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1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PLYTEK KRWI

1.1. Budowa plytek krwi

Ptytki krwi to najmniejsze elementy morfotyczne krwi powstajagce w szpiku kostnym na
drodze dojrzewania i réznicowania komoérek macierzystych — megakariocytow. Srednica ptytek
krwi wynosi 2-3 um, podczas gdy ich $rednia grubo$é to 0,5 um, a ich objetos¢ okoto 7 pum?3
[1]. Fizjologiczne miano ptytek krwi w organizmie czlowieka zawiera si¢ w zakresie
referencyjnym 150 — 400 x 10° na litr krwi [2], z czego okoto 2/3 to pula ptytek obecnych
w krwiobiegu, za$ 1/3 jest przechowywana w $ledzionie i stanowi tzw. pule wymienialng [3].
W poréwnaniu do pozostatych elementdw morfotycznych, ptytki krwi maja stosunkowo krétka
zywotnos¢, ich przecietna dtugo$¢ zycia w organizmie czlowieka wynosi od 5 do 9 dni.
Stare badz ,,zuzyte” ptytki krwi sa wylapywane przez makrofagi i niszczone na drodze
fagocytozy w $ledzionie i watrobie (komorki Browicza-Kupffera) [4]. Wystgpowanie matych,
bezjadrzastych ptytek u przedstawicieli wszystkich gromad ssakéow wydaje si¢ by¢ cecha
przystosowawczg. Mate plytki krwi moga szybciej formowac czop ptytkowy, co bezposrednio
zwigzane jest z ich fizjologiczng funkcja nakierowang na zapobieganie wynaczynieniu krwi. Niestety,
wicksza reaktywno$¢ bezjadrzastych ptytek krwi niesie znamienne konsekwencje dla starszych
osobnikow, ktore sg przez to bardziej narazone na wystgpowanie incydentow niedokrwiennych [5, 6].
Istniejg liczne doniesienia, ktore wskazujg, ze pomimo braku jadra komoérkowego plytki krwi
syntetyzuja biatka w oparciu o transkrypty matrycowego kwasu rybonukleinowego (ang. Messenger
Ribonucleic Acid, mRNA) pochodzace z koncowych etapow roéznicowania megakariocytow [7-9].
Ocena ilosciowa zawartosci transkryptow w ptytkach krwi wykazata, ze mogg one zawiera¢ okoto
2,2 x 10 g mRNA, czyli ponad 12 tysiecy razy mniej niz w komorkach jadrzastych [10].
Szczegotowa charakterystyka transkryptomu ptytek krwi przy zastosowaniu techniki mikromacierzy
oligonukleotydowej wraz z seryjna analiza ekspresji genow wykazata, ze plytki krwi zawieraja
tysigce par zasad zakodowanych fragmentow informacji pochodzacych z megakariocytow [11].
Dotychczas opisano ponad 3000 transkryptow ptytkowego mRNA, ktore w trakcie formowania si¢
plytek krwi zostajg przekazane z megakariocytow [12].

1.2. Ziarnistosci plytek krwi

Hemostaza jest procesem bardzo dynamicznym, ktéry obejmuje obecnos$¢ pobudzonych
receptorow btonowych, dwukierunkowe oddzialywania migdzykomorkowe oraz sekrecje biatek
plytkowych i substancji zapalnych [13]. W cytoplazmie plytek krwi obecne sg liczne swoiste
ziarnistosci sekrecyjne tj.: a-ziarnistosci, d-ziarnistosci (geste), lizosomy 1 peroksysomy, w ktérych

nagromadzone s3 biologicznie aktywne substancje, uwalniane na zewnatrz w wyniku aktywacji



plytek krwi [14]. Do najliczniej wystepujacych (okoto 10% catkowitej objgtosci phytek) zalicza sie
a-ziarnistosci, w liczbie 60-80 sztuk w obrgbie jednej komorki [15]. W a-ziarnisto$ciach
zmagazynowanych jest okoto 300 rozpuszczalnych biatek adhezyjnych, odgrywajacych kluczowa
role w hemostazie pierwotnej, jak réwniez duza ilo$¢ czasteczek bialkowych uczestniczacych
W gojeniu si¢ ran, stanach zapalnych oraz angiogenezie [16]. ZiarnistoSci geste sg znacznie mniej
licznymi organellami wydzielniczymi ptytek krwi (3-8 sztuk obecnych w komorce) [15], ale zawarte
w nich sktadniki odgrywaja réwnie istotng role w hemostazie pierwotnej, m.in. inicjujac cykl zwrotne;j
aktywacji ptytek krwi [17]. Natomiast, wydzielanie zawartosci lizosomalnych przez ptytki moze mie¢
kilka waznych funkcji zewnatrzkomorkowych, takich

jak wspomaganie fibrynolizy

i degradacji sktadnikow macierzy pozakomorkowej (Tab. 1) [18].

Tabela 1. Zawarto$¢ ziarnistosci ptytek krwi (zmodyfikowano wg [19])

Ziarnistosci-o

Bialka adhezyjne fibrynogen,_ fibronektyna,  witronektyna, czynnik  von Willebranda
(ang. von Willebrand Factor, VWF), trombospodyna (ang. Thrombospondin, TSP)
RANTES (ang. Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted)
Cytokiny peptyd 3 aktywujacy tkanke laczna (ang. Connective Tissue Activating Peptide 111, CTAP-III)
i chemokiny peptyd aktywujacy neutrofile (ang. Neutrophil Activating Peptide 2, NAP-2)

interleukiny (ang. Interleukin, IL): IL-1p oraz IL-8

Proteoglikany

czynnik plytkowy 4 (ang. Platelet Factor 4, PF-4), B-tromboglobulina
(ang. p-Thromboglobulin, B-TG), glikoproteiny (ang. Glycoproteins, GPs) bogate w seryng

Czynniki krzepniecia

czynniki krzepniecia: |, V, Xl oraz XIl, bialko S oraz bialko C
wielkoczasteczkowy kininogen (ang. High-Molecular-Weight Kininogen, HMWK)

i fibrynoliz > . i .
y y tkankowy aktywator plazminogenu (ang. Tissue Plasminogen Activator, t-PA)
czynnik wzrostu pochodzgcy z plytek (ang. Platelet-Derived Gowth Factor, PDGF)
Mitogeny czynnik wzrostu $srédblonka (ang. Endothelial Cell Growth Factor, ECGF)

insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. Insulin-like Growth Factor, IGF)

Inhibitory proteaz

o2-antytrypsyna, a2-antyplasmina, a2-makroglobulina (ang. a2-macroglobulin, a2M)
inhibitor kolagenaz, inhibitor aktywatora plazminogenu (ang. Plasminogen
Activator Inhibitor, PAI)

Bialka blonowe

CD62P, GPIlIb/llla, GPIb/IX, GPIV, GPVI, osteonektyna, immunoglobuliny typu G
(ang. Immunoglobulins G type , IgG), IgA, IgM, albumina, plazminogen
ZiarnistoSci geste

Nukleotydy adeninowe
/guaninowe

adenozynodifosforan (ang. Adenosine Diphosphate, ADP)

adenozynotrifosforan (ang. Adenosine Triphosphate, ATP)
guanozynodifosforan (ang. Guanosine Diphosphate, GDP)
guanozynotrifosforan (ang. Guanosine Triphosphate, GTP)

Aminy biogenne

serotonina, histamina

Fosfoinozytole
Ipolifosforany

1,4,5-trisfosforan inozytolu (ang. Inositol 1,4,5-Trisphosphate, 1P3)
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan (ang. Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate, P1Py)

Jony dwuwarto$ciowe

Mgz+, Ca2+

Ziarnistosci lizosomalne

Proteazy

karboksypeptydazy (A i B), katepsyny (D i E), kolagenaza, kwasne hydrolazy

Glikohydrolazy

heparynaza, p-galaktozydaza, p-D-acetyloglukozaminidaza

Bialka blonowe

integralne biatko lizosomalne (ang. Lysosomal Integral Membrane Protein, LIMP)
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Pobudzone plytki krwi sg rowniez zrédlem rozpuszczalnych mediatorow lipidowych.
Zalicza si¢ do nich metabolity kwasu arachidonowego, takie jak prostaglandyny
(ang. Prostaglandins, PGs), leukotrieny (ang. Leukotriens, LTs), tromboksan A2 (ang. Thromboxane
A2, TXA2), a takze czynnik aktywujgcy plytki (ang. Platelet-Activating Factor, PAF) czy
sfingozyno-1-fosforan (ang. Sphingosine-1-Phosphate, S1P) [20].

1.3. Receptory plytkowe

Plytki krwi charakteryzuja si¢ duza reaktywno$cig w odpowiedzi na dzialanie bodzcow
srodowiskowych, dzigki obecnosci unikalnego systemu receptoréw btonowych. Fizjologiczna
funkcja ptytek krwi jest zalezna od stanu ich pobudzenia przy udziale odpowiednich
receptorow, ktore odgrywaja kluczowa role w transdukcji sygnatu w procesie aktywacji ptytek
[21]. Rola receptorow ptytkowych jest kluczowa w hemostatycznej aktywnosci ptytek krwi.
Adhezja, aktywacja, agregacja ptytek krwi oraz oddzialywania mi¢dzykomorkowe
z leukocytami i komorkami $rodblonka s3 mozliwe wiasnie dzigki obecnosci receptoréw
powierzchniowych. Wktad receptorow ptytkowych w powstawanie interakcji miedzykomorkowych

przedstawia Ryc. 1. Do najwazniejszych receptoréw ptytkowych zalicza sig:

Receptory dla bialek adhezyjnych:

* integryny (aunnPs, 02B1, asP1, asP1, avPBa oraz af2),

+ selektyny (P-selektyna),

+ glikoproteiny, w tym receptory bogate w leucyn¢ (kompleks GPIb/IX/V) oraz bialka
nalezace do nadrodziny immunoglobulin (receptor dla kolagenu GPVI).

Receptory metabotropowe sprzezone z biatkami G (ang. G-proteins Coupled Receptors, GPCRsS):

+ receptory dla trombiny (PAR-1 i PAR-4),
« receptory dla ADP (P2Y1i P2Y12) [22].

Receptory integrynowe sa najobficiej wystgpujacymi receptorami na powierzchni ptytek
krwi 1 posiadaja najwigksze znaczenie fizjologiczne. Integryny to heterodimeryczne receptory
dla biatek adhezyjnych, zawierajace dwie podjednostki: a oraz B. Plytki krwi posiadajg na
swojej powierzchni sze$¢ rodzajow receptorow integrynowych [23]. Istotnym biatkiem
adhezyjnym obecnym w $cianie naczynia krwiono$nego jest kolagen, dla ktorego jednym
z receptorow plytkowych jest integryna aoP: (GPla/lla), odgrywajaca niezbedng role
w procesie adhezji ptytek krwi do uszkodzonej $ciany naczynia krwionosnego. GPla/Ila sktada
si¢ z podjednostki a2 (150 kDa) oraz 1 (130 kDa) [24]. Receptor ten zalezny jest od jondw
Mg?* i wystepuje na powierzchni niezaktywowanych plytek, w liczbie od 2000 do 4000 kopii
na plytke [25]. Przylaczenie kolagenu do podjednostki o wywotuje zmiany konformacyjne

receptora, dochodzi do dimeryzacji czgsteczki 1 aktywacji integryny o2P1. Proces adhezji ptytki
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prowadzi w konsekwencji do wewnatrzkomorkowej aktywacji enzymatycznej przemiany
kwasu arachidonowego, ktora skutkuje, zmiang ksztattu komorki, degranulacja ziarnisto$ci

oraz tworzeniem agregatoéw komorkowych [26].

Integryna auwPs (GPI1Ib/I11a), znana réwniez jako kompleks CD41/CD61, jest swoistym
1 najliczniejszym receptorem integrynowym ptytek krwi. Spoczynkowe komorki eksponuja od
80000 do 100000 czasteczek nieaktywnej formy receptora GPIIb/IIla na swojej powierzchni
[27]. Masa czasteczkowa podjednostki ouin Wynosi 140 kDa, natomiast podjednostki 33 okoto 105 kDa.
Obecnos¢  sekwencji  aminokwasowych ~ RGD  (Arg-Gly-Asp) oraz  KQAGDV
(Lys-Glu-Ala-Gly-Asp-Val) umozliwia zwigzanie si¢ fibrynogenu, jak rowniez innych biatek
adhezyjnych (VWF, witronektyna, TSP oraz fibronektyna) z aktywna postacig receptora GPIIb/Il]a,
warunkujac proces adhezji i agregacji plytek [28]. Przylaczenie dimerycznej czasteczki fibrynogenu do
dwoch aktywnych receptoréw GPIIb/Illa obecnych na powierzchni sasiadujacych ze soba plytek krwi
prowadzi do utworzenia agregatow ptytkowych (ang. Aggregates, AGs) [29].

Pozostate receptory integrynowe, takie jak asB1 (CD49e/CD29) oraz asp1 (CD49f/CD29)
odgrywaja uzupelniajaca role w fizjologii ptytek krwi, utatwiajac odpowiednio adhezje ptytek
do fibronektyny i lamininy [30, 31]. Obecno$¢ integryny aLB2 (CD102), znanej rowniez jako
wewnatrzkomorkowa czasteczka adhezyjna 2 (ang. Intercellular Adhesion Molecule 2, ICAM-2),
umozliwia adhezje ptytek do granulocytéw obojetnochtonnych (neutrofili) oraz odpowiada za
tworzenie si¢ kompleksow ptytkowo-leukocytarnych (ang. Platelet-Leukocyte Complexes, PLCs) [32].
Ponadto, plytki krwi eksponuja na swojej powierzchni od 50 do 100 kopii receptora avfs
(CD51/CD61), ktére w obecnosci jondw dwuwartosciowych Mg?* lub Mn?* posrednicza
w adhezji ptytek do witronektyny, fibrynogenu, vVWF, protrombiny i TSP [21, 33].

GPIb/IX/V to receptor adhezji ptytek krwi z rodziny glikoprotein bogatych w leucyne
o facznej masie czasteczkowej rownej 442 kDa, ktory uczestniczy w adhezji plytek za
posrednictwem vWF oraz taczy si¢ z receptorem CD11/CD18 obecnym na neutrofilach [34].
Do ligandow dla GPIb/IX/V zalicza si¢ rdwniez trombing oraz czynniki krzepnigcia XI 1 XIla
[35]. Zwigzanie si¢ receptora GPIb/IX/V z ligandem zapoczatkowuje proces adhezji ptytek
krwi oraz przyczynia si¢ do indukcji wewnatrzkomoérkowych szlakow aktywacji poprzez

fosforylacje reszt tyrozynowych biatek oraz wewnatrzkomérkowy wzrost stezenia jonow Ca?* [36].

Selektyny to grupa receptorow obecnych nie tylko na plytkach krwi, ale takze na
komorkach srodbtonka oraz leukocytach. Wsrod nich, swoista dla ptytek krwi jest P-selektyna
(CD62P), glikoproteina o masie czgsteczkowej 140 kDa, ktora znana jest rowniez jako biatko

blony ziarnistej (ang. Granule Membrane Protein, GMP) [37]. Jest ona obecna w btonie
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a-ziarnistosci w spoczynkowych plytkach krwi, a po ich aktywacji ulega translokacji na
powierzchni¢ btony komodrkowej. Aktywacja ptytek powoduje powierzchniowa ekspresje okoto
13000 czasteczek P-selektyny, ktora stanowi swoisty marker aktywacji ptytek in vivo [38].
P-selektyna posredniczy w interakcjach ptytek z neutrofilami i monocytami, dzigki obecnosci na ich

powierzchni liganda dla tej glikoproteiny (ang. P-Selectin Glycoprotein Ligand 1, PSGL-1) [39].

Waznym receptorem ptytkowym nalezacym do rodziny GPCRS jest receptor P2Y 1> dla ADP.
Przekazanie sygnalu za posrednictwem receptora metabotropowego wymaga udziatu dodatkowego
czynnika sprzg¢gajacego, ktorym jest jedno z biatek G. Mechanizm transdukcji sygnalu za
posrednictwem receptora P2Y1» dotyczy glownie aktywnosci cyklazy adenylowej (ang. Adenylyl
Cyclase, AC) oraz aktywacji fosfolipazy C, bedacych tzw. efektorami, ktorych aktywacja prowadzi
do zmiany wewnatrzkomorkowego poziomu wtdrnych przekaznikow. Aktywacja za posrednictwem
receptora P2Y1, prowadzi do wydzielania zawartosci gestych ziarnistosci ptytkowych [40] oraz
zmiany konformacji receptora dla fibrynogenu — GPIIb/llla [41], co ma znaczenie w tworzeniu
skrzepliny [42]. Receptor P2Y 12 jest kluczowy dla nicodwracalnej agregacji ptytek krwi indukowane;j
przez ADP. Ponadto, P2Y1, odgrywa wazng rolg w tworzeniu i stabilizacji skrzepu plytkowego
w miejscu formowania si¢ blaszek miazdzycowych [43]. W wyniku degranulacji ziarnistosci gestych
uwalniany zostaje ADP, ktory powoduje zaréwno para- jak i autokrynng aktywacje plytek przy
udziale receptora P2Y1> [44]. Receptor P2Y1, stanowi istotny cel terapii przeciwzakrzepowe;.
Wykazano, ze leczenie antagonistami receptora P2Y 12 powoduje obnizenie ekspozycji P-selektyny na

powierzchni ptytek, zmniejsza tworzenie si¢ PLCs oraz hamuje ekspresje integryny GPIIb/IT1a [45].

Trombina to proteaza serynowa osocza, ktora jest kluczowym agonista ptytek krwi.
Funkcjonalne receptory dla trombiny naleza do rodziny GPCRS i nosza nazwe receptorow
aktywowanych przez proteazg (ang. Protease-Activated Receptor, PAR) [46]. Ludzkie phytki krwi
posiadaja na swojej powierzchni dwa rodzaje takich receptorow: PAR-1 oraz PAR-4, a aktywacja
jednego z nich jest wystarczajaca do wywolania catkowitej aktywacji ptytek, wyrazonej jako
degranulacja wewnatrzkomorkowych ziarnistosci oraz agregacja ptytek [47]. Przy czym PAR-1
posredniczy w aktywacji ptytek nawet w obecnosci niskich st¢zen trombiny, natomiast PAR-4 jest
zaangazowany w aktywacje ptytek wylacznie przy wysokich stezeniach trombiny [47]. Receptory
PAR maja rzadko spotykany mechanizm aktywacji, ktory nastgpuje dzigki proteolitycznemu odcigciu
zewnatrzkomérkowego N—koncowego fragmentu [48]. Interakcja trombiny z PAR-1 skutkuje
zapoczatkowaniem kilku drég przekaznictwa sygnatu wewnatrzkomorkowego za posrednictwem
biatek G (Ga12/13, Goq i Goi/z), prowadzacych do syntezy TXA2 [49], uwolnienia ADP [50],
serotoniny oraz adrenaliny [51], wzrostu ekspresji GPI1b/Illa [52], aktywacji selektyny P oraz ligandu
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dla czasteczki CD40 (ang. CD40 ligand, CD40L) [53]. Dziatanie PAR-4 jest podobne, ale duzo
wolniejsze oraz wymaga dodatkowej aktywacji podjednostki Gai [54]. Receptor PAR-1 moze by¢
rowniez aktywowany przez specyficzny polipeptyd aktywujacy receptor dla trombiny
(ang. Thrombin Receptor-Activating Polypeptide, TRAP). Istnieje kilka typow polipeptydow TRAP,
ktore sg zdolne do wywotania pelnej aktywacji receptora, a stosowanie ich ma na celu ocen¢
potencjalnego dziatania trombiny na ptytki w warunkach, w ktorych efekty aktywnosci samej
proteinazy moga by¢ trudne w interpretacji (np. krew pelna, czy osocze krwi) [55]. Na powierzchni
ptytek znajduja si¢ ponadto takie receptory jak: receptory dla TXA2, epinefryny, receptory TLRS
(ang. Toll-Like Receptors) [56], dla PGs [57] oraz dla prostacyklin (ang. Prostacyclins, PGls) [58].

Whetrze naczynia krwionosnego

Agregacja (%
Kompleks
Sekrecja ziarnistoscigestych m PAR-1 Iy , plytkowo - leukocytarny
m.in. ADP, ATP, serotonina, ‘X - l GPIIb/llla AkWWB.Clu -
histamina, Ca2+ y / A e B— plytki A &
h— Aktywacja CD40 . &

T v CD62P 4, R

- % g g :

n‘* - s

g, \ " jeg PSGL-1 4
4
l P2y,
Sekrecja z a-ziarnistosci '\\\\\&\: B %
m.in. TXA2, PAF, S1P, RANTES, PF4, Aktywacja X ;A
PDGF, Fg, PAI-1, Fn, P2Y. kiv < oA y
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c I\
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Adhezja GPIc/ll 1 "Gp“,/]xlv S
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Komérkiendothelium
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Rycina 1. Interakcje pomiedzy plytkami krwi, leukocytami i komoérkami srodblonka, udzial kluczowych
plytkowych receptoréw powierzchniowych w oddzialywaniach komorkowych. Oddzialywania
migdzykomorkowe prowadzg do wydzielania licznych mediatorow lipidowych (TXA2, PAF, S1P), czasteczek
zapalnych (RANTES, PF-4), biatek pro-zakrzepowych (fibrynogen, fibronektyna) oraz czynnikow krzepnigcia
pochodzacych z plytek krwi, ktore wplywaja na aktywno$¢ pro-zakrzepows i prozapalng plytek krwi.
Uszkodzenie warstwy $rodbtonka indukuje hemostatyczng aktywnos$¢ ptytek krwi. Receptory ptytek odgrywaja
kluczowa role na kazdym etapie procesu hemostazy w trakcie formowania si¢ czopu plytkowego, od adhezji,
aktywacji po homo- i hetero-agregacje ptytek krwi, jak réwniez za posrednictwem P-selektyny i czasteczek
CD40L plytki rekrutujg leukocyty (gtéwnie neutrofile i monocyty) w miejsce uszkodzonego naczynia
krwionos$nego, stymulujag do wydzielania cytokin pro-zapalnych oraz ulatwiajg ekstrawazacje leukocytow
z naczyn krwiono$nych przyczyniajac si¢ do rozwoju stanu zapalnego.
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2. MEGAKARIOCYTY I POWSTAWANIE PLYTEK KRWI

2.1. Charakterystyka megakariocytéw

Megakariocyty to duze komorki o srednicy 50-100 um, ktére u zdrowych oséb stanowig
niewielki odsetek (okoto 1%) populacji wszystkich komorek obecnych w szpiku kostnym,
charakteryzujace si¢ obecnoscig wieloptaszczyznowego poliploidalnego jadra komorkowego
[59]. Megakariocytopoeza stanowi ztozony proces, na ktory maja wpltyw liczne czynniki
transkrypcyjne, hematopoetyczne czynniki wzrostu, cytokiny, chemokiny, jak rowniez
wzajemne interakcje migdzykomorkowe. Proces megakariocytopoezy sktada si¢ z trzech
glownych etapow: (1) réznicowania linii komorkowej, (2) proliferacji oraz (3) dojrzewania
megakariocytow, ktore zakonczone jest wytworzeniem plytek krwi [60]. Z jednego
megakariocytu moze powsta¢ od 5000 do 10000 ptytek krwi. Zdrowy organizm moze $rednio
wyprodukowa¢ do 10! plytek dziennie, a poziom tej produkcji moze wzrosnaé nawet

20-krotnie w stanach zapalnych [61].

Podobnie jak pozostate komorki krwiotworcze, megakariocyty pochodza od
hematopoetycznych komorek macierzystych (ang. Hematopoietic Stem Cells, HSCs), ktore
stanowig mniej niz 0,1% wszystkich komorek jadrzastych [62]. Komoérki HSCs w trakcie
hematopoezy traca wiasciwosci multipotentne oraz zdolno$¢ do proliferacji, stajac si¢
unipotentnymi komodrkami prekursorowymi. W kolejnym etapie HSC dzielg si¢ na dwie gldéwne
linie komorek progenitorowych: limfoidalng (ang. Common Lymphoid Progenitors, CLPs),
z ktorej rozwijaja si¢ limfocyty i komorki naturalnej cytotoksycznosci (ang. Natural Killer,
NK) oraz mieloidalng (ang. Common Myeloid Progenitors, CMPs) [63]. Z linii CMPs powstaja
komorki  prekursorowe megakariocytow 1 erytrocytow (ang. Megakaryocyte/Erythrocyte
Progenitors, MEPS) oraz granulocytow i makrofagéw (ang. Granulocyte/Macrophage Progenitors,
GMPs). Erytrocyty 1 megakariocyty posiadaja wspolna komorke prekursorowa MEP, a sygnaty
regulujace ostateczne oddzielenie si¢ tych linii nie s3 do konca poznane [64]. W poznej fazie
réznicowania dochodzi do dojrzewania prekursora megakariocytow, tj. promegakarioblastu, ktéremu
towarzyszy endomitoza. W wyniku zmian ultrastrukturalnych w obrebie tej komorki przechodzi ona
w tzw. promegakariocyt chrakteryzujacy sie obecnoscig ziarnistosci oraz kwasochtonng cytoplazma.
Za dojrzala komorke tej linii komorkowej uwaza si¢ megakariocyt [65].

2.2. Powstawanie plytek krwi

W przeciwienstwie do innych komorek jednojadrzastych, w pdznej fazie réznicowania

megakariocyty podlegaja wspomnianemu wczesniej procesowi endomitozy, podczas ktorego

dochodzi do intensywnej replikacji kwasu deoksyrybonukleinowego (ang. Deoxyribonucleic
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Acid, DNA), z pomini¢ciem trzeciej fazy podziatu komorki (anafazy) oraz zaburzeniem procesu
péznej cytokinezy, co w rezultacie powoduje zwielokrotnienie zawartosci jadrowego DNA.
Stopien ploidyzacji nie jest $cisle zsynchronizowany z dojrzewaniem komoérkowym, dlatego na
kazdym etapie wystepujg rozne stopnie ploidii [66]. Wzrostowi ploidalno$ci megakariocytow
towarzyszy znaczacy wzrost objetosci cytoplazmy, co ma bezposredni wpltyw na proces
tworzenia si¢ plytek. Wiekszo$¢ megakariocytow przechodzi $rednio trzy cykle
endomitotyczne zeby osiggnagé¢ zwarto§¢ DNA rowng 16N. Niemniej jednak niektore
megakariocyty sg zdolne uzyska¢ duzo wiekszg zawartos¢ DNA, dochodzaca nawet do 256N
[67]. Istnienie zjawiska poliploidalno$éci megakariocytow moze by¢ sposobem na zwigkszenie
ich aktywnos$ci metabolicznej. Intensywna poliploidyzacja megakariocytow ma wplyw na
funkcjonalno$¢ genow, gdyz prawdopodobng rola amplifikacji jest zwickszenie wydajnosci
syntezy bialek. Wykazano, ze wszystkie allele badanych gendéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne Fli-1 oraz Fog-1, =zaczynaja by¢ aktywne transkrypcyjnie dopiero
w megakariocytach posiadajacych od 4N do 32N [68]. Mechanizmy, ktore reguluja endomitoze
nie s3 w pelni poznane, jednakze stwierdza si¢, ze zaangazowane w ten proces s3 cykliny,
ktorych prawidtowa ekspresja jest niezbedna dla normalnej proliferacji komoérek [69, 70].
Cykliny reguluja aktywnos¢ kinaz cyklinozaleznych 1 wptywaja tym samym na dtugo$¢ trwania
poszczegbdlnych faz cyklu komoérkowego oraz decyduja o tym, czy komorka moze wejsé
w kolejne stadium rozwoju [71]. Kompleks cyklina D/Cdk4 (kinaza serynowo-treoninowa
zalezna od cykliny 4, ang. Cyclin-Dependent Kinase 4) stanowi ztozong strukture biatkowa,
ktora jest silnie zwigzana z regulacja cyklu komorkowego. Wykazano, Zze w megakariocytach
nadekspresja kompleksu cyklina D/Cdk4 powoduje znaczacy wzrost wielkosci
megakariocytow oraz istotnie zwigksza zawartos¢ DNA w tych komorkach [72]. Zaréwno
proces pdznego roznicowania jak i1 dojrzewania megakariocytow podlega regulacji przez
czynniki wzrostu oraz czynniki transkrypcyjne (gtéwnie Runx-1, Gata-1, Fog-1, Fli-1, Tali-1
i Nfe-2). Niedostatek tych czynnikow zakldéca proces prawidtowego dojrzewania
megakariocytow, co powoduje nieprawidtowosci w liczbie powstajacych phytek [73]. W trakcie
dojrzewania megakariocytow stwierdzono obecno$¢ w komorce bardzo duzej liczby
rybosomow potrzebnych do syntezy bialek ptytkowych, ktére wraz z czasteczkami mRNA oraz
licznie wystgpujacymi mitochondriami, przedostaja si¢ do powstajacych plytek krwi za
posrednictwem biatek cytoszkieletu oraz rozbudowanego systemu tzw. bton demarkacyjnych
(ang. Demarcation Membrane System, DMS), powstajacego we wnetrzu dojrzewajgcego
megakariocytu [74]. Cytoplazma megakariocytu zostaje wyposazona w wytworzony de novo

ztozony system blon wewnatrzkomorkowych, stanowigcych podstawe do tworzenia
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specjalistycznych ziarnistosci plytek krwi, wyodrgbnionych poprzez rozbudowang sie¢ bton
demarkacyjnych dzielagcych wnetrze megakariocytu na liczne kompartmenty [75]. Powstajacy
przy tym uktad kanalikéw otwartych stluzy w dojrzatych ptytkach krwi do uwalniania
zawarto$ci z ziarnistosci pobudzonych komorek do srodowiska pozakomoérkowego [76].
Swoiste biatka plytkowe intensywnie syntetyzowane w dojrzewajgcych megakariocytach sg
nastepnie gromadzone w a-ziarnisto$ciach (vVWF oraz PF-4) lub eksponowane na powierzchni
megakariocytow (receptory ptytkowe np. GPIIb/Illa czy GPIb). Ponadto, okreslona pula biatek
obecnych w dojrzatych ptytkach krwi, jest na tym etapie wychwytywana z osocza w procesie
endocytozy i/lub pinocytozy, a naste¢pnie magazynowana w o-ziarnistosciach. Wsrod tych
biatek znajduja si¢ m.in. czynniki regulatorowe angiogenezy [77]. W trakcie dojrzewania
megakariocytu dochodzi do zaniku inhibitoréw apoptozy oraz pojawienia si¢ czynnikow
promujacych ten proces tj. kaspazy-3 i kaspazy-9, transformujacego czynnika wzrostu 3
(ang. Transforming Growth Factor g, TGF-B) oraz tlenku azotu (ang. Nitric Oxide, NO), ktore
zapoczatkowujac apoptoze megakariocytu pobudzajg proces tworzenia plytek krwi [78].

Kluczowa cytoking hematopoetyczng odgrywajaca gléwna rolg w proliferacji
i r6znicowaniu megakariocytow jest trombopoetyna (ang. Thrombopoietin, TPO), wykazujaca
homologi¢ do erytropoetyny (ang. Erythropoietin, EPO) [79]. TPO odpowiada za prawidtowe
powstawanie i uwalnianie ptytek, ale rowniez za ich wlasciwg aktywacje i funkcjonowanie.
Oddziatywanie TPO z megakariocytowym receptorem c-MPL aktywuje cytoplazmatyczng
kinazg tyrozynowg JAK-2 (ang. Janus Kinase 2) [80], co indukuje przekazywanie sygnatu poprzez
szlaki zalezne od kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami (ang. Mitogen-Activated Protein
Kinases, MAPKS) [81] oraz od kinazy-3-fosfoinozytolowej (ang. Phosphoinositide 3-Kinase, PI3K)
[82]. Dziatanie TPO wspomagane jest na kazdym etapie przez cytokiny, takie jak: IL-3, IL-6 [83],
IL-11, IL-12 [84], EPO Ilub czynnik stymulujacy powstawanie kolonii granulocytow
(ang. Granulocyte-Colony Stimulating Factor, G-CSF) [85]. Mechanizmy biogenezy ptytek krwi
wskazuja na wytwarzanie tzw. proptytek z megakariocytow tj. sznurdw ptytek otoczonych wspolng
btong komorkowa, ktére w drobnych naczyniach krwiono$nych obecnych w szpiku kostnym
rozpadajg si¢ tworzac pojedyncze ptytki krwi [100].

Formowanie si¢ ptytek krwi zachodzi na terenie przestrzeni zatokowych szpiku kostnego
oraz w plucach, gdzie dojrzate megakariocyty docieraja z pradem krwi zylnej przez prawy
przedsionek serca do naczyn wilosowatych ptuc. W trakcie kontaktu $ciany naczynia
z przeciskajacym si¢ przez naczynie wlosowate megakariocytem dochodzi do rozpadu komarki

1 fragmentacji jego cytoplazmy z wytworzeniem plytek krwi. Plytki krwi nabieraja peinej
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dojrzatosci morfologicznej i czynnosciowej w $ledzionie [86, 87]. Dowodem przemawiajgcym
za takim sposobem formowanie plytek jest obecno$¢ mniejszej ilosci megakariocytow
w naczyniach przedptucnych, w poréwnaniu do naczyn zaptucnych, a co wigcej, w przypadku

liczby ptytek krwi zalezno$¢ ta jest odwrotna [88].

3. CYTOSZKIELET PLYTEK KRWI

Cytoszkielet ptytki krwi odgrywa kluczowa role w utrzymaniu dyskoidalnego ksztattu
komorki w warunkach spoczynkowych oraz jest odpowiedzialny za zmiang jej ksztattu
nastepujacg podczas aktywacji. Wazny dla utrzymania struktury komorki i integralnosci blony
plazmatycznej jest cytoszkielet podbtonowy, oddziatujacy zaré6wno z systemem filamentéw
odpowiedzialnym za elastyczno$¢ komorki, jak 1 z biatkami integralnymi blony komodrkowe;j
odpowiadajac za umocowanie receptorow powierzchniowych. Glikoproteinowe receptory
powierzchniowe, jak np. kompleks GPIb/IX/V, poprzez wigzanie z filamentami cytoszkieletu
powoduja jego stabilizacje [114]. Adhezja plytek krwi do elementéw uszkodzonej $ciany
naczynia krwiono$nego oraz homo- i hetero- agregacja komorek, zachodzace przy udziale
receptorow powierzchniowych, wigza si¢ z aktywacja prowadzaca do fosforylacji bialek
cytoszkieletu. Reorganizacja cytoszkieletu powoduje zmiang ksztattu plytek krwi
z dyskoidalnego na kolczasty sferocyt oraz pociaga za soba degranulacje ziarnistosci
plytkowych, z ktorych uwalniane sg liczne zwigzki biologicznie aktywne, w tym o charakterze

pro-zakrzepowym i pro-zapalnym [89].

Cytoszkielet ptytkowy sklada si¢ z polimerow aktyny i tubuliny wraz z biatkami
oddziatujacymi na strukturalny zrab cytoszkieletu. Biatka cytoszkieletu stanowig duza czes¢
protoemu ptytek krwi. Morfologia spoczynkowych ptytek krwi utrzymywana jest przez
cytoszkielet podblonowy ztozony gtéwnie ze spektryny, adducyny, filamentow aktynowych
1 biatek zwigzanych z aktyna. Na zmiang ksztattu przez plytki wpltywaja dwa glowne czynniki:

polimeryzacja monomerdw aktyny oraz depolimeryzacja zwojow mikrotubuli [90].

Aktyna (42 kDa) nalezy do wysoce konserwatywnych i wielofunkcyjnych biatek
globularnych, ktoére tworza tzw. mikrofilamenty aktynowe bedace podstawowym elementem
budulcowym cytoszkieletu komoérkowego. Szacuje si¢, ze w kazdej plytce krwi znajduje si¢
okoto 2000 filamentéw o Sredniej dlugosci filamentu 1 pm. U kregowcodw zidentyfikowano
trzy gtowne izoformy aktyny: a-, B- 1 y-aktyne. Filamenty a-aktyny znajduja si¢ glownie
w tkance mig$niowej, za$ - wraz z y-aktyna wspoltworza strukture cytoszkieletu komorek

[91, 92]. Aktyna jest zdecydowanie najobficiej wystepujacym biatkiem w plytkach krwi,
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stanowigcym az 15-20% catkowitej masy biatka komérkowego. W trakcie aktywacji komorki
nastgpuje gwattowne zwigkszenie formowania polimeréw aktyny wraz ze wzrostem ich
dlugosci poprzez zmiany organizacji witokien aktyny. W spoczynkowych ptytkach krwi
dochodzi do polimeryzacji zaledwie 30% aktyny, a po ich aktywacji zawartos¢ polimerow
wzrasta do 70% [93, 94]. Wiokna aktynowe w niepobudzonych ptytkach zorganizowane sg
w sztywne rusztowanie cytoplazmatyczne, ktore usieciowane jest krzyzowo oraz rownolegle,
dzigki obecnosci biatek wigzacych filamenty aktynowe [95]. Polimeryzacja aktyny napedza
dynamiczng widknistg strukture komorkowa do wytworzenia bogatych w aktyn¢ wypustek

tzw. lamelli- i pseudopodiow, umozliwiajgcych przemieszczanie si¢ komorek [96].

Kazdy etap zmiany ksztattu plytek wymaga udzialu wielu bialek zwigzanych
z filamentami aktynowymi (ang. Actin Binding Protein, ABP), do ktorych naleza: biatka
wiazace monomery aktyny (profilina, kompleks Arp2/3), bialka ,,czapeczkujace’/tnace
filament aktynowy (gelsolina, CapZ, tymozyna 34, tensyna oraz adducyna), biatka wiazace si¢
wzdtuz filamentu aktynowego (stabilizujace: tropomiozyna, troponina); (destabilizujace —
kofilina), bialka wigzace filament aktynowy (rownolegle: spektryna, fimbryna, a-aktynina;
krzyzowo: filamina), biatka wigzace filament aktynowy do blony komorkowej (transblonowa

czasteczka CD44 oraz biatka z rodziny ERM czyli ezryna, radyksyna i moezyna) [97-99].

Do istotnych biatek bedacych regulatorami dynamiki cytoszkieletowej filamentow
aktynowych nalezag biatka stymulowane rozkurczaniem naczyn krwiono$nych
(ang. Vasodilator-Stimulated Phosphoprotein, VASP). Biatka VASP (50 kDa) posiadaja
wysoce konserwatywna strukture sktadajaca si¢ z N-koncowej domeny 1 homologii Ena/VASP
(ang. Ena/VASP-homology 1, EVH-1), centralnego regionu bogatego w proling i C-koncowe;j
domeny EVH-2. Domena centralna umozliwia fizyczne oddziatywanie VASP z profilina,
biatkiem wigzacym aktyne [100]. VASP sg kluczowymi biatkami odpowiedzialnymi
za reorganizacje¢ cytoszkieletu oraz reguluja zdarzenia adhezyjne, ktore inicjuja proces
agregacji ptytek [101]. VASP pierwotnie zostaly wyizolowane z ptytek krwi, gdzie wykazano
ich bardzo wysokg ekspresje (okoto 78000 kopii w pojedynczej komorce) [102]. Biatka VASP
stanowig glowny substrat dla kinazy bialkowej A (ang. Protein Kinase A, PKA) oraz kinazy
biatkowej G (ang. Protein Kinase G, PKQG), ktore przez fosforylacje reszt aminokwasowych
wplywaja na ograniczenie zmian konformacyjnych receptora GPIIb/Illa i co za tym idzie, wykazuja
hamujacy wptyw na agregacje plytek krwi. Fosforylacja VASP nastgpuje w trzech obszarach:
na resztach Ser'® i Ser?® oraz Thr?’® i jest regulowana przez szlak cyklicznego adenozyno-

3’,5’-monofosforanu (ang. cyclic Adenosine 3',5'-Monophosphate, cCAMP) oraz cyklicznego
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guanozyno-3’,5’-monofosforanu (ang. cyclic Guanosine 3',5'-Monophosphate, cGMP) [103,
104]. Wykazano, ze fosforylacja biatek VASP w pozycji Ser!® koreluje ze zmniejszong
aktywnosciag GPIIb/Illa i zahamowaniem agregacji ptytek krwi [105]. Defosforylacja VASP
nastepuje po stymulacji ptytek zaleznej od receptora purynergicznego P2Y12. Pobudzenie
receptora P2Y1> przez ADP powoduje zahamowanie wytwarzania CAMP, wplywajac tym
samym na zmniejszenie fosforylacji biatek VASP. Poziom fosforylacji/defosforylacji VASP
odzwierciedla odpowiednio hamowanie/aktywacje receptora P2Y 12 [106].

Tubuliny nalezg do nadrodziny biatek o aktywnosci GTPazy. W celu utworzenia jednej
mikrotubuli potrzebnych jest od 13 do 15 protofilamentéw ztozonych z heterodimeréw a- oraz
B-tubuliny. W ptytkach krwi wystepuja oba izomery tubuliny: a- oraz B-tubulina. Analiza
proteomiczna ptytek krwi wykazata, ze B-tubulina znajduje si¢ w wigkszej ilosci w pordwnaniu
do a-tubuliny [107]. Przy czym stwierdzono obecnos$¢ kilku izoform ludzkiej B-tubuliny
w plytkach krwi, sa to: Bl (TUBBI), B2A (TUBB2A), 2B (TUBB2B), p2C (TUBB2C),
B3 (TUBB3), B4 (TUBB4), B5 (TUBBS), B6 (TUBB6) i B8 (TUBBS) [108]. B1-tubulina jest
glowna izoforma wystepujaca wylacznie w megakariocytach i ptytkach krwi [109]. Czasteczka
B1-tubuliny (50 kDa) sktada si¢ z451 aminokwaséw i mozna w niej wyrdzni¢ cze$¢ N-koncowa
ztozong z 113 aminokwasow, ktora bierze udziat w wigzaniu 1 hydrolizie GTP, podczas gdy
cze$¢ srodkowa 1 fragment C-koncowy sg odpowiedzialne za interakcje migdzy czasteczkami
tubuliny 1 wigzanie biatek oddzialujacych na mikrotubule, takich jak biatko zwigzane
z mikrotubulami (ang. Microtubule-Associated Protein, MAP). Izoforma B1-tubuliny jest
niezbedna dla formowania mikrotubul w plytkach krwi. Co wigcej, wykazano,
ze megakariocyty traktowane lekami powodujacymi depolimeryzacj¢ mikrotubul, takimi jak
winkrystyna czy nocodazol, nie tworzag proplytek. Myszy pozbawione B1-tubuliny
charakteryzowaty si¢ matoplytkowoscia spowodowana defektem wytwarzania proptytek.
Natomiast, mutacje genu TUBB1 kodujacego B1-tubuling prowadza do wadliwego wytwarzania
ptytek krwi z niefunkcjonalnymi dimerami o- i B-tubuliny, ktérych nie mozna wilaczy¢
w strukture mikrotubul [110]. Jednakze, niewiele wiadomo na temat roli poszczeg6lnych
izoform o-tubuliny. Ostatnie doniesienia wykazaly wzrost ekspresji a4A-tubuliny
w poznych stadiach réznicowania megakariocytéw, co moze wskazywac na uczestnictwo tej

izoformy w tworzeniu proptytek [111].

Istnieje duza ilo$¢ bialek wiazacych mikrotubule, ktére zaangazowane sa
w tzw. aktywno$¢ ruchowa, sa to bialka motoryczne, takie jak dyneina, dynaktyna oraz

kinezyna. Praca dyneiny jest regulowana przez dynaktyne, za$ caly kompleks dyneinowo-
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dynaktynowy uczestniczy w $lizganiu si¢ mikrotubul podczas tworzenia si¢ proptytek lub
w trakcie zmiany ksztaltu ptytki [112]. Wzrost wewnatrzkomérkowego stezenia jonow Ca®*
zwigksza aktywno$¢ dyneiny, tym samym zmniejszajac wplyw kinezyny, wprawiajac w ruch
mikrotubule powoduje rozszerzenie cewki mikrotubuli. Po rozszerzeniu i centralizacji
mikrotubul, cewka ostatecznie ulega depolimeryzacji, co umozliwia zmian¢ ksztattu komorki.
Kinezyny s3a biatkami o funkcji motorycznej, ktére uczestnicza w kierowanym przez
mikrotubule transporcie struktur pegcherzykowych zawierajacych zawarto$¢ ziarnisto$ci
ptytkowych w celu ich egzocytozy [113]. Chociaz mechanizmy regulujgce dynamike procesu
polimeryzacji mikrotubul sg mato poznane, to ostatnie dane wskazuja, ze czynno$¢ mikrotubul
jest regulowana przez geny kodujace biatka takie jak: EB (ang. End-Binding protein), CLASP
(ang. CLIP-Associating Protein), czy RanBP (ang. Ran-Binding Protein), ktorych wzmozona
ekspresja zostata wykazana w ptytkach krwi cztowieka [114]. W warunkach spoczynkowych
liczba dimeréw tubuliny przypadajacych na ptytke krwi wynosi okoto 250000, z czego 55%
obecnych jest w postaci spolimeryzowanej. Chociaz badania struktury cewki mikrotubuli
ptytek krwi wykazaty, ze cewka obwodowa sktada si¢ z pojedynczej mikrotubuli (zwinigtej od
8 do 12 razy), nowsze badania sugeruja, ze nawet w spoczynku, brzezne pasmo ptytki zawiera
wiele bardzo dynamicznych mikrotubuli o mieszanej polaryzacji. W trakcie aktywacji ptytki

cewki mikrotubuli kurczg si¢, ulegajac fragmentacji poprzez depolimeryzacje [115].

Modyfikacje potranslacyjne (ang. Post-Translational Modifications, PTMs) sg
dynamicznymi i czgsto odwracalnymi procesami, w ktorych dodanie grupy chemicznej do reszt
aminokwasowych bialka wywotuje zmiany we wiasciwosciach funkcjonalnych biatka.
Tubulina, podobnie jak wigkszo$¢ biatek, moze podlega¢ PTMs, ktore generuja pewnego
rodzaju roznorodno$¢ mikrotubul. Najbardziej istotne PTMs, ktdre moga wystapi¢ w tubulinie
to acetylacja, fosforylacja, detyrozynacja/tyrozynacja, poliglutamylacja i poliglikacja [116].
PTMs sg jednym z czynnikow, ktore wpltywaja na wtasciwosci polimeru tubuliny 1 umozliwiaja
mikrotubulom dostosowanie si¢ do roznych funkcji, ktore pelniag w komoérkach. W plytkach
krwi zdolno$¢ do rearanzacji cewki mikrotubuli wydaje si¢ by¢ zwigzana z wystgpowaniem
PTMs tubuliny. Podczas gdy stabilne mikrotubule charakteryzuja si¢ acetylacja [117]
i detyrozynacja, bardziej dynamiczne mikrotubule sg deacetylowane [118]. Co wazne,
wiekszos$¢ plytek krwi zawiera zar6wno dynamiczne, jak 1 stabilizowane mikrotubule, ale
wydaje sie, ze liczebnos¢ kazdej z izoform rozni si¢ w obrgbie danej phytki [115]. Na poziomie
funkcjonalnym stan acetylacji mikrotubuli moze regulowa¢ aktywno$¢ motoryczng mikrotubul

[119]. Enzymy zaangazowane w deacetylacje lizyny w pozycji 40 (Lys*°) to: cztonek 6 rodziny
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deacetylaz histonow (ang. Histone Deacetylase Family Member 6, HDAC-6) oraz sirtuina 2
(ang. Sirtuin-2, SIRT-2) [120]. Po aktywacji plytek mikrotubule podlegaja deacetylacji,
w ktorej posredniczcy HDAC-6. Chociaz deacetylacja nie jest kluczowa dla zmiany ksztattu
plytek, zdolnos¢ HDAC-6 do zapobiegania hiperacetylacji tubuliny wplywa na zdolnos$¢
rozposcierania si¢ tych komorek [121]. Ponadto, PTMs uczestniczg w modulowaniu dynamiki
mikrotubul po aktywacji plytek krwi. W pobudzonych ptytkach krwi prazek brzezny ulega
silnej poliglutamylacji, co umozliwia mobilizacj¢ biatek motorycznych, takich jak dyneina,
w celu uzyskania zmiany ksztaltu obserwowanej podczas aktywacji tych komorek [122].
Co wiecej, w dojrzatych megakariocytach i proptytkach, poliglutamylacja mikrotubul jest
wazna dla indukcji tworzenia si¢ prazka brzeznego [123] i ma wptyw na wydtuzanie proptytek

i degranulacje [124].

Zmiany ilo$ciowe i/lub strukturalne w czasteczkach bialek cytoszkieletu ptytkowego
moga odpowiada¢ za zmiang¢ w biologicznej aktywnosci ptytek np. sprzyjajac tworzeniu si¢
czopu ptytkowego w miejscu uszkodzonego naczynia krwionos$nego. Jednakze, wzmozone
wlasciwosci pro-zakrzepowe ptytek krwi moga prowadzi¢ do okluzji naczynia krwiono$nego,
a w konsekwencji do wystgpienia incydentow sercowo-naczyniowych [125]. Przebudowa
cytoszkieletu jest §cisle regulowanym procesem, w ktorym depolimeryzacja biatek zwigksza
plastyczno$¢ szkieletu komorki 1 jest wymagana do zmiany ksztaltu, za§ polimeryzacja
przywraca jego sztywnos$¢, ktora jest niezbedna do agregacji i retrakcji skrzepu. Patologiczna
zmiana dynamiki cytoszkieletu ptytek krwi moze zatem upoS$ledzi¢ ich czynno$é
hemostatyczng [126, 127]. Wykazano, ze nasilona ekspresja receptora GPIIb/Illa wynikajaca
z mutacji w genie ITGB3 indukuje nieprawidtowe formowanie si¢ cytoszkieletu, co finalnie prowadzi
do uposledzonego tworzenia si¢ ptytek krwi oraz wptywa na ich funkcjonalnos¢ [128]. Sie¢ biatek
cytoszkieletu umozliwia réwniez utrzymanie pozycji organelli wewnatrzkomorkowych oraz
odpowiedzialna jest za ukierunkowany transport w obrgbie komorki, dzieki czemu zmiana ksztaltu
pobudzonych plytek pocigga za sobg degranulacje ziarnistosci ptytkowych [109]. Otwarty system
kanalikowy (ang. Open Canalicular System, OCS) to sie¢ cystern i kanalikow, ktora zajmuje okoto 50%
calej objetosci komorki i ma bezposredni kontakt z btong komérkowa, przez co moze odgrywac
wazng role w zmianie ksztattu ptytek krwi [90]. OCS utatwia transport zawartosci z ziarnistosci
ptytkowych, jak rowniez odgrywa istotng role w zmianach morfologicznych, krytycznych dla
prawidlowego przebiegu procesow agregacji i adhezji ptytek krwi [129, 130].
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4. MARKERY AKTYWACJI PLYTEK KRWI

Markery aktywacji plytek krwi sg przydatnymi narzedziami do okreslenia
funkcjonalnosci ptytek, dla oceny parametrow klinicznych i ryzyka wystgpienia incydentow
niedokrwienia w wielu stanach patologicznych. Plytki krwi nalezg do wielofunkcyjnych
komoérek hemostazy stanowigc istotny element uktadu krazenia i wazny cel strategii

terapeutycznych [131].

Aktywacja plytek krwi odgrywa istotng rol¢ w chorobach o podiozu zakrzepowo-
zatorowym, jednakze stanowi kluczowe ogniwo taczace procesy pro-zakrzepowe z rozwojem
stanu zapalnego, odpowiedzi immunologicznej, a takze metastazy [132, 133]. Stan pobudzenia
ptytek charakteryzuja zmiany czynnosciowe 1 strukturalne, ktorych oszacowanie
1 monitorowanie pozwala na §ledzenie postepu choroby oraz okreslenie rokowania i korzysci
z zastosowania terapii anty-ptytkowej. Kluczowym narzedziem diagnostycznym jest wlasciwie
dobrany marker aktywacji. Obecnie zidentyfikowanych zostalo kilkanascie markerow
aktywacji plytek krwi bedacych antygenami powierzchniowymi oraz czynnikami osoczowymi

pochodzenia ptytkowego [134-139].

W wyniku pobudzenia ptytki krwi eksponuja na swojej powierzchni liczne czasteczki
receptorowe 1 ligandy, ktore ulatwiajg wzajemne interakcje z innymi ptytkami, leukocytami
oraz komoérkami $rodbtonka [140]. Czes¢ biomolekut, ktore ulegaja ekspresji na powierzchni
pobudzonych ptytek krwi znalazto zastosowanie jako swoiste markery procesu aktywacji.
Jednym z nich jest P-selektyna (CD62P). W wyniku pobudzenia ptytki krwi eksponujag duzg
liczbe czgsteczek CD62P, ktore sg szybko mobilizowane z blony a-ziarnisto$ci na powierzchnig
komorki. Istotne znaczenie ma fakt, ze w stanie spoczynku ptytki krwi magazynuja P-selektyne
wewnatrz komorki, a poziom jej powierzchniowej ekspresji jest dobrym wskaznikiem stopnia
aktywacji ptytek. CD62P nalezy do antygenow, ktoére sg tylko czasowo eksponowane na
powierzchni pobudzonej komorki, ulegajac nastgpnie proteolitycznemu rozszczepieniu
(tzw. zhluszczaniu) do osocza. Schemat wydzielania rozpuszczalnej formy P-selektyny
(ang. Soluble CD62P, sCD62P) do osocza nie jest jednoznaczny i wskazuje zarowno na jej
okresowe wyrzuty, jak i ciggly rozpad na powierzchni ptytek krwi [141]. Stezenie sCD62P
mierzone w osoczu odzwierciedla stan czynnosciowy plytek w krazeniu. Obecnos¢ sCD62P
W o0soczu uznana jest za marker obrazujacy stan catkowitej aktywacji (zuzycia) krazacych
ptytek [142, 143]. W odroznieniu od powierzchniowej P-selektyny, jej rozpuszczalna forma
cechuje si¢ znacznie dluzszym czasem poOttrwania, dzigki czemu moze stanowi¢ bardziej

wiarygodne narzg¢dzie do oceny kondycji ptytek in vivo [144].
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Ekspozycja CD62P na powierzchni pobudzonych plytek krwi posredniczy w ich fizycznym
kontakcie z leukocytami poprzez wigzanie z ligandem PSGL-1. Interakcja CD62P/PSGL-1
odgrywa kluczowa role w procesie tzw. rolowania leukocytow, polegajacym na ich
przemieszczaniu i przyleganiu do komoérek $rodblonka za posrednictwem plytek krwi,
co stanowi gléwny etap rekrutacji leukocytow, a nastepnie diapedezy i wynaczynienia
w rozwoju odpowiedzi immunologicznej. Obecnos¢ PSGL-1 potwierdzono na powierzchni
monocytow, neutrofili, eozynofilow i hematopoetycznych komorek progenitorowych [145].
CD62P jest gtownym mediatorem tworzenia PLCS, w powstawanie ktorych zaangazowane sg
szczeg6lnie monocyty. PLCs stanowig posredni etap w rozwoju stanu zapalnego w obrebie
srodblonka. Adhezja PLCs do komérek $rodbtonka przyczynia sie¢ do rozwoju reakcji zapalnej
zwigkszajac produkcje mediatorow zapalnych [146]. W warunkach fizjologicznych we krwi
obwodowe] wystepuje nieznaczna ilos¢ PLCs, za$ ich liczba znaczaco wzrasta w stanach
patologicznych, takich jak zaburzenia sercowo-naczyniowe, uogolnione stany zapalne, nowotwory,
czy choroby o podtozu autoimmunologicznym [147, 148]. Heterogenne kompleksy komérkowe
z udzialem plytek krwi sg uwazane za jeden z typowych markerow aktywacji tych komorek.
Ocena odsetka trwale utworzonych PLCs moze nawet stanowi¢ czulszy wskaznik aktywacji ptytek,
niz powierzchniowa ekspresja czasteczki CD62P, ze wzgledu na jej czasowa ekspozycje

i gwaltowng utrate poprzez okresowe wyrzuty do osocza [149].

P-selektyna wigze si¢ takze z ligandami na powierzchni ptytek krwi, ktore sg przez nig
rozpoznawane dzigki procesowi siarkowania reszty tyrozynowej znajdujacej si¢ na N-koncu.
Sulfatydy pelnig rolg liganda P-selektyny bezposrednio zaangazowanego w procesy agregacji
1 adhezji ptytek krwi. P-selektyna oddziatujac z sulfatydami ptytkowymi stabilizuje utworzone
AGs formowane poprzez potaczenia GPIIb/Illa z fibrynogenem, a zahamowanie tej interakcji
prowadzi do inhibicji ptytkowej agregacji. Poziom wytworzonych homo-agregatow
ptytkowych jest miarg stopnia aktywacji tych komoérek i wskazuje na ich aktywno$¢

pro-zakrzepowa [150].

W spoczynkowych ptytkach krwi receptor GPIlIb/llla przyjmuje konformacje
nieaktywng.  Transdukcja  zewnatrzkomorkowych — sygnatow  za  posrednictwem
metabotropowych receptorow GPCRs, dzigki stymulacji z udziatem agonistow, takich jak:
ADP, TXAZ2, epinefryna, trombina, prowadzi do przejscia GPIIb/Illa ze stanu niskiego do
wysokiego powinowactwa wzgledem czgsteczki fibrynogenu i innych ligandow. W wyniku
aktywacji plytek rosnie takze liczba kopii tego receptora glikoproteinowego na powierzchni

ptytki. Wiagzanie ligandu powoduje grupowanie integryny i promuje sygnalizacje, ktdra inicjuje
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1 wzmacnia szereg zdarzen komorkowych w celu sterowania podstawowymi funkcjami plytek,
takimi jak zmiana ksztaltu, degranulacja, agregacja czy retrakcja skrzepu [151]. Sygnaty
powstajace wewnatrz komorki powodujg przejscie integryny w stan zdolny do wigzania ligandu
na skutek zmian konformacyjnych wewnatrz jej czasteczki. Regulacja dwukierunkowe;j
sygnalizacji za posrednictwem GPIIb/Illa wymaga zaangazowania biatek oddziatujacych
z cytoplazmatyczng domeng tego receptora, takich jak konserwatywne ewolucyjnie kindliny
I talina [152]. Aktywny receptor GPIIb/Illa odgrywa krytyczna role w tworzeniu AGs, a poziom
powierzchniowej ekspresji aktywnej formy tego receptora stanowi wiarygodny marker
aktywacji ptytek krwi [153, 154].

Oprocz P-selektyny, druga glikoproteing transblonowa odgrywajaca istotng role
w interakcjach komodrkowych, jest cytokina CD154 (CD40L), ligand odpowiedzialny za
aktywacje receptora CD40, obecnego gldwnie na limfocytach T. Po aktywacji ptytek krwi
czasteczka CD40L ulega translokacji z ptytkowych a-ziarnisto$ci na btong plazmatyczna 1 jest
eksponowana na powierzchni komorki, a cz¢sciowo wydzielana w postaci rozpuszczalnej
(ang. Soluble CD40L, sCD40L) poprzez rozszczepienie proteolityczne. Pobudzone ptytki krwi
sg glownym zZrodtem sCD40L. Szacuje si¢, ze ponad 95% krazacego CD40L
(powierzchniowego) 1 sCD40L jest pochodzenia ptytkowego, co czyni te czasteczki dobrymi
markerami plytkowej aktywacji [155, 156]. Badania wskazujg na wysoka ekspresje czasteczek
CD40L w stanach zapalnych, a ich poziom jest skorelowany z tworzeniem koniugatow
plytkowo-limfocytarnych. Szlak CD40/CD40L odgrywa kluczowa role w rozwoju miazdzycy,
ktorej patogeneza jest zwigzana z przewleklym stanem zapalnym w obrebie srédbtonka naczyn
[157] Kompleks CD40/CD40L jest tacznikiem migdzy humoralng i komoérkowa odpowiedzia
immunologiczng. Bezposrednia interakcja pomiedzy komorkami dendrytycznymi,
aktywowanymi za posrednictwem limfocytarnej czasteczki CD40, a komérkami B prowadzi do
rozwoju odpowiedzi immunologicznej. Zatem ptytkowy CD40L jest czynnikiem
kostymulatorowym, dzigki ktoremu limfocyty T wspieraja odpowiedz komoérek B, promujac
przelaczanie izotypow Ig i generujac pamigé komorek B [158]. Szlak sygnatowy CD40/CD40L
jest krytycznym czynnikiem w chorobach autoimmunologicznych i jest uznawany za marker

wczesnej fazy autoimmunologicznych reakcji zapalnych [159].

Mikroczastki pochodzenia ptytkowego (ang. Platelet-derived Microparticles, PMPs) sa
to male, pecherzykowate struktury, stanowigce fragmenty btony plazmatycznej komorek, ktore
ulegly aktywacji. Mikroczastki uwalniane do osocza pochodza z blon komoérkowych

wszystkich elementow morfotycznych krwi oraz z komorek srodbtonka naczyh, przy czym
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ptytki krwi oraz megakariocyty sg glownym zrédtem mikroczastek obecnych w krazeniu [160].
Uwalnianie mikroczastek z komorek eukariotycznych jest procesem fizjologicznym, ktéry
zachodzi podczas dojrzewania 1 starzenia si¢ komoérek, ale wzmozone uwalnianie jest
nastepstwem aktywacji komorek i prowadzi do wigkszej liczby mikroczastek wykrywanych
w osoczu w przebiegu wielu chordb, glownie o charakterze pro-zakrzepowym i zapalnym
[161]. Udziat mikroczasteczek, w tym gldéwnie PMPs, w patogenezie niektorych chordb, czyni
je waznym parametrem diagnostycznym [162]. PMPs charakteryzuja si¢ szczegdlnie matym
rozmiarem w zakresie 100-1000 nm i posiadajg na swojej powierzchni typowe antygeny
ptytkowe, co pozwala odrozni¢ je od mikroczastek innego pochodzenia [163]. PMPs odgrywaja
znaczaca role w hemostazie, angiogenezie oraz w komunikacji mi¢dzykomorkowej
prowadzacej gldwnie do rozwoju reakcji zapalnej, ale takze do wspierania procesu metastazy
[164]. PMPs zawieraja komponenty cytoplazmatyczne, takie jak biatka, lipidy i RNA
pochodzace z ich komoérek prekursorowych [165] oraz sa bogate w ujemnie natadowane
fosfolipidy btonowe, dostarczajac tzw. powierzchni pro-koagulacyjnej w postaci miejsc
wigzacych dla osoczowych czynnikow krzepniecia (IXa, VIII, Va i Ila). Ponadto, PMPs sa
nosnikami czynnika tkankowego (ang. Tissue Factor, TF) oraz posiadaja liczne receptory
powierzchniowe, w tym P-selektyne oraz GPIIb/Illa odpowiedzialne za homo- i hetero-
agregacj¢ komorek [166]. Oddzialywanie PMPs z komorkami odpornosciowymi oraz ze
srodbtonkiem nasila rozwdj stanu zapalnego [167, 168]. Zwigkszony poziom krazacych PMPs
zaobserwowano w miazdzycy, ale takze u chorych z nadci$nieniem czy po udarze mozgu.
Ponadto, wykazano warto$¢ predykcyjng PMPs w chorobach zakrzepowych [169-173]. Istnieje
tez wiele innych standw patologicznych, w ktorych monitorowanie ilo§ci PMPs moze stanowic
wazny element diagnostyczny, jak chociazby skazy krwotoczne (w tym wymagajace transfuzji

koncentratow ptytkowych), co mozna przetozy¢ na strategie terapeutyczne [174].

5. METODA CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ W ANALIZIE PLYTEK KRWI

Cytometria przeptywowa to technika badawcza i diagnostyczna, ktéra umozliwia szybka
1 stosunkowo tatwa analiz¢ jakosciowa 1 iloSciowa pojedynczych komorek lub czastek
w plynnej zawiesinie, przemieszczajacych si¢ w $wietle lasera. Kazda komorka analizowana
jest pod katem rozproszenia $wiatta widzialnego i fluorescencji. Rozproszenie S$wiatta
widzialnego jest mierzone w dwoch kierunkach: na wprost (ang. Forward Scatter, FSC), co
wskazuje wzgledna wielko§¢ komorki, ktéra jest proporcjonalna do rozproszenia padajacego
$wiatla lasera oraz bocznie, pod katem 90° (ang. Side Scatter, SSC), gdzie rozproszenie §wiatta

wskazuje na wewngtrzng ztozono$¢ lub ziarnistos¢ komorki [175]. Rozproszenie swiatta nie
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jest zalezne od fluorescencji. Fluorescencja mierzona jest w uprzednio przygotowanej probce
za pomocg barwnikow fluorescencyjnych, np. jodku propidyny lub poprzez skoniugowanie
barwnika fluorescencyjnego z odpowiednimi przeciwcialami skierowanymi na antygeny
powierzchniowe. Cytometria przeplywowa to uzyteczne narzedzie, ktore znajduje
zastosowanie w wielu dyscyplinach, takich jak immunologia, biologia molekularna czy
wirusologia. Pozwala na jednoczesng charakterystyke mieszanych populacji komorek, ktore
nastepniec mozna rozdzieli¢ na okre§lone subpopulacje [176]. Oprocz analizy komorek,

glownym zastosowaniem techniki cytometrii przeptywowej jest sortowanie komorek [177].

Tradycyjne cytometry przeptywowe skladaja si¢ z trzech uktadow: ukladu
hydraulicznego, uktadu optycznego oraz uktadu elektronicznego. Uktad hydrauliczny zawiera
ptyn ostonowy utworzony zwykle na bazie buforowanego roztworu soli fizjologicznej, ktory
dozowany jest pod ci$nieniem w celu dostarczenia i skupienia probki w punkcie przechwytu
(sorter) lub w miejscu padania wigzki lasera (analiza). Obecno$¢ pltynu ostaniajacego zapewnia
laminarny przeptyw komorek, stanowiacy kluczowy element tej metody, umozliwiajacy osobng
analize kazdej z przeptywajacych komorek [178]. Uktad optyczny sktada si¢ ze zrodta §wiatta
laserowego oraz systemow optycznych zbierajacych sygnaty swietlne (fotopowielacze, diody).
Dzigki zastosowaniu filtrow znajdujacych si¢ przed elementami zbierajagcymi sygnat §wietlny
mozliwe jest wykrycie okreslonego zakresu dtugosci fali §wietlnej charakterystycznej dla
specyficznych fluorochroméw [179]. Najpopularniejsze lasery stosowane w cytometrach to
355 nm (ultrafiolet), 405 nm (fioletowy), 488 nm (niebieski), 532 nm oraz 552 nm (zielony),
561 nm (zielono-zo6tty) i 640 nm (czerwony) [180].

Jak wspomniano powyzej, technika cytometrii przeptywowej wykorzystuje unikalng
zdolnos¢ do jednoczesnej analizy mieszanych populacji komorek pod katem wielu parametrow
(tzw. Multipleksing). W najprostszej postaci eksperymentu immunofenotypowania, komorki sa
znakowane fluorochromem skoniugowanym z przeciwciatem, ktore jest skierowane przeciwko
antygenowi réznicujgcemu obecnemu na powierzchni badanej komoérki [181]. Do najczesciej
uzywanych fluorochromow =zalicza si¢ izotiocyjanian fluoresceiny (ang. Fluorescein
Isothiocyanate, FITC), fikoerytryne (ang. Phycoerythrin, PE), kompleks biatek perydyna-
chlorofil (ang. Peridinin-Chlorophyll-Protein, PerCP), allofikocyjaning (ang. Allophycocyanin,
APC) [182]. Wigkszos¢ wybieranych do znakowania antygenow stanowi indywidualny klaster
réznicowania (ang. Claster of Differentiation, CD). Znaczna ilo$¢ komorek odporno$ciowych

ma specyficzne markery CD, ktore definiujg je jako okreslong populacj¢/subpopulacje komorek
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[183]. Oprocz markerow charakteryzujgcych linie komorkows, wyrdznia sie duza grupe

markerow aktywacyjnych dla r6znego rodzaju komorek [184].

Plytki krwi wykazujg istotng rol¢ w utrzymaniu integralno$ci naczynia krwiono$nego,
dzigki natychmiastowej aktywacji oraz adhezji do uszkodzonej $ciany naczynia. Tworzenie
homo- i hetero-agregatow przez ptytki krwi wptywa na uszczelnienie uszkodzenia poprzez
wytworzenie czopu komoérkowego, jednakze wzmozona aktywacja ptytek krwi prowadzi do
efektow niepozadanych [185], dlatego analiza poziomu ich aktywacji in vivo ma kluczowe
znaczenie w wykrywaniu i monitorowaniu zaburzen pro-zakrzepowych i zapalnych [186].
Zmiany w ekspresji i/lub konformacji receptoréw ptytkowych stanowig najczestszy parametr
oceniany technikg cytometrii przeplywowej [187]. Niedobor Ilub catkowity brak
funkcjonalnych receptoréow plytkowych powoduje dysfunkcje ptytek, w tym zaburzenia
agregacji prowadzace do krwotokéw (np. zaburzona synteza receptora GPIIb/IIla

w trombastenii Glanzmanna) [188].

W przypadku receptora GPIIb/IIIa jego nieaktywna posta¢ obecna jest na powierzchni
ptytek spoczynkowych, natomiast w wyniku pobudzenia komoérek nastgpujg zmiany
konformacyjne, dzigki ktorym mozliwe jest przejScie receptora w forme aktywna.
Zastosowanie mysiego przeciwciata monoklonalnego PAC-1 skoniugowanego z barwnikiem
fluorescencyjnym umozliwia identyfikacj¢ aktywnej formy kompleksu GPIIb/Illa na
powierzchni ptytek krwi, a amplituda sygnatu fluorescencji jest miarg stopnia pobudzenia tych
komorek. Natomiast analiza powierzchniowej ekspresji CD62P metoda cytometrii
przeplywowej zostata uznana w ostatnich trzech dekadach za ,zloty standard” do oceny
aktywacji ptytek krwi w warunkach ex vivo [189]. Podwyzszony poziom CD62P wykazano
w licznych badaniach klinicznych w ostrym zespole niedokrwiennym, nadcisnieniu, otytosci, cukrzycy,
niewydolnosci nerek, ostrym udarze niedokrwiennym [190], matoptytkowosci [191], jak rowniez
w innych stanach klinicznych, w ktorych nadaktywno$¢ ptytek krwi jest jednym z patomechanizmow
choroby. Ekspresja CD62P jest tez miarg reaktywnosci plytek, czyli specyficznej odpowiedzi
funkcjonalnej na czynnik aktywujacy, ktorg ocenia si¢ stosujgc submaksymalne stezenia klasycznych
agonistow, takich jak np.: ADP (0,5-5 uM), TRAP (1-8 uM) oraz kolagen (1-2 pg/ml) [192-195].

Zastosowanie metody cytometrii przeplywowej umozliwia takze oceng interakcji
plytkowych, w tym tworzenie homoagregatow oraz komplekséw plytkowo-leukocytarnych,
z jednoczesng mozliwo$cig antygenowego réznicowania subpopulacji komorek zapalnych
zaangazowanych w tworzenie PLCs. Natomiast, dzigki zachowaniu macierzystych antygenow

powierzchniowych, mozliwe jest rowniez okreslenie odsetka powstajacych PMPs. Ponadto,
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metoda cytometrii pozwala na analize ziarnisto$ci wewnatrzptytkowych [196]. Okre$lenie
podtoza oraz wczesne wykrycie anomalii ptytkowych bywa trudne, jednakze uzycie metody
cytometrii przeptywowej umozliwia wnikliwg analiz¢ stanu funkcjonalnego ptytek krwi

w warunkach ex vivo, w probkach krwi bezposrednio pobranych od pacjenta [197].

Jedng z najwazniejszych zalet stosowania cytometrii przeptywowej jest wilasnie fakt,
iz ptytki krwi analizowane sg w stanie fizjologicznym, ze wzglgdu na niewielkg ingerencje
w badang probke, co zapobiega aktywacji ptytek i tworzeniu artefaktow pomiarowych
zaburzajacych faktyczny obraz stanu czynnosciowego tych komorek. Co wiecej, technika cytometrii
umozliwia analize kilku réznych parametrow jednoczesnie, przy uzyciu bardzo malej ilosci
wyjsciowego materiatu biologicznego. Dzigki temu, ze przeprowadzane oznaczenia sg praktycznie
niezalezne od liczby plytek, metoda cytometrii przeptywowej umozliwia badania diagnostyczne

zarOGwno u pacjentow z trombocytopenia, jak i z trombcytoza [198].

Procedura przygotowujaca probke do cytometrycznej analizy ptytek krwi jest
stosunkowo prosta i nie zawiera zbyt wielu punktow krytycznych mogacych wptynaé na
wiarygodno$¢ wykonanego testu. Wazne jest zastosowanie odpowiedniego antykoagulantu,
przy czym preferowany jest cytrynian sodu, gdyz uzycie kwasu etylenodiaminotetraoctowego
(ang. Ethylenediaminetetraacetic Acid, EDTA) badz heparyny wptywa na zmiang struktury GP
powierzchniowych, co moze by¢ przyczyng powstania artefaktow pltytkowych [199]. W celu
okreslenia stopnia aktywacji plytek krwi krazacych w tozysku naczyniowym stosuje si¢
tzw. utrwalenie komorek, majace na celu uchwycenie stanu plytek odzwierciedlajacego ich
funkcjonalno$¢ in vivo. Najczgsciej ptytki krwi utrwala si¢ 0,5-1,0% formaldehydem lub
paraformaldehydem. Utrwalenie mozna takze zastosowa¢ do plytek krwi juz uprzednio
wyznakowanych odpowiednimi przeciwciatami, przy czym kluczowe znaczenie ma tu
konsekwentne stosowanie statego protokotlu utrwalania i znakowania komorek. Kolejnym,
istotnym aspektem jest prawidtowe dobranie przeciwciat i sprz¢zonych z nimi fluorochroméw
oraz stosowanie wtasciwych kontroli izotypowych umozliwiajacych ocene niespecyficznego
wigzania przeciwciat [200]. Cytometria przeplywowa jest to prosta, niezawodna i ekonomiczna
technika, ktora ma szerokie zastosowanie w diagnozowaniu wrodzonych i nabytych zaburzen
ptytek krwi [198]. Moze shuzy¢ jako przydatne narzedzie stosowane w celu wdrozenia
wlasciwej profilaktyki [201], lub narzedzie prognostyczne, w tym do monitorowania postepu

terapii przeciwptytkowych oraz ustalenia zaleznosci dawka-efekt testowanych lekow [202].
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Metoda cytometrii przeplywowej w analizie ptytek krwi stosowana jest najczgsciej w celu:

e oceny stanu czynnos$ciowego plytek poprzez pomiar ekspresji typowych receptorow
ptytkowych, odsetka powstalych AGs, PMPs oraz PLCs, w catkowitej populacji badanych
komorek w probcee biologicznej [168, 203-206],

* monitorowania terapii przeciwptytkowej przy stosowaniu blokeréw receptorow dla ADP,
antagonistoéw GPIIb/Illa oraz inhibitoréw cyklooksygenazy, skutecznos$ci innych lekow
przeciwplytkowych oraz monitorowania funkcji ptytek krwi przed i podczas angioplastyki
wiencowej [207-209],

* kontroli jakosci koncentratow ptytek krwi, w tym identyfikacji zanieczyszczen

leukocytarnych [210, 211].

6. PLYTKI KRWI W CHOROBACH NEURODEGENERACYJNYCH

6.1. Pro-zakrzepowa aktywnos$¢ plytek krwi w stwardnieniu rozsianym

Stwardnienie rozsiane (ang. Multiple Sclerosis, MS) jest przewlekla choroba zapalng
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), charakteryzujaca si¢ demielinizacja widkien istoty
biatej, spowodowang rozpadem otoczki mielinowej w wyniku uszkodzenia rozpuszczalnego,
zasadowego biatka mieliny (ang. Myelin Basic Protein, MBP) [212]. MS jest chorobg
heterogenng o bardzo zmiennym przebiegu klinicznym oraz zrdéznicowanym obrazie
patofizjologicznym, bedaca sktadowa wielu toczacych sie¢ proceséw, w tym stanu zapalnego,
demielinizacji, niszczenia aksonow i neuronow, jak rowniez naprawczych mechanizméw
remielinizacyjnych [213]. Wedlug najnowszej klasyfikacji z 2014 roku wyrdznia si¢ dwie
glowne postaci choroby: rzutowo-remisyjng posta¢ MS (ang. Relapsing-Remitting Multiple
Sclerosis, RRMS) oraz postepujaca posta¢ MS (ang. Progressive Multiple Sclerosis, PMS),
w tym przypadku z uwzglednieniem pacjentéw bedacych w fazie pierwotnie postepujacej MS
(ang. Primary-Progressive  Multiple Sclerosis, PPMS) i wtornie postepujacej MS
(ang. Secondary-Progressive Multiple Sclerosis, SPMS) [214].

MS wciaz pozostaje chorobg o niejednoznacznie okreslonej etiologii, ale za kluczowy
patomechanizm rozwoju tego schorzenia uznaje si¢ zaburzenia funkcji ukladu
odporno$ciowego polaczone ze wzrostem przepuszczalno$ci bariery krew-mozg
(ang. Brain-Blood Barier, BBB) [215]. Gtowna przyczyna dysfunkcji uktadu
immunologicznego jest nieprawidtowa czynnos¢ komoérek dendrytycznych, nalezacych do
komorek prezentujacych antygen (ang. Antigen Presenting Cells, APCs), ktore swobodnie
przechodza przez BBB i inicjujg réznicowanie komorek T pamigci w pro-zapalne limfocyty

pomocnicze T (ang. T-helper, Th), gtéwnie o profilu Th1 i Th17 [216]. Autoreaktywne komorki
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T dostajg si¢ do OUN, gdzie uwalniajg cytokiny pro-zapalne inicjujac kaskade aktywacji
kolejnych komorek, w tym makrofagéw i komérek mikrogleju. Mechanizmy pro-zapalne lezace

u podstaw procesow toczacych si¢ w obrgbie mikrogleju sprzyjaja postepowi choroby [217].

Jednakze, pomimo faktu, ze MS ma podltoze typowo neurozapalne, to uznaje si¢, ze jest
takze Scisle zwigzane z uszkodzeniem naczyn krwiono$nych, gtownie na skutek zwigkszenia
przepuszczalnosci BBB [218]. Zaburzona integralno$¢ mikronaczyniowa w moézgu moze
odgrywac istotng rol¢ w wystepowaniu zdarzen neurodegeneracyjnych [189]. Ponadto, badania
epidemiologiczne wskazuja na zwigkszone ryzyko wyst¢powania incydentdéw naczyniowo-
zakrzepowych w MS [200]. Liczne doniesienia potwierdzaja wzmozong aktywno$¢
pro-zakrzepowa ptytek krwi w przebiegu wielu chorob neurodegeneracyjnych, w tym rowniez
w MS [168, 203, 219-221].

Juz w drugiej polowie XX w. Nathanson 1 Savitsky zaobserwowali zwigkszong adhezje
plytek u pacjentow z MS, ktora dodatnio korelowata z aktywnoscig choroby [222]. Dalsze
badania, prowadzone przez Sheremata i wsp. na pacjentach z MS, wykazaty zwigkszony
poziom markeré6w czynno$ciowych plytek krwi in vivo, w tym PMPs, AGs oraz wzrost
ekspresji CD62P. Ponadto, wzrost pltytkowych IgM $wiadczyt o toczacym si¢ w organizmie
aktywnym procesie zapalnym [223]. Powyzsze obserwacje dostarczyty wstgpnych dowodow,
ze ptytki krwi obecne w krazeniu pacjentow z aktywng postacig MS (RRMS) wykazuja stan
nadmiernej aktywacji. W potaczeniu z doniesieniami z pierwszej potowy XX wieku, ktore
wykazaly obecno$¢ elementow uktadu krzepnigcia, takich jak fibryna czy TF w zmianach
demielinizacyjnych, pozwolito to wnioskowa¢ o silnym potencjale pro-koaulacyjnym
obserwowanym u pacjentow w przebiegu MS [224]. Zidentyfikowanie plytkowego receptora
GPIIb/Illa oraz czynnikow pro-koagulacyjnych w aktywnych zapalnie zmianach
demielinizacyjnych potwierdzitlo znaczaca rol¢ ptytek krwi oraz innych elementow ukladu
hemostazy w przebiegu MS [225]. W kolejnych latach Langer i wsp. wykazali, ze ptytki krwi
sa ,,uwigzione” w ogniskach demielinizacyjnych, co tylko potwierdza ich udzial w rozwoju
stanu zapalnego i demielinizacji w przebiegu MS [226]. Zaobserwowano rowniez,
ze zablokowanie kluczowego receptora plytkowego jakim jest GPIIb/Illa powoduje
ztagodzenie objawdéw w modelu zwierzecym autoimmunologicznego zapalenia moézgu
i rdzenia kregowego (ang. Experimental Autoimmune Encephalomyelitis, EAE) [227].
Podobnie, zmniejszenie liczby ptytek krwi w EAE prowadzito do znacznego ztagodzenia

objawow 1 hamowato proces zapalny [226].
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Patologiczna aktywacja ptytek krwi odgrywa kluczows role w zakrzepicy naczyn
tetniczych, powodujac zmniejszenie lub catkowite zamknigcie przeptywu gtéwnie w tetnicach
wiencowych [228-230]. Najnowsze doniesienia potwierdzaja zwigkszone ryzyko pojawienia
si¢ incydentéw niedokrwiennych, zwlaszcza niedokrwiennego udaru mozgu i zawatu migsnia
sercowego (ang. Myocardial Infarction, MI), jak réwniez zakrzepicy zylnej u pacjentow z MS,
co jest skorelowane ze stopniem rozwoju tej choroby [231, 232]. Analiza trendéw
przezyciowych 1 przyczyny zgondéw u pacjentow z MS wykonana przez Brennum-Hansen
i wsp. wykazata, ze ryzyko $mierci z powodu udaru niedokrwiennego lub MI byto o ponad 30%

wicksze w przypadku MS, w poréwnaniu do grupy kontrolnej [233].

Przyczyny nadmiernej aktywacji plytek krwi w MS nie s3 wyjasnione. Moga one wynikaé
z predyspozycji genetycznych lub powstawaé¢ na skutek wtdrnego procesu chorobowego
zwigzanego z zapalnym uszkodzeniem warstwy $rodbtonka naczyniowego, gdzie dochodzi do
wzajemnej aktywacji plytek krwi, komorek odpornosciowych oraz komoérek srdédbtonka. Badania
potwierdzajag podwyzszony poziom mikroczastek $rodbtonka (ang. Endothelial Microparticles,
EMPs) w osoczu pacjentdow z MS, co $wiadczy o uszkodzeniu tych komorek. Istotng role
w uszkodzeniu s$rodbtonka mogg odgrywac krazace PMPs [160], a takze oddziatlywanie
P-selektyny z PSGL-1 obecnym na limfocytach, co zwigksza §rodbtonkowsg ekspresje integryny
a4B1, utatwiajacg wigzanie komorek zapalnych do warstwy $srodbtonka [234].

6.2. Dysfunkcja mitochondriéw w plytkach krwi

Stres oksydacyjny odgrywa wazng rolg w regulacji plastyczno$ci mézgu, a intensywna
produkcja reaktywnych form tlenu (RFT) oraz reaktywnych form azotu (RFA) istotnie wplywa
na zaburzenia transmisji neuronalnej, stanowigce przyczyne niepetnosprawnosci
psycho-fizycznej. Struktury mozgu sa szczegdlnie podatne na dziatanie RFT/RFA ze wzgledu
na ich intensywny metabolizm tlenowy. Pomimo istnienia naturalnych mechanizmow
przeciwutleniajacych, komorki OUN, zwlaszcza neurony, sa niewystarczajaco chronione przed
nadmierng produkcja i szkodliwym dziataniem RFT/RFA [235]. Ze wzgledu na szczegolnie
duzg liczbe mitochondriow obecnych w pojedynczej komdrce, metabolizm tlenowy ptytek krwi
jest czesto poréwnywany do metabolizmu neuronéw. Co wigcej, w wielu zaburzeniach
neurologicznych, w tym chorobach neurodegeneracyjnych, potwierdzono dysfunkcje
mitochondriow ptytkowych. Zaburzenia mitochondrialne mogg przyczynia¢ si¢ do nadmiernej
aktywnosci plytek krwi obserwowanej u pacjentow z MS [220, 236] i do zmiany ich
wlasciwo$ci hemostatycznych [237]. Plytki krwi spoczynkowe sg metabolicznie bardzo

aktywne 1 wykazuja wysoki wskazniki obrotu energii, w celu zaspokojenia znacznego
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zapotrzebowania energetycznego [238]. Zdrowe ptytki krwi zawierajg w swojej cytoplazmie od
5 do 8 mitochondriow [239] i uwaza sig, ze stanowig glowny rezerwuar tych organelli w uktadzie
krazenia [240]. Ptytki krwi sa zdolne do uwalniania wiasnych mitochondriow do srodowiska
zewnatrzkomorkowego, zarowno w postaci wolnych organelli, jak 1 zamknigtych wewnatrz
mikroczastek ptytkowych. W uktadzie krazenia ptytki krwi stanowig gtéwne zrodto krazacych
mitochondriow, ktore sg odpowiedzialne za generowanie silnych sygnatow pro-zapalnych [241].
Do RFT wytwarzanych przez ptytki krwi zalicza si¢ przede wszystkim: anionorodnik
ponadtlenkowy (Oze-), rodnik hydroksylowy (OHe), rodnik wodoronadtlenkowy (HOgz¢) oraz
reaktywne formy o charakterze nie rodnikowym, glownie nadtlenck wodoru (H207) [242].
Wytwarzane w ptytkach RFT odgrywaja istotng rol¢ w regulacji wewnatrzkomorkowego stezenia
jonow Ca?*, ktore stanowig wtorny przekazniki regulujacy szeroki zakres podstawowych procesow
komodrkowych, przyczyniajac si¢ do aktywacji i agregacji ptytek krwi [243, 244]. Dysfunkcje
mitochondriow wigza si¢ z zaburzeniem funkcjonowania tancucha oddechowego na skutek wzrostu
przepuszczalno$ci blony mitochondrialnej wywotanego gldwnie przez nadprodukcje RFT, badz
przecigzenie tych organelli jonami Ca?* w wyniku ich wzmozonego wychwytu z cytoplazmy.
Procesy te sa bezposrednio zwigzane z powstaniem w btonie mitochondrialnej tzw. megakanatow
0 wysokiej przepuszczalno$ci, ktére pozwalajag jonom i malym molekutom na swobodne
przemieszczanie si¢ zgodnie z ich gradientami st¢zen, powodujac ostatecznie rozproszenie
potencjatu btony mitochondrialnej (ang. Mitochondrial Membrane Potential, MMP) i przerwanie
cigglosci mitochondrialnej btony zewngtrznej [245]. Spadek MMP moze stanowi¢ pierwszy sygnat
$wiadczacy o utracie zywotnosci [246]. Co ciekawe, utrzymujace si¢ przez dugi czas niskie
wartosci MMP moga doprowadzi¢ do stanu alternatywnego dla stresu oksydacyjnego czyli
tzw. stresu redukcyjnego, ktory moze by¢ réwnie szkodliwy dla komorek, co wspomniany stres

oksydacyjny [247].

Nieprawidlowe funkcjonowanie fancucha oddechowego ma zwykle odzwierciedlenie
w wystepowaniu mutacji mitochondrialnego DNA (ang. Mitochondrial DNA, mtDNA) [248].
W zwigzku z tym, ze liczba enzyméw naprawczych mtDNA jest mocno ograniczona jest on
bardziej podatny na stres oksydacyjny niz jadrowy DNA. Nagromadzenie mutacji w mtDNA moze
wplyna¢ na zmniejszenie syntezy ATP oraz zwigkszy¢ generowanie RFT, co z kolei moze
skutkowa¢ akumulacja nowych mutacji mtDNA, ustanawiajac w ten sposob petle sprzezenia
zwrotnego, ktéra determinuje nieprawidtowe funkcjonowanie komorki i jest dos$¢ czesto

spotykanym zjawiskiem w chorobach neurodegeneracyjnych [249]. Zmiany mitochondrialne
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w ptytkach krwi wykazano w wielu jednostkach chorobowych, dlatego zaproponowano, aby
stuzyly jako potencjalny marker ogdlnoustrojowej dysfunkcji mitochondriow [250].

6.3. Plytkowe miRNA

MikroRNA (ang. microRNA, miRNA) to mate, endogenne, niekodujace czasteczki RNA
zawierajace od 21 do 24 nukleotydow, ktore odgrywaja kluczowa rolg w negatywnej regulacji
ekspresji gendOw na poziomie potranskrypcyjnym. Geny miRNA sg przepisywane z kodujacych
je sekwencji w genomie najczesciej przez polimeraze RNA 1I, a powstate transkrypty
pri-miRNA podlegaja modyfikacjom konca 5’ (czapeczka) i 3° (ogon poliadenylowy) [251].
Nastepnie, ulegaja obrobcee przez biatka Drosha, polegajacej na wycigciu rejonu o strukturze
tzw. ,,spinki do wlosow”, dzigki czemu powstaja czasteczki pre-miRNA o dtugosci okoto 70
par zasad. Pre-miRNA sg nastegpnie eksportowane z jadra za posrednictwem eksportyny 5,
biatka bedacego transporterem jadrowym. W Kkolejnym etapie, pre-miRNA ulega
w cytoplazmie cigciu przez enzym Dicer do dwuniciowych czasteczek o dtugosci okoto 22 pz
[252]. Termodynamicznie mniej stabilna z nici ulega inkorporacji do kompleksu wyciszajacego
translacje¢ RISC (ang. RNA-Induced Silencig Complex). Kompleks ten dzigki
komplementarnosci czasteczki miRNA ma zdolnos$¢ przylaczania sie¢ do regionow 3’UTR
(ang. Untranslated Regions) mMRNA genu docelowego, co prowadzi do degradacji transkryptu
[253]. Szacuje sig, ze ponad 60% gendéw kodujacych ludzkie biatka regulowanych jest przez
mMIiRNA [254]. Wedlug danych literaturowych, pojedyncza czasteczka miRNA moze by¢

odpowiedzialna za regulacje¢ az 200 roznych genow [255].

Piytki krwi charakteryzuja si¢ duza liczba czasteczek miRNA. Badania wskazuja,
ze pltytkowe miRNA taczy si¢ do mRNA dla wielu istotnych biatek, ktére biora udziat
w regulowaniu aktywnosci ptytek krwi [256]. Narastajgca ilos¢ dowodow, ktore pojawily si¢
w przeciggu ostatnich kilku lat wskazuje, ze ptytkowe miRNA s3 biologicznie 1 klinicznie
istotne jako: (1) potencjalne regulatory translacji i ekspresji biatek ptytkowych, (2) markery
poziomu miRNA w dojrzatych megakariocytach, (3) biomarkery choréb hematologicznych
1 zaburzen zwigzanych z reaktywnos$cig plytek krwi oraz (4) narzedzie do zrozumienia
podstawowych mechanizméw ekspresji genéow [257]. Uwaza si¢, ze krazace miRNA moga
odzwierciedla¢ poziom aktywacji plytek krwi, a zatem moga stuzy¢ jako marker skutecznosci

terapii przeciwplytkowej [258].

W ptytkach krwi zachodzi funkcjonalna cytoplazmatyczna obrobka miRNA, jednakze
obfitos¢ dojrzatych miRNA w porownaniu z liczbg pre-miRNA sugeruje, ze ptytki krwi

dziedzicza wigkszo$¢ swoich dojrzaltych miRNA bezposrednio z megakariocytow [259].
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Co wiecej, wykazano, ze wiele ptytkowych miRNA, w tym miR-10a, miR-27, miR-130a,
miR-146a, miR-150, miR-221, miR-222 oraz miR-223, zaangazowanych jest w regulacj¢
procesu megakariopoezy [260]. Czasteczki miRNA reguluja wazne funkcje fizjologiczne
plytek krwi, takie jak zmian¢ ksztattu, wydzielanie ziarnisto$ci i agregacje ptytek [261].
Ple 1 wsp. zidentyfikowali ok 500 dojrzatych czgsteczek miRNA znajdujacych si¢ w plytkach
krwi [259]. Natomiast Nagalla i wsp. [262] odkryli 284 transkryptow miRNA, z ktorych
74 wykazywaly odmienng ekspresj¢ w zaleznosci od stopnia reaktywnosci plytek. Z czego
ekspresja siedmiu czgsteczek miRNA (miR-19b, miR-34b, miR-190, miR-320b, miR-320c,
miR-320d) wykazata bardzo silng korelacje ze stopniem odpowiedzi ptytek na adrenaling.
Podczas gdy, Gatsiou i wsp. wskazali, iz czgsteczki miR-96, miR-200b, miR-495, miR-107
I MiR-223 sg zaangazowane w reaktywno$¢ plytek krwi, ich agregacje, funkcje wydzielnicze

oraz wlasciwosci adhezyjne [263].

Rosngca liczba publikacji dowodzi, ze czasteczki miRNA mogg odgrywac kluczowa rolg
w regulowaniu odpowiedzi immunologicznej, w tym wplywaé na rozwdj reakcji
autoimmunologicznych [264], jak réwniez istotnie oddzialywaé na proces demielinizacji
w OUN [265]. W S$wietle powyzszych doniesien potwierdzony zostal znaczacy udziat
czasteczek miRNA w rozwoju MS, jednakze brak jest jakichkolwiek danych dotyczacych
potencjalnej roli miRNA pochodzenia plytkowego.
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1. UZASADNIENIE PODJECIA TEMATU

Stwardnienie rozsiane jest chorobg charakteryzujgcg si¢ zmiennym przebiegiem
klinicznym oraz zr6znicowanym obrazem patofizjologicznym, obejmujgcym m.in. zaburzenia

naczyniowe zwigzane z utratg integralno$ci BBB.

Badania epidemiologiczne potwierdzajg zaburzenia hemostazy naczyniowej wskazujac
na zwigkszone ryzyko wystepowania incydentow niedokrwiennych zwigzanych z patologiczng
aktywnoscig pro-zakrzepowa ptytek krwi u pacjentow z MS, szczegdlnie w fazie progresywnej
PMS. Udziat ptytek w patogenezie MS obejmuje ich interakcje z leukocytami oraz komérkami
srédblonka, prowadzace do naruszenia BBB 1 infiltracji limfocytow do miejsc tworzenia si¢

ognisk demielinizacji w OUN.

Istnieje stosunkowo niewiele badan dotyczacych czynnosci ptytek krwi w MS. Jednakze
dostepne dane literaturowe potwierdzaja nadmierng aktywacje wewnatrznaczyniowa ptytek
krwi oraz ich nadreaktywno$¢ w odpowiedzi na dziatanie agonistow. Poza wzmozong funkcja
hemostatyczna w MS, udowodniony zostal takze udzial ptytek krwi w promowaniu procesow
neurozapalnych. Przewlekly stan zapalny i wysoka aktywno$¢ procesow pro-oksydacyjnych to
gléwne czynniki wskazywane dotychczas jako potencjalna przyczyna nadmiernej aktywnosci

ptytek w MS.

Badania zaplanowane w niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy nadaja nowy
kierunek poszukiwan genezy nadaktywnosci ptytek krwi w MS, koncentrujac si¢ na okresleniu
podloza genetycznego, zardGwno na poziomie ptytek krwi jak 1 ich komoérek macierzystych —
megakariocytow. Poznanie molekularnych mechanizméow lezacych u podstaw funkcjonowania
ptytek krwi w MS moze przyczyni¢ si¢ do zdefiniowania nowych celow terapii skierowanej na

te komorki stanowigce istotny element patogenezy MS.
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2.

CEL PRACY

2.1.  Cel nadrzedny

Nadrzednym celem pracy jest poznanie molekularnego podtoza podwyzszonej aktywnos¢

pro-zakrzepowej ptytek krwi wystepujacej u pacjentow z PMS.

2.2.  Cele szczegolowe

2.2.1. Ocena stanu czynnosciowego plytek krwi poprzez:

okreslenie stopnia aktywacji ptytek krwi w krwi pelnej metoda cytometrii przeptywowej,
pomiar stezenia receptorow P2Y12, PAR-1 oraz GPIIb/Illa w ptytkach krwi i megakariocytach
metodg ELISA,

pomiar ekspresji mRNA dla genow kodujacych P2Y12, PAR-1 oraz GPIIb/Illa w ptytkach krwi
I megakariocytach technika qPCR,

cytometryczne oznaczenie stopnia reaktywnosci plytkowego receptora P2Y12, poprzez pomiar
fosforylacji biatek VASP,

pomiar ekspresji mRNA dla genéw kodujacych biomarkery miazdzycy w plytkach krwi
I megakariocytach technikg qPCR,

okreslenie korelacji ekspresji (na poziomie mRNA oraz biatka) ptytkowego receptora PAR-1
z poziomem biomarkerow miazdzycy (ekspresja mRNA dla genow kodujacych ApoAl (APOAL)
oraz a2M (A2M)).

2.2.2. Analiza zmian molekularnych fibrynogenu w plytkach krwi

I megakariocytach poprzez:

pomiar stezenia fibrynogenu w ptytkach krwi, megakariocytach oraz w osoczu metodg ELISA,
oznaczenie poziomu mRNA dla gendéw kodujacych tancuchy (a-, B- oraz y-) fibrynogenu
w plytkach krwi i megakariocytach,

identyfikacj¢ potencjalnych PTMSs tancuchow (a-, B- oraz y-) fibrynogenu w plytkach krwi
I megakariocytach przy zastosowaniu techniki LC-MS-MS/MS (chromatografia cieczowa
z tandemowg spektrometrig mas),

analiz¢ zmian sekwencji genow kodujacych tancuchy (a-, f- oraz y-) fibrynogenu.
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2.2.3. Ocena molekularnych zmian g-tubuliny i -aktyny, jako kluczowych
bialek cytoszkieletu plytek krwi i megakariocytow poprzez:

* pomiar stezenia B-tubuliny i B-aktyny w ptytkach krwi i megakariocytach metodg ELISA,

* pomiar ekspresji mMRNA dla genow kodujacych [-tubuling oraz [-aktyng
w ptytkach krwi i megakariocytach metodg qPCR,

 identyfikacje potencjalnych PTMs B-tubuliny i B-aktyny w ptytkach krwi i megakariocytach
przy zastosowaniu techniki LC-MS-MS/MS,

 analize zmian sekwencji genu kodujacego B-tubuling.

2.24. Ocena profilu ekspresji miRNA w plytkach krwi i megakariocytach

poprzez:
+ polilosciowy analiz¢ metodg mikromacierzy,
* ilosciowa walidacje wynikow metoda gPCR.
2.2.5. Ocena funkcjonalnosci mitochondriow w plytkach krwi poprzez:
* oceng potencjatu btony mitochondrialnej ptytek krwi z zastosowaniem sondy JC-1,
* pomiar ekspresji mRNA dla gendéw kodujacych wybrane enzymy metabolizmu tlenowego

w plytkach krwi metodg qPCR,

* oznaczenie poziomu RFT w plytkach krwi z zastosowaniem sondy H2DCF-DA.
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3. MATERIALY I METODY

3.1.  Materialy

Material badawczy:

Materiat badawczy stanowila §wieza krew petna pochodzaca od pacjentow ze stwierdzong
postepujacg postacig stwardnienia rozsianego (PMS) pobierana do probowko-strzykawek
S-Monovette® (Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy) z antykoagulantem CPDA-1 (ang. Citrate Phosphate
Dextrose Adenine) (o sktadzie: cytrynian trojsodowy, kwas cytrynowy, glukoza, dwuwodorofosforan
sodowy, adenina) oraz od zdrowych dawcoéw pobierana do probéwek BD Vacutainer®
(Becton Dickinson, New Jersey, Stany Zjednoczone) z antykoagulantem ACD-A (ang. Acid Citrate
Dextrose — Solution A) (o skladzie: cytrynian trojsodowy, kwas cytrynowy oraz glukoza).
Z krwi pelnej otrzymane zostalo rowniez osocze bogatoptytkowe (ang. Platelet-Rich Plasma, PRP),
osocze ubogoplytkowe (ang. Platelet-Poor Plasma, PPP), ptytki krwi oraz megakariocyty.

Grupa badana:

Do badan wiaczono 50 pacjentow z PMS w wieku (52,3 + 10,4), ktérzy byli rehabilitowani na
Oddziale Rehabilitacji Neurologicznej Miejskiego Centrum Medycznego im. Karola Jonschera,
znajdujacego si¢ przy ul. Milionowej 14 w Lodzi. Wszyscy pacjenci poddani zostali diagnostyce
neuroobrazowej — badaniu rezonansem magnetycznym (ang. Magnetic Resonance Imaging, MRI),
w celu zobrazowania obecnych zmian demielinizacyjnych, ich charakteru 1 lokalizacji w r6znych
obszarach mézgu 1 rdzenia kregowego. U kazdego pacjenta oceniono stopien niepetnosprawnosci na
podstawie rozszerzonej skali niewydolno$ci ruchowej Kurtzkego (ang. Expanded Disability Status
Scale, EDSS) oraz przeprowadzono wywiad, na podstawie ktorego oszacowano poziom depres;ji
wedhug skali depresji Becka (ang. Beck Depression Inventory, BDI). W trakcie pobytu w szpitalu
pacjentom nie podawano terapii immunomodulacyjnej, hormonoéw, suplementéw wykazujacych

wilasciwosci przeciwzakrzepowe oraz antyoksydacyjne.

Grupa kontrolna:

Grupe kontrolng stanowito 50 ochotnikéw bez przewlektych i/lub ostrych stanéw zapalnych,
u ktorych nie stwierdzono zadnych zaburzen ze strony OUN oraz uktadu sercowo-naczyniowego.
Zdrowi dawcy stanowili grupe homogenna wzgledem plci (60% kobiet) oraz wieku (49 = 11,2 lat)
z grupa badang. Krew pela pobierana byta w Centrum Diagnostyki Laboratoryjnej (CDL)
znajdujacym si¢ przy ul. Jaracza 85 w Lodzi. W celu doboru prawidlowej grupy kontrolnej, w krwi
oznaczono parametry morfologii 1 biochemii, wiaczajagc do badan osoby, u ktérych wartosci

mierzonych parametrow miescity si¢ w zakresach referencyjnych. Ponadto zostaly wykonane badania
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w kierunku wykluczenia stanu zapalnego: odczyn Biernackiego (OB), biatko C-reaktywne

(ang. C-Reactive Protein, CRP), zaburzen uktadu krzepnigcia: czas czgsciowe]j tromboplastyny po

aktywacji (ang. Activated Partial Thromboplastin Time, APTT), fibrynogen, czas trombinowy

(ang. Thrombotic Time, TT), czas protrombinowy (ang. Prothrombotic Time, PT).

Charakterystyka kliniczna obu grup zawarta jest w Tab. 2.

Tabela 2. Charakterystyka kliniczna ochotnikow oraz pacjentow z PMS. Parametry wraz z zakresami

referencyjnymi wyrazono jako warto$¢ srednig + SD

. . . ] Grupa kontrolna PMS
Mierzone parametry wraz z zakresami referencyjnymi
(n=50) (n=50)
Wiek (lata + SD) 49+ 11,2 48,6 £ 12,5

Pleé¢ (K — Kobiety; M — Megzczyzni)

30 (K); 20 (M)

29 (K); 21 (M)

Punkty w skali EDSS (0-10 pk)

* 1-4,5 - od lekkiej do $redniej niepelnosprawnosci ND. 55+1,9

* 5-9,5-0d umiarkowanej do ciezkiej niepelnosprawnosci

* 10 - $mier¢ spowodowana choroba

Punkty w skali BDI (1-40 pkt)

* 1-9—brak depresji

« 10-15 — pierwsze objawy depresji ND. 9.6 + 4,6

* 16-31 —fagodna depresja

» 32-47 — umiarkowana depresja

» Ponad 47 — ciezka depresja

Sredni czas trwania choroby [lata + SD] ND. 14,5+ 8,1
BMI (ang. Body Mass Index) [kg/m?+ SD]

¢ <18,5-niedowaga

» 18,5-24,9 — waga prawidtowa 223+5,1 21,5£9.5
+ 25-29,9 — nadwaga

* 301 wiecej — otytosé

Liczba plytek krwi (130-400 x 10%/ul) 259 + 68 321,9+43

ND. — nie dotyczy

Wszystkie badania wykonane zostaly zgodnie z Deklaracja Helsinska i zostaly

zatwierdzone przez Etyczny Komitet Uniwersytetu

Medycznego

w Lodzi

RNN/260/08/KB. Na badania uzyskano rowniez zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
L.odzkiego Nr 5/KBBN-UL/I1/2013 oraz Nr 15/KBBN-UL/11/2016.
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STOSOWANE ODCZYNNIKI | ZESTAWY KOMERCYJNE:

Odczynnik chemiczny/Zestaw komercyjny Firma Miasto, Kraj
Chrono-Log Havertown,
Chrono-Par® ADP Reagent, Chrono-Par® Collagen - Stany
Corporation .
Zjednoczone
Cytometria przeplywowa:
BD FACS™ Lysing Solution, BD CellFIX™, mysie przeciwciata San Jose,
monoklonalne skierowane przeciwko ludzkiemu antygenowi: BD Kalifornia,
+ CD61/FITC Biosciences Stany
+ CD45/PE Zjednoczone
+ CD62P/PE
Izolacja plytek krwi i megakariocytow:
ﬁgl:glfllgnr:ﬁ]gy?ﬁ?czne MicroBeads oplaszczone przeciwciatami M ACS_ Bergisch
’ Miltenyi Gladbach,
*  anty-CD45 Biotec Niemcy
« anty-CD61 '
e anty-CD235a
Synteza cDNA:
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR
Ekspresja mRNA:
TagMan™ Universal Master Mix II No UNG,
Sondy TagMan™:
«  18SrRNA (Hs99999901_s1)
*  FGA (Hs00241027_m1)
* FGB (Hs00170586_m1)
*  FGG (Hs00241037_m1)
+  P2RY12 (Hs01881698_s1)
+ ITGA2B (Hs00166246_m1)
+ ITGB3 (Hs01001469_m1)
*  F2R (Hs05045041_s1) Waltham,
* MTCO-1 (Hs02596864_g1) Thermo Fisher | Massachusetts,
+ GAPDH (Hs02786624_g1) Scientific Stany
- TUBBL (Hs00917771_g1) Zjednoczone
* ACTB (Hs010606658_s1)
Synteza mikro cDNA:
TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit
Ekspresja miRNA:
TagMan™ Fast Advance Master Mix,
Sondy TagMan™ :
e miR-15b-5p (478313_mir)
*  miR-126-3p (477887_mir)
e miR-26a-5p (477995_mir)
e miR-199a-3p (477961_mir)
*  miR-191-5p (477952_mir) (endogenna control)
Sondy fluorescencyjne: Thermo Fisher | M Waltﬂam,tt
JC-1 (jodek tetraetylobenzimidazolilokarbocyjaniny), gciecr)lti fisc € asss’i(;nuse S
H,DCF-DA (dioctan 2', 7*-dichlorodihydrofluoresceiny) 7i y
jednoczone
H3BOg, Na,B4O7 X lOHzO, NaCI, NaOH, NaH2PO4,
Na;HPO4 x 12H,0, CH3;COOH, CH3;COONa, MgCl; x 6H,0, POCH S.A. Gliwice, Polska
C;Hs0H, C3HsO
Carlsbad,
RNAlater Invitrogen Kalifornia,
Stany
Zjednoczone
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Sepharose-2B, glicyna, BSA, TRAP, bromocyjanek, HEPES,

B : : St. Louis,
glykoza, chlorek pota.su, mocznik, tiomocznik, CHAPS, Tris, Sigma-Aldrich | Missouri, Stany
glicerol, B-ME, proteinaza K, chlorowodorek guanidyny, DTT, Zjednoczone
jodoacetamid, acetonitryl, kwas mrowkowy, woda z 0,1% (v:v) TFA

New York,
Molecular Grade Water Corning Stany
Zjednoczone
Hercules,
Pomiar stezenia bialek oraz oczyszczanie bialek: Bio-Rad Kalifornia,
Affi-Gel Blue Gel, RCDC Protein Assay Kit, 2-D Cleanup Kit Laboratories Stany
Zjednoczone
Mikromacierz miRNA: Santa Clara,
microRNA Spike-In Kit (Labelling Spike-In, Hyb Spike-In, Agilent Kalifornia,
Dilution Buffer), miRNA Complete Labelling and Hyb Kit, Gene Technologies Stany
Expression Wash Buffer Kit Zjednoczone
PLTVASP/P2Y12 BioCytex Marsylia,
Francja
Izolacja calkowitego RNA: Bioline Londyn, Wielka
Isolate 11 RNA Mini Kit Brytania
gﬁl;%‘; DDNNﬁlMini Kit Qiagen Hilden, Niemcy
Pomiar immunoenzymatyczny: .
Human Fibrinogen SimpleStep ELISA® Kit, Abcam WIC(:E?IT; bé'g%:hia
Human Fibrinogen ELISA® Kit
Human P2Y12 (P2Y purinoceptor 12) ELISA Kit,
?Ougpaigx?lélll_tl)él'i!aéilzlatelet Membrane Glycoprotein l1b/llla Fine Test Wuhan, Chiny
Human F2R (Proteinase-activated receptor 1) ELISA Kit
Human ACTB (Actin beta chain) ELISA Kit Elabscience TeE:aLJsStg?a{ny
Human TUBB (Tubulin beta chain) ELISA Kit A
Zjednoczone
Sekwencjonowanie DNA: San Diego,
MiSeq® Reagent Kit v3 (Incorporation Buffer I PE, MiSeq® Flow Hlumina Kalifornia,
Cell), AmpliSeq™ Library PLUS for [llumina®, bufor Low TE, Stany
AmpliSeq™ CD Indexes, Set A for Illumina® Zjednoczone
Waltham,
Pomiar fluorescencyjny stezenia: Thermo Fisher | Massachusetts,
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit, Qubit™ RNA HS Assay Kit Scientific Stany
Zjednoczone
Madison,
. Wisconsin,
QuantiFluor® dsDNA System Promega Stany
Zjednoczone
LC-MS/MS: Milford,
Prekolumna RP-18 (nanoACQUITY Symmetry® C18 — Waters Waters Massachusetts,
186003514), kolumna nano-HPLC RP-18 (nanoACQUITY BEH Stany
C18 — Waters 186003545), Zjednoczone
Madison,
. Wisconsin,
Modyfikowana trypsyna Promega Stany
Zjednoczone
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3.2. Metody

3.2.1. Metody preparatywne

3.2.1.1. Izolowanie plvtek krwi metoda filtracji zelowej na zlozu Sepharose 2B-BSA

Zasada metody:

Plytki krwi jako najmniejsze elementy krwi obwodowej sg bardzo wrazliwe na zmiany
warunkow $§rodowiska, w ktorym si¢ znajduja. Odpowiedzig na te zmiany jest ich nagta
1 masowa aktywacja. Z tego wzgledu wilasciwa izolacja ptytek krwi jest pierwszym
I kluczowym warunkiem umozliwiajagcym prawidlowe przeprowadzenie metod analitycznych.
Za jedna z najmniej inwazyjnych metod izolowania ptytek krwi uwaza si¢ filtracj¢ zelowa na
kolumnie wypetnionej ztozem Sepharose-2B, ktore jest rOwnomiernie i ggsto usieciowane
albuming wotowg (ang. Bovine Serum Albumin, BSA), co uniemozliwia kontakt ptytek krwi
z powierzchnig zelu, ktéra doprowadzitaby do ich aktywacji.

Przygotowanie zelu Sepharose 2B-BSA wymaga aktywacji Sepharose 2B za
posrednictwem bromocyjanianu, a nastgpnie zwigzania ligandu bialkowego. W trakcie aktywacji
zloza Sepharose 2B w wyniku reakcji bromocyjanianu z grupami hydroksylowymi czasteczek zelu
powstaja estry cyjaninowe, ktore sg silnie reaktywne wobec grup aminowych, dzicki czemu
mozliwe jest przylaczenie si¢ BSA do zloza. Podczas przeptywu PRP przez zel Sepharose 2B-
BSA dochodzi do rozdziatu sktadnikow PRP zgodnie z ich wielko$cia. Ze wzglgdu na rozmiar
plytki krwi nie moga wnika¢ w niewielkie porowatosci ziaren zloza 1 przeplywaja przez
kolumng jako pierwsze. Natomiast biatka osoczowe penetrujg porowatosci zelu 1 ich przeptyw

przez kolumng jest spowolniony.

Material badawczy:

Swieza krew petna pobrana na CPDA-1 oraz ACD-A od pacjentéw z PMS oraz grupy kontrolnej

Odczynniki:

* Zloze Sepharose 2B-BSA

» Zmodyfikowany bufor Tyroda (pH 7,4) (134 mM NaCl, 12 mM NaHCOs, 29 mM KCl,
04 mM NaHPO; x 12H,O, 1 mM MgCl, x 6H.0, 10 mM HEPES, 5 mM glukoza,

woda dejonizowana)

Sprzet laboratoryjny:
Spektrofotometr Helios a (Uniqa)
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Skladniki do przygotowania zloza Sepharose 2B-BSA:

» Sepharose 2B

* 0,1 M bufor octanowy w 1 M NaCl (pH 4,0)

* 0,5 M bufor fosforanowy (pH 11,5)

* 0,1 M bufor boranowy (pH 8,3)

*  BSA (20 mg/ml) w 0,1 M buforze boranowym (inaktywacja przez 12 godz. w temp. 56°C)
*  Wodny roztwér bromocyjanianu (100 mg/ml)

* 0,2 M roztwor glicyny w 0,1 M buforze boranowym

*  20% roztwor etanolu

Przygotowanie buforow:
0,1 M bufor octanowy w 1 M NaCl (pH 4,0):

* 5,8 ml CH,COOH (odczynnik A) uzupetniono wodg dejonizowang do 500 ml,
+ 8,2 g CH3COONa (odczynnik B) rozpuszczono w 500 ml wody dejonizowanej.

Zmieszano 205 ml odczynnika A z 45 ml odczynnika B, a nastepnie dodano 29 g NaCl 1 uzupetniono
woda dejonizowang do 500 ml.

0,5 M bufor fosforanowy (pH 11.5):

Odwazono 89,535 g Na,HPO4i rozpuszczono w 300 ml wody dejonizowanej, a nastgpnie za pomoca
0,5 M NaOH doprowadzono do pH 11,5 i uzupetniono woda dejonizowana do objetosci 500 ml.
0,1 M bufor boranowy (pH 8,3):

« 37,29 H:BOs + 8,7 g NaCl rozpuszczono w 3000 ml wody dejonizowanej (odczynnika A),
+ 38,2 g NaB4O7 x 10H20 rozpuszczono w 2000 ml wody dejonizowanej (odczynnik B).

Zmieszano 3000 ml odczynnika A z 2000 ml odczynnika B.
Wykonanie:

1. Zloze Sepharose 2B-BSA 2-krotnie odptukano z konserwantu woda dejonizowang. Po kazdym
odptukaniu ztoze wirowano (500 obr./3 min./25°C) oraz odstawiono do opadnigcia osadu.

2. Zloze (4,5 ml) nawarstwiono porcjami, upakowano na kolumnie. Nastepnie upakowane
w kolumnie ztoze przemyto 3-krotnie ogrzanym do 37°C buforem Tyroda.

3. Na ztoze Sepharose 2B-BSA porcjami naniesiono 2,5 ml PRP, a nastepnie dodano bufor Tyroda.

4. Gdy krople eluatu zmienity wyglad z przezroczystych na opalizujace rozpoczeto zbieranie eluatu
(plytki krwi) 1 kontynuowano do momentu zazdtcenia sptywajacych kropli.

5. Kazdorazowo, w zebranym eluacie oznaczano liczbe plytek krwi metodg spektrofotometryczng
w czytniku Helios oo UNIQA przy A = 800 nm, po czym otrzymang zawiesing doprowadzano
ogrzanym do temp. 37°C zmodyfikowanym buforem Tyroda do miana 4 x 10 ptytek/ml.

45



3.2.1.2. 1zolowanie plytek krwi metoda wirowania réznicowego

Zasada metody:

Wirowanie frakcjonujace w oparciu o szybko$¢ sedymentacji (wirowanie réznicowe) to
metoda polegajaca na rozdzieleniu mieszaniny na frakcje przez wprowadzenie mieszaniny
w ruch obrotowy przy zastosowaniu wirdéwki. Podczas rozdzielania elementéw morfotycznych
metoda wirowania roznicowego krwi, komorki ci¢zsze sa odrzucane z wigksza silg ku
obwodowi, a nastgpnie przechodza do osadu, a komorki 1zejsze uktadajg si¢ w warstwie blizszej
osi obrotu, co pozwala im utrzymac si¢ w mieszaninie. Kazdorazowo, uzyskany supernatant
ponownie odwirowuje si¢ przy zwickszonej sile odsrodkowej i/lub czasie wirowania.
W celu wyizolowania ptytek krwi warunki wirowania zostaty dopasowane w taki sposob, aby
w trakcie wirowania erytrocyty i leukocyty osadzily si¢ na dnie probowk-strzykawki, zas ptytki
krwi pozostaly we frakcji PRP.

Uzyskane osocze zostalo nastgpnie oczyszczone z pozostatosci erytrocytarno-
leukocytarnych z zastosowaniem kuleczek magnetycznych na kolumnie separacyjnej. Wnetrze
kolumienki pokryte jest powtoka ztozong z kulek ferromagnetycznych, dzigki ktérej mozliwa
jest precyzyjna oraz szybka separacja komorek CD45- oraz CD235a- pozytywnych na
kolumience. Antygen CD235a ulega ekspresji na dojrzalych erytrocytach i komorkach
prekursorowych erytrocytow, zas antygen CD45 obecny jest na leukocytach.

Material badawczy:

Swieza krew petna pobrana na CPDA-1 oraz ACD-A od pacjentéw z PMS oraz grupy kontrolnej

Zastosowane odczynniki:

» Zmodyfikowany bufor Tyroda (pH 7,4) (134 mM NaCl, 12 mM NaHCQOs;, 2,9 mM KClI,
0,4 mM NazHPO4 x 12H,0, 1 mM MgClz x 6H-0, 10 mM HEPES, 5 mM glukoza, woda)

» Kuleczki magnetyczne MicroBeads: anty-CD45 oraz anty-CD235A

* Bufor lizujacy (7 M mocznik, 2 M tiomocznik, 4% CHAPS, 30 mM Tris)

*  RNAlater

Sprzet laboratoryjny:

« Kolumienki (rozmiar S) z powloka ferromagnetyczna
* Metalowy statyw (MACS MultiStand)

* Magnesy (Mini MACS Separator)
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Wykonanie:

1. Swieza krew petng wirowano (1200 obr./12 min./25°C) w celu uzyskania PRP.

2. Po odwirowaniu zebrano PRP do sterylnej probowki, a pozostata krew odwirowano na PPP
(4500 obr./12 min./25°C) i zamrozono w celu dalszych analiz proteomicznych.

3. Uzyskane osocze PRP inkubowano przez 5 min. w temp. 37°C wraz z kuleczkami
MicroBeads sprzezonymi ze specyficznymi przeciwcialami  monoklonalnymi:
anty-CD45 (15 ul) skierowanymi na antygen leukocytarny oraz anty-CD235A (20 pl)
skierowanymi na glikoforyng A obecng na blonie erytrocytéw, a nast¢pnie tak
wyznakowane osocze naktadano porcjami na kolumienke.

4. Oczyszczone na kolumience PRP zostato rozdzielone na dwie rowne porcje. Obie porcje
osocza odwirowano (2200 obr./12 min./25°C), supernatant usuni¢to, a nastepnie osady ptytkowe
przemyto 3-krotnie ogrzanym do temp. 37°C zmodyfikowanym buforem Tyroda. Jedna pule osadu
plytkowego zawieszono w 1000 pl RNAlater, za$ druga w 250 ul buforu lizujacego.
Obie zawiesiny ptytek krwi zamrozono w temp. -32°C w celu dalszych analiz, odpowiednio
transkryptomicznych oraz proteomicznych.

3.2.1.3. Izolowanie megakariocytow metoda separacji magnetycznej

Zasada metody:

Technologia MACS® MicroBead firmy Miltenyi Biotec jest wiodaca metoda izolacji,
umozliwiajacg magnetyczng separacje¢ wybranych populacji komoérek w oparciu o antygeny
powierzchniowe znakowane specyficznymi przeciwcialami sprz¢zonymi z kulkami
superparamagnetycznymi  (MicroBeads). Izolacje megakariocytow z krwi pelnej
przeprowadzono dwuetapowo. W pierwszym etapie za pomocg metody wirowania
frakcjonujacego w gradiencie stezen uzyskano jednojadrzaste komorki krwi obwodowej
(ang. Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs). W drugim etapie, sposrod
wyizolowanych PBMCs za pomoca wysokoczulej metody separacji magnetycznej zostala
wyselekcjonowana populacja megakariocytow (komorek CD61-pozytywnych)
wyznakowanych magnetycznie mikrokulkami anty-CD61. Nastgpnie, zawiesing komorek
naniesiono na kolumne MACS®, ktora umieszczona jest w polu magnetycznym separatora
MACS. Wygenerowane pole magnetyczne skutecznie zatrzymuje komorki oznaczone matymi
nanowymiarowymi kulkami, za§ niewyznakowane komorki (CD61-negatywne) przeplywaja
swobodnie przez kolumng. Po usunieciu kolumny z pola magnetycznego, pozytywnie
wyselekcjonowana frakcja komoérek moze by¢ w tatwy sposob eluowana wraz z nalozonym

buforem reakcyjnym poprzez wygenerowanie silnego podci$nienia za pomocg ttoczka
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kolumienki. Ilo§¢ komoérek CD61-pozytywnych kazdorazowo oznaczano cytometrycznie

poprzez wyznakowanie zawiesiny komoérek odpowiednio przeciwciatami anty-CD61-FITC

(anty-CD61 sprzezone z FITC) oraz anty-CD42/PE (anty-CD42 sprzezone z PE).

Material badawczy:

Swieza krew petna pobrana na CPDA-1 oraz ACD-A od pacjentéw z PMS oraz grupy kontrolnej

Odczynniki:

Zmodyfikowany bufor Tyroda (pH 7,4) (134 mM NaCl, 12 mM NaHCOs3, 2,9 mM KCI, 0,4 mM
NaHPO4 X 12H,0, 1 mM MgCl. x 6H0, 10 mM HEPES, 5 mM glukoza, woda dejonizowana)
Gradisol G

Zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (ang. Phosphate-Buffered Saline, PBS) (pH 7,4)
Bufor reakcyjny (pH 7,4) (2 MM EDTA, 0,5% BSA, PBS o pH 7,4)

Kuleczki magnetyczne sprzgzone z przeciwciatami monoklonalnymi anty-CD61 (MicroBeads)
Bufor lizujacy (7 M mocznik, 2 M tiomocznik, 4% CHAPS, 30 mM Tris)

RNAlater

Sprzet laboratoryjny:

Kolumienki (rozmiar L) z powtoka ferromagnetyczng
Metalowy statyw (MACS MultiStand)
Magnesy (Mini MACS Separator)

Wykonanie:

1.

Swieza krew pelng nawarstwiono porcjami (w stosunku 1:1) na preparat Gradisol G, a nastepnie
wirowano (2000 obr./30 min./25°C). Po odwirowaniu, gbrng warstwe osocza zlano, kozuszek
leukocytarny wraz z frakcja PBMCs zebrano za pomoca pipety i przeniesiono do nowych
probowek.

Zebrang zawiesing PBMCs uzupetniono réwng objetoscia sterylnego PBS (pH 7,4) i odwirowano
(1600 obr./12 min./25°C). Supernatant odrzucono. Powtorzono pkt. 2.

Osad PBMCs zawieszono w 100 pl buforu reakcyjnego oraz inkubowano przez 15 min. w temp.
4°C z kuleczkami magnetycznych MicroBeads optaszczonymi przeciwcialami monoklonalnymi
anty-CD61 (20 pl).

Po uplywie czasu inkubacji dodano 2 ml buforu reakcyjnego 1 probke wirowano
(1400 obr./10 min./25°C). Supernatant odrzucono, a osad zawieszono w 500 ul buforu reakcyjnego.
Zawiesing komorek CD61-pozytywnych naniesiono w objetosci 500 pl na kolumienke

1 przeprowadzono separacj¢ magnetyczng przy uzyciem statywu oraz separatora magnetycznego.
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6. Kolumienke usunigto z pola magnetycznego w celu uwolnienia nanokuleczek przycigganych przez
magnes, naniesiono 500 ul buforu reakcyjnego i za pomoca tloczka kolumienki wymyto
megakariocyty razem z buforem reakcyjnym do czystej probowki typu Eppendorf.

7. Otrzymang zawiesing megakariocytow w buforze reakcyjnym rozdzielono na dwie rowne czesci.
Obie porcje zawiesiny odwirowano (5000 obr./3 min./25°C), supernatant usuni¢to, a nast¢pnie
osady megakariocytow przemyto 3-krotnie sterylnym PBS. Do jednej z nich dodano 500 pl
RNAlater, za$ do drugiej 250 ul buforu lizujacego i zamrozono w temp. -32°C w celu

dalszych analiz, odpowiednio transkryptomicznych oraz proteomicznych.

3.2.1.4. Izolacja calkowitego RNA z plytek krwi i z megakariocytow

Zasada metody:

Izolacje catkowitego RNA z plytek krwi oraz megakariocytéw (w tym mRNA i miRNA)
przeprowadzono z uzyciem komercyjnego zestawu Isolate II RNA Mini Kit. Zestaw ten
zawiera komplet odczynnikéw umozliwiajacych procesy inaktywacji RNaz oraz stabilizacj¢
czasteczek RNA, przy jednoczesnym oddzieleniu bialek i DNA. W pierwszym etapie komorki
poddawane sa lizie z zastosowaniem buforu lizujacego (bufor RLY) z dodatkiem
B-merkaptoetanolu (ang. S-Mercaptoethanol, B-ME). W celu homogenizacji probki, do lizatu
dodaje si¢ 70% etanolu. Uzyskany homogenat przenoszony jest na mikrokolumienke, ktora
nastepnie zostaje odwirowana. Po tym etapie na membran¢ mikrokolumienki dodaje si¢ bufor
odsalajacy (bufor MEM), a mikrokolumienka ponownie jest odwirowana. Nastepnie, na
membrang mikrokolumienki dodaje si¢ mieszaning DNazy z buforem reakcyjnym (bufor
RDN). Koncowym etapem jest oczyszczanie catkowitego RNA z soli, skladnikéw
komoérkowych 1 metabolitoéw poprzez dwuetapowe przemywanie membrany mikrokolumienki
za pomocg buforow RW1 oraz RW2. Oczyszczony calkowity RNA nastepnie jest wymywany

z mikrokolumienki za pomocg wody wolnej od RNaz.

Wyizolowany RNA wykorzystywano do syntezy cDNA (na matrycy mRNA lub miRNA)
w procesie odwrotnej transkrypcji, po wczesniejszej analizie iloSciowej 1 jakos$ciowej
wyizolowanego materiatu. SteZenie oraz czysto$¢ pojedynczych prébek RNA oznaczano na
spektrofotometrze Synergy HIT (Biotek) na plytkach Take3™ Micro — Volume Plate, mierzac
absorbancje przy dtugosci fali 260 nm (maksimum absorbcji dla DNA i RNA) i 280 nm
(maksimum absorpcji dla biatka). Nastepnie obliczano warto§¢ wspotczynnika A260/A280.
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Wolny od zanieczyszczen RNA charakteryzuje si¢ wartoscig wspotczynnika A260/A280
Wynoszaca okoto 2. Wartos$¢ absorbancji probki czystego RNA (mierzonej przy dtugoscei fali 260 nm
w kuwecie o dlugosci 1 cm) wynoszaca 1 odpowiada stezeniu RNA (Crna) rownemu 40 pg/ml.

Material badawczy:
Zawieszone w RNAlater mrozone plytki krwi oraz megakariocyty od pacjentow z PMS
oraz grupy kontrolnej
Odczynniki:
Zawartos¢ zestawu Isolate II RNA Mini Kit (Bioline):
« Bufor RLY — bufor do lizy komorek
+ Etanol 70%
+ Bufor MEM - bufor odsalajagcy membrang
» Bufor RDN - bufor reakcyjny
+ DNaza — enzym trawigcy DNA
* Bufory przemywajace RW1 i RW2
» Woda wolna od RNaz
« B-ME

Sprzet laboratoryjny:
Spektrofotometr Synergy HIT (Biotek)

Wykonanie:

1. Do osadu komorek dodano mieszaning buforu RLY z B-ME (350 pl buforu RLY i 3,5 ul
B-ME), nastgpnie probki zworteksowano. Uzyskane lizaty naniesiono na mikrokolumienke
(ISOLATE II Filter) umieszczong w probowce zbiorczej 1 wirowano (11000 obr./1 min./25°C).

2. Do przesaczu w probéwce zbiorczej dodano 350 pl etanolu (70%) w celu homogenizacji
lizatu. Probke wymieszano poprzez intensywne pipetowanie.

3. Zhomogenizowany przesagcz naniesiono na nowa mikrokolumienk¢ umieszczong
w probowce zbiorczej 1 wirowano (11000 obr./1 min./25°C).

4. Na mikrokolumienke naniesiono 350 pl buforu MEM, nastgpnie wirowano
(11000 obr./1 min./25°C). Przesacz odrzucono.

5. Bezposrednio na $rodek membrany krzemionkowej znajdujacej si¢ w mikrokolumience
naniesiono 95 pl mieszaniny DNazy z buforem RDN (stock roboczy mieszaniny sktadat si¢
z 10 ul DNazy 1 90 ul RDN) 1 inkubowano przez 15 min. w temp. pokojowe;.

6. I przemywanie: na mikrokolumienke naniesiono 200 pl buforu przemywajacego RW1,

nastepnie wirowano (11000 obr./1 min./25°C). Przesacz odrzucono.
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7. I przemywanie: na mikrokolumienke¢ naniesiono 600 pl buforu RW2, nastgpnie wirowano
(11000 obr./1 min./25°C). Przesacz odrzucono.

8. III przemywanie: na mikrokolumienke naniesiono po raz drugi 250 pl buforu RW2,
nastepnie wirowano (11000 obr./1 min./25°C). Przesacz odrzucono. Mikrokolumienke
umieszczono w nowej probowce zbiorczej (probéwka typu Eppendorf o obj. 1,5 ml).

9. Przeprowadzono elucj¢ catkowitego RNA poprzez naniesienie 60 pl wody wolnej od RNaz
prosto na membrang, a nast¢pnie wirowano (11000 obr./1 min./25°C).

10. Catkowite RNA zawieszone w wodzie wolnej od RNAz zostalo wymyte
z mikrokolumienki i zamrozone w temp. -32°C w celu przechowania materiatu do dalszej

analizy transkryptomiczneyj.

3.2.1.5. Synteza cDNA na matrycy mRNA

Zasada metody:

Proces odwrotnej transkrypcji (ang. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction,
RT-PCR) umozliwia uzyskanie komplementarnej ni¢ DNA (ang. Complementary DNA, cDNA)
na matrycy RNA, dzigki aktywno$ci enzymu odwrotnej transkryptazy. Reakcj¢ RT-PCR
przeprowadzono przy zastosowaniu zestawu Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
qPCR zgodnie z protokolem producenta. Zestaw wykorzystuje enzym Maxima Reverse
Transcriptase, ktory charakteryzuje si¢ wysoka termostabilnoscig (optimum aktywnosci
w temp. 50°C) i zwickszong szybkoscig syntezy cDNA. Zestaw ten umozliwia w bardzo
krotkim czasie (15-30 min.) w podwyzszonych temp. i przy bardzo matej iloSci RNA
(1 pg to 5 pg) uzyskanie zbioru cDNA komplementarnego do mRNA catego transkryptomu
czyli tzw. biblioteke cDNA.

Material badawczy:
Catkowite RNA (1 ng/ml) wyizolowane z plytek krwi i megakariocytow od pacjentéw
z PMS oraz grupy kontrolnej

Odczynniki:
Zestaw Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo Fisher Scientific):
* mieszanina enzymatyczna Maxima (odwrotna transkryptaza oraz inhibitor RNaz RiboLock),
* mieszanina reakcyjna (bufor reakcyjny, trifosforany deoksynukleozydowe
(ang. Deoxyribonucleotide Triphosphate, dNTPs), oligo(dT)zs, primery heksamerowe),

» woda wolna od RNaz.
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Sprzet laboratoryjny:

Termocykler C1000™ (Bio-Rad)

Wykonanie:

1.

Do sterylnych, wolnych od RNaz probéwek typu Eppendorf dodano w nastepujacej
kolejnosci  ponizej wymienione sktadniki: mieszaning reakcyjng, mieszaning
enzymatyczng, catkowite RNA oraz wode wolng od RNaz (Tab. 3). Zawarto$¢ probowek
doktadnie wymieszano poprzez pipetowanie.

Inicjacja reakcji nastepuje w temp. pokojowej przez 10 min., a nast¢pnie przez 15 min.
w temp. 50°C dochodzi do wydluzania transkryptow. Terminacja reakcji
(inaktywacja enzymu) zachodzi w temp. 85°C przez 5 min. (Tab. 4).

Biblioteki cDNA magazynowano w temp. -80°C.

Tabela 3. Sktadniki zestawu uzytego do reakcji RT-PCR

Skladniki zestawu: Objetosci [ul]

Mieszanina reakcyjna 4
Mieszanina enzymatyczna Maxima 2
Matrycowy RNA [1 ng/ml] 10
Woda wolna od RNaz 4
Calkowita objetos¢ 20

Tabela 4. Warunki reakcji RT-PCR

Etap Czas inkubacji Temp.

I - . - .
Inicjacja 10 min. 25°C
Wydhuzanie 15 min. 50°C
Inaktywacja enzymu 5 min. 85°C

3.2.1.6. Synteza mikro cDNA na matrycy miRNA

Zasada metody:

TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit zawiera gotowy zestaw odczynnikéw

przeznaczonych do syntezy mikro cDNA na matrycy miRNA przy uzyciu standardowego

termocyklera. W pierwszym etapie dojrzale miRNA zawarte w puli wyizolowanego catkowitego

RNA s3 modyfikowane przez wydhizenie konca 3’ transkryptu poprzez dodanie ogonka poli(A),

a nastgpnie wydtuzenie konca 5' przez ligacj¢ adapterow. W ten sposob zmodyfikowane czasteczki

miRNA podlegaja nastepnie odwrotnej transkrypcji, po ktorej nastgpuje amplifikacja w celu

namnozenia produktu, w postaci mikro cDNA dla wszystkich miRNA (reakcja miR-Amp).
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Material:

Catkowite RNA (1 ng/ml) wyizolowane z ptytek krwi i megakariocytow od pacjentow z PMS

oraz grupy kontrolnej

Odczynniki:

Sktadniki zestawu TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (A28007):

« 10X Bufor Poli(A)

« 10mM ATP

e 5U/ul Enzym Poli(A)

« 5X Bufor dla ligazy DNA
* 10 U/ul Ligaza RNA

» 50% PEG 8000

« 25X Adaptor ligacji

+ 5X Bufor RT

+ 20X Uniwersalny Primer RT
* 100 mM dNTP Mix

* 10X RT enzyme mix

+ 20X miR-Amp Primer Mix
+  2X miR-Amp Master Mix

Sprzet laboratoryjny:
Termocykler C1000™ (Bio-Rad)

Wykonanie:

1. Przylaczenie ogonka poli(A) — poliadenylacja konca 3°’miRNA

Probki z catkowitym RNA 1 odczynniki do syntezy mikro cDNA (oprocz 50% PEG 8000)

rozmrozono na lodzie. Po rozmrozeniu probki zworteksowano na niskich obrotach

i odwirowano. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji poliadenylacji zawarty jest w Tab. 5.

Tabela 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej do poliadenylacji

Skladniki mieszaniny reakcyjnej do
poliadenylacji

Objetosé [ul] na jedna reakcje

10X bufor poli(A) 0,5
ATP 0,5
Enzym poli(A) 0,3
Woda wolna od RNaz 1,7
Calkowita objetos¢ probki: 3.0l
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Do 2 ul probki catkowitego RNA dodano 3 pl mieszaniny reakcyjnej do poliadenylacji. Nastepnie

probki poddano poliadenylacji w termocyklerze w warunkach reakcji przedstawionych w Tab. 6.

Tabela 6. Warunki reakcji poliadenylacji

Etapy Temp. Czas
Poliadenylacja 37°C 45 min.
Zakonczenie reakcji 65°C 10 min.
Hold 4°C -

2. Ligacja adaptera do konca 5> miRNA

Przygotowano mieszaning reakcyjng do ligacji adaptera (Tab. 7).

Tabela 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej do ligacji adaptera

Skladniki mieszaniny reakcyjnej

Objetosé [ul] na jedna

do ligacji adaptera reakcje
5X bufor dla ligazy DNA 3
50% PEG 8000 4,5
25X Adaptor ligacji 0,6
Ligaza RNA 15
Woda wolna od RNaz 0,4
Calkowita objetos$¢ probki: 10 pl

Do 5 pul probki dodano 10 pl mieszaniny reakcyjnej do ligacji adaptera. Nastepnie ligacje

przeprowadzono w termocyklerze w warunkach reakcji przedstawionych w Tab. 8.

Tabela 8. Warunki reakcji ligacji adaptera

Etapy Temp. Czas

Ligacja

16°C

60 min.

Hold

3. RT-PCR

4°C

Przygotowano mieszaning reakcyjng do reakcji odwrotnej transkrypcji (Tab. 9).

Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji RT-PCR

Skladniki mieszaniny
reakcyjnej do RT-PCR

Objetosé [pl] na jedna reakcje

5X RT bufor

dNTP Mix 1,2
20X Uniwersalny RT Primer 15
10X RT enzyme mix 3
Woda wolna od RNaz 33
Calkowita objetos¢ probki: 15 ul
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Do 15 ul probki dodano 15 pl mieszaniny reakcyjnej do RT-PCR. Nastepnie probke
poddano reakcji w termocyklerze w warunkach przedstawionych w Tab. 10.

Tabela 10. Warunki reakcji RT-PCR

Etapy Temp. Czas

Odwrotna transkrypcja 42°C 15 min.
Zakonczenie reakcji 85°C 5 min.
Hold 4°C -

4. Amplifikacja — reakcja miR-Amp

Przygotowano mieszaning reakcyjng do amplifikacji (Tab. 11).

Tabela 11. Sktad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji

s it | Opiese s sk
2X miR-Amp Master Mix 25

20X miR-Amp Primer Mix 2,5

Woda wolna od RNaz 17,5

Calkowita objetos¢ probki: 45 nl

Do 5 pl probki dodano 45 pl mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji. Nastepnie probke
poddano amplifikacji w termocyklerze w warunkach przedstawionych w Tab. 12. Produkty

amplifikacji zostaty zamrozone w temp. -80°C 1 przechowywane do dalszej analizy qPCR.

Tabela 12. Warunki reakcji amplifikacji

Etapy Temp. Czas Cykle
Aktywacja enzymu 95°C 5 min. 1
Denaturacja 95°C 3 sek.

Wydtuzanie 60°C 30 sek. t
Zakonczenie reakcji 99°C 10 min. 1
Hold 4°C - 1

3.2.1.7. Izolacja DNA z krwi pelnej

Zasada metody:

Izolacje DNA przeprowadzono z uzyciem komercyjnego zestawu QIAamp DNA Mini
Kit zgodnie z zaleceniami producenta. Zestaw ten wykorzystuje technologi¢ membrany
krzemionkowej (technologia QIAamp) do izolacji i oczyszczania catkowitego (komorkowego
1 wolnokrazacego) DNA z krwi pelnej. Procedura QIAamp DNA Mini obejmuje 4 etapy:
lize komorek, adsorpcja DNA do membrany na mikrokolumience QIAamp Mini, kilkukrotne

ptukanie (oczyszczanie) i1 elucje DNA z kolumienki za pomocg rozgrzanego buforu.
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Wolnokrazace kwasy nukleinowe obecne w ptynach ustrojowych sg zwykle zwigzane
z biatkami lub zamknigte w pecherzykach, co stwarza konieczno$¢ wykonania wydajnego etapu
lizy w celu uwolnienia kwaséw nukleinowych, ktére beda mogly swoiscie zwigzaé si¢
z mikrokolumienkg QIAamp Spin Column. Z tego wzgledu probki sg poddawane lizie
w warunkach wysoce denaturujagcych w podwyzszonych temp. w obecno$ci proteinazy K
1 buforu lizujacego, co zapewnia inaktywacj¢ DNaz oraz uwolnienie kwaséw nukleinowych od
zwigzanych z nimi biatek, lipidow i struktur pecherzykowych. Schemat przedstawiajacy etapy

izolacji DNA z krwi pelnej prezentuje Ryc. 2.

Krew petna + proteinaza K

Liza komérek

e

Wl({) ) — &1

Wigzanie DNA z membrang

g

Ptukanie buforami

) «— @

Elucja

9 <l

Oczyszczone DNA
Rycina 2. Etapy izolacji DNA z krwi petnej

Stezenie wyizolowanego DNA zmierzono fluorymetrycznie za pomocg zestawu Qubit™
dsDNA HS Assay Kit na fluorymetrze Qubit™ 3.0 (Thermo Fisher Scientific). St¢zenie oraz
czysto$¢ pojedynczych probek DNA oznaczono na spektrofotometrze Synergy HIT na ptytkach
Take3™ Micro — Volume Plate, mierzac absorbancje przy dhugosci fali 260 nm (maksimum
absorbcji dla DNA 1 RNA) 1 280 nm (maksimum absorpcji dla biatka).
Wolny od zanieczyszczen DNA ma warto$¢ wspdtczynnika A260/A280 okoto 1,8-2,0.

Material badawczy:
Mrozona krew pelna od pacjentow z PMS oraz grupy kontrolnej
Odczynniki:
Odczynniki i elementy zawarte w zestawie do izolacji DNA QIAamp DNA Mini Kit:
* Proteinaza K
» Bufor lizujacy (bufor AL)
* Bufor ptuczacy AW1
« Etanol 96-100%
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Bufor ptuczacy AW?2
Woda wolna od DNaz
Mikrokolumienki (QlAamp Mini Spin Column)

Sprzet laboratoryjny:

Fluorymetr Qubit™ 3.0 (Thermo Fisher Scientific)
Spektrofotometr Synergy HIT (Biotek)

Wykonanie:

1.

10.
11.

Do 200 pl mrozonej krwi pelnej dodano 20 upl proteinazy K, probki zworteksowano
i przeniesiono do sterylnej probowki typu Eppendorf (1,5 ml).

Do probéwki z krwia mrozong dodano 200 pl buforu lizujacego (Bufor AL)
I zworteksowano przez 15 sek.

Probki inkubowano w bloku grzejnym przez 10 min. w temp. 56°C. Po inkubacji probki
zworteksowano i odwirowano.

Do probek dodano 200 pl etanolu 96-100%. Nastepnie probki zworteksowano przez
15 sek. i odwirowano.

Probki naniesiono na mikrokolumienke (QIAamp Mini Spin Column) z probowka zbiorcza
i wirowano 8000 obr. przez 1 min. Po odwirowaniu, mikrokolumienke przeniesiono do nowej,
czystej probowki zbiorczej, a probowke zawierajaca przesacz odrzucono.

Na mikrokolumienke dodano 500 pl buforu AW1 1 wirowano (8000 obr./1 min./20-25°C).
Po odwirowaniu, mikrokolumienk¢ przeniesiono do nowej, czystej probowki zbiorczej,
a probowke zawierajaca przesacz odrzucono.

Na mikrokolumienkg dodano 500 pl buforu AW2 i wirowano (14000 obr./3 min./20-25°C).
Po odwirowaniu, mikrokolumienke przeniesiono do nowej, czystej probowki zbiorczej,
a probowke zawierajaca przesacz odrzucono.

Mikrokolumienke przeniesiono do nowej, czystej probowki zbiorczej i odwirowano ponownie
na maksymalnych obrotach przez 1 min. Przesacz odrzucono.

Mikrokolumienkg przeniesiono do nowej probéwki typu Eppendorf (1,5 ml) 1 dodano 200 pl
wody wolnej od DNaz.

Probki inkubowano przez 1 min. w temp. pokojowej 1 wirowano (8000 obr./5 min./20-25°C).
Catkowite DNA zawieszone w wodzie wolnegg od DNaz zostalo wymyte

z mikrokolumienki 1 zamrozone w temp. -80°C w celu przechowania materiatu do dalszej analizy.
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3.2.2. Metody analityczne

3.2.2.1. Analiza czynnosciowa plytek krwi metoda cytometrii przeplywowej

Zasada metody:

Cytometria przeptywowa jest metoda umozliwiajaca wykrywanie i identyfikacje
komorkowych antygendow powierzchniowych za pomocg skierowanych do nich specyficznych
przeciwcial wyznakowanych fluorescencyjnie. Komorki wyznakowane odpowiednimi
przeciwcialami wraz z przylagczonymi fluorochromami zostaja uszeregowane w cienki
strumien, dzieki czemu mozliwy jest ich laminarny przeptyw w komorze pomiarowe;.
W trakcie przeplywu pojedynczych komorek, fluorochromy ulegaja wzbudzeniu,
a intensywno$¢ fluorescencji odpowiada eckspresji danego antygenu. W cytometrze
przeplywowym na wyznakowane komorki pada wigzka $wiatlta laserowego, ktora umozliwia
zréznicowanie poszczegodlnych frakcji za pomocg trzech parametrow tj. wielkosci komorek (parametr

FSC), ziarnistosci (parameter SSC) oraz poziomu fluorescencji (ang. Fluorescence, FL).

W celu identyfikacji plytek krwi zastosowano specyficzne mysie przeciwciala
skierowane przeciwko ludzkiemu antygenowi CD61 (GPIlla, integryna 3) sprz¢zone z FITC.
Do identyfikacji P-selektyny, jako markera aktywacji ptytek krwi, uzyto mysie przeciwciata
skierowane przeciwko ludzkiemu antygenowi CD62P, sprzezone z PE. Natomiast w celu
wyodrgbnienia populacji leukocytow uzyto mysie przeciwciala skierowane przeciwko
ludzkiemu antygenowi CD45, sprz¢zone z PE. Kazdorazowo wczytywano 15000 obiektow
CD61-pozytywnych (ptytki krwi) w celu okreslenia w tej puli komorek odsetka obiektow
CD62P-pozytywnych, AGs, PMPs oraz PLCs.

Naktladanie si¢ widm barwnikow fluorescencyjnych moze prowadzi¢ do uzyskania
wynikéw zaréwno falszywie pozytywnych, jak 1 falszywie negatywnych. W celu
wyeliminowania sygnalu pochodzacego od naktadania si¢ widm emisji fluorescencji
zastosowanych fluorochroméw wykonano kompensacje, ktora polega na przeprowadzeniu
wstepnych pomiarow z wykorzystaniem uzytych barwnikow (FITC i PE). Dodatkowo,
wykonanie kontroli izotypowych pozwolito wykluczy¢ niespecyficzne wigzanie si¢ uzytych
przeciwcial. Probki kontrolne byly wyznakowane mysimi IgG tej samej klasy, co przeciwciata

diagnostyczne, sprz¢zonymi z odpowiednimi fluorochromami.

Material badawczy:

Swieza krew petna pobrana na CPDA-1 oraz ACD-A od pacjentow z PMS oraz grupy kontrolnej
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Odczynniki:

ADP o stezeniu 20 uM (2,5 mg liofilizowanego preparatu ADP rozpuszczono w 5 ml 0,9%
NaCI w celu uzyskania st¢zenia wyjsciowego 1 mM)

TRAP o stezeniu 500 uM (do 250 pg liofilizatu TRAP dodano 280 pl 0,9% NaCTI)

BD FACS™ Lysing Solution (10X stez. roztwor rozcieficzono 10-krotnie woda destylowana)

BD CellFix™ (10X stezony roztwor rozcienczono 10-krotnie wodg destylowana)
Przeciwciata monoklonalne: anty-CD61/FITC, anty-CD45/PE oraz anty-CD62P/PE
Sterylny NaCl 0,9%

Sprzet laboratoryjny:

Cytometr przeptywowy — CyFlow® Cube 6 (Sysmex)

Wykonanie:

1.

Do probéwek (oznaczonych 1-11) typu Eppendorf (1,5 ml) wprowadzono po 100 ul $wiezej
krwi pelnej, nastepnie do probowek nr 8, 9, 11 dodano wybranego agonisty, odpowiednio:
5 ul ADP (20 uM) oraz po 10 pl TRAP (500 uM). Prébki z dodanym agonistg delikatnie
zworteksowano.

Wszystkie probki inkubowano przez 10 min. w temp. 37°C w cieplarce.

Po uplywie czasu inkubacji do kazdej probki dodano po 900 pl 1% BD FACS™ Lysing
Solution, w celu lizy blon erytrocytarnych, a nastgpnie probki worteksowano
1 inkubowano przez 1 godzing w temp. 37°C w cieplarce.

Do nowo przygotowanych probowek (oznaczonych 1-11) dodano po 6 pl odpowiednich
przeciwcial wedlug formuly znakowania, ktora zawarta jest w Tab. 13. Nastepnie do
nowych probowek z przeciwciatami dodano analogicznie po 75 pl lizatow krwi pelnej
(uzyskanych w pkt. 3), zworteksowano i inkubowano przez 30 min. w temp. pokojowej
W ciemnosci.

W celu utrwalenia do kazdej probki dodano po 500 ul 1% BD CellFix™, zworteksowano,
a nastepnie wirowano (62000 obr./12 min./25°C). Supernatant odrzucono, za$ osad
zawieszono w 900 pl sterylnego NaCl 0,9%.

Przygotowane probki przechowywano w temp. 2-8°C, az do momentu wykonania pomiaru
w cytometrze przeptywowym CyFlow® Cube 6. Wszystkie wyniki opracowano

w programie CyView™: Initiative Software for CyFlow® Cube 6.
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Tabela 13. Formuta znakowania probek do analizy cytometrycznej

Rodzaj zastosowanego przeciwciala )
L.p. 1 gop Rodzaj ukladu zastosowanego
monoklonalnego .
agonisty
| | |
1. Brak Kontrola negatywna Brak
2. Mysie IgG1/FITC Kontrola izotypowa Brak
3. Mysie 1gG1/PE Kontrola izotypowa Brak
4. Anty-CD61/FITC Kompensacja Brak
5. Anty-CD62P/PE Kompensacja Brak
6. Anty-CD45/PE Kompensacja Brak
7. anty-CD61/FITC + anty-CD62P/PE AGs, PMPs, P-selektyna Brak
8. anty-CD61/FITC + anty-CD62P/PE AGs, PMPs, P-selektyna ADP
9. anty-CD61/FITC + anty-CD62P/PE AGs, PMPs, P-selektyna TRAP
10. anty-CD61/FITC + anty-CD45/PE PLCs Brak
11. anty-CD61/FITC + anty-CD45/PE PLCs TRAP

3.2.2.2. Cytofluorymetryczna ocena stopnia reaktywnosci plyvtkowego receptora P2Y1

poprzez pomiar fosforylacji bialek VASP

Zasada metody:

Biatka VASP naleza do rodziny biatek regulatorowych, ktére biorg udzial w procesach
opartych na reorganizacji cytoszkieletu, takich jak tworzenie si¢ pseudopodiéw i adhezja ptytek
krwi. Biatka VASP stanowia gtowny substrat dla dwoch kinaz biatkowych PKA i PKG, ktore
fosforyluja go w trzech obszarach: Ser'®’, Ser?*® oraz Thr?’®. Fosforylacja VASP w migjscu
Ser'™ w odpowiedzi na czynniki rozkurczajace zmniejsza zdolno$é tego biatka do interakcji
z aktyng oraz koreluje ze spadkiem aktywacji plytkowego receptora GPIIb/Illa
i z zahamowaniem agregacji ptytek. Fosforylacja biatek VASP regulowana jest przez szlak
CAMP oraz ¢cGMP, ktoére sg aktywowane przez czynniki wazodylatacyjne, odpowiednio:

prostaglandyne E1 (ang. Prostaglandin E1, PGE1) oraz NO.

Aktywacja receptora P2Y1, za posrednictwem ADP hamuje wytwarzanie cAMP,
co wplywa na zahamowanie fosforylacji biatek VASP (Ryc. 3). Do oceny stopnia aktywnoS$ci
receptora P2Y 12 zastosowano wskaznik reaktywnosci ptytek (ang. Platelet Reactivity Index, PRI)

obliczony na podstawie poziomu fosforylacji VASP.
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Rycina 3. Szlak fosforylacji biatek VASP

Material badawczy:
Swieza krew petna pobrana na CPDA-1 oraz ACD-A od pacjentéw z PMS oraz grupy kontrolnej
Odczynniki:
Zawarto$¢ zestawu PLTVASP/P2Y12:
» Reagent 1: Rozpuszczalnik
» Reagent 2a: PGEL1 (rozpuszczono liofilizat w 400 pl wody destylowanej)
* Reagent 2b: PGE1 + ADP (rozpuszczono liofilizat w 400 pl wody destylowanej)
» Reagent 3: Utrwalacz
* Reagent 4a: Monoklonalne mysie przeciwciata anty-VASP-P
* Reagent 4b: Negatywna kontrola izotypowa (monoklonalne mysie przeciwciata) oraz odczynnik
do permeabilizacji blony komodrkowej
* Reagent 5: Zestaw do znakowania: poliklonalne mysie przeciwciata IgG-FITC oraz anty-CD61-PE

oraz odczynnik do permeabilizacji blony komdrkowej

Sprzet laboratoryjny:
Cytometr przeptywowy — CyFlow® Cube 6 (Sysmex)

Wykonanie:

1. Przygotowano zestaw 3 proboéwek cytometrycznych (T1, T2 oraz T3). Do probéwki T1 dodano
10 pl odczynnika 2a, do probowek T2 1 T3 dodano po 10 pl odczynnika 2b.

2. Do wszystkich probowek (T1, T2 oraz T3) dodano po 10 pl $wiezej krwi pelnej. Probowki
worteksowano (na wolnych obrotach) przez 1-2 sek., a nastgpnie inkubowano przez 10 min.

w temp. pokojowej. Po inkubacji do wszystkich probowek (T1, T2 oraz T3) dodano po 10 pl
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odczynnika 3. Nastepnie probki worteksowano (na wolnych obrotach) przez 1-2 sek., a nastepnie
inkubowano przez 5 min. w temp. pokojowej.

3. Do probéwki T1 oraz T2 dodano po 10 pl odezynnika 4a, natomiast do probowki T3 dodano 10 pl
odczynnika 4b. Probowki worteksowano (na wolnych obrotach) przez 1-2 sek. i inkubowano przez
5 min. w temp. pokojowe;j.

4. Do wszystkich probéwek dodano po 10 pl odczynnika 5, a nastgpnie probki worteksowano
(na wolnych obrotach) przez 1-2 sek. i inkubowano przez 5 min. w temp. pokojowej.

5. Do wszystkich probowek dodano po 2 ml odczynnika 1, a nastgpnie probki worteksowano
(na szybkich obrotach) przez 1-2 sek. i przechowywano do 2 godz. w temp. 2-8°C, az do momentu
wykonania pomiaru na cytometrze przeptywowym.

6. Po pomiarze cytometrycznym na podstawie uzyskanych wynikdw obliczono PRI przy uzyciu
wartosci  $redniej intensywnosci fluorescencji (ang. Mean Fluorescence Intensity, MFI)

w obecnosci samego PGE1 lub PGE1 z ADP, zgodnie z protokofem producenta.

3.2.2.3. Pomiar ekspresji wybranyvch genéw plytkowych na poziomie mRNA za pomoca

ilosciowej reakcji lancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistyn (Real-Time PCR)

Zasada metody:

Ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy (ang. Quantitive PCR, qPCR) stanowi czulg metode
analityczng stosowang w biologii molekularnej, ktora wykorzystuje technike fluorescencji
umozliwiajacg monitorowanie ilosci produktu reakcji w czasie rzeczywistym, odrozniajaca ja tym
samym od klasycznej reakcji PCR. Monitorowanie ilosci powstatych amplikonéw mozliwe jest
dzigki znakowaniu produktéw amplifikacji odpowiednimi fluorochromami, ktore nastgpnie w trakcie
kolejnych, zapetlajacych sie etapdw reakcji, wzbudzane sg swiattem o okre$lonej dtugosci fali,
a emisja energii wydzielonej przez nie zostaje wykryta i zmierzona. W celu okreslenia ekspresji
gendéw stosuje si¢ pordwnanie ilosci powstatych amplikonéw badanych gendéw wzgledem
amplikonow okreslonych genow referencyjnych (ang. Housekeeping Genes), charakteryzujacych si¢
niezmiennym poziomem ekspresji w okreslonej tkance, niezaleznie od stanu zdrowia organizmu.

Do najczesciej stosowanych genow referencyjnych zalicza si¢ geny metabolizmu podstawowego.

W celu zwigkszenia specyficznosci 1 czutosci metody qPCR zamiast standardowych
barwnikow fluorescencyjnych, ktore interkaluja do dwuniciowego DNA stosuje si¢ sondy typu
TagMan™, Sa to krotkie sekwencje nukleotydowe (20-40 nt) posiadajagce na koncu 5’ znacznik
fluorescencyjny tj. amidyng fluoresceiny (ang. Fluorescein Amidite, FAM), a na koncu 3’ wygaszacz

fluorescencji (np. pochodng rodaminy). Dhlugo$¢ sondy umozliwia interakcje wygaszacza
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z fluorochromem 1 w konsekwencji hamowanie emisji fluorescencji. Sonda TagMan™ po zwigzaniu
si¢ z komplementarng sekwencja obecng na cDNA degradowana jest przez polimeraze Taq, ktora
posiada aktywnos¢ 5’-egzonukleazowa i powoduje odseparowanie si¢ fluorochromu od wygaszacza,

dzieki czemu mozliwa jest emisja $wiatla fluorescencyjnego (Ryc. 4).

; .\ Sonda TagMan
Primer .y q
3 5 — 5‘»\ 4_/ 5
3 < ——— 5’ ¥
Primer
N
/7J
 — » 3
38 ¥ 5
5 < — ' 3
Y
Vo
3: S'emm— > 3 5
> « —_—— S’ 3

Fluorescencja

Rycina 4. Schemat dziatania sondy TagMan™. Sondy TagMan™ sktadaja si¢ z fluorochrom (R) kowalencyjnie
przytaczonego do konca 5' sondy oligonukleotydowej oraz z wygaszacza na koncu 3' (W). Czasteczka wygaszacza
gasi fluorescencje emitowang przez fluorochrom, gdy jest wzbudzana przez Zzrédlo swiatta termocyklera. Dopoki
fluorochrom i wygaszacz sa w poblizu, wygaszanie hamuje wszelkie sygnaly fluorescencji. Podczas etapu
elongacji nastepuje degradacja sondy przez polimeraze Tag. W konsekwencji dochodzi do przestrzennego

rozdzielenia fluorochromu i wygaszacza, co pozwala na rejestracj¢ $wiatla emitowanego przez fluorochrom.

Kazdy z powtarzajacych si¢ cykli skfada si¢ z trzech faz: denaturacji, przylaczania primeréw
1 sond oraz wydluzania (elongacji). W pierwszej fazie zachodzacej w temp. 95°C dochodzi do
rozdzialu podwojnej nici DNA (denaturacja) na skutek rozerwania wigzan wodorowych pomigdzy
zasadami azotowymi nici DNA. W drugiej fazie do matrycowego DNA przytaczone zostajg primery
oraz sonda TagMan™. Ostatnim etapem jest budowa nici DNA na nici matrycowe]j za pomoca
polimerazy DNA (polimeraza Taq) i koncowa elongacja. Kazdy kolejny cykl rozpoczyna si¢ od
denaturacji nowych dwuniciowych fragmentéw DNA. Do przeprowadzenia reakcji qPCR uzyto
TagMan™ Universal Master Mix II, No UNG (Applied Biosystem) oraz odpowiednich sond typu
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TagMan™ dla badanych amplikonow. Charakterystyka sond TagMan™ uzytych w badaniu zawarta
jest w Tab. 14. Jako gen referencyjny stosowano 18S rRNA. Skfad mieszaniny reakcyjnej oraz
warunki reakcji qPCR przedstawiaja Tab. 15 i 16. Do obliczen wzglgdnego poziomu ekspresji
wykorzystano metode porownan wartosci cykli progowych (ang. Cycle Threshold, Ct) stosujac
formute pojedynczej delty 22 gdzie ACt = Ct (badany gen) — Ct (referencyjny gen). Wartosci Ct
okreslono uzywajac oprogramowania Bio-Rad CFX Manager 3.1. Dla kazdego z analizowanych

2 -ACt

amplikonéw okreslono réznice statystyczng pomigdzy $rednig wartoSciag obliczong dla grupy

badanej i grupy kontrolnej.

Tabela 14. Charakterystyka sond TagMan™ zastosowanych w reakcji qPCR

. ' . Lokalizacja Dlugo$é
Gen Kodowane bialko MU L2 ST B na : ampligkonu
sondy .
. chromosomie Intl
185 rRNA pOdjed”OStkangl\?gsoma'”a 185 Hs99999901_s1 : 187
, _
FGA tancuch o fibrynogenu Hs00241027 m1 4 73
FGB tancuch f fibrynogenu Hs00170586 m1 44 64
FGG tancuch y fibrynogenu Hs00241037 m1 4 99
TUBB1 B1-tubulina Hs00917771 gl 20 66
ACTB B-aktyna Hs01060665 g1 7 63
P2RY12 receptor P2Y 1, Hs01881698_s1 3 136
F2R receptor dla trombiny Hs05045041 s1 5 101
ITGA2B podjednostka a2b integryny Hs00166246 _ml 17 133
ITGB3 podjednostka B3 integryny Hs01001469 ml 17 59
a2-makroglobulina
AZM (ang. oc2—macroglobulin, a2M) Hs00929995_m1 12 84
apolipoproteina Al
APOAL (@, Apg"pgp"r’otem AL ApoAl) Hs00163641_m1 11 56
dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego
GAPDH (ang. Glycera?deh%e 3—Pﬁosphate Hs02786624_g1 12 157
Dehydrogenase, GAPDH)
oksydaza cytochromu ¢
MTCO-1 (kompleks V) Hs02596864 g1 - 94
(gen mitochondrialny)

Material:
cDNA z ptytek krwi i megakariocytow od pacjentéw z PMS oraz grupy kontrolnej
Odczynniki:

+ TagMan™ Universal Master Mix I, No UNG
+ Sondy TagMan™
*  Woda wolna od RNaz

Sprzet laboratoryjny:
Termocykler CFX96™ Real-Time PCR (Bio-Rad)
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Wykonanie:

1. Probki cDNA zostaty rozmrozone na lodzie, zworteksowane i odwirowane.

2. Przygotowano mieszaning reakcyjng do qPCR. Do 1 ul cDNA natozonego na dotek plytki
dodano 9 ul mieszaniny reakcyjnej do qPCR.

3. Plytke 96-dotkowa zabezpieczono folig uszczelniajaca 1 odwirowano.

4. Pomiaru ekspresji dokonano postugujac si¢ termocyklerem CFX96™ Real-Time PCR (Bio-Rad).

Tabela 15. Sktad mieszaniny reakcyjnej gPCR

Skladniki mieszaniny reakcyjnej do gPCR Objetosé [ul] na jedna reakcj
TagMan™ Universal Master Mix I, No UNG 5

Woda wolna od RNaz 3,75

Sonda TagMan™ 0,25

Calkowita objetos¢ probki: 9

Tabela 16. Warunki reakcji qPCR

Etapy Temp. Czas Cykle
Aktywacja polimerazy 95°C 10 min. 1
Denaturacja 95°C 30 sek. 20
Wydhuzanie 60°C 1 min.

Hold 4°C - 1

3.2.2.4. Okreslenie profilu ekspresji miRNA plytek krwi i megakariocytow technika

mikromacierzy

Zasada metody:

Podstawowg technikg stosowang do okreslenia profilu ekspresji czasteczek miRNA
w roznym materiale biologicznym jest analiza mikromacierzy. Jest to nowoczesna technika, ktora
znajduje obecnie najwigksze zastosowanie w analizach profili genowych, ze wzgledu na mozliwo$¢
jednoczesnego badania ekspresji duzej liczby genow, z wykorzystaniem stosunkowo niewielkiej
ilosci materiatu wyjSciowego. Zastosowanie analizy mikromacierzy umozliwia rownoczesng analize
loSciowg 1 jako$ciowg poziomu ekspresji tysiecy miRNA w pojedynczej probie badanej. Podstawa
metody mikromacierzy miRNA jest hybrydyzacja oparta na rozpoznawaniu komplementarnych
sekwencji, co odbywa si¢ na szklanej plytce zawierajacej zwigzane do podioza oligonukleotydy
zoptymalizowane do efektywnej i specyficznej hybrydyzacji z badanymi miRNA. Kazda
mikromacierz posiada scharakteryzowane lokalizacje hybrydyzacji poszczegoélnych transkryptow,
dzigki czemu detekcja miejsca skad generowany jest sygnat fluorescencji pozwala na okreslenie

rodzaju miRNA, natomiast intensywnos¢ sygnatu odpowiada stgzeniu miRNA. Wzgledny poziom
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ekspresji dla danego genu jest wprost proporcjonalny do intensywnosci sygnatu pochodzacego ze

skanu obrazu cyfrowego szkietka mikromacierzy.

W  celu uzyskania sygnatu fluorescencyjnego czasteczki miRNA znakowane s3
fluorescencyjnie na koncu 3’ za pomocg znacznika cyjaniny 3-pCp. Nastgpnie wyznakowane probki
ulegaja hybrydyzacji na mikromacierzy SurePrint G3 Human miRNA w temp. 55°C przez 21 godz.
w piecu hybrydyzacyjnym z wbudowanym rotorem. Kolejnym etapem jest wymycie niezwigzanego
materiatu z plytki szklanej za pomocg dwoch buforow ptuczacych. Skan szkietek mikromacierzy
wykonywany jest w skanerze SureScan firmy Agilent. Na podstawie uzyskanych wynikéw nastepnie
przeprowadza si¢ analize ekspresji dla grupy badanej i kontrolnej w programie komputerowym
GeneSpring (Agilent). Uzyskane surowe dane z mikromacierzy dotycza intensywnosci fluorescencji,
ktore nastepnie w programie Gene Spring (Agilent) podlegaja korekcji (korekta Benjamini-

Hochberg), normalizacji oraz logarytmizacji intensywnosci poziomow fluorescencji.

Material badawczy:

Catkowite RNA wyizolowane z ptytek krwi oraz megakariocytéw. Probki catkowitego
RNA nastgpnie zaggszczono w koncentratorze prozniowym SpeedVac (Thermo Fischer
Scientific) w celu uzyskania optymalnego stezenia catkowitego RNA. Czas zageszczania:

okoto 3 godz.; temp. 20-25°C.

Sprzet laboratoryjny:

* Koncentrator prézniowy SpeedVac (Thermo Fischer Scientific)

»  Szkietka mikromacierzy G3 Human miRNA Microarray Kit (§x60K) (Agilent)
» Piec hybrydyzacyjny z rotatorem

» Hybrydyzacyjne szkietka uszczelniajace (Agilent)

* Mieszadla magnetyczne

* Laznia wodna

+ Blok grzejny (Biosan)

* Naktadka z barierg przeciw-ozonowa

* Naktadka uszczelniajgca

» Skaner mikromacierzy SureScan (Agilent)

Odczynniki:
Zestawy komercyjne do mikromacierzy firmy Agilent Technologies:
MicroRNA Spike-In Kit:

+ Dilution Buffer
» Labeling Spike-In
* Hyb Spike-In
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miRNA Complete Labeling and Hyb Kit:

» 10X Gene Expression Blocking Agent
+ 2X Hi-RPM Hybridization Buffer

+ T4 RNA Ligase

+ 10X T4 RNA Ligase Buffer

+ Calf Intestinal Phosphatase

« 10X Cal Intestinal Phosphate Buffer

« DMSO

* Woda wolna od RNaz

« Cyjanina 3-pCp

Gene Expression Wash Buffer Kit:

» Gene Expression Wash Buffer 1 and Gene Expression Wash Buffer 2

. Triton X-102 (10%)

Oprogramowanie:

Odczyt wynikow: Feature Extraction Software. Analiza statystyczna: GeneSpring

Wykonanie:

1. Przygotowanie roztworow Spike-in

Przygotowano rozcienczenia roztworow Labeling Spike-In (do procesu znakowania) oraz

Hyb Spike-In (do hybrydyzacji) (Tab. 17).

Tabela 17. Rozcienczenia roztworéw Labeling Spike-In oraz Hyb Spike-In

Pierwsze rozcienczenie Labeling Spike-In

Pierwsze rozcienczenie Hyb Spike-In

198 pl diluentu
2 ul roztworu Labeling Spike-In

198 pl diluentu
2 ul roztworu Hyb Spike-In

Drugie rozcienczenie Labeling Spike-In

Drugie rozcienczenie Hyb Spike-In

198 pl diluentu
2 ul roztworu z I rozc. Labeling Spike-In

198 pl diluentu
2 ul roztworu z I rozc. Hyb Spike-In

Trzecie rozcienczenie Labeling Spike-In

Trzecie rozcienczenie Hyb Spike-In

198 ul diluentu
2 pl roztworu z Il rozc. Labeling Spike-In

2. Defosforylacja prébki

198 ul diluentu
2 pl roztworu z II rozc. Hyb Spike-In

Probki catkowitego RNA doprowadzono do wymaganego stezenia (50 ng/pl) przy uzyciu wody
wolnej od DNaz/RNaz. Pobrano 2 pul catkowitego RNA do sterylnej probowki typu Eppendorf (1,5 ml)

(procedure przeprowadzono na lodzie). Nastgpnie, przygotowano roztwor CIP Master Mix (Tab. 18).

Tabela 18. Sktad CIP Master Mix

Skladniki CIP Master Mix Obigtoéc’ [Ij;l] na l‘edn2 reakcig

10X Bufor dla alkalicznej fosfatazy 0,4
Trzecie rozcienczenie Labeling Spike-In 1,1
Alkaliczna fosfataza 0,5
Calkowita objetos$¢ probki: 2,0

67



Do probek dodano po 2 ul CIP Master Mix, delikatnie wymieszano poprzez pipetowanie.
Probki inkubowano w temp. 37°C przez 30 min. w bloku grzejnym.
3. Denaturacja probki

Do probek dodano 2,8 ul DMSO i inkubowano w temp. 100°C przez 5 min. w bloku
grzejnym. Po inkubacji probki natychmiast przeniesiono do kapieli wodnej z topniejgcym
lodem.
4. Ligacja

Podgrzano 10XT4 RNA Ligase Buffer do temp. 37°C, a nastepnie schtodzono do temp. pokojowe;.
Nastepnie, przygotowano Ligation Master Mix (Tab. 19).

Tabela 19. Sktad Ligation Master Mix

Skladniki Ligation Master Mix Objetos¢ [ul] na jedna reakcj
10X T4 RNA Ligase Buffer 1,0
Cyjanina 3-pCp 3,0
Ligaza T4 RNA 0,5
Calkowita objetos¢ probki: 4,5

Do probek dodano po 4,5 pl Ligation Master Mix, delikatnie wymieszano poprzez
pipetowanie. Probki inkubowano w temp. 16°C w bloku grzejnym przez 2 godz.

5. Osuszanie probki
Probki catkowicie osuszano przy uzyciu wirdwki prozniowej w temp. 55°C przez ok. 3 godz.

6. Hybrydyzacja
Przygotowano odczynnik 10X Gene Expression Blocking Agent (do liofilizatu 10X Gene
Expression Blocking Agent dodano 125 pl wody wolnej od nukleaz, delikatnie wymieszano przez

pipetowanie). Do probek dodano mieszanine hybrydyzacyjng (Hybridization mix) (Tab.20).

Tabela 20. Sktad Hybridization Master Mix

Skladniki Hybridization Master Mix Objetosé [ul] na jedng reakcj
Probka wyznakowanego miRNA 17

10X Gene Expression Blocking Agent 4,5

Trzecie rozcienczenie Hyb Spike-In 1

2X Hi-RPM Hybridization Buffer 22,5
Calkowita objetos$¢ probki: 45

Probki inkubowano w temp. 100°C przez 5 min. w bloku grzejnym. Nastepnie,

po inkubacji, probki natychmiast przeniesiono na 16d.

7. Przygotowanie mikromacierzy do hybrydyzacji
Slajd umieszczono w komorze Agilent SureHyb. Na szkietko naniesiono po 40 ul préb

badanych. Mikromacierz umieszczono na uszczelce, tak aby strona aktywna macierzy zostata
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skierowana do dotu, za$ kod numeryczny do gory. Pokrywe komory szczelnie zamknigto.
Komor¢ umieszczono w piecu do hybrydyzacji. Proces hybrydyzacji (10 obr./min.)

przeprowadzano w temp. 55°C przez 20 godz.

8. Przygotowanie buforéw oraz naczyn do plukania

Do buforéw Gene Expression Wash Buffer 1 1 2 dodano 2 ml 10% Tritonu X-102. Nastepnie,
500 ml bufor Gene Expression Wash Buffer 2 inkubowano w temp. 37°C przez noc (az do zakonczenia
procesu hybrydyzacji). Pierwsze naczynie wypetniono buforem ptuczacym Gene Expression Wash
Buffer 1 o temp. 20-25°C. Drugie naczynie postawiono na mieszadle magnetycznym, dodano dipol
oraz statyw dla mikromacierzy i wypetniono buforem ptuczacym Gene Expression Wash Buffer 2
0 temp. 20-25°C. Trzecie naczynie postawiono na mieszadle magnetycznym, dodano dipol oraz statyw

dla mikromacierzy i zalano podgrzanym do temp. 37°C Gene Expression Wash Buffer 2.

9. Procedura plukania mikromacierzy

Komoreg ze slajdem wyjeto z pieca hybrydyzacyjnego. W pierwszym naczyniu z buforem Gene
Expression Wash Buffer 1 (20-25°C) zdemontowano slajd z mikromacierzg. Slajd z mikromacierza
przeniesiono na statyw do drugiego naczynia z Gene Expression Wash Buffer 2 (20-25°C)
1inkubowano przez 5 min. Nastgpnie, slajd przeniesiono na statyw do naczynia trzeciego z podgrzanym

do temp. 37°C buforem Gene Expression Wash Buffer 2 i inkubowano przez 5 min. (Tab. 21).

Tabela 21. Warunki ptukania slajdu z mikromacierza

Nr naczynia | Uzyty Bufor myjac Temp. Czas

Demontaz 1 Gene Expression Wash Buffer 1 20-25°C -
Pierwsze plukanie 2 Gene Expression Wash Buffer 2 20-25°C 5 min.
Drugie plukanie 3 Gene Expression Wash Buffer 2 37°C 5 min.

10. Skan mikromacierzy i analiza profilu ekspresji miRNA

Skan szkielek mikromacierzy odbywa si¢ w urzadzeniu SureScan firmy Agilent. W wyniku
skanowania macierzy uzyskuje si¢ obrazy, ktore poddawane sg obrobee i wstepnej analizie w programie
Agilent Feature Extraction Software (v10.7). Wyniki analizowane sa przy pomocy programu
statystycznego GenSpring (Agilent).

3.2.2.5. Walidacja poziomu ekspresji wybranych miRNA z uzyciem qPCR

Zasada metody:
Dla wyselekcjonowanych miRNA wykazujacych istotng réznice miedzy grupa badang
a kontrolna, w poziomie ekspresji mierzong technikga mikromacierzy, zastata przeprowadzona walidacja

wynikéw przy uzyciu metody gPCR. W reakcji RT wykonanej przy uzyciu zestawu TagMan™
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Advance miRNA cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystem) wykorzystano probki catkowitego RNA
wyizolowanego z plytek krwi i megakariocytow. Do przeprowadzenia reakcji gPCR uzyto mikro
cDNA, TagMan™ Fast Advance Master Mix (Applied Biosystem) oraz odpowiednich sond typu
TagMan™ dla badanych miRNA. Charakterystyka sond TagMan™ uzytych w badaniu zawarta jest
w Tab. 22. Jako kontrol¢ endogenng do normalizacji danych zastosowano czgsteczke miR-191-5p.
Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji qPCR przedstawione sg w Tab. 231 24.

Srednie wartoéci Ct wyznaczono, uzywajac oprogramowania Bio-Rad CFX Manager 3.1.
Wzgledne poziomy ekspresji czasteczek miRNA obliczono za pomoca formuty 274 gdzie
ACt=Ct (badany miRNA)— Ct (kontrola endogenna). Nastepnie, dla kazdego z analizowanych miRNA

2-ACt

okreslono rdznice statystyczng pomigdzy S$rednig wartoscia obliczong dla grupy badanej

I grupy kontrolne;j.

Tabela 22. Charakterystyka zastosowanych sond TagMan™ dla wybranych miRNA

mMiRNA Nazwa sondy iden EIE:(TEI‘: sond Sekwencja dojrzalego miRNA I?:(t)‘ll:glr‘lr?gscg?n?ea
miR-15b-5p Hsa-miR-15b-5p 478313 mir UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA Chr. 3
miR-24-3p Has-miR-24-3p 477992 _mir UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG Chr. 9
miR-126-5p Hsa-miR-126-3p 477888 _mir CAUUAUUACUUUUGGUACGCG Chr. 9
miR-199a-3p | Has-miR-199a-3p 477961 _mir ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA Chr. 19
miR-191-5p Hsa-miR-191-5p 477952_mir CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG Chr.3

Material:
Micro cDNA z ptytek krwi i megakariocytow od pacjentow z PMS oraz grupy kontrolnej
Odczynniki:

+ TagMan™ Fast Advance Master Mix
* Sondy TagMan™
* Woda wolna od RNaz

Sprzet laboratoryjny:
Termocykler CFX96™ Real-Time PCR (Bio-Rad)

Wykonanie:

1. Probki mikro cDNA zostaty rozmrozone na lodzie, zworteksowane i odwirowane.

2. mikro cDNA rozcienczono w stosunku 1:10 za pomoca wody wolnej od RNaz.

3. Przygotowano mieszaning reakcyjng do qPCR. Do 1,5 pl rozcienczonego mikro cDNA
natozonego na dotek plytki 96-dotkowej dodano 8,5 pl mieszaniny reakcyjnej do qPCR.

4. Plytke 96-dotkowa zabezpieczono folig uszczelniajacg 1 odwirowano.

5. Pomiaru ekspresji dokonano postugujac si¢ termocyklerem CFX96™ Real-Time PCR (Bio-Rad).
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Tabela 23. Sktad mieszaniny reakcyjnej do gPCR

Skladniki mieszaniny reakcyjnej do qPCR Objetosé [ul] na jedna reakcje
TagMan™ Fast Advance Master Mix 5
Woda wolna od RNaz 3
Sonda TagMan™ 0,5
Calkowita objetos¢ probki: 8,5

Tabela 24. Warunki reakcji gPCR

Etapy Temp. Czas Cykle
Aktywacja polimerazy 95°C 20 sek. 1
Denaturacja 95°C 3 sek. 20
Wydtuzanie 60°C 30 sek.

Hold 4°C - 1

3.2.2.6. Pomiar stezenia receptorow plytkowych, bialek cytoszkieletu oraz fibrynogenu

w plvtkach krwi i megakariocytach metoda ELISA

Zasada metody:

Test ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) jest metoda
immunoenzymatyczng, ktdra pozwala na iloSciowe oznaczenie biatka w badanym materiale, za
pomoca tworzenia si¢ swoistych kompleksow antygen-przeciwciato, dzigki sprzezonej reakcji
enzymatycznej. Istnieje kilka wariantow metody. W zastosowanym wariancie, plytke
oplaszczona przeciwcialami specyficznymi dla badanego bialka, poddaje si¢ inkubacji
z antygenem. Do powstatego kompleksu antygen-przeciwcialo dodaje si¢ przeciwciala oraz
kompleks streptawidyna-peroksydaza chrzanowa (ang. Horseradish Peroxidase, HRP).
Po dodaniu substratu chromogennego (ang. 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine, TMB) powstaje
barwny produkt, ktorego intensywnos$¢ zabarwienia jest wprost proporcjonalna do stezenia

biatka w probie.

Metoda ELISA zostata wykorzystana w celu okreslenia stgzenia receptorow ptytkowych
(P2Y 12, PAR-1 i GPIIb/11a), kluczowych biatek cytoszkieletu (B-tubuliny i 3-aktyny) oraz fibrynogenu
w lizatach komoérkowych (ptytek krwi 1 megakariocytow) pochodzacych od pacjentow z PMS
oraz od zdrowych ochotnikow. Badania przeprowadzono przy uzyciu komercyjnych zestawow.
Kazdorazowo, pomiar absorbancji wykonano na czytniku mikroptytek SPECTROStar Nano,
przy dtugosci fali A = 450 nm. Stezenia badanych biatek odczytano z odpowiednich krzywych

wzorcowych wyrazonych w ng/ml.
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Material badawczy:
Lizaty ptytek krwi oraz megakariocytow pochodzacych od pacjentéw z PMS oraz grupy
kontrolnej

Odczynniki:

» Plytka 96-dotkowa optaszczona przeciwciatami skierowanymi przeciwko odpowiedniemu
biatku, w zaleznos$ci od stosowanego zestawu

» Liofilizat standardu biatkowego: P2Y12 (20 ng/ml), PAR-1 (20 ng/ml), GPIIb/llla (20 ng/ml),
[-aktyna (20 ng/ml), B-tubulina (20 ng/ml), fibrynogen (200 ng/ml)

* Bufor do rozcienczania probek i standardow

» Kompleks streptawidyna-HRP

*  Roztwor przeciwciat biotynylowanych lub zestaw przeciwcial wychwytujacych i wykrywajacych

* Koncentrat buforu pluczacego

« TMB

+ Stop solution

» Bufor do przygotowania mieszaniny przeciwciat (Antibody diluent)

Zestawy komercyjne do pomiaru stezenia:

* receptorow plytkowych — P2Y12, GPIIb/lllai PAR-1
o Human P2Y12 (P2Y purinoceptor 12) ELISA Kit (Fine Test)
o Human F2R (Proteinase-activated receptor 1) ELISA Kit (Fine Test)
o Human GPIIb/Illa (Platelet Membrane Glycoprotein I1b/I1la complex) ELISA Kit (Fine Test)
+ bialek cytoszkieletu — -tubuliny i g-aktyny
o Human TUBB (Tubulin beta chain) ELISA Kit (Elabsciene)
o Human ACTB (Actin beta) ELISA Kit) (Elabsciene)
« fibrynogen
o0 Human Fibrinogen SimpleStep ELISA® Kit (Abcam)
Sprzet laboratoryjny:

Spektrofotometr SPECTROStar Nano (BMG Labtech)

Przygotowanie standardow bialkowych do wykonania krzywych wzorcowych dla:

» receptoréw plytkowych i bialek cytoszkieletu: do liofilizatu standardu biatkowego
(P2Y 12, PAR-1, GPIIb/llla, B-tubulina oraz B-aktyna) dodano 1000 pl buforu do rozcienczania
I inkubowano przez 10 min. w temp. pokojowej w celu uzyskania roztworu wzorcowego
o stezeniu 20 ng/ml. Nastgpnie wykonano szereg rozcienczen roztworu Wzorcowego
o nastepujacych stezeniach: 10; 5; 2,5; 0,625; 0,312 oraz 0,156 ng/ml.

» fibrynogenu: do liofilizatu standardu biatkowego ludzkiego fibrynogenu dodano 250 pl buforu
do rozcienczania oraz inkubowano przez 10 min. w temp. pokojowej w celu uzyskania roztworu
wzorcowego o stezeniu 200 ng/ml. Nastepnie wykonano szereg rozcienczen roztworu

wzorcowego o nastepujacych stezeniach: 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13 oraz 1,56 ng/ml.
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Procedura oznaczania st¢zenia receptorow plytkowych i bialek cytoszkieletu:

1.

10.
11.

Na plytke oplaszczong przeciwciatami specyficznymi dla badanego biatka naniesiono proby
badane, kontrolne oraz probki ze standardami bialkowymi do krzywej wzorcowe;,
w objetosci 100 pl/dotek.

Ptytke odpowiednio zabezpieczono folig i inkubowano przez 90 min. w temp. 37°C.
Po inkubacji ptytke przeptukano 3-krotnie buforem phuczacym (350 pl/dotek),
a nastgpnie osuszono do catkowitego pozbycia si¢ buforu ze studzienek.

Do wszystkich studzienek dodano po 100 pl roztworu biotynylowanych przeciwcial,
ptytke przykryto i inkubowano przez 60 min. w temp. 37°C.

Po inkubacji plytke przeptukano 3-krotnie buforem ptuczacym (350 ul/dotek),

a nastepnie osuszono do catkowitego pozbycia si¢ buforu ze studzienek.

Do wszystkich studzienek dodano po 100 pl roztworu kompleksu streptawidyna-HRP,
ptytke przykryto i inkubowano przez 30 min. w temp. 37°C.

Po inkubacji ptytke przeptukano 5-krotnie buforem phluczacym (350 pl/dotek),
a nastepnie osuszono do catkowitego pozbycia si¢ buforu ze studzienek.

Do wszystkich studzienek dodano po 90 pl roztworu TMB, plytke przykryto
i inkubowano przez 15 min. w temp. 37°C.

Nastepnie dodano po 50 pl roztworu zatrzymujacego reakcje.

Pomiar absorbancji wykonano na czytniku mikroptytek SPECTROStar Nano przy
dhugosci fali A = 450 nm. Stezenie badanych biatek odczytano z krzywej wzorcowej

wyrazonej w ng/ml.

Procedura oznaczania stezenia fibrynogenu:

1.

Na ptytke oplaszczong przeciwciatami specyficznymi dla fibrynogenu naniesiono proby
badane, kontrolne oraz probki ze standardami biatkowymi do wykonania krzywej
wzorcowej, w objetosci 100 pl/dotek.

Po naniesieniu standardow i prob badanych do kazdego dotka dodano po 50 pl przygotowanej
weczesniej mieszaniny przeciwcial wychwytujacych oraz wykrywajacych i inkubowano przez
60 min. na kolysce laboratoryjnej (400 obr./min) w temp. pokojowej.

Po uptywie inkubacji delikatnie zlano zawarto$¢ dotkow i 3-krotnie przeptukano ptytke
przygotowanym buforem ptuczacym (350 pl/dotek), a nastgpnie osuszono do catkowitego
pozbycia si¢ buforu ze studzienek.

Do kazdego dotka dodano po 100 pl TMB.
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5. Ptytke zabezpieczono folig 1 inkubowano przez 10 min. na Kkotysce laboratoryjnej
(400 obr./min) w temp. pokojowej (15-25°C) w ciemnosci.

6. Po zakonczonej inkubacji do kazdego dotka dodano po 100 pl roztworu zatrzymujacego
reakcje, ptytke przykryto i umieszczono na 1 min. na kotysce laboratoryjnej (400 obr./min).

7. Po uplywie czasu wykonano pomiar na spektrofotometrze SPECTROStar Nano przy
diugosci fali A = 450 nm. Stezenie fibrynogenu odczytano z krzywej wzorcowej

wyrazonej w ng/ml.

3.2.2.7. Pomiar stezenia fibrynogenu w osoczu metoda ELISA

Zasada metody:

Test kompetycyjnym ELISA jest odmiang testu immunoenzymatycznego, ktorego charakter
dziatania polega na wspdtzawodnictwie pomiedzy antygenami standaryzowanymi, a antygenami
zawartymi w badanym materiale o miejsca wigzace przeciwcialo. W przypadku zastosowanego testu
komercyjnego badanym antygenem byt fibrynogen osoczowy pochodzacy z krwi pacjentow z PMS
oraz grupy kontrolnej, za$ antygenem standaryzowanym byt biotynylowany ludzki fibrynogen.
W trakcie przebiegu reakcji do antygenu przytacza si¢ kompleks streptawidyna-HRP, a do kompleksu
enzymatycznego przylacza si¢ substrat TMB dajac reakcje barwng. Im wiecej antygenow
standaryzowanych tworzy kompleks z oplaszczonymi na plytce przeciwciatami, tym mniej wolnych
miejsc pozostaje dla przylaczenia si¢ antygenow obecnych w badanym materiale i w konsekwencji
uzyskuje si¢ wyzszy poziom absorbancji mierzonej w tescie kompetycyjnym. Podsumowujac,
uzyskana warto§¢ absorbancji jest odwrotnie proporcjonalna do otrzymanego st¢Zenia antygenu

w badanym materiale.

Material:
Osocze ubogoptytkowe (PPP) od pacjentéw z PMS oraz grupy kontrolnej

Odczynniki:
Zawarto$¢ zestawu Human Fibrinogen ELISA® Kit (Abcam):
* Plytka 96 — dotkowa optaszczona specyficznymi przeciwciatami anty-fibrynogen

 Liofilizat fibrynogenu (40 pg/ml)

» Bufor do rozcienczania probek i standardow (Sample Diluent)

« Liofilizat biotynylowanego ludzkiego fibrynogenu (antygen standaryzowany)
» Kompleks Streptawidyna-HRP

« TMB

+ Stop solution

* Bufor ptuczacy
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Przygotowanie standardéw fibrynogenu do wykonania krzywej wzorcowej: do roztworu
wzorcowego ludzkiego fibrynogenu dodano 2500 pl buforu do rozcienczania i inkubowano przez
10 min. w temp. pokojowej w celu uzyskania roztworu wzorcowego o stezeniu 40 pg/ml. Nastepnie
wykonano szereg rozcienczen roztworu wzorcowego o nastepujacych stezeniach: 40; 13,33; 4,44; 0,49

oraz 0,17 ng/ml.

Wykonanie:

1. Osocze PPP wirowano (2000 obr./10 min./20-25°C). Nastepnie odwirowane 0S0cze rozcienczono
100-krotnie w buforze do rozcienczania. Na optaszczong przeciwciatami ptytke naniesiono standardy
fibrynogenu do wykonania krzywej wzorcowej oraz probki badane i kontrolne (25 pl/dotek).

2. Natychmiast po natozeniu probek i standardéw, dodano roztwor biotynylowanego ludzkiego
fibrynogenu (25 ul/dotek). Plytke¢ odpowiednio zabezpieczono plastikowa folig ochronng
iprzeprowadzono 2-godz. inkubacje w temp. pokojowej. Po uptywie czasu inkubacji ptytke
przeptukano 5-krotnie buforem ptuczacym (200 pl/dotek), a nastepnie osuszono do catkowitego
pozbycia si¢ buforu ze studzienek.

3. Do przeptukanych studzienek dodano kompleksu straptawidyna-HRP (50 pl/dotek) i inkubowano
przez 30 min. w temp. pokojowej. Po uplywie czasu inkubacji plytke ponownie przeplukano
5-krotnie buforem pluczacym (200 pl/dotek), a nastepnie osuszono do catkowitego pozbycia si¢
buforu ze studzienek.

4. W celu wywolania reakcji barwnej do studzienek dodano TMB (50 pl/dotek) 1 inkubowano przez
25 min. w temp. pokojowej. Po zakonczonej inkubacji dodano roztworu zatrzymujacego reakcje
(50 pl/dotek).

5. Pomiar absorbancji wykonano na czytniku mikroptytek SPECTROStar Nano przy dhugosci fali
A =450 nm. Stezenie fibrynogenu w osoczu odczytano z krzywej wzorcowej wyrazonej w pig/ml.

3.2.2.8. ldentyfikacja potencjalnych PTMs fibrynogenu, B-tubuliny i B-aktyny

w plyvtkach krwi i megakariocytach przy zastosowaniu techniki chromatografii

cieczowej sprzezonej z tandemowa spektrometria mas (LC-MS-MS/MS)

Zasada metody:

Chromatografia cieczowa sprzgzona z tandemowag spektrometria mas (ang. Liquid
Chromatography — tandem Mass Spectrometry, LC-MS-MS/MS) jest dynamicznie rozwijajaca sie
technikg taczong, ktora znajduje szerokie zastosowanie w analizie jako$ciowej 1 ilosciowe] ztozonych
probek biatkowych. W pierwszej kolejnoscei analiza LC pozwala na rozdziat peptydow na podstawie
roznic w ich czasach retencji (ang. Retention Time, RT), nastepnie przy uzyciu spektrometrii mas

mozliwy jest rozdziat zwigzkow o zblizonych RT, ale réznych stosunkach wartosci masy do tadunku
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(m/2). Do analizy LC wykorzystano metode wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) z odwroconym uktadem faz, gdzie fazg stacjonarng
sg dlugotancuchowe weglowodory kowalencyjnie przytaczone do powierzchni krzemionki, a faza
ruchoma jest 0.1% kwas mrowkowy z rozpuszczalnikiem organicznym (acetonitryl). Spektrometria
mas jest to technika analityczna umozliwiajaca rozdzielenie zjonizowanych zwigzkow na podstawie
stosunku ich tadunku do masy (m/z). Analiza spektrometrii mas sktada si¢ z kilku etapow: (1)
jonizacja probki (analitu), (2) rozdzielenie wytworzonych jonow pod wzgledem ich stosunku m/z, (3)
wykrywanie jondw oraz (4) interpretacja uzyskanych widm masowych. Jedng z najczesciej
stosowanych technik jonizacji zwigzkow wysokoczasteczkowych tj. peptydy oraz biatka w uktadzie
LC-MS-MS/MS jest elektrorozpylanie (ang. Electro Spray lonization, ESI). Metoda ESI polega na
rozpylaniu pod wysokim ci$nieniem atmosferycznym eluatu, do ktérego przytozone jest wysokie
napiecie, a nastepnie podgrzewaniu oraz osuszaniu gazem powodujac odparowanie rozpuszczalnika.
W rezultacie dochodzi do tzw. ,wybuchu kolumbowskiego” 1 desorpcja jondw
z kropli oraz nastgpnie przekierowanie do analizatora mas, ktory rozdziela jony pod wzgledem ich
stosunku m/z. Potaczone uktady analizatorow, w ktorych wybrany w analizatorze mas jon (MS1)
ulega powtornej analizie mas (MS2) to tandemowa spektrometria mas (MS1/MS2). Analizy
MS1/MS2 moga by¢ prowadzone jedynie przy wykorzystaniu spektrometrow o uktadzie analizatora
lub analizatoréw zdolnych do fragmentacji jonow w komorze zawierajaca gaz kolizyjny (jest to jeden
z gazow szlachetnych, zazwyczaj azot lub hel), w ktorej dochodzi do fragmentacji jonow metoda
dysocjacji indukowanej kolizyjnie. Powstajace w Zrodle jony pierwotne s rozdzielana w pierwszym
spektrometrze (MS1). Nastgpnie jony o wybranym stosunku m/z trafiajag do komory kolizyjnej, gdzie
w zalezno$ci od warunkow ulegaja dysocjacji. W wyniku fragmentacji jonow pierwotnych powstaja
tzw. jony potomne, ktore w (MS2) sa ponownie rozdzielane ze wzgledu na stosunek m/z. Parametry
energii kolizyjnej sa tak dobrane, aby jony peptydowe ulegaly dysocjacji w obrgbie wigzania
peptydowego. Jest to krytyczne, podczas ustalania sekwencji aminokwasowej peptydu. Schemat
obrobki probki biatkowej w trakcie analizy LC-MS-MS/MS (Ryc. 5).

Widmo fragmentacyjne (ilos¢ i wartosci m/z obserwowanych sygnaléw) jest zalezna od
sekwencji aminokwasowej peptydu. Poniewaz PTMSs zazwyczaj przytaczaja si¢ kowalencyjnie do
fancuchow bocznych aminokwasow — widmo fragmentacyjne peptydu modyfikowanego
w poréwnaniu do jego niemodyfikowanego odpowiednika bedzie si¢ rozni¢, co umozliwia nie tylko
identyfikacje, ale i lokalizacje modyfikacji. Wspolczesne spektrometry mas generuja dziesiatki
tysiecy widm fragmentacyjnych, co wykracza poza mozliwo$¢ manualnej analizy, dlatego analiza

danych prowadzona jest przy pomocy programéw komputerowych, ktore poréwnujg empiryczne
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widma fragmentacyjne z widmami teoretycznymi i na tej podstawie mozliwe jest ustalenie sktadu

peptydowego mieszaniny, a tym samym bialkowego analizowanej probki.

W celu identyfikacji PTMs biatek fibrynogenu, p-aktyny oraz -tubuliny wykonano analize
LC-MS-MS/MS przy uzyciu systemu nano-HPLC NanoACQUITY sprzgzonego z tandemowym
spektrometrem mas LTQ-Orbitrap™ Velos.

Tandemowa spektrometria mas
MS/MS

Mieszanina peptydéw po

Mieszanina biatek -~ O trypsynizacji A e
X =25 I\ Jonizacja MS1
ki S y \ ESI
| ¢ 4 s e IAda il
Y D R———— —
\ | Redukcja (200 mM DTT) s K
/ Alkilacja (200 mM jodoacetamid) Separacja LC
\ Trypsynizacja
Mms2
|
l
| }
—— Y
T L . {5
U S e : -
~ v
», \ 4 NS LQEQQEEEEEAR

Analiza wynikéw
Identyfikacja modyfikacji potranslacyjnych

Rycina 5. Strategia postgpowania z probka biatkowa w trakcie analizy LC-MS-MS/MS

Material badawczy:

Lizaty ptytek krwi i megakariocytow oraz PPP od pacjentow z PMS oraz grupy kontrolne;j

Odczynniki i zestawy komercyjne:

+ RCDC Protein Assay Kit (Bio-Rad) — zestaw do pomiaru stezenia biatek w warunkach silnie
denaturujacych

+ ReadyPrep™ 2-D Cleanup Kit (Bio-Rad) — zestaw do oczyszczania biatek
o Precipitation agent 1 — odczynnik do precypitacji 1
o Precipitation agent 2 — odczynnik do precypitacji 2
o Wash reagent 1 — odczynnik do przemycia 1
o Wash reagent 2 — odczynnik do przemycia 2

* Afi-Gel Blue Gel (Bio-Rad) — usieciowana agaroza z kowalencyjnie przytaczonym
barwnikiem Cibacron Blue F3GA do oczyszczania osocza z albumin

* Bufor do zawieszenia biatek (100 mM Tris/HCI (pH 8,5), 0,9% NaCl, 0,5 M mocznik)

« Trypsyna (Promega)

*  Kwas mrowkowy

+ Jodoacetamid

» Ditiotreitol (ang. Dithiothreitol, DTT)

* Woda z kwasem trifluorooctowym (ang. Trifluoroacetic Acid, TFA)
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Sprzet laboratoryjny:
Wysokosprawny chromatograf cieczowy Acquity nano-HPLC (Waters) sprzezony
z tandemowym spektrometrem mas LQT-Orbitrap™ Velos (Thermo Scientific)

Wykonanie:
1. Oczyszczanie osocza metod3 filtracji zelowej

Frakcje bialkowe o najwickszych stezeniach (albumina 1 immunoglobuliny) usunig¢to
z osocza za pomocy filtracji zelowej z wykorzystaniem Affi-Gel Blue Gel (Bio-Rad) w celu

poprawienia rozdzielczosci biatek wystepujacych w mniejszym stezeniu.

2. Oczyszczenie i zageszezenie probek bialkowych z lizatow komorkowych (plytki krwi
i megakariocyty)
Za pomocg zestawu ReadyPrep™ 2-D Cleanup Kit (Bio-Rad) probki biatkowe zostaty
oczyszczone z zanieczyszczen jonowych, takich jak detergenty, lipidy, sole i zwigzki fenolowe,
a nastepnie zaggszczone. Zestaw ten wykorzystuje zmodyfikowang metode wytracania biatka

z uzyciem kwasu TCA.

3. Pomiar stezenia mieszaniny bialek
Pomiar st¢zenia biatka wykonano za pomoca zestawu do testu kolorymetrycznego,

kompatybilnego ze srodkiem redukujacym i detergentami — RCDC Protein Assay Kit (Bio-Rad).

4. Zawieszenie bialek w buforze do analizy LC-MS-MS/MS i sonifikacja
Oczyszczone bialka zostaly zawieszone w buforze o niskiej sile jonowej o skladzie:

100 mM Tris/HCI, 0,9% NaCl, 0,5 M mocznik (pH 8,5). Nastepnie, probki poddano sonifikacji.

5. Analiza LC-MS-MS/MS

Roztwor peptydow analizowano metoda LC-MS-MS/MS (separacja na ztozu RP-18
w ukladzie faz acetonitryl/woda sprzgzona z tandemowa spektrometrig mas) przy uzyciu systemu
nano-HPLC NanoACQUITY (Waters) i spektrometru mas LTQ-Orbitrap™ Velos. Przed analiza
biatka poddano standardowej procedurze trawienia w roztworze — strategia ,,oottom-up ”, podczas
ktorej biatka redukowano 200 mM DTT (przez 60 min. w temp. 60°C), alkilowano 200 mM
jodoacetamidem (45 min. w temp. pokojowe] w ciemnosci) i trawiono przez noc trypsyna.
Mieszaning peptyddow natozono na prekolumng RP-18 nanoACQUITY Symmetry® C18 (Waters)
uzywajac wody zawierajacej 0,1% TFA jako faze ruchoma, a nast¢pnie przeniesiono na kolumne
nano-HPLC RP-18 (Waters) przy uzyciu gradient acetonitrylu (5-35% przez 70 min.) w obecnosci
0,05% kwasu mrowkowego przy przeptywie 250 nl/min. Peptydy wymyte z kolumny C18

przepompowano przez koncoéwke kapilarna i analizowano za pomoca instrumentéw LTQ-Orbitrap™
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Velos. Wylot kolumny byt bezposrednio polaczony ze zrédiem jonow ESI spektrometru masowego
LTQ-Orbitrap™ Velos. Do najwazniejszych parametrow analizatora mas zalicza si¢ rozdzielczo$¢
(im wieksza rozdzielczo$¢ tym mniejszy btad pomiaru masy) oraz zakres pomiaru masy (im szerszy

zakres tym bardziej precyzyjna informacja o rzeczywistej masie zwigzku).

Parametry analizy MS1/MS2:

» zakres m/z: 300-2000,
e rozdzielczos¢ MS1: 35000,
* rozdzielczos¢ MS2: 15000.6

Otrzymane surowe dane poddano wstepnemu przetwarzaniu w programie MASCOT Distiller
(wersja 2.4.2.0, Matrix Science). Nastepnie, w celu identyfikacji peptydéw otrzymane masy i widma
fragmentacyjne byty analizowane wzgledem referencyjnych sekwencji ludzkich biatek z baz danych
SwissProt przy uzyciu programu MASCOT MS/MS lon Search (wersja 2.4.1, Matrix Science).
Stopien podobienstwa ocenia si¢ za pomocg parametru SCore. Peptydy, dla ktérych wynik MASCOT
przekraczal wartos¢ progowa odpowiadajaca < 5% wartosci oczekiwanej, obliczonej za pomoca

procedury MASCOT uznano za zidentyfikowane pozytywnie.

3.2.2.9. Sekwencjonowanie DNA technika lllumina

Zasada metody:

Sekwencjonowanie DNA z amplifikacja mostkowa przez syntez¢ z odwracalng
terminacja (Illumina) jest obecnie najczgséciej stosowang i najbardziej wydajna technologia
sekwencjonowania nowej generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS). Technologia
Illuminy sktada si¢ z trzech gldwnych etapow: przygotowanie biblioteki DNA, amplifikacja
matrycy oraz masowe sekwencjonowanie przez syntez¢. Analiza porownawcza pelnych
sekwencji kodujacych geny dla tancuchow fibrynogenu (FGA, FGB, FGG) oraz B1-tubuliny
(TUBB1) migdzy pacjentami z PMS a grupa kontrolng umozliwita identyfikacje roznic
w sekwencjach kodujacych badanych genow, jednocze$nie generujac liste potencjalnych
mutacji miedzy sekwencjami badanymi a sekwencjami referencyjnymi.

Materiatem wyjsciowym dla tego procesu jest wysokiej jakosci DNA. W pierwszym etapie
czasteczka DNA ulega rozbiciu (fragmentacji) na tatwiejsze do analizy fragmenty o dlugosci od
200 do 600 par zasad. Do fragmentow DNA przylaczane zostaja krotkie, komplementarne sekwencje
zwane adaptorami, ktore dzialaja jako punkty odniesienia podczas kolejnych procesow
sekwencjonowania. Zmodyfikowany DNA wprowadzany jest do tzw. komorki przeptywowej
(ang. Flow Cell), ktora zawiera specyficzne oligonukleotydy stuzgce jako punkt zakotwiczenia dla
przytaczonych adapteréw. Po przylaczeniu si¢ fragmentéw DNA rozpoczyna si¢ faza generowania

79



jednoniciowych klastrow DNA, podczas ktérej dochodzi do wytworzenia okoto tysigca kopii
kazdego fragmentu DNA o jednakowej sekwencji, na ktorych wykonywana jest amplifikacja
mostkowa metoda qPCR. Tworzg si¢ tzw. mostki dwuniciowego DNA migdzy starterami na
powierzchni komorki przeptywowej. W kolejnym etapie dwuniciowy DNA jest rozkladany na
jednoniciowy, pozostawiajac kilka milionow gestych skupisk identycznych sekwencji DNA.
Nastepnie do komorki przeptywowej dodawane s3 startery i terminatory (znakowane
fluorescencyjnie zasady nukleotydowe). Po kazdym cyklu syntezy kamera wykonuje zdjecie komorki
przeptywowej, a komputer okresla jaka baza zostata dodana na podstawie dlugosci fali znacznika
fluorescencyjnego 1 rejestruje ja dla kazdego miejsca na chipie. Po kazdym cyklu nieprzylaczone
czasteczki s wymywane. Nastepnie dochodzi do chemicznego odblokowania w celu usuniecia grup
blokujacych koncowke fluorescencyjng 3°.

Sekwencjonowanie odbywa si¢ na raz dla milionow klastrow, a kazdy klaster ma okoto 1000
identycznych kopii DNA. Dane sekwencje sa analizowane poprzez znajdowanie fragmentow
z naktadajacymi si¢ obszarami, tzw. kontigami i ustawianie ich w jednej linii. Jesli znana jest
sekwencja odniesienia, kontigi sa nastepnie porownywane z nig w celu identyfikacji wariantow.

Etapy sekwencjonowania DNA technologig Illumina przedstawia Ryc. 6.
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Rycina 6. Gtowne etapy sekwencjonowania DNA przez syntezg z wykorzystaniem technologii Illumina

Material badawczy:

DNA wyizolowane z krwi pelnej od pacjentow z PMS oraz od grupy kontrolnej

Odczynniki:

*  MiSeq® Reagent Kit v3 (Incorporation Buffer I PE, MiSeq® Flow Cell)

«  AmpliSeq™ Library PLUS for Illumina® (5X AmpliSeq™ HiFi Mix, AmpliSeq™ DNA
Panel Pool 1, AmpliSeq™ DNA Panel Pool 2, odczynnik FuPa, 5X Switch Solution, ligaza
DNA, 1X Lib Amp Mix, 10X Library Amp Primers)

» Bufor Low TE (Tris-EDTA)

*  AmpliSeq™ CD Indexes, Set A for [llumina® — adaptery index (i7) oraz index 2 (i5)

*  AMPPure XP beads — kuleczki do oczyszczania bibliotek DNA
* High Sensitivity D1000 — zestaw odczynnikéw do elektroforezy DNA
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Sprzet laboratoryjny:

« Sekwenator MiSeq System (lllumina)
» TapeStation (Agilent) — sprzet do automatycznej elektroforezy
+  Fluorymetr Quantus™ (Promega)

Wykonanie:
1. Amplifikacja DNA

Probki DNA procesowano w celu otrzymania bibliotek NGS wg protokotu ,,AmpliSeq
for lllumina On-Demand, Custom and Community Panels” (Document # 1000000036408 v09).
Dla kazdej analizowanej probki kontrolnej i1 badanej przygotowano w probdwkach typu

Eppendorf (1,5 ml) mieszaning do amplifikacji (Tab. 25).

Tabela 25. Mieszanina reakcyjna do amplifikacji DNA

Zastosowane odczynniki: Objetos¢ [ul]

5X AmpliSeg™ HiFi Mix 5

DNA (2-200 ng) <75

Woda wolna od DNaz do osiggniecia docelowej objetosci
Calkowita objetos¢ 12,5

Do nowej ptytki 96-dotkowej do qPCR nalozono w dwoch powtdrzeniach po 5 ul
przygotowanej mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji dla kazdej z probek. Nastepnie, dodano 5,5 pl
2X AmpliSeq™ DNA Panel Pool 1 do jednego dofka, a do drugiego dodano 5 pl 2X AmpliSeq™
DNA Panel Pool 2. L.aczna objeto$¢ mieszaniny wynosita 10,5 pl dla jednego dotka oraz 10 ul dla
drugiego dotka. Ptytke przykryto folig uszczelniajacg oraz odwirowano. W nastepnym kroku ptytke
wstawiono do termocyklera i nastawiono odpowiedni program do amplifikacji. Program
AMP_DNA: 105°C przez 5 min., 99°C przez 2 min., a nastgpnie 19 cykli: 99°C przez 15 sek. oraz
60°C przez 4 min. (hold w 10°C do 24 godz.).

2. Trawienie primerow oraz czesciowe trawienie amplikonow

Zmieszano ze soba oba dolki zawierajace produkty amplifikacji qPCR (laczna objetos¢
20,5 pl). Do kazdego dotka dodano po 2 pl odczynnika FuPa. L.aczna objeto$¢ mieszaniny wynosita
22,5 ul. Plytke przykryto folig uszczelniajgcg oraz odwirowano. Nastepnie, plytke wstawiono do
termocyklera 1 nastawiono odpowiedni program do trawienia amplikonéw. Program FUPA: 50°C

przez 10 min., 55°C przez 10 min., 62°C przez 20 min. (hold w 10°C do 24 godz.).

3. Ligacja adapterow
Do czeSciowo przetrawionych amplikondow przytaczono adaptery tzw. index (i7) oraz index 2
(15). Dla kazdej analizowanej probki kontrolnej i badanej dodano mieszaning do ligacji

(Tab. 26). Ptytke przykryto folig uszczelniajaca oraz odwirowano. Nastepnie, plytke wstawiono do
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termocyklera i nastawiono odpowiedni program do ligacji adapterow. Program LIGATE: 105°C

przez 5 min., 22°C przez 30 min., 68°C przez 5 min., 72°C przez 5 min. (hold w 10°C do 24 godz.).

Tabela 26. Mieszanina reakcyjna do ligacji adapteréw

Zastosowane odczynniki: Objetosé [ul]
5X Switch Solution 4
AmpliSeq™ CD Indexes 2
Ligaza DNA 2
Calkowita objetos$¢ 8

4. Pierwsze oczyszczanie bibliotek DNA

Do dotkow na ptytce dodano 30 ul AMPPure XP beads i inkubowano przez 5 min. w temp.
pokojowej. Nastepnie, ptytke umieszczono na magnetycznej plytce przez 2 min. i odrzucono
supernatant (przytaczone kuleczki do bibliotek DNA pozostaly na dnie dotkdw). Dotki przemyto
2-krotnie 70% etanolem w obj. 150 ul. Inkubowano w temp. pokojowej przez 30 sek. W kolejnym
etapie odrzucono supernatant i pozostawiono na ptytce magnetycznej przez 10 min. do catkowitego

odparowania etanolu.

5. Amplifikacja bibliotek DNA
Dla kazdej analizowanej probki kontrolnej i badanej dodano mieszaning do amplifikacji

bibliotek DNA (Tab. 27).

Tabela 27. Mieszanina reakcyjna do amplifikacji bibliotek DNA

Zastosowane odczynniki: Objetosé [pl]

1X Lib Amp Mix 45
10X Library Amp Primers 5
Calkowita objetos¢ 50

Ptytke przykryto folig uszczelniajaca oraz odwirowano. W kolejnym kroku ptytke wstawiono
do termocyklera i nastawiono odpowiedni program do amplifikacji bibliotek DNA. Program AMP_7:
105°C przez 5 min., 98°C przez 2 min., nastgpnie 7 cykli: 98°C przez 15 sek. oraz 64°C przez 1 min.
(hold w 10°C do 24 godz.).

6. Drugie oczyszczenie i pomiar stezenia bibliotek DNA

Drugie oczyszczanie ztozone jest z dwoch etapdw. W pierwszym etapie DNA o duzej masie
czasteczkowej jest wychwytywane przez kulki i odrzucane. Biblioteka DNA 1 startery pozostale
W supernatancie przenoszone s3 na Swieza plytke. W drugim etapie biblioteki DNA
W pozostawionym supernatancie zostajg wychwycone przez kulki, podczas gdy startery pozostaja
w supernatancie. Nastgpnie, biblioteki sg eluowane z kulek. Stezenie otrzymanych bibliotek DNA
zmierzono metoda fluorymetryczng przy uzyciu Quantus™ (Promega). Zakres stezeh DNA wynosit
0,55-13 ng/ul. W celu weryfikacji jakosci bibliotek DNA probki poddano elektroforezie na sprzecie
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TapeStation z uzyciem odczynnikéw High Sensitivity D1000. 11 prébek odrzucono ze wzgledu na
niskie st¢zenia i nieprawidlowy obraz w elektroforezie. Biblioteki rozcienczono i zdenaturowano wg
protokotu ,,MiSeq System. Denature and Dilute Libraries Guide (Document # 15039740 v10)
Protocol C: AmpliSeq for Illumina Panels Normalization Method”. Nastepnie, kazda probke
doprowadzono do okreslonego stezenia koncowego 8 pM przy uzyciu buforu TE.

7. Sekwencjonowanie DNA i obrobka informatyczna
Do sekwencjonowania nastepnej generacji przekazano 40 bibliotek (19 z grupy badanej oraz
21 z grupy kontrolnej). Biblioteki NGS nastepnie zostaty rozdzielone i poddane dwom oddzielnym

sekwencjonowaniom w sekwenatorze genomowym MiSeq przy uzyciu technologii Illumina.

3.2.2.10. Analiza zmian transblonowego potencjalu mitochondrialnego plyvtek krwi

Z zastosowaniem sondy JC-1

Zasada metody:

W komorkach prawidtowych, odpowiedni MMP oraz sprawno$¢ mitochondriow zapewniaja
efektywne funkcjonowanie energetycznych szlakéw metabolicznych, dostarczajacych energii
w postaci ATP. Komodrki w warunkach fizjologicznych, posiadaja wysoki MMP (od —120 do
-180 mV), ktory uwarunkowany jest odpowiednig dystrybucja jonéw wodorowych [H+].
Obserwowana w stanach patologicznych depolaryzacja btony mitochondrialnej wptywa na ostabienie
ich zdolno$¢ do generowania ATP oraz powoduje uwalnianie czynnikow proapoptotycznych. Uzycie
sondy fluorescencyjnej JC-1 (jodek tetraetylobenzimidazolilokarbocyjaniny) umozliwia
spektrofluorymetryczng analiz¢ zaburzen MMP. JC-1 gromadzi si¢ w duzych ilosciach
w hiperspolaryzowanej btonie mitochondrialnej (-140 mV), tworzac agregaty emitujace
pomaranczowg fluorescencje (Aex = 530 nm, Aem = 590 nm). W trakcie depolaryzacji (-100 mV)
dochodzi do zwigkszenia przepuszczalnosci blony mitochondrialnej 1 nastgpuje spadek stezenia JC-1
oraz rozpad agregatow do monomerdéw, przy jednoczesnej emisji zielonej fluorescencii
(Aex =485 nm, Aem = 538 nm). Przemiana JC-1 z postaci zagregowanej do monomerycznej wigze
si¢ z przesunigciami w jego widmie fluorescencyjnym oraz ze zmiang fluorescencji pomaranczowej
na zielong (Tab. 28). Stosunek emisji fluorescencji agregatow (Aem = 590 nm) i monomerow
(Aem = 538 nm) — 590 nm/538 nm wyraza poziom uszkodzenia blony mitochondriéw badanych

komorek.
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Tabela 28. Charakterystyka postaci sondy JC-1 w zaleznosci od zmiany potencjatu blony
mitochondrialnej

Postaé JC-1 Rodzaj emitowanej fluorescencji Potencjal blony mitochondrialnej

Pomaranczowa . oy .
Agregat (ex = 530 nm, Jem = 590 nm) Wysoki (-140 mV; hiperpolaryzacja)
Monomer Zielona Niski (-100 mV; depolaryzacja)

(hex = 485 nm, Aem =538 nm)

Material badawczy:

Ptytki krwi wyizolowane na kolumnie na zlozu Sepharose 2B-BSA, zawieszone
w buforze Tyroda (miano ptytek doprowadzano kazdorazowo do wartosci 2 X 108/ml).

Odczynniki:

» Sonda JC-1 (Thermo Fisher Scientific)
»  Zmodyfikowany bufor Tyroda (pH 7,4) (134 mM NaCl, 12 mM NaHCOz3, 2,9 mM KClI,
0,4 mM NaHPO; x 12H,0, 1 mM MgCl2 x 6H20, 10 mM HEPES, 5 mM glukoza, woda)

Wykonanie:

1. Na mikroptytke 96-dotkowa przeznaczona do pomiaru fluorescencji naniesiono po 100 pl
zawiesiny plytek w 4 powtorzeniach. Do 2 dotkéw z zawiesing ptytek krwi dodano znacznika
JC-1 (koncowe stgzenie 5 pM).

2. Plytke z probkami inkubowano przez 30 min. w cieplarce w temp. 37°C.

3. Pomiaru fluorescencji dokonano przy 2 parametrach wzbudzenie/odczyt: 530 nm/590 nm
(agregaty); 485 nm/538 nm (monomery). Na podstawie uzyskanych danych wyliczono stosunek
emisji fluorescencji agregatow 1 monomerow (590 nm/538 nm), bedacy parametrem okreslajagcym

poziom uszkodzenia blony mitochondriow.

3.2.2.11. Okreslenie poziomu RFT w plytkach krwi z zastosowaniem sondy H.DCF-DA

Zasada metody:

W celu okreslenia poziomu wolnych rodnikow tlenowych wewnatrz plytek krwi
zastosowano metod¢ oparta na utlenianiu sondy fluorescencyjnej  dioctanu
dihydrodichlorofluoresceiny (ang. 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate, H.DCF-DA)
przez obecne w komoérce RFT. HoDCFD-DA stanowi zredukowang chemicznie postacé
fluoresceiny. Znacznik fluoresencyjny swobodnie przenika przez bton¢ komorkowa do wnetrza
komorki, gdzie w wyniku dziatania esteraz ulega deacetylacji do niefluoryzujacej formy
H2DCF. Kolejnym etapem przeksztalcen chemicznych sondy jest jej utlenienie przez
wewnatrzkomorkowe RFT, co skutkuje wytworzeniem koncowego produkt reakcji 2°,7°-
dichlorofluoresceina (ang. 2°,7-dichlorofluorescein, DCF), charakteryzujacego si¢ intensywng

fluorescencja. Czasteczki DCF utrzymujg si¢ w cytozolu, wykazujac maksimum wzbudzenia i emisji
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przy dtugosciach fal odpowiednio Aex =480 nm i1 Aex =510 nm. Intensywno$¢ fluorescencji sondy

jest wprost proporcjonalna do ilosci reagujacych z nig RFT obecnych w komorce.

Material:
Ptytki krwi wyizolowane na kolumnie na ztozu Sepharose 2B-BSA, zawieszone

w buforze Tyroda (miano ptytek kazdorazowo doprowadzano do wartosci 2 X 108/ml).

Odczynniki:

« Sonda H2DCF-DA (Thermo Fisher Scientific)
»  Zmodyfikowany bufor Tyroda (pH 7,4) (134 mM NaCl, 12 mM NaHCQOs, 2,9 mM KCI, 0,4 mM
Na;HPOs x 12H,0, 1 mM MgClzx 6H20, 10 mM HEPES, 5 mM glukoza, woda)

Wykonanie:

1. Na mikroptytke 96-dotkowa przeznaczong do pomiaru fluorescencji naniesiono po 100 pl
zawiesiny plytek w 4 powtdrzeniach. Do 2 dotkéw z zawiesing plytek krwi dodano
znacznika H:DCF-DA (koncowe stgzenie 5 uM).

2. Plytke z probkami inkubowano przez 30 min. w cieplarce w temp. 37°C.

3. Pomiaru fluorescencji dokonano przy parametrach wzbudzenie/odczyt: 480 nm/510 nm.

3.2.2.12. Analiza statystyczna

Analizy statystyczne wszystkich prezentowanych wynikdw wykonano przy uzyciu programow
Statistica 12 (Statsoft, Tulsa, OK, USA), SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., SanJose, CA, USA)
i GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Dla wszystkich otrzymanych
wynikow sprawdzono normalnos$¢ rozktadu testem Shapiro-Wilka. Jezeli rozktad danych miat cechy
rozktadu normalnego stosowano test t-Studenta. Kiedy rozklad danych odbiegal od rozktadu
normalnego wowczas stosowano test U-Manna Whitneya. Procedura testowan wielokrotnych zostata
wykonana za pomoca korekt: Benjamini-Hochberga, Holm-Sidaka i Bonferroniego-Sidaka.
Za pomoca testu x> dokonano oceny istotnosci réznic miedzy czesto$ciami wystepowania genotypow.
Do obliczenia zwigzku migedzy wariantami eksperymentalnymi a wykryta mutacjg zastosowano
bezwarunkowy model wielokrotnej regresji logistycznej. Analiza statystyczna obejmowata takze
okreslenie ryzyka wystapienia zdarzenia tzw. iloraz szans (ang. Odds Ratio, OR) z 95% przedziatem
ufnosci (ang. Confidence Interval, ClI). Dla wszystkich przeprowadzonych analiz poziom p < 0,05

przyjeto jako istotny statystycznie.
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4, WYNIKI

4.1.  Ocena stanu czynnosciowego plytek krwi

4.1.1. OKreslenie stopnia aktywacji plvtek krwi w krwi pelnej metoda cytometrii

przeplywowej

W celu dokonania analizy poréwnawczej stopnia spontanicznej aktywacji oraz reaktywnosci
plytek krwi pacjentow z PMS wzgledem prawidlowych plytek krwi (pochodzacych od zdrowych
dawcow), zastosowano metode cytometrii przeptywowej. Badania przeprowadzono na ptytkach krwi
spoczynkowych oraz pobudzonych agonistami dla najwazniejszych receptorow aktywujacych
wewnatrzptytkowe szlaki przekazywania sygnatu (ADP, TRAP).

Plytki krwi zostaty wyznakowane przy uzyciu przeciwciatl specyficznych dla swoistego
antygenu powierzchniowego CD61 (przeciwciala anty-CD61 sprzezone ze znacznikiem FITC).
W celu unifikacji wynikow pomiardw dokonywano kazdorazowo na 15000 obiektach
CD61-pozytywnych. W oparciu o parametr rozproszenia czolowego — FSC w populacji
komoérek CD61-pozytywnych zostaty wyselekcjonowane frakcje AGs i PMPs. Obiekty CD61-
pozytywne, dla ktérych parametr FSC wynosit powyzej 10° byly uznawane za AGs, a ponizej
10% traktowane jako PMPs. Do oceny powierzchniowej ekspresji P-selektyny bedace;
markerem aktywacji ptytek krwi zastosowano przeciwciato anty-CD62P sprzezone ze
znacznikiem PE. Obiekty CD61-pozytywne wykazujace poziom fluorescencji PE powyzej 101°
w skali logarytmicznej uznane byly za ptytki krwi z wyeksponowang powierzchniowo
P-selektyng. Odsetek obiektow CD62P-pozytywnych liczono kazdorazowo w stosunku do
catkowitej puli zliczonych ptytek krwi (15000 obiektow CD61-pozytywnych) (Ryc. 7A-C).

W celu okreslenia ilosci powstajacych PLCs zastosowano dwubarwnikowe znakowanie
markerow powierzchniowych specyficznych dla ptytek krwi oraz leukocytow (odpowiednio
przeciwciala anty-CD61/FITC oraz anty-CD45/PE). Pomiaréw fluorescencji dokonywano
zliczajac kazdorazowo 15000 obiektow CD45-pozytywnych (Ryc. 7D). Po wprowadzeniu
odpowiednich parametréw bramkowania za PLCs uznano obiekty o odpowiedniej jednoczesnej
fluorescencji znacznika FITC i PE. Wyodrebnione subpopulacje: CR1-1 (obiekty CD45-
pozytywne), CR1-2 (obiekty CD45/CD61-pozytywne), CR1-3 (obiekty CD61-pozytywne)
oraz CR1-4 (obiekty CD45/CD61-negatywne) zostaly przedstawione na wykresie punktowym
(ang. Dot-Plot) (Ryc. 8).
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87



104 4

Obiekty CD61/CD45-
VY ﬁ_?.%_ 5-:3‘ :

10
=
Q-n 2
4 102
<
a
O

10!

CR14
]O() o >
10° 10! 102 10° 10*

CD61-FITC

Rycina 8. Przykladowy wykres Dot-Plot reprezentujacy strategic bramkowania PLCs
w uktadzie komorek podwdjnie znakowanych. Obiekty wykazujace intensywnos$¢ fluorescencji FITC
na kanale FL1 w skali logarytmicznej powyzej 10 uznane sg za ptytki krwi i obecne sg w regionie
CR1-3. Region CR1-1 stanowig obiekty CD45-pozytywne wykazujace fluorescencj¢ PE w kanale FL2
w skali logarytmicznej powyzej 10*°. PLCs obecne sg w regionie CR1-2 i wykazujg $wiecenie obu
znacznikow.

Stopien spontanicznej aktywacji plytek w krazeniu

W nietraktowanej krwi petnej, na podstawie roznicowania komorek w dwuwymiarowym
uktadzie FSC vs SSC, wykazano okoto 2,5-krotnie podwyzszony odsetek PMPs (p < 0,001)
(Ryc. 9) oraz ponad 2-krotny wzrost odsetka AGs (p <0,001) (Ryc. 10) w odniesieniu do
catkowitej puli analizowanych ptytek krwi w PMS, w porownaniu do kontroli. Wskazuje to na
zwigkszong aktywno$¢ plytek krwi w warunkach in vivo i moze $wiadczy¢ o chronicznej

aktywacji ptytek w krazeniu pacjentow z PMS.

Na podstawie analizy intensywnosci $wiecenia barwnika PE  sprzezonego
z przeciwciatami skierowanymi przeciwko P-selektynie (CD62P/PE) stwierdzono, ze poziom
powierzchniowej ekspresji tego markera aktywacji ptytek jest wyzszy 9-krotnie u pacjentow
zPMS (p < 0,001) w stosunku do ptytek kontrolnych (Ryc. 11). Wykazano roéwniez zwigkszong
zdolnos¢ spoczynkowych ptytek krwi do tworzenia PLCs, o czym $wiadczyt okoto 2-krotny
wzrost liczby powstatych PLCs u pacjentow z PMS (p <0,001) (Ryc. 12) w porownaniu do
grupy kontrolne;j.
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Aktywnos¢ plytek krwi w odpowiedzi na czynniki aktywujace (ADP, TRAP)

W przeprowadzonych badaniach ocenie poddano rowniez reaktywno$¢ ptytek krwi
rozumiang jako zdolno$¢ do reagowania w odpowiedzi na dziatanie czynnikow aktywujacych.
Do badan uzyto ADP (20 uM) oraz TRAP (500 uM), porownujac czynnos¢ ptytek w probkach
krwi pochodzacej od pacjentow z PMS i kontrolnych. W wyniku stymulacji ptytek krwi
z uzyciem ADP, w krwi PMS zaobserwowano okoto 2-krotny wzrost frakcji PMPs (p < 0,001)
(Ryc. 9) i ponad 2-krotny wzrost puli AGs (p < 0,001) (Ryc. 10) oraz prawie 3-krotnie wyzsza
ekspresje CD62P (p < 0,001) (Ryc. 11), w stosunku do kontroli.

Aktywacja plytek krwi z uzyciem TRAP powodowata okoto 15% wzrost frakcji PMPs
(p <0,001) (Ryc. 9), 1,5-krotny wzrost frakcji AGs (p < 0,001) (Ryc. 10) oraz ponad 6-krotnie
zwickszong ekspresje CD62P (p < 0,001) (Ryc. 11) w PMS, w stosunku do kontroli.

Przy czym, nalezy zaznaczy¢, ze w przypadku krwi pochodzacej od pacjentoéw z PMS,
wzrost odsetka PMPs obserwowany po dziataniu agonistow, byt nieistotny statystycznie
w stosunku do frakcji PMPs jaka oznaczono bezposrednio po pobraniu, w krwi nietraktowanej
agonistami (Ryc. 9). Wskazuje to na wzmozong aktywacje plytek w krwi obwodowej chorych,
gdyz nadmierne generowanie PMPs jest markerem tzw. zuzycia ptytek, do ktorego dochodzi

w wyniku czgsto powtarzajacych si¢ epizoddéw ich aktywacji.

W zwigzku z tym, ze stymulacja ptytek krwi za posrednictwem TRAP powodowata
znaczacy wzrost powierzchniowej ekspresji P-selektyny, odpowiedzialnej za tworzenie PLCs,
dodatkowo oznaczono odsetek PLCs w krwi pelnej aktywowanej TRAP i wykazano ponad 2-krotny
wzrost frakcji PLCs u chorych z PMPs w poréwnaniu do kontroli (p < 0,001) (Ryc. 12).
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Rycina 9. Odsetek PMPs w analizowanej puli 15000 obiektow CD61-pozytywnych, spoczynkowych
i aktywowanych (20 uM ADP, 500 uM TRAP), mierzony metoda cytometrii przeptywowej w krwi
petnej, w grupie pacjentow z PMS (n = 50) oraz w grupie kontrolnej (n = 50). Analize statystyczna
przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna Whitneya. Wyniki wyrazono jako warto$¢ §rednig odsetka
PMPs + SD (PMS vs kontrola ***p < 0,001).
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Rycina 10. Odsetek AGs w analizowanej puli 15000 obiektow CD61-pozytywnych spoczynkowych
i aktywowanych (20 uM ADP, 500 uM TRAP), mierzony metoda cytometrii przeptywowej w krwi
pelnej, w grupie pacjentow z PMS (n = 50) oraz w grupie kontrolnej (n = 50). Analiz¢ statystyczna
przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna Whitneya. Wyniki wyrazono jako warto$¢ §rednig odsetka
AGs + SD, (PMS vs kontrola ***p < 0,001).
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Rycina 11. Poziom ekspresji P-selektyny wyrazony jako odsetek obiektow CD61/CD62-pozytywnych
w analizowanej puli 15000 obiektow CD61-pozytywnych spoczynkowych i aktywowanych
(20 uM ADP, 500 uM TRAP), mierzony metoda cytometrii przeptywowej w krwi pelnej, w grupie
pacjentow z PMS (n = 50) oraz w grupie kontrolnej (n = 50). Analize statystyczng przeprowadzono przy

uzyciu testu U-Manna Whitneya. Wyniki wyrazono jako warto$¢ $rednig odsetka eksponowanej
P-selektyny + SD, (PMS vs kontrola ***p < 0,001).
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Rycina 12. Odsetek PLCs w analizowanej puli 15000 obiektéw CD45-pozytywnych, mierzony metoda
cytometrii przeptywowej w pelnej krwi bez agonisty i aktywowanej (500 uM TRAP), w grupie

pacjentow z PMS (n = 50) oraz w grupie kontrolnej (n = 50). Analiz¢ statystyczna przeprowadzono przy
uzyciu testu U-Manna Whitneya. Wyniki wyrazono jako warto$¢ $rednig odsetka PLCs + SD,

(PMS vs kontrola ***p < 0,001).
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4.1.2. Pomiar stezenia receptorow P2Yi2, PAR-1 oraz GPIlb/Illa w plytkach krwi

i megakariocytach metoda ELISA

Pomiar stezenia czasteczek biatkowych wybranych receptorow powierzchniowych,
kluczowych dla biologicznej aktywnosci ptytek krwi, zostat wykonany w lizatach ptytek krwi
oraz megakariocytow (uzyskanych z probek doprowadzonych uprzednio do tego samego miana
komorek), przy uzyciu komercyjnych zestawow Human ELISA (Fine Test) zgodnie
z protokotem producenta. Stg¢zenie badanych receptorow okreslono korzystajac z odpowiednich
krzywych wzorcowych wyrazonych w ng/ml.

Na podstawie wynikéw uzyskanych metoda ELISA stwierdzono, ze S$rednie stg¢Zenie
czasteczek receptora P2Y12 w plytkach krwi pochodzacych od pacjentow z PMS wynosito
129,98 + 75,24 ng/ml i bylo 0 46% wyzsze od stezenia w plytkach prawidlowych wynoszacego
srednio 88,9 + 61,73 ng/ml (p <0,001) (Ryc. 13A). Analogiczne wyniki uzyskano dla
megakariocytow, gdzie wzrost $redniego stezenia w PMS wynosit 35% (PMS vs kontrola:
104,52 + 19,03 ng/ml vs 77,28 + 18,15 ng/ml) (p < 0,001) (Ryc. 13B).

Roéwniez $rednie stezenie PAR-1 w ptytkach krwi pochodzacych od pacjentéw z PMS
bylo wyzsze w stosunku do kontroli o okoto 40% (373,3 + 108,25 ng/ml vs 267,73 + 114,97 ng/ml)
(p<0,01) (Ryc. 14A), a w przypadku megakariocytow s$rednie stgzenie PAR-1 bylo ponad
2-krotnie wyzsze w PMS w porownaniu do grupy kontrolnej (PMS vs kontrola:
226,73 £ 169,89 ng/ml vs 107,26 = 51,99 ng/ml) (p < 0,001) (Ryc. 14B).

Wykazano takze wyzsza o okoto 30% (p <0,05) ekspresj¢ GPIIb/Illa w plytkach
pacjentéw z PMS, w poréwnaniu z iloscig tego biatka w ptytkach kontrolnych. Srednia wartosé
stezenia GPIIb/Illa w ptytkach krwi pochodzacych od pacjentow z PMS wynosita
596,56 + 325,70 ng/ml, natomiast w grupie kontrolnej 462,72 + 265,24 ng/ml (Ryc. 15A).
W przypadku megakariocytow stwierdzono 2-krotny wzrost (p < 0,001) $redniego st¢zenia
GPIIb/Illa w PMS (125,53 + 50,69 ng/ml) w poréwnaniu ze $rednig wartoscig kontroli
wynoszaca 55,62 + 30,42 ng/ml) (Ryc. 15B). Wartosci stezen analizowanych receptorow
zostaly przedstawione w Tab. 29.
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Rycina 13. Srednie stgzenie P2Y12 [ng/ml] = SD w ptytkach krwi (A) i megakariocytach (B) w grupie
pacjentow z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n = 45). Analize statystyczng przeprowadzono przy
uzyciu testu U-Manna Whitneya, ***p < 0,001.
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Rycina 14. Srednie stezenie PAR-1 [ng/ml] + SD w ptytkach krwi (A) i megakariocytach (B) w grupie
pacjentow z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n =45). Analiz¢ statystyczna przeprowadzono przy
uzyciu testu U-Manna Whitneya, **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Rycina 15. Srednie stezenie GPIIb/Illa [ng/ml] + SD w ptytkach krwi (A) i megakariocytach (B)
w grupie pacjentow z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n = 45). Analiz¢ statystyczna
przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna Whitneya, *p < 0,05; ***p < 0,001.

Tabela 29. Stezenie receptoréw kluczowych dla hemostatycznej funkcji ptytek krwi [ng/ml] = SD

Srednia warto$¢ stezenia [ng/ml] = SD
Istotnos¢
Receptor w plytkach krwi
statystyczna (p)
Kontrola PMS
P2Y 1, 88,90 £ 61,73 129,98 + 75,24 p < 0,001
PAR-1 267,73 £ 114,97 373,30 + 108,25 p<0,01
GPllIb/llla 462,72 + 265,24 596,56 + 325,70 p <0,05
Srednia wartos¢ stezenia = SD
. Istotnos¢
Receptor w megakariocytach
statystyczna (p)
Kontrola PMS
P2Y 1, 77,28 £ 18,15 104,52 + 19,03 p < 0,001
PAR-1 107,26 + 51,99 226,73 £ 169,89 p <0,001
GPllIb/llla 55,62 + 30,42 125,53 + 50,69 p <0,001




4.1.3. Pomiar ekspresji mRNA dla genéw kodujacych P2Y12, PAR-1 oraz GPllb/llla

w plvtkach krwi i megakariocytach technika gPCR

Ze wzgledu na rozwiniety system receptorow btonowych ptytki krwi charakteryzuja si¢
wysoka reaktywnoscig w odpowiedzi na dziatanie bodzcow srodowiskowych, co determinuje
ich role w uktadzie hemostazy. W celu okreslenia potencjalnych zdolnosci reakcyjnych ptytek
krwi u chorych z PMS w stosunku do ptytek kontrolnych, wykonano pomiar ekspresji
wybranych transkryptow mRNA zaro6wno w ptytkach krwi jak i w megakariocytach, dla genow
kodujacych kluczowe receptory powierzchniowe. Wzgledny poziom ekspresji (w odniesieniu
do genu referencyjnego 18SrRNA) oznaczono dla receptora dla ADP — P2Y 1, trombiny —
PAR-1 oraz fibrynogenu — GPIIb/Illa.

Do obliczen wykorzystano metode poréwnan cykli progowych (Ct) stosujac formute
pojedynczej delty (2°2¢"). Pomiary wartosci Ct wykonano w dwéch powtdrzeniach dla kazde;
badanej probki i wyliczono wartos$¢ $rednia, a nastgpnie obliczono (ACt) tj. réznic¢ ze srednich
Ct otrzymanych dla badanego genu i genu referencyjnego. Nastepnie, dla kazdego transkryptu
okreslono roznice pomigdzy Srednig warto$cig ACt obliczong dla grupy PMS i grupy kontrolne;.

Uzyskane wyniki wskazuja na istotny statystycznie (p < 0,0001) okoto 6-krotny wzrost
ekspresji mRNA w plytkach krwi dla genu P2RY12 (Ryc. 16A) oraz genu F2R kodujacego
receptor dla trombiny (Ryc. 17A) u pacjentow z PMS wobec grupy kontrolnej. Ponadto, okoto
3-krotny wzrost ekspresji czasteczek mRNA dla genow kodujacych obie podjednostki
integrynowe receptora GPIIb/I1a, tj. zarowno dla genu ITGA2B, jak i ITGB3 w ptytkach krwi
pacjentow z PMS w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 18Al oraz 18B1).

Analiza wzglednej ekspresji tych samych transkryptow w megakariocytach wykazata
okoto 2-krotny wzrost poziomu mRNA dla genu P2RY12 (p <0,05) (Ryc. 16B), okoto
2,5-krotny dla genu F2R (p < 0,01) (Ryc. 17B) oraz 1,5-krotny dla genu ITGA2B (p < 0,05)
(Ryc. 18A2) i ponad 2-krotny dla ITGB3 (p <0,01) (Ryc. 18B2) w grupie pacjentow z PMS
wobec wynikéw uzyskanych w grupie kontrolne;.

Wartosci wzglednej ekspresji badanych gendéw na poziomie mRNA (wyrazone jako

24t £ SD) umieszczone zostaty w Tab. 30.
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Rycina 16. Ekspresja genu P2RY12 (mierzona na poziomie mRNA) w plytkach krwi (A)
i megakariocytach (B) w grupie pacjentow z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n = 45).
Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna Whitneya. Wyniki wyrazono jako
$rednig warto$¢ 272+ SD (wedtug genu referencyjnego — 18SrRNA), *p < 0,05; ****p < 0,0001.
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Rycina 17. Ekspresja genu F2R (mierzona na poziomie mRNA) w ptytkach krwi (A) i megakariocytach
(B) w grupie pacjentéw z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n = 45). Analiz¢ statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna Whitneya. Wyniki wyrazono jako $rednig warto$¢
2°2Ct + SD (wedtug genu referencyjnego — 18SrRNA), ** p < 0,01; ****p < 0,0001.
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Rycina 18. Ekspresja genow ITGA2B (A) oraz ITGB3 (B) (mierzona na poziomie mRNA) w ptytkach krwi
(A1, B1) i megakariocytach (A2, B2) w grupie pacjentow z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n = 45).
Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna Whitneya. Wyniki wyrazono jako $rednia
warto$¢ 2°4¢t £ SD (wedtug genu referencyjnego — 18SrRNA), *p < 0,05; **p < 0,01; ****p < 0,0001.

Tabela 30. Wartos¢ wzglednej ekspresji mRNA dla gendéw kodujacych kluczowe receptory
powierzchniowe ptytek krwi

Badany gen Srednia warto$é 22t + SD w plytkach krwi Istotno$é
Kontrola PMS statystyczna (p)
P2Y12 0,000047 + 0,000027 0,000283 + 0,000198 p <0,0001
F2R 0,000071 + 0,000045 0,000458 + 0,000194 p <0,0001
ITGA2B 0,000170 £ 0,000090 0,000487 + 0,000289 p <0,0001
ITGB3 0,001141 = 0,000633 0,002698 + 0,002286 p <0,0001
- Srednia warto$é 2"°t + SD w megakariocytach Istotno$é
Kontrola PMS statystyczna (p)
P2Y12 0,000006 + 0,000005 0,000011 + 0,000009 p <0,05
F2R 0,000051 + 0,000098 0,000135 + 0,000040 p<0,01
ITGA2B 0,000065 + 0,000058 0,000109 + 0,000089 p<0,05
ITGB3 0,000199 + 0,000153 0,000312 + 0,000275 p<0,01
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4.1.4. Cytometryczne oznaczenie stopnia reaktywnosci plvtkowego receptora P2Yio

poprzez pomiar fosforvlacji bialek VASP

W celu okreslenia stopnia aktywacji ptytkowego receptora P2Y 12 w odpowiedzi na dziatanie
ADP, wykonano pomiar poziomu fosforylacji biatek VASP. Zastosowanie PGE1 zwigksza poziom
fosforylacji VASP poprzez stymulacje cyklazy adenylanowej. Pobudzenie receptora P2Y1> przez
ADP hamuje wytwarzanie CAMP, co zmniejsza fosforylacj¢ biatlek VASP indukowang przez PGEI.
Oznaczenie poziomu fosforylacji biatek VASP (VASP-P) pozwala na oceng aktywnosci receptora
P2Y1. Analiz¢ wykonano metodg cytometrii przeptywowej we krwi pelnej z zastosowaniem
standardowego testu PLT VASP/P2Y 1, (Biocytex).

Wyniki zostaly przedstawione jako warto§¢ wskaznika reaktywnosci ptytek PRI
okreslonego na podstawie stopnia ufosforylowania biatek VASP, ktore jest silnie skorelowane
z hamowaniem zaleznej od ADP agregacji ptytek krwi.

PRI wyznaczono na podstawie pomiaru MFI biatek VASP-P po stymulacji PGE1 a takze
w obecnosci PGEI i ADP; a nastgpnie z zastosowaniem wyliczen wedlug ponizszego wzoru:

MFIcpger — MFIcpggr+app

PRI [%] = MFlc,c x 100

MFIcpgg1r = MFlpgp1r — MFlgontrola izotypowa
MFIcpgg1+app = MFlpge14app — MFlyonirola izotypowa

Gdzie:

- MFIc (ang. corrected MFI) — skorygowana warto$¢ MFI o warto$¢ fluorescencji uzyskanej
dla kontroli izotypowej (MFlkontrola izotypowa),

- MFIcpce1 — MFIc w obecnosci PGEI,

- MFIcpce1+app — MFIc w obecnosci PGE1 1 ADP.

Ptytki krwi pochodzace od pacjentow z PMS osiggnely niemal w kazdej probie badane;j
maksymalny poziom reaktywnosci w odpowiedzi na dziatanie ADP (PRI =99,8 + 2%), podczas
gdy $rednia reaktywnos$¢ plytek kontrolnych byla o okoto 20% nizsza (PRI = 82,1 £ 5,8%)
(p <0,0001) (Ryc. 19).
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Rycina 19. Poziom fosforylacji biatek VASP w analizowanej puli 15000 obiektow CD61-pozytywnych,
mierzony metodg cytometrii przeptywowej w krwi petnej, w grupie pacjentow z PMS (n = 30)
oraz w grupie kontrolnej (n = 30). Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna
Whitneya. Wyniki wyrazono jako $rednia warto$¢ wskaznika reaktywnosci ptytek PRI [%] = SD,
****p < 0,0001.
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4.1.5. Pomiar ekspresjii mRNA dla genéw kodujacych biomarkery miazdzycy

w plvtkach krwi i megakariocytach technika gPCR

Dane literaturowe wskazuja, ze istnieje dobrze udokumentowany zwigzek miedzy
wystepowaniem miazdzycy tetnic a pogorszeniem niepetnosprawnosci ruchowej 1 ostabieniem
funkcji poznawczych u pacjentow z MS. Do uznanych markeréw miazdzycy tetnic zalicza si¢
apolipoproteing Al (ang. Apolipoprotein Al, ApoAl) oraz o2-makroglobuling
(ang. a2-macroglobulin, a2M). Funkcja ApoAl zwigzana jest z kontrolg uktadu krzepnigcia
krwi oraz aktywacjg endogennych szlakéw fibrynolitycznych. Badania epidemiologiczne
potwierdzity, ze obnizony poziom ApoA1l ma dziatanie pro-miazdzycowe. Podczas gdy wzrost
ekspresji 02M promuje procesy pro-zakrzepowe i nasila stan zapalny, przez co wzmaga
tworzenie zmian miazdzycowych.

W celu identyfikacji poziomu biomarkeréw miazdzycowych w plytkach krwi
i megakariocytach pochodzacych od pacjentow z PMS oraz w grupie kontrolnej wykonano
pomiar wzglednej ekspresji mRNA (wzgledem genu referencyjnego — 18SrRNA) dla genow
kodujacych ApoAl (APOA1) oraz a2M (A2M). Uzyskane wyniki wykazaly znaczaco nizsza
ekspresje¢ transkryptow APOAL zarowno w ptytkach krwi (Ryc. 20A), jak i w megakariocytach
(Ryc. 20B) pochodzacych od pacjentow z PMS w porownaniu z grupa kontrolng (odpowiednio
p < 0,001 oraz p <0,0001). Natomiast ekspresja mRNA dla genu A2M byta ponad 2-krotnie
wyzsza (p<0,001) w plytkach krwi (Ryc. 21A) i okoto 4-krotnie (p <0,0001)
w megakariocytach (Ryc. 21B) pochodzacych od 0sob z PMS w poréwnaniu z grupg kontrolng.

Wykonana zostala analiza korelacji pomigdzy poziomem wzglgdnej ekspresji
transkryptow dla genow kodujacych biatka ApoAl oraz a2M (uznanych za biomarkery
miazdzycy), a poziomem markerow stanu czynnosciowego plytek krwi w warunkach
spontanicznej aktywacji i aktywacji indukowanej TRAP (AGs, PMPs, P-selektyna i PLCs)
i ekspresji receptora dla TRAP na poziomie biatka (PAR-1) i genu F2R.

Wyniki wieloparametrycznej analizy zostaly zestawione w Tab. 31 i wskazuja na wysoka
korelacje ujemng dla ekspresji genu APOA1L oraz dodatnig dla ekspresji genu A2ZM wzglgdem
wszystkich parametrow okre$lajacych stan czynnosciowy ptytek krwi, zaréwno

w PMS, jak i w kontroli.
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Rycina 20. Ekspresja genu APOAl (mierzona na poziomie mRNA) w plytkach krwi (A)
i megakariocytach (B) w grupie pacjentow z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n = 45).
Wyniki wyrazono jako S$rednig wartos¢ 24 + SD (wedlug genu referencyjnego — 18SrRNA).
Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna Whitneya, ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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Rycina 21. Ekspresja genu A2M (mierzona na poziomie mRNA) w ptytkach krwi (A) i megakariocytach (B)
w grupie pacjentow z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n = 45). Wyniki wyrazono jako $rednig
warto$¢ 22+ SD (wedtug genu referencyjnego — 18SrRNA). Analize statystyczng przeprowadzono przy
uzyciu testu U-Manna Whitneya, ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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Tabela 31. Parametry korelacji dla ekspresji oraz APOAL oraz A2M wzgledem parametréw okreslajacych
stan czynno$ciowy ptytek krwi. Korelacje analizowano metodg rang Spearmana, a nastepnie warto$¢
p skorygowano przy uzyciu testow Benjamini-Hochberga, Holm-Sidaka i Bonferroniego-Sidaka
(wartosci istotne statystycznie wyrozniono)

Typ korekty

Parametry Rho p Benjamin- | Holm- | Bonferroni-

Hochberg | Sidak Sidak
Ekspresja mRNA dla genu APOA1 w kontrolnych plytkach krwi vs P
Ekspresja mRNA dla genu F2R -0,5779 0,0001 0,0003 0,001 0,001
PAR-1 [ng/ml] -0,4964 0,0276 0,0276 0,0276 0,2441
AGs [%] (bez agonisty) -0,7107 | 0,0001 0,0003 0,001 0,001
PMPs [%] (bez agonisty) -0,7035 0,0001 0,0003 0,001 0,001
P-selektyna [%] (bez agonisty) -0,4675 0,0098 0,0109 0,0253 0,0938
PLCs [%] (bez agonisty) -0,6024 | 0,0011 0,0024 0,0077 0,0109
AGs [%] (po aktywacji TRAP) -0,4835 0,0085 0,0106 0,0253 0,0818
PMPs [%] (po aktywacji TRAP) -0,5713 0,0012 0,0024 0,0077 0,0119
P-selektyna [%6] (po aktywacji TRAP) -0,5112 0,0051 0,0073 0,0202 0,0498
PLCs [%] (po aktywacji TRAP) -0,5412 0,0023 0,0038 0,0114 0,0228
Ekspresja mRNA dla genu APOA1 w plytkach krwi od pacjentéw z PMS vs
Ekspresja mRNA dla genu F2R -0,4046 0,0062 0,0089 0,0246 0,0603
PAR-1 [ng/ml] -0,7693 0,0001 0,0003 0,001 0,001
AGs [%] (bez agonisty) -0,6823 0,0001 0,0003 0,001 0,001
PMPs [%] (bez agonisty) -0,6809 | 0,0001 0,0003 0,001 0,001
P-selektyna [%] (bez agonisty) -0,3627 0,0495 0,0495 0,0495 0,3981
PLCs [%] (bez agonisty) -0,6714 0,0001 0,0003 0,001 0,001
AGs [%] (po aktywacji TRAP) -0,4691 0,0096 0,012 0,0285 0,092
PMPs [%)] (po aktywacji TRAP) -0,5538 | 0,0018 0,0036 0,0108 0,0179
P-selektyna [%)] (po aktywacji TRAP) -0,4546 0,0123 0,0137 0,0285 0,1164
PLCs [%] (po aktywacji TRAP) -0,5292 0,003 0,005 0,0149 0,0296
Ekspresja mRNA dla genu APOA1 w kontrolnych megakariocytach vs
Ekspresja mRNA dla genu F2R -0,4631 0,0106 0,0151 0,0417 0,1011
PAR-1 [ng/ml] -0,7127 0,0006 0,0043 0,006 0,006
AGs [%] (bez agonisty) -0,5555 | 0,0017 0,0043 0,0119 0,0169
PMPs [%] (bez agonisty) -0,5604 | 0,0015 0,0043 0,0119 0,0149
P-selektyna [%] (bez agonisty) -0,4843 0,013 0,0163 0,0417 0,1227
PLCs [%] (bez agonisty) -0,5156 0,004 0,008 0,0238 0,0393
AGs [%] (po aktywacji TRAP) -0,4129 0,0241 0,0241 0,0417 0,2165
PMPs [%)] (po aktywacji TRAP) -0,5700 0,0012 0,0043 0,0107 0,0119
P-selektyna [%] (po aktywacji TRAP) -0,4942 0,006 0,01 0,0296 0,0584
PLCs [%] (po aktywacji TRAP) -0,4320 0,0179 0,0199 0,0417 0,1652
Ekspresja mRNA dla genu APOA1 w megakariocytach od pacjentéw z PMS vs
Ekspresja mRNA dla genu F2R -0,5478 0,0024 0,008 0,0205 0,0237
PAR-1 [ng/ml] -0,5737 0,0092 0,0153 0,0452 0,0883
AGs [%] (bez agonisty) -0,4983 0,0065 0,013 0,0392 0,0631
PMPs [%] (bez agonisty) -0,3698 0,049 0,049 0,0885 0,3949
P-selektyna [%] (bez agonisty) -0,5896 0,0023 0,008 0,0205 0,0228
PLCs [%] (bez agonisty) -0,5887 0,0057 0,013 0,0392 0,0556
AGs [%] (po aktywacji TRAP) -0,436 0,0304 0,038 0,0885 0,2656
PMPs [%] (po aktywacji TRAP) -0,3928 0,0395 0,0439 0,0885 0,3317
P-selektyna [%] (po aktywacji TRAP) -0,6045 0,0017 0,008 0,0169 0,0169
PLCs [%] (po aktywacji TRAP) -0,5342 | 0,0114 0,0163 0,0452 0,1083
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Ekspresja mRNA dla genu A2M w kontrolnych plytkach krwi vs

Ekspresja mRNA dla genu F2R 0,5986 0,0001 0,0003 0,001 0,001
PAR-1 [ng/ml] 0,6525 0,0023 0,0038 0,0114 0,0228
AGs [%] (bez agonisty) 0,6028 0,0005 0,001 0,003 0,005
PMPs [%] (bez agonisty) 0,5251 0,0032 0,0046 0,0127 0,0315
P-selektyna [%] (bez agonisty) 0,3925 0,0327 0,0327 0,0492 0,2828
PLCs [%] (bez agonisty) 0,6741 0,0001 0,0003 0,001 0,001
AGs [%] (po aktywacji TRAP) 0,4104 0,0249 0,0277 0,0492 0,2229
PMPs [%] (po aktywacji TRAP) 0,7294 0,0001 0,0003 0,001 0,001
P-selektyna [%] (po aktywacji TRAP) 0,4430 0,015 0,0188 0,0443 0,1403
PLCs [%] (po aktywacji TRAP) 0,6154 0,0004 0,001 0,0028 0,004
Ekspresja mRNA dla genu A2M w plytkach krwi od pacjentow z PMS vs

Ekspresja mRNA dla genu F2R 0,8454 0,0001 0,0003 0,001 0,001
PAR-1 [ng/ml] 0,5994 0,0001 0,0003 0,001 0,001
AGs [%] (bez agonisty) 0,6628 0,0001 0,0003 0,001 0,001
PMPs [%] (bez agonisty) 0,4314 0,018 0,02 0,0357 0,1661
P-selektyna [%] (bez agonisty) 0,4003 0,0291 0,0291 0,0357 0,2557
PLCs [%] (bez agonisty) 0,4870 0,0069 0,0099 0,0273 0,0669
AGs [%] (po aktywacji TRAP) 0,6082 0,0005 0,0008 0,0025 0,005
PMPs [%)] (po aktywacji TRAP) 0,4724 0,009 0,0113 0,0273 0,0864
P-selektyna [%6] (po aktywacji TRAP) 0,6367 0,0002 0,0004 0,0012 0,002
PLCs [%] (po aktywacji TRAP) 0,6935 0,0001 0,0003 0,001 0,001
Ekspresja mRNA dla genu A2M w kontrolnych megakariocytach vs

Ekspresja mRNA dla genu F2R 0,4322 0,0033 0,0039 0,0099 0,0325
PAR-1 [ng/ml] 0,6897 0,002 0,0029 0,008 0,0198
AGs [%] (bez agonisty) 0,6175 0,0005 0,0013 0,0035 0,005
PMPs [%] (bez agonisty) 0,4474 0,0138 0,0138 0,0138 0,1297
P-selektyna [%] (bez agonisty) 0,5658 0,0013 0,0023 0,0078 0,0129
PLCs [%] (bez agonisty) 0,6806 0,0001 0,001 0,001 0,001
AGs [%] (po aktywacji TRAP) 0,5220 0,0035 0,0039 0,0099 0,0345
PMPs [%] (po aktywacji TRAP) 0,6259 0,0003 0,001 0,0027 0,003
P-selektyna [%] (po aktywacji TRAP) 0,5639 0,0014 0,0023 0,0078 0,0139
PLCs [%] (po aktywacji TRAP) 0,6325 0,0003 0,001 0,0027 0,003
Ekspresja mRNA dla genu A2M w megakariocytach od pacjentéw z PMS vs

Ekspresja mRNA dla genu F2R 0,7112 0,0006 0,0009 0,003 0,006
PAR-1 [ng/ml] 0,7112 0,0006 0,0009 0,003 0,006
AGs [%] (bez agonisty) 0,6533 0,0001 0,0003 0,001 0,001
PMPs [%] (bez agonisty) 0,5111 0,0043 0,0043 0,0074 0,0422
P-selektyna [%] (bez agonisty) 0,7447 0,0001 0,0003 0,001 0,001
PLCs [%] (bez agonisty) 0,6565 0,0001 0,0003 0,001 0,001
AGs [%] (po aktywacji TRAP) 0,6110 0,0004 0,0008 0,0028 0,004
PMPs [%] (po aktywacji TRAP) 0,6157 0,0004 0,0008 0,0028 0,004
P-selektyna [%] (po aktywacji TRAP) 0,5728 0,0011 0,0014 0,0033 0,0109
PLCs [%0] (po aktywacji TRAP) 0,5193 0,0037 0,0041 0,0074 0,0364
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4.2. Analiza zmian molekularnych fibrynogenu w ptytkach krwi
I megakariocytach

4.2.1.Pomiar stezenia fibrynogenu w plytkach krwi, megakariocytach oraz w 0soczu
metoda ELISA

Fibrynogen jest gtownym biatkiem osoczowej kaskady krzepnigcia, a takze jest kKluczowy
dla agregacji ptytek krwi. Syntetyzowany jest gléwnie przez hepatocyty, a nastepnie
wydzielany do osocza. Jednak niewielka pula fibrynogenu znajduje si¢ w ziarnistosciach ptytek
krwi, a wzrost st¢zenia fibrynogenu ptytkowego moze by¢ czynnikiem predysponujacym te
komorki w kierunku potencjatu pro-zakrzepowego. W celu wykrycia potencjalnych roznic
w wewnatrzkomorkowym stezeniu fibrynogenu w plytkach i w megakariocytach wykonano
oznaczenia z uzyciem zestawu Human Fibrinogen SimpleStep ELISA® Kit firmy Abcam.

Stezenie fibrynogenu wyznaczono z krzywej kalibracyjnej wyrazonej w ng/ml.

Dane literaturowe wskazuja, ze nadaktywne ptytki krwi o nasilonych witasciwosciach
pro-zakrzepowych cechuje zdolno$§¢ do absorbowania bialek z osocza, w tym rowniez
fibrynogenu, co jednak nie zostato dotychczas potwierdzone w MS. Wzmozona ekspresja
ptytkowej GPIIb/Illa w PMS, bedacej gtownym receptorem dla fibrynogenu, moze sprzyjac
wychwytowi fibrynogenu z krazacej puli osoczowej. Z tego wzgledu wykonano dodatkowo
analiz¢ porownawcza w celu okreslenia stezenia fibrynogenu w osoczu pacjentow z PMS oraz
w grupie kontrolnej. Wyzsze stgzenie fibrynogenu osoczowego mogloby by¢ czynnikiem
sprzyjajacym takiemu wychwytowi. W badaniu wykorzystano komercyjny zestaw Human
Fibrinogen ELISA® Kit firmy Abcam. Stezenie fibrynogenu wyznaczono na podstawie

krzywej kalibracyjnej dla biatka wzorcowego, wyrazonej w pg/ml.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze S$rednie stezenie fibrynogenu
w ptytkach krwi pochodzacych od pacjentow z PMS (63,07 &+ 6,5 ng/ml) jest okoto 1,5-krotnie
wyzsze (p < 0,0001) w porownaniu do ptytek prawidtowych (42,94 + 16,5 ng/ml) (Ryc. 22A).
Analogicznie, 1,5-krotny wzrost wykazano w przypadku megakariocytow (PMS vs kontrola:
58,98 + 10,84 ng/ml vs 40,29 + 15,8 ng/ml) (p < 0,0001) (Ryc. 22B).

Srednie stezenie fibrynogenu w osoczu pacjentdw z PMS wyniosto 3553,05 + 289,2 pg/ml
1 bylo poréwnywalne ze S$rednim stezeniem fibrynogenu w osoczu oséb zdrowych,
wynoszacym 3546,79 + 376,04 pg/ml (p>0,05) (Ryc. 23). Srednie wartoéci stezenia
fibrynogenu w osoczu, zardbwno w grupie kontrolnej, jak i pacjentow z PMS mieszczg si¢

w granicach wartosci referencyjnej wynoszacej ok. 3g/L (3000 pg/ml).
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Ptytki krwi Megakariocyty
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Rycina 22. Srednie stgzenie fibrynogenu [ng/ml] £ SD w ptytkach krwi (A) i megakariocytach (B)
w grupie pacjentow z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n = 45). Analiz¢ statystyczna
przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna Whitneya, **** p < 0,0001.
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Rycina 23. Srednie stezenie fibrynogenu [pg/ml] = SD w osoczu, w grupie pacjentdw z PMS (n = 45)

oraz w grupie kontrolnej (n = 45). Analize statystyczna przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna
Whitneya, p > 0,05.
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4.2.2.0znaczenie poziomu mRNA dla genéw kodujacych lancuchy (a-, B- oraz vy-)

fibrynogenu w plytach krwi i megakariocytach

Obecny w ptytkach fibrynogen moze by¢ pochodzenia osoczowego lub moze by¢
syntetyzowany w megakariocytach, czy w ptytkach krwi na bazie czasteczek mRNA
pochodzacych z megakariocytow. Aby okresli¢ zdolnos¢ plytek krwi i megakariocytow do
syntezy fibrynogenu wykonano analiz¢ ilosciowg transkryptow dla genow FGA, FGB, FGG
kodujacych odpowiednio tancuchy a-, B- oraz y-fibrynogenu w grupie pacjentow z PMS oraz
kontrolnej, metodg qPCR przy zastosowaniu sond typu TagMan. Jako gen referencyjny
zastosowano 18SrRNA.

Uzyskane wyniki przedstawione na Ryc. 24 obrazujg brak istotnej ekspresji czasteczek
mRNA dla genow FGA, FGB i FGG zarowno w plytkach krwi (Ryc. 24A,B),
jak i w megakariocytach (Ryc. 24C,D) w obu porownywanych grupach. Niewielki wzrost
powielanych transkryptéw gendéw dla tancuchéw fibrynogenu pozostaje ponizej progu detekcji

(Ryc. 24E,F).
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Rycina 24. Wykres $redniej intensywnosci fluorescencji dla ekspresji mRNA genow FGA, FGB i FGG
oraz 18SrRNA w ptytkach krwi (A,B) i megakariocytach (C,D) w grupie pacjentow z PMS (n = 45) oraz
w grupie kontrolnej (n = 45). Poziom fluorescencji ponizej progu detekcji, zarejestrowany dla
transkryptow w grupie kontrolnej (E) i w grupie badanej (F).
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4.2 3. ldentyfikacja potencjalnych PTMs lancuchéw (a-, B- oraz y-) fibrynogenu w plytkach

krwi i megakariocytach przy zastosowaniu techniki LC-MS-MS/MS

Stosujac metode LC-MS-MS/MS przeprowadzono analize porownawcza PTMs fahcuchow
a-, B- oraz y-fibrynogenu w plytkach krwi i megakariocytach pochodzacych od pacjentow z PMS
oraz kontroli. Fibrynogen stanowi kluczowy element osoczowej kaskady krzepnigcia, a ponadto jest
biatkiem odpowiedzialnym za formowanie AGS, przez co modyfikacje jego czgsteczek moga mie¢
istotny wplyw na pro-zakrzepowy charakter ptytek krwi oraz pro-koagulacyjny potencjat krwi.
W analizie poréwnano takze wzoér PTMs tancuchow a-, B- oraz y-fibrynogenu: ptytkowy

VS osoczowy oraz ptytkowy Vs megakariocytarny w obrebie danej grupy (dla PMS i dla kontroli).

Ze wzgledu na ztozony charakter analiz przeprowadzonych w celu identyfikacji PTMs,
cze$¢ opisu metodologicznego, odnoszacego si¢ bezposrednio do tych analizy, umieszczona
zostala ponizej, poprzedzajac prezentowane wyniki. Uzyskane widma zostaty przeprocesowane
przy pomocy pakietu bioinformatycznego Mascot (Matrix Science), ktdrego zasada dzialania
opiera si¢ na poréwnaniu widm empirycznych z widmami teoretycznymi, wygenerowanymi na
podstawie sekwencji aminokwasowych zdeponowanych w bazie danych, przyktadajac miarg
statystyczng do okreslenia jakoSci tego porownania. W trakcie analizy skorzystano z opcji tzw.
przeszukania ‘Error Tolerant’, ktéra ukierunkowana jest na poszukiwanie niespodziewanych
PTMs. Standardowo, ze wzgledu na specyfike programéw do analizy danych, jak réwniez
nature danych proteomicznych, podczas analizy istotne jest sprecyzowanie parametrow analizy
bioinformatycznej, w celu zminimalizowania tzw. identyfikacji fatszywie pozytywnych.
Przeszukanie Error Tolerant polega na podwojnym przeszukaniu danych — pierwsze
przeszukanie jest restrykcyjne i ma na celu zidentyfikowanie biatek, nastepnie dla tych biatek
wykonuje si¢ drugie przeszukanie, w ktorym parametry przeszukania s3 mniej restrykcyjne
w celu wykrycia niespodziewanych PTMs. Skutkuje to wygenerowaniem list modyfikowanych
peptydow, jednak uwzgledniajac charakterystyke pracy programu, czg$s¢ modyfikacji jest

falszywie pozytywna i konieczna jest manualna weryfikacja wynikow.

Zaleta spektrometrii mas jest mozliwos¢ analizy danych w ujeciu wzglednie ilo§ciowym,
ktora dostarcza informacji o ile zmienit si¢ poziom ekspresji badanego biatka (bialek) pomigdzy
grupa eksperymentalng, a kontrolng, bez podawania warto$ci mianowanych, ale poprzez
podanie stosunku poziomu ekspresji. Analiza illoSciowa wymaga osobnej Sciezki procesowania
danych. Spektrometr mas zbiera dwie serie danych tzw. MS1, w ktorej uzyskuje si¢ informacje

na temat warto$ci m/z (stosunek m/z, umozliwiajacy obliczenie masy czasteczkowej peptydu),
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czasu potrzebnego do przejscia substancji rozpuszczonej przez kolumne chromatograficzng
tzw. czasu retencji (RT) oraz intensywnosci sygnatu (ang. Signal Intensity, INT). W pomiarze
MS2, dla najbardziej intensywnych jonow spektrometr ‘zbiera’ warto$¢ m/z, RT oraz tzw.
widma fragmentacyjne. Dystrybucja sygnatow (tzw. pikdw) w widmie fragmentacyjnym jest
specyficzna dla sekwencji aminokwasowej peptydu i umozliwia ‘odszyfrowanie’ sekwencji
aminokwasowej peptydu podczas analizy. Wlasnie ta wlasciwo$¢ jest wykorzystywana przez
program Mascot. Podstawowym ograniczeniem spektrometrii mas jest przypadkowos$¢ analizy
MS2, tzn. wybieranie jonow peptydowych do fragmentacji jest obarczone duzym elementem
losowosci (powtérzenia pomiarow tej samej probki skutkujg uzyskaniem cze$ci widm
fragmentacyjnych bedacych unikalnymi dla pomiaru). W przeciwienstwie do analizy MS2,
analiza MS1 ma bardzo wysoki wspotczynnik powtarzalnosci (bliski 100%), dlatego do analizy

ilosciowej wykorzystywane sa dane z seriit MS1.

Zestaw danych MS1 i MS2 poczatkowo sg procesowane niezaleznie podczas wzglednej
analizy ilo$ciowej, dopiero w pdzniejszym etapie nast¢puje integracja z tych serii danych.
W uproszczeniu, seria MS2 analizowana jest przy pomocy programu Mascot, generujac listy
peptydow zidentyfikowanych w poszczegolnych probkach. Program MScan importuje wyniki
z programu Mascot oraz Iaczy je, tworzac wspdlng liste peptydow dla wszystkich pomiarow.
Jest to zabieg minimalizujacy powyzej opisang losowos¢ zbierania widm fragmentacyjnych.
W kolejnym etapie analizy, program MSparky integruje dane z pomiaru MS1 (m/z, RT, INT)
z MS2 (m/z, RT, sekwencja aminokwasow) tworzac dla kazdej probki liste zidentyfikowanych
peptydoéw wraz z ich warto$ciami m/z, RT 1 INT. Ostatnim etapem analizy danych jest analiza
statystyczna wynikow, podczas ktorej program Diffprot porownuje powyzsze listy peptydow
oraz ich wzglednej ilosci dla poszczegdlnych probek, segreguje je zgodnie z projektem
eksperymentu w grupe kontrolng i badang, a nastgpnie przeprowadza analize statystyczna,
w wyniku ktorej uzyskuje si¢ informacj¢ czy dane biatko w sposob istotny statystycznie
roznicuje badane grupy (analiza iloSciowa peptydow ma bezposrednie przelozenie na ilos¢
biatka).

Podczas analizy wynikdw zastosowano nast¢pujace kryteria odfiltrowania
modyfikowanych peptydow:

1. Odfiltrowanie peptydow, ktore nie spetniajg kryterium wartosci Mascot Score lub FDR
(ang. False Discovery Rate) < 1%.

2. Poszukiwanie modyfikowanych peptydow, ktore rdznicujg grupy, tzn. takich, ktore sg
unikalne dla danej grupy eksperymentalnej lub zmiana poziomu ekspresji modyfikowanego
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peptydu jest wigksza niz 50%, w porownaniu do kontroli, poniewaz miesci si¢ to
w ,.standardowej” zmiennosci technicznej pomiaréw lub tez zmiennosci biologicznej, nie
wplywajacej na fenotyp.

Odrzucenie zmodyfikowanych peptydow, ktérych widma fragmentacyjne byly stabej
jakosci lub nie byto mozliwe wskazanie modyfikowanego aminokwasu, jak rowniez

modyfikacje, ktére wynikajg z preparatyki lub pomiaru.

Modyfikacje nieuwzgl¢dniane w analizie: oksydacje, sieciowanie (ang. Crosslinking),

karbamylacje, dehydratacje, jak réwniez inne modyfikacje wynikajace z przygotowania

i pomiaru probek do analizy spektrometrii mas.

Uzyskane warto$ci z przeprowadzonej analizy biostatystycznej nakierowanej na

identyfikacje¢ i lokalizacj¢ PTMs w sekwencji aminokwasowej przedstawiaja odpowiednio:

1.

warto$¢ prawdopodobienstwa p-value z korekta FDR (g-value), ktora okresla

przypadkowos¢ danego zjawiska (im wigksza wartos¢ q-value tym mniejsze
prawdopodobienstwo, ze dane biatko r6znicuje badane grupy),

wzgledna ilo$¢ peptydu, gdzie za 100% uznaje si¢ peptyd generujacy najwyzszy sygnat

w widmie, migdzy analizowanymi wariantami eksperymentalnymi, ktory odpowiada
stosunkowi wzglednej obfitosci peptydow/biatek (ang. Ratio, R) i wyznacza kierunek zmiany
(R <1 obnizona wzgle¢dna ilo$¢ peptydu; R > 1 zwigkszona wzgledna ilos¢ peptydu),

warto$¢ krotnosci zmiany (ang. Fold Change, FC) (dlaR >1FC =R;dlaR<1FC = 1/R;

przyjmuje si¢, ze stosunek ponizej 1,5 oznacza, ze biatko nie jest regulowane, przy czym
jako biatka réznicujace uznaje si¢ takie, ktorych parametr FC wynosi powyzej 2),

ilos¢ peptydow wzietych do analizy (ang. Analysed Peptides, APs) (im wigcej peptydow poddano

analizie, tym wicksze prawdopodobienstwo, ze uzyskane wyniki sg wiarygodne i powtarzalne).

Formuta znakowania probek oraz uktady analizowanych wariantoéw eksperymentalnych

przedstawione zostalty w Tab. 32. Szczegétowa charakterystyka analizowanych peptydow

tancuchow a-, B- oraz y-fibrynogenu znajduje si¢ w Tab. 33.

Tabela 32. Formuta znakowania probek oraz uktady badawcze w analizie LC-MS-MS/MS

Formula znakowania probek: Uklady poréwnawcze:
PLT_K — ptytki krwi kontrolne PLT _KvsPLT_PMS
PLT_PMS — ptytki krwi od pacjentow z PMS MK_K vs MK_PMS
MK_K — megakariocyty kontrolne PLT_K vs MK_K
MK_PMS — megakariocyty od pacjentow z PMS PLT_PMS vs MK_PMS
O_K — osocze kontrolne PLT_KvsO_K

O MS — osocze od pacjentow z PMS PLT MSvsO MS
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Tabela 33. Charakterystyka peptydow tancuchow (a-, B- oraz y-) fibrynogenu na podstawie analizy

LC-MS-MS/MS
Masa bialtka Pokrvcie
Bialko/ odczytanaz | Masa czast. | Liczba Mascot sekweync'i
uklad badawczy | baz danych (kDa) P aminokwasow Score ]
(%)
(kDa))
lancuch a-fibrynogenu (P02671)
PLT K 5647 66
PLT_PMS 10196 74
MK_K 6914 60
MK_PMS 94,97 95,51 5,70 866 10144 =
O_K 1261 38
O_PMS 1102 45
lancuch B-fibrynogenu (P02675)
PLT K 4920 82
PLT _PMS 5996 63
MK_K 1555 67
MK_PMS 55,93 56,44 8,54 491 2150 =
O_K 18081 86
O_PMS 15407 87
tancuch y-fibrynogenu (P02679)
PLT K 2702 69
PLT_PMS 3287 73
MK_K 1455 56
MK_PMS 51,51 51,98 5,37 453 1674 o5
O_K 5195 80
O_PMS 6401 91

Za pomocg réznych kolorow wskazano konkretne pozycje aminokwasowe, na ktérych

zidentyfikowano dang modyfikacj¢ (deamidacja, glikozylacja,

, metylacja,

, acetylacja). Parametry analizy biostatystycznej wynikow uzyskanych metoda

LC-MS-MS/MS dla tancuchow a-, - oraz y-fibrynogenu pomiedzy analizowanymi wariantami

eksperymentalnymi przedstawione zostaty w Tab. 34, 37 oraz 40. Sekwencje aminokwasowe

dla tancuchow a-, B- oraz y-fibrynogenu wraz z zaznaczonymi miejscami modyfikacji zostaty

przedstawione w Tab. 35, 38 oraz 41. Ponadto, w Tab. 36, 39 oraz 42 przedstawione zostaty

wybrane sekwencje peptydowe dla tancuchow a-, - oraz y-fibrynogenu, ktore speity kryteria

warto$ci Mascot Score i FDR i réznicujg badane warianty eksperymentalne.
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Lancuch a-fibrynogenu:

Tabela 34. Parametry analizy biostatystycznej wynikéw uzyskanych metodg LC-MS-MS/MS dla
tancucha a-fibrynogenu pomigdzy analizowanymi wariantami eksperymentalnymi

vs PLT K PLTPMS | MKK | MKPMs | 0_K | O_Ms
g-value: 0,0005  g-value: 0,81 g-value: 0,64
LT K Ratio:0,78 Ratio:1,55 e By
- FC: 1,27 FC: 1,5 FC: 1,14
AP: 272 AP: 211 AP: 306
g-value: 0,0005 g-value: 0,69 g-value: 0,08
Ratio:0,78 Ratio: 2,06 Ratio: 1,30
PLT_PMS FC: 1,27 FC: 2,06 FC: 1,30
AP: 272 AP:237 AP:274
g-value: 0,81 g-value: 0,94
Ratio:1,55 Ratio: 1,13
MK_K FC: 1,55 FC: 1,13
AP: 211 AP:65
g-value: 0,69 g-value: 0,94
Ratio: 2,06 Ratio: 1,13
MK_PMS FC: 2,06 FC:1,13
AP:237 AP:65
g-value: 0,64
Ratio: 0,88
oK FC: 1,14
AP: 306
g-value: 0,08
Ratio: 1,30
O_MS FC: 1,30
AP:274

-warianty, ktore nie byly poddane analizie

Tabela 35. Sekwencja aminokwasowa a-fibrynogenu (M. cz. 94,97 kDa, 866 aa) i miejsca
zidentyfikowanych PTMs

N-koniec 10 20 30 40 50
MFSMRIVCLV LSVVGTAWTA DSGEGDFLAE GGGVRGPRVV ERHQSACKDS
Tmiejsce ciecia przez trombine
60 70 90 100
DWPFCSDEDW NYKCPSGCRM GLIDEVNQD FTNRINKLKN SLFEYQKNNK
110 120 130 140 150
DSHSLTTNIM EILRGDFSSA NNRDNTYNRV SEDLRSRIEV LKRKVIEKVQ
160 170 180 190 200
HIQLLQKNVR AQLVDMKRFLE VDIDIKIRSC RGSCSRALAR EVDLKDYEDQ
210 220 230 240 250
QKQLEQVIAK DLLPSRDRQH LPLIKMKPVP DLVPGNFKSQ LQKVPPEWKA
260 270 280 290 300
LTDMPQMRME LERPGGNEIT RGGSTSYGTG SETESPRNPS SAGSWNSGSS
310 320 330 340 350
GPGSTGNRNP GSSGTGGTAT WKPGSSGPGS TGSWNSGSSG TGSTGNQNPG
360 370 380 390 400
SPRPGS 1GTW NPGSSERGSA GHWTSESSVS GSTGQWHSES GSFRPDSPGS
410 420 430 440 450
GNARPNNPDW GTFEEVSGNV SPGTRREYHT EKLVTSKGDK ELRTGKEKVT
460 470 480 490 500
SGSTTTTRRS CSKTVTKTVI GPDGHKEVTK EVVTSEDGSD PEAMDLGTL
510 520 530 540 550
SGIGTLDGFR HRHPDEAAFF DTASTGKTFP GFFSPMLGEF VSETESRGSE
560 570 580 590 600
SGIFTNTKES SSHHPGIAEF PSRGKSSSYS KQFTSSTSYN RGDSTFESKS
610 620 630 640 650
YKMADEAG-E ADHEG 'H> TK RGHAKSRPVR DCDDVLQTHP SGTQSGIFNI
660 670 680 690 700
KLPGSSKIFS VYCDQETSLG GWLLIQQRMD GSLNFNRTWQ DYKRGFGSLN
710 720 730 740 750
DEGEGEFWLG NDYLHLLTQR GSVLRVELED WAGNEAYAEY HFRVGSEAEG
760 770 780 790 800
YALQVSSYEG TAGDALIEGS VEEGAEYTSH NNMQFSTFDR DADQWEENCA
810 820 830 840 850
EVYGGGWWYN NCQAANLNGI YYPGGSYDPR NNSPYEIENG VVWVSFRGAD
860 866 C-koniec
YSLRAVRMKI RPLVTQ
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Tabela 36. Sekwencje peptydowe tancucha a-fibrynogenu wraz z rodzajem i miejscem PTMs

spelniajgce kryteria warto$ci Mascot Score i FDR

Wzglqdna,llosc R FC Sekwencja + PTM (modyfikowane aminokwasy) _Pozycla
peptydow aminokwasowa
PLT K O K
brak 7,88 - - | GSESGIFTNTK+Deamidated (N) Asn®*
Asn288 Asnzge
brak 7,43 - - | NPSSAGSWNSGSSGPGSTGNR+Deamidated (N) As,n3°7 '
Thr5%2, Ser54
brak 7,46 - - | HPDEAAFFDTASTGK+Hex(1)HexNAc(1)NeuAc(l) (ST) Th,r525 '
brak 7,29 - - | MELERPGGNEITR+Deamidated (N) Asn?’

; Asn’®, GIn’®,
brak 7,37 - - | GLIDEVNQDFTNR+Deamidated (NQ) Aan®
brak 7,9 - - | QLEQVIAK+Deamidated (Q) GIn?%3, GIn*®
7,25 brak - - | QFTSSTSYNRGDSTFESK+Deamidated (NQ) GIn®?, Asn®®°
7,44 brak - - | MKGLIDEVNQDFTN (KR) Lys™, Arg®
7,27 brak - - | ADSGEGDFLAEGGGVRGPR (S) Ser?

Thr464 Thr456
6,64 7,45 0,15 | 6,67 | TVTKTVIGPDGHK ) Tﬁrm :
609 616
6.6 7.1 0,32 | 33 | MADEAGSEADHEGTHSTK (ST) SSirrGlB’ TTE';MQ’
7,48 7,91 0,37 | 2,7 | MKPVPDLVPGNFK+Deamidated (N) Asn?36
7,28 7,7 0,38 | 2,63 | GDFSSANNR+Deamidated (N) Asn'?, Asn'??
Ser3567 Thr357,
7,74 7,98 0,58 | 1,72 | PGSTGTWNPGSSER (ST) Thr3%°, Ser3%4,
Ser365
7,72 7,93 0,62 | 1,63 | NSLFEYQK+Deamidated (NQ) Asn®, GIn%
_ Asn®, Asn%,
7,16 7,27 0,77 | 1,29 | NNKDSHSLTTNIMEILR+Deamidated (N) 108
Asn
PLT PMS | O PMS
464 466
8,6 brak - - | TVTKTVIGPDGHK M ThrTHrﬂ;r :
7,38 brak - - | MKGLIDEVNQDFTN (KR) Lys™, Arg®
Thr522 ser524
7,13 brak - - | HRHPDEAAFFDTASTGK (ST ThEs
brak 7,68 - - | OLEQVIAK+Deamidated (Q) GIn?%, GIn?%®
_ Asn®, Asn%®
brak 6,85 - - | NNKDSHSLTTNIMEILR+Deamidated (N) " o8
Asn
brak 6,84 - - | GDFSSANNR-+Deamidated (N) Asn'?, Asn'??
7,31 7,63 0,48 | 2,08 | GSESGIFTNTK-+Deamidated (N) Asn®>
7,57 7,7 0,75 | 1,33 | MKPVPDLVPGNFK+Deamidated (N) Asn>6
7,82 7,87 0,88 | 1,14 | NSLFEYQK+Deamidated (NQ) Asn®, GIn%
7,22 7,24 0,94 | 1,06 | GDFSSANNR+Deamidated (N) Asn'?!, Asn'??
Ser356, Thr357,
8,23 7,81 2,63 | 2,63 | PGSTGTWNPGSSER (ST) Thr3%9, Serd4,
Ser365
PLT K PLT PMS
brak 7,29 - - GSESGIFTNTK+Deamidated (N) Asn556
brak 7,81 - - | MELERPGGNEITR+Deamidated (N) Asn?”’
7,58 brak - - | EVWWTSEDGSDCPEAMDLGTLSGIGTLDGFR+Nitrosy! (C) Cys*!
Thr522 Ser524
brak 7,02 - - | HRHPDEAAFFDTASTGK (ST TS
98 99
6,93 brak - | - | NNKDSHSLTTNIMEILR+Deamidated (N) Asrks'nﬁfsn !
288 296
brak 7,12 - - | NPSSAGSWNSGSSGPGSTGNR+Deamidated (N) Asn As'néf;“ ’
Sert%®, Thro28,
6,12 brak - - | MADEAGSEADHEG THSTK (ST) Serd1®, Throts
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Ser3%6 Thr3s7

7,95 8,36 0,39 | 2,56 | PGSTGTWNPGSSER (ST) Thr3%, Ser3®4,
Ser365
7,1 7,38 0,53 | 1,89 | ADSGEGDFLAEGGGVRGPR (S) Ser?
8,26 8,48 0,6 | 1,67 | MELERPGGNEITR+Deamidated (N) Asn?"?
7,59 7,76 0,68 | 1,47 | MKPVPDLVPGNFK+Deamidated (N) Asn?%6

7,4 7,46 0,87 | 1,15 | MKGLIDEVNQDFTN (KR) Lys™, Arg®

7,92 7,94 0,95 | 1,05 | NSLFEYQK+Deamidated (NQ) Asn®, GIn%

7,12 7,14 0,97 | 1,03 | GDFSSANNR+Deamidated (N) Asn'? Asn'??

7,57 7,25 2,07 | 2,07 | QFTSSTSYNRGDSTFESK+Deamidated (NQ) GIn%82, Asn>%

MK_K MK_PMS

brak 6,12 - - | GDFSSANNR+Deamidated (N) Asn'? Asn'??
brak 7,31 - - | MELERPGGNEITR+Deamidated (N) Asn?"?

brak 8,53 - - | QFTSSTSYNRGDSTFESK+Deamidated (NQ) GIn%82, Asn5®

Thr464 Thr466

5,86 5,96 0,79 | 1,27 | TVTKTVIGPDGHK ) Thptes

PLT K MK K

7,58 brak - - | MKGLIDEVNQDFTN (KR) Lys™, Arg®

7,38 brak - - | GDFSSANNR+Deamidated (N) Asn'?, Asn'??
8,46 brak - - | ADSGEGDFLAEGGGVRGPR (S) Ser?

_ Asn®, Asn%,
7,24 brak - - | NNKDSHSLTTNIMEILR+Deamidated (N) 108

Asn

Ser356 Thr357

7,91 brak - - | PGSTGTWNPGSSER (ST) Thr3%, Ser36,
Ser365

7,89 brak - - | NSLFEYQK-+Deamidated (NQ) Asn®, GIn%
7,74 brak - - | MKPVPDLVPGNFK-+Deamidated (N) Asnz¢

Ser6097 Thr6167

6,64 brak - - | MADEAGSEADHEGTHSTK (ST) Sersis. Thyets
8,11 brak - - | MELERPGGNEITR+Deamidated (N) Asn?”’

7,73 brak - - | QFTSSTSYNRGDSTFESK+Deamidated (NQ) GIn%82, Asn5%

Thr464 Thr466

6,67 6,96 0,51 | 1,96 | TVTKTVIGPDGHK (M Thrtes

PLT PMS | MK PMS

464 466

brak 6,73 - - | TVTKTVIGPDGHK ) ThrTHrﬂ;r '
7,38 brak - - | GSESGIFTNTK-+Deamidated (N) Asn5¢

7,52 brak - - | MKGLIDEVNQDFTN (KR) Lys™, Arg®

Thr522 ser524

7,12 brak - - | HRHPDEAAFFDTASTGK (SN ThEs
8,57 brak - - | ADSGEGDFLAEGGGVRGPR (S) Ser?

Ser356, Thr357,

8,18 brak - - | PGSTGTWNPGSSER (ST) Thr3%, Ser34,
Ser3%

288 296

7,23 brak - | - | NPSSAGSWNSGSSGPGSTGNR+Deamidated (N) Asn As’nﬁﬁn ’
7,77 brak - - | MKPVPDLVPGNFK-+Deamidated (N) Asnz¢

7,24 brak - - | QFTSSTSYNRGDSTFESK+Deamidated (NQ) GIn%82, Asn5®

7,25 6,9 2,24 | 2,24 | GDFSSANNR+Deamidated (N) Asn'?, Asn!??
8,31 7,81 3,13 | 3,13 | MELERPGGNEITR+Deamidated (N) Asn?"?

114



Lancuch B-fibrynogenu:

Tabela 37. Parametry analizy biostatystycznej wynikéw uzyskanych metodg LC-MS-MS/MS dla
tancucha B-fibrynogenu pomiedzy analizowanymi wariantami eksperymentalnymi

Vs PLT K ‘ PLT_PMS ‘ MK_K ‘ MK_PMS ‘ o K ‘ O_MS
g-value: 0,95 g-value: 0,56 g-value: 0,82
PLT K Ratio:0,93 Ratio: 2,17 Ratio: 0,92
- FC: 1,08 FC: 2,17 FC: 1,08
AP: 195 AP: 164 AP: 236
g-value: 0,95 g-value: 0,95 g-value: 0,81
Ratio:0,93 Ratio: 1,17 Ratio: 1,13
PLTPMS | "Fc:108 FC: 1,17 FC: 1,13
AP: 195 AP: 174 AP:210
g-value: 0,56 g-value: 0,98
Ratio: 2,17 Ratio: 0,92
MK_K FC: 2,17 FC: 1,00
AP: 164 AP:60
g-value: 0,95 g-value: 0,98
Ratio: 1,17 Ratio: 0,92
MK_PMS FC: 1,17 FC: 1,00
AP: 174 AP:60
g-value: 0,82
Ratio: 0,92
oK FC: 1,08
AP: 236
g-value: 0,81
Ratio: 1,13
O_Ms FC: 1,13
AP:210

-warianty, ktore nie byly poddane analizie

Tabela 38. Sekwencja aminokwasowa tancucha B-fibrynogenu (M.
zidentyfikowanych PTMs

N-koniec 10
MKRMVSWSFH

60
KKREEAPSLR
110
DLGVLCPTGC
160
LKDLWQKRQK
210
ILENLRSKIQ
260
TSEMYLIQPD
310
QGFGNVATNT
360
KVKAHYGGFT
410
NGMFFSTYDR
460
QYTWDMAKHG

20
KLKTMKHLLL

70
PAPPPISGGG
120
QLQEALLQQE
170
QVKDNENVVN
220
KLESDVSAQM
270
SSVKPYRVYC
320
DGKNYCGLPG
370
VONEANKYQI
420
DNDGWLTSDP
470
TDDGVVWMNW

30
LLLCVFLVKS

80
YRARPAKAAA
130
RPIRNSVDEL
180
EYSSELEKHQ
230
EYCRTPCTVS
280
DMNTENGGWT
330
EYWLGNDKIS
380
SVNKYRGTAG
430
RKQCSKEDGG
480
KGSWYSMRKM
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cz. 56,44 kDa, 491 aa) i miejsca

40 50
QGVNDNEEGF FSARGHRPLD
Tmiejsce ci¢cia przez trombing
90 100
TQKKVERKAP DAGGCLHADP
140 150
NNNVEAVSQT SSSSFQYMYL
190 200
LYIDETVNSN IPTNLRVLRS
240 250
CNIPVVSGKE CEEIIRKGGE
290 300
VIQNRQDGSV DFGRKWDPYK
340 350
QLTRMGPTEL LIEMEDWKGD
390 400
NALMDGASQL MGENRTMTIH
440 450
GWWYNRCHAA NPNGRYYWGG
490 491 C-koniec
SMKIRPFFPQ Q



Tabela 39. Sekwencje peptydowe tancucha B-fibrynogenu wraz z rodzajem i miejscem PTMs
spehniajgce kryteria wartoSci Mascot Score i FDR

Wzgl@dnarllosc R FC Sekwencja + PTM (modyfikowane aminokwasy) _PozyCJa
peptydow aminokwasowa
PLT K O K
165 167
brak 75 - - | DNENVVNEYSSELEK+Deamidated (N) Asn'®, ASN,
Asn
Asn13l’ Asnlaz’
brak 75 - - NSVDELNNNVEAVSQTSSSSFQYMY LLK+Deamidated (NQ) Asnl3s, GInl®,
G|nl46
brak 7,67 - - NYCGLPGEYWLGNDK +Deamidated (N) Asn®* Asn3%
362 363
brak 7.3 - - | AHYGGFTVONEANK:Deamidated (NQ)(+2) Gln As’nﬁfsn ’
8,05 brak - - TMTIHNGMFFSTYDRDNDGWLTSDPR+Deamidated (N) Asn*l Asn*?
7,49 brak - - KQCSKEDGGGWWYNR+Acetyl (C) Cys*
) Asn?’®, Asn?7®,
7,11 7,55 0,37 | 2,70 | VYCDMNTENGGWTVIQNR+Deamidated (NQ) GIn. Asn?®
7,76 7,11 445 | 4,45 | CHAANPNGR+Deamidated (N) Asn* Asn4®
PLT PMS | O PMS
i AsanS Asn167
7,19 brak - - DNENVVNEYSSELEK+Deamidated (N) e
Asn
brak 7,18 - - KGGETSEMYLIQPDSSVKPYR+Methyl (Q) GIn®®
7,33 brak - - NYCGLPGEYWLGNDK +Deamidated (N) Asn*, Asn3%
) Asn?3, Asn?’s,
7,55 7,68 0,74 1,35 | VYCDMNTENGGWTVIQNR+Deamidated (NQ) GIn283. Agn284
7,43 7.4 1,08 | 1,08 | KQCSKEDGGGWWYNR+Acetyl (C) Cys**
8,26 7,93 2,12 | 2,12 | TMTIHNGMFFSTYDRDNDGWLTSDPR+Deamidated (N) Asn*l Asn*t?
7,69 6,8 7,73 | 7,73 | CHAANPNGR-+Deamidated (N) Asn*t Asn*3
PLT K | PLT PMS
. Asn165 Asn167
brak 7,09 - - DNENVVNEYSSELEK+Deamidated (N) A0
SN
brak 7,33 - - NYCGLPGEYWLGNDK +Deamidated (N) Asn® Asn3%
75 8,39 0,13 | 7,69 | TMTIHNGMFFSTYDRDNDGWLTSDPR+Deamidated (N) Asn*%t Asn*?
273 276
6,83 7,67 0,15 | 6,67 | VYCDMNTENGGWTVIQNR+Deamidated (NQ) AGS|2283’ '222284’
7,51 7,54 0,94 | 1,06 | KQCSKEDGGGWWYNR+Acetyl (C) Cys*
7,99 7,8 154 | 1,54 | CHAANPNGR+Deamidated (N) Asn*t Asn3
MK_K MK_PMS
7,03 brak - - QDGSVDFGR+Deamidated (Q) GlIn%®
brak 5,87 - - HQLYIDETVNSNIPTNLR+HexNAc(2)NeuGe(1) (ST) Thri®, Sertss, Thri®
) Asn® Asnl6?
brak 7,45 - - DNENVVNEYSSELEK+Deamidated (N) Al
PLT K MK_K
7,67 brak - - TMTIHNGMFFSTYDRDNDGWLTSDPR+Deamidated (N) Asn* Asn*?
: Asn?®, Asn?7®,
7,94 brak - - VYCDMNTENGGWTVIQNR+Deamidated (NQ) GIn. Aen?®
7,68 brak - - KQCSKEDGGGWWYNR+Acetyl (C) Cys**
brak 7,62 - - QDGSVDFGR-+Deamidated (Q) GlIn%®
7,92 brak - - CHAANPNGR-+Deamidated (N) Asn*, Asn*#®
PLT PMS | MK PMS
8,21 brak - - TMTIHNGMFFSTYDRDNDGWLTSDPR+Deamidated (N) Asn*l, Asn*t?
: Asn?®, Asn?7®,
7,99 brak - - VYCDMNTENGGWTVIQNR+Deamidated (NQ) GIn. Aen?®
165 167
7,19 brak - - | DNENVVNEYSSELEK+Deamidated (N) A=, ASN,
Asn
7,6 brak - - KQCSKEDGGGWWYNR+Acetyl (C) Cys*
brak 6,61 - - HQLYIDETVNSNIPTNLR+HexNAc(2)NeuGe(1) (ST) Thri®, Serl®, Thrie?
7,41 brak - - NYCGLPGEYWLGNDK +Deamidated (N) Asn®* Asn3?6
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Lancuch y-fibrynogenu:

Tabela 40. Parametry analizy biostatystycznej wynikéw uzyskanych metodg LC-MS-MS/MS dla
tancucha y-fibrynogenu pomigdzy analizowanymi wariantami eksperymentalnymi

Vs PLT K ‘ PLT_PMS ‘ MK_K MK_PMS ‘ o K ‘ O_MS
g-value: 0,95 g-value: 0,91 g-value: 0,91
PLT K Ratio:0,92 Ratio: 1,40 Ratio: 1,02
- FC: 1,08 FC: 1,40 FC: 1,02
AP:163 AP: 134 AP: 184
g-value: 0,95 g-value: 0,96 g-value: 0,81
Ratio:0,92 Ratio: 1,17 Ratio: 1,13
PLT_PMS | "Fc:108 FC: 1,17 FC: 1,13
AP:163 AP:144 AP:175
g-value: 0,91 g-value: 0,99
Ratio: 1,40 Ratio: 0,94
MK_K FC: 1,40 FC: 1,07
AP: 134 AP:57
g-value: 0,96 g-value: 0,99
Ratio: 1,17 Ratio: 0,94
MK_PMS FC: 1,17 FC: 1,07
AP:144 AP:57
g-value: 0,91
Ratio: 1,02
REN FC: 1,02
AP: 184
g-value: 0,81
Ratio: 1,13
O_MS FC: 113
AP:175

-warianty, ktore nie byly poddane analizie

Tabela 41. Sekwencja aminokwasowa tancucha y-fibrynogenu (M. cz. 51,98 kDa, 453 aa) i miejsca
zidentyfikowanych PTMs

N-koniec 10 20 30 40 50
MSWSLHPRNL ILYFYALLFL SSTCVAYVAT RDNCCILDER FGSYCPTTCG
60 70 80 90 100
IADFLSTYQT KVDKDLQSLE DILHQVENKT SEVKQLIKAI QLTYNPDESS
110 120 130 140 150
KPNMIDAATL KSRKMLEEIM KYEASILTHD SSIRYLQEIY NSNNQKIVNL
160 170 180 190 200
KEKVAQLEAQ CQEPCKDTVQ IHDITGKDCQ DIANKGAKQS GLYFIKPLKA
210 220 230 240 250
NQQFLVYCEI DGSGNGWTVF QKRLDGSVDF KKNWIQYKEG FGHLSPTGTT
260 270 280 290 300
EFWLGNEKIH LISTQSAIPY ALRVELEDWN GRTSTADYAM FKVGPEADKY
310 320 330 340 350
RLTYAYFAGG DAGDAFDGFD FGDDPSDKFF TSHNGMQFST WDNDNDKFEG
360 370 380 390 400
NCAEQDGSGW WMNKCHAGHL NGVYYQGGTY SKASTPNGYD NGIIWATWKT
410 420 430 440 450
RWYSMKKTTM KIIPENRLTI GEGQQHHLGG AKQVRPEHPA ETEYDSLYPE
451 C-koniec
DDL
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Tabela 42. Sekwencje peptydowe tancucha y-fibrynogenu wraz z rodzajem i miejscem PTMs
spehniajgce kryteria wartoSci Mascot Score i FDR

1 ilo§é . . . Pozycj
Wzg ana,l 08¢ R FC Sekwencja + PTM (modyfikowane aminokwasy) . ozycja
peptydow aminokwasowa
PLT K O K
brak 7,98 - - | CHAGHLNGVYYQGGTYSK-+Deamidated (NQ) Asn’"t, GIn®®
brak 7,62 - - | AIQLTYNPDESSKPNMIDAATLK+Deamidated (NQ) GIn®, Asn®
7,73 7,93 0,64 | 1,56 | VELEDWNGR+Deamidated (N) Asn?®0
7,35 7,54 0,64 | 1,56 | NWIQYK-+Deamidated (NQ) Asn?®3, GInZ3%
7,89 8,01 0,75 | 1,33 | ASTPNGYDNGIWATWK+Deamidated (N) Asn3® Asn3!
; GIn®¥7, Asn'#,
7,61 7,31 2,02 | 2,02 | YLQEIYNSNNQK-+Deamidated (NQ) Asni® Asnlé GInis
PLT PMS | O _PMS
brak 7,61 - - | DNCCILDER+Deamidated (N) Asn®
7.3 brak - - | IHLISTQSAIPYALR+Deamidated (Q) GIn?»
brak 7,49 - - | CHAGHLNGVYYQGGTYSK-+Deamidated (NQ) Asn®1, GIn®7®
8 brak - - | ASTPNGYDNGIWATWK-+Deamidated (N) Asn3¥ Asn®!
7,78 8 0,6 | 1,67 | VELEDWNGR+Deamidated (N) Asn?0
7,35 7,38 0,92 | 1,09 | NWIQYK-+Deamidated (NQ) Asn?3, GIn%3%
) GIn®¥7, Asn'#,
7,88 7,72 1,43 | 1,43 | YLQEIYNSNNQK+Deamidated (NQ) Asni®3, Asnl# Glniés
PLT K | PLT_PMS
brak 7,26 - - | IHLISTQSAIPYALR+Deamidated (Q) GIn?»
: GIn¥ Asnl4,
7,7 7,99 0,5 | 2,00 | YLQEIYNSNNQK+Deamidated (NQ) Asni® Asnl GInis
7,25 7,36 0,76 | 1,32 | NWIQYK-+Deamidated (NQ) Asn?®3, GIn23%
7,93 7,9 1,07 | 1,07 | VELEDWNGR+Deamidated (N) Asn?0
8,19 8,12 1,18 | 1,18 | ASTPNGYDNGHWATWK+Deamidated (N) Asn®®7, Asn®!
MK_K | MK_PMS
brak 7,21 - - | VELEDWNGR+Deamidated (N) Asn?0
7,38 7,51 0,74 | 1,35 | CHAGHLNGVYYQGGTYSK+Deamidated (NQ) Asn®1, GIn®7®
PLT K MK_K
7,89 brak - - | VELEDWNGR+Deamidated (N) Asn?0
brak 7,94 - - | CHAGHLNGVYYQGGTYSK+Deamidated (NQ) Asn®"t, GIn®®
7,47 brak - - | NWIQYK+Deamidated (NQ) Asn?33, GIn%3%
8,07 brak - - | ASTPNGYDNGIWATWK+Deamidated (N) Asn3® Agn®!
: GIn'¥ Asnl4,
7,79 brak - - | YLOEIYNSNNQK-+Deamidated (NQ) Asni®® Asnlé GInis
PLT _PMS | MK_PMS
7,36 brak - - | IHLISTQSAIPYALR+Deamidated (Q) GIn?%
brak 8,05 - - | CHAGHLNGVYYQGGTYSK+Deamidated (NQ) Asn®™t, GIn®¢
7,44 brak - - | NWIQYK+Deamidated (NQ) Asn?2, GIn%3%
8 brak - - | ASTPNGYDNGIWATWK+Deamidated (N) Asn®7 Asn3?
. GIn'¥ Asnl4
7,88 brak - - | YLOEIYNSNNQK-+Deamidated (NQ) Asni®® Asnl GInis
7,81 7,75 1,17 | 1,17 | VELEDWNGR+Deamidated (N) AsnZ0

118



Analiza proteomiczna tancuchéw o-, - oraz y-fibrynogenu wykazata istotne statystycznie
zmiany w poziomie ekspresji poszczegolnego peptydu, jedynie w przypadku tancucha
a-fibrynogenu, zgodnie z Tab. 34. Jednakze, analizujac roznice w obrebie konkretnych sekwencji
aminokwasowych dostrzega si¢ istotne zmiany w profilu PTMs we wszystkich analizowanych
fancuchach fibrynogenu, ktore roznicujg analizowane grupy badawcze (PMS vs kontrola) jedynie na
poziomie modyfikacji (Tab. 36, 38 oraz 42).

Analiza statystyczna pomiedzy grupa kontrolng a PMS dla tancucha a-fibrynogenu
plytkowego wykazata warto$§¢ g-value = 0,0005, co wskazuje, ze tancuch o-fibrynogenu jest
polipeptydem silnie roznicujacym ptytki krwi w PMS od ptytek prawidlowych. Jak stwierdzono,
tancuch a-fibrynogenu znajdujacy si¢ w ptytkach PMS wykazuje ponad 2-krotny wzrost poziomu
fosforylacji na resztach Ser?? (sekwencja: ADSGEGDFLAEGGGVRGPR) oraz 2,5-krotny wzrost
na resztach Ser’™, Ser® Ser®® Thr®™ oraz Thr*® (sekwencja: PGSTGTWNPGSSER),
w poréwnaniu do kontroli. Ponadto, w grupie PMS tancuch plytkowego o-fibrynogenu
charakteryzuje si¢ zwickszonym o 15% poziomem glikacji na resztach Lys™ i Arg®, jak rowniez
posiada dodatkowe migjsce O-glikozylacji na resztach Ser®?, Thr°?2, Thr*®, ktérych nie wykryto
w plytkach kontrolnych (Tab. 36).

W przypadku tancuchéw B- i y-fibrynogenu analiza statystyczna danych dotyczacych roznic
pomiedzy grupa badang i grupa kontrolna nie wykazala istotnych zmian w poziomie ekspresji
peptydow (Tab. 37 i Tab. 40) oraz réznic w profilu PTMs pomiedzy badanymi wariantami
eksperymentalnymi (Tab. 39 i Tab. 42).
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4.2.4. Analiza zmian sekwencji genow kodujacych lancuchy (a-, B- oraz y-) fibrynogenu

W celu analizy skriningowej réznic w sekwencji gendéw kodujacych lancuchy
a-, B- oraz y-fibrynogenu pomig¢dzy grupa pacjentow z PMS a grupa kontrolna zastosowano
metode wysokoprzepustowego sekwencjonowania (NGS). Analiza zostala wykonana na
sekwenatorze MiSeq przy uzyciu zestawu AmpliSeq firmy IHlumina w Laboratorium Genomiki
I Bioinformatyki Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu.

W  pierwszej kolejnosci, nieprzetworzone dane sekwencjonowania wygenerowane
w pliku tekstowym w formacie FastQ poddano analizie kontroli jakosci za pomoca narzedzia
bioinformatycznego FastQC. Kazdemu rozpoznanemu nukleotydowi przypisywany jest jakosciowy
wynik odczytu tzw. Q-score (ang. Quality score) obliczony na podstawie algorytmu Phred. Wartos¢
wyniku jakosciowego okresla prawdopodobienstwo rozpoznania btednego nukleotydu (im wyzsza
warto$¢ Q-score, tym wyzsza jako$¢ 1 wieksza doktadno$¢ rozpoznania nukleotydu). Analiza rozktadu
wynikéw jakosciowych Q-score wzgledem poszczegodlnych pozycji w odczytach NGS wykazata, ze
badane preparaty maja bardzo wysoki poziom jakosci umozliwiajacy w sposob satysfakcjonujacy
wykonanie dalszej analizy. Uzyskana $rednia warto$¢ Q-score powyzej 32 pkt odpowiada za mniej niz
0,1% szans blednie rozpoznanego nukleotydu. Ponadto, program FastQC za pomoca tabel i wykresow
umozliwia w sposob graficzny przedstawienie jakosci uzyskanych odczytow. Przykltadowy wykres
analizy jakosci probki kontrolnej (nr 17K) metodg FastQC przedstawia Ryc. 25.

:ﬁﬁééﬁ f f % ’| Bardzo dobra jakos¢

28 —

2 ’L Akceptowalna jakosé

Punkty jakosci [Q]

10 — Niska jakos¢

123456789 1519 3034 4549 6064 7579 9084 105100 120124 135139 150151

Pozycja w odczycie [pz]

Rycina 25. Przyktadowy rozktad wynikéw jakosciowych Q-score rozpoznania nukleotydow dla
poszczegdlnych pozycji w odczytach w probce 17K. Wyniki przedstawione sg w postaci wykresow
pudetkowych, gdzie kwartyl dolny i gérny oznaczajg odpowiednio wartosci 10 i 90 centyla. Niebieska
linia wyznacza $rednig warto$¢ wyniku jakosciowego. Kolorem tta wykreséw podzielono wyniki na
bardzo dobrej jakosci (kolor zielony), relatywnie dobrej jakosci (kolor zotty) oraz niskiej jakosci
(kolor r6zowy).
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W kolejnym etapie, za pomocg narzedzia Bowtie2, powszechnie stosowanego programu do
dopasowania sekwencji, zmapowano odczyty sekwencji uzyskanych metoda NGS i poréwnano je
z sekwencja referencyjng wedhug najnowszej bazy danych ludzkiego genomu HG38 (ang. Human
Genome build 38). Uzyskane wyniki wskazuja, iz $rednio 95% odczytow zostato zmapowanych do
sekwencji referencyjnej. Nastepnie, przy uzyciu narzedzia bioinformatycznego Bftools wykryto
mutacje punktowe w genach FGA, FGB i FGG. Na koniec, przeprowadzono kompleksowa analizg
annotacji zidentyfikowanych mutacji za posrednictwem programu SnpEff. Do najwazniejszych
elementéw annotacji zalicza si¢: rodzaj mutacji, czgsto$¢ wariantu, obecno$¢ mutacji w bazach
danych oraz okreslenie zmian na poziomie struktury aminokwasowej biatka (wg bazy UniProt).
Dodatkowo, przy wykorzystaniu recznej analizy danych wykonano przeglad istotnych prac
naukowych oraz informacji na temat powigzanych badan klinicznych dotyczacych spodziewanych
efektow mutacji w badanych genach.

Analiza skriningowa metoda NGS wykazata obecno$¢ 10 mutacji o charakterze substytucji w
sekwencji genomowego DNA dla genéw FGA, FGB oraz FGG kodujacych odpowiednio tancuchy
a-, B- oraz y-fibrynogenu, pomiedzy PMS a grupg kontrolng. W analizowanych sekwencjach genow
wykryto 9 nowych, nieopisanych wezesniej mutacji, a takze jeden znany wariant polimorficzny genu
FGA (rs6050) wg bazy danych (https://www.ncbhi.nlm.nih.gov/snp/). W Tab. 43 zestawiono
wszystkie zidentyfikowane w pracy mutacje w genach FGA, FGB i FGG.

Tabela 43. Charakterystyka wykrytych mutacji w genach FGA, FGB i FGG

Gen (identyfikator z bazy Ensemble)/ Mutacja Lokalizacja w genie
liczba pz / pozycja w chromosomie
¢.1040A>G Egzon 5
€.991A>G (rs6050) Egzon5
FGA €.2175G>C Egzon 6
(ENSTg%%%OS?WS'D C.*394A>G 3'UTR
4qg31.3 €.365-80C>T Intron 3
€.365-414A>T Intron 3
C.*468A>T 3’UTR
FGB

(ENST%%%%OSSZO%Q) C.832+57T>A Intron 5

4931.3
FGG C.*546G>A 3’UTR
(ENST00000336098.8) C.-213A>T 5'UTR

2072 pz

4932.1

Legenda: (c.) — mutacja obecna w sekwencji kodujacej; (>) — substytucja (podstawienie nukleotydu); (*) — potozenie mutacji
za kodonem STOP; (-) —potozenie mutacji przed kodonem START. Zapis mutacji w intronie uzalezniony jest od jego pozycji
w sekwencji niekodujacej. Gdy mutacja obecna jest na poczatku intronu: numer ostatniego nt w egzonie, znak ,,+” i pozycja
w intronie (np. €.832+57), natomiast gdy mutacja obecna jest na koncu sekwencji intronu: numer pierwszego nt kolejnego
egzonu, znak ,,-” i pozycja W intronie (np. ¢.365-414) [266].
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Na podstawie uzyskanych wynikdw obliczono czestos¢ wystepowania genotypdéw oraz alleli
dla grupy kontrolnej i badanej. W celu sprawdzenia czy otrzymane roznice w czgstosciach
wystepowania genotypow 1 alleli majg istotny statystycznie zwigzek z ryzykiem wystapienia MS,
obliczono warto$¢ ilorazu szans (OR) 1 95% przedzial ufnosci (95% CI). Wartos¢ OR pozwala
oszacowac¢ z jaka krotno$cig dany allel lub genotyp danego wariantu jest zwigzany z dang grupa.
W zwigzku z tym, gdy wartosci OR oraz 95% IC:

-s3 mniejsze od 1, to wskazuje, ze dany allel lub genotyp moze mie¢ potencjalny charakter ochronny
przed wystapieniem fenotypu choroby,

-wykazujg zréznicowang warto$¢ (OR~), to swiadczy o braku zwigzku miedzy rozpatrywanym allelem
lub genotypem a ryzykiem choroby,

-s3 wigksze od 1, to wskazuje, ze nosiciele danego allelu badz genotypu sa w grupie ryzyka
zachorowania.

W przypadku genu FGA wykryto 7 mutacji punktowych, w tym 3 mutacje typu zmiany sensu
(ang. Missense) obecnych w sekwencjach kodujacych oraz 4 mutacje w regionach niekodujacych
(2 w intronch i 2 w sekwencjach regulatorowych).

Mutacja c.1040A>G w genie FGA znajduje si¢ w kodonie 10140. Jest to wariant polegajacy
na substytucji adeniny (A) guaning (G) (A>G), ktdory powoduje zmian¢ typu sensownego
w kodonie 1040. Na poziomie biatka prowadzi do zamiany glutaminy (GIn — CAA) na argining
(Arg — CGA) w pozycji 347 sekwencji aminokwasowej. Na podstawie pozyskanych wynikoéw
porownania pacjentow z PMS z grupa kontrolng stwierdza sig, Zze nosiciele heterozygoty A/G
charakteryzuja sig 4-krotnie wigkszym ryzykiem wystapienia MS
(OR = 4,024; 95% CI [1,059 — 15,278]; p = 0,041), natomiast homozygota A/A obniza ryzyko
pojawienia si¢ fenotypu choroby (OR = 0,249; 95% CI [0,066 — 0,944]; p = 0,041).
W zZadnej z rozpatrywanych grup nie zaobserwowano wystepowania allelu G w ukladzie
homozygotycznym (GG) (Tab. 44).

Polimorfizm ¢.991A>G (rs6050) genu FGA polega na substytucji adeniny guaning (A>G),
ktéra powoduje zmiane typu sensownego w kodonie 991. Na poziomie biatka prowadzi do zamiany
treoniny (Thr — ACU) na alaning (Ala — GCU) w pozycji 331 sekwencji aminokwasowe;j.
Na podstawie pozyskanych wynikow pordwnania pacjentow z PMS z grupa kontrolng stwierdza
si¢, ze nosiciele heterozygoty A/G charakteryzujg si¢ rowniez 4-krotnie wigkszym ryzykiem
wystagpienia MS (OR = 4,200; 95% CI [1,081 — 16,325]; p = 0,038), natomiast homozygota A/A
obniza ryzyko pojawienia si¢ fenotypu choroby (OR = 0,238; 95% CI [0,061 — 0,925]; p = 0,038).
W Zadnej z rozpatrywanych grup nie zaobserwowano wystepowania allelu G w uktadzie

homozygotycznym (GG) (Tab. 44).
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Ponadto, wykryto 5 mutacji punktowych polegajacych na substytucji nukleotydéw, ktore
wystepuja  tylko w  grupie pacjentow <z PMS. Naleza do nich mutacje
0 charakterze zmiany sensu ¢.2175G>C (zamiana argininy (Arg — AGG) w pozycji 725 seryng
(Ser — AGC)) oraz mutacje w regionie intronow €.365-80C>T, ¢.365-414A>T oraz w regionie
3’UTR ¢.*394A>G oraz c.*468A>T. W przypadku tych mutacji, na podstawie uzyskanych
wynikdw nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w czgstosciach wystepowania alleli
1 genotypow w porownywanych wariantach eksperymentalnych (Tab. 44).

W genie FGB w obu grupach wykryto jedng mutacj¢ punktowa w rejonie intronu 5
w odlegtosci 57 par zasad od kodonu 832 (¢.832+57T>A). Mutacja ¢.832+57T>A w genie FGB
polega na substytucji tyminy (T) adening (A) (T>A). Dokonujac analizy tego wariantu stwierdzono
istotng  statystycznie roznice w czestosci wystepowania alleli 1 genotypow w PMS
w poréwnaniu z grupg kontrolng we wszystkich rozpatrywanych wariantach porownawczych.
Wykazano, ze heterozygota T/A zwigksza ponad 8-krotnie prawdopodobienstwo wystapienia MS
(OR = 8,75; 95% CI [2,032 — 37,672]; p = 0,004), jak rowniez allel T podnosi to ryzyko okoto
4-krotnie (OR = 3,7; 95% CI [1,249 — 10,933]; p = 0,018). W zadnej z rozpatrywanych grup nie
zaobserwowano wystepowania allelu A w uktadzie homozygotycznym (AA) (Tab. 45).

W przypadku genu FGG zlokalizowano dwa warianty mutacji w regionach regulatorowych:
¢.*546G>A w rejonie 3°’UTR oraz ¢.-213A>T w rejonie 5’UTR. Mutacja ¢.*546G>A w genie FGG
wystepujgca w obu grupach badanych zwigzana jest z podstawieniem guaniny (G) adening (G>A)
w kodonie 546 od konca miejsca translacji. Porownujac czestosci genotypdw i alleli w obu grupach
nie wykryto istotnych statystyczne roznic miedzy analizowanymi grupami, jednakze
zaobserwowano kierunek zmiany w przypadku allelu G w uktadzie homozygotycznym (G/G)
wskazujac na jego potencjalny charakter ochronny w stosunku do wystepowania fenotypu choroby
(OR=0,114;95% CI1[0,012 - 1,060]; p = 0,056). Podobne predyspozycjew kierunku protekcyjnym
wykazuje allel G (OR = 0,137; 95% CI [0,016 — 1,195]; p = 0,072). W Zadnej z rozpatrywanych
grup nie zaobserwowano wystepowania allelu A w uktadzie homozygotycznym (A/A) (Tab. 46).
Natomiast, mutacja ¢.-213A>T w regionie 5’UTR genu w odlegtosci 213 par zasad od miejsca
translacji dotyczy substytucji adeniny (A) na tyming (T) (A>T) 1 wykryta zostala jedynie u pacjentow
z PMS. W zZadnej z rozpatrywanych grup nie zaobserwowano wystgpowania allelu T w uktadzie
homozygotycznym (T/T) (Tab. 46).

Czestosci genotypow i alleli odpowiednio dla zidentyfikowanych wariantow genu FGA,

FGB oraz FGG zostatly przedstawione w Tab. 44-46.
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Tabela 44. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli zidentyfikowanych mutacji w genie FGA
w grupie pacjentow z PMS oraz kontrolnej, na czerwono zaznaczono wartosci istotne statystycznie

Kontrola (n = 20) PMS (n =19)
Genotyp/Allel Czestose n Czestose OR (95% CI) p
¢.1040A>G (GIn347Arg) — FGA  x? = 4,356; p = 0,037
A/A 13 0,650 6 0,316 0,249 (0,066 — 0,944) 0,041
AIG 7 0,350 13 0,684 4,024 (1,059 — 15,278) 0,041
A 33 0,825 25 0,658 0,408 (0,142 - 1,172) 0,096
G 7 0,175 13 0,342 2,451 (0,853 — 7,045) 0,096
Kontrola (n = 20) PMS (n =19)
Genotyp/Allel n Czestosé n Czestosé OR (95% ClI) p
c.991A>G (Thr331Ala) - FGA x*>=4,496; p = 0,034
A/A 12 0,600 5 0,263 0,238 (0,061 — 0,925) 0,038
AIG 8 0,400 14 0,737 4,200 (1,081 — 16,325) 0,038
A 32 0,800 24 0,632 0,429 (0,155 - 1,185) 0,103
G 8 0,200 14 0,368 2,333 (0,844 — 6,453) 0,103
Kontrola (n = 20) PMS (n =19)
Genotyp/Allel Czestose n Czestose OR (95% ClI) p
€.2175G>C (Arg725Ser) - FGA x*=3,421; p = 0,064
G/G 20 1,000 16 0,842 0,115 (0,006 — 2,388) 0,162
G/C - - 3 0,157 8,697 (0,419 —180,602) 0,162
G 40 1 35 0,921 0,125 (0,006 — 2,508) 0,174
C - - 3 0,079 7,985 (0,399 — 159,971) 0,174
Kontrola (n = 20) PMS (n =19)
Genotyp/Allel n Czestodd n Czestodd OR (95% ClI) p
C.*394A>G — FGA x*>=3,421;p =0,064
A/A 20 1,000 16 0,842 0,115 (0,006 — 2,388) 0,162
AIG - - 3 0,158 8,697 (0,419 —180,602) 0,162
A 40 1,000 35 0,921 0,125 (0,006 — 2,508) 0,174
G - - - 0,079 7,985 (0,399 — 159,971) 0,174
Genotyp/allel  Konwola(n =20) S (=) OR (95% CI) b
n Czestose n Czestose
€.365-80C>T — FGA x*>=6,037; p=0,014
CIC 20 1,000 14 0,734 0,064 (0,003 — 1,256) 0,070
CIT - - 5 0,266 15,552 (0,796 — 303,802) 0,070
C 40 1,000 33 0,868 0,075 (0,004 — 1,409) 0,084
T - - 5 0,132 13,299 (0,709 — 249,317) 0,084
Kontrola (n = 20) PMS (n =19)
Genotyp/Allel Czestose 0 Czestose OR (95% ClI) p
.365-414A>T — FGA x*>=3,421;p = 0,064
A/A 20 1,000 16 0,842 0,115 (0,006 — 2,388) 0,162
AIT - - 3 0,158 1,25 (0,222 — 7,052) 0,162
A 40 1,000 35 0,921 0,125 (0,006 — 2,508) 0,174
T - - 3 0,079 7,986 (0,399 — 159,971) 0,174
Kontrola (n = 20) PMS (n =19)
Genotyp/Allel n Czestose 0 Czestose OR (95% ClI) p
C.*468A>T — FGA x*>=3,421;p = 0,064
A/A 20 1,000 16 0,842 0,115 (0,006 — 2,388) 0,162
AT - - 3 0,158 1,25 (0,222 — 7,052) 0,162
A 40 1,000 35 0,921 0,125 (0,006 — 2,508) 0,174
T - - 3 0,079 7,986 (0,399 - 159,971) 0,174
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Tabela 45. Czgstos¢ wystgpowania genotypéw 1 alleli zidentyfikowanych mutacji w genie FGB
w grupie pacjentow z PMS oraz kontrolnej, na czerwono zaznaczono wartosci istotne statystycznie

Kontrola (n = 20) PMS (n =19)
Genotyp/Allel Czestose n Czestose OR (95% CI) p
c.832+57T>A - FGB x*=9,393; p = 0,002
A/A 14 0,7 4 0,211 0,144 (0,027 - 0,492) 0,004
T/A 6 0,3 15 0,789 8,75 (2,032 — 37,672) 0,004
A 34 0,85 23 0,605 0,271 (0,092 - 0,801) 0,018
T 6 0,15 15 0,395 3,696 (1,249 - 10,933) 0,018

Tabela 46. Czgstos¢ wystepowania genotypow 1 alleli zidentyfikowanych mutacji w genie FGG
w grupie pacjentow z PMS oraz kontrolnej

Kontrola (n = 20) PMS (n =19)
Genotyp/Allel n Czestose n Czestose OR (95% ClI) p
c.*546G>A — FGG x*=4,674; p=0,031
G/G 19 0,95 13 0,684 0,114 (0,012 — 1,060) 0,056
G/A 1 0,05 6 0,316 8,77 (0,942 — 81,675) 0,056
G 39 0,975 32 0,842 0,137 (0,016 — 1,195) 0,072
A 1 0,025 6 0,158 7,316 (0,837 — 63,919) 0,072
Kontrola (n = 20) PMS (n =19)
Genotyp/Allel n Czestosé n Czestose OR (95% ClI) p
C.-213A>T —FGG x*>=4,691; p=0,030
A/A 20 1,000 15 0,789 0,084 (0,004 — 1,679) 0,105
AT - - 4 0,211 11,900 (0,595 —237,974) 0,105
A 40 1,000 34 0,895 0,095 (0,005 — 1,821) 0,118
T - - 4 0,105 10,565 (0,549 — 203,251) 0,118
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4.3. Ocena molekularnych zmian p-tubuliny i p-aktyny, jako kluczowych
bialek cytoszkieletu plytek krwi i megakariocytow

4.3.1. Pomiar stezenia B-tubuliny i B-aktyny w plytkach krwi i megakariocytach metoda ELISA

Adhezja plytek krwi jest pierwszym etapem ich aktywacji prowadzacej m.in. do
fosforylacji biatek cytoszkieletu. Reorganizacja architektury cytoszkieletu umozliwia zmiang
ksztattu ptytek krwi i degranulacj¢ ziarnisto$ci zawierajgcych szereg zwigzkéw czynnych
biologicznie, co ostatecznie przyczynia si¢ do tworzenia stabilnych homo- i hetero-agregatow
komorkowych. Réznice ilosciowe i/lub strukturalne w czasteczkach biatek cytoszkieletu
ptytkowego determinuja zmiany w hemostatycznej odpowiedzi plytek krwi wpltywajac na
proces tworzenia si¢ czopu plytkowego. Zwiekszona ilos¢ gldwnych biatek motorycznych
cytoszkieletu tj. B-tubuliny oraz B-aktyny moze sprzyja¢ zdarzeniom pro-zakrzepowym.

W celu zweryfikowania potencjalnych zmian iloSciowych w bialkach cytoszkieletu
plytek krwi, jako prawdopodobnych czynnikéw ich wzmozonej aktywnosci pro-zakrzepowej
obserwowanej w PMS, wykonano pomiar stezenia B-tubuliny oraz B-aktyny w lizatach tych
komorek, wykorzystujac komercyjnie dostgpne testy ELISA, odpowiednio: Human TUBB
(Tubulin B chain) ELISA Kit oraz Human ACTB (Actin beta) ELISA Kit. St¢zenia badanych

biatek cytoszkieletu wyznaczono stosujac odpowiednie krzywe wzorcowe wyrazone w ng/ml.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze S$rednie stezenie P-tubuliny
w plytkach krwi pacjentow z PMS (wynoszace 3,4 = 1,8 ng/ml) jest ponad 2-krotnie wyzsze
(p<0,0001) od stezenia w plytkach prawidtowych (1,56 + 0,87 ng/ml) (Ryc. 26A).
W przypadku wynikéw uzyskanych dla megakariocytow wykazano okoto 40% wzrost
(p < 0,05) $redniego stezenia B-tubuliny, ktore w PMS wynosito 2,31 + 1,45 ng/ml, a w kontroli
1,65 + 1,15 ng/ml (Ryc. 26B).

W wynikach uzyskanych dla B-aktyny réwniez zaobserwowano wzrost ekspresji tego
biatka u pacjentoéw z PMS, ale wykazane r6znice byly mniejsze, niz w przypadku B-tubuliny.

Srednie stezenie B-aktyny w ptytkach krwi w PMS (7,04 + 1,48 ng/ml) byto wyzsze w stosunku
do kontroli (6,93 + 0,98 ng/ml) o okoto 15% (p <0,05) (Ryc. 27A). Srednie stezenie B-aktyny
w mitochondriach wynosito w PMS 5,89 + 0,95 ng/ml i bylo wyzsze o okoto 25% (p <0,05)
w poréwnaniu ze $rednig warto$cig wynoszacg dla kontroli 4,67 + 1,43 ng/ml (Ryc. 27B).
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Rycina 26. Srednie stezenie B-tubuliny [ng/ml] + SD w phytkach krwi (A) i megakariocytach (B) w grupie
pacjentow z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n = 45). Analize statystyczna przeprowadzono przy
uzyciu testu U-Manna Whitneya, *p < 0,05, ****p < 0,0001.

Ptytki krwi Megakariocyty
9- : 7- :
— 8- = - T
£ T E ®]
2 - : I
= T J_ & 5
6—.
> >
S s J_ S 4
X X
© 4- T 3 -
[«n} (e}
.g 3 .g
3] S 27
N 2 ‘N
iy -4 A
7] 14 w 1
0 | 1 0 1 1
Kontrola PMS Kontrola PMS

Rycina 27. Srednie stezenie B-aktyny [ng/ml] = SD w ptytkach krwi (A) i megakariocytach (B) w grupie
pacjentow z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n = 45). Analize statystyczng przeprowadzono przy
uzyciu testu U-Manna Whitneya, *p < 0,05.
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4.3.2. Pomiar ekspresji mRNA dla genow kodujacych B-tubuline oraz p-aktyne

w plvtkach krwi i megakariocytach metoda qPCR

Dynamiczna reorganizacja cytoszkieletu ptytkowego uruchamia kaskade sygnalizacyjna,
ktora odgrywa istotng rolg¢ we wszystkich procesach, w ktorych uczestnicza ptytki krwi. W celu
weryfikacji, czy zwigkszone stezenie dwdch Kluczowych biatek cytoszkieletu, tj. B-tubuliny
oraz B-aktyny w PMS ma odzwierciedlenie w poziomie ekspresji mRNA genéw TUBB1
I ACTB, wykonano analize poréwnawcza poziomu ekspresji transkryptow dla tych genow

w plytkach krwi i megakariocytach pochodzacych od pacjentoéw z PMS oraz kontrolnych.

Analizie ekspresji na poziomie mRNA poddano gen kodujacy B-tubuling TUBB1 oraz 3-aktyne
ACTB, stosujac jako gen referencyjny 18SrRNA. Do obliczen wartosci wzglednej ekspresji
wykorzystano metode poréwnan cykli progowych (Ct) stosujac formule pojedynczej delty 24,

Analiza wzglednej ekspresji czasteczek mRNA dla genow TUBBL i ACTB w ptytkach krwi
wykazata ponad 2,5-krotny wzrost (p < 0,0001) poziomu transkryptow TUBBL1 (Ryc. 28A) i prawie
2-krotny ACTB (p < 0,0001) w PMS, w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 29A).

Pomiar ekspresji tych samych transkryptow w megakariocytach rowniez wykazat istotne
statystycznie réznice pomi¢dzy porownywanymi grupami. Ekspresja mRNA dla genu TUBB1
byta o ponad 55% wyzsza (p <0,001) (Ryc. 28B), a genu ACTB o okoto 15% (p <0,05)
(Ryc. 29B) u pacjentow z PMS w poroéwnaniu do grupy kontrolne;.

Tym samym uzyskane wyniki wykazaty, analogicznie jak miato to miejsce dla ekspresji

na poziomie biatka, wyzsza ekspresje kluczowych elementéw cytoszkieletu w PMS,

szczegolnie w przypadku B-tubuliny.
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Rycina 28. Ekspresja genu TUBB1 (mierzona na poziomie mRNA) w pitytkach krwi (A)
1 megakariocytach(B) w grupie pacjentow z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n = 45). Wyniki
wyrazono jako $rednig warto§¢ 24 + SD (wedtug genu referencyjnego — 18SrRNA). Analize
statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna Whitneya, ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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Rycina 29. Ekspresja genu ACTB (mierzona na poziomie mRNA) w pltytkach krwi (A)
i megakariocytach (B) w grupie pacjentow z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n = 45).
Wyniki wyrazono jako $rednig warto§¢ 24 + SD (wedlug genu referencyjnego — 18SrRNA).
Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna Whitneya, *p <0,05;
****p < 0,0001.
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4.3.3. ldentyfikacja potencjalnych PTMs B-tubuliny i B-aktyny w plyvtkach krwi

i megakariocytach przy zastosowaniu techniki LC-MS-MS/MS

W celu analizy poréwnawczej wystepowania potencjalnych PTMs w czasteczkach
B-tubuliny i B-aktyny w ptytkach krwi i megakariocytach pochodzacych od pacjentéw z PMS
oraz grupy kontrolnej zastosowano technik¢ LC-MS-MS/MS.

Formuta znakowania probek oraz uktady analizowanych wariantow eksperymentalnych

przedstawione zostaly w Tab. 47.

Tabela 47. Formuta znakowania probek oraz uktady badawcze w analizie LC-MS-MS/MS

Formuta znakowania probek: Uklady poréwnawcze:
PLT_K — ptytki krwi kontrolne PLT_Kvs PLT_PMS
PLT_PMS — ptytki krwi od pacjentéw z PMS MK_K vs MK_PMS
MK _K — megakariocyty kontrolne PLT Kvs MK_K
MK_PMS — megakariocyty od pacjentow z PMS PLT_PMS vs MK_PMS

Szczegotowa charakterystyka analizowanych peptydow B-tubuliny i B-aktyny znajduje si¢
w Tab. 48. Parametry analizy biostatystycznej wynikow uzyskanych metoda LC-MS-MS/MS dla
B-tubuliny i B-aktyny pomigdzy analizowanymi wariantami eksperymentalnymi przedstawione zostaty
odpowiednio w Tab. 49 i 52. Sekwencje aminokwasowe dla B-tubuliny i B-aktyny wraz
z zaznaczonymi miejscami modyfikacji zostaly umieszczone w Tab. 50 i 53. Za pomoca
réznych kolorow wskazano konkretne pozycje aminokwasowe, na ktorych zidentyfikowano
dang modyfikacje ( , metylacja, acetylacja, ). W Tab. 51 i 54 przedstawione
zostaly wybrane sekwencje peptydowe dla B-tubuliny i B-aktyny, ktore spehnily kryteria

warto$ci Mascot Score i FDR 1 r6znicuja badane warianty eksperymentalne.

Tabela 48. Charakterystyka peptydow B-tubuliny i f-aktyny na podstawie analizy LC-MS-MS/MS

Masa czast.
odczytanaz | Masa czgst. Liczba Mascot Pokrycie
Uklad bad | .
ACbacawezy | paz danych (kDa) P aminokwasow Score sekwencji
(kDa)
B-tubulina
PLT K 4954 85%
PLT _PMS 4007 78%
= 50,75 5,05 451
MK_K 49,67 1367 87%
MK_PMS 1494 81%
p-aktyna
PLT K 32199 90%
PLT_PMS 25610 75%
= 41,74 41 2 7
MK_K ' 98 529 875 6793 94%
MK_PMS 8579 96%
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Tabela 49. Parametry analizy biostatystycznej wynikéw uzyskanych metodg LC-MS-MS/MS dla
B-tubuliny pomigdzy analizowanymi wariantami eksperymentalnymi

Vs PLT K PLT _PMS MK_K MK_PMS
g-value: 0,94 g-value: 0,93
Ratio: 1,14 Ratio: 0,36
PLTK FC: 1,14 FC: 2,78
AP: 74 AP: 51
g-value: 0,94 g-value: 0,92
Ratio: 1,14 Ratio: 0,65
PLT_PMS FC: 1,14 FC: 1,55
AP: 74 AP: 70
g-value: 0,93 g-value: 0,74
Ratio: 0,36 Ratio: 3,65
MK_K FC: 2,78 FC: 3,65
AP: 51 AP: 23
g-value: 0,92 g-value: 0,74
Ratio: 0,65 Ratio: 3,65
MK_PMS FC: 1,55 FC: 3,65
AP: 70 AP: 23

-warianty, ktore nie byty poddane analizie

Tabela 50. Sekwencja aminokwasowa p-tubuliny (M. cz. 50,75 kDa, 451 aa) i miejsca zidentyfikowanych PTMs

10 20 30 40 50
MREIVHIQIG QCGNQIGAKF WEMIGEEHGI DLAGSDRGAS ALQLERISVY
60 70 80 90 100
YNEAYGRKYV PRAVLVDLEP GTMDSIRSSK LGALFQPDSF VHGNSGAGNN
110 120 130 140 150
WAKGHYTEGA ELIENVLEVV RHESESCDCL QGFQIVHSLG GGTGSGMGTL
160 170 180 190 200
LMNKIREEYP DRIMNSFSVM PSPKVSDTVV EPYNAVLSIH QLIENADACF
210 220 230 240 250
CIDNEALYDI CFRTLKLTTP TYGDLNHLVS LTMSGITTSL RFPGQLNADL
260 270 280 290 300
RKLAVNMVPF PRLHFFMPGF APLTAQGSQQ YRALSVAELT QQOMFDARNTM
310 320 330 340 350
AACDLRRGRY LTVACIFRGK MSTKEVDQQL LSVQTRNSSC FVEWIPNNVK
360 370 380 390 400
VAVCDIPPRG LSMAATFIGN NTAIQEIFNR VSEHFSAMFK RKAFVHWYTS
410 420 430 440 451
EGMDINEFGE AENNIHDLVS EYQQFQDAKA VLEEDEEVTE EAEMEPEDKGH

Wykaz zidentyfikowanych peptydoéw B-tubuliny, ktore spetnity kryteria wartosci Mascot
Score i FDR przedstawiony zostal w Tab. 51.
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Tabela 51. Sekwencje peptydowe B-tubuliny wraz z rodzajem i miejscem PTMs spetniajace kryteria

warto$ci Mascot Score i FDR

Wzgle;dna,llosc R FC | Sekwencja+ PTM (modyfikowane aminokwasy) _PozyCJa
peptydow aminokwasowa

PLT K | PLT_PMS

7,99 7,22 5,93 | 5,93 | LAVNMVPFPR+Deamidated (N) Asn?%6

brak 6,85 - - IMNSFSVMPSPK+Deamidated (N) Asn®

7,35 7,42 0,85 | 1,18 | LGALFQPDSFVHGNSGAGNNWAK+Deamidated (NQ) GIn®, Asn®, Asn'®
MK K | MK_PMS

brak 7,33 - | - | LHFFMPGFAPLTAQGSQQYR-+Deamidated (Q) | GIn?’, GIn?"®, GIn?°
PLT K MK_K

7,55 brak - - | LGALFOPDSFVHGNSGAGNNWAK+Deamidated (NQ) | GIn®, Asn%, Asnl®

7,92 brak - - LAVNMVPFPR+Deamidated (N) Asn?%6

PLT PMS | MK _PMS
brak 7,19 - - | LHFFMPGFAPLTAQGSQQYR-+Deamidated (Q) GIn?’8, GIn?™, GIn%°
7,32 brak - - | LAVNMVPFPR+Deamidated (N) Asn26

Sposrod  wszystkich

wygenerowanych przez program Mascot sekwencji peptydowych

B-tubuliny wyodrebniono 3 z nich, ktore zardwno spelniajg kryterium wartosci Score lub FDR,

jak i roznicujg badane warianty eksperymentalne ze wzgledu na obecnos¢ potencjalnych miejsc ich

modyfikacji. Analiza wartosci q dla B-tubuliny wykazata, ze nie jest to biatko, ktore w sposob istotny

statystycznie réznicuje badane grupy. Wyjatek stanowi uklad poréwnujacy ze soba sekwencje

peptydow B-tubuliny migdzy megakariocytami z grupy PMS i kontrolnej oraz miedzy ptytkami

1 megakariocytami kontrolnymi, w ktorym pomimo tego, Ze Srednie g-value dla biatka osigga wartos¢

powyzej 0,05 to parametr FC dla wzglednej ilosci okreslonych peptydéw wynosi odpowiednio 3,65

12,78, 1 wskazuje, ze deamidacja jest modyfikacjg roznicujacg analizowane uktady badawcze (Tab. 51).

Tabela 52. Parametry analizy biostatystycznej wynikow uzyskanych metoda LC-MS-MS/MS dla
B-aktyny pomig¢dzy analizowanymi wariantami eksperymentalnymi

vs PLT_K | _PLTPMS | MKK MK_PMS
g-value: 0,92 g-value: 0,96
Ratio: 1,05 Ratio: 1,15
PLT K FC: 1,05 FC: 1,15
AP: 278 AP: 231
g-value: 0,92 g-value: 0,98
Ratio: 1,05 Ratio: 1,16
PLT_PMS FC: 1,05 FC: 1,16
AP: 278 AP: 251
g-value: 0,96 g-value: 0,0013
Ratio: 1,15 Ratio: 0,61
MK_K FC: 1,15 FC: 1,63
AP: 231 AP: 108
g-value: 0,98 g-value: 0,0013
Ratio: 1,16 Ratio: 0,61
MK_PMS FC: 1,16 FC: 1,63
AP: 251 AP: 108

-warianty, ktore nie byly poddane analizie
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Tabela 53. Sekwencja aminokwasowa -aktyny (M.

zidentyfikowanych PTMs

N-koniec 10
MDDDIAALVV
60
DSYVGDEAQS
110
HPVLLTEAPL
160
IVMDSGDGVT
210
TTTAEREIVR
260
GNERFRCPEA
310
GGTTMYPGIA
360
TFQQOMWISKQ

20
DNGSGMCKAG
70

RGILTLKYP
120
NPKANREKMT
170
HTVPIYEGYA
220
DIKEKLCYVA
270
LFQPSFLGME
320
DRMQKEITAL
370
EYDESGPSIV

30
FAGDDAPRAV
80
IEHGIVTNWD
130
QIMFETFENTP
180
LPHAILRLDL
230
LDFEQEMATA
280
SCGIHETTFN
330
APSTMKIKII
375 C-koniec
HRKCF

41,98 kDa, 375

40
FPSIVGRPRH
90
DMEKIWHHTF
140
AMYVAIQAVL
190
AGRDLTDYLM
240
ASSSSLEKSY
290
SIMKCDVDIR
340
APPERKYSVW

aa) i miejsca

50
QGVMVGMGQ
100
YNELRVAPEE
150
SLYASGRTTG
200
KILTERGYSF
250
ELPDGQVITI
300
KDLYANTVLS
350
IGGSILASLS

Wykaz zidentyfikowanych peptydow B-aktyny, ktore spehnity kryteria wartosci Mascot

Score i FDR przedstawiony zostat w Tab. 54.

Tabela 54. Sekwencje peptydowe B-aktyny wraz z rodzajem i miejscem PTMs spetniajace kryteria
wartos$ci Mascot Score i FDR

szgelsf;;élvlvosc R FC | Sekwencja + PTM(modyfikowane aminokwasy) amizgs\:\z\?owa
PLT K | PLT_PMS
brak 8,16 - - | YPIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELR+Methyl (H) | His™, His®, His88
6,62 brak - - | HQGGVMVGMGQKDSYVGDEAQSK +Hex (K) Lys®, Lys®t
7,43 7,34 1,22 | 1,22 | CDVDIR+Acetyl (C) Cys?5
MK_K | MK_PMS
9,13 brak - - | IWHHTFYNELR+Deamidated (N) Asn®?
7,85 brak - - | YPIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELR+Methyl (H) | His™, His®, His®
PLT_K MK_K
brak brak - ‘ - ‘ -
PLT_PMS | MK_PMS
8,12 brak - ‘ - ‘YPIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELR+MethyI (H) ‘ His™, His®", His®

Analiza wartosci q i FC dla B-aktyny pokazuje, Ze nie jest to biatko, ktore w sposob istotny

statystycznie roznicuje probki, a zatem z pewnym uproszczeniem mozna przyjaé, ze poziom [3-aktyny

zasadniczo nie wykazuje roéznic pomigdzy badanymi grupami. Wyjatek stanowi uktad poroéwnujacy
sekwencje peptydu p-aktyny w megakariocytach z grupy PMS i kontrolnej (g-value = 0,0013)

(Tab. 52). Ponadto, analiza sekwencji B-aktyny pochodzacej z megakariocytow wykazata, ze

w grupie kontrolnej obecne sa miejsca metylacji na resztach His", His®’ i His® oraz deamidacji na

reszcie Asn®, ktérych nie zidentyfikowano w megakariocytach z PMS (Tab. 54).
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Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na istnienie zmiennego profilu modyfikacji B-aktyny
W  pozostalych poréwnywanych wariantach eksperymentalnych.  Sposrod — wszystkich
wygenerowanych przez program Mascot sekwencji peptydowych B-aktyny wyodrebniono 5, ktore
zarowno spelniajg kryterium wartosci Mascot Score lub FDR, jak i rdznicujg badane warianty
eksperymentalne ze wzgledu na obecnosc¢ potencjalnych miejsc ich modyfikacji. Na podstawie roznic
we wzglednej ilosci wyodrgbnionych peptydow B-aktyny pomiedzy analizowanymi uktadami
badawczymi wykryto cztery typy PTMs, ktore potencjalnie réznicuja badane grupy, sa to: metylacja,

acetylacja, glikacja oraz deamidacja (Tab. 54).
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4.3.4. Analiza zmian sekwencji genu kodujacego B-tubuline

W celu analizy przesiewowej zmian w sekwencji genu TUBB1 kodujacego
B-tubuling pomiedzy grupa pacjentow z PMS a grupa kontrolng zastosowano metod¢ NGS.
Analiza skriningowa sekwencji DNA dla TUBB1 pozwolita na identyfikacje dwoch nowych
mutacji, ktére nigdy wczesniej nie zostaly wykryte 1 opisane w zadnej bazie danych
zawierajacych wykaz polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide
Polymorphisms, SNP).

W genie TUBB1 wykazano obecnos$¢ jednej mutacji ¢.1336C>A typu missense, ktora
wystepuje tylko w grupie pacjentow z PMS oraz wariant ¢.-484C>G wystepujacy w obu
grupach, ktory uzyskat warto$¢ na granicy istotnosci statystycznej (p < 0,088). Charakterystyka
wykazanych zmian w sekwencji genu TUBB1 zostata przedstawiona w Tab. 55.

Mutacja ¢.1336C>A w genie TUBBL1 znajdujaca si¢ w egzonie 4 w kodonie 1336 polega
na substytucji cytozyny (C) na adening (A) (C>A) 1 wywoluyje zamiang¢ proliny
(Pro — CCA) w pozycji 1336 na treoning (Thr — ACA) w sekwencji aminokwasowej biatka.
W przypadku tej mutacji nie wykazano istotnych statystycznie réznic w czestosciach
genotypow oraz alleli pomigdzy grupa PMS a grupa kontrolng. W Zadnej z rozpatrywanych grup
nie zaobserwowano wystepowania allelu A w uktadzie homozygotycznym (A/A) (Tab. 56).

Natomiast mutacja c.-484C>G w genie TUBB1 zwigzana jest z podstawieniem cytozyny
(C) guaning (G) w regionie 5°UTR w pozycji -484. Porownujac czestosci genotypow i alleli
pacjentow z PMS z grupa kontrolng, nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic
(p > 0,05). Ponadto, w zadnej z rozpatrywanych grup nie zaobserwowano wystepowania allelu G
w uktadzie homozygotycznym (G/G) (Tab. 56).

Rozmieszczenie genotypow i alleli badanych mutacji w genie TUBB1 kodujacym

B-tubuling u pacjentéw z PMS i ochotnikéw przedstawione zostato w Tab. 56.

Tabela 55. Charakterystyka badanych mutacji w genie TUBB1

Gen (identyfikator z
bazy Ensemble)/
liczba pz / pozycjaw
chromosomie

Zmiana w sekwencji

ML aminokwasowej

Lokalizacja w genie

TUBBL1 C.-484C>G - SUTR
(ENSGgggfgiomz) ¢.1336C>A Pro446Thr Egzon4
20q13.32
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Tabela 56. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli zidentyfikowanych mutacji w genie TUBB1
w grupie pacjentow z PMS oraz kontrolnej

Kontrola (n = 20) PMS (n =19) OR (95% CI)
e/l n Czestos¢ n Czestos¢ P
.-484C>G —TUBB1 x?>=2,915; p = 0,088
CIC 15 075 18 0,947 0,167 (0,018 — 1,587) 0,119
CIG 5 0,25 1 0,053 6,000 (0,630 — 57,139) 0,119
c 35 0,875 37 0,974 5,285 (0,588 — 47,525) 0,137
G 5 0,125 1 0,026 0,189 (0,021 — 1,701) 0,137
Kontrola (n = 20) PMS (n =19) OR (95% CI)
GemaifpiAll n Czestosé n Czestosé P
.1336C>A (Pro446Thr) —- TUBB1 x?>=4,692; p = 0,030
CIC 20 1,000 15 0,789 0,084 (0,004 — 1,679) 0,105
CIA - - 4 0,211 11,903 (0,595 — 237,974) 0,105
Cc 40 1,000 34 0,895 0,095 (0,005 — 1,821) 0,118
A - - 4 0,105 10,565 (0,549 — 203,251) 0,118
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4.4. Ocena profilu ekspresji miRNA w plytkach krwi i megakariocytach
4.4.1. Metoda mikromacierzy miRNA

Czasteczki miRNA pelnig funkcje ujemnych regulatoréw ekspresji docelowego mRNA na
poziomie potranskrypcyjnym. Poziom ekspresji ptytkowych czasteczek miRNA moze mie¢ wpltyw
na syntez¢ bialek, ktore zaangazowane sa w szlaki aktywacji ptytek krwi oraz regulujg ich
wilasciwosci hemostatyczne. Z tego wzgledu skriningowa analiza porownawcza profilu ekspresji
ptytkowych miRNA wykonana metodg mikromacierzy moze pozwoli¢ na wykrycie molekularnego
podloza zmian specyficznych dla zwiekszonego ryzyka incydentow niedokrwiennych, ktore

obserwuje si¢ u pacjentow z PMS.

Zmienno$¢ ekspresji miedzy grupa badang a kontrolng w zbiorze wszystkich
zidentyfikowanych czasteczek miRNA ocenia si¢ na podstawie tzw. wykresu wulkanicznego
(ang. Volcano Plot). Wykres stanowi zlogarytmowang warto$¢ ujemng istotnosci zmiennosci
ekspresji dla kazdego genu (p-value) w funkcji logarytmicznej krotnosci zmian poziomu ekspresji
tzw. log(FC). Wykresy wulkaniczne uzyskane dla analizy mikromacierzy miRNA w plytkach krwi
I megakariocytach przedstawiono na Ryc. 30.

Ptytki krwi Megakariocyty

-log10(p-value)
N

log(FC)

Rycina 30. Wykresy typu Volcano Plot przedstawiajace zalezno$¢ miedzy ujemnym logarytmem istotnosci
statystycznej a logarytmem krotnosci zmian (log(FC) wynikow ekspresji czasteczek miRNA uzyskanych
technikg mikromacierzy w ptytkach krwi (A) i megakariocytach (B) pomiedzy grupa PMS (n = 45) a kontrola
(n = 45). Wszystkie punkty powyzej zielonej linii poziomej posiadaja wartosci istotnosci (p < 0,05), punkty
niebieskie i czerwone charakteryzuje wigksza niz dwukrotna zmiana poziomu ekspresji (FC > 2). Punkty
niebieskie to miRNA wykazujace spadek ekspresji, a punkty czerwone to miRNA wykazujgce wzrost ekspres;ji
w grupie PMS wobec grupy kontrolnej.
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Analiza mikromacierzy wykazata istotnie zmieniony profil ekspresji miRNA plytek krwi
i megakariocytow u pacjentoéw z PMS w poréwnaniu do zdrowych ochotnikow. Na podstawie analizy
bioinformatycznej uzyskanych wynikow zidentyfikowano 93 miRNA wykazujace wzrost ekspresji
oraz 42 miRNA, ktorych ekspresja jest statystycznie nizsza w ptytkach krwi w PMS w odniesieniu
do grupy kontrolnej. W przypadku megakariocytéw pochodzacych od pacjentow z PMS
zidentyfikowano wzrost ekspresji 130 miRNA oraz spadek ekspresji w przypadku 93 miRNA, wobec
grupy kontrolne;j.

Wyniki skriningowej analizy mikromacierzy profilu ekspresji miRNA w plytkach krwi
1 megakariocytach, obrazujace wszystkie zidentyfikowane miRNA wykazujace istotnie
zmieniong ekspresje w grupie pacjentdow z PMS wzgledem grupy kontrolnej, wraz z krotnoscia

ekspresji log(FC) przedstawiono w Tab. 57 i 58.

Tabela 57. Wyniki skriningowej analizy mikromacierzy miRNA w ptytkach krwi obrazujace wszystkie zidentyfikowane
miRNA wykazujace istotnie zmieniong ekspresj¢ w grupie pacjentow z PMS wzgledem grupy kontrolnej

Plytki krwi
93 czasteczki MiRNA wykazujace zwiekszong ekspresje 42 czasteczki mMiRNA wykazujace obnizona ekspresje
w PMS wzgledem kontroli w PMS wzgledem kontroli
log(FC) log(FC) log(FC) log(FC)
MiRNA [PMS vs mMiRNA [PMS vs mMiRNA [PMS vs mMiRNA [PMS vs
kontrola] kontrola] kontrola] kontrola]
miR-4481 2,93 miR-188-5p 4,34 miR-4646-3p -0,21 miR-4730 -5,47
miR-642a-3p 2,78 miR-7108-5p 4,37 miR-638 -0,87 miR-107 -5,49
miR-483-5p 2,83 miR-6769b-5p 4,37 miR-6759-3p -1,02 miR-6716-3p -5,55
miR-7107-5p 2,89 miR-4485-3p 4,38 miR-324-3p -1,60 miR-331-3p -5,59
miR-6089 2,93 miR-4327 4,40 miR-6073 -3,49 miR-24-3p -5,91
miR-6891-5p 2,93 miR-4647 4,47 miR-4455 -3,63 miR-20a-5p -6,02
miR-4271 2,96 miR-4484 4,57 miR-4299 -3,73 miR-126-3p -6,05
miR-7847-3p 2,98 miR-602 4,58 miR-320a -3,75 miR-15b-5p -6,15
miR-4728-3p 3,00 miR-1275 4,62 miR-27b-3p -3,77 miR-199a-3p -6,17
miR-4505 3,00 miR-4312 4,62 miR-15a-5p -3,81 miR-103a-3p -6,17
miR-1908-3p 3,13 miR-5739 4,64 miR-744-5p -3,91 miR-16-5p -6,79
miR-6885-3p 3,13 mMiR-4476 4,64 miR-26a-5p -3,93 let-7d-5p -7,12
miR-4687-3p 3,16 miR-642b-3p 4,64 miR-25-3p -3,97 let-7f-5p 1,24
miR-6812-5p 3,17 miR-5571-5p 4,65 miR-423-5p -4.13 let-7g-5p -7,64
miR-6889-3p 3,17 miR-4436b-3p 4,65 miR-221-3p -4,30
miR-1587 3,26 miR-5787 4,73 miR-26b-5p -4,46
miR-197-5p 3,39 miR-92b-3p 4,75 miR-451b -4,50
miR-4666b 3,44 hsa-miR-519d-3p 4,77 miR-151a-5p -4,55
miR-4515 3,45 miR-3135b 4,80 miR-27a-3p -4,71
miR-4530 3,46 miR-6088 4,86 miR-23a-3p -4,75
miR-7150 3,46 miR-4459 5,01 miR-17-5p -4,78
miR-3180-5p 3,48 miR-6893-5p 5,04 miR-130a-3p -4,79
miR-33b-3p 3,48 miR-6884-3p 511 miR-8485 -4,83
miR-7974 3,51 miR-5699-5p 5,14 miR-93-5p -4,84
miR-3656 3,54 miR-3614-5p 5,42 let-7a-5p -4,90
miR-4700-3p 3,58 miR-6858-5p 5,54 miR-574-3p -5,03
miR-3960 3,63 miR-625-3p 5,62 miR-432-5p -5,21
miR-6752-3p 3,63 miR-6785-5p 5,66 let-7e-5p -5,30
miR-513b-5p 3,66 miR-4741 5,79
miR-30d-5p 3,69 miR-3184-3p 5,79
miR-6757-3p 3,70 miR-7641 5,93
miR-6800-5p 3,77 miR-6877-3p 6,18
miR-22-3p 3,77 miR-767-3p 6,27
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miR-365a-3p 3,88 miR-1470 6,29
miR-563 3,88 miR-3150b-5p 6,31
miR-1227-3p 4,05 miR-1267 6,33
miR-18b-3p 4,11 miR-4698 6,36
miR-150-3p 4,14 miR-3190-5p 6,37
miR-6730-3p 4,17 miR-4478 6,48
miR-6869-5p 4,18 miR-124-3p 7,50
miR-6790-3p 4,22 miR-664b-5p 7,79
miR-6792-3p 4,22 miR-4636 7,81
miR-4714-5p 4,23 miR-4697-5p 8,11
miR-939-3p 4,28 miR-8089 8,26
miR-6892-3p 4,28 miR-874-3p 8,30
miR-5681b 4,29 miR-1914-3p 10,57
miR-6728-3p 4,30

Tabela 58. Wyniki skriningowej analizy mikromacierzy miRNA w megakariocytach obrazujace wszystkie zidentyfikowane
miRNA wykazujace istotnie zmieniong ekspresje w grupie pacjentow z PMS wzgledem grupy kontrolnej
Megakariocyty

130 czasteczek MiRNA wykazujacych zwiekszona 93 czasteczki miRNA wykazujace obnizona ekspresje
ekspresje w PMS wzgledem kontroli w PMS wzgledem kontroli
log(FC) log(FC) log(FC) log(FC)
MiRNA [PMSvs  miRNA [PMS vs MiRNA [PMS vs mMiRNA [PMS vs
kontrola] kontrola] kontrola] kontrola]
mMiR-664b-5p 0,702 miR-5010-3p 2,963 miR-6165 -0,70 miR-4738-3p -1,29
miR-6891-5p 0,725 miR-4274 2,981 miR-6127 -0,72 miR-6763-3p -1,30
miR-92a-3p 0,746 miR-4730 2,998 miR-6731-3p -0,79 miR-3151-3p -1,30
miR-7641 0,796 miR-652-5p 3,005 miR-5585-3p -0,80 miR-3162-3p -1,30
miR-937-5p 0,804 miR-1224-5p 3,016 miR-6749-5p -0,80 miR-8485 -1,31
miR-4634 0,976 miR-151a-5p 3,036 let-7i-5p -0,82 miR-4485-5p -1,33
miR-1587 1,145 miR-6728-5p 3,042 miR-940 -0,86 miR-6851-3p -1,33
miR-1275 1,167 miR-6086 3,058 miR-7107-5p -0,86 miR-4433a-5p -1,33
miR-1273g-3p 1,221 miR-6786-5p 3,075 miR-197-5p -0,87 miR-483-3p -1,34
miR-575 1,573 miR-1260b 3,086 miR-4284 -0,90 miR-4649-3p -1,35
miR-142-3p 1,720 miR-5703 3,108 miR-4652-3p -0,90 miR-6858-3p -1,36
miR-7975 1,968 miR-4665-5p 3,134 miR-1973 -0,91 miR-6824-3p -1,36
miR-423-5p 1,987 miR-146b-5p 3,174 miR-4436b-5p -0,92 miR-6800-3p -1,36
miR-1260a 2,033 miR-8071 3,184 miR-642a-3p -0,98 miR-6870-3p -1,36
miR-4701-3p 2,094 miR-4436b-3p 3,237 miR-6085 -0,98 miR-149-5p -1,38
miR-6793-5p 2,117 miR-7114-5p 3,246 miR-197-3p -0,99 miR-6797-3p -1,38
miR-15b-5p 2,123 miR-3652 3,257 miR-4787-3p -1,01 miR-6880-3p -1,38
miR-4767 2,162 miR-146a-5p 3,258 miR-6752-3p -1,02 miR-6798-3p -1,39
miR-16-5p 2,207 miR-6768-5p 3,291 miR-4665-3p -1,03 miR-6737-3p -1,39
miR-223-3p 2,230 miR-4646-5p 3,246 miR-4697-5p -1,03 miR-4769-3p -1,39
miR-6809-5p 2,271 miR-486-5p 3,306 miR-3613-3p -1,07 miR-6785-3p -1,40
miR-135a-3p 2,298 miR-6743-3p 3,315 let-7f-5p -1,07 miR-4313 -1,40
miR-4443 2,300 miR-6850-5p 3,341 miR-4323 -1,07 miR-4750-3p -1,42
miR-7111-3p 2,358 miR-320a 3,342 miR-98-3p -1,08 miR-574-3p -1,42
let-7e-5p 2,362 miR-4306 3,347 miR-619-5p -1,08 miR-1234-3p -1,43
miR-874-3p 2,375 miR-4532 3,408 let-7-1-3p -1,08 miR-4731-3p -1,44
miR-328-5p 2,384 miR-6829-5p 3,420 miR-634 -1,10 miR-6739-5p -1,45
miR-4327 2,394 miR-3648 3,444 miR-6507-3p -1,11 let-7b-3p -1,45
miR-664b-3p 2,447 miR-630 3,482 miR-1249-3p -1,12 miR-1972 -1,47
miR-3138 2,458 miR-5195-3p 3,537 miR-6819-3p -1,14 miR-4701-5p -1,48
miR-6884-3p 2,490 miR-106b-5p 3,588 miR-1304-3p -1,14 miR-6759-3p -1,52
miR-4651 2,533 miR-4698 3,639 miR-6069 -1,14 miR-4465 -1,53
miR-3911 2,542 miR-4710 3,706 miR-6777-3p -1,14 miR-4486 -1,70
miR-484 2,547 miR-25-3p 3,832 miR-1281 -1,15 miR-3653-3p -1,72
miR-21-5p 2,551 miR-6753-5p 3,845 let-7a-5p -1,17 miR-6126 -1,75
miR-6820-5p 2,552 miR-30d-5p 3,990 miR-1202 -1,19 MiR-6774-5p -1,84
miR-6772-5p 2,570 miR-6734-5p 4,005 miR-1228-3p -1,19 miR-4497 -1,86
miR-6808-5p 2,577 miR-30b-5p 4,051 miR-6766-3p -1,20 miR-623 -2,24
miR-23b-3p 2,577 miR-6849-5p 4,061 miR-6879-5p -1,20 miR-550a-3-5p -2,51
miR-20b-5p 2,588 miR-17-5p 4,081 miR-6813-3p -1,21 miR-3679-3p -2,69
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miR-181a-5p 2,592 miR-211-3p 4,126 miR-191-3p -1,21
miR-424-5p 2,605 miR-4463 4,178 miR-766-3p -1,21
miR-4667-5p 2,639 miR-107 4,249 miR-4725-5p -1,23
miR-188-5p 2,654 miR-29b-3p 4,286 miR-6889-3p -1,24
miR-6075 2,675 miR-19a-3p 4,305 miR-4749-3p -1,25
miR-30c-5p 2,685 miR-142-5p 4,337 miR-6865-3p -1,25
miR-3940-5p 2,694 miR-4433a-3p 4,378 miR-933 -1,25
miR-4689 2,712 miR-3195 4,485 miR-6508-5p -1,25
miR-8060 2,730 miR-22-3p 4,487 miR-425-3p -1,26
miR-548q 2,746 miR-451a 4,539 miR-6515-3p -1,27
miR-6824-5p 2,746 miR-29¢c-3p 4,544 miR-1238-3p -1,27
miR-1183 2,751 miR-23a-3p 4,564 miR-129-2-3p -1,28
miR-6788-5p 2,756 miR-134-5p 4,613 miR-1825 -1,28
miR-4716-3p 2,798 miR-199a-3p 4,736
miR-345-3p 2,803 miR-130a-3p 4,782
miR-6756-3p 2,806 miR-15a-5p 5,175
miR-4534 2,807 miR-26b-5p 5,243
miR-6833-5p 2,807 miR-20a-5p 5,286
miR-342-3p 2,809 miR-103a-3p 5,380
miR-199a-5p 2,852 miR-29a-3p 5,422
miR-6779-5p 2,861 miR-27a-3p 5,449
miR-1236-5p 2,880 miR-24-3p 5,501
miR-4743-5p 2,887 miR-126-3p 5,609
miR-8089 2,913 miR-26a-5p 5,638
miR-425-5p 2,929 miR-19b-3p 5,805

4.4.2. Walidacja wynikéw mikromacierzy metoda qPCR

Sposrod miRNA wykazujacych w metodzie mikromacierzy istotnie zmieniong ekspresje
w grupie pacjentow z PMS wzgledem grupy kontrolnej, wyselekcjonowano te czasteczki, ktore
zgodnie z danymi literaturowymi, s zaangazowane w regulacje genéw odpowiedzialnych za gtéwne
szlaki aktywacji 1 istotne funkcje hemostatyczne ptytek krwi. Dla wytypowanych czasteczek miRNA
zostala przeprowadzona walidacja wynikow przy uzyciu metody qPCR. Wzgledny poziom ekspresji
(w odniesieniu do kontroli endogennej — miR-191-5p) oznaczono dla: miR-15b-5p, miR-24-3p,
miR-126-5p oraz miR-199a-3p. Do obliczen warto$ci wzglednej ekspresji miRNA wykorzystano
metode pordwnan cykli progowych (Ct) stosujac formule pojedynczej delty 272, Okreslono
roznice pomiedzy $érednig wartoécig 2! obliczona dla grupy badanej i grupy kontrolnej
1 na tej podstawie wyliczono parametr krotnosci zmian.

Pomiar metoda gPCR wykazat istotny statystycznie spadek ekspresji wytypowanych miRNA
w plytkach krwi w PMS w odniesieniu do kontroli, tj.: okoto 1,5-krotny dla 24-3p (p <0,05),
2-krotny dla miR-15b-5p (p < 0,01) i miR-126-5p (p <0,01) oraz 3-krotny dla miR-199a-3p
(p <0,0001) (Ryc. 31 oraz Tab. 57). Wyniki dla ekspresji tych samych miRNA w megakariocytach
rowniez wykazaly istotne réznice pomiedzy porownywanymi grupami, przy czym odnotowano
wzrost ekspresji tych miRNA w PMS  wzgledem kontroli: okoto 2-krotny dla
miR-15b-5p (p <0,01), 2,5-krotny dla miR-24-3p (p <0,0001) oraz 3-krotny dla miR-126-5p
(p <0,0001) i miR-199a-3p (p < 0,0001) (Ryc. 32 oraz Tab. 58).
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Rycina 31. Ekspresja miRNA (miR-15b-5p, miR-24-3p, miR-126-5p, miR-199a-3p) mierzona metoda qPCR
w pitytkach krwi w grupie pacjentéw z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n = 45).
Wyniki wyrazono jako $rednig wartos¢ 24 = SD (wedlug endogennej kontroli — miR-191-5p). Analize
statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna Whitneya, * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,0001.
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Rycina 32. Ekspresja miRNA (miR-15b-5p, miR-24-3p, miR-126-5p, miR-199a-3p) mierzona metoda qPCR
w megakariocytach w grupie pacjentéw z PMS (n = 45) oraz w grupie kontrolnej (n = 45).
Wyniki wyrazono jako $rednig warto$¢ 22 £ SD (wedtug endogennej kontroli — miR-191-5p). Analize
statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna Whitneya, ** p < 0,01; **** p < 0,0001.
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4.5. Ocena funkcjonalnosci mitochondriow w plytkach krwi

45.1. Ocena potencjalu blony mitochondrialnej plytek krwi z zastosowaniem sondy JC-1

MMP generowany przez pompy protonowe (kompleksy I, 1l i 1V) jest podstawowym
elementem procesu magazynowania energii podczas fosforylacji oksydacyjnej. Dysfunkcja
mitochondridow jest jednym 2z najczgsciej pojawiajgcych sie¢  procesdw  patologicznych
w etiologii zaburzen neurologicznych.

W celu identyfikacji potencjalnych zmian MMP w mitochondriach plytek krwi pochodzacych
od pacjentow z PMS oraz grupy kontrolnej wykorzystano fluorescencyjne znakowanie komorek sonda
JCI. Czasteczki tego barwika tworza agregaty w komorkach posiadajacych nieuszkodzone
mitochondria o wysokim potencjale elektrycznym blony. W przypadku depolaryzacji mitochondriow
JC-1 pozostaje w formie monomeréw. Spadek zagregowanej postaci barwnika JC-1 wskazuje na
depolaryzacje oraz na wzrost przepuszczalno$¢ btony mitochondrialnej, ktory wywotany jest gtdéwnie
nadprodukcja RFT, powodujac ostatecznie rozproszenie potencjatu mitochondrialnego i1 przerwanie
ciaglosci mitochondrialnej blony zewnetrznej. Stosunek emisji fluorescencji agregatow (Aem =590 nm)
I monomerow (Aem= 538 nm) wyrazony jako 590 nm/538 nm okresla poziom uszkodzenia btony
mitochondriéw badanych komorek.

Uzyskane wyniki wskazujg na ponad 1,5-krotnie nizszy (p < 0,0001) stosunek ilosci
agregatow do monomerow barwnika JC-1 w plytkach krwi pacjentéw z PMS w poréwnaniu
z grupg kontrolng (Ryc. 33).

10
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Rycina 33. Poziom uszkodzenia btony mitochondriow w ptytkach krwi w grupie pacjentow z PMS
(n = 30) oraz w grupie kontrolnej (n = 30). Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu
U-Manna Whitneya. Wynik wyrazono jako $rednig warto$¢ stosunku emisji fluorescencji agregatow do
monomerdéw (590 nm/538 nm) JC-1 + SD, **** p < 0,0001.
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45.2.Pomiar ekspresji mRNA dla genéw kodujacych wybrane enzymy metabolizmu

tlenoweqgo w plytkach krwi metoda qPCR

Mitochondria odgrywajg kluczowa rolg w metabolizmie pozbawionych jadra ptytek krwi,
dlatego ich dysfunkcja przyczynia si¢ do zaburzonej aktywnosci ptytek oraz do apoptozy. W trakcie
aktywacji ptytek krwi metabolizm tlenowy w komoree przyspiesza w celu wytworzenia dodatkowej
puli metabolicznego ATP koniecznego dla utrzymania zmiany ksztaltu, przebiegu agregacji i procesu
degranulacji. To przyrostowe zuzycie energii jest jednym z glownych wyznacznikow
funkcjonowania plytek krwi. Nadmierna aktywacja ptytek krwi idzie w parze ze wzmozonym
zapotrzebowaniem energetycznym.

Do kluczowych enzyméw komorkowych zaangazowanych w metabolizm tlenowy zalicza si¢
m.in. oksydaze cytochromu ¢ (kompleks IV) oraz dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(ang. Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase, GAPDH), ktéore wuznane s3 za
wewnatrzkomorkowe czujnik stresu oksydacyjnego. Oksydaza cytochromu c jest ostatnim enzymem
fancucha transportu elektrondw w procesie fosforylacji oksydacyjnej, kodowanym przez
mitochondrialny gen MTCO-1, za§ GAPDH to wielofunkcyjne biatko, kodowane przez gen GAPDH,
ktore oprocz podstawowej funkcji enzymatycznej w procesie glikolizy, odpowiedzialne jest m.in. za
transkrypcyjng oraz potranskrypcyjna regulacje genéw. Intensywny wzrost st¢zenia rodnikow
tlenowych powstatych przez wadliwe funkcjonowanie komplekséw tancucha oddechowego, jak
rowniez patologiczne nagromadzenie agregatow GAPDH skutkuje nieodwracalnym uszkodzeniem
mitochondridw oraz wplywa na uwolnienie mediatorow apoptotycznych.

W celu weryfikacji potencjalnych zaburzen w ekspresji genow MTCO-1 i GAPDH wykonano
pomiar ich wzglednej ekspresji metodg qPCR, stosujac jako gen referencyjny 18SrRNA. Do obliczen
warto$ci wzglednej ekspresji wykorzystano metode poréwnan cykli progowych (Ct) stosujac formute
pojedynczej delty 274,

Pomiar wzglednej ekspresji mRNA dla genu MTCO1 w ptytkach krwi wykazat ponad
2-krotny  (p<0,01) wzrost poziomu analizowanych transkryptow w  PMS
w porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 34). Analiza wzglednej ekspresji mRNA dla genu
GAPDH wykazata okoto 3-krotny (p < 0,01) wzrost poziomu badanych transkryptow w PMS
w stosunku do grupy kontrolnej (Ryc. 35).
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Rycina 34. Ekspresja genu MTCO-1 (mierzona na poziomie mRNA) w plytkach krwi w grupie pacjentow
z PMS (n = 55) oraz w grupie kontrolnej (n = 55). Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu
U-Manna Whitneya. Wynik wyrazono jako $rednig warto$¢ 24 + SD (wedlug genu referencyjnego —
18SrRNA), **p < 0,01.
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Rycina 35. Ekspresja genu GAPDH (mierzona na poziomie mRNA) w ptytkach krwi w grupie pacjentow
z PMS (n = 55) oraz w grupie kontrolnej (n = 55). Analiz¢ statystyczna przeprowadzono przy uzyciu testu
U-Manna Whitneya. Wynik wyrazono jako $rednig warto$¢ 22t + SD (wedlug genu referencyjnego —
18SrRNA), **p < 0,01.
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45.3. Oznaczenie poziomu RFT w plytkach krwi z zastosowaniem sondy H DCF-DA

Ptytki krwi, podobnie jak inne komorki, w wyniku ich fizjologicznego metabolizmu
moga wytwarza¢ RFT, ktére nastepnie uczestniczg w mechanizmach aktywacji tych komorek.
Udziat ptytek krwi w procesach demielinizacyjnych prowadzacych do neurodegeneracji w OUN
moze obejmowac promowanie proceséw patologicznych takich jak stan zapalny i generowanie RFT.

W celu oznaczenia poziomu RFT powstajacych w ptytkach krwi przeprowadzono
eksperyment z wykorzystaniem wskaznika fluorescencyjnego DCF. Poziom emisji
fluorescencji DCF jest wprost proporcjonalny do poziomu wewnatrzkomoérkowego stezenia
RFT, takich jak nadtlenek wodoru (H202) czy rodnik hydroksylowy (OH"), ktére utleniaja
sond¢ HoDCF-DA do jej wysoce fluorescencyjnej formy DCEF. Intensywno$¢ fluorescencji

powstajacej DCF jest miarg poziomu wewnatrzkomorkowego stresu oksydacyjnego.

W przypadku uzycia sondy H.DCF-DA w ptytkach krwi, zaobserwowano ponad
2,5-krotnie wyzsza $rednig warto$¢ wewnatrzkomorkowego poziomu RFT w grupie badanej,
w odniesieniu do grupy kontrolnej (p < 0,001) (Ryc. 36), co swiadczy o wzmozonej produkcji
RFT w ptytkach krwi pacjentéw z PMS.
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Rycina 36. Poziom RFT w ptytkach krwi w grupie pacjentow z PMS (n = 30) oraz w grupie kontrolne;
(n = 30). Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu U-Manna Whitneya. Wyniki wyrazono jako
$rednig intensywno$¢ fluorescencji sondy DCF =+ SD (j.u. — jednostka umowna), ****p < 0,001.
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5. DYSKUSJA

MS jest choroba zapalng OUN, ktora charakteryzuje si¢ zréznicowanym przebiegiem
klinicznym, zaleznym od nat¢zenia rzutow choroby, czasu progresji oraz stopnia
niepetnosprawnosci [267]. Badania nad etiologiag MS prowadzone sg od wiclu lat, natomiast
z uwagi na roznorodny przebieg schorzenia, w tym trudny do zdiagnozowania poczatek
choroby, nadal nie s jednoznacznie okreslone czynniki jej patogenezy. Niemniej jednak uwaza
sig, ze kluczowym etapem stanowigcym mechanizm spustowy dla rozwoju MS jest przerwanie
ciggltosci BBB zwigzane z masywng migracjg leukocytow z krazenia obwodowego,
co w konsekwencji powoduje miejscowe nagromadzeniec mediatorow pro-zapalnych i nasila
proces demielinizacji w OUN [268]. Rekrutacja leukocytow wspierana jest przez aktywne
ptytki krwi, ktére dzigki obecno$ci licznych receptoréw powierzchniowych sa zdolne do
oddziatywania z komoérkami uktadu immunologicznego oraz indukowania zapalnego fenotypu
w komorkach $rodblonka. Zaburzenia hemostazy naczyniowej stanowia jeden z kluczowych
elementow patogenezy MS, a bezposredni udziat ptytek krwi w promowaniu reakcji zapalnych
i procesach neurodegeneracyjnych zostat juz dawno zauwazony [269]. Wykazano, ze aktywne
ptytki krwi, licznie wystepujace w zmianach demielinizacyjnych, sa nie tylko zaangazowane
w procesy zapalne w mysim modelu EAE [270], ale rowniez promuja rozw6j uszkodzenia istoty
szarej w rdzeniu kregowym u cztowieka [271]. Ponadto, badania epidemiologiczne dowodza,
ze incydenty niedokrwienne zwigzane z nadaktywacja ptytek krwi, takie jak udar
niedokrwienny mozgu czy zawal migsnia sercowego, sa skorelowane ze zwigkszong
$miertelnoscig wérod pacjentow z MS, zwlaszcza u 0sob w przewleklej fazie choroby (PMS)
[231, 272, 273]. Stwierdzono, ze choroby sercowo-naczyniowe stanowia gtowna przyczyne
przedwczesnych zgondw pacjentow z MS, a ryzyko Smierci z powodu incydentow
niedokrwiennych jest o 30% wigksze, w porownaniu do populacji generalnej. Przyczynia¢ si¢
do tego moze zmiana stylu zycia zwigzana z poglebiajaca si¢ niepelnosprawnoscia
wymuszajaca ograniczenia ruchowe, a takze dlugotrwate stosowanie terapii farmakologiczne;j

modyfikujacej przebieg MS [229].

Ptytki krwi stanowig podstawowy element uktadu hemostatycznego, jednakze w ostatnim
czasie zwrocono szczegdlng uwage na ich istotng aktywno$¢ pro-zapalng poprzez
oddziatywanie z elementami uktadu odporno$ciowego oraz na ich udziat w chorobach
autoimmunologicznych [274]. Udowodniona zostala wzmozona aktywnos$¢ plytek krwi
w MS, glownie w badaniach dotyczacych ostrej fazy choroby (RRMS) [223, 275]. Niemniej

jednak nadal brak jest danych odnoszacych si¢ do przyczyny obserwowanej nadaktywacji
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ptytek krwi w MS. Poznanie podtoza zmian czynnosciowych ptytek krwi w MS moze mie¢
bardzo istotne znaczenie nie tylko dla prewencji incydentow niedokrwiennych, ale moze
znaczgco przyczyni¢ si¢ do poznania czynnikdw patogenezy MS, gdyz udziat plytek krwi

w permeabilizacji BBB jest $cisle zalezny od ich wzmozonej aktywnosci.

Celem prezentowanej pracy bylo poznanie molekularnych mechanizméw lezacych
u podstaw wzmozonej aktywnos$ci pro-zakrzepowej ptytek krwi wystepujacej u pacjentow
z PMS, u ktérych odnotowuje sie¢ wysokie ryzyko chordb sercowo-naczyniowych, w tym

incydentow niedokrwiennych bezposrednio zwigzanych z nadmiernym pobudzeniem plytek krwi.

Pierwszym etapem badan byla poréwnawcza analiza cytometryczna oceniajgca stan
czynno$ciowy ptytek krwi w PMS w odniesieniu do plytek prawidtowych, poprzez okreslenie
stopnia aktywnosci ptytek w krazeniu, na podstawie analizy ex vivo parametrow ich aktywacji.
Poziom typowych markerow aktywacji plytek oceniano w krwi peilnej bezposrednio po
pobraniu, starajac si¢ odzwierciedli¢ faktyczny stan aktywacji krazacych ptytek krwi. Uzyskane
wyniki przemawiaja za istotnie wyzszym potencjalem pro-zakrzepowym ptytek krwi w PMS,
ktéry w poréwnaniu do kontroli, manifestuje si¢ wzmozong produkcjag PMPs stanowigcych
marker aktywacji, jak i rozpadu ptytek na skutek ich tzw. zuzycia w krazeniu (Ryc. 9), jak
réwniez zwigkszonym poziomem spontanicznej agregacji tych komorek (Ryc. 10). Co wigcej,
wytwarzane PMPs stanowig bogaty rezerwuar aktywnych biologicznie zwigzkéw o potencjale
pro-zakrzepowym i pro-zapalnym [170, 276]. PMPs wykazuja szerokie spektrum nie tylko
substancji bioaktywnych, ale takze czynnych receptorow pochodzacych z ptytek krwi [277].
Ponadto, powierzchnia PMPs stanowi miejsce odktadania si¢ komplekséw dopetniacza, ktore
mogg przyciggac i aktywowac leukocyty poprzez interakcj¢ z ich receptorami [278]. Wsrod
biatek ptytkowych zawartych w PMPs znajduja si¢ metaloproteinazy macierzy (ang. Matrix
Metalloproteinases, MMPs), ktore naleza do glownych czynnikéw uszkadzajacych BBB
(zwhaszcza MMP-2 i MMP-9), umozliwiajac migracj¢ biatych krwinek do OUN, co moze miec¢
powazne konsekwencje dla dalszego rozwoju miejscowej odpowiedzi neurozapalnej
i demielinizacji w MS [279], jak rowniez dla uszkodzenia naczyn krwiono$nych prowadzacego
do rozwoju incydentéw niedokrwiennych [280, 281]. Uzyskane wyniki wskazuja zatem na pro-
zakrzepowy fenotyp plytek krwi w PMS, ponadto moga $wiadczy¢ o ich chronicznej aktywacji
w krazeniu, co z kolei moze promowa¢ wystgpowanie incydentow niedokrwiennych in vivo
[282-284]. Poziom spontanicznej aktywacji ptytek krwi oznaczono takze poprzez pomiar
powierzchniowej ekspresji P-selektyny (CD62P) stanowigcej uznany marker monitorowania

stanu czynnosciowego plytek krwi in vivo [285]. CD62P jest wewnatrzkomorkowym biatkiem
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obecnym w blonie a-ziarnistosci spoczynkowych ptytek krwi, ktore w wyniku aktywacji tych
komorek ulega translokacji do blony powierzchniowej, jednocze$nie umozliwiajac interakcje
pobudzonych ptytek krwi z leukocytami, przy udziale liganda PSGL-1 znajdujacego si¢
glownie na powierzchni neutrofili i monocytow [286]. Na podstawie analizy przeprowadzonej
w krwi pelnej metoda cytometrii przeptywowej wykazano, ze poziom powierzchniowej
ekspresji CD62P na plytkach krwi pacjentow z PMS jest wyzszy w stosunku do ptytek
kontrolnych (Ryc. 11) i co za tym idzie, odsetek powstajacych PLCs jest okoto 2-krotnie
wyzszy u pacjentow z PMS (Ryc. 12). Uzyskane wyniki sg wazne z punktu widzenia ptytkowo-
leukocytarnego  ,,cross  talk”  prowadzacego do  wzajemnego  aktywowania
wewnatrzkomorkowych  szlakow  sygnatowych. Plytki krwi sg kluczowym elementem
komorkowym posredniczacym w adhezji krazacych limfocytow do $rédbtonka, co zapewnia ich
rekrutacje, inicjuje diapedeze 1 infiltracj¢ limfocytow T-reaktywnych w glab Sciany uszkodzonego
naczynia, co ma powazne konsekwencje dla przerwania cigglosci BBB i dalszego rozwoju
miejscowej odpowiedzi neurozapalnej i tworzenia plak demielinizacyjnych [287]. Dostepne
dotychczas dane literaturowe, ktore wskazuja na zwigkszone wiasciwosci homo- i hetero-
agregacyjne ptytek krwi, wzmozong ekspresje P-selektyny oraz istotny wzrost PMPs odnosza si¢
wylacznie do wezesnej fazy RRMS [223]. Podobne doniesienia dotycza choroby Alzheimera [288],
atakze chorob autoimmunologicznych, w tym reumatoidalnego zapalenia stawow (RZS) oraz tocznia
rumieniowatego uktadowego (ang. Systemic Lupus Erythematosus, SLE), w ktorych zwigkszony
poziom markeréw aktywacji ptytek krwi byt skorelowany z aktywnoscig choroby [289-291].

Poza oceng aktywacji spontanicznej, drugim parametrem okreslajacym kondycje ptytek
in vivo jest tzw. reaktywnos$¢, czyli zdolno$¢ ptytek do reagowania na dzialanie bodzca
zewngtrznego. Plytki krwi posiadaja na swojej powierzchni liczne receptory, dzigki ktorym sa
wrazliwe na wiele substancji znajdujacych si¢ w krazeniu, ktére powoduja ich aktywacjg.
Dla powstrzymania incydentow niedokrwiennych zaleznych od ptytek krwi podstawowym
celem farmakoterapii sg receptory ptytkowe uczestniczace w ich aktywacji: gtownie P2Y 12
i GPIIb/Illa oraz PAR-1. P2Y1, jest kluczowym receptorem dla ADP, ktéry wzmacnia
odpowiedz ptytek krwi indukowang przez innych agonistow [292, 293]. ADP-zalezna
aktywacja receptora P2Y1,, odgrywa zasadnicza role w aktywacji receptora GPIIb/Illa
bezposrednio uczestniczacego w formowaniu pierwotnego czopu ptytkowego. Udowodniono,
ze myszy pozbawione P2Y1> wykazuja zmniejszong aktywacje GPIIb/Illa prowadzaca do
ograniczenia agregacji i adhezji ptytek [42]. Ponadto, nieodwracalna agregacja plytek krwi za

posrednictwem receptorow dla trombiny PAR-1 oraz PAR-4 jest w duzej mierze zalezna od
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stymulacji szlaku P2Y12/ADP [294, 295]. W niniejszej pracy przeprowadzona zostala analiza
poréwnawcza odpowiedzi ptytek krwi na dzialanie ADP (20 uM), ktora wykazata zwigkszong
reaktywno$¢ ptytek u pacjentow z PMS w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 9-11).
Uzyskane wyniki zostaty potwierdzone cytometrycznie testem diagnostycznym, ktory oparty
jest na ocenie poziomu fosforylacji biatek VASP. Fosforylacja VASP ujemnie Kkoreluje ze
stopniem aktywacji ptytek krwi w szlaku, w ktérym posredniczy receptor P2Y12. VASP biora
udzial w reorganizacji cytoszkieletu, adhezji i agregacji ptytek krwi. Fosforylacja biatek VASP
przez PKA i PKG w pozycji Ser®® koreluje z obnizona aktywnoscia receptora GPIIb/Illa
I zwigkszonym stopniem hamowania agregacji ptytek [296]. Ponadto, fosforylacja VASP
w pozycjach Ser'®® i Ser?®® hamuje proces polimeryzacji wiokien aktyny przez blokowanie
prawidtowego formowania si¢ filamentow aktynowych [297]. Aktywacja P2Y 1> przez ADP
wplywa na zahamowanie wytwarzania cAMP, co powoduje zmniejszenie poziomu fosforylacji
bialek VASP. Mozna zatem wuzna¢, ze stan fosforylacji VASP jest specyficznym
wewnatrzkomoérkowym markerem reaktywnosci receptora P2Yi12, poniewaz niski poziom
ufosforylowanej formy VASP jest skorelowany ze zwigkszona aktywnoscig receptora P2Y12
[298]. Analiza cytometryczna wykazala, ze wskaznik reaktywnosci ptytek (PRI) osiagnat
prawie maksymalny poziom (99,1 + 2%) we wszystkich probkach od pacjentow z PMS,
podczas gdy $rednia reaktywnos$¢ ptytek kontrolnych byla o okoto 20% nizsza (Ryc. 19).
W celu analizy molekularnego podtoza wzmozonej reaktywnosci ptytek wzgledem ADP na
drodze zaleznej od P2Y 12, przeprowadzono badania poziomu ekspresji mRNA dla P2Y 1, oraz
stezenia biatka tego receptora. Uzyskane wyniki wykazaty znacznie wyzszg ekspresj¢ mRNA
dla genu P2RY12 zaréwno w ptytkach krwi, jak i megakariocytach pacjentow z PMS (Ryc. 16),
co znalazto rowniez odzwierciedlenie w zwigkszonej liczbie kopii tego receptora (Ryc. 13).
ADP uznany jest za agonist¢ ptytek krwi, ktory odgrywa wigksza rolg w ich wtornej aktywacji
indukowanej pierwotnie przez innych agonistow, poniewaz sam indukuje jedynie zmiang
ksztaltu towarzyszaca adhezji oraz odwracalng agregacje, nie jest natomiast w stanie wywotac
pelnej degranulacji oraz stabilnej agregacji [299]. Nie zmienia to faktu, ze ADP jest jednym
z gléwnych agonistow ptytek krwi. Dzialajac synergistycznie z trombing, ADP jest
podstawowym czynnikiem odpowiedzialnym za tworzenie czopu ptytkowego, ktory prowadzi
do okluzji naczynia krwiono$nego [300]. Szlak sygnatowy poprzez trombinowy receptor
PAR-1 jest w duzej mierze zalezny od szlaku P2Y12/Gi indukowanego przez ADP. Co wigcej,
aktywacja receptora PAR-1 jest odpowiedzialna za zwigkszong ekspresje mRNA dla P2Y 1,

jak rowniez wzrost catkowitego stgzenia biatka komodrkowego receptora P2Y1> oraz jego
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powierzchniowg ekspresje w wyniku ekspozycji komorki na trombing [301]. Koncentrujac si¢
na molekularnych aspektach zwigkszonej aktywacji ptytek zaleznej od szlaku ADP/P2Y1.
w prowadzonych badaniach wzigto takze pod uwage zalezno$¢ migdzy ekspresja mRNA dla

P2RY12 a poziomem aktywacji ptytek krwi na szlaku zaleznym od PAR-1.

PAR-1 jest bardzo czulym receptorem, niezbednym do szybkiej i silnej odpowiedzi
ptytek krwi, poniewaz PAR-1 jest doskonatym substratem dla trombiny, ktérego sekwencja jest
podobna do hirudyny, dzigeki czemu $cisle wigze si¢ z miejscem zewnetrznym w czasteczce tej
proteazy [302]. Trombina jest najsilniejszym fizjologicznym agonistg ptytek krwi, ktory
wplywa na rézne wewnatrzkomorkowe szlaki sygnatowe. U cztowieka dziata na plytki krwi za
posrednictwem receptorow PAR-1 oraz PAR-4. PAR-4 tworzy dimery z receptorem P2Y1,
poprzez aktywacj¢ szlaku P2Y12/PI3K, powodujac wzrost stabilizacji powstatego skrzepu
plytkowego [303, 304]. Przy czym fizjologiczne znaczenie PAR-4 jest istotne glownie wtedy
gdy funkcja PAR-1 jest zaburzona. Bowiem, w przeciwienstwie do PAR-1, PAR-4 posredniczy
w aktywacji ptytek krwi tylko przy wysokich st¢zeniach trombiny, i w tych warunkach
sygnalizacja PAR-4 wydaje si¢ by¢ niepotrzebna do aktywacji ptytek krwi, jesli funkcja
PAR-1 jest prawidtowa [305]. Bioragc pod uwage kluczowa role, jaka trombina odgrywa
w rozwoju zakrzepicy zardwno zylnej jak i tetniczej, w przedstawionej pracy podje¢to badania
w celu okre$lenia potencjalnych zmian czynnosciowych oraz molekularnych w szlaku
trombina/PAR-1, jako przyczyny zwigkszonej aktywnosci pro-zakrzepowej ptytek krwi
w PMS. Jako agoniste receptora PAR-1 zastosowano TRAP tj. syntetyczny peptyd aktywujacy
receptor dla trombiny, o sekwencji aminokwasowej: SFLLRNSFLLRNPNDKYEPF, ktory
selektywnie oddziatuje z PAR-1 [46]. TRAP umozliwia aktywacje PAR-1 niezaleznie od trombiny
1jest uwazany za petnego agoniste tego receptora. Zastosowanie TRAP pozwolito na oceng poziomu
reaktywnosci plytek w krwi pelnej bez koniecznosci ich izolowania, gdyz wyeliminowalo
wykrzepianie fibryny, do ktorego dochodzi w wyniku dziatania trombiny w osoczu [306].
Zastosowanie TRAP jako zewnetrznego agonisty miato na celu zweryfikowanie funkcjonalno$ci
szlaku sygnatowego zaleznego od PAR-1 poprzez okreSlenie reaktywnosci ptytek krwi ex vivo w ich
srodowisku fizjologicznym. Indukcja PAR-1 uruchamia wewnatrzptytkowy szlak aktywacji, ktory
powoduje intensywng translokacje 1 ekspozycje powierzchniowg P-selektyny, co stanowi glowny
element posredniczacy w tworzeniu PLCs [307]. Na podstawie pomiaru metoda cytometrii
przeplywowe] wykazano, ze po stymulacji z uzyciem TRAP poziom powierzchniowej
P-selektyny w ptytkach od pacjentéw z PMS wzrasta 6-krotnie w poréwnaniu do kontroli

(Ryc. 11), a odsetek PLCs zarejestrowanych w krwi pacjentow z PMS jest 2-krotnie wyzszy
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niz w kontroli (Ryc. 12). Przyrost poziomu markerow aktywacji ptytek mierzonych metoda
cytometrii przeplywowej, takich jak wielko$¢ subpopulacji PMPs oraz odsetek AGs,
odnotowany w wyniku dziatania TRAP byt rowniez wickszy w przypadku pacjentow z PMS
w stosunku do kontroli (Ryc. 9 i Ryc. 10). Jest to szczegoélnie godne uwagi, ze pomimo
podwyzszonego wyjsciowego poziomu markerow aktywacji pltytek w PMS komorki te nadal
zachowuja znaczaca reaktywnos¢, co $wiadczy o ich silnym potencjale pro-zakrzepowym.
Tworzenie homo- i hetero-agregatow oraz generowanie znacznych ilosci PMPs ma istotne
znaczenie we wzmacnianiu kaskady krzepnigcia. Jednak duze ilosci PMPs wytwarzanych
w stanach zapalnych moga takze wptywac¢ na odpowiedz immunologiczna [308]. PMPs sg
generowane w odpowiedzi na dzialanie kilku silnych agonistow plytek krwi, w tym trombiny
[309], ale indywidualna zdolnos¢ PAR-1 i PAR-4 do indukowania tworzenia PMPs nie zostata
dotychczas zbadana. Wyniki uzyskane w prezentowanej pracy wskazuja na zwigkszong
reaktywno$¢ ptytek krwi pacjentow z PMS zalezna od aktywacji receptora PAR-1. W celu
okreslenia molekularnego podtoza ujawnionych zmian fenotypowych przeprowadzono analize
porownawczg poziomu ekspresji PAR-1, ktéra obejmowata ocen¢ zmian na poziomie zaroOwno
produktu biatkowego, jak i MRNA w ptytkach krwi oraz w megakariocytach. W badaniach tych
po raz pierwszy wykazano, ze ptytkowa ekspresja PAR-1 (czasteczek biatka oraz transkryptow
dla genu F2R) jest zwiekszona u pacjentow z PMS (Ryc. 14 i Ryc. 17), co moze ttumaczy¢
wzmozong aktywno$¢ szlaku sygnalowego trombina/PAR-1, prowadzaca w konsekwencji do

pro-zakrzepowego potencjatu ptytek krwi w PMS.

Chroniczny stan zapalny w obrebie warstwy §rddbtonka sprzyja rozwojowi miazdzycy.
W ostatnich latach zwrdcono uwage na stezenie biomarkeréw miazdzycy, jako parametru
analizowanego u pacjentow z PMS pod katem ryzyka wystapienia incydentow
niedokrwiennych, a takze, co ciekawe, rozwoju zmian neurodegeneracyjnych. Z tego wzgledu
W prezentowanej pracy wykonano pomiar ekspresji biomarkerow miazdzycy — ApoAl oraz
a2M w ptytkach krwi 1 megakariocytach w PMS 1 w grupie kontrolnej. Wyniki wykazaty
obnizenie wzglednej ekspres;ji transkryptow mRNA dla genu APOAL zaréwno w ptytkach krwi,
jak i w megakariocytach w PMS w poréwnaniu z kontrolg (Ryc. 20). Badania epidemiologiczne
wskazuja, ze obnizony poziom ApoAl ma konsekwencje pro-miazdzycowe [310-312]. Niska
ekspresja ApoAl stanowi marker ryzyka chorob uktadu krazenia, zwlaszcza jesli towarzyszy
jej pro-zakrzepowy fenotyp ptytek krwi. W przeprowadzonych badaniach wykazano ujemng
korelacje migdzy wzgledng ekspresja genu APOALl a parametrami okre$lajacymi stan

czynno$ciowy plytek krwi spoczynkowych oraz ich reaktywno$¢ indukowang przez TRAP,
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a takze pomigdzy ekspresja PAR-1 na poziomie mRNA 1 biatka (Tab. 31). Uzyskane wyniki
uzupehiajg nagromadzone dotychczas dowody na to, ze zmiany w biomarkerach szlaku
cholesterolu s3 zwigzane z progresja poznej fazy przebiegu PMS. Murali 1 wsp. wykazali
wzgledny spadek poziomu ApoAl u pacjentdw przechodzacych w faz¢ PMS, w stosunku do
poziomu podstawowego ApoAl, jaki odnotowano u pacjentow w fazie RRMS, co bylo istotnie
zwigzane z wigksza liczbg nowych zmian demielinizacyjnych i utratg istoty szarej w PMS
[313]. Neuroprotekcyjne whasciwosci ApoAl zostaty potwierdzone w kilku innych niedawnych
badaniach, ktore dostarczyly nowych dowodow na to, ze wyzszy poziom ApoAl jest istotnie
skorelowany z lepsza perfuzja moézgowa u pacjentow z MS oraz mniejszym zanikiem kory
moézgowej, po uwzglednieniu poziomu neurofilamentdéw w surowicy jako markera
neurodegeneracji [314-316]. Drugim waznym biomarkerem miazdzycy analizowanym w tej
pracy byla o2M, ktéora wytwarzana jest glownie przez komorki watroby, ale jest takze
syntetyzowana lokalnie przez komoérki krwi, w tym rowniez przez ptytki krwi. Funkcja a2M
we krwi zwigzana jest z regulacja uktadu immunologicznego, kontrolg uktadu krzepnig¢cia oraz
hamowaniem fibrynolizy [317]. 0a2M jest bardzo obficie wystgpujacym biatkiem surowicy
biorgcym udziat w rozwoju miazdzycy [318]. Ekspresja genu A2M istotnie warunkuje stopien
ciezkosci i rozlegto$¢ zmian miazdzycowych [319] i w zwigzku z tym uwaza sig, ze a2M moze
by¢ potencjalnym markerem prognozowania i diagnostyki incydentéw niedokrwiennych [320].
Przeprowadzona w pracy analiza metoda qPCR wykazata znaczaco zwigkszong wzgledna
ekspresje transkryptow mRNA dla genu A2M zaréwno w plytkach krwi, jak 1 megakariocytach
od pacjentéw z PMS w pordéwnaniu z grupa kontrolng (Ryc. 21). Odkrycie to wydaje si¢
szczego6lnie wazne ze wzgledu na dodatnie korelacje ekspresji A2M z parametrami aktywacji
ptytek krwi spoczynkowych oraz stymulowanych na drodze receptora PAR-1 uczestniczacego
w trombinowej aktywacji ptytek krwi, jak rowniez z sama ekspresja PAR-1 na poziomie mRNA
| biatka (Tab. 31).

Aktywacji  plytek krwi towarzyszy ekspozycja duzej liczby receptorow
powierzchniowych, w tym gldwnego receptora integrynowego GPIIb/IIla dla fibrynogenu,
czesto wykorzystywanego jako marker aktywacji plytek. Sposrod wielu receptoréw plytek krwi
to kompleks GPlIb/Illa jest podstawowym mediatorem homo-agregacji ptytek zachodzacej
przy udziale dimerycznych czasteczek fibrynogenu, a poprzez polaczenie z leukocytarnym
kompleksem integrynowym CD11b/CD18 (MAC-1) pelni role stabilizujaca podczas
formowania si¢ PLCs [321]. Podjednostki GPIIb/Illa stanowig antygeny roznicujace,

charakterystyczne dla ptytek krwi oraz megakariocytéw. Badanie obrazowania mézgu wraz ze
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znakowaniem z uzyciem przeciwcial specyficznych dla aktywnej formy receptora GPIIb/Il1a
wykazalo obecnos¢ pobudzonych ptytek krwi w mozgu ze stanem zapalnym w modelu
zwierzecym. Sugeruje to mozliwo$¢ zastosowania czasteczek receptora GPIIb/Illa zwigzanych
z plytkami krwi do celow diagnostycznych w stanach zapalnych uktadu nerwowego [322].
Natomiast Lock i wsp. na podstawie wynikoéw analizy mikromacierzy ludzkich aktywnych plak
demielinizacyjnych w MS, wykazali podwyzszony poziom mRNA dla genu ITGA2B
kodujacego podjednostke integrynowa GPIIb, co potwierdza udzial ptytek krwi w patogenezie
neurozapalenia [225]. Rowniez Doring i wsp. poprzez identyfikacje czasteczek P-selektyny
oraz GPIIb wykazali obecno$¢ aktywnych ptytek krwi w zmianach zapalnych w OUN
w zwierzecym modelu EAE [323]. Co wigcej, Langer 1 wsp. zaobserwowali, ze zablokowanie
receptora GPIIb/Illa powodowalo zlagodzenie objawdéw w przebiegu mysiego modelu EAE.
Podobne efekty hamowania procesu zapalnego dawato tez obnizenie liczby ptytek krwi.
Zaobserwowano zahamowanie postgpu choroby, w tym obnizenie demielinizacji i uszkodzenia
aksonoéw. Natomiast nie odnotowano wptywu na proces immunizacji w EAE, co §wiadczy
o udziale ptytek krwi w procesach neurozapalnych, gdzie promowanie reakcji zapalnej jest
zalezne od cross-talk ptytka-leukocyt oraz adhezji i agregacji ptytek w obrebie Sciany naczynia
krwionosnego [226, 227]. Oznacza to, ze ptytki krwi istotnie przyczyniaja si¢ do postepu EAE,
a tym samym potencjalnie do progresji ludzkiego MS, a aktywnos$¢ receptora GPIIb/Illa
stanowi nie tylko istotny czynnik determinujacy wlasciwosci trombogenne ptytek krwi, ale
takze ich uczestnictwo w stanach neurozapalnych i demielinizacji. W zwigzku z potencjalnym
znaczeniem GPIIb/Illa w progresji MS, w pracy oznaczono poziom ekspresji tego receptora
w ptytkach krwi oraz w megakariocytach. Wykazano wzrost st¢zenia czgsteczek biatkowych
receptora GPIIb/Illa zarowno w ptytkach krwi jak 1 w megakariocytach pacjentow z PMS
w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 15), jak rowniez wyzsza ekspresj¢ mRNA dla genéw ITGA2B
I ITGB3 kodujacych odpowiednio podjednostki integrynowe GPIIb i GPIlla (Ryc. 18).

Zwigkszona liczba kopii receptora GPIIb/Illa moze byé¢ kluczowym czynnikiem
pro-agregacyjnych wtasciwosci ptytek krwi w PMS. Tym bardziej, iz najnowsze doniesienia
literaturowe wskazuja, ze ptytki krwi w PMS charakteryzuja si¢ podwyzszonym
wewnatrzkomérkowym stezeniem fibrynogenu [219]. Synteza fibrynogenu zachodzi gtéwnie
w komorkach watroby, ale pewna pula tego biatka jest syntetyzowana przez megakariocyty
szpiku kostnego, ktore sg komorkami prekursorowymi ptytek krwi [324, 325]. Ptytki krwi
powstaja w procesie réznicowania megakariocytow, podczas ktdrego zostaja wyposazone

w liczne mitochondria, rybosomy (potrzebne do syntezy biatek plytkowych) oraz czasteczki
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mRNA i miRNA. Dzigki temu, pomimo braku jadra komorkowego, ptytki krwi zachowuja
aktywny metabolizm [326]. W bezjadrzastych plytkach krwi ssakéw potwierdzona zostala
synteza biatek zachodzgca w oparciu 0 mRNA pochodzace z megakariocytow. Dotychczas
opisanych jest okoto 5000 transkryptow, ktore zostajg przekazane z megakariocytow
w czasie tworzenia ptytek krwi, co stanowi ponad polowe puli transkryptow obecnych
w megakariocytach [7, 327]. Poréwnanie ptytkowego transkryptomu i proteomu wykazato,
ze okoto 70% biatek ptytkowych jest najprawdopodobniej syntetyzowane na bazie ptytkowego
MRNA. Przy czym poziom syntezy biatka w ptytkach moze by¢ cze$ciowo zalezny od stopnia
ich aktywacji [7]. W kolejnym etapie badan podjeto si¢ weryfikacji postawionej hipotezy,
ze w plytkach krwi pacjentow z PMS zachodzi wzmozona synteza fibrynogenu. Ponadto,
wykonana zostata analiza potencjalnych zmian molekularnych fibrynogenu w ptytkach krwi
i megakariocytach w PMS. W pierwszej kolejnosci, metoda ELISA oznaczono st¢zenie
fibrynogenu w ptytkach krwi, megakariocytach oraz osoczu w prébkach pochodzacych od
pacjentéw z PMS oraz prébkach kontrolnych. Wyniki jakie uzyskano wskazuja na okoto
1,5-krotnie wyzsze stezenie fibrynogenu zarowno w ptytkach krwi, jak i w megakariocytach
pacjentow z PMS, w poréwnaniu z grupa kontrolng (Ryc. 22). Natomiast w przypadku st¢zenia
fibrynogenu w osoczu nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic pomiedzy PMS i grupa
kontrolna (Ryc. 23). Srednia warto$é stezenia fibrynogenu w osoczu w obu grupach oscylowata
w granicach wartosci referencyjnej ok. 3 g/L [328]. W oparciu o uzyskane wyniki, w kolejnym
etapie przeprowadzono porownawcza analizg ilosciowg ekspresji mRNA dla genéw FGA, FGB
I FGG kodujacych odpowiednio tancuchy a-, B- i y-fibrynogenu w grupie badanej oraz w grupie
kontrolnej. Niestety, ekspresja badanych transkryptow zarowno w ptytkach krwi, jak
i w megakariocytach byla na poziomie ponizej progu detekcji w obu poréwnywanych grupach
(Ryc. 24). Ze wzgledu na pionierski charakter badan nie ma mozliwos$ci poroéwnania
uzyskanych wynikow z danymi literaturowymi, jednak otrzymane wyniki sugeruja, ze
fibrynogen obecny w plytkach krwi nie jest syntetyzowany ani w tych komorkach, ani
w megakariocytach. Natomiast, z danych literaturowych wynika, ze cze$¢ biatek ptytkowych
jest absorbowana z osocza [329]. Istnieje zatem mozliwosé, ze zwigkszone stgzenie
fibrynogenu w plytkach krwi w PMS moze wynika¢ z ich zwigkszonych zdolno$ci do
pochtaniania bialek z osocza, w tym fibrynogenu, co moze by¢ zasocjowane ze zwigkszong

liczba receptorow dla fibrynogenu (GPIIb/I11a) obecnych na powierzchni ptytek krwi.

Heterogennos¢ fibrynogenu jest wynikiem dziatania kilku rodzajow zmiennoSci:

polimorfizméw genetycznych, alternatywnego przetwarzania mRNA, rozszczepienia
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proteolitycznego, czynnikow §rodowiskowych 1 modyfikacji aminokwasowych, ktore
wplywaja na tworzenie si¢ skrzepu, jego struktur¢ i podatno$¢ na lizg. Skutki tego maja
konsekwencje dla wyst¢powania i cigzkoSci przebiegu chordb zakrzepowo-zatorowych [330,
331]. Wedtug danych literaturowych, obecnie zidentyfikowano kilkana$cie polimorfizmow
fibrynogenu, z czego do najbardziej przebadanych SNP zalicza si¢ mutacje zmiany sensu:
-455G>A (rs1800790) oraz -148C>T (rs1800787). Badania kliniczne wykazaty, ze
polimorfizmy rs1800790 i rs1800787 genu FGB sg $cisle zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem
udaru niedokrwiennego i choroby niedokrwiennej serca [332-334]. Zmienno$¢ genetyczna
w obrebie genow kodujacych tancuchy fibrynogenu moze istotnie przyczyniac si¢ do zmiany
czestosci wystepowania i/lub przebiegu proceséw pro-zakrzepowych. Z tego wzgledu
nastgpnym etapem podjetych badan byto okreslenie, przy uzyciu techniki NGS, potencjalnych
roznic w sekwencji genow FGA, FGB, FGG kodujacych poszczegolne tancuchy fibrynogenu
u pacjentow z PMS w odniesieniu do grupy kontrolnej. Analiza przesiewowa zmian
w sekwencji badanych genow pomiedzy PMS a grupa kontrolng pozwolita zidentyfikowaé
10 zmian typu SNP (gtownie w genie FGA kodujacym tancuch a-fibrynogenu), z czego
9 z nich byto nowo wykrytymi mutacjami, ktore nigdy wcze$niej nie zostaty opisane w bazie
danych SNP. Wykonany skrining wykazal obecnos¢ 7 mutacji w genie FGA, jednej mutacji
w genie FGB oraz dwoch mutacji w genie FGG. Ponadto, w przypadku wariantow ¢.1040A>G,
€.991A>G genu FGA i ¢.832+57T>A w genie FGG wykazano zaleznosci miedzy
wystgpowaniem mutacji punktowych a ryzykiem wystapienia PMS (Tab. 44 i 45). Sposrod
wszystkich zidentyfikowanych w pracy SNP, mutacja zmiany sensu ¢.991A>G (rs6050)
wydaje si¢ by¢ najbardziej istotna ze wzgledu na jej dobrze udokumentowany udziat
w chorobach naczyniowych. Zgodnie z danymi literaturowymi polimorfizm ¢.991A>G zostat
powiazany ze zwiekszonym ryzykiem udaru niedokrwiennego [335] i wystepowaniem Silnego
stanu zapalnego [336]. Ponadto, Zeng et al. wykazali, ze polimorfizm ¢.991A>G moze
znaczgco przyczynia¢ sie do etiologii sporadycznego krwotoku moézgowego [337].
W prezentowanej pracy po raz pierwszy wykazano, ze polimorfizmu ¢.991A>G powoduje
4-krotny wzrost ryzyka rozwoju PMS w poréwnaniu do grupy kontrolnej (OR = 4,2; p = 0,038)
(Tab. 44). Zgodnie z dostepna literaturg, dotychczas nie badano wptywu wykrytych mutacji na
ryzyko wystepowania MS, jednakze uzyskane w pracy wyniki wskazuja mozliwy udzial
polimorfizmu c.991A>G w etiologii MS. Z funkcjonalnego punktu widzenia, zmiany
w odcinku kodujacym majg wicksze znaczenie, bowiem moga tlumaczy¢, jak zmiana

nukleotydu w sekwencji DNA moze wptyna¢ na kodowany przez dany kodon aminokwas i tym
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samym prowadzi¢ do zmiany polarnosci bialka, jak rowniez wplynag¢ na jego funkcje
I strukture. Co wazniejsze, mutacje w sekwencjach kodujacych moga powodowac ujawnienie
si¢ fenotypu choroby m.in. poprzez zmiany w strukturze czateczki mRNA, jak réwniez
inaktywacje genow oraz inicjacje aparatu splicingowego. Jednakze, to gléwnie mutacje
w intronach sa odpowiedzialne za zaburzenia procesu sktadania mRNA, co w konsekwencji
moze powodowac¢ powstawanie nieprawidlowych transkryptow. Ponadto, mutacjom
intronowym przypisuje si¢ czesto znaczenie prognostyczne [338]. Dokonujac analizy mutacji
€.832+57T>A w intronie genu FGB stwierdzono istotng statystycznie roznice w czestosci
wystepowania alleli i genotypéw homo- i heterozygotycznych w PMS w odniesieniu do grupy
kontrolnej. Wykazano, ze heterozygota T/A zwigksza ponad 8-krotnie prawdopodobienstwo
rozwoju PMS (OR = 8,75) (Tab. 45). Natomiast w genie FGG zidentyfikowano w regionie
5’UTR mutacje c.-213A>T, ktoéra nie zostata nigdy wczesniej scharakteryzowana w zadnej
bazie danych SNP. Pomimo tego, ze nie wykazano jej wpltywu na wystepowanie MS (Tab. 46)
to wlasnie mutacje w regionach regulatorowych, w ktérych dochodzi do przylgczenia sie¢
czynnikow transkrypeyjnych, powoduja zmiany w ekspresji genéw i w konsekwencji wptywaja
na liczbe transkryptow w komorce [339, 340]. Zgodnie z posiadanym stanem wiedzy, analiza
sekwencji genow FGA, FGB oraz FGG nie zostata dotychczas przeprowadzona na populacji
pacjentow z MS, jak rowniez istotny jest fakt, ze wykazane w pracy zmiany w genach sa to
gtownie nowo odkryte mutacje, w zwigzku z czym nie ma mozliwosci skonfrontowania
uzyskanych wynikow z dostepna literaturg. Ponadto, nalezy podkresli¢ fakt, ze przeprowadzone
badania mialy charakter skriningowy, a ich celem bylo przede wszystkim wyznaczenie
dalszego kierunku analiz, dzigki ktorym mozliwe bedzie sprecyzowanie charakteru zmian

genetycznych oraz okreslenie zmian fenotypowych.

W celu identyfikacji zmian we wzorze PTMs w obrebie czasteczek fibrynogenu
wyizolowanego z ptytek krwi, megakariocytow oraz osocza wykonano przesiewowa analizg
map biatkowych dla poszczegdlnych tancuchow a-, B- oraz y-fibrynogenu w PMS i w grupie
kontrolnej. Analiza statystyczna wykazata istotne zmiany w poziomie ekspresji tancucha
a-fibrynogenu, wskazujac, ze jest to polipeptyd rdéznicujacy ptytki krwi pomigedzy PMS
I kontrolna (g-value = 0,0005) (Tab. 34). Ponadto, uzyskane wyniki wskazuja na istnienie
zmiennego profilu modyfikacji a-fibrynogenu pomiedzy badanymi  wariantami
eksperymentalnymi (Tab. 36). Szczegolnie istotne wydaja si¢ rdznice we wzorach glikacji,
O-glikozylacji oraz fosforylacji. Patologiczne PTMs, jak chociazby modyfikacje oksydacyjne,

obserwuje si¢ w roznych stanach chorobowych, w tym chorobach sercowo-naczyniowych
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I chorobach neurodegeneracyjnych [341]. W ciagu ostatnich kilku lat przybywa badan, w tym
z wykorzystaniem techniki spektrometrii mas, w celu okreslenia pozycji i charakteru PTMs
obecnych w tancuchach a-, B- i y-fibrynogenu [342, 343]. Uwaza si¢, ze wystgpowanie PTMs
moze mie¢ istotny wplyw na kluczowe funkcje fibrynogenu, takie jak polimeryzacja fibryny
i interakcja z ptytkami krwi [344]. Struktura fibrynogenu jest najczeSciej modyfikowana
poprzez glikacj¢ oraz homocysteinylacje, ktore przyczyniaja si¢ do tworzenia trombogennej
struktury fibryny [345]. Brak jest jednak danych, dotyczacych wyst¢powania wzoru PTMs
tancuchow fibrynogenu w poszczegélnych jednostkach chorobowych, w tym w schorzeniach
charakteryzujacych si¢ zwigkszonym potencjatem pro-zakrzepowym krwi. W pracy wykazano
miejsca glikacji na resztach Lys’* i Arg® w a-fibrynogenie plytek krwi od pacjentéw z PMS,
ktorych nie zidentyfikowano w ptytkach kontrolnych (Tab. 36). Stopien glikacji fibrynogenu
odpowiada za struktur¢ wiokien i upakowanie fibryny, co determinuje podatnos$¢ skrzepu na
fibrynoliz¢ i moze przyczynia¢ si¢ do zwigkszonego ryzyka wystapienia zakrzepicy zylnej
[346]. W pracy wykazano ponadto dodatkowe miejsca fosforylacji czasteczki a-fibrynogenu na
resztach Ser®® i Ser®® w plytkach krwi w PMS, ktérych nie zidentyfikowano na ptytkach
kontrolnych (Tab. 36). Z danych literaturowych wynika, ze fosforylacja fibrynogenu wptywa
na stan czynnos$ciowy tego bialka sprzyjajac wilasciwosciom pro-zakrzepowym, w tym
skracajgc parametry czasu krzepnigcia [347]. Co cickawe, wyzszy poziom fosforylacji
fibrynogenu zaobserwowano m.in. po zabiegach operacyjnych, co potencjalnie moze stanowi¢
mechanizm zapobiegania krwawieniom okolozabiegowym [348]. Badania przeprowadzone
w ramach realizowanej pracy doktorskiej stanowig jedynie analize skriningowa, ktorej celem
byta identyfikacja potencjalnych roznic we wzorze PTMs dla czasteczek tancuchow
fibrynogenu w PMS 1 w grupie kontrolnej. Uzyskane wyniki stanowig podstawe do dalszych
szczegotowych  badan, ktéorych przedmiotem bedzie wnikliwa analiza zmian
zidentyfikowanych we wzorach PTMs. Ze wzgledu na globalny, a zarazem pionierski charakter
prowadzonych badan, na chwile obecng mozliwe jest jedynie wskazanie charakteru
zachodzacych zmian w kierunku pro-zakrzepowym. Jednakze, konieczne jest dalsze
prowadzenie badan nakierowanych na weryfikacje i ocen¢ funkcjonalnych konsekwencji

wykazanych zmian proteomicznych.

Zwigkszona aktywnos$¢ ptytek krwi moze by¢ potencjalnie uwarunkowana wieloma
czynnikami oddziatujagcymi na réznych poziomach struktury i funkcji tych komorek. Jednak
biologiczng odpowiedz plytek wigze si¢ zawsze ze zmiang ich ksztattu, dlatego modyfikacje

biatek cytoszkieletu stanowi¢ moga wazny aspekt zaburzonej fizjologii ptytek. Ilosciowe i/lub
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strukturalne zmiany biatek cytoszkieletu moga bezposrednio pocigga¢ za soba zmiany
czynno$ciowe hemostatycznej funkcji ptytek, a w konsekwencji prowadzi¢ do pojawienia si¢
incydentow sercowo-naczyniowych. W zwigzku z tym, w kolejnym etapie badan wykonana
zostala analiza zmian ilosciowych i jakosciowych kluczowych biatek cytoszkieletu w ptytkach
krwi, a takze w megakariocytach. W pierwszej kolejnosci, metoda immunoenzymatyczng
oznaczono stezenie P-tubuliny oraz B-aktyny w plytkach krwi oraz megakariocytach
pochodzacych od pacjentow z PMS oraz w probkach kontrolnych. Wykazano, ze $rednie
stezenie obu biatek cytoszkieletu w ptytkach krwi oraz w megakariocytach pacjentow z PMS
jest wyzsze od stgzenia w kontroli (Ryc. 26 i Ryc. 27). Przy czym szczegdlny wzrost
zaobserwowano w przypadku p-tubuliny. Aby okreslié, czy zmiany iloSciowe
B-tubuliny oraz [B-aktyny sa wynikiem zwigkszonej syntezy tych biatlek w badanych
komorkach, w kolejnym etapie badan wykonano analize iloSciowa ekspresji genéw TUBB1
oraz ACTB, kodujacych odpowiednio Bl-tubuling oraz B-aktyne, w PMS oraz w grupie
kontrolnej. Zaobserwowano zalezno$¢ analogiczna, jak w przypadku pomiaru stezenia biatka.
Zarowno w ptytkach krwi, jak 1 w megakariocytach wykazano wzrost ilosci transkryptow dla
genow TUBBL (Ryc. 28) oraz ACTB (Ryc. 29) w PMS, przy czym szczegdlnie duza rdéznicg
wzgledem kontroli odnotowano w przypadku mRNA dla genu kodujacego B1-tubuline.
Prawidtowa eckspresja biatek cytoszkieletu ptytek krwi ma istotne znaczenie dla ich roli
w mechanizmach hemostazy. Badania Schwer i wsp. wskazuja, ze ilos¢ Pl-tubuliny
przekazywanej ptytkom podczas ich powstawania de novo w procesie rdznicowania
megakariocytéw determinuje powstawanie, strukture 1 funkcje ptytek krwi. Badania genetyczne
przeprowadzone na modelu mysim wykazaly, ze indukowany defekt genu dla B1-tubuliny
skutkuje trombocytopenia wynikajaca z zaburzonego wytwarzania proplytek, bedacych
bezposrednimi prekursorami ptytek krwi. Co wigcej, powstajace ptytki krwi sg niezdolne do
zmiany ksztattu z dyskoidalnego na kolczasty sferocyt oraz wykazuja ostabiong odpowiedz na
trombing. Powstajgce zaburzenia skutkujag wydtuzonym czasem krwawienia [75]. Poprzez
analogie do tych badan, mozna wnioskowac, ze wzmozona ekspresja fl-tubuliny moze miec
konsekwencje pro-zakrzepowe, jednakze w literaturze brakuje badan prowadzonych w tym

kierunku.

Mutacje w genach oraz PTMs wplywaja na funkcjonalng heterogenicznos$¢ bardzo
konserwatywnych dimerow tubuliny i stanowig glowny regulator ich dziatania [116]. Analiza
wzoru PTMs przeprowadzona w prezentowanej pracy wykazata, ze B1-tubulina nie jest

biatkiem, ktore w istotny sposob roznicuje badane grupy (PMS vs kontrola) (Tab. 49), niemniej
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jednak posiada zroznicowany profil modyfikacji biatka w porownywanych grupach (Tab. 51).
Wykazano, ze Bl-tubulina z ptytek krwi w PMS charakteryzuje si¢ znacznie wigkszym
poziomem deamidacji reszt Asn i GIn w poréwnaniu do B1-tubuliny pochodzacej z ptytek
kontrolnych (Tab. 51). Deamidacja wcigz nalezy do stabo poznanych PTMs, jednak istnicjg
doniesienia, ktore wskazuja, ze deamidacja moze wptywac na stabilno$¢ strukturalng biatka
zaklocajac jego pierwotng funkcje biologiczng [349, 350]. Natomiast, jak wykazano w pracy,
B-aktyna tylko w przypadku megakariocytow (PMS vs kontrola) r6znicuje badane warianty
eksperymentalne (g-value = 0,0013) (Tab. 52), ponadto posiada odmienny profil PTMs
w porownywanych grupach (Tab. 54). Analiza sekwencji f-aktyny wykazata cztery rozne
PTMs w obrebie ptytek krwi, sg to: metylacja, acetylacja, glikacja oraz deamidacja (Tab. 54).
Wykryto, ze w grupie PMS obecne s3 dodatkowe miejsca metylacji na resztach His’3, His®’
i His®, ktorych nie zidentyfikowano w ptytkach krwi kontrolnych (Tab. 54). Z danych
literaturowych wynika, ze metylacja W pozycji His”® stanowi stosunkowo rzadki typ
modyfikacji, ale istotnie wplywa na obnizenie elastyczno$ci i stabilnosci filamentow
aktynowych poprzez regulacj¢ wtdkien naprezeniowych odpowiedzialnych za zmiang ksztattu
komorki [351]. W przypadku ptytek krwi z PMS wykazano takze nizszy poziom acetylacji na
resztach Cys?% B-aktyny. Drazik i wsp. wykazali, ze komorki pozbawione N-acetylotransferazy
sa hipermobilne 1 charakteryzuja si¢ znacznym wzrostem liczby fillopodiow 1 catkowitej
zawartosci F-aktyny, podczas gdy testy in vitro pokazuja, ze acetylowana B-aktyna wykazuje
wolniejsze wydtuzanie wiokien niz jej forma nieacetylowana [352]. A zatem spadek acetylacji
w plytkach PMS moze predysponowac do zwigkszonej elastycznosci cytoszkieletu i1 bardziej

dynamicznej zmiany ksztattu.

B1-tubulina kodowana przez gen TUBBL jest gtéwng izoformg PB-tubuliny obecng
w ptytkach krwi i megakariocytach [109]. Istnieje wiele badan genetycznych, ktore wskazuja
na to, ze mutacje w obrebie genu TUBB1 stanowig istotny czynnik zaklocajacy formowanie
mikrotubuli, co wptywa na upos$ledzone tworzenie si¢ proptytek. Badania Kunishima
i wsp. wykazaly, ze mutacja ¢.779T>C (Phe260Ser) w genie TUBB1 powoduje powstawanie
niefunkcjonalnych mikrotubuli oraz formowanie si¢ ptytek o nieregularnym ksztatcie [353].
Badania prowadzone przez Fiore i wsp. dowiodly natomiast, ze mutacja ¢.1267C>T w genie
TUBB1 odgrywa role w tworzeniu si¢ zwojow mikrotubuli w ptytkach [354]. Badania
przeprowadzone na chinskiej populacji dzieci z wrodzong niedoczynnos$cia tarczycy, wykazaty
obecno$¢ mutacji ¢.952C>T w genie TUBB1 prowadzacej do zmiany sekwencji

aminokwasowej w C-koncowym regionie biatka tubuliny-f1, ktora zostala oceniona na
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podstawie kryteriow klasyfikacji i wytycznych dotyczacych zmienno$ci genetycznej jako
czynnik potencjalnie patogenny, przyczyniajacy si¢ do rozwoju chorob autoimmunologicznych
[355]. Ponadto, istniejg badania, ktore stwierdzajg zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem
mutacji ¢.130-131 AG>CC w genie TUBB1 (GIn43Pro) a zwickszonym ryzykiem udaru
krwotocznego u mezczyzn [356]. Mutacja typu missense g.10094G>A (Arg307His) w obrebie
genu TUBB1 u pacjentow z matoptytkowoscig idiopatyczng byla natomiast zwigzana
z  ciezszym  przebiegiem  choroby,  zwigkszonym = niepowodzeniem  terapii
immunomodulujgcych i wzmozong aktywnoscig ptytek krwi [357]. Co ciekawe, badania
genetyczne Stoupa i wsp. wykazaly istnienie niespotykanej zaleznos$ci miedzy obecno$cig
mutacji w genie TUBBL1 a chorobami tarczycy i fizjologia ptytek krwi. Badacze zidentyfikowali
3 nowe mutacje w genie TUBB1 u 0s6b z dysgenezja tarczycy, ktore prowadza do powstawania
niefunkcjonalnych dimeréw a- i B-tubuliny, ktére nie mogg tworzy¢ prawidlowych zwojow
mikrotubuli. Ponadto, mutacje TUBB1 powodowaty tworzenie si¢ makroptytek i prowadzity do
ich hiperagregacji po stymulacji niskimi dawkami agonistow [358]. Zmiany w obrgbie
sekwencji genu TUBB1 wydaja si¢ zatem by¢ czynnikiem dla rozwoju wielu chorob, w tym
rowniez o podtozu autoimmunologicznym, do ktérych zaliczane jest MS. Z tego wzgledu,
kolejnym etapem podjetych badan bylo okreslenie, przy uzyciu techniki NGS, potencjalnych
roznic w sekwencji genu TUBB1 u pacjentow z PMS w odniesieniu do grupy kontrolne;j.
W pracy wykryto dwie nowe mutacje, to jest c.1336C>A w regionie egzonu 4, wystepujaca
jedynie u pacjentow z PMS oraz c.-484C>G w regionie 5°UTR, obecng w obu grupach, ktora
uzyskala warto$¢ na granicy istotnosci statystycznej (p < 0,088) (Tab. 56). W obu przypadkach
nie wykazano zaleznosci migdzy wystgpowaniem zidentyfikowanych wariantow a ryzykiem
rozwoju PMS (Tab. 57). Niemniej jednak, zarowno mutacje w regonie 5’UTR, jak réwniez
modyfikacje C-koncowe w sekwencji na poziomie biatka, moga potencjalnie wptywac na
ekspresje biatka, polimeryzacj¢ mikrotubuli oraz na interakcje z biatkami MAP w komorce
[359]. Ponadto, uwaza si¢, ze zmiany profilu aminokwasowego na C-koncu mogg prowadzi¢
do zmian w obfitosci biatek, poprzez modulacj¢ szybkosci translacji, a takze powodowaé
formowanie si¢ niestabilnych struktur biatkowych [360]. W dostepnej literaturze brak jest
danych dotyczacych zmian sekwencji genu TUBB1 w populacji pacjentow z MS, a wykryte
przez nas mutacje moga zapoczatkowaé dalsze badania, szczeg6lnie pod katem zaburzonej

czynnos$ci hemostatycznej ptytek krwi w PMS.

Kolejnym etapem badan byta analiza profilu ekspresji czasteczek pltytkowego miRNA,

ktore odpowiedzialne sg za regulowanie procesu translacji, co ma szczego6lne znaczenie dla
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molekularnego podtoza zmian w hemostatycznej funkcji ptytek krwi w stanach patologicznych
[361]. W tym celu wykonano globalng analiz¢ porownawczg profilu miRNA w PMS wzglgdem
kontroli z wykorzystaniem metody mikromacierzy w ptytkach krwi i megakariocytach. Na
podstawie analizy bioinformatycznej uzyskanych wynikéw zidentyfikowano 93 miRNA
wykazujace wzrost ekspresji oraz 42 miRNA, ktérych ekspresja byta statystycznie nizsza
w ptytkach krwi w PMS w odniesieniu do kontroli (Tab. 57). W przypadku megakariocytow
w PMS zidentyfikowano wzrost ekspresji 130 miRNA oraz spadek ekspresji 93 miRNA, wobec
grupy kontrolnej (Tab. 58). Sposrod czagsteczek miRNA wykazujacych wysoki poziom
krotno$ci zmian ekspresji w PMS, wyselekcjonowano czasteczki, bioragc pod uwage te, ktore
zgodnie z danymi literaturowymi, sg specyficzne dla ptytek krwi, najobficiej w nich wystepuja
oraz sa zaangazowane w regulacje ekspresji gendéw odpowiedzialnych za gléwne szlaki
aktywacji i istotne funkcje hemostatyczne ptytek krwi [263, 361, 362]. Na tej podstawie
wytypowano 4 czasteczki miRNA: miR-15b-5p, miR-24-3p, miR-126-5p oraz miR-199a-3p,
dla ktérych przeprowadzono walidacje wynikow uzyskanych w metodzie mikromacierzy,
poprzez pomiar wzglednego poziomu ekspresji (w odniesieniu do kontroli endogennej —
miR-191-5p) stosujac metode Real-Time PCR. Pomiar metoda qPCR wykazal istotny
statystycznie spadek ekspresji wytypowanych miRNA w ptytkach krwi w PMS w odniesieniu
do kontroli (Ryc. 31). Natomiast, wyniki ekspresji tych samych wyselekcjonowanych miRNA
w megakariocytach rowniez wykazaly istotne rdznice pomigdzy pordwnywanymi grupami,
przy czym odnotowano wzrost ekspresji tych miRNA w PMS wzgledem kontroli (Ryc. 32).
Jak sugerujg doniesienia literaturowe, pomimo tego, ze znaczna cz¢$¢ miRNA zawartych
w ptytkach krwi pochodzi z puli przekazanej przez megakariocyty na drodze trombopoezy, to
jednak profil ekspresji tych czasteczek w ptytkach zalezy rowniez od zdolnosci ptytek do
pobierania miRNA ze S$rodowiska, jak rowniez wydzielania ich do osocza
w mikropgcherzykach ptytkowych: PMPs oraz egzosomach. Warto zauwazy¢, ze zdecydowana
wiekszos¢ miRNA obecna w osoczu jest pochodzenia ptytkowego [39]. Wykazano, ze ilo§¢
miRNA w ptytkach krwi istotnie zmniejsza si¢ w ciggu ich zycia i zalezy od poziomu
aktywnosci, a sama zmienno$¢ miRNA, a nawet takze mMRNA, wynika przede wszystkim
z poziomego transferu komorkowego miedzy plytkami krwi a innymi komodrkami
naczyniowymi poprzez tzw. proces internalizacji [363]. Mozna przypuszczac, ze pierwotnie
w megakariocytach ekspresja badanych miRNA jest wyzsza u pacjentow z PMS,
a nowopowstajace ptytki otrzymuja od nich odpowiednio duza pule tych czasteczek, ale ze

wzgledu na fakt, iz ptytki krwi w PMS zyskuja status hiperreaktywnych to intensywnie
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I masowo uwalniajg je do osocza w PMPs lub egzosomach lub/i przekazujg innym komérkom
naczyniowym, stad obnizona ekspresja tych miRNA w samych plytkach. Aby méc ostatecznie
przyjac t¢ hipoteze za prawdziwg, nalezy wykona¢ dodatkowe badania polegajace na analizie
osoczowych miRNA w celu porownania ich z pula miRNA ptytkowych i megakariocytarnych.
Badania te beda kontynuowane w oparciu o wyniki wlasne oraz dane literaturowe.
Analogicznie do spostrzezen z wynikow uzyskanych w niniejszej pracy, Wang i wsp. wykazali,
ze pacjenci z wysokim poziomem reaktywnos$ci ptytek (ang. High Platelet Reactivity, HPR)
maja nizszg zawartos¢ miR-15b w ptytkach, w poréwnaniu do pacjentoéw z niskim poziomem
reaktywno$ci ptytek (ang. Low Platelet Reactivity, LPR) [71]. Co wigcej, nadekspresja
mMiR-15b u pacjentdow z LPR negatywnie reguluje aktywnos$¢ agregacyjna ptytek w wyniku
promowania ich apoptozy. Natomiast, niska ekspresja miR-15b u pacjentow z HPR prowadzi
do podwyzszonego poziomu biatka Bcl-2, przez co hamuje apoptoz¢ oraz wzmacnia proces
agregacji ptytek krwi w poréwnaniu do pacjentow z LPR [364]. Liu i wsp. dowiedli natomiast,
ze nadekspresja miR-15b w limfocytach T CD4+ hamuje patogenne réznicowanie si¢ komorek
Th17 i tagodzi przebieg EAE [365]. Przy czym, Chen i wsp. wykazali znacznie obnizong
ekspresje miR-15b w limfocytach T CD4+ pochodzacych od pacjentow z MS w poréwnaniu
do kontroli [366]. Podobnie, Manna i wsp. analizujagc surowice pacjentow z RRMS takze
udokumentowali spadek ekspresji miR-15b w stosunku do grupy kontrolnej [367]. Réwniez
miR-126 koreluje ze stanem aktywacji ptytek krwi, a takze stanowi marker prognostyczny dla
zdarzen sercowo-naczyniowych [368]. Cerutti i wsp. dowiedli, ze spadek ekspresji miR-126
zwigcksza powierzchniowa ekspresje E-selektyny oraz biatka adhezyjnego komorek
naczyniowych (ang. Vascular Cell Adhesion Protein, VCAM), co wptywa na wzrost adhezji
leukocytéw do srodbtonka BBB [369]. MiR-126 jest silnie wyrazany w plytkach krwi i uwaza
si¢, ze jest znaczaco zaangazowany w ich reaktywnos¢, agregacje, degranulacje oraz adhezjg.
Jansen 1 wsp. wykazali, Ze u pacjentow z chorobg wiencowa niski poziom ekspresji miR-126
I MiR-199a zawartych w PMPs koreluje z obnizong predyspozycja do wystepowania ostrych
zdarzen niedokrwiennych [370]. Natomiast w przypadku miR-24, Fayyad-Kazan i wsp. ustalili,
ze jego obnizona ekspresja odpowiedzialna jest za wzmozone wydzielania IFN-y przez
limfocyty T CD4+ [371]. Moze mie¢ to znaczenie z punktu widzenia patogenezy MS, gdyz
IFN-v jest jedng z gtdwnych cytokin pro-zapalnych obecnych w zmianach demielinizacyjnych
MS, a jej poziom znacznie si¢ zwigksza podczas ostrej fazy choroby [372]. Co wigcej, istniejg
doniesienia, ze obnizona ekspresja miR-24 odgrywa rol¢ w promowaniu nawrotow u pacjentow

z MS [373]. Liczne doniesienia literaturowe dowodza, ze miRNA moga wplywaé na rozwdj
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procesOw neurodegeneracyjnych i kontrolowa¢ odpowiedz immunologiczng ze znaczacym
wplywem na ekspansje reakcji autoimmunologicznych [374-376]. Zatem istotne wydaje si¢
okreslenie profilu ekspresji miRNA u pacjentow z MS, co moze znalez¢ praktyczne
zastosowanie zarowno w diagnostyce Klinicznej, jak i terapii tego schorzenia. W wigkszosci
dotychczas opublikowanych badan analizujacych ekspresje miRNA w MS wykorzystano
PBMCs, krew pelna, osocze, czy ptyn mozgowo-rdzeniowy [377, 378]. Obecnie nie ma badan, ktore

koncentrowaly by si¢ na ocenie zmiennosci w profilu ptytkowego miRNA u pacjentow z MS.

Uszkodzenia strukturalne i funkcjonalne powstajace na skutek stresu oksydacyjnego
stanowig wazne podtoze dla rozwoju wielu chordb. Z jednej strony, stres oksydacyjny wptywa
bezposrednio na przemiany epigenetyczne, takie jak metylacja DNA i modyfikacje histonow,
ktore reguluja transkrypcje miRNA [379, 380], z drugiej natomiast, deregulacja fizjologicznych
poziomow miRNA moze prowadzi¢ do uszkodzenia oksydacyjnego i rozwoju choroby [381].
W przewlektych chorobach zapalnych, takich jak MS, ochrona antyoksydacyjna jest zwykle
znacznie ostabiona, co prowadzi do wysokiego poziomu stresu oksydacyjnego [382].
Stres oksydacyjny w MS uczestniczy w uszkodzeniu mieliny i degradacji aksondow,
co przyczynia si¢ do manifestowania objawow klinicznych choroby [383]. Ponadto,
udokumentowano, ze nadmierne generowanie RFT/RFA w przebiegu MS wplywa na
tzw. plastycznos¢ moézgu i prowadzi do zaburzen w procesach neurotransmisji [384].
Utrzymujacy si¢ wysoki poziom stresu oksydacyjnego jest tez dobrze udokumentowanym
czynnikiem zaburzenia procesdéw hemostazy [385, 386], co moze mie¢ istotne znaczenie dla
patogenezy MS. W prezentowanej pracy podje¢to badania majace na celu ocen¢ poziomu stresu
oksydacyjnego w ptytkach krwi. Analiza porownawcza wewnatrzptytkowego poziomu RFT
wykonana z zastosowaniem sondy DCFH wykazata znaczacy wzrost stezenia RFT w PMS
w porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 36). Jednym z hipotetycznych mechanizméw
mogacych odpowiada¢ za rozproszong neurodegeneracj¢ wystgpujaca u pacjentow z MS jest
dysfunkcja mitochondriow. Zaburzenia mitochondrialne najprawdopodobniej spowodowane sg
patologicznym otwarciem kanalow przejsciowych znajdujacych si¢ w wewngtrznej btonie
mitochondrialnej, ktére po otwarciu pozwalaja na wniknigcie substancji rozpuszczonych do
macierzy mitochondrialnej, powodujac spadek MMP i uwolnienie biatek apoptotycznych, co
w konsekwencji prowadzi do smierci komorki [387]. Tempo obrotu ATP w plytkach krwi jest
bardzo duze, co sugeruje istotng role mitochondriow w funkcjonowaniu ptytek. Zaskakujaco
duza jest takze zawarto$¢ tych organelli, w liczbie okoto 8-9 sztuk przypadajacych na

pojedyncza komorke. Ponadto, zapotrzebowanie na energi¢ nasila si¢ podczas aktywacji ptytek
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krwi i ztozonej kaskady sygnalizacyjnej, ktéra reguluje procesy adhezji, agregacji i degranulacji
ptytek [388, 389]. To przyrostowe zuzycie energii jest jednym z gldwnych wyznacznikéw
czynnosci plytek krwi. MtDNA koduje funkcjonalnie wazne podjednostki mitochondrialnego
fancucha oddechowego, ztozonego z czterech kompleksow, zlokalizowanych w wewngtrznej
btonie mitochondrialnej (kompleksy I-1V) oraz syntazg ATP (okreslang czasami jako kompleks
V) [390]. Oksydaza cytochromu ¢ (kompleks V) jest ostatnim enzymem mitochondrialnego
fancucha transportu elektronéw w procesie fosforylacji oksydacyjnej, kodowanym przez
mitochondrialny gen MTCO-1. W tym konicowym kompleksie zuzywane jest ponad 90% tlenu
obecnego w komorce. Kompleks IV katalizuje redukcje Oz do H20, dzigki czemu stanowi
istotng struktur¢ zapobiegajgca tworzeniu si¢ produktéw posrednich w postaci RFT [391].
Z czego wynika, ze zmniejszona ekspresja oksydazy cytochromu ¢ zwigksza mitochondrialny
poziom RFT. Natomiast, wzrost RFT powstatych przez wadliwe funkcjonowanie kompleksow
fancucha oddechowego skutkuje nieodwracalnym uszkodzeniem mitochondriéw,
co w rezultacie moze doprowadzi¢ do spadku MMP [392], ktory stanowi wczesny sygnat utraty
zywotnosci komorek [393]. Nasze wyniki sugeruja wystgpowanie uszkodzen mitochondriow
w PMS, co potwierdza spadek ekspresji transkryptow genu MTCO-1 (Ryc. 34) i znaczaca
depolaryzacja btony mitochondrialnej ptytek krwi (Ryc. 33) u pacjentow z PMS

w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Uwaza si¢, ze GAPDH, bedacy enzymem metabolizmu tlenowego, stuzy jako
wewnatrzkomorkowy czujnik stresu oksydacyjnego na poziomie mitochondrialnym i moze
przyczyniaé si¢ do inicjacji fazy apoptozy [394]. GAPDH stanowi wielofunkcyjne biatko, ktore
oprocz podstawowej funkcji enzymatycznej w procesie glikolizy [395], odpowiedzialne jest
m.in. za transkrypcyjng [396] oraz potranskrypcyjng regulacje genow [397], jak rowniez
wewnatrzkomorkowy ruch btonowy [398]. GAPDH jest jednym z bialek komodrkowych
wzbogaconych o reaktywne grupy sulhydrylowe, co wyjasnia jego szczegdlng zdolno$¢ do
agregacji [399]. Oddziatywanie RFT na czasteczke GAPDH hamuje jego aktywnosc
enzymatyczng, powodujac zahamowanie procesu glikolizy oraz promuje utworzenie mniej
stabilnej formy biatka podatnej na denaturacj¢ i pdZniejsza agregacj¢. Liczne badania wskazuja,
ze zagregowana posta¢ GAPDH wywolana stresem oksydacyjnym, po ktérym nastgpuje
produkcja wiokienek amyloidopodobnych, ostatecznie prowadzi do apoptozy komorek
nerwowych zarowno in vitro, jak i in vivo [394, 400, 401]. Jednakze, szczegbtowe mechanizmy
$mierci komorek nerwowych indukowanej nagromadzeniem czasteczek GAPDH w przypadku

MS nie sa potwierdzone. Przypuszcza sig, ze patologiczne odktadanie si¢ GAPDH prowadzi do
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dysfunkcji  mitochondriow oraz hamuje prawidlowe funkcjonowanie retikulum
endoplazmatycznego, co ostatecznie skutkuje $miercia komoérki [402, 403]. Ponadto,
nagromadzenie GAPDH powoduje obrzek macierzy mitochondrialnej, nadmierng aktywacje
zaleznych od napigcia kanatow jonowych, ktérych otwarcie prowadzi do depolaryzacji blony
mitochondrialnej i uwolenienia mediatoréw apoptotycznych z przestrzeni migdzyblonowej,
takich jak cytochrom c, kaspaza-3, kaspaza-9 i czynnik indukujacy apoptozg [404, 405].
Badania Ito et al. wykazaty, ze w warunkach silnego stresu oksydacyjnego spowodowanego
zahamowaniem endogennej aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych dochodzi do
zwickszenia ekspresji mRNA genu GAPDH w komorkach srodbtonka aorty piersiowej [406].
W niniejszej pracy wykazano wzrost iloéci transkryptow mRNA w plytkach krwi dla genu
GAPDH u pacjentow z PMS w poréwnaniu z kontrolg (Ryc. 35). Jednakze, aby moc w petni
potwierdzi¢, ze w PMS dochodzi do patologicznego nagromadzenia GAPDH nalezatoby
przeprowadzi¢ dodatkowe badania polegajace na pomiarze st¢zenia biatka monomerycznego,
jak rowniez zagregowanego u pacjentow z PMS, tak jak to zostato wykonane w przypadku
innych choréb neurodegeneracyjnych [407, 408]. Uzyskane wyniki pozwalaja jednak
przypuszczac, ze ptytki krwi pacjentoéw z PMS charakteryzujace si¢ wysokim poziomem RFT,
wykazuja zaburzone funkcjonowaniem mitochondriéw. Przewlekle bodzce neurozapalne
w przebiegu MS zaktocajg homeostaze neuroaksonalng, prowadzac do jednoczesnego wzrostu
stresu oksydacyjnego, charakteryzujacego si¢ wtornym uszkodzeniem mitochondridow, co
finalnie prowadzi do osiagnigcia krytycznego poziomu produkcji ATP i aktywacji
mechanizmow pro-apoptotycznych [409-412].
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6. WNIOSKI

Na podstawie uzyskanych wynikéw sformutowano nastgpujace wnioski:

1. Plytki krwi oraz megakariocyty pochodzace z krazenia pacjentow z PMS charakteryzuja si¢
wzmozong ekspresjag 1 reaktywno$cig wybranych receptorow powierzchniowych dla
kluczowych fizjologicznych agonistow ptytkowych, co moze stanowi¢ przyczyng

pro-zakrzepowego potencjatu tych komorek, obserwowanego w PMS.

2. Zwickszone wewnatrzkomorkowe stezenie fibrynogenu w ptytkach krwi i megakariocytach
w PMS, zmiany w profilu PTMs, ktore istotnie r6znicujg tancuchy fibrynogenu pomiedzy grupa
kontrolng i PMS oraz wykryte zmiany sekwencji DNA: w genie FGA mutacja ¢.1040A>G
i polimorfizm ¢.991A>G (rs6050), a w genie FGB mutacja ¢.832+57T>A mogg przyczynia¢ si¢ do
pro-zakrzepowego charakteru zmian catkowitego potencjatu hemostatycznego w PMS, majacego

konsekwencje w postaci wysokiego ryzyka wystgpowania zakrzepicy zylnej i tetnicze;.

3. Zmiany molekularne B-tubuliny na poziomie biatka, mRNA oraz sekwencji DNA moga stanowic¢

bezposrednia przyczyne zmienionej odpowiedzi hemostatycznej ptytek krwi w PMS.

4. Analiza profilu ekspresji miRNA w plytkach krwi i megakariocytach wykazuje w PMS
zmiany w poziomie ekspresji czasteczek: miR-15b-5p, miR-24-3p, mIiR-126-5p,
miR-199a-3p zaangazowanych w regulacje procesow aktywacji ptytek (w tym w agregacje,

degranulacje, adhezj¢), a takze w proces apoptozy tych komorek.

5. Wysokie stezenie wewnatrzkomorkowe RFT, nadmierna depolaryzacja blony
mitochondrialnej oraz nadekspresja mRNA dla genoéw kodujacych enzymy metabolizmu
tlenowego, ktore wykazano w ptytkach krwi pochodzacych od pacjentow z PMS, wskazuja na
czesto wysteujaca w chorobach neurodegeneracyjnych dysfunkcje miochondriéw, i co zatym

idzie, udziat stresu oksydacyjnego w promowaniu pro-zakrzepowej odpowiedzi ptytek krwi.
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/. STRESZCZENIE

Stwardnienie rozsiane (MS) jest przewlekla chorobg zapalng OUN, charakteryzujaca si¢
demielinizacja wldkien istoty bialej, spowodowang rozpadem otoczki mielinowej. Uwaza sig,
ze r0zw0j procesOw autoimmunologicznych, chroniczny stan zapalny i1 dlugotrwaly wptyw
stresu oksydacyjnego stanowig gléwne przyczyny demielinizacji, ktéra w konsekwencji
prowadzi do $mierci neuronéw. Badania epidemiologiczne potwierdzaja zwigkszone ryzyko
wystgpowania incydentow niedokrwiennych zwigzanych z patologiczng aktywno$cig
pro-zakrzepowa ptytek krwi u pacjentoéw z MS, szczeg6lnie w fazie progresywnej (PMS).
Wskazuje to na zaburzenia hemostatycznej czynno$ci plytek krwi w MS. Udziat ptytek
w patogenezie MS obejmuje roéwniez ich interakcje z leukocytami oraz komorkami srodbtonka,
prowadzace do naruszenia BBB i infiltracji limfocytow do miejsc tworzenia si¢ ognisk
demielinizacji w OUN. Ponadto, uczestnictwo ptytek krwi w procesie neurodegeneracji
obejmuje inicjowanie 1 rozw6j procesOw zapalnych oraz generowanie RFT.

Celem pracy byto poznanie molekularnego podtoza podwyzszonej aktywnos$¢ pro-
zakrzepowej plytek krwi wystepujacej u pacjentow z PMS. W pierwszej kolejnosci ocenie
poddano stan czynno$ciowy ptytek krwi poprzez okreslenie ekspresji i stopnia reaktywnosci
gléwnych receptoréw powierzchniowych dla fizjologicznych agonistow plytkowych.
Nastepnie podjeto probe okreslenia zmian molekularnych fibrynogenu (jako biatka kluczowego
dla potencjatu pro-zakrzepowego krwi) oraz gtownych biatek cytoszkieletu (B-tubuliny
i B-aktyny), ktore moga stanowi¢ podtoze zmienionej funkcji hemostatycznej ptytek krwi.
Kolejnym krokiem byto przeprowadzenie skriningowej analizy poréwnawczej (PMS vs kontrola)
profilu ekspresji czasteczek miRNA w ptytkach krwi i megakariocytach. W ostatnim etapie badan
ocenie poddano wybrane parametry funkcjonowania mitochondriéw ptytkowych.

Analizujac wyniki uzyskane z przeprowadzonych do§wiadczen stwierdzono, ze ptytki
krwi od pacjentdw z PMS wykazuja zwigkszong aktywno$¢, jak rowniez wzmozong ekspresje
kluczowych receptorow powierzchniowych i nasilong odpowiedz na dziatanie fizjologicznych
agonistow plytkowych. Wykazano, ze plytki krwi oraz megakariocyty pochodzace od
pacjentow z PMS posiadaja zwigkszone stezenie fibrynogenu, jak rowniez charakteryzujg si¢
odmiennym profilem PTMs tancuchow o-, B- oraz y-fibrynogenu oraz zmianami
w sekwencjach genow FGA, FGB i FGG, ktore w sposob istotny roznicuja badane grupy.
W pracy wykazano takze istotne zmiany dotyczace bialek cytoszkieletu, odnoszace si¢ przede
wszystkim  do  B-tubuliny, ktére manifestuja  si¢  zwigkszonym  stezeniem

wewnatrzkomoérkowym tego biatka oraz wzrostem liczby transkryptéw mRNA zaréwno
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w ptytkach krwi, jak i w megakariocytach w PMS. Wykryto rowniez zmiany w sekwencji genu
TUBB1 kodujacego B-tubuling. Skriningowa analiza profilu ekspresji miRNA w plytkach krwi
1 megakariocytach od pacjentow z PMS wykazata istotne zmiany w ilo$ci czgsteczek miRNA
(miR-15b-5p, miR-24-3p, MiR-126-5p oraz miR-199a-3p) bedacych potranskrypcyjnymi
regulatorami ekspresji genow, ktore zaangazowane sg w kluczowe szlaki aktywacji ptytek krwi,
jak réwniez uczestniczg w réznicowaniu oraz programowanej $mierci komoérek. Ponadto,
stwierdzono, ze w plytkach krwi pacjentow z PMS dochodzi do wzrostu
wewnatrzkomorkowego stezenia wolnych rodnikéw tlenowych, obserwuje si¢ spadek MMP
oraz zwigkszong liczbe transkryptéw mRNA dla gendéw kodujacych enzymy zaangazowane
w komoérkowy metabolizm tlenowy (oksydaza cytochromu ¢ oraz GAPDH).

Uzyskane wyniki moga stanowi¢ czg¢§ciowe wyjasnienie potencjalnych mechanizméw
molekularnych odpowiedzialnych za zwigkszony potencjal pro-zakrzepowy plytek krwi,
przyczyniajacy si¢ do obserwowanego w PMS wzrostu ryzyka wystgpowania incydentow

sercowo-naczyniowych.
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8. SUMMARY

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central nervous system
(CNS) characterized by demyelination of white matter fibers caused by the breakdown of the
myelin sheath. It is believed that the development of autoimmune processes, chronic
inflammation and the long-term impact of oxidative stress are the main causes of demyelination,
which in consequence lead to neuronal death. Epidemiological studies confirm an increased
risk of ischemic events associated with pathological blood platelet pro-thrombotic activity in
patients with MS, especially in the progressive phase (PMS), which indicate the disturbance in
the hemostatic role of platelets in MS course. The involvement of blood platelets in the
pathogenesis of MS also includes their interactions with leukocytes and endothelial cells,
leading to a violation of the BBB and infiltration of lymphocytes to the sites of demyelination
foci in the CNS. Moreover, the blood platelet participation in the process of neurodegeneration
involves the initiation and development of inflammatory processes and generation of reactive

oxygen species (ROS).

The aim of the study was to investigate the molecular basis of increased platelet
pro-thrombotic activity in PMS patients. Firstly, the functional status of platelets was assessed
by determining the expression and degree of reactivity of major surface receptors for
physiological platelet agonists. Then an attempt was made to determine the molecular changes
of fibrinogen (as a central protein for the blood pro-thrombotic potential), and the main proteins
of the cytoskeleton (B-tubulin and B-actin), which may underlie an altered hemostatic function
of platelets. The next step was to perform a comparative screening analysis
(PMS vs control) of the miRNA expression profile in platelets and megakaryocytes. In the last

stage of the research, selected parameters of the platelet mitochondria functioning were assessed.

Analyzing the results obtained from the conducted experiments, it was found that blood
platelets from PMS patients demonstrate an increased activity, as well as elevated expression
levels of crucial surface receptors and an enhanced response to the action of physiological
platelet agonists. It has been shown that platelets and megakaryocytes from PMS patients have
an augumented concentration of fibrinogen, as well as are characterized by a different PTMs
profile of the a-, B- and y-fibrinogen chains and exhibit changes in the sequences of the FGA,
FGB and FGG genes that significantly differentiate the studied groups. In this work, it is also
demonstrated significant changes in cytoskeleton proteins, mainly related to B-tubulin, which

are manifested by an increased intracellular concentration of this protein and an increment in
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the number of MRNA transcripts in both platelets and megakaryocytes in PMS. Changes in the
sequence of the TUBB1 gene encoding B-tubulin were also detected. Screening analysis of the
miRNA expression profile in platelets and megakaryocytes from PMS patients showed
significant changes in the amount of mMiRNA molecules (miR-15b-5p, miR-24-3p, miR-126-5p
and miR-199a-3p) being a post-transcriptional gene expression regulators, which are involved
in the essential blood platelet activation pathways, as well as differentiation and programmed
cell death. In addition, it was found that in the blood platelets of PMS patients there is a growth
in the intracellular level of ROS, a decrease in MMP and an increased number of mMRNA
transcripts for genes encoding enzymes involved in cellular oxygen metabolism (cytochrome c
oxidase and GAPDH).

The obtained results may be a partial explanation of the potential molecular mechanisms
responsible for the enhanced pro-thrombotic potential of platelets, contributing to the increase

in the risk of cardiovascular events observed in PMS patients.
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