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STRESZCZENIE

Jedng z metod oczyszczania krwi ze szkodliwych produktow przemiany materii i toksyn
jest hemodializa. W technice tej stosowane jest krazenie pozaustrojowe, ktore skutkuje
uszkodzeniem elementow morfotycznych krwi, zaburzeniami uktadu krzepniecia
oraz prowadzi do powstawania stanu zapalnego. Konsekwencjg tych zaburzen sg powiktania,
ktére wymagaja prowadzenia rozszerzonej diagnostyki i leczenia, obnizajac efektywno$¢
stosowanych terapii i potencjalnej przezywalnosci pacjentow.

Niniejsza praca byla czescig projektu WROVASC, ktorego koordynatorem byt
Wojewddzki Szpital Specjalistyczny we Wroctawiu. W projekcie tym przedmiotem badan byt
wplyw krazenia pozaustrojowego na elementy morfotyczne krwi oraz potencjalne korzys$ci
z zastosowania promieniowania z zakresu bliskiego podczerwieni (NIR) jako narzgdzia
ochronnego. Moja praca skupiala si¢ na jednym z elementow jakim sg plytki krwi. Celem
naukowym mojej rozprawy doktorskiej byto zbadanie wplywu promieniowania z zakresu
bliskiej podczerwieni (NIR) na ptytki krwi podczas krazenia pozaustrojowego w hemodializie.
Realizacja tego celu obejmowala opracowanie i sprawdzenie autorskiej metody badania
aktywnos$ci ptytek krwi opierajacej si¢ na ocenie ptynnosci btony z wykorzystaniem
spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR). Metode t¢ zastosowatam
razem technikami pomiaru zdolnosci ptytek do agregacji (agregometria impedancyjna) do
oceny stanu ich aktywno$ci w przeprowadzonej serii zabiegdbw hemodializy zwierzat
poddawanych obustronnej nefrektomii. W trakcie hemodializy u potowy zwierzat krew podczas
krazenia pozaustrojowego Zostala poddana naswietlaniu  promieniowaniem  NIR.
Przeprowadzenie 100 zabiegdw hemodializy pozwolito na przeprowadzenie analiz
statystycznych potrzebnych do otrzymanych wynikéw dla badanych parametréw.

Moje badania wykazaly, ze zastosowana metoda badania ptynnos$ci blony ptytek krwi
wykazuje korelacje ze stanem aktywnosci 1 jest przydatna do oceny jej zmian wywotanych
w procesie hemodializy.

Przeprowadzone dos$wiadczenia wykazaly, ze naswietlanie promieniowaniem NIR
prowadzi do zmniejszenia aktywacji plytek krwi, ktore charakteryzowaly si¢ wicksza
zdolnoscig agregacyjng. Obserwowalnym skutkiem zastosowania promieniowania z zakresu
bliskiej podczerwieni byta znaczna redukcja powstawania skrzeplin na powierzchni membrany
dializatora, co wskazuje na zahamowanie proceséw aktywacyjnych.

Uzyskane  eksperymentalnie  wyniki  potwierdzily  hipotez¢  postawiong
w niniejszej dysertacji, ze promieniowanie z zakresu bliskiej podczerwieni wykazuje dziatanie

ochronne na ptytki krwi podczas krazenia pozaustrojowego w hemodializie.



SUMMARY

One of the methods used to purify the blood of harmful metabolic products and toxins
is hemodialysis. This technique uses extracorporeal circulation, which results in damage to the
morphotic elements of the blood, disorders of the coagulation system, and leads to
inflammation. The consequence of these disorders are complications requiring extended
diagnostics and treatment reducing the effectiveness of the therapies used and the potential
survival of patients.

This work was part of the WROVASC project, which was coordinated by the Regional
Specialist Hospital in Wroctaw. In this project, the subject of the research was the impact of
extracorporeal circulation on blood morphotic elements and the potential benefits of using near
infrared radiation (NIR) as a protective tool. My work focused on one of the elements, which
are platelets. The scientific objective of my doctoral dissertation was to investigate the effect
of near-infrared (NIR) radiation on platelets during extracorporeal circulation in hemodialysis.
The implementation of this goal included the development and testing of a proprietary method
for testing platelet activity based on the assessment of membrane fluidity using electron
paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy. | used this method in conjunction with the
techniques for measuring platelet aggregate ability (impedance aggregometry) to assess the
state of their activity in a series of hemodialysis procedures in animals undergoing bilateral
nephrectomy. During hemodialysis, blood was exposed to NIR radiation in half of the animals
during extracorporeal circulation. Conducting 100 hemodialysis treatments allowed for
statistical analyzes necessary to obtain the results for the tested parameters.

My research has shown that the method used to test the fluidity of the platelet membrane
shows correlations with the state of activity and is useful in assessing its changes caused by
hemodialysis. The experiments carried out showed that irradiation with NIR radiation led to a
reduction in platelets activation, which were characterized by a greater aggregation capacity.
An observable effect of the use of near-infrared radiation was a significant reduction in the
formation of thrombi on the surface of the dialyzer membrane, which indicates the inhibition
of activation processes.

The experimental results confirmed the hypothesis put forward in this dissertation that
near-infrared radiation has a protective effect on platelets during extracorporeal circulation in

hemodialysis.
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Wykaz najwazniejszych skrotow i oznaczen

102
16-DSA
AChE
ACT

ADO
ADP
ALP
ALT
ANS
AST
ATP

AV
AVF
AVG
CADO
Ca-i
cAMP
CCDO
CK
CK-MB
CO
COX
DNA
DO
eNOS

EPR

ERA
EDTA

tlen singletowy

sonda nitroksylowa pochodna kwasu 16-doksylostearynowego
acetylocholinoesteraza

czas aktywowanego krzepnigcia

(ang. Activated clotting time, activated coagulation time)
automatyczna dializa otrzewnowa
adenozyno-5-difosforan (ang. Adenosine 5’-diphosphate)
fosfataza zasadowa

aminotransferaza alaninowa

1-anilinonaftalenosulfonian

aminotransferaza asparaginianowa
adenozyno-5-trifosforan, adenozynotrojfosforan

(ang. Adenosine 5’- triphosphate)

tetniczo-zylna (ang. Arteriovenous)

przetoka naturalna (ang. Arteriovenous fistula)

przetoka syntetyczna (ang. Arteriovenous graft)

ciggta ambulatoryjna dializa otrzewnowa

jonofor wapnia

cykliczny adenozyno-3,5-monofosforan

ciggta cykliczna dializa otrzewnowa

kinaza kreatynowa

izoenzym sercowy Kinazy kreatynowej

tlenek wegla (ang. Carbon monoxide)

cyklooksygenaza (ang. Cyclooxygenase)

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
dializa otrzewnowa

srodbtonkowa syntaza tlenku azotu

(ang. Endothelial nitric oxide synthases)

spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(ang. Electron paramagnetic resonance)

Europejskie Stowarzyszenie Nefrologiczne — Europejskie Towarzystwo

Dializ i Transplantacji (ang. The European Renal Association —
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ESRD

ETO
fMLP
GFR

GGTP
GMP
H202
Hb
HCT
HD
HK

HOCI
IL-1
INOS

IR

Kd
KoA
Kkr
Kur
LDH
LgCL
LLLT
LmCL
MAC
MDA
MDRD
MPO
NADPH

European Dialysis and Transplant Association)
krancowa (schytkowa) niewydolno$¢ nerek
(ang. End-stage renal disease)

tlenek etylenu (ang. Ethylene oxide)

receptor chemotaktyczny

wspotezynnik filtracji kigbuszkowej (ang. Glomerular filtration

rate)

gamma-glutamylotranspeptydaza
guanozyno-5-monofosforan

nadtlenek wodoru

hemoglobina

hematokryt

hemodializa

wielkoczasteczkowy kininogen

(ang. High molecular weight kininogen)
kwas podchlorawy

interleukina 1

indukowalna syntaza tlenku azotu

(ang. Inducible nitric oxide synthases)
podczerwien (ang. Infrared)

klirens dializatora

wspolczynniki przepuszczalnosci masowej
klirens kreatyniny

wspotczynnik ultrafiltracji

dehydrogenaza mleczanowa
chemiluminescencja zalezna od lucygeniny
terapia laserem niskiej mocy (ang. Low level laser therapy)
chemiluminescencja zalezna od luminolu
kompleks atakujgcy btone¢ (ang. membrane attack complex)
dialdehyd malonowy (ang. Malondialdehyde)
modification of diet in renal diseases
mieloperoksydaza

fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
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NIR
NO
NOS
ONN
0z
PA
PAF
PAH
PAN
PC
PCHN
PCR
PHA
PMMA
PNN
PLT
PP
PPP
PRP
PS
PU
RBC
RFT
RNA
RRT

Skr
TEG
TF
TMP
TNF
TNF-a

(ang. Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)

bliska podczerwien (ang. Near Infrared)

tlenek azotu (ang. Nitric Oxide)

syntaza tlenku azotu (ang. Nitric oxide synthase)

ostra niewydolnos¢ nerek

opsonizowany zymaosan

poliamid

czynnik aktywujacy plytki krwi (ang. platelet-activating factor)
fitohemaglutynina (ang. Phytohaemagglutinin)
poliakrylonitryl

poliweglan

przewlekta choroba nerek

reakcja tfancuchowa polimerazy (ang. Polymerase chain reaction)
fitohemoaglutynina (ang. Phytohemoaglutynin)

poli (metakrylan metylu)

przewlekta niewydolno$¢ nerek

ptytki krwi

polipropylen

osocze ubogoptytkowe (ang. platelet poor plasma)

osocze bogatoptytkowe (ang. platelet rich plasma)
polisulfon

poliuretan

krwinka czerwona (ang. Red Blood Cell)

reaktywne formy tlenu

Kwas rybonukleinowy RNA (ang. ribonucleic acid)

terapia nerkozastepcza, leczenie nerkozastepcze

(ang. Renal replacement therapy)

stezenie kreatyniny w osoczu

tromboelastografia (ang. Thrombelastography)

czynnik tkankowy (ang. Tissue Factor)

ci$nienie transmembranowe (ang. Trans-membrane pressure)
czynnik martwicy nowotworu (ang. Tumor Necrosis Factor)

czynnik martwicy nowotworu typu a (ang. Tumor Necrosis
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TRAP

TTL
TBARS
UF

uv
Ca-i
WBC

Factor a)

peptyd aktywujacy receptor dla trombiny

(ang. Thrombin-Receptor Activating Peptide)
Test Transformacji Limfocytow

ang. Thiobarbituric acid reactive substances
ultrafiltracja

promieniowanie ultrafioletowe (ang. Ultraviolet)
jonofor wapnia

leukocyty (ang. White blood cells)

16



1. Wprowadzenie

Przewlekta choroba nerek dotyka 7% ludzi w wieku powyzej 30 lat i odsetek ten ro$nie
do 25-35% w przypadku ludzi po przekroczeniu 65. roku zycia. Charakteryzuje si¢ silnie
uposledzonym  wspotczynnikiem filtracji  kigbuszkowej, nadci$nieniem i aktywacja
wspotczulnego uktadu nerwowego. Pacjenci cierpiacy na te chorobe sa W grupie zwigkszonego
ryzyka rozwoju schytkowej niewydolnosci nerek, atakze zachorowalno$ci | $miertelnosci
z powodu chorob sercowo-naczyniowych. W przewlektej niewydolnosci nerek wyroznia si¢
pig¢ faz, dla ktorych kryterium kwalifikacji jest wspotczynnik filtracji kiebuszkowej. Etap 1 to
tagodnie upos$ledzona czynnos¢ nerek, z nielicznymi objawami. W etapie 2 i3 pacjenci
potrzebuja medycznego spowolnienia i leczenia dysfunkcji nerek. Stadium 4 i5 wymaga
nieustannego leczenia, by zapewni¢ przezycie chorego. Ostatni etap stanowi schylkowsa
niewydolnos¢ nerek, ktora wymaga zastosowanie terapii nerkozastepczej W postaci na przyktad
hemodializy z powodu spadku wspotczynnika filtracji klebuszkowej do poziomu jedynie 10-
15%. Dzigki hemodializie zostaje usunigty nadmiar ptynéw i produktow przemiany materii
takich jak toksyny mocznicowe czy kreatynina. W poréwnaniu do prawidlowej funkcji nerek
jej efektywnos¢ jest jednak duzo nizsza, odznacza si¢ oczyszczaniem Z niskoczasteczkowych
substancji w tempie 10-15 ml/min (dla nerek to 90-120 ml/min), a takze gorszym w przypadku
srednich i duzych czasteczek, ktore z biegiem czasu si¢ akumulujg. Ponadto ze wzglgedu na
liczne oddziatywania z elementami uktadu do hemodializy terapia ta nie jest wolna od efektow
ubocznych. Zastosowane W uktadzie krazenia pozaustrojowego materialy nie sa
biokompatybilne, co powoduje aktywowanie leukocytow i ptytek krwi prowadzace do zmian
sercowo-naczyniowych i zwigkszonego ryzyka chordb zakrzepowo-zatorowych mimo
stosowania lekdw przeciwzakrzepowych w trakcie zabiegéw [100].

Ze wzgledu na powszechne stosowanie hemodializa jako terapii nerkozastepczej ciggle
prowadzone s3 badania i rozwijane techniki majace na celu eliminacj¢ efektow ubocznych
poprzez zastosowanie réznego rodzaju membran dializatora czy procedur antyzakrzepowych.
Osigganie akceptowalnych hemobiokompatybilnie bton dializatora musi i8¢ W parze
Z zachowaniem odpowiedniej funkcjonalnosci polegajacej na efektywnym usuwaniu
szerokiego spektrum toksyn mocznicowych. Wybér glownego polimeru i kopolimeru
opierajacy si¢ na termodynamicznych zasadach tworzenia porowatych struktur podczas
separacji faz, odczynniki stosowane w procesie formowania membran determinujg uzyskanie

struktur btonowych optymalnych dla transportu toksyn. Z drugiej strony otrzymanie materiatu
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0 odpowiedniej hemokompatybilnosci wymaga zachowania rownowagi pomiedzy
wlasciwos$ciami:
e powierzchnia silnie hydrofilowa powoduje zwigkszona aktywacje dopeltniacza
I leukocytow/leukopenicg;
e powierzchnia silnie hydrofobowa indukuje trombocytopeni¢ i aktywacje plytek;
e powierzchnia otadunku silnie ujemnym jest niepozadana ze wzgledu na
aktywacje szlaku zaleznego od czynnika XII mogacego w skrajnych przypadkach
wywotac¢ szok anafilaktyczny, a ponadto sprzyja wiagzaniu heparyny redukujac jej
aktywnos$¢ antykoagulcujna.
Ponadto poprawa stosowania hemodializ zwigzana jest z coraz lepszymi technikami
sterylizacji majacych na celu zapobieganie zanieczyszczeniu bakteriami czy endotoksynami
pochodzacymi z pltyndw dializacyjnych. Inne metody poprawy fizykochemicznych wtasnosci

polimerow zwigkszajgce ich biokompatybilnos¢ sg zestawione w Tab. 1 [12].

Tab. 1. Strategie minimalizujace skutki hemoniekompatybilnosci w hemodializach [10].

S Sz g
= =T € % §
» = ® 2 w
[g] o Q. =] %
2 8 S R
Adsorpcja biatek 0 G 0 0 0
(5]
g Hydrofilowosé-hydrofobowos¢ 0 G 0
@ tadunek powierzchniowy 0 6
(=W}
Chropowatosé powierzchni 0 6
Biofunkcjonalizacja
Immobilizowane (zwigzane kowalencyjnie/pokryte i uwalniane)
Antykoagulanty (heparyna/heparynopodobne) o 6
o Czynniki wptywajgce na koagulacje (inhibitory) @
g Czynniki przeciwptytkowe 0 6
2 Antyoksydanty (np. witamina E) @ /)
<< . .. .
Funkcjonalizacja chemiczna
Immobilizowane (pokryte lub zwigzane kowalencyjne lub uwalniane)
Przytwierdzenie grup funkcyjnych (np. iminy) @
Zastapienie grup funkcyjnych (np. grup -OH octanem/DEAE) 0 0 0

Zespot Prof. Komorowskiej od wielu lat zajmowal si¢ badaniem oddzialywania
promieniowania z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR) na struktury od najprostszych takich jak
aminokwasy [86, 87], poprzez bardziej ztozone jak biatka czy DNA [120] do tych bardziej
rozbudowanych jak btony [28, 61] czy komorki krwi [31, 58, 59, 60, 130, 133]. W tych oraz
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innych badaniach wykazano, ze na skutek dziatania promieniowania NIR erytrocyty wykazuja
zwigkszenie odpornosci mechanicznej poprzez stabilizacj¢ btony komoérkowej oraz na stres
oksydacyjny; atakze =zaobserwowano zmian¢ potencjalu powierzchniowego blony
towarzyszacej zmniejszaniu si¢ struktury rulonow [28, 58, 60, 62, 108]. Dzi¢ki naswietlaniu
leukocyty odznaczaty si¢ zmniejszong produkcjg reaktywnych form tlenu i aktywnoscia
opsoninowa, dochodzito do zmian przepuszczalnos$ci btony dla jonéw wapniowych oraz
stymulacji wydzielania czynnikow wzrostu, a takze odnotowano efekt modulacyjny proliferacji
limfocytow T [3, 32]. W przypadku plytek efekty dzialania promieniowania NIR
zamanifestowane zostaly w postaci redukcji spadku liczby ptytek w czasie, wptywu na
zdolno$ci agregacyjne poprzez odwracalne hamowanie ich aktywacji oraz obserwowane
zmiany w morfologii, zmniejszenie sktonnos$ci do tworzenia si¢ agregatow i przylegania ptytek
[46, 114, 115, 117].

W mojej pracy zostala zaproponowana metoda wykorzystania promieniowania z zakresu
bliskiej podczerwieni (NIR) do potencjalnej ochrony plytek krwi podczas prowadzenia
hemodializy. W pierwszym etapie swoich badan zajelam si¢ procesem aktywacji ptytek
wskutek kontaktu z obcg powierzchnig i studiami nad mechanizmem, co zostalo nastepnie
wykorzystane w opracowaniu autorskiej metody badania stopnia aktywacji z wykorzystaniem
spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR).

Moje badania w swej zasadniczej fazie stanowily cze$¢ szerszych badan in vivo
dotyczacych promieniowania NIR zastosowanego w trakcie hemodializy prowadzonej u owiec.
Byly one poprzedzone studiami pozwalajagcymi na okre§leniu czas i czestotliwo$ci
przeprowadzania zabiegow w cyklu oraz jego dlugo$¢ w sposob najbardziej optymalny dla
zwierzecia i pozwalajgcy na statystyczne opracowanie wynikow. Przystapienie do doswiadczen
wymagato takze doboru czestotliwosci | miejsca pobierania probek krwi w trakcie zabiegu
W celu zbadania oddziatywania elementow urzadzenia na komorki oraz oddzialywania czasu
trwania procedury na komorki. Do realizacji swoich badan sprecyzowatam zakres
wykonywanych oznaczen, ktore miaty pozwoli¢ na oceng istotnych wlasnosci ptytek podczas
hemodializy. Parametry ptytek dializowanych owiec zostaly zmierzone standardowymi
metodami (agregometria impedancyjna) oraz opracowang autorskg metoda z zastosowaniem
EPR.
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2. Przeglad stanu wiedzy

2.1. Plytki krwi, ich funkcja i wlasnosci

Ptytki krwi sa najmniejszymi komodrkami ludzkiej krwi posiadajacymi ksztalt dysku
0 wymiarach okoto 2-4 pum na 0,5 pm is$redniej objgtosci 7-11 fl. Sa uwalniane
z megakariocytdw w szpiku kostnym w postaci pozbawionych jadra komorkowego
fragmentow, ktore kraza we krwi W stezeniu 150-450x10%1 [7]. Podczas dojrzewania
megakariocytow dochodzi do duplikacji jadra bez podziatu komorki, organele
cytoplazmatyczne tworza domeny stanowigce powstajace ptytki otoczone siecia tworzacej
wglebienie btony plazmatycznej. Lokalizacja megakariocytéw W poblizu $cian sinusoidalnych
szpiku sprzyja uwalnianiu duzych fragmentéw cytoplazmy do krazenia, w ktorym w wyniku
sit $cinajagcych dochodzi do ich fragmentacji do pojedynczych ptytek. Produkcja
megakariocytéow jest kontrolowana gtownie przez hormon trombopoetyne, ale oprocz niego
regulowana jest przez liczne cytokiny i hormony takie jak interleukina 3,6 i 11. Srednia dugos¢
zycia plytek krwi w krazeniu wynosi okoto 10 dni. Mtodsze komérki wykazuja si¢ lepsza
funkcjonalnoscig. Okoto jedna trzecia krazacych ptytek uwalniana jest ze sledziony. Wiekszos¢
ptytek, ktére nie braty udzialu w zachowaniu integralno$ci naczyn usuwana jest Z krazenia na
skutek starzenia si¢ komorek [44].

Dzigki swoim ksztattom i rozmiarom w czasie krazenia plytki zlokalizowane sg przy
Scianach naczyn umozliwiajgc im odgrywanie kluczowej roli w procesach hemostazy
I krzepnigcia. Ponadto maja swodj udzial we wrodzonym ukladzie odpornosciowym,
odpowiedzi zapalnej, inicjacji zmian miazdzycowych, skurczu naczyn krwiono$nych,
stymulujg wzrost fibroblastow, komorek migsni gtadkich i naczyn [44]. Sg tez odpowiedzialne
za proces inicjacji krzepnigcia, fibrynolizy ibiorg udzial rozwoju guzow [90]. W razie
uszkodzenia tkanki funkcjonalna odpowiedz plytek obejmuje reakcje w postaci adhezji,
rozprzestrzeniania si¢, reakcji wydzielniczych, agregacji, ekspozycji powierzchni
prokoagulacyjnej, tworzenie mikroczasteczek i retrakcji skrzepu, ktore majg za zadanie szybkie
tworzenie czopu hemostatycznego zapobiegajacego dalszemu wyptywowi krwi. W osoczu
rozpoczyna si¢ seria reakcji chemicznych, w wyniku ktérych fibrynogen zostaje przeksztatcony

w czasteczki fibryny, te za$ zlepiaja si¢, tworzac siateczke zasklepiajaca rane (Rys. 1) [7, 39].
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Agregaga
Altywnose
Prokoagulacyina
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Miazdzyea
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Cddziatywanie ptytkowao- Uwalnianie ptytkowych biatek
leukocytame bakteriobdjczych

Produkda nadtlenkow

Rys. 1. Ptytki krwi i ich zr6znicowane funkcje w patofizjologicznych procesach [39].

Na skutek aktywacji ptytki zmieniajg ksztalt z dyskoidalnego w sferyczny z dtugimi
dendrycznymi wypustkami utatwiajacymi adhezj¢. proces ten zachodzi dzigki znajdujacej si¢
w cytoplazmie aktynie i miozynie, ktore biorg tez udziat w retrakcji skrzepu [37]. Oprocz tych
biatek cytoplazma zawiera takze dwa rodzaje ziarnistosci wydzielniczych, ktore w stanie
spoczynku komorki roztozone sg rownomiernie. Ziarnistosci geste uwalniajg ADP 1 wapn,
ktore wzmacniaja procesy agregacji i krzepnigcia na powierzchni. Drugim typem sg ziarnistosci
alfa wydzielajace rozlegla grupe bialek syntezowanych przez megakariocyty (czynnik von
Willebranda, ptytkowy czynnik 4), osoczowych pochodzacych z endocytozy za posrednictwem
receptora (fibrynogen) czy pinocytocy w fazie plynnej (albumina, immunoglobulina G).
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W trakcie aktywacji ziarnisto$ci ulegajg centralizacji w komorce i fuzji z btong. procesy
wydzielania i endocytozy sa utatwione dzigki pozostatosciom po odgraniczeniu btony ptytek
powstajacych z macierzystych megakariocytow, ktore poprzez liczne wglebienia tworza sie¢
systemu kanalikow potaczonych powierzchniowo [surface-connected or open canalicular
system (OCS)] [37, 44].

Tab. 2. Agonisci, ligandy, receptory istotne z punktu widzenia funkcjonowania ptytek [44].

Funkcja plytek Agonisci, Ligandy Receptory
Poczatkowa i nast¢pujaca adhezja VvWF GPIb/VIIX
TSP1 GPIb/V/IX, CD36
Kolagen a2p1, GPVI, CD36
Fibrynogen allbp3
Fibronektyna a5p1
Witronektyna avp3
Laminina abpl
Duze sily §cinajace GPIb/V/IX

Aktywacja i wzmocnienie

Agregacja/wzmocnienie i stabilizacja

Trombina

ADP

TxA2
Epinefryna
Serotonina
MMP-2, MMP-1
Kompleksy
immunologiczne
Czynniki dopetiacza
Plazmina
Streptokinaza

fibryna

VWF

TSP-1

Fibronektyna
sCD40L

Gas6b

SDF-1, TARC, MDC

PAR1, PAR4, GPIb/V/IX
P2Y1, P2Y12
TPa, TPB
a2A
5-HT2A

Fcylla

Receptory Cl1q, C3a, Cba

Aktywowany allbp3

Aktywowany allbB3, GPIb/V/1X
Aktywowany allbf3, CD36, IAP
Aktywowany allbp3
Aktywowany allbp3

AxI

CXCR4, CCR4

VWEF - czynnik von Willebranda, TSP1 — trombospondyna 1, ADP — difosforan adenozyny, TxA:z —
tromboksan Az, MMP — metaloproteinaza macierzowa, IAP — biatko zwigzane z integryng, SDF-1 —
stromal czynnik pochodzenia stromalnego, TARC - chemokiny regulowane aktywacja, MDC —

chemokiny pochodzenia makrofagowego

Pierwszy krok w pierwotnej hemostazie, adhezja ptytek do tkanki pod$rodbtonkowej
(oddziatywanie pytki-$ciana naczynia) i nastgpujaca agregacja (oddziatywanie ptytki-ptytki)

zachodzi za posrednictwem glikoproteinowych receptoréw btonowych. Glikoproteina Ib-V-1X
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jest aktywnym receptorem czynnika von Willebranda, ktory w wyniku ekspozycji
Z uszkodzonego naczynia powoduje natychmiastowe przyleganie ptytek. Glikoproteina Ia-lla
tworzy aktywny receptor kolagenu zaangazowany W poczatkowa adhezj¢ ptytek do macierzy
podsrodbtonowej. Najliczniej wystepujacym biatkiem powierzchniowym jest glikoproteina
I1b-II1a, ktora do przytaczenia przede wszystkim fibrynogenu wigzgcego ze sobg plytki podczas
agregacji wymaga zmian konformacyjnych wywotanych aktywacja ptytek [37, 44].

Glowni agonisci i czasteczki adhezyjne/receptory z nimi oddziatujacy przedstawione
zostaly w tabeli (Tab. 2). Wigzanie agonisty z receptorami, sieciowanie receptoréw czy zmiany
W btonie plazmatycznej wywoluja zlozong kaskade sygnatow zblony do cytoplazmy,
powodujacych aktywacje plytek (outside-in), w nastgpstwie ktorej zachodza procesy
rearanzacji strukturalnych i sekrecji. W trakcie wtornej hemostazy nastgpuje wzmocnienie
pobudzenia plytek do aktywnosci prokoagulacyjnej, produkcji trombiny i tworzenia stabilnej
sieci ptytkowo-fibrynowej [44].

2.2. Aktywacja i adhezja plytek do syntetycznej powierzchni
2.2.1. Mechanizm adhezji

Pierwszym zjawiskiem wystepujacym wskutek kontaktu krwi =z syntetyczng
powierzchnig, W tym powierzchnia dializatora, jest adsorpcja bialek na granicy faz. Proces
adsorpcji biatek jest ztozonym problemem, ktérego badanie ma za zadanie wyjasnic¢ zaleznosci
miedzy wlasno$cig powierzchni a iloscig i specyfika adsorpcji biatek, selektywnos¢ adsorpcji
z wielosktadnikowego ptynu czy sposobow katalizy lub/i posredniczenia lub/i zmieniania
odpowiedzi biologicznej. Wcigz otwarte pozostaja zagadnienia zwigzane Z nieodwracalno$cia
adsorpcji, efektem Vromana, wielowarstwowos$cig adsorpcji, energia adsorpcji czy
przyjmowanymi modelami. Jedno ze sposobéw rozumienia tego zjawiska zaktada adsorpcje
jako proces gromadzenia bialek W obszarze w poblizu powierzchni zwanego interfazg
oddzielong od pozostatej masy roztworu, czyli z niego usuni¢tych wskutek kontaktu z tg
powierzchnig zaré6wno poprzez silnie Istabe oddziatywania. W podej$ciu tym unika si¢
procedury przeptukiwania powierzchni W stosowanej metodzie badawczej, gdyz nie jest znane,
ktora z zaadsorbowanej frakcji biatek (stabo czy silnie zwigzana) jest najistotniejsza
w odpowiedzi biologicznej [129]. Adsorpcja jest opisywana jako oddzielanie czgstek
chemicznych (biatek) w interfazie od fazy gléwnej roztworu, co powoduje zwigkszenie ich
stezenia W interfazie w poréwnaniu z roztworem przy jednoczesnym usuwaniu stamtad
czasteczek wody (ich ilo$¢ zalezna od rozmiaru biatka), natomiast ilo$¢ biatka w interfazie jest
proporcjonalna do jego st¢zenia W roztworze [110, 129].
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W przyjetym modelu adsorpcji pojawienie si¢ powierzchni hydrofobowej zaburza
strukture wody w jej bliskosci, skutkujac jej restrukturyzacja w kilku najblizszych warstwach
interfazy z odpowiednig redystrybucja jonow. Adsorpcja indukuje znaczace przemieszczenie
zarowno biatek jak i wody odpowiednio do i z interfazy - ruch biatek do interfazy indukuje
przemieszczenie biatek z najblizszego regionu, co z kolei indukuje dyfuzje do tego regionu
Z pozostatej czesci roztworu (dyfuzja biatek wynikajaca z gradientu stezen wytworzonego
przez reakcje hydratacyjne, interfaza rozrasta si¢ do momentu braku réznic potencjalow
chemicznych miedzy interfazg a wigkszoscig roztworu dla kazdego rodzaju biatka
W roztworze). Zblizajace si¢ biatka ttoczg si¢ W interfazie, sg odpychane. Jednocze$nie biatka
wypieraja Z interfazy wode, a energia dehydratacji okresla stopien zapeiniania powierzchni
I zwigzany z nim preferowany stan adsorpcji (maksymalne stezenie | tym samym pojemno$¢
powierzchni jest zalezna od energii dehydratacji interfazy i jest w przyblizeniu takie samo dla
wszystkich bialek w zaleznos$ci od stezenia m/v, ale nie molowego). Interfaza wypetniana jest
z obszaru o glebokosci kilkudziesieciu nanometrow. Adsorpcja zostaje zakonczona W ciggu
milisekund w zalezno$ci od tempa organizacji zaadsorbowanych bialek w zwartg warstwe(y),
ktora po ustaleniu si¢ réwnowagi adsorpcji ma grubo$¢ zalezng od rozmiaru, upakowania
i ilosci warstw biatka.  Stezenie bialek w stanie saturacji powierzchni jest wicksze
W poréwnaniu ze stgzeniem W roztworze i w porownaniu z granica rozpuszczalnosci, (bez
naktadania na siebie warstw hydratacyjnych biatek) co modyfikuje ich wtasnosci chemiczne.
Potencjat chemiczny (aktywnos$¢) zaadsorbowanego biatka jest funkcjg stezenia, ale
niezaadsorbowanej masy na jednostke powierzchni [129].

W przypadku krwi interfaza zostaje wypetniona biatkami osoczowymi rywalizujacymi
w adsorpcji, co wydtuza ten proces. Nieustanna dyfuzja dwoch biatek 0 roznych rozmiarach do
interfazy powoduje niewielkg selektywno$¢ pod wzgledem rozmiaru wynikajacg ze
wzglednych szybkosci dyfuzji. Samo wypehianie interfazy jest szybkie, ale wiecej czasu
zajmuje organizacja warstwy do ostatecznego stanu. Najnizszy stan energetyczny zostaje
osiggniety przy mozliwie najcienszej interfazie, poniewaz potrzebna jest praca do utworzenia
objetosci interfazy, dlatego wytwarza si¢ sita kurczaca poczatkowo napuchniety interfaze, ktora
upakowuje i uporzadkowuje warstwe(y) poprzez usuniecie wody z interfazy lub  wody jak
i poczatkowo zaadsorbowanych biatek, co W przypadku roztworu zawierajgcego wiecej niz
dwa rozne biatka moze powodowac utworzenie bardzo cienkiej interfazy bedacej silnie
dyfuzyjnym obszarem. Przypuszcza si¢ adsorpcja biatek do powierzchni hydrofobowych jest
procesem kontrolowanym przez wode, a nie samo biatko — wieksze czasteczki usuwajg wigksze

obj¢tosci wody z interfazy, ardznice strukturalne nie wplywaja silnie na energi¢ adsorpcji
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(energie oddzialywan z wodg). Biatka 0 wigkszej masie czasteczkowej ujawniajag wickszg
pojemnos$¢ powierzchni dla danego hydrofobowego adsorbentu i ustalonej powierzchni,
a grubos¢ interfazy ros$nie z rozmiarem biatka [129].

Istnieje wiele czynnikow regulujgcych ten proces, ktoére mozna podzieli¢ na te zwigzane
ze sktadem roztworu (masa czasteczkowa biatek, ich stezenia, pochodzenie, ilos¢, sita jonowa)
I wlasno$ciami powierzchni (topografia, hydrofilowos¢ | wlasciwosci chemiczne) [27, 70, 82,
93, 127, 129, 142, 149].

Przy duzych stezeniach biatka nastepuje szybka adsorpcja; przy niecatkowitym pokryciu
powierzchni mozliwa jest denaturacja, a przy nasyceniu biatka musza wypiera¢ inne, co
wymaga energii i zmniejsza denaturacje [29, 76, 93, 124, 129]. W przypadku biatek r6znego
pochodzenia wynikajace z tego réznice W glikozylacji moga wplyna¢ na réznice w adsorpcji,
podobnie jak odttuszczenie albuminy. Ilo$¢ biatek moze skutkowaé pojawieniem si¢
rywalizacji migdzy nimi i dyfuzjg zalezng od rozmiarow [129].

Oddzialywania elektrostatyczne biatek z powierzchnig sg ekranowane przez duza sile
jonowa roztworu, Oile grupy funkcyjne nie wykazuja silnych  wlasno$ci
zasadowych/kwasowych [129, 137].

Wigksza porowato$¢ absorbera powodujaca zwigkszenie jego powierzchni sprzyja
wzmocnieniu  adsorpcji. Ladunek powierzchniowy jest zalezny od  wlasnos$ci
kwasowych/zasadowych. Zaobserwowano, ze powierzchnie anionowe hydrofilowe
posiadajgce stabo zasadowe grupy funkcyjne (hydroksylowe, karbonylowe, zjonizowane
karboksylowe) hamuja adsorpcje biatek ze wzgledu na silnie zwigzang W interfazie wode.
Obecnos¢ grup funkcyjnych o0 wiasnosciach kwasowo/zasadowych Lewisa lub ligandow
specyficznie wigzacych okreslone bialka silnie zwigksza oddziatywania biatek z powierzchnia.
Dodatkowe grupy funkcyjne moga posiada¢ wiasnosci wymiany jondéw iza pomocg tego
mechanizmu adsorbowa¢ biatka (np. mika uwalnia potas do roztworu) [129].

Wzrost gestosci grup funkeyjnych zwigksza wigzanie wody z powierzchnia, co skutkuje
spadkiem kata kontaktu do 0° ze wzrostem zwilzalno$ci; blisko kata 65° powierzchnig
przyjmuje si¢ za ani hydrofilowa, ani hydrofobowsg, gdzie niezaburzona znaczaco struktura
pobliskiej wody jest podobna do struktury ireaktywnoSci pozostatej wigkszo$ci wody.
Zaburzenie sieci wody przy powierzchni wpltywa na odpowiedZ biologiczng, na materii
absorbera ze wzgledu na wlasnosci rozpuszczalnika zwigzane ze stopniem samousieciowania
za pomocg wigzan wodorowych. Zmiany W wigzaniach wodorowych wystepujace wskutek
kontaktu z powierzchnig modyfikujg wtasnosci wody, co wplywa na rozmieszczenie jonow
W obszarze kontaktowym, by¢ moze wplywajac na pH w tym regionie [129].
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Kontakt bialek z powierzchnig powoduje zmniejszenie ich mobilnoSci i zmienia
czwartorzgdowa strukture (denaturacja), co moze przeklada¢ si¢ na zmiany wlasnosSci
biologicznych powierzchni, zwigkszajac lub zmniejszajac aktywno$§¢ w wywolywaniu
odpowiedzi biologicznej. Wystepowanie denaturacji jest zalezne od upakowania bialek na
powierzchni, co moze wyjasnia¢ nizszg jej pojemnos¢ od przewidywanej. Wszystkie biatka to
polimerowe tancuchy zbudowane z nierbwnomiernie rozmieszczonych 20 aminokwasow,
neutralnych lub natadowanych, z grupami hydrofilowymi lub hydrofobowymi, co daje
wypadkowg amfifilowo$¢ czasteczek — pewne domeny i regiony sg dobrze rozpuszczalne, a te
mniej dazg do ich usuwania z roztworu i takie zachowanie jest odpowiedzialne za adsorpcje
biatek z roztworu do powierzchni. Istotng role w procesie adsorpcji odgrywa faza wodna, ktorej
samoasocjacja z udziatem wigzan wodorowych w temperaturze pokojowej na poziomie 75%
wszystkich czasteczek potaczonych z 3-4 sgsiadami powoduje, ze molekuty wprowadzane do
wody oddziatujg na sie¢ wodorowg isg usuwane Zz roztworu w celu odtworzenia wigzan
wodorowych migdzy czasteczkami wody rozdzielonymi przez te biatka (efekt hydrofobowy).
Dodatkowo woda jest bezposrednio zwigzana z powierzchnig W zaleznos$ci od wiasno$ci
absorbera. Dlatego usuniecie wody przez adsorbujgce biatko jest kosztowne energetycznie, a jej
ilos¢ zalezy od masy czasteczkowej biatka czy iloSci warstw adsorbujacych. Energia
oddzialywania bialek z powierzchnig nie przewyzsza znacznie energii termicznej, O ile nie
pojawia si¢ silne pole elektryczne jak w przypadku powierzchni zdolnych do wymiany jonow
lub w czystej wodzie z powodu braku sity jonowej ekranujgcej powierzchniowy fadunek.
Wykazano spadek adsorpcji ze wzrostem hydrofilowosci powierzchni, co wynika z tego, ze sity
kwasowo-zasadowe (w tym polarno$¢) stajg si¢ za mate w poréwnaniu z energig potrzebng do
dehydratacji powierzchni (wzrost kosztu energetycznego zwigzanego z dehydratacja), bedac
dodatkowo ekranowane w roztworze o0 duzej sile jonowej. Oddzialywanie biatek
z powierzchnig W pewnym stopniu jest oparte na oddziatywaniach niezaleznych od
hydrofilowosci, co potwierdza wigksza adsorpcja na powierzchni hydrofobowej, z ktorej, przy
braku grup funkcyjnych mogacych wigzaé biatka, potrzebne jest tylko usuni¢cie wzglednie
stabo zwigzanej powierzchniowo wody i gdzie nie jest obecna podwadjna elektryczna warstwa
blokujgca przyblizanie biatek do powierzchni [129].

Jednym z czynnikow wplywajacych na proces adsorpcji biatek jest ich st¢zenie
W odniesieniu  do poziomu fizjologicznego. Obserwowana zalezno$¢ adsorpcji od
rozcienczenia W stosunku do fizjologicznego roztworu jest tlumaczona stabg aktywacja

powierzchnig niektorych biatek w stezeniu fizjologicznym [129].
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Odpowiedz biologiczna na material wystepuje w postaci np. koagulacji osocza, aktywacji
czynnika XII, adhezji komorek, adsorpcji biatek. Okazuje si¢, ze adhezji komorek ssakow nie
sprzyjaja powierzchnie hydrofobowe 0 duzej pojemnosci natomiast sprzyjaja hydrofilowe
adsorbujace mato lub wcale biatek. Aktywacja koagulacji osocza jest mata na powierzchniach
hydrofobowych adsorbujgcych biatka i wysoka na hydrofilowych odpornych na adsorpcjg.
Powierzchnie hydrofilowe aktywuja, ale nie adsorbuja czynnika XII. Czynnik ten moze zosta¢
aktywowany takze na powierzchniach hydrofobowych, na ktorych rywalizuje z innymi
biatkami osocza, obnizajac koagulacje osocza wywotang kontaktem ze sztucznym materiatem.
Wynika z tego, ze nie wszystkie odpowiedzi biologiczne sg katalizowane, posredniczone czy
modulowane przez adsorbowane biatka, a niektdre nawet poprzez ich brak [129].

Wskutek kontaktu sztucznej powierzchni z krwig w ciggu kilku sekund zostaje ona
pokryta warstwa biatek osocza 0 konfiguracji zaleznej od wtasnosci powierzchni, ktéry stanowi
nowa powierzchni¢ adhezji ptytek. Sposrod wszystkich bialek osocza szczego6lng role
w procesie adhezji ptytek odgrywa fibrynogen.

Fibrynogen to biatko z klasy glikoprotein, dimer, ktore tworza 3 pary tancuchow:
tahcuch Ao zbudowany z 610 aminokwasow, tancuch B ztozony z 461 aminokwasow
i heterogeniczny vy tancuch najczeSciej utworzony przez 411 aminokwaséw, rzadziej 427
aminokwasow. Strukture biatka stabilizuje 29 wewnatrz- | migdzytancuchowych mostkoéw
siarczkowych. Lancuch Aa W pierwszej czesci przybiera strukture drugorzedowa W postaci o
helisy. Dalszg cze$¢ tego tancucha charakteryzujg reszty polarne i niepolarne niejednorodnie
rozmieszczone: w regionie aminokwasow 201-400 znajduje si¢ mato reszt niepolarnych,
natomiast duzo seryny, glicyny, treoniny i proliny, co ulatwia tworzenie zwartej struktury.
Wykazano obecnos$¢ tryptofanu o charakterze cyklicznym powtarzajagcym si¢ co 13 reszt
aminokwasowych 9-10 razy. Region 200 reszt aminokwasowych z konca C jest takze bogaty
w te aminokwasy i dodatkowo znajduje si¢ tam duzo niepolarnych tancuchdéw bocznych, a jego
koniec zawiera klastery reszt o wysokim pK, dlatego jest on dodatnio natadowany. Pierwsze 75
reszt tancucha BB w domenie E stanowi duza ilo$¢ proliny i alaniny, w nastepnych 122 znajduja
si¢ 2 wigzania siarczkowe, natomiast ostatnie 264 reszt tworzy domeny D, gdzie znajduje si¢
11 tryptofandéw. Najliczniejszym aminokwasem w tancuchu Bf jest glicyna. Fibrynogen
posiada dwa motywy RGD w tancuchu Aa: Ao 95-98 (RGDF) i Aa 572-575 (RGDS) oraz
sekwencje dodekapeptydu His-His-Leu-Gly-Gly-Ala-Lys-GIn-Ala-Gly-Asp-Val
(HHLGGAKQAGDV) w tancuchu y (C-koniec y 400-411). Gtéwne miejsce oddziatywania
fibrynogenu z receptorem ptytkowym odbywa sie za pomocg sekwencji dodekapeptydu y 400—

411, natomiast duze, mniej reaktywne jest miejsce RGDS w tancuchu a. Wspomniany segment
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tancucha y bierze tez udzial w sieciowaniu miejsc donora i akceptora reakcji katalizy czynnika
Xllla i zaangazowany jest W agregacyjna funkcje fibrynogenu. Jego reaktywnosc¢ z receptorem
W duzym stopniu jest zalezna od dwoch reszt histydyny odpowiadajacych glownie za
biologiczng aktywno$¢, ktorych usunigcie silnie jg obniza. Oddziatywanie z receptorem opiera
si¢ takze na innych resztach jak lizyna406 i walina 411. Cz¢$¢ tancucha vy jest silnie hydrofilowa
eksponowana do rozpuszczalnika i tatwo dostepna dla enzymow i znajduje si¢ przypuszczalnie
w sagsiedztwie hydrofobowego segmentu tworzacego rozciagnicta ciagla strukture [ przy
niezdefiniowanej strukturze czes$ci hydrofilowej. By¢ moze mostek siarczkowy obecny migdzy
lizyng406 iwaling4l1 lub kwasem asparaginowym410 stabilizuje tworzone wigzanie.
Fibrynogen ma zdolno$¢ wiazania si¢ takze do adhezyjnych glikoprotein — fibronektyny,
trombospondyny, vWT, oddziatywania z monomerami fibryny czy reagowania z kolagenem [1,
56, 76, 127, 149].

Adsorpcja fibrynogenu czesto prowadzi do konformacyjnych i/lub orientacyjnych zmian
— wzglednie niestabilna struktura bialek ma tendencj¢ do rozwijania, co pozwala na tworzenie
dodatkowych miejsc styczno$ci wewngetrznych obszaréw z powierzchnig iczemu czgsto
towarzyszy utrata drugorzgdowej lub trzeciorzgdowej struktury. Wiele badan wykazywato
indukowane energig adsorpcji zmiany konformacji, ktorych wzory s$ledzono za pomoca
przeciwcial monoklonalnych. Nie wyklucza si¢, ze adsorpcja fibrynogenu moze spowodowac
udostepnienie nowych miejsc wigzacych z receptorem GPIIb/IIla innych niz RGD w tancuchu
a i dodekapeptyd konca C tancucha vy, podobnie jak poprzez wigzanie z tym receptorem. By¢
moze takze zmiany konformacji wskutek adsorpcji, wigzania z receptorem GPIIb/Illa
I tworzenia skrzepu moga by¢ podobne [24, 29, 76, 142].

Fibrynogen jest biatkiem amfifilowym z hydrofilowym regionem w karboksylowym
koncu tancucha a, gdzie znajduje si¢ fadunek dodatni. W §rodowisku polarnym zaréwno biatka
jak i powierzchnie posiadajg tadunek powierzchniowy wplywajacy na rozklad jonow
I oddzialywania miedzy zawartymi W nim czasteczkami. To tlumaczy adsorpcje na
powierzchniach o odmiennych wiasnosciach. Sktad chemiczny i fizykochemiczne wtasnosci
powierzchni moga znacznie wpltywa¢ na tempo, zakres imechanizm adsorpcji, czyli
konformacje biatek i site oddziatywania zalezng od orientacji biatka, przy czym zwilzalno$é
jest uznawana za istotng dla ilosci istopnia zmian konformacyjnych. Zblizajace si¢ do
powierzchni biatka musza doprowadzi¢ do usuni¢cia wody z powierzchni do roztworu
I jednoczesnie traca swobode konformacyjng. Powszechnie uwaza si¢, ze oddzialywania
hydrofobowe stanowig energetycznie dominujacg site miedzy biatkami i powierzchniami, co

implikuje wzrost adhezji ze spadkiem zwilzalno$ci. Wzrost powinowactwa fibrynogenu do
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powierzchni wigze si¢ ze wzrostem energii potrzebnej do wyparcia wody z powierzchni przez
adsorbujace biatka. Zaburzanie struktury wody w poblizu hydrofobowych powierzchni moze
by¢ zmieniane czg¢$ciowo przez sktad rozpuszczalnika, w ktérym si¢ znajduje. Adsorbujacy
fibrynogen zaréwno na hydrofobowym graficie i hydrofilowej mice wykazuje trojglobularng
postaé, przy czym zarejestrowane lokalizacje domen D i E mogg si¢ r6zni¢ i $wiadczy¢ o sile
oddziatywania z powierzchnig czy dokonujacym si¢ rozwijaniu struktury, nie wykluczajac
roznych orientacji grup funkcyjnych. Poczatkowe tempo adsorpcji do hydrofilowych
i hydrofobowych powierzchni jest ograniczone przez wspotczynnik transportu, natomiast
koncowe pokrycie zalezy od zakresu relaksacji miedzyfazowej. Adsorpcja na hydrofilowe;j
I yjemnie natadowanej powierzchni miki zachodzi za posrednictwem karboksylowych koncow
taficucha o przypuszczalnie zwinigtych pod czasteczka fibrynogenu migdzy powierzchnig
adomenami D iE, dajac zwarty wyglad, co nie wyklucza konformacji aktywnej. Na
hydrofilowym podtozu poczatkowe oddzialywanie poprzez C-konce tancuchéw o nie
wywotujg wiekszych zmian struktur drugorzedowych w czasie, dopiero poadsorpcyjna zmiana
orientacji jedynie w obszarze kontaktowym w kierunku wigkszego i tym samym silniejszego
oddziatywania z powierzchnig prowadzaca do wigkszego jej pokrywania moze powodowaé
zmiany w wigzaniach wodorowych. Na takiej powierzchni fibrynogen wykazuje malg
dostepnos¢ tancucha o i duza tancucha y z odpowiednimi miejscami wigzacymi przeciwciata
I znaczeniu funkcjonalnym dla adhezji ptytek. Konformacja fibrynogenu w roztworze
najbardziej przypomina t¢ reprezentowang po adsorpcji na mice, gdzie oddzialywania sg
wzglednie stabe i powodujgce najmniejsze zaburzenia, a struktura jest elastyczna i ze swoboda
ruchu. Podloze hydrofilowe posiadajace dodatni fadunek zwigksza stopien indukowanych
modyfikacji strukturalnych w poréwnaniu z tadunkiem ujemnym. Na podtozu hydrofobowym
przyjmuje si¢, ze adsorpcja jest od poczatki silna, szybko dochodzi do znaczacej denaturacji
lub rozwijania i towarzysza temu tylko niewielkie zmiany konformacji w czasie. Rozwijanie to
zwigzane jest Z rozerwaniem wewngtrznych hydrofobowych wigzan i reorientacja domen
w celu zapewnienia wigkszych niespecyficznych oddziatywan hydrofobowych z powierzchnig
i zredukowania dost¢pu rozpuszczalnika do powierzchni, czyli innymi stowy w celu
zminimalizowania miedzyfazowej energii | zmaksymalizowania wigzan miedzy biatkiem
I powierzchnig. Im bardziej hydrofobowa powierzchnia, tym wigksze zmiany konformacji
W postaci utraty a-helis i wzrostu struktur  (natywny fibrynogen ma wiegcej a-helis niz -
kartek) objawiajace si¢ rozwijaniem (denaturacjg), co zaobserwowano takze dla albuminy.
Najmniejsza zwilzalno$¢ powoduje najwigksze zmiany stanu Z uwzglednieniem dostepnosci

domeny D (zwigzane z najwickszg silg oddziatywania z powierzchnig), a stopien deformacji
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zmniejsza si¢ ze wzrostem hydrofilowosci. Na podiozu hydrofobowym jak na przyktad na
kopolimerze poliuretanu w czasteczce fibrynogenu dostepne sg oba tancuchy z miejscami
wigzacymi, cho¢ mniej y niz a [1, 4, 24, 27, 29, 43, 76, 103, 110, 112, 113, 126, 127, 142, 149].
Obecnos¢ tadunku na powierzchni takze ma wptyw na strukture biatek. Ujemnie natadowany
materiat otoczony odpychajaca warstwg dyfuzyjng tego tadunku powoduje mniejsze
indukowane zmiany konformacyjne w postaci utraty helis, skutkujgce niedostepnoscia czesci
hydrofobowego rdzenia co przektada si¢ na mniejsza adhezj¢ ptytek. Podobnie tadunek dodatni
generuje stabsze modyfikacje struktury, przy czym zaklada si¢ rdznice w orientacji
i konformacji adsorbowanych biatek: na dodatnie natadowanej powierzchni adsorpcja boczna
z silnie ujemnymi regionami ku powierzchni i dodatnimi regionami skierowanymi w strone
roztworu nie implikuje silnych zmian konformacji i tym samym wzmozonej adhezji plytek.
Wpltyw obecnos$ci tadunku na adsorpcje fibrynogenu nabiera znaczenia takze w przypadku
silnie uwodnionego i ujemnie natadowanego glikokaliksu komoérkowego powodujacego
odpychanie fibrynogenu itym samym ograniczajac oddzialywania do specyficznych
z receptorem GPIIb/Illa [24, 43, 110].

Struktura czasteczki fibrynogenu, w tym istnienie mostkow siarczkowych miedzy
tancuchami o a domeng E, jest zalezna od pH $rodowiska czy obecnosci jonow. Odczyn
srodowiska modyfikuje tadunek biatka oraz jego konformacj¢. Oddziatywanie biatek
z powierzchnig stanowi wypadkowa sit elektrostatycznych i van der Waalsa. Dla kazdego
biatka mozna okresli¢ punkt izoelektryczny, w ktérym wypadkowy tadunek jest zerowy, a wiec
oddziatywania elektrostatyczne miedzy czgsteczkami jest minimalne. Kluczowe pozostaja
wigzania wodorowe 1 sily van der Waalsa prowadzace do tworzenia mocno upakowanych
monowarstw i wzrostu adsorpcji. W przypadku fibrynogenu punkt izoelektryczny znajduje si¢
w pH = 5.8, gdzie obserwuje si¢ najsilniejszg adsorpcj¢ na przyktad na krzemie. W takim pH
oddziatywanie ujemnej hydrofilowe; miki z fibrynogenem odbywa si¢ by¢ moze za
posrednictwem dodatnio naladowanych reszt lub ekspozycji obszaréw hydrofobowych
z wnetrza biatka w trakcie adsorpcji na mice [24, 126, 138].

W pH mniejszym od punktu izoelektrycznego wypadkowy tadunek fibrynogenu jest
dodatni iwzrasta ze spadkiem pH ispadkiem sity jonowej. W takim Srodowisku sity
hydratacyjne tracg na znaczeniu. Dla pH rownego 3,5 fibrynogen wykazuje najstabsza
adsorpcje itworzenie agregatow. Biatko przybiera konformacje, w ktorej domeny
karboksylowych koncéw tancucha o sg odczepione odwracalnie od centralnej domeny E
i zorientowane prostopadle do domen D wwyniku odpychania elektrostatycznego

(wypadkowy tadunek dodatni), co moze inicjowac agregacje¢ lub potegowaé oddziatywanie
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Z uyjemnie natadowanymi powierzchniami. Taka struktura wigze si¢ takze ze wzrostem lepkosci
dynamicznej fibrynogenu. W tych warunkach powierzchnia miki jest obojetna, zatem nie
pojawiajag si¢ oddzialywania elektrostatyczne 1 wigzania wodorowe, a adsorpcja jest
regulowana transportem masowym; przypuszczalnie nast¢puje rekonformacja i pojawienie si¢
natadowanych lub niepolarnych grup na powierzchni biatka. Czg$¢ badaczy zaklada
adsorbowanie fibrynogenu w niskim pH w orientacji pionowej uznawanej za odwracalng [1,
52, 125, 126, 137, 138].

W roztworze o pH powyzej punktu izoelektrycznego, a wiec takze fizjologicznym (pH
=7,4) fibrynogen jest wypadkowo ujemnie natadowany, przybiera potzwarta konformacje
zZ karboksylowymi koncami tancucha o przytwierdzonymi do centralnej domeny E 0 kacie 56°
mie¢dzy ramionami a osig czasteczki. Ze wzgledu na silnie niejednorodnie roztozony tadunek
(dodatni na koncach ramion bocznych, ujemny W czeSci rdzeniowej) ijego rozdzielenie
W odleglosci 20 nm pojawia si¢ moment dipolowy, ktory thumaczy adsorpcje fibrynogenu na
ujemnych powierzchniach (mika, szklo, stal, polistyren) — obok oddzialywan typu van der
Waalsa przyciagajace oddzialywanie elektrostatyczna mi¢dzy powierzchnig i naladowanymi
dodatnio koncami C tancuchow a lokujacymi si¢ pod “’lewitujacg” reszta czasteczki podczas
adsorpcji. Niektorzy przypuszczaja, ze tego typu oddzialywania prowadza do powstania
nieodwracalnie zaadsorbowanego biatka w orientacji bocznej. Ze wzrostem pH nastepuje
spadek gestosci fadunku elektrokinetycznego powierzchni miki i adsorpcja kationéw w tym H*
[1, 12, 52, 110, 137].

Obserwowano wyst¢gpowanie agregacji fibrynogenu dla pH miedzy 4,5 a7,5 ijej
zanikanie dla 7<pH<5. pH powyzej 9 indukuje konfiguracje fibrynogenu wydtuzong
Z fancuchami o odczepionymi od domeny E. W srodowisku 0 pH do 9,7 fibrynogen zachowuje
stabilno$¢ adsorpcji, ale powyzej 11 dochodzi do zaniku adsorpcji na powierzchniach 0 tadunku
ujemnym. Wynika to z faktu, ze w dodatnio natadowanych ramionach znajduja si¢ glownie
grupy amidynowe argininy i lizyny o pK 10,51 9,7 [1, 12, 137, 138].

Sktad rozpuszczalnika moze wptywaé na adsorpcje biatek poprzez oddziatywanie
elektrostatyczne (wptyw na podwdjng warstwe dyfuzji poprzez zmiang wypadkowego tadunku
substratu i biatka zaleznych od punktéw izoelektrycznych oraz indukowanie koadsorpcji
matych jonow). Czasteczki posiadajgce tadunek sg otoczone warstwa dyfuzyjnag, ktorej grubosé
zalezy od sity jonowej §rodowiska. Wraz z obnizaniem sity jonowej zwigksza si¢ wypadkowy
tadunek fibrynogenu, co prowadzi do reorganizacji strukturalnej ramion bocznych, na ktérych
obecno$¢ tadunku wymusza przybieranie przez biatko postaci rozciggnictej ijego lepko$é

dynamiczna si¢ zwigksza. Przy niskim st¢zeniu soli oddziatywanie biatka z powierzchnig
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kontrolowane jest przez rownowage miedzy odpychaniem elektrostatycznym pochodzacym ze
spadku entropii podczas naktadania sig podwodjnych warstw i przyciagajacymi sitami van der
Waalsa. Wzrost sity jonowej powoduje zmniejszenie grubo$ci elektrycznej podwojnej warstwy
wokot natadowanej powierzchni lub czasteczki (mniejszy tadunek wypadkowy), co skutkuje
ekranowaniem odpychania elektrostatycznego i przewazaniem sit przyciggajacych van der
Waalsa. Tym samym czasteczki fibrynogenu moga by¢ blizej powierzchni, zapewniajac ich
silniejszg adsorpcje. W takich warunkach fibrynogen przybiera bardziej zwarta konformacje
Z ramionami skierowanymi do centralnej domeny. Wigksza sita jonowa przyczynia si¢ takze do
redukcji poprzecznego odpychania migdzy zaadsorbowanymi biatkami, co daje wigkszg ich
gestos¢ na powierzchni. Przy dalszym wzro$cie sity jonowej powyzej poziomu fizjologicznego
osocza zaobserwowano spadek adsorpcji fibrynogenu, co thumaczono dominacja ekranowania
miedzyczasteczkowych sit odpychajacych prowadzaca do agregacji i spadku efektywnego
stezenia biatka W roztworze czy sitami hydratacyjnymi ekranujgcymi sity przyciggajace
I przybieraniem przez biatko jeszcze bardziej zwartej struktury zapobiegajacej jego
przytwierdzaniu do powierzchni. Dodatkowo obecne w roztworze wielowartosciowe jony
mogg wigzac si¢ Z natadowanymi obszarami biatka, neutralizowa¢ gestos¢ fadunku i zwigkszaé

jego hydrofobowo$¢, co przektada sie na wzrost adsorpcji [1, 24, 103, 125, 126, 137, 138].
Badania wykazaly, ze adsorpcja fibrynogenu zmienia si¢ przy réznych rozcienczeniach
osocza, czyli stezeniach zawartych w nim bialek ijest to czgsciowo zwigzane z efektem
Vromana. Stezenie fibrynogenu stosowanego do pokrycia powierzchni ma znaczenie dla
wigzania do odpowiednich jego fragmentow przeciwcial, co sugeruje, ze gestos¢ wptywa na
konformacje¢ biatka. Przy matej gestosci bialek (duzym rozcienczeniu osocza lub w buforze)
adsorbujacy sie¢ fibrynogen posiada konformacje inng niz natywna, prawdopodobnie
z eksponowanym wskutek adsorpcji regionie fancucha y w N-koncu 1-78 i fragmencie D (95-
265), zblizong do przybieranej po denaturacji (rozwijaniu) poprzez immobilizacj¢ i podobng do
wywotanej mocznikiem. Takze ukryty W natywnej postaci region Aa 241-476 i 240-268 staje
si¢ bardziej dostepny przy matej gestosci biatek. Przy malym upakowaniu fibrynogen ma
wiecej czasu na rozwijanie zanim nast¢pna czgsteczka zaadsorbuje si¢ W poblizu, dlatego
pokrywa wickszg przestrzen iposiada wigcej miejsc kontaktu z powierzchnig wynikajaca
Z silniejszego  odksztalcenia denaturacyjnego i ulozeniem horyzontalnym czasteczek
pokrywajacych powierzchnie. Nastgpuje silniejsza utrata a-helis na rzecz struktur . Wraz ze
wzrostem st¢zenia osocza zmniejsza si¢ powinowactwo fibrynogenu do powierzchni
wynikajace z silniejszej rywalizacji ze wzglgdu na obecnos¢ innych biatek, przy czym rosnie
szybko$¢ adsorpcji. Przy duzej gestosci adsorbowany fibrynogen przyjmuje konformacje
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zblizong do biatka W roztworze. Duze st¢zenie fibrynogenu powoduje wieloetapowg adsorpcje
(inaczej niz w przypadku albuminy) — reorientacja dtugiej osi prostopadle do powierzchni by¢
moze jest napgdzana wzrostem oddziatywan hydrofobowych migdzy adsorbowanymi
czasteczkami [29, 76, 93, 112, 113, 122, 124].

W ztozonym Srodowisku sktadajacym si¢ z wielu biatek moze pojawi¢ si¢ konkurencyjna
adsorpcja z wolno adsorbowanymi wioknistymi biatkami takimi jak fibrynogen, ktore zastepuja
szybko adsorbujace biatka takie jak albumina (efekt Vromana). Sklad i konfiguracja
utworzonej warstwy adsorbowanych bialek osocza jest zalezna od natury powierzchni, jednak
obserwuje si¢ adsorpcj¢ bardziej fibrynogenu niz innych biatek, co koreluje z jego zdolno$cig
przyspieszania adhezji ptytek. W nastepnym etapie moze doj§¢ do desorpcji poprzez
oddzialywanie z innymi sktadnikami osocza i zastgpienie wysokoczasteczkowym kininogenem
(efekt Vromana). Konformacja fibrynogenu immobilizowanego w obecnosci albuminy lub
0socza wydaje jest bardziej natywna niz dla samego buforu [70, 76, 149].

Dodatkowo wczesniejsza preadsorpcja albuminy na powierzchni szczegdlnie
hydrofobowej moze spowodowac tak zwang pasywacj¢, utrudniajaca zastepowanie jej przez
fibrynogen, a efekt jest tym silniejszy, im dtuzej albumina byta zaadsorbowana [43, 142].

Niespecyficznie oddziatywania hydrofobowe stanowig gltowng sile decydujaca
0 adsorpcji (szybkie) i nastepujacym wskutek minimalizacji energii rozcigganiu (wolniejsze),
ktore skutkuje takze mniejsza grubo$cia warstwy zaadsorbowanej biatka po godzinie od

poczatku adsorpcji [110].
2.2.2. Adhezja plytek do sztucznych powierzchni

Mechanizm adhezji ptytek do s$rodblonka jest dos¢ dobrze poznany i gléwna rolg
odgrywaja w nim specyficzne oddziatywania migdzy blonowymi glikoproteinami i ligandami
na powierzchni §rédblonka. Przy duzych sitach $cinajacych poczatkowa adhezja komorek
nastepuje poprzez potaczenie glikoproteiny GPIb do czynnika von Willebranda (von
Willebrand factor, vWF) przytaczonego wczesniej do srodbtonkowego kolagenu. We wtorne;j
fazie wazniejsze okazuja si¢ receptory glikoproteinowe GPIIb/Illa i GPIa/lla, ktore maja za
zadanie przytwierdzanie do utworzonej monowarstwy kolejnych ptytek za pomocg fibrynogenu
[106]. Jednakze adhezja majgca miejsce na sztucznej powierzchni to proces nie catkiem
zrozumiany i jego molekularne podstawy nie sg dobrze okreslone [74, 106]. Pokazano, ze
w nastepstwie adhezji ptytek aktywowanej poprzez specyficzne receptory i towarzyszacemu
rozprzestrzenianiu uwalniane sg ziarnisto$ci | tworzone mikropecherzyki, ktorych ilos¢ jest

zalezna od rodzaju materiatu [82]. Gléwnym biatkiem posredniczacym w adhezji ptytek na
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syntetycznym materiale jest fibrynogen, o czym przekonuje brak komdrek na powierzchni np.
szkta w §rodowisku osocza afibrynogenemicznego [19, 27, 36, 70, 74, 96, 106, 124, 127, 143
149, 155]. To zalozenie potwierdza fakt, ze najliczniejszym i aktywnie oddziatujacym
receptorem ptytkowym jest receptor GPIIb/Illa wtasnie dla fibrynogenu [97]. Receptor ten
nalezy do rodziny integryn i ztozony jest z dwoch niekowalencyjnie zwigzanych podjednostek
(o i B), ktore do utrzymania struktury heterodimerycznej potrzebuja dwuwartosciowych jonow
wapnia czy magnezu, ktore prawdopodobnie majg swe miejsca wigzace W tancuchach a. Obok
fibrynogenu receptor ten moze W zalezny od sekwencji RGD (Arg-Gly-Asp) sposob wigzaé
witronektyne, fibronektyne i czynnik von Willebranda i niezaleznie od tej sekwencji wigzac
fibrynogen w miejscu  zlokalizowanym w C-koncu tancucha vy [19, 53]. Innymi
niespecyficznymi receptorami integrynowymi bioragcymi udziat w adhezji sa GP Ic/Ila (a5B1)
i GP (a5B3) dla fibronektyny, witronektyny i lamininy [97]. Na powierzchni poza tymi
biatkami nastepuje takze adsorpcja albuminy, y-globulin, lipoprotein, trombospondyny,
czynnika XII, wysokoczasteczkowego kininogenu, prekalikreiny czy plazminogenu, ktore sa
w dynamicznej rownowadze z tymi zawartymi w osoczu. Fibrynogen i y-globuliny wzmagaja
adhezje ptytek i leukocytdw, a ponadto aktywacja uktadu dopelniacza wptywa na odktadanie
si¢ | aktywacje¢ ptytek [74].

Ptytki w stanie spoczynku nie wigza si¢ z natywnym fibrynogenem (wymagana jest ich
aktywacja do wigzania rozpuszczalnego fibrynogenu), jednak jego immobilizacja moze
powodowa¢ adhezje ptytek, co jest skutkiem potencjalnych zmian konformacyjnych
indukowanych procesem immobilizacji, zmian wlasnosci chemicznych i biologicznych danej
powierzchni i zwigkszonym prawdopodobienstwem nawet stabych oddzialywan dajacych
stabilng adhezje ptytek bez dodatkowego pobudzenia. Istnieje hipoteza, ze w roztworze
fibrynogen wystepuje jako jednowartosciowy ligand 0 matym powinowactwie do receptora,
ktore zwigksza si¢ wskutek adsorpcji i przeksztatceniu W wielowartosciowy. Oddziatywanie
zaadsorbowanego fibrynogenu z maskowanym io malym powinowactwie receptorem
prowadzi do lokalnego wzrostu poziomu wapnia, co uruchamia aktywacje blonowych
fosfolipaz, produkcje wtornych przekaznikow, generalny wzrost wapnia cytoplazmatycznego,
powodujac aktywacje kinazy lekkiego tancucha miozyny, ekspozycje kolejnych receptorow
fibrynogenu juz 0 wyzszym powinowactwie, co jest wzmacniane poprzez sekrecje ADP
I aktywacje fosfolipazy A2 prowadzacej do produkcji tromboksanu A2. By¢ moze odpowiedz
ptytek na kontakt z powierzchnig uruchamiana zostaje innymi szlakami niz przez agonistow

[27,70, 74, 76, 99, 106, 129, 149].
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Badania wykazaly, ze adhezja ptytek nie jest skorelowana z ilo$cig adsorbowanego
fibrynogenu, lecz jest zalezna od zmian strukturalnych biatka wywotanych adsorpcja na
powierzchni, eksponowaniem czesci rdzenia hydrofobowego i dostepnosci miejsc wigzacych
plytki, a tym samym umozliwieniem receptorom blonowym W nieaktywnym stanie zwigzania
fibrynogenu. Nie wyklucza si¢ jednak, ze indukowane adsorpcja rozwijanie fibrynogenu poza
eksponowaniem prowadzi by¢ moze do tworzenia miejsc W biatku decydujacych o adhezji
ptytek, anieobecnych w natywnej postaci. Korelacja adhezji ziloscig adsorbowanego
fibrynogenu moze ujawni¢ si¢ W pewnych warunkach przy okreslonym stezeniu tego biatka
W odniesieniu do réznego rodzaju powierzchni [27, 43, 112, 113, 124].

Wykazano korelacje reaktywno$ci plytek z iloscig przeciwcial do miejsc wigzacych
fibrynogenu zwigzanych na powierzchni, co pokazuje, ze oddziatywanie ptytek z powierzchnia
jest zwigzane Z tym czasteczkami fibrynogenu, ktory jest rozpoznawany przez przeciwcialo.
Badania z wykorzystaniem przeciwciat dla regionéw D i E wykazaty dostepnos$¢ tych miejsc
dla wigzania ptytek w zaadsorbowanym fibrynogenie [24, 27, 70, 76].

Wplyw rozcienczenia na konformacj¢ biatka przektada si¢ na stopien adhezji ptytek.
Obserwacje z najsilniejszym wigzaniem przeciwcial rozpoznajgcych region RGDS korelowaty
z maksymalng adhezjg komorek uzyskiwang dla posredniego rozcienczenia osocza. Nie
dokumentowano ich jednak przy doktadnie takim samym stezeniu osocza, co wskazuje na
istnienie innych miejsc wigzacych plytki lub role innych biatek w adhezji ptytek. Przy petnym
stezeniu osocza odnotowano minimalng retencj¢ ptytek (pasywacja), natomiast rozcienczenie
dawato przeciwny efekt: maksimum adhezji miedzy stezeniami 0,01% a 0,1%, przy czym
maksimum adsorpcji fibrynogenu zarejestrowano dla stezeniu 1% [24, 27].

Znaczenie eksponowania w biatkach miejsc wigzacych plytki potwierdzaja badania,
w ktorych obecno$¢ niezwigzanych fragmentow RGD peptydow czy dodekapeptydu
prowadzita do hamowania przylegania komoérek poprzez blokowanie miejsc wigzacych
integryn ptytkowych, podobnie jak sekwencja peptydu PHSRN w fibronektynie, przy czym
W procesie przylegania plytek dostgpnos¢ tancucha y fibrynogenu, dla ktérego miejsce wigzace
W receptorze znajduje si¢ W podjednostce o dostepnej w nieaktywowanych ptytkach, wydaje
si¢ niezbg¢dng [149]. Przewiduje si¢ udziat reszt lizyny jako kluczowych w wigzaniu ptytek do
fibrynogenu majgcy miejsce W C koncu tancuchéw vy i a (domena D) [97]. Przypuszczalnie
maksymalny potencjal wigzania ptytek jest osiggany podczas ekspozycji obu (RGD
z dodekapeptydem) miejsc [24]. Jesli na powierzchni stabo adsorbujg biatka i to oddziatywanie
nie prowadzi do ich znacznej destabilizacji strukturalnej (bardziej natywna konformacja), to

woweczas adhezja ptytek nastepuje w niewielkim stopniu, co obserwuje si¢ na powierzchniach
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z hydrofilowego tlenku krzemu, tlenku polietylenu czy zinkorporowanymi grupami
fosforylocholinowymi w przeciwienstwie do powierzchni z poliuretanéw, gdzie odnotowuje
si¢ zwigkszong adhezje [149], przy czym sposdb zmian w konformacji w domenie D na
hydrofobowych powierzchniach moze wptywac na stopien aktywacji ptytek [127]. Natomiast
na powierzchniach polimerowych wraz z wydtuzaniem tancucha bocznego polimeru ptytki
przejawiaty wiekszg reaktywno$¢ okreslang na podstawie adhezji, agregacji i sekrecji [97].
Badania wykazuja wzrost adhezji plytek wraz ze wzrostem hydrofobowos$ci powierzchni
I stabsze przyczepianie si¢ komorek ze wzrostem stezenia biatek (lub czasem preekspozycji
powierzchni na dziatanie osocza [155]) z wyjatkiem powierzchni z grupami hydroksylowymi.
Jest to wynik silniejszych zmian konformacyjnych bialek indukowanych adsorpcja ze
wzrostem hydrofobowosci 1 spadkiem st¢zenia roztworu ze wzgledu na krotszy czas
przeznaczony na rozwijanie, przejawiajacag si¢ W postaci utraty w wiekszym stopniu struktury
a | wzrostu zawarto$ci struktur B, co sugeruje silniejsza ekspozycj¢ miejsc wigzacych do
nieaktywowanych ptytek [112, 113]. Tak wigc pokazano, ze im wigksza utrata a-helis biatka
wywotana adsorpcjag na powierzchni, tym wigksza adhezja plytek, a korelacja okazuje sie¢
liniowa [43]. Istniejg doniesienia, ktore potwierdzajg te zalezno$ci zaréwno W przypadku
adsorpcji fibrynogenu, jak albuminy, co moze zaskakiwaé biorgc pod uwage nieobecnos¢ na
blonie powierzchniowej ptytki receptoréw dla albuminy. Pokazano, ze w przypadku
powierzchni pokrytej albuming adhezja ptytek koresponduje ze stopniem utraty a-helis
powyzej 34%, natomiast ponizej tego poziomu adhezja ptytek nie nastepowata, a aloumina
funkcjonowata jako czynnik blokujacy niespecyficzne oddziatywania [112]. Pasywacja za
pomoca albuminy by¢ moze wynika z jej wigkszej stabilnosci konformacyjnej i odporno$ci na
indukowane adsorpcja zmiany W poréwnaniu do innych biatek [43]. Zasugerowano, ze
oddzialywanie albuminy z ptytkami podobnie jak dla fibrynogenu w okoto 50% odbywa si¢ za
posrednictwem receptora dla motywu innego niz RGD, natomiast W czasie rozwijania
eksponowane zostaja motywy zawierajace reszty argininy rozpoznawane przez receptor
specyficzny dla sekwencji RGD [112]. Dwa rézne warianty oddzialywan receptorow
odpowiedzialnych za adhezje ptytek do zaadsorbowanych biatek potwierdzajg obserwacje
dokonane z dodanym peptydem RGD lub modyfikacjg argininy, w ktérych nie zablokowano
adhezji ptytek ani wywotanego przyleganiem aktywowanego stanu. Adhezja ptytek do
albuminy za posrednictwem receptora z udziatem sekwencji RGD pomimo jej nicobecnos$ci
W pierwszorzedowej strukturze albuminy jest ttumaczona utworzeniem tej sekwencji na skutek
rozwijania biatka powyzej krytycznego poziomu poprzez reorientacj¢ przestrzenng przeciwnie

natadowanych reszt z uformowaniem motywu przypominajacego RGD [111].
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Jednoczesna obecno$¢ obu biatek na powierzchni nie pozostaje bez znaczenia W procesie
adhezji komdrek. Poziom albuminy w zawiesinie zawierajacej fibrynogen moze modulowaé
stopien zmian morfologicznych aktywowanych plytek. Odnotowano zwigkszenie przylegania
ptytek przy nizszym stezeniu albuminy [105].

Okazuje sie, ze do adhezji nieaktywowanych ptytek na powierzchni z zaadsorbowanym
fibrynogenem skutkujacg aktywacja komorek konieczny | wystarczajacy jest receptor
GPIIb/Illa. Natomiast w przypadku VWF konieczny jest zarowno GPIIb/Illa jak i receptor
trombiny funkcjonujacy takze jako receptor dla vVWF — kompleks GPIb-1X-V, powigzany
z biatkami wigzgcymi aktyn¢ W szkielecie btonowymi 1w ktdrym obszar rozpoznania
specyficznego ligandu znajduje sie regionie N-konca czesci o GPIb [19, 36, 99, 111]. Zaden
Z tych receptorow osobno nie jest wystarczajacy, co pokazuje zalezno$¢ miedzy tymi dwoma
receptorami zwigzang z procesami regulowanymi przez poziom CAMP. Rozprzestrzenianie si¢
plytek na obu biatkach zachodzi bez dodatkowej stymulacji, jednak procesy majg trochg inny
przebieg. Poczatkowe rozpoznanie vVWF przez ptytki odbywa si¢ wylacznie poprzez GPIb bez
konieczno$ci dodatkowej stymulacji i jest to faza odwracalna kontaktu. Jednak druga faza
polegajaca na rozptaszczaniu inieodwracalnej adhezja wymaga juz oddziatywania vWF
z receptorem GPIIb/111a. W stanie spoczynku receptor GPIIb/I11a jest selektywnym receptorem
dla adsorbowanego fibrynogenu i posredniczy w nieodwracalnej adhezji, generujac sygnaly
tylko czgsciowo hamowane przez wzrost cAMP i prowadzac do tworzenia pseudopodiow
i rozptaszczania. Role poziomu cAMP mogg potwierdzaé substancje zwickszajgce cAMP
w duzym stezeniu zdolne do catkowitego wyeliminowania adhezji jak i odwracalnej agregacji.
Nieaktywowany receptor nie oddziatuje z zaadsorbowanym vWF czy fibronektyng ani
witronektyng 1 aby to nastapito, konieczna jest aktywacja GPIIb/Illa i zwigzana z nig zmiana
specyficznosci  rozpoznawania (powinowactwa), co si¢ dokonuje w konsekwencji
oddziatywania GPIb z VWF i towarzyszacej blokadzie wzrostu poziomu cAMP. Oddziatywanie
receptorow GPIIb/1l1a z immobilizowanym fibrynogenem i GPIb z vWF powoduje konwersjg¢
wolnych GPIIb/Illa do stanu aktywnego mogacego wiagzac rozpuszczalne ligandy [99]. Zmiana
ta w przypadku GPIb-vWF prowadzi do nieodwracalnej adhezji i agregacji w przeciwienstwie
do fibrynogenu, dla ktérego nie jest ona konieczna do zajscia nieodwracalnej adhezji majgcej
miejsce nawet przy niecalkowitej aktywacji W przeciwienstwie do vWF (reorganizacja
cytoszkieletu towarzyszaca rozplaszczaniu sig¢, ale brak sekrecji serotoniny iagregacji —
rozprzestrzenianie iuwalnianie ziarnisto$ci niezaleznymi zdarzeniami) [20, 99]. Wskutek
aktywacji dochodzi do redystrybucji wielu integryn z wewnatrzkomorkowych ziarnisto$ci

i ekspozycji na powierzchni, a w nastgpstwie do tworzenia kolejnych wigzan. Konsekwencja
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zablokowania GPIb zapobiegajacego wigzaniu vVWF moze by¢ znaczgce zmniejszenie adhezji
I ograniczenie jej do pojedynczej warstwy (brak adhezji kolejnych ptytek do ptytki
monowarstwy) zarowno w przeptywie laminarnym jak i zaburzonym [106].

Dominujacg role receptora GPIIb/Illa w fundamentalnej adhezji plytek do
zaadsorbowanego fibrynogenu czy albuminy potwierdzaja eksperymenty, w ktdrych jego
zablokowanie wykazato silne zahamowanie przylegania komodrek niezaleznie od stopnia
denaturacji biatek, przy czym resztkowa odpowiedz adhezyjna sugeruje obecno$¢ innych
receptorow wspierajacych te funkcje ptytek lub niecatkowite dziatanie czynnika blokujacego.
Dodatkowo badania receptora GPIb-1X-V nie potwierdzajg, by odgrywat on znaczacg role jako
receptor specyficzny dla sekwencji innej niz RGD, gdyz dodane monoklonalne przeciwciata
nie spowodowaty znaczacego spadku adhezji pltytek zaréwno do fibrynogenu jak i albuminy
[111].

Aktywacja na powierzchni nie musi prowadzi¢ do nieodwracalnej adhezji.
Przytwierdzaniu do powierzchni moze towarzyszy¢ rozprzestrzenianie si¢ | degranulacja, ale
moga pojawiac si¢ wzglednie stabe zmiany ksztattu i uwalnianie ziarnisto$ci. Adhezja ptytek
na powierzchni moze skutkowac aktywacja nie tylko komorek przylegajacych, ale takze tych
nie znajdujacych si¢ W bezposrednim kontakcie jak np. na powierzchni Biomeru (poliuretanu).
Moze takze, jak to si¢ dzieje na powierzchni polietylenowej, po wstepnej adhezji i aktywacji
oraz utworzeniu pojedynczej warstwy przylegajacych plytek doj$¢ do powstania pasywujacego
filmu, ktory zapobiega osadzaniu i pobudzaniu kolejnych komorek. Brak adhezji komorek nie
wyklucza ich pobudzenia wskutek kontaktu z powierzchnig, co mozna zaobserwowaé na
polialkoholu winylu [41].

Zwiazek miedzy adhezja a stopniem aktywacji plytek czesciowo byl badany poprzez
zablokowanie receptora peptydem RGDS, co zahamowato adhezj¢ na powierzchniach zaréwno
z grupami CHs i OH. W morfologii ptytki ukazywaty niewielkg ilo$¢ lub brak filopodiow,
uwidocznialy granulomery i posrednie rozpostarcie. Tym samym wykazano, ze ten typ
oddzialywania posredniczy W okoto potowie oddziatywan iodpowiedzi adhezyjnej
wystepujacej razem z Silna aktywacja (rozplaszczanie i wydluzanie filopodiow) oraz ze
mozliwe jest dalsze oddzialywanie z fibrynogenem, ale z mniejszym powinowactwem.
Pozostale oddziatywania nastepujg za posrednictwem receptoréw dla regionéow fibrynogenu
nie-RGD, ktore wywotuja minimalng aktywacje [111, 112, 113]. Podobnie rézny stopien
aktywacji prezentowaly ptytki w przypadku albuminy w zaleznosci od oddziatywania
z receptorem specyficznym dla RGD czy nie-RGD [111].
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Istotnym czynnikiem wplywajacym na oddziatywanie ptytek z powierzchnig sa jony
wapnia, ktéry jak wiadomo jest istotny w funkcjonowaniu glikoprotein I1b i 111a jako receptora
fibrynogenu [19,143]. Adhezja ptytek w obecnosci wapnia przejawia postgpujace zmiany
W postaci zaokraglania, tworzenia pseudopodiow, centralizacji ziarnistos$ci
I rozprzestrzeniania. Obecno$¢ zwigzkow chelatujacych te jony pocigga za sobg brak tych
zmian, czasem pojawiajg si¢ krotkie pseudopodia. Wapn bierze udzial w skracaniu
aktomiozyny cytoplazmatycznej, aktywacji aktomiozynowej ATPazy, glikogenolizy,
aktywnos$ci fosfolipazy i fosforylacji biatek, ktore mogg by¢ zwigzane ze zmiang ksztattu,
tadunku powierzchniowego lub innych czynnikdw istotnych w procesie adhezji. Moze by¢
zaangazowany W tworzenie wigzan mig¢dzy ptytkami a powierzchnig. Brak wapnia nie
uniemozliwia adhezji, ale zdecydowanie ja ogranicza i nie pozwala na rozprzestrzenianie si¢

komorek [143].
2.2.3. Szklo jako specyficzna powierzchnia

Jak wykazano, ptytki krwi w zetknigciu z powierzchnig szkta ulegaja aktywacji, co jest
zwigzane przede wszystkim z wysokim odczynem pH tego materialu. Ta wlasnos$c jest
powszechnie wykorzystywana w réoznych metodach badawczych, w ktorych szklo stanowi
materiat stosowany do wywotania krzepnigcia krwi czy w procedurze otrzymywania surowicy.
Z drugiej strony, aktywacja ptytek na szkle jest procesem odwracalnym, co udowodniono przy
pomocy sondy fluorescencyjnej okres$lajacej poziom jondw wapnia wewnatrz komorek.
Aktywacja powoduje uwalnianie jonow wapniowych z uktadu kanalikow gestych do cytozolu,
Co wraz z otwarciem kanaléw wapniowych w btonie plazmatycznej prowadzi do gwattownego,
przejSciowego wzrostu cytozolowego stezenia Ca®*. Po poczatkowym gwattownym wzroscie
stezenia wapnia manifestowanym wzrostem fluorescencji zastosowanej sondy nastgpuje
wolniejszy spadek jego koncentracji do poziomu poczatkowego. Udowodniono, ze oscylacje
cytoplazmatycznego Ca?* sa uniwersalnym trybem sygnalowym aktywujacym wiele
odpowiedzi komodrkowych. Istnieja doniesienia pokazujace, ze oscylacje te sa skorelowane
z tempem przylegania i zmiang ksztaltu oraz stanem aktywacji (rodzaj podloza, aktywator)
[26]. Pokazano takze, ze przeptyw wapnia odgrywa role W szybkosci i wielkoSci tworzenia si¢
agregatow (komunikacja miedzykomoérkowa) [81] czy roznice we wzorach oscylacji stezenia
wapnia podczas adhezji iagregacji [72]. Istotng konsekwencjg zmian stezenia wapnia

wewnatrzkomorkowego jest jego wptyw na plynno$¢ blony plazmatycznej ptytek krwi.
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2.3. Aktywacja a ptynnos$é¢ blony plazmatycznej plytek
2.3.1. Zmiany strukturalne zachodzace W czasie aktywacji plytek krwi

Aktywacja i adhezja plytek pociagajg za sobg szereg zmian zaréwno strukturalnych jak
i funkcjonalnych, ktére maja miejsce podczas przeksztalcania ze stanu spoczynkowego
w aktywowany. Plytki w stanie nieaktywnym przyjmuja ksztatt dysku, ktory jest skutkiem
wspotoddziatywania btony lipidowo-glikoproteinowej, szkieletu btonowego i cytoszkieletu
aktynowego.

Najbardziej zewngtrzng powtoke ptytek krwi stanowi btona lipidowo-glikoproteinowa.
Blona plazmatyczna ptytek zobrazowana za pomoca niskonapigciowego skaningowego
mikroskopu elektronowego 0 wysokiej rozdzielczosci wykazuje pofaldowany wyglad
przypominajacy powierzchni¢ mozgu. Na powierzchni sg takze widoczne losowo rozproszone
male otwory uktadu otwartych kanalikow (open canalicular system, OCS) potaczonych
z powierzchnig. Dwuwarstwa lipidowa ptytek sktadajaca si¢ biatek, fosfolipidow i obojetnych
lipidow o grubosci 70-90 A jest typowa i nie rozni si¢ od bton plazmatycznych innych komoérek.
Jest ona niescisliwa inie moze si¢ rozcigga, dlatego zrodlo dodatkowej puli blony
wykorzystywanej w zwigkszaniu powierzchni rozpostartych ptytek w procesie adhezji
stanowig drobne faldy oraz wewngtrzne blony pochodzace z kanatéw uktadu otwartych
kanalikdw. Dodatkowo takie wewnetrzne upakowanie moze zwigksza¢ stabilno$¢ powierzchni
zagrozonej sitami $cinajacymi W krazeniu.

Zewngtrzna  powloka blony plytki tworzona przez biatka i siarczanowe
mukopolisacharydy o grubosci 150-250 A, glikokaliks, jest cienszy niz u innych komorek krwi
I nie stanowi bariery oddzielajacej zawarto§¢ komorki od srodowiska zewngtrznego, ale jest
dynamiczng strukturg wyczuwajaca zmiany W ciagltosci naczyn i odpowiadajaca za odpowiedz
hemostatyczng ptytek. Glikokaliks stanowig receptory glikoproteinowe niezbedne do adhezji
ptytek do uszkodzonej powierzchni, wywotania catkowitej aktywacji ptytki, pobudzania
agregacji i oddziatywania z innymi komorkowymi elementami oraz do przyspieszania procesu
retrakcji skrzepu. Zewngtrzng powierzchni¢ i kanaty uktadu otwartych kanalikow pokrywa
okoto 25000 receptoréw GPIb-1X i okoto 80000 receptorow GPIIb-IIIa (integryna allbB3). Oba
receptory sg mobilne, co jest bardzo wazne dla ich roli w hemostazie.

Uktad otwartych kanalikow jest nie tylko potaczony z blona powierzchniowa, ale sam
jest jej wytworem. Kanaly OCS sg kretymi wgtobieniami blony powierzchniowej drazacymi
tunele przez cytoplazme na ksztatt serpentyny, ktore znaczaco powickszajg catkowitg

powierzchnig¢ ptytki i stanowig gtéwna droge przenoszenia produktow z osocza do ziarnistosci
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a, jak i usuwania produktéw zgromadzonych w wydzielniczych organellach w czasie reakcji
uwalniania, kiedy dochodzi do polaczenia bton iuwalniania substancji do kanatow. Jesli
czastka, ktorg plytka chce zaabsorbowac do ziarnistosci, jest za duza, ptytka przemieszcza OCS
do czastki tak jak to robi do ptaskiej powierzchni.

Najbardziej liczne sposrod ptytkowych organelli sg ziarnistosci a, obecne zwykle w ilo$ci
40-80 na komorke plytkowa. Moga taczy¢ si¢ ze soba, co jest pierwsza oznakg uszkodzen
W czasie przechowywania ptytek. Maja ksztatt okragly lub owalny 0 $rednicy 200-500 nm.
Podzielone wewnatrz na obszary ziarnistosci o magazynujg biatka adhezyjne, aw swych
btonach maja wbudowane receptory glikoproteinowe sprzyjajace adhezji do macierzy,
szczegoOlnie P-selektyne nieobecng na powierzchni ptytek spoczynkowych (niewielka pulg
magazynuja ziarnistosci geste) jak 1pule gldéwnych receptoréw adhezyjnych GPIb-1X-V
i integryn allbB3. Mniej licznymi ($rednio 4-8 na ptytke), jednak bardziej zréoznicowanymi
wewnetrznie organellami sg ciatka geste, ktore zawierajg substancje oddzielone pustg
przestrzenig od otaczajacej blony.

Dwuwarstwa lipidowa powierzchni btonowej ptytek oraz wewnetrzna blona pochodzaca
z kanatéw uktadu otwartych kanalikow sg morfologicznie podobne, jesli nie identyczne jak
uinnych komorek, jednak réznice stanowi ich udziat w przyspieszaniu koagulacji krwi.
Dodatkowo ptytki zawierajg nieaktywny czynnik tkankowy ukryty w bogatych w cholesterol
wyspach lipidowych, ktore wskutek aktywacji zostaja powigzane z zewngtrzng warstwg btony
eksponujgcg anionowg fosfatydyloseryne. Jesli zZ btony aktywowanej ptytki zostang uwolnione
mikropecherzyki, potgczony z nimi czynnik tkankowy moze zosta¢ aktywowany [74].

Szczegodlng rolg strukturalng i funkcjonalng zarowno w stanie spoczynku jak i w czasie
aktywacji odgrywa najbardziej liczne sposrdd wszystkich biatek plytkowych, aktyna, ktora
wystepuje W 0k. 2 mln kopii na ptytke, co stanowi okoto 15-20% catkowitego biatka. W stanie
spoczynku 40-50% aktyny (ok. 800 tys.) tworzy liniowe polimery zwane filamentami. Aktyna
posiada miejsce wigzania ATP lub ADP (kieszen), ktére utrzymuja jej trzeciorz¢dowa
strukture, wptywaja na tempo polimeryzacji | gdzie wigzany jest dwuwarto§ciowy Kation
magnezu lub wapnia. Monomer aktynowy oddziatuje z innymi monomerem w filamencie
poprzez trzy funkcjonalne powierzchnie, natomiast czwarta powierzchnia stuzy do wigzania
innych biatek. Filament aktynowy tworzy bipolarng podwojng helis¢ i wykazuje polaryzacje,
zarowno strukturalna, jak ikinetyczng — posiada szybko rosnacy koniec plus (+), zwany
kolczastym lub brodatym (ang. barbed end) o dziesi¢ciokrotnie wigkszym powinowactwie do
monomerow aktyny niz wolno rosngcy koniec ostry (ang. pointed end), minus (-) w obecnosci

zwigzanego ATP, aw przypadku ADP oba konce majg takie same male powinowactwo.
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Polimeryzacja aktyny jest procesem zaleznym od st¢zenia monomerow i W stanie spoczynku
komorki ilos¢ monomerdow przytaczajacych sie do konca plus filamentu jest w rownowadze
Z monomerami  odlgczanymi od konca minus. Wraz Zpostgpem polimeryzacji
i depolimeryzacji monomer aktyny raz przylaczony do konca plus przesuwa si¢ wzdhuz
filamentu az do jego oddysocjowania na koncu minus filamentu. Za zmiany architektury
cytoszkieletu aktynowego oraz kontrole rownowagi pomigdzy aktyna w postaci monomerow
I filamentéw odpowiadaja biatka wigzace aktyne (ang. actin binding protein, ABP). To one
regulujg dynamike polimeryzacji aktyny na szereg roznych sposobdéw: decyduja 0 uwalnianiu
monomerow aktyny z kompleksow utworzonych z biatkami wigzacymi monomery takimi jak
aktyna/profilina czy aktyna/B4-tymozyna, stuza do nakrywania ("czapeczkowania")
filamentow (zelsolina, CapZ), odpowiadaja za nukleacj¢ filamentéw iich rozgalezianie
(kompleks Apr2/3), tworzg nowe miejsca polimeryzacji i,,0bracajg" monomery aktyny
(rodzina biatek ADP/kofilina) czy stabilizujg sie¢ aktynowa (filamina) [10, 74, 90].

W stanie spoczynku, kiedy monomery aktyny wystepuja W stezeniu wyzszym od
wystarczajacego do zachodzenia polimeryzacji, ABP odpowiadaja za inhibicj¢ polimeryzacji
aktyny poprzez: odseparowywanie monomerdéw (zmniejszajg pule wolnych monomeréw
bioracych udzial w polimeryzacji), czapeczkowanie konca plus majace za zadania zapobiegac
wydtuzaniu polimeréw oraz zapobiegajaca depolimeryzacji stabilizacj¢ filamentow wzdhuz ich
dhugosci [10]. Same konce plus filamentéw maja zdolno$¢ inicjowania organizacji aktyny,
poniewaz posiadajg wieksze powinowactwo do podjednostek aktyny niz biatka uzywane przez
komorke do ich odseparowania.

W ptytkach wystepuja dwa biatka 0 funkcji oddziatywania i izolowania monomeréw
aktyny. Najliczniejsza z nich jest f4-tymozyna (0,55 mM), ktora wigze monomery aktyny
Z wigkszym powinowactwem niz koniec minus filamentu ma do monomerdéw, zapobiegajac
dotgczaniu monomeru do tego konca, ale 0 mniejszym powinowactwie niz aktyna ma do
koncow plus, W obecnosci ktorych uwalnia monomery | tym samym umozliwia tworzenie
filamentu przy eksponowanych koncach plus. Poniewaz ptytki w spoczynku maja bardzo
niewiele eksponowanych koncéw plus, biatko to zachowuje duza pule niespolimeryzowane;j
aktyny — 60% catkowitej aktyny w ptytkach jest zwigzana z B4-tymozyna. Jej powinowactwo
do monomeru jest silnie zalezne od nukleotydu zwigzanego do aktyny i jest wicksze
w przypadku ATP niz ADP, co sugeruje pierwszenstwo W separowaniu aktyny ze zwigzanym
ATP stosownej do przylaczania do konca plus. Drugim z biatek izolujacych monomery
i stymulujgcych organizacj¢ tworzenia aktyny W koncu plus jest profilina (50 uM), ktdra jest
zdolna do separowania monomeréw od konca minus filamentu, ale nie konca plus. Profilina
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dziata takze jako czynnik przenoszacy iwymieniajacy ATP — wymienia ADP na ATP
w stabilizowanych monomerach, utatwiajac dodawanie monomerow ATP-aktyna do konca
plus filamentu i zwickszajac ich zdolno$¢ do tworzenia polimeréw. PIP2 obniza powinowactwo
profiliny do aktyny, prowadzac do jej oddysocjowania, natomiast oddziatywanie z fosfolipaza
C powoduje jej dezaktywacje na skutek fosforylacji w procesie aktywacji [9, 10, 74].

Biatka czapeczkujace koniec plus sg liczne w plytkach, co $wiadczy o0 ich znaczeniu
w kontroli dostegpnosci tych koncow do regulacji dynamiki aktyny komodrkowej. Plytki
zawierajg W stezeniach 5 UM capZ i zelsoling oraz 3 uM adducyne. CapZ iadducyna sg
aktywne i wigzg wolne tylko istniejgce juz konce plus z nanomolowym powinowactwem.
Zelsolina jest nieaktywna, jesli poziom wapnia cytozolowego W ptytkach nie wzro$nie do
mikromolowego st¢zenia, dlatego w ptytkach w spoczynku jest wolna i niezwigzana
Z cytoszkieletem aktynowym (lub mozliwe, ze 10% jest W stanie zwigzac si¢ z aktyng [10]),
dlatego 98% koncow plus jest zakrytych przez 80% calej liczby adducyny i 35% catkowitej
capZ [74].

Biatkiem bocznie zwigzanym zaangazowanym W utrzymanie dyskoidalnego ksztaltu jest
fofsoproteina stymulowana przez zwigzki naczynioaktywne (Vasoactive-Stimulated
Phosphoprotein, VASP), ktora stanowi gtdéwny substrat kinaz cAMP i cGMP. W badaniach In
vitro wykazano jej zdolno$¢ do wigzania si¢ do poliproliny, profiliny, winkuliny. VASP wigze
ze sobg filamenty i zapoczatkowuje polimeryzacje, ktora jest nasilana dzigki tej stabilizacji
wigzek (takze tych filamentow promieniujacych z rdzenia) i wykazuje wigkszg aktywnosc¢
w przypadku aktyny z jonem wapnia niz magnezu. Dzi¢ki niej zwigzane W wigzke filamenty
staja si¢ odporne na rozcinanie przez zelsoling, ktéra moze jednak si¢ z nimi wigza¢. Ujawniono
jej kolokalizacje z zelsoling na krawedzi wiodacej lamelopodium. Powinowactwo VASP do
aktyny jest regulowane poprzez fosforylacj¢ za posrednictwem zaleznych od cAMP i cGMP
kinaz biatkowych, ktora ma miejsce W odpowiedzi na sygnaty hamujace aktywacje [10].

Filamenty aktyny lacza si¢ ze soba poprzez filaming i a-aktyning W mechanicznie
sztywng sie¢. Filamina ma v-ksztalt z miejscami wigzacymi aktyn¢ W wolnych koncach,
natomiast blizej drugiego konca stanowigcego domeng¢ autoasocjacji znajdujg si¢ miejsca
wigzgce wiele innych czasteczek W poblizu btony plazmatycznej w tym podjednostke GPIba,
dzigki czemu wigkszos¢ tego kompleksu receptorowego znajduje si¢ na powierzchni nad
cytoplazmatycznymi filamentami. Powigzanie migdzy filamentami aktyny a tym receptorem
poprzez filaming przechodzi przez pory warstwy spektrynowej, tym samym ogranicza ruch jej
nici i utrzymuje jag w zwartym stanie. W przypadku kompleksu GPIIb-1lla nie jest potrzebne

biatko wigzace si¢ zZ aktyna, gdyz jest on potaczony z podblonowym cytoszkieletem poprzez
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cytoplazmatyczne konce podjednostek allb i3 [9, 74]. Innymi biatkami stabilizujacymi
filamenty sg tropomiozyna i spektryna [10].

Cytoszkielet aktynowy tworzy najbardziej wewnetrzng warstwe powtoki ptytki w postaci
klatki regularnie oddalonych filamentow aktynowych biegnacej réwnolegle do plaszczyzny
btony. Filamenty aktyny silnie przytwierdzone wzdhuz bokéw do szkieletu blonowego
czesciowo poprzez wigzanie ABP z cytoplazmatycznym ogonem GPIb stanowig zakrzywione
wiagzki filamentow, ktore utozone promieniscie wychodzg z centralnego rdzenia wtoknistego.
Przytwierdzenie szkieletu do blony prawdopodobnie pozwala zachowa¢ gtadka powierzchnie
dyskoidalnego ksztaltu ptytki ipowstrzymuje przed tworzeniem pseudopodiow. Ten
cytoplazmatyczny cytoszkielet dla wszystkich organelli iinnych elementéw strukturalnych
shuzy jako macierz do ich zawieszenia i utrzymania oddzielnie od siebie i sciany komorki [10,
74].

Zewngtrzng btone lipidowo-glikoproteinowg wspiera znajdujgca si¢ zaraz pod nig
powtoka tworzaca gesta sie¢ filamentow aktynowych, spektryny, biatek wigzacych aktyne
i miozyny Il mocno przytwierdzona do cytoplazmatycznego ogona transmembranowej
glikoproteiny Ib-IX, oddzielajgca blone¢ od organelli z cytoplazmy [10, 74]. Ten zlozony
szkielet blonowy shuzy zarowno do stabilizacji btony plazmatycznej jak i zakotwiczenia
trojwymiarowego rdzenia wiokien aktynowych. To dzigki niemu nadawany jest dyskoidalny
ksztatt ptytki w stanie spoczynku i pozwala zachowa¢ integralno$¢ komorki poddanej duzym
sitom $cinajgcym. To takze wtym obszarze domeny cytoplazmatyczne wszystkich
transbtonowych receptorow W czasie aktywacji wzajemnie oddzialujg z wieloma biatkami
regulujacymi procesy sygnatowe [74].

Do szkieletu btonowego nalezy oparty na spektrynie szkielet przytwierdzony do
cytoplazmatycznej strony blony plazmatycznej i pierscien mikrotubuli biegngcy wzdluz
obwodu dysku, do ktorych przytwierdzona jest sztywna sie¢ usieciowanych filamentéw aktyny
wypetniajacych cytoplazmatyczng przestrzen komorki [74].

Szkielet blonowy oparty na spektrynie to dwuwymiarowy zesp6t nici spektrynowych
taczacych sie ze sobg poprzez wigzania z filamentami aktyny, dla ktérej czasteczki spektryny
posiadajg w kazdym koncu miejsce wigzace i potgczonych posrednio do tych wtokien poprzez
czasteczki biatek wigzacych aktyne z kompleksem GPlbeg/IX. Znaczenie wigzania ABP-
GPlbup/IX-wtdkno aktynowe dla struktury szkieletu btonowego jest widoczne w postaci
rozluznienia iuproszczenia struktury szkieletu po usunigci widkien aktyny i kompleksu
GPIbeg/IX. W plytkach ekspresja spektryny wystepuje na poziomie 2000 czasteczek. Sie¢
spektrynowa rézni si¢ od tej W erytrocytach, gdyz nici spektryny tacza si¢ wzajemnie przy
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pomocy koncoOw dilugich filamentéw aktyny zamiast krétkich oligomerow, ktére powstajg
z filamentow w cytoplazmie, co skutkuje tworzeniem przez warstwe spektryny i sie¢ aktynowa
pojedynczej ciagtej ultrastruktury. Erytrocytarng tropomoduling | czapeczkujaca koniec minus
i stabilizujgcg krotkie filamenty w ptytkach zastepuje kompleks Arp2/3, pozostate (ok. 2000)
konce sg wolne, natomiast koniec plus filamentow spoczynkowego cytoszkieletu aktynowego
zakrywa adducyna. Adducyna jest fosfoproteing tworzaca potrojny kompleks z filamentami
aktyny i spektryna; w stanie spoczynku ptytki jako defosforylowana jest zwigzana ze spektryna
W szkielecie blonowym w miejscach, gdzie filamenty aktyny sa potaczone 2z koncami
czasteczek spektryny [9, 74].

Druga z sieci wldkien stanowigcych system wspomagajacy jest obwodowy pierscien
mikrotubuli. Obwodowy pierscien znajdujacy si¢ tuz pod btong plazmatyczng sklada si¢
z pojedynczej mikrotubuli owinigtej 8-12 razy, ktora jako sztywny, pusty polimer tworzy
dynamiczng i spolaryzowang struktur¢ istotng dla zachowania przez ptytk¢ dyskoidalnego
ksztattu. W stanie spoczynku potowa tubulin znajduje si¢ w postaci polimeru [74].

Gléwna fizjologiczna funkcja krazacych ptytek jest zlokalizowanie uszkodzonych $cian
naczyn krwiono$nych. Zadanie to jest realizowane poprzez ekspresj¢ receptorow
powierzchniowych, ktére rozpoznaja wyeksponowane komponenty tkanki tgcznej zwykle
pokryte komorkami $rodbtonka i/lub poprzez uwalnianie rozpuszczalnych czynnikow
srodbtonka iinnych komorek tkanki tacznej przyciagajacych ptytki. Kiedy uszkodzenie
zostanie wykryte, plytki natychmiast odpowiadajg: przyczepiaja si¢, zmieniajg ksztatt
i rozplaszczajg si¢ na zniszczonej powierzchni. W czasie aktywacji nastepuje inicjacja
odpowiedzi ptytki w postaci: sekrecji, podczas ktdrej nastepuje przeniesienie receptorow
adhezyjnych na powierzchni¢ plytki iuwalnianie mieszaniny agonistow przyciagajacych
i aktywujacych kolejne ptytki ileukocyty; aktywacji biochemicznego szlaku syntezy
i uwalniania tromboksanu oraz aktywacji plytkowych integryn powierzchniowych [74].
Aktywacj¢ skutkujaca oprocz zmiang ksztattu iadhezja, takze agregacja, sekrecja czy
uwalnianiem mikropecherzykéw btonowych moga wywota¢ rozpuszczalni agonisci albo
czynniki fizyczne/mechaniczne takie jak wirowanie, filtracja czy mieszanie [96].

Zmiana ksztattu przez ptytke stanowi ztozony proces oparty na cytoplazmatycznej
dynamice polimerow aktyny. Aby doprowadzi¢ do rozpostarcia si¢ komorki, musi nastgpié
reorganizacja spoczynkowego cytoszkieletu i utworzenie nowych filamentow aktyny. Za
kontrole tych zmian odpowiadaja biatka regulujace architekture i dynamike aktyny poprzez

nadzor dostgpnosci koncoéw filamentow, zapobieganie dodawaniu lub usuwaniu monomerow
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badz wplyw na kinetyke asocjacji, dysocjacji i zawartosci nukleotydow monomerdw, ktore
jedynie ze zwigzanym ATP moga skutecznie przylaczac si¢ do konca plus filamentu [10, 74].

Zmiana ksztaltu nastepuje wskutek odtwarzalnej czasowej sekwencji. Pierwszym
obserwowanym zdarzeniem wystepujacym po kontakcie z powierzchnig jest utrata
dyskoidalnego ksztattu na rzecz obtego lub sferoidalnego, podczas ktorego tworzy si¢ pierscien
kurczliwy prawdopodobnie za posrednictwem miozyny wskutek kurczenia si¢ filamentow
szkieletu blonowego. Nastepnie W czasie ponizej 1 minuty obserwuje si¢ przypominajace palce
wypustki wyrastajgce z obrzezy komorki. W dalszej kolejnosci ptytki rozptaszczaja si¢ na
powierzchni, powigkszajgc rozlegte lamele, podczas gdy ziarnistosSci i organelle sg $ciskane do
srodka komorki. Na koncu ma miejsce dynamiczna faza ruchliwos$ci btony w réznych
miejscach lameli: formowanie ichowanie wewnatrz zmarszczen. Powstajace w centrum
komorki filopodia to swoiste zaokraglone wigzki dtugich filamentow aktyny wyrastajace do
krawedzi komorki i biegnace wokot brzegu komorki. Sie¢ wypelniajagca lamellopodium
utworzona jest z filamentéw aktyny o dlugosci ok. 0,5 um powstatych z podwojonej puli
nowych filamentow aktyny i rozprzestrzenia si¢ migdzy pseudopodiami w czasie 10-30 min.
W procesie adhezji pseudopodia mogg si¢ wydtuzac i skraca¢, co jest regulowane lokalnie,
natomiast lamelopodium rozrasta si¢ 0 wiele wolniej, w sposob nieciggly (moga pojawiaé si¢
czgste przerwy), ajego cofanie si¢ jest rzadkie. Aktywacja powoduje takze reorganizacje
pierscienia mikrotubuli, ktory w niektorych komérkach jako zdemontowany resztkowy
pierScien mikrotubuli pozostaje cze$ciowo nienaruszony i skompresowany w srodku komorki,
podczas gdy u innych dochodzi do jego fragmentacji do mniejszych polimerdw i formowania
nowych catkowicie odmiennych mikrotubuli biegngcych z centrum komorki w kierunku nowo
rozwini¢tych wypustek szczegodlnie filopodidw. Sekrecja ziarnistosci (degranulacja) do OCS
po ich centralizacji czg¢$ciowo zachodzi wskutek utworzenia gestej korowej Ssieci
aktomiozynowej zapobiegajgcej zblizaniu si¢ ziarnistosci do btony plazmatycznej i ma miejsce
W momencie spowolnienia rozplaszczania jak i w kazdym innym czasie w podczas aktywacji.
Po rozprzestrzenianiu si¢ W plytkach mozna rozrézni¢ cztery morfologicznie i funkcjonalnie
odmienne struktury aktynowe — filopodia, lemellopodium, pierscien kurczliwy oraz wtokna
naprezeniowe [10, 74].

Organizacja blony pokrywajacej powierzchni¢ pseudopodiéw na dendrytycznych
ptytkach jest inna niz nieregularne pofaldowania na dyskoidalnych komorkach. Zwoje
w centralnej czgéci dendrytycznej komodrki wyprostowuja si¢ w dtugie fatdy. W ptytkach
w poznej fazie dendrytycznej i poczatkach rozprzestrzeniania si¢ fatdy zanikajg i powierzchnia

btony staje si¢ gladka. Pomarszczona powierzchnia komodrki spoczynkowej zapewnia zatem
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znaczacg ilo$¢ blony na pokrycie wydluzen w czasie przemian w posta¢ dendrytyczng.
Pofaldowania wyréwnuja si¢ do gladkiej powierzchni, kiedy cytoplazma przerzedza si¢
I rozprzestrzenia, prowadzac do zanikania pseudopodidw. Mechanizm generowanej sity
bedacej u podstaw tworzenia pseudopodidw i rozprzestrzeniania si¢ bazuje na ulozeniu
cytoplazmatycznej aktyny. Organizacja nowoutworzonych filamentdw w rownolegte wigzki
wywotuje dziatania przypominajace tarana wypychajacego kolczaste wydtuzenia powierzchni.
Pozawijana powierzchnia moze zapewnia¢ znacznie mniejszy opOr na jej rozcigganie niz
opicta, gtadka btona. Organizacja filamentow aktyny blisko $ciany komorki tworzy obwodowe
sploty pod blong wymuszajgce rozprzestrzenianie | wypelnianie przestrzeni miedzy
pseudopodiami [38].

Plytki nie maja zdolnosci syntezy lipidow ani biatek, tym samym btona w czasie
rozplaszczania si¢ nie pochodzi z syntezy nowej btony. Zmiana ksztattu z dyskoidalnego do
postaci calkowicie rozpostartej ptytki skutkuje wzrostem powierzchni do 420%, do czego
glownym magazynem blonowym wykorzystywanym w tym procesie sa kanaty OCS [38, 74].
Ptytki wotowe nie posiadaja tego systemu i nie rozprzestrzeniaja si¢, jednak wskutek aktywacji
powierzchniowej tworzg pseudopodia i przybieraja koncowa forme¢ dendrytyczng, ktoéra
skutkuje podwojeniem powierzchni. Transformacja ta jest mozliwa dzigki pofatldowaniom
powierzchni przypominajagcym moézg W stanie spoczynku ptytek, ktore wtym wypadku
stanowig gtéwny, jesli nie jedyny zapas dodatkowej btony stuzacej do przemian [38].

Dodatkowe zrédta blony moga shluzy¢ do uwalniania blonowych pecherzykow
Z powierzchni ptytki wzbogaconych receptorem btonowym. Podobne pecherzyki formowane
podczas przechowywania mogg $wiadczy¢ 0 uszkodzeniach. Poniewaz proces tworzenie
mikropecherzykéw nie powoduje zmniejszenia si¢ objetosci plytki, ktora pozostaje
nienaruszona, wewnetrzne blony raczej nie stanowig ich zrédta. Prawdopodobnym
wyjasnieniem ich pochodzenia sg pofaldowania powierzchni oraz btony otaczajace organelle
wydzielnicze [38].

W czasie aktywacji dodatkowo dochodzi do translokacji receptorow btonowych.
Kompleksy receptor-ligand (znakowane) sg przemieszczane przez blong powierzchniowa
i przenoszone do kanalow OCS, aw przypadku ich tworzenia w aktywowanej plytce:
w komorkach dendrycznych przemieszczane z pseudopodidw i ciat ptytek do kanatow OCS,
w rozpostartych komorkach — z peryferyjnych krawedzi do centralnej czesci ptytek. Roznice te
ttumaczy wypychanie Z wnetrza wigkszosci kanatow OCS, by staly si¢ czg$cig powierzchni
rozpostartej komorki albo ich kompresowanie podczas rozposcierania (niedostgpne dla

znacznika). W przypadku gdy tworzy si¢ nieruchomy kompleks receptor-ligand (np.
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Z elementami uszkodzonego naczynia), ktory nie moze zosta¢ przemieszczony przez btone do
kanatow OCS, i zostanie pobudzone szybkie tworzenie i uktadanie nowej sieci aktynowej
W procesie rozprzestrzeniania si¢ ptytek, dolna czgs¢ powierzchni i blony wyscielajace kanatu
OCS mogg si¢ przemieszczaé przez nieruchome kompleksy [74].

Proces zaokraglania jest indukowany krotkotrwalym wzrostem stgzenia wapnia
cytozolowego nastepujacego po wigzaniu liganda z receptorem, ktore skutkuje deformacija
badZz innym zaburzeniem btony, powodujac aktywacj¢ wewnatrzkomorkowego enzymu
fosfolipazy C. Enzym ten katalizuje hydrolize zwigzanych z btong polifosfoinozytydow (w tym
fosfolipidow dwufosforanu fosfatydyloinozytolu PIP2) znajdujacych sie po wewnetrznej
stronic blony plazmatycznej na zutworzeniem dwoch  drugorzgdowych/wtornych
przekaznikow, diacyloglicerolu i trifosforanoinozytolu. Pierwszy z nich, diacyloglicerol DAG,
pozostaje po wewnetrznej stronie btony i razem z fosfatydyloseryng aktywuje kinazg biatkowa
C zalezng od wapnia, ktora fosforyluje wiele innych bialek. Drugi z nich, rozpuszczalny
trifosforan inozytolu (trifosforanoinozytol, I1P3) tatwo dyfunduje w cytoplazmie do receptorow
powoduje wzrost jego poziomu do blisko mikromolowego. Procesy te z kolei prowadza do
uwalniania kwasu arachidonowego z glicerofosfolipidow, ktory ulega enzymatycznej
konwersji do labilnych hydroksyperoksydaz, prekursoréw stabilnych prostaglandyn oraz
tromboksanu A2, oraz aktywacji bialek oddzialujacych z produktem kinazy-3
fosfatydyloinozytolu, trifosforanem fosfatydyloinozytolu PIP3, takich jak kinaza biatkowa B
[96, 69, 45, 74]. Dalsze zwigkszenie st¢zenia wapnia do ok. 10 uM moze nastgpi¢ po otwarciu
kanatéw wapniowych w btonie plazmatycznej. Fosfolipaza Cp aktywowana jest przez Py-
podjednostke trimerycznych biatek G sprzgzonych z powierzchniowymi receptorami
serpentynowymi takimi jak rodzina receptorow aktywowanych proteaza, receptory ADP czy
serotoniny. Natomiast fosfolipaza Cy aktywowana jest przez domeny z motywem aktywacji
immunoreceptora opartym o tyrozyne (ITAM) w y-podjednostce zwigzanej z receptorem
kolagenu GP-V1 i ptytkowym receptorem FcyRIIA poprzez fosforylacje [74].

Zaokraglenie jako poczatkowy skutek stymulacji plytki zalezy od depolimeryzacji
istniejgcych filamentéw, czyli ich demontazu i skracania, ktore prowadzi do zmiany ksztattu
wywolanej przez wszystkich agonistow. Etap ten jest bardzo krotki i wywotany na drodze
dwoch zdarzen: rozcinania istniejgcych filamentéw oraz chemicznych zmian biatek wigzacych
si¢ z aktyng w postaci fosforylacji, defosforylacji, proteolizy, inhibicji lub aktywacji
oddziatywania z aktyng poprzez mate biatka G i metabolity takie jak jony wapnia czy PIP2,

prowadzac do reorganizacja filamentow na skutek odkrywania nakrytych koncéw plus [10].
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Biatkiem aktywowanym naptywem jondéw wapnia do przebudowy cytoszkieletu jest
zelsolina. To globularna czasteczka 0 masie 81 kDa i wystepujaca W ilosci 20000 kopii na
komorke, zbudowana z szes$ciu powtarzanych motywow, posiadajaca liczne domeny wigzace
wapn, dwa miejsca wigzace aktyne, Z ktorych jedno naktada si¢ na domene wigzaca fosfolipidy.
Przy nieobecnosci wapnia powtdrzenia fatduja si¢ migdzy sobg tworzac globularng strukture
z izolowanymi miejscami wigzacymi aktyng, dlatego zelsolina nie moze si¢ do nie wigzac.
Zwigzanie wapnia powoduje otwarcie czasteczki | pozwala na dostgp aktyny do jej miejsc
wigzacych, ktore wspotdziatajg ze soba, wywotujac proces niekowalencyjnego rozcinania
filamentow aktyny — zelsolina najpierw wigze si¢ wzdluz filamentu za pomocg jednego
z miejsc, co aktywuje drugie z nich, prowadzac do jego wstawienia W filament i posredniczac
W procesie przerywania, co doprowadza do szybkiego spadku ilosci polimeréw. Po
fragmentacji filamentu zelsolina pozostaje zwigzana z koncem plus filamentu tym samym
zapobiegajac jego wydtuzaniu i by¢ moze wzmacniajgc depolimeryzacj¢ z konica minus. W ten
sposob zelsolina tworzy konce minus filamentéw podczas ich rozcinania. Oddysocjowanie
zelsoliny od aktyny moze by¢ wywotana jedynie przez rodzing fosfoinozydoéw i kwas
lizofosfatodowy. Kinetyka kompleksowania zelsoliny z aktyng odpowiada uwalnianiu wapnia,
fragmentacji filamentéw i zaokraglaniu komorki. Oddziatywanie zelsoliny i aktyny jest
cze$ciowo odwracalne 1 ok. 50% catej zelsoliny dysocjuje od aktyny, eksponujac koniec plus
filamentu, co koreluje z czasem maksymalnej organizacji filamentdw aktyny w ptytce [10, 74].

Innym biatkiem zaangazowanym W dziatanie demontujgce polimery i wspolgrajagcym
z zelsoling W aktywnosci depolimeryzujacej jest kofilina (czynnik depolimeryzujacy aktyne).
Wiazanie kofiliny do podjednostek aktyny w filamentach powoduje ich destabilizacje
prowadzaca do uwolnienia z filamentu, skutkujacg zwigkszeniem utraty monomeréw z konca
minus bez wptywu na koniec plus. Aktywnos¢ kofiliny (jej koncentracja w ptytce wynosi ok.
30 uM) regulowana jest przez fosforylacje, ktora zapobiega jej wigzaniu do aktyny. W ptytce
w stanie spoczynku duza frakcja kofiliny jest fosforylowana itym samym nieaktywna,
natomiast stymulacja komérki powoduje poprzez wapn, niezaleznie od biatkowej kinazy C,
i poprzez GTP S aktywujace biatka G jej szybka defosforylacj¢, ktorg moze utrzymac
w stosunkowo dtugim czasie W przypadku przytaczenia liganda do receptoréw integrynowych
[10, 74].

Konsekwencja dziatania Zelsoliny i kofiliny jest dysocjacji potaczenia promieniujacych
z rdzenia filamentow od szkieletu btonowego, ktory zostaje takze demontowany. Odtgczanie
przez zelsoling widkien od ABP-GPIb-1X jest efektywnym mechanizmem oddzielania szkieletu

btonowego od wigkszosci potgczen wiokien aktynowych [10, 74].
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W czasie aktywacji potgczona z filamentami aktyny i spektryng adducyna jest
fosforylowana w Ser726, co skutkuje odlaczaniem spektryny od aktyny, utatwia centralizacje
spektryny i prowadzi do ekspozycji koncoéw plus filamentow aktyny, ktoére moga bra¢ udziat
W przeksztatcaniu spoczynkowego ksztaltu dyskoidalnego w posta¢ aktywowana. Krotkie
wiokna aktynowe pozostajg powigzane zZblong poprzez potgczenia z ABP i spektryna,
dostarczajac przestrzenng informacj¢ dla nowego utozenia [9, 74]. Jednoczesnie aktywacja
zaleznych od wapnia proteaz takich jak kalpaina prowadzi do hydrolizy spektryny i biatek
wigzgcych aktyne w szkielecie btonowym, ktory dzigki temu staje si¢ luzniejszy i elastyczny.
Od aktywnosci kapaliny zalezy takze powstawanie klastrOw integrynowych, ktorych tworzenie
jest istotne do aktywacji malych biatek G, Rac i Rho, jak rowniez jest ona konieczna do
sekrecji, indukowanej trombing agregacji i catkowitego rozptaszczenia na szkle [10].

W procesie zaokraglania maja swoj udzial takze biatka kurczliwe, gidéwnie miozyna II
zwigzana Z btonowym cytoszkieletem, ktora staje si¢ molekularnym motorem poddajacym
filamenty aktyny sile wywolujacej skurczenie [10, 74]. W plytkach ekspresje wykazuja dwie
formy miozyny II, ktéra ma zdolno$¢ do samoagregacji W postaci matych bipolarnych
filamentow o dtugosci ok. 200 nm. Jako heksametr sktada si¢ z dwoch dhugich cigzkich
tancuchow oraz dwoch par lekkich tancuchow. Jej aktywno$¢ jest regulowana przez
fosforylacje jednej z pary lekkich fancuchow, co pobudza zmian¢ konformacyjng sprzyjajaca
tworzeniu filamentow. Gtowny szlak prowadzacy do aktywnosci kinazy lekkiego tancucha
miozyny opiera si¢ na wapniu/kalmodulinie, gdy po aktywacji ptytki dochodzi do gwattowne;j
fosforylacji miozyny Il w czasie maksymalnej mobilizacji wapnia. W drugim szlaku mata
GTPaza rhoA wiaze i aktywuje Rho kinaze, ktora pobudza fosforylacje lekkiego tancucha
miozyny poprzez fosforylacje i inhibicj¢ fosfatazy lekkiego tancucha miozyny [74]. Aktywacja
miozyny towarzyszy zmianie ksztattu i prawdopodobnie bierze udziat w skracaniu filamentow
korowych w czasie zaokraglania, $cigganiu ich do centralnego rdzenia W mikrofilamentowa
powtoke (pierscien kurczliwy), ktory jako uformowany pierscien aktynowy centralizuje
ziarnisto$ci, wskazujac na t¢ funkcje miozyny 0 znaczeniu wydzielniczym. Widaé zatem, ze
sita $ciggajaca filamenty aktyny dziata we wczesnym etapie procesu aktywacji nawet przez
zakonczeniem organizowania si¢ filamentow aktyny. Miozyna odpowiada réwniez za
modulacje struktury btonowej receptoréw czy kontrole klastrowania receptorow
integrynowych — jej aktywno$¢ jest konieczna do zmniejszenia ekspresji kompleksu GPIb-1X-
V z powierzchni ptytek w zawiesinie. Z drugiej strony inhibicja miozyny ma maty wptyw na

reakcj¢ budowania filamentow aktyny czy samg zmiang ksztattu [10, 74].
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Przeprowadzony demontaz filamentow powoduje, ze 1) sztywny cytoszkielet
dyskoidalnej komorki jest niszczony, co pozwala na tworzenie nowych struktur i deformacje
btony dla wypustek; 2) wzrasta stezenie monomerdéw odrywanych od koncéw minus
filamentow jak itych uwalnianych zbialek je wigzacych w wyniku zmniejszenia
powinowactwa. Pozwala to w kolejnym etapie zmiany ksztattu ptytki na tworzenie filopodiow
i lamellopodiow w wyniku reorganizacji i polimeryzacji aktyny. Reakcja formowania nowych
filamentow, podczas ktorej podwaja si¢ zawarto§¢ komorkowa filamentow, jest napedzana po
wigzaniu liganda Zz receptorem dzigki generowaniu miejsc nukleacji w odpowiednikach
wolnych koncow plus pochodzacych z dwoch zrodet:

1. Odstanianych koncow plus filamentow wczesniej izolowanych poprzez usuwanie
bialek czapeczkujacych jak i uwalnianie nakrytych przez zelsoling koncow plus
podczas wzrostu st¢zenia metabolitu fosfolipazy Cy, PIP2;

2. Nukleacja de novo filamentow wskutek aktywacji kompleksu Arp2/3 [10, 74].

Biatka czapeczkujace reguluja rozrost z konca plus. Zadaniem capZ jest zakonczenie
formowania si¢ filamentow aktyny, czego odzwierciedleniem jest zmiana jego zawarto$ci
W cytoszkielecie aktywowanej ptytki, ktéra stale rosnie podczas tworzenia nowych filamentow
aktyny do momentu, gdy ok. 60% capZ jest zwigzana przy osiagni¢ciu przez zawartos¢
filamentéw aktyny plateau na poziomie 80% catosci. Adducyna pomaga rozpoczaé reakcje
budowania filamentéw poprzez dysocjacj¢ od szkieletu aktynowego w czasie aktywacji
komorki, tym samym zmniejszajac pule zwigzanego z aktyng biatka do minimum na poziomie
25% po zakonczeniu formowania filamentoéw. Zelsolina takze odgrywa istotng role w produkcji
nowych koncow filamentow dla reakcji organizacji aktyny w aktywowanej ptytce. Indukowane
wapniem rozcinanie zwigksza liczbg filamenow (i koncow plus) 5-10-krotnie. Duza frakcja
zelsoliny, ktora w pierwszych sekundach po aktywacji ptytki jest cata zwigzana z aktyna,
cze$ciowo dysocjuje, co czasowo koreluje z czasem maksymalnego tworzenia filamentow
aktyny. Uwalnianie koncow plus pozwala na wydhuzanie niezakrytych filamenow i ich
rozbudowywanie [10, 74].

Biatka nakrywajace konce plus sg nieaktywne, kiedy sa zwigzane fosfolipidami
btonowymi z grupy fosfoinozytydow, ktore dzigki zawartosci D3 i D4 dziatajg jako inhibitory.
W stanie spoczynku ptytki zawieraja niewiele fosfoinozytydow z D3, natomiast te z D4
stanowig ok. 1-2% z calkowitej liczby lipidow btonowych, co zmienia si¢ po stymulacji ptytki
wskutek aktywnosci fosfolipazy C prowadzacej do zwielokrotnienia tej puli. Aktywacja ptytki
stymuluje takze dziatanie kinazy PI-3, astgzenia fosfoinozytydow z D3 zwigkszajg si¢

drastycznie po przylaczeniu liganda do receptora, ale nie wigcej niz do 2-5% wszystkich
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fosfoinozytydéw/ok. 50000 na ptytke. Fosfoinozytydy maja zwigzek zreakcjg tworzenia
aktyny. Ich synteza koreluje z czasem maksymalnej organizacji aktyny. Zablokowanie ppls
skutkuje zahamowaniem tworzenia koncow plus i/lub tworzenia aktyny. Stuza nie tylko do
bezposredniego zainicjowania budowania filamentoéw aktyny, lecz takze do kierowania tej
struktury w obszar oddzialywania cytoszkieletu z blong, gdyz cata organizacja filamentow
rozpoczyna si¢ wlasnie tuz pod btong plazmatyczng [74].

Nukleacja nowych filamentow jest sterowana dzigki kompleksowi Arp2/3, 2E4/kaptynie
i innym uktadom. Kompleks Arp2/3 (actin-related protein complex) stanowi strukturg
potrzebng na wszystkich etapach zmiany ksztattu po zaokragleniu. Zbudowany jest z siedmiu
polipeptyddw, zczego dwa sa cztonkami rodziny biatek aktynozaleznych i posiadajg
sekwencje wigzace aktyne zwane Arp2 i Arp3, a pig¢ pozostatych podjednostek ARC (1-5) ma
mniejsza mase¢ czasteczkowa i jest silnie chroniona. Wykazuje on duzg ekspresje w ptytkach na
poziomie 2-10 uM, a 25-30% jego puli jest wigzana do spoczynkowego cytoszkieletu, ktorego
jest znaczacym sktadnikiem. Po aktywacji ptytki cytoszkielet aktynowy zostaje wzbogacany
w ten kompleks 3-krotnie, koncentrujac si¢ przede wszystkim na obrzezach komorki
W obszarach nowego formowania aktyny, ktorej filamenty kierowane sg na zewnatrz ku btonie,
dlatego zostat zlokalizowany W krawedzi wiodacej i punktach sieci aktynowej lamellopodium.
Aktywne kompleksy Arp2/3 nasladuja konice minus filamentow aktyny, by indukowa¢ wzrost
filamentow w kierunku plus, dlatego kompleks ten moze takze wigzac i zakrywac koniec minus
wczesniej utworzonych filamentow [10, 74]. Nukleacja polimeryzacji z konca minus
filamentéw moze by¢ zwigkszana poprzez wigzanie do bokow istniejacych polimerow
I rozgaltezianie filamentéow zarodkowanych przez Arp2/3. Ponadto kompleks ten moze
powodowa¢ dodawanie do konca plus istniejacych polimerow itworzenie rozgalezien
rosngcych w kazdym z ramion. W ptytkach w stanie spoczynku VASP, tropomiozyna i inne
biatka bocznie zwigzane z aktyng moga hamowacé aktywacje tego kompleksu poprzez
blokowanie miejsc wigzacych. W trakcie transformacji formy z dyskoidalnej do zaokraglonej
filamenty zostaja rozcinane za posrednictwem aktywowanej wapniem zelsoliny pozostajacej
zwigzang z koncem plus, zakrywajgc go i zapobiegajac repolimeryzacji, czemu towarzyszy
oddysocjowanie biatek bocznie zwigzanych. Tym samym spadek st¢zenia bocznie zwigzanych
biatek iumozliwienie wigzania do bokow istniejgcych krotkich filamentow prowadzi do
aktywacji i wzmocnienia zdolno$ci nukleacji kompleksu Arp2/3, za ktorego posrednictwem
krotkie filamenty przy powierzchni bltony moga stuzy¢ za miejgca polimeryzacji aktyny,

powodujac rozrost lamelopodium jako warstwy krotkich filamentow. By¢ moze dla dziatania

52



kompleksu Arp2/3 niezbedne sg biatka nakrywajace i kofilina, z ktorymi oddziatujac i biorgc
udzial w tworzeniu sieci aktynowej razem odgrywaja role w formowaniu lamellopodium. [10].

Roézne szlaki sygnalowe reguluja aktywnos¢ tego kompleksu. Zablokowanie samego
Arp2 powoduje zahamowanie polimeryzacji aktyny, a inhibicja ARC2 blokuje wprawianie
w ruch krawedzi wiodgcej, ale nie wptywa na polimeryzacje. Sktadniki komorkowych miejsc
adhezji, winkulina i zyxina, zawieraja domeny wigzace ten kompleks, co sugeruje role tych
biatek w jego aktywacji w miejscach adhezji. Aktywno$¢ kompleksu Arp2/3 moga silnie
zwigkszaé takze czltonkowie rodziny biatek syndromu Wiskott-Aldrich (WASp), ktore po
zmianie konformacji nast¢pujacej po wigzaniu cdc42, polifosfoinozytydéw czy biatek
zawierajacych domeny SH3 odstaniaja miejsca wigzace kompleks Arp2/3, cho¢ same WASp
nie odgrywaja roli w fizjologicznej aktywacji polimeryzacji aktyny w ptytkach ludzkich [10,
74]. Innym biatkiem zdolnym do jego aktywacji jest wykazujaca ekspresje W plytkach
kontraktina, ktora w czasie aktywacji komorki jest fosforylowana [74].

Kaptyna/2E4 lokalizuje si¢ na brzegach lamellopodiéw 1 jest by¢ moze czuta na
podjednostki aktyny ze zwigzanym ATP. Wiazac si¢ z koncami filamentéw wzmacnia
polimeryzacje ireguluje wzrost z konca plus. 2E4/kaptyna stanowi jeden z czynnikow
kontrolujgcych aktywnos$¢ Arp2/3 w wydtuzaniu konca plus, ale sama ma takze zdolnos$¢
nukleacji nowych filamentow.

Oprécz aktywnosci depolimeryzujacej kofilina wykazuje zdolno$¢ regulacji wzrostu
filamentow z konca minus, utrzymujac je tej samej dtugosci. VASP i inne sieciujace biatka
ponownie wigzgc si¢ Z nowymi filamentami organizujg filopodia [10].

Filamenty aktyny sg dynamiczne, ich tworzenie w jednym obszarze pociaga za sobg ich
demontaz w innym regionie. Ta przebudowa jest kontrolowana przez wiele czynnikow.
Ukierunkowanie konca plus budowanego filamentu jest prowadzone przez hydrolize ATP —
W miarg starzenia si¢ filamentow ATP jest hydrolizowane z uwolnieniem nieorganicznego
fosforu i pozostawieniem podjednostek ze zwigzang czasteczka ADP, ktore sg rozpoznawane
przez wiele biatek zaangazowanych w przyspieszanie procesu rozbierania filamentoéw aktyny,
wsrod ktorych najwazniejsze sg biatka tngce filamenty, zelsolina i kofilina. Zaréwno zelsolina
jak ikofilina majg wieksze powinowactwo do podjednostek aktyny zwigzanej z ADP
w poréwnaniu z ATP, co kieruje je do starych filamentow [74].

Ptytki s3a elementami generujagcymi sil¢ do obkurczania si¢ skrzepu, dlatego
W pozniejszym etapie adhezji w plytkach wytwarzane sg widkna naprezeniowe i ptytki

adhezyjne. Jest to konsekwencjg aktywacji uktadu przytwierdzania poprzez receptory lub ich

53



w kompleksie GP1b-IX mocno zwigzanym =ze szkieletem blonowym oddziatujac
z aktywowanym ligandem vWF wywotuje aktywacj¢ receptorow integrynowych. Receptory
integrynowe po zwigzaniu np. Z fibronektyng generuja sygnat do rekrutacji biatek
cytoplazmatycznych i btonowych do miejsca adhezji, gdzie tworzone sg ptytki adhezyjne
zawierajace szereg biatek strukturalnych jak VASP, taling, filaming, ABP, a-aktyning, zyxing,
paxcyling, tensyne, miozyng, skeleming 1 winkuling. Jednocze$nie aktywacja powoduje
klastrowanie tych receptoréw (np. allbB3) by¢ moze poprzez oddziatywanie Z miozyna II,
czemu towarzyszy akumulacja filamentéw aktyny, do ktorych receptory zostaja przywigzane
za pomoca oddziatywan z biatkami miejsca adhezji. Dochodzi do polimeryzacji aktyny
i organizacji filamentdbw w bardziej uporzadkowane struktury jak widkna naprezeniowe.
Sposrod biatek wiagzacych aktyng w plytkach adhezyjnych szczegodlnie duze znaczenie takze
dla tworzenia wldkien naprezeniowych ma VASP oraz a-aktynina, ktora stabilizuje filamenty,
wigze cytoplazmatyczne ogony receptorow z aktyng, stanowigc most wigzacy przytwierdzenie
powierzchniowe z cytoszkieletem, i przekazuje informacje o przytwierdzeniu komorki.
Oddzialywania te regulowane sa przez wapn, PIP2 iPIP3, afosforylacja zmniejsza

powinowactwo do filamentow aktyny [10, 74].
2.3.2. Zmiany blonowe indukowane agonistami i ich znaczenie

Poddanie ptytek krwi dziataniu agonistow nie pozostaje oboje¢tne dla stanu blony
komorek. Reakcja na ich funkcjonowanie moze by¢ wzrostu przepuszczalnosci jondw wapnia,
ktore modulujg odpowiedZ na agonistow czy aktywno$¢ zwigzanej Z blong ATPazy i cyklazy
adenylowej [98]. W procesie aktywacji moze takze doj$¢ do utraty asymetrii btony i ekspozycji
anionowej fosfatydyloseryny w zewngtrznej warstwie, ktora zapewnia powierzchni¢ dla
konwersji protrombiny w trombing w kaskadzie krzepnigcia [11, 69, 74]. Ze zmiang ta
skorelowana jest degradacja biatek cytoszkieletu przez zalezng od jonéw wapnia proteaze
ptytkowa kalpaing, ktéra moze prowadzi¢ do spadku oddziatywania z fosfatydyloseryng i tym
samym umozliwiajgc temu lipidowi udziat w przemieszczaniu w poprzek btony [11].

Procesy te jako reakcja btony na pobudzenie sg zalezne od jego natury i stanu btony jak
I zintegrowania enzymatycznych odpowiedzi oraz funkcji poprzez reorganizacj¢ konfiguracji
blony, atym samym zmiany polarno$ci i dynamiki lipidow. Ptynnos¢ blony plazmatycznej
stanowi zatem jeden z czynnikéw decydujagcym 0 wrazliwosci ptytek [45, 78].

Srednig odpowiedzig blony na stymulacje agonistami jest jej usztywnienie. Zmniejszenie

ptynnosci btony na skutek aktywacji okazuje si¢ jednak zjawiskiem przejSciowym
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wystepujagcym W czasie inicjacji szlakow sygnatowych prowadzacych do agregacji i sekrecji
[45, 78, 119].

Indukowanemu trombing rozktadowi PIP2, mobilizacji kwasu arachidonowego
prowadzacego do syntezy prostaglandyn, zwigkszonej przemianie fosfolipidow i fosforylacji
lipiddw, uwalnianiu wapnia wewnatrzkomorkowego i serotoniny z ziarnisto$ci, zmianie
ksztattu, agregacji towarzyszy dezorganizacja btony manifestowana w postaci spadku
parametru jej uporzadkowania [78, 91]. Procesy te zaobserwowano niezalezne od obecnosci
zewnatrzkomorkowych jonow wapnia, gdyz =zastosowanie jonoforu nie skutkowalo
oddziatywaniem na organizacj¢ strukturalng btony czy PIP2 [91, 92]. Trombina jednak nie
wywotuje zmian uporzadkowania aminofosfolipidow, nie eksponujac fosfatydyloseryny
W zewngtrznej warstwie, co ma miejsce dopiero W przypadku trombiny w obecnosci kolagenu
[11, 69, 78]. Wzrost sztywnosci lipidow btonowych zaprezentowano podczas wigzania
ptytkowego receptora z fibrynogenem [66] czy przylaczania aktywatora rekombinowanego
tkankowego plazminogenu (rt-PA) [141]. Istnieja doniesienia wykazujace roznice W zmianach
w czgsci biatkowej i lipidowej. W czesci biatkowej po poczatkowym wzroscie plynnosci
ujawniono dtugotrwaty usztywnianie, co byto interpretowane jako chwilowy wzrost mobilnosci
w biatkowej czeSci blonowej wskutek wigzania trombiny, czego nie zanotowano W przypadku
ADP i kwasu arachidonowego, a w dalszej kolejnosci rejestrowano trwajacy 8-10 minut spadek
ptynnosci. W czgéci lipidowej natomiast poczatkowe usztywnienie zanikalo w czasie 120 s,
a btona odzyskiwata swoj wyjSciowy poziom ptynnosci po 12-16 minutach [119]. Istnieja
jednak doniesienia o braku zarejestrowanych zmian w organizacji lipidow wywotanych
oddziatywaniem z trombing [95]. Mozna znalez¢ réwniez dowody 0 odwrotnym skutku
aktywacji w postaci spadku parametru uporzadkowania W czasie agregacji indukowanej
trombing, ADP czy epinefryna, ktory byl hamowany przez aspiryne [83, 91, 92]. Inny agonista,
czynnik aktywujacy ptytki PAF, powodujacy stymulacje GTPazy, przejsciowy wzrost
wewngtrzkomérkowego Ca®*, sprzezenie cyklazy adenylanowej i fosfolipazy C oraz
fosforylacje bialek, powodowat ograniczony czasowo wzrost uporzadkowania lipidow
zewngtrznej warstwy i spadek jej mikroheterogennosci [45].

Demonstrowany wzrost uporzagdkowania moze wynika¢ ze zmian metabolizmu lipidow
poprzez aktywacje endogennych fosfolipaz albo z redystrybucji blonowych biatek w czasie
aktywacji [45, 78]. Po krotkotrwatym poczatkowym spadku swoboda ruchowa macierzy
lipidowej wzrasta, co moze zwigksza¢ oddziatywania mi¢dzy biatkami, ulatwiaé tworzenie
kompleksow biatek btonowych (klasteryzacja jest procesem zaleznym roéwniez od jonow
wapnia) i tym samym prowadzi¢ do zmniejszeniem mobilnosci pojedynczych receptorow,
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ktore by¢ moze czegSciowo sg kontrolowane przez biatka cytoszkieletu [78, 119]. Wzrost
mikrolepkos$ci traktowany jako $rednia odpowiedZ sygnalizuje wzrost oddziatywan mig¢dzy
lipidami i gestosci upakowania, co nie wyklucza lokalnych zmian 0 innym charakterze.
Zwigkszenie oddzialywan migdzy biatkami moze w konsekwencji wptywac na lipidy btonowe
[78].

Niewykluczone, ze usztywnienie blony swiadczy o roli lipiddw w modulacji receptoréw
btonowych jako nastgpstwa wzrostu oddziatywan w postaci wigkszej ekspozycji biatek (razem
ze spadkiem ptynnosci zaobserwowano zwigkszenie ekspresji receptorow trombiny).
Rezultatem takich zmian moze takze by¢ silniejsze wystawienie btonowych fosfolipidow na
endogenng fosfolipaze. Jest to wynik aktywnos$ci ptytkowej fosfolipazy A2, ktora jest
kontrolowana przez stan fizyczny substratowych fosfolipidow i zostaje pobudzona przy
zwiekszonej mikrolepkosci. Jesli procesy te zachodza w nieaktywowanych ptytkach, to
przypuszczalnie pierwszy etap zlozonego procesu agregacji (zwigkszenie dostgpnosci kwasu
arachidonowego do syntezy prostaglandyn) nadzorowany jest przez fizyczny stan lipidéw
btonowych [78]. Aktywacja btonowych fosfolipaz powoduje szybkie zmiany zachowania
fazowego blony, zmiany w domenach i inhibicje lub aktywacje biatek blonowych [45].

Mozliwe, ze wiele zwigzanych z btong funkcji jest zaleznych od struktury lipidéw lub/i
ptynnosci np. transport jonéw 1 glukozy, wigzanie pewnych hormondéw, aktywno§¢ ATPazy
zaleznej od jonéw magnezu, sodu czy potasu, wrazliwej na hormony cyklazy adenylowe;.
Istotng role odgrywajg tutaj jony wapnia. Zewnatrzkomoérkowy wapn jest niezbedny
w reakcjach sekrecji, agregacji czy adhezji, natomiast jony wapnia cytozolowego biorg udziat
w regulacji mobilnosci lipidow. Stymulacja trombing, ADP czy epinefryng powoduje
redystrybucje komorkowego wapnia (stopniowy wzrost mobilizacji i naptywu), ktorego
zmiany udzialu powierzchniowego moga rownoczesnie modyfikowaé plynno$¢ btlony
plazmatycznej — zmniejszenie ruchliwosci lipidéw i zwigkszenie sztywnosci blony by¢ moze
nastepuje poprzez wzmacnianie wigzania wapnia do blony. Dziatanie wapnia za posrednictwem
zmniejszania pltynnosci lipidow moze wplynaé na wiele funkcji btonowych, co moze takze
rzutowac na odpowiedz ptytek na czynniki zewnetrzne. Wydaje si¢, ze wptyw jondéw wapnia
na pltynno$¢ lipidow jest istotny w utrzymaniu strukturalnej i funkcjonalnej integralnosci btony
powierzchniowej kragzacych nieaktywowanych ptytek [98].

Zaburzenie struktury dwuwarstwy i zwigzane z nig zmiany ptynnosci moze pojawiac si¢
w trakcie fuzji blony w czasie uwalniania blonowych mikropecherzykéw [11] czy procesie
sekrecji wewnagtrzkomoérkowych ziarnistosci [67, 78, 98]. Z drugiej strony fluktuacje ptynnos$ci

btony i/lub pozioméw wapnia zwigzanego W miejscach blonowych moga znaczaco
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oddziatywa¢ na fuzje wewnatrzkomorkowych ziarnistosci z blong plazmatyczng
w aktywowanym procesie sekrecji [98].

Istnieja dowody wplywu fizjologicznego stanu lipidow btonowych na aktywno$¢
wrazliwej na wapn blonowej cyklazy adenylanowej, ktorej produkt cAMP jest silnym
inhibitorem agregacji. Cyklaza adenylanowa jest aktywowana przez inhibitor prostaglandyne
El, ahamowana przez ADP czy epinefryng. W warunkach dramatycznie zwigkszonej
mikrolepko$ci blony plazmatycznej dochodzi do zapobiegania stymulacji cyklazy, ktorej
aktywnos$¢ zmniejszajg takze jony wapnia bezposrednio badz poprzez zmniejszanie ptynnosci

btony [98].
2.3.3. Zmiany w stanach patologicznych

Znaczenie ptynnosci btony ptytek dla ich funkcjonowania szczegoélnie jest widoczna
w zmodyfikowanych lub patologicznych stanach. Pobudzajacy wptyw usztywnienia blony na
agregacje plytek mogg indukowa¢ poza jonami wapnia takze inne kationy [55, 98].
Usztywniajace dzialanie lantanu, jego zdolno$¢ do wywotywania agregacji i sekrecji, ale
I hamowania naptywu | wigzania z blong zewnatrzkomoérkowego wapnia sugerujg rowniez, ze
wzglednie sztywna btona moze pobudza¢ agregacje ptytek. Zmiany strukturalne lipidow pod
wplywem temperatury nie muszg by¢ takie same jak po dodaniu kationow, ktére by¢ moze
powoduja reorganizacj¢ strukturalng lipidow (separacja) [98].

Aktywacja dopetniacza prowadzi do zmniejszenia mikrolepkosci blony (bardziej ptynna)
i uporzadkowania lipidéw (zaburza oddziatywanie mi¢dzy lipidami), co skutkuje lizg komorek
[104]. Ptytki, ktorych btony byto wzbogacone w cholesterol i tym samym charakteryzowaty si¢
zwigkszong mikrolepkoscia lub pochodzity od dawcow ze zmianami patologicznymi
analogicznie zmieniajacymi ptynnos$¢ btony, silniej odpowiadaty na czynniki agregujace
(zwickszona wrazliwosci na epinefryne i ADP) i wykazywaly wiekszg sekrecje [55, 78, 98,
102]. Efekt przeciwny byl osiggany poprzez zubozenie btony w cholesterol lub inkubacje
komorek z alkoholem — wzrostowi ptynnosci i inhibicji agregacji nie towarzyszyt wptyw na
mobilizacj¢ jonéw wapnia [55, 98]. Blony ptytek krwi pochodzacych od pacjentéw z chorobg
Alzheimera prezentuja zwickszong ptynnos¢ [154], w przeciwienstwie do ptytek krwi

pochodzacych od pacjentow z cukrzycg typu 2 [139].
2.3.4. Metody badan plynnosci blony

Informacje na temat wlasciwosci blony plazmatycznej ptytek uzyskuje si¢ za pomoca
sond fluorescencyjnych lub sond (znacznikow) spinowych, ktore wprowadzone do $srodowiska

lokuja si¢ W czesci blony zaleznej od fizykochemicznych cech czasteczek.
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Przy zastosowaniu sond fluorescencyjnych dokonuje si¢ rejestracji intensywnosci
I anizotropii (polaryzacji) fluorescencji. Badania wykazaly, Zze wzrost intensywnosci
fluorescencji koreluje z sekrecja serotoniny, natomiast anizotropia monitorujgca zmiany
ptynnosci btony jest zwigzana ze zmiang ksztaltu plytki. Polaryzacja fluorescencji
odzwierciedla mikrolepko$¢ lub anizotropowa nature blonowej dwuwarstwy lipidowej | w
przypadku lipofilowych sond jest czula na zmiany aktywnoS$ci | wlasnosci molekularne btony.
Wzrost polaryzacji fluorescencji opisujacej uporzadkowanie np. sondy DPH zwigzane]
lipidami blonowymi sygnalizuje spadek ptynnosci btony czy spadek rotacyjnej swobody
czasteczki w trakcie agregacji [30, 67, 73, 78, 147].

W drugiej metodzie sond spinowych wykorzystuje si¢ spektroskopi¢ elektronowego
rezonansu paramagnetycznego (EPR). Wprowadzenie znacznikéw do blony pozwala na
otrzymanie informacji o0 najblizszym otoczeniu czasteczek, ktore po wbudowaniu zachowujg
si¢ W przyblizeniu jak naturalne komponenty, posiadajac ograniczona swobode ruchu, a tym
samym dostarczaja wiedzy 0 Wlasnosciach strukturalnych i dynamicznych blony. Jest ona
uzyskiwana na podstawie analizy zmian ksztattu linii widmowej i wyznaczanych parametrow
odzwierciedlajacych mikrosrodowisko danej sondy takie jak ptynnos¢ (mikrolepkosc) czy
stopien uporzadkowania.

Znacznik lokuje si¢ przede wszystkim W btonie plazmatycznej, czego dowodza
przeprowadzane w ciaggu kilku minut od dodania znacznika pomiary i wystgpowanie szybkiej
destrukcji komorek. Podzial puli czgsteczek znacznika miedzy btone a potaczony z blong
system kanalikow otwartych (OSC) dokonuje si¢ W ciggu kilku sekund dzigki szybkiemu
ruchowi translacyjnemu (o wspélczynniku dyfuzji 10 cm?/s). Z drugiej strony jest mato
prawdopodobne, by wewnatrzkomoérkowe btony organelli byly znakowane dzigki dyfuzji
lateralnej sondy z btony plazmatycznej. Obszar organelli (sktadajacy si¢ z ziarnistosci, ciatek
gestych, mitochondriéw i elementéw gestego uktadu kanalikow) jest fizycznie oddzielony od
btony powierzchniowej oraz OSC i aby doszto do ich znakowania, sonda musiataby na zasadzie
mechanizmu Flip-Flop przenies¢ si¢ z zewnetrznej na wewngtrzng cze$¢ btony (dla porownania
dyfuzja poprzeczna w erytrocytach jest nieistotna), a nast¢pnie dyfundowa¢ w cytozolu do
obszaru organelli. Zaobserwowany rozktad sygnatu sondy w czasie i jego odwrocenie przez
zelazicyjanek oraz odpowiedz W postaci spadku ptynnosci btony po dodaniu jonow lantanu,
ktére nie penetruja do wnetrza komorki, zdaja si¢ potwierdza¢ umiejscowienie znacznika.
Lokowanie si¢ sondy W btonie plazmatycznej i OSC nienaruszonych ptytek moga poswiadczaé
eksperymenty ze znakowaniem wyizolowanych bton plazmatycznych, w ktorych otrzymano

poréwnywalne warto$ci parametrow, jak i zmiany w odpowiedzi na jony wapnia czy lantanu.
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Sondy spinowe w btonie wykonujg szybki anizotropowy ruch wokot dtugiej osi czgsteczki, co
wskazuje, ze znajduja si¢ raczej W plynnych lipidach niz w powloce btonowej, gdyz

elastycznos¢ grupy weglowodorowe;j jest wigksza blisko metylowego konca sondy [98].
2.4. Hemodializa jako przyklad zabiegu krazenia pozaustrojowego

Nerki sg narzadami odpowiedzialnymi za regulacj¢ zawarto$ci wody, elektrolitoéw
I produktow przemiany biatek w organizmie, a takze pelnia funkcj¢ hormonalng. W przypadku
uposledzenia funkcji nerek, szczegodlnie W krancowej niewydolnosci nerek rozwijajacej si¢
w efekcie przewlektych chordb nerek, konieczne jest stosowanie wspomagajacej terapii
medycznej, ktora uchroni przed rozwojem mocznicy i zwigkszy szanse na przezycie pacjenta.
Do metod leczenia nerkozastgpczego nalezag: hemodializa, dializa otrzewnowa
I przeszczepienie nerek. Najlepsza jakos¢ i dlugo$¢ zycia oferuje pomys$lna transplantacja
nerki, jednak z powodu niewystarczajacej liczby dawcow narzadow dostepnosc tej metody jest
mocno ograniczona. W Polsce i na s$wiecie dominuje leczenie za pomocg hemodializy.

Hemodializa jest technikg majgca na celu oczyszczanie krwi z produktow przemiany
materii 0 wielko$ci matych i $rednich czgsteczek. Stosowana jest w ostrej czy przewleklej
niewydolnosci nerek, atakze w przypadku zatrucia. Metoda ta opiera si¢ na wymianie
substancji migdzy krwig aplynem dializacyjnym za pomoca bton potprzepuszczalnych,
wykorzystujac zjawiska fizyczne: dyfuzje, ultrafiltracje, osmoze i konwekcjeg.

Dyfuzja to zjawisko fizyczne polegajace na transporcie czgsteczek rozpuszczonych
W roztworze pod wplywem gradientu stg¢zen substancji rozpuszczonych. Ten samorzutny ruch
cieplny czgstek w hemodializie odbywa sie¢ przez blone polprzepuszczalng, a jego szybkosé
zalezna jest od masy czasteczkowej substancji rozpuszczonej czy opornosci blony
poiprzepuszczalne;j.

W ultrafiltracji ruch czasteczek wody przez bton¢ jest wywotany przez cisnienie
hydrostatyczne lub osmotyczne, atowarzyszy mu transport czgsteczek rozpuszczonych
w wodzie osocza krwi (konwekcja). O efektywnosci ultrafiltracji decyduje wielko$¢ ci$nienia
przezblonowego wynikajacego zroznicy ci$nien migdzy krwiag i plynem dializacyjnym,
wspoétezynnik ultrafiltracji Kyr okreslajgcego wlasciwosci blony dializacyjne;j.

Najistotniejszym elementem uktadu do hemodializy jest dializator (Rys. 2), w ktdérym
dochodzi do usuwania z krwi produktéow przemiany materii. Dzigki potprzepuszczalnej blonie
nastepuje wymiana substancji miedzy krwig i dializatem. Konstrukcja dializatora ma stuzy¢
osiggnieciu najwiekszego stosunku powierzchni blony do objetosci krwi potrzebnej do jego

wypelnienia. Obecnie najwickszg powierzchnie kontaktu uzyskuje si¢ w dializatorach
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kapilarnych, w ktorych btona dializacyjna w postaci tysiecy bardzo cienkich kapilar, przez
ktore przepltywa krew, zamknieta jest w cylindrycznej obudowie. Przez walec ten przeptywa
ptyn dializacyjny, omywajacy Zzzewnatrz kapilary wypelnione krwig. Parametrami
charakteryzujacymi wtasciwosci dializatora sg powierzchnia wymiany, objetos¢ wypeienia,
maksymalnej dopuszczalne cisnienie przezblonowe, wspotczynnik oczyszczania (klirens)
czasteczek, wspotczynnik ultrafiltracji, biozgodno$¢. Ze wzgledu na rodzaje materiatow
stosowanych do produkcji blon dializacyjnych dializatory mozna podzieli¢ na celulozowe, ze

zmodyfikowanej celulozy, potsyntetyczne 1 syntetyczne.

POMPA
ULTRAFILTRACIH

 MODUL PEtYNU
DIALIZACYJNEGO

UZDATNIONA
WODA

Rys. 2. Dziatanie aparatu do hemodializy. Obiegi: czerwony - krwi; niebieski - ptynu dializacyjnego.

Btony celulozowe sa silnie hydrofilowe, dzigki czemu sprzyjaja adsorpcji bialek na
powierzchni blony. Charakteryzujg si¢ wysokim wspotczynnikiem oczyszczania dla
matoczasteczkowych substancji, ale znacznie nizszym dla §rednich czasteczek, a ponadto niska
biozgodnos$cia. Ich zaletg jest jednak niska cena. W odréznieniu od blon celulozowych btony
zbudowane ze zmodyfikowanej celulozy, takie jak octan czy trdjoctan celulozy, cechujg sie
wyzsza biozgodnoscia. Blony poélsyntetyczne, celulozowo-syntetyczne, wykazuja wyzsza

biozgodno$¢ | wspotczynnik ultrafiltracji przy podobnym klirensie czastek.
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Przewlekta choroba nerek jest stanem, w ktorym obserwuje si¢ zaburzenia zwigzane
z funkcjonowaniem uktadu krazenia w postaci aktywacji ptytek, ich degranulacji, integralnos$ci
sroédbtonka czy aktywacji wewnetrznego szlaku krzepnigcia [100]. Przewlektej niewydolnos$ci
nerek towarzyszy metaboliczna kwasowos$¢ prowadzaca do zwigkszonego katabolizmu bialek,
zmniejszonej syntezy biatek i nierownowagi biatkowej. W schytkowej niewydolnosci nerek
wystepuja zaburzenia hemostatyczne, tendencje krwawienia zwigzane s z dysfunkcjami ptytek
takimi jak defekty w agregacji, zmniejszonej adhezji i zawartosci PF3, przyczyniajacymi si¢ do
wydhuzonego krwawienia. Osoczowe metabolity takie jak mocznik, kwas fenolowy hamujg

ptytki, powodujg anormalny metabolizm ptytkowego kwasu arachidonowego [77].

D>,

S =
pompa N/ ( <ID>
heparyny iy

zbiornik

dializator i czujnik
powietrza

zacisk

detektora 63

powietrza

powrét
przefiltrowanej
krwi do
organizmu

pompa \I:F

wyptyw krwi naptyw
krwi

Rys. 3. Uklad do hemodializy i wskazanie (pomaranczowe strzalki) licznych bodzcow majacych wplyw na
niekompatybilno$¢ stosowane;j terapii [12].

Hemodializa jako terapia podtrzymujgca zycie mimo osiggnie¢ technologicznych nie jest
technikg pobawiong wad |konsekwencji wynikajacych 2z krgzenia pozaustrojowego.
Powtarzajacy si¢ kontakt przeptywajacej krwi z r6znymi obcymi powierzchniami, powietrzem
I geometrycznymi  przewodami  (liniami  krwi, pompa rolkowa) leza U podloza

bionickompatybilno$ci biologicznej, fizycznej i chemicznej, ktore moga doprowadzi¢ do
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modulacji odpowiedzi srodbtonka, zaburzajgc hemostaze lub aktywujgc biochemiczne szlaki,
W nastgpstwie ktoérych dochodzi do uszkodzen komorek, szczegdlnie ptytek, procesow
zapalnych czy stresu oksydacyjnego (Rys. 3). Skutki kliniczne oddziatywania krwi ze
sztucznymi powierzchniami zalezg nie tylko od rodzaju materiatu membran zastosowanego
w dializatorze [12, 101]. Szlaki aktywacji biatek osoczowych i komorek zapoczatkowane sg
takze w momencie kontaktu krwi z powietrzem imoga prowadzi¢ do koagulacji czy
denaturacji. Rodzaj i intensywno$¢ odpowiedzi biologicznej na niekompatybilne materialy
zalezg od reologii krwi, ktora jest modyfikowana przez geometri¢ urzadzenia i warunki

przeptywu nie tylko w dializatorze, ale w catym uktadzie [12].
2.4.1. Oddzialywanie z blong dializatora

Juz od pierwszego momentu kontaktu krwi z obcg powierzchnig biatka osocza zostaja
zaadsorbowane, co determinuje zachodzgce kolejno reakcje i szlaki biochemiczne. Zjawisko
adsorpcji biatek jest ztozone izalezne od fizykochemicznych wiasciwosci powierzchni
(chropowatos$¢, grubos¢, porowatosé, sktad, hydrofobowos¢, tadunek), w ktére zaangazowane
sa oddziatywania hydrofobowe, elektrostatyczne, wodorowe i van der Waalsa. Jednoczes$nie
Z adsorpcjg biatek dochodzi do adhezji czesci ptytek. Adsorpcja biatek stanowigca wstep do
aktywacji krzepniecia, uktadu dopeilniacza i komorkowego, jest procesem dynamicznym
postepujacym W czasie prowadzenia hemodializy. Dla réznych blon wzoér adsorbowanych
bialek jest inny i zalezny do wtasno$ci chemicznych powierzchni (wolnych grup chemicznych),
tadunku i napiecia powierzchniowego czy lepkosci. Adsorpcja biatek przejawia si¢ jako proces
zmienny i konkurencyjny w postaci cigglej adsorpcji i desorpcji, a redystrybucja zalezy takze
od przeptywu krwi isit $cinajacych wystepujacych w trakcie hemodializy. Bardziej
hydrofobowe membrany wykazuja zmniejszong adsorpcj¢ bialek, ainne takie jak
polimetakrylan metylowy - zwickszong. Warstwa zaadsorbowanych bialek moze tworzy¢ si¢
nie tyko na powierzchni, ale takze w porach (zatykanie kapilar dializatora), zwezajac je

I redukujac transport, obnizy¢ efektywnos¢ HD [12, 101].
2.4.2. Aktywacja koagulacji i ptytek

Zachodzaca  adsorpcja  biatek  jest fundamentalna do  zapoczatkowania
wewnatrzpochodnego (aktywowanego kontaktem) szlaku krzepnigcia. Wigzanie czynnika XII,
prekalikreiny i wielkoczgsteczkowego kininogenu do ujemnie natadowanych powierzchni (np.
szkta) inicjuje kaskade aktywujaca czynnik X ilI prowadzaca do tworzenia trombiny

przeksztatcajacej fibrynogen do nierozpuszczalnej fibryny tworzacej skrzep [12, 77, 101].
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Adhezja ptytek stanowi wezesny etap ich aktywacji. Zaadsorbowany fibrynogen czy inne
biatka adhezyjne pobudzaja adhezj¢ ptytek poprzez wiagzania z receptorami glikoproteinowymi
na powierzchni ptytek, a kinetyka tych zjawisk zalezy od konformacji i licznosci biatek na
powierzchni [12]. Adhezji plytek na sztucznych powierzchniach towarzyszy uwalnianie
pltytkowych czynnikow wzrostu, serotoniny, PF4 czy B-TG, a takze ekspresji na powierzchni
btony p-selektyny (CD62p), co ma miejsce juz W ciggu pigciu minut trwania HD [77, 101].

U pacjentéw hemodializowanych prokoagulacyjne dziatania ptytek sa wzmacniane
poprzez aktywacj¢ dopelniacza wywotang membrang dializatora, powodujacg w efekcie
tworzenie kompleksow ptytkowo-neutrofilowych.

Aktywacja ptytek nastepuje nie tylko w wyniku kontaktu z dializatorem, ale pojawia si¢
takze na skutek uzycia igly do wklucia, kontaktu krwi z powietrzem, dziatania pompy rolkowe;j,
gornej czeSci dializatora w miejscu wplywy krwi jak ikomory powietrznej powodujacej
denaturacje biatek [12]. Sktadniki krwi przeptywajac przez pompe rolkowa moga na skutek
mechanicznej kompresji ulec uszkodzeniu prowadzacemu do hemolizy, ktorej towarzyszy
uwalnianie ADP powodujace ptytkowa agregacje [12, 101]. Niefizjologiczne warunki, w jakich
dochodzi do ultrafiltracji, powoduja natychmiastowe osadzanie warstwy bialek, ktore moga
prowadzi¢ do aktywacji koagulacji. Kontakt wyczerpanych ptytek ze sztuczng powierzchnig
membran skutkuje ekspresja p-selektyny i uwalnianiem ziarnisto$ci, natomiast aktywowane
sitami $cinajacymi majg tendencj¢ do agregacji [101].

Konsekwencjg zastosowania hemodializy W terapii nerkozastepczej jest aktywacja
uktadu dopetniacza, ktora moze nastgpi¢ W sposob posredni lub bezposredni. Mechanizmy
posredniej aktywacji to:

¢ Wigzanie immunoglobuliny G do biomateriatu inicjujace klasyczny szlak;

e Lektynowy szlak aktywowany przez weglowodany lub acetylowane zwigzki;

e Aktywacja alternatywnego szlaku przez zmodyfikowane powierzchnie
biomateriatow pokrytych biatkami. Bezposrednia aktywacja nastepuje poprzez
wigzanie materii dopetniacza z powierzchnia, co skutkuje rozszczepieniem biatka
C3 do formy C3a i C3b, produkcja konwertazy C5, ktora rozszczepia biatko C5
na C5a i C5b, wigzaniem leukocytéw z fragmentami biatka C3 prowadzace do
leukopenii. Procesy wywotanej kontaktem aktywacji dopetniacza sg wzmacniane
przez rekrutacje i aktywacje leukocytow prowadzace do fali oksydacyjnej oraz
uwalniania prozapalnych cytokin i chemokin. Ponadto aktywowane przez biatko
C5a neutrofile uwalniaja enzymy 0 wiasciwosciach silnie prooksydacyjnych

i prozapalnych [12].
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Zwigkszona trombogenno$¢ wynikajgca z prowadzenia hemodializ i zwigzana ze
zmniejszonym przeptywem krwi, zmianami W $cianach naczyn krwiono$nych, sktadzie krwi
I biokompatybilnoscia, powoduje zmniejszenie efektywnosci HD [101].

Ptytki 0 wiekszej objetosci sg bardziej aktywne, a zatem mierzony parametr objetosciowy
(ang. mean platelet volume, MPV) swiadczy 0 stymulacji ptytek lub tempie ich produkcji. Jego
warto$¢ jest wyzsza podczas aktywacji lub przy zwigkszonej liczbie duzych
hiperagregowalnych ptytek, co stanowi czynnik ryzyka sercowego. Duze bardziej reaktywne
ptytki produkujg wigcej czynnikow prozakrzepowych i tatwiej agreguja, posiadaja wigcej
ziarnistosci gestych | uwalniajg wiecej serotoniny i f-tromboglobuliny [38, 77].

Nastgpujaca aktywacja wraz z przeprowadzaniem Kkolejnych dializ prowadzi do
zubozenia ziarnistosci plytek, zmniejszenia ich objetosci i skrocenia czasu zycia. U pacjentow
z przewlekta chorobg nerek leczonych hemodializami obserwuje si¢ nizszg frakcje
niedojrzatych i mniejszg liczbe wszystkich ptytek, ktora postepuje od rozpoczecia terapii.
Jednak uwalnianie puli ptytek z magazynéw w trakcie HD powoduje heterogenny rozktad
populacji ptytek [100, 101].

2.5. Wplyw promieniowania 0 malej mocy na plytki krwi
2.5.1. Promieniowanie z zakresu spektralnego czerwonego

Korzystny wplyw promieniowania laserowego niskiej mocy wykorzystywany jest
w leczeniu wielu chordéb takze zwigzanych ze zmianami W hemostazie i wlasnosciach
reologicznych: niedokrwienna choroba serca i zakrzepica zyt siatkowki, zawal mig$nia
sercowego, leczenie ztaman.

W lecznictwie stosowane byly rézne zrddta promieniowania, poczatkowo to gtownie
lasery, a w miar¢ rozwoju techniki diody laserowe i standardowe zrodta §wiatta. Jak wynika
z literatury nie ma znaczenie zrodlo $wiatla, aistotna jest czestotliwosé i dawka
promieniowania [6, 31, 68, 94, 128, 150, 151]. W pracy [152] wyraznie podkreslono, ze wybor
zrodha swiatla jest nieistotny.

W eksperymentach in vitro pokazano wzrost adhezji komorek HeLa do komorek
i komorek na szkle, ochrone erytrocytow przed uszkodzeniami wywolanymi aparatem
sercowo-plucnym, zwiekszong regeneracj¢ po niedokrwiennym uszkodzeniu komorek
hipokampa, oddziatywanie z cyklem komérkowym i rozne dziatania na proliferacj¢ komorki
oraz zmian¢ W aktywnosci fagocytowej, zywotnosci, adhezji ipoziomie procesow
metabolicznych komoérek wielojadrzastych 1 monocytow. Doniesienie opisujace efekty

promieniowania laserowego przedstawiaja poprawe licznosci komoérek krwi i temperatury
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ciata, stymulacj¢ komorek krwi, poprawe mikrocyrkulacji, detoksyfikacje itd. Promieniowanie
laserowe malej intensywnos$ci poprawia parametry reologiczne krwi (powstrzymywanie
zjawiska osadu) i wywotuje syndrom hipokoagulacyjny, co zwigksza organiczny przeptyw
krwi szczegolnie w przypadku arteriosklerotycznych uszkodzen naczyniowych (dziatanie
antyniedokrwienne), laser o A = 633 nm deformuje erytrocyty, zmienia wspotczynnik dyfuzji
i wplywa na agregacje plytek [31, 58, 151].

Wplywa na uktad krzepnigcia i fibrynolizg (wptyw antykoagulacyjny i fibrynolityczny)
zmniejszajac krzepliwos¢ 1 hamujac tworzenie skrzepow, co jest thumaczone przez blokowanie
aktywacji tromboplastyny iopdznienie konwersji protrombina-trombina bez znaczgcego
wplywu na fibrynogenezg, cho¢ nie wszystkie badania to potwierdzaja.

Mechanizmy molekularne zmian struktury i funkcji wywotane laserem sg niejasne
I zalezne od rodzajow komorek, warunkéw naswietlania i zastosowanej energii, efekty
nicliniowe zalezg tez od dtugosci fali i dawki [18, 58, 84, 114, 115, 117, 151].

Przynajmniej cztery mechanizmy mogg by¢ zaangazowane W pierwotng odpowiedz na
promieniowanie laserowe [117]:

e niespecyficzne zmiany strukturalne ptynow biologicznych,

e fotochemiczna aktywacja reakcji wolnorodnikowych (szczegélnie peroksydacja
lipidow),

e bezposredni wptyw membranotropowy z modyfikacjag dwuwarstwy lipidowe;,

e konformacyjne reorganizacje w biatkach z wspotistniejagca modulacjg reakcji
zaleznych od receptora (receptorowych) i metabolicznych.

Ptytki jako komorki bezjadrzaste sg atrakcyjnym uktadem modelowym do badan
pewnych aspektow dzialania lasera na komorke. Jako niezwykle wrazliwe na dziatania
bodzcow szybko sie aktywuja, wiec jako model do badan mechanizméw komoérkowych
dziatania fotonow 0 niskiej energii sg tatwo akceptowalne, odpowiadajace zmiang funkcji po
naswietlaniu i dysfunkcje precyzyjnie mierzalne, a dodatkowo zwigzane z wymienionymi
efektami hemostatycznymi i reologicznymi [18, 84].

Badanie dzialania na$wietlania laserem niskiej mocy na procesy wydzielnicze
przeprowadzono na krwi $winskiej poddanej ekspozycji na promieniowanie (5 mW, 670 nm,
25 °C, dawki energii 1-5J) idokonano pomiaru uwalnianych biatek i nukleotydow
adeninowych, produkcji substancji reagujacych na kwas tiobarbiturowy (TBARS)
reprezentujacych metabolity endogennego arachidonianu i generacji anionu ponadtlenkowego.

Na tej podstawie okreslono, ze naswietlanie wywotato:
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e zalezng od dawki produkcje TBARS (najwickszy dla 1,8-2 J) — wzrost by¢ moze
nie tylko z powodu wywotanej naswietlaniem nieenzymatycznej peroksydacji
lipidow, lecz takze w wyniku enzymatycznej stymulacji arachidonianu
ptytkowego i produkcji tromboksanu A> (TxA2) idialdehydu malonowego
(MDA);

e uwalnianie rodnika ponadlenkowego z ptytek zaleznie od dawki (najwicksze dla
1,8-2 J) — ma miejsce w aktywowanych ptytkach i jest zwigzane z metabolizmem
arachidonianu, co sugeruje stymulacj¢ kaskady arachidonianu pod wplywem
naswietlania;

e uwalnianie nukleotydow i biatek (najwigksze dla 2 J);

e naswietlonych ptytkach obecne procesy sekrecji, nawet najwigksza dawka nie
powoduje wydostawania si¢ zptytek enzymu cytozolu dehydrogenazy
mleczanowej (LDH).

Okreslenie TBARS w aktywowanych plytkach odzwierciedlajagcy poziom MDA jest
posrednia metodg przyblizania wielkosci tromboksanu A, ktore sg razem z MDA
w stymulowanych ptytkach w tych samych ilosciach, a MDA jako produkt cyklooksygenazy
jest markerem metabolizmu arachidonianu. Wzrost pozioméw TBARS po naswietlaniu moze
reprezentowa¢ ilos¢ MDA  produkowanego w kaskadzie arachidonianu w szlaku
cyklooksygenaz, koresponduje z generacja anionu ponadtlenkowego i uwalnianiem
nukleotydéw adeninowych oraz biatek (maksimum przy tych samych dawkach).

Obserwowane efekty sugeruja, ze promieniowanie czerwone podobnie jak UV jest
czynnikiem fizycznym odpowiedzialnym za aktywacje ptytek, czyli procesy sekrecji i szlak
arachidonianu. Podczas aktywacji przez réznych agonistow plytki wykazujg cztery
podstawowe zjawiska: adhezj¢, zmiane ksztattu, sekrecje i agregacje. Wigkszo$¢ agonistow
(trombina, kolagen, TxAz, PAF — ptytkowy czynnik aktywujacy) pobudza poprzez wigzanie
Z receptorami powierzchniowymi wywotujac kaskad¢ wewnatrzkomowych przekaznikéw
drugorzgdowych przez rozne G-proteiny. Waznym drugorzedowym przekaznikiem aktywacji
wywotanej agonistg sg wewnatrzkomérkowe wolne jony wapnia.

Inne doniesienia wskazuja na stymulacj¢ czerwonego lasera poprzez powigkszenie sieci
cytoszkieletu i podniesienie poziomu wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie. Btona i szkielet
cytoplazmatyczny plytek przebudowywane sg podczas aktywacji czesciowo za posrednictwem

szlakow sygnatowych. Dodatkowo btona dostarcza fosfolipidom substancji do produkcji kwasu
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arachidonowego, prekursora ejkozanoidow jaki iinnych potproduktow zaangazowanych
w aktywacje [84].

Wspolczesna koncepcja biofizyczna moéwi 0 terapeutycznym wplywie promieniowania
laserowego realizowanym nie przez specyficzny mechanizm receptorowy i ptyny biologiczne,
ale wigze si¢ z szerokim spektrum dziatan na biopolimery: proteiny, lipoproteiny i strukturalne
sktadniki bton biologicznych, co moze by¢ odpowiedzialne za wszechstronne antyagregacyjne
dziatanie promieniowania laserowego He-Ne (630 nm, 1 mW) podobnie in vitro iin vivo
hamujac agregacje wywotang ADP, epinefryng, kolagenem, PAF i fibrynogenem [117].
Promieniowanie o dtugosci fali 660 nm powodowato inhibicje agregacji ptytek najsilniejszg dla
pojedynczej dawki 0,045 J/cm? i wzrastajaca ze wzrostem dawki. Po naswietleniu i uzyciu
disulfiramu (inhibitor dysmutazy ponadtlenkowej) agregacja zostata najbardziej zahamowana
[35, 58].

W badaniach tlumienia funkcji ptytek poddanych naswietlaniu laserem 630 nm 0 mocy
1 mW invitro i In vivo promieniowanie wywotato dwukrotng redukcje agregacji spontaniczne;j
i agregacji w odpowiedzi na agonistow (bardziej dla kolagenu, PAF i fibrynogenu niz ADP,
adrenaliny i ristocetyny). Prawdopodobny jest wptyw na odbudowe blony i zmiany czutoSci
receptorow, ktérej obnizenie moze wynika¢ ze szkodliwego wplywu promieniowania na
mechanizm aktywacji, a zwtaszcza modyfikacji btonowych receptorow glikoproteinowych.

Dodanie do ptytek kontrolnych ptytek z dodatkiem wywotujacego produkcje TxA:
kolagenu zwigkszylo agregacje (uwolniony TxA2), aw naswietlanych obserwowany
czterokrotny spadek agregacji wynikajacy by¢ moze z powodu redukcji czutosci na TxAz, czyli
uszkodzenia ptytek. Zastosowanie aspiryny (inhibitor COx) iimidazolu (inhibitor STx)
spowodowato prawie catkowita inhibicje agregacji plytek naswietlanych — przypuszczalnie
kluczowe enzymy kaskady kwasu arachidonowego (cyklooksygenaza i syntetaza tromboksanu,
COx iSTx) odgrywaja wazng role w uszkodzeniach aktywnos$ci wskutek naswietlania.
Naswietlanie thumi 10-krotnie uwalnianie z aktywowanych kolagenem ptytek biologicznie
aktywnych substancji skutkujacych agregacja (druga fala agregacji np. po adrenalinie) i w ten
sposob redukuje aktywnos¢ receptorow. Dodanie TxA2, gdy zablokowane sg enzymy kaskady
kwasu arachidonowego i zahamowana agregacja indukowana kolagenem, przywraca funkcje
plytek, jednak nie po naswietlaniu [115].

Inne doniesienia opisuja, ze ekspozycja PRP na promieniowanie laserowe (3,5 W) przez
30 s obniza progowe stezenie ADP | L-epinefryny potrzebnej do catkowitej agregacji ptytek,
zwigksza podstawowy poziom trombosanu Az, ptytki filtrowane zelowo poddane dziataniu

lasera nie wykazaty wplywu na tworzenie prostanoidu, chociaz dodanie naswietlonego PRP
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stymulowato synteze trombosanu Az wtych komorkach. Wplyw lasera catkowicie
zablokowany poprzez dodanie dysmutazy ponadtlenkowej lub katalazy do PRP wskazywal, ze
stymulacja syntezy trombosanu A> odbywa si¢ za posrednictwem generowania rodnikow
ponadtlenkowych. Badania mikroskopii elektronowej wykazywaly laserowg stymulacje
syntezy trombosanu Az w ptytkach bez widocznego zniszczenia struktur koméorkowych [8].

W nastgpstwie naswietlania wzmaga si¢ dezagregacja W 0S0CzZU z uzyciem kolagenu
I epinefryny oraz pojawia si¢ po zastosowaniu ADP jako agonisty — zmniejszenie aktywacji
ptytek po naswietlaniu prawdopodobnie wynika z zaburzenia proceséw w uktadzie krzepnigcia
wspolnych dla wszystkich receptorow tych aktywatoréw, co moze by¢ uwalnianiem wapnia lub
synteza cAMP w plytkach. Odwracalno$¢ agregacji ma biologiczne znaczenie, regulowane
przez rownowage miedzy uktadami prostacykliny i prostaglandyny, a zalezy od intensywnosci
I czasu stymulacji, ktora, jesli jest dostatecznie silna i dtuga, prowadzi do uwalniania z uktadu
gestych kanalikow odpowiednich ilo$ciach wapn aktywujacy fosfolipaze i pobudza
wydzielanie tromboksanu A.. To sugeruje, ze naswietlane plytki nie wydzielaja
wystarczajgcych ilo$ci drugorzedowych aktywatorow agregacji w odpowiedzi na aktywatorow,
co prowadzi do dezagregacji, ale nie mozna wykluczy¢, ze nastgpujaca trombocytopenia
warunkuje obnizenie czuto$ci ptytek na aktywatoréw.

Naswietlanie krwi zdrowych dawcow wywotalo zespdt hipokoagulacji, by¢ moze
wplywajac zarowno na uktad krzepnigcia jak iaktywnos$¢ funkcjonalng ptytek. Przy
nieobecnosci ptytek naswietlanie nie wptyneto na uktad krzepnigcia krwi, ale naswietlanie
osocza moze potencjalnie hamowa¢ uwalnianie czynnikéw ptytkowych wywolujacych
mechanizmy krzepnig¢cia. Przypuszczalnie promieniowanie dziata na uktad krzepnigcia pelnej
krwi poprzez plytki, bo tylko wich obecnosci obserwowana jest hipokoagulacja.
Promieniowanie wptywa zatem na uklad krzepnigcia krwi poprzez plytki bezposrednio
wykazujgce zmiany W odpowiedzi na agonistow oraz prawdopodobnie poprzez tlumienie
wydzielania czynnikéw ptytkowych i aktywnos$ci protrombinazy jak i opdéznianie tworzenia
skrzepu fibrynowego [114].

Oproécz obnizania agregacji promieniowanie laserowe moze jg wzmocni¢ W przypadku
zaburzenia funkcji agregacyjnej (hipoagregacja), poprawiajac dysfunkcje trombocytow [23].

Agregacja spontaniczna byla efektywnie stabilizowana przez naswietlanie lub dochodzito
do jej spadku. Nie obserwowano zmian w catkowitej liczbie ptytek, ale nastgpowata
redystrybucja populacji — nastgpuje redukcja form aktywowanych (sferycznych) i wzrost
W populacji  dyskoidalnych (nieaktywnych), co wskazuje na stabilizujacy wplyw
promieniowanie poprzez zmniejszanie liczby aktywowanych iich zdolnosci do aktywacji,
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prawdopodobnie nie dziatajac bezposrednio na receptory. Antyagregacyjny wpltyw moze by¢
zwigzany Z niespecyficznym efektem membranotropowym, co jest thumaczone zgodnoscia
z wynikami kwasnej hemolizy erytrocytow bardziej tolerancyjnych na kwasne $rodowisko
[115, 117]. Istnieja takze doniesienia 0 spadku liczby (o0 5.26%) oraz $redniej objgtosci ptytek
MPV (0 33.3%) po naswietlaniu laserem He-Ne 0 parametrach: 632,8 nm, 1 mW, intensywnos$¢
0,08 W/sr, $rednia gesto$é mocy dzialajacej na probke ok. 30 mW/cm? czy 633 nm, 1,1 mW,
ekspozycji 20-30 minut [109, 148].

Wyniki wskazujg na antyoksydacyjne dziatanie promieniowania, inhibicja peroksydacji
zmniejsza zawarto$¢ nienasyconych lipidéw, co zwigksza sztywno$¢ btony, wiec obserwowane
zmiany mikrolepkosci zwigzane sg z dziataniem membranotropowym. Zaproponowany zostal
schemat dziatania: absorpcja kwantu promieniowania przez molekuty protein — wzrost energii
w proteinie z towarzyszagcym lokalnym grzaniem I reorganizacjami struktury — spadek
mikrolepko$ci dwuwarstwy lipidowej itendencja do spadku mikrolepkosci W regionach
kontaktowych lipidow ibiatek — zmiany konformacyjne w receptorach blonowych
| przesuni¢cia/zmiany potencjatow bltonowych widocznych jako spadek funkcjonalne;
aktywnosci ptytek — dziatanie fizjologiczne ujawnione jako ttumienie agregacji — poprawa
mikrocyrkulacji ~ krwi  [117].  Niespecyficznym  membranotropowym  dzialaniem
niskoenergetycznego promieniowania laserowego tlumaczono zmniejszanie agregacji ptytek
(w aktywnosci funkcjonalnej ptytek zmniejszona czutos¢ na TxA?) [116].

W pordéwnaniu naswiectlania laserem He-Ne i alternatywnym zrodlem $wiatta LED
660 nm hamujacy wplyw na szybkos$¢ pierwotnej agregacji, rozmiar agregatow, szybko$¢
i amplitude wtornej agregacji byt silniejszy dla lasera. Inne pomiary wykazywaly, ze
pozaustrojowe i wewnatrznaczyniowe naswietlanie skutkowato niestabilnoscig agregatow
i ich fatwym rozpadaniem, brakiem zmian liczby krazacych ptytek po reinfuzji naswietlanej
krwi, a stopien inhibicji byt niezalezny od metody i Zrodta naswietlania, ale rézny u pacjentéw
i rozny w trakcie terapii, a bez zmian u pacjentéw z zablokowanymi funkcjami ptytek. Pomimo
mniejszych objetosci na§wietlanych pozaustrojowo mierzone skutki hamujace bylty podobne,
dobrze widoczne w pelnej krwi, ale nieznaczgce przy bezposrednim naswietlaniu w trakcie
normalnej szybkosci przeptywu [46].

Dodatkowo znaczenie moze mie¢ typu polaryzacji promieniowania. Badanie wptywu
roznych polaryzacji $wiatla laserowego na ptytki potprzewodnikowym laser (660 nm, 16,5 J)
0 polaryzacji liniowej oraz kolowej prawo- Ilewoskretnej na adhezje iagregacje na
powierzchni polistyrenowej przy szybkosci $cinania 1800 s wykazalo dla lewoskretnej

polaryzacji kotowej wzrost pokrycia powierzchni (SC) i spadek liczba przywartych obiektow,
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dla prawoskretnej polaryzacji brak zmian $redniego rozmiaru (AS) przywartych ptytek i ich
agregatow, ale obnizenie ich iloéci, aliniowo spolaryzowane $wiatlo ma ten sam wplyw
obnizajacy liczbe osadzanych plytek, jednak SC jak i AS nie zmienito si¢. Wyniki wykazuja
wplyw czerwonego lasera na agregacj¢ na polistyrenie przy duzej szybkosci przeptywu zalezne
od polaryzacji [15].

W poszukiwaniach pierwotnego akceptora energii lasera odpowiedzialnego za modulacje
aktywnosci ptytek miato pomdc badanie wptywu promieniowania lasera He-Ne (632,8 nm,
7mW, dawki 0,42-4,2J zalezne od czasu 1-10 min) na funkcje ptytek w przeptywie
z predkoscia $cinania 1300 s™ istan procesow blonowych oddajacych aktywacje plytek.
Weczesniej wykazano zmniejszone osadzanie ptytek na podsrodbtonkowej pozakomodrkowej
macierzy (ECM) w warunkach oscylacyjnych po naswietlaniu.

Badania pokazaly, ze naswietlanie (> 2 min.) spowodowalo obnizenie agregacji
wywotang TRAP (ang. thrombin receptor activating peptide) lub PMA i hamowanie osadzania
na ECM w przeptywie zaleznie od dawki i odwracalnie w czasie 30-60 min. po naswietlaniu.
Spadek adhezji iagregacji po naswietlaniu moze by¢ rezultatem prawdziwego
inaktywacyjnego dziatania promieniowania i pierwotnej aktywacji nastepujacej po zmeczeniu.
Jednak w tym drugim przypadku liczba ptytek powinna spadac ze wzgledu na agregacje, co nie
mialo miejsca w eksperymencie i swiadczy 0 nieobecno$ci hyperagregacji.

Analiza funkcjonalnej aktywacji ptytek zwigzana z konformacyjng reorganizacja
receptora GPIlIb-Illa umozliwiajagcg wigzanie fibrynogenu oraz ekspresje sktadnikow
ziarnistosci o gléwnie P-selektyny wskazata na nieobecno$¢ spontanicznej aktywacji
w kontrolnych probkach i brak zmian po naswietlaniu oraz hamujace dziatanie promieniowania
na wigzanie fibrynogenu i ekspresje P-selektyny na btonie plazmatycznej tylko W nizszych
stezeniach TRAP odzyskane po 30 minutach [18, 14, 17]. Pierwotny akceptor energii laserowej
odpowiedzialny za zmiany plytek zlokalizowany jest w ptytkach, a nie innych komorkach czy
0soczu, 0 czym $wiadczg wyniki wptywu promieniowania na poszczeg6lne frakcje krwi: PRP
I plytki otrzymane z filtracji zelowej wykazaly spadek pokrycia powierzchni i $redniego
rozmiaru obiektu zwigzanych z ECM (o mniejszej aktywnosci), a PPP, czerwone i biate
krwinki nie ujawnily zmian. Receptory glikoproteinowe przypuszczalnie sg niezdolne do
absorpcji $wiatta w zakresie czerwonym, bo nie zawieraja klasycznych chromoforéw —
wczesniej wskazywano na dwa enzymy, cyklaze guanylanowa i syntetaze tlenku azotu, bo
posiadaja hem, a NO-syntetaza dodatkowo nukleotydy flawinowe jako grupe prostetyczna,
zdolne zaabsorbowa¢ s$wiatto w zakresie czerwonym widma. Aktywacja NO-syntetazy

prowadzi do tworzenia NO i stymulacji cyklazy guanylanowej powodujacej akumulacje cGMP
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W komorce. Zaobserwowany wzrost cGMP po naswietlaniu sugeruje dziatanie na phytki
poprzez aktywacje syntetazy cGMP, a nie poprzez inhibicj¢ ich niszczenia. Wiadomo, ze uktad
zalezny od ¢cGMP zaangazowany jest W regulacj¢ aktywacji, adhezji iagregacji, dlatego
akumulacja cGMP moze obniza¢ funkcje ptytek. Brak dodatkowego hamujacego dziatania na
CGMP i cAMP ptytek potwierdza udziat cyklicznych zaleznych od nukleotydow uktadow
W dziataniu promieniowania. Zwigkszony poziom cGMP moze prowadzi¢ do podniesienia
CAMP z powodu inhibicji niespecyficznych fosfodiesteraz, co wyjasnia podobne wyniki
uzyskane dla egzogenicznych cGMP i cAMP, wiec uklad cGMP jest gtownym szlakiem
wplywania na funkcje ptytek [18].

W celu sprawdzenia hipotezy molekularnej podstawy biologicznego dziatania
promieniowania lasera He-Ne jako indukowanej §wiatlem reorganizacji lipidow ptytkowych
i ich roli w biochemii adaptacji komorki do promieniowania laserowego niskiej intensywnosci
plytki z krwi wotowej naswietlano laserem 0 mocy 2 mW przez 5 min dawka 6 J/cm?.

Hydrofobowe fragmenty lipidow decydujace 0 mikrolepkosci i najbardziej wrazliwe na
fotobiostymulacje to dlugotancuchowe nienasycone kwasy thuszczowe 18:1, 18:2, 18:3, 20:1,
20:2, 20:4, 22:1 i nasycony kwas 22:0. Rozmaite zmiany w sktadzie kwasu thuszczowego 16:0,
18:1, 18:2, 20:1, 20:4, 22:0 i22:1 w fosfolipidach i obojetnych lipidach wskazujg na
indukowang $wiatlem aktywacje procesow wymiany lezacych u podstawy relacji
metabolicznych miedzy réznymi klasami lipidéw, szczegdlnie jest to obserwowane
w kaskadzie fosfatydyloinozytolu posiadajg charakterystyczny zestaw kwasow tluszczowych.
Modyfikacja sktadu lipidu po naswietlaniu skutkuje zmniejszeniem mikrolepkos$ci, czemu
towarzyszy 28% wzrost fluorescencji ekscimerow pyrenowej sondy hydrofobowej.
Molekularna reorganizacja sktadu lipidowego uzasadnia fotoindukowang reorganizacje
biomembran jako integralng odpowiedZz biochemiczng struktur lezace U podstaw
dlugoczasowej adaptacji. Naswietlanie plytek powoduje 090% zwigkszong aktywnos¢
fosfolipazy A2 (specyficzny dla fosfolipidow zawierajacych arachidonian), ktory katalizuje
tworzenie kwasu arachidonowego i lizofosfatydylocholiny bioragcych udziatl (tacznie z ich
metabolitami) w regulacji funkcjonalnej aktywnosci ptytek. Wysoki poziom fosfolipazy C
manifestuje si¢ we wzro$cie poziomu 1,2-diacylglicerolu o0 45% i myo-inositol-1,4,5-
trifosforanu 0 120%, ktory jednak jest niewystarczajacy do maksymalnego uwalniania
Z magazyndw wapnia, poniewaz jego zawarto§¢ W aktywowanych plytkach wzrasta
wielokrotnie. W tym samym czasie dynamika poziomu 1,2-diacylglicerolu $wiadczy 0 jego
wysokiej aktywnosci po naswietlaniu. Odkrycia te §wiadcza 0 aktywacji zaleznego od lipidow
uktadu kontroli komorki, ktora bierze udzial w kontroli funkcji ptytek [85].
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Promieniowanie He-Ne mozna zatem scharakteryzowaé¢ jako czynnik informujacy,
ktorego wptyw posredniczony jest przez zlozone reakcje btonowe: ilosciowe i jakosciowe
reorganizacje fazy lipidowej btony, modyfikacje zaleznego od lipidu uktadu kontroli komorki
i tworzenie drugorzedowych przekaznikow kluczowych w biochemicznych procesach

adaptacji komorkowej [123].
2.5.2. Promieniowanie z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR)

Widma absorpcyjne irozproszeniowe wielu tkanek ludzkich wykazuja absorbcje
promieniowania z zakresu bliskiej podczerwieni NIR. W przedziale fal o dtugosci 800-
1200 nm obserwowane sg pasma elektronowe, nadtony iich kombinacje. Hemoglobina
wykazuje pasma absorpcyjne dla 760, 805, 820, 910, 1020 nm. Lipidy absorbuja
promieniowanie o dlugosciach 770, 920, 1040 nm, biatka: 910, 1020 nm, natomiast woda dla
749, 880,980, 1211, 1450, 1787 nm, ktore stanowig nadtony wibracyjne badz kombinacje pasm
[88]. Pasma w tym regionie sg bardzo stabe, dlatego region ten charakteryzuje si¢ wysoka
transparentno$cia i zwane jest ,,oknem optycznym”, majacym zastosowanie biomedyczne.
W obszarze NIR dominuja pasma nadtonoéw grup funkcyjnych zawierajacych atom wodoru
(takich jak OH, CH, NH) [88].

Jedynie zaabsorbowane promieniowanie moze indukowa¢ reakcje fotochemiczne na
skutek przejScia czasteczki w stan wzbudzony. Dlatego w mechanizmie wyjasniajacym
dziatanie $wiatta na tkanki wskazuje si¢ na chromofory absorbujace promieniowanie z zakresu
NIR jako rézne czasteczki, ktore w stanie wzbudzenia inicjujg w sposob fotochemiczny
kaskady roznych reakcji [49, 48, 47].

Badania nad reakcjami fotochemicznymi wywotanymi wzbudzeniem wibracyjnym
w obszarze promieniowania NIR pokazaly, ze wzbudzenie nadtonow i przej$¢ w tym regionie
dla wody prowadzi do tworzenia jonéw HsO* i OH™ [57, 80, 79, 89, 134]. Najprostszym
wyjasnieniem pierwotnego dziatania promieniowania NIR jest zatem transfer protonu
W wigzaniu wodorowym tworzacym par¢ jonowa. Absorpcja promieniowania NIR moze
powodowa¢ zaburzenie energii wigzania wodorowego, co Z kolei moze prowadzi¢ do jego
zerwania 1 zwigkszenia dysocjacji czgsteczek wody [80]. Biomolekuly posiadajace silnie
zwigzang wod¢ | wykazujace zmiany strukturalne pod wptywem promieniowania NIR: DNA
[120], aminokwasy [86, 87] i btony [61, 63, 64] lub komdrki [28, 60, 130, 133] mogty ulec
modyfikacjom na skutek posredniego dziatania promieniowania na reorganizacj¢ wody.
Mechanizm dziatania promieniowania NIR jako wyniku jonizacji wody i zmiany struktury

wigzan wodorowych dotyczy nie tylko materii biologicznej, ale ma charakter uniwersalny,
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0 czym $wiadczg efekty wywotane absorbcjg Swiatta 0 energiach odpowiadajacych nadtonom
wibracyjnym grup NH, SH, OH, POH i CH [25, 64, 71, 89, 121, 134].

Obecnos¢ wody w tkankach jest powszechna, tworzy ona warstwy wokot pojedynczych
jonéw, polarnych iniepolarnych struktur, aminokwasow, biatek i struktur komorkowych.
Badania pokazaty, Ze na skutek absorpcji energii z zakresu NIR warstwa wody ulega zmianom
pod katem koncentracji protonéw W roéznych jej czes$ciach, co W efekcie manifestuje si¢
obnizeniem pH warstwy wody najblizszej strukturze, podczas gdy juz w odleglosci 1 mm
stezenie jonow H jest 1000 razy wieksza [153]. Ze wzgledu na zalezno$¢ struktury
trzeciorzedowej tkanek od pH, jego zmiana moze powodowaé¢ modyfikacje efektywnosci
enzymow, receptorow, pomp jonowych czy kanatéw jonowych, bioragcych udziat procesach
regulujacych komorki.

Przeprowadzone badania potwierdzajg zwigzek wody z fotochemicznym mechanizmem
dziatania promieniowania NIR. Szeroko$¢ pasm absorpcyjnych wtym regionie
promieniowania elektromagnetycznego stanowi przyczyng otrzymywania zblizonych efektow
dla réznych dilugosci fal. Reaktywno$¢ tworzacych si¢ jonow OH™ iH' oraz zmian
strukturalnych wigzan wodorowych na skutek dziatania promieniowania NIR jest zalezna od
rekombinacji tych jondéw, awigc odleglosci migdzy nimi. Efekt ten moze stanowic
uzasadnienie nieliniowej zalezno$ci migdzy dawka promieniowania a czasem ekspozycji.

Czynniki fizyczne lub/i chemiczne o matej intensywnos$ci lub stgzeniu moga dziataé
stymulujaco lub hamujaco w uktadach zywych, ale mechanizmy tego sg nieznane. Zaktada si¢
podstawy biochemiczne niespecyficznej odpowiedzi komorek jako zmiany energii
metabolizmu. Przeprowadzono zatem badania majace na celu zebranie danych dotyczacych
wpltywu na wiasnosci btony i hemostaz¢ jonowa promieniowania laserowego niskiej mocy
(50 mW) w zakresie bliskiej podczerwieni (830 nm) w $§wiezo otrzymanych i metabolicznie
uszkodzonych ludzkich ptytkach, w ktorych mierzono zmiany btonowe. Zastosowano
catkowite dawki promieniowania W zakresie 2,8-172 kJ/m?. Na postawie anizotropii
fluorescencji znacznika TMA-DPH okreslano parametr uporzadkowania lipidow przy
powierzchni regionu polarnych gltowek bton plazmatycznej 0 wartosci 0,830 £ 0,0009.
Zaobserwowano znaczgce zmiany W $redniej gestosci upakowania lipidéw w ptytkach podczas
I po naswietlaniu zalezne od rzeczywistego stanu metabolicznego komorek. Ujawnione zmiany
okazywaty si¢ powoli odwracalne w czasie — parametr uporzadkowania r6zny od kontrolnego
(ptytek nienaswietlanych) tuz lub nawet 5 min po naswietlaniu, a wielko$¢ obserwowanych
zmian byla zalezna od sposobu i czestotliwo$ci naswietlania, dawki catkowitej, szybkoS$ci

oddzialywania inatury komorek [50].  Swiatlo o dhugosci 830 nm przypuszczalnie
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absorbowane jest przez czasteczke oksydazy C cytochromowej. Podejrzewanym mechanizmem
dziatania jest zmiana stopnia utlenienia tego koncowego enzymu tancucha oddechowego
W nastepstwie  wzbudzenia elektronowego jego absorbujacego chromoforu Cua.
Promieniowanie z zakresu bliskiej podczerwieni posgdzane jest 0 indukowanie zmiany w tym
redoks aktywnym centrum, pobudzajac wzmocnienie szybkosci przeniesienia elektronu.
Jednostki absorbujace w btonie plazmatycznej komoérek eukariontdw sa nieznane, chociaz
btona komoérkowa jest posadzana 0 udzial w przewodzeniu sygnatu swietlnego i wzmocnienie
tancucha stanowigcego wtorne mechanizmy dzialania lasera na poziomie komorkowym.
Pokazywano, ze $wiatto lasera 0 dlugosci 820 nm indukuje poprawe wiasnosci adhezyjnych
bton komoérkowych [51, 50].

Stosowanie lasera w srodowisku krwi w zabiegu angioplastyki moze uszkadza¢ nie tylko
$ciany tetnic, lecz takze komorki krwi. Zaobserwowano wptyw dzialania lasera argonowego na
krew i przypisano go denaturacji termicznej blon komorek skutkujgcej tworzeniem si¢
ztozonych siatkowatych konglomeratéw. Porownanie wptywu lasera argonowego, Nd-YAG
I lasera barwnikowego pompowanego laserem argonowym na ptytki ierytrocyty in vitro
wykazato szybki spadek liczby ptytek juz przy niskich energiach lasera podobnych przy
naswietlaniu laserem Nd-YAG tylko duzg energia, tylko niewielkie zmiany licznosci po uzyciu
lasera barwnikowego. Transmisyjny mikroskop elektronowy ujawnit jednak uszkodzenia
morfologiczne dla tych trzech laseréw. Badania z wykorzystaniem lasera argonowego pokazaty
nasilenie agregacji przy wzglgdnie niskich poziomach naswietlania zwigzanej prawdopodobnie
z uwalnianiem ATP z uszkodzonych plytek, a przy wyzszych poziomach energii (powyzej
200 J) agregacja zostata zniesiona z powodu zniszczenia ptytek. We wszystkich testach
naswietlanej laserem krwi w przygotowywanych PRP obserwowano spontaniczng agregacje,
ktorg w PRP (ale niepeinej krwi) hamowato przyjmowanie aspiryny. Kolejne doniesienia na
temat badania wpltywu dziatania lasera Nd-YAG (1060 nm) na funkcje ptytek krwi
przeprowadzono na probki PRP naswietlanych promieniowaniem o0 energiach 10, 20, 30 i 50 J
(stata moc promieniowania 10 W dostarczana przez 1, 2, 3 155s). Wykazano spadek liczby
plytek ze wzrostem dostarczonej energii i zalezny od uzytej sondy (sposobu dostarczenie
promieniowania—réznice W dystrybucji ciepta), redukcje $redniej objetosci ptytek ze wzrostem
energii zwigzang z kurczeniem komorek z powodu dehydratacji termicznej lub odporno$cia
starszych ptytek, ktore sa mniejsze, na dziatanie lasera. Spadek agregacji wywotanej ADP,
kolagenem i ristocetyna obserwowano wraz ze zwigkszaniem si¢ mocy promieniowania bez
roznic migdzy sondami z wyjatkiem kolagenu, co czgsciowo moze to wynika¢ ze zniszczenia

znaczacej liczby plytek ze wzrostem mocy, aczg¢sciowo ze zniszczenia ultrastruktury
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przektadajacego si¢ na obojetno$¢ na czynnik indukujacy agregacje. Nie zaobserwowano
wplywu promieniowania lasera Nd-Y AG na spontaniczng agregacje [58, 75].

Poniewaz agregacja ptytek krwi moze by¢ istotnym czynnikiem wykonalno$ci laserowe;j
angioplastyki przezcewnikowej, zbadano in vitro wplyw zwigkszajacych si¢ dawek
promieniowania lasera CO; na liczbg, funkcje i ultrastrukture powierzchni ptytek krwi. Wyniki
wskazuja postepujaca, zalezna od dawki redukcje¢ liczby i funkcji ptytek po naswietlaniu.
Zdjecia ze skaningowej mikroskopii elektronowej naswietlanych ptytek wykazaly zalezne od
dawki promieniowania zmiany w pseudopodiach jak | wzrastajace zniszczenia btony komorek
[33]. Kolejne doswiadczenia z ekspozycja ptytek w PRP na promieniowanie laserowe CO-
mialy na celu sprawdzenie dodatkowego wptywu aspiryny. Naswietlania dokonano na dwa
sposoby: krotka ekspozycja mieszanej probki na duza moc promieniowania (grupa |-—
10W x 0,5s = 5J, 20W x 0,55 = 10J, 30W x 0,5s = 15J, 10W x 2s = 20J) i dluzszg ekspozycja
na matg moc promieniowania (grupa II — 2W x 2,55 =5J, 2W x 5s = 10J, 2W x 7,5s = 15J,
2W x 10s = 20J). Zaobserwowano ponownie zalezny od dawki spadek liczby ptytek, przy czym
byl on wigkszy dla krotszego naswietlania promieniowaniem duzej mocy niz dtuzszego matlej
mocy. Mimo ze ablacja plytki miazdzycowej bardziej zalezy od energii niz sposobu
naswietlania, wykazano silniejsze dziatania krétkiego czasu promieniowania duzej mocy lasera
CO2 wywotujacego wigkszg destrukcje ptytek, co potwierdza wzrost temperatury w tym trybie.
Natomiast spadek agregacji ptytek wywotanej ADP, kolagenem, ristocetyng i epinefryng wraz
ze wzrostem dawki nie zalezal od trybu naswietlania 1 byl niezalezny od spadku liczby ptytek.
Wyjasnieniem moga by¢ wyniki badania ultrastruktury przy pomocy mikroskopii SEM i TEM
pokazujace typowe i postepujace wraz z dawka zmiany ultrastruktury btony: obrazy SEM
pokazaty, ze komorki kontrolne mialy zachowang btong i pseudopodia, komorki naswietlane
energia 5J posiadaty dluzsze pseudopodia, widoczne byly uszkodzenia bton (niecigglosc)
i tendencja do agregacji, naswietlanie energig 101 15 J powodowato wygtadzenie i rozmywanie
bton, skrocenie pseudopodiow i nasilenie tendencji do agregowania, natomiast zastosowanie
dawki 20J spowodowato rozlegle uszkodzenia, znaczne rozmycie, zanik pseudopodiéw
i tendencji do agregacji; badanie z uzyciem TEM ujawnily, ze po zastosowaniu energii 5 J
I wyzszych wewnetrzna struktura zostata powaznie zniszczona uniemozliwiajgc identyfikacje
elementéw wewnatrzkomorkowych (podobnie po zastosowaniu aspiryny). Dlatego niezaleznie
od trybu dostarczania promieniowania laserowego progowe zniszczenia blony i wngtrza
komorek mogly by¢ osiggnigte znaczniej wezesniej niz uzyska si¢ faktyczne zniszczenie ptytek,
a poniewaz agregacja zalezy od integralnosci zaréwno btonowej jak 1 wewnatrzkomorkowe;,
kazdy sposob naswietlania moze powaznie i1 W podobnym stopniu wplywaé. Zalozenia
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dodatkowego obnizenia albo wzmocnienia zdolnos$ci agregacji ptytek po naswietlaniu komorek
pochodzacych od dawcow przyjmujacych aspiryng nie potwierdzity si¢ dla dawek 5 110J
mimo spadku liczby plytek, co inne badania przypisaty uwalnianemu z ,,nieszczelnych” ptytek
ATP, szybko zamienianego na wzmacniajgcego agregacje ADP. Zastosowanie aspiryny nie
wplywato znaczaco na liczbe, stopien uszkodzenia funkcji i obrazy mikroskopowe ptytek po
naswietlaniu [34].

Badania in vitro zaleznosci reakcji plytek krwi na fotoefekt od dawki energii $wiatta
laserowego i szybkosci przeptywu krwi W miejscu naswietlania wykazuja, ze promieniowanie
podczerwone jest efektywne jedynie przy duzej szybkosci przeptywu prowadzac do
zwiekszonej adhezji i spadku agregacji ptytek [16].

Poréwnanie skutkéw naswietlania krwi szczurzej monochromatycznym $wiattem LED
0 dtugosci fali 880 nm dla rosnacej pojedynczej dawki zaczynajac od 0,045 J/cm? wykazywato
najsilniejszg inhibicj¢ agregacji indukowanej ADP i adrenaling po zastosowaniu najstabszej

dawki promieniowania [35].
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3. Cel pracy i hipoteza badawcza

Hemodializa obarczona jest wysokim ryzykiem wystgpienia licznych powiklan
zwigzanych z kontaktem krwi ze sztucznymi powierzchniami podczas krazenia
pozaustrojowego. Uszkodzenia elementow morfotycznych krwi, powstawanie stresu
oksydacyjnego, aktywacja nieswoistej odpowiedzi zapalnej oraz zaburzenia krzepnigcia to
tylko kilka przyktadow tych zaburzen.

Studia literaturowe oraz uzyskane wczesniej wyniki badan in vitro w naszym zespole
wykazaly, ze promieniowanie NIR dziala ochronnie na erytrocyty oraz zmniejsza odwracalnie
aktywno$¢ ptytek krwi. Kolejnym krokiem bylo sprawdzenie ochronnego dzialania NIR
w badaniach in vivo. Opierajgc si¢ na uzyskanych wynikach moge sformutowac nastepujaca

hipoteze pracy:

Promieniowanie z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR) zastosowane

W odpowiedniej dawce dziala ochronnie na plytki krwi podczas zabiegu hemodializy

Celem naukowym niniejszej pracy doktorskiej jest zbadanie wplywu promieniowania
z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR) na wlasnoséci ptytek krwi uzwierzat poddanych
dlugotrwatej hemodializie (HD) i wykazanie jego ochronnego dziatania podczas krazenia
pozaustrojowego. Ponadto w ramach pracy przedstawiono autorska metode pomiaru agregacji
ptytek z wykorzystaniem znacznika spinowego, ktorg nastepnie wykorzystano w dalszych
badaniach.
Realizacje¢ celu pracy doktorskiej zostata podzielona na kilka etapow:
Faza wstegpna:
3. Dobranie modelu zwierzecego hemodializy
4. Sprawdzenie przydatnosci wybranego modelu zwierzecego do przeprowadzenia
zabiegéw HD
5. Opracowanie metodyki nefrektomii
6. Uzyskanie modelu mocznicy u zwierzat doswiadczalnych
Faza zasadnicza:
7. Wykonanie szeregu eksperymentow hemodializy z zastosowaniem promieniowania
NIR w czasie hemodializy i rownolegle standardowo (bez na$wietlania) u zwierzat
Klinicznie zdrowych oraz uosobnikdw, uktérych zostala wykonana obustronna

nefrektomia.
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8. Wykonanie analizy stanu ptytek uzyskanych z krwi owiec (poddanych nefrektomii)
pobranej w czasie hemodializy prowadzonej z ekspozycja na promieniowanie NIR
oraz standardowo (bez ekspozycji na NIR}.

9. Ocena skuteczno$ci zastosowania promieniowania NIR do ochrony ptytek w czasie
hemodializy.

Faza wstgpna byla wspolng czescia dla calego Zespotu uczestniczacego w realizacji
projektu: Wrovasc — Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo-Naczyniowej — Program
Operacyjny Innowacyjna Gospodarka, Badania i Rozwdj Nowoczesnych Technologii (Lider:
Wojewddzki Szpital Specjalistyczny we Wroctawiu), projekt byt realizowany w latach 2008—
2013.
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4. Materialy i metody badan

4.1. Przebieg doswiadczen na zwierzetach

Dos$wiadczenia byly przeprowadzone na 12 baranach pici meskiej z gatunku Merino
w wieku 16-18 miesi¢cy | poczatkowej masie 50,5-75,1 kg pozyskanych z tej samej hodowli
[22]. Zwierzgta przechodzily dwuetapowa obustronng nefroktomi¢ z tygodniows przerwa
miedzy zabiegami [39]. Przed drugim zabiegiem wprowadzano zylny dostep do hemodializy
w postaci dwuswiattowego cewnika (Permanent 14.5Fr x 28 cm dual-lumen Hemo-Flow
Dialysis Catheter, Medcomp, USA). Po dobie od drugiego zabiegu usunig¢cia nerki zwierzgta
przechodzity pierwsza z dziesigciu hemodializ. W zabiegach stosowane byly urzadzenia do
hemodializy Fresenius 4008S (Fresenius Medical Care, Germany) wyposazone W Standardowe
linie krwi dla dorostych i dializatory F5 HPS polysulfonowe low-flux dialyzers (Fresenius MC,
Germany). Podczas zabiegdw oczyszczania krwi (Rys. 4) maszyna dializacyjna zaopatrywana
byta w ultraczystg wod¢ mieszang ze standardowym koncentratem dializacyjnym, alkalicznym
dwuweglanowym 8,4% koncentratem i koncentratem kwasowym SW 381 A (Na* 138 mmol/I;
K* 3 mmol/l; Ca?* 1,5 mmol/l; CI" 110 mmol/l; Mg?* 0,5 mmol/I; glukoza 1 g/I; CHz COO" 3
mmol/l; HCO* 32 mmol/l; B. Braun Avitum AG, Germany) dostosowanych indywidualnie
wedlug potrzeb. Przed rozpoczeciem hemodializy zwierzetom podawana byta heparyna
sodowa W postaci dozylnego bolusa w dawce 5000 I.U., natomiast podczas dializy stosowana
byta ta sama antykoagulacja ze statg szybkoscig (1250 1.U./h) we wlewie tetniczym, ktorej
dawka byta okreslana podczas wstepnych eksperymentow jak ina podstawie wynikow
aktywowanego czasu krzepnigcia mierzonych na 30 min przed zakonczeniem procedury. Czas
trwania kazdej sesji hemodializy byta zalezny od masy ciata zwierzgcia i wynosit od 2 h 45 min
do 3 h 45 min. Efektywna szybkos$¢ przepltywu krwi byta na poziomie migdzy 271 a 371
ml/min, a ultrafiltracja miedzy 200 ml a 2000 ml na sesje dializy. Pod koniec kazdego zabiegu
zmniejszano szybkos¢ przepltywu krwi do 100 ml/min na 2 minuty W celu uniknigcia cofania
si¢ oczyszczonej krwi. W trakcie eksperymentow zwierzeta miaty nieograniczony dostep do
wody i pozywienia. Poza probkg krwi pobierang przed rozpoczeciem hemodializy (probka nr
1) badaniu poddawane byly probki pobrane do probéwki zawierajacej 3,2% cytrynian sodu

odpowiednio:
e na poczatku zabiegu z linii zylnej (probka nr 2, przed dializatorem) i tetniczej

(probka nr 3, za dializatorem);
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e po ok. 15 min trwania procedury z linii zylnej, kiedy nastgpowata najsilniejsza
aktywacja uktadu odpornosciowego (probka nr 4);

e na koniec zabiegu zlinii zylnej (probka nr 5, przed dializatorem) i t¢tniczej
(prébka nr 6, za dializatorem) - Rys. 5.

Wskaznik
ci$nienia zylnego

Zbiornik
tetniczy

Dializator

Pompa krwi tetniczej

Wskaznik ci$nienia Zacisk (klema) PE<
tetniczego drenu zylnego

Kaniula tetnicza Kaniula zylna

Rys. 4. Schemat uktadu eksperymentalnego (dializacyjnego) podczas pobierania prob.

pribka2 pribka 3 pribka 4

probka 5 pribka 6
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Rys. 5. Schemat ilustrujacy czas i miejsce pobrania probek.



Probki pobierano strzykawka minimalizujagc wywotywane tg procedurg zaburzenia i bez
zbednej zwloki umieszczano W pojemniku z plastikowego materiatu, by nie aktywowaé
czynno$ci plytek krwi. W zalezno$ci od przeznaczenia krwi do dalszej analizy byla ona
transferowana do probowki z odpowiednim antykoagulantem. W przypadku oceny zdolnoS$ci
agregacyjnych ptytek antykoagulantem byt 3,8% roztwor cytrynianu sodu w stosunku 1:9 (na
jedng cze$¢ antykoagulantu przypada 9 czesci krwi), ktory mimo wlasnosci chelatujgcych jony
wapnia zapewniat wystarczajace stezenie wapnia wystepujacego W krwi do zapoczatkowania
procesu agregacji. Jako antykoagulant krwi poddawanej analizie hematologicznej
I przeznaczonej do pomiaru licznosci plytek krwi stosowano roztwor wersenianu disodowego

(Na-EDTA), natomiast krew stuzaca do pomiaru jej sktadu jonowego pobierano na heparyne.

4.2. Preparatyka osocza bogatoplytkowego (Platelet Rich Plasma, PRP) z krwi
pelnej

Pipetowano po 1 ml krwi (lub 1,5 ml, jezeli byto dostgpne wiecej materiatu) do probowek
polipropylenowych stozkowodennych typu Eppendorf z zamknigciem o objgtosci 1,5 ml,
a nastgpnie wirowano w wirdwce laboratoryjnej chtodzonej MPW-350RS przy uzyciu wirnika
katowego 45° o numerze 11462 z maksimum 18000 obr/min przez 20 minut z predkoscia
1500 obrotoéw/min. (co daje przyspieszenie 209xg) w temperaturze pokojowej. W zaleznosci
od hematokrytu pipetowano ok. 0,5-0,6 ml supernatantu, ktore stanowito produkt PRP z krwi

pelne;.
4.3. Naswietlanie NIR

W grupie badawczej NIR krew znajdujagca si¢ W pozaustrojowym obiegu byta
naswietlana promieniowaniem z zakresu bliskiej podczerwieni. Napromiennik (Rys. 6) do
naswietlania krwi w ukladzie krazenia pozaustrojowego hemodializy, bazuje na filtrach
podczerwieni NIR IFG 098 firmy Schneider-Kreuznach oraz matowych zaré6wkach
halogenowych z reflektorami.
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Rys. 6. Napromiennik stuzacy do uzyskiwania promieniowania z zakresu bliskiej podczerwieni.

Promieniowanie wychodzace z napromiennika bylo emitowane przez zardéwki
halogenowe, nastepnie rozpraszane za pomoca dyfuzora i przepuszczane przez filtr
podczerwieni w sposob selektywny. Na wyjsciu napromiennika powierzchni¢ promieniowania
NIR ograniczat kwadrat 0 wymiarach 65mm x 65mm. Zaréwki zamontowane byty w kazdym
zrogéw obudowy i ustawione pod kagtem 30 stopni. Calo$¢ znajdowata si¢ w obudowie
0 wymiarach 120mm x 120mm x 60mm (Rys. 7). Rozmiar napromiennika dostosowany byt do

o$wietlanej powierzchni, a §rednica glowicy dializatora wynosita 60 mm.

Rys. 7. Konstrukcja napromiennika NIR.

Zastosowanie zarowek zreflektorami oraz wentylatora pozwolito na skuteczne

ograniczenie kumulacji ciepta kazdego emitera NIR. W osi pionowej napromiennikéw
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znajdowaly si¢ otwory 0 $rednicy 25mm, przez ktére przechodzity dreny. Sciany otwordéw
wykonane byly z grubych tulei aluminiowych, co chronito dreny przed §wiattem widzialnym
oraz cieplem emitowanym przez zaro6wki halogenowe. Temperatura zmierzona wewnatrz tulei

nie przekraczata 37°C.

Rys. 8. Napromienniki NIR w trakcie zabiegu hemodializy umocowany prostopadle do dializatora.

Najbardziej optymalnym miejscem naswietlania byt dializator. Emitery NIR
umieszczone byly po dwoch stronach dializatora - na wejsciu i wyjsciu linii krwi (Rys. 8).
Predkos$¢ przeptywu krwi w tym miejscu jest najmniejsza, a powierzchnia dostepu dla
promieniowania najwigksza. Sciany obudowy komory sg transparentne dla promieniowania
NIR. Do naswietlania powierzchni membrany dializacyjnej zastosowatam dwa napromienniki,
uzyskujac dzigki temu wigkszg powierzchni¢ ekspozycji krwi na NIR. Emitery NIR
umocowane byty na szynach wspotosiowo w odlegtosci 460 mm od siebie, a 100mm od glowic
dializatora (dtugo$¢ dializatora 26¢cm).

Wynaczyniona krew byla poddana procedurze naswietlania przez caly zabieg
hemodializy. Catkowita pochtonieta dawka—promieniowania NIR wyniosta 0,81 J/cm?®

w pelnym zasieggu promieniowania. Rozklad gestosci mocy promieniowania (Rys. 9)

emitowanego przez napromiennik NIR mierzony byt dla napigcia zasilajacego 230V [133].
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Powierzchniowa gesto$é mocy wynosita maksymalnie 4 mW/cm? na plaszczyznie membrany

dializacyjnej. Charakterystyka ta wyznaczona jest dla promieniowania, ktére przeszto przez

obudowe dializatora.

N

N\

GP [mW/cm?]
m3-4
m2-3
ml-2
m 0-1

Rys. 9. Rozklad gestosci mocy promieniowania NIR na powierzchni membrany dializacyjnej. Zrédto: na
podstawie [130 i 133].

Badania charakterystyki widmowej (Rys. 10) napromiennika NIR oraz wlasciwosci

optycznych polimeréw stosowanych do produkcji drendw i dializatoréw wykazaty brak

znieksztalcen ksztattu widm transmisyjnych polimeréw wzgledem widma emisyjnego

napromiennika NIR. Badane materiaty nie posiadaly widm absorpcyjnych w ponad 400nm

zakresie widmowym. Zaobserwowano jedynie efekt zmiany intensywnosci promieniowania

bedacy skutkiem wylacznie rozproszenia i thumienia promieniowania NIR na powierzchniach

naswietlanych polimerow [146].
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Rys. 10. Charakterystyka widmowa zrédta promieniowania, dializatora (A) i drenéw (B). Zrodto: na podstawie

[130].
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4.4. Ocena wlasnosci agregacyjnych plytek w krwi pelnej metoda impedancyjnag

Badanie agregacji ptytek krwi przeprowadzano z uzyciem dwukanalowego agregometru
Chrono-log 700 Series Whole Blood Lumi-Aggregometer moggcego pracowaé jako
agregometr fotometryczny, wykorzystujagc 0socze bogatoptytkowe, albo impedancyjny
analizujacy elektryczng impedancje krwi pelnej. Pomiaru impedancji (opor elektryczny)
w kuwecie zawierajacej probke peinej krwi dokonuje si¢ poprzez zanurzenie odpowiedniej
elektrody zbudowanej z dwoch przewodow z metali szlachetnych. W obwodzie przeptywa prad
zmienny mierzony w miliwoltach [mV], a urzadzenie pomiarowe mierzy impedancj¢ uktadu
wyrazong W Ohmach [Q]. Po krotkim czasie ustala si¢ rGwnowaga i na przewodach powstaje
pojedyncza warstwa ptytek krwi, co §wiadczy 0 statej wartosci impedancji charakteryzujace;j
uktad. Wskutek dodania czynnika stymulujgcego aktywnos¢ ptytek powstaje kolejna warstwa
i tym samym dochodzi do wzrostu impedancji uktadu, ktdrej zmiana w czasie zostaje
zarejestrowana za pomocg oprogramowania Chrono-log AGGRO/LINKS. Badanie agregacji
ptytek krwi metoda impedancji pozwala na analiz¢ procesu W §rodowisku krwi pelnej
z uniknieciem kolejnych zabiegow przygotowawczych wptywajacych na wynik badania.

Do pomiarow byly wykorzystywane materiaty (plastikowe kuwety P/N 367
I jednorazowe mieszadetka P/N 370 dla krwi pelnej) iagonisci (P/N 385 CHRONO-PAR
kolagen i P/N 384 CHRONO-PAR ADP rekonstytuowane zgodnie z zaleceniami) zakupione
| przeznaczone do tego urzadzenia.

Po wiaczeniu agregometru odczekano, az temperatura blokéw grzejnych osiggnie 37 °C.
W tym czasie elektroda pomiarowa byta wstepnie ogrzewana poprzez umieszczenie jej
w kuwecie w otworach wstgpnego ogrzewania. W otworach wstepnego ogrzewania ogrzewano
takze kuwety z umieszczonym mieszadetkiem, ktore W testach petnej krwi wypetniano 450 pl
soli fizjologicznej i po osiggnieciu gotowosci do pomiaru uzupetniano 450 pl proby badane;.
Przed pipetowaniem probowke zkrwig kazdorazowo delikatnie przechylano w celu
rownomiernego rozktadu komorek. Kuwety zbadang probg krwi wymieszang 2z solg
fizjologiczng nastgpnie grzano przez kolejne 5 minut w otworach inkubacyjnych. W metodzie
impedancyjnej tryb pomiaru urzadzenia ustawiony byt na IMPEDANCE. Osuszong ogrzang
elektrod¢ pomiarowg umieszczano W ogrzanej kuwecie zawierajagcg rozcienczong probke
(900ul) w odpowiednich kanatach pomiarowych, a koncowke przewodu elektrody wktadano
w gniazdo znajdujace si¢ W komorze pomiarowej. Nastgpnie dokonywano kalibracji sygnatu
dla kazdego uzywanego kanatu pomiarowego i ustawiano lini¢ bazowa na 0% i wzmocnienie

na 50%. W przypadku badania agregacji wywotanej ADP w tym etapie przygotowan do
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rozcienczonej krwi dodawano 50 pl 25 mM roztworu chlorku wapnia w celu spotegowania
dziatania tych agonistow 1ponownie Kkalibrowano poziom wzmocnienia sygnatu. Po
ustabilizowaniu linii bazowej w kanatach pomiarowych, zatrzymaniu pomiaru, wyborze opcji
Restart Current Test i uwidocznieniu poziomu wzmocnienia w momencie pojawienia si¢ linii
bazowej dodawano odczynnik powodujacy agregacje: 2 ul kolagenu (co daje 2 pg/ml
koncentracji finalnej) lub 10 ul ADP (koncentracja finalna 10 uM). Pomiar prowadzono przez
okoto 16 minut w celu monitorowania maksymalnego stopnia agregacji. W przypadku
prowadzenia badan na wigkszej ilosci probek w czasie trwania pomiaru przygotowywano
kolejne proby dla kazdego kanatu irozpoczynano ich wstepng inkubacje. Kazdy pomiar
konczono okreslajac punkty poczatkowe tuz po dodaniu agonistow i koncowe w przebiegu
zmian impedancji dla kazdej badanej probki, ktére postuzyly do dokonywanego przez
oprogramowanie automatycznego obliczania pola powierzchni pod zarejestrowang krzywa

bedace miarg zdolnosci ptytek do indukowanej agregacii.

4.5. Autorska metoda pomiaru agregacji plytek z wykorzystaniem znacznika

spinowego
4.5.1. Podstawy metody

W $wietle przedstawionego procesu aktywacji ptytek na szkle zrodzito si¢ pytanie, czy
jesteSmy W stanie zmierzy¢ zmiany plynnosci btony zachodzace na skutek kontaktu ptytek ze
szklem. Do tego celu zostata wykorzystana metoda sond spinowych w spektroskopii EPR. Do
aktywacji powierzchniowej ptytek postanowiono wykorzysta¢ szklane kapilary hematokrytowe
czgsto stosowane W badaniach spektroskopowych EPR probek plynnych z duzg zawarto$cia
wody, w ktorych niewielka $rednica kapilar skutecznie ograniczala niepozadang absorpcje
promieniowania mikrofalowego przez czasteczki wody. Do badania zmian ptynnosci btony
ptytek w produkcie bogatoptytkowym zastosowano sond¢ nitroksylowa pochodng kwasu 16-
doksylostearynowego (16-DSA) dyfundujacego do dwuwarstwy lipidowej btony komorkowej
z grupa reporterska znajdujaca si¢ W potowie dwuwarstwy, W odpowiednim stezeniu dobranym
przed realizacja eksperymentu i kazdorazowo po rekonstytucji nowego odczynnika (25 mg
sondy firmy Sigma lub TCI Chemicals roztwarzano 98% roztworem etanolu o obj¢tosci 2 ml)
— $rednio kilka pl sporzadzonego roztworu 16-DSA na 150 ul PRP. Po dodaniu znacznika do
PRP probke wytrzasano przez 20 minut w termomikserze MHR 11 HLC BioTech z predkoscia
ok. 500 obr/min i tak wyznakowanymi ptytkami napetniano nieheparynowane szklane kapilary

zatykane niedajgcym sygnatu pszczelim woskiem lub szczeliwem Bruker X-Sealant (Catalog
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No. 6130900) dedykowanym pomiarom w spektrometrze EPR. Po zestrojeniu spektrometru
dokonano rejestracji widma. Otrzymane widmo EPR posiada charakterystyczny ksztatt trypletu
odzwierciedlajacy obecno$é niesparowanego elektronu W poblizu magnetycznego jadra N4

(Rys. 11).
4.5.2. Widmo i jego skladowe

W celu dokonania interpretacji zarejestrowanego widma z materiatu bogatoptytkowego
wyizolowane zostaly ptytki metoda powtarzanego wirowania i ptukania, ktore nastepnie
zostaly wyznakowane tg samg sondg (Rys. 11). Z drugiej strony jako zblizone $rodowisko,
w ktorym znajduja si¢ ptytki w produkcie bogatoptytkowym, przygotowano roztwoér albuminy,
biatka 0 najwigkszym stgzeniu w 0soczu i dodatkowo wigzacym W nim miedzy innymi kwasy
tluszczowe, do ktorego takze zostata wprowadzona sonda 16-DSA (Rys. 12, Rys. 13).
Zestawienie ze sobg uzyskanych widm (Rys. 14) czytelnie pokazuje pochodzenie i wktad pasm
pochodzacych od poszczegdlnych elementow do widma uzyskanego z materialu

bogatoptytkowego.
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Rys. 11. Widmo: 14-sto dniowe ptytki wyizolowane metoda powtarzanego wirowania i ptukania znakowane
sonda 16-DSA.
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Rys. 12. Widmo: roztwor albuminy, do ktérego takze zostala wprowadzona sonda 16-DSA.
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Rys. 13. Widmao: ptytki w PRP z wprowadzong sondg 16-DSA.
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Rys. 14. Zestawienie (nalozenie) widm pokazanych powyzej (opis w tekscie).
4.5.3. Dynamika zmian. Wyznaczane parametry

Wida¢, ze stosunek amplitudy sygnatu niskopolowego h+1 do amplitudy sygnatu
centralnego ho wyraza wilasno$¢ plytek wtak ztozonym widmie, ajednoczesnie h+1/ho

charakteryzuje ruchliwo$ci znacznika w dwuwarstwie lipidowej i ptynnos¢ btony komorkowej
plytek [65].
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Rys. 15. Amplituda sygnatu niskopolowego h.1 i amplituda sygnatu centralnego ho.
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Dlatego tez jako parametr charakteryzujacy dynamike ptytek wyznaczano stosunek amplitudy
sygnalu niskopolowego h+1 do amplitudy sygnatu centralnego ho. Im wigksza warto$¢
parametru, tym wigksza ruchliwo$¢ znacznika w dwuwarstwie lipidowej, co przektada si¢ na
wickszg ptynnos¢ blony komorkowej ptytek. Tym samym mozliwo$¢ badania wtasnosci ptytek
krwi w materiale bogatoptytkowym pozwala na unikniecie koniecznos$ci izolacji plytek,
a jednoczesnie nie doprowadza si¢ do ich aktywacji wskutek wielokrotnego zwirowywania.
Poniewaz w procesie aktywacji dochodzi do przejsciowych zmian w komorce, zostato
sprawdzone, czy proces ten uwidoczni si¢ takze w postaci zmian zachodzacych w btonie ptytek
W czasie aktywacji wywotanej kontaktem ze szklem poprzez rejestracje kolejnych widm od
momentu umieszczenia komorek w szklanej kapilarze, zaczynajac pomiar czasu od momentu
kontaktu komorek ze szklem. Otrzymywane na tej podstawie krzywe przedstawiaty zalezno$ci
zmian widma znacznika 16-DSA w czasie kontaktu plytek ze szklem — wyznaczany z widm
parametr h:i/ho wykazal ewolucj¢ wartosci wraz czasem kontaktu ptytek ze szklang

powierzchnig (Rys. 16).
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Rys. 16. Kinetyka zmian wyznaczanego z widm znacznika 16-DSA parametru h+1/h0 w czasie kontaktu plytek
ze szktem.

Kinetyka zmian tego parametru demonstruje jego wzrost $wiadczacy 0 wzrastajacej
ruchliwos$ci znacznika w dwuwarstwie lipidowej itym samym rosngcej ptynnosci blony
komorkowej ptytek, po czym nastepuje uzyskanie przez niego stanu rownowagi. Na podstawie
krzywych przebiegu zmian tego stosunku reprezentujacych kinetyki aktywacji mozliwe jest

okreslenie czasu potrzebnego do osiagnigcia przez plytki stanu roéwnowagi oraz warto$ci
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stosunku h+1/ho wtym stanie, kiedy stezenia wapnia wraca do stanu poczatkowego (Rys. 17)
[140].
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Rys. 17. Przyklad zmian w Ca?" i zarejestrowanych przez intensywno$¢ fluorescencji ludzkich ptytek krwi
inkubowanych z prokaing przed dodaniem EDTAK2 i ADP. Przedzialy czasowe, w ktérych do pozywki
inkubacyjnej dodawano EDTAK2 i ADP, zaznaczono odpowiednio | i 1. Dane wygtadzone przy uzyciu
oprogramowania Perkin-Elmer LS50B [118].

06 —

058 —

056 — . « 0t T

h+1/h0 [']

054 —

052 —

e I UL B T ]
U\/ 4 8 12 16 20

czas umieszczenia w kapilarze [min]

Rys. 18. Zmiany stg¢zenia wapnia wewnatrzkomorkowego zarejestrowane w czasie aktywacji ptytek zestawione
ze zmianami rejestrowanymi z widm znacznika 16-DSA w czasie kontaktu ptytek ze szklem.
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Rys. 19. Idea wyznaczenia parametrow okreslajacych aktywnos¢ badanych komorek poprzez dopasowanie funkcji
wielomianowej (linia niebieska, kreska-punkt) i linii prostej (linia czerwona, kreskowa).

Dlatego zostaty zaproponowane charakterystyczne parametry ilosciowe okreslajace aktywno$¢
badanych spektroskopowo komorek wyznaczane przy pomocy dopasowania do punktow
pomiarowych (Rys. 19):

e funkcji wielomianowej drugiego stopnia w czesci wzrastajacej krzywej, ktora
postuzyta do okreSlania czasu to, po jakim komoérka osigga stan wzglednej
rownowagi,

e linii prostej wczesci krzywej osiagajacej stabilizacje, na podstawie ktorej
wyznaczano warto$¢ stosunku h+1/ho w stanie rownowagi ptytek (An).

Im wigksza jest warto$¢ parametru An i tym samym ptynno$¢ btony komoérkowej ptytek,
tym mniejsza jest ich aktywacja. W przedstawionej metodzie oceny aktywacji ptytek
wywotanej kontaktem ze szklem pomiary spektroskopowe byly przeprowadzane
z wykorzystaniem spektrometru EPR produkcji Politechniki Wroctawskiej z modutem
mikrofalowym MX-202R i modutem przemiatajagcym uP S2-036M pracujacym w pasmie X.
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Warto$ci rejestrowane byly przy nastepujgcych parametrach: amplituda modulacji — 0,63 mT,
pole centralne — 338,5 mT, szeroko$¢ przemiatania — 10 mT, czas przemiatania — 64 s, stata
czasowa — 0,3 s, z wykorzystaniem opcji automatycznej rejestracji widm w odstepie czasowym
co 25, notujac czas jaki uplyngl od napeinienia kapilary do zakonczenia pierwszego
przemiatania. Pomiary wykazaly, ze proces ustalenia si¢ stanu rownowagi zostaje osiggnicty
w czasie ok. 20 minut od momentu wprowadzenia wyznakowanego preparatu do szklanej
kapilary (punkt startowy, czas 0), dlatego dokonywano rejestracji 15 widm.

4.5.4. Weryfikacja metody. Poréwnanie z innymi technikami

Powierzchniowej aktywacji ptytek towarzyszy wieloetapowa zmiana ksztattu, ktéra ma

miejsce w procesie adhezji (Rys. 20) [5].

Rys. 20. Ta sama ptytka w roznych stadiach jej przemiany z formy sferoidalnej tuz po zetknigciu z podtozem (a)
do postaci w petni roztozonej (h). Czasy wykonywania mikrofotografii to 0, 1, 2, 3,4, 7, 8 i 13 minut dla etapow
a-h. Widoczne struktury obejmuja pseudopodia (Ps), ciata ggste (DB) i kratery (Cr) [5].

Rys. 21. Etapy adhezji plytek; skaningowy mikroskop elektronowy: plytka spoczynkowa o ksztalcie
dyskoidalnym, tuz po zetknieciu z podlozem (a), wczesna posta¢ aktywacji, zmiana ksztaltu i emisja
pseudopodiow — forma 1 (b), pdzna forma aktywacji, ptytka rozitozona, przylegajaca do szkta, calkowicie
rozpostarta — forma 2 (c) [http://www.platelet-research.org, dostep: 30.03.2021].
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To samo dzieje si¢ W plytkami na powierzchni szkta. A zatem zmiany rejestrowane w widmach
towarzysza przeksztalcaniu si¢ postaci plytek z nieaktywowanych w ptytki przylegajace do
szkta i majace posta¢ catkowicie rozpostartych (fully spread, Rys. 21).

Rys. 22. Adhezja ptytek do powierzchni szkla: zmiana ksztaltu i emisja pseudopodiow — forma 1; mikroskop
optyczny z kontrastem fazowym i obiektywem immersyjnym (x100/1.25).

Rys. 23. Adhezja plytek do powierzchni szkta: pozna postaé, ptytka roztozona, przylegajaca do szkta, catkowicie
rozpostarta — forma 2; mikroskop optyczny z kontrastem fazowym i obiektywem immersyjnym (x100/1.25).
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Dlatego jednoczeénie Z pomiarami spektroskopowymi dokonywane byly czasowe obserwacje
aktywacji na szkle wobrazie mikroskopowym okreslajace etapy adhezji plytek
z wykorzystaniem mikroskopu optycznego z kontrastem fazowym i obiektywem immersyjnym
(x100/1.25). Produkt bogatoptytkowy byt wtym celu umieszczany na szkietku
mikroskopowym i dla kazdego z badanych preparatéw wykonywano seri¢ zdje¢ 0 znanym
czasie, jaki uptyngl od momentu umieszczenia kropli PRP na szkietku mikroskopowym
oznaczonym jako czas t=0 w celu rejestracji zmian w adhezji komoérek dokonujacych si¢ wraz
Zuptywem czasu. Na podstawie uzyskiwanych zdje¢ dokonywana byta klasyfikacja
aktywowanych ptytek do jednej ztrzech grup: bedacej we wczesnym fazie adhez;ji
z charakterystycznymi wypustkami (pseudopodiami, Rys. 22), osiagajace pozny etap
calkowitego rozpostarcia (fully spread) lub tworzace agregaty (Rys. 23), wyrazona jako
procentowy udzial danej formy =zmienionego ksztattu posréd wszystkich komorek

przylegajagcych w danym momencie.
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Rys. 24. Zmiany ksztattu komorek w czasie aktywacji powierzchniowej (zestawienie czasowe widm i zdjgc).
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Obserwacje te potwierdzity, ze zakres czasowy rejestracji widm EPR w przyblizeniu pokrywa
si¢ Z czasem osiggania przez ptytki formy catkowicie rozpostartej w procesie adhezji na szkle,
a tempo przylegania komorek odzwierciedla tempo wzrostu badanego parametru w krzywej
kinetycznej (zestawienie czasowe widm i zdje¢, Rys. 24).

Dla potwierdzenia, ze dokonywane obserwacje sg zwigzane Z aktywacjg powierzchniowg
plytek na szkle, a nie wynikaja z zachodzenia innych proceséw, przetestowano zachowanie
stosunku h+1/ho dla ptytek, ktore nie byly aktywowane. Badanie stanu ptytek na poziomie
blonowym stanowigcym stan wyjSciowy poprzedzajacy aktywacje indukowang szklang
powierzchnig przeprowadzono zastepujac szklang kapilare kapilarg z tworzywa sztucznego
TPX (polimetylopentenu, PMP), Kktdéra w zatozeniu niec aktywuje komoérek. Ten
termoplastyczny, niepolarny polimer zgodnie zinformacjami producenta (MITSUI
CHEMICALS) jest stosowany w opakowaniach przepuszczajacych powietrze, wyposazeniu
medycznym i laboratoryjnym, elementach mikrofalowych, kuchennych. Charakteryzuje si¢
gesto$cig 0,84 g/cm?, przezroczystoscia, wysoka przepuszczalnoscig gazéw, odpornoscia
chemiczng, niska absorpcja wilgoci, matym napigciem powierzchniowym wynoszacym
24 mN/m, wspotczynnikiem zatamania 1,460 £ 0,005 dla fali od $wiatla widzialnego do
100 GHz, o witasnosciach dielektrycznych statej € = 2,1 i wspotczynnikiem dyssypacji tg 6 =
0,0008 (przy 12 GHz) pozwalajacych na zastosowanie W polach o wysokiej czestotliwosci.
Przygotowanie probek i rejestracji dokonywano analogicznie do procedury w kapilarach
szklanych.

Otrzymane widma wykazaty odmienny przebieg procesow zachodzacych w kapilarach
z r6znych materiatow (Rys. 25), a losowe zmiany badanego parametru w czasie od momentu
umieszczenia komdrek w kapilarze z TPX zdajg si¢ potwierdza¢ zwigzek monitorowanych
zmian ptynnosci z aktywacja wywotang kontaktem ze szktem, wskazujac na szkto jako czynnik
aktywujacy komorki bedace odpowiedzialne za ksztatt uzyskanych za pomoca spektroskopii
EPR kinetyk. Duzy rozrzut wartosci W kapilarze TPX mozna wytlumaczy¢ duzo gorsza
jakos$cia widm wynikajaca z badaniem zdecydowanie mniejszej objetosci probki ze wzgledu na
wymiary tej kapilary, co przeklada si¢ na rejestracje stabszego sygnatu i wystgpowanie
wickszego szumu W widmach. Pojawiaty si¢ pomiary, ktore wykazywaty pewng tendencje
wzrostu ptynnosci blony ptytek takze w kapilarze TPX. Uzasadnieniem tych spostrzezen moze
by¢ wstepna aktywacja ptytek dokonana w czasie przygotowywania probek. Nalezy wzig¢ pod

uwage, ze polimer, z ktérego wykonana jest wspomniana kapilara, nie jest materiatem
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catkowicie obojetnym dla plytek krwi, w zwigzku z tym nie mozna catkowicie wykluczy¢

wywotania ich aktywacji.
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Rys. 25. Zestawienie Kinetyk parametru h.1/ho wyznaczanego z widm znacznika 16-DSA uzyskanych za pomoca
kapilary szklanej i kapilary z tworzywa sztucznego TPX.

4.5.5. Weryfikacja metody. Badanie plytek o zmienionym stanie aktywnosci

Prezentowang metode poddano weryfikacji pod katem zdolnosci wykazania réznych
stanéw funkcjonalnych ptytek krwi. Zadanie to realizowane byto poprzez modyfikacje stopnia
aktywacji przeprowadzane na materiale bogatoptytkowym uzyskanym z ubogoleukocytarnych
koncentratow ptytkowych.

Zablokowanie funkcji plytek W znaczacym stopniu mozliwe jest poprzez zastosowanie
antykoagulantu takiego jak wersenian disodowy (EDTA). EDTA chelatuje dwudodatnie jony
zapobiegajac tworzeniu skrzepu, dlatego ma zastosowanie jako antykoagulant [145]. Wplywa
to na procesy plytkowe zalezne od wapnia takie jak kurczenie aktomiozyny, aktywacja
aktomiozynowej ATPazy, glikogenolizy, aktywnosci fosfolipazy czy fosforylacji biatek.
Z drugiej strony istotny w procesie adhezji ptytek do szkta fibrynogen i jego receptor wymaga
wapnia do aktywacji. Pokazano, ze zastosowanie czynnikoéw chelatujacych jony wapnia
powoduje znaczace obnizenie przylegania ptytek krwi, ale nie ich catkowite zahamowanie.
Jednoczesnie obserwowano roznice W morfologii przylegajacych komorek zwigzane z brakiem
wapnia, ktore zachowaly normalny ksztatt z okazjonalnymi pseudopodiami (,,sferyczne

kolczaste™) i posiadaly typowy losowy rozktad organelli jak w stanie spoczynku, zachowujace
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jednak mozliwos¢ adhezji w postaci catkowitego rozprzestrzeniania zachodzacej po
wzbogaceniu $rodowiska jonami wapniowymi. Sugeruje si¢, ze zmniejszenie adhezji przy
braku jonéw wapnia moze wynika¢ z odczepiania plytek z powierzchni, wskazujac na
wzmacniajgce wigzania dziatanie wapnia lub jego niezbedny udziat w etapie rozprzestrzeniania
poprzez wptyw na wigksza deformowalnos¢ ptytek [143]. Okazuje si¢, ze EDTA dziata
uszkadzajaco na ptytki, powodujac konwersje OSC w wydtuzone segmenty, utrate zdolnosci
agregacyjnych | adhezyjnych do szkta, dysocjacje¢ receptora GPIIb/Illa, ale nie wptywa na
zdolno$¢ obkurczania skrzepu [144, 145]. Zastosowanie wewnatrzkomorkowego czynnika
chelatujacego jony wapnia (np. Quin II) zapobiega wzrostowi poziomu wapnia zwigzanego
Z powierzchniowa lub W roztworze, hamujac tworzenie sieci lamelopodium inowych
filamentéow aktynowych, ale nieanormalnych wigzek aktynowych wypetiajacych
pseudopodia, ktére na powierzchni szklanej tworza jedno lub kilka pseudopodiow formujacych
petle zawracajace W Kierunku komorki [146].

Procedura ograniczenia zdolno$ci do aktywacji ptytek dzigki dziataniu EDTA zostata
wykorzystana do przetestowania mozliwo$ci zastosowania metody pomiaru kinetyki widm
EPR w szklanej kapilarze do oceny aktywnosci ptytek. Rozny stopien hamowania aktywacji
osiggnieto poprzez wprowadzenie antykoagulantu W r6znym stezeniu, a pomiary te wsparto

obserwacjami mikroskopowymi zdolnosci adhezyjnych ptytek na szkietku mikroskopowym.
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Rys. 26. Zestawienie Kinetyk parametru h.1/ho wyznaczanego z widm znacznika 16-DSA uzyskanych dla
produktu bogatoptytkowego i produktu bogatoptytkowego z dodatkiem EDTA.
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Pomiary wykazaty, Zze po zastosowaniu EDTA w najwigkszym st¢zeniu stan rownowagi

kinetyk zarejestrowanych spektrometrem EPR przejawiat duzo wyzsza warto$¢ niz przy braku

antykoagulantu i zmniejszata si¢ wraz z coraz mniejszym stezeniami EDTA w materiale

bogatoplytkowym, co wskazuje na wzrost ptynnosci btony plazmatycznej ptytek z rosnaca

zawartoscig EDTA ioznacza mniejszg aktywacje (Rys.

26). Jak pokazaly obrazy

mikroskopowe, w najwigkszym zastosowanym stezeniu EDTA obserwowana byta ograniczona

adhezja, w ktorej przewazata forma z pseudopodiami i podobnie ze spadkiem koncentracji

antykoagulantu ptytki przejawiaty zwiekszone zdolnosci do rozprzestrzeniania si¢ (Rys. 27).
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Rys. 27. Zestawienie zmian przybieranych ksztattow przez ptytki w kontakcie ze szktem obserwowane pod

mikroskopem (odsetek komdrek w formie z pseudopodiami — rysunek wyzej i w postaci catkowicie rozpostartej

— rysunek nizej) dla produktu bogatoptytkowego i produktu bogatoptytkowego z dodatkiem EDTA.

99



Aktywacja wywotlana wskutek kontaktu z powierzchnig jest procesem, ktory rézni si¢ od

aktywacji wywotanej przez agonistow polegajacej na wygenerowaniu szlakow sygnatowych

zapoczatkowanych wigzaniem ligandow z receptorami btonowymi.

4.6. Metody statystyczne wykorzystane do analizy wynikéw badan

Opisany w rozdziale 3 cel badan implikuje, W ujeciu statystycznym, nastgpujace zadania:

zbadanie jednorodnosci zbiorowos$ci przebadanych zwierzat (owiec) w zakresie
grupy kontrolnej oraz grupy poddanej ekspozycji NIR;

ocena istotnosci wptywu NIR na parametry krwi, ktoére byly zbierane podczas
prowadzenia badan;

statystyczna ocena wplywu liczby powtorzen dializ oraz poszczegdlnych préb
podczas prowadzenia dializy na zréznicowanie badanych parametrow;
jakosciowa ocena wplywu (stymulujaca, destymulujaca) predyktoréw
jakosciowych (NIR, nr dializy, nr probki w ramach danej dializy) na parametry
krwi, co do ktorych mamy potwierdzone statystycznie istotne zréznicowanie

w trakcie badan.

Z uwagi na przyjety cel badan cata analiza statystyczna polega¢ bg¢dzie na ocenie

istotnosci wplywu wybranych promieniowania NIR, nr dializy oraz punktu pomiarowego

w ramach danej dializy na okreslone parametry krwi. Z uwagi na fakt, ze w do§wiadczeniach

obicktami badan sg zwierz¢ta (obiekty generalnie dosy¢ zrdéznicowane) nalezy W pierwszej

kolejnosci przeprowadzi¢ weryfikacje jednorodno$ci zbiorowosci w ramach badanych grup

(kontrola — NIR). Do tego celu wykorzystano nichierarchiczng metode dyskryminacji — analizg

skupien. Podstawowa ideg tej metody jest rozdzielnie obiektéw do pewnej liczby grup

»podobnych” do siebie obiektow, ktdre z drugiej strony nie sg ,,podobne” do obiektOw

Z pozostatych grup. Tego typu grupowanie moze, W przypadku badan na réznych (z punktu

widzenia biologicznego) osobnikdw, wnie$¢ wiele W poznanie struktury populacji. Mozna

tutaj:

dokona¢ redukcji olbrzymiego zbioru danych wejsciowych do $rednich
poszczegdlnych grup;
potraktowaé rozdzielenie zmiennych na grupy jako wstep do dalszych

wielowymiarowych analiz.

Metode analizy skupien stosujemy wowczas, gdy nie dysponujemy (na poczatku)

zadnymi hipotezami a priori, a zarazem jesteSmy W fazie eksploracyjnej naszych badan. Stad
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na tym etapie testowanie statystycznej istotnosci (poziom wspotczynnika istotnosci p) nie ma
tutaj zastosowania. W przypadku naszych badan do oceny ,niepodobienstwa” obiektow

wykorzystano odlegtos¢ Euklidesowa jako miarg:

d(x¥) =05 - %) @

gdzie: X =(X,.... %, ); Y=(Yirr ¥, )

Dwa obiekty sa tym bardziej niepodobne, im wigksza jest odlegto$¢ migdzy nimi. Stad
w skupienia tgczy si¢ obiekty lezace blisko siebie, a daleko od innych, tworzacych inne
skupienie [118].

Po wykonanej analizie skupien 1wyodrebnieniu grup podobnych (ewentualnie
odrzuceniu skrajnie odlegtych) poddano ocenie wptyw czynnikdéw predykcyjnych na wybrane
parametry krwi z wykorzystaniem jednoczynnikowej, wieloczynnikowej i wielowymiarowej
analizy wariancji (ANOVA, MANOVA). We wszystkich przeprowadzonych analizach,
podobnie jak w analizie wariancji dla klasyfikacji pojedynczej, bada si¢ wptyw czynnika
klasyfikujacego (predyktora jako$ciowego kontrolowanego na wielu poziomach) na wyniki
zrealizowanego badania. Inaczej mowiac dla kazdej badanej cechy nalezy zweryfikowaé
hipoteze, Zze srednie W grupach sg jednakowe:

Hoo=1,=...= 1, (2
wobec hipotezy alternatywnej:
H,: co najmniej dwie srednie rdznia si¢ migdzy soba (3)

Parametryczna analiza wariancji musi by¢ poprzedzona zweryfikowaniem
podstawowych zatozen:

e analizowana zmienna musi by¢ mierzalna;

e rozwazanych Kk niezaleznych populacji ma rozkltady normalne N ( ,ui,O'i) ,

i=12,..k;

e rozkltady te majg jednakowa wariancje, o =0} =...= 0} =o°.

Niespelnienie ww. warunkdw podwaza wiarygodno$¢ wynikow uzyskanych
z parametrycznej analizy wariancji. W przypadku ztamania zatozenia 0 jednorodnosSci
wariancji uzyteczna moze si¢ okaza¢ wartos¢ testu F z poprawka Welcha.

Model wielowymiarowej analizy wariancji (MANOVA) staje si¢ optymalnym wyborem,
gdy mierzalne zmienne objasniane (tutaj wybrane parametry krwi) traktowane sa jako

powigzane ze sobg, atym samym tworzg one strukture relacyjng cech, ktorg sensownie —
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W catosci lub W czg$ci — da si¢ interpretowac merytorycznie. Implikuje to potrzebg wylonienia
(ewentualnie) ich podzbioru mozliwie najsilniej roéznicujacego analizowane populacje
niezalezne (wskazane przez poziomy zmiennych objasniajacych — tutaj: K/NIR, nr dializy, nr
probki w dializie) oraz okre$lenia wkladu kazdej ze zmiennych w dyskryminacji miedzy
populacjami. Wspomniane aspekty okresli¢ mozna, odpowiednio jako problem selekcji
zmiennych i problem ich uporzadkowania [42].

Analize wynikéw badan przeprowadzono z wykorzystaniem pakietu statystycznego
Statistica firmy Tibco v. 13.3. W kazdym przeprowadzonym testowaniu okre§lono progowsa

warto$¢ poziomu istotnosci p=0,05.
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5. Wyniki badan
5.1. Ocena wynikow uzyskanych badan z wykorzystaniem analizy skupien

Na poczatku analizy przeprowadzono niehierarchiczng metod¢ dyskryminacji —
uogoblniong analize skupien dla calej badanej zbiorowosci (badanych zwierzat - sheep)
Z podziatem na dwa roztaczne podzbiory. Jako$¢ tego podziatu decyduje 0 jednorodnosci

badanych grup. Wyniki klasyfikacji przedstawiono w Tab. 3 i Tab. 4.

Tab. 3. Wyniki uogdlnionej analizy skupien dla grupy kontrolnej (K).

prébka=K Tabela liczno$ci dla zmiennej jakosciowej: sheep (Arkusz
in Analysis non_kidneys.stw) Liczba skupien: 2 Catkowita liczba
przypadkow uczacych: 319
Skupienie 1 Skupienie 2 Razem
1 45 0 45
2 35 5 40
4 32 15 47
6 1 44 45
7 0 50 50
9 3 46 49
12 26 17 43

Tab. 4. Wyniki uogolnionej analizy skupien dla grupy NIR.

prébka=NIR Tabela licznosci dla zmiennej jako$ciowej: sheep
(Arkusz in Analysis non_kidneys.stw) Liczba skupien: 2 Calkowita
liczba przypadkéw uczacych: 234
Skupienie 1 Skupienie 2 Razem
3 48 0 48
5 0 47 47
8 49 0 49
10 46 0 46
11 44 0 44

W Tab. 3 wyraznie wida¢ mato precyzyjne sklasyfikowanie dwoch obiektow 4 i 12,
natomiast w Tab. 4 widzimy wyrazne rozgraniczenie obiektu 5 od pozostatych. O stopniu
waznosci naszej klasyfikacji (jakosci klasyfikacji) decyduje wynik testu niezaleznos$ci, ktory
odpowiednio dla K i NIR przedstawiono w Tab. 5 i Tab. 6. Bardzo niski poziom istotno$ci p

wskazuje na wysoka istotno$¢ naszej klasyfikacji w obrgbie obydwu analizowanych grup.

Tab. 5. Wyniki testu niezaleznoéci klasyfikowanych skupien dla grupy kontrolnej (K).

prébka=K Testy niezalezno$ci dla zmiennych jako$ciowych (Arkusz in Analysis_non_kidneys.stw) Liczba
skupien: 2 Catkowita liczba przypadkdéw uczacych: 319

df Chi-kwadrat Warto$é p G-kwadrat Warto$é p

sheep 6 202,959 0,000000 259,498 0,000000
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Tab. 6. Wyniki testu niezaleznosci klasyfikowanych skupien dla grupy NIR.

prébka=NIR Testy niezaleznosci dla zmiennych jako$ciowych (Arkusz in Analysis_non_kidneys.stw) Liczba
skupien: 2 Calkowita liczba przypadkéw uczacych: 234

df Chi-kwadrat Warto$é p G-kwadrat

sheep 4 234,000 0,000000 234,742

Wartos¢ p
0,000000

Wynik wstepnej klasyfikacji obiektow wskazuje na mozliwos$¢ eliminowania obiektow
zarowno w grupie kontrolnej (K) jak i grupie NIR. W kolejnym kroku podejmowano rdzne
mozliwo$ci eliminacji obiektow i za kazdym razem weryfikowano jednorodnos$¢. Okazato sig,
ze najbardziej drastyczny wariant — eliminacja obiektow 4, 5 i 12 — data zadowalajacy efekt.

Wiyniki klasyfikacji catej zbiorowosci na dwa roztaczne zbiory sg 100% (Tab. 7).

Tab. 7. Wyniki uogdlnionej analizy skupien dla catej zbiorowosci po odjeciu owiec 4, 51 12.

Tabela licznosci dla zmiennej jako$ciowej: probka
(Data NK_ Del w Analysis_non_kidneys.stw) Liczba skupien: 2

Calkowita liczba przypadkow uczacych: 416
Skupienie 1 Skupienie 2 Razem
K 229 0 229
NIR 0 187 187

Wyniki testowania statystycznie istotnej niezaleznosci skupien oraz standaryzowang

odlegtos¢ migdzy skupieniami przedstawiono odpowiednio w Tab. 8 i Tab. 9.

Tab. 8. Wyniki testu niezaleznos$ci klasyfikowanych skupien dla badanej zbiorowosci statystycznej po odjeciu

owiec 4, 5, 12.

Testy niezaleznosci dla zmiennych jakosciowych (Data NK Del w Analysis non_kidneys.stw) Liczba

skupien: 2 Catkowita liczba przypadkéw uczacych: 416

df Chi-kwadrat

Wartos¢ p

G-kwadrat

Warto$¢ p

probka

1 416,000

0,000000

572,451

0,000000

Tab. 9. Standaryzowana odleglo$¢ miedzy skupieniami (domys$lnie skupienie 1 — K, skupienie 2 — NIR).

Standaryzowana odleglo$¢ miedzy centroidami k-$rednich (Data NK Del w
Analysis non_kidneys.stw) Liczba skupien: 2

Skupienie 1 Skupienie 2
Skupienie 1 0,00000 1,11147
Skupienie 2 1,11147 0,00000
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5.2. Analiza zmian zachodzacych podczas trwania hemodializy uwzgledniajaca
miejsce i czas pobrania krwi na podstawie wynikow wszystkich dializ (10

zabiegOw) i bez rozroznienia na grupe kontrolng i naswietlang

Dla oceny zmian badanych parametrow podczas trwania zabiegu hemodializy
przeprowadzono jednoczynnikowa analiz¢ wariancji w odniesieniu do poszczegdlnych
punktéw w dializie (metodyka - punkty pomiarowe 2-6, z dializy na dializ¢) bez podziatu na
grupy.

Na poczatku zweryfikowano zatozenia testu ANOVA. Na podstawie wykonanych
wykresow prawdopodobienstwa nie stwiedzono odstgpstw od normalnosci rozktadow dla
poszczegblnych zmiennych. Przeprowadzony test Levene’a do analizy jednorodnos$ci wariancji
w grupach okazat si¢ istotny statystycznie w przypadku ADP, co daje podstawy do odrzucenia
tej hipotezy. Ze wzgledu na nieznaczne niespelnienie zalozenia dla jednej zmiennej
przeprowadzona zostata analiza z poprawka Welcha. Wykresy normalnos$ci oraz wyniki testu
Levene’a zamieszczono w Zalaczniku 1.

Analiza wykazala statystycznie istotne zroznicowanie W obrgbie pojedynczego zabiegu
dla zmiennej ADP (AUC) oraz EPR-nas, przy czym badany parametr zwigzany z ptynnoscia
cechuje si¢ zdecydowanie wigkszg zmiennoscig (czterokrotnie wigksza warto$¢ testu F, Tab.

10).

Tab. 10. Wyniki jednoczynnikowej ANOVA z poprawka Welcha. Czynnik: punkty pomiarowe podczas dializy.

Analiza wariancji. Zaznaczone efekty sa istotne dla p <,05
Variable Wé;gttdf ngquf Welch F Welch p
koll (AUC) 4 292,455 0,438 0,780781
ADP (AUC) 4 291,976 3,588 0,007114
EPR-czas 4 291,772 0,768 0,546648
EPR-nas 4 292,264 14,714 0,000000

Analiza pokazuje postepujace z czasem dializy oslabienie odpowiedzi plytek na
stymulacje ADP, na co wskazuja istotnie statystycznie nizsze wartosci (odpowiednio 0 ok. 25%
i 30%) po 15min krazenia i ostatniej w poréwnaniu do pierwszej (przed dializatorem) pobranej
probki krwi. Mozna zauwazy¢ takze potegujacy to zjawisko efekt (Rys. 28) przejscia krwi przez
dializator, (cho¢ wyniki testéw post-hoc pomigdzy probkami nie wykazaty istotnie
statystycznego zréznicowania). Wyznaczany spektroskopowo parametr ptynnosci btony plytek

pokazuje roznice pomie¢dzy poczatkowymi i koncowymi punktami analiz (Rys. 29). Pod koniec
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dializy (probki 5 i 6) ten parametr podobnie ulega wyraznemu zmniejszeniu W stosunku do
poczatkowego etapu zabiegu (istotnie statystycznie nizsze w odniesieniu do punktow 2, 3 i 4),

co wskazuje na zmniejszenie ptynnos$ci blony ptytek wywotang procedurg hemodializy.
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. T |
J P
90 l o
T

70 : ' : ' ' o Srednia
2 8 3 5 6 [JSredniatBlad std
dialysis_sample T Srednia+1,96*Btad std

ADP (AUC)

Rys. 28. Wykres box-plot dla zmiennej ADP (AUC) w odniesieniu do poszczegolnych punktow pomiarowych w
dializie.
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Rys. 29. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-nas w odniesieniu do poszczegdlnych punktéw pomiarowych w
dializie.
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Oznacza tym samym postepujacg aktywacja komorek, ktéra moze skutkowaé pogorszeniem
wlasnosci agregacyjnych. Wptyw przej$cia komorek przez dializator na ptynno$¢ ich btony jest
prawdopodobnie wickszy na poczatku zabiegu, cho¢ wyniki testow post-hoc pomiedzy
poczatkowymi punktami (2, 3, 4) i dwoma koncowymi (4, 5) nie pokazaly zréznicowania
statystycznie istotnego.

Mimo braku istotno$ci W zréznicowaniu odpowiedzi na stymulacje kolagenem uzyskane
wyniki pozwalaja na wstepng konkluzje, ze W czasie hemodializy poczatkowo, po pierwszym
przejsciu przez dializator, ptytki staja si¢ bardziej podatne na agoniste i w dalszym przebiegu
procesu stopniowo coraz stabiej odpowiadajg na jego obecno$¢. Zmienno$¢ parametru czasu
zwigzanego Z osigganiem réwnowagowego stanu plynnosci blony wykazuje tendencje
spadkowa w trakcie procedury dializy. Przedstawiona analiza stanowi w duzym uproszczeniu
przyblizenie obrazu wptywu hemodializy na ptytki krwi i wskazuje na pogorszenie ich funkcji
wywolane zabiegiem. Ponizej (Tab. 11 i Tab. 12) przedstawiono wyniki testow post-hoc
(pomiedzy grupami) dla zmiennych, ktére W sposob statystycznie istotny sg zréznicowane

pomiedzy analizami. Wszystkie wykresy box-plot zamieszczono w Zalaczniku 1.

Tab. 11. Wyniki testu post-hoc Tukeya dla zmiennej ADP (AUC). Czynnik: punkty pomiarowe podczas dializy.

Tukey HSD test; Zmienna: ADP (AUC). Zaznaczone efekty sg istotne dla p < ,05
dialysis_sample M:%%,M M:{lﬁ,m M:g?%e Mz&%,go M:g59%932
2{1} 0,589193 0,042898 0,346615 0,002220
3{2} 0,589193 0,676309 0,995231 0,172940
4 {3} 0,042898 0,676309 0,882842 0,899196
5{4} 0,346615 0,995231 0,882842 0,355930
6 {5} 0,002220 0,172940 0,899196 0,355930

Tab. 12. Wyniki testu post-hoc Tukeya dla zmiennej EPR-nas. Czynnik: punkty pomiarowe podczas dializy.

Tukey HSD test; Zmienna: EPR-nas. Zaznaczone efekty sg istotne dla p <,05
dialysis_sample M:ﬁgZQS M:fgoss M:ﬁ)’gOlS M:ﬁ?om M:FE;OSG
2 {1} 0,709172 0,665063 0,000017 0,000017
3{2} 0,709172 0,999994 0,000057 0,000072
4 {3} 0,665063 0,999994 0,000073 0,000095
5 {4} 0,000017 0,000057 0,000073 0,999995
6 {5} 0,000017 0,000072 0,000095 0,999995
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5.3. Analiza réznic miedzy grupa kontrolng i naswietlana wystepujacych w trakcie
pojedynczej dializy (zmiany w czasie) na podstawie wynikow wszystkich 10
zabiegow z uwzglednieniem miejsca pobrania krwi, oddzielnie przed (B) i za

(A) dializatorem.

Po uzyskaniu istotnych réznic dla wybranych parametrow w poszczegolnych punktach
pomiarowych zdecydowano si¢ dalej na bardziej szczegdtowsg analizg. W tym celu
wykorzystano dwuczynnikowg ANOVA z uwzglednieniem K/NIR (czynnik 1) dla przekrojow
wzdtuz dializ (punkty pomiarowe 2-6, czynnik 2) z podziatem na grupy przed (B) iza (A)
dializatorem. Przeprowadzona analiza wynikow metody EPR i agregometrycznej miata na celu
wskazanie zmian parametrow podczas pojedynczej procedury hemodializy oraz r6znic migdzy
grupg kontrolng i naswietlang na podstawie probek pobranych przed (B) i za (A) dializatorem
(Tab. 13 i Tab. 14). Wyniki testéw jednorodno$ci wariancji, testow post-hoc oraz wykresow

box-plot dla poszczegolnych zmiennych zestawiono w Zalaczniku 2.

Tab. 13. Wyniki dwuczynnikowej ANOVA przed dializatorem. Czynniki: K/NIR; punkty pomiarowe podczas
dializy.

B/A=B Analiza wariancji. Zaznaczone efekty sa istotne dla p <,05
Zmienna Efsfict Ef(:::ct Elf\f‘lesct E?rsor ESrfor E'\r/lrir F P
koll (AUC) 6854,2 5 1370,844 765309 348 | 2199,164 | 0,623 | 0,682076
ADP (AUC) 163442,4 5 32688,472 | 2589212 | 348 | 7440,264 | 4,393 | 0,000683
EPR-czas 0,7 5 0,146 155 348 0,446 0,327 | 0,896398
EPR-nas 0,0 5 0,002 0 348 0,000 8,167 | 0,000000

Tab. 14. Wyniki dwuczynnikowej ANOVA za dializatorem. Czynniki: K/NIR; punkty pomiarowe podczas
dializy.

B/A=A Analiza wariancji. Zaznaczone efekty sa istotne dla p <,05
Zmienna Efsfict Ef(:::ct Elf\f‘lesct E?rsor ESrfor E'\r/lrir F P
koll (AUC) 28277,3 3 9425,752 477527 232 | 2058,307 | 4,579 | 0,003891
ADP (AUC) 143968,4 3 47989,474 | 1301325 | 232 [ 5609,159 | 8,556 | 0,000021
EPR-czas 1,8 3 0,603 132 232 0,567 1,063 | 0,365613
EPR-nas 0,0 3 0,002 0 232 0,000 6,945 | 0,000170

W wyniku naswietlania, ptytki krwi pobranej zarowno przed jak | po przejsciu przez
dializator silniej reagowaly na agoniste ADP (nawet 0 ok. 40%) w porownaniu z grupa
kontrolng (réznice istotne statystycznie). W obu grupach kontrolnej i naswietlanej ujawnita si¢

stabsza odpowiedz na tego agoniste wraz z czasem trwania dializy, co reprezentujg nizsze
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wartosci W probkach pobranych na koniec w poréwnaniu z poczatkowymi (Rys. 30 i Rys. 31).
Malejaca tendencja ujawnita si¢ zarowno W Krwi pobranej przed dializatorem (B) jak i po
przejsciu przez niego (A). Podobny efekt w obu grupach wystepuje jako skutek przeptywu krwi
przez dializator, co mozna zaobserwowa¢ W postaci zmian zachodzacych miedzy probkami 2
a3 oraz 5 a 6. Wyniki wskazujg na calkowicie odmienne zachowanie ptytek naswietlanych
w poréwnaniu z probami nienaswietlanymi. Porownanie reakcji na ADP probek pobranych
przed dializatorem w czasie trwania dializy wskazuje, ze promieniowanie NIR wzmacnia
zdolnosci agregacyjne ptytek. Po ok. 15 min trwania dializy (probka nr 4) w obu grupach
nastgpito ostabienie odpowiedzi ptytek na ADP. W przeciwienstwie do ptytek kontrolnych,
ktérych odpowiedz na agoniste byta stabsza do konca trwania dializy, ptytki naswietlane pod

koniec procedury czesciowo odzyskiwaty zdolnosci agregacyjne (o ok. 20%).
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Rys. 30. Wykres box-plot dla zmiennej ADP (AUC) w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6lnych punktéw
pomiarowych w dializie. Prébka pobrana przed dializatorem (B).
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Rys. 31. Wykres box-plot dla zmiennej ADP (AUC) w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6élnych punktéw
pomiarowych w dializie. Prébka pobrana za dializatorem (A).
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Rys. 32. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-nas w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6lnych punktéw
pomiarowych w dializie. Probka pobrana przed dializatorem (B).
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Rys. 33. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-nas w odniesieniu do K/NIR oraz poszczegdlnych punktow
pomiarowych w dializie. Prébka pobrana za dializatorem (B).
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Rys. 34. Wykres box-plot dla zmiennej koll (AUC) w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6lnych punktow
pomiarowych w dializie. Prébka pobrana przed dializatorem (B).
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Rys. 35. Wykres box-plot dla zmiennej koll (AUC) w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6lnych punktow
pomiarowych w dializie. Prébka pobrana za dializatorem (A).

Laczne oddziatywanie branych pod uwage czynnikéw, czyli uwzglednienie podziatu na
grupe kontrolng inaswietlang oraz W zalezno$ci od miejsca pobrania krwi, wykazuje
statystycznie istotny wplyw na roznicowanie si¢ spektroskopowego parametru ptynnosci btony.
Plynno$¢ blony plytek kontrolnych oraz naswietlanych ulega zmniejszeniu wraz z czasem
trwania dializy. Zmiany te demonstruja wyniki probek pobranych zarowno przed jak i po
przejsciu przez dializator (Rys. 32 i Rys. 33; wszystkie roznice istotne statystycznie). Brak
zmian tego parametru w pierwszych 15 min. dializy grupy naswietlanej by¢ moze §wiadczy
0 opdznieniu deformujacych skutkéw dializy na btone, ktore nastepuje w efekcie dziatania
promieniowania NIR. Wyniki parametru rownowagowego ptynno$ci blony sugerujg odmienne
nastepstwa przejscia krwi przez dializator w grupie kontrolnej i naswietlanej na poczatku
zabiegu: o ile w grupie kontrolnej wyniki sygnalizuja jego zmniejszenie wraz z pierwszym
przeptywem przez dializator, to w grupie naswietlanej wskazujg na odwrotng tendencje. Pod
koniec dializy te efekty w obu grupach ulegaja sttumieniu, na co wskazuje brak rdznic miedzy
probka 5 a6. Analogicznie do rezultatbw pobudzenia ADP wyniki odpowiedzi
agregometrycznej na stymulacj¢ kolagenem w probkach pobranych za dializatorem, ktore
prezentujg istotnie statystycznie zrdéznicowanie, wskazuja na jej ostabienie wraz z czasem

dializy Rys. 35. Jednak w przeciwienstwie do tego pierwszego agonisty wartosci dla grupy
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kontrolnej okazaty si¢ wyzsze od naswietlanej (o ok. 25%). W grupie naswietlanej tendencja
malejgca widoczna jest takze w probkach pobieranych przed dializatorem (Rys. 34) i podobnie
jako efekt przej$cia przez dializator (porownanie odpowiednio probek 2 z 3 15 z 6 pokazuje
ostabienie jako rezultat kontaktu z membrang dializatora). Inaczej sytuacja rysuje si¢ W grupie
kontrolnej, gdzie mimo nieistotnych statystycznie réznic w probkach przed dializatorem
odpowiedz na stymulacje kolagenem jest bardziej stabilna lub lekko wzmacniana wraz
Z czasem trwania dializy. Na podobne zmiany zdolno$ci do pobudzenia tym agonista wskazuje
porownanie wynikow przed i za dializatorem, obrazujgce skutek przeptywu przez dializator.
Odmienne efekty wywotane tymi r6znymi agonistami mozna tlumaczy¢ innymi szlakami
I innym natgzeniem pobudzenia, ktore dla kolagenu w zastosowanym stgzeniu jest silniejsze
niz dla ADP. Wyniki pozwalaja przypuszczaé, ze podczas dializy plytki w grupie kontrolnej
pobudzane silniejszym agonista moga ujawnia¢ niepozagdang nadagregowalnos$¢, ktorg
prawdopodobnie ekspozycja na promieniowanie NIR jest w stanie sttumic.

Parametr czasowy zwigzany Zz ptynno$cia blony ponownie nie wykazal istotnego
statystycznie zroznicowania. Analiza zmian tego parametru wskazuje jedynie na tendencje jego

skracania w czasie dializy grupy kontrolnej i wickszego zr6znicowania w grupie nas§wietlane;.

5.4. Analiza roznic mi¢dzy grupa kontrolna i naswietlang wystepujacych w wraz
z prowadzeniem kolejnych dializ (zmiany w czasie od 1. do 10. zabiegu) na
podstawie wynikow otrzymanych w poszczegolnych sesjach niezaleznie od
czasu i miejsca pobrania krwi (lacznie przed (B) i za (A) dializatorem).

Aby sprawdzi¢ jakie zmiany zachodza na przestrzeni poszczegolnych dializ
wykorzystano w niniejszej pracy dwuczynnikowa ANOVA dla przekrojow wzdtuz dializ
(czynnik 1) z uwzglednieniem K/NIR (czynnik 2). Z uwagi na brak jednorodno$ci wariancji w
trzech z czterech badanych grup (szczegétowe tabele w Zalaczniku 3) zastosowano do

ANOVA poprawke Welcha (Tab. 15).

Tab. 15. Wyniki dwuczynnikowej ANOVA z poprawka Welcha. Czynniki: K/NIR; przekroje wzdtuz dializ.

Analiza wariancji z poprawka Welcha. Zaznaczone efekty sa istotne dla p <,05
Zmienna de\?\éﬂfh df}\s/;/:(;(:h F Welcha p Welcha
koll (AUC) 19 202,813 3,701 0,000001
ADP (AUC) 19 202,855 4,311 0,000000
EPR-czas 19 201,941 0,974 0,493589
EPR-nas 19 201,936 6,359 0,000000
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Analizujgc zmiany zdolnosci do agregacji w odpowiedzi na ADP zachodzace z dializy na
dializ¢ mozna zauwazy¢ utrzymywanie si¢ jej wielkosci dla grupy naswietlanej na wyzszym
poziomie nawet mimo znaczacego spadku zaobserwowanego mi¢dzy pierwsza a druga dializa
(o ok. 35%). W obu grupach najstabsze odpowiedzi komoérek na ADP zanotowano mniej wiecej
w $rodku catego cyklu dializ. Dodatkowo promieniowanie NIR w koncowych sesjach dializy
przyczynito si¢ do odwrocenia tej tendencji, polepszajac wlasnosci agregacyjne ptytek (Rys.
36). W przypadku odpowiedzi ptytek na kolagen takze ujawnia si¢, taka sama zalezno$¢,
osiggajagc najnizszy stan dla 6 dializy w grupie kontrolnej i 5 dializy w grupie naswietlanej
(spadek odpowiednio o ok. 35% i ponad 50% w poréwnaniu z pierwsza dializg). Te rezultaty
wskazuja, ze na skutek dziatania promieniowania NIR nast¢puje przyspieszenie zachodzacych
zmian. W przeprowadzonych kolejnych zabiegach hemodializy ptytki z obu grup stopniowo
odzyskiwaly zdolno$ci agregacyjne wywotywane kolagenem (Rys. 37). Opisywany wplyw
stosowania kolejnych dializ na agregacje ptytek indukowang kolagenem charakteryzuje si¢
nizszym $rednim poziomem i wigkszym zakresem zmienno$ci W grupie nas§wietlanej, co moze
$wiadczy¢ 0 dziataniu tego promieniowania na receptory wrazliwe na kolagen badz wtérne
procesy wywolane tym agonistg. Pomiary spektrometryczne EPR zmian ptynnosci blony ptytek
z dializy na dializ¢ pokazujg dla obu grup (kontrolna inaswietlana) tendencje wzrostowsg
parametru EPR-nas do 5-6 zabiegu $wiadczacg 0 spadku aktywnosci komorek, co koreluje ze
zmierzonym spadkiem odpowiedzi agregometrycznej w trakcie tylu cykli dializ (Rys. 38).
Wyrazny skok plynno$ci btony nastgpit migdzy 6. a 7. hemodializg, obrazujac skutek 24h
przerwy miedzy przeprowadzonymi sesjami. Od momentu przeprowadzenia siodmej dializy
parametr ptynno$ci wykazatl spadek. W grupie naswietlanej obnizenie to miato charakter ciagty
$wiadczacy O postgpujacej poprawie stanu plytek pod wplywem dziatania tego
promieniowania. Natomiast w grupie kontrolnej ujawnit si¢ w postaci jednorazowego spadku
I nast¢pnie stabilizacji. Zmiany zaréwno aktywnosci agregacyjnej jak i na poziomie blonowym
ptytek zachodzace w trakcie dializ r6znig si¢ W sposob istotny statystycznie miedzy grupa
kontrolng I naswietlang. Cho¢ analizy nie wykazaly istotnego statystycznie zréznicowania
wyznaczanego parametru czasowego zwigzanego Z ptynnoscig btony miedzy omawianymi
grupami wraz zkolejnymi dializami, to zachodzace zmiany sg bardziej stabilne po
naswietlaniu. W przeciwienstwie do grupy naswietlanej komorki kontrolne wykazaty tendencje
do jego wydluzania w nastgpujacych po sobie zabiegach. Jednoczesnie zakres zmiennosci tego
parametru zwicksza si¢ po naswietlaniu, co by¢ moze jest efektem roznicujacego dziatania

promieniowania NIR na ptytki.
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Rys. 36. Wykres box-plot dla zmiennej ADP (AUC) w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6lnych dializ.
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Rys. 37. Wykres box-plot dla zmiennej koll (AUC) w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6lnych dializ.
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Rys. 38. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-nas w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6lnych dializ.

5.5. Analiza r6znic miedzy grupa kontrolna i naswietlang w przebiegu zmian
zachodzacych wraz prowadzeniem kolejnych dializ (zmiany w czasie od 1. do
10. zabiegu) w zaleznosci od miejsca pobrania krwi, oddzielnie przed (B) i za

(A) dializatorem

W kolejnej grupie analiz wynikow badan kolejnych dializ (od 1 do 10) podjeto probe
oceny istotnosci wplywu miejsca pobrania krwi (przed iza dializatorem) z jednoczesnym
podzialem na grupe kontrolng i naswietlang (NIR). Wyniki analiz pokazuja, ze ptytki po
przeptywie krwi przez dializator wykazuja wigksze zroznicowanie odpowiedzi na stymulacje
kolagenem w poréwnaniu z ptytkami krwi przed dializatorem zaréwno w grupie kontrolnej jak
I naswietlanej, przy czym przebieg wynikow uzyskanych w wyniku dziatania promieniowania
wskazuje na zmniejszenie tego rozrzutu (Tab. 16 - Tab. 19). Dodatkowo efekt przej$cia krwi
przez dializator jest r6zny (Rys. 39; mimo braku istotnoS$ci statystycznej). Plytki kontrolne za
dializatorem przewaznie silniej (lub bez istotnych roznic) agreguja pobudzane tym agonistg
w poréwnaniu z ich zdolnoscig przed kontaktem z btong dializatora. Po naswietlaniu dziatanie
to ulega odwrdceniu, manifestujgc ostabiajgcy (lub niezmienny) skutek przeptywu przez

dializator. OdpowiedZ agregometryczna obu grup wraz z prowadzeniem kolejnych dializ
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ujawnia tendencj¢ malejaca do pigtej dializy 0 ok. 40% i 50% odpowiednio prébek kontrolnych

I naswietlanych pobranych przed dializatorem.

Tab. 16. Wyniki dwuczynnikowej ANOVA. Czynniki: K/NIR; przekroje wzdtuz dializ. Probki pobrane przed
dializatorem, kontrola.

B/A=B, prébka=K Analiza wariancji. Zaznaczone efekty sg istotne dla p <,05
Zmienna E?eskt El?efkt E'\f/lelsd lezd B?;d 1|3\fa§1 F P
koll (AUC) 29339,35 9 3259,928 476416 197 | 2418,357 | 1,348 | 0,214428
ADP (AUC) 53685,87 9 5965,097 1711523 197 8687,936 | 0,687 | 0,720584
EPR-czas 4,00 9 0,445 88 197 0,446 0,996 | 0,444702
EPR-nas 0,01 9 0,001 0 197 0,000 3,998 | 0,000104

Tab. 17. Wyniki dwuczynnikowej ANOVA. Czynniki: K/NIR; przekroje wzdtuz dializ. Probki pobrane przed
dializatorem, NIR.

B/A=B, prébka=NIR Analiza wariancji. Zaznaczone efekty sg istotne dla p <,05
Zmienna E?eskt E]Ejefkt El\f/(leit lezd B?;d 1'3\?;1 F P
koll (AUC) 41919,0 9 4657,66 221090,9 137 1613,803 | 2,886 | 0,003739
ADP (AUC) | 1444932 9 16054,80 745043,9 137 5438,277 | 2,952 | 0,003094
EPR-czas 3,5 9 0,39 60,1 137 0,439 0,889 | 0,536741
EPR-nas 0,0 9 0,00 0,0 137 0,000 2,883 | 0,003767

Tab. 18. Wyniki dwuczynnikowej ANOVA. Czynniki: K/NIR; przekroje wzdhuz dializ. Probki pobrane za
dializatorem, kontrola.

B/A=A, probka=K Analiza wariancji. Zaznaczone efekty sg istotne dla p <,05
Zmienna E?eskt E]Ejefkt E'\f/lelsd lezd B(f;d 1'3\;';1 F P
koll (AUC) 11150,26 9 1238,918 294885,9 128 | 2303,796 | 0,538 | 0,844702
ADP (AUC) | 29004,12 9 3222,680 786547,3 128 | 6144901 | 0,524 | 0,854661
EPR-czas 7,73 9 0,859 65,4 128 0,511 1,681 | 0,100075
EPR-nas 0,01 9 0,001 0,0 128 0,000 2,401 | 0,015055

Tab. 19. Wyniki dwuczynnikowej ANOVA. Czynniki: K/NIR; przekroje wzdhuz dializ. Probki pobrane za
dializatorem, NIR.

B/A=A, probka=NIR Analiza wariancji. Zaznaczone efekty sg istotne dla p < ,05
Zmienna E?Skt Elgefkt El\f/(lelsd Bsh?zd B?a]:d Ifl‘s\;l;d F P
koll (AUC) 20374,10 9 2263,789 153709,2 88 1746,695 | 1,296 | 0,250542
ADP (AUC) | 67192,05 9 7465,784 455249,5 88 5173,289 | 1,443 | 0,182240
EPR-czas 0,70 9 0,078 59,2 88 0,672 0,115 | 0,999247
EPR-nas 0,01 9 0,001 0,0 88 0,000 2,770 | 0,006670
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Rys. 39. Wykres box-plot dla zmiennej koll (AUC) w odniesieniu do K (wyzej)/NIR (nizej) dla poszczegolnych
dializ. Prébka pobrana przed dializatorem.
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dializ. Prébka pobrana przed dializatorem.
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Mimo silnego zwigkszenia zakresu zmiennosci probek za dializatorem, szczegolnie grupy
kontrolnej, dostrzegalny jest takze podobny, lecz tagodniejszy trend spadkowy. Wyniki obu
grup z kolejnych dializ demonstruja wystepowanie stabilizacji, po ktorej wraz z dalszymi
zabiegami nast¢puje powolne wzmacnianie odpowiedzi ptytek na pobudzenie kolagenem, ktére
jest widoczne silniej w prébkach pobranych przed dializatorem. Charakter tych zmian ma
przebieg tagodniejszy, bardziej uporzadkowany i ,,monotoniczny” pod wplywem dzialania
NIR. Nalezy podkresli¢, ze prezentowane zmiany odpowiedzi agregometrycznej po
zastosowaniu kolagenu zachodzace w nastepstwie prowadzenia kolejnych dializ wykazuja
istotne statystycznie zréznicowanie jedynie dla préobek naswietlanych pobranych przed
dializatorem, co jest prawdziwe rowniez dla drugiego agonisty, ADP.

Reakcja ptytek z grupy naswietlanej na dziatanie ADP pokazuje zblizony przebieg zmian,
jednak o wiekszej amplitudzie dla pierwszych dializ (Rys. 40). Wskutek naswietlania nastgpito
znaczne pogorszenie agregacji plytek miedzy pierwszg a drugg dializg 0 ok. 60% i50%
w prébkach pobranych odpowiednio przed i za dializatorem. Mimo tego spadku aktywno$¢
ptytek naswietlanych w postaci odpowiedzi na ADP w pordéwnaniu z ptytkami grupy kontrolnej
utrzymuje si¢ na nieco wyzszym poziomie zarowno przed i za dializatorem. Promieniowanie
NIR w prébkach pobieranych przed dializatorem wykazuje dziatanie odwracajace uposledzenia
agregacji juz po piatej dializie w postaci stopniowego jej wzmacniania nawet o ok. 70%
w ostatniej przeprowadzonej dializie, ktoére w grupie kontrolnej mimo podobnego, lecz
jednorazowego skoku (o ok. 40%) utrzymujg si¢ na statym, nizszym poziomie. W grupie
kontrolnej zauwazalne sg czg$ciej nizsze wartosci odpowiedzi agregometrycznej, szczegolnie
W pierwszej potowie prowadzonych dializ, ptytek z krwi pobranej po przejsciu przez dializator
W poréwnaniu z tymi przed. Analizujac wyniki grupy na$wietlanej mozna dostrzec liczniej
wystepujace zjawisko wzmocnienia zdolnosci do pobudzenia po przejsciu przez dializator przy
jednoczesnym zwigkszeniu rozrzutu warto$ci.

Zmienno$¢ warto$ci parametru opisujacego pltynnos¢ blony zachodzaca wraz
prowadzeniem kolejnych zabiegéw w obu grupach (kontrolna i naswietlana) oraz w prébkach
pobranych przed/za dializatorem wskazuje na tendencj¢ rosngca do 6-7 dializy. Silniejszy
wzrost wykazujg ptytki naswietlane zarowno przed i po przej$ciu przez dializator. W kolejnych
prowadzonych dializach parametr ten demonstruje spadek lub stabilizacje. Wickszy spadek
plynnosci btony wykazuja ptytki kontrolne przed dializatorem w poréwnaniu z naswietlanymi,
co $wiadczy O ochronnym dziataniu NIR. Plytki we krwi pobranej za dializatorem

W pozniejszych dializach przejawiajg stabilny poziom ptynnosci btony, przy czym wskutek
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naswietlania utrzymuje on wyzszg wartos¢. Podobnie do parametréw opisujacych zdolnosci
agregacyjne takze ta wlasno$¢ plytek wykazywata wicksza zmienno$¢ w probkach pobranych
po przejsciu przez dializator w porownaniu przed dializatorem. Przebieg zmian w btonie ptytek
naswietlanych jest tagodniejszy i bardziej uporzadkowany z dializy na dializ¢. W probkach
krwi pobranych przed dializatorem mozna zaobserwowal stabilizujace dziatanie
promieniowania NIR, ktére utrzymuje rozrzut wartosci w podobnym zakresie. Ten efekt nie
jest juz zauwazalny W probkach po przejsciu przez dializator. Wyznaczany spektroskopowo
parametr plynno$ci btony wykazuje jej zmniejszenie lub brak zmian (dializa nr 4,6 i 10)
wskutek przeptywu przez dializator w grupie kontrolnej. Natomiast w grupie na$wietlanej
cze¢$ciej nie ulegat zmianie, a nawet w niektorych przypadkach promieniowanie powodowato
wigksza plynno$¢ btony po kontakcie Z membrang dializatora. W przeciwienstwie do
pomiardw agregometrycznych metoda badajgca zmiany W ptynnosci blony plytek potrafita
wskaza¢ wptyw przerwy migdzy prowadzonymi dializami (miedzy 6 a7 dializg) na stan
aktywnosci plytek, co przejawiato si¢ polepszeniem aktywnos$ci dzigki jednodniowej przerwie.
Dodatkowo nalezy podkresli¢, ze jako jedyny wykazuje on zréznicowanie W przebiegu dializ
grupy kontrolnej i naswietlanej zaréwno w probkach pobranych przed jak i za dializatorem.
Swiadczy to 0 bardzo duzej czutoici parametru na zmiany aktywnosci plytek.

Wyznaczany z widm EPR parametr czasu ustalania si¢ rownowagi ptynnosci btony nie
wykazal wyraznej charakterystyki zmian zachodzacych w kolejnych dializach (Rys. 41 i Rys.
42). Wyniki w grupie kontrolnej probek pobranych przed dializatorem wskazaly jego
wydhuzenie jedynie w ostatniej sesji, natomiast w prébkach za dializatorem poza poszerzeniem
zakresu zmienno$ci tego parametru ujawnily jego tendencj¢ rosngcg przerwana jedynie
spadkiem podczas pigtego zabiegu. Naswietlanie promieniowaniem NIR spowodowato
zwigkszenie zaréwno amplitudy zmian jak iprzedzialu zmienno$ci wartoSci W probkach
pobranych przed dializatorem bez ich ukierunkowania w przebiegu dializ. W przypadku probek
zza dializatora jego zastosowanie skutkowato ustabilizowaniem poziomu usrednionej warto$ci
tego parametru w catym cyklu z jednoczesnym dzialaniem wzmagajacym zréznicowanie
W obrebie poszczegolnych zabiegow, szczegolnie podczas srodkowych sesji. Zmienno$¢ tego
parametru nie pozwala na jednoznaczng ocen¢ wplywu prowadzenia dializ na ptytki krwi.

Wyniki testow jednorodno$ci wariancji oraz wykresy dla wszystkich badanych

zmiennych zostaty zamieszczone W Zalaczniku 4.

121



0,500

0,495 ¢

0,490 ¢

0,485

0,480

EPR-nas

0,475 ¢

0,470 ¢

0,465

0,460 — : : ' : ' : : : ' o Srednia
! 2 3 4 5 6 ! 8 9 10 [ Srednia+Btad std
dialysis T Srednia+1,96*Blad std

0,500

0,495

0,490 ¢

0,485

0,480

0,475 ¢

EPR-nas

0,470 ¢

0,465

0,460 +

0,455 ¢

0,450

: : : ' : : : : : “— o Srednia
! 2 3 4 5 6 ! 8 e 10 [ $rednia+Btad std
dialysis T Srednia+1,96*Bfad std

Rys. 41. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-nas w odniesieniu do K (wyzej)/NIR (nizej) dla poszczegolnych
dializ. Prébka pobrana przed dializatorem.
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Rys. 42. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-nas w odniesieniu do K (wyzej)/NIR (nizej) dla poszczegolnych
dializ. Prébka pobrana za dializatorem.
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6. Dyskusja wynikow

Sumarycznie  traktujac  wyniki  doswiadczenia  najwazniejszym ~ wnioskiem
wyplywajacym z przeprowadzonych doswiadczen jest to, ze promieniowanie z zakresu bliskiej
podczerwieni (NIR) niewatpliwie wplywa na aktywnos$¢ ptytek w czasie 10-dniowych
hemodializ u owiec po nefrektomii. Powstaje jednak pytanie: czy wplyw promieniowania
w jaki$ sposob chroni ptytki? Informacje o stanie ptytek zostaly uzyskane za pomocg trzech
metod:

e Pomiar ptynnosci btony;

e Dwie réwnolegte metody pomiaru zdolnos$ci agregacyjnej ptytek.
Ptytki odpowiadaty na aktywatory: kolagen, ADP i powierzchni¢ szkta. Aktywatory zostaty
wybrane nieprzypadkowo: plytka aktywuje sie, gdy widkna kolagenowe pojawiajg si¢ na
skutek uszkodzenia tkanki. W drugim przypadku aktywacja nastgpuje, gdy z uszkodzonych
erytrocytow wydostaje si¢ ADP, aktywacja ptytki wywotuje takze wydzielanie si¢ ADP. Jest to
wiec drugi etap nastgpujacy W czasie zaistniatych uszkodzen tkanek. Trzeci aktywator to
odpowiedz ptytek na skutek kontaktu z powierzchnig obca oraz z alkalicznym pH jego
powierzchni. Z zachowania si¢ ptytek pod wpltywem wybranych aktywatorow, w pierwszym
przyblizeniu bedzie mozna stwierdzi¢, ktdry proces aktywacji zostaje zablokowany
odwracalnie przez promieniowanie NIR.

Analizujgc wyniki z przebiegu wszystkich dializ w czasie wyraznie wida¢, ze stan ptytek
krwi jest zalezny zarobwno od punktu poboru probek (przed iza dializatorem) jak i czasu
trwania zabiegu. Sam przeplyw przez dializator skutkuje pogorszeniem stanu ptytek. Efekt ten
nasila si¢ W trakcie przeprowadzanej procedury, przyczyniajgc si¢ do modyfikacji centrow
odpowiedzialnych za zmniejszenie ich zdolnosci do aktywacji. Wyniki uzyskane przy uzyciu
agonisty ADP wskazuja, ze plytki poddane dziataniu promieniowania NIR wykazuja wyraznie
wigksza aktywnos$¢ (przed iza dializatorem) niz plytki kontrolne iich stan wyjsciowy po
zabiegu jest lepszy. Nalezy zauwazy¢, wyniki zZ poczatku dializy odzwierciedlajg aktywno$é
ptytek i ich stan po poprzednich dializach. Ich wyzszy poziom na skutek naswietlania sugeruje,
ze ptytki dzigki promieniowaniu NIR pomimo spadku aktywnosci iilosci komorek
zachodzacych z dializy na dialize¢, zachowuja lepsza zdolno$¢ do aktywacji. Po zakonczeniu
catej serii zabiegow plytki te znajdujag si¢ W lepszej kondycji niz kontrolne. Porownujac wyniki
otrzymane z zastosowaniem ADP i kolagenu wida¢ odmienne trendy: poprzez zastosowanie
NIR ostabilismy ich odpowiedz na dzialanie kolagenu, co sugeruje, ze promieniowanie wptywa
na receptory wrazliwe na to biatko, czgsciowo je blokujac. Zmiany parametru nasyceniowego
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EPR pokazuja wptyw dializy na ptytki: postepujacy spadek plynnosci btony swiadczy
0 dokonujacych si¢ W wyniku dziatania zabiegu procesow aktywujacych komorki i w efekcie
pogarszajacych ich funkcjonalno$¢. Brak wyraznych réznic tego parametru dla prébek
naswietlanych i kontrolnych mozna probowaé tlumaczy¢ tym, ze parametr ptynnosciowy
naswietlanych ptytek odzwierciedla cato$ciowy stan btony, a efekty jego zwigkszania na skutek
ADP i zmniejszania przy pobudzaniu kolagenem ulegaja kompensacji.

Obraz zmian w aktywnosci ptytek podczas kolejnych hemodializ ukazuje wyrazniej
nakre$lony W grupie naswietlanej spadek funkcjonalnej jakosci ptytek w poréwnaniu z grupg
kontrolng. Ich agregacja wywotana ADP ikolagenem ulega ostabieniu do okoto potowy
prowadzonego cyklu, po czym nastgpuje powolne odzyskiwanie zdolnosci do aktywaciji.
Pomimo wyraznego trendu wykazywanego przez ptytki grupy kontrolnej poziom ich
odpowiedzi na pobudzenie ADP pozostaje nizszy, a dla kolagenu — wyzszy w stosunku do
grupy NIR, co wydaje si¢ stanowi¢ potwierdzenie przypuszczalnego przeciwstawnego efektu
zastosowanego promieniowania na rozne receptory. Proces niekorzystnych skutkow
stosowania dializ ujawnia si¢ we wzro$cie ptynnosci parametru EPR charakteryzujace;
obnizenie zdolnosci do aktywacji, ktory w drugiej potowie cyklu ulega delikatnemu spadkowi.
Co ciekawe, dzien przerwy mie¢dzy kolejnymi zabiegami w cyklu prowadzonych hemodializ
nie pozostat bez wptywu na kondycje¢ ptytek, co zademonstrowaty zmiany parametru nasycenia
EPR miedzy szosta a siodma procedurg. Wszystkie plytki reprezentowaly widoczny wzrost
parametru mierzony niezaleznie od miejsca pobrania probki, ale stabo obserwowany
w odpowiedzi agregometrycznej. Efekt ten sugeruje zachodzenie dodatkowych procesow
majacych wplyw na ptynnos¢ btony, ktore nie maja bezposredniego przetozenia na zdolnos¢ do
aktywacji w danym momencie badz implikujg zaobserwowana w dalszej czesci stopniowg
poprawe funkcjonalnosci ptytek.

W trakcie hemodializy dochodzi do aktywacji ptytek, ktéra dokonuje si¢ na bazie
odmiennych mechanizmdw. Z przeptywajacej krwi w kontakcie z dializatorem dochodzi do
adsorpcji biatek osoczowych na powierzchni membrany. Wskutek tego dochodzi do ich zmian
konformacyjnych pozwalajacych na aktywacj¢ przeptywajacych w poblizu ptytek
za posrednictwem odpowiednich receptoréw. W trakcie prowadzenia do$§wiadczen zostat
zaobserwowanych efekt zdecydowanej minimalizacji osadzania si¢ biatek w postaci redukcji
powstawania skrzepow na dializatorach uzyskany w wyniku naswietlania (Rys. 43). Zjawisko
to stanowi potwierdzenie, ze efektorem dziatania promieniowania NIR sg takze biatka, ktore

prawdopodobnie poprzez zmian¢ konformacji lub tadunku stabiej si¢ adsorbujg na powierzchni
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dializatora lub zmiany w strukturze biatka nie aktywuja odpowiednich centréw na powierzchni
komorek [136].

Rys. 43. Zdjecia dializatorow dla prob kontrolnych (powyzej; bez na$wietlania) oraz na$wietlanych
promieniowaniem z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR; ponize;j).

Aktywacja ptytek moze by¢ réwniez wynikiem zaburzen w przeptywie krwi, ktory ma
miejsce na wejsciu linii do dializatora. Nielaminarny przeptyw i przejscie przez dializator
znajdujg potwierdzenie W uzyskanych wynikach prezentujacych aktywacje ptytek.
Nie mozna zapomina¢, ze aktywacja ptytek zachodzi rowniez na skutek stresu oksydacyjnego
innych komorek krwi wywotanych krazeniem pozaustrojowym. Nasze badania [21, 131, 132,
135] potwierdzajg doswiadczenia prezentowane W literaturze, ze zastosowanie promieniowania
NIR pozwala na redukcj¢ stresu oksydacyjnego, tym samym ograniczajac aktywacje ptytek.
Podsumowanie uzyskanych wynikéw badan wlasnych zamieszczono w Tab. 20 i Tab. 21.
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Tab.

20. Podsumowanie wynikoéw badan wiasnych dla pojedynczych dializ realizowanych przed i za dializatorem, dla prob kontrolnych oraz NIR.

Pojedyncza dializa, r6znice pomigdzy czasem poboru probek

Przed dializatorem

Za dializatorem

Zmienna - -
Kontrola NIR whniosek Kontrola NIR wniosek
r k oznacz Sci prak i
o _ Ostry spadek oznac .a Watrtosm pra tyczn.le. Mimmo braku rézmic
Ostry spadek prébki 2 i 4 stabilne, gwaltowng aktywacje poréwnywalne chociaz L ,
L. L. L . Obydwie probki w ptynnosci btony
Nasvcenie wartosci. wartosci plytek nienaswietlanych. mimo statystycznego statvstvcznie ki NIR
y Prébka 2 ma warto$¢ poréwnywalne Probki NIR stabilne, braku réznicy oré?//vnywalne w darl)s)zl 1 ciaey s
wyzsza od NIR z probka 4 w kontroli spada po kilkakrotnym wartosci dla NIR nieco P y ak}tl Wnsg 2
przejsciu przez dializator Wyzsze y
Znacznie mniejsza soka Niewielkie roznice, stab
J,, W g fewieTiele rozhice, slaba Agregowalno$é probek NIR wyzsza .
agregowalno$¢ agregowalnos$¢, duza reakcja na ADP dla . . L Duze réznice
. . A K znacznie mniejsza agregowalnos¢ L .
w stosunku do NIR, roéznica pomiedzy kontroli. Probki NIR . . . W agregowalnosci.
L. . ) . ) od NIR. Duza réznica | ardznice pomiedzy 3 )
ADP Roznica pomigdzy probka 2i4. Osiaga bardzo aktywne, wyglada . , . . . Wyzsza dla NIR, ale
. . . . . . pomigdzy probka 3 i 6, i 6 statystycznie . , .
probka 2 a 4. 4i5 w tym punkcie na to, ze naswietlanie , . . s tez ta probka jest
. . - , . spadek agregowalnosci | nieznaczace. Probki . .
niska agregowalnos¢ minimum, probka 5 trochg¢ regeneruje, lepsze stabilne stabilna w czasie
i stabilna wzrost agregowalnosci parametry dla 5
Staba reakcja na
. Prébki A Inos¢ ni .
kolagen F’robkl 2 dla grc.egowa' .nosc nieco NIR mniejsza
KiNIR . . wyzsza niz dla NIR. C
. Stopniowy znaczacy | Kontrola stabo reaguje na . agregowalnos$¢ .
poréwnywalna - Praktycznie , . Stabsza reakcja na
Koll ., spadek agregowalnosci kolagen. NIR L L w poréwnaniu z K.
agregowalnos¢ niezmienna dla probki koll dla NIR

Praktycznie stabilna
dla wszystkich
prébek

pomiedzy probka 2 i 5.

aktywniejsze

3i6

najmniej wrazliwa
prébka 6 NIR
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Tab. 21. Podsumowanie wynikow badan wtasnych dla ogétu dializ realizowanych przed i za dializatorem.

Pordwnanie wszystkich dializ

Zmienna

Przed dializatorem

Za dializatorem

Nasycenie

Przebieg zmian nasycenia w obu przypadkach jest podobny. Najnizsza
wartos¢ w dializie 1 potem wzrost i stabilizacja nast¢pnie znowu wzrost do 6
dializy i powolny spadek. Maksimum wzrostu przypada na 7 dialize- na
dzien, w ktérym dializa nie odbywala sie, po tym dniu ptynno$¢ spadata
i byta poréwnywalna z 6 dializg

Dla dializ prowadzonych przy naswietlaniu NIR réznice pomigdzy
dializami byly znacznie ostrzejsze. 1 dializa charakteryzowata si¢
ostrym spadkiem parametru. Dzien wolny spowodowatl znaczny wzrost
a nastepnie 8, 9 i 10 dializa stabilizowata mierzony parametr

ADP

Dla dializy prowadzonej bez naswietlania agregowalnos$¢ utrzymuje si¢ na
prawie tym samym poziomie, jednoczesnie jest nizsza w pordwnaniu z NIR

Przebieg zmienno$ci agregowalnosci dla dializy prowadzonej przy
cigglym promieniowaniu NIR wykazuje duzg dynamike. Duza réznica
pomiedzy 1 a 2 dializg. Gwattowny spadek. Znacznie wolniejszy spadek
obserwuje si¢ do 4 dializy i po stabilizacji pod koniec dla dializy 9 i 10
wyrazny wzrost aktywnosci plytek

Koll

Reakcja plytek na kolagen jest bardziej urozmaicona w poréwnaniu z ADP.
Pierwsze trzy dializy stabo wptywaja na agregowalnos$¢ ptytek. Od 4 dializy
obserwuje si¢ powolny spadek agregowalnosci az do dializy 6 a nastepnie
znaczny wzrost do dializy 9. Ostatnia dializa znowu obniza agregowalnos¢.

Podobnie jak ADP ptytki sa bardziej wrazliwe na agonist¢. Zmiany
agregowalno$ci maja wigksza amplitudg. Do 6 dializy obserwuje si¢
ostry spadek agregowalno$ci i monotoniczny wzrost od 7 dializy.
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7. Whioski koncowe i perspektywa dalszych badan

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen mozna z calg pewnoscig stwierdzi¢:

1. Sukcesem zakonczyl si¢ eksperyment diugotrwate; hemodializy na zwierzetach
pozbawionych nerek. Zwierz¢ta pozbawione nerek przez caly czas prowadzonych dializ
byty w bardzo dobrym stanie zdrowia. Jest to pierwsza procedura hemodializy
przeprowadzona na modelu zwierzecym W tak dtugim okresie czasu.

2. Opracowany zostal system naswietlania oraz cata procedura zwigzana z ekspozycja
hemodializowanej krwi w uktadzie dializatora.

3. Zastosowana procedura w sposéb jednoznaczny wykazata ochronne dziatanie NIR na
ptytki i krew.

4. Prostota metody, jej niska cena i efektywnos$¢ wskazuja, ze powinna by¢ wdrozona do

praktyki lekarskiej.

Whioski szczegotowe z dializ
1. Wyznaczany parametr nasycenia wykazuje istotne zmiany — r6znice:
e w obrebie jednej dializy,
e zdializy na dializg,
e miedzy kontrolg a NIR.
2. Parametr nasycenia koreluje ze zmianami agregometrycznymi.

3. Czas narostu jest parametrem stabo réznicujagcym — kwestia wyznaczania.

Elementami nowos$ci W mojej rozprawie sg:
1. Autorska dynamika zmian ptynnos$ci badana metodg znacznikéw spinowych.
2. Potwierdzenie dynamiki obserwacjami mikroskopowymi.
3. Skorelowanie zmian ptynnosci z odpowiedzig agregometryczng.
4. Potwierdzenie pozytywnego dziatania NIR na koncentraty ptytkowe.
5. Wybor modelu zwierzecego dializ — utrzymanie w dobrym stanie w ciaggu serii 10 dializ.
6. Sledzenie dynamiki zmian parametrow ptytek w calej serii dializ.

7. Potwierdzenie ochronnego dziatania NIR na ptytki w czasie dializie.

Perspektywa dalszych badan w tej tematyce:
1. Kontynuacja badan w zakresie zastosowania R/NIR w przechowalnictwie krwi i osocza.
2. Kontynuacja badan zwigzanych z hemodializg i wykorzystaniem promieniowania NIR:

e nawigzanie wspOtpracy z Fraunhofer Institute for Cell Therapy and Immunology;
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e dobor odpowiedniego zrodta finansowania do projektu krajowego (NCN, NCBIR);

e dobor odpowiedniego zrodta finansowania do projektu migdzynarodowego.
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Zalacznik 1

Analiza zmian zachodzacych podczas trwania hemodializy uwzgledniajaca miejsce
i czas pobrania krwi na podstawie wynikéw wszystkich dializ (10 zabiegow) i bez
rozroznienia na grupe kontrolng i naswietlang. Zalozenia testu ANOVA

1. Ocena normalnosci rozktadow.

Probability Plot: koll (AUC)
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Rys. 1-1. Wykresy normalnosci dla zmiennej koll (AUC), dla kolejnych punktéw pomiarowych.
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Probability Plot: ADP (AUC)
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Rys. 1-2. Wykresy normalnosci dla zmiennej ADP (AUC), dla kolejnych punktéw pomiarowych.
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Expected Normal Value

Probability Plot: EPR-czas

3 4 5 6 7 8 93 4 5 6 7 8 93

3 4 5 6 7 8 93 4 5 6 7 8 9
dialysis_sample: 5 dialysis_sample: 6
Observed Value

Rys. 1-3. Wykresy normalno$ci dla zmiennej EPR-czas, dla kolejnych punktéw pomiarowych.
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Probability Plot: EPR-nas
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Rys. 1-4. Wykresy normalno$ci dla zmiennej EPR-nas, dla kolejnych punktdéw pomiarowych.

2. Wyniki testu jednorodno$ci wariancji.

Tab. 1-1. Wyniki testu jednorodnosci wariancji Levene’a dla badanych zmiennych.

Test Levene'a jednorodno$ci wariancji. Zaznaczone efekty sg istotne dla p <,05
Zmienna Efsfict Eftligct E';?esct E?rsor E(rjrfor El\r/lrir F P
koll (AUC) 1040,83 4 260,207 268957 585 459,756 0,566 | 0,687448
ADP (AUC) | 22925,48 4 5731,371 1352511 585 2311,985 | 2,479 | 0,043039
EPR-czas 1,76 4 0,440 114 585 0,195 2,263 | 0,061138
EPR-nas 0,00 4 0,000 0 585 0,000 0,271 | 0,896495




3. Wykresy typu box-plot
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Rys. 1-5. Wykres box-plot dla zmiennej koll (AUC) w odniesieniu do poszczeg6lnych punktéw pomiarowych w

dializie.
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Rys. 1-6. Wykres box-plot dla zmiennej ADP (AUC) w odniesieniu do poszczeg6inych punktéw pomiarowych w

dializie.
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Rys. 1-7. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-czas w odniesieniu do poszczego6lnych punktéw pomiarowych w
dializie.
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Rys. 1-8. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-nas w odniesieniu do poszczegdlnych punktéw pomiarowych w
dializie.
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Zalacznik 2

Analiza réznic miedzy grupa kontrolng i naswietlana wystepujacych w trakcie
pojedynczej dializy (zmiany w czasie) na podstawie wynikow wszystkich 10
zabiegow z uwzglednieniem miejsca pobrania krwi, oddzielnie przed (B) i za (A)

dializatorem. Material uzupekliajacy

1. Ocena jednorodnosci wariancji.

Tab. 2-1. Wyniki testu jednorodnosci wariancji Levene’a dla badanych zmiennych. Probki pobrane przed
dializatorem

B/A=B Test Levene'a jednorodnosci wariancji. Zaznaczone efekty sg istotne dla p <,05

SS df MS SS df MS
Effect Effect Effect Error Error Error

koll (AUC) 7414,89 5 1482977 | 162147,0 | 348 465,940 3,182766 | 0,007992

Zmienna F p

ADP (AUC) | 37959,13 5 7591,827 | 825574,2 | 348 | 2372,340 | 3,200143 | 0,007720
EPR-czas 1,68 5 0,336 58,8 348 0,169 1,987526 | 0,079884
EPR-nas 0,00 5 0,000 0,0 348 0,000 0,863724 | 0,505631

Tab. 2-2. Wyniki testu jednorodno$ci wariancji Levene’a dla badanych zmiennych. Probki pobrane za
dializatorem

B/A=A Test Levene'a jednorodnosci wariancji. Zaznaczone efekty s istotne dla p <,05

SS df MS SS df MS
Effect Effect Effect Error Error Error

koll (AUC) | 2772,987 3 924,329 103108,7 | 232 444,434 2,079789 | 0,103619

Zmienna F p

ADP (AUC) | 5919,561 3 1973,187 | 452810,9 | 232 | 1951,771 | 1,010973 | 0,388592
EPR-czas 1,677 3 0,559 52,6 232 0,227 2,467306 | 0,062872
EPR-nas 0,000 3 0,000 0,0 232 0,000 0,267435 | 0,848835

Vil



2. Wykresy typu box-plot dla badanych zmiennych. Prébka przed dializatorem.

85

80

75t

70

65

60

koll (AUC)

55 |

50

45 |

40 : : : : : : : : : : .
O Srednia
2 3 4 5 6 2 3 4 5 -
[] SredniaxBtad std
sample: K sample: NIR T Srednia+1,96*Btad std
dialysis_sample

Rys. 2-1. Wykres box-plot dla zmiennej koll (AUC) w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6lnych punktéw
pomiarowych w dializie. Probka pobrana przed dializatorem (B).
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Rys. 2-2. Wykres box-plot dla zmiennej ADP (AUC) w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6inych punktow
pomiarowych w dializie. Prébka pobrana przed dializatorem (B).
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Rys. 2-3. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-czas w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6inych punktow
pomiarowych w dializie. Prébka pobrana przed dializatorem (B).

0,492
0,490 r
0,488 |
0,486 |
0,484 |
0,482
0,480
0,478
0,476 |

EPR-nas

0,474
0,472
0,470 |
0,468 |
0,466

0,464 — : I : : : : I : : o Srednia
2 3 4 5 6 2 3 4 5 6 -
[] SredniaxBtad std
sample: K sample: NIR T Srednia+1,96*Btad std

dialysis_sample

Rys. 2-4. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-nas w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6lnych punktdw
pomiarowych w dializie. Probka pobrana przed dializatorem (B).



3. Woykresy typu box-plot dla badanych zmiennych. Prébka za dializatorem.
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Rys. 2-5. Wykres box-plot dla zmiennej koll (AUC) w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6lnych punktéw
pomiarowych w dializie. Probka pobrana za dializatorem (A).
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Rys. 2-6. Wykres box-plot dla zmiennej ADP (AUC) w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6lnych punktéw
pomiarowych w dializie. Probka pobrana za dializatorem (A).
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Rys. 2-7. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-czas w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6inych punktow
pomiarowych w dializie. Prébka pobrana za dializatorem (B).
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Rys. 2-8. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-nas w odniesieniu do K/NIR oraz poszczego6lnych punktdw
pomiarowych w dializie. Probka pobrana za dializatorem (B).
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4. Wyniki testu post-hoc

Tab. 2-3. Wyniki testu post-hoc Tukeya dla zmiennej EPR-nas. Czynniki: K/NIR; punkty pomiarowe podczas
dializy. Probka pobrana przed dializatorem

B/A=B Tukey HSD test; Zmienna: EPR-nas. Zaznaczone efekty sg istotne dla p <,05
sample dialysis_sample M={,i§50 M:{oz,%oo Mﬁso M;{,j}705 M:{(?,%oo Mz{,%oo M:{O%OO M:{,i}797 M:{i}mg ME%J(EOO
K2 {1} 0,551508(0,000022 0,558993 0,483995|0,000057
K 3{2}
K4 {3} 0,551508 0,003501 0,999993 0,999869|0,018846
K5 {4} 0,000022 0,003501 0,017593 0,025151|0,999986
K 6 {5}
NIR 2 {6} 0,558993 0,999993(0,017593 0,999998|0,056244
NIR 3 {7}
NIR 4 {8} 0,483995 0,999869(0,025151 0,999998 0,074537
NIR 5 {9} 0,000057 0,018846(0,999986 0,056244 0,074537
NIR 6 {10}

Tab. 2-4. Wyniki testu post-hoc Tukeya dla zmiennej EPR-nas. Czynniki: K/NIR; punkty pomiarowe podczas
dializy. Prébka pobrana za dializatorem

B/A=A Tukey HSD test; Zmienna: EPR-nas. Zaznaczone efekty sg istotne dla p <,05
sample dialysis_sample M:{ol,%oo M;{,i}795 M={03,%)00 M;{g,%)OO M:{,54}703 M:{g,%oo M:{,gu M;{OS,%)OO M;{(?,%)OO M£,127}15
K2 {1}
K3 {2} 0,005075 0,912708 0,041231
K4 {3}
K 5 {4}
K 6 {5} 0,005075 0,001351 0,981228
NIR 2 {6}
NIR 3 {7} 0,912708 0,001351 0,012246
NIR 4 {8}
NIR 5 {9}
NIR 6 {10} 0,041231 0,981228 0,012246
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Zalacznik 3

Analiza réznic mi¢dzy grupa kontrolng i naswietlang wystepujacych w wraz z

prowadzeniem kolejnych dializ (zmiany w czasie od 1. do 10. zabiegu) na podstawie

wynikow otrzymanych w poszczegolnych sesjach niezaleznie od czasu i miejsca

pobrania krwi (lacznie przed (B) i za (A) dializatorem). Material uzupekniajacy.

1. Ocena jednorodnosci wariancji.

Tab. 3-1. Wyniki testu jednorodnosci wariancji Levene’a dla badanych zmiennych.

Test Levene'a jednorodno$ci wariancji. Zaznaczone efekty sg istotne dla p <,05
Zmienna E?eskt Elgefkt El\f/clelsd BS1§d B?af;d }ls\faii F P
koll (AUC) 25256,00 19 1329,263 260394 570 456,831 2,910 | 0,000039
ADP (AUC) | 88408,36 19 4653,072 1209137 570 2121,293 | 2,194 | 0,002552
EPR-czas 3,96 19 0,208 103 570 0,181 1,152 | 0,294221
EPR-nas 0,00 19 0,000 0 570 0,000 2,326 | 0,001221

2. Wykresy typu box-plot.
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Rys. 3-1. Wykres box-plot dla zmiennej koll (AUC) w odniesieniu do K/NIR oraz poszczeg6lnych dializ.
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Rys. 3-2. Wykres box-plot dla zmiennej ADP (AUC) w odniesieniu do K/NIR oraz poszczegdlnych dializ.
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Rys. 3-3. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-czas w odniesieniu do K/NIR oraz poszczegélnych dializ.
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Zalacznik 4

Analiza roznic miedzy grupa kontrolng i naswietlang w przebiegu zmian
zachodzacych wraz prowadzeniem kolejnych dializ (zmiany w czasie od 1. do 10.
zabiegu) w zaleznoS$ci od miejsca pobrania krwi, oddzielnie przed (B) i za (A)

dializatorem. Material uzupehiajacy.

1. Ocena jednorodnosci wariancji.

Tab. 4-1. Wyniki testu jednorodno$ci wariancji Levene’a dla badanych zmiennych. Proba kontrolna, pobrana
przed dializatorem

B/A=B, sample=K Test Levene'a jednorodno$ci wariancji. Zaznaczone efekty sa istotne dla
p <,05
Zmienna SS df MS SS df MS E 0
Efekt Efekt Efekt Btad Btad Blad

koll (AUC) 6126,02 9 680,669 100772,3 197 511,535 1,331 | 0,223037
ADP (AUC) | 21174,64 9 2352,738 503967,3 197 2558,210 | 0,920 | 0,509076
EPR-czas 0,55 9 0,062 31,9 197 0,162 0,381 | 0,943252
EPR-nas 0,00 9 0,000 0,0 197 0,000 1,614 | 0,113326

Tab. 4-2. Wyniki testu jednorodno$ci wariancji Levene’a dla badanych zmiennych. Proba NIR, pobrana przed
dializatorem

B/A=B, sample=NIR Test Levene'a jednorodnosci wariancji. Zaznaczone efekty sa istotne dla

p <,05
Zmienna SS df MS SS df MS F
Efekt | Efekt | Efekt Blad | Blad | Biad P

koll (AUC) 6192,07 9 688,008 52850,6 137 385,770 1,783 | 0,076656

ADP (AUC) 18099,53 9 2011,058 247871,5 137 1809,281 | 1,112 | 0,358728
EPR-czas 0,99 9 0,110 22,1 137 0,161 0,685 | 0,721435
EPR-nas 0,00 9 0,000 0,0 137 0,000 0,971 | 0,466499

Tab. 4-3. Wyniki testu jednorodno$ci wariancji Levene’a dla badanych zmiennych. Proba kontrolna, pobrana za
dializatorem

B/A=A, sample=K Test Levene'a jednorodnosci wariancji. Zaznaczone efekty sa istotne dla
p<,05
Zmienna SS df MS SS df MS F 0
Efekt Efekt Efekt Blad Btad Btad

koll (AUC) 2640,44 9 293,382 66187,3 128 517,088 0,567 | 0,821700
ADP (AUC) | 11769,07 9 1307,675 297902,8 128 2327,365 | 0,562 | 0,826063
EPR-czas 1,58 9 0,176 24,3 128 0,190 0,925 | 0,505581
EPR-nas 0,00 9 0,000 0,0 128 0,000 1,479 | 0,162399
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Tab. 4-4. Wyniki testu jednorodnos$ci wariancji Levene’a dla badanych zmiennych. Proba NIR, pobrana za
dializatorem

B/A=A, sample=NIR Test Levene'a jednorodnosci wariancji. Zaznaczone efekty sa istotne dla

p<,05
Zmienna SS df MS SS df MS E
Efekt | Efekt | Efekt Blad | Blad | Blad P

koll (AUC) 5900,72 9 655,635 35509,7 88 403,520 1,625 | 0,120429

ADP (AUC) 28365,11 9 3151,679 113387,7 88 1288,496 | 2,446 | 0,015560
EPR-czas 3,34 9 0,371 19,4 88 0,221 1,682 | 0,105166
EPR-nas 0,00 9 0,000 0,0 88 0,000 1,858 [ 0,068861
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2. Wykresy typu box-plot dla badanych zmiennych.
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Rys. 4-1. Wykres box-plot dla zmiennej koll (AUC) w odniesieniu do K (wyzej)/NIR (nizej) dla poszczegolnych
dializ. Prébka pobrana przed dializatorem
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Rys. 4-2. Wykres box-plot dla zmiennej ADP (AUC) w odniesieniu do K (wyzej)/NIR (nizej) dla poszczeg6lnych
dializ. Prébka pobrana przed dializatorem
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Rys. 4-3. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-czas w odniesieniu do K (wyzej)/NIR (nizej) dla poszczegdlnych
dializ. Prébka pobrana przed dializatorem
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dializ. Prébka pobrana przed dializatorem
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Rys. 4-5. Wykres box-plot dla zmiennej koll (AUC) w odniesieniu do K (wyzej)/NIR (nizej) dla poszczegblnych
dializ. Prébka pobrana za dializatorem
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Rys. 4-6. Wykres box-plot dla zmiennej ADP (AUC) w odniesieniu do K (wyzej)/NIR (nizej) dla poszczegolnych
dializ. Prébka pobrana za dializatorem
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Rys. 4-7. Wykres box-plot dla zmiennej EPR-czas w odniesieniu do K (wyzej)/NIR (nizej) dla poszczegdlnych
dializ. Prébka pobrana za dializatorem
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