfocyty T regulatorowe

(ang. Transfusion-Related Immunomodulation);

immunomodulacja zwigzana z przetoczeniem

(ang. Thrombin Time); czas trombinowy osocza

Ubogoleukocytarny Koncentrat Krwinek Czerwonych

(ang. urokinase-type Plasminogen Activator);

urokinazowy aktywator plazminogenu

(ang. Vascular Endothelial Growth Factor);

czynnik wzrostu §rodblonka naczyniowego

(ang. World Health Organization); Swiatowa Organizacja Zdrowia
Wojewddzkie Wielospecjalistyczne Centrum Onkologii i Traumatologii
im. M. Kopernika w Lodzi

(ang. Xanthine Oxidase); oksydaza ksantynowa
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1. Wprowadzenie

Koncentraty krwinek czerwonych (KKCz) sa najcze$ciej przetaczanym skladnikiem
krwi (na §wiecie wedlug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia ponad 85 milionéw jednostek
rocznie) [1-3]. W Polsce kazdego roku w Regionalnych Centrach Krwiodawstwa
I Krwiolecznictwa (RCKiK) otrzymuje si¢ ponad milion jednostek KKCz, z ktérych
ok. 20-25% poddawanych jest procesowi usuwania leukocytow (UKKCz; ubogoleukocytarny
KKCz) [4-14]. Dla poréwnania w Stanach Zjednoczonych az 80% przetaczanych jednostek
stanowi UKKCz [15].

KKCz przechowywane s3 do 42 dni w temperaturze 4+2°C w roztworze
wzbogacajagcym [16]. Przechowywanie jest konieczne, aby zapewni¢ odpowiednig ilo$¢
jednostek dla potrzeb stuzby zdrowia [17]. Podstawowym wskazaniem do stosowania KKCz
jest niedokrwisto$¢ wynikajaca z przebiegu réznych choréb lub powstata na skutek nagle;j,
duzej utraty krwi (ponad 30% objetosci krwi krazacej). W sytuacji braku mozliwosci
wprowadzenia leczenia alternatywnego, np. substytucja niedoborow, czy stosowanie srodkow
pobudzajacych erytropoeze, pacjentowi z niedokrwisto$cia podaje sie KKCz
w celu zapobiegania niedotlenieniu waznych dla zycia tkanek i narzadow [18, 19]. Podczas
rutynowego przechowywania ex vivo krwinki czerwone zachowuja w pewnym stopniu
aktywno$¢ metaboliczng, ale jednoczesnie w tym $rodowisku nie ma fizjologicznych
systemow, ktore usuwalyby, m.in. uszkodzone komorki oraz gromadzace si¢ metabolity
i mikropecherzyki (w organizmie funkcje te pelnia, odpowiednio uktad siateczkowo-
srodblonkowy oraz watroba, nerki i1 komorki Kupffera w watrobie) [17, 20].
Wraz z wydluzaniem czasu przechowywania erytrocyty narazone sg na dziatanie coraz
wigkszych ilo$ci produktow przemiany materii i komorkowych produktéw degradacji, ktore
uwalniane s3 do plynu uzupelniajacego, co nie pozostaje bez znaczenia dla jakoSci
tego sktadnika krwi [17]. Podstawowe pytania w dziedzinie transfuzjologii, na ktore aktualnie
nie ma jednoznacznej odpowiedzi dotycza kwestii czy dlugo przechowywane (pod koniec
terminu przydatnosci) krwinki czerwone sg tak samo skuteczne jak §wieze oraz czy gromadzace
si¢ w ptynie wzbogacajacym przechowywanych KKCz substancje w bezposredni sposob
zwigkszaja ryzyko wystgpowania niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych u biorcow?
A jesli tak, to czy zmniejszenie ilosci leukocytow/ptytek krwi w jednostce KKCz ma wptyw
na czestos¢ wystepowania tych reakcji.

Wyjasnienie tych zagadnien stanowi duze wyzwanie dla transfuzjologdéw, przede



wszystkim z tego powodu, ze leczenie koncentratem czerwonokrwinkowym stosowane
jest w wielu jednostkach chorobowych i wiele réznych czynnikow, niezaleznych
od przetoczenia KKCz, moze wplywaé na zwigkszong chorobowos¢ i $miertelno$¢ biorcoOw
[17].

Okreslony maksymalny czas przechowywania KKCz w bankach krwi (42 dni)
jest bezposrednio zwigzany z poziomem zmian (m.in. metabolicznych, oksydacyjnych)
i uszkodzen krwinek czerwonych w wyniku ich przechowywania w warunkach ex vivo [21].
Zmiany te prowadza migdzy innymi do wysycenia transferyny osoczowej, zmiatania tlenku
azotu czy immunomodulacji, a w konsekwencji moga by¢ przyczyna wystgpowania
niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych, tj. ostre uszkodzenie pluc czy nawet wyzszej
$miertelnosci biorcoOw [1]. Wyniki badan wielu grup badawczych potwierdzaja, ze stosowanie
dhuzej przechowywanych (ponad 14 dni) KKCz zwigksza ryzyko wystepowania reakcji
poprzetoczeniowych [22-24], wciaz jednak dyskusyjng jest kwestia czy powinno si¢ skrocié
czas przechowywania tego sktadnika krwi i/lub wprowadzi¢ obowiazek leukoredukcji. Wyniki
randomizowanych badan kontrolnych (ang. RCT; randomized controlled trials) nie wykazaty
istotnego wplywu dluzszego przechowywania na zachorowalnos¢ czy $miertelnos¢ biorcow
[18, 25-27] na oddziatach kardiochirurgii i intensywnej terapii [28-31], nadal pozostajg jednak
obawy dotyczace okreSlonych grup pacjentow, tj. pacjenci po rozleglych urazach
czy wymagajacy masowych i/lub regularnych (przez cate zycie) przetoczen [32]. W zwiazku
Z brakiem jednoznacznego stanowiska zagadnienie to pozostaje tematem aktualnych badan.
Niezaleznie od klinicznych skutkéw przetoczenia KKCz, przechowywanie komorek
w warunkach ex vivo wptywa na wiele kluczowych parametrow [16]. Sugeruje si¢, ze w ocenie
jakosci, skutecznos$ci i1 bezpieczenstwa stosowania KKCz powinno oceniaé si¢ wigcej

parametrow, nie tylko czas przechowywania w banku krwi [1].
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2. Zmiany zachodzace w przechowywanych KKCz

Pierwszy skuteczny ptyn konserwujgcy (ang. ACD; acid-citrate-dextrose, w sktadzie
kwas cytrynowy-cytrynian-glukoza), stuzacy do przechowywania krwi pelnej przez okres
do 21 dni, opracowano na poczatku lat 40. XX wieku. Wraz z uptywem lat opracowywano
nowe plyny konserwujace wydluzajace okres przechowywania krwi  pelne;j,
m.in. CPD (ang. citrate-phosphate-dextrose, w sktadzie cytrynian-fosforan-glukoza) do 21 dni,
CPDA (ang. citrate-phosphate-dextrose-adenine, w sktadzie cytrynian-fosforan-glukoza-
adenina) do 35 dni. Opracowano takze pltyny wzbogacajace (uzupetniajace), ktore umozliwiajg
przechowywanie preparatow czerwonokrwinkowych do 42 dni (czas standardowo liczony
jest od dnia pobrania krwi w RCKiK) w temperaturze 4+2°C, zapewniajace zywotno$¢ krwinek
w zakresie 75-89% (kryterium jako$ciowym jest przezycie przez 24 godziny w organizmie
biorcy minimum 75% przetoczonych krwinek czerwonych) oraz hemolize na poziomie ponizej
0,8% pod koniec okresu magazynowania (zgodnie z obowigzujagcymi normami okreslonymi
przez Rade Europy) [1, 2, 16, 33, 34]. Przezywalnos$¢ komorek po 24 godzinach od transfuzji
mierzona jest in vivo po uprzednim znakowaniu krwinek izotopem ®°!Cr [2, 16, 34].
Wprowadzenie plynéw uzupehiajacych, umozliwiajacych przechowywanie erytrocytow
do szesciu tygodni, byto duzym osiggnieciem w transfuzjologii i umozliwito opracowywanie
skutecznych systemow gospodarki krwig i jej sktadnikami (w tzw. krajach zachodnich ok. 95%
donacji KKCz znajduje biorcow) [2].

W RCKIK preparat czerwonokrwinkowy przeznaczony do transfuzji (o hematokrycie
65-75%) otrzymuje si¢ z jednej jednostki krwi pelnej pobranej uprzednio na ACD lub CPD,
a nastepnie po oddzieleniu poszczegdlnych sktadnikéw krwi w procesie wirowania dodaniu
odpowiedniego ptynu uzupetniajgcego do frakcji erytrocytarnej [2]. W krajach europejskich
krwinki czerwone przechowywane sg w ptynie wzbogacajacym SAGM (ang. Saline-Adenine-
Glucose-Mannitol, w sktadzie chlorek sodu-adenina-glukoza-mannitol), za$§ na $wiecie
najbardziej powszechne sg roztwory AS-1 (Adsol®), AS-3 (Nutricel®) i AS-5 (Optisol®) [1, 2].
KKCz moga by¢ poddane procesowi filtracji przy uzyciu filtrow antyleukocytarnych
(leukoredukcji) w celu zmniejszenia narazenia biorcy na alloimmunizacj¢ antygenami
HLA oraz zakazenie wirusem cytomegalii [1, 2, 35]. Tak przygotowany KKCz po podaniu
biorcy powinien zwigkszy¢ stezenie hemoglobiny o 1 g/dl oraz hematokryt o 3% [1].

Zmiany zachodzace w KKCz podczas przechowywania (ang. storage lesion)
sg zwigzane ze starzeniem krwinek czerwonych w $rodowisku ex vivo i obejmuja,

m.in. hemoliz¢ (wzrost stezenia pozakomorkowego wolnego zelaza, hemu, hemoglobiny),
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zmiany morfologiczne komoérek (przede wszystkim wzrost odsetka sferocytow i echinocytow),
oksydacyjne uszkodzenia biatek, lipidow i weglowodanow, wzrost poziomu kwasu mlekowego
oraz jondw potasu i wapnia, spadek st¢zenia 2,3-DPG i ATP, spadek pH i szybkosci glikolizy
czy akumulacj¢  uwalnianych z  krwinek  bioaktywnych  biatek,  lipidow
I mikroczastek/mikropecherzykow pochodzenia erytrocytarnego (ang. erythrocyte-derived
microparticles; EMPs, erythrocyte-derived microvesicles; EMVs) [21, 34, 36-41]. Opisane
dotychczas w obszernej literaturze zmiany zachodzace w przechowywanych KKCz

podsumowuje Rycina 1.
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Rycina 1. Zmiany zachodzace w przechowywanych KKCz. Strzatki powyzej linii bazowej reprezentuja wzrost,

aponizej spadek zmiennej. Opracowanie wilasne na podstawie [39]. Skroty: ATP (ang. adenosine triphosphate),
adenozynotrifosforan; DPG (ang. diphosphoglycerate), difosfoglicerynian; Hb, hemoglobina; IL (ang. interleukin), interleukina; MAC (ang.
membrane attack complexes), kompleksy atakujgce blong; MDA (ang. malondialdehyde), dialdehyd malonowy; MPs (ang. microparticles),
mikroczgstki; NADH (ang. nicotinamide adenine dinucleotide), dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (posta¢é zredukowana); NO (ang. nitric
oxide), tlenku azotu; PS (ang. phosphatidylserine), fosfatydyloseryna; RBC (ang. red blood cel), krwinka czerwona; RFT, reaktywne formy
tlenu; TGF (ang. transforming growth factor), transformujqcy czynnik wzrostu; TNF (ang. tumor necrosis factor), czynnik martwicy
nOWOtWorow.

W ostatnio prowadzonych badaniach zaobserwowano istotny wzrost poziomu
mitochondrialnego DNA (mtDNA) 1 mikropecherzykow (MPs) zewnatrzkomoérkowych
w KKCz w zaleznosci od sposobu przygotowania jednostki oraz w miar¢ uptywu czasu
przechowywania [42, 43]. Pomimo tego, iz znaczenie kliniczne tego odkrycia nie zostato
poznane, zarbwno mtDNA jak i MPs moga mie¢ wplyw na bezpieczenstwo transfuzji,

poniewaz nalezg do grupy struktur molekularnych zwigzanych z uszkodzeniem (ang. DAMPS;

damage-associated molecular pattern), ktéore potencjalnie mogg aktywowaé uktad
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odpornosciowy biorcy poprzez reakcje z receptorami rozpoznajagcymi wzorce (ang. PRRs;
pattern recognition receptors) [42, 43]. Jedna z potencjalnych przyczyn wystepowania reakcji
poprzetoczeniowych u biorcow s3 gromadzace sie w KKCz bioaktywne lipidy.
Przeprowadzone badania metabolomiczne, polegajace na oznaczeniu panelu bioaktywnych
lipidow, zaréwno w jednostkach KKCz poddanych leukoredukcji, jak i niefiltrowanych
wykazalo, iz filtracja istotnie zmniejszata produkcje tych zwigzkéw. W 42. dniu
przechowywania zaobserwowano jednak wystepowanie wielonienasyconych kwaséw
tluszczowych (ang. PUFAs; polyunsaturated fatty acids) i produktow ich utleniania

(tj. oksylipin) niezaleznie od tego czy jednostki KKCz byty filtrowane czy nie [44].

IMIENNOSC DAWCOW
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Rycina 2. Zmienno$¢ dawcow jako problem transfuzjologii. Opracowanie wiasne na podstawie [44-47].

W zwigzku z faktem, Zze poziom wigkszo$ci parametrow shuzacych do oceny zmian
zachodzacych podczas przechowywania KKCz rosnie wraz z czasem, W literaturze jednostki
KKCz czesto dzieli sie na ,,Swieze” (< 21 dni przechowywania) oraz ,,stare” (>21 dni) [48, 49].
W innych badaniach jednostki KKCz juz po 14 dniach przechowywania (>14 dni) sg okre$lane
jako ,stare” [50]. Zatozenie to spowodowalo przyjecie stanowiska, ze KKCz przechowywane
tyle samo dni charakteryzuja si¢ poréwnywalng jako$cia, co jak si¢ poOzniej okazato
nie jest prawda, a ,wiek” KKCz nie jest wystarczajgcym wskaznikiem jakos$ci
przechowywanego sktadnika krwi [51, 52]. Zmiennos$¢ genetyczna dawcow, jak i czynniki
niegenetyczne, tj. dieta, wiek, styl zycia [45, 47], wptywaja na tempo wystgpowania zmian
w KKCz oraz odporno$¢ krwinek czerwonych na uszkodzenia wynikajace z przechowywania

w warunkach ex vivo (Rycina 2) [34, 45, 46, 52]. Na podstawie przeprowadzonych badan
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wykazano, iz przezywalno$¢ erytrocytow in Vivo po przetoczeniu dtuzej przechowywanych
KKCz waha si¢ w szerokim zakresie od 35% do 82% [33]. Do genetycznie uwarunkowanych
czynnikow, wplywajacych na wytrzymato§¢ krwinek czerwonych w  warunkach
przechowywania zaliczono, m.in. wewnatrzkomoérkowy poziom glutationu w krwinkach
[53, 54], predyspozycj¢ do hemolizy in vitro [55] oraz wystepowanie rodzinnej
pseudohiperkaliemii u dawcow [47, 56]. Podsumowujac, krwinki czerwone dawcow, tak samo
jak ludzie, starzeja si¢ w r6znym tempie, dlatego wprowadzone pojecie ,,wiek metaboliczny”
przechowywanych erytrocytow jest duzo doktadniejszym i bardziej istotnym klinicznie
parametrem niz czas przechowywania jednostki KKCz. Jest nadzieja, ze w przyszto$ci na bazie
powyzszych odkry¢ mozliwe bedzie opracowanie nowatorskich, spersonalizowanych strategii
otrzymywania i przechowywania KKCz dostosowanych do zmienno$ci dawcow i biorcow krwi
[34, 45, 52].

Obecnie nadal trwaja badania nad opracowaniem narzedzi przesiewowych
pozwalajacych doktadniej okresli¢ w jakim stopniu krwinki czerwone od danego dawcy beda
podatne na zmiany/uszkodzenia podczas przechowywania i w jakim tempie te zmiany beda
zachodzi¢ [39, 52, 55, 57, 58]. Prawidlowa interpretacja wynikow przeprowadzonych
dotychczas badan klinicznych bedzie mozliwa po uprzednim uwzglednieniu w nich zmiennosci

mi¢dzyosobniczej dawcow [39, 45, 55].

2.1. Zmiany zachodzace w supernatantach przechowywanych KKCz

Podczas przechowywania w supernatantach jednostek KKCz gromadza si¢ liczne
biologicznie aktywne substancje, m.in. wolna hemoglobina (Hb), hem, Zelazo, uszkodzone
biatka i lipidy, cytokiny; dochodzi takze do uwalniania mikroczastek [35, 47, 59-64].
W KKCz, ktéore nie byly poddane procesowi filtracji (leukoredukcji) obecne sa,
jako zanieczyszczenia, plytki krwi oraz krwinki biate (leukocyty) dawcy, ktore rowniez
uwalniaja zwigzki bioaktywne (m.in. cytokiny, mediatory wazoaktywne, enzymy
proteolityczne) do supernatantu [65]. Istnieja dowody, ze supernatanty pochodzgace
z przechowywanych ubogoleukocytarnych jednostek KKCz takze nie s3 w pelni bezpieczne
dla biorcy [65]. Wszystkie zgromadzone w supernatancie sktadniki wraz z krwinkami
czerwonymi przetaczane sa biorcom podczas transfuzji. Na podstawie badan in vitro
dowiedziono, iz supernatanty pochodzace z dluzej przechowywanych KKCz wykazuja
wlasciwosci prokoagulacyjne, zakrzepowe, immunomodulujagce oraz zwezajace naczynia

krwiono$ne [63, 66-74], cho¢ kliniczne znaczenie tych zjawisk nie jest dobrze poznane.
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Badania na modelach zwierzgcych wykazaty, iz uwalniane czynniki bioaktywne charakteryzuja
si¢ potencjalnie toksycznym dziataniem [41]. Do najdoktadniej opisanych czynnikow naleza:

- mikroczastki, ktore moga dziata¢ prokoagulacyjnie [69, 75-77] oraz wplywaja
na odpornos¢ wrodzong i adaptacyjng oraz stan fizjologiczny organizmu [78],

- bioaktywne lipidy, ktore aktywuja neutrofile i mogg przyczynia¢ si¢ do wystepowania
ostrego poprzetoczeniowego uszkodzenia ptuc (ang. TRALI; Transfusion Related Acute Lung
Injury) [79],

- cytokiny i chemokiny (zwlaszcza w jednostkach niefiltrowanych) [80],

- zmiatacze tlenku azotu (NO), tj. wolna hemoglobina oraz Hb wystepujaca
w mikroczastkach, ktore mogg zaburzac relaksacje naczyn krwiono$nych [81],

- zelazo wolne 1 niezwigzane z transferyng, ktore moze sprzyjaé wzrostowi bakterii
syderofilnych [41, 61, 82, 83].

Na podstawie wynikow badan in vitro mozemy przewidywaé¢ z duzym
prawdopodobienstwem, ze przetoczone KKCz beda mialy wptyw na biorcow transfuzji

in vivo [17, 62].

2.1.1. Hemoglobina, hem i zelazo

Wystepowanie hemolizy w przechowywanych KKCz jest jedna z najbardziej
niepozgdanych zmian zachodzacych w tych jednostkach. Stopien hemolizy powszechnie
uznawany jest jako miara jakosci tego sktadnika krwi. Hemoglobina w supernatantach KKCz
moze by¢ obecna w postaci wolnej w roztworze (Hb pozakomoérkowa; ang. free Hb)
lub tworzy¢ kompleksy z haptoglobina, wystgpuje takze w mikropecherzykach uwalnianych
z erytrocytow [84]. Dotychczas nie okreslono jakie st¢zenic Hb w supernatancie KKCz
jest szkodliwe dla biorcy, jednak wysoki stopien hemolizy zdefiniowany jako niedopuszczalny
w jednostce (>1,0%) bezposrednio zwigzany jest z wysokim poziomem wolnej
Hb (>500 mg/dl) [84].

Kliniczne skutki przetaczania KKCz, z koncowym terminem waznosci, zawierajgcych
wyzsze, W porownaniu ze ,,Swiezym”, stezenie zewnatrzkomorkowej Hb nie sg jednoznacznie
okreslone. Sugeruje si¢, ze pozakomorkowa Hb moze by¢ gtowng przyczyna lub jednym
z czynnikébw  wplywajacych na wystgpowanie wielu poprzetoczeniowych zdarzen
niepozadanych [85-87]. W jednym z ostatnich raportow Goel i wsp. [88] wykazali zwigkszone
ryzyko wystapienia powiktan (czestsze wystepowanie zakrzepicy czy infekcji bakteryjnej)

U biorcow po przetoczeniu KKCz przechowywanych powyzej 35 dni. Obecne w supernatancie
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wolna Hb, hem oraz zelazo s3 toksyczne dla wielu komorek i tkanek organizmu [89-91].
Postuluje sig, iz Hb pozakomdrkowa oraz obecna w EMPs wigze i inaktywuje tlenek azotu,
co skutkuje zwezeniem naczyn krwiono$nych, nasileniem niedokrwienia [39, 84, 87, 91, 92]
oraz aktywacjg plytek krwi [81, 93] i komorek $rodbtonka [94] (Rycina 3). Nowsze badania
donosza, ze tlenek azotu moze zachowywac funkcje biologiczne przez odwracalne wigzanie
Z resztg cysteiny (Cys-93) tancucha  hemoglobiny, w rezultacie tworzac S-nitrozotiole, ktore
sg silnymi inhibitorami agregacji ptytek krwi [86, 95, 96]. Podsumowujac, pozakomorkowa
Hb odgrywa wazna role w utrzymaniu rownowagi hemostatycznej, moze aktywowac¢ czynno$¢
ptytek krwi poprzez zmiatanie NO lub dziata¢ jak inhibitor uwalniajac funkcjonalne

odpowiedniki tlenku azotu w postaci S-nitrozotioli [86].

RBC

1

e - I Uszkodzenia
Luzycie NO Przekroczona skiydacyies
zdolnosé N =g
wigzania Hp

Ryzyko infekcji

Uszkodzenie komarki

®

Dysfunkcja Sradbtonka

Stres oksydacyjny

Dziatanie prozapalne

Iwezenie naczyn krwionosnych

Rycina 3. Skutki nadmiaru pozakomorkowej hemoglobiny (Hb) w naczyniach krwiono$nych. W warunkach
fizjologicznych osoczowa haptoglobina (Hp) wiaze wolng Hb hamujac jej aktywnos$¢ pro-oksydacyjna.
W sytuacji, gdy Hp nie jest w stanie wychwyci¢ tak duzych ilo$ci pozakomérkowej Hb dostarczonej podczas
przetoczenia KKCz, niezwigzana, wolna Hb wychwytuje NO pochodzacy ze srodbtonka, tworzac methemoglobing
(Met-Hb) i NO3z". Zmniejszona biodostepno$é NO u biorcow powoduje zmiany napigcia naczyniowego, aktywacje
pltytek krwi 1 odpowiedz zapalng, co dalej moze prowadzi¢ do niedokrwienia tkanek
i uszkodzenia narzgdow wewnetrznych. Opracowanie wlasne na podstawie [15, 65]. Skroty: Hb, hemoglobina; HO-1,

oksygenaza hemowa-1; Hp, haptoglobina; Met-Hb, methemoglobira; NO, tlenek azotu; NTBI, zelazo niezwigzane z transferyng; RBC, krwinka
czerwona.

Wolny hem, jako jeden ze sktadnikow supernatantow KKCz powoduje wzrost
aktywnos$ci oksygenazy hemowej, generuje reaktywne formy tlenu (RFT) oraz aktywuje
makrofagi i komorki §rodbtonka [15, 97].

Przetaczanie ,,starych” jednostek KKCz moze powodowaé przecigzenie organizmu
biorcy zelazem (hemochromatoze wtorng) [38, 83, 98] 1 odktadanie ztogow zelaza w nerkach,

watrobie i $ledzionie [92]. Wszystkie mozliwe formy zelaza niepotagczone z transferyna,
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a z Dbialkami (tj. albumina, ceruloplazmina; ang. high molecular weight-NTBI)
lub matoczasteczkowymi ligandami (tj. ATP, AMP, cytrynian, mleczan, fosforan, octan;
ang. low molecular weight-NTBI) stanowig pule zwigzkéw nazwanych NTBI
(ang. non-transferin-bound iron; zelazo niezwigzane z transferyng) [99]. NTBI moze nasila¢
stres oksydacyjny w tkankach i1 narzadach, a w konsekwencji uposledzac¢ ich funkcjonowanie,
powodowa¢ dysfunkcje komorek srodbtonka, zwigksza¢ wirulencje niektdrych patogendw,
prowadzi¢ do reakcji prozapalnych oraz odgrywac rolg w przebiegu zdarzen naczyniowo-
okluzyjnych (Rycina 4) [84, 90, 98, 100]. Okoto 25% przetoczonych krwinek czerwonych
jest usuwana z krwiobiegu biorcy przez uktad fagocytarny. Zwigkszony wewnatrzkomorkowy
poziom wolnego zelaza powoduje wzmozong produkcje i uwalnianie prozapalnych cytokin
przez fagocyty, co moze skutkowaé nasilong odpowiedzig zapalng w organizmie. Nadmiar
wolnego zelaza z fagocytow prowadzi do podwyzszonego poziomu NTBI, ktory
moze powodowa¢ wspomniane uszkodzenia oksydacyjne i proliferacje bakterii ferrofilnych,

co z kolei zwigksza ryzyko wystapienia zakazenia zwigzanego z przetoczeniem (Rycina 4) [87].

,SWIEZY” ,STARY" ‘Sisiazer
KKCz KKCz krwinki
czerwone
l 1mg zelaza/h 160 mg zelaza/h l
B B Fagocytoza
MAKROFAG \ MAKROFAG l
; w ‘ Uszkodzeni .
‘ b Ho? okeydacyine  LiZosomy == HO-1 == Biliwerdyna+CO
oo @ielazd g Ryzyko l l
) Py @g@‘@é* infekeji Destabilizacja Fe* == Ferrytyna
® 09, ® btony l
) T Ryzyko infekeji l RFT
— e — e szlak Z \ Szlak
— — sygnatowy2 N RP3 / NFkB  Sygnatowyl
Cytokiny
prozapalne IL-13 &= pro-IL-18 ¢ |L-6,1L-8, MCP-1

Rycina 4. Hipoteza dotyczaca udziatu zelaza w zakazeniu bakteryjnym po przetoczenia starszych KKCz.
(A) Zelazo uwolnione z Hb po wchtonieciu krwinek czerwonych przez makrofagi przedstawiaja zielone kotka,
wewnatrzkomorkowo syntetyzowane i uwalniane cytokiny to zotte kotka, niebieski cylinder w makrofagach
przedstawia ferroportyne (kanat eksportu zelaza z wnetrza komorki). (B) Model przedstawiajacy hipotetyczny
mechanizm pochtaniania ,,starszych” krwinek czerwonych przez makrofagi, w ktorym aktywacja czynnika NFxB
oraz kompleksu inflamasomu poprzez szlak sygnatowy 1 oraz 2, prowadzi do produkcji cytokin prozapalnych
odpowiedzialnych za inicjacje i podtrzymanie miejscowego stanu zapalnego. Opracowanie wlasne na podstawie

[82]. Skroty: CO, tlenek wegla; HO-1, oksygenaza hemowa-1; IL, interleukina; MCP-1, biatko chemoatraktanta monocytow-1; NLRP, podtyp
receptora NOD-podobnego,; NTBI, zelazo niezwigzane z transferyng,; RFT, reaktywne formy tlenu.
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2.1.2. Mikropecherzyki pochodzenia erytrocytarnego

Mikropegcherzyki/mikroczastki zewnatrzkomoérkowe (ang. MPs/MVs;
microparticles/microvesicles) to male fosfolipidowe fragmenty uwalniane z bton
komorkowych w wyniku przegrupowan cytoszkieletu i pofaldowan btony spowodowanych
aktywacja, apoptozg lub starzeniem [1, 46, 101]. Mikropgcherzyki w zaleznosci od wielkoSci
czy sposobu w jaki dochodzi do ich powstawania nazywane s3 egzosomami,
mikropecherzykami, mikroczastami lub ciatkami apoptycznymi [15, 102]. MPs rdznig
si¢ wielko$cig, ich $rednica waha si¢ od 30 nm do 1 um [1, 16]. Posrednicza w komunikacji
komorka-komorka przenoszac tadunek receptoréw powierzchniowych, mRNA i mikroRNA
z komorki macierzystej do docelowych. Dodatkowo moga wigzaé i1 taczyé si¢ z blong
plazmatyczng komorki docelowej lub zostajg przez nig pochtonigte [46, 101, 103]. W ostatnich
latach poczyniono znaczne postgpy w celu scharakteryzowania MPs pochodzacych z komoérek
krwi i ocenie ich potencjalnej roli w zdrowiu i chorobie. Pierwszy raport o istnieniu MPs
we krwi zostat opublikowany prawie 70 lat temu (dot. mikroczastek pochodzenia ptytkowego).
Nastgpnie w osoczu zidentyfikowano mikroczastki pochodzace z krwinek czerwonych,
monocytow, komoérek srodbtonka i granulocytow [1, 101].

Przeprowadzone dotychczas badania potwierdzaja gromadzenie si¢ MPs
wraz z wydtuzaniem czasu przechowywania niefiltrowanych KKCz [77], jak i filtrowanych
jednostek [104-106]. Zdecydowang wiekszo$¢ MPs stanowig te pochodzace z krwinek
czerwonych (ang. EMPs; erythrocyte-derived microparticles), ale MPs pochodzace
Z leukocytéw czy plytek krwi réwniez wystepuja w supernatantach KKCz (w szczegdlnosci
w niefiltrowanych) oraz ich poziom zwigksza si¢ podczas przechowywania [77, 107].
Potwierdzono, iz podczas przechowywania filtrowanych KKCz dochodzi rowniez w gldwne;j
mierze do gromadzenia si¢ EMPs [104-106] oraz fosfolipidow wykazujacych aktywno$é
prokoagulacyjna [106]. W EMPs zidentyfikowano, m.in. Hb, fosfatydyloseryne (PS), biatko
pasma 3, aktyne, glikoforyny, lipidy, biatka tratw lipidowych, prokaspazy i kaspazy (3 i 8), Fas,
FADD, CD47 i immunoglobuling G [59, 87, 92]. Przenoszone przez EMPs czasteczki
sygnalowe (tj. cytokiny, chemokiny, hem, Hb, IgG, czynnik tkankowy, PS, skladniki
dopeliacza) oraz antygeny moga wplywa¢ negatywnie na organizm biorcy aktywujac
lub regulujac, takie procesy jak angiogeneza, krzepnigcie, stan zapalny oraz odpowiedz
immunologiczna, poprzez ztozone interakcje z komoérkami krwi i srodbtonkiem [87]. Tlosé
EMPs w supernatancie jednostek KKCz moze wzrosngé nawet 20-krotnie pod koniec okresu

przechowywania, co bezposrednio wptywa na jakos¢ sktadnika krwi [15, 39, 101].
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Przetoczenie duzej ilosci nagromadzonych EMPs nie jest bez znaczenia dla biorcow.
EMPs maja zdolnos¢ wychwytywania NO, co wplywa na utlenowanie tkanek,
a co w nastgpstwie prowadzi do uszkodzenia narzadoéw [39, 108]. Przypisywane sg im takze
wiasciwosci prozapalne, prokoagulacyjne, trombogenne, immunogenne (Rycina 5) [16, 92,
101, 109, 110]. Badania kliniczne wykazaly, ze przetoczenie dtuzej przechowywanego KKCz
zwigzane jest ze zwickszong czestosScig wystepowania zakrzepicy zyt glebokich [22, 46].
Natomiast w badaniach in vitro zaréwno EMPs pochodzace ze ,Swiezych”
jak 1 przechowywanych KKCz wywotywaty silng reakcje¢ zapalng u biorcy przejawiajaca
si¢ produkcjg IL-6 i IL-8 oraz czynnika martwicy nowotworu (TNF-a) [101].

IMMUNOMODULACJA : KOAGULACJA

Vb 7

Makrofagi y ! l / Monocyty
- Wzrost produkcji cytokin prozapalnychi TNE=a -

- Wzrost ekspres;ji TF

Monocyty ‘ : -
E v Ptytki krwi
- Wzrost produkcji cytokin prozapalnych

- Wzrost ekspresji PAC-1i selektyny-P

Limfocyty T
- Wzrost proliferacjiCD4i CD8

Neutrofile

- Wzrost aktywacji neutrofili

- Wzrost zdolnosci do fagocytozy

- Wzrost ich zdolnosci do produkcji nadtlenku

Rycina 5. Wiasciwosci EMPs pochodzacych z KKCz na podstawie dostepnych wynikow badan in vitro.
Opracowanie wlasne na podstawie [16, 76, 106, 111-113].

Badania nad mechanizmami odpowiedzialnymi za aktywno$¢ prokoagulacyjna EMPs
prowadzone sa od kilku lat [112]. Na ich podstawie wykazano, ze EMPs uczestniczg
W heterotypowych oddziatywaniach z monocytami, a ekspresja czynnika tkankowego
w monocytach i o0soczu wzrasta po ekspozycji na EMPs [112]. EMPs inicjuja
takze powstawanie zmian fenotypowych w ptytkach krwi, powoduja zwigkszenie ekspresji
powierzchniowej selektyny-P oraz aktywowanego receptora GP IlIb/Illa [112, 114].
Zdecydowana wiekszos¢ uwalnianych EMPs wykazuje ekspozycje ujemnie natadowanych
fosfolipidow (gtownie PS) zapewniajac powierzchni¢ do tworzenia komplekséw
protrombinazy i tenazy [76, 103, 105, 115]. Rubin i in. [68] poszukiwali odpowiedzi
na nurtujace ich pytanie dotyczace elementéw uktadu krzepnigcia, ktére uczestnicza

W inicjowaniu 1 propagowaniu prokoagulacyjnego dziatania EMPs. Odkryli, ze EMPs
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wykazujg wiasciwosci prokoagulacyjne zaleznie od czynnika XI oraz moga wptywac
na wytwarzanie trombiny [68]. Kilka lat pdzniej dowiedziono, ze EMPs przyczyniaja
si¢ do wytwarzania trombiny poprzez kompleks protrombinazy [116]. Najnowsze doniesienia
dotyczace potencjalnych mechanizmow aktywacji kaskady krzepniecia indukowanej EMPs,
co moze leze¢ u podstaw poprzetoczeniowych powiktan zakrzepowo-zapalnych wskazuja,
ze EMPs bezposrednio aktywuja czynnik XII (FXII) oraz prekalikreing, co nastepnie prowadzi
do aktywacji FIX przez 2 niezalezne szlaki: klasyczny FXIla-FXI-FIX i bezposrednig
aktywacje FIX przez kalikreing (Rycina 6) [117, 118]. Zbadane szlaki sg potencjalnymi celami
w zapobieganiu powiktaniom zakrzepowym lub zapalnym zwigzanym z przetoczeniem KKCz

[118].

PK + HK cHK —
FXII N BK Odpowiedz
m < prozapalna
PKB FXIIa /
PK \vFXII
FIX
FXI FXla \
FIXa
Trombina

Rycina 6. Szlaki inicjacji kaskady krzepniecia indukowane przez mikroczastki pochodzenia erytrocytarnego
obecne w KKCz. EMPs bezposrednio promuja aktywacje FXII i PK, prowadzac do tworzenia FXIIa i PKa.
Czynnik Xlla dodatkowo aktywuje PK, podczas gdy PKa aktywuje FXII. Do aktywacji czynnika IX dochodzi
poprzez dwa niezalezne szlaki. Szlak zaznaczony kolorem niebieskim, w ktorym FXIla posrednio aktywuje FIX
po aktywacji FXI, oraz szlak alternatywny przedstawiony kolorem czerwonym, w ktérym PKa bezposrednio
aktywuje FIX. Oba szlaki ostatecznie prowadzg do tworzenia trombiny przez wspdlny szlak. Opracowanie wtasne
na podstawie [118, 119].

2.1.3. Cytokiny

Dane literaturowe wskazuja, ze w supernatantach przechowywanych KKCz gromadza
si¢ czynniki immunomodulujace, tj. cytokiny prozapalne, ktéorych obecno$¢
moze by¢ potencjalng przyczyng wystepowania niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych
u biorcow [38, 43, 83, 120, 121]. Cytokiny mogg napedza¢ ogdlnoustrojowa reakcje zapalng
u pacjentow [38]. Tlos¢ cytokin w KKCz jest bezposrednio zwigzana z obecno$cig biatych
krwinek w jednostce na poczatku okresu przechowywania. Czesto$¢ wystepowania reakcji

poprzetoczeniowych po przetoczeniu UKKCz moze si¢ znaczaco zmniejszy¢ z powodu
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mniejszej ilosci rozpuszczalnego CD40L oraz bioaktywnych lipidow w supernatantach
tych jednostek w porownaniu do niefiltrowanych. Biate krwinki dawcow uwalniaja cytokiny
oraz czynniki lipidowe wraz ze wzrostem czasu przechowywania, czynniki te maja zdolnos¢,
m.in. do aktywacji neutrofili [38].

We wczesnych badaniach dowiedziono, iz w 40. dniu przechowywania dochodzi
do znacznego zwigkszenia poziomu IL-1 oraz IL-8 w supernatantach KKCz wzgledem dnia
pierwszego [120]. Wysokie poziomy TNF-a, IL-6 oraz IL-1 (czynnikow bezposrednio
hamujacych erytropoeze poprzez blokowanie wytwarzania krwinek czerwonych w szpiku
kostnym) potwierdzity rowniez inne zespoty badawcze [122, 123]. TNF-a przede wszystkim
odpowiedzialny jest za utrzymywanie homeostazy uktadu odpornosciowego, ale petni réwniez
kilka innych funkcji immunologicznych, tj. zdolno$¢ do wywotywania apoptotycznej §mierci
komorek czy stanu zapalnego. Natomiast I1L-6 jest mediatorem odpowiedzi fazy ostrej
oraz goraczki [123].

W UKKCz réwniez wykazano postepujacy wzrost poziomu wielu mediatorow
prozapalnych pochodzacych z réznych typoéw komorek, tj. cytokiny, ligand CDA40
i immunologicznie czynnych fosfolipidow [124]. Szczegdlne znaczenie moga odgrywac
lizofosfatydylocholina (lizo-PC) i rozpuszczalny ligand CD40 (SCD40L). Ten drugi
jest prozapalnym mediatorem pochodzenia ptytkowego, ktory wigze si¢ z CD40 obecnym
na neutrofilach  przylegajacych do s$rodbtonka [124]. Pomimo tego, iz filtracja
przed przechowywaniem KKCz usuwa z niego zdecydowang wigkszo$¢ leukocytow i ptytek
krwi (i tym samym produktow z nich pochodzacych) sugeruje si¢, iz niektore czynniki
prozapalne nadal mogg gromadzi¢ si¢ w istotnych klinicznie st¢zeniach. Jednym z nich
jest uwalniana z biatych krwinek chemokina CCL5, nazywana tez RANTES (ang. Regulated
on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted), ktorej ilo$¢ stopniowo wzrasta
w supernatantach przechowywanych UKKCz. Chemokina ta indukuje proliferacj¢ i aktywacje
komorek NK oraz prowadzi aktywng rekrutacje komorek T, bazofili, eozynofili 1 monocytow
do miejsc zapalenia [124].

U pacjentdw z nowotworem trzustki zaobserwowano zmniejszony wskaznik przezycia
zwigzany z okolooperacyjnym przetoczeniem KKCz. Zasugerowano, ze progresja guza
moze by¢ przyspieszana przez obecne w supernatantach cytokiny pro-nowotworowe
oraz czynniki wzrostu [123]. Po dogl¢bnej analizie supernatantéw otrzymanych z jednostek
ubogoleukocytarnych (SLR) oraz niefiltrowanych (SNLR) otrzymanych w 1. oraz 42. dniu
przechowywania wykazano podwyzszong ekspresj¢ nastgpujacych rozpuszczalnych

mediatoréw nowotworowych, tj. bialka chemotaktycznego monocytow-1 (MCP-1, st¢zenie
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wzrastato wraz z czasem przechowywania), RANTES (stezenie nizsze pod koniec okresu
przechowywania w sLR, w 1. dniu przechowywania na podobnym poziomie), angiogeniny
(brak wptywu czasu przechowywania na stgzenie), czynnika martwicy nowotworu-o
(TNF-a, brak roznic w poziomie pomiedzy sNLR a sLR oraz brak wplywu czasu
przechowywania), naskorkowego czynnika wzrostu (EGF) i czynnika wzrostu pochodzenia
ptytkowego (PDGF) (st¢zenie wzrastato wraz z czasem przechowywania NLR). Szczegdtowe

wyniki opisanych badan przedstawia Tabela 1 [123].

Tabela 1. Cytokiny o wlasciwosciach pro-nowotworowych zidentyfikowane w $wiezych 1 dlugo
przechowywanych KKCz. Opracowano na podstawie [123].

SNLR1 SNLR42 SsLR1 SLR42 |
MCP-1 78,2 £ 7,3 pg/ml 647,8 +220,7 pg/ml 86,3 + 6,3 pg/ml 121,2 + 6,1 pg/ml
RANTES 12,0 + 1,6 pg/ml 15,8 £ 0,7 pg/ml 13,8 + 1,8 pg/ml 3,0 £1,9 pg/ml
Angiogenina 44,2 + 3,7 pg/ml - niewykrywalne -
TNF-a - - - -
EGF 216,4+3,8 pg/ml  1436,4 + 238,6 pg/ml = =
PDGF 61,6 £ 6,0 pg/ml 76,5+ 1,7 pg/ml - -

Zawarto$¢ biatych krwinek oraz ,,wiek” sktadnika krwi uwazane sg za gtéwne czynniki
decydujace o stezeniu cytokin @ w jednostkach KKCz. Nalezy takze pamigtac,
ze przechowywane KKCz sg niejednorodne i obserwowane jest duze zréznicowanie osobnicze
[38]. Leukoredukcja przed przechowywaniem zmniejsza ilos¢ IL-1, IL-6, IL-8
I TNF-a w przechowywanych KKCz [120]. Nie zaobserwowano zmiany st¢zenia IL-6
w czasie przechowywania jednostek niefiltrowanych, za§ poziomy pozostalych badanych
cytokin znaczgco wzrastaly wraz z czasem przechowywania [120]. W zwigzku z tym,
ze filtracja przed przechowywaniem zmniejsza poziom wielu cytokin w supernatantach,
W tym pro-nowotworowych, sugeruje si¢ przetaczanie UKKCz wszystkim biorcom,
a w szczegolnosci pacjentom onkologicznym [123, 125].

Obecnos¢ takich mediatorow jak sCD40L (CD154), IL-6 i IL-8 w przechowywanych
KKCz wiaze si¢ z wystepowaniem niekorzystnych skutkow u biorcoOw (tj. goraczka, dreszcze,

a nawet TRALLI) [65].

2.1.4. Bioaktywne lipidy

Kolejnym potencjalnym czynnikiem przyczyniajacym si¢ do wystepowania
niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych (tj. TRALI), szczegdlnie we wrazliwych grupach
biorcow, mogg by¢ bioaktywne lipidy [36, 38, 44, 126]. Wykazano, Ze niepolarne lipidy,
tj. kwas arachidonowy (AA) i produkty jego utleniania, kwasy 5-, 12- i 15-
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hydroksyeikozatetraenowe (HETE), uwalniane do supernatantu jednostki KKCz poprzez
aktywacje zanieczyszczajacych je neutrofili, czy tez PLTs, moga by¢ jedna z przyczyn
wystepowania TRALI [79]. Lipidy gromadzace si¢ w supernatantach KKCz nalezg do dwdch
klas: lipidow niepolarnych i lizofosfatydylocholin [79], ilo$¢ tych drugich redukowana
jest poprzez filtracj¢ [15].

Usuwanie biatych krwinek i ptytek krwi poprzez filtracj¢ postrzegano jako skuteczng
strategi¢ w rozwigzaniu problemu udziatu tych komorek w wytwarzaniu bioaktywnych lipidow
w KKCz [44, 126]. Zatozenie to zostato jednak zakwestionowane przez Silliman’a i wsp. [79],
ktorzy wykazali gromadzenie si¢ trzech HETE i ich prekursora AA w przechowywanych
UKKCz. Jedne z najbardziej szczegoétowych badan metabolomu frakcji supernatantu KKCz
przeprowadzone przez Fu i in. [44] donosza, ze podczas przechowywania stezenia niektorych
klas bioaktywnych lipidow byly nizsze w jednostkach filtrowanych, ale wiele PUFAs
i produktow ich utleniania gromadzito si¢ w sposdb podobny to obserwowanego w jednostkach
niefiltrowanych.

Wartym podkreslenia jest fakt, iz w jednostkach filtrowanych st¢zenia 12-HETE,
14-HDoHE i 12-HEPE sg ponad 30-krotnie nizsze niz w niefiltrowanych, aczkolwiek tak duza
réznica w poziomach badanych sktadnikow wystapita dopiero po 20. dniu przechowywania.
We wczesniejszych punktach czasowych stezenia wspomnianych zwiazkéw byly nieznacznie
wyzsze w UKKCz wzgledem jednostek filtrowanych. [lo§¢ AA bioragcego udzial w sygnalizacji
komorkowej 1 zapaleniu, zwigksza si¢ wyktadniczo wraz z czasem przechowywania KKCz.
Natomiast 12-HETE wykazat najwickszy wzrost st¢zenia podczas przechowywania jednostek
niefiltrowanych, osiagajac poziomy mikromolowe. Przypuszcza sig, iz za taki stan odpowiada
aktywnosc¢ 12-LOX ptytek krwi lub biatych krwinek w niefiltrowanych KKCz [127]. 12-HETE
uczestniczy w roznych procesach fizjologicznych jak i patologicznych, tj. stan zapalny,
stres oksydacyjny i choroba nowotworowa [128].

Podsumowuyjac, filtracja jednostek KKCz znaczaco wptywata na zmniejszenie poziomu
12-HETE, 12-HEPE oraz 14-HDoHE, w ktorych wytwarzaniu posredniczy 12-LOX obecna
w plytkach krwi i bialych krwinkach. Z kolei podczas przechowywania stezenia wszystkich
uwalnianych z blony komorkowej PUFAs (ang. polyunsaturated fatty acids) wzrastalty pomimo
filtracji. W 42. dniu przechowywania stezenia kwasu arachidonowego (AA),
kwasu dokozaheksaenowego (DHA) i kwasu linolowego (LA) osiagnely poziom rzedu
umol/litr [44], czyli st¢zenie znaczaco wyzsze niz to, o ktorym wiadomo, ze ma dzialanie
biologiczne na ludzi [129, 130]. Wymienione PUFAs podczas przechowywania ulegaja

utlenianiu -  peroksydacja tych lipidow moze zachodzi¢ nieenzymatycznie,
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jak 1 za posrednictwem enzymoéw pomimo filtracji jednostek [44]. Poziomy nastepujgcych
PUFAs i produktéw ich utleniania (oksylipin) znaczaco wzrastaty z czasem przechowywania,
5-, 8-, 9-, 11-, 12- i 15-HETEs z AA; kwas 9- i 13-hydroksyoktadekadienowy (HODE);
kwasy 9-, 10- i 12,13-dihydroksyoktadecenowe z LA; 14-, 16- i 17-HDoHE z DHA [44]
(Rycina 7).

Rycina 7. PUFAs i oksylipiny w przechowywanych KKCz. Wykres kotowy przedstawia zawartos¢ PUFAs
w filtrowanych KKCz w 42. dniu przechowywania. Nad strzatkami zamieszczono potencjalny szlak produkcji
oksylipin powigzanych z odpowiednim prekursorem. W niefiltrowanych jednostkach, 12-HETE, 14-HDoHE
i 12-HEPE wykryto w znacznie wyzszych stezeniach niz w leukoredukowanych. Opracowano na podstawie [44].

Szczegdtowa analiza metabolomu frakcji supernatantu KKCz umozliwita oceng
potencjalnych skutkow klinicznych spowodowanych obecnoscia podwyzszonych stezen
bioaktywnych lipidow. Wykazano, ze przemywanie KKCz przed przetoczeniem
moze zmniejszy¢ poziom wigkszosci gromadzacych sie we frakcji supernatantu PUFAs
i oksylipin [44]. Lipidy obecne w supernatantach KKCz aktywuja $rodbtonek i predysponuja
do ostrego uszkodzenia ptuc, co moze wyjasnia¢ wystgpowanie niektérych niepozadanych
reakcji poprzetoczeniowych (m.in. TRALI) u pacjentow w stanie krytycznym [126]. Lipidy
posiadaja zdolno$¢ do pobudzenia neutrofili in vitro [38, 79] oraz dziataja prozapalnie
i prokoagulacyjnie [15]. Podanie szczurom LPS (ang. lipopolysaccharide) i bioaktywnych
lipidow wyizolowanych z supernatantow KKCz wywotuje u nich ostre uszkodzenie ptuc [79].
W osoczu pacjentéw z TRALI wykazano obecno$¢ lipidow, ktore pobudzaja neutrofile,
co dodatkowo dostarczylo dowodow na zwigzek miedzy bioaktywnymi lipidami,
a wystepowaniem TRALI [15].

Stres oksydacyjny zachodzacy w KKCz stymuluje takze wytwarzanie innych
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mediatoréw lipidowych, nazywanych F2-izoprostanami (F2-1soP) i izofuranami (IsoF) [63].
Zwiazki te gromadza si¢ w przechowywanych KKCz, filtracja zmniejsza ich stezenie
W supernatancie, ktore ponownie wzrasta w czasie przechowywania. F2-IsoP i IsoF wywoluja
niekorzystny wpltyw na czynno$¢ ptytek krwi in vitro, co moze przyczynia¢ si¢ do powiktan

poprzetoczeniowych in vivo [63].

2.1.5. Bialka

Pierwsze proby opracowania map biatkowych supernatantow przechowywanych
niefiltrowanych i filtrowanych KKCz przy pomocy technik proteomicznych
(tj. dwuwymiarowa elektroforeza zelowa, spektrometria mas) podjeli w 2005 roku
Anniss i in. [64]. Na podstawie wynikow dwuwymiarowej elektroforezy zelowej
zidentyfikowano wicksza ilo$¢ bialek w niefiltrowanych supernatantach. W obu preparatach
obserwowane byty liczne biatka osocza. Przy pomocy spektrometrii mas w supernatancie
niefiltrowanych KKCz stwierdzono obecno$¢ kilku potencjalnie bioaktywnych biatek,
m.in. promotor adhezji neutrofili i biatko zmiatajace fazy ostrej. Natomiast, w supernatantach
UKKCz wystepowaly glownie biatka regulatorowe krwinek czerwonych [64].

Podczas  rutynowego  przechowywania KKCz, zaré6wno niefiltrowanych,
jak i filtrowanych, stezenie biatka w supernatantach byto od 2- do 3-krotnie wyzsze w ostatnim
dniu waznosci [131]. Leukoredukcja przed przechowywaniem zmniejsza o 42,4% calkowitg
liczbe biatek. W supernatantach niefiltrowanych jednostek KKCz zidentyfikowano
401 roznych  biatek, =z czego stezenie 205. zwigkszylo si¢  (>2-krotnie)
wraz z przechowywaniem (w tym 125 wystgpowalo tylko w 42. dniu), 98 pozostawato
W niezmienionej ilosci, a w przypadku kolejnych 98. biatek ich ilos¢ zmniejszyta
si¢ (prawie 2-krotnie) w trakcie przechowywania (w tym obecno$¢ 49. stwierdzono tylko
w 1. dniu). Natomiast, w supernatantach UKKCz zidentyfikowano 231 réznych biatek.
Wykazano, ze w trakcie przechowywania stg¢zenie 83. bialek wzrasta ponad 2-krotnie
(z czego 42 wystepowaly tylko w dniu 42.), 124 pozostawaly w niezmienione;j ilo$ci, a stezenie
24. zmniejszylo si¢ (prawie 2-krotnie) w czasie przechowywania (w tym zidentyfikowano
7 bialek charakterystycznych tylko dla supernatantu z dnia 1.) (Rycina 8) [131].

W obu typach supernatantow KKCz wykazano wzrost ilo$ci biatek pochodzacych
Z erytrocytow, tzn. strukturalnych, tancuchow a- i f-hemoglobiny oraz enzymoéw bioracych
udziat w procesie glikolizy oraz w ochronie antyoksydacyjnej. Typowe biatka osocza stanowity

duza pule zidentyfikowanych biatek zar6wno w jednostkach niefiltrowanych, jak i filtrowanych
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[131].

Zgodnie z oczekiwaniem, w supernatantach niefiltrowanych KKCz zaobserwowano
wzrost (wraz z czasem przechowywania) stezenia bialek specyficznych dla krwinek biatych,
tj. MPO, MMP-8, MMP-9, moezyna, jak i dla ptytek krwi, tj. integryna alfa 2b, ptytkowa
glikoproteina V. Zidentyfikowano takze wiele biatek strukturalnych, tj. aktyna, a-aktynina-1,
winkulina i talina-1 (ostatnie trzy sa waznymi biatkami cytoszKieletu za posrednictwem,
ktorych powstaja kompleksy integrynowe) oraz wykazano wzrost aktywnosci kilku enzyméw
glikolitycznych, w tym a-enolazy, ktora bierze udziat w aktywacji plazminy i moze powodowac
degradacj¢ macierzy zewnatrzkomorkowej. W trakcie przechowywania stezenie niektorych
biatek supernatantu niefiltrowanych KKCz ulega znaczacemu zmniejszeniu, dotyczy to,
m.in. lektyny 2 wiazacej mannoze, biatka dopelniacza C4b, biatka C i protrombiny,
co moze prowadzi¢ do obnizenia odpornosci wrodzonej u biorcow. Prawdopodobng przyczyna
spadku stezenia tych bialek jest proteoliza, poniewaz w trakcie przechowywania KKCz
zwigksza si¢ poziom proteaz, przy jednoczesnym spadku poziomu inhibitoréw tych enzymow.
Wartym podkreslenia jest fakt, ze biatka cytoszkieletu, tj. a-aktynina-1, winkulina i talina-1,
wydaja si¢ by¢ odporne na proteolize, co mogloby tlumaczy¢ wzrost stezenia tych bialtek

podczas przechowywania [131].

Niefiltrowane KKCz Filtrowane KKCz
Suma: 401 Suma: 231
Dzien 1. Dzien 42. Dzien 1. Dzien 42.
49 2217 125 7 182 42

Rycina 8. Biatka zidentyfikowane w supernatantach niefiltrowanych oraz filtrowanych KKCz w 1. i 42. dniu
przechowywania. Opracowano na podstawie [131].

W filtrowanych KKCz mniejsza liczba biatek zwigksza swoje stezenie w trakcie
przechowywania, w poréwnaniu do niefiltrowanych jednostek. Podczas przechowywania
UKKCz z krwinek czerwonych uwalniane sg przeciwutleniacze, tj. Prdx1, Prdx2 i Prdx6,
ktore zidentyfikowano w supernatantach. Z kolei, obecno$¢ aktywnej fosfolipazy
i jej sukcesywny wzrost podczas przechowywania, moze wyjasnia¢ wytwarzanie 5-, 12- i 15-
HETE, z uwolnionego z blon krwinek czerwonych kwasu arachidonowego. Sugeruje sig,

ze te bioaktywne lipidy moga bra¢ udziat w wywotywaniu TRALI in vivo. Podczas
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przechowywania filtrowanych KKCz w supernatancie zmniejsza si¢ takze liczba biologicznie
waznych biatek, w tym cystatyny C i kininogenu-1. Konsekwencja spadku poziomu tych biatek,
u biorcéw masywnych transfuzji, moze by¢ uposledzone hamowanie proteaz cysteinowych,
wigzacego mannoze biatka 2 oraz innych efektorow w odpornosci wrodzonej. Dodatkowo,
zmniejszenie stg¢zenia inhibitora metaloproteinazy 1 moze zwigksza¢ podatno$¢ biorcy
na dzialanie proteaz, co zwicksza ryzyko prozapalnej aktywacji komorek $rodbtonka
wyscielajacych tozysko naczyniowe poprzez aktywacje PARS (ang. protease-activated
receptors; receptory aktywowane przez proteazy), prowadzaca do sekwestracji neutrofili
i obnizenia odpornosci wrodzonej [131].

Wigkszo$¢ bialek gromadzacych si¢ w supernatantach podczas przechowywania,
to biatka wewnatrzkomorkowe, ktore sg uwalniane z komoérek w wyniku ich lizy lub na skutek
zwigkszonej przepuszczalnos$ci btony komérkowej zwigzanej z oksydacyjnymi uszkodzeniami,
zachodzgcymi w warunkach przechowywania krwinek ex vivo. Biatka te, przetoczone razem
z KKCz, mogg dziala¢ bezposrednio lub dostarczaé¢ substratow do produkcji mediatorow.
Na przyktad, Prdx6 moze odpowiadaé za gromadzenie si¢ mediatorow lipidowych
w supernatantach KKCz, ktére moga przyczynia¢ si¢ do wystgpowania TRALI. Natomiast,
uwolnione z komoérek enzymy (m.in. proteolityczne), petniace okreslone funkcje
wewnatrzkomoérkowe, moga dziala¢ w przypadkowy, nieoczekiwany sposob na biatka obecne
w supernatantach [131].

Analiza proteomiczna umozliwia identyfikacje¢ biatek, ktore by¢ moze w przysztosci
znajdg zastosowanie jako biomarkery jakosci KKCz [48, 132]. Alessandro i in. [48]
na podstawie przeprowadzonej analizy sktadu biatkowego supernatantow KKCz wylonili
biatka, tj. dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanu, peroksyreoksyna-1, -2 i -6, anhydraza
weglanowa-1 1 -2, bialko wigzace selen-1, reduktaza Dbiliwerdyny, dehydrataza
aminolewulinianowa oraz katalaza, do dalszych badan pod katem ich potencjalnej przydatnosci

jako biomarkery jakos$ci przechowywanych krwinek czerwonych.
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3. Transfuzja ,,Swieze” vs. ,,stare” KKCz — aspekt kliniczny

3.1. Randomizowane badania kliniczne

Przetaczanie KKCz jest zabiegiem ratujagcym zycie pacjentom, m.in. z chorobami
nowotworowymi i hematologicznymi, czy tez chorym z oddzialéw intensywnej opieki
medycznej, ale kazda transfuzja wigze si¢ tez z ryzykiem wystgpienia niepozadanych reakcji
poprzetoczeniowych. Progresywne zmiany zachodzgce w KKCz podczas ich przechowywania
w RCKiK s3a dobrze opisane i udokumentowane, natomiast kliniczne konsekwencje
przetaczania KKCz, szczego6lnie dtuzej przechowywanych (z zaakceptowang data waznosci
do 42 dni), s3 mato poznane i niejasne.

Ocena wplywu czasu przechowywania KKCz na wystgpowanie reakcji
poprzetoczeniowych u biorcéw jest bardzo trudna ze wzgledu na mnogo$¢ czynnikdéw
na nie oddziatlujacych. Jednym z problemow okazato si¢ rowniez przyjecie jednej, powszechnie
akceptowanej definicji jednostki ,,$wiezej” oraz ,,starej” (Rycina 9) [39, 41]. Niejednoznaczne
dane dotyczace znaczenia klinicznego czasu przechowywania KKCz od wielu lat sg tematem
kontrowersyjnym dla klinicystow i transfuzjologdw.

Randomizowane badania kliniczne (ang. RCT; randomized clinical trial) dostarczaja
najbardziej wiarygodnych dowodow dotyczacych znaczenia czasu przechowywania KKCz
W ocenie ryzyka wystgpienia i/lub nasilenia poprzetoczeniowych niepozadanych reakcji
u biorcow [133]. Przyczynkiem do prowadzenia RCT byly niespdjne wyniki wielu
przeprowadzonych obserwacyjnych badan kohortowych o charakterze retrospektywnych badan
klinicznych, badajacych zwigzek pomigdzy dluzszym czasem przechowywania KKCz,
a wystepowaniem niekorzystnych skutkow klinicznych, tj. $miertelno$¢, zapalenie ptuc,
powazne infekcje, niewydolno§¢ wielonarzagdowa i dtugo$¢ pobytu w szpitalu w wielu grupach
biorcéw (m.in. ofiar rozlegltych urazéw, pacjentow w stanie krytycznym, czy poddawanych
zabiegom kardiochirurgicznym) [39, 133, 134]. Prawidlowa interpretacja wynikow
retrospektywnych badan kohortowych jest niezwykle trudna 1 nieuchronnie narazona na szereg
wewngtrznych btedow, ktore powoduja, iz wyciggane sa nicodpowiednie wnioski [39, 41].

Przez prawie 25 lat rosngca liczba obserwacyjnych badan retrospektywnych
i prospektywnych wskazywata, ze pacjenci otrzymujacy starsze KKCz s3 narazenie
na zwickszone ryzyko zachorowalnosci i $miertelnosci w pordéwnaniu z biorcami, ktérym
przetoczono $wieze jednostki [39]. Najwigksze badanie tego typu przeprowadzili Koch i wsp.

[24] na podstawie przegladu bazy danych z jednego osrodka kardiochirurgicznego w Stanach
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Zjednoczonych. Autorzy porownali ze sobg dwie duze grupy pacjentdw, w jednej z nich biorcy
otrzymywali KKCz przechowywane <14 dni (2872 pacjentow), a w drugiej >14 dni
(3130 pacjentow) [24]. Wykazano istotny zwigzek pomiedzy przetoczeniem starszych KKCz,
a zwigkszong $miertelnoscig 1 wystgpowaniem innych niekorzystnych skutkow klinicznych
[39]. Gléwnym zarzutem odnoszacym si¢ do wiarygodnosci otrzymanych wynikéw byt fakt,
iz pacjenci w kohorcie otrzymujace;j ,,stare” KKCz bardzo czgsto wymagali masowej transfuzji
(>6 jednostek), co uznawane jest za czynnik prognostyczny negatywnych skutkéw transfuzji

[134].

Heddle, 2016 * 20,858 * . ek
Steiner, 2015* 1,008 e e — stare”
Lacroix, 2015 * 2,430 L3 ®
Dhabangi, 2015 # 290 - ——
Kor, 2012# 99 - SR
Fergusson, 2012# 370 > —o——
Fernandes, 2005* 52 -
0 10 20 30 42

Czas przechowywania (dni)

Rycina 9. Sredni czas przechowywania KKCz wykorzystanych w ostatnich badaniach klinicznych. (*, érednia +
SD; #, mediana =+ percentyl 25 i 75). Opracowano na podstawie [39].

W zwigzku z brakiem spojnosci wynikow badan obserwacyjnych rozpoczeto
poszukiwanie odpowiedzi w badaniach typu RCT (Tabela 2). Wyniki jednego z ostatnich
wieloosrodkowego, miedzynarodowego, podwojnie $lepego, randomizowanego badania
klinicznego (ang. ABLE; Age of BLood Evaluation) przeprowadzonego na bazie danych
otrzymanych z kilku krajow europejskich (Francji, Holandii, Wielkiej Brytanii) 1 Kanady
nie wykazato korzystnego, pod wzgledem klinicznym, wptywu przetaczania ,,§wiezych” KKCz
(przechowywanych <7 dni) w poréwnaniu do ,,wieku” standardowo stosowanych jednostek
KKCz w grupie krytycznie chorych (pacjenci >18 lat; w Szkocji >16 lat) z 64 bioracych udziat
w badaniu oddziatéw OIOM [134]. W podobnie zaplanowanym (prowadzonym metoda
podwdjnie §lepej proby), randomizowanym badaniu w grupie 377 wcze$niakow (ang. ARIPI;
Age of Red Blood Cells In Premature Infants) z szesciu oddziatow OIOM w Kanadzie rowniez
nie wykazano pozytecznego wplywu przetaczania $wiezych jednostek KKCz (<7 dni)
wzgledem standardowo stosowanych (Sredni czas przechowywania 14,6 dnia)
na zachorowalnos$¢ (martwicze zapalenie jelit, retinopatia weze$niakow, dysplazja oskrzelowo-
ptucna, krwotok dokomorowy), a takze Smiertelno$¢ tej grupy biorcow [30]. Na podstawie
wynikow badania o nazwie TRANSFUSE (ang. STandaRd Issue TrANsfusion versuS Fresher
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Red-Cell Use in IntenSive CarE) bardzo podobnego do badania ABLE, z tym wyjatkiem,
ze przeprowadzonego na 2-krotniewickszej grupie krytycznie chorych z OIOM h roéwniez
nie wykazano istotnego wptywu wieku przetoczonych KKCz na $miertelno$¢ biorcow.

Wyniki wieloosrodkowego, randomizowanego badania pacjentow kardiologicznych
poddawanych zabiegowi chirurgicznemu i transfuzji KKCz (ang. RECESS; Red-Cell Storage
Duration Study) réwniez nie dowiodly, aby przetaczanie jednostek KKCz przechowywanych
ponad 21 dni (versus <10) wigzalo si¢ z istotnie czgstszym wystgpowaniem niewydolnos$ci
wiclonarzagdowej u biorcow [135]. Obecnie prowadzone jest wieloo$rodkowe,
miedzynarodowe, wykorzystujace metod¢ podwojnie $lepej proby, randomizowane badanie
(ang. ABC PICU; Age of Blood in Children in Pediatric Intensive Care Unit) obejmujace grupe
dzieci w stanie krytycznym [136].

Ocena ryzyka $miertelnoSci wewnatrzszpitalnej zwiazanej z przetaczaniem KKCz
przechowywanych dluzej niz 35 dni na podstawie wtornej analizy wieloosrodkowego
randomizowanego badania (ang. INFORM; INforming Fresh versus Old Red cell
Management) takze nie dostarczyla dowoddw na zwigzek pomigdzy tymi zmiennymi w grupie
osob dorostych (>18 lat) przyjetych do jednego z szeSciu szpitali ogolnych w Stanach
Zjednoczonych, Kanadzie, Australii i 1zraelu [137]. Brak r6znic pomiedzy badanymi grupami
moze wynikac¢ z kilku ograniczen, m.in. z faktu, ze niektorzy pacjenci otrzymywali jednostki
KKCz w réznym czasie przechowywania, co znaczgco zaburza prawidlowa interpretacje
uzyskanych wynikow, a takze z powodu braku informacji w dokumentacji medycznej
0 chorobach wspotistniejacych i wskazaniach do przetoczenia [39]. Badanie INFORM
jest jak dotad najwiekszym przeprowadzonym badaniem randomizowanym analizujagcym
wplyw czasu przechowywania na Smiertelno$¢ biorcow.

Podsumowujac, wyniki dobrze kontrolowanych, wieloo$rodkowych, randomizowanych
badan klinicznych wykazaty, ze wiek KKCz niekoniecznie musi mie¢ zwigzek
Z wystepowaniem niepozadanych skutkéw klinicznych w roéznych populacjach pacjentow
[133]. Roznice w wynikach przeprowadzonych RCT i retrospektywnych oraz prospektywnych
badan moga czeSciowo wynikaé z charakteru obserwacyjnego tego typu badan, stosunkowo
malej liczebnosci badanych grup pacjentow, czy tez niespdjnej definicji ,,swiezych” i ,,starych”
KKCz. Kazdy z tych czynnikéw dodaje dodatkowa zmienng w przeprowadzanych badaniach,

co prawdopodobnie prowadzi do wyciggania znaczaco réznych wnioskow [133].
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Tabela 2. Randomizowane kontrolne badania kliniczne (RCT) badajace wplyw przetoczenia ,,$wiezych”
i ,,starych” KKCz w réznych grupach badanych. Opracowanie wlasne na podstawie [30, 57, 62, 134-139].

Panstwa

Wielkos¢ :
biorace

Nazwa Swiezy” :
> y badania

»otary” KKCz Oceniano

Grupa badana

badania

ABLE

ARIPI

RECESS

ABC PICU

Red Cell
Storage
Curation and
Qutcomes in
Cardiac
Surgery

TRANSFUSE

INFORM

KKCz

<7 dni
X =6,1+44,9
(N = 1211)
<7 dni
%=5,142,0
(N = 188)
<10 dni

Me =7 dni
N =538

<7 dni

< 14 dni

X =11,8 dnia

(N = 2457)

<7 dni

(N = 1392)

Standardowo stosowany
% =22,0+8,4
(N = 1219)
Standardowo stosowany

X = 14,6+8.3 dnia
(N =189)

>21 dni

Me = 28 dni
N =560

Standardowo stosowany

> 20 dni

Standardowo stosowany
X = 22,4 dnia

(N = 2462)

8-35 dni
(N = 18854)

> 35 dni
(N = 4480)

Krytycznie chorzy
dorosli (> 18 lat) z
OIoOM

Wczesniaki z OIOM

Pacjenci po operacji
kardiochirurgicznej
(=12 lat)

Krytycznie chore dzieci
z 0IOM

Pacjenci
kardiochirurgiczni

Krytycznie chorzy
dorosli (> 18 lat) z
OIOM

Krytycznie chorzy
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(N)

2430

377

1098

1538

2800

4919

24 736

Smiertelnosé po 90
dniach od
przetoczenia

Niewydolno$é
narzadoéw i powazne
zakazenia po 90
dniach od
przetoczenia

Niewydolno$é
wielonarzadowa

Niewydolnos¢
wielonarzadowa

Smiertelnosé po 30
dniach od
przetoczenia

Smiertelno$¢ po 90
dniach od
przetoczenia

Smiertelno$¢
wewnatrzszpitalna

udzial w
badaniu

Kanada
Francja
Holandia
UK

Kanada

USA

USA
Kanada
Francja
Wiochy

1zrael

USA

Australia
Nowa
Zelandia
Finlandia
Irlandia

Australia
Kanada
1zrael
USA



4. KKCz w leczeniu niedokrwistosci u pacjentow onkologicznych

Wedlug definicji WHO o wystepowaniu niedokrwistosci mowimy, gdy stezenie Hb
w krwi pacjenta spada ponizej 11 g/dl, spadek ponizej 6,5 g/dl stanowi zagrozenie zycia
(Tabela 3) [140, 141]. Anemia bardzo czgsto towarzyszy przebiegowi choroby nowotworowe;j
oraz stanowi negatywny czynnik rokowniczy bezposrednio zwigzany z pogorszeniem jako$ci
zycia chorego spowodowany, m.in. niewystarczajgcym utlenowaniem tkanek [140, 142].
Przyczyny wystepowania niedokrwistos$ci u pacjentéw onkologicznych majg wieloczynnikowa
etiologi¢, m.in. stan ten moze wynika¢ z duzej utraty krwi podczas zabiegu chirurgicznego,
naciekania szpiku kostnego przez komorki nowotworowe (jak w przypadku biataczek),
przewlektej niewydolnosci nerek oraz wprowadzonego leczenia (jako skutek radioterapii
lub chemioterapii) [34, 140, 142]. Pacjenci onkologiczni najczesciej obcigzeni
sg tzw. niedokrwistos$cig towarzyszaca nowotworom (ang. CRA; cancer related anaemia) [140]
lub niedokrwisto$cig zapalng (ang. Al; anaemia of inflammation) [143]. Anemia najczgsciej

wystepuje u chorych na nowotwory hematologiczne [34].

Tabela 3. Stopnie nasilenia niedokrwisto$ci wzgledem stezenia hemoglobiny we krwi pacjenta (wg. danych WHO)
[140].

Stopien nasilenia Stezenie Hb
niedokrwistosci
Lagodna 11,0-9,5
Umiarkowana 9,4-8,0
Ostra 7,9-6,5
Zagrazajaca Zyciu Ponizej 6,5

Przetaczanie KKCz, suplementacja zelazem, czy podawanie erytropoetyny —
to najczesciej stosowane sposoby leczenia niedokrwistosci [140, 144-146]. Nalezy zwrocié
szczegblng uwage, ze podczas przechowywania KKCz w warunkach ex vivo z komorek
do supernatantu uwalniane s3 roznego rodzaju mediatory, ktore moga wykazywac,
m.in. dzialanie immunosupresyjne, pro-nowotworowe czy pro-zapalne [15]. Dozylne podanie
zelaza (w formie Fe(OH)s skompleksowanego z karboksymaltozga, dawka 750 mg) wigze
si¢ z 10-krotnie mniejszym ryzykiem wystgpienia negatywnych skutkow leczenia
niz w przypadku transfuzji KKCz, natomiast moze prowadzi¢ do zespotu przeladowania
zelazem, czyli hemosyderozy [145]. Niewatpliwie zaleta leczenia niedokrwistosci
koncentratem czerwonokrwinkowym jest szybki efekt terapeutyczny.

Dostepne dane literaturowe wskazujg, ze przetoczenie KKCz pacjentom

onkologicznym wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia zakrzepicy [147] lub nawrotu
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choroby nowotworowej oraz zwickszong $§miertelnoscig biorcoOw po chirurgicznej resekcji guza
w raku watroby, jelita grubego, zotadka, narzadéw piciowych, ptuc, prostaty, piersi, glowy
I szyi [3, 147-149]. Przypuszcza si¢, iz w przypadku pacjentow onkologicznych poddawanych
powaznym zabiegom chirurgicznym szczegolnie istotne jest immunosupresyjne dziatanie
KKCz polegajace na uposledzeniu funkcji komorek NK i cytotoksycznych limfocytow T (Tc)
[150]. Po catkowitym wycieciu zmiany nowotworowej, prawidtowo funkcjonujace
mechanizmy nadzoru immunologicznego w organizmach pacjentow sa w stanie usungc
komorki nowotworowe, ktore przedostaty sie do krwiobiegu podczas zabiegu operacyjnego,
zminimalizowa¢ chorobe resztkowg oraz zapobiec wezesnemu tworzeniu si¢ mikroprzerzutow
[150]. Zaréwno w badaniach na modelach zwierzecych, jak i w badaniach klinicznych
zaobserwowano  wyzszy odsetek nawrotdw choroby nowotworowej zwigzany
Z okotooperacyjnym przej$ciowym ostabieniem nadzoru immunologicznego za posrednictwem
komorek NK i limfocytow Tc [151, 152]. Okotooperacyjne przetoczenie KKCz
moze zwigksza¢ ryzyko nawrotu nowotworu po chirurgicznej resekcji guza poprzez wptyw

przetoczonych krwinek na nadzér immunologiczny pacjenta [150].

Uszkodzenia wynikajace
z przechowywania KKCz,
resztkowe leukocyty,
cytokiny i EMPs

TRing

"

Komorki NK Progresja Czynniki wzrostu
CD8 limfocyty T choroby I Cytokiny zapalne
. IL-2 NF-kB nowotworowej Walna Hb
Limfocyty Tyl IL-10
“ TGF-p
Limfocyty Treg | I
1?\\“\ Uszkodzenia wynikajace
z przechowywania KKCz
i cytokiny

Rycina 10. Mechanizmy progresji choroby nowotworowej po przetoczeniu KKCz. Transfuzja krwinek
czerwonych sprzyja nawrotowi lub progresji raka poprzez mechanizmy obejmujace immunomodulacje,
stan zapalny i dziatanie czynnikéw wzrostu. Opracowano na podstawie [153]. Skroty: IL, interleukina; KKCz, koncentrat

krwinek czerwonych; NF-xB: czynnik jgdrowy kappa B; TGF-p, transformujgcy czynnik wzrostu B, Treg, limfocyty T regulatorowe; TRIM,
immunomodulacja zwigzana z przetoczeniem.

Juz w 1988 roku Tartter i in. [154] opisywali mozliwe immunosupresyjne dziatanie
okotooperacyjnego przetoczenia krwi u pacjentow z rakiem jelita grubego, powodujacego
czestsze wystepowanie zakazen pooperacyjnych i innych powiktan. Jedne z pierwszych
opublikowanych wynikéw RCT przeprowadzone na poczatku lat 90. XX wieku nie dostarczyty

jednak dowodow, iz przetoczenie KKCz wptywa na zwigkszenie ryzyka nawrotu choroby
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nowotworowej [155, 156]. Jednakze, dost¢pne metaanalizy retrospektywnych badan
obserwacyjnych u chorych na rézne typy nowotwordw, u ktoérych przeprowadzono resekcje
guza, wykazaly zwigkszone ryzyko nawrotu choroby w grupach chorych, ktérym przetoczono
KKCz (Tabela 4) [157-160]. Coraz wiecej dowodow klinicznych sugeruje, ze transfuzja KKCz
moze w rzeczywistosci prowadzi¢ do negatywnych wynikéw klinicznych (nawrét choroby,
zwigkszona $miertelno$¢, ogdlne zte rokowanie, przerzutow) u pacjentdéw z nowotworami
roznych typow (m.in. raka przetyku, zotadka, watroby, jajnika) [144, 161]. Mechanizmami
odpowiedzialnymi za zwigkszone ryzyko nawrotu choroby nowotworowej lub $mierci
po przetoczeniu KKCz sa immunosupresja, stan zapalny oraz dziatanie mediatoréw (cytokin,
chemokin, czynnikow wzrostu, rozpuszczalnych mediatorow, elementéw komodrkowych)
I sktadnikow krwi zdolnych do aktywacji angiogenezy i $ciezek przezycia w transformowanych
komoérkach. Mechanizmy te dzieli si¢ na zwigzane z immunomodulacja (ang. TRIM;
transfusion-related immunomodulation) oraz nieimmunologiczne (Rycina 10) [153, 162].

Z powodu niejednoznacznych doniesien literaturowych oraz niewielkiej liczby dobrze
przeprowadzonych randomizowanych badan kontrolnych to czy okotooperacyjne przetoczenie
KKCz zwigksza $miertelnos¢ 1 ryzyko nawrotu choroby nowotworowej u pacjentow

po interwencji chirurgicznej wcigz pozostaje kwestig dyskusyjna [150, 163].

4.1. Mediatory pro-nowotworowe i pro-zapalne w supernatantach KKCz

W szeregu fizjologicznych procesow komoérkowych, tj. apoptoza, proliferacja,
migracja, stan zapalny czy rozwdj i regeneracja tkanek wazng role odgrywaja rozpuszczalne
biatkowe mediatory miedzykomoérkowe o masie ponizej 30 kDa czyli cytokiny [164-166].
Na roznych etapach rozwoju nowotworu (inicjacja, promocja, wzrost, inwazja, przerzutowanie)
obserwowane sg zmiany w ich uwalnianiu [167]. Dziatanie cytokin moze polega¢ na indukcji
transformacji nowotworowej, stymulacji angiogenezy, kontroli migracji komorek
nowotworowych czy dzialaniu anty-apoptotycznym lub immunosupresyjnym. Wartym
podkreslenia jest fakt ich plejotropowego dziatania [165-168]. Wiele cytokin wykazuje
zarowno aktywnos$¢ przeciwnowotworows (tj. TNF-a, TGF-B, IL-4, IL-6, IL-12, interferony),
ktora zaobserwowano w réoznych nowotworach na podstawie badan na liniach komoérkowych
i modelach zwierzgcych [164]. Dowiedziono, iz aktywno$¢ cytokin zalezy od ich stgzenia
I stopnia zaawansowania (zréznicowania) choroby. Wysokie stezenia moga dziata¢ hamujaco
na wzrost ludzkich linii komoérek nowotworowych, za$ niskie oddziatywa¢ pobudzajaco.

Natomiast, w stabiej zroznicowanych liniach komoérkowych  wzrost komorek
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moze by¢ hamowany przez dang cytoking, a w dobrze zroznicowanych by¢ wzmagany.
Zgodnie z przyjeta koncepcja w srodowisku nowotworu obserwowana jest przewaga cytokin
typu Thz i Ths wzgledem Thy. Teoria ,,pdl cytokinowych” dotyczaca catkowitego stezenia
obecnych cytokin w okre§lonym miejscu i czasie pozwala podja¢ probg w zrozumieniu udziatu

cytokin np. w chorobie nowotworowej [34, 166].

Angiogenina
Cytokiny IL-2, IFN-y, IFN-a
Histamina Tyl
Ubikwityna
uPA, tPA
Cytokiny IL-1, IL-4, IL-5, IL-6,
T.2 IL-10, TNF-a, MIF
H
MCP-1, RANTES, IL-8, IL-16, . Substanqe
ENA-78, GRO-a, MIP-1a, SDF-1a Chemokiny - . .
’ ’ . blO'.Oglcznle Rozpuszczalny
ligand Fas
aktywne
VEGF, EGF, TGF-B, PDGF-D, = Czynniki
PDGF-BB, IGF, bFGF  Wzrostu Biatko kationowe
Rozpuszczalne eozynofilow
Lyso-PC czasteczki HLA
Eikozanoidy

Tromboksan A, PGE, PGl,

Rycina 11. Mediatory pro-nowotworowe i pro-zapalne obecne w supernatantach KKCz. Opracowanie wiasne

na podstawie [15, 34, 38, 123, 133, 169-174]. Skréty: bFGF (ang. basic fibroblast growth factor), podstawowy czynnik wzrostu
fibroblastow; EGF (ang. epidermal growth factor), naskorkowy czynnik wzrostu; ENA (ang. neutrophil-activating protein), biatko aktywujgce
neutrofile; GRO (ang. growth-related oncogene), onkogen zwigzany ze wzrostem; IFN (ang. interferon), interferon; IGF (ang. insulin-like
growth factor), insulinopodobny czynnik wzrostu; IL (ang. interleukin), interleukina; Lyso-PC (ang. lysophosphatidylcholine),
lizofosfatydylocholina; MCP (ang. monocyte chemoattractant protein), biatko chemotaktyczne monocytéw, MIF (ang. macrophage migration
inhibitory factor), czynnik hamujgcy migracje makrofagow,; MIP (ang. macrophage inflammatory protein), biatko makrofaga aktywowanego;
PDGF (ang. platelet-derived growth factor), plytkowy czynnik wzrostu; PGE2 (ang. prostaglandin E2), prostagladyna E2;
PGI2 (ang. prostacyclin 12), prostacyklina 12; SDF (ang. stromal cell-derived factor), zrebowy czynnik wzrostu; TGF (ang. transforming
growth factor B), transformujgcy czynnik wzrostu; TNF (ang. tumor necrosis factor), czynnik martwicy nowotworu; tPA (ang. tissue-type
plasminogen activator), tkankowy aktywator plazminogenu; uPA (ang. urokinase-type plasminogen activator), urokinazowy aktywator
plazminogenu; VEGF (ang. vascular endothelial growth factor), czynnik wzrostu srédblonka naczyniowego.

Zrozumienie ztozonosci petnionych przez cytokiny funkcji w réznych stadiach choroby
nowotworowej moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju skutecznych terapii przeciwnowotworowych
z ich wykorzystaniem [164, 165]. W trwajacych obecnie badaniach klinicznych oceniane
jest bezpieczenstwo 1 skuteczno§¢ nowych przeciwnowotworowych immunoterapii
cytokinowych opartych na blokowaniu lub pobudzaniu dziatania wybranych cytokin
(tj. 1.-2, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, TNF-0, TGF-B, VEGF, MCP-1, RANTES) [164].
W zwigzku z rosngcym zainteresowaniem rolag miRNA w regulacji mechanizméw zwigzanych
z przekazywaniem sygnatéw przez cytokiny oraz ich udziatem w stanie zapalnym, zwigzanym
z chorobg nowotworowa, w przysziosci prawdopodobnie mozliwe bedzie wykorzystanie

wyselekcjonowanych miRNA jako nowych czasteczek terapeutycznych w leczeniu raka [175].
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Mediatory biologiczne (angiogenne czynniki wzrostu, czynniki onkogenne)
gromadzace si¢ w supernatantach KKCz dostarczane do organizmu biorcy podczas transfuzji

przedstawiono na Rycinie 11.
4.2. Wplyw przetoczenia KKCz na pacjentéw onkologicznych

Pacjenci onkologiczni sg specyficzng grupg biorcow [34]. Od wielu lat sktadniki krwi
stosowane s3 jako jeden z elementéw w nie chirurgicznym, jak i chirurgicznym leczeniu
pacjentow onkologicznych, u ktoérych wystepuje niedokrwistos¢ [176]. Pacjenci z guzami
litymi poddawani operacjom sg bardziej narazeni na wystgpienie anemii w okresie
okotooperacyjnym z powodu krwawienia zwigzanego z interwencja chirurgiczng [176].
Wskazaniem do przetoczenia KKCz jest znaczna utrata krwi, za§ do transfuzji $wiezo
mrozonego osocza i koncentratu krwinek plytkowych wystepowanie zaburzen krzepnigcia
i matoptytkowos¢ [3, 144, 176]. Uposledzone mechanizmy nadzoru immunologicznego
U biorcow po przetoczeniu KKCz spowodowane obecnoscia komorek apoptotycznych,
resztkowych biatych krwinek i mediatoréw odpowiedzi biologicznej (wolnej Hb, cytokin
immunosupresyjnych, rozpuszczalnych mediatorow i peptydu HLA, mikropecherzykow
zawierajagcych Hb czy aktywnego czynnika wzrostu) w supernatantach przechowywanych
KKCz powigzano z wystegpowaniem progresji i nawrotow choroby nowotworowej (Rycina 12)

[144, 162].

Koncentrat krwinek czerwonych

Resztkowe Komérki
leukocyty  apoptotyczne EMPs Wolna Hb

@=rumeeo S §E
mediatory l

‘ Progresja choroby nowotworowej ‘

Rycina 12. Patofizjologia TRIM i jej wplyw na wzrost nowotworu i przerzuty. Opracowano na podstawie [162].
Skroty: EMP (ang. erythrocyte-derived microparticles), mikroczgstki pochodzenia erytrocytarnego,; Hb (ang. haemoglobin), hemoglobina;
TNF-f (ang. tumor necrosis factor- ), czynnik martwicy nowotworu-p.

-42 -



Immunomodulujgcy wplyw przetoczenia KKCz opisywany jest od wielu lat. TRIM
jest ztozona, wieloczynnikowa immunologiczng reakcja poprzetoczeniowa u biorcy
zwigkszajacg ryzyko nawrotu choroby nowotworowej, zwlaszcza u pacjentéw, ktorzy
nie otrzymuja pooperacyjnej chemioterapii jako terapii uzupetniajgcej po zabiegu [144, 162,
163, 176, 177]. Okotooperacyjne przetaczanie krwinek czerwonych i zwigzana z nim TRIM
jest rowniez powigzana ze zwigkszong liczba nawrotéw niektorych guzow litych, takich
jak guzy jelita grubego, pluc, watroby, trzustki i drog zotciowych [162, 176]. Efekt
immunomodulujacy zalezny od przetoczenia moze by¢ specyficzny lub niespecyficzny
dla antygenu. W odpowiedzi swoistej dla antygenu posredniczy tolerancja limfocytow
B i T na przetoczone antygeny HLA (ang. human leucocyte antygen; antygen ludzkich
leukocytow). Wspotdzielenie HLA miedzy komdrkami dawcy i biorcy utrzymuje si¢ u biorcy
(stan mikrochimeryzmu), a zatem indukuje specyficzna tolerancj¢ limfocytow B i T, produkcje
przeciwcial anty-idiotypowych lub anergi¢ limfocytow B i T. Z drugiej strony, w odpowiedzi
niespecyficznej dla antygenu posrednicza mniej zréznicowane zmiany w ukladzie
odpornosciowym z obnizong funkcja makrofagdw, nizszym stosunkiem CD4/CD8 i zmieniong
aktywnoscig komorek NK (ang. natural Killer). Wszystkie opisane zmiany bezposrednio
lub posrednio przyczyniaja si¢ do zmniejszonego nadzoru immunologicznego, ulatwiajac
wzrost, proliferacj¢ 1 rozprzestrzenianie si¢ komorek nowotworowych.

Ponize; w Tabeli 4 podsumowano przeprowadzone badania dotyczace wpltywu

okotooperacyjnego przetoczenia KKCz na pacjentow onkologicznych.

Tabela 4. Przeprowadzone badania dotyczace wptywu okotooperacyjnego przetoczenia KKCz na pacjentow
onkologicznych [153].

Guz pierwotny Wielkos¢ proby Rodzaj badania

Lyuiin. Rak jelita grubego 10 621 Meta-analiza
Woolley i in. Rak glowy i szyi 143 Meta-analiza
Agnesi in. Rak zotadka 21 485 Meta-analiza
Boshier i in. Rak przetyku 4190 Meta-analiza
Wang i in. Rak drog zotciowych 1719 Meta-analiza
Zhou i in. Rak drog zotciowych 605 Retrospektywne
Liuiin. Rak watrobowokomorkowy 5635 Meta-analiza
Mavros i in. Rak trzustki 4339 Meta-analiza
Luan i in. NSCLC 5915 Meta-analiza
Cata i in. Rak pecherza moczowego 15 655 Meta-analiza
Vetterlein i in. Rak pecherza moczowego 611 Retrospektywne
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Guz pierwotny Wielko$¢ préby Rodzaj badania

Linder i in. Rak nerki 2318 Retrospektywne
Park i in. Rak nerki 3832 Retrospektywne
Liiin. Rak prostaty 26 698 Meta-analiza
Poorman i in. Rak nadnercza 149 Retrospektywne
Bogani i in. Rak szyjki macicy 275 Retrospektywne
De Oliveira i in. Rak jajnika 136 Retrospektywne
Warner i in. Rak jajnika 587 Retrospektywne
Nadeem i in. Rak piersi 7384 Meta-analiza

-44 -



5. Stres oksydacyjny po przetoczeniu krwinek czerwonych w wybranych

grupach biorcow

Stres oksydacyjny (ang. OS; oxidative stress) to stan definiowany jako zaburzenie
rownowagi pro-oksydacyjno-antyoksydacyjnej w kierunku procesow utleniania podczas,
ktorego uszkodzeniom ulegajg biatka, lipidy, cukry oraz kwasy nukleinowe, co w nastepstwie
prowadzi do zaburzen w prawidlowym funkcjonowaniu komorek i tkanek organizmu
[178, 179]. Stres oksydacyjny jest zjawiskiem niepozadanym w transfuzjologii, zachodzacym
w przechowywanych sktadnikach krwi, jak réwniez w organizmach biorcéw po przetoczeniu.
Ponizej omowiony zostal aktualny stan wiedzy na temat dostepnych, nielicznych jeszcze
danych literaturowych dotyczacych oceny parametrow stresu oksydacyjnego po przetoczeniu
krwinek czerwonych w wybranych grupach biorcow. Dotychczas badania przeprowadzono
przed i po przetoczeniu KKCz w grupie wczesniakéw [180-183], u pacjentow w stanie
krytycznym z oddzialdow intensywnej opieki medycznej (OIOM) [184] oraz u pacjentdw
po wielokrotnych transfuzjach [185-189].

5.1. Pacjenci oddzialow neonatologicznych

Dostepne dane literaturowe wskazuja, 1z pierwsza grupg biorcow KKCz, w ktorej
badano zmiany oksydacyjne zachodzace po przetoczeniu byly wczesniaki. Sugeruje sie,
ze przetaczanie tego sktadnika krwi moze by¢ przyczyna rozwoju retinopatii (ang. ROP;
retinopathy of prematurity) i przewlektej choroby ptuc (ang. CLD; chronic lung disease)
w tej grupie biorcow [180]. Czynnikami, ktore mogg odpowiada¢ za rozwdj ROP i CLD
po przetoczeniu KKCz s3 wzrost ilosci dostarczanego tlenu do siatkowki oka lub ptuc,
zwigkszenie hematokrytu w organizmie biorcOw, obnizenie powinowactwa tlenu
do Hb w przechowywanych krwinkach czerwonych oraz zwigzane z transfuzjg przecigzenie
zelazem. Krwinki czerwone obecne w przechowywanych jednostkach charakteryzuja
si¢ skroconym okresem poéttrwania, a zawarte w supernatantach KKCz wolne zelazo wykazuje
silne dziatanie prooksydacyjne. Transfuzja kilku jednostek KKCz moze znaczaco zwigkszy¢
ilos¢ zelaza w organizmie wcze$niakow, szczegoOlnie podczas pierwszych tygodni zycia,
poniewaz przechowywane jednostki zawierajg srednio ok. 0,5 mg zelaza/ml [180].

Hirano i wsp. [181] dowiedli, iz stezenie zelaza niezwigzanego z transferyng (NTBI)
W osoczu wezesniakow po przetoczeniu KKCz znacznie wzrasta oraz cze§ciowo wystepuje

w formie pro-oksydacyjnej (jon Zelazawy, Fe?*). Autorzy jako przyczyne zaobserwowanego
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zjawiska podaja niskg aktywno$é ferroksydazy oraz redukcje jonu zelazowego (Fe®*) do Fe?*
przez kwas askorbinowy [181]. Badania te jednak nie potwierdzity, ze NTBI jest na tyle silnym
katalizatorem tworzenia RFT, ze indukowatoby stres oksydacyjny in vivo [181]. W dalszych
eksperymentach, przeprowadzonych takze w grupie wczesniakow wymagajacych transfuz;ji
Z powodu stwierdzone] niedokrwistosci, oznaczano st¢zenie NTBI w osoczu oraz poziom
wybranych markerow stresu oksydacyjnego: catkowitg zawarto$¢ wodoronadtlenkow (TH)
I biatkowych grup -SH oraz catkowita zdolnos$¢ antyoksydacyjna osocza (TAC) 3 godziny
przed i po transfuzji UKKCz [180]. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw w grupie
20 wcezes$niakéw wykazano, iz zawartos¢ NTBI w ich osoczu istotnie wzrasta po 3 godzinach
od przetoczenia, aczkolwiek nie jest skorelowana z istotnymi zmianami w poziomie badanych
parametrow stresu oksydacyjnego [180]. Sugeruje to, ze wzrost stezenia NTBI po przetoczeniu
nie jest wystarczajacy, aby indukowac stres oksydacyjny w tej grupie biorcow. Jednakze,
nalezy wzig¢ pod uwage, ze przyczyna takich wynikow (i wnioskoéw) moégl by¢ nieodpowiedni
(zbyt krotki po przetoczeniu) czas pobrania krwi, ktory uniemozliwit obserwacje zmian
badanych markeréw stresu oksydacyjnego, na co réwniez zwracaja uwage¢ sami autorzy
przedstawionej pracy [180].

Niemniej jednak otrzymane wyniki moga wskazywac, iz czynnikiem odpowiedzialnym
za rozw0] CLD 1 ROP po przetoczeniu KKCz u wczesniakow moze by¢ wtorne przecigzenie
zelazem. Zwigkszona ilos¢ wolnego zelaza moze katalizowa¢ reakcje Fentona, w ktorej
produkowany jest rodnik hydroksylowy, ktory z kolei moze uszkadza¢ ptuca i siatkowke oka.
Podstawowa ochrong przed szkodliwym dziataniem wolnego zelaza zapewnia ceruloplazmina
(odpowiadajaca za utlenianie jonow Fe?* do Fe*") oraz transferyna (odpowiedzialna za wiazanie
Fe3"). Przypuszcza sig, iz u wezesniakow (w wieku ponizej 33 tygodnia zycia) stezenia wyzej
wymienionych bialek w osoczu sg niskie [180]. Podsumowujac, otrzymane wyniki wskazuja,
ze przetoczenie KKCz nie zwigksza ryzyka wystapienia stresu oksydacyjnego w tej grupie
biorcow [180].

W 2002 roku Wardle i in. [182] oceniali wplyw transfuzji KKCz na poziom
peroksydacji lipidow w moczu wcze$niakow. Probki do badan pobierano trzykrotnie:
przed przetoczeniem (1-3 dni), 24 godziny po przetoczeniu KKCz oraz w ciggu nastepnych
+7 dni (od 3. do 9. dnia). Przed przetoczeniem ste¢zenie MDA bylo zblizone w grupie badanej,
ktérej podano KKCz (mediana 9,1 nmol/mg kreatyniny; rozstep mi¢dzykwartylowy 6,4-12,6
nmol/mg) oraz kontrolnej, w ktorej transfuzji nie przeprowadzono (mediana 11,3 nmol/mg
kreatyniny; rozstep miedzykwartylowy 7,3 — 15,6 nmol/mg). Po 24 godzinach od przetoczenia

zaobserwowano istotny wzrost stezenia MDA w moczu (mediana 14,6 nmol/mg kreatyniny;
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rozstep migdzykwartylowy 7,3 — 23,7 nmol/mg), ktory nastgpnie wracat do poziomu sprzed
transfuzji (mediana 10,1 nmol/mg kreatyniny; rozstgp migdzykwartylowy 6,6 — 15,4 nmol/mg)
w ciggu +6 dni [182]. Na podstawie przeprowadzonych badan dowiedziono, iz stezenie
markerow stresu oksydacyjnego moze si¢ zmienia¢ w zaleznosci od czasu pobrania materiatu
do badan. Sugerowano, ze nalezy bra¢ pod uwage takze inne czynniki, ktore mogg wptywac
na poziom oznaczanych markerow OS, tj. mechaniczna wentylacja [182].

Z kolei Collard i wsp. [183] zaobserwowali u wcze$niakow dodatnia korelacjg
pomiedzy objetoscig przetoczonej krwi, a poziomem MDA w poptuczynach oskrzelowo-
pecherzykowych (ang. BAL; bronchoalveolar lavage). Na uzyskane wyniki mogt wptyna¢ fakt,
iz weze$niaki biorgce udzial w badaniu byly mechanicznie wentylowane oraz wykazywaty
objawy ptucnej infekcji, co moglo nasila¢ obserwowany efekt [183].

Estonska grupa badawcza oceniata markery OS (pomiar stezenia TBARS, sprz¢zonych
dienéw (CD) i potencjat antyoksydacyjny surowicy) przed i po transfuzji wymiennej KKCz
W przebiegu sepsy u noworodkéw [190]. Wybrane parametry oznaczano przed, bezposrednio
po oraz po uptywie 6 i 12 godzin od przetoczenia $wiezych KKCz. Po transfuzji
zaobserwowano znaczacy wzrost poziomu CD (zaraz po) i TBARS (po 6 godzinach,
przy czym po 12 godzinach poziom TBARS wrdcit do poziomu poczatkowego sprzed
przetoczenia). Przedstawione wyniki po raz kolejny podkreslaja tymczasowy charakter zmian
niektorych parametréw stresu oksydacyjnego po przetoczeniu krwi [190]. Najnowsze dostgpne
wyniki badan Boskabadi i in. [191] wskazujg, iz transfuzja wymienna u noworodkow
zZ z6ttaczka wpltywa na rownowagg prooksydacyjno-antyoksydacyjnag w kierunku procesow

utleniania oraz nasila si¢ nawet do 6 godzin po przetoczeniu.

5.2. Pacjenci oddzialow intensywnej opieki medycznej (OIOM)

Przetaczanie KKCz jest powszechnie stosowang procedura u pacjentow
przebywajacych na Oddziatach Intensywnej Opieki Medycznej (OIOM), u ktérych wystapita
niedokrwisto$¢. Badania epidemiologiczne prowadzone w ostatnich latach wykazaty,
ze podczas pobytu na OIOM ok. 37% pacjentow otrzymuje KKCz ($rednio pie¢ jednostek).
Natomiast, u pacjentow, ktorzy przebywaja na oddziale dtuzej niz 7 dni, ilo$¢ ta zwigksza
si¢ do 73% [184]. Na podstawie uzyskanych danych dowiedziono takze, ze u pacjentow
krytycznie chorych zwigkszony poziom stresu oksydacyjnego zwigzany jest z gorszym
rokowaniem. Badania wykonane przez Rosa i in. [184] w grupiec 40 biorcow, wykazaty,

ze po przetoczeniu KKCz wzrasta poziom grup karbonylowych biatek i peroksydacji lipidow
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(oceniany poprzez pomiar TBARS) przy jednoczesnym obnizeniu poziomu
interleukiny 6 (IL-6). Probki krwi od pacjentow pobierano tuz przed i 12 godzin po transfuzji.
Dodatkowo, zaobserwowano dodatnig korelacj¢ pomigdzy zwigkszong $miertelno$cig
pacjentow, a poprzetoczeniowym oksydacyjnym uszkodzeniem bialek. Podsumowujac,
w badanej grupie biorcéw przetoczenie KKCz moze mie¢ powazne negatywne skutki kliniczne

[184].

5.3. Pacjenci po wielokrotnych transfuzjach

Ryzyko wystapienia powaznych reakcji poprzetoczeniowych jest znacznie wigksze
U pacjentow po wielokrotnych transfuzjach. Pacjenci cierpigcy na schorzenia, tj. przewlekla
biataczka szpikowa, syndrom mielodysplastyczny, niedokrwisto$¢ aplastyczna oraz talasemia,
z powodu przewleklej niedokrwisto$ci, wymagaja terapii polegajacej na systematycznym
przetaczaniu KKCz. Ta grupa biorcow w najwigkszym stopniu narazona jest,
m.in. na przewlekta hemosyderoze, alloimmunizacje, wystapienie zakazenia przenoszonego
przez krew czy reakcji goragczkowych [185].

Chattopadhyay i in. [185] zaobserwowali znaczgco podwyzszone st¢zeniec MDA
i ferrytyny w surowicy krwi oraz obnizong oporno$¢ osmotyczng erytrocytow u biorcOw
ze schorzeniami hematologicznymi, ktérzy wymagaja wielokrotnych transfuzji KKCz,
w porownaniu do grupy kontrolnej [185]. Pacjenci z p-talasemig i anemig sierpowatg
sg narazeni na powazne przecigzenie zelazem, w zwigzku z tym, 1z sg przewlekle leczeni
koncentratami czerwonokrwinkowymi, co skutkuje zwigkszonym poziomem  stresu
oksydacyjnego, przejawiajacym si¢ peroksydacja lipidow, ktéra prowadzi do uszkodzenia
watroby [186, 187].

W 2014 roku Fernandes i wsp. [188] badali chorych na niedokrwisto$¢ w zalezno$ci
od ilosci przetoczonych KKCz. W pierwszej grupie znalezli si¢ biorcy, ktérym przetoczono
ponizej pieciu jednostek, w drugiej miedzy 5 a 10, a w trzeciej powyzej dziesigciu preparatow
czerwonokrwinkowych. W porownaniu do grupy kontrolnej, we wszystkich trzech grupach
biorcow zaobserwowano wzrost poziomu TBARS 1 zwigkszong karbonylacje biatek
oraz dodatkowo istotny spadek stezenia grup tiolowych u pacjentow, ktérym przetoczono
wigcej niz dziesig¢ jednostek. Aktywnos$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych (CAT, SOD, GPx)
ujemnie korelowata z liczba otrzymanych KKCz. Przedstawione wyniki potwierdzaja,
ze wzrost ilosci przetoczonych KKCz zwigzany jest ze wzrostem poziomu OS [188].

Dwa lata pdzniej w eksperymentach zaprojektowanych w podobny sposob, w zadne;j
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Z badanych grup nie zaobserwowano zmian w poziomie methemoglobiny w probkach
pobranych od 34 pacjentow przed i po zabiegu chirurgicznym [192]. W tych badaniach
do pierwszej grupy przydzielono pacjentow, ktorym nie zlecono transfuzji KKCz, w drugiej
oraz trzeciej grupie znajdowali si¢ biorcy, ktorym przetoczono, odpowiednio,
1-3 oraz 4 1 wiecej jednostek KKCz. Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze wzrost
niektorych parametrow OS obserwowany po przetoczeniu KKCz moze mie¢ charakter
przejsciowy. Prawdopodobnie, kliniczne skutki zaobserwowanego OS moga by¢ zauwazalne

u biorcow wielokrotnych transfuzji [192].
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6. Uzasadnienie podjecia tematu

Wskazaniem do przetoczenia krwinek czerwonych jest znaczna niedokrwisto$¢
zagrazajaca niedotlenieniem waznych dla zycia narzadéw. Transfuzja KKCz jest zabiegiem
ratujacym zycie, ale zawsze niesie za sobg ryzyko powiktan, ktérych przyczyny czgsto
nie sg znane.

Obecnie, w osrodkach krwiodawstwa 1 krwiolecznictwa maksymalny czas
przechowywania KKCz, w warunkach chtodniczych (4+£2°C) i z dodatkiem okreslonych
ptynow konserwujacych/wzbogacajacych, wynosi 42 dni. Rygorystyczne wymogi kontroli
jakosci sktadnikéw krwi, do ktorych nalezy okres ich przydatnosci do uzytku klinicznego
zapewniaja wzgledne bezpieczenstwo. Jednak w przechowywanych krwinkach czerwonych
zachodzg zalezne od czasu odwracalne i nieodwracalne zmiany w ich strukturze, metabolizmie
i funkcji. Dane eksperymentalne wskazuja, ze zmiany te moga mie¢ wptyw na skutecznosc¢
przetoczenia krwinek in vivo oraz wystapienie niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych
u zwierzat laboratoryjnych. Wiele przeprowadzonych badan sugeruje, ze transfuzja ,,starszych”
(przechowywanych ponad 14 dni) KKCz, szczegdlnie pacjentom ze schorzeniami sercowo-
naczyniowymi, moze by¢ przyczyng zwickszonego ryzyka powiktan zatorowo-zakrzepowych,
a takze, m.in. potransfuzyjnego ostrego uszkodzenia ptuc, niewydolnosci wielonarzadowe;,
czy posocznicy, a nawet zwigkszonej $miertelnosci. Podtozem tych reakcji moga by¢ liczne,
biologicznie aktywne zwigzki (m.in. pozakomérkowa Hb, hem, Zelazo, cytokiny, czynniki
wzrostu), a takze mikroczastki (wykazujace aktywno$¢ pro koagulacyjng), akumulujace
si¢ w dhuzej przechowywanych KKCz. Zwigzki uwalniane z komoérek do supernatantu KKCz
podczas przechowywania, wsrod ktorych sg, m.in. mediatory pro-zapalne, pro-nowotworowe,
angiogenne, czy wazoaktywne, jak i mechanizmy ich oddziatywania z komorkami krwi biorcy
sg bardzo stabo poznane.

Stres  oksydacyjny  jest  zjawiskiem niepozagdanym w  transfuzjologii.
W przechowywanych KKCz na skutek wzrostu poziomu RFT, przy jednoczesnym
uposledzeniu systemu antyoksydacyjnego, dochodzi do stresu oksydacyjnego. Nasilenie stresu
oksydacyjnego, jak rowniez poziom zelaza niezwigzanego z transferyng rosng proporcjonalnie
do czasu przechowywania KKCz, co stwarza pro-oksydacyjne $rodowisko. Progresywne
zmiany zachodzace w krwinkach czerwonych podczas ich przechowywania w osrodkach
krwiodawstwa i krwiolecznictwa sa dobrze opisane i udokumentowane, natomiast kliniczne
konsekwencje przetaczania KKCz, szczegolnie dtuzej przechowywanych (z zaakceptowang

datg waznosci do 42 dni), nie zostaly dotychczas wyjasnione. Nie wyjasniono takze
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czy przetaczanie filtrowanych KKCz, w celu usuni¢cia z nich wigkszosci krwinek biatych
I ptytek krwi dawcy, zmniejsza ryzyko reakcji poprzetoczeniowych u biorcéw. Duzg trudnoscia
we wlasciwej interpretacji wynikow badan klinicznych jest fakt, ze na zachorowalnos$¢
i Smiertelno$¢ biorcOw, oprocz czasu przechowywania przetaczanego skladnika krwi,
ma wpltyw wiele roznorodnych czynnikéw, ktorych nie da si¢ wyeliminowac.

Koncentraty krwinek czerwonych (KKCz) sa najczesciej przetaczanym skladnikiem
krwi, a sposrod biorcow, koncentratem czerwonokrwinkowym najczesciej leczeni sg pacjenci
z nowotworami krwi. U chorych na ostrg biataczke szpikowg (ang. AML; Acute Myeloid
Leukemia) istotnym problemem klinicznym sa wynikajace z nacieczenia szpiku kostnego
niedokrwisto$¢, matoptytkowos$¢ oraz neutropenia. W leczeniu glgbokiej niedokrwistosci
(stgzenie hemoglobiny ponizej 7 g/dl) czy maloplytkowosci (liczba ptytek krwi ponizej 20 G/1),
poza terapig choroby podstawowe;j stosuje si¢ przetoczenia KKCz i/lub koncentratu krwinek
ptytkowych (KKP). Nieliczne dane literaturowe wskazuja, ze w niektorych grupach biorcow
(w grupie wczesniakdw, pacjentow w stanie krytycznym z oddzialdw intensywnej opieki
medycznej (OIOM), pacjentow po wielokrotnych transfuzjach) po przetoczeniu KKCz
obserwuje si¢ wzrost wybranych parametrow stresu oksydacyjnego. W procesie kancerogenezy
oraz przerzutowania istotng rol¢ odgrywa zaburzona rownowaga oksydacyjno-
antyoksydacyjna. U pacjentow z chorobami nowotworowymi zaobserwowano znacznie
podwyzszony poziom stresu oksydacyjnego w porownaniu do zdrowych ochotnikow. Obecnie
brak w literaturze danych dotyczacych badania stgzenia markeroéw stresu oksydacyjnego

przed i po przetoczeniu sktadnikéw krwi u chorych na ostrg biataczke szpikows.
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7. Zalozenia i cel badan

Glownym celem niniejszej pracy doktorskiej byto ustalenie czy postepujace zmiany
zachodzace w dlugo przechowywanych KKCz (42 dni ustalone jako dopuszczalna norma)
promuja ich dziatanie pro-koagulacyjne, pro-oksydacyjne oraz modulujace przezywalnosc
I proliferacje komorek nowotworowych, a takze jaki jest wptyw leukoredukcji na te procesy
Celem pracy byla takze ocena wybranych parametréw stresu oksydacyjnego po przetoczeniu
KKCz u chorych na ostre biataczki szpikowe.

Podstawa hipotezy badawczej bylo zalozenie, ze supernatanty z przechowywanych
przez 42 dni KKCz, w szczegélnosci z niefiltrowanych jednostek wykazuja dziatanie
pro-zakrzepowe, pro-oksydacyjne oraz ze moga one wzmagaé proliferacje komorek
nowotworowych.

Badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej zostaly podzielone
na trzy cele szczegdtowe (zadania badawcze):

1) ocena parametrow czynnosciowych ptytek krwi w krwi pelnej po uprzedniej inkubacji
z supernatantami (izolowanymi z KKCz oraz UKKCz w 1. oraz 42. dniu przechowywania)
poprzez okres$lenie:

= stanu aktywacji ptytek krwi (stopnia pobudzenia) - (Cytometryczna analiza udziatu
frakcji mikroptytek i1 agregatow ptytkowych, pomiar ekspresji antygenu miejsca
wiazacego fibrynogen w kompleksie GP IIb/Illa oraz selektyny P)

= zmian reaktywnos$ci ptytek krwi w odpowiedzi na dziatanie fizjologicznych
agonistow  (pomiar odsetka mikroptytek 1 agregatow  ptytkowych,
selektyny P i aktywnej formy GP IIb/Illa w krwi petnej, pomiar agregacji ptytek
krwi w osoczu bogato ptytkowym i adhezji ptytek krwi zawieszonych w buforze
Tyroda)

2) ocena dziatania supernatantow (izolowanych z KKCz oraz UKKCz w 1. oraz 42. dniu
przechowywania) na  wybrane linie  ludzkich  komoérek  nowotworowych
(i linii nienowotworowej) poprzez okreslenie ich:

= cytotoksycznos$ci wobec badanych komoérek (pomiar przezywalnosci)

= wplywu na proliferacje badanych komorek

= genotoksycznosci (pomiar poziomu uszkodzen DNA)

= wlasciwosci pro-oksydacyjnych (pomiar wewnatrzkomorkowego poziomu RFT)

= wlasciwosci pro/anty-apoptotycznych (na podstawie pomiaru aktywnosci kaspazy
3/7 oraz kaspazy 9)
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3) ocena wybranych markerow stresu oksydacyjnego po przetoczeniu koncentratu krwinek
czerwonych lub koncentratu krwinek plytkowych u chorych na ostre biataczki szpikowe
(AML) poprzez pomiar (w osoczu krwi, pobranej przed i 24 godziny po przetoczeniu
sktadnika krwi):

= stezenia grup tiolowych (-SH)

= stezenia grup karbonylowych (-CO)

= stezenia 3-nitrotyrozyny (3-NT)

= aktywno$ci enzyméw antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej (SOD),
transferazy glutationowej (GST)

= poziomu peroksydacji lipidow (TBARS)

= calkowitego potencjatu antyoksydacyjnego (CPA)

= stezenia koncowych produktéw zaawansowanej glikacji (AGE)

= aktywnoS$ci zewnatrzkomorkowej dehydrogenazy mleczanowej (LDH)

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji ds. Bioetyki Badan Naukowych
Uniwersytetu Lodzkiego 7IKBBN-UL/I11/2014 oraz 26/KBBN-UL/I/2017. Badania prowadzone
na materiale biologicznym pochodzqcym od pacjentow przebywajgcych w Wojewodzkim
Wielospecjalistycznym Centrum Onkologii i Traumatologii im. Mikotaja Kopernika w L.odzi
zostaly wykonane zgodnie z Deklaracjq Helsinskqg oraz uchwalq Komisji Bioetyczne]

przy Uniwersytecie Medycznym w Lodzi RNN/19/17/KE.
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8. Materialy

8.1. Material badawczy

Materiat biologiczny do badan stanowity:

krew pelna pobrana od zdrowych dawcow (zakwalifikowanych) do pojemnika
z roztworem CPD (ang. Citrate-Phosphate-Dextrose) oraz $§wiez0 przygotowane
koncentraty krwinek czerwonych w roztworze wzbogacajacym (ang. SAGM;
Saline-Adenine-Glucose-Mannitol) ~ uzyskiwane z  Regionalnego  Centrum
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (RCKiK) w Lodzi
krew pelna uzyskana od zdrowych ochotnikéw pobrana w Diagnostyka Sp. z o. o.
Laboratoria medyczne (Centrum Medyczne im. dr. L. Rydygiera) oraz Centrum
Diagnostyki Laboratoryjnej (ul. Jaracza 85 w Lodzi)
osocze pochodzace od 52 pacjentdéw z ostrag biataczka szpikowa przebywajacych
w Klinice Hematologii Wojewodzkiego Wielospecjalistycznego Centrum Onkologii
I Traumatologii (WWCOIT) im. Mikotaja Kopernika w Lodzi
linie ludzkich komoérek nowotworowych:

- K-562 (ATCC® CCL-243"™) — przewleklej biataczki szpikowej (CML)

- LoVo (ATCC® CCL-229™) — gruczolakoraka jelita grubego

- MCF7 (ATCC® HTB-22") — gruczolakoraka piersi

- A2780 (ECACC 93112519) — raka jajnika

- PC-3 (ATCC® CRL-1435™) — gruczolakoraka prostaty
nienowotworowa, unie$miertelniona linia ludzkich komoérek nablonkowych gruczotu

sutkowego — MCF-10A (ATCC® CRL-10317™)

Komorki linii A2780 zakupiono w European Collection of Authenticated Cell Cultures

(ECACC; Porton Down, Salisbury, Wielka Brytania), natomiast pozostate linie w American

Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, Stany Zjednoczone).

8.1.1. Koncentraty krwinek czerwonych (KKCz)

Do badan wykorzystano 5 komercyjnych koncentratow krwinek czerwonych

(2 jednostki gr. AB RhD", 2 jednostki gr. B RhD™, jedna jednostka gr. 0 RhD") z roztworem
wzbogacajagcym SAGM (150 mM chlorek sodu; 1,25 mM adenina; 45 mM glukoza; 30 mM
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mannitol). W RCKiK kazdy koncentrat krwinek czerwonych (KKCz/SAGM) byt podzielony
na 4 rowne wagowo porcje pediatryczne, z ktérych dwie pozostawiano niefiltrowane,
a dwie poddawano filtracji (zestaw BioR Flex, Fresenius Kabi AG filter; Bad Homburg,
Niemcy) wcelu otrzymania ubogoleukocytarnego koncentratu krwinek czerwonych
(UKKCz/SAGM) (Rycina 13). Z jednostek KKCz i UKKCz, w 1. i 42. dniu przechowywania
w warunkach chlodniczych (4+2°C) otrzymywano supernatanty.

Medyczne zasady kwalifikowania dawcéw, pobierania krwi, wytwarzania
jej sktadnikow oraz kontrole ich jako$ci przeprowadzano zgodnie z obowigzujagcymi
podstawami prawnymi (dyrektywa 2002/98/WE Parlamentu Europejskiego i Rady Unii
Europejskiej z dn. 27 stycznia 2003 roku, Rozporzadzenie Ministra Zdrowia - ustawa

0 publicznej stuzbie krwi z dn. 22 sierpnia 1997 roku wraz z pdzniejszymi zmianami i aktami

wykonawczymi, zalecenia Rady Europy Strasburg 2011).

KONCENTRAT
KRWINEK
KREW i CZERWONYCH
PEENA (CPD) > (SAGM)

KONCENTRAT  OSOCZE
KRWINEK SWIEZO
PLYTKOWYCH MROZONE

.0

FILTRACJA FILTRACIA KONCENTRATY
KRWINEK CZERWONYCH

(KKCz/SAGM)

WIROWANIE

UBOGOLEUKOCYTARNE
KONCENTRATY
KRWINEK CZERWONYCH

(UKKCz/SAGM)

Rycina 13. Preparatyka jednostek KKCz wykorzystanych w badaniach wykonana na zaméwienie w RCKiK
(opracowanie wlasne)

W RCKIiK zabieg pobierania jednej jednostki krwi petnej (450 ml + 10%) od zdrowego
dawcy przeprowadza si¢ uzywajac sterylnych 1 apirogennych zestawdéw pojemnikow
stanowigcych uktad zamkniety (CompoFlex®, Fresenius Kabi AG; Bad Homburg, Niemcy),
wykonanych z polichlorku winylu (ang. PVC; polyvinyl chloride) z dodatkiem plastyfikatora
ftalanu di-2-etyloheksylu (ang. DEHP; di-2-ethylhexyl phthalate), zawierajacych
ok. 70 ml ptynu konserwujgcego CPD (100 mM cytrynian sodu; 18 mM diwodorofosforan
sodu; 130 mM glukoza; 16 mM kwas cytrynowy - zgodny z Farmakopea Europejska).
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Nastepnie, zgodnie z przyjetymi zasadami preparatyki krwi 1 jej sktadnikow z jednej jednostki
krwi pelnej po usunigciu 90% osocza otrzymuje si¢ jedng jednostke koncentratu krwinek
czerwonych w roztworze wzbogacajacym SAGM (KKCz/SAGM). Otrzymana jednostka
oprocz krwinek czerwonych zawiera takze krwinki ptytkowe 1 biale w iloSci zaleznej
od zastosowanych warunkéw wirowania (ilo$¢ bialych krwinek powyzej 1,2 x 10%jednostke).
Sktadniki zawarte w ptynie SAGM zapobiegaja hemolizie, wspomagaja przebieg procesu
glikolizy, zapewniaja utrzymanie odpowiedniej osmolarno$ci oraz zywotnosci krwinek
czerwonych po transfuzji. Zastosowanie roztworu uzupetniajacego umozliwia przechowywanie
KKCz przez 42 dni w temperaturze 4+2°C. Kolejnym etapem preparatyki byl podziat
w uktadzie zamknigtym jednej jednostki KKCz/SAGM na cztery rowne porcje do uzytku
pediatrycznego (worki JMS Singapore Pte Ltd). Dwa worki pediatryczne byty poddane
procesowi filtracji grawitacyjnej przy uzyciu filtrow antyleukocytarnych (zestaw BioR Flex,
Fresenius Kabi AG filter; Bad Homburg, Niemcy) w celu otrzymania ubogoleukocytarnych
koncentratow krwinek czerwonych (UKKCz/SAGM; ilo$¢ krwinek biatych ponizej
1,0 x 10%jednostke). Opisang powyzej preparatyke (Rycina 13) wykonywano zaraz

po zakonczeniu donacji. Tak przygotowane jednostki odbierano z RCKiK w Lodzi.

8.1.2. Charakterystyka linii komérkowych

Tabela 5. Specyfikacja linii komorkowych wykorzystanych do badan
Linia K-562 (ATCC® CCL-243™)

Organizm Homo sapiens, cztowiek
Pierwotne szpik kostny
usytuowanie/tkanka
Morfologia limfoblast
Typ wzrostu komérek wzrost w hodowli zawiesinowej (linia komdrek zawiesinowych)
Choroba przewlekta biataczka szpikowa (ang. chronic myelogenous leukemia; CML)
Dane kliniczne (ple¢, wiek) kobieta, 53 lata

komorki metastazy (wysigku oplucnowego) 53-letniej kobiety z przewlekta
biataczka szpikowa pobrane w fazie przetomu blastycznego
Nowotworowos¢ tak

Pochodzenie

Zdjecie*




Linia LoVo (ATCC® CCL-229")

Organizm

Pierwotne
usytuowanie/tkanka
Morfologia

Typ wzrostu komérek
Choroba

Dane kliniczne (pleé, wiek)

Pochodzenie

Nowotworowos¢

Zdjecie*

Homo sapiens, cztowiek

jelito grube; pochodzaca z miejsca przerzutowego: okolica nadobojczykowa
po stronie lewej
typ nablonkowy

wzrost w postaci monowarstwy (linia komoérek adherentnych)
gruczolakorak jelita grubego, klasyfikacja Dukes’a typ C, stopien IV
mezczyzna rasy kaukaskiej, 56 lat

wyprowadzona w 1971 roku z fragmentu guza przerzutowego w okolicy
nadobojczykowej po stronie lewej 56-letniego me¢zczyzny rasy kaukaskiej z
histologicznie potwierdzonym rozpoznaniem gruczolakoraka okreznicy

tak

LoVo (ATCC® CCL-229')

Linia MCF7 (ATCC® HTB-22™)

Organizm

Pierwotne
usytuowanie/tkanka
Morfologia

Typ wzrostu komérek
Choroba

Dane kliniczne (pteé, wiek)

Pochodzenie

Nowotworowos¢

Zdjecie*

Homo sapiens, cztowiek

gruczot sutkowy, piers; pochodzaca z miejsca przerzutowego: wysiek
oplucnowy
typ nabtonkowy
wzrost w postaci monowarstwy (linia komorek adherentnych)
estrogenozalezny gruczolakorak gruczotu piersiowego

kobieta rasy kaukaskiej, 69 lat

komorki metastazy (wysieku optucnowego) 69-letniej kobiety rasy
kaukaskiej cierpigcej na gruczolakoraka gruczohu piersiowego, linia
wyprowadzona w 1970 roku
tak

“MCF7 (ATCC® HTB-22™)

Linia A2780 (ECACC 93112519)

Organizm

Pierwotne
usytuowanie/tkanka

Homo sapiens, cztowiek

jajnik; ptyn puchlinowy (wodobrzusze, puchlina brzuszna)
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Morfologia typ nabtonkowy

Typ wzrostu komérek wzrost w postaci monowarstwy (linia komorek adherentnych)
Choroba endometrialny gruczolakorak jajnika
Dane kliniczne (pleé, wiek) kobieta, brak danych dotyczacych wieku pacjentki

wyprowadzona w 1984 roku z ptynu puchlinowego od nieleczonej pacjentki
Pochodzenie cierpiacej na endometrialnego gruczolakoraka jajnika (komorki nie byty
narazone na dziatanie zadnych lekow przeciwnowotworowych)
Nowotworowos¢ tak

Zdjecie*

Linia PC-3 (ATCC® CRL-1435™)

Organizm Homo sapiens, cztowiek
Pierwotne rostata; pochodzaca z miejsca przerzutowego: kos¢
usytuowanie/tkanka P 24 g U=z .
Morfologia typ nabtonkowy
Typ wzrostu komérek wzrost w postaci monowarstwy (linia komorek adherentnych)
Choroba gruczolakorak gruczotu krokowego, stopien IV
Dane kliniczne (pleé, wiek) mezczyzna rasy kaukaskiej, 62 lata

wyprowadzona z przerzutéw do koSci od 62-letniego megzczyzny rasy

Pochodzenie L .
kaukaskiej cierpigcego na gruczolakoraka prostaty stopnia IV

Nowotworowos¢ tak

Zdjecie*
e o 9 ; N ) : .“ ?
Organizm Homo sapiens, cztowiek
Pierwotne o
usytuowanie/tkanka gruczot sutkowy; piers
Morfologia typ nabtonkowy
Typ wzrostu komérek wzrost w postaci monowarstwy (linia komorek adherentnych)
Choroba zwloknienie gruczotu piersiowego
Dane Kliniczne (pleé, wiek) kobieta rasy kaukaskiej, 36 lat
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wyprowadzona w 1984 roku z nienowotworowych komoérek nabtonka
Pochodzenie gruczotu piersiowego 36-letniej kobiety rasy kaukaskiej chorujacej na
zwtdknienie gruczotu piersiowego (uniesmiertelniona linia komérkowa)
Nowotworowos¢ nie

MCF-10A (ATCC® CRL-10317™)

]

Zdjecie*

*Zdjecia reprezentatywne przedstawigjace morfologi¢ komorek wykorzystanych w do§wiadczeniach wykonano
przy pomocy mikroskopu $wietlnego kontrastowo-fazowego o odwroconej optyce model Primo Vert firmy Carl
Zeiss z kamerg AxioCam 105 color (autorstwa K. Czubak-Prowizor).

8.1.3. Charakterystyka badanych grup pacjentow

Material biologiczny do realizacji trzeciego zadania badawczego stanowilo osocze
pochodzace od pacjentow ze zdiagnozowang ostra biataczka szpikowa oraz od zdrowych
dawcow. Wszyscy uczestnicy projektu wyrazili dobrowolng, $wiadomg, pisemng zgode
naudzial w eksperymencie po zapoznaniu si¢ z celem i zasadami przeprowadzenia
do$wiadczenia medycznego. W zwigzku z tym, iz badania prowadzone byly na materiale
pochodzenia ludzkiego, jakim jest osocze, nie przewidziano niepozadanych skutkéw

oraz korzysci leczniczych bezposrednio dla dawcow.

Grupa badana

Grupa badana rekrutowana byla sposréd chorych na AML, zdiagnozowanych
na podstawie kryteriow diagnostycznych klasyfikacji WHO z 2008 roku, hospitalizowanych
w Klinice Hematologii WWCOIT im. M. Kopernika w Lodzi w okresie od marca 2017 roku
do grudnia 2018 roku. Pacjentow kwalifikowano do udzialu w analizach na podstawie
opracowanego wczesniej protokotu badania, ktory obejmowat kryteria wlaczenia i wylaczenia

z projektu.

Kryteria wlaczenia do badania:
* rozpoznanie ostrej bialaczki szpikowej na podstawie kryteriow diagnostycznych
klasyfikacji WHO z 2008 roku
= wiek powyzej 18 lat
= stan og6lny 0-3 w skali ECOG (skala sprawnos$ci wedtug Eastern Cooperative Oncology

Group — okresla stan ogdlny oraz jakos¢ zycia pacjenta z chorobg nowotworowa)
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= podpisanie §wiadomej zgody na udziat w badaniu

Kryteria wylaczenia z badania:
» niewydolno$¢ nerek (GFR < 30 ml/min)
= uszkodzenie watroby: stezenie ALT, AST — 3 x gérna granica normy
= choroby autoimmunologiczne, zaburzenia endokrynologiczne, inne nowotwory
ztosliwe

= stan og6lny 4 wg. skali ECOG

W ramach badania wzigto udziat 52 pacjentdéw, u ktérych rozpoznano ostrg biataczke
szpikowa: 27 pacjentom przetoczono Napromieniowany Ubogoleukocytarny Koncentrat
Krwinek Czerwonych (NUKKCz), a 25 podano Napromieniowany Ubogoleukocytarny
Koncentrat Krwinek Ptytkowych (NUKKP). W dalszej czesci pracy dla uproszczenia zapisu
beda stosowane, odpowiednio nastgpujace skroty: KKCz (dla NUKKCz) oraz KKP
(dla NUKKP). Krew petng od pacjentow wiaczonych do badania pobierano do probdéwek
S-Monovette® (Sarstedt; Niimbrecht, Niemcy) z 3,2% roztworem cytrynianu trdjsodowego
(w stosunku krwi do cytrynianu 9:1) dwukrotnie, tuz przed (okoto 30 minut) oraz 24 godziny
po przetoczeniu sktadnika krwi. Nastepnie niezwlocznie w Pracowni Serologii przy WWCOiT
im. Mikotaja Kopernika w Lodzi probki krwi petnej wirowano (10 min, 1 800 x g, 20°C)
w celu uzyskania osocza cytrynianowego. Kazda probke o0socza porcjowano, zamrazano
w temperaturze -32°C i przechowywano w tej temperaturze do czasu wykonania oznaczen.
Srednia wieku badanych o0s6b wynosita 57,1+11,3 lat, natomiast mediana 59 lat.
Wiek pacjentoéw wahat si¢ w granicach od 26 do 89 lat. Pacjentom podczas hospitalizacji
nie podawano substancji o wlasciwosciach antyoksydacyjnych. Szczegélowa charakterystyke

pacjentow, ktorzy wzigli udzial w badaniu przedstawia Tabela 6.

Tabela 6. Charakterystyka pacjentow uczestniczacych w badaniu

Przetoczony skladnik krwi KKCz KKP

Ilos$¢ pacjentow 27 25
Wiek [lata; mediana i zakres] 59 (26 — 74) 58 (37 —89)
Pleé¢ [/] 10/17 13/12
Tlos¢ przetoczonych jednostek 2 jednostki (ok. 500 ml) 1 jednostka (ok. 50 ml)
(jednorazowo)
,,Wiek” skladnika [dni; mediana i zakres] 6,00 (2,00 — 26,00) 3,00 (1,00 — 5,00)
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Przetoczony skladnik krwi -

KKCz

KKP

P AT przed 30,00 (4,00 — 256,00) 12,00 (3,00 — 35,00)
ty W : po 29,00 (3,00 — 226,00) 36,00 (2,00 — 88,00)
. przed 7,50 (6,20 — 8,90) 8,40 (7,20 — 10,90)
Hemoglobina [mg/d[] po 8,60 (6,90 — 91,00) 8,30 (6,5 — 10,5)
. przed 2,39 (1,85 — 2,95) 2,86 (2,24 — 3,49)
6
Krwinki czerwone [x 10°/pl] . 285 (2,15 3.43) 282 (212 - 3.56)
Kewinl biale [x 10l przed 0,78 (0,03 — 135,48) 0,49 (0,07 — 27,16)
rwinki biale [ 10%/pl] po 0,66 (0,03 — 86,27) 0,64 (0,08 — 19,20)
INR? przed 1,23 (0,89 — 1,41) 1,20 (0,92 - 1,91)
po 1,23 (0,90 — 1,38) 1,19 (0,88 — 1,54)
rzed 31,90 (22,70 — 49,70 32,90 (24,30 — 54,00
APTT [s] P ( ) ( )
po 31,15 (22,80 — 51,30) 32,30 (24,50 — 53,50)
. przed 375,00 (190,00 — 850,00) 351,00 (128,00 — 804,00)
et iiedlliner] po 324,00 (176,00 — 894,00) 326,00 (156,00 — 778,00)
Ferrytyna [ng/mi] przed | 177450 (688,70 — 7666,00) 1170,00 (199,60 — 1329,00)
Yy g po | 1720,00 (671,00 - 4957,00) 1185,00 (173,50 — 2260,00)
przed 31,40 (1,00 — 386,90) 39,32 (1,97 — 306,90)
CRP [mo/l] po 32,61 (1,00 — 483,33) 33,80 (2,08 — 313,20)
Infekcja (nie/tak) 16/11 10/15
Cukrzyca (nie/tak) 25/2 23/2
Nikotynizm (nie/tak) 24/3 22/3
POCHP (nie/tak) 26/1 25/0
Astma (nie/tak) 26/1 24/1
Nadci$nienie (nie/tak) 15/12 16/9
Rozpoznanie (AML/nawrot) 26/1 25/0

Wartosci oznaczanych parametréw przedstawiono jako mediany (zakres warto$ci). *INR — znormalizowany czas
protrombinowy (norma: 0,8 — 1,2).

Grupa kontrolna

Grupa kontrolna obejmowata 43 zdrowych ochotnikow, ktorzy oddali krew peina
(probowki S-Monovette® CPDA;; ang. Citrate-Phosphate-Dextrose-Adenine) w punkcie
pobran w Centrum Medycznym im. dr. L. Rydygiera w Lodzi lub Centrum Diagnostyki
Laboratoryjnej (ul. Jaracza 85 w Lodzi). Wiek pacjentéw z grupy kontrolnej i badanej
byt zblizony. Srednia wieku grupy kontrolnej wynosita 54,5 + 9,5 lat, natomiast mediana 55 lat.
Wiek pacjentow zakwalifikowanych wahat si¢ w granicach od 22 do 71 lat. Kobiety stanowity
okoto 45% tej grupy, mezczyzni pozostate 55%. U pacjentdow tych nie zdiagnozowano chorob
przewlektych, ani innych schorzen mogacych wplyna¢ na wyniki pomiaréw badanych
parametrow

stresu oksydacyjnego. Grupa badana pacjentow z

grupa kontrolng
byly porownywalne (jednorodne) pod wzgledem wieku oraz pici.
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8.2.  Odczynniki chemiczne

Tabela 7. Odczynniki chemiczne zastosowane w badaniach

Odczynniki chemiczne

Odczynniki do hodowli komérek
- Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): cisplatyna; RPMI-1640 medium z L-glutamina; roztwor ludzkiej
rekombinowanej insuliny; antybiotyki penicylina i streptomycyna;
- Biowest (Nuaillé, Francja): termicznie inaktywowana ptodowa surowica bydleca (FBS); trypsyna-
EDTA;
- Lonza (Basel, Szwajcaria): medium DMEM z 4,5 g/L glukozg i L-glutaming; medium DMEM:F12;
medium MEGM™ Mammary Epithelial Cell Growth Medium BulletKit™;
- Biological Industries (Cromwell, USA): DPBS bez jonéw Ca®* i Mg?*; bufor HBSS bez czerwieni
fenolowej; PBS;
Przeciwciala
- Becton-Dickinson (Franklin Lakes, USA): anty-CD61/PerCP; anty-CD61/PE; anty-CD61/FITC; anty-
CD62/PE; PAC-1/FITC; kontrole izotypowe; anty-CD235a (glikoforyna A);
- Abcam (Cambridge, Wielka Brytania): kozie monoklonalne przeciwciata anty-nitrotyrozynowe (anty-
NT); streptawidyna skompleksowana z biotynylowang peroksydaza chrzanowa (Strept/HRP);
- Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): krdlicze przeciwciata anty-DNPH; anty-krélicze przeciwciata
skompleksowane z peroksydazg chrzanowa (HRP);
- Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA): krélicze anty-kozie poliklonalne biotynylowane
immunoglobuliny IgG;
Komercyjne zestawy odczynnikow
- Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA): Pierce™ BCA Protein Assay Kit;
- Cell Biolabs (San Diego, USA): Oxiselect™ Advanced Glycation End Product (AGE) Competitive
ELISA Kit;
- Promega (Madison, USA): Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay; Caspase-Glo® 9 Assay;
- Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): SOD Determination Kit; Cell Counting Kit-8 (CCK-8); Cell
Proliferation ELISA - BrdU colorimetric Kit (Roche);
- BioAssay Systems (Hayward, USA): QuantiChrom™ Heme Assay Kit; QuantiChrom™ Iron Assay Kit;
Pozostale odczynniki
- Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB); 5-amino-2,3-dihydroftalazyn-
1,4-dionu (luminol); aceton; agaroza LMP (o niskiej temperaturze topnienia); agaroza NMP (o0 normalnej
temperaturze topnienia); albumina surowicy bydlecej (BSA); biekit trypanu; chlorowodorek guanidyny;
dichlorowodorek  4',6-diamidyno-2-fenyloindolu  (DAPI); dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
(NADH); dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceina (H.DCF-DA); glutaraldehyd; Histopaque®-1077;
jonofor wapnia; kakodylan sodu; kwas 2,2'-azino-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy) (ABTS); kwas
5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoesowy) (DTNB); kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-
karboksylowy (Trolox); kwas barbiturowy (TBA); kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA); kwas p-
hydroksykumarowy; kwas tiobarbiturowy (TBA); kwas trichlorooctowy (TCA); odczynnik Bradford;
pirogronian sodowy; substrat SigmaFast™ OPD; Triton™ X-100; trombina; Tween® 20; zredukowany
glutation (GSH);
- Chrono-Log Corporation (Havertown, USA): kolagen typu I; ADP;
- Promega (Madison, USA): inhibitor kaspaz Z-VAD-FMK;
- Aqua-Med (L.6dz, Polska): odczynnik Drabkina;
- Bio-Rad (Hercules, USA): Precision Plus Protein™ Dual Color Standards;
- Fresenius Kabi Polska (Kutno, Polska): ptyn wzbogacajacy SAGM;
- DIAGON (Budapeszt, Wegry): odczynniki do oznaczen koagulometrycznych;
- Becton — Dickinson (Franklin Lakes, USA): CellFIX;
- POCH (Gliwice, Polska): H.0,; NaH,PO4; Na,HPO4; NaCl; KCI; glukoza; CaCl,; NaHCOs; MgCly;
etanol; HCI; NaOH; metanol; glicyna; DMSO; SDS; Tris; H.SO4; octan etylu; NaClO; NaBHya;
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8.3. Aparatura

» agregometr dwukanalowy model 490 firmy Chrono-Log® (Havertown, Stany Zjednoczone)

= aparat do elektroforezy kometowej model CSL-COM20 firmy Cleaver Scientific Ltd.
(Rugby, Wielka Brytania)

= aparaty do elektroforezy i elektrotransferu firmy BioRad (Hercules, Stany Zjednoczone)

* automatyczny licznik komérek model TC20™ firmy BioRad (Hercules, Stany Zjednoczone)

= Dblok grzejno-chtodzacy: model Hot Winter 3 firmy Kucharczyk (Warszawa, Polska); model
Combitherm-2 CH3-150 firmy BioSan (Korneuburg, Austria)

= cieplarka laboratoryjna model EN 400 firmy Niive (Ankara, Turcja)

» cyfrowy analityczny cytometr przeptywowy model LSR® Il firmy Becton Dickinson
(Franklin Lakes, Stany Zjednoczone)

» czytnik mikroplytek model SPECTROstar® Nano firmy BMG LABTECH GmbH
(Ortenberg, Niemcy)

» czytnik ptytek do pomiaru fluorescencji model Fluoroskan™ firmy Thermo Scientific™
(Waltham, Stany Zjednoczone)

*» fluorescencyjny automatyczny licznik komérek model ADAMMC firmy Digital Bio (Seul,
Korea)

= inkubator CO2 do hodowli komérek model EC 160 firmy Niive (Ankara, Turcja)

= koagulometr model Optic K-3002 firmy Kselmed (Grudziagdz, Polska)

= kotyska laboratoryjna model WAVETEC firmy INFORS HT (Bottmingen, Szwajcaria)

* komora z przeptywem laminarnym model Safe 2020 firmy Thermo Scientific™ (Waltham,
Stany Zjednoczone)

= mikroskop fluorescencyjny o odwréconej optyce model Eclipse E400 firmy Nikon z kamerg
ProgRes MF cool firmy Jenoptik (Tokio, Japonia)

= mikroskop konfokalny odwrocony model TCS SP8 firmy Leica (Wetzlar, Niemcy)

= mikroskop $wietlny kontrastowo-fazowy o odwroconej optyce model Primo Vert firmy Carl
Zeiss z kamerg AxioCam 105 color (Oberkochen, Niemcy)

= spektrofotometr model Helios oo UV/Vis firmy Unicam (Cambridge, Wielka Brytania)

= wagi laboratoryjne firmy RADWAG (Radom, Polska): analityczna — model AS 60/220.R2;
precyzyjna — model PS 200/2000.R2.H

» wielodetekcyjny czytnik plytek model Synergy™ HTX firmy BioTek (Winooski, Stany
Zjednoczone)

» wiréwka model 3K30 firmy Sigma (Osterode am Harz, Niemcy)

-64-



» wiréwka model MPW-352R firmy MPW MED. Instruments (Warszawa, Polska)
» zamrazarka laboratoryjna glebokiego mrozenia model BM EVO 515 firmy Froilabo
(Meyzieu, Francja)
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9. Metody

9.1. Przygotowanie supernatantow

Supernatanty z komercyjnych koncentratow krwinek czerwonych otrzymywano wedlug
metody opisanej przez Westermana i wsp. [193]. Jednostki KKCz zakupione w RCKiK w Lodzi
wirowano przez 10 minut przy 2 000 x g (4°C). Nastgpnie zbierano supernatant do czystej,
sterylnej probowki typu falkon i ponownie wirowano przez 10 minut przy 3 000 x g (4°C)
(Rycina 14). Otrzymany w ten sposOb supernatant zawieral migdzy innymi mikroczastki
pochodzenia erytrocytarnego (ang. EMPs;  erythrocyte-derived  microparticles).
W celu uproszczenia i skrocenia zapisu supernatant otrzymany z jednostki KKCz nie poddane;j
leukoredukcji (niefiltrowanej) oznaczono jako SNLR (ang. non-leukoreduced), za$ supernatant
pochodzacy z jednostki KKCz poddanej leukoredukcji (filtrowanej) jako SLR
(ang. leukoreduced). Supernatanty z niefiltrowanych (SNLR) i filtrowanych (SLR) KKCz
przygotowywano w 1. (SNLR1, sLR1) oraz 42. dniu (SNLR42, sLR42) przechowywania
w warunkach chtodniczych (4 = 2°C). Procedure otrzymywania supernatantow wykonywano
w jatlowych warunkach (komora laminarna) poprzez zastosowanie sterylnego sprzetu
laboratoryjnego (tj. proboéwki, pipety serologiczne, strzykawki). Supernatanty z KKCz

oraz ich filtraty byty porcjowane 1 przechowywane w -70°C.

BRY

/N

WIROWANIE WIROWANIE s
KONCENTRAT : . 1 2 —
KRWINEK /-- % ' /: :\ '
CZERWONYCH ‘ o~ - I
pns _— " mat A g
5]
2000xg 3000xg _70°C
10 minut 10 minut
4:'C 4OC

Rycina 14. Procedura otrzymywania supernatantéw z jednostek KKCz (opracowanie wiasne)

Do oznaczen parametréw czynnosciowych plytek krwi supernatanty dzielono na dwie
frakcje przy pomocy zestawu filtrujacego Amicon® Ultra-0,5 (Sigma-Aldrich; St. Louis,
Stany Zjednoczone), zgodnie z zalaczong instrukcjg producenta. Uzyskane filtraty zawierajace
czasteczki o masie ponizej 10 kDa wykorzystywano do dalszych oznaczen. Natomiast,
supernatanty wykorzystywane do badan na liniach komoérkowych przed zamrozeniem zostaly

przefiltrowane przez sterylne filtry strzykawkowe z membrang policterosulfonowsg (ang. PES;
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polyethersulfone) o wielko$ci porow 0,22 um (TPP Techno Plastic Products AG; Switzerland).

9.2. Oznaczanie poziomu wybranych parametrow w supernatantach KKCz (§wiezych

I przechowywanych)

9.2.1. Oznaczanie stezenia pozakomérkowej (wolnej) hemoglobiny

Stezenie pozakomorkowej (wolnej) hemoglobiny (ang. free Hb) oznaczano metoda
cyjanomethemoglobinowg z odczynnikiem Drabkina [194, 195]. Hemoglobina
oraz jej pochodne (z wyjatkiem sulfohemoglobiny) pod wptywem odczynnika Drabkina ulegaja
przeksztalceniu w trwatg pochodng cyjanowg - cyjanomethemoglobing. Powstajaca w reakcji

pochodng oznaczano spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 540 nm.

Przebieg oznaczenia

Do 1,25 ml odczynnika Drabkina dodawano 10 pl supernatantu otrzymanego z KKCz.
Nastepnie probki inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Mierzono
absorbancje przy dtugosci fali 540 nm (SPECTROstar® Nano, BMG LABTECH GmbH) wobec
odczynnika Drabkina. Stezenie pozakomorkowej Hb [g/dl] obliczano na podstawie

milimolowego wspolczynnika absorpcji wynoszacego 44,0 (A = 540 nm).

Asso nm - masa molowa Hb - rozcienczenie

Hb [g/dl] = m. -10 - 1000
&

9.2.2. Pomiar stezenia hemu

Stezenie hemu w badanych supernatantach oceniano przy pomocy komercyjnego
zestawu odczynnikéw QuantiChrom™ Heme Assay Kit (BioAssays Systems). Zestaw
ten oparty jest na metodzie, w ktorej hem przeksztatcany jest do postaci barwnej w wodnym
roztworze o odczynie alkalicznym. Intensywno$¢ powstajacej barwy, mierzona przy dhugosci

fali 400 nm, jest wprost proporcjonalna do stgzenia hemu w badanej probce.

Przebieg oznaczenia

Do studzienek 96-dotkowej ptytki nanoszono po 50 ul badanych supernatantow,
a nastepnie dodawano po 200 ul komercyjnego odczynnika wchodzacego w sklad zestawu.
Ptytke¢ inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Réwnolegle przygotowywano
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probe slepa (blank) oraz kalibrator poprzez naniesienie 50 pl wody do dotkow stanowigcych
probe slepa i 50 ul kalibratora - nastgpnie dodawano po 200 pl wody do obu typow studzienek.
Tak rozcienczony kalibrator odpowiadat stezeniu hemu réwnym 62,5 uM. Po inkubacji,
mierzono absorbancje przy dtugosci fali 400 nm (SPECTROstar® Nano, BMG LABTECH

GmbH). Stezenie hemu [uM] w badanych probach oznaczano na podstawie wzoru:

A400 préoby badanej ~— A400 proby Slepej 625
)

Stezenie hemu [pM] =
A400 kalibratora ~— A400 proby Slepej

9.2.3. Pomiar stezenia zelaza (Fe’*, Fe3*)

Stezenie zelaza (Fe?*, Fe®*) w badanych supernatantach oceniano przy pomocy
komercyjnego zestawu odczynnikéw QuantiChrom™ Iron Assay Kit (BioAssays Systems).
Metoda ta wykorzystuje chromogen, ktéry tworzy specyficzny niebieski barwny kompleks
z Fe?*. Jony Fe®* w probee sa redukowane do Fe?*, co umozliwia oznaczenie catkowitego
stezenia zelaza w badanym materiale. Intensywno$¢ powstajacej barwy, mierzona

przy dtugosci fali 590 nm, jest wprost proporcjonalna do stg¢zenia zelaza w badanej probce.

Przebieg oznaczenia

Do studzienek 96-dotkowej ptytki nanoszono po 50 ul rozcienczonych wzorcow
1 50 pl prob badanych. Krzywa wzorcowa dla Zelaza wykonywano w zakresie stgzen
od 25 do 1000 pg/dl. Przygotowywano odpowiednig ilo$¢ odczynnika roboczego poprzez
zmieszanie 20 objetosci odczynnika A z 1 objetoscig odczynnika B 1 1 objetoscig odczynnika
C. Do dotkow zawierajacych wzorce 1 proby badane dodawano 200 ul odczynnika roboczego.
Do dotkéw zawierajacych probe Slepa (50 ul proby badanej) dodawano 200 pl odezynnika A.
Plytki inkubowano przez 40 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie mierzono
absorbancje przy dtugosci fali 590 nm (SPECTROstar® Nano, BMG LABTECH GmbH).
Stezenie zelaza [ug/dl] w badanych probach obliczano na podstawie uzyskanej krzywej

wzorcowej — zgodnie z ponizszym rownaniem:

A590 préby badanej A590 préby Slepej
wspoétczynnik nachylenia krzywej wzorcowej

Stezenie zelaza [pg/dl] =
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9.2.4. Oznaczanie calkowitego potencjalu antyoksydacyjnego

Catkowity potencjal antyoksydacyjny (CPA) badanych supernatantéw oceniano
na podstawie metody opierajacej si¢ na redukcji kationorodnika ABTS™ (roztwor
0 niebieskozieclonym zabarwieniu) opracowanej przez Erel’a i wsp. [196, 197]. Rodnik
ten powstaje w srodowisku kwasnym w wyniku reakcji zredukowanego ABTS z nadtlenkiem
wodoru. Antyoksydanty obecne w badanym materiale biologicznym redukuja kationorodnik
ABTS™ powodujagc odbarwienie roztworu w stopniu wprost proporcjonalnym

do ich zawarto$ci. Miarg ilo$ci antyoksydantéw w probce jest spadek warto$ci absorbanc;i.

Przebieg oznaczenia

Do 200 ul 0,4 M buforu octanowego (pH 5,8) dodawano po 5 ul badanych
supernatantdw. Mierzono absorbancje w czytniku ptytek przy A =415 nm (Ao) (SPECTROstar®
Nano, BMG LABTECH GmbH). Nastepnie dodawano do kazdej studzienki na ptytce
96-dotkowej po 20 ul 10 mM roztworu kationorodnika ABTS™" w 30 mM buforze octanowym
(pH 3,6). Rownolegle przygotowywano probg kontrolng (blank; spontaniczna redukcja
kationorodnika) zawierajacg 205 pl 0,4 M buforu octanowego (pH 5,8) z 20 ul roztworu
kationorodnika ABTS'". Inkubowano ptytke przez 5 minut w temperaturze pokojowej,
nastgpnie mierzono absorbancj¢ przy 415 nm (A1). Sporzadzano krzywa wzorcowg dla Troloxu
(0,008 — 1,0 pmol/ml). Absorbancje mierzono przy 415 nm, nastepnie dodawano
po 20 pl roztworu kationorodnika ABTS™. Probki inkubowano przez 5 minut w temperaturze
pokojowej 1 ponownie mierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 415 nm. CPA supernatantdw,
wyrazony w jednoelektronowych réwnowaznikach Troloxu, obliczono na podstawie roznic
absorbancji A1 — Ao (po uprzednim odjeciu: A1 BLank — Ao BLANK), Krzywej wzorcowej
oraz poprzez pomnozenie uzyskanego wyniku 2 razy (1 czasteczka Troloxu reaguje

z 2 wolnymi rodnikami).

9.2.5. Oznaczanie populacji mikroczastek pochodzenia erytrocytarnego metoda

cytometrii przeplywowej

Mikroczastki to fosfolipidowe pecherzyki wielkosci 0,2 — 2,0 pm uwalniane z bton
roznego typu komorek, w tym przez krwinki czerwone [198]. Markerem do wykrywania EMPs
jest glikoforyna A (antygen powierzchniowy: CD235a). Populacj¢ mikroczastek o wielko$ci

ponizej 2 um analizowano, na podstawie pomiaru rozpraszania $wiatla (parametry: FSC
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(ang. forward scatter; przednie rozproszenie $wiatta; rozmiar) i SSC (ang. side scatter;
rozproszenie swiatta bocznego; ziarnisto$¢) oraz dodatniego barwienia przeciwcialami
anty-CD235a/PE, za pomocg cytometru przeptywowego, ktory skalibrowano uzywajac kulek

referencyjnych.

Przebieg oznaczenia

Mikroczastki erytrocytarne oraz krwinki czerwone obecne w supernatantach (100 pl)
znakowano mysimi przeciwciatami skierowanymi przeciwko ludzkiej glikoforynie A
sprzezonej z fluorochromem fikoerytryng (5 pl PE Mouse Anti-Human CD235a;
BD Pharmingen; Franklin Lakes, Stany Zjednoczone) [199]. Rownolegle przygotowywano
kontrole niebarwiong oraz izotypowa (5 ul PE Mouse IgG2b « Isotype Control,
BD Pharmingen; Franklin Lakes, Stany Zjednoczone). Tak przygotowane probki inkubowano
w ciemnosci przez 30 minut (4°C). Po tym czasie do kazdej probki dodawano 400 pl sterylne;j
soli fizjologicznej. Parametry FSC i SSC (w skali logarytmicznej), znakowanie przeciwciatami
anty-CD235a/PE oraz zastosowanie polistyrenowych kulek Kkalibracyjnych o s$rednicy
2,0 pm (Flow Cytometry Size Calibration ~2,0 pm diameter nonfluorescent microspheres,
Molecular Probes, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific; Waltham, Stany Zjednoczone)
pozwolito na identyfikacj¢ mikroczastek i krwinek czerwonych w badanych supernatantach.
Analize populacji EMPS przeprowadzono przy pomocy cytometru przeptywowego
BD™ LSR 1II (Becton Dickinson; San Diego, Stany Zjednoczone), kazdorazowo zliczajac
10 000 obiektéw CD235a/PE-pozytywnych. Wielkos¢ populacji EMPs wyrazano jako odsetek
catkowitej liczby obiektéw CD235a/PE-pozytywnych w prébie. Otrzymane dane analizowano
za pomocg oprogramowania FlowJo v10.4.2 (FlowJo LLC; Ashland, OR, USA).

9.2.6. Wizualizacja procesu uwalniania EMPs za pomocg fluorescencyjnej mikroskopii

konfokalnej

Do wizualizacji procesu uwalniana EMPs wykorzystano technike charakteryzujaca
si¢ wysokg rozdzielczoscia oraz umozliwiajagcg obrazowanie barwionych obiektow,
tj. fluorescencyjna mikroskopia konfokalna. Zastosowany fluorescencyjny lipofilowy barwnik
karbocyjaninowy wykazuje stabg fluorescencje w fazie wodnej, natomiast staje si¢ wysoce
fluorescencyjny w dwuwarstwach lipidowych, co czyni go przydatnym do znakowania bton

komorkowych.
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Przebieg oznaczenia

Krwinki czerwone z UKKCz/SAGM w dniu oznaczenia rozcienczano sterylnym
ptynem SAGM do gestoéci zawiesiny 1,0 x 10° komérek/ml. Tak przygotowane komorki
znakowano przez 30 minut (37°C) fluorescencyjnym barwnikiem karbocyjaninowym
(Neuro-DiO, Biotium, Inc.; Fremont, Stany Zjednoczone) w koncowym st¢zeniu 10 puM.
Procedure wykonywano zgodnie z instrukcjg producenta. Po inkubacji komorki wirowano
przy 350 x g przez 5 minut w celu odptukania nadmiaru barwnika. Etap plukania powtarzano
dodatkowo dwa razy. Wybarwione komorki zawieszone w plynie SAGM nanoszono
na szkietka podstawowe, a natozone szkielka nakrywkowe uszczelniano dedykowanym
do tego celu uszczelniaczem CoverGrip™ Coverslip Sealant (Biotium, Inc.; Fremont, Stany
Zjednoczone). Za pomoca mikroskopu konfokalnego odwroconego TCS SP-8 firmy Leica
(Wetzlar, Niemcy) analizowano fluorescencje wybarwionych bton komorek przy dlugosci fali
wzbudzenia Aex = 484 nm i emisji Aem = 501 nm. Wyniki przeprowadzonych obserwacji
przedstawiono na fotografiach.

Badania  przeprowadzono w  Pracowni  Obrazowania  Mikroskopowego
i Specjalistycznych  Technik Biologicznych (Laboratory of Microscopic Imaging
and Specialized Biological Techniques) Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu L.odzkiego.

9.2.7. Rozdzial elektroforetyczny bialek w Zelu poliakrylamidowym w ukladzie SDS-
PAGE

Rozdziat elektroforetyczny biatek obecnych w supernatantach otrzymanych z KKCz
przeprowadzono w zelu poliakrylamidowym w obecnosci dodecylosiarczanu sodu (ang. SDS;
sodium dodecyl sulfate) (metoda SDS-PAGE; ang. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis).
Zastosowany detergent anionowy denaturuje biatka obecne w probce i nadaje im ujemny
tadunek. Biatka migruja w kierunku anody (elektrody dodatniej) z predkoscia odwrotnie
proporcjonalng do ich masy. Zaklada si¢, iz jeden anion dodecylosiarczanowy wigze

si¢ z dwiema resztami aminokwasowymi [200].

Przebieg oznaczenia
Badane supernatanty poddawano precypitacji roztworem zimnego acetonu. Wytracony
osad bialek rozpuszczano w buforze TBS o pH 7,4. Nastepnie oznaczano st¢zenie biatka

przy pomocy odczynnika Bradford. Do preparatéw biatkowych dodawano réwng objetosé
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buforu lizujacego (0,0625 M Tris/HCI, 2% SDS, 10% glicerol, 5% B-merkaptoetanol, pH 6,8).
Tak przygotowane probki ogrzewano w bloku grzejnym w temperaturze 95°C przez 5 minut.
Komercyjne gradientowe Zele poliakrylamidowe Mini-PROTEAN® TGX™ Precast
Gels 4-20% (Bio-Rad; Hercules, Stany Zjednoczone) umieszczano w aparacie do elektroforezy
(Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell, Bio-Rad) i zalewano buforem
elektrodowym (0,025 M Tris/HCI, 0,1% SDS, 0,192 M glicyna, pH 8,3), a nast¢gpnie usuwano
grzebienie. Do studzienek nanoszono po 10 pg mieszaniny biatek lub 3-6 ug w przypadku
rozdziatéw, ktore nastgpnie wykorzystywane byly do elektrotransferu. Do studzienek
nanoszono mieszanine bialek wzorcowych Precision Plus Protein™ Standards (Bio-Rad;
Hercules, Stany Zjednoczone), co zapewniato mozliwo$¢ wyznaczenia mas czasteczkowych
badanych bialek. Elektroforeze prowadzono zgodnie z instrukcja producenta zeli,
tzn. pod napigciem 200 V przez 30-40 minut. Po zakonczonym rozdziale Zele barwiono
przez 30 minut w roztworze barwnika (0,125% Coomasie Brilliant Blue R-250, 50% metanol,
10% kwas octowy). Nadmiar barwnika usuwano poprzez ptukanie w roztworze odbarwiacza

(25% metanol, 10% kwas octowy).
9.2.8. Detekcja grup karbonylowych technika Western blot

Grupy  karbonylowe  bialek  zwigzanych ~z  membrang  inkubowano
Z 2,4-dinitrofenylohydrazyng (DNPH) w celu przeprowadzenia ich w pochodne DNPH.
Powstaly w wyniku addycji 2,4-dinitrofenylohydrazon (DNP-biatko) wykrywany
byt za pomoca przeciwcial anty-DNP (l-rzgdowych) oraz Il-rzgdowych przeciwcial
skompleksowanych z peroksydaza chrzanowa (HRP). Chemiluminescencje rejestrowano

na kliszy rentgenowskiej [201].

Przebieg oznaczenia

Pierwszym etapem metody byl elektroforetyczny rozdziat biatek obecnych
W supernatantach otrzymanych z KKCz w zelu poliakrylamidowym w uktadzie SDS-PAGE,
Z pominigciem etapu barwienia i odbarwiania zelu. Membrang¢ (immobilon P) aktywowano
w 100% metanolu, a nastgpnie zlozono ,kanapke” 1 przeprowadzano elektrotransfer
(Mini Trans-Blot® Module, Bio-Rad) przez noc w temperaturze 4°C pod napieciem 30 V.
Po zakonczonym transferze membrang plukano buforem PBS i inkubowano w 0,0024%
roztworze DNPH (pH 6,2) w ciemnosci przez 45 minut w temperaturze pokojowej. Po inkubacji

immobilon P ptukano mieszaning PBS:etanol (1:1) oraz PBS, a nast¢pnie blokowano
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przez 2 godziny w temperaturze pokojowej roztworem blokujagcym (5% mleko odtluszczone
w PBST). W kolejnym etapie membran¢ inkubowano przez 60 minut z I-rzgdowymi
przeciwcialami kréliczymi anty-DNP w roztworze blokujacym (1:1 000), a nastgpnie
Z ll-rzgdowymi przeciwciatami anty-kroliczymi skompleksowanymi z HRP w roztworze
blokujagcym (1:10 000) po uprzednim odplukaniu membrany w PBST. Immobilon P
inkubowano przez 3 minuty w roztworze do wywotania luminogramu (2,8 mM roztwor
luminolu w 0,1 M Tris/HCI o pH 8,6 z dodatkiem 200 pl 6,7 mM kwasu
p-hydroksykumarowego w DMSO oraz 20 pl 30% H202), a nastgpnie umieszczano
go w kasecie fotograficznej. Chemiluminescencje rejestrowano na kliszy rentgenowskiej.
Dodatkowo membrane nietrwale wybarwiano w 0,1% roztworze czerwieni Ponceau S w 5%

kwasie octowym w celu potwierdzenia wydajnosci transferu biatek z zelu na membrane.

9.3. Ocena parametréw czynnosciowych plytek krwi po uprzedniej inkubacji

Z supernatantami pochodzacymi z KKCz

9.3.1. Inkubacja z supernatantami

Materiat biologiczny (osocze bogatoptytkowe, zawiesing ptytek krwi w buforze Tyroda,
krew pelna, osocze) inkubowano przez 15 minut w temperaturze 37°C z badanymi
supernatantami i ich filtratami zawsze z zachowaniem zgodnosci grup krwi uktadu ABO RhD.
Supernatanty inkubowano z materiatem biologicznym w stosunku 1:9 (10%), co odpowiada
przetoczeniu okoto 2 jednostek KKCz (~500 ml) in vivo, biorgc pod uwagg, ze W organizmie

dorostego czlowieka o przecigtnej masie ciata jest okoto 5 litrow krwi.

9.3.2. Badanie adhezji plytek krwi do fibrynogenu i kolagenu typu I

Adhezje¢ plytek krwi do fibrynogenu i kolagenu typu I badano statyczng metoda
spektrofotometryczng [202]. Oznaczenie liczby ptytek krwi przylegajacych do badanego biatka
adhezyjnego pozwala oceni¢ zdolno$ci adhezyjne tych komorek. W ostatnim etapie, ptytki krwi
zwigzane na ptytce mikrotitracyjnej poprzez biatko adhezyjne ulegaja lizie w wyniku dziatania
odczynnika BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit; Thermo Fisher Scientific). Ilo$¢
powstajacego barwnego kompleksu, oznaczanego spektrofotometrycznie przy dlugosci fali

562 nm, jest wprost proporcjonalna do stezenia biatka ptytek krwi, ktore ulegly adhezji.
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Przebieg oznaczenia

Studzienki mikroptytek optaszczano 100 pl roztworu biatka adhezyjnego (0,1 mg/ml
fibrynogenu w TBS pH 7,5 lub 0,02 mg/ml kolagenu typu |1 w 0,05% kwasie octowym)
przez noc w temperaturze 4°C. Po 3-krotnym przeptukaniu buforem TBS (20 mM Tris/HCI;
0,9% NaCl; pH 7,5), w celu usunigcia niezaadsorbowanego biatka adhezyjnego, 96-dotkowe
ptytki blokowano 200 ul 1% (m/v) roztworu albuminy surowicy bydlecej (ang. BSA; bovine
serum albumin) w TBS (pH 7,5) przez 2 godziny w temperaturze 37°C. Po inkubacji roztwor
BSA usuni¢to poprzez przeptukanie 3-krotnie buforem do plukania (20 mM Tris/HCI;
0,9% NacCl; 0,04% Tween 20; 1 mM MgClz; 0,1 mM CaCl, x 2 H20; pH 7,5). Zawiesing ptytek
krwi w buforze Tyroda (127 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 0,5 mM NaH2PO4; 12 mM NaHCOsg;
5 mM HEPES; 5,6 mM glukoza; pH 7,4) inkubowano z odpowiednimi supernatantami
i ich filtratami. Nastepnie, zawiesine plytek krwi (o mianie 2,0 x 10® ptytek/ml [203])
nanoszono na plytki 96-dotkowe (po 100 upl) i dodawano 50 ul roztworu trombiny
(w koficowym stezeniu 0,1 U/ml) na potowg plytki. Po 90 minutach inkubacji w temperaturze
37°C plytki przemywano buforem do ptukania. Nastepnie nanoszono po 200 ul komercyjnego
odczynnika wchodzacego w sktad zestawu Pierce”™ BCA Protein Assay Kit (30 minut, 37°C).
Absorbancje mierzono przy dhugoéci fali 562 nm w czytniku mikroptytek (SPECTROstar®
Nano, BMG LABTECH GmbH). Otrzymane wyniki przedstawiono jako % kontroli,
gdzie za 100% przyjeto poziom adhezji komorek kontrolnych (nietraktowanych).

9.3.3. Pomiar agregacji plytek krwi

Agregacje plytek krwi indukowana fizjologicznym agonista — kolagenem oznaczano
metodg turbidymetryczng [204] w osoczu bogatoptytkowym (ang. PRP; platelet-rich-plasma),
w optycznym agregometrze Chrono-Log® 490 (Chrono-Log Corporation; Havertown, Stany
Zjednoczone). Zasada pomiaru polega na monitorowaniu zmian w przepuszczalnosci §wiatla
przechodzacego przez badane PRP. Podczas zlepiania si¢ plytek krwi przepuszczalno$¢ swiatta
zwieksza si¢. Otrzymane wyniki przedstawiaja odsetek agregacji [%], zaktadajac, ze proba
odnosnikowa (osocze ubogoptytkowe; ang. PPP; platelet-poor-plasma) wykazuje

100% przepuszczalno$ci $wiatla przechodzacego.

Przebieg oznaczenia
Krew pelng wirowano przy 235 x g przez 12 min. w 25°C w celu otrzymania PRP.

Krew pozbawiong PRP ponownie wirowano przy 2 000 x g, 15 min., 25°C w celu otrzymania
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PPP — proba odnosnikowa. Nastepnie 450 ul PRP inkubowano z 50 ul badanych supernatantéw
i ich filtratow. Agregometr nagrzewano do temperatury 37°C, wstawiano kuwety z dipolem
magnetycznym i nanoszono po 499 ul uprzednio inkubowanego PRP. Nastepnie zerowano
aparat oraz dodawano 1 ul kolagenu (koncowe stezenie agonisty 2 pg/ml). Przebieg procesu
agregacji ptytek krwi w agregometrze optycznym Chrono-Log® 490 rejestrowano
przez 10 minut. Wyniki przedstawiono jako % kontroli, gdzie za 100% przyj¢to stopien

agregacji komorek kontrolnych (nietraktowanych).
9.3.4. Oznaczanie biologicznej aktywnosci plytek krwi

Poziom aktywacji i reaktywnosci ptytek w krwi petnej oceniano za pomoca cytometrii
przeptywowej [205]. Zastosowano antygen CD61, receptor blonowy obecny na powierzchni
ptytek krwi, ktory pozwala odrozni¢ rézne subpopulacje ptytek (mikroczastki ptytek krwi,
ptytki krwi, agregaty ptytek krwi) od innych komorek obecnych w badanych probkach.
Mikroczastki oraz agregaty ptytkowe okreslano na podstawie dwoch parametréw: dodatniego
barwienia za pomocg przeciwcial anty-CD61/PerCP i parametrow FSC i1 SSC. Kulki
referencyjne wykorzystano do ustalenia bramek dla mikroczastek 1 agregatow plytkowych.
Mikroczastki plytkowe 1 agregaty plytek krwi scharakteryzowano jako obiekty
CD61/PerCP-pozytywne z parametrem FSC ponizej 10?2 (mikroczastki) i powyzej 104
(agregaty).

Do oceny stopnia aktywacji i reaktywnosci plytek krwi in vitro wykorzystano
dwa powszechnie stosowane markery aktywacji ptytek: CD62P (ekspresja powierzchniowej
selektyny-P ptytek) i PAC-1 (wigzanie do aktywnej formy receptora glikoproteiny IIb/I11a).
Piytki z ekspresja powierzchniowej selektyny P okreslono jako obiekty z fluorescencja
PE powyzej 10%1. Natomiast obiekty z fluorescencja FITC powyzej 10>! scharakteryzowano
jako ptytki z wigzaniem przeciwciata PAC-1. Wartos¢ obiektow CD62P/PE-dodatnich,
jak réwniez obiektow PAC-1/FITC-pozytywnych wyrazano jako procent catkowitej liczby
ptytek krwi (kazdorazowo zliczano 10 000 komoérek CD61/PerCP-pozytywnych).
W celu wiarygodnego odroznienia komoérek dodatnich i ujemnych pod wzgledem antygenu
przygotowywano odpowiednie probki kontrolne (kontrole izotypowe) w celu oceny

niespecyficznego wigzania przeciwciat (,,niespecyficzna fluorescencja tta”).

Przebieg oznaczenia

Probki swiezej krwi petnej inkubowano z badanymi supernatantami lub bez ich dodatku
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(kontrola) przez 15 minut w temperaturze 37°C. Po inkubacji czg$¢ probek aktywowano
kolagenem (20 pg/ml) lub ADP (20 uM) przez kolejne 10 minut w temperaturze 37°C.
Wszystkie probki utrwalano przez 60 minut (37°C) w 1% roztworze CellFIX. Nastepnie
barwiono prébki (30 minut w ciemnosci, temperatura pokojowa) specyficznymi przeciwciatami
(anty-CD61/PerCP; PAC-1/FITC; anty-CD62P/PE). Rownolegle przygotowano odpowiednie
probki do kompensacji (niebarwiona probka; nieaktywowana utrwalona probka krwi barwiona
anty-CD61/PerCP lub anty-CD61/FITC lub anty-CD61/PE). Bezposrednio przed analiza
cytometryczng do probek dodawano sterylny roztwor soli fizjologicznej (0,9% NaCl). Analizg
funkcji plytek krwi w §wiezych probkach petnej krwi przeprowadzono przy pomocy cytometru
przeptywowego BD™ LSR Il (Becton Dickinson; San Diego, USA). Kazdorazowo mierzono
fluorescencje 10 000 obiektow CD61/PerCP-pozytywnych. Otrzymane dane analizowano w
oprogramowaniu FlowJo v10.4.2 (FlowJo LLC; Ashland, OR, USA).

9.3.5. Oznaczenia koagulometryczne

9.3.5.1. Pomiar czasu trombinowego osocza (TT)

Czas trombinowy osocza (ang. TT; thrombin time) jest wskaznikiem pozwalajacym
oceni¢ sprawno$¢ przeksztatcania rozpuszczalnego fibrynogenu do nierozpuszczalnej fibryny

(wloknika) pod wptywem czynnika krzepnigcia Ila (trombiny).

Przebieg oznaczenia

Do proboéwki (kuwety) umieszczonej w bloku grzejnym (37°C) dodawano
po 50 pl osocza (uprzednio inkubowanego z badanymi supernatantami). Po uptywie 1 minuty
nanoszono 100 pl roztworu trombiny o stezeniu 4,5 U/ml (koncowe stezenie 3 U/ml).
Rejestrowano czas [s] pojawienia si¢ skrzepu fibrynowego. Pomiar zostal przeprowadzony

za pomoca koagulometru Kselmed Optic K-3002.

9.3.5.2. Pomiar czasu protrombinowego osocza (PT)

Czas protrombinowy osocza (ang. PT; prothrombin time) pozwala oceni¢ sprawno$é
procesu zewnatrzpochodnej aktywacji protrombiny. Wynik pomiaru zalezy od ilosci
nastepujacych czynnikdw w osoczu: II, V, VII, X i fibrynogenu. Pomiar czasu pojawienia

si¢ Skrzepu rozpoczyna si¢ po dodaniu ekstraktu z mozgoéw krdliczych zawierajacego
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tromboplastyne (czynnik krzepnigcia III; czynnik tkankowy), lipidy oraz jony wapnia.

Przebieg oznaczenia

Do probowki umieszczonej w bloku grzejnym (37°C) wprowadzano po 50 upl osocza
(uprzednio inkubowanego z badanymi supernatantami) i inkubowano przez 2 minuty.
Nastepnie dodawano 100 pl tromboplastyny w 0,025 M roztworze CaCl, (odczynnik Dia-PT).
Rejestrowano czas [s] pojawienia si¢ skrzepu fibrynowego. Pomiar zostal przeprowadzony

za pomocg koagulometru Kselmed Optic K-3002.

9.3.5.3. Pomiar czasu kaolinowo-kefalinowego osocza (APTT)

Czas kaolinowo-kefalinowy osocza (ang. APTT; activated partial thromboplastin time)
jest wskaznikiem sprawnosci funkcjonowania wewnatrzpochodnego mechanizmu aktywacji
protrombiny. Pomiar APTT pozwala na okres$lenie niedoborow nastepujacych czynnikéw
krzepnigcia: 1, I, V, VIII, IX, X, XI, XII. Podczas oznaczenia czynnik krzepnigcia XII,
nastepnie XI ulega aktywacji. Po dodaniu CaCl; aktywuja si¢ kolejne czynniki,

CO W nastepstwie prowadzi do wytworzenia skrzepu.

Przebieg oznaczenia

Do probowki umieszczonej w bloku grzejnym (37°C) wprowadzano po 50 upl osocza
(uprzednio inkubowanego z badanymi supernatantami) oraz 50 pl odczynnika Dia-PTT
(buforowany kefalinowy wyciag z moézgdéw kroliczych). Mieszaning inkubowano
przez 3 minuty, po czym dodawano 50 pl 0,025 M roztworu CaClz. Rejestrowano
czas [s] pojawienia si¢ skrzepu fibrynowego. Pomiar zostat przeprowadzony za pomoca

koagulometru Kselmed Optic K-3002.

9.4. Ocena dzialania supernatantow KKCz na wybrane linie ludzkich komoérek

nowotworowych

9.4.1. Hodowla komorkowa

Komorki hodowano w inkubatorze CO2 (37°C, 5% CO2, 90-95% wilgotnosci
wzglednej, 95% powietrza) w odpowiednim dla danej linii medium wzrostowym,

wzbogaconym 10% (v/v) FBS (inaktywowang termicznie bydleca surowicg pltodows;
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ang. fetal bovine serum) i 1% (v/v) roztworem antybiotykow (10 000 U/ml penicyliny
i 10 mg/ml streptomycyny). Wyjatek stanowily komorki linii MCF-10A, ktore hodowano
w medium wzrostowym MEBM ™ uzupetnionym suplementami i czynnikami wzrostu MEGM™
SingleQuots™ (Lonza; Basel, Szwajcaria), tj. hydrokortyzon, ludzka rekombinowana insulina,
gentamycyna, ekstrakt przysadki mézgowej bydlecej (ang. BPE; bovine pituitary extract),
rekombinowany ludzki naskorkowy czynnik wzrostu (ang. rhEGF; recombinant human
epidermal growth factor). Komorki linii K-562 1 A2780 hodowano w pozywce hodowlanej
RPMI-1640 (ang. Roswell Park Memorial Institute 1640), LoVo i MCF7 w DMEM
(ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium) (w przypadku linii MCF7 podtoze podstawowe
wzbogacono ludzka rekombinowang insuling w koncowym stezeniu 0,01 mg/ml). Kompletng
pozywka wzrostowa dla linii komérkowej PC-3 stosowang w badaniach byt DMEM:F12
(ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture F12).

Tabela 8. Warunki hodowli komorek w poszczegdlnych oznaczeniach
CCK-8 BrdU RFT

Kaspaza-3/7 Kaspaza-9

Medium cisPt

komorek/ komorek/ komorek/ komorek/ komorek/
hodowlane (% 1Cs] ! dolek] [ dolek] [ dolek] [ dolek] [ dolek]
K-562 RPMI-1640 10 uM 5000 5000 5000 20 000 40 000
A2780 RPMI-1640 5uM 20000 - -
LoVo DMEM 25 uM 15 000 15000 15000
DMEM
MCF7 + insulina 25 uM 10 000 10 000 10 000
(0,01 mg/ml)
PC-3 DMEM:F12 10 uM 15 000 - -
MEBM™
MCF-10A + MEGM™ 40 uM 10 000 10 000 10 000

SingleQuots™

Komorki pasazowano po osiagnieciu przez hodowle 80% konfluencji, co pozwalato
utrzymywaé komorki w fazie logarytmicznego wzrostu. W celu przepasazowania komorek
zawiesinowej linii K-562, wirowano komoérki w temperaturze pokojowej przez 3 minuty
przy 125 x g. Nastepnie otrzymany osad zawieszano w $wiezej pozywce hodowlanej
i okreslano ilo$¢ zywych komoérek (uzywajac 0,4% Dbiekit trypanu (Sigma-Aldrich))
przy pomocy automatycznego licznika komérek TC20™ firmy BioRad lub w hemocytometrze
Thoma (1:1; zawiesina komorek:btekit trypanu). Wysiewano komoérki w odpowiedniej ilosci
do nowych naczyn hodowlanych. Komorki linii adherentnych (A2780, LoVo, MCF7, PC-3,
MCF-10A) po usuni¢ciu medium i przeptukaniu roztworem DPBS (ang. Dulbecco's phosphate-
buffered saline) odklejano od podtoza naczynia hodowlanego przy uzyciu 0,25% roztworu
trypsyny z EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid). Proces trypsynizacji prowadzono
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w inkubatorze CO2 przez okoto 2-3 minuty obserwujgc stopien odklejenia komorek
pod mikroskopem kontrastowo-fazowym o odwroconej optyce Primo Vert (Carl Zeiss)
z kamera AxioCam 105 color. Nastepnie inaktywowano trypsyn¢ poprzez dodanie kompletne;j
pozywki hodowlanej 1 okreslano ilos¢ zywych komorek. Otrzymang zawiesing dodawano
do nowych naczyn hodowlanych.

Do kazdego eksperymentu komorki wysiewano w odpowiedniej ilosci na sterylne
96-dotkowe ptytki (przezroczyste, czarne lub biate) przeznaczone do hodowli komdrkowe;j
(Tabela 8). Po 24-godzinnej inkubacji w inkubatorze CO, wymieniano medium na $wieze
i dodawano 5% objetosci supernatantow KKCz (SNLR1, sNLR42, sLR1 i sLR42) lub ptyn
wzbogacajagcy SAGM (glowny skladnik supernatantu - ,,rozpuszczalnik), w obecnosci
lub braku cisplatyny (ang. cisPt; cisplatin) w studzience. Optymalng objeto$¢ supernatantu
(5%) ustalono na podstawie oceny przezywalnosci komorek K-562 w obecnosci 20, 10, 51 2%
supernatantow. 1Csp dla cisplatyny wyznaczano doswiadczalnie dla kazdej linii komorkowe;,
nastepnie dwa razy nizsze stezenia cisPt (Y2 ICso) ostatecznie stosowano w eksperymentach
zgodnie z Tabelg 8. W kazdym doswiadczeniu przygotowywano kontrole negatywna,

ktoéra stanowity komorki w podtozu hodowlanym (komorki nietraktowane).

9.4.2. Oznaczanie zywotnosci komorek

Do oceny wptywu supernatantéw na zywotnos¢ komoérek, w obecnosci 1 bez cisPt,
przeprowadzano eksperyment zgodnie z protokolem producenta wykorzystujagc komercyjny
odczynnik CCK-8 (Cell Counting Kit-8, Sigma-Aldrich; St. Louis, Stany Zjednoczone). Zasada
metody opiera si¢ na konwersji rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (s6l sodowa
(2-(2-metoksy-4-nitrofenylo)-3-(4-nitrofenylo)-5-(2,4-disulfofenylo)-2H-tetrazolu; WST-8),
do rozpuszczalnego w pozywce, barwnego produktu (formazanu) przez aktywne metabolicznie,
zywe komorki (redukcja WST-8 przez dehydrogenazy komorkowe, w obecnosci no$nika
elektronowego - 1-metoksy-PMS). Liczba zywych komorek w probie jest wprost
proporcjonalna do powstatej w reakcji iloSci formazanu. Barwny produkt oznaczany

jest spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 450 nm.

Przebieg oznaczenia
Badane komorki wysiewano na sterylne 96-dotkowe ptytki hodowlane w liczbie
odpowiedniej dla danej linii zgodnie z Tabelg 8. Po wysianiu komorek zawiesinowych linii

K-562 dodawano badane supernatanty (5%) i do potowy ilosci dotkéw dodawano cisPt.
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Komorki linii adherentnych poddawano 24-godzinnej hodowli w inkubatorze (37°C, 5% COz,
90-95% wilgotnos¢) w celu adhezji komorek do dna studzienki, nastgpnie Wymieniano
pozywke hodowlang na $wiezg 1 dodawano supernatanty (5%) oraz cisPt lub pozywke
(aby w kazdym dotku byla taka sama objetos¢ ptynu). Rownolegle przygotowywano proby
kontrolne. Po 24 godzinach komorki przemywano dwukrotnie roztworem DPBS, nastepnie
do kazdej studzienki dodawano 100 ul swiezej pozywki i 10 pl roztworu CCK-8. Ptytke
inkubowano w inkubatorze CO; przez 3 godziny (komorki adherentne) lub 4 godziny (komorki
zawiesinowe). Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 450 nm w czytniku plytek
(SPECTROstar® Nano BMG LABTECH GmbH). Zywotno$¢ komorek wyrazono
jako % kontroli, gdzie za 100% przyjeto absorbancje uzyskang w komodrkach kontrolnych
(nietraktowanych).

9.4.3. Oznaczanie proliferacji komorek

Proliferacj¢ komorek okre§lano metoda immunoenzymatyczng przy pomocy
komercyjnego zestawu odczynnikow Cell Proliferation ELISA - BrdU colorimetric Kit
(Sigma-Aldrich; St. Louis, Stany Zjednoczone). Metoda ta polega na ocenie ilosci BrdU
(5-bromo-2’-deoksyurydyny; analogu pirymidyny) wlaczonego w miejsce tymidyny do DNA
proliferujacych komorek. Detekcja wbudowanego BrdU przebiega przy pomocy specyficznych
przeciwcial skompleksowanych z enzymem, ktory nastgpnie reaguje z odpowiednim dla niego
substratem, a produkt koncowy oznaczany jest spektrofotometrycznie poprzez pomiar

absorbancji przy odpowiedniej dlugosci fali.

Przebieg oznaczenia

Komorki przygotowywano do oznaczenia w taki sam sposob jak do testu oceny
zywotnosci przy pomocy odczynnika CCK-8 (Tabela 8). Po 24-godzinnej hodowli komorek
linii K-562, LoVo, MCF7 oraz MCF-10A w obecnosci 5% supernatantow KKCz komorki
znakowano BrdU (w koncowym stezeniu 10 uM) przez 2 godziny w inkubatorze CO». Na tym
etapie do DNA proliferujacych komorek wiacza sie BrdU zamiast tymidyny. Po wyznakowaniu
komorki utrwalono, a DNA zdenaturowano poprzez inkubacje¢ z roztworem FixDenat
przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Kolejnym etapem procedury byta 90-minutowa
inkubacja (w temperaturze pokojowej) komoérek z  przeciwcialami  anty-BrdU
skompleksowanymi z peroksydazg chrzanowg (HRP), ktére tacza si¢ z BrdU wilaczonym

do nowo syntetyzowanego komorkowego DNA. Nastepnie komoérki przemywano 3-krotnie
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buforem do plukania (roztwor PBS) i dodawano po 100 pl roztworu substratu dla HRP
(30 min, temperatura pokojowa). Kazdorazowo przygotowywano odpowiednia probe Slepa
(niespecyficzne wigzanie BrdU i przeciwcial anty-BrdU-HRP do mikroptytki) oraz kontrolg
niespecyficznej fluorescencji tta (niespecyficzne wigzanie przeciwcial anty-BrdU-HRP
Z komorkami w nieobecnosci BrdU). Absorbancje mierzono przy dlugosci fali 370 nm
i 492 nm (pomiar referencyjny) w czytniku mikroptytek (SPECTROstar® Nano, BMG
LABTECH GmbH). Proliferacj¢ komorek przedstawiono jako % kontroli, gdzie za 100%

przyjeto absorbancje uzyskang w komorkach kontrolnych (nietraktowanych).

9.4.4. Oznaczanie wewnatrzkomorkowego poziomu RFT

Wewnatrzkomorkowy poziom reaktywnych form tlenu (RFT, ang. ROS; Reactive
Oxygen Species) w komorkach badanych linii okreslano uzywajgc sondy fluorescencyjnej
H.DCF-DA (dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny) [206]. Zasada metody opiera
si¢ na utlenieniu sondy HoDCF-DA (zredukowana chemicznie posta¢ fluoresceiny)
przez wewnatrzkomorkowe RFT. Sonda przenika do wngtrza komorki, gdzie ulega hydrolizie
do H2DCF (posta¢ niefluoryzujgca), nastepnie zostaje utleniona przez RFT. Powstajgca
w reakcji  2°,7’-dichlorofluoresceina  (ang. DCF; 2',7'-dichlorofluorescein) wykazuje
maksymalng fluorescencje¢ przy dtugosci fali wzbudzenia Aex = 495 nm 1 emisji Aem = 529 nm.
[lo$¢ reagujacych z sonda RFT w komorce jest wprost proporcjonalna do intensywnosci

fluorescencji sondy.

Przebieg oznaczenia

Komoérki adherentne (LoVo, MCF7 oraz MCF-10A) wysiewano na czarne, sterylne
96-dotkowe ptytki z przezroczystym dnem w ilosci odpowiedniej dla danej linii komdrkowej
(Tabela 8). Po 24-godzinnej hodowli komorki inkubowano (30 min, 37°C, 5% CO2, bez dostepu
swiatta) z 10 uM sondg HoDCF-DA w jalowym buforze HBSS (ang. Hanks’ Balanced Salt
Solution: 140 mM NacCl, 5 mM KCl, 0,8 mM MgCl», 1,8 mM CaClz, 1 mM Na,HPO4, 10 mM
HEPES, 1% glukozy, pH 7,0). Komorki zawiesinowe linii K-562 byly traktowane w nieco
odmienny sposob. Komorki K-562 wirowano (1 500 x g, 5 min), a nastepnie osad komorek
zawieszano w buforze HBSS z 10 uM sondg H2DCF-DA (30 min, 37°C, 5% COz2). W kolejnym
etapie usuwano sonde fluorescencyjna, a komoérki (adherentne i zawiesinowe) przemywano
2-krotnie buforem HBSS. Komorki zawiesinowe zawieszano w buforze do przemywania

i wysiewano na 96-dotkowa czarng, jalowg ptytke. Do studzienek dodawano badane
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supernatanty KKCz oraz cisPt (¥4 ICso) lub medium - inkubowano ptytki przez 60 min w 37°C.
Rownolegle przygotowywano kontrole pozytywna, ktorg stanowity komorki traktowane 10 uM
H20: oraz kontrolg negatywna, czyli komorki zawieszone w buforze HBSS (nietraktowane).
Rejestrowano intensywno$¢ fluorescencji przy dtugosci fali wzbudzenia Aex = 485 nm i emisji
dem = 538 nm (Fluoroskan™, Thermo Scientific'™). Wewnatrzkomérkowy poziom RFT
w komoérkach badanych linii przedstawiono jako % kontroli, gdzie za 100% przyjeto

fluorescencj¢ uzyskang w komorkach kontrolnych (nietraktowanych).

9.4.5. Oznaczanie uszkodzen DNA komoérek

Stopien uszkodzen DNA (peknigcia jedno- i dwuniciowe oraz miejsca alkalicznie
labilne) oceniano przy pomocy testu kometowego w wersji alkalicznej, na podstawie metody
opisanej przez Singh i wsp. [207] z modyfikacjami Klaude i wsp. [208]. Metoda ta pozwala
okresli¢ poziom uszkodzen DNA, wywotanych badanymi czynnikami, na podstawie rozdzialu
elektroforetycznego pojedynczej komoérki w  zelu agarozowym (ang. single cell gel
electrophoresis). W pierwszym etapie eksperymentu badane komoérki unieruchamiane
sa w agarozie na uprzednio optaszczonym szkietku podstawowym. Komorki poddawane
sg lizie, aby uwolni¢ z nich jadrowe DNA, ktore nastgpnie zostanie rozwinigte. Podczas
rozdziatu elektroforetycznego pojedynczej komorki w warunkach alkalicznych DNA migruje
z predkoscig zalezng od stopnia jego fragmentacji. Preparaty barwi si¢ barwnikiem
fluorescencyjnym DAPI (ang. 4'6-diamidino-2-phenylindole) i analizuje w mikroskopie
fluorescencyjnym. Otrzymany obraz mikroskopowy komoérek przedstawia ,komety” -
obserwuje si¢ charakterystyczng ,,gtowg”, ktora stanowi miejsce unieruchomienia komorki
przed liza oraz charakterystyczny ,,ogon” odpowiadajacy petlom i fragmentom nici DNA

uwolnionym podczas lizy komorki ze struktur jadrowych w wyniku uszkodzenia DNA [209].

Przebieg oznaczenia

Do probowek typu eppendorf rozporcjowywano po 5 x 10* komérek linii K-562, LoVo,
MCF7 oraz MCF-10A, nastepnie dodawano supernatanty KKCz (5%; linia K-562 - takze 20%)
1 inkubowano przez 60 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie komoérki wirowano (180 x g,
15 min, 25°C), a osad zawieszano w 1% (m/v) agarozie o niskiej temperaturze topnienia
(ang. LMP; Low Melting Point) i nanoszono na uprzednio optaszczone 0,5% (m/v) agaroza
0 normalnej temperaturze topnienia (ang. NMP; Normal Melting Point) szkietka podstawowe.

Roéwnolegle przygotowywano kontrole negatywna (komoérki nietraktowane), kontrolg
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Z odpowiednim dodatkiem ptynu wzbogacajacego SAGM oraz pozytywng (komorki
inkubowane 15 minut na lodzie w obecnosci 10 uM H203). Preparaty umieszczano na godzing
w 4°C w buforze lizujacym (100 mM EDTA, 10 mM Tris, 2,5 M NaCl, 1% Triton X-100,
pH 10,0). Nastepnie szkietka inkubowano przez 20 minut w 4°C w buforze rozwijajacym
(1 mM EDTA, 300 mM NaOH). Po inkubacji przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny
przez20 minut przy 17 V i 32 mA w buforze elektroforetycznym (1 mM EDTA,
30 mM NaOH). Po zakonczonej elektroforezie szkietka pozostawiano do wyschnigcia,
a nastgpnie komorki barwiono (60 minut, 4°C) barwnikiem fluorescencyjnym DAPI (1 pg/ml;
40 pl/preparat) i zliczano komety pod mikroskopem fluorescencyjnym firmy Nikon model
Eclipse E400, wyposazonym w kamer¢ ProgRes MF cool firmy Jenoptik. Z otrzymanych
preparatéw zliczano po 100 przypadkowo wybranych komet wykorzystujac oprogramowanie
Lucia-Comet (LUCIA G 5.0, modut 4.51). Stopien uszkodzenia DNA badanych komorek

przedstawiono jako zawartos¢ DNA [%] w ,,ogonie”.

9.4.6. Oznaczanie aktywnos$ci kaspazy-3/7 w komorkach linii K-562

Kaspaza-3 oraz kaspaza-7 odgrywaja kluczowa role efektorowg w fazie wykonawczej
procesu apoptozy. Aktywnos¢ enzymatyczng kaspazy-3/7 w komorkach linii K-562 oceniano
przy pomocy komercyjnego zestawu odczynnikéw Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7
Assay (Promega; Madison, Stany Zjednoczone). Specyficznym niefluorescencyjnym
substratem dla kaspazy-3/7 dodawanym do komorek jest Z-DEVD-R110. Aktywna kaspaza-3
oraz kaspaza-7 powoduje rozszczepienie substratu i usunigcie sekwencji peptydow DEVD
(Asp-Glu-Val-Asp) generujac wysoce fluorescencyjng rodaming 110 (ang. R110; rhodamine
110) wykrywang przy uzyciu czytnika fluorescencji przy dlugosci fali wzbudzenia
Aex = 499 nm i emisji Aem = 521 nm. Rozszczepienie substratu nastepuje tylko w lizatach
komorek apoptotycznych, co oznacza, ze ilo§¢ powstalego produktu fluorescencyjnego

jest wprost proporcjonalna do ilosci aktywnej kaspazy-3/7.

Przebieg oznaczenia

Komorki linii  K-562 wysiewano na sterylne, czarne 96-dotkowe plytki
z przezroczystym dnem, nastgpnie nanoszono badane supernatanty (5%) oraz CcisPt
(w koncowym stezeniu 10 uM) lub medium (Tabela 8). Po 24-godzinnej hodowli komorek
do studzienek nanoszono po 100 ul mieszaniny reakcyjnej (bufor lizujacy z substratem

Z-DEVD-R110). Réwnolegle przygotowywano szereg prob kontrolnych. Probe §lepa (blank;
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fluorescencja ,tla”) stanowito medium hodowlane bez komoérek. Komorki z plynem
wzbogacajacym SAGM (gtowny sktadnik supernatantu - ,rozpuszczalnik) oraz komorki
nietraktowane stanowity dwie kontrole negatywne. Kontrolg pozytywna - komorki z dodatkiem
cisPt (induktor apoptozy), a kontrole dodatkowg komoérki inkubowane z cisPt i inhibitorem
aktywnosci kaspaz Z-VAD-FMK (w koncowym stezeniu 20 uM). Optymalng ilo$§¢ komoérek
w dotku, czas inkubacji z czynnikiem wywotujacym apoptoze oraz dlugo$¢ inkubacji
Z mieszaning reakcyjna ustalono doswiadczalnie. Tak przygotowang ptytke inkubowano
przez 5 godzin w temperaturze pokojowej. Pomiaru fluorescencji dokonywano przy dtugosci
fali wzbudzenia Aex = 485 nm i emisji Aem = 538 nm (Fluoroskan™, Thermo Scientific™).
Aktywnos¢ enzymatyczng kaspazy-3/7 w komorkach linii K-562 przedstawiono
we wzglednych jednostkach fluorescencji RFU (ang. Relative Fluorescence Unit).

9.4.7. Oznaczanie aktywnoSci kaspazy-9 w komdrkach linii K-562

Kaspaza-9 odgrywa  kluczowa role w  procesie inicjacji  apoptozy
w wewnatrzpochodnym szlaku mitochondrialnym. Aktywno$¢ enzymatyczng kaspazy-9
w komorkach linii K-562 oceniano przy pomocy komercyjnego zestawu odczynnikow
Caspase-Glo® 9 Assay (Promega; Madison, Stany Zjednoczone). Dodanie odczynnika
Caspase-Glo® 9 do komoérek zapewnia ich lize, a nastepnie rozszczepienie substratu
zawierajagcego sekwencje LEHD przez aktywng kaspaze-9. Uwolniona w reakcji
aminolucyferyna jest substratem dla lucyferazy, co skutkuje wygenerowaniem sygnatu
luminescencyjnego. Wygenerowany stabilny sygnat jest wprost proporcjonalny do aktywnosci
kaspazy-9. Inhibitor proteasomow (MG-132) wchodzacy w skiad zestawu po dodaniu
do mieszaniny reakcyjnej znaczaco redukuje niespecyficzne §wiecenie ,,tta” w testach opartych

na komoérkach hodowlanych.

Przebieg oznaczenia

Komoérki linii K-562 wysiewano na sterylne, biale 96-dotkowe plytki, nastepnie
nanoszono badane supernatanty (5%) oraz cisPt (w koncowym stezeniu 10 uM) lub medium
(Tabela 8). Po 24-godzinnej hodowli komorek nanoszono do studzienek po 100 ul mieszaniny
reakcyjnej (bufor lizujacy z substratem 1 inhibitorem MG-132). Réwnolegle przygotowywano
proby kontrolne. Probe Slepa (blank) stanowito medium hodowlane bez komorek. Komorki
Z ptynem uzupetiajagcym SAGM (gtowny skladnik supernatantu - ,,rozpuszczalnik™)

oraz komoérki nietraktowane stanowity dwie kontrole negatywne. Kontrol¢ pozytywna -
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komorki z dodatkiem cisPt (induktor apoptozy), a kontrole dodatkowa komorki inkubowane
z cisPt i inhibitorem aktywnosci kaspaz Z-VAD-FMK (w koncowym stezeniu 20 uM).
Optymalng ilo§¢ komoérek w dotku, czas inkubacji z czynnikiem wywolujacym apoptoze
oraz dtugos¢ inkubacji z mieszaning reakcyjng ustalono do$wiadczalnie. Komorki delikatnie
wytrzasano, inkubowano przez 3 godziny w temperaturze pokojowej, a nastepnie mierzono
luminescencje¢ z wykorzystaniem wielodetekcyjnego czytnika ptytek Synergy  HTX firmy
BioTek. Aktywno$¢ enzymatyczng kaspazy-9 w komorkach linii K-562 przedstawiono
we wzglednych jednostkach swietlnych RLU (ang. Relative Light Unit).

9.5. Oznaczanie wybranych markerow stresu oksydacyjnego po przetoczeniu KKCz
lub KKP w osoczu krwi chorych z AML

9.5.1. Oznaczanie stezenia grup tiolowych

Zawarto$¢ grup tiolowych (-SH) w badanych probkach osocza oznaczano za pomoca
metody Ellman’a [210, 211]. Zasada metody opiera si¢ na reakcji kwasu
5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowego) (DTNB) z wolnymi grupami tiolowymi biatek i zwigzkoéw
matoczasteczkowych. Zawartos¢ powstajacego w  reakgji anionu  kwasu
5-tio-2-nitrobenzoesowego (TNB) o intensywnym zolttym zabarwieniu 0znaczano

spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 412 nm.

Przebieg oznaczenia

Do 20 pl badanego osocza dodawano rowng objetos¢ 10% (m/v) roztworu SDS
w 10 mM buforze fosforanowym (pH 8,0). Analogicznie przygotowywano probe
odczynnikowa, ktéra zamiast osocza zawierala 10 mM bufor fosforanowy (pH 8,0), dalej
postepowano tak samo jak z probami badanymi. Do wszystkich prob dodawano 160 pl 10 mM
buforu fosforanowego (pH 8,0) i dokonywano pomiaru absorbancji przy 412 nm (Ao).
Nastepnie dodawano 16,6 pl 0,04% (m/v) DTNB w 10 mM buforze fosforanowym (pH 8,0)
(odczynnik Ellman’a). Tak przygotowang ptytke 96-dotkowa poddawano godzinnej inkubacji
w temperaturze 37°C. Po tym czasie, mierzono absorbancje przy 412 nm (A1) (SPECTROstar®
Nano, BMG LABTECH GmbH). Stgzenie grup tiolowych [umol/I] w badanych probkach
wyznaczano na  podstawie = molowego  wspdlczynnika  absorpcji  dla TNB

(=13 600 M x cm™ dla A =412 nm) i r6znicy absorbancji (A1 - Ao).
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9.5.2. Oznaczanie stezenia bialka w reakcji z kwasem bicynchoninowym (BCA)

Do pomiaru calkowitego stezenia biatka w badanym osoczu uzywano komercyjnego
zestawu Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific; Waltham, Stany
Zjednoczone). Zasada metody opiera sie na dwoch reakcjach: redukeji jonéw Cu?* do Cu* przez
biatko w srodowisku alkalicznym oraz selektywnej 1 wysoce czulej reakcji wykrywania kationu
miedziawego (Cu™) przez kwas bicynchoninowy (ang. BCA; bicinchoninic acid). Powstajacy

barwny kompleks oznaczano spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 562 nm.

Przebieg oznaczenia
Przygotowywano odczynnik roboczy zgodnie z zaleceniami producenta (zmieszano

w stosunku 1:50 (v/v) odczynnik nr 1: 4% roztwér CuSOs x 5 H2O z odczynnikiem nr 2:

roztwor zawierajgcy 1% sol sodowg BCA, 2% weglan sodu, 0,95% wodoroweglan sodu, 0,1 M
NaOH, 0,16% winian dwusodowy o0 pH 11,2). Nanoszono po 25 ul badanego osocza (uprzednio
rozcienczonego 100 razy) do dotkow ptytki mikrotitracyjnej, nastepnie dodawano po 175 pl
odczynnika roboczego. Sporzadzano krzywa wzorcowa dla albuminy surowicy bydlecej
(125 - 2 000 pg/ml). Ptytke inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie
mierzono absorbancje przy dhugosci fali A = 562 nm (SPECTROstar® Nano, BMG LABTECH
GmbH). Stezenie biatka [pg/ml] w badanych probkach obliczano na podstawie krzywej

WZOrcowej.

9.5.3. Oznaczanie zawartoS$ci grup karbonylowych

Poziom grup karbonylowych (-CO) w biatkach osocza oznaczano metoda
immunoenzymatyczng [212]. Metoda ta opiera si¢ na reakcji grup karbonylowych biatek
z 2,4-dinitrofenylohydrazyng (DNPH). W wyniku addycji powstaje 2,4-dinitrofenylohydrazon
(DNP-biatko), ktorego ilo$¢ mozna oznaczy¢ spektrofotometrycznie. Do oceny ilosci grup
karbonylowych w biatkach zwigzanych z DNPH (DNP-biatko) wykorzystywane sg I-rzgdowe
przeciwciata anty-DNP oraz Il-rzedowe przeciwciala skompleksowane z peroksydaza

chrzanowg (HRP). Krzywa wzorcowa przygotowywano z utlenionej i zredukowanej albuminy.

Przebieg oznaczenia
Plytke 96-dotkowa o powierzchni MaxiSorp™ optaszczano 100 pl badanego roztworu
biatek (10 pg biatka/ml), probek wzorcow i 10 mM roztworu PBS o pH 7,4 (kontrola). St¢zenie
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biatka w poszczeg6dlnych probkach okreslano przy uzyciu reakcji z kwasem bicynchoninowym
(BCA) — przebieg oznaczenia opisano w podrozdziale 9.5.2. Ptytki po inkubacji przez noc
w 4°C przemywano roztworem PBS. Nastepnie nanoszono do studzienek po 200 pl 0,0024%
(m/v) roztworu DNPH w 85% H2SOs (pH 6,2) i inkubowano ptytki 45 minut w temperaturze
pokojowej w ciemnosci. Przemywano studzienki 5-krotnie mieszaning PBS:etanol (1:1, v/v)
oraz 2-krotnie roztworem PBS. Ptytke blokowano przez 1,5 godziny w temperaturze pokojowej
dodajac po 260 pl 5% (m/v) roztworu mleka w PBS. Przemywano ptytke 3-krotnie 10 mM
roztworem PBS z dodatkiem 0,1% (v/v) Tween 20 (roztwér PBST) i nanoszono po 200 pl
I-rzedowych kroliczych przeciwcial anty-DNP o mianie 1:1 000 (inkubacja 1 godzing
W temperaturze pokojowej). Ponownie przemywano plytke roztworem PBST i dodawano
do studzienek po 200 ul IlI-rzgdowych anty-kroliczych przeciwcial skompleksowanych
Z peroksydazg chrzanowg o mianie 1:10 000 (inkubacja 1 godzing w temperaturze pokojowej),
nastgpnie przemywano roztworem PBST. Do studzienek nanoszono po 200 pl roztworu
substratu OPD (Sigma Fast™ OPD Tablet Sets) w celu wywotania barwy. Po inkubacji
w temperaturze pokojowej (~3 min.) zatrzymywano reakcje dodajac do studzienek po 100 pl
40% (v/v) kwasu siarkowego. Mierzono absorbancje przy dlugosci fali A = 490 nm
(SPECTROstar® Nano, BMG LABTECH GmbH). Réwnolegle poprzez zmieszanie w réznych
proporcjach (0 — 100%) utlenionej albuminy bydlgcej z catkowicie zredukowang
przygotowywano krzywag wzorcowa (zakres stezen: 0,42 — 4,2 nmol grup -CO/mg biatka).
Stezenie grup karbonylowych w utlenionej albuminie oznaczano metoda spektrofotometryczng

[213, 214]. Stezenie grup karbonylowych wyrazono w nmol/mg biatek osocza.

Przygotowanie wzorcow do krzywej kalibracyjnej

Redukcja albuminy wotowej (BSA)

Do roztworu BSA o stezeniu 5 mg/ml dodawano 0,01 g borowodorku sodu -
pozostawiano na 30 minut. Roztwor neutralizowano dodajac kroplami 2 M HCI,
az do uzyskania pH rownego 7,0. Otrzymany roztwor dializowano przez noc wzgledem 10 mM
roztworu PBS (pH 7,4), a nastgpnie mierzono absorbancje przy dtugosci fali A = 280 nm

(@atbumina = 0,65 (g/L) "t x cm™) i obliczano stezenie biatka.

Utlenianie albuminy wotowej (BSA)
Roztwor BSA o stezeniu 4 mg/ml inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C

z roztworem podchlorynu (HOCI; stezenie koncowe 5 mM). Spektrofotometrycznie oznaczano
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zawartos¢ grup karbonylowych w utlenionej albuminie — pomiar absorbancji przy dlugosci fali
przy A = 375 nm wzglegdem albuminy zredukowanej (molowy wspotczynnik absorpcji

£=22000 M1xcmt).

Probki zredukowanej oraz utlenionej albuminy wotowej (BSA) doprowadzano do st¢zenia

4 mg/ml, porcjowano i przechowywano w temperaturze -70°C.

9.5.4. Oznaczanie poziomu 3-nitrotyrozyny

Poziom 3-nitrotyrozyny (3-NT) w bialkach badanego osocza oznaczano
kompetycyjnym testem ELISA wykorzystujac dwa antygeny: wolny oraz zwiagzany na ptytce
polistyrenowej [215]. Znitrowanym fibrynogenem o stezeniu 1 pg/ml oplaszcza si¢ ptytki
Z powierzchnig MaxiSorp " (wysokie powinowactwo do czasteczek z podobng iloéciag domen
hydrofilowych  oraz  hydrofobowych).  Osocze  (wolny antygen)  preinkubuje
si¢ z przeciwcialami antynitrotyrozynowymi (anty-3-NT), a nast¢pnie nanosi na optaszczone
uprzednio studzienki. Wolny antygen wychwytuje okreslong ilo$¢ przeciwciat anty-3-NT,
dlatego tez mniej przeciwcial moze ulec wigzaniu do znitrowanego fibrynogenu, ktorym
optaszczano ptytke. W zwiazku z tym, w studzienkach z najwigksza zawartoscig 3-NT
W wolnym antygenie rejestruje si¢ najmniejszg wartos¢ absorbancji (A =490 nm), a w probach
kontrolnych najwieksza. Krzywa wzorcowa stanowila seria rozcienczen znitrowanego
fibrynogenu. Roztwodr fibrynogenu (2 mg/ml) poddano dzialaniu 1 mM roztworu
nadtlenoazotynu.  Stgzenie  3-NT ~w  znitrowanym  fibrynogenie  wyznaczano
spektrofotometrycznie poprzez pomiar absorbancji przy dhlugosci fali 430 nm, nast¢pnie

obliczano na podstawie molowego wspdtczynnika absorpcji € = 4 400 M x cm™ [216].

Przebieg oznaczenia

Studzienki mikroptytki MaxiSorp™ oplaszczano antygenem wzorcowym (roztworem
znitrowanego fibrynogenu ludzkiego; 100 pl) o stgzeniu 1 pg/ml oraz inkubowano
przez noc w temperaturze 4°C. Nastgpnego dnia przemywano studzienki 0,1 M buforem
Tris/HCI (pH 9,0) z dodatkiem 0,05% (v/v) Tween (bufor do ptukania) i blokowano plytke
100 pl 1% (m/v) mlekiem w buforze Tris/HCI (pH 9,0) przez 2 godziny w temperaturze 37°C.
Po tym czasie ponownie przemywano studzienki buforem do plukania. W miedzyczasie
przygotowywano mieszaning wolnego antygenu (badane osocze/wzorce) 1 przeciwciat

anty-3-NT (roztwor pierwszorzedowych kozich przeciwcial anty-3-nitrotyrozynowych
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0 mianie 1:40 000) (1:1), ktoéra inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
Po uptywie czasu inkubacji nanoszono 100 pl mieszaniny do studzienek i inkubowano ptytke
przez noc w temperaturze 4°C. Nastepnie przemywano studzienki buforem do ptukania
I nanoszono 100 pl roztworu biotynylowanych drugorzedowych przeciwciat (1 godzina
w temperaturze pokojowej; roztwor anty-kozich biotynylowanych immunoglobulin IgG
0 mianie 1:2 000). Ponownie przemywano studzienki buforem do ptukania i dodawano 100 ul
kompleksu streptawidyny z biotynylowang peroksydaza chrzanowg (1 godzina w temperaturze
pokojowej; roztwor streptawidyny skompleksowanej z biotynylowang peroksydaza chrzanowga
o mianie 1:10 000). Przed naniesieniem 100 pl roztworu substratu OPD (Sigma Fast™ OPD
Tablet Sets) przemywano plytke buforem do ptukania. Tak przygotowane ptytki inkubowano
przez 10 minut w temperaturze pokojowej, blokowano reakcje poprzez dodanie 50 pl 40% (v/v)
roztworu kwasu siarkowego i mierzono absorbancje przy dtugosci fali 490 nm (SPECTROstar®
Nano, BMG LABTECH GmbH). Rownolegle przygotowywano krzywa wzorcowa z roztworu
znitrowanego fibrynogenu (zakres stezen: 0,0018 — 2,0 pg/ml) stanowigcego wolny antygen.

Poziom 3-nitrotyrozyny wyrazono w nmol/mg biatek osocza.

9.5.5. Oznaczanie zawartosci koncowych produktow zaawansowanej glikacji

Glikacja (reakcjg Maillarda) nazywamy nieenzymatyczng reakcje¢ w wyniku, ktorej
dochodzi do powstania wigzania kowalencyjnego pomiedzy grupa karbonylowa
lub hemiacetalowa cukréw redukujacych, a wolng grupa aminowsa bialek, fosfolipidow
czy kwasow nukleinowych [217]. Produkty powstate w reakcji glikacji, nazywane koncowymi
produktami zaawansowanej glikacji (ang. AGE; Advanced Glycation End Products), wptywaja
szkodliwie na funkcje biatek, lipidow oraz DNA. Zawarto§¢ AGE w badanych probkach osocza
oceniano przy pomocy komercyjnego zestawu odczynnikéw Oxiselect” Advanced Glycation
End Product (AGE) Competitive ELISA Kit (Cell Biolabs; San Diego, Stany Zjednoczone).
Metoda ta polega na oplaszczeniu ptytki koniugatem AGE, nastepnie nanoszone sg probki
badane o nieznanej zawartosci AGE lub wzorce AGE-BSA. Po inkubacji dodawane
sa poliklonalne przeciwciata anty-AGE, a nastepnie sprzezone z HRP przeciwciata [I-rzedowe.
Zawartos¢ adduktow biatkowych AGE w badanych probkach jest okreslana na podstawie
krzywej wzorcowej AGE-BSA.

Przebieg oznaczenia

Optaszczong roztworem koniugatu AGE 96-dotkowa ptytke inkubowano przez noc
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W 4°C. Nastepnego dnia roztwor koniugatu AGE usuwano, a plytke ptukano dwukrotnie
roztworem PBS. Do wszystkich dotkow mikroptytki dodawano 200 pl buforu do rozcienczania
probek 1 blokowano przez 60 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie nanoszono po 50 ul
badanego osocza lub wzorca AGE-BSA. Sporzadzano krzywa wzorcowa dla AGE-BSA
w zakresie 0,39 - 100 pug/ml. Tak przygotowang ptytke¢ inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 10 minut na kotysce laboratoryjnej (WAVETEC, INFORS HT). Kolejno dodawano
po 50 ul rozcienczonych przeciwciat I-rzgdowych anty-AGE 1 inkubowano przez 1 godzing
W temperaturze pokojowej. Po inkubacji, trzykrotnie ptukano ptytke buforem do ptukania
oraz nanoszono po 100 pl rozcienczonych przeciwciat Il-rzedowych sprz¢zonych
z peroksydaza chrzanowa, z ktorymi inkubowano ptytke przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej. Nastepnie plukano ptytke buforem i dodawano po 100 pl roztworu substratu
obserwujac pojawienie si¢ barwy. Plytke z substratem inkubowano na kotysce laboratoryjne;j
przez 8 minut w temperaturze pokojowej. Reakcj¢ enzymatyczng zatrzymywano poprzez
dodanie 100 pl roztworu do blokowania reakcji. Mierzono absorbancje przy 450 nm
(SPECTROstar® Nano BMG LABTECH GmbH), a stezenie AGE [ug/ml] w badanych

probkach osocza obliczano na podstawie otrzymanej krzywej wzorcowe;.
9.5.6. Oznaczanie poziomu peroksydacji lipidow

Stopien peroksydacji lipidow osocza okreslano poprzez ilos¢ substancji reagujacych
z kwasem tiobarbiturowym (ang. TBARS; Thiobarbituric Acid Reactive Substances) [211].
Peroksydacja lipidow to wolnorodnikowy proces utleniania przede wszystkim nienasyconych
kwasow ttuszczowych, podczas ktorego powstaja nadtlenki tych zwigzkoéw, a nastgpnie
aldehydy. Jednym z produktow tego procesu jest dialdehyd malonowy (ang. MDA;
malondialdehyde), ktéry reaguje z kwasem tiobarbiturowym (ang. TBA; thiobarbituric acid).
Na skutek kondensacji 1 czasteczki MDA z 2 czasteczkami TBA powstaje barwny produkt

oznaczany spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 535 nm.

Przebieg oznaczenia

Do 200 pl badanego osocza dodawano 200 pl 15% (m/v) roztworu kwasu
trichlorooctowego (ang. TCA; trichloroacetic acid) w 0,25 M HCI. Inkubowano probki
30 minut w fazni lodowej. Nastgpnie wirowano przez 15 minut przy 9 000 x g w temperaturze
20°C. Zbierano klarowny supernatant (200 pl) do czystych proboéwek 1 dodawano 200 pl
0,37% (m/v) roztworu TBA w 0,25 M HCI. Probki inkubowano w bloku grzejnym
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przez 10 minut w temperaturze 100°C. Po wystudzeniu zbierano po 155 ul klarowne;j
mieszaniny i nanoszono do studzienek na ptytce mikrotitracyjnej. Mierzono absorbancje
przy dugosci fali 535 nm (SPECTROstar® Nano, BMG LABTECH GmbH). Probe
odczynnikowg stanowito: 0,2 m1 0,9% NacCl, 0,2 ml odczynnika TCA i 0,2 ml odczynnika TBA.
Zawarto$¢ substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) [nmol/ml]
wyznaczano z molowego wspdlczynnika absorpcji dla MDA & =156 000 M x cm™,

9.5.7. Oznaczanie calkowitego potencjalu antyoksydacyjnego

Calkowity potencjat antyoksydacyjny (CPA) badanego osocza oceniano na podstawie
metody opracowanej przez Erel’a i wsp. [196, 197]. W podrozdziale 9.2.4. szczegbétowo

opisano zasad¢ zastosowanej metody.

Przebieg oznaczenia

Do 200 pl 0,4 M buforu octanowego (pH 5,8) dodawano po 5 pl badanego osocza.
Mierzono absorbancje w czytniku ptytek przy 415 nm (Ag) (SPECTROstar® Nano, BMG
LABTECH GmbH). Nastepnie dodawano do kazdej studzienki na ptytce 96-dotkowej po 20 ul
10 mM roztworu kationorodnika ABTS™ w 30 mM buforze octanowym (pH 3,6). Rownolegle
przygotowywano probe kontrolng (blank; spontaniczna redukcja kationorodnika) zawierajaca
205 pl 0,4 M buforu octanowego (pH 5,8) z 20 ul roztworu kationorodnika ABTS'™.
Inkubowano ptytke przez 5 minut w temperaturze pokojowej, nastgpnie mierzono absorbancje
przy 415 nm (Ai). Sporzadzano krzywa wzorcowg dla Troloxu (zakres stgzen:
0,008 — 1,0 umol/ml). Catkowity potencjal antyoksydacyjny (CPA) osocza wyrazony
W jednoelektronowych réwnowaznikach Troloxu obliczano na podstawie rdznic absorbancji
A1 — Ao (po uprzednim odjeciu: A1 BLank — Ao BLANK), Krzywej wzorcowej oraz poprzez

pomnozenie uzyskanego wyniku 2 razy (1 czasteczka Troloxu reaguje z 2 wolnymi rodnikami).

9.5.8. Oznaczanie aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej

Aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (ang. SOD; superoxide dismutase) w badanym
0soczu oznaczano za pomocg komercyjnego zestawu odczynnikéw SOD Determination Kit
(Sigma-Aldrich; St. Louis, Stany Zjednoczone). SOD jest jednym z najwazniejszych enzymow
antyoksydacyjnych - katalizuje reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego (O2")

do nadtlenku wodoru i tlenu czasteczkowego. Analize aktywnosci SOD przeprowadza
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si¢ przy uzyciu rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (so6l sodowa (2-(4-jodofenylo)-3-(4-
nitrofenylo)-5-(2,4-sulfofenylo)-2-tetrazolu; WST-1), ktora wytwarza po redukcji O2" barwny
formazan. Aktywno$¢ SOD hamowana jest przez oksydaze ksantynowa (XO). Natomiast
aktywno$¢ XO jest liniowo zwigzana z szybkos$cig redukcji anionorodnika ponadtlenkowego.

Aktywno$¢ SOD oznaczano poprzez pomiar absorbancji przy dlugosci fali 440 nm.

Tabela 9. Schemat przygotowania poszczegolnych prob

Proba badana  Blank 1 Blank 2 Blank 3 |
Osocze 20 pl 20 pul
Woda 20 ul 20 pl
Roztwor roboczy WST 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
Roztwor roboczy enzymu 20 ul 20 ul
Bufor do rozcienczania 20 ul 20 ul

Przebieg oznaczenia

Do studzienek ptytki 96-dotkowej z proba badang oraz probg Slepa nr 2 (blank 2)
nanoszono po 20 pl badanego osocza. Do dotkéw zawierajacych probe slepa nr 1 (blank 1)
oraz nr 3 (blank 3) nanoszono po 20 pl wody dejonizowanej. Nastepnie dodawano 200 pl
roboczego roztworu WST (WST Working Solution) do wszystkich dotkdw i mieszano zawarto$¢
ptytki. Do prob badanych 1 proby $lepej nr 1 nanoszono po 20 pl roboczego roztworu enzymu
(Enzyme Working Solution). Nastepnie nanoszono do proby slepej nr 2 i 3 po 20 pl buforu
do rozcienczania (Dilution Buffer). Schemat przygotowania poszczegdlnych prob opisuje
Tabela 9. Tak przygotowang ptytke inkubowano przez 20 minut w 37°C, nastgpnie mierzono
absorbancje w czytniku przy dtugosci fali 450 nm (SPECTROstar® Nano BMG LABTECH
GmbH). Aktywnos$¢ SOD (wspotczynnik zahamowania [%]) obliczano wedlug wzoru:

A — A — (Aprg — A
Aktywnoéc’ SOD = {[( blank 1 blank 3) ( préba badana blank 2)]} +100

(Ablank 1 Ablank 3)

9.5.9. Oznaczanie aktywnosci transferazy glutationowej

Aktywnos¢ transferazy glutationowej (ang. GST; glutathione S-transferase) w osoczu
oceniano wedlug metody Habig i wsp. [218], opierajacej si¢ na reakcji z 1-chloro-2,4-
dinitrobenzenem (ang. CDNB; 1-chloro-2,4-dinitrobenzene). Transferaza glutationowa
katalizuje reakcje pomiedzy zredukowanym glutationem (ang. GSH; L-glutathione reduced),
a CDNB (substratem). Miarg aktywnosci GST jest szybko$¢ powstawania barwnego koniugatu
(2,4-dinitrofenylo-S-glutationu). Powstaly produkt oznacza si¢ spektrofotometrycznie
przy dtugosci fali 340 nm.
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Przebieg oznaczenia

Do studzienek na ptytce mikrotitracyjnej nanoszono 170 pl 0,1 M buforu
fosforanowego (pH 6,5), 10 ul 20 mM roztworu GSH i 10 ul 20 mM roztworu CDNB. Dodajac
po 10 ul badanego osocza zainicjowano reakcje. Przyrost absorbancji mierzono przy dlugosci
fali 340 nm (SPECTROstar® Nano BMG LABTECH GmbH) co minute w ciggu 5 minut
(25°C). Réwnolegle przeprowadzono pomiar dla proby kontrolnej, ktéra zawierata 10 pl buforu
fosforanowego zamiast osocza. Aktywno$¢ GST przedstawiono w jednostce [mU/ml]
okreslajacej ilo$¢ enzymu potrzebng do powstania 1 pmola barwnego produktu w ciggu
1 minuty w 25°C przy pH 6,5. Warto$¢ milimolowego wspodtczynnika absorpcji powstajacego
2,4-dinitrofenylo-S-glutationu wynosi 9,6 mM™ x cm™ (A = 340 nm).

9.5.10. Oznaczanie zewnatrzkomorkowej aktywnos$ci dehydrogenazy mleczanowej

metoda Wroblewskiego i La Due

Zewnatrzkomorkowa aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej (ang. LDH; lactate
dehydrogenase) w badanych probkach osocza oznaczano metodg Wroblewskiego i La Due
[219]. Wzmozona aktywno$s¢ LDH (enzymu cytozolowego) w osoczu $wiadczy
o uszkodzeniu blony plazmatycznej. W  warunkach fizjologicznych  enzym
ten nie jest uwalniany do srodowiska. LDH katalizuje odwracalng reakcje redukcji pirogronianu
do mleczanu z jednoczesnym utlenieniem NADH (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide;
dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy) do NAD*. Réwnowaga reakcji przy pH 7,0 przesuwa
si¢. w kierunku powstawania mleczanu, natomiast przy pH 10,0 w stron¢ tworzenia
pirogronianu. NADH i NAD" wykazuja pasmo absorpcyjne przy dhugosci fali A = 260 nm
(zalezne od obecnosci pierscienia pirymidynowego 1 purynowego). NADH (postaé
zredukowana) posiada dodatkowe pasmo absorpcyjne przy dlugosci fali A = 340 nm bedace
wynikiem powstania uktadu dihydropirydyny w czasteczce amidu kwasu nikotynowego.
Zmniejszanie si¢ wartosci absorbancji przy A = 340 nm w jednostce czasu jest miarg szybkosci
reakcji tworzenia si¢ mleczanu i NAD™ (posta¢ utleniona), ktora w okre$lonych warunkach
jest proporcjonalna do stezenia enzymu w probie badanej. Aktywno$s¢ LDH przedstawiono
W jednostce migdzynarodowej [U], ktora okresla ilo$¢ enzymu przeksztalcajaca 1 pmol
substratu/minuta/1 000 ml. Warto$¢ milimolowego wspotczynnika absorpcji dla NADH wynosi
6,22 mM™* x cm™ przy A = 340 nm.
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Przebieg oznaczenia

Na plytke 96-dotkowa nanoszono po 270 ul 0,1 M buforu fosforanowego (pH 7,4)
nastgpnie dodawano 10 pl badanego osocza oraz 10 pl 0,25% (m/v) roztworu NADH w 0,1 M
buforze fosforanowym (pH 7.,4). Inkubowano ptytke w temperaturze pokojowej przez 20 minut.
Kolejno dodawano po 10 pl 0,25% (m/v) roztworu pirogronianu (substratu) w 0,1 M buforze
fosforanowym (pH 7,4) i natychmiast rozpoczynano pomiar absorbancji przy dlugosci fali
340 nm (SPECTROstar® Nano, BMG LABTECH GmbH). Odczyt powtarzano co minute

W ciggu 8 minut.

9.6. Analiza statystyczna

Uzyskane dane w gléwnej mierze przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej
+ odchylenie standardowe (ang. SD; Standard Deviation), wyjatek stanowily eksperymenty
przeprowadzone na osoczu pacjentdow z AML, gdzie otrzymane wyniki wyrazono jako $rednig
arytmetyczng + blad standardowy s$redniej (ang. SEM; Standard Error of the Mean)
oraz oznaczenia biologicznej aktywnosci ptytek krwi metoda cytometrii przeptywowe;j, ktorych
wyniki przedstawiono w postaci mediany =+ rozstep ¢wiartkowy Qz-Q1 (,,pudetko”), wartosé
minimalna i maksymalna (,,wasy”). Kazde doswiadczenie przeprowadzono w minimum trzech
niezaleznych eksperymentach — dokladng liczbe¢ ,n” dla analizowanego parametru
zamieszczono w legendach rycin i tabel. Program Microsoft Excel 2010 (Microsoft
Corporation, Stany Zjednoczone) postuzyl we wstepnym opracowaniu danych: obliczenie
srednich arytmetycznych, median, warto$ci SD 1 SEM.

Analize statystyczng otrzymanych wynikéw przeprowadzono przy uzyciu programu
Statistica v.13.1 (StatSoft Inc, Stany Zjednoczone) [220, 221]. Kazdorazowo analizg
rozpoczynano od sprawdzenia normalnosci rozktadu zmiennych testem Shapiro-Wilk’a.
Gdy rozktad nie wykazywat cech normalnego wykonywano nieparametryczny test ANOVA
rang Kruskala-Wallis’a z post-hoc: test Dunna. W sytuacji, gdy dane wykazywaly normalnos¢
rozktadu weryfikowano jednorodnos$¢ wariancji poprzez zastosowanie testu Levene’a.
Na podstawie wyniku testu Levene’a otrzymane dane analizowano testem: ANOVA
jednoczynnikowa z post-hoc: test Tukey’a (gdy p>0,05 w tescie Levene’a) lub ANOVA rang
Kruskal’a-Wallis’a z post-hoc: test Dunna (gdy p<0,05 w tescie Levene’a). Warto$¢ p<0,05
przyjeto jako poziom istotny statystycznie. Przy pomocy testu Grubbs’a zidentyfikowano
wyniki odstajace obarczone btedem grubym, ktére usunigto przed analizg statystyczna.

Zamieszczone W pracy wykresy przygotowano w programie GraphPad Prism 5.0 Software.
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10. Wyniki

10.1. Charakterystyka supernatantow otrzymanych z przechowywanych i §wiezych

KKCz
10.1.1. Wybrane iloSciowe parametry oceny supernatantow

Zrealizowanie postawionego celu badawczego rozpoczeto od scharakteryzowania,
wykorzystanych nastgpnie w badaniach, supernatantow uzyskanych z komercyjnych
koncentratow krwinek czerwonych w 1. oraz 42. dniu przechowywania. W tym celu oceniono
poziom wybranych parametrow, tj. stezenie hemoglobiny, hemu oraz zelaza (Fe?*, Fe®"),
oznaczenie calkowitego potencjatu antyoksydacyjnego i wielko$ci populacji mikroczastek

erytrocytarnych w supernatantach. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 10.

Tabela 10. Charakterystyka supernatantow z KKCz wykorzystanych w badaniach

. Supernatant z Supernatant z
Parametr Dzien . niefiltrowanego filtrowanego
przechowywania "\ (sNLR) KKCz (SLR)
Stezenie hemoglobiny [g/dI] 1 0,046 £ 0,011 0,058 £0,013
42 0,172+ 0,018 ® 0,104 + 0,012 A D)
Stezenie hemu [uM] 1 25,83+ 4,10 41,06 + 5,54 ©
42 414,15 + 18,06 ® 239,98 £ 9,99 &.D)
Stezenie zelaza [ug/dl] 1 7,16 1,14 9,79+ 1,08 ©
42 617,87 42,78 ® 241,76 + 20,27 ® D)
CPA [mM ekwiwalentéw Troloxu] 1 3,12+0,48 3,78 £ 0,45
42 1,22+0,21 ® 1,66 +0,22®©)
Populacja mikroczastek 1 7,40 2,13 9,82 +2,38
erytrocytarnych [%] 42 87,12+ 12,61® 69,28 + 9,84 ®.0)

Dane zawarte w tabeli przedstawiajg warto$ci srednie = SD. (A) p<0,01; (B) p<0,001 wartosci istotne statystycznie
w poréwnaniu z 1. dniem przechowywania (SNLR1 vs sNLR42 i sLR1 vs sLR42); (C) p<0,05; (D) p<0,001
wartosci istotne statystycznie w tym samym dniu przechowywania w obrebie roznych typow KKCz (sNLRI
vs SLR1 i SNLR42 vs sSLR42); n = 5.

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano istotny statystycznie wzrost stezenia
hemoglobiny, hemu oraz Zelaza w badanych typach supernatantow wraz z wydtuzaniem czasu
przechowywania KKCz. Zaobserwowano réwniez, iz w 1. dniu przechowywania warto$ci
oznaczanych parametréw byty wyzsze w supernatantach pochodzacych z filtrowanych KKCz
(sLR1) w poréwnaniu do supernatantow z jednostek niepoddanych leukoredukcji (sSNLR1).

Natomiast w ostatnim dniu przechowywania poziom wyzej wspomnianych parametrow
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byt nizszy o okoto 40-60% w supernatantach z filtrowanych KKCz (sLR42) w stosunku
do supernatantéw otrzymanych z niefiltrowanych jednostek (SNLR42) (Tabela 10).

Supernatant z niefiltrowanego KKCz (sNLR) Supernatant z filtrowanego KXCz (sLR)
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Rycina 15. Przyktadowe reprezentatywne wykresy dot plot (punktowe; parametr FSC versus SSC) oraz histogramy
cytometryczne przedstawiajace populacje mikroczastek erytrocytarnych (bramka P2 oznaczona strzatka) w
supernatancie otrzymanym z niefiltrowanej oraz poddanej leukoredukcji jednostki KKCz w 1. oraz 42. dniu
przechowywania. Bramka P1 - kulki kalibracyjne o $rednicy 2,0 pm.

W sNLR42 oraz sLR42 zaobserwowano ok. 4-krotny (p<0,001) i 2-krotny (p<0,01)
wzrost stezenia hemoglobiny w porownaniu z dniem 1. W czasie przechowywania stezenie
hemu wzrosto 16-krotnie (p<0,001) w sNLR oraz 6-krotnie (p<0,001) w sLR, za$ stezenie
zelaza wzrosto az 85-krotnie (p<0,001) w sNLR i 25-krotnie (p<0,001) w sLR. Poziom wolnej
hemoglobiny i stezenie hemu w sLR42 bylo o okoto 40% nizsze (p<0,001) niz w sNLR42,
z kolei stezenie zelaza na poziomie az 60% nizszym (p<0,001). W sLR na poczatku
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przechowywania w porownaniu do sSNLR wykazano znamienny statystycznie (p<0,05) wzrost
stezenia hemu (o ok. 59%) i zelaza (o ok. 37%) (Tabela 10).

Wraz z wydluzaniem czasu przechowywania w badanych supernatantach nastapit ponad
2-krotny (p<0,001) spadek catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego (CPA). Stwierdzono
istotnie statystycznie (p<0,05) wyzszg wartos¢ CPA w sLR42 w poréwnaniu sNLR42 (Tabela
10).

Na podstawie przeprowadzonego znakowania przeciwcialami anty-CD235a/PE
stwierdzono znaczace zwigkszenie (p<0,001) populacji mikroczgstek erytrocytarnych (EMPs)
w badanych supernatantach w 42. dniu przechowywania, zaréwno w sNLR42 (ok. 11-krotne)
jak i sLR42 (ok. 7-krotne) (Tabela 10, Rycina 15). Nie zaobserwowano istotnych statystycznie
zmian w wielkosci populacji EMPs w sNLR1 w stosunku do sLR1. Zauwazono natomiast,
ze populacja EMPs w sLR42 jest mniejsza (o ok. 20%; p<0,05) w poréwnaniu z SNLR42
(Tabela 10).

10.1.2. Uwalnianie mikroczastek erytrocytarnych

Obrazowanie wyznakowanych barwnikiem fluorescencyjnym (Neuro-DiO, Biotium,
Inc.) bton komodrek pochodzacych z komercyjnych ubogoleukocytarnych KKCz
przeprowadzone przy pomocy fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego umozliwito
wizualizacj¢ procesu uwalniana EMPS oraz obserwacje¢ zmian morfologicznych krwinek
czerwonych wynikajacych z przechowywania w warunkach ex vivo (Rycina 16).

Na przedstawionych zdjeciach z mikroskopu kontrastowo-fazowego (Rycina 16C i D)
wyraznie wida¢, iz w trakcie przechowywania znaczaco zwieksza si¢ ilos¢ krwinek czerwonych
o morfologii zblizonej do sferoechinocytow (charakterystyczne wypustki na powierzchni
komorek — przeksztatcenie nieodwracalne), za§ zmniejsza liczba komorek o morfologii
dyskocytu (ksztalt prawidlowy). Fotografie otrzymane przy wykorzystaniu metody
fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej potwierdzily zaobserwowane pod mikroskopem
Swietlnym zmiany morfologiczne krwinek czerwonych zachodzace w KKCz oraz umozliwity

zobrazowanie procesu uwalniania EMP (Rycina 16A i B).
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Rycina 16. Reprezentatywne zdjecia obrazujace: proces uwalniania EMP przez krwinke czerwong (A) oraz zmiany
morfologiczne erytrocytow (B) w UKKCz wykonane przy pomocy fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego
z wykorzystaniem barwnika Neuro-DiO (Biotium, Inc.). Przed obrazowaniem komoérki nie byly utrwalane.
Dodatkowo zamieszczono obrazy UKKCz z mikroskopu kontrastowo-fazowego o odwrdconej optyce (Axio
Observer.D1, Carl Zeiss; powigkszenie 600x) (C — dzien 1; D — dzien 42).

10.1.3. Rozdzial elektroforetyczny bialek

Na podstawie otrzymanych elektroferograméw wykazano obecnos¢ biatka o masie
czasteczkowej ok. 15 kDa uwalnianego do supernatantu w trakcie przechowywania krwinek
czerwonych (Rycina 17), ktore (zgodnie z danymi literaturowymi) odpowiada masie fancuchéw
polipeptydowych (globin) wchodzacych w sktad Hb [131]. Pasmo to jest charakterystyczne
dla obu typoéw supernatantéw i §wiadczy o znaczacym uwalnianiu Hb przez komorki w trakcie
przechowywania w warunkach ex vivo. Supernatanty pochodzace z niefiltrowanych jednostek
KKCz, niezaleznie od dnia otrzymania, charakteryzowaly si¢ wigksza iloScig bialka,
szczegblnie w pasmie o masie ok. 66 kDa (pasmo odpowiadajace masie albuminy [131]).
W obu typach supernatantow niezaleznie od dnia otrzymania zaobserwowano rowniez pasmo
biatkowe o masie czgsteczkowej ok. 25 kDa, ktére moze pochodzi¢ od peroksyredoksyny-2
[222] lub lateksyny [131]).
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Rycina 17. Obraz elektroforetyczny biatek obecnych w supernatantach KKCz w 1. oraz 42. dniu przechowywania.
Kolorem czerwonym zaznaczono pasmo odpowiadajace tancuchowi Hb (~15 kDa), ktére zaobserwowano
W ostatnim dniu przechowywania w obu typach supernatantow. Zamieszczony elektroferogram przedstawia
reprezentatywny rozdziat elektroforetyczny otrzymany w jednym z kilkunastu wykonanych niezaleznych

doswiadczeniach.

10.1.4. Detekcja grup karbonylowych

W biatkach obecnych w supernatantach pochodzacych z KKCz dokonano detekcji grup
karbonylowych (marker stresu oksydacyjnego) technika Western blot (Rycina 18).
W supernatantach modyfikacjom oksydacyjnym ulega w gtdéwnej mierze biatko o masie
czasteczkowej ~66 kDa, odpowiadajace albuminie, ktora pochodzi z resztkowych ilosci osocza
obecnych w KKCz. W sNLR utlenieniu ulegaja roéwniez biatka o masach czasteczkowych
ok. 25 kDa (niezaleznie od dnia otrzymania) i 15 kDa (tylko w supernatantach z 42. dnia).
W LR nie wykryto obecnosci grup karbonylowych w innych bialkach niz o masie

czqsteczkowej ok. 66 kDa.
2 3 4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Rycina 18. Detekcja grup karbonylowych technikg Western blot w biatkach supernatantow KKCz. (A) Membrang
nietrwale wybarwiono w 0,1% roztworze czerwieni Ponceau w 5% kwasie octowym (B) Zamieszczona rycina
przedstawia reprezentatywny obraz otrzymany w jednym z kilku wykonanych niezaleznych do$wiadczeniach.
(1-4) supernatant filtrowanych KKCz (1, 3 — dzien 1; 2, 4 — dzien 42); (6-9) supernatant niefiltrowanych KKCz
(6, 8 —dzien 1; 7,9 — dzien 42); (5, 10) wzorzec Precision Plus Protein™ Standards (Bio-Rad).
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10.2. Ocena parametrow czynnosciowych plytek krwi po uprzedniej inkubacji

z supernatantami KKCz

10.2.1. Adhezja plytek krwi

Adhezja ptytek krwi do bialek adhezyjnych obecnych w podsrodblonkowej tkance
tacznej jest pierwszym etapem wieloetapowego procesu hemostazy pierwotnej i aktywacji
ptytek krwi. Pierwszym etapem oceny parametrow czynnos$ciowych ptytek krwi po inkubacji
Z supernatantami bylo badanie zdolnos$ci adhezyjnych niestymulowanych oraz aktywowanych
trombing ptytek krwi statyczng metodg spektrofotometryczng. Oceniano przyleganie
wyizolowanych z krwi, zawieszonych w buforze Tyroda, ptytek krwi do fibrynogenu i kolagenu
typu | .Wyniki przedstawione na Rycinie 19A wskazuja na zwigkszong adhezj¢ do fibrynogenu
spoczynkowych ptytek krwi po inkubacji z supernatantem pochodzacym zaréwno
z niefiltrowanych, jak i filtrowanych jednostek KKCz otrzymanych w 1. dniu przechowywania
(odpowiednio o ok. 33% i 0 41%; p<0,05) w stosunku do nietraktowanych ptytek krwi
(kontrola). Zaobserwowano, ze filtraty uzyskane z supernatantow otrzymanych w 1. dniu
przechowywania znaczaco zwigkszaly adhezje plytek krwi do fibrynogenu w poréwnaniu
do supernatantow, z ktorych zostaty otrzymane (filtrat z sSNLR1 o ok. 60% (p<0,001), az sLR1
0 42% (p<0,05)). Supernatanty KKCz po 42. dniach przechowywania, ani filtrat otrzymany
z SLR42, nie wptywaly na adhezj¢ ptytek spoczynkowych do fibrynogenu (Rycina 19A).
Po pobudzeniu ptytek krwi fizjologicznym agonista (trombina; stezenie koncowe 0,1 U/ml)
zaobserwowano okoto 30%. wzrost (p<0,05) zdolnosci adhezyjnych plytek, ktore
byty traktowane filtratami uzyskanymi z SNLR1 i sSNLR42 w pordéwnaniu do kontroli (ptytki
nietraktowane badanymi supernatantami stymulowane trombing; Rycina 19B).

Adhezja pre-inkubowanych z supernatantami KKCz i ich filtratami spoczynkowych
ptytek krwi do kolagenu nie ulegly zmianie w poréwnaniu do kontroli (ptytki nietraktowane
badanymi supernatantami; Rycina 20A). Po pobudzeniu trombing wykazano zwigkszone
wiasciwosci adhezyjne plytek uprzednio potraktowanych supernatantem sNLR1 (o ok. 58%)
i jego filtratem (ok. 2,8-krotnie; p<0,001), SNLR42 (o ok. 38%) i jego filtratem (0 ok. 85%;
p<0,01) i filtratem otrzymanym z sLR1 (ok. 2,2-krotnie; p<0,01) w stosunku do kontroli (ptytki
nietraktowane badanymi supernatantami stymulowane trombing; Rycina 20B). Podsumowujac,
filtraty uzyskane 2z supernatantow pochodzacych z jednostek KKCz niepoddanych
leukoredukcji znaczgco zwickszaty adhezje plytek krwi w poréwnaniu do supernatantow,

Z ktérych zostaly otrzymane. Wyniki te sugeruja, iz za zwigkszong reaktywnos¢ ptytek krwi
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po inkubacji z supernatantami, a nast¢pnie stymulacji fizjologicznym agonista, moga
w glowniej mierze odpowiada¢ czasteczki o wielkosci ponizej 10 kDa obecne

w supernatantach.

spoczynkowe " .
plytki krwi plytki krwi

A aems filtrat<10kDa B stymulowane trombing

300+ 200 === fitrat<i0kDa

H £ 150

% 200- £
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Rycina 19. Adhezja ptytek krwi, pre-inkubowanych (37°C, 15 min.) z supernatantami lub ich filtratami,
zawierajagcymi czasteczki o masie ponizej 10 kDa, (A: spoczynkowych oraz B: stymulowanych trombing
w stezeniu koncowym 0,1 U/ml) do fibrynogenu (0,1 mg/ml). Dane na wykresach przedstawiaja wartosci srednich
arytmetycznych + SD. Wyniki przeliczono w stosunku do kontroli (plytki krwi nietraktowane), ktorych stopien
adhezji przyjeto za 100%. */# p<0,05; ** p<0,01; ### p<0,001; n = 34 (ptytki krwi wyizolowano od 10 réznych
dawcow).
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Rycina 20. Adhezja ptytek krwi, pre-inkubowanych (37°C, 15 min.) z supernatantami lub ich filtratami
(A: spoczynkowych oraz B: stymulowanych trombing w stezeniu koncowym 0,1 U/ml) do kolagenu (0,02 mg/ml).
Dane na wykresach przedstawiaja wartosci $rednich arytmetycznych = SD. Wyniki przeliczono w stosunku
do kontroli (ptytki krwi nietraktowane), ktorych poziom adhezji przyjeto za 100%. # p<0,05; **/## p<0,01;
*** n<0,001; n = 34 (ptytki krwi wyizolowano od 10 réznych dawcow).

10.2.2. Agregacja plytek krwi

W celu sprawdzenia czy substancje gromadzace si¢ w supernatantach podczas
przechowywania KKCz ex vivo wplywaja na tworzenie agregatow ptytkowych
przeprowadzono pomiar agregacji ptytek krwi metodg turbidymetryczng w osoczu
bogatoptytkowym uprzednio inkubowanym z supernatantami lub ich filtratami, a nastepnie
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stymulowanych fizjologicznym agonistg, kolagenem w stezeniu koncowym 2 pg/ml. WyniKi
przedstawione na Rycinie 21A pokazuja, ze SNLR1 (o 15%), a takze jego filtrat (o 18%)
oraz filtrat SNLR42 (o 16%) istotnie (p<0,05) zwigkszaty stopien agregacji ptytek krwi
w poréwnaniu do kontroli. Agregacja ptytek kontrolnych po aktywacji kolagenem osiggata
wartos$¢ okoto 82%. Nie wykazano znamiennych statystycznie roznic pomi¢dzy kontrolg (PRP)
a kontrolg z dodatkiem ptynu wzbogacajacego SAGM (PRP uprzednio inkubowane z 50 pl
ptynu SAGM — dane niezamieszczone).
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Rycina 21. Agregacja ptytek krwi w osoczu bogatoptytkowym uprzednio inkubowanym (37°C, 15 min.)
z supernatantami lub ich filtratami indukowana fizjologicznym agonistg - kolagenem (2 pg/ml) (A) Dane
przedstawiaja wartosci Srednie = SD (% kontroli), gdzie za 100% przyj¢to stopien agregacji komorek kontrolnych
(nietraktowanych). * p<0,05; n= 53 (17 r6znych dawcow). (B) Przyktadowe reprezentatywne wykresy przebiegu
procesu agregacji ptytek krwi zarejestrowane w agregometrze optycznym Chrono-Log® 490.
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10.2.3. Biologiczna aktywno$¢ plytek krwi

W nastepnej kolejnosci oceniono zmiany poziomu aktywacji i reaktywnosci ptytek krwi
(odpowiedz na dziatanie fizjologicznych agonistow: 20 pg/ml kolagenu i 20 uM ADP)

w warunkach bardziej zblizonych do fizjologicznych - metodg cytometrii przeptywowe;j

W pelnej krwi wcezesniej poddanej dziataniu supernatantow KKCz.
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Rycina 22. Analiza cytometryczna odsetka
mikroptytek [%] w puli plytek krwi spoczynkowych
(A), stymulowanych kolagenem (20 pg/ml; B)
oraz ADP (20 uM; C). Krew pelng uprzednio
inkubowano z supernatantami (37°C, 15 min.). Nie
wykazano znamiennych statystycznie réznic (p>0,05)
pomigdzy kontrola (krew pelna) a kontrolg z SAGM.
Wyniki przedstawiono w postaci mediany =+ rozstep
¢wiartkowy Q3-Q1 (,,pudetko”), warto§¢ minimalna
i maksymalna (,wasy”). * p<0,05; ** p<0,01;
**% p<0,001; n = 44 (10 r6znych dawcow krwi).
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Rycina 23. Analiza cytometryczna odsetka agregatow
plytkowych [%] w puli ptytek krwi spoczynkowych
(A), stymulowanych kolagenem (20 pg/ml; B)
oraz ADP (20 puM; C). Krew pelna uprzednio
inkubowano z supernatantami (37°C, 15 min.). Nie
wykazano znamiennych statystycznie réznic (p>0,05)
pomig¢dzy kontrola (krew pelna) a kontrolag z SAGM.
Wyniki przedstawiono w postaci mediany + rozstep
¢wiartkowy Qs-Q1 (,,pudetko”), warto$§¢ minimalna
i maksymalna (,,wasy”). *# p<0,05; ** p<0,01;
**% p<0,001; n = 44 (10 r6znych dawcow krwi).
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Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow wykazano ponad 2-krotne
zwigkszenie (p<0,001) populacji mikroptytek w krwi pelnej uprzednio inkubowanej
z supernatantami niefiltrowanych KKCz (2,2-krotne dla SNLR1 oraz 2,5-krotne dla SNLR42),
w poroéwnaniu z kontrolg (Rycina 22A). Natomiast w probkach krwi traktowanych
supernatantami filtrowanych KKCz (sLR) zaobserwowano okoto 2-krotnie (p<0,01) wyzsza
liczbe mikroptytek, niezaleznie od dnia przechowywania sktadnika krwi. Wzrost populacji
agregatow plytkowych zaobserwowano w krwi petnej traktowanej supernatantami z 42. dnia
(p<0,001), odpowiednio 2,4-krotny dla SNLR42 oraz 2,2-krotny dla sLR42, w poréwnaniu
do kontroli (Rycina 23A). Istotnie statystycznie zwigkszyta si¢ rowniez ilo$¢ agregatow
po inkubacji z SNLR1 (p<0,01).

W spoczynkowych ptytkach krwi traktowanych supernatantami KKCz stwierdzono
okoto 3-krotny (p<0,001) wzrost aktywnej formy receptora GP IIb/Illa na powierzchni ptytek
krwi w stosunku do ptytek kontrolnych (Rycina 25A). Najwyzszy poziom tego markera
aktywacji plytek zaobserwowano po inkubacji krwi petnej z sSNLR42 (ok. 3,7-krotny wzrost
(p<0,001) w porownaniu do kontroli oraz 0 ok. 40% wzrost (p<0,01) w poréwnaniu do sNLR1).
Dodatkowo, sNLR42 zwigkszat ok. 2,6-krotnie (p<0,001) ekspresje powierzchniowe;
selektyny P w stosunku do ptytek kontrolnych (nietraktowanych) (Rycina 24A).

Metoda cytometrii przeptywowej oceniono roéwniez odpowiedz ptytek krwi na dziatanie
fizjologicznych agonistow (kolagen, ADP) po uprzedniej inkubacji krwi pelnej
Z supernatantami. Po aktywacji kolagenem zaobserwowano wzrost populacji mikroptytek
o ok. 35% (p<0,05) w probkach traktowanych sNLR42 i sSLR42 oraz sNLR1 w poréwnaniu
do ptytek kontrolnych (Rycina 22B). Istotny statystycznie wzrost odsetka agregatow
ptytkowych (p<0,05) wykazano po inkubacji krwi z sLR42 w stosunku do proby kontrolnej
(nietraktowanej) (Rycina 23B). Ilos¢ agregatow ptytkowych oznaczona po inkubacji z SNLR42
byla znamiennie mniejsza w poréwnaniu do odsetka agregatow po potraktowaniu sLR42.
W ptytkach stymulowanych kolagenem (uprzednio traktowanych supernatantami) zauwazono
ok. 2-krotny wzrost ekspresji selektyny P (p<0,001) oraz istotny wzrost aktywnej formy
GP lIb/llla (p<0,001; w przypadku sNLR1 o 70%: p<0,01) w poroéwnaniu do kontroli
(Rycina 24B, Rycina 25B). Najwyzszy poziom aktywnej formy receptora GP llb/Illa
zaobserwowano w probkach krwi poddanych dziataniu sNLR42 i byt on réwniez znamiennie

wyzszy W poréwnaniu do SNLR1 (p<0,05).
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Rycina 24. Analiza cytometryczna ekspresji selektyny
P na powierzchni ptytek krwi spoczynkowych (A),
stymulowanych kolagenem (20 pg/ml; B) oraz ADP
(20 uM; C). Krew pelng uprzednio inkubowano
z supernatantami (37°C, 15 min.). Nie wykazano
znamiennych statystycznie roznic (p>0,05) pomiedzy
kontrola (krew petna) a kontrola z SAGM. Wyniki
przedstawiono w postaci mediany =+ rozstep
¢wiartkowy Qs3-Q1 (,,pudetko”), warto$¢ minimalna
i maksymalna (,,wasy”). * p<0,05; ## p<0,01;
*** p<0,001; n =44 (10 r6znych dawcow krwi).
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Rycina 25. Analiza cytometryczna ekspresji aktywnej
formy GP IIb/Illa na powierzchni ptytek krwi
spoczynkowych (A), stymulowanych kolagenem
(20 pg/ml; B) oraz ADP (20 uM; C). Krew pelng
uprzednio inkubowano z supernatantami (37°C,
15 min.). Nie wykazano znamiennych statystycznie
roéznic (p>0,05) pomigdzy kontrolg (krew petna)
a kontrolg z SAGM. Wyniki przedstawiono w postaci
mediany + rozstgp ¢wiartkowy Q3z-Q1 (,,pudetko”),
warto$¢ minimalna i maksymalna (,,wasy”). # p<0,05;
**H# p<0,01; *** p<0,001; n = 44 (10 réznych
dawcow krwi).

W populacji ptytek krwi aktywowanych ADP odnotowano wzrost odsetka mikroptytek
(sNLR: o 80%; sLR: 0 62%) spowodowany dziataniem supernatantow KKCz (sNLR: p<0,01;
sLR: p<0,05) oraz zwigkszenie puli agregatow ptytkowych (o 40%; p<0,05) pod wplywem
sNLR42 i sLR42 w stosunku do ptytek kontrolnych (Rycina 22C, Rycina 23C).
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Zaobserwowano takze, ze SNLR42 1 sLR42 oraz sLR1 zwigkszaja odpowiednio o ok. 70%
(p<0,001) oraz o 40% (p<0,05) ekspresj¢ powierzchniowej selektyny P (Rycina 24C).
Znamienny statystycznie wzrost poziomu selektyny P po 42 dniach przechowywania KKCz,
W poréwnaniu z dniem 1, wykazano w przypadku supernatantow otrzymanych z jednostek
niepoddanych leukoredukcji. Po stymulacji ADP wykazano ponad 2-krotny (p<0,001; dlasLR1
0 90%: p<0,01) wzrost aktywnej formy receptora GP IIb/Illa na powierzchni plytek krwi
poddanych dziataniu supernatantdéw w poréwnaniu do kontroli (Rycina 25C).

Ponizej przedstawiono przyktadowe reprezentatywne wykresy punktowe (dot plot;
parametr FSC versus SSC) oraz histogramy cytometryczne badanych parametrow, ktore
otrzymano bezposrednio podczas pomiaru w cytometrze przeptywowym model LSR® II firmy

Becton Dickinson (Rycina 26, Rycina 27, Rycina 28).
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Rycina 26. Przykladowe reprezentatywne wykresy punktowe (dot plot) oraz histogramy cytometryczne
przedstawiajgce sposdb bramkowania puli mikroptytek (ang. PMPs; platelet-derived microparticles) i agregatow
ptytkowych (ang. PAs; platelet aggregates) w populacji ptytek krwi niepobudzonych oraz stymulowanych
fizjologicznymi agonistami (20 pg/ml kolagenem; 20 uM ADP) po uprzedniej inkubacji z badanymi
supernatantami KKCz. Zastosowano antygen CD61, receptor blonowy obecny na powierzchni ptytek krwi, ktory
pozwala odr6zni¢ ré6zne subpopulacje ptytek od innych komorek obecnych w badanych probkach. Kazdorazowo
mierzono fluorescencj¢ 10 000 obiektow CD61/PerCP-pozytywnych.
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SPOCZYNKOWE PLYTKI KRWI STYMULOWANE PLYTKI KRWI STYMULOWANE
PLYTKI KRWI KOLAGENEM (20 pg/ml) ADP (20 uM)

A. Kontrola A. Kontrola

Count

B. sNLR1 B. SNLR1

C. sNIR#2

E. str42 E. slr42

¢ 0

2 3

10 10 10 10

PE

10

Rycina 27. Przyktadowe reprezentatywne histogramy cytometryczne przedstawiajgce poziom ekspresji selektyny
P na powierzchni ptytek krwi (sposéb bramkowania) niepobudzonych oraz stymulowanych fizjologicznymi
agonistami (20 pg/ml kolagenem; 20 uM ADP) po uprzedniej inkubacji z badanymi supernatantami KKCz. 110$¢
obiektow CD62P/PE-pozytywnych wyrazono jako procent catkowitej liczby ptytek krwi (10 000 obiektow
CD61/PerCP-pozytywnych).
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SPOCZYNKOWE PLYTKI KRWI STYMULOWANE PLYTKI KRWI STYMULOWANE
PLYTKI KRWI KOLAGENEM (20 pg/ml) ADP (20 pM)

A_. Kontrola

1015 53035
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Rycina 28. Przyktadowe reprezentatywne histogramy cytometryczne przedstawiajace poziom ekspresji aktywnej
formy receptora GP IIb/llla na powierzchni ptytek krwi (sposéb bramkowania) niepobudzonych
oraz stymulowanych fizjologicznymi agonistami (20 pg/ml kolagenem; 20 uM ADP) po uprzedniej inkubacji
Z badanymi supernatantami KKCz. Ilo$¢ obiektow PAC-1/FITC-pozytywnych wyrazono jako procent catkowitej
liczby ptytek krwi (10 000 obiektéw CD61/PerCP-pozytywnych).

10.2.4. Oznaczenia koagulometryczne

Ostatnim etapem w celu realizacji postawionego zadania badawczego byto wykonanie
standardowych pomiarow koagulometrycznych. Na podstawie przeprowadzonych oznaczen
zapomocg koagulometru Kselmed Optic K-3002, tj. pomiar czasu trombinowego (TT),
czasu protrombinowego (PT) oraz czasu kaolinowo-kefalinowego (APTT) o0socza
nie wykazano istotnych statystycznie réznic w badanych parametrach po uprzedniej inkubacji
(37°C, 15 min.) osocza z supernatantami KKCz (Rycina 29).

-108 -



Rycina 29. Pomiar czasu trombinowego (TT; A), protrombinowego (PT; B) oraz kaolinowo-kefalinowego
(APTT; C) osocza uprzednio inkubowanego z supernatantami. Dane przedstawiajg wartosci $rednie = SD;
n =53 (17 r6znych dawcoéw Krwi).

10.3. Ocena dzialania supernatantéw KKCz na wybrane linie ludzkich komérek

nowotworowych

10.3.1. Linia K-562 — przewlekla bialaczka szpikowa (CML)

10.3.1.1. Przezywalno$¢ komorek

Pierwszym etapem w celu realizacji drugiego zadania badawczego byla ocena
przezywalnosci komorek ludzkiej linii przewlektej Dbiataczki szpikowej (K-562)
po 24-godzinnej inkubacji z badanymi supernatantami KKCz w obecnosci leku
przeciwnowotworowego oraz w uktadzie bez jego dodatku. Wyniki przedstawione
na Rycinie 30A wyraznie wskazujg na spadek zywotnosci komorek linii K-562 po inkubacji
Z supernatantami (20%) w poréwnaniu do kontrolnych komorek nietraktowanych (o ok. 67%;
p<0,001) oraz kontrolnych traktowanych cisPt (o ok. 35%; p<0,001). Podobny efekt
zaobserwowano po inkubacji z supernatantami w ilosci 10% na dotek (Rycina 30B:
60% (p<0,001) spadek zywotnosci komorek wzgledem kontroli nietraktowanej oraz 30%
(p<0,01; w przypadku sNLR42 p<0,001) spadek zywotnosci w stosunku do komodrek
inkubowanych z cisPt). W zwiazku z silnym dziataniem cytotoksycznym supernatantow
na badane komorki (niezaleznie od rodzaju supernatantu) przeprowadzono doswiadczenia
z zmniejszg iloscig supernatantu w dotku (5% i 2%). Po 24-godzinnej hodowli komorek z 5%
zawartoscig supernatantu SNLR1 oraz SNLR42 w dotku wykazano istotny statystycznie spadek
(0o ok. 31%; p<0,01) przezywalnosci komorek wzgledem kontroli negatywnej (komorki
nietraktowane) oraz o ok. 12% (p<0,05) w poréwnaniu do komorek inkubowanych z cisPt
(Rycina 30C). Supernatanty z filtrowanych KKCz nie wykazywaty dziatania na komorki linii

K-562 (w uktadzie z dodatkiem cisPt oraz bez leku przeciwnowotworowego). Wyniki uzyskane
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z eksperymentow przeprowadzonych z 2% stezeniem supernatantu nie dowiodly znamiennych
statystycznie zmian w przezywalnosci komoérek (dane niezamieszczone) dlatego 5%

supernatantu przyjeto jako ilo§¢ optymalng do dalszych doswiadczen.

A, K-562 (20%) B. K-562 (10%)
120 120
= =
© 100 kontrola © 100 kontrola
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Rycina 30. Przezywalno$¢ komorek linii K-562 po 24-godzinnej inkubacji z supernatantami (20%, 10%, 5%)
z dodatkiem lub bez cisPt (10 puM). Wykresy przedstawiaja warto$ci $rednich arytmetycznych + SD
z 5 niezaleznych do$wiadczen (A, B; n = 25) oraz 10 niezaleznych eksperymentow (C; n = 50). Uzyskane wyniki
przedstawiono jako % kontroli (Zywotno$¢ komorek nietraktowanych przyjeto za 100%). * p<0,05 vs. kontrola
(komorki nietraktowane); ## p<0,01 vs. kontrola z cisPt (komorki traktowane cisPt); ***/### p<0,001
w poréwnaniu do odpowiedniej kontroli.

10.3.1.2. Proliferacja komérek

Proliferacj¢ komorek linii K-562 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci supernatantow
KKCz oceniono wykorzystujagc metode okreslajaca ilos¢ 5-bromo-2’-deoksyurydyny (BrdU)
wbudowanej do DNA w miejsce tymidyny dzielagcych si¢ komoérek. Zdolnosé do proliferacji
komorek linii K-562 w obecno$ci sSNLR1, sLR1 oraz sLR42 byta nizsza (p<0,05) odpowiednio
0 ok. 25%, 30% i 25% w stosunku do kontroli nietraktowanej (Rycina 31). Komorki hodowane
w obecnosci cisPt 1 supernatantow uzyskanych z niefiltrowanych jednostek KKCz, niezaleznie
od dnia otrzymania, charakteryzowaty si¢ obnizong zdolnoscig do proliferacji (ponad 2-krotnie;

p<0,01) wzgledem komorek traktowanych cisPt. Komorki linii K-562 poddane dziataniu cisPt

-110-



wykazywaty spadek zdolno$¢ proliferacyjnych 0 ok. 50% (p<0,001) w porownaniu do kontroli
nietraktowanej, ktorej warto$¢ przyjeto za 100% (Rycina 31).

K-562

120+ £<0,05

100

kontrola
80+

60+

inkorporacja BrdU
[% kontroli]

- cisPt
+ cisPt

%

AN

Rycina 31. Proliferacja komorek linii K-562 po 24-godzinnej inkubacji z supernatantami (5%) z dodatkiem
lub bez cisPt (10 puM). Dane przedstawiono w postaci $rednich arytmetycznych £ SD z 3 niezaleznych
doswiadczen (n = 15). Uzyskane wyniki wyrazono jako % kontroli (proliferacj¢ komoérek nietraktowanych
przyjeto za 100%). * p<0,05; ## p<0,01; *** p<0,001 vs. odpowiednia kontrola.

10.3.1.3. Wewnatrzkomérkowy poziom RFT

Poszukujac przyczyny spadku przezywalnosci i proliferacji komoérek nowotworowych
po 24-godzinnej hodowli w obecnosci supernatantdw oceniono poziom generowanych
wewnatrzkomoérkowych RFT z uzyciem sondy fluorescencyjnej Ho.DCF-DA. Komorki linii
K-562 po inkubacji z sNLR42, sLR1 oraz sLR42 wykazywaty zwigkszony poziom
wewnatrzkomorkowych RFT odpowiednio o 55% (p<0,01), 67% (p<0,01) 1 42% (p<0,05)
W poréwnaniu do komoérek nietraktowanych (Rycina 32). W uktadzie badawczym, w ktorym
komorki traktowano cisPt wzrost poziomu RFT zaobserwowano po inkubacji z SNLR42
(o ok. 31%; p<0,05) i sLR1 (o ok. 38%; p<0,05) wzglgdem kontroli (Rycina 32). Komorki
badanej linii poddane dziataniu samej cisPt wykazywaly wzrost wewnatrzkomérkowego
poziomu RFT o ok. 48% (p<0,01) w poréwnaniu do kontroli (komorki nietraktowane lekiem
przeciwnowotworowym) (Rycina 32).
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Rycina 32. Wewnatrzkomérkowy poziom RFT w komorkach linii K-562 po inkubacji (60 min., 37°C)
z supernatantami KKCz (5%) z dodatkiem lub bez cisPt (10 puM). Dane przedstawiono w postaci $rednich
arytmetycznych + SD z 5 niezaleznych doswiadczen (n = 25). Uzyskane wyniki wyrazono jako % kontroli (poziom
RFT w komorkach nietraktowanych przyj¢to za 100%). */# p<0,05; ** p<0,01 w poréwnaniu z odpowiednia
kontrola.

10.3.1.4.Poziom uszkodzen DNA

Wozrost wewnatrzkomoérkowego poziomu RFT moze indukowa¢ uszkodzenia DNA
dlatego kolejnym ocenianym parametrem byt poziom uszkodzen DNA (tj. jedno- i dwuniciowe
peknigcia oraz miejsca alkalicznie labilne) komorek linii K-562 po inkubacji z supernatantami
KKCz okreslony testem kometowym w wersji alkalicznej. Do$wiadczenia na komoérkach linii
K-562 przeprowadzono w dwoch uktadach badawczych, w ktorych inkubowano je z dodatkiem
5% oraz 20% supernatantu (Rycina 33). Uzyskane wyniki wykazaty, ze 5% sLR1 spowodowat
6-krotny wzrost (p<0,01) ilosci DNA ,w ogonie” komety w poréwnaniu do kontroli.
Za$ inkubacja komorek w obecnosci 20% sNLR1, sLR1 i sLR42 doprowadzila do wzrostu
ilosci uszkodzen DNA odpowiednio ok. 8-krotnie (p<0,001), 6-krotnie (p<0,01) oraz 7-krotnie
(p<0,001). Zaobserwowano jednocze$nie, iz najmniej genotoksyczny wobec komorek K-562
okazal si¢ supernatant jednostki niefiltrowanej po 42 dniach przechowywania (po inkubacji
z20% sNLR42 ok. 2-krotnie (p<0,01) mniejszy poziom uszkodzen DNA w poréwnaniu
z SNLR1, a takze wzgledem 20% sLR42 (p<0,05) (Rycina 33). Komorki badanej linii poddane
dziataniu 10 pM H20:2 (kontrola pozytywna) charakteryzowaty si¢ wyzsza iloscia DNA
,,w ogonie” komety (ok. 10-krotny wzrost; p<0,001) w porownaniu do kontroli nietraktowane;
(Rycina 33). Rycina 34 przedstawia reprezentatywne zdjecia komet DNA komorek badanej
linii, wykonane przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego firmy Nikon model Eclipse E400

wyposazonego w kamer¢ ProgRes MF cool firmy Jenoptik.
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Rycina 33. Uszkodzenia DNA, mierzone jako procentowa zawarto$¢ DNA w ,,ogonie”, w komorkach linii K-562
uprzednio inkubowanych (60 min., 37°C) z supernatantami KKCz (5%, 20%). Dane przedstawiono w postaci
$rednich arytmetycznych + SD z 3 niezaleznych doswiadczen (n = 15). ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrola
(komorki nietraktowane).

K-562 (ATCC® CCL-243"™)
Kontrola 5% sNLR1 5% sNLR42 5% sLR1 5% sLR42

Kontrola 20% sNLR1 20% sNLR42 20% sLR1 20% sLR42

Rycina 34. Reprezentatywne zdjecia komet DNA komorek linii K-562 poddanych dziataniu supernatantow KKCz.
Zdjecia wykonano uzywajac mikroskopu fluorescencyjnego firmy Nikon model Eclipse E400 wyposazonego
w kamere¢ ProgRes MF cool firmy Jenoptik (autorstwa K. Czubak-Prowizor).

10.3.1.5. Aktywnos¢ kaspazy-3/7 oraz kaspazy-9

W ostatnim etapie pracy dokonano oceny wptywu supernatantéw z KKCz na proces
apoptozy komoérek nowotworowych poprzez pomiar aktywno$ci enzymatycznej kaspazy-3/7
oraz kaspazy-9. Aktywnos$¢ kaspazy-3/7 w komorkach linii K-562 traktowanych sNLR1,
sNLR42 i sLRI1 wzrastala o okoto 36% (p<0,05) wzgledem kontroli (Rycina 35A).
W obecnosci cisPt badane supernatanty, otrzymane z jednostek KKCz w 1. dniu
przechowywania, rowniez powodowaty zwigkszong aktywnos¢ kaspazy-3/7 (0 22%; p<0,05)
w porownaniu do komorek hodowanych z sama cisPt. Aktywno$¢ kaspazy-9 w komorkach linii

K-562 traktowanych supernatantami uzyskanymi w 1. dniu przechowywania byta znacznie
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wyzsza (SNLR1: 025%; sLR1: 0 30%; p<0,001) w stosunku do kontroli (Rycina 35B). Podobne
wyniki uzyskano w uktadzie badawczym z zastosowaniem cisPt - komodrki hodowane
w obecnosci sSNLR1 i sLR1 wykazywatly aktywno$¢ kaspazy-9 wyzsza o okoto 20% (p<0,001)
wzgledem kontroli. Na podstawie uzyskanych danych odnotowano mniejsza aktywnos$é
kaspazy-9 w komorkach traktowanych supernatantami uzyskanymi w 42. dniu
przechowywania w porownaniu do 1. dnia, niezaleznie od zastosowanego uktadu badawczego
(Rycina 35B). Zastosowany lek przeciwnowotworowy znaczaco aktywowal kaspaze-3/7
(o ok. 48%; p<0,05) oraz kaspazg-9 (o ok. 40%; p<0,001), za$ inhibitor kaspaz Z-VAD-FMK
hamowat ich aktywnos$¢ odpowiednio 5-krotnie i 4-krotnie (p<0,001) (Rycina 35A i B).
Okreslono wptyw badanych supernatantow na przezywalno$¢ komorek linii K-562
W obecnosci inhibitora aktywnosci kaspaz Z-VAD-FMK. Wyniki przedstawione na Rycinie
35C wskazuja, iz komorki hodowane w obecnosci inhibitora oraz sNLR42, sLR1 i sLR42

charakteryzowaly si¢ wyzsza o 30% (p<0,05) przezywalno$cig niz komorki nietraktowane.
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Rycina 35. Aktywno$¢ kaspazy-3/7 (A) i kaspazy-9 (B) w komorkach linii K-562 oraz przezywalno$¢ komorek
inkubowanych w obecnosci inhibitora kaspaz Z-VAD-FMK (C) traktowanych supernatantami pochodzacymi
z KKCz (5%) z dodatkiem lub bez cisPt (10 uM). Dane uzyskane podczas pomiaru przezywalnosci przedstawiono
jako % kontroli (zywotnos¢ komorek nietraktowanych przyjeto jako 100%). Wyniki z 3 niezaleznych
eksperymentéw przedstawiono w postaci §redniej arytmetycznej £ SD (n = 15). */# p<0,05; ***/### p<0,001
vs. odpowiednia kontrola.
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10.3.2. Wybrane linie komérek nowotworowych wywodzacych si¢ z guzow litych

10.3.2.1. Przezywalno$¢ komoérek

Przezywalno$¢ komoérek wybranych ludzkich linii nowotworéw tworzacych guzy lite
(A2780, PC-3, LoVo, MCF7) oraz odpowiedniej linii nienowotworowej (MCF-10A) oceniono
po 24-godzinnej inkubacji z badanymi supernatantami KKCz, w ilosci 5% na dotek,
w obecnosci  cisPt (%2 ICsp) oraz w ukladzie bez leku przeciwnowotworowego
(ICso wyznaczono wczesniej doswiadczalnie dla kazdej linii). Po 24-godzinnej hodowli
komorek linii A2780 (endometrialny gruczolakorak jajnika) w obecno$ci sNLR1, sLR1
oraz sLR42 wykazano znamienny statystycznie spadek przezywalnosci komorek
0 odpowiednio 24% (p<0,01), 28% (p<0,001) i 18% (p<0,05) wobec kontroli negatywnej
(Rycina 36A). Podobnie, zaobserwowano spadek zywotnosci (o ok. 20%) komorek linii PC-3
(komorki gruczolakoraka gruczotu krokowego) hodowanych w obecnosci tych trzech
supernatantow (Rycina 36B). Zaobserwowano rowniez wigkszy odsetek zywych komorek
obu linii hodowanych w obecnosci SNLR42 (0 ok. 18% dla A2780 i 15% dla PC-3; p<0,05)
wzgledem sNLR1. W ukladzie badawczym z zastosowaniem leku przeciwnowotworowego
nie wykazano istotnych statystycznie zmian w przezywalnosci komorek w wyniku dziatania

supernatantoéw pochodzacych z KKCz (Rycina 36).
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Rycina 36. Przezywalno$¢ komorek linii A2780 (A) oraz PC-3 (B) po 24-godzinnej inkubacji z supernatantami
(5%) z dodatkiem lub bez cisPt (odpowiednio 5 oraz 10 uM). Wykres przedstawia wartosci $rednich
arytmetycznych + SD z 3 niezaleznych doswiadczen (n = 15). Uzyskane wyniki przedstawiono jako % kontroli
(zywotno$¢ komorek nietraktowanych przyjeto za 100%). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrola (komoérki
nietraktowane).

-115-



W nastepnej kolejnosci badano wptyw supernatantéw na komorki gruczolakoraka jelita
grubego (LoVo). Wyniki przedstawione na Rycinie 37A wskazuja na zmniejszong
przezywalnos¢ komoérek w obecnosci supernatantow KKCz otrzymanych w 1. dniu
przechowywania, zaréwno pochodzacych =z jednostek poddanych leukoredukc;ji,
jak i niefiltrowanych (o ok. 20%; p<0,05) w stosunku do kontroli. W uktadzie badawczym
z zastosowaniem CisPt zaobserwowano spadek zywotnosci komorek LoVo o 20% (p<0,05)
po 24-godzinach hodowli z sSNLR1 w poroéwnaniu do komorek traktowanych sama cisPt;
a ponadto wykazano takze istotnie wyzszy odsetek zywych komorek (0 ok. 22%; p<0,01)
w obecnos$ci SNLR42 oraz sLR1 wzglgdem sNLR1.
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Rycina 37. Przezywalno$¢ komorek linii LoVo (A), MCF7 (B) oraz MCF-10A (C) po 24-godzinnej inkubacji
z supernatantami (5%) z dodatkiem lub bez cisPt (odpowiednio 25, 25 oraz 40 uM). Wykres przedstawia wartosci
$rednich arytmetycznych + SD z 3 niezaleznych dos$wiadczen (n = 15). Uzyskane wyniki przedstawiono
jako % kontroli (zywotno$¢ komoérek nietraktowanych przyjeto za 100%). */# p<0,05; ***/### p<0,001
w poréwnaniu do odpowiedniej kontroli; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrola (komérki nietraktowane).

Badania przeprowadzone na komoérkach estrogenozaleznego gruczolakoraka gruczotu
piersiowego (MCF7) potwierdzily zaobserwowany w eksperymentach na pozostatych liniach
komoérek spadek zywotnosci po zastosowaniu sNLR1 (o ok. 24%; p<0,01) oraz sLRI
(o ok. 28%; p<0,01) wzgledem kontroli (Rycina 37B). Uzyskane wyniki wskazuja,

iz niezaleznie od sposobu przygotowania jednostki KKCz, w 1. dniu przechowywania
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odnotowano nizszg (o ok. 12%; p<0,05) przezywalno$¢ komorek nowotworowych w stosunku
do komoérek po inkubacji z supernatantami uzyskanymi w 42. dniu przechowywania.

Dla poréwnania w badaniach wykorzystano réwniez nienowotworowe komorki
nabtonka gruczotu piersiowego (MCF-10A). Komorki linii nienowotworowej hodowane
w obecnosci sSNLR42 oraz sLR42 charakteryzowaly si¢ znamiennie wyzsza (o ok. 17%;
p<0,05) przezywalnoscia w poroéwnaniu do kontrolnych (Rycina 37C). Wykazano,
iz zywotnos¢ komoérek MCF-10A hodowanych z cisPt oraz supernatantami byla wyzsza
o ponad 32% (p<0,001) wzgledem komorek traktowanych tylko cisPt.

Wykazano spadek zywotnosci komorek wszystkich badanych linii po dziataniu cisPt -
do ok. 70% (p<0,001) w przypadku linii A2780, LoVo i MCF-10A oraz do ok. 75% (p<0,01)
dla linii PC-3 i MCF7 w poréownaniu do kontroli negatywnej (Rycina 36 i 37).

10.3.2.2. Proliferacja komoérek

Supernatanty SNLR1 i SLR1 znaczaco zmniejszaly proliferacje odpowiednio komorek
LoVo (o ok. 33%; p<0,01) i MCF7 (0 ok. 20%; p<0,01) w stosunku do kontroli (Rycina 38A
i B). Natomiast komoérki nienowotworowe MCF-10A hodowane przez 24 godziny w obecnosci
sNLR1, sNLR42 i sLR42 wykazywaly wigksza zdolno§¢ proliferacji niz komorki
nietraktowane (odpowiednio 0 15% (p<0,05), 35% (p<0,001) i 25% (p<0,01) — Rycina 38C).
W uktadzie z cisPt komorki LoVo inkubowane z sNLR42 wykazywaly wzrost zdolno$ci
do proliferacji (0 20%; p<0,01), a inkubacja komorek MCF7 z SLR1 powodowata zmniejszenie
ich zdolnosci proliferacyjnych (0 20%; p<0,05), wzgledem komorek kontrolnych
(inkubowanych tylko z cisPt). Natomiast inkubacja z supernatantami z 42. dnia skutkowata
wzrostem proliferacji komorek MCF-10A, o odpowiednio 19% (jednostki niefiltrowane;
p<0,001) oraz 22% (jednostki filtrowane; p<0,05). Wszystkie trzy linie komorkowe
wykorzystane w badaniach byly wrazliwe na dziatanie cisPt - w obecnosci tego leku
przeciwnowotworowego zaobserwowano spadek zdolnosci proliferacyjnych do poziomu
ok. 50% (p<0,001) w przypadku linii LoVo i MCF7 oraz do ok. 40% (p<0,001) dla linii
MCF-10A w poréwnaniu do komorek nietraktowanych, ktorych ilos¢ wbudowanej BrdU

przyjeto za 100% (Rycina 38).
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Rycina 38. Proliferacja komorek linii LoVo (A), MCF7 (B) oraz MCF-10A (C) po 24-godzinnej inkubacji
z supernatantami (5%) z dodatkiem lub bez cisPt (cisPt; A, B: 25 uM; C: 40 uM). Dane przedstawiono w postaci
$rednich arytmetycznych + SD z 3 niezaleznych doswiadczen (n = 15). Uzyskane wyniki wyrazono jako % kontroli
(proliferacj¢ komorek nietraktowanych przyjeto za 100%). */# p<0,05; **/## p<0,01; ***/### p<0,001
vs. odpowiednia kontrola.

10.3.2.3. Wewnatrzkomérkowy poziom RFT

Komoérki linii LoVo (gruczolakoraka jelita grubego) inkubowane w obecno$ci SNLR42,
sLR1 1 sLR42 charakteryzowaty si¢ zwigkszonym poziomem wewnatrzkomorkowych RFT
w poréwnaniu do kontroli (sSNLR42 o ok. 48% (p<0,01), sLR1 o ok. 30% (p<0,05), sLR42
0 ok. 38% (p<0,05) (Rycina 39A). Odnotowano, ze komorki linii LoVo inkubowane z SNLR42,
SLR1 oraz sLR42 i dodatkowo z cisPt takze charakteryzowaly si¢ zwigkszonym poziomem
RFT, w porownaniu z komoérkami inkubowanymi z samg cisPt (SNLR o ok. 62% (p<0,01),
asLR o ok. 45% (p<0,05)) (Rycina 39A). Wyniki przedstawione na Rycinie 39B wskazuja,
ze wszystkie badane supernatanty KKCz powoduja wzrost wewnatrzkomérkowego poziomu
RFT w komorkach linii MCF7 (sNLR1 o 24% (p<0,05), sSNLR42 0 61% (p<0,01), sLR1 0 35%
(p<0,05), sLR42 0 47% (p<0,01)) wzgledem komorek nietraktowanych. Wykazano, iz badane
supernatanty nie wptywaja na poziom RFT komoérek nablonka gruczotu piersiowego

(MCF-10A; Rycina 39C). W komorkach badanych linii poddanych dziataniu cisPt wykazano
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istotny wzrost wewnagtrzkomorkowego poziomu RFT, o ok. 90% (p<0,001) w przypadku linii
MCF7 oraz o ponad. 30% (p<0,05) dla linii LoVo i MCF-10A, w poréwnaniu do komorek

kontrolnych nietraktowanych lekiem przeciwnowotworowym (Rycina 39).
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Rycina 39. Wewnatrzkomorkowy poziom RFT w komorkach linii LoVo (A), MCF7 (B) oraz MCF-10A
(C) po inkubacji (60 min., 37°C) z supernatantami KKCz (5%) z dodatkiem Iub bez cisPt (cisPt; A, B: 25 uM;
C: 40 uM). Dane przedstawiono w postaci $rednich arytmetycznych + SD z 5 niezaleznych doswiadczen (n = 25).
Uzyskane wyniki wyrazono jako % kontroli (poziom RFT w komorkach nietraktowanych przyjeto za 100%).
*[# p<0,05; **/## p<0,01 w poroOwnaniu z odpowiednig kontrolg; *** p<0,001 vs. kontrola (komorki

nietraktowane).

10.3.2.4.Poziom uszkodzen DNA

Wykazano, ze poziom uszkodzen DNA komorek linii MCF7 wzrdst znamiennie
statystycznie po inkubacji z SNLR1 (o ok. 90%; p<0,05) oraz sLR1 (2-krotnie; p<0,01)
wzgledem kontroli negatywnej (Rycina 40B), chociaz zaobserwowany poziom uszkodzen
DNA byt bardzo niski (ponizej 5% DNA w ,,ogonie”). Supernatanty KKCz nie wptywaly
napoziom uszkodzen DNA komorek linii LoVo (Rycina 40A) ani  komorek
nienowotworowych MCF-10A (Rycina 40C). Rycina 41 przedstawia reprezentatywne zdjecia
komet DNA komorek badanych linii wykonane przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego

firmy Nikon model Eclipse E400 wyposazonego w kamer¢ ProgRes MF cool firmy Jenoptik.
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Rycina 40. Uszkodzenia DNA, mierzone jako procentowa zawartos¢ DNA w ,,ogonie”, w komorkach linii LoVo
(A), MCF7 (B) oraz MCF-10A (C) uprzednio inkubowanych (60 min., 37°C) z supernatantami pochodzgcymi
z KKCz (5%). Dane przedstawiono w postaci $rednich arytmetycznych £ SD z 3 niezaleznych do$wiadczen
(n =15). * p<0,05; ** p<0,01 vs. kontrola (komorki nietraktowane).

LoVo (ATCC® CCL-229TM)
Kontrola SNLR1 SNLR42 SLR1 sLR42

MCF7 (ATCC® HTB-22")

Kontrola sNLR1 SNLR42 sLR1 sLR42

MCF-10A (ATCC® CRL-10317"‘)
Kontrola sNLR1 SNLR42 sLR1 sLR42

Rycina 41. Reprezentatywne zdjecia komet DNA komorek linii LoVo, MCF7 oraz MCF-10A poddanych dziataniu
supernatantéw pochodzacych z KKCz. Zdje¢cia wykonano uzywajac mikroskopu fluorescencyjnego firmy Nikon
model Eclipse E400 wyposazonego w kamerg ProgRes MF cool firmy Jenoptik (autorstwa K. Czubak-Prowizor).
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10.4. Ocena wybranych markerow stresu oksydacyjnego po przetoczeniu KKCz
lub KKP w osoczu krwi chorych z AML

10.4.1. Stezenie grup tiolowych

Celem przeprowadzonych doswiadczen byla ocena poziomu uszkodzen
oksydacyjnych/nitracyjnych bialek osocza poprzez pomiar stezenia grup tiolowych (-SH)
I karbonylowych (-CO) oraz poziomu 3-nitrotyrozyny (3-NT). Za pomocg metody Ellman’a
okreslono zawartos¢ grup tiolowych (-SH) w osoczu pacjentow z AML, przed i 24 godz.
po przetoczeniu sktadnika krwi oraz grupy kontrolnej sktadajacej sie ze zdrowych ochotnikow
(Rycina 42). Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow wykazano, iz st¢zenie grup
—SH w grupie chorych (przed przetoczeniem) jest nizsze o okoto 30% (p<0,001) w porownaniu
do grupy kontrolnej, co moze by¢ spowodowane utlenieniem tych grup (wzrost poziomu stresu
oksydacyjnego). Po przetoczeniu KKCz obserwowano istotny statystycznie spadek (o 18%;

p<0,05) stezenia grup —SH, w poréwnaniu z wartos$cig przed transfuzja.
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Rycina 42. Stgzenie grup tiolowych [umol/l osocza] u pacjentow z AML (przed i po przetoczeniu sktadnikow
krwi) oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej + SEM. # p<0,05;
*** n<0,001; n = 30 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP).

10.4.2. Zawarto$¢ grup karbonylowych

Nastepnie dokonano oceny zawarto$ci grup karbonylowych w biatkach osocza.
Wykazano znamienny statystycznie wzrost, o ok. 30% (p<0,05), st¢zenia grup
-CO upacjentow z AML 24 godz. po transfuzji KKCz w porownaniu do poziomu
przed przetoczeniem (Rycina 43). W porownaniu z grupg kontrolng, u chorych

nie zaobserwowano istotnie podwyzszonego poziomu tego markera stresu oksydacyjnego.
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Rycina 43. Stezenie grup karbonylowych [nmol/mg biatek osocza] u pacjentow z AML (przed i po przetoczeniu
sktadnikéw krwi) oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej + SEM.
# p<0,05; *** p<0,001; n = 33 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP).

10.4.3. Poziom 3-nitrotyrozyny

W kolejnym etapie badan przeprowadzono oznaczenie poziomu 3-nitrotyrozyny
w biatkach osocza pacjentow chorych na AML oraz w grupie kontrolnej (Rycina 44). W osoczu
chorych zaobserwowano ok. 64%. (p<0,001) wzrost stezenia 3-NT w porownaniu do zdrowych
ochotnikow. Dobe po przetoczeniu KKCz poziom 3-NT w grupie chorych byt istotnie wyzszy
(0 ok. 35%) niz przed transfuzja. W grupie chorych po podaniu KKP nie obserwowano zmian
poziomu badanego parametru.
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Rycina 44. Stgzenie 3-NT [nmol/mg biatek osocza] u pacjentow z AML (przed i po przetoczeniu sktadnikow krwi)
oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej + SEM. # p<0,05; *** p<0,001,
n = 25 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP).
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10.4.4. Zawarto$¢ koncowych produktow zaawansowanej glikacji

Nastepnym oznaczonym markerem stresu oksydacyjnego byly koncowe produkty
zaawansowanej glikacji (AGE), ktore powstaja w wyniku reakcji pomiedzy grupa karbonylowa
cukrow redukujacych, a wolng grupa aminowg biatek, fosfolipidow 1 kwaséw nukleinowych
[217]. Na podstawie uzyskanych wynikdw, wykazano znaczny wzrost zawartosci
AGE w osoczu 0s6b z AML w stosunku do grupy kontrolnej, odpowiednio o ok. 54%
U pacjentow wymagajacych przetoczenia KKCz (p<0,001) i o ok. 78% przed transfuzja
KKP (p<0,001) (Rycina 45). Co ciekawe, zaobserwowano roéwniez wzrost st¢zenia
AGE u chorych 24 godz. po podaniu KKCz (ok. 23%; p<0,05) oraz KKP (ok. 31%; p<0,001).
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Rycina 45. Stezenie koncowych produktow zaawansowanej glikacji (AGE) [pg/ml osocza] u pacjentow
z AML (przed i po przetoczeniu sktadnikéw krwi) oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci
$redniej arytmetycznej £ SEM. # p<0,05; ***/### p<0,001; n = 30 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz);
n =25 (KKP).

10.4.5. Peroksydacja lipidow

Stopien peroksydacji lipidow osocza u chorych na AML przed i po przetoczeniu
sktadnikow krwi oceniono wykorzystujac metode opierajaca si¢ na pomiarze stezenia
substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) (Rycina 46). U chorych 24 godz.
po podaniu KKP wykazano wzrost poziomu TBARS (0 45%; p<0,01) wzglgdem wartosci
przed przetoczeniem. Wyniki przedstawione na Rycinie 46 ilustruja jedynie tendencjg
wzrostowg badanego parametru u chorych (przed transfuzjg) w pordwnaniu do grupy

kontrolnej.
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Rycina 46. Stezenie TBARS [nmol/ml osocza] u pacjentow z AML (przed i po przetoczeniu sktadnikéw krwi)
oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci §redniej arytmetycznej £ SEM. # p<0,05; ## p<0,01;
*** n<0,001; n = 31 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP).

10.4.6. Calkowity potencjal antyoksydacyjny

Oznaczanie catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego osocza, na podstawie metody
opracowanej przez Erel’a i wsp. wykazato, iz poziom CPA u chorych z AML jest znaczaco
nizszy wzgledem grupy kontrolnej, o ok. 45% (p<0,001) w grupie u pacjentow wymagajacych
podania KKCz oraz o ok. 25% (p<0,05) w grupie pacjentow, ktorym zlecono przetoczenie
KKP (Rycina 47). Jednocze$nie zaobserwowano, iz podanie badanych sktadnikow krwi

nie wptywa istotnie na poziom CPA osocza chorych po dobie od transfuzji.
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Rycina 47. Catkowity potencjal antyoksydacyjny (CPA) osocza [mM jednoelektronowych réwnowaznikow
Troloxu] pacjentow z AML (przed i po przetoczeniu sktadnikéw krwi) oraz w grupie kontrolnej. Dane
przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej £ SEM. */# p<0,05; *** p<0,001; n = 25 (grupa kontrolna);
n =27 (KKCz); n = 25 (KKP).
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10.4.7. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej

W zwigzku z zaobserwowanym znacznym spadkiem catkowitego potencjalu
antyoksydacyjnego osocza chorych z AML przeprowadzono pomiar aktywnos$ci dwoch
wybranych enzyméw antyoksydacyjnych, tj. dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) oraz transferaza
glutationowa (GST). Wyniki przedstawione na Rycinie 48 wskazujg na spadek aktywnoS$ci
SOD o ok. 15% (p<0,05) w osoczu chorych wymagajacych transfuzji KKP w stosunku
do aktywnosci enzymu u zdrowych ochotnikow. Niezaleznie od typu podanego sktadnika krwi
nie wykazano istotnych statystycznie zmian w poziomie aktywnosci SOD w osoczu chorych

po 24 godzinach od przetoczenia.
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Rycina 48. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) [wspotczynnik zahamowania; %] u pacjentow
z AML (przed i po przetoczeniu sktadnikow krwi) oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci
$redniej arytmetycznej = SEM. * p<0,05; ** p<0,01; n = 25 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP).

10.4.8. Aktywnos¢ transferazy glutationowej

W poréownaniu z grupg kontrolng, u chorych z AML nie zaobserwowano zmian
w aktywno$ci transferazy glutationowej (GST) (Rycina 49). Na podstawie przeprowadzonych
eksperymentdw nie wykazano réwniez zmian poziomu badanego parametru u chorych

po 24 godz. po podaniu sktadnikow krwi.
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Rycina 49. Aktywno$¢ transferazy glutationowej (GST) [mU/ml] u pacjentow z AML (przed i po przetoczeniu
sktadnikéw krwi) oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej + SEM.
# p<0,05; *** p<0,001; n = 29 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP).

10.4.9. Aktywnos$é¢ dehydrogenazy mleczanowej

Ostatnim parametrem oznaczanym w obrebie tego zadania badawczego byla aktywno$¢
dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w osoczu - markera uszkodzenia komorek,
ktore moze nastgpi¢ wskutek zaburzenia rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej
organizmu. Uzyskane wyniki wskazuja na wzmozong aktywno$¢ LDH w osoczu 0sob
z AML (wzrost 0 65%; p<0,01) wymagajacych przetoczenia KKP, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (Rycina 50). Niezaleznie od typu podanego sktadnika krwi w osoczu chorych

po 24 godzinach nie wykazano istotnych statystycznie zmian w poziomie aktywnosci LDH.
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Rycina 50. Zewnatrzkomorkowa aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) [U] u pacjentéw
z AML (przed i po przetoczeniu sktadnikow krwi) oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci
$redniej arytmetycznej = SEM. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; n = 25 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz);
n =25 (KKP).
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10.5. Retrospektywna analiza niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych zaistnialtych

w WWCOIT im. M. Kopernika w Lodzi w latach 2013-2016

Przetaczanie skladnikow krwi, czy produktow krwiopochodnych jest zabiegiem
medycznym niejednokrotnie ratujgcym zycie pacjentéw, jednak zawsze niesie ze sobg ryzyko
wystgpienia reakcji poprzetoczeniowych u biorcy. Ryzyko zwigzane z leczeniem sktadnikami
krwi jest trudne do okreslenia, poniewaz zalezy od wielu czynnikéw, dlatego tez ten rodzaj
terapii powinien by¢ stosowany jedynie W przypadkach uzasadnionych i koniecznych. Celem
pracy byla retrospektywna analiza niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych zaistniatych
w WWCOIT im. M. Kopernika w Lodzi w okresie od 01.01.2013 roku do 27.04.2016 roku.
Materiat do badan stanowity formularze zgloszenia odczynu poprzetoczeniowego wypetnione
przez lekarza zlecajacego transfuzj¢ oraz protokoty opracowania odczynu na podstawie
przeprowadzonych badan laboratoryjnych w RCKiK w Lodzi. Niniejsza praca powstata
we wspOtpracy z Pracownig Serologii Transfuzjologicznej WWCOIT im. M. Kopernika

w Lodzi.

10.5.1. Charakterystyka niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych

Dokonano analizy wszystkich 70. zgtoszen niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych,
ktore wystapity w oddziatach WWCOIT im. M. Kopernika w Lodzi. Wyniki przedstawiono

w tabelach ponize;.

Tabela 11. Liczba przetoczonych jednostek sktadnikow krwi w oddziatach WWCOIT im. M. Kopernika w latach
2013-2016* wraz z iloScig zaistniatych odczynow i wspoétczynnikiem liczby reakcji niepozadanych

2014

2015

A

Suma

Skladnik krwi

Koncentrat krwinek jednostki 10 220 9626 9 846 3205 32 897
czerwonych (KKCz) | odczyny (*) 13 (1,27) 8 (0,83) 10 (1,02) 1(0,31)

Koncentrat krwinek jednostki 4188 4060 3860 1210 13318
plytkowych (KKP) | odczyny () = 5 (1,19) 5 (1,23) 3(0,78) 7 (5,79)

Swiezo mrozone jednostki 3779 2989 2 846 934 10 548
osocze (FFP) odczyny () 6 (1,59) 4 (1,34) 7 (2,46) 1(1,07)

Ogolem 18 187 16 675 16 552 5349 56 763

Liczba odczynow 24 17 20 9 70
Wspolczynnik” 1,32 1,02 1,21 1,68 1,23

*wlgcznie do dnia 27.04.2016; *wspétczynnik liczby odczynéw potransfuzyjnych na 1 000 przetoczonych

jednostek
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Dane przedstawione w Tabeli 11 wskazuja, iz liczba przetoczonych jednostek
poszczegb6lnych sktadnikow krwi utrzymuje si¢ na zblizonym poziomie w okresie
od 01.01.2013 roku do 27.04.2016 roku. Przetoczono niemal 3-krotnie wigcej jednostek KKCz
(32 897) w porownaniu do jednostek KKP i FFP, ktorych ilo§¢ nie roznita si¢ tak znacznie,
odpowiednio 13 3181 10 548. Warto$¢ wspoiczynnika okreslajacego liczbe odczynow na 1 000
przetoczonych jednostek sktadnikow krwi utrzymywata si¢ w zakresie od 1,02 do 1,68.
Znaczng zmienno$¢ warto$ci wspotczynnika zaobserwowano w przypadku KKP i FFP po 2014

roku, w obu przypadkach wspoétczynnik wzrost w 2016 roku w stosunku do roku poprzedniego.

Tabela 12. Dane demograficzne pacjentow WWCOIT im. M. Kopernika w Lodzi, u ktorych wystapity niepozadane
reakcje poprzetoczeniowe w latach 2013-2016 wraz z poziomem przyczynowosci, ilo§cig zaistniatych odczynow
poprzetoczeniowych i wspotczynnikiem liczby reakcji niepozadanych

Ocena zwiazku z transfuzja Liczba

Wspélczynnik?

(poziom przyczynowosci)* odczynéw

63 1.-13

KKCz 18/14* 2 _16 32 0,97
(41 - 88) a2

36 1.-3
KKP 10%/10 - 20 1,50
(18-91) 23; _15

63 >
FFP 8/10* 1.-3
(31-87) 2.-13

3.-1
*0. wykluczona, mato prawdopodobna; 1. mozliwa; 2. prawdopodobna; 3. pewna, udowodniona; *1 przypadek
zakoficzony zgonem; *wspoélczynnik liczby odczynéw potransfuzyjnych na 1 000 przetoczonych jednostek

18 1,71

Udokumentowane odczyny podzielono wzgledem rodzaju przetoczonego sktadnika
krwi (KKCz, KKP, FFP), po ktorym wystgpita niekorzystana reakcja U biorcy
(Tabela 12-Tabela 15). Wsrod badanej grupy 70. chorych znajdowalo sie¢ 36 kobiet
oraz 34 me¢zczyzn w wieku od 18 do 91 lat (Tabela 12). Niemal potowe zaobserwowanych
odczynéw stanowili pacjenci po przetoczeniu KKCz, az 32 przypadki (18 kobiet
1 14 mezczyzn). Liczba reakcji poprzetoczeniowych, ktora wystgpita po podaniu KKP i FFP
W badanej grupie byta zblizona, odpowiednio 20 (10 kobiet i 10 mezczyzn) 1 18 (8 kobiet
1 10 mezczyzn) przypadkow. Mediana wieku w grupie chorych z odczynami po przetoczeniu
KKCz i FFP wynosila 63 lata, a zakres odpowiednio od 41 do 88 latiod 31 do 87 lat. Natomiast
wiek pacjentow, ktorym przetoczono KKP i zaobserwowano wystepowanie odczynu wynosit
zaledwie 36 lat (zakres od 18 do 91 lat). Wigkszos$¢ zaistnialych przypadkow we wszystkich

trzech grupach oceniono jako posiadajace prawdopodobny (2.) poziom przyczynowosci.
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U jednego chorego po transfuzji FFP wykluczono zwigzek z przetoczeniem zaistniatego
odczynu. Niepozadane reakcje poprzetoczeniowe o poziomie przyczynowosci okreslonym
jako pewne, udowodnione stanowity maksymalnie do 20% wszystkich przypadkow (odczyn
po KKP, ok. 10% po KKCz oraz ok. 5% po FFP). Trzech chorych (w tym kobieta i dwoch
me¢zczyzn) zmarlo prawdopodobnie w wyniku przebiegu choroby podstawowej, jednak
nie wykluczono wptywu przetoczenia na Smier¢ pacjentow (poziom przyczynowosci oceniono
jako mozliwy). W przypadku pacjentki, ktéra zmarta po podaniu FFP wykluczono zwigzek
zZ przetaczanym sktadnikiem krwi. Jednoznaczne dowody wskazaty, ze Smier¢ 82-letniej chorej
nastapita w wyniku rozlegtego udaru krwotocznego médzgu. Najnizszy wspoiczynnik liczby
odczynéw na 1 000 przetoczonych jednostek zaobserwowano w grupie pacjentéw leczonych

KKCz, nastgpnie KKP i na koncu FFP (Tabela 12).

Tabela 13. Rodzaje sktadnikow krwi, po przetoczeniu ktorych wystapity niepozadane reakcje poprzetoczeniowe
u biorcoOw

Skladnik krwi Rodzaj skladnika krwi

KKCz bez kozuszka leukocytarno-pltytkowego — 26
KKCz Napromieniowany Ubogoleukocytarny KKCz (NUKKCz) — 5
Ubogoleukocytarny KKCz (UKKCz) - 1

Zlewany Napromieniowany Ubogoleukocytarny KKP (ZI. NUKKP) — 12
Napromieniowany Ubogoleukocytarny KKP z aferezy (NUKKP-Af.) — 5

KKP Zlewany KKP (ZI. KKP) — 2
Ubogoleukocytarny KKP z aferezy po inaktywacji biologicznych czynnikow
chorobotworczych (UKKP-AF. inakt.) — 1

FFP Osocze Swiezo Mrozone (FFP) — 18

Koncentratem krwinek czerwonych, po ktérym najczesciej] wystepowaly odczyny
poprzetoczeniowe byt KKCz bez kozuszka leukocytarno-ptytkowego (26 z 32 przypadkow).
W grupie pacjentéw, ktorym podano KKP niepozadane reakcje poprzetoczeniowe najczesciej
obserwowano po transfuzji zlewanego napromienianego ubogoleukocytarnego KKP
(12 z 20 przypadkow) (Tabela 13).

Ponad 45% zaistniatych niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych zaklasyfikowano
jako niehemolityczne odczyny goraczkowe, ktére w gldéwnej mierze wystepowaty po podaniu
KKCz (20 przypadkow), nastepnie po KKP (7), FFP (4) oraz jeden raz po przetoczeniu
wielosktadnikowym (KKCz i FFP) (Tabela 14). Drugim w kolejnosci, co do czgstosci
wystgpowania odczynem poprzetoczeniowym (ok. 31,5%) byla reakcja alergiczna,

ktora zaobserwowano przede wszystkim po podaniu KKP (12 przypadkow) i FFP (8), po KKCz
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1 KKCz z FFP tylko po jednym przypadku. Opisane powyzej odczyny okre§lane s3 mianem
lekkich reakcji poprzetoczeniowych. U ok. 8,5% chorych (sze$¢ przypadkéw, w tym cztery
po podaniu KKP i dwa po KKCz) wystgpita alloimmunizacja poprzetoczeniowa,
za$ poprzetoczeniowe przecigzenie ukltadu krazenia obserwowano u ok. 5,7% biorcow (cztery
przypadki, w tym trzy po KKCz i jeden po FFP). Najrzadziej wystepujacymi niepozadanymi
reakcjami poprzetoczeniowymi u pacjentow WWCOIT im. M. Kopernika byl wstrzas
anafilaktyczny oraz ostra reakcja hemolityczna (po jednym przypadku po przetoczeniu FFP)
i ostre uszkodzenie pluc oraz reakcja hipotensyjna (po jednym przypadku po przetoczeniu
KKCz). Po transfuzji wielosktadnikowej (KKCz i FFP), w jednym przypadku sktadnikiem krwi
odpowiedzialnym za powiktanie uznano KKCz (niehemolityczna reakcja gorgczkowa),

za$ w drugim FFP (reakcja alergiczna).

Tabela 14. Klasyfikacja niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych u pacjentow WWCOIT im. M. Kopernika
w Lodzi w latach 2013-2016

. - KKCz KKP FFP KKCz+FFP Ryzyko
Rodzaj reakcji Ogolem o
R/ (RIS (]/D) (2/3) wystapienia
niehemolityczna reakcja 20 7 4 1 [ 32
1:1774
goraczkowa (10/10)  (5/2)  (2/2) ) (18/14)
) ) 1 12 8 1 22
reakcja alergiczna 1:2580
(® 67 (@6 (%) (9/13)
alloimmunizacja 2 4 6
) 0 0 1:9460
poprzetoczeniowa (2/0) (4/0) (6/0)
oprzetoczeniowe przecigzenie 3 1 4
Pop P * 0 0 1:14190
ukfadu krgzenia (TACO) (2/1) (S)) (2/2)
1 1
wstrzas anafilaktyczny 0 0 0 1:56 763
(%) (€]
ostre poprzetoczeniowe 1 1
0 0 0 1:56 763
uszkodzenie ptuc (TRALI) (<)) (A
poprzetoczeniowa reakcja 1 1
] ) 0 0 0 1:56 763
hipotensyjna (@) (@)
) ) 1 1
ostra reakcja hemolityczna 0 0 0 1:56 763
() (X

Zwraca uwage fakt, Zze grupe¢ pacjentow, u ktorych wystgpita alloimmunizacja
poprzetoczeniowa stanowity wytacznie kobiety. Nie zaobserwowano wyrazniej przewagi
ktorejkolwiek z plci w pozostatych grupach. Nieopisane w Tabeli 14 przypadki oceniono

jako bedace wynikiem toczacego si¢ procesu chorobowego (choroby podstawowej). Co istotne,
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nie zaobserwowano odczynow poprzetoczeniowych zwigzanych z przetoczeniem zakazonego

sktadnika krwi. Przeprowadzone badania bakteriologiczne wykluczyly taka mozliwos¢.

Tabela 15. Wystepowanie niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych

Skladnik krwi

KKCz

Oddzial/Klinika ‘
Hematologii — 9

Choréb Wewnetrznych — 7

Chirurgii Urazowo-Ortopedycznej i Nowotworow Narzadu Ruchu — 2
Nefrologiczny — 2

Chirurgii Naczyniowej — 2

Chirurgii Endokrynologicznej — 2

Udarowy — 2

Brachyterapii — 2

Chemioterapii — 2

Szpitalny Oddziat Ratunkowy — 1

Reumatologii — 1

KKP

Hematologii — 17
Chemioterapii — 2

Chirurgii Endokrynologicznej — 1

FFP

Hematologii — 4

Szpitalny Oddziat Ratunkowy — 4
Chirurgii Endokrynologicznej — 3
Gastroenterologii — 1
Reumatologii — 1

Choréb Wewnetrznych — 1
Chirurgii Onkologicznej — 1
Urologii —1

Intensywnej Opieki Medycznej — 1
Udarowy — 1

Dane przedstawione w Tabeli 15 wskazuja, ze niepozadane reakcje poprzetoczeniowe

najczesciej wystepuja u pacjentow Kliniki Hematologii, niezaleznie od typu podanego

sktadnika krwi (17 przypadkéw po KKP, 9 — KKCz, 4 — FFP). Po przetoczeniu KKCz réwniez

do$¢ czesto u biorcow przebywajacych na Oddziale Chorob Wewngtrznych obserwowano

wystepowanie odczynu po transfuzji (7 przypadkow). Niepozadane reakcje poprzetoczeniowe

po podaniu FFP wystepowaty tak samo czesto na SOR jak i w Klinice Hematologii, jeden

przypadek mniej zarejestrowano na Oddziale Chirurgii Endokrynologicznej. Odczyny,

ktore zaistniaty na pozostalych oddziatach byly to jednorazowe przypadki (max. 2 zdarzenia).
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11. Dyskusja

Przetaczanie KKCz jest jedng z powszechnie stosowanych metod leczenia ostre;j,
wynikajacej z réznych przyczyn klinicznych, jak i przewlektej niedokrwistosci w przebiegu
choréb nowotworowych [18, 223]. Przez wiele lat przetaczanie krwi i jej sktadnikow
utozsamiano jedynie z korzy$ciami klinicznymi [18]. Obecnie wiadomo, ze leczenie
to zwigzane jest takze z ryzykiem wystepowania niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych,
czasami konczgcymi si¢ zgonem [1, 224]. Jednakze, mechanizmy odpowiedzialne
za wystepowanie roznorodnych, czesto ztozonych poprzetoczeniowych zdarzen i reakcji
nie s3 w pelni wyjasnione [100, 225]. Wiele retrospektywnych badan obserwacyjnych
wykazato zwigkszong czesto§¢ wystepowania niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych
po podaniu dhuzej przechowywanych jednostek KKCz w poréwnaniu ze ,,$wiezymi” [22-24,
88, 226], natomiast ostatnie randomizowane badania kontrolne (tj. ABLE [138],
RECESS [135], INFORM [227]) nie potwierdzily tej zaleznosci [18, 26, 28-30, 135, 138, 227].
Obecnie, w $wietle dostepnych kontrowersyjnych danych trudno jednoznacznie stwierdzié
bezpieczenstwo i skuteczno$¢ stosowania dhugo przechowywanych
(14.-42.-dniowych) KKCz [100, 226]. Konieczne jest kontynuowanie badan in vitro majacych
na celu wyjasnienie mechanizmow lezacych u podstaw niekorzystnych klinicznych
konsekwencji przetoczenia tego skltadnika krwi.

Zasadniczym celem rozprawy doktorskiej byto okreslenie czy zmiany zachodzace
w dtugo przechowywanych KKCz (w ostatnim dniu terminu waznos$ci) promuja ich dziatanie
pro-zakrzepowe, pro-utleniajagce oraz czy modulujg zywotno$¢ i proliferacje komorek
nowotworowych oraz jaki wplyw na te procesy ma filtrowanie jednostek KKCz
przed przechowywaniem. Zrealizowanie celu badawczego mogloby sta¢ si¢ argumentem
do przysztych zmian obecnie obowigzujacych zalecen dotyczacych terminu przydatnosci
jednostek czy wskazania do stosowania §wiezych KKCz w wybranych grupach biorcow.

W sktad frakcji bezkomorkowej jednostek KKCz stosowanych w badaniach, nazywanej
réwniez nadsgczem lub supernatantem, wchodza sktadniki pozwalajace utrzymac¢ odpowiednia
zywotno$¢ krwinek czerwonych podczas przechowywania w RCKiK, tj. chlorek sodu, adenina,
glukoza, mannitol (sktadniki pltynu wzbogacajgcego; SAGM) oraz antykoagulant (CPD)
[2, 64]. Zmiany zachodzace w krwinkach i supernatancie jednostki KKCz wynikajace
z ich przechowywania sa dobrze udokumentowane [39]. Dotychczas, w supernatancie
zidentyfikowano §ladowe ilosci osocza [64, 65], leukocyty i plytki krwi dawcy (w ilosci

zaleznej od sposobu przygotowania jednostki) [65, 228] oraz gromadzace si¢ wraz z uptywem
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czasu przechowywania liczne substancje bioaktywne, tj. zewnatrzkomodrkowa
Hb i jej pochodne (hem, zelazo), enzymy proteolityczne, cytokiny prozapalne, chemokiny,
mediatory immunomodulujace i wazoaktywne, lipidy, MPs (w gldéwnej mierze uwalniane
Z erytrocytow) [35, 38, 39, 47, 62-64, 106]. Jedng z metod umozliwiajgcych zmniejszenie iloSci
bioaktywnych sktadnikow w supernatancie KKCz jest usunigcie przed przechowywaniem
zanieczyszczajacych go innych komorek krwi obecnych w jednostce poprzez wyizolowanie
kozuszka leukocytarno-ptytkowego i/lub zastosowanie filtrow antyleukocytarnych [1, 35].
Pierwszym etapem w realizacji postawionego celu badawczego
bylo scharakteryzowanie wykorzystanych w badaniach supernatantow KKCz otrzymanych
W 1. oraz 42. dniu przechowywania oraz okreslenie réznic pomiedzy tymi jednostkami
wynikajacych z przeprowadzonego procesu filtrowania. Do tej oceny wybrano przede
wszystkim typowe parametry, takie jak poziom hemolizy, stresu oksydacyjnego i frakcji EMPs.
Wskazniki te iloSciowo nieco si¢ rdéznig w zaleznos$ci od procedur stosowanych podczas
otrzymywania jednostek KKCz w r6znych bankach krwi. Na podstawie uzyskanych wynikow
wykazano, ze przechowywanie KKCz w warunkach ex vivo skutkuje znaczacym wzrostem
hemolizy (w ostatnim dniu przechowywania), co odzwierciedlaja podwyzszone stgzenia
zewnatrzkomoérkowej Hb, hemu i Zelaza w supernatancie w porownaniu z 1. dniem (Tabela 10).
Jak powszechnie wiadomo poziom hemolizy w KKCz zwigksza si¢ wraz z czasem
przechowywania [60, 84]. Znaczace roznice w stgzeniu wolnej Hb w supernatancie
obserwowane sg dopiero w ostatnich dniach przechowywania [84]. Interesujacy jest fakt,
ze KKCz otrzymane od dawcow plci meskiej charakteryzujg si¢ wigkszym poziomem hemolizy
w poréownaniu do jednostek uzyskanych od kobiet [84]. Migedzyosobnicza zmiennos¢
genetyczna jest obecnie uznawana za wazny czynnik determinujacy predyspozycj¢ do hemolizy
ex vivo [55]. Proces filtrowania jednostek KKCz stosowanych w badaniach wptywal na wzrost
hemolizy w supernatancie w dniu pobrania (dzien 1.), co sugeruje, ze stosowane metody
preparatyki, a w tym przypadku zastosowanie filtrow antyleukocytarnych (BioR Flex,
Fresenius Kabi AG filter) nie jest oboje¢tne dla jakosci otrzymywanych UKKCz.
Moze $wiadczy¢ o tym, ze krwinki czerwone dawcow charakteryzowaty si¢ predyspozycja
do hemolizy podczas filtrowania, co zostalo zaobserwowane rowniez przez Antonelou i wsp.
[229]. Jednakze, nalezy podkresli¢ fakt, iz wptyw ten jest niwelowany z uptywem czasu,
a w 42. dniu niefiltrowane KKCz wykazuja znacznie wyzszy poziom hemolizy niz jednostki
poddane leukoredukcji (Tabela 10). Przeprowadzony rozdzial elektroforetyczny biatek
zawartych w supernatantach potwierdzil wzrost hemolizy w trakcie przechowywania

ujawniajacy si¢ poprzez pojawienie si¢ charakterystycznego pasma odpowiadajgcego
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monomerom Hb (Rycina 17). Dziecigtkowska i wsp. [131] w swoich badaniach obejmujgcych
analiz¢ proteomiczng supernatantu uzyskali podobne elektroferogramy. Przetoczenie dtugo
przechowywanych KKCz charakteryzujacych si¢ wysokim poziomem hemolizy
(nagromadzenie zelaza, wolnej Hb, a takze EMPs zawierajacych Hb) moze skutkowac
wzrostem poziomu zelaza niezwigzanego z transferyng w krazeniu biorcy i wystepowaniem
niepozadanych reakcji  poprzetoczeniowych [82, 83, 230]. Zewnatrzkomorkowa
Hb po przetoczeniu gromadzi si¢ w $ledzionie, watrobie i1 nerkach pacjenta [92],
co moze by¢ przyczyng zwickszonej sklonnosci do infekcji czy nasileniem stanu zapalnego
u biorcow [82, 83].

Wraz z wydluzeniem czasu przechowywania obserwowano roéwniez podwyzszony
poziom stresu oksydacyjnego, objawiajacy si¢ obnizeniem CPA oraz obecno$cig grup
karbonylowych w biatkach supernatantow (Tabela 10, Rycina 18). Karbonylacja biatek
jest nieodwracalng modyfikacja, a zalezna od czasu przechowywania obecnos¢ tego markera
stresu oksydacyjnego w KKCz moze wplywa¢ na prawidlowe funkcjonowanie krwinek
czerwonych [231]. Delobel i wsp. [231] zidentyfikowali 142 karbonylowane biatka w cytozolu
komorek oraz 20 utlenionych biatek blonowych. Zalezne od czasu przechowywania zmiany
w karbonylomie wykazano tylko we frakcji cytozolowej [231]. Ta sama grupa badawcza
wykazata dwukrotny wzrost ilosci karbonylowanych biateck w EMPs w trakcie
przechowywania, co $wiadczy o tym, ze komorki poprzez uwalnianie MPs usuwajg utlenione
biatka [232]. Dotychczas badania dotyczace obecnosci grup karbonylowych w biatkach
znajdujacych si¢ w supernatantach KKCz nie zostaty opublikowane przez innych badaczy.

Zaobserwowane znaczace zwigkszenie populacji EMPs w trakcie przechowywania
(Tabela 10) swiadczy¢ moze o nicodwracalnej utracie blony komérkowej w wyniku uwalniania
mikropgcherzykow. Obserwacje komorek UKKCz pod mikroskopem kontrastowo-fazowym
potwierdzity zmiany w morfologii erytrocytow wynikajace z przechowywania. Na uzyskanych
fotografiach wyraznie wida¢ w polu widzenia wigkszg ilos¢ komorek o ksztalcie zblizonym
do sferoechinocytow (majacych Scisty zwigzek z utratg btony w wyniku procesu uwalniania
EMPs) w porownaniu do komoérek o morfologii prawidlowej (dyskocytéw) (Rycina 16).
Dodatkowo, proces uwalniania EMPs, jak i zmiany morfologiczne krwinek czerwonych
potwierdzono przy pomocy fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego z wykorzystaniem
znacznika blonowego Neuro-DIiO (Rycina 16). Opisane zmiany morfologiczne komorek
w przechowywanych KKCz/SAGM przy pomocy réznych technik obrazowania
mikroskopowego obserwowali rowniez inni badacze [229, 233]. Mustafa i wsp. [233]

dodatkowo powiazali zachodzace zmiany morfologiczne erytrocytow ze wzrostem modyfikacji
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oksydacyjnych zachodzacych w tych komoérkach w trakcie przechowywania. W ostatnio
opublikowanych badaniach Bardyn i wsp. [234] zaobserwowali po 35. dniach przechowywania
nieodwracalne zmiany w morfologii erytrocytow, ktorym towarzyszyt wyktadniczy wzrost
iloséci EMPs i hemolizy w jednostce UKKCz/SAGM, natomiast po 42. dniach wykazano wzrost
poziomu stresu oksydacyjnego oceniony na podstawie st¢zenia glutationu w komorkach
(obnizenie tego parametru o 25%) [234]. W zwigzku z tym, iz zdecydowang wigkszo$¢
wszystkich uwalnianych MPs podczas przechowywania KKCz stanowia EMPs, zar6wno
w jednostkach niefiltrowanych [107], jak i filtrowanych [106, 235] podjeto decyzje
0 0znaczeniu zmian w tej wiasnie populacji. Ze wzgledu na rozne metody oznaczania EMPs
w supernatantach KKCz [68, 69, 106, 229, 234, 236] doktadne ilo$ciowe poréwnanie wynikow
wiasnych z wynikami innych badaczy jest niestety niemozliwe.

W filtrowanych jednostkach KKCz zaréwno poziom hemolizy, stresu oksydacyjnego,
jak i uwalnianie EMPs, pod koniec okresu przechowywania, byty istotnie nizsze w poréwnaniu
z KKCz nie poddanymi leukoredukcji (Tabela 10). Zgodnie z wcze$niejszymi doniesieniami
innych autoréw wiele z obserwowanych zmian/uszkodzen krwinek czerwonych wynikajacych
z przechowywania zachodzi w mniejszym stopniu po usunig¢ciu wigkszo$ci leukocytow i ptytek
krwi dawcy zanieczyszczajacych KKCz [42, 228, 229, 237]. Filtrowanie jednostek znaczaco
zmniejszalo, m.in. poziom hemolizy, nieodwracalne zmiany morfologiczne komorek
(echinocytoze), stres oksydacyjny, starzenie krwinek czerwonych [229] oraz uwalnianie EMPs
[229, 236]. Zespot Almizraq i in. [238] udokumentowal ostatnio wplyw réznych metod
preparatyki krwi na jako$¢ i bezpieczenstwo przetaczania KKCz, co w glownej mierze
zwigzane jest z dzialaniem immunomodulacyjnym supernatantow [238]. Filtrowane
KKCz/SAGM charakteryzowaty si¢ najmniejszg iloscig MPs w supernatancie, co bezposrednio
wptywato na ich mniejszag aktywno$¢ immunologiczng (immunosupresyjna, zapalng)
wzgledem pozostatych typow jednostek KKCz [238]. Podsumowujac, otrzymane na tym etapie
wyniki s3 zgodne z wcze$niej opublikowanymi badaniami dokumentujgcymi roznice
w supernatantach KKCz wynikajace z przechowywania oraz zastosowanej metody preparatyki
(tj. filtrowanie).

Kolejnym zadaniem badawczym w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byta ocena
wpltywu uprzednio scharakteryzowanych supernatantow KKCz na parametry czynno$ciowe
(aktywacje 1 reaktywno$¢) ptytek krwi. Przetaczanie ,,starszych” KKCz (przechowywanych
ponad 14 dni) pacjentom urazowym oraz z chorobami uktadu krazenia moze by¢ zwigzane
ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych, tj. ostre

uszkodzenie ptuc, niewydolnos$¢ wielonarzadowa, jak rowniez zakrzepica zyt gtgbokich i tetnic,
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udar oraz zwigkszone ryzyko $mierci biorcy [22, 24, 86, 225, 239, 240]. Mechanizmy lezace
U podstaw wystepowania incydentow zakrzepowych zwigzanych z okolooperacyjnym
przetoczeniem KKCz sg stabo poznane [241]. Zwigzek pomigdzy czasem przechowywania
KKCz, a wystepowaniem powiklan zakrzepowych u biorcow nie zostal wykazany
we wszystkich  przeprowadzonych badaniach [242, 243]. Eksperymenty wykonane
w warunkach in vitro dowiodty, iz supernatanty z dluzej przechowywanych KKCz posiadaja
zdolnos¢ do ostabiania funkcji monocytow [244], aktywowania i pobudzania neutrofili [245]
oraz wywolywania reakcji zapalnych [246]. Mikroczastki uwalniane z erytrocytow
do supernatantu w trakcie przechowywania aktywuja szlaki pro-koagulacyjne poprzez
ekspozycje PS (powierzchnia do tworzenia kompleksow tenazy i protrombinazy) [106]
oraz przez wytwarzanie trombiny w sposob zalezny od czynnika XI [69]. Dane z 2020 roku
wskazuja, ze EMPs moga bezposrednio aktywowac¢ czynnik XII oraz prekalikreine, co skutkuje
aktywacja czynnika IX [117, 118]. W literaturze dostgpne sg dane dotyczace wystepowania
koagulopatii zwigzanej z rozcienczeniem krwi w wyniku transfuzji sktadnikow krwi podczas
masywnych przetoczen [247]. Natomiast nie ma jednoznacznego stanowiska naukowcoOw
W kwestii bezposrednich skutkow dzialania supernatantow KKCz na czynno$¢ ptytek krwi
[246, 248]. Wczesniejsze doniesienia literaturowe wskazuja na hamowanie agregacji PLTs
przez supernatanty z przechowywanych niefiltrowanych KKCz [248]. Z drugiej strony,
pojawity si¢ takze dane, w ktorych obserwowany byl wzrost ilosci agregatow leukocytarno-
ptytkowych po inkubacji krwi pelnej z takimi supernatantami, co moze $wiadczy¢ o tym,
ze plytki krwi byly przez nie aktywowane [246]. Dowiedzione zostato, iz niedokrwistosci
hemolityczne, tj. talasemia czy niedokrwisto§¢ sierpowatokrwinkowa, zwigzane
sa z wystepowaniem nadkrzepliwosci 1 zwigkszonej aktywacji PLTs pacjentéw w wyniku
wewnatrznaczyniowej hemolizy 1 wytwarzania RFT przez uwolniona Hb z krwinek
czerwonych [249, 250].

Kluczowym zalozeniem przeprowadzonych badan bylo wykazanie, ze supernatanty
w ilosci odpowiadajacej przetoczeniu in vivo dwoch jednostek KKCz (stosunek supernatantu
do badanego materiatu biologicznego wynosit 1:9 (v/v); ilos¢ podawanych jednostek
powszechnie stosowana w praktyce lekarskiej) moga zaburza¢ funkcje ptytek krwi,
co dotychczas nie zostalo wustalone 1 stanowi nowatorskie podejscie do tematu.
W przeprowadzonych wczes$niejszych badaniach dzialanie supernatantéw oceniano
w warunkach do$wiadczalnych, mniej istotnych z klinicznego punktu widzenia, w ktorych
stosunek objetosciowy supernatantu do PRP byt rowny 1:1 [63] lub do pelnej krwi 1:2
[248, 251], co odpowiadatoby przetoczeniu odpowiednio 20. lub 10. jednostek KKCz,
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co moze si¢ wydarzy¢, ale w sytuacji masywnych transfuzji przeprowadzanych w przypadkach
rozleglych zagrazajacych zyciu krwotokow.

W pierwszej kolejnosci oceniono wplyw supernatantow KKCz i ich filtratow
(zawierajacych substancje o masie <10 kDa) na zdolno$¢ przylegania niestymulowanych
oraz aktywowanych trombing PLTs (zawieszonych w buforze Tyroda) do biatek adhezyjnych
fibrynogenu oraz kolagenu typu I. Adhezja PLTs jest pierwszym etapem hemostazy pierwotnej
oraz aktywacji tych komorek [252]. Filtraty z supernatantow jednostek KKCz, w szczegdlnosci
niefiltrowanych, znaczaco zwickszaja aktywacje 1 reaktywnos¢ PLTs w poréwnaniu
do supernatantow, z ktorych je uzyskano (Rycina 19 i 20B), co pozwala wnioskowac,
ze za zwigkszenie zdolnosci adhezyjnych PLTs w gtéwnej mierze moga odpowiada¢ substancje
matoczasteczkowe (o wielkosci ponizej 10 kDa), prawdopodobnie pochodzace z biatych
krwinek 1 plytek krwi, obecne w supernatantach. Filtrowanie jednostek KKCz
przed przechowywaniem znaczaco obniza ilo$¢ bioaktywnych substancji zanieczyszczajacych,
ale podczas rutynowego przechowywania filtrowanych KKCz nadal dochodzi do akumulacji
niektorych  mediatorow  prozapalnych, jak 1 lipidow [35]. Bioaktywne lipidy
czy matoczasteczkowe chemokiny moga by¢ obecne w supernatantach ,,$wiezych” KKCz
Zz powodu mechanicznego uszkodzenia komoérek krwi w wyniku stosowanych procedur
preparatyki krwi w bankach krwi. Sugeruje sie¢, ze zalezny od czasu wzrost stezenia cytokin
w przechowywanych jednostkach KKCz zwigzany jest z kontrolowanym ich uwalnianiem
przez nienaruszone krwinki czerwone, ale mechaniczne uszkodzenie komorek moze roéwniez
pobudza¢ uwalnianie cytokin [171], co moze thtumaczy¢ ich wysokie stezenie w jednodniowych
jednostkach KKCz. Bioragc pod uwage sposob otrzymywania filtratow supernatantow KKCz
do badan, nalezy zalozy¢, ze nie zawieraly one w swym sktadzie MPs. Zgodnie z informacja
producenta zastosowana membrana posiada pory o $rednicy w zakresie 2,9 — 5,0 nm,
co jednoznacznie potwierdza, iz MPs jako pecherzyki o wielkosci 0,1 — 1,0 pm czy mniejsze
egzosomy (40 — 100 nm) [253] nie sg obecne w badanych supernatantach. Co ciekawe,
Aung i wsp. [106] zaobserwowali, ze usunigcie MPs (wykorzystujac filtr o $rednicy porow
0,22 pm) z supernatantow filtrowanych KKCz/SAGM, otrzymanych w 42. dniu, zmniejszalo
ilos¢ MPs eksponujacych PS, ale nie obnizalo jego aktywnosci pro-zakrzepowej zaleznej
od fosfolipidow, co wskazuje, ze czasteczki mniejsze niz MPs promuja aktywnos$¢
pro-koagulacyjng supernatantow. Ze wzgledu na brak istotnych statystycznie rdznic pomigdzy
adhezja plytek krwi nietraktowanych, a inkubowanych z roztworem SAGM wykluczono wptyw
samego roztworu wzbogacajacego SAGM na zdolno$ci adhezyjne PLTs. Nie wykazano takze

wplywu czasu przechowywania KKCz na witasciwosci adhezyjne PLTs. Uzyskane wyniki
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sugeruja, ze przetaczanie niefiltrowanych KKCz moze przyczynia¢ si¢ do zwickszonego ryzyka
wystepowania zdarzen zakrzepowo-zatorowych u biorcow.

Nastepnie sprawdzono czy substancje obecne w supernatantach wptywaja na tworzenie
agregatow ptytkowych poprzez pomiar agregacji PLTs metodg turbidymetryczng w PRP.
Odpowiedz PLTs po stymulacji fizjologicznym agonista ulegta znacznemu wzmocnieniu
W obecnosci supernatantéw z niefiltrowanych KKCz otrzymanych w 1. dniu przechowywania
oraz filtratéw uzyskanych z niefiltrowanych supernatantéw w 1. oraz 42. dniu (Rycina 21).
Wzmozong agregacje PLTs indukowang kolagenem wywolywaly matoczasteczkowe sktadniki
(<10 kDa) obecne w supernatantach z niefiltrowanych KKCz. Obserwowany efekt
nie wykazywat zalezno$ci wzgledem czasu przechowywania jednostki. Bezposredni wplyw
roztworu wzbogacajacego SAGM na agregacj¢ PLTs zostal wykluczony. Otrzymane wyniki
nie sa zgodne z weczesniejszym doniesieniem [248], w ktorym autorzy wykazali,
ze supernatanty przechowywanych niefiltrowanych jednostek KKCz hamujg agregacje PLTs
indukowana kolagenem poprzez zmniejszanie ekspresji powierzchniowego receptora
integrynowego GP IIb/Illa dla fibrynogenu. Réznice pomigdzy przedstawionymi danymi,
a uzyskanymi wynikami wlasnymi moga by¢ zwigzane z zastosowaniem odmiennych
warunkow przeprowadzanych eksperymentow. Badania Matheu i wsp. [248] obejmowaty
pomiar agregacji PLTs w krwi pelnej, stosunek supernatantu do krwi wynosit 1:2 (v/v)
(w badaniach wtasnych 1:9), a ptynem uzupehiajagcym wykorzystanym do przechowywania
krwinek czerwonych byl roztwor AS-5, ktérego skiad znacznie odbiega od ptynu SAGM -
powszechnie stosowanego w krajach europejskich, Kanadzie, Australii i Nowej Zelandii.
Dodatkowo w cytowanej pracy brak jest informacji o bezposrednim wplywie ptynu AS-5
na agregacje¢ PLTs. Na brak zgodnosci wynikow eksperymentalnych mogly wpltyna¢ takze
roéznice w sposobie przygotowywania jednostek KKCz w bankach krwi i/lub réznice osobnicze
pomigdzy krwinkami czerwonymi dawcow wynikajace z ich odmiennej podatnosci na stres
oksydacyjny czy hemolize¢ w warunkach ex vivo. Natomiast, wyniki zgodne z otrzymanymi
wynikami wiasnymi uzyskali Spinelli i wsp. [63]. Autorzy zaobserwowali istotny wzrost
agregacji PLTs indukowanej ADP po inkubacji PRP z supernatantami (1:1, v/v)
z przechowywanych (<8. i >20. dni) niefiltrowanych KKCz/AS-1 w poréwnaniu
do tych z 1. dnia [63]. Supernatanty z filtrowanych KKCz niezaleznie od czasu
przechowywania nie mialy wptywu na agregacje PLTs [63], co jest zgodne z wynikami
zaobserwowanymi w przyjetym uktadzie badawczym (Rycina 21). Wyniki prospektywnego
badania obserwacyjnego (TRANSFUSION-2) [254] przeprowadzonego w grupie

61. pacjentéw (33. z OZW 1 28. pacjentéw hospitalizowanych z powodu innych chorob serca)
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takze wykazaty wzrost reaktywnosci PLTs, szczegélnie po stymulacji ADP, u biorcow
otrzymujacych jednostki KKCz/SAGM.

W celu okreslenia wptywu supernatantow KKCz na parametry czynnosciowe PLTs
w warunkach mozliwie najbardziej zblizonych do fizjologicznych, odpowiedz PLTs mierzono
w krwi pelnej z zastosowaniem cytometrii przeptywowej. Supernatanty KKCz stymulowaty
uwalnianie PMPs oraz tworzenie PAs w stopniu zblizonym do zastosowanych fizjologicznych
agonistow (kolagenu, ADP) (Rycina 22 i 23), jak rowniez zwigkszaly ekspresje
powierzchniowych markerow aktywacji PLTs, selektyny P i aktywnej formy receptora
integrynowego GP I1b/llla (Rycina 24 i 25), co jednoznacznie dowodzi, Zze maja one dziatanie
stymulujace na PLTs. Dodatkowo, zaobserwowano, iz supernatanty moga oddziatywaé
W sposob synergistyczny lub addytywny z fizjologicznymi agonistami (kolagenem - Rycina
24B i 25B oraz ADP - Rycina 24C i 25C). Warto zauwazy¢, ze w PLTs stymulowanych
kolagenem supernatanty KKCz nie wptywaja znaczaco na tworzenie PAs (Rycina 23B),
co pozostaje w gltowne] mierze w zgodzie z wynikami agregacji oznaczonej metoda
turbidymetryczng (Rycina 21). Supernatanty niefiltrowanych jednostek KKCz, niezaleznie
od dnia otrzymania, w wigkszym stopniu przyczynialy si¢ do wzrostu agregacji PLTs
(Rycina 23A), co sugeruje, ze obecne w supernatantach substancje bioaktywne
prawdopodobnie pochodzity z resztkowych leukocytow i PLTs (zanieczyszczajacych
ten sktadnik krwi). Obserwowany wzrost aktywacji PLTs w krwi pelnej pod wpltywem
dziatania supernatantow, wraz z tendencja do jej zwigkszenia z czasem przechowywania,
prawdopodobnie zwigzany jest ze wzrostem stresu oksydacyjnego w jednostkach KKCz
wynikajagcym ze zdolnosci wolnej Hb 1 jej pochodnych do wytwarzania RFT. Powszechnie
wiadomo, ze przecigzenie zelazem (szczegbélnie u biorcow wielokrotnych), na skutek
zwigkszonej podazy wolnej Hb i hemu, moze powodowaé uszkodzenie komorek, tkanek
1 narzadéw wynikajace z rosngcego poziomu stresu oksydacyjnego, zwigzanego z obecnoscia
wspomnianych substancji, ktore sg zrodlem reaktywnych form tlenu i azotu [255, 256].
Aktywacje PLTs w krwi pelnej po ekspozycji na tzw. uktady generujace RFT (pochodzace
z krwinek czerwonych, tj. wolna Hb [257] czy granulocytow obojetnochtonnych) opisywano
juz w literaturze [250, 258]. Dostepne dane sugeruja, ze RFT s3 stymulatorami agregacji PLTs
na roznych poziomach szlakow sygnatowych, np. poprzez pobudzenie metabolizmu kwasu
arachidonowego, aktywacje kinaz tyrozynowych, czy naplyw jonow wapnia. Dowiedziono
rowniez, ze Hb uwolniona z uszkodzonych krwinek czerwonych, juz nawet w nanomolowych
stezeniach, stymuluje agregacje PLTs [250]. W zastosowanym uktadzie doswiadczalnym

wolna Hb oraz hem, obecne w badanych supernatantach KKCz, promowaty $rodowisko
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pro-oksydacyjne w krwi petnej. W procesie samoutleniania wolna Hb wytwarza anionorodnik
ponadtlenkowy (O27), ktory nastgpnie uczestniczy w powstawaniu innej RFT
jaka jest nadtlenek wodoru (H20-). Ponadto, hem jako zrodto zelaza bierze udziat w tworzeniu
rodnikow hydroksylowych w reakcji Fentona [255]. Wolny hem jest jednym z czynnikoéw
wywolujacych hemolize krwinek czerwonych. Zwigzek ten ma zdolno$¢ wnikania
do hydrofobowej czgsci dwuwarstwy fosfolipidowej, gdzie uczestniczy w powstawaniu
nadtlenkow lipidéw bezposrednio zwigkszajacych przepuszczalnos¢ btony komorkowej [255].
Podsumowujac, w s$rodowisku pelnej krwi hem, nagromadzony w supernatantach
przechowywanych KKCz, moze zwigksza¢ uwalnianie wolnej Hb. Wzrost hemolizy
moze z kolei generowaé RFT w ilosci wystarczajacej do stymulacji PLTs. Pobudzajace
dziatanie supernatantow na PLTs moglo by¢ rowniez spowodowane obecnoscig MPs réznego
pochodzenia w jednostkach KKCz, gtéwnie EMPs, ktorych zdolnos¢ do wytwarzania trombiny
w wewnatrzpochodnym szlaku krzepnigcia wykazano nawet przy braku czynnika tkankowego
[106]. W zwiazku z niewystarczajaca ilo§ciag materiatu biologicznego nie przeprowadzono
badan wptywu filtratéw (<10 kDa) na PLTs w krwi petnej metoda cytometrii przeptywowe;.
Z drugiej strony, zwigkszona wrazliwos¢ PLTs na kolagen po inkubacji z sSNLR1
lub filtratami, niezaleznie od czasu przechowywania, zaobserwowana w badaniach
przeprowadzonych metoda turbidymetryczng (Rycina 21) nie moze by¢ zwigzana
z wytwarzaniem RFT. W osoczu bogatoptytkowym, zawierajagcym duze stezenie
przeciwutleniaczy/zmiataczy ~wolnych rodnikow, a takze biatka wigzace wolng
Hp (haptoglobina) i hem (hemopeksyna) [259], przy stosunku obj¢tosciowym PRP:supernatant
(9:1), jest bardzo mato prawdopodobne, aby produkty rozpadu Hb obecne w supernatancie
mogly inicjowa¢ tworzenie RFT. Uzyskane wyniki §wiadcza o tym, Ze mechanizmy
odpowiedzialne za aktywacje i1 zwigkszong reaktywno$¢ PLTs pod wptywem supernatantéw
KKCz sg zlozone a pomigdzy gromadzacymi si¢ w nich bioaktywnymi substancjami
mogg zachodzi¢ rdzne interakcje. Na tym etapie badan nie mozna zidentyfikowacé wszystkich
substancji odpowiedzialnych za obserwowany efekt. Nalezy réwniez pamigtaé, iz nawet
do 25% przetoczonych krwinek czerwonych moze by¢ usuwanych z krwiobiegu [82, 260],
przez co znaczenie kliniczne niektdrych zaobserwowanych zjawisk moze nie by¢ zauwazalne
in vivo. W badaniach przeprowadzonych na materiale biologicznym pochodzacym od ludzi
trzeba tez wzig¢ pod uwage rdznice migdzyosobnicze pomigdzy dawcami, na ktéore moga
wplywaé takie czynniki, jak pte¢, wiek, grupa krwi, styl zycia, dieta, palenie papierosow,
podatno$¢ krwinek czerwonych na stres oksydacyjny ex vivo [45, 47, 52, 54, 55] i wiele innych

dotychczas nieznanych czynnikéw. Pomimo duzej liczby przeprowadzonych niezaleznych
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eksperymentéw nie wykazano istotnego wptywu filtrowania przed przechowywaniem,
a czas przechowywania mial niewielki wptyw, na poziom niektdrych badanych parametréw
aktywacji PLTs indukowanej supernatantami. Brak istotnych statystycznie roznic w poziomach
markerow aktywacji PLTs pomie¢dzy badanymi supernatantami mozna, przynajmniej
czesciowo wyjasni¢ duzymi odchyleniami uzyskanych wynikéw, wynikajacymi z roznic
osobniczych mi¢dzy dawcami, ktorych krew wykorzystano.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wyraznie dowodza, iz supernatanty KKCz stymuluja
aktywacje i reaktywno$¢ PLTs pobranych od zdrowych ochotnikéw in vitro, co moze wyjasniaé
wystepowanie incydentow zatorowo-zakrzepowych po przetoczeniu KKCz, w r6znych grupach
chorych, np. pacjentow z chorobami uktadu krazenia, po zabiegach operacyjnych,
czy z nowotworami. Biorac pod uwage fakt, ze badania przeprowadzono w warunkach
doswiadczalnych odpowiadajacych przetoczeniu 2 jednostek KKCz (przy stosunku
objetosciowym supernatantu do krwi/PRP wynoszagcym 1:9) mozna wnioskowac,
ze filtrowanie 1 ,,wiek” przetoczonych KKCz mogga mie¢ mniejsze znaczenie przy podawaniu
biorcy do 2 jednostek/dobg (w przeciwienstwie do np. masywnych transfuzji).

Ostatnim etapem w realizacji pierwszego zadania badawczego byla ocena wptywu
supernatantow KKCz na wilasciwosci hemostatyczne osocza krwi poprzez oznaczenie
powszechnie stosowanych parametrow diagnostycznych. Nie wykazano dzialania
supernatantéw, w zastosowanym stezeniu, na czasy krzepnigcia (TT, PT, APTT) (Rycina 29).
Brak widocznego wptywu badanych supernatantow na wlasciwosci hemostatyczne osocza
moze wynikac z ogdlnego ograniczenia tych testow, tzn. ich stosunkowo niskiej czutosci [261].
Parametry krzepnigcia (tj. PT, APTT, liczba PLTs) stosowane sg zwyczajowo do okreslenia
wzglednego udziatu roznych sktadnikow krwi w przebiegu procesu hemostazy [261]. Dostepne
dane literaturowe rowniez nie dowiodty wptywu czasu przechowywania (do 21 dni)
KKCz na krzepnigcie oznaczone przy pomocy wspomnianych testow diagnostycznych [261].
Sugeruje si¢, ze za wystepowanie incydentow pro-zakrzepowych po przetoczeniu KKCz
moga odpowiada¢ obecne w jednostkach resztkowe ptytki krwi oraz czynniki krzepnigcia
[261].

Kolejnym aspektem badanym w pracy byla ocena dziatania supernatantow KKCz
na wybrane linie ludzkich komoérek nowotworowych oraz okreslenie ich wpltywu
na cytotoksycznos¢ cisplatyny wobec tych komorek. Mechanizm terapeutycznego dziatania
zastosowanego leku onkologicznego, na bazie platyny o silnych wlasciwo$ciach
cytostatycznych, polega na bezposredniej interakcji z DNA poprzez tworzenie

wewnatrzniciowych wigzan hamujacych replikacje, co prowadzi do zatrzymania cyklu
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komorkowego, a nastepnie apoptozy [262, 263]. Mechanizm przeciwnowotworowego dziatania
cisplatyny nie jest do konca poznany. Wykazano, ze zaledwie 1% cisPt obecnej w komorce
wigze si¢ z jadrowym DNA. Pozostaty odsetek reaguje ze sktadnikami btony oraz cytoplazmy,
co swiadczy o tym, ze lek ten moze rowniez wykazywacé dziatanie cytotoksyczne poprzez
mechanizmy niezalezne od wigzania jgdrowego DNA [264], m.in. poprzez wywotywanie
wytwarzanie RFT [265]. Cisplatyna i jej analogi sa stosowane w leczeniu réznych typow
nowotworow, tj. bialaczka, rak piersi, jajnika, nerki czy pluc, zarbwno w monoterapii,
jak i terapii skojarzonej z innymi lekami [263]. Pacjenci onkologiczni czesto wymagaja
transfuzji KKCz z powodu wynikajacej z choroby nowotworowej niedokrwistosci, ktorej
przyczyna moze by¢ takze radio- i/lub chemioterapia, przewlekta niewydolno$¢ nerek
czy utrata krwi podczas zabiegu chirurgicznego [140, 142, 144].

Pierwszy etap badan in vitro przeprowadzono na komodrkach przewlektej biataczki
szpikowej (linia komdrkowa K-562), poniewaz anemia najczeSciej wystgpuje u pacjentow
chorych na nowotwory hematologiczne, w przypadku biataczek zwigzana jest z nacieczeniem
szpiku kostnego przez komodrki nowotworowe [34, 142]. W zwiazku z silnym dziataniem
cytotoksycznym supernatantoéw dodawanych w ilosci 10% i 20% objetosci zawiesiny komorek
K-562 oraz brakiem znamiennych statystycznie roznic w zywotno$ci komorek K-562
po inkubacji z supernatantem w ilosci 2%, jako optymalng dawke supernatantu do dalszych
badan wybrano 5%. [lo$¢ ta umozliwiata takze zaobserwowanie dziatania supernatantow KKCz
w obecnosci leku przeciwnowotworowego.

Badania wlasne wykazaly cytotoksyczny wplyw supernatantow z niefiltrowanych
KKCz na komorki K-562, niezaleznie od dtugosci przechowywania ex vivo oraz obecnosci leku
przeciwnowotworowego, w komercyjnym tescie do oceny przezywalnosci (Rycina 30C).
Podobne dziatanie supernatantow z niefiltrowanych jednostek, w obecnos$ci cisplatyny,
wykazano w immunoenzymatycznym tescie, o wysokiej czuloéci, oceniajacym zdolnosci
proliferacyjne poprzez ilos¢ wbudowanego BrdU w miejsce tymidyny do DNA komorek
proliferujacych (Rycina 31). Dodatkowo, badania metodag ELISA dowiodly, ze zdolnosci
proliferacyjne komoérek zmniejszyly si¢ pod wptywem supernatantéw z filtrowanych KKCz
oraz niefiltrowanego z 1. dnia (Rycina 31). W zwiazku z powyzszym podj¢to probg wyjasnienia
przyczyny spadku zywotnosci i hamowania proliferacji komorek K-562 poprzez okreslenie
poziomu wewnatrzkomorkowych RFT, ktore potwierdzito wzrost ilosci RFT generowanych
w komorkach po inkubacji z supernatantami KKCz w badanych uktadach (Rycina 32).
Nasilenie OS w komorkach moze przyczynia¢ si¢ do powstawania uszkodzen DNA.

W alkalicznej wersji testu kometowego zaobserwowano tendencje¢ do wzrostu uszkodzen
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DNA po inkubacji z supernatantami (Rycina 33). Przy mniejszym st¢zeniu (5%) najsilniejsze
dziatanie genotoksyczne wykazywal supernatant uzyskany z filtrowanego KKCz z 1. dnia.
Silniejsze wlasciwosci genotoksyczne supernatantoéw zaobserwowano przy zastosowaniu
wigkszej dawki (20%) (Rycina 33). Wiele czynnikow reguluje proces apoptozy,
wewnatrzkomorkowymi czynnikami indukujagcymi apoptoze sg m. in. uszkodzenia DNA,
czy podwyzszony poziom RFT [266, 267]. W zwiazku z wykazanym wzrostem tych dwoch
parametréw podjeto decyzje o dokonanie oceny wptywu supernatantow na proces apoptozy
komorek nowotworowych, poprzez oznaczenie aktywnosci enzymatycznej kaspaz.

Utrzymanie prawidtowej homeostazy organizmu jest mozliwe dzigki mechanizmom
zaprogramowanej (kontrolowanej genetycznie) $mierci komorkowej, tj. apoptoza.
Uruchomienie szlaku sygnalowego wewnatrz- badZz zewnatrzpochodnego prowadzi
m. in. do przeksztatcenia kaspaz w ich aktywne formy, a w konsekwencji do $§mierci komorki.
Kaspaza-9 bierze udzial w inicjacji procesu apoptozy w wewnatrzpochodnym szlaku
mitochondrialnym. Jej aktywacja powoduje wzbudzenie kaspazy-3 i 7, ktore pelnig role
efektorowa w fazie wykonawczej procesu apoptozy [266, 267].

Supernatanty otrzymane w 1. dniu przechowywania, niezaleznie od sposobu
przygotowania, zarowno w obecnosci, jak i bez leku przeciwnowotworowego, wzmagaty
proces apoptozy (Rycina 35A i B). Ponadto, zaobserwowano wzrost aktywnosci kaspazy-3/7
w obecnosci dlugo przechowywanego supernatantu z niefiltrowanego KKCz (Rycina 35A).
Poprzez zahamowanie aktywnosci kaspaz (zastosowanie inhibitora kaspaz Z-VAD-FMK)
potwierdzono, za pomoca testu CCK-8, Ze supernatanty wzmagaja apoptoz¢ komorek linii
K-562 w badanym uktadzie eksperymentalnym (Rycina 35C).

Podsumowujac, supernatanty KKCz, w szczegodlnosci uzyskane z niefiltrowanych
jednostek oraz filtrowanych z 1. dnia, rowniez w ukladzie badawczym z cisplatyng, promuja
apoptoze komorek K-562 poprzez dziatanie pro-oksydacyjne (wzrost produkcji RFT),
i w konsekwencji genotoksyczne, co objawia si¢ obserwowanym zmniejszeniem zywotnosci
i hamowaniem proliferacji komorek. Uzyskane wyniki wskazuja, iz jednym z mechanizmow
odpowiedzialnych za cytotoksyczne dziatanie supernatantéw na komorki linii K-562
jest wzrost stresu oksydacyjnego, ktory moze by¢ spowodowany obecnoscig w nich produktow
degradacji Hb. Ze wzglgdu na nowatorski charakter tej cze$ci badan i brak odniesienia
w literaturze interpretacja uzyskanych wynikéw, jak i okreslenie ich klinicznego znaczenia
jest trudne. Wolna Hb, hem i zelazo, dostarczane do organizmu biorcy z przetaczanym
sktadnikiem krwi, sa zrodlem NTBI i moga by¢ toksyczne dla komorek i tkanek [89-91],

m. in. poprzez udziat w generowaniu RFT i nasilaniu stresu oksydacyjnego [15, 84, 90, 97, 98].
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Przewlekly OS oraz towarzyszacy mu stan zapalny sg dobrze znanymi czynnikami
wplywajacymi na progresj¢ choroby nowotworowej [153]. Komoérki nowotworowe
charakteryzuja si¢ znacznie wyzszym poziomem RFT w poréwnaniu do prawidtowych
komorek. Przyczyng tego sg, m.in. dysfunkcje mitochondriow i podwyzszony metabolizm
komorek nowotworowych. Jednakze, bardzo wysokie stezenia wewnatrzkomorkowych RFT
sg wysoce toksyczne dla komoérek, co moze zosta¢ wykorzystane w terapii
przeciwnowotworowej hamujacej obrong antyoksydacyjng komoérek lub wzmagajacej
wytwarzanie RFT [268].

Nie mozna takze wykluczyé, iz za zaobserwowane dziatanie cytotoksyczne
odpowiadajg  réwniez obecne w  supernatantach  cytokiny o  aktywnosciach
przeciwnowotworowych, tj. interferony, IL-4, IL-6, IL-12, TNF-a, TGF-p [164]. Co istotne,
wymienione cytokiny charakteryzuja si¢ dziataniem plejotropowym, co oznacza,
ze w zalezno$ci od stezenia czy stopnia zaawansowania choroby, moga wykazywa¢ odmienne
wiasciwosci. Przyktadowo, niskie ich st¢zenia moga wplywac inicjujaco na wzrost komorek
nowotworowych, a wysokie oddziatywa¢ hamujgco. W supernatantach z niefiltrowanych
KKCz nie wykazano wplywu przechowywania na wzrost stezenia IL-6 [120]. Ogolnie przyjeta
teoria ,,pdl cytokinowych” w mikrosrodowisku guza okreslajaca stosunek ilosci cytokin typu
Th2 1 Th3 w stosunku do Thl, pozwala w pewnym stopniu zrozumie¢ udziat tych biatkowych
mediatorow w chorobach nowotworowych [34, 166].

Na podstawie uzyskanych wynikoéw nie wykazano wplywu czasu przechowywania,
ani sposobu przygotowania jednostki KKCz na komorki przewleklej biataczki szpikowej.
Filtracja nie zapobiega w pelni gromadzeniu si¢ w supernatancie niektorych czynnikow
zapalnych w istotnych klinicznie stezeniach. W zwiazku z czym, przyczyng braku rdznic
moze by¢ obecno$¢ wielonienasyconych kwaséw tluszczowych i1 produktow ich utleniania
W supernatantach, ktéra zostala wykazana zar6wno w jednostkach niefiltrowanych
i filtrowanych w 42. dniu przechowywania [44]. Zas, w 1. dniu przechowywania st¢zenie
12-HETE uczestniczacego w procesach, tj. stres oksydacyjny, stan zapalny, choroba
nowotworowa, nie rézni si¢ pomie¢dzy jednostkami filtrowanymi i niefiltrowanymi [128].

U pacjentéw onkologicznych poddawanych chirurgicznej resekcji guza zaobserwowano
wyzszy odsetek przerzutow i nawrotdw choroby nowotworowej oraz ryzyka $mierci zwigzany
z okotooperacyjnym przetoczeniem KKCz [3, 147-149, 269]. Przyczyny tych zdarzen upatruje
si¢ w immunosupresyjnym dziataniu KKCz, polegajacym na uposledzeniu funkcji komorek
NK i cytotoksycznych limfocytow T [150]. Co wigcej, do mechanizméw odpowiedzialnych

za zwickszone ryzyko progresji lub nawrotu choroby nowotworowej po przetaczaniu KKCz
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zaliczane sg stan zapalny oraz dziatanie mediatorow (tj. cytokiny, chemokiny, czynniki
wzrostu) 1 sktadnikow krwi zdolnych do aktywacji angiogenezy i $ciezek przezycia
w transformowanych komérkach [153, 162].

Druga czg$¢ badan przeprowadzono na liniach komoérek nowotworowych
wywodzacych si¢ z guzow litych, tj. endometrialny gruczolakorak jajnika (A2780),
gruczolakorak gruczotu krokowego (PC-3), gruczolakorak jelita grubego (LoVo),
estrogenozalezny gruczolakorak gruczotu piersiowego (MCF7) oraz linii nienowotworowej
komorek nablonka gruczotlu piersiowego (MCF-10A), w takich samych dwoch uktadach
(bez cisplatyny i w obecnosci leku przeciwnowotworowego) jak w badaniach
przeprowadzonych na linii K-562. W uktadzie bez cisPt, obserwowano spadek zywotnosci
komorek wszystkich badanych linii nowotworowych w wyniku dzialania supernatantow KKCz
z 1. dnia, zaré6wno niefiltrowanych, jak i filtrowanych (Rycina 36, 37A i B), zywotnos¢
komorek linii A2780 i PC-3 obnizal takze supernatant filtrowanych KKCz z 42. dnia
przechowywania (Rycina 36). Co ciekawe, supernatanty niefiltrowanych jednostek KKCz
wraz z przechowywaniem tracity wtasciwosci cytotoksyczne wobec komorek badanych linii
(Rycina 36 i 37B), z wyjatkiem linii LoVo (Rycina 37A). W przypadku linii MCF7 opisang
zalezno$¢ zaobserwowano takze w filtrowanych jednostkach KKCz (Rycina 37B).
Supernatanty nie mialy wptywu na cytotoksyczne wiasciwosci cisPt w badanych liniach
komorek nowotworowych. Supernatanty dtugo przechowywanych KKCz nie wykazywaty
wlasciwos$ci cytotoksycznych wobec nienowotworowej liniit MCF-10A, a nawet wzmagaty
zywotno$¢ tych komorek (Rycina 37C). Wzrost komoérek unie$miertelnionej linii MCF-10A
mozliwy jest w odpowiednim medium wzrostowym uzupetnionym stosownymi suplementami,
wsrod ktorych obecne sg czynniki wzrostu. Zgodnie z danymi literaturowymi, w supernatantach
przechowywania KKCz gromadza si¢ czynniki wzrostu, tj. VEGF, EGF, TGF-B, IGF,
bFGF [15, 38, 123, 171], co moze tlumaczy¢ zaobserwowany wzrost zywotnosci komorek
tej linii. Przezywalno$§¢ komorek MCF-10A hodowanych w obecnosci cisplatyny
I supernatantow byla zblizona do zywotnosci komorek nietraktowanych, co sugerowaloby
znoszenie dzialania leku przez supernatanty (Rycina 37C). W kolejnej serii do§wiadczen,
zaobserwowano hamowanie proliferacji komodrek nowotworowych pod wpltywem
supernatantéw z 1. dnia (niefiltrowanych w komoérkach LoVo, a filtrowanych w komorkach
MCF7). Natomiast nie obserwowano wplywu dlugo przechowywanych niefiltrowanych
jednostek KKCz na proliferacje komorek obu tych linii (Rycina 38A i B). Ponadto,
w komorkach linii nowotworowych, hodowanych w obecnosci supernatantow z KKCz, poziom

wewnatrzkomoérkowych RFT byl ogélnie wyzszy niz w komoérkach kontrolnych,
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ale nie byt zalezny od rodzaju supernatantu (Rycina 39A 1 B). Jedynie w komérkach linii MCF7
zaobserwowano niewielki wzrost poziomu uszkodzen DNA w wyniku dzialania supernatantow
z 1. dnia (Rycina 40B) chociaz byt on w zakresie poziomu endogennych uszkodzen DNA.
Zaobserwowany brak zmian moze wynika¢ z zastosowania zbyt malej dawki supernatantu,
ktora w komorkach badanych linii nie wykazywata dziatania genotoksycznego. Jednoczes$nie,
komoérki MCF-10A w obecno$ci supernatantow w porownaniu do komorek nietraktowanych,
wykazywaly wicksze zdolnosci proliferacyjne (Rycina 38C), przy czym supernatanty
nie powodowaly stresu oksydacyjnego w tych komorkach (brak wzrostu RFT) (Rycina 39C),
ani uszkodzen DNA (Rycina 40C).

Wyniki uzyskane w badaniach nad wplywem supernatantéw KKCz na wybrane linie
komorek nowotworowych wywodzacych si¢ z guzow litych byty zgodne z tymi otrzymanymi
w badaniach przeprowadzonych na komorkach K-562 i wykazaty, Zze supernatanty KKCz
nie wplywaja na wzrost i rozwo6j komoérek badanych linii nowotworowych. Wzrost
wewnatrzkomorkowego stezenia RFT w obecnos$ci supernatantow KKCz byl cytotoksyczny
dla komoérek nowotworowych.

Roznice w otrzymanych wynikach pomig¢dzy liniami komorek nowotworowych
a nienowotworowa moga wynika¢ z faktu, iz komorki nowotworowe charakteryzuje wysoki
poziom stresu oksydacyjnego, w porownaniu do komoérek prawidlowych, z ktorych
si¢ wywodzg [271]. Nie bez znaczenia pozostaje fakt, iz komorki linit MCF-10A ulegaja
unie$miertelnianiu w sposob spontaniczny poprzez inkubacj¢ komérek w medium wzrostowym
0 niskiej zawarto$ci jonow wapnia [272].

Udziat stresu oksydacyjnego w progresji nowotwordéw uktadu krwiotworczego (tj. ostra
1 przewlekta biataczka szpikowa, ostra biataczka limfoblastyczna, zespoly mielodysplastyczne)
oraz litych (tj. rak prostaty, jelita grubego i piersi) jest potwierdzony, ale nadal jeszcze
nie w pelni poznany [270]. Otrzymane wyniki nie sg zgodne z danymi opublikowanymi
przez Benson i wsp. [123], ktorzy opisali gromadzenie si¢ czynnikbw wzrostu
i pro-nowotworowych cytokin w supernatantach KKCz oraz sugerowali, ze substancje
te moga by¢ odpowiedzialne za przyspieszanie progresji nowotworu trzustki. Nastgpnie
wykazali, iz supernatanty z dlugo przechowywanych KKCz (niefiltrowanych
oraz filtrowanych) zwigkszaja proliferacje i migracje komorek mysiego raka trzustki (Pan02),
a podane dozylnie zdrowym myszom przyczynialy si¢ do progresji raka trzustki [271].
Sprzecznos¢ z uzyskanymi wynikami moze by¢ zwigzana z zastosowaniem komorek mysiej
linii nowotworowej raka trzustki, w przeciwienstwie do badan wlasnych, w ktérych wszystkie

linie byty pochodzenia ludzkiego. W opisanych badaniach brak informacji o zastosowanym
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ptynie wzbogacajagcym do przechowywania krwinek czerwonych oraz dodawano supernatant
w ilosci 10% objetosci medium w dotku, co roéwniez nie pozostaje bez wptywu na uzyskane
wyniki. Istnieje prawdopodobienstwo, iz substancje obecne w supernatantach KKCz
moga wykazywa¢ odmienne dziatanie w roznych typach nowotworow.

Ponadto, w literaturze dostepne sg doniesienia o wptywie ptytkopochodnego czynnika
wzrostu (ang. PDGF; platelet-derived growth factor) oraz czynnika wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (ang. VEGF; vascular endothelial growth factor) gromadzacych si¢ w UKKCz,
na wzrost proliferacji komoérek ludzkiego raka watrobowokomorkowego (HepG2) in vitro
[272]. W roéwnolegle przeprowadzonym badaniu autorzy ci wykazali, ze supernatanty
z niefiltrowanych KKCz w wigkszym stopniu wzmagaty proliferacje tych komorek [273].
W zwiazku z tym, iz supernatanty otrzymywano w 35. dniu przechowywania [272] mozna
podejrzewac, ze krwinki czerwone nie byly przechowywane w ptynie wzbogacajacym SAGM.
Dodatkowo, rozbiezno$¢ z wynikami badan wiasnych moze wynika¢ z faktu, iz komorki
inkubowano z supernatantami przez 48 godzin oraz nie podano informacji na temat ilosci
supernatantu wykorzystywanego w badaniach [272]. Autorzy ci opisali wzrost catkowitego
stezenia cytokin pro-nowotworowych (PDGF, VEGF, MCP-1, TNF-o, RANTES)
w supernatantach przechowywanych jednostek filtrowanych, jak i niefiltrowanych [273, 274],
co jest zgodne z wynikami Bensona i in. [123]. Stwierdzono réwniez, ze za wzrost stezenia
PDGF oraz VEGF w supernatantach filtrowanych KKCz odpowiadaja resztkowe PLTs,
ktore ulegaja aktywacji podczas przechowywania, a nast¢gpnie uwalniaja o-ziarnistosci
oraz ziarnistosci geste do frakcji bezkomorkowej jednostek [272]. Eksperymenty prowadzone
przez Zhuang i wsp. [272-274] sa zblizone do zatozonego uktadu badawczego. Niestety
porownanie otrzymanych wynikow jest utrudnione ze wzgledu na to, ze prace zostaly
opublikowane w jezyku chinskim, przez co dostepne sa jedynie pobiezne informacje zawarte
w abstrakcie w jezyku angielskim.

W przeprowadzonych badaniach wilasnych czas inkubacji komorek z supernatantami
(24 godziny) dobrano ze wzglgdu na dostepne dane dotyczace czasu potrzebnego
na podwojenie ilosci komorek w hodowli (ang. population doubling time), ktory w przypadku
badanych linii komérkowych oscylowal w zakresie od 18 do 34 godzin. Czas ten jednak mogt
by¢ zbyt krotki do wiasciwej oceny pro-proliferacyjnych wiasciwosci supernatantow.
We wszystkich przeprowadzonych eksperymentach wykluczono bezposredni wptyw plynu
SAGM na badane parametry. Wykazano takze cytotoksyczne dziatanie cisplatyny na badane
linie komorek, podobnie wptyw tego leku na linie ludzkich komoérek hodowlanych wskazano

we wczesniejszych doniesieniach literaturowych [275-280]. W zwigzku z zastosowaniem
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filtrow strzykawkowych o wielkosci porow 0,22 um przed zamrozeniem supernatantow
wykorzystanych w badaniach na komoérkach hodowlanych, w gltownej mierze
mozna wykluczy¢ udzial mikroczastek w mechanizmie dziatania supernatantow na badane
komorki. Tayer i in. [235] w swoich badaniach takze stosowali filtry 0,22 um w celu usuwania
MPs z probek.

Na podstawie uzyskanych na tym ectapie badan wynikow mozna by sadzié,
ze przetaczanie KKCz nie wptywa na progresj¢ nowotworow (przewleklej biataczki szpikowe;,
endometrialnego gruczolakorak jajnika, gruczolakoraka gruczotu krokowego oraz jelita
grubego i estrogenozaleznego gruczolakoraka gruczotu piersiowego). Dostgpne dane
literaturowe wskazuja, iz pacjentom onkologicznym w miar¢ mozliwosci powinno
si¢ ograniczy¢ do minimum ilo$ci przeprowadzanych przetoczen [123].

W ostatniej czg$ci prezentowanej dysertacji oceniono wplyw przetoczenia KKCz
lub KKP na poziom stresu oksydacyjnego (ang. OS; oxidative stress) w osoczu pacjentow
Z ostra biataczka szpikowsa (ang. AML; acute myeloid leukemia) hospitalizowanych w Klinice
Hematologii WWCOIT im. Mikotaja Kopernika w todzi. W literaturze dostepnych
jest niewiele doniesien porownujacych zmiany parametréw OS przed i po przetoczeniu KKCz
we krwi biorcow, natomiast obecnie brak jest badan w tej tematyce po transfuzji KKP. Wartym
podkreslenia jest takze fakt, ze dotychczas nie badano wptywu przetoczenia KKCz, czy KKP
na zjawisko OS u chorych na AML, a jest to jedna z grup pacjentow, ktérym te sktadniki krwi
s najczesciej przetaczane.

AML to rozrostowa choroba nowotworowa ukfadu krwiotworczego spowodowana
niekontrolowang proliferacja 1 nagromadzeniem niedojrzatych komorek blastycznych w szpiku
kostnym. Komorki te pochodza ze zmienionych nowotworowo prekursorowych komorek
hematopoetycznych [281-283]. Prawdopodobienstwo zachorowania na AML zwicksza
si¢ z wiekiem, a szczyt zachorowalno$ci osiggany jest okoto 65. roku zycia [282].
Dane epidemiologiczne z 2014 roku wykazaly, ze wskaznik zapadalnosci na AML u os6b
dorostych w Polsce wynosit 4,1/100 000 mieszkancow, a wspolczynnik chorobowosci
byt rowny 10,9/100 000 obywateli [284].

OS odgrywa istotng rolg w patofizjologii choréb uktadu krazenia, cukrzycy, chordb
neurodegeneracyjnych i nowotworowych, jak i wielu innych schorzen [285, 286]. U pacjentow
z AML stwierdza si¢ podwyzszony poziom OS w porownaniu do oséb zdrowych [281].
Gteboka niedokrwistos¢ (Hb < 7 g/dl), neutropenia (neutrofile < 1500/ul) oraz matoptytkowos¢
(PLTs < 20 G/I), spowodowane nacieczeniem szpiku kostnego przez komorki biataczkowe

lub stosowang radio- i/lub chemioterapia, sa istotnym problemem klinicznym u chorych
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na AML [282]. W leczeniu tej grupy pacjentow onkologicznych oprocz terapii choroby
podstawowej bardzo czgsto wymagane jest przetaczanie sktadnikow krwi, tj. KKCz i/lub KKP.

W ramach tej czesci projektu badawczego wykonano oznaczenia szerokiego panelu
markerow stresu oksydacyjnego w osoczu krwi chorych na AML (przed i 24 godziny
po przetoczeniu sktadnika krwi), takich jak poziom grup —SH, grup karbonylowych,
i 3-NT (markery oksydacyjno-nitracyjnych modyfikacji biatek), AGE, TBARS (marker
peroksydacji lipidow) oraz CPA, aktywnos¢ SOD i GST (markery ochrony antyoksydacyjnej),
a takze aktywno$¢ LDH (marker uszkodzenia komorek). Na podstawie przeprowadzonych
eksperymentéw potwierdzono wzrost OS u pacjentdow z AML w poréwnaniu do zdrowych
ochotnikow. W wyniku choroby nowotworowej w osoczu pacjentdéw dochodzito do utleniania
i modyfikacji biatek (spadek ilo§¢ grup —SH (Rycina 42) oraz wzrost poziomu 3-NT
(Rycina 44)), powstawania AGE (Rycina 45) oraz obnizenia CPA osocza (Rycina 47).
Tsamesidis i in. [287] w ostatnio opublikowanym badaniu réwniez stwierdzili, ze w surowicy
pacjentéw z AML dochodzito do nasilenia OS, ktory zwigzany byl bezposrednio ze spadkiem
CPA i stezenia witaminy E oraz wzrostem poziomu MDA i RFT. W badaniach wtasnych
nie wykazano istotnego statystycznie wzrostu stgzenia TBARS (wyrazonym w molach
MDA/mI osocza) (Rycina 46) w grupie chorych wzgledem osob zdrowych, chociaz
zaobserwowano tendencje wzrostowg tego parametru, co moze wynika¢ z zastosowanej
spektrofotometrycznej metody oznaczenia, ktora jest mniej czuta niz metoda wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC) wykorzystana w badaniach zespotu pod kierownictwem
Tsamesidis’a [287] czy przy uzyciu techniki HPLC z tandemowg spektrometrig mas [288].
Ze wzgledu na wykazany znaczny spadek CPA u chorych podj¢to decyzje o wykonaniu
pomiaru aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych (SOD, GST). Otrzymane wyniki pokazaty
jedynie tendencj¢ spadkowa w aktywnosci tych enzymow u chorych, w porownaniu z grupa
kontrolng (Rycina 48 i 49), co moze by¢ spowodowane duzym rozrzutem wynikow na skutek
roznic osobniczych w grupie uczestnikow badania czy czynnikami wptywajagcymi na OS,
tj. przyjmowane leki, choroby wspotistniejgce, dieta, stopien zaawansowania choroby
podstawowej. Rasool i wsp. [281] oprocz wzrostu stezenia MDA, dodatkowo zaobserwowali
obnizenie poziomu enzymatycznych i1 nieenzymatycznych antyoksydantow u pacjentéw
chorych na AML.

Podczas wieloetapowego procesu nieenzymatycznej N-glikozylacji dochodzi
do tworzenia wigzan pomig¢dzy grupg aldehydowg cukrow redukujgcych, a grupg aminowa
biatek, lipidow lub kwasoéw nukleinowych, co prowadzi do powstawania nieodwracalnych,

stabilnych koncowych produktow zaawansowanej glikacji (ang. AGE; advanced glycation
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end-products) [289, 290]. AGE stanowig zrdéznicowang grupe zwigzkow, dotychczas stabo
poznanych. Zjawisku glikacji czesto towarzyszy lipooksydacja oraz glikooksydacja,
co w literaturze okreslane jest wspolnie jako stres karbonylowy. AGE poprzez wigzanie
ze swoistym receptorem (ang RAGE; receptor for advanced glycation end-products)
moga aktywowa¢ makrofagi, komorki §rédbtonka czy monocyty, a w nastepstwie prowadzic¢
do tworzenia RFT, produkcji czynnikobw wzrostu i pro-zapalnych cytokin oraz aktywacji
czynnikow transkrypcyjnych [289, 290]. Zjawisko glikacji zachodzi w sposéb spontaniczny
oraz zalezny od st¢zenia cukrow prostych w organizmie [289]. Wysokie stezenie endogennych
AGE w organizmie zaburzaja prac¢ komorek poprzez indukowanie stresu oksydacyjnego
i stanu zapalnego [289, 290]. Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, ze u pacjentow z AML
nasilony jest proces glikacji (Rycina 45). Wzrost poziomu AGE w organizmie moga
powodowa¢ czynniki endogenne, tj. przewlekte choroby nerek, hiperglikemia, nadcis$nienie,
zapalenie, starzenie organizmu, stres oksydacyjny oraz czynniki egzogenne, do ktorych nalezy
przede wszystkim dieta (bogata w thuszcze czy AGE), palenie tytoniu i zanieczyszczenie
srodowiska [289, 290]. W ostatnich doniesieniach zaproponowano AGE jako potencjalny
marker terapeutyczny i prognostyczny w raku piersi [291]. AGE bezpos$rednio indukowaty
proliferacj¢ pierwotnych komorek AML oraz ludzkiej linii komoérek nowotworowych HEL
poprzez zaburzenia szlakow sygnalizacyjnych, tj. PI3K, MAPK oraz JAK/STAT [292].
Sugeruje si¢, ze w réznych chorobach nowotworowych biomarkery OS mogg by¢ wskaznikami
prognostycznymi [287]. Otrzymane wyniki dotyczace OS w krwi pacjentow z AML
W poroéwnaniu do os6b zdrowych, sa w gtownej mierze zgodne z wczesniejszymi danymi
literaturowymi [293]. Zjawisko nadmiernej produkcji RFT w komoérkach biataczkowych
zostato potwierdzone, aczkolwiek jego przyczyna nie jest jednoznacznie okre§lona [287, 293-
295].

Po 24 godzinach od podania KKCz w krwi pacjentdow z AML zaobserwowano wzrost
poziomu OS przejawiajacy si¢, m.in. utlenianiem bialek osocza. Glownym bialkiem osocza
krwi jest albumina, ktora stanowi ok. 60% catkowitej zawartosci biatka. W puli oznaczanych
tioli osocza znakomita wigkszo$¢ stanowi wolna grupa —SH albuminy, dominujacego biatka
osocza, (pochodzaca od Cys-34), w poréwnaniu z ktdrg zawarto$¢ matoczasteczkowych tioli,
m.in. cysteiny, cysteinyloglicyny, glutationu, homocysteiny, czy i 7y-glutamylocysteiny
jest znikoma [296]. Obserwowany po przetoczeniu KKCz spadek stezenia grup tiolowych
(Rycina 42) w osoczu chorych $wiadczy o ich utlenieniu, grupy —SH reszt cysteinylowych
albuminy i pozostatych tioli mogg by¢ utleniane do mostkéw disulfidowych i/lub innych form

(tj. grupy sulfenianowe, sulfinianowe, czy sulfonianowe). Utlenianie albuminy
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prawdopodobnie zwigzany jest z jej wlasciwo$ciami przeciwutleniajgcymi [297]. W czasteczce
albuminy wystepujacej w formie zredukowanej kluczowe znaczenie dla jej funkcji
antyoksydacyjnej ma obecno$¢ wolnej grupy —SH w cysteinie (Cys-34), ktora uczestniczy
W zmiataniu wolnych rodnikéw [298, 299]. Kolejnymi badanymi markerami oksydacyjnych
modyfikacji bialek byt pomiar stezenia grup karbonylowych oraz poziomu 3-nitrotyrozyny
(marker stresu nitracyjnego), w ktorych rowniez wykazano, ze przetoczenie KKCz pacjentom
z AML przyczynia si¢ do utleniania bialek osocza (Rycina 43 i 44). Transfuzji KKCz
towarzyszy wprowadzenie do krwiobiegu pacjenta wielu substancji biologicznie czynnych,
ktére mogg stanowi¢ zrodlo RFT 1 przyczynia¢ si¢ do zaburzenia réwnowagi oksydacyjno-
redukcyjnej. Zwiazki o wlasciwosciach utleniajacych moga m. in. powodowac¢ utlenianie
aminokwasow w albuminie i innych biatkach osocza. Cysteina, tyrozyna, metionina, histydyna,
arginina, lizyna, tryptofan oraz prolina sg najbardziej wrazliwe na modyfikacje oksydacyjne
[299]. Stabilnym oraz powszechnie stosowanym markerem stuzacym do oceny uszkodzen
oksydacyjnych jest powstawanie 3-nitrotyrozyny w biatkach. Czynniki utleniajace i nitrujace,
tj. ONOO™ powstajacy w wyniku reakcji O z NO°, odpowiadaja za tworzenie 3-NT.
Nitrowanie reszt tyrozyny zaburza prawidtowe funkcjonowanie biatek [300, 301]. Uzyskane
wyniki jednoznacznie potwierdzily zwigzek pomigdzy przetoczeniem KKCz u pacjentéw
z AML, a utlenianiem biatek osocza zwigzanym ze wzrostem poziomu OS w krazeniu biorcow
po transfuzji. Dodatkowo, po przetoczeniu KKCz wykazano nasilenie procesu glikacji
W osoczu pacjentow z AML (wzrost stezenia AGE) (Rycina 45). W badaniach wtasnych
nie byta mozliwa ocena wptywu czasu przechowywania KKCz na poziom OS po przetoczeniu
u pacjentow z AML ze wzgledu na fakt, iz w grupie badanej mediana ,,wieku” przetaczanych
jednostek KKCz wynosita 6 dni, a tylko dwie z przetoczonych jednostek charakteryzowat
czas przechowywania dtuzszy niz 11 dni. Warto podkresli¢, iz pacjentom przetaczano jednostki
NUKKCz, ktorych termin przydatnos$ci wynosi tylko 28 dni, z tym, Ze napromieniowane
moga zosta¢ jednostki nie przechowywane uprzednio dtuzej niz 14 dni.

Aktualny stan wiedzy na temat badan poréwnujacych poziom OS w roéznych grupach
pacjentéw przed i po przetoczeniu KKCz jest raczej skromny i dotyczy pacjentow oddziatow
neonatologicznych, intensywnej opieki medycznej oraz po wielokrotnych transfuzjach
(tej tematyce poswigcono rozdzial we wstepie teoretycznym pracy). Badania wplywu
przetoczenia KKCz na oksydacyjne modyfikacje bialek osocza (stezenie grup —CO)
U pacjentow w stanie krytycznym z OIOM [184] sg zgodne z wynikami badan wtasnych
(Rycina 43), pomimo tego, iz Rosa i wsp. [184] pobierali krew od pacjentow tuz przed

1 12 godzin po transfuzji. Brak rozbiezno$ci wynikéw moze wynika¢ z faktu, iz poziom grup
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karbonylowych jest stabilnym parametrem OS. Dodatkowo, autorzy wykazali korelacje
pomiedzy karbonylacja biatek na skutek przetoczenia KKCz, a zwigkszong $miertelnos$cia
biorcow [184]. Natomiast, w przeciwienstwie do pacjentow w stanie cigzkim [184] w badaniach
wilasnych nie wykazano wzrostu poziomu peroksydacji lipidow u pacjentow z AML
po przetoczeniu KKCz (Rycina 46). Czynnikami wplywajagcymi na rozbiezno$¢ wynikow
sg przede wszystkim catkowicie inne grupy badanych pacjentéw (pacjenci z OIOM versus
AML), ale takze odmienny punkt czasowy po jakim dokonywano pomiaru (12 godzin versus
24 godziny) oraz typ przetaczanych KKCz (nienapromieniowane, niefiltrowane versus
napromieniowane, ubogoleukocytarne jednostki KKCz). Nalezy podkresli¢, ze charakter zmian
niektorych parametréw OS po przetoczeniu KKCz moze by¢ tymczasowy, co sugeruja wyniki
badan przeprowadzonych w grupie wczesniakow [180] i noworodkéw [190]. Po 3 godzinach
od przetoczenia UKKCz u wcze$niakow nie obserwowano zadnych zmian w poziomach
wybranych markerow OS (tj. CPA, zawarto§¢ TH 1 grup tiolowych), prawdopodobnie zbyt
krotki czas po transfuzji uniemozliwil zaobserwowanie zmian badanych parametrow [180].
Zas w grupie noworodkow wzrost stezenia TBARS zaobserwowano po uptywie 6 godzin
od przetoczenia KKCz, a po 12 godzinach poziom peroksydacji lipidow byt taki jak przed
transfuzjg [190].

Grupa najbardziej zblizong do pacjentow z AML, pod wzgledem ilosci wykonywanych
przetoczen jednemu biorcy, w ktorej oceniano poziom OS po przetoczeniu KKCz
moga byc¢ biorcy wielokrotnych transfuzji. Systematyczne przetaczanie KKCz powoduje,
m. in. chroniczne przecigzenie zelazem, co nastgpnie przyczynia si¢ do wzrostu poziomu OS,
a w konsekwencji uszkodzenia tkanek i narzadow . [185].

Fernandes i wsp. [188] dowiedli wzrostu st¢zenia grup karbonylowych biatek i poziomu
peroksydacji lipidow, ktory nie byt zalezny od ilosci przetoczonych jednostek KKCz.
Za$ obnizenie stgzenia grup tiolowych obserwowano po transfuzji powyzej 10 jednostek.
Co wigcej, autorzy ci opisali ujemng korelacje pomiedzy aktywnos$cia enzymow
antyoksydacyjnych (tj. CAT, GPx, SOD), a liczbg przetoczonych jednostek KKCz [188].
Wyniki tych badan wskazuja na nasilenie OS u biorcow wielokrotnych transfuzji KKCz [188].
Wyniki badan wlasnych przeprowadzonych w grupie pacjentow z AML pozostaja w zgodzie
Z doniesieniami innych autorow i potwierdzaja wzrost OS po przetoczeniu KKCz.

Jak juz wczesniej wspomniano, w literaturze brak jest doniesien opisujacych zmiany
parametrow OS przed i1 po przetoczeniu KKP. Na podstawie przeprowadzonych badan
u chorych z AML wykazano wzrost poziomu TBARS (Rycina 46) i AGE (Rycina 45)

po przetoczeniu KKP, co sugeruje, iz wzrost poziomu OS po transfuzji tego sktadnika krwi
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moze by¢ zwigzany z uszkodzeniem lipidow. Przetoczenie KKP w przeciwienstwie do KKCz
nie wptywalo istotnie na utlenianie biatek osocza (Rycina 42, 43 i 44). AGE powstaja w wyniku
glikacji lipidow, biatek oraz nukleotydow [289]. Analizujac uzyskane wyniki przedstawiajace
brak modyfikacji oksydacyjnych biatek, wzrost poziomu peroksydacji lipidow oraz koncowych
produktéw zaawansowanej glikacji mozna stwierdzi¢, iz uszkodzeniu w organizmach biorcow
KKP ulegaja lipidy.

W Polsce, termin przydatnosci KKP przechowywanych w temperaturze 22 + 2°C
w workach tzw. ,,oddychajgcych” w mieszadle wynosi 5 dni (dzien, w ktorym pobrano krew
pelng od dawcy to dzien 0). Plytki krwi, uzyskane z jednej jednostki krwi petnej,
moga by¢ zawieszone w osoczu (okoto 50 ml), roztworze wzbogacajacym lub w mieszaninie
osocza (30-40%) i ptynu uzupelniajgcego (60-70%) [302, 303]. Roztwory wzbogacajace
mogg zawiera¢ substancje, tj. chlorek sodu, magnezu i1 potasu, cytrynian sodu, octan sodu,
fosforan sodu czy glukonian sodu [303]. Zmiany zachodzace w przechowywanych KKP
sg stosunkowo dobrze scharakteryzowane [304, 305]. Opisane zmiany w gltéwnej mierze
zwigzane sg z zaburzeniami aktywacji PLTs podczas przygotowywania i przechowywania
KKP, co skutkuje uwalnianiem mikropecherzykow ptytkowych, apoptoza, zaburzeniami
metabolicznymi 1 zmianami morfologicznymi komorek, utrata ekspresji receptoréw
powierzchniowych komorek, gromadzeniem czynnikow pro-zapalnych
i immunomodulujacych (tj. IL-l1a, IL-6, IL-8, sCD40L, TNF-a). Przechowywanie PLTs
ex vivo skutkuje obnizeniem ich funkcjonalnosci, a co za tym idzie zmniejszong zywotnos$cia
komorek po przetoczeniu [302, 304]. Zdolno$¢ PLTs zaréwno spoczynkowych,
jak i stymulowanych, dotworzenia RFT (tj. anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik
hydroksylowy, nadtlenek wodoru) oraz RFA (reaktywne formy azotu, tj. tlenek azotu,
nadtlenoazotynu, nitroksyl) w gléwniej mierze wynika z obecnosci mitochondriow
w komérkach. Zrodtem RFT w PLTs sg takze oksydaza NADPH (NOX), cyklooksygenaza-1
(COX-1), lipooksygenaza (LO), mieloperoksydaza (MPO), oksydaza ksantynowa (XO).
Powszechnie wiadomo, ze podczas aktywacji PLTs dochodzi do wzrostu RFT, co z kolei
skutkuje wystepowaniem stresu oksydacyjnego [304]. W ostatnio opublikowanych badaniach,
Wang i in. [306] sugerowali, iz jedng z przyczyn tak krotkiego okresu przydatnosci KKP
(mozliwo$¢ przechowywania do 5 dni) moze by¢ zachodzacy w jednostkach KKP stres
oksydacyjny. Poprzez dodanie antyoksydantow do KKP skutecznie opdzniono starzenie
si¢ komorek oraz zminimalizowano zachodzace zmiany wynikajace z przechowywania
ex vivo [306]. Przetoczenie KKP, podobnie jak KKCz, zwigzane jest z dostarczeniem

do krazenia biorcy wszystkich skladnikow gromadzonych si¢ w przechowywanych
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ex Vvivo jednostkach, co moze wplywaé na powstawanie stresu oksydacyjnego w organizmach
biorcéw. Do tej pory, u pacjentéw z AML zbadano jedynie wplyw przetoczenia KKP
(po godzinie i 24 godzinach) na hemostaze i uszkodzenie §rodbtonka [307]. Larsen i in. [307]
wykazali korzystny wptyw transfuzji KKP na hemostazg, aczkolwiek poprzetoczeniowy wzrost
sCD40L powodowat uszkodzenie §rédblonka. Badania wlasne sg pierwszymi doniesieniami
dotyczacymi wpltywu przetoczenia KKP na parametry stresu oksydacyjnego in vivo.

Na skutek, m.in. zaburzenia réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej organizmu
moze dochodzi¢ do uszkodzenia komorek, co przejawia si¢ uwolnieniem do krwiobiegu
i wzrostem aktywnosci LDH. Badania wykazaly tendencje wzrostowa aktywnosci LDH
W osoczu krwi pacjentow z AML w pordwnaniu z grupa kontrolng, jak roéwniez podobna
tendencje wzrostowa tego markera uszkodzenia komoérek wykazano po transfuzji KKCz i KKP
(Rycina 50). Obserwowany trend jest zgodny z dostepnymi danymi literaturowymi,
ktére wskazuja na podwyzszony poziom LDH w osoczu/surowicy pacjentow z bialaczka
czy nowotworami litymi, wynikajagcy z wysokiej aktywnosci glikolitycznej komorek
nowotworowych [308]. Przypuszcza sig, iz za wzrost poziomu LDH w 0soczu wymienionych
grup pacjentow moga odpowiada¢ rowniez mechanizmy, tj. nekroza i uszkodzenie komorek
[308]. W procesie nowotworzenia wazng rol¢ odgrywaja zaburzone funkcje enzyméw
metabolicznych [309]. Zwigkszone stezenie LDH we krwi powigzano ze ztym rokowaniem
U pacjentéw z rakiem nerki, czerniakiem czy zaawansowanym niedrobnokomorkowym rakiem
phuc [309].

Podsumowujac, wyniki badan wlasnych wskazuja na nasilenie stresu oksydacyjnego
u chorych z AML po 24 godzinach od przetoczenia KKCz (utlenianie biatek osocza) 1 KKP
(uszkodzenia lipidow). Na tym etapie badan trudno okresli¢, czy OS jest zjawiskiem tylko
przejSciowym, czy tez moze miec istotne znaczenie kliniczne. Z drugiej strony wiadomo,
ze modyfikacje bialek, takie jak karbonylacja, czy nitrowanie, sa nieodwracalne. Otrzymane
wyniki nalezy interpretowa¢ z duza ostrozno$cig takze ze wzgledu na stosunkowo mata
liczebno$¢ grup badanych (grupa kontrolna 43 zdrowych ochotnikéw; grupa badana
52 pacjentow, w tym 27 po przetoczeniu NUKKCz i1 25 po NUKKP), chociaz wczesniejsze
doniesienia literaturowe, z ktdrymi poréwnywano wyniki wiasne, rowniez dotyczyly grup
pacjentéw o raczej matej licznosci, oscylujacych w przedziale od 20 do 42 badanych osob.

Wyniki retrospektywnej analizy niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych
zaistniatych w szpitalu, w ktorym hospitalizowani byli pacjenci, od ktérych pobierano préobki
krwi, potwierdzity zasadno$¢ wyboru pacjentow leczonych na oddziale hematologii do badan

wplywu przetoczenia sktadnikow krwi na stres oksydacyjny u biorcow. U pacjentow Kliniki
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Hematologii najczesciej odnotowywano wystepowanie odczyndéw poprzetoczeniowych,
zarowno po transfuzji KKCz, KKP, jak i FFP (Tabela 15). Na podstawie dokonanej analizy
wykazano, ze jedna na 811 przeprowadzonych transfuzji w WWCOIT im. M. Kopernika
W Lodzi w badanym okresie konczyta si¢ wystgpieniem odczynu poprzetoczeniowego u biorcy.
Najwigcej niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych zaobserwowano po transfuzji KKCz,
w szczeg6lnosci KKCz bez kozuszka leukocytarno-plytkowego. Zwigzane jest to z faktem,
iz sktadnik ten byl prawie 3-krotnie czeSciej przetaczany pacjentom (Tabela 11), co pozostaje
w zgodzie z danymi opublikowanymi w 2018 roku w sprawozdaniu Instytutu Hematologii
i Transfuzjologii w Warszawie [310]. Po przeanalizowaniu stosunku ilo$ci transfuzji
zakonczonych odczynem poprzetoczeniowym do liczby przetoczonych jednostek wykazano,
ze prawdopodobienstwo wystapienia niepozadanej reakcji byto wyzsze po przetoczeniu FFP
(1:586) i KKP (1:666) niz KKCz (1:1 028) (Tabela 11). Na podstawie protokotéw opracowania
odczynu dowiedziono, iz zdecydowang wigkszo$¢ zidentyfikowanych reakcji stanowity
tzw. lekkie reakcje poprzetoczeniowe, tj. niehemolityczny odczyn goraczkowy (ok. 45%)
oraz reakcja alergiczna (ok. 32%) (Tabela 14). Wedlug danych opublikowanych
we wspomnianym sprawozdaniu [310] w zgtoszeniach odczynéw do Komisji Europejskiej
(2013-2016) najczesciej wystgpowatly reakcje anafilaktyczne, hemolityczne (przetoczenie

obcogrupowe) oraz TRALI.
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12.

Podsumowanie wynikow

Supernatanty KKCz stymuluja aktywacje 1 zwigkszaja reaktywnos$¢ plytek krwi,
jest to spowodowane wytwarzaniem RFT, ktorych gléwnym zrédtem jest ,,wolna”
hemoglobina i produkty jej degradacji. Nie wykazano istotnych réznic pomigdzy ptytkami
traktowanymi supernatantem dtugo przechowywanych i ,,$wiezych” oraz filtrowanych
i niefiltrowanych KKCz.

W zastosowanych warunkach do$wiadczalnych supernatanty KKCz, niezaleznie od dnia
przechowywania i1 leukoredukcji, zmniejszajg zywotno$¢ i hamuja proliferacje komorek
przewleklej biataczki szpikowej (K-562) oraz linii nowotworowych (LoVo, MCF7),
poprzez nasilenie w nich stresu oksydacyjnego, ale nie wykazuja takiego dzialania wobec
linii nienowotworowej (MCF-10A), co mogtoby sugerowac, ze nie wptywaja na progresje
badanych typdéw nowotworow. Zagadnienie to wymaga jednak dalszych badan.
Supernatanty KKCz nie miaty istotnego wplywu na cytotoksyczno$é cisplatyny wobec
komoérek nowotworowych.

Przetoczenie sktadnika krwi (KKCz lub KKP) zwieksza stres oksydacyjny u chorych
z AML, przy czym przetoczenie krwinek czerwonych prowadzi do istotnego
podwyzszenia markeréw utleniania/nitrowania biatek osocza (grup —SH i karbonylowych
oraz 3-NT), natomiast po przetoczeniu ptytek krwi u biorcow obserwowano wzrost

peroksydacji lipidow osocza.
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13. Wnioski

Otrzymane w pracy doktorskiej wyniki pozwolity na sformulowanie nastepujacych

wnioskoOw:

= Supernatanty KKCz zwigkszaja aktywacje 1 reaktywnos¢ plytek Kkrwi;
nadreaktywnos$¢ ptytek krwi po przetoczeniu KKCz moze by¢ jedna z przyczyn

wystepowania powiktan zakrzepowo-zatorowych u niektorych biorcoéw.

= Nie wykazano istotnego wplywu zastosowania filtrow antyleukocytarnych
oraz czasu przechowywania jednostek KKCz na ich dzialanie pro-zakrzepowe,
ani anty-proliferacyjne, co nie wskazuje na zasadno$¢ zmiany obecnie

obowigzujacych zalecen dotyczacych terminu waznosci, czy leukoredukcji KKCz.

= W osoczu chorych z AML po przetoczeniu skladnikow krwi, tj. KKCz lub KKP
zwi¢ksza si¢ stres oksydacyjno-nitracyjny, co moze mie¢ istotne znaczenie

w przebieg kliniczny choroby i zastosowane leczenie (chemioterapig).
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14. Streszczenie

Koncentraty krwinek czerwonych (KKCz) sg najczesciej przetaczanym skladnikiem
krwi. Podstawowym wskazaniem do ich stosowania jest zagrazajaca zyciu niedokrwistosc,
ktéra bardzo czgsto towarzyszy przebiegowi choroby nowotworowe;j. Z tego powodu pacjenci
onkologiczni najczesciej leczeni s3 KKCz. Podczas przechowywania w srodowisku ex vivo
(42 dni w temperaturze 4+2°C w roztworze wzbogacajacym) w krwinkach czerwonych
zachodzg progresywne zmiany zwigzane z ich starzeniem i uszkodzenia oksydacyjne. Zmiany
zwigzane z przechowywaniem sg szczegdélowo opisane w literaturze, ale ich wptyw na czgstosé
wystepowania reakcji poprzetoczeniowych nie jest dobrze poznany. Kliniczne konsekwencje
przetaczania dluzej przechowywanych KKCz (z zaakceptowang datg przydatnosci do 42 dni),
sa malo poznane i1 niejasne. Nadal trwa dyskusja czy przetaczanie dlugo przechowywanych
i nic poddanych leukoredukcji jednostek KKCz jest mniej skuteczne i zwigksza ryzyko
wystagpienia niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych.

Glownym celem pracy doktorskiej byto okreslenie czy zmiany zachodzace w diugo
przechowywanych KKCz (w ostatnim dniu terminu przydatnos$ci) promuja ich dzialanie
pro-zakrzepowe, pro-oksydacyjne i czy moga wzmagacé proliferacje komorek nowotworowych
oraz ocena wptywu filtrowania jednostek przed przechowywaniem na te procesy. Zasadniczy
cel pracy realizowano poprzez trzy cele szczegdtowe, ktore obejmowatly oceng wptywu
supernatantow (z filtrowanych i niefiltrowanych KKCz, w 1. i 42. dniu przechowywania)
in vitro na (1) parametry czynnosciowe (aktywacje i reaktywnos¢) ptytek krwi, (2) wybrane
linie komorek nowotworowych 1 cytotoksycznos$¢ leku przeciwnowotworowego cisplatyny
(wobec tych komorek). Badania rozszerzono o okreslenie wpltywu przetaczania KKCz
lub koncentratu ptytek krwi (KKP) na poziom stresu oksydacyjnego w osoczu pacjentow
z AML.

Otrzymane wyniki pozwolily stwierdzi¢, ze supernatanty KKCz zwigkszajg aktywacje
1 reaktywnos$¢ ptytek krwi; nadreaktywnos$¢ ptytek krwi po przetoczeniu KKCz moze by¢ jedna
z przyczyn wystepowania powiktan zakrzepowo-zatorowych u niektorych biorcow.
Nie wykazano istotnego wplywu zastosowania filtrow antyleukocytarnych oraz czasu
przechowywania jednostek KKCz na ich dziatanie pro-zakrzepowe, ani anty-proliferacyjne,
co nie wskazuje na zasadno$¢ zmiany obecnie obowigzujacych w bankach krwi zalecen
dotyczacych terminu waznosci, czy leukoredukcji KKCz. W zastosowanych warunkach
doswiadczalnych nie wykazano zwigkszonego wzrostu 1 proliferacji komoérek nowotworowych

hodowanych w obecnosci supernatantow KKCz, przeciwnie wykazano, ze supernatanty KKCz,
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niezaleznie od dnia przechowywania i leukoredukcji, zmniejszajg zywotno$¢ i hamuja
proliferacje komorek nowotworowych (linii K-562, LoVo i MCF7) poprzez nasilenie w nich
stresu oksydacyjnego, ale nie wykazuja takiego dzialania wobec linii nienowotworowej
(MCF-10A) Zagadnienic to wymaga jednak dalszych badan. W osoczu chorych z AML
po przetoczeniu sktadnikow krwi, tj. KKCz lub KKP zwigksza si¢ stres oksydacyjno-
nitracyjny, co moze miec istotne znaczenie w przebiegu klinicznym choroby i zastosowanym

leczeniu (chemioterapia).
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15. Summary

Packed red blood cells (PRBCs) are the most commonly used blood component. The primary
indication for their use is life-threatening anemia frequently accompanying to the tumor
progression. For this reason, PRBC transfusion is most often used in cancer patient treatment.
During the ex vivo storage (42 days at 4+2°C in an additive solution), red blood cells undergo
the progressive aging-associated changes and oxidative damage. These “storage lesion”
has been well described in the literature, but their exact impact on the frequency
of post-transfusion complications is not fully understood. The clinical consequences of “older”
PRBC transfusion (with an expiration date of up to 42 days) are poorly recognized and unclear.
It is still under discussion whether the transfusion of “older”, non-leukoreduced PRBCs is less

effective than “fresher” and increases the risk of adverse post-transfusion reactions.

The general aim of the doctoral dissertation was to determine whether the “storage lesion”
occurring in “older” PRBCs (on the last day of the expiration date) promote their
pro-thrombotic and pro-oxidative effects and whether they can enhance the proliferation
of cancer cells, as well as to assess the impact of pre-storage leukoreduction on these processes.
The main goal of the study was achieved through three detailed objectives, including
the assessment of the effects of the supernatants (from leukoreduced and non-leukoreduced
PRBCs, at dayl and day 42) on (1) blood platelet functional parameters (activation
and reactivity), (2) selected tumor cell lines and cytotoxicity of the anticancer drug cisplatin
(towards these cells). The studies were extended to determine the effect of PRBC or platelet
concentrate (PC) transfusion on the oxidative stress level in plasma of acute myeloid leukemia
(AML) patients.

The results showed that PRBC supernatants increase platelet activation and reactivity. Platelet
hypercoagulability after PRBCs transfusion may be one of the causes of thromboembolic
complications in some recipients. The leukoreduction of PRBCs and storage time
did not influence their pro-thrombotic or anti-proliferative effects which imply that there
IS no reason to change the current recommendations related to the expiration date
or leukoreduction of PRBCs in blood banks. Under the experimental conditions, no increased
growth and proliferation of tumor cells, cultured in the presence of PRBC supernatants,
was demonstrated, on the contrary, it was shown that PRBC supernatants, regardless of the day
of storage and leukoreduction, reduced the viability and inhibited the proliferation of cancer
cells (K-562, LoVo and MCF7 lines) by increasing the oxidative stress. However, the PRBC
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supernatants did not show such an effect on the non-tumorigenic cell line (MCF-10A).
This issue requires further study. In the plasma of AML patients, oxidative-nitrative stress
increases after transfusion of blood components, i.e. PRBCs or PCs, which may be crucial

in the clinical course of the disease and treatment (such as chemotherapy).
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PRZETOCZENIA KKCz, NIEZWIAZANA, WOLNA HB WYCHWYTUJE NO POCHODZACY ZE SRODBtONKA, TWORZAC METHEMOGLOBINE
(MET-HB) I NOs™. ZMNIEJSZONA BIODOSTEPNOSC NO U BIORCOW POWODUJE ZMIANY NAPIECIA NACZYNIOWEGO, AKTYWACJE
PLYTEK KRWI | ODPOWIEDZ ZAPALNA, CO DALEJ MOZE PROWADZIC DO NIEDOKRWIENIA TKANEK | USZKODZENIA NARZADOW
WEWNETRZNYCH. OPRACOWANIE WASNE NA PODSTAWIE [15, 65]. SKROTY: HB, HEMOGLOBINA; HO-1, OKSYGENAZA
HEMOWA-1; HP, HAPTOGLOBINA; MET-HB, METHEMOGLOBINA; NO, TLENEK AZOTU;, NTBI, ZELAZO NIEZWIAZANE Z
TRANSFERYNA; RBC, KRWINKA CZERWONA. ....ceevvreueeeeeeeeeruteieeesessesssnnesesessssssnnesessssssssnnaessessssssnseesesssssssnnneesssssssnnnns 22

RYCINA 4. HIPOTEZA DOTYCZACA UDZIALU ZELAZA W ZAKAZENIU BAKTERYJNYM PO PRZETOCZENIA STARSZYCH KKCz. (A) ZELAZO
UWOLNIONE Z HB PO WCHLONIECIU KRWINEK CZERWONYCH PRZEZ MAKROFAGI PRZEDSTAWIAJA ZIELONE KOtKA,
WEWNATRZKOMORKOWO SYNTETYZOWANE | UWALNIANE CYTOKINY TO ZOtTE KOtKA, NIEBIESKI CYLINDER W MAKROFAGACH
PRZEDSTAWIA FERROPORTYNE (KANAt EKSPORTU ZELAZA Z WNETRZA KOMORKI). (B) MODEL PRZEDSTAWIAJACY HIPOTETYCZNY
MECHANIZM POCHANIANIA ,,STARSZYCH” KRWINEK CZERWONYCH PRZEZ MAKROFAGI, W KTORYM AKTYWACJA CZYNNIKA NF«B
ORAZ KOMPLEKSU INFLAMASOMU POPRZEZ SZLAK SYGNALOWY 1 ORAZ 2, PROWADZI DO PRODUKCJI CYTOKIN PROZAPALNYCH
ODPOWIEDZIALNYCH ZA INICJACJE | PODTRZYMANIE MIEJSCOWEGO STANU ZAPALNEGO. OPRACOWANIE WEASNE NA PODSTAWIE
[82]. SKROTY: CO, TLENEK WEGLA; HO-1, OKSYGENAZA HEMOWA-1; IL, INTERLEUKINA; MICP-1, BIAtKO CHEMOATRAKTANTA
MONOCYTOW-1; NLRP, PODTYP RECEPTORA NOD-PODOBNEGO; NTBI, ZELAZO NIEZWIAZANE Z TRANSFERYNA; RFT,
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RYCINA 11. MEDIATORY PRO-NOWOTWOROWE | PRO-ZAPALNE OBECNE W SUPERNATANTACH KKCz. OPRACOWANIE WtASNE
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CZYNNIK WZROSTU FIBROBLASTOW; EGF (ANG. EPIDERMAL GROWTH FACTOR), NASKORKOWY CZYNNIK WZROSTU; ENA (ANG.
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12), PROSTACYKLINA 12; SDF (ANG. STROMAL CELL-DERIVED FACTOR), ZREBOWY CZYNNIK WZROSTU; TGF (ANG. TRANSFORMING
GROWTH FACTOR B), TRANSFORMUIJACY CZYNNIK WZROSTU; TNF (ANG. TUMOR NECROSIS FACTOR), CZYNNIK MARTWICY
NOWOTWORU; TPA (ANG. TISSUE-TYPE PLASMINOGEN ACTIVATOR), TKANKOWY AKTYWATOR PLAZMINOGENU; UPA (ANG.
UROKINASE-TYPE PLASMINOGEN ACTIVATOR), UROKINAZOWY AKTYWATOR PLAZMINOGENU; VEGF (ANG. VASCULAR
ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR), CZYNNIK WZROSTU SRODBEONKA NACZYNIOWEGO. .......uvveeeeuvreaeeirveeeeiseeesiiseneesisseeeennns 41

RYCINA 12. PATOFIZIOLOGIA TRIM | JEJ WPLYW NA WZROST NOWOTWORU | PRZERZUTY. OPRACOWANO NA PODSTAWIE [162].
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RYCINA 14. PROCEDURA OTRZYMYWANIA SUPERNATANTOW Z JEDNOSTEK KKCZ (OPRACOWANIE WEASNE)
RYCINA 15. PRZYKtADOWE REPREZENTATYWNE WYKRESY DOT PLOT (PUNKTOWE; PARAMETR FSC VERSUS SSC) ORAZ HISTOGRAMY
CYTOMETRYCZNE PRZEDSTAWIAJACE POPULACIE MIKROCZASTEK ERYTROCYTARNYCH (BRAMKA P2 OZNACZONA STRZAtKA) W
SUPERNATANCIE OTRZYMANYM Z NIEFILTROWANEJ ORAZ PODDANEJ LEUKOREDUKCJI JEDNOSTKI KKCz w 1. ORAZ 42. DNIU
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REPREZENTATYWNY ROZDZIAt ELEKTROFORETYCZNY OTRZYMANY W JEDNYM Z KILKUNASTU WYKONANYCH NIEZALEZNYCH
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5. K. Czubak-Prowizor, J. Rywaniak, H. M. Zbikowska “Red blood cell supernatant
increases activation and agonist-induced reactivity of blood platelets” Thrombosis
Research, 2020; 196:543-549. DOI: 10.1016/j.thromres.2020.10.023.

100 pkt MNiSW; IF 2,869 (5-letni IF 2,621).
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zagadnienia z zakresu medycyny i nauk pokrewnych”. Wydawnictwo TYGIEL. 2016,
85-106. ISBN 978-83-65598-29-5.
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K. Czubak, H. M. Zbikowska ,, Stres oksydacyjny w przechowywanych sktadnikach
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K. Czubak “Application of flow cytometry in erythrocytes-derived microparticles
(EMPs) studies” XVII National Academic Seminar of Biotechnology Students
& VII International Conference of Biotechnology Students. 20-22.11.2015, Poznan.
Poster.

K. Czubak, H. M. Zbikowska ,, Przetaczanie koncentratéw krwinek czerwonych
U pacjentow chorych na nowotwory” 11 Ogdlnopolskie Sympozjum Biomedyczne
ESCULAP. 05-06.12.2015, Lublin. Poster.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

K. Czubak ,, Ryzyko wystgpienia niepozgdanych reakcji poprzetoczeniowych a wiek
przechowywanych krwinek czerwonych” VIl Interdyscyplinarna Konferencja
Naukowa TYGIEL 2016 ,,Interdyscyplinarno$¢ kluczem do rozwoju”. 12-13.03.2016,
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Poster.

K. Czubak, H. M. Zbikowska , Wplyw supernatantow z koncentratéw krwinek
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o Zyciu BioOpen. 12-14.05.2016, L.o6dz. Poster.

K. Czubak, H. M. Zbikowska “Accumulation of extracellular hemoglobin, heme
and iron in the supernatants of packed red blood cells for transfusion” V International
Conference of Biophysics Students. 20-22.05.2016, Krakow. Poster.

K. Czubak, H. M. ZbikowskKa ,, Supernatants from stored red blood cell (RBC) units
inhibit platelets adhesion” V111 International Conference of Biotechnology Students &
XVIII National Academic Seminar of Biotechnology Students & | BioChemMed
Session. 25-27.11.2016, Gdansk. Poster.

K. Czubak, H. M. Zbikowska ,, Cytokiny prozapalne w przechowywanych sktadnikach
krwi” TII Ogodlnopolskie Sympozjum Biomedyczne ESKULAP. 03.12.2016, Lublin.
Poster.

K. Czubak, H. M. Zbikowska ,, Wplyw nadsqczu (supernatantu) z przechowywanych
koncentratow krwinek czerwonych na Zywotnos¢ komorek jednojgdrzastych krwi
obwodowej” VI Wroctawska Konferencja Studentéw Nauk Technicznych I Scistych
PUZZEL. 01-02.04.2017, Wroctaw. Poster.

K. Czubak, H. M. Zbikowska ,, Hemoglobina jako zrédto reaktywnych form tlenu”
VI Konferencja Biologii Molekularnej. 06-08.04.2017, L.6dz. Poster.

K. Czubak, M. Kliber, H. M. Zbikowska ,, Ocena poziomu wybranych parametréw
W supernatantach  przechowywanych  koncentratow  krwinek  czerwonych”
III Ogolnopolska Konferencja Doktorantéw Nauk o Zyciu BioOpen. 11-12.05.2017,
1.6dz. Poster.

K. Czubak, H. M. Zbikowska ,, Przetaczanie krwinek czerwonych jako czynnik ryzyka
retinopatii i przewleklej choroby ptuc u wczesniakow” VIl Konferencja Biologii
Molekularnej. 12-14.04.2018, Lodz. Poster.

K. Czubak, H. M. Zbikowska “Supernatants from stored red blood cell units activate
blood platelets” 4" International Conference of Cell Biology. 11-12.05.2018, Krakéw.
Poster.

K. Czubak, H. M. Zbikowska ,, Wiasciwosci prokoagulacyjne przechowywanych
koncentratow krwinek czerwonych” IV Ogolnopolska Konferencja Doktorantow Nauk
o Zyciu BioOpen. 24-25.05.2018, L.6dz. Poster.

K. Czubak, H. M. Zbikowska “Low molecular weight compounds which accumulate
in red blood cell units increase the reactivity of blood platelets” 3" Congress BI02018
“Through interdisciplinary approach into new solutions”, 51%* Meeting of the Polish
Biochemical Society and 14" Conference of the Polish Society for Cell Biology. 18-
21.09.2018, Gdansk. Poster.
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24. K. Czubak, A. Olejnik, H. Zbikowska “Influence of plant polyphenolic-polysaccharide

complex on ionizing radiation-induced cellular responses in normal and cancer cell
lines” 44" FEBS Congress “From molecules to living systems”. 06-11.07.2019,
Krakéw. Poster.

Staze zagraniczne

1.

01.05. — 31.07.2017: Staz naukowy w ramach programu ERASMUS+, Department of
Biology, University of A Coruiia, A Corufia (Hiszpania).

Szkolenia i warsztaty

10.

11.

12.

13.

., Komercjalizacja i finansowanie wlasnego biznesu oraz wilasnosé intelektualna
w pracy na uczelni wyzszej” szkolenie przeprowadzone przez Mari¢ Przybylska-
Karczemska i dr Dariusza Trzmielaka w dn. 12.12.2013 r. w Lodzi.

., Warsztaty Konfokalnej Mikroskopii Ramanowskiej, AFM, TERS”, Politechnika
L.6dzka, Laboratorium Laserowej Spektroskopii Molekularnej, £.6dz - 17-19.09.2014.

. Application of flow cytometry in molecular oncology”- Warsztaty po$wigcone
cytometrii przeptywowej w onkologii molekularnej, Warszawski Uniwersytet
Medyczny - Bastion, Warszawa - 15.10.2014.

., Podstawy techniki immunoenzymatycznej ELISA — kurs praktyczny”, Centrum
Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa - 01.12.2014.

., Medycyna molekularna — techniki i aplikacje praktyczne”, Centrum Medycznego
Ksztalcenia Podyplomowego, Warszawa - 08-12.12.2014.

Analiza  proteomiczna  krwinki  czerwonej —  przysztos¢  transfuzjologii
i hematologii?”, Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa -
20-21.01.2015.

., Zastosowanie cytometrii przeplywowej w badaniach krwinek czerwonych”, Centrum
Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa - 16-17.02.2015.

., Warsztaty pt. Krioprezerwacja — nowoczesne sposoby transportu, zamrazania
i przechowywania prob”, Bioanalytic, £.6dz - 18.02.2015.

., Techniki rozdziatu i immunodetekcji biatek”, Centrum Medycznego Ksztalcenia
Podyplomowego, Warszawa - 09-11.03.2015.

,, Niedokrwistosci hemolityczne wrodzone i nabyte — diagnostyka i leczenie”, Centrum
Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa - 12-13.03.2015.

., Elektroforeza dwukierunkowa 2-DE metoda i zastosowanie”, Centrum Medyczne
Ksztalcenia Podyplomowego, Warszawa - 24-26.11.2015.

., Podstawy chromatografii. Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)
z uwzglednieniem peptydow i bialek”, Centrum Medyczne Ksztalcenia
Podyplomowego, Warszawa - 13-15.10.2015.

., Przeptyw informacji genetycznej od genu do biatka”, Centrum Medyczne Ksztalcenia
Podyplomowego, Warszawa - 18.02.2016.
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14. ,,Rola mikroRNA w procesie nowotworzenia”, Centrum Medyczne Ksztalcenia
Podyplomowego, Warszawa - 15.03.2016.

15. Szkolenie z zakresu obstugi cytometru przeptywowego Partec CyFlow® Cube 6, Sysmex
Polska Sp. z o.0., L£.odz - 29.01.2016.

16. ,, Podstawy immunologii”, Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego,
Pracownia Cytometrii Przeptywowej, Warszawa - 19-20.10.2016.

17., Metody immunochemiczne w praktyce laboratoryjnej”, Centrum Medyczne
Ksztatcenia Podyplomowego, Zaktad Biochemii i Biologii Molekularnej, Warszawa -
08-10.11.2016.

18. ,, Podstawy cytometrii przeplywowej — zastosowanie w diagnostyce”, Centrum
Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego, Pracownia Cytometrii Przepltywowe;,
Warszawa - 20-23.03.2017.

19. ,, Rozwoj kariery naukowej doktorantow poprzez granty Narodowego Centrum Nauki”,
II Dzien Doktoranta UL, L.6dz - 21.05.2018.

20. “Cell Culture, Stem Cells & Transfection”, Thermo Fisher Scientific Polska, Centrum
Szkoleniowo-Konferencyjne Uniwersytetu £.odzkiego, £0dz - 17.05.2018.

21. “Light up your Research - Molecular Biology Seminars”, Thermo Fisher Scientific
Polska, Hotel Ambasador Premium, £.6dz - 03.10.2018.

Dzialalno$¢ popularyzujgca nauke

1. Czlonek Wydziatowej Rady Samorzadu Studentow Wydzialu Biologii 1 Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego w roku akademickim 2011/2012.

2. Aktywny Cztonek Sekcji Biochemicznej Kota Naukowego Biologow UL od roku
akademickiego 2014/15 — obecnie. Aktywny cztonek Studenckiego Kota Naukowego
Mtodych Biofizykow UL w roku akademickim 2015/16.

3. Czynny udziat w warsztatach organizowanych w ramach akcji ,,Uniwersytet L.odzki dla
Dzieci” w roku akademickim 2014/2015 oraz 2015/16.

4. Czynny udziat w ,,Nocy Biologéw” na Wydziale BiOS — w latach 2014/15, 2015/16,
2016/17, 2017/18.

5. Czynny udzial w Festiwalu Nauki, Techniki i Sztuki w Lodzi — w latach 2014/15,
2015/16, 2016/17.

6. Sprawowanie opieki nad praktykantami odbywajacym nieobligatoryjne praktyki
studenckie.

7. Organizacja konferencji naukowych:

I Ogélnopolska Konferencja Doktorantéw Nauk o Zyciu BioOpen - 20-22.04.2015
1I Ogélnopolska Konferencja Doktorantéw Nauk o Zyciu BioOpen - 12-14.05.2016
111 Ogélnopolska Konferencja Doktorantéow Nauk o Zyciu BioOpen - 11-12.05.2017
1V Ogélnopolska Konferencja Doktorantéw Nauk o Zyciu BioOpen - 24-25.05.2018
V Konferencja Biologii Molekularnej - 07-09.04.2016

VI Konferencja Biologii Molekularnej - 06-08.04.2017

8. Aktywne uczestnictwo w promocji studiow doktoranckich Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska w ramach II Dnia Doktoranta Uniwersytetu £.odzkiego (21.05.2018).
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Projekty

1. Wykonawca w projekcie pt. ,, Nowy produkt z krwisciggu lekarskiego o innowacyjnym
dziataniu radioochronnym” Projekt Inkubator Innowacyjnosci+ (01.12.2017-
30.11.2018). Kod projektu: B1713500000748000.
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