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Wykaz stosowanych skr -t -w

2,3DPG e (ang.2,3-Diphosphoglycerate); 2,adifosfoglicerynian

3-NT €  (ang.3-Nitrotyrosine); 3nitrotyrozyna

A2780 € linia ludzkich kom-rek raka jajnika
AA e (ang.ArachidonicAcid); kwas arachidonowy

ABC PICU e (ang.Age ofBlood inChildren inPediatricl ntensiveCare Unit)
ABLE e (ang.Age ofBLoodEvaluation)
ABTS e ( a n g-azindis-@-Bhylbenzohiazoline6-sulfonic acid);

kwas 2,2azincbis(3-etylobenzotiazolings-sulfonowy)
ACD e (ang.Acid-Citrate-Dextrose); antykoagulant kwas cytrynowytrynianglukoza
ADP e (ang.AdenosinedDiphoghate); adenozynodifosforan
Agaroza LMP ¢ (ang.Low M elting Point Agarose) agaroza o niskim punkcie topnienia
Agaroza NMP & (ang.NormalM elting Point Agarose) agaroza o normalnym punkcie topnienia
AGE e (ang.AdvancedGlycationEnd Products);

ko owe produktghkack aawansowane|]

Al e (ang.Anaemiaoin f | ammati on) ; ni edokr wi stoSi zapa
AML e (ang.AcuteMyeloidLeukemi a) ; ostra biadgaczka szpi k.
APTT e (ang.ActivatedPartial Thromboplastinrime); czas kaolinowdefalinowy osocza
ARIPI e (ang.Age ofRed Blood Celld n Prematire I nfants)
AS ¢ (ang.AdditveSo |l uti on):; pgdyn uzupegniaj Ncy/ wzbog
ATP e (ang.AdenosineTriphogphate); adenozynotrifosforan
BAL e (ang.BronchalveolarLa v a g e ) ; popjguphyhegragskowmel owo
BCA e (ang.BicinchoninicAcid); kwas bicynchoninay
bFGF e (ang.basicFibroblastGrowthFact or ) ; podstawowy czynni k
BPE € (ang.BovinePituitaryEx t r act ) ; ekstrakt z przysadki n
BrdU e (ang. 5Bromo-2 “@eoxyuridine);

5-bromo-2 -@leoksyurydyna, analogu pirymidyny
BSA e (ang.BovineSerumAl bumi n); al bumina surowicy bydl:/
CAT € (ang.Catalase); katalaza
CD ¢ (ang.Conjugateddi ene) ; sprznUone dieny
CDNB e (ang. Xchloro-2,4-dinitrobenzene); ichloro-2,4-dinitrobenzen
cisPt € (ang.cisplatin); cisplatyna
CLD € (ang.ChronicLungDisease)pr zewl eka choroba pguc
CML e (ang.ChronicMyeloidLeukemia)pr zewl ekga biagaczka szpik
CcoO € (ang.Carbonmoonxi de ); tl enek wngl a
COX e (ang.Cyclooxygenase); cyklooksygenaza
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CPA
CPD
CPDA

CRA
CRP

Cys
DAMP(s)

DAPI

DCF

DEHP
DHA
DMEM
DMEM:F12

DMSO
DNPH
DPBS
DTNB
ECOG

EDTA
EGF
EMP(s)

EMV(s)

ENA

FBS

FFP

free Hb
FSC

GP

GP lib/llla
GPx

(ang. TAC; Total Antioxidant Capacity;a §witp Po t e nAntyoasgdacyjny
(ang.Citrate-PhosphateDextrose); antykoagulant cytrynidosforanglukoza
(ang.Citrate-PhosphateDextroseAdenine);

antykoagulant cytryniafosforanglukozaadenina

(ang.CancerRelatedAnaemia); niedokwi st 0 Si towarzyszNca now
(ang.C-ReactivePr ot ei n)-reaktywna g k o C

(ang. cysteine); cysteina

(ang. DamageAssociatedM olecularPatterns);

struktury molekularne zwi Nzane z uszkodze
( a n g-diamidije-26phenyindole dihydrochloride);

dichlorowodorek 4'.@liamidyna2-fenyloindolu

(ang. 2',7dichlorofl u o r e s c dichionofluoresdeinar 6

(ang.di-2-ethylhexyl phthalate); ftalan d2-etyloheksylu

(ang.DocoshexaenoidAcid); kwas dokozahelaenowy

(ang.Dulbecco'dM odified EagleMe d i u m) ; podgoUe wzrostowe
(ang.Dulbecco'dM odified EagleM edium:Nutrient Mixture=12);

podgoUe wzrostowe DMEM: F12

(ang.Dimethylsulfoxide); dimetylosulfotlenek

(ang. 2,4Dinitrophenyhydrazine); 2,4dinitrofenylohydrazyna
(ang.Dulbecco'sPhosphateBuffered Saline)

( a n g -dithBhis§2éitrobe nz oi ¢ ) a c-ditb-pis-2-nkrobanzoeddwy5 6
(ang.EasternCooperativeOncologyGroup);

skala sprawnoSci mp&ajeéntag Nap acwsdr raoowoNe gn d w y
(ang.Ethylenaliamingetraacetic acid); kwas etylenodiaminotetraoctowy
(ang.EpidermalGrowthFact or ) ; nask-rkowy czynnik wzr
(ang.ErythrocytederivedM icroparticles);

mi kroczNst ki pochodzenia erytrocytarnego

(ang.ErythrocytederivedMicrovesicles);

mi kropncherzyki pochodzenia erytrocytarne
(ang.NeutrophitAct i vati ng Protein); biagko aktywu
(ang.FetalBovineSer um) ; bydlnca surowica pgodowa

(ang.FreshFrozenPl as mag Jo Smwio Uone osocze
pozakom-rkowa (wolna) hemogl obi na
(ang.ForwardScatterCh annel ); przedni detektor Swiat
(ang.Glycoprotein); glikoproteina

(ang.Glycoprotein lIb/1lla); glikoproteina llb/llla

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

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

IL
INFORM
INR
K-562
KKCz
KKP
LA

LDH
LO
LoVo
LPS

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

(ang.Growth-RelatedOn cogene) ; onkogen zwi Nzany ze v
(ang. kgl ut at hi one reduced); zredukowana pos:
(ang.GlutathioneS-transferase); transferaza glutationowa

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

dioctan 2',#dichlorodihydrofluoresceiny

(ang.Haemoglin); hemoglobina

(ang.Ha n kBéifferedSaltSo |l ut i on); zbuforowany roztw-r
linia kom-reWwNtudbkiwegomrakawego

kwas hydroksyeikozatetraenowy

(ang.HumanLeucocyttAnt ygen) ; antygen ludzkich | euk
(ang.HemeOxygenasel); oksygenaza hemowha

kwas hydroksyoktadekadienowy

(ang.Haptoglobin); haptoglobina

(ang.Horsea adishPeroxidase); peroksydaza chrzanowa

(ang.Intefferan); interferon

(ang.Insulinlike Growth Factor); insulinopodobny czynnik wzrostu

(ang.Intedeukin); interleukina

(ang.IN forming Fresh versu®Ild Red cellM anagement)

znormalizowany czas protrombinowy

l'inia ludzkich kom-rek przewlekgej bi agac
KoncentratyK rwinek Czerwonych

KoncentratlKrwinekP§g y t k o wy c h

(ang.Linoleic Acid); kwasy linolowy

(ang.LactateDehydrogenase); @hydrogenaza mleczanowa

(ang Lipoxygenase); lipooksygenaza

l'inia ludzkich kom-rek gruczol akoraka | el
(ang.Lipopolysaccharide); lipopolisacharyd

(ang.Leuka educed); leukoredukowany/filtrowany KKCz

(ang.Lysophosphatidytholine); lizofosfatylylocholina

(ang.MembraneAttackCo mp | exes); kompl eksy atakuj Nce
l'inia ludzkich kom-rek nabgonkowych gr uc:
l'inia ludzkich kom-rek gruczol akoraka pi e
(ang.MonocyteChemoattractarr ot ei n) ; bi agko chemotakty

(ang.M alordialdehyde); dialdehyd malonowy
(ang.M ethemogldin); methemoglobina
(ang.M acrophage Migratiohnhibitory Factor);

czynni k hamuj Ncy migracji makrofag-w
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MIP

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

NF-o B

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

PPP
PRP
PRR(s)
PS

PT
PUFA(S)
PVC

(ang.MacrophagénflammatoryPr ot ei n) ; bi agko makrof aga e
(ag. myel operoxidase); mieloperoksydaza,
(ang.MicroparticlesMicrove si ¢l es) ; mi kroczNst ki / mi krop
(ang.mitochondriaDNA); mitochondrialne DNA

(ang.NicotinamideAdenineDinucleotide);

dinuk eotyd ni kotynami doadeninowy (postal z
(ang.NuclearFactorkappalight-chainenhancer of activate cells);

j Ndrowy czynni k transkrypcyjny kappa B
(ang.Non-leuka educed); niefiltrowany KKCz

podtyp receptora NO{podobnego

(ang.Nitric Oxide); tlenek azotu

(ang.NADPH oxidase); oksydaza NADPH

(ang.Non-TransferrinBoundlr on) ; Uel azo niezwi Nzane 1z t
NapromieniowanyJbogoleukocytarnK oncentraK rwinek Czerwonych
NapromieniowanyJbogoleukocytarnK oncentrakKrwinekPg y t k o wy ¢ h

Od d z Inten§ywneOpieki M edycznej

(ang.Oxidative Stress); stres oksydacyjny

l'inia mysich kom-rek raka trzustKki

(ang.ProteaséActivatedReceptors)receptory aktywowane przergieazy

(ang.PlateletAggregate) ; agregaty pgyt kowe
(ang.PhosphatBufferedSa |l i ne) ; zbuforowany roztw:-r s
l'inia ludzkich kom-rek gruczol akoraka prc

(ang.PlateletDerivedGrowthFa ct or ) ;  @ng gzynhkikomgrostuh o
(ang.Polyethersulfone); membrana polieterosulfonowa

(ang.ProstaylandinE2); prostagladyna E2

(ang.Prostacyclinl2); prostacyklina 12

(ang.Platdets ) ; pgyt ki krwi, trombocyty
(ang.PlateletderivedMicropar t i cl es) ; mi krophcher zyki p ¢
(ang. COPDChronic ObstructivePulmonaryDisease);

przewlekga obturacyjna choroba pguc

(ang.PlateletPoor-Pl asma) ; osocze ubogopgdgytkowe
(ang.PlateletRich-Pl asma) ; osocze bogatopgytkowe
(ang.PatternRecognitonRe c ept or s) ; receptory rozpozna

(ang.Phosphatidyderine); fosfatydyloseryna
(ang.ProthrombinTime); czas protrombinowy osocza
(ang.PolyunsaturatedrattyAc i ds) ; wi el oniusezenw®y cone kwas:

(ang.Polyvinyl Chloride); polichlorek winylu
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RAGE

RANTES

RBC(s)
RCKiK
RCT(s)
RECESS
RFA

RFT
rhEGF

ROP
RPMI
SAGM

SCD40L
SD

SDF
SDS
SEM
SLR1/42
SNLR1/42
SoD
ssc
TBA
TBARS
TCA

TF

TGF

Th

TNB
TNF

tPA
TRALI

(ang.Receptor forAdvancedGlycation End-Products);

receptor wi NUNcy koGEGowe produkty

(ang.Regulated omctivationNormal T-cell Expressed an&ecreted)

chemokina CCL5

(ang.RedBlood Cells); krwinki czerwone, erytrocyty

RegionalneCentrumK rwiodawstwai K rwiolecznictwa

(ang.RandomizedControlledTrials); randomizowane badania kontrolne

(ang.Red-Cell Storage Duratiorstudy)

Reaktywne Formy Azotu

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

(ang.recombinanhumanEpidermalGrowth Factor);

rekombi nowany | udzki nask-rkowy c¢z

(ang.Retinopathy ofPrematurity); retinp at i a

wczeSniak- - w

(ang.Roswell Park M emoriall nstitute medium); medium wzrostowe RPMI

(ang.Saline-AdenineGlucoseM annitol);

rozt w-

r wzbogacaj Ncy /-adeninglekgzamaanjto c y

rozpuszczalny ligand CD40

(ang.StandardDeviation); odchylenie standardowe

(ang.Stromal celtderivedFa c t or ) ;

zrAbowy czynnik

(ang.Sodium DodecylSulfate); siarczan dodecylu sodu

(ang.StandardError oftheMe an) ; b g Nd

standar dowy

Zaawan s

ynni k v

chl or e

WzZr os

Sredni

supernatant otrzymany w 1./42. dniu z filtrowanych/ubogoleukocytarnych KKCz

supernatant otrzymany w 1./42. dniu z niefiltrowanych KKCz

(ang.Supemxide Dismutase); dysmutaza ponadtlenkowa

(ang.Side SaatterChanne); boczny detekt r

(ang.Thiobarbituric Acid); kwas tiobarbiturowy

Swi atga rozpro

(ang.ThiobarbituricAcid ReactiveSu b st ances); substan

(ang.TrichloroaceticAcid); kwas trichlorooctowy

(ang.TissueFactor); czynrk tkankowy

(ang.TransformingGrowthFa c t or ) ;

transformuj Ncy

(ang. Lymphocyte T helper); limfocyty T pomocnicze

anionu kwasu #io-2-nitrobenzoesowego

(ang.TumorNecrosisFactor); czynnik martwicy nowotworu

(ang.tissuetype PlasminogerActivator); tkankowy aktywator plazminogenu

(ang.TransfusiorRelatedAcutelL ung I njury);

ostre

poprzetoczeni owe

-12-
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TRANSFUSE & (ang. Jand&d Issue TANsfusion vers8 Fresher ReeCell Usein InterSive

Cark)
Treg € (ang. regulatory T cells); limfocyty T regulatorowe
TRIM e (ang.TransfusiorRelatedl mmunamodulation);

i mmunomodul acja zwi Nzana z przetoczeniem

TT € (ang.ThrombinTime); czas trombinowy osocza
UKKCz €  UbogoleukocytarnK oncentraKrwinek Czerwonych
uPA e  (ang.urokinasetypePlasminogemctivator);

urokinazowy aktywator plazminogenu
VEGF e (ang.VascularEndothelialGrowth Factor);

czynnik wzrostu Sr-dbgonka naczyniowego

WHO e (ang.WorldHealthOr gani zat i on) ; acj@ ddrowih owa Or gani z
WWCOIT e Wo | e w- Wirlaspeejalistyczn€entrumOnkologiii Traumatologii

im. M. Kopernika w Godzi
X0 e (ang.XanthineOxidase);oksydaza ksantynowa

-13-
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1. Wprowadzenie

Koncentraty krwinek czerwoy ch  ( KKCz) sN najczinSciej p
krwi (na Swiecie wedgug danych $wiatowej Org
rocznie) [1-3]. W Pol sce kaUdego roku w Reagi onal
iKrwiolecznictwa ( RCKi K) otrzymuj e sin p one
0k.2025% poddawanych jest procesowi usuwani a |
KKCz) [4-14]. Dla por-wnani a ya hStaath a&th% Zg rezdentoacczzoann
stanowi UKKCz[15].

KKCz przechowywane s N do 4 2 dni w ten
wz b o ga c H6¢).NRrzgamowywanie jest konieczneb g z apewni | odpowi e
jednostek dl a p dli7]r Poéstawosyinuvskazaniem da stosoivamia KKCz
jest niedokrwistoSIi wynikajNca z przebiegu
duUe | utraty Kkr wi (ponad 30% objntoSci Kr w
wprowadzenia leczenia alternatywnego, nps ub st yt ucj a niedobor - w, ¢
pobudzaj Ncych erytropoezn, pacjent owi z

wcelu zapobiegania niedotl eni erl8ul9 wadtkasy ch d I

rutynowego przechowywani@x vivok r wi n Kk i czerwone zachowuj N
aktywnoSi metabolicznN, ale jednoczeSnie w
system- w, kt -re usuwagyby, m. i n. uszkodzone
imi kropnclhwer e ygani zmi e funkcj e t e pegni N, (
Sr-dbgonkowy oraz wNtroba, ner ki[l7, 120 kom- r
Wraz z wydguUaniem czasu przechowywarazi a er )
wi nkszych il oSci p r o dounk-tr-kw wpyrczhe npiraondylk knh & tee rdiei
uwal ni ane sN do pgynu uzupedgniaj Ncego, Co

tegos k § a d n i[lKk]aPodstawewe pytaaw dziel zi ni e transfuzjol ogi.
nie ma jednoznaczne]j odpowi edzi dotyczN kwe
terminupr zydat ko®cnki czerwone sN tak samo skute
siwi pgynie wzprogechdwWewamych KKCz substancj e
zwi ikszaj N ryzyko wystfiApowania niepoUNdanyc
AjeSli tak, to czy zmniejszenie iloSci | eukec
nacznst oSl wyseakchhowani a tych r

WyjaSnienie tych zagadnie® stanowide duUe



wszystkim z tego powodu, Ue |l eczeni e konce

jest w wi el u j ednost kach chorobowych [ wi el e
odprzetoczeniK KCz, moUe wpgywairomawp®i nks BamNrcledr
[17].

OkreSlony maksymal ny czas przechowywani a
jesstbezpoSrednio zwi Nzany z poziomem zmian (
iuszkodze & kr wi nek icpreecheswywania tv wamunkaax rvivok21il].

Zmi any te prowadzN mindzy i nnyjmmiatanatlewkps ycen
azotu czy i mmunomodul acj i, a w konsekwenc]
ni epoUNdanych reakcj. poprzetoczeni owych, t
Smiertel n@plBWynk bi badan@ pvi bed dia vgc z y ¢ hstopowaniei e r d z
dguUe]j przechowywanych (ponad 14 dni) KKCz
poprzetoczeniowychfi22-24], wci NU jednak dyskusogj®iNAjelt - &
czas przechowywania tego skgadni ka kr wi i /1 u
randomi zowanych dng Ra@TEankomized cantroleyt trighs i e wykaza
istotnego wpgywu ddguUszego prmeehoeywasSiabn:
[18,2527]lna oddzi agach kar di oc[28431],urngaidiali pionztoesntsayj
obawy dotyczNce okreSlonychpogrrumpz!l pggjyeht -w
czywymagaj Ncy masowych i/l ub r egl(3Raw nzywihN z(kpur z
zbrakiem jednoznacznego stanowiska zagadni en
Niezal eUni e od klinicznych skut k- w przetoc
w warunkachexvivowp §y wa na wi el e kI[l6l.c z9wyerhu jpa r saime,t r
jakoSci, skutecznoSci i bezpiecze@®twa sto:

parametr - -w, nie tylko cz[s przechowywania w

-16-



2. Zmi any z a cpizechavihvargch WKCz

Pierwszy skut ec z nang. AGDyatidcikatemexteosewu jsNadjya dz i e

kwas cytrynowycytryniang | uk oz a) , sguUNcy do przechowywa
do21 dni , opracowano na poczNt katopraacivywdno . X X
nowe pgyny konser wuj Nce wydguUaj Nce oKkr e

m.in. CPD éng. citratephosphatedextrose w s k § a d-fosfaanglukaza) go21 dain

CPDA (ang. citratephosphatedextroseadenine w s k g ad zfosferanglukaza& y ni an
adenina) do 35 dni. Opracowano takUe pgyny w
przechowywanie preparat-w czerwonokrwinkowy
jessod dnia pobrania krwi w RCKi K) ow ntoeSmhp errani wnr
wzakresie 79 % (kryterium jakoSciowym jest przeU
bi orcy minimum 75% przetoczonych krwinek cze
0,8% pod koniec okresu magazynomanib&ar ésgodni
przez Radm2 Bu3s,e4yPrzeUywal noSli kom-rek po 24
mierzona jestin vivo po uprzednim znakowaniu krwinek izotopettCr [2, 16, 34]
Wprowadzeni e pgyn-w wuzupedgniaj Ncych, umo 01 i
doszeSciy thydgowdnmdiuUymw osiaNghiugioémgi i i umoUl
skutecznych system-w gospodar kizach&dniohiokN95% | e |
donacj i KKCz z[2l.ajduj e biorc:- w)

W RCKIK preparat czerwonokrwinkowy przeznaczony do transfuzji (o hematokrycie
6575%) otrzymuje sin z jednej jednodCRD, kr wi
anastnpnie po oddzieleniu poszczeg-Ilnych skg
odpowi edniego pgdgynu uzupe g Wjkijack eumpejgkach f r a k «
krwinki czerwone przechowywareN w pgJyni e wz b ang.Satine-pdsning m S A G

GlucoseMannitol, w skgadzi edeninigluknzam& n nsi ot dod ) , zaS na
naj bardzi ej pows zléAddol), AS3(Nutriceb)z ASvE ¢OptisoF WIS 2].
KKCz mo g N byl poddane procesowi filtracj.i

(Il eukoredukcij i) w celuwu zmni ej szeni a nar aUe
HLAoraz zakaUeni e 2 355 Eaknprzggptonwamy &Ki§Cz Ipé podaniu
biorcy powinien zwifnkszyl stnUeni[¢§. hemog!l obi
Zmi any zachodzNce w KKCz ang ostbragealssionpr z e c |
sKwi Nzzaenest arzeniem krwinek exzvwoiwompeh mwj NS

minhemol i zn (wzrost stinUenia pozakom-rkowego

-17-



zmi any morfologiczne kom-rek (przede wszystKk

oksydacyjneuszibz eni a bi agek, | ipid-w i wnglowodan: v
oraz jon-w potasu i -Dva@ nii aATRB,p adpe&d esk Agik nii as
czy akumul acjn uwal ni anych z kKr wi nek

imi kr oczNst ek/ mi kproocphiiocdhzeer nzi yak arg.r erythrooytedgrived r n e g o
microparticles; EMPs, erythrocyigerived microvesicles; EMY421, 34, 3641]. Opisane
dotychczas w obszernej l T teratur heKKCzmi any

podsumowuje Rycina 1.

uszkodzenia

zmiany oksydacyjne R
lepkosprozystoéci  (biatek, lipidgw, CksternalizacjaPS
. . oligomery cukréw) tratwy ceramidowe
s'e;!":"i"'e biatka sferocyty
"i e pasma3 i echinocyty l agregacja

FALTEL l l l
p q
// mnrfuloglczne integralnos¢ domena konformacja odksztatcalnosé

S

“ btony btonowa biateki RBC
lipidow ksztatt
ZM'ANY btonowych
ZACHODZACE

" T E mleczan .
PRZECHOWYWANYCH _______a‘ wolna Hb K+ Y
KKCz biochemiczne I I

. Zmlany S-NO- Hb 2,3- DFG Na* l ATP
w supernatantach bioaktywne lipidy L
irozpuszczalne NADH  nietrwate biatka: slqzen.le GSH
dopetniacze: lipidy MPs czynniki !
bioaktywnosc &
C3a, C5a, mediatory zawierajace Hb S-nilr:zo-Hb krzepnigeia, ~ 2Klywnosc GPx
MAC zapalne MDA (zmiatanie NO) fibronektyna,
uwalnianie IL-8, hial!(a
MPs peroksydacja TNF-q, bioaktywne dopetniacza
lipidéw TGF-B lipidy
sareRrBC| oo stres (aktywacja
I I cytokiny RFI' Dksydacyjny neutrufllll

Rycinal. Zmi any zachodzNce wStprrzagkhiowymaynYejh IKiKCizii bazow
aponi Uej spa®@ek acowamine|j wg a $38]esk n-at y p 0 Aderdsiig wiphgaphate),
adenozynotrifosforan; DPG (ang. diphosphoglycerate), difosfoglicerynian; Hb, hemoglobina; IL (ang. interleukin), interledihéang.

membrane attack complexes), k noatondialéekyde), dialdetydk ruajomdwye MPs Gaogn migropakitles), (an g .

mi kroczNstki,; NADH (ang. nicotinamide adenine dinucl eomtmiide), di nu
oxide),tlenku azotu; PS (anghosphatidylserine), fosfadyloseryna; RBC (ang. red blood cel), krwinka czerwona; RFT, reaktywne formy
tlenu; TGF (ang. transforming growth facto),r ansf or muj Ncy czynni k wzrost u; TNF (ang. tu

nowot wor - w.

W ostatno prowadzonych badaniackzaobserwowano istotny wzrospoziomu

mi tochondri al nego DNA ( mt DNA) [ mi kropnche
WKKCz w zaleUnoSci od sposobu przygotowani g
przechowywanig42, 43] Pomi mo tego, i 0 znaczenie klini
poznane, Zzar - wno mt DNA | ak [ MP s mogN miel

poni ewaU naleUN do grupy strukt urangnDAMRsSk ul ar n

damageassociated molecula pattern) , kt - -re potencjalnie mo g

-18-



odpornoSciowy biorcy poprzez reakang. BRRE r ece
pattern recognition receptoy$42,43] JednN z pot encpowdnaneakdi pr zy
poprzetoczeniowych u bi orc-w s N gromadzNc

Przeprowadzone badania metabol omiczne, pol e
i pid- w, zar -wno w jednostkach KKCz poddan
wykazago, i U0 filtracja istotnie zmniejszac

przechowywani a zaobserwowano j ednak wystnp
t g us z c zaogw VPOHRAS; folyunsaturated fatty acjds i produkt-w i ch
(tj. oksylipinyniz al eUni e od tego czy jedn[®kt ki KKCz b

IMIENNOSC DAWCOW

Czynniki genetyczne Czynniki Srodowiskowe

...~.'..'.'.. P — \ "’.‘..._,.-“

Stres oksydacyjny : Hemroliza

Mikrocagstia

Starzenie
Wrazliwosc

Morfologia
Defekty btony
Metabolzm

it
poo:rzzy:t:ckzseinu ' Imiennes¢ biorcow
'
Rycina2. Zmi ennoSi dawc-w jako problem tra@s4fluzj ol ogi i .
W zwi Nzku z faktem, Ue poziom winkszoSci

zachodzNcych podczas pr zechowyliemorzegedto®kCz 1 o ¢
KKCz czfisto dzi eli dsniifn pnraz eAcSwoi neytRéadni)[48H9] or az  /
W innychbadaniachednost ki KKCz juU po 14 dniach pr ze
jako Bel.Zaggedenie to spowodowado przyjnacie st
tyl e samo dni charakteryzuj N sin por - wnywa
nie jest prawdN, a Awieko KKCz nie |jest
przechowywanegids1,$58§ aZimii &ran ck§iw genetyczna daw
niegenetyczne, t|[45 4 ewpJywapN, natylempygciwgs
WKKCz oraz odparoeca$irwhnwich na uszkodzenia wy

w warunkachex vivo(Rycina 2)[34, 45, 46, 52] Na podstawie przeprow

-19-



wy kazamroze UyOval no Sihvivepog t pozr gt o evzzechowywansic u U e j

KKCz waha sin w szer ok[B3 Dageretyczrseiuwaruokdwardyéh% d o
czynni k- w, wpgywaj Ncych na wytrzymagoSi k
przechowywania zaliczono, m. i n. wewnNtrzkom
[53, 54] predyspozycjim vitrd d55] mermmal i wyst ipowani e

pseudohiper k a7, 5mi Pods dmwwu wNwon&ravawdki w,c ztea
jak ludzie, starzejN sin w r-Unym tempie, dI

przechowywanych erytrocyt - -w jest duUo dokg:e

p ar ame tcragprrechoivyiania jednostki KKCz. Jestmad e j a, Ue w przysz¢
powyUszych odkryi moUliwe bindzie opracowani e
otrzymywania i przechowywania KKCz dostosowa
[34, 45,52].

Obecni e nadal trwaj N badani a nad opr a
pozwal aj Ncych dokgadniej okreSlil w jakim st
podatne na zmiany/uszkodzam odczas przechowywani a I w | ak

zachod4i [39, 52, 55, 57, 58]Pr a wi a& igterpvetaci wy ni k- w pr zepr owad
dotychckds nbadan@ch buprdenime wmag U I idvwiéghemmd enno Sci
mi ndzyosobni3g45%55 dawc: - w

21. Zmi any zachodzNce w supernatantach przechc

Podczas przechowywania w supernatantach

bi ol ogicznie aktywne substancj e, m. i n. wol n
bi agkiapiidy, cytokiny; dochodzi [3% &k B%4.do uw
W KKCz, kt-re nie bygdgy poddane enecessNwi
jako zanieczyszczeniap g y t K i Kr wi orancktrw) nklawby agd&t {1
uwal ni aj N zwi NzKki bi oaktywne (m.in. cytok
proteolityczne) do supernatant{65]. IstnieN dowody, Ue supernat al

zprzechowywanych ubogol eukocytarnych jednost
dlabiorcy [65]. Wszystkiez gr omadz one W supernatanci e skg
czerwonymi przetaczane sN biorcominpitralc z as

dowi edzisaurpoe,r nalanty pochodzNce z dguUej pr

wjaSci woSci prokoagunmuanyjmoa,ul apkKceempowe, z wr
kr wi o 68, $67d], chol kKl iniczne znaczenie tych z
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Badania na model ach zwierzincych wykazagw, iU
sin potencjalnie[dlokPygcraydokgadgiaaej empi sany
-mi kroczNstki, kt-re mo[@N75tkormadal wpdywaija
naodpornoSi wr odz o sthhfizjologicdry prgapizm@ggln N or a z
-bioaktywne | ipidy, kt-zecakmniyaiuj Ni meda rwy
ostrego popr zet oc z e mhgoMALY dransfesiorkReldtedeAnuited.ung g u c
Injury) [79],

-cytokiny i chemokiny (zwgasf@tza w jednos:H

-zmi atacze tl enku azotu ( NO) , tj . wol ne
wmi kroczNstkach, kt-re mogN za[8lyrzal rel aksa

-Uel azo wolne i niezwi Nzane z transferynl
syderofilnych[41, 61, 82, 83]

Na podstawie wy ni k - w inb aitoa o Ue my przewiuthywal z
prawdopodobi e@E&twem, Ue przetoczone KKCz b

in vivo[17, 62]
21.1. Hemogl obi na, hem i UOel azo

Wystinpowani e hemol i zy W przechowywanych
ni epoUNthaagclraezhodzNcych w tych jednostkach
uznawany jest jako miara jakoSci tego skgadn
moUe byl obecna w postaci wol nang. free Hb)ozt wor
lubt wor zyl kbomptegbpbznN, wystfipuje takUe w nm
zerytr dsdlyt -Dwt ychczas nie okreSlono jakie st
jestszkodl i we dla biorcy, jednak wysoki stopi e
w jednostce (20 %) bezpoSrednio zwi Nzany jest z
Hb (>500 mg/dl)[84].

Kliniczne skutki przetaczania KKCz, ko EGc owy m t er azna wieenr avjaNJayo &

wyUsze, w por-wnaniu ze ASwieUymo, stnieUeni e
okreSlone. Sugeruje sin, Ue pozakom-rkowa H
zczynni k- w wpgywaj Ncych na wystipowani e W

ni epoUNBB-87Thydwh j ednym z ooediaspfSBlowwf kaapoit zwi Gk s
ryzyko wystNpienia powi kga® (czinstsze wystn

ubi orc-w po przetoczeniu KKCz przechowywanyc
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wolna Hb, hem oraz Uelazo sN toksycz8®l]dl a wi
Postuluje sin, i0 Hb pozakom-rkowa oraz obe
coskut kuje zwinUeni em ileaienznje@krkienig39,084, 85 aly®2h, n a
oraz aktywadg1,M3]ip gk o mkr &k {98 (Ryahd 8).dNowsze badania

donoszN, Ue tlenek azotu moUe zachowywal f ul
zr eszt N c yIs3t)e ignayEc(u@yhsa b hemogl enbiitnryo,z ow irod zeu, |
sN silnymi i nhi bi t o[B6a%6j96]a gR cedgsacmad w upj §N\yct, e kp okzra
Hbodgr ywa waUnN rolfi w utrzymaniu r-wnowagi k
pogyt ek Kr wi poprzez zmi atani e NO | ub dzi af

odpowedniki tlenku azotu w postaci&trozotioli [86].

/1

— . I Uszkodzenia
Luzycie NO Przekroczona oksydacyjne
zdolnosé -
wigzania Hp =

Ryzyko infekcji

Uszkodzenie komarki

Dysfunkcja Sradbtonka

Stres oksydacyjny

Dziatanie prozapalne

Iwezenie naczyn krwionosnych

Rycina 3. Skutki nadmiaru pozakm- r K o we j hemogl obiny (Hb) W naczyniac
fizjologicznych osoczowa haptoglobina plbf3¥ydwa dyen Nwo

W sytuacji, gdy Hp nie jest w stanie wyctlewypdzad tak d
przetoczenia KKCz, niezwi Nzana, wolna Hb wychwytuje N
(Met-Hb)iNOs. Zmni ejszona biodostipnoSi NO u biorc-w powod:u
pgyt ek Kr wi i odpodakbkdif mapal nNrowadzil do ni e
i uszkodzenia narzNd-w wewnifitr z[h5 &hskr Opyr: a B0, W &8 moeg | whian:
oksygenaza hemovwig Hp, haptoglobina; MeHb, methemoglobia; NO, tl enek azotu; NTBI, Uelazo niezv
czerwona.

Wol ny hem, j ako jeden ze skgadni k- w surg
aktywnoSci oksygenazy hemowej, generuje rea

makrofagi Brkdm®Hkka

Przetaczanie Astarycho jednostek KKCz mo
biorcy Uel azemwt hésss 98 o matk @ il a elazaeew nerBaohg - w0
wNt robie (92.SWsed=zit&miee mo Ul iniepeo JiNczzroynrede s e my r
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a z bi ang k¢j. albumina, ceruloplazmina ang. high molecular weigitITBI)

lubma § » Ns t e c Zigarwawmy (thi ATP, AMP, cytrynian, mleczan, fosforan, octan;

ang. low molecular weigh¥TBl) staro wi N pul n zwi Nzk-w nazy
(ang. nontransferinbound iron;Ue |l azo ni ezwi NPH.NEBImo e amasdielr g
stres oksydacyjny w tkwekhkaich upodredldakchich

powodowal dysfunkcje kom-rek Sr.-dbgonka, zw
prowadzil do reakcji prozapal nych oraz odgr
okluzyjnych (Rycina 4)84, 90, 98, 100] Okogo 25% pr zetoczonych

jestusuwana z krwiobiegu biorcy przez ukgad f a
poziom wolnego Uelaza powoduje wzmoUonN pro
przezfgocyty, co moUe skutkowal nasil onN odpow
wol nego Uel aza z fagocyt - w prowadzi do p
mo (peoowodowal wspomniane uszkodzenia oksydacy

cozkoleizwi ak s ¥ zyko wystNpienia zakaUeni[87.zwi Nz a

LSWIEZY” ,STARY” _Starsze”
KKCz KKCz krwinki
czerwone
l 1mg zelaza/h 160 mg zelaza/h l
B i Fagocytoza
MAKROFAG .~ \ MAKROFAG l
/ \ / + Uszkodzenia . o
‘ ~ TNTBI /" oksydacyjne Lizosomy === HO-1 == Biliwerdyna+CO
®e elazd i N Ryzyko l l
® . _®  infekcji Destabilizacja Fe? wms Ferrytyna
@@ btony l ™
) TRyzyko infekeji l RFT
— e : e Szlak Z N\ Szlak
— — sygnatowy2 N RP3 NFkB  Sygnatowyl
Cytokiny /
prozapalne IL-13 &= pro-IL-18 4 |L-6,1L-8, MCP-1

Rycina 4. Hi poteza dotyczNca udziwynjpo priboézenia astarsmychzkikK®za Ue ni u
Atelazo uwolnione z Hb po wchgoninciu krwinek czer wc
wewnNtrzkom-rkowo syntetyzowane i uwal ni ane cytokiny
przedstawiafer oportynin (kanagd eksportu Uelaza z wnitrza ko
mechanizm pochganiania Astarszycho krwinek czerwonych

oraz kompleksu infl amasomu , pavadzideppodukd tytokin poozagamyctj o wy 1

odpowi edzialnych za inicjacjn i podtrzymani e miejscov
[82].Skr - ty: CO, tl)oksygenkza hemgvlald,intetedkina; MCR1, bi agko ¢ he mo alf NLRFK podtypt a mono c
receptoraNOBp odobnego; NTBI , UeelrayznoN;niRFzTwi Nzeaanket yzwnter afnosrfmy t | enu.
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21.2. Mi kropncher zyki pochodzenia erytrocytarne

Mi krophicherzyki/ mi kroczNst liig. MPs/MMs;Nt r z k C
microparticles/microvesiclgs t o ma g e ffragsnénty | ui woai | dnoi waen e z b
kom- rkowych w wynciyktuo sperkzeegreupuowia @ of agdowa E
aktywacj N, apop[ldg Nl]Mubrespackzenzeki w zal eUn

czy Ssposobu w ] aki dochodzi do i ch pows
mikropncher zykami , mi kroczNst afb 10Rub MRS a §k &mi
siwii el koSci N, ich Srednil[dad6]waFhoaS rseidiniod N3 0w rkn

komaké&m-rka przenoszNc gadunek receptor - -w poc
zkom- r ki maci erzystej do docel owych. Dodat k
plazmatycznN kom-rki docel oi4& jO1, 108w ogtainich aj N p
| atach poczyniono znaczne postnpy w celu sch
krwi i ocenie ich potencjalnej roli w zdrowiu i chorobie. Pierwszy raport o istnieniu MPs
wekr wi zostag opubl iuk o(wdaonty. pmiakwioec z7NDs tleakt ptoecnh
Nastnpnie w osoczu zidentyfikowano mikroczl
monocyt-w, kom-rek Sf-1dlbgonka i granulocyt - - w
Przeprowadzone dotychczas badani pot wi erdzaj N gromadze
wrazzwy dJuUani em czasu pr zecho[#3vek nfiltrawanydghe f i | t r
jednostek[104-106) ZdecydowanN wifAkszoSI MPs stanow
czerwonych #&ng. EMPs; erythrocytderived microparticleps , al e MP s poch
zl eukocyt  -w czy pgytek kr wi r-wnieU wystnpuj
w niefiltrowanych) oraz ich ppi om zwi nksza sin pl@d dG7]a s pr z
Potwierdzono, iU podczas przechowywania fil:Ht
mi erze do groma4ld6iornasi fioEfMPIsi pi d-w wykazu
prokoag[l06hc W nENMPs zidentyfi kowano, m. i n. Hb

pasma 3, aktynn, glikoforyny, lipidy, biagka
FADD, CD47 i i mnB9,n87,gd2]oPmizenloiszio N & pr zez EMPs
sygnhagowe (tyg . cytokiny, chemokiny, hem, H
dopegni acza) or az antygeny mogN wpgywal ne
lubr egul uj Nc, taki e procesy pfakalamyi ogane oa,p
i mmunol ogi czna, poprzez zgoUone i fBilerbhkafk

EMPs w supernatancie |j edno $krerke psdik@iec oktesle wzr
przechowywani a, co bezpoSredh539 10pJjywa na | a
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Przetoczenie dulUej iloSci nagromadzonych
EMPs maj N zdot wed&hi awyN@wy co wpgywa na u
a co W nastfinpstwie prowaddng cPa zypilksydvaearei s Ni
wjaSci woSci prozapal ne, prokoagul adl%,j93 e, troc
101,109,110 Badania kliniczne wykazagy, Ue przet
zwi Nzane jest ze zwinkszonN czfist d28cbN wyst
Natomiast w badaniachin vitro z ar - wno EMPs pochodzNce
j ak i przechowywanych KKCz wywogywagy sil nN
s ipfr o d u k6d jL-B ordz kczynnika martwicy nowotworu (TNF J101].

IMMUNOMODULACJA . KOAGULACJA

Makrofagi y e~ Monocyty

- Wzrost produkcji cytokin prozapaln}ch iTNE~a - Wzrost ekspresji TF

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

- Wzrost ekspresji PAC-1i selektyny-P

Limfocyty T
- Wzrost proliferacjiCD4i CD8

Neutrofile

- Wzrost aktywacji neutrofili

- Wzrost zdolnosci do fagocytozy

- Wzrost ich zdolnosci do produkcji nadtlenku

Rycina5. WgaSci woSci EMPs pochodzNcych z KKCimvima podst
Opracowani e wg §l6, 76106, a11p3pdst awi e

Badania nad mechani z mami odpowi e EdRsal ny mi
prowadzone s NI12pbd Nii likcuh Ipaotdst awi e wykazano,
whet erotypowych oddzi agywani ach z monocyt atl
w monocytach i osoczu wzrasta po ekspozycji ndMPE [112]. EMPs i nicj
t akplbevst awani e zmian fenotypowych w pgytkach
powierzchniowe] selektynrf? oraz aktywowanego receptora Gib/llla [112, 114]
Zdecydowana wifikszoSlI wuwalnianych EMPs wyka
fosfolipid-w (ggd-wni e PS) zapewni aj Nc p oW
protrombinazy i tenazyf76, 103, 105, 115]Rubin i in. [68] poszukiwali odpowiedzi
nanurtuj Nce ich pytanie dotyczNce element - w

winicjowaniu i propagowaniu prokoagul acyj ne

-25-



wykazuj N wdgaSci woSci prokoagul acyjne zal eUn
nawytwarzanie tombiny [68]. Kil ka | at p- ¥Tniej dowi edzi ol
s idawytwarzania trombiny poprzez kompleks protrombinfiZl6]. Najnowsze doniesienia
dotyczNce potencjalnych mechanizm-w aktywac]j.i
comoUe | eUlel u podstaw poprzezapaeémiyaeaWwy cws k@ac
UEMPs bezpoSrednio aktywuj N czynnik XI1 (FXI
do aktywacj.i FI X przez 2 niF¥lFadlXeUneb eszzp cakrie
aktywacjn FI X pr zdld7 K8]| izZkbraediannie (sRy caikna s6N) pot
w zapobieganiu powl uBanapml eekir zepBNwgmym z p
[118].

FXII kel - Odpowiedz
. BK
- m EXlla </ prozapalna
PK Rl
= ﬁ\ d
: Fm‘\{izb
FXI FXIa( \
\v FIXa
Trombina
Rycina 6. Szl aki inicjacij.i kaskady krzepnincia indukowan
obecne w KKCz. E&MPsomejzNo&kedwacjn FXIIl i PK, prowac
Czynnik Xlla dodatkowo aktywuje PK, podczas gdy PKa aktywuje FXII. Do aktywacji czynnika 1X dochodzi
poprzez dwa niezaleUne szl aki. SzI| ak zdnipakpwupd&lXy kol or
po aktywacij.i FXI1, oraz szlak alternatywny przedstaw
aktywuje FIX. Oba szlaki ostatecznie prowadzN do twor
na podstawi¢118, 119]
2.1.3. Cytokiny
Dane | iteraturowe wskazuj N, Ue w supernat
sin czynni ki i mmunomodul uj Nce, t] . cyt ok

moUe byl potencjalnN pr zyc regkdgihopwmeoszenopyahwa ni a
ubi or[88;48,83 120,121] Cyt okiny mogN napndzal og-1I|n
u pacijBntiwoSi cytokin w zKkwW Qz ajnas tz boebzepcanSrSe
krwinek w jednostce na poczNtku okresu prze

poprzetoczeni owych p o przetoczeniu UKKCz m G
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mni ej szej il oSci rozpuszczaldnewyow CDU@dr noart aa:
tychfj ednostek w por-wnaniu do niefiltrowanych.
oraz czynni ki l i pi dowe wraz ze wzrostem cCczas
m.in. do aktywacji neutrofilj38].

We wczesnych badaniach dowiedziono, i O v
doznacznego zwinksa@aiBawpsauipemmat Bnt ach KKCz
pierwszego[120]. Wysokie poziomy NF-U, -6lotaz IL:-1 (czynni k-w bezp
hamuj Ncych erytropoezi poprzez blokowanie w
kostnym) potwierdzi gy r[128A23eTNRU nparez ezdees pwsjzyy sk
odpowi edzialny jest za utrzymywanie homeost a
kil ka innych funkcj.i i mmunol ogicznych, tj. Z
kom-rek czy stanu z6@jpsh medatgrem odpdwiadz rarydes t | L
orazg o r N[&28]K i

W UKKCz r-wnieU wykazano posthpuj Ncy wz
prozapalnych pochodzNcych z r-Unych typ-w
i i mmunol ogicznie [d2ynmyzclzeeffob hel izmiacc-zveni e
lizofosfatydylocholina (lizePC) i rozpuszczalny ligand CD40 (sCD40L). Ten drugi
jestprozapalnym medi atorem pochodzenia pgytkouw
naneutrofil ach przyl egd3d4NcyRrbdmi tho Segdbgoinld
przedpr zechowywani em KKCz usuwao$l nieghboaytecwd
krwi (i tym samym produkt-w z nich pochodzNcyc
prozapalne nadal mogN gr omaidlzeinii asihn Wwedsym
jestuwalnianaz bi agych kr wi nek c¢hemoki naag. ReQulated naz.y

on Activation, Normal Tell Expressed and Secre}ed kt -rej i 1 oSIi st oy
w supernatantach przechowywanych UKKCz. Chemokinataindgkujeo | i f er acj n i é
kom-rek NK oraz prowadzi aktywnN rekrutacjan

do miejsc zapalenig 24].

U pacjent - wn zt rnzoumsottkniorzeaobser wowano zmni e
zwi Nzany z okogooperacyjnym przetoczeniem |
mo (bey | przyspieszana przez 0 b e c-nowotwaevowes u p e r n
orazczynniki wzrostu[123]. Po doggnbnej analizie supernat
ubogoleukocytarnych (sLR) oraz niefiltrowanych (sNLR) otrzymanych w 1. oraz 42. dn
przechowywani a wykazano podwyUszonN ekspr ¢
medi ator -w nowotworowych, tj.-1fMCRfkascheeoi
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wzrastago wraz z czasem przechowywani a), RA
przechowywaia w sLR, w 1. dniu przechowywania na podobnym poziomie), angiogeniny

(brak wpgdgywu czasu przechowywani a nd) stnUe
(TNF-U , brak r-Unic w poziomie pomindzy sNLF
przechowywani a) ,nnika awmdstu (E6&F) wazypnroka wzrogtu pochodzenia

pgytkowego (PDGF) (stnUenie wzrastago wraz z
wyni ki opisanych ba[d23]E przedstawia Tabel a 1

Tabela 1. Cytokiny o whaW®oitwoBowgch pidentyfi kowane w
przechowywanych KKCz. Opracowano na podstdiis].
sNLR1 SNLR42 sLR1 sLR42 |
MCP-1 78,2 N 7647,8 N 2 86,3 N 6 121,2 N
RANTES 12,0 N 1 15,8 N 0, 13,8 @&m1 3,0 N 1,
Angiogenina 44, 2 N 3 - niewykrywalne -
TNF-U - - - -
EGF 216,4 N 1436,4 N : - -
PDGF 61,6 N 6 76,5 N 1 - -

ZawartoSi biagych krwinek oraz Awieko skg
decyduj Nce 0 stfiUeni u cytokin w mjiedabst k
Ue przechowywane KKCz sN niejednorodne i obs
[38]. Leukoredukcj a przed przecH,oWwpwiL8i em z

i TNFU w przechowy@2phyc\i eKkKzGzobser wowan® zmi a
w czasie przechowywania jednostek niefiltro

cytokin znaczNco wzrastagyl[l2elr axv z wiclalemz p

Ue filtracja przed przechowywaniem zmniejsz
w tym pronowot wor owyc h, sugeruj e sin przetacza
a w szczeg-lnoSci di2%]26lntom onkologicznym

ObecnoSi takich medi at ofiiLvd wjpradchowy@adytld L ( CL
KKCz wi NUe sin z wystfipowaniem niekorzystnyc
a nawet TRALI)[65].

2.1.4. Bioaktywne lipidy

Kol ejnym potencjal nym czynni ki em przycz
ni epoUNdanych reakcji poprzetoczeniowych (t]
bi or c- w, bivektgwe libigy[36, 38, 44, 126] Wy kazano, Ue niepo
tj. kwas arachidonowy (AA) i produkty jego utleniania, kwasy, 512 i 15
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hydroksyeikozatetraenowe (HETE), uwalniane do supernatantu jednoktRz Koprzez
aktywacjn zanieczyszczaj Ncych je neutrofili
wysthinpowarn7®a ODTRAL#Yy gromadzNce sif w superna

kl as: | i pi d- w ofosfagdylochoiin79]ly c i | © Sil i zych drugi c
jestpopr zez[151.i | tracjn
Usuwanie biagych krwinek i pgytek kr wi p C

stra egi i w rozwi Nzaniu problemu udziagdgu tych Kk
wKKCz[44,126] ZagoUenie to zostago | edhinsk79% ak we st
kt -rzy wykazal. gr omadzeni aAAsw pizechowmgvengch HETE
UKKCz. Jedne z najbardziej szczeg-gowych ba
przeprowadzone przez Fuiid4ddonode Npodczas przechowywani a
kl as bi oaktywnych l i pid-w bygy ni Usze w | e
iprodukt-w ich utleniania gromadzi go sinh wW sg¢
niefiltrowanych.

Wartym podlséSifearkita i U w jednosHEKB ch f i
14HDOHEi12HEPE s N -pootndi 80ni Usze ni U w niefiltr.
r-Unica w poziomach badanych skgadni k-w wyst
We wczeSni ¢jashychzrapowkhch stiUenia wspomni any
wyUsze w UKKCz wzglndem jednostek filtrowany
kom-rkowe|j [ zapal eni u, zwinksza sin wykgad:i
Natomiast IHETEwyk azagd naj wi ikszy wzrost stnUenia p
niefiltrowanyc hmkromsldwdlg ®jr My ppszicamy si i, iU ze
aktywnb@X A@ytek krwi lub biagyc[hR/K2HETENek w
uczestniczy w r-Unych procesach fizjologicz

stres oksydacyjny i choroba nowotworof{428].

Podsumowuj Nc, filtra&cpawpgdgwaghekaKK@ni B
12-HETE, 12HEPE oraz 1441DoHE, w kt - rych wyt Ww@Xrobezmai u po:
wpgytkach Kkr wi i biagych krwinkach. Z kol ei
uwal ni anych z b go rayg. pblyunsaratéddattyeagids P WE A st agy po
filtracji. W 42 . dni u przechowywani a St
kwasu dokozaheksaenowego (DHA) [ kwasidul in
Omol [44]i teczYehni st AnaczNco wyUsze ni 0O to, o k

biologiczne na ludzi[129, 130] Wy mi eni one PUFASs podczas pr

utlenianiu - peroksydacj a t ych l i pid-w meo Ue z
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j ak i za poSrednictwem enZm- Ropiominyond st idp
PUFAs i produkt-w ich utleniania (oksylipin)
5, &, 9, 11, 12 i 15HETEs z AA kwas 9 i 13-hydroksyoktadekadienowy (HODE);

kwasy 9, 10 i 12,13dihydroksyoktadecenowe z LA; 4416 i 17-HDoHE z DHA [44]

(Rycina 7)

Rycina 7. PUFAs i oksylipiny w przechowywanyck K C z . Wykres kogowy przedst awi
w filtrowanych KKCz w 42. dniu przechowywani a. Nad s
oksylipin powi Nzanych z odpowiedni m pHEE d4HDOHEe m. W r
il22HEPE wykryto w znacznie wyUszych stiUeniac@ni O w |

Szczeg-gowa analiza met abol omu frakcji
potencjalnych skutkwanyklhi nobeayc8cissboowodwy C
bi oaktywnych i pid- w. Wy kazano, Oe przemy
mo emni ej szyl poziom wifkszoSci gromadzNcyc!l
i oksylipin[44]. Lipidy obecne w supernatantach KKCz akt
do ostrego uszkodzenia pguc, co moUe wyjaSn
reakciji poprzetoczeniowych (m. i nJ126] Bpidiz 1 ) u |
posi adaj Ndozdbadzamonsutrofili in vitro [38, 79)or az dzi agaj N pr
i prokoagulacyjnie[15]. Podanie szczuromiPS (ang. lipopoysaccharide) bioaktywnych
i pid-w wyiswderwaantyacrht -:zw KKCz wywoguij[7/®. u ni c
W osoczu pTakA leint wywk azzano obecnoSi i pid- w,
co dodatkowo ddasar czy go dowod: - w na zwi Nz ek mi nd z
a wystnpowa[bsiem TRALI

Stres oksydacyjny zachodzNcy w KKCz st
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medi ator - w | i pi do-woprostanaminEsoR)wiaofusamami (IS0E)63].

Zwi Nz K i te gromadzN sifn w przechowywanych

wsupernatancie, kt-re ponowni 4 sw®r astla oW wxya
niekorzystny wpgyw indtrocoy mod®i pp gytcaelkyind@Wwi s

poprzetoczeniowych vivo[63].
215.Bi agka

Pierwsze pr - by opracowani a ma p bi agkowy

niefitrowanych i filtrowanych KKCz przy pomocy technik proteomicznych

(. dwuwymi ar owa el ektroforeza Uel owa, spek
Anniss i in. [64]. N a podstawi e wyni k- w dwuwymi ar o
zidentyfi kowano winkszN il oSi biagek w niefi
obserwowane bygy I|iczne biagka osocza. Przy
niefiltrowanych KKCz stwierdzono obecnoSi
m.in. promotor adhezji neutrofil:i i anbacha g k o z

UKKCz wysthipowadgy ggdg-wnie biagd8da regul ator ow
Podczas rutynowego przechowywani a KKC:
jak i filtrowanych, stnUenmo3krmitandlea wy Uswpe rwn
dni u wa[iBhl.oLéukdredukgpr zed przechowywaniem zmniej :
' i czbn bi agek. W supernatantach niefiltro
401r - Unych bi agek, z czegoo s¢inf-krotiep2 205
wraz z przechowywaniem (w tym 125 wystnpow:
wni ezmi eni onej iloSci, a w przypadku kol e
S i(prawie 2k r ot ni e) w trakcie przechowymoatylkkb a (w
w 1. dni u) . Nat omi ast, W supernatantach UK
Wy kazano, Oe w trakcie przechowywakmoinia st iU
(z czego 42 wystnpowadgy tylko w dniaus42a0ernpi®
2 4. zmni ej s z3kjotnie) svi chasie( ppzechowywania (w tym zidentyfikowano
7 biagek charakterystycznych t[Bllko dl a super
W obu typach supeamabhanwzwo&KCi | w8ki bi a
zerytrocyt - w, t zn. stir-abkmoghbbiyohnh, oJafEceabh yw
udziag w procesie glikolizy oraz w ochronie

duUN pul i zi denztayrf-i vkroovaw yjcehd rboi satgkeskc h ni ef i | tr
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[131].

Zgodnie z oczekiwaniem, w supernatantach niefiltrowanych KKCz zaobserwowano
wzrost (wraz z czasem przechowywamninak $tim@enr
tj. MPO, MMP-8, MMP-9 |, moezyna, j ak i dla pgytek kr wi
gli koproteina V. Zidentyfi kowano -kykinde wi el e
winkulina i talinal (ost atni e tr zy cyteskkielate Gn ypnoi Sr eidan§ kcd v
kt - rpyomMst aj N kompl)e kosrya zi nwyekgarzyannoowewz r ost akt vy
glikolityceamptmzyw tkymr@ bierze udziag w akt
degradacj i macierzy zewmnNterchkowy-waknd vae js.t W emn
bi agek supernatantu niefiltrowanych KKCz ul
m. i n. l ektyny 2 wi NONcej mannozi, bi agka
co moUe prowadzil do obmiberia.o®PpawdoPoid obm
spadku stnUenia tych biagek |est proteol i za
zwinksza sin poziom proteaz, przy jednoczesn
Wartym podkr eS| e ndytaszkie®tus t taktynikdl, winkiikna iktaliraly k a
wydaj N sifn byl odporne na proteolizn, COoO mc

podczas przechowywanja31].

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

Rycina 8. Bi a g kikowane w supetngtdntach niefiltrowanych oraz filtrowanych KKCz w 1. i 42. dniu
przechowywania. Opracowano na podstaj/#].

W filtrowanych KKCz mniejsza |iczba biac
przechowyva n i a, w por-wnaniu do niefiltrowanych
UKKCz =z krwinek czerwonych wuwalniane sN prz
kt ziddent yfi kowano w supernatantach. Z k ol
i jej sukcesywnywan st podczas przechowywanial2itdoUe wy
HETE, z uwol ni onego 2z b J éawasulanachidonowkg&Goger wp ry sh
Ue te bioaktywne 1ipidy mogN ibwiel Podezds i a§
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przechowywania filtrowanycK KCz w supernatancie zmniejsza

waUnych biagek, w tylm ckosnsagkwmendcC N «kpadkhwgead

u biorc-w masywnych transfuzji, moUe byl up
wi NUNcegoi mgkao2n obaz innych efektor-w w od
zmni ejszeni e stinUeni a i nhi bitor a met al opr ot
nad zi agani e proteaz, co zwi nksza ryzyko pr

wy Sciegaj Ncycczhy ng o Wes kpoo pn a esz(ang Rroteaseactivitedl P AR
receptors receptory aktywowane przez protejzy pr owad z Nc N neubrofilis e k we s

iobni Uenia odpdi8ljloSci wrodzonej

Wi fikszoSI biagekn gwomadzeNmywchnt ach podec:
tobi agka wewnNtrzkom-rkowe, kt-re sN uwalnian
zwi fkszonej przepuszczalnoSci bdony kom-rkow

zachodzNcymi w  wavania krkirekek vivp r Be algkwa t e, przet.
ZzZKKCz, mogNzpa$ragehti dest arczal substrat-w dc¢
Naprzykgad, Prdx6 mo Ue odpowi adal zZa gr omse
wsupernatantach KKCzalktimne dmogWspmippwanin a
uwol ni one z kom-r ek enzymy ( m. anen .funkcger ot e o |
wewnNtrzkmogNk dweé agal w przypadkowy, nieocze
w supernatantaci31].

Analiza proteoimdemrtnaf iukreoddjl i whiaagelgoS&it - re
znajdN zast ds omamiker y a k[é&8k D38 cAlessakdfoCizin.[48]
napodstawi e przeprowadzone] analizy skgdgadu &
bi agka, t] . d e h y d3-fasfpranu,gpereksyrgdksyrig e2ri &6, adhgdragad o
wiigl ahoiwad , bi agko wii Neduktaza bilsverdyeyn dehydrataza
aminolevul i ni anowa oraz katalaza, do dal szych ba

jako biomarkery jakoSci przechowywanych Kkr wi
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3. Transfuzja ASwi e UeaspekvkiinicznAst ar ed KKCz
3.1. Randomizowane badania kliniczne

Przetaczanie KKCz fet zabiegiem ratuj Ncym Uycie pa
nNowot wor owy mi i hematol ogi cznymi, czy t eU
medycznej , ale kaUda transfuzja wiNUe sif te

poprzetoczeniowych. Proggesvne zmi any zachodzNce w KKCz po

w RCKi K sN dobrze opi sane [ udokument owan
przetaczania KKCz, szczeg-Ilnie dguUej przec|
do42 dni), sN madjo poznane i ni ejasn

Ocena wpgywu czasu przechowywani a KKC

poprzetoczeniowych u bi orc-w | est bardzo t

na nie oddziaguj Ncych. Jednym z problem-w ok
akceptowanejdefincj i j ednost ki ASwi ¢39&i]diejednoanacznest ar e
dane dotyczNce znaczenia klinicznego czasu p
kontrowersyjnym dla klinicyst-w i transfuzjo

Randomizowane badania kliniczrenf). RCT; randomized clinical trinfl dost ar c z a
naj bardzi ej wi arygodnych dowod-w dotyczNcyc
woceni e ryzyka wystNpienia i/ 1l ub nasil eni a
ubiorc: w [133]. Przyczynkiem do prowadzeni a RCT |

przeprowadzonych obserwacyjnych bada® kohor't

klinicznych, badaj Ncych czasem rzeeHowywamiamKK€Cz, z y d
awystnpowani emh nglektok zwskhyai cznych, t . Sm
powaUne infekcje, niewydolnoSi wielonarzNdow

bi orc-w (rnozlnewrgeykciha pacjent-w w stanie kry
zabiegom kardiochiruigznym) [39, 133, 134] Prawi dgowa i nterpre
retrospektywnych bada® kohortowych jest niez
wewnitrznych bgnd:-w, kt-re poewnioakijdngl] i O wyci
Przez prawi e 25 | at rosnNca |l i czba 0bs
iprospektywnych wskazywaga, Ue pacjenci ot
nazwi fkszone ryzyko ezdaeHanroSwedl nw Sgaor -iwn&mii u
przetoczono 9 eNaj ywielllnosd khadanie tego typu
[24lna podstawi e ptrhzegljNdun egaoz yo Sd@omykea kar di oct
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Zjednoczonych. Autor zygrgpgpra-cwneanlti- w,e ws o beNd ndewji

otrzymywal i KKCz przechowywane 014 dni (28
(3130 pdMd)j ewykwyrano istotny zwi Nzek pomifdzy
a zwifkszonN SmiertelnoSci N i wystfipowaniem
[39]. Gg-wnym zar zuft edno owin@sydNecdgmo $d i otrzyman
i Jacjenci w kohorcie otrzymuj Ncej Astareo KK
(>6 jednostek), CO uznawane jest za czynnik
[134].
Heddle, 2016 * 20,858 ¢ . W
Steiner, 2015* 1,098 —_—— P — —_— stare”
Lacroix, 2015 * 2,430 L3 ®
Dhabangi, 2015 # 290 - ——
Kor, 2012%# 99 - ——
Fergusson, 2012# 370 > —o——
Fernandes, 2005* 52 -
0 10 20 30 a2

Czas przechowywania (dni)

Rycina. Sredni czas przechowywania KKCz wykorzystanych
SD; #, medi ana N percentyl[3%5 i 75) . Opracowano na po
W zwi Nzku z brakiem sp-jnoSci wyni k- w

poszukiwanie odpowiedzi w badaniach typu RCT (Tabela 2). Wyniki jednego z ostatnich

wi el ooSrodkowego, mi ndzynarodowego, podw:- jn
klinicznego &ng. ABLE; Age of BLood Evaluation przeprowadzonego na bazie danych

otrzymanych =z kil ku kraj-w europejskich (Fr
newykazago korzystnego, pod wzglndem kliniczr
(przechowywang h  O7 dni ) w por-wnaniu do Awiekuodo s
KKCz w grupie krytycznie chorych (pacjenci 0
w badani u odd184]. a\j podobni® Izaplshowgm ( pr owadzonym me /|
podw-jnie Slrepredomirzdwdnym badani angvARIBIly upi e
Age ofRed Blood Celldn Prematurelnfanty z szeSciu oddziag-w Ol OM
ni e wykazano poUytecznego gpogwek p KKELZ a c(z&a7

wzgl ndem standar dowo stosowanych (Sredni
nazachorowal noSi (martwicze zapalenie j-elit,
pjgucna, krwotok dokomorowy) , a30]tNakdbbstaw®mi er t

wyni k-w badani a o angaTandaRe IsSURTRANsRISIdD ScEs8 Kresher
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RedCell Use in Inteisive Calk) bardzo podobnego do badani a
U @rzeprowadzonego na-Keotnie wi nk s z e j grupie krytycznie ct
newykazano i stotnego wpgywu wieku przetoczon)

Wy ni ki wi el ooSrodkowego, randomi zowanego

poddawanych zabiegowi chirurgicznemu i trangfdKCz (ang. RECESSRed-Cdl Storage

DurationStudy) r - wni eU nie dowioddy, aby przetaczarl
ponad 21 dni (versus <10) wiNzafd esvylokznoSt
wi el onar mNdb ive j[185]. wObecnie prowadzone j e st wi el ooSr oc

mi i dzynawyokdoorwzey,st uj Nce met o d,ifandomizbwang badage S| e p
(ang. ABC PICUAge ofBlood inChildren inPediatricIntensiveCareUnit) o bej muj Nce g
dzieci wstanie krytycznynj136].

Ocena ryzyka SmiertelnoSci wewnNtrzszpit
przechowywanych dguUej ni 0O 35 dni na podst
randomizowanego badaniaang. INFORM; INforming Fresh versusOld Red cell
Management t ak Ue nie dostarczyga dowod-w na zwi N
os-b dorosgych (018 | at) przyjntych do | ed
Zjednoczonych, Kanadzie, Australii i 1zragL37]. Brak r-Unic pomindzy
moUe wyni kal £, kiml kuo. ogr & pakjena etrzytvalijedrokkt - r z y
KKCz w r-Unym czasie przechowywani a, CO zZn:
uzyskanych wyni k- w, ainfotmadi Wedokumenfagi wredyeznejb r a k u
ochorobach wsp-gistniej Ncy c H39].iBadane kINFORM i a c h
j est jak dotNd najwifkszym przeprowadzonym

wpgyw czhowywanéa na SmiertelnoSi biorc-w.
Podsumowuj Nc, wyniki dobrze kontrol owanyc
bada® klinicznych wykazagy, Uemi avii e kz wiKKZLe k

zwy st ipowaniem ni epoUNdawm yrc-hUnsykcuat ckip ovp @kcl fi enqni tc-:
[133) R-Unice w wynikach przeprowadzonych RCT
bada® mogN cznSciowo wynikal z charakteru o
magej | iczebnoSci badanreysceph joireyp dpeafcijne nctj-iw,A Scv
KKCz. KaOdy z tych czynnik-w dodaje dodat kow

co prawdopodobnie prowadzi do [38ci Ngania zna
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Tabela2. Ra nd o mi
iAstarycho

Nazwa
badania

ABLE

ARIPI

RECESS

ABC PICU

Red Cell
Storage
Curation and
Qutcomes in
Cardiac
Surgery

TRANSFUSE

INFORM

kontrol
Unych

zowane
KKCz w r

ne

ASwi e
KKC z

Grupa badana

© 7 d Standardowo stosowany Krytycznie chorzy
_ T doroSIi (
o= 6, 1K iy T OloM
(N =1211)
© Standardowo stosowany
| o= 14yﬁﬂg,3WczeSn|ak
@= 5, 1K (N = 189)
(N = 188)
O LU O 21 dni Pacjenci po operaciji
Me = 7 dni Me = 28 dni kardl?cglrurflgzne{
N =538 N = 560
O 7 d Standardowo stosowany Krytycz;glg}are e
- < : Pacjenci
R © 20 dni kardiochirurgiczni
2= 11,8 dnia Standardowo stosowany
Krytycznig chorzy
@= 22,4 die. doroSli (
OloM
(N = 2457) (N =2462)
o 7 d
8-35 dni > 35 dni ;
(N = 18854) (N = 4480) Krytycznie chorzy
(N = 1392)
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badani a
grupach

k1ini
130, &3 62y18439]

Wi el k
badania

(N)

Oceniano

Smiertelnc

2430 dniachod
przetoczenia
Ni ewydol r
narzNd-w i
377 zakaUeni a
dniach od
przetoczenia
Ni ewydol r
SleE wielonarz
Ni ewydol r
1538 wi el onar z
Smiertelnc
2 800 dniach od
przetoczenia
Smiertelnc
4919 dniach od
przetoczenia
24 736 Smi erStlel |

wewnNtrzs:

czne (RCT)
Opracowan

Pa@Est
bi or N
udzi a
badaniu

Kanada
Francja
Holandia
UK

Kanada

USA

USA
Kanada
Francja
Wgoch

Izrael

USA

Australia
Nowa
Zelandia
Finlandia
Irlandia

Australia

Kanada
Izrael
USA



4. KKCz w leczeniu niedokrwistoSci u pa

Wedgug definicj.i WHO o wystnpowaniu nied
wkrwi pacjenta spada poni Uej 11 za/gdloUesip &de
(Tabela 3)140,141] Anemi a bardzo cznsto towarzyszy p

oraz stanowi negatywny czynni k rokowniczy be
Uycia chomavgimyspaonwod. niewystarcipaj Nelym wut |
Przyczyny wysthnpowania niedokrwistoSci u pac
etiologin, m. i n stan ten nas theiegwohiruigikzaelgo, z d u
naciekania szpiku kostnego przez kom-r ki n
przewl ekgej ni ewydol noSci nerek oraz wprowa
lub chemioterapii) [34, 140, 142] Pacjenci onkol ogi czni n

sN tzw. niedokr wi st oS cangNCRA;xancer relaged aniegjad0ln o wo t w
lub niedokrws t 0 S ¢ i Nang Alpamdemidlof (nflammatidil43l. Anemi a najczi

wystnpuj e u chor ycldgicznegf34lnowot wory hemat o

Tabela3. Stopnienasilenian i e do kr wi st 0Sci wz gl fekevipacgrta{igedanych WH@ mo g | o b
[140].

Gagodna 11,01 9,5
Umiarkowana 9,47 8,0
Ostra 7,97 6,5
ZagraUaj N Poni Ue|j
Przetaczani e KKCz, suplementacja iUel aze
to najcznSciej shbaowaed §l¥op Malddh y SNtaid eJey z wr -
szczeg-IlnN uwaghn, Ue podczas egxrviwozc hkoomy-waenki a

dosupernatantu uwal ni ane s N r-Unego rodzaj
mindzi agani e i mmanmwosvorpwe ezy prgapangd15p Do Uyl ne pod:
Uel aza (w fzeskmimp| €ke$ OManego =z karboksymalto
sin -krolti e mni ej szym r yaztyykw neynt h w ysskt uN pki -ewn i
ni U w przypadku transfuzj.i KKCz, nat omi ast
Uel azem, czyl i[145]h e mbiseywdetr plziywi e zaletN | ec:
koncentratem czerwonokmkowym jest szybki efekt terapeutyczny.

DostfApne dane | iteraturowe wskazuj N, (

onkologicznym wi NUe sin ze zwi nRAJdubmawratu r vy z y Kk
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choroby nowotworowej oraz zwinkszonN Smierte

w raku wNtroby, jelita grubego, UogNdka, na
iszyi[3,147149] Przypuszcza sin, i0 w przypadku pac
powaUnym zabiegom chirurgicznym szczeg-I|lnie
KKCz polegajNce na upoSledzeniu funkcji kom-
[150]. Po cagkowitym wyci nciu zmi any NowOot wit
mechani zmy nadzoru Il mMmmunol ogi cznego W oOorgan
kom-r ki nowot wor owe, kt -re pr zedaopsracgnggo, sSi N (
zmi ni mali zowal chorobfn resztkowN oraz zapobi
[150]. Zar -wno w badaniach na model ach zwierz
zaobserwowano wy Unsrzoyt - wo d scehtoerko byna nowot wor o

zokogooperacyjnym przej Sciowym osJabieniem n:
kom-r ek N K i [[15Mf b2l yt OWo Jloocoper acyj ne prze
mo (bewi Nksylkd magwrotu nowotworu po chirurgicz
przetoczonych krwinek na [m@&@dz: -r i mmunol ogi cz

Uszkodzenia wynikajace
z przechowywania KKCz,
resztkowe leukocyty,

cytokiny i EMPs J IRIM

"

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

Rycina 10. Mechanizmy progresji choroby nowotworowej pwzetoczeniu KKCz. Transfuzja krwinek
czerwonych Ssprzyj a nawr ot owi l ub progresij.i raka p o
stanzapal ny i dziaganie czynni k[188] skzr oys:t uL, Omr @rcl @ wainna; n
krwinek czerwonych; NB B : czynnkappa B, \GFr owtyr ansf ormuj Ncy czynnik wzrostu b; Tr e
i mmunomodul acja zwi Nzana z przetoczeni em.

JuU w 1988 r ¢g1B4lio pliassrtvweaelri imoilhl.i we i mmunos.t
okoJooperacyjnego przetoczengraulkegwi, up opveocdjug
cziswggtenpowani e =zakaiUeiEnmpyyopepawykgg&Eh Jed
opubli kowanych wyni k-w RCT przeprowadzone na
jednak dowod-w, iU przetoczenie KKCz wpgywa
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nowotworowej [155, 156] JednakUe, dostnpne met aanal i z

obserwacyjnych u chorych na r-Une typy nowo

guza, wykazagy zwinkszone ryzyko nawrotu cho
KKCz (Tabela4)[157-160]. Cor az wi ncej dowod-w klinicznyc
moUe w rzeczywistoSci prowadzi do negatywn

zwi fikszona SmiertelnoSiut ow) |l mepadgjentokw wan
r-OUnych(nm.yim-.wraka pr zegyk ul[l44 161§ MedharizmamivNt r o b

odpowi edzi al ny mi Za zwi nkszone ryzyko nawr
poprzetoczeniK KCz s N i mmunosupresj a, stan zapalny
chemokin, czynni k-w wzrostu, rozpuszczalnyc
iskgadni k-w krwi zdolnych do aktywacji angi og
kom- r KMeecchh.ani z my t e dzi el sin nang. IRWNI; Nz an e
transfusionrelated immunomodulatigroraz nieimmunologiczne (Rycina 1063, 162]

Z powodu niejednoznacznych akejdiczleysiobreE | i t e
przeprowadzonych randomi zowanych bada@&® kontr
KKCz zwinksza SmiertelnoSi i ryzyko nawrot
poi nterwencji chirurgicznej [15%¢clB3l0 pozostaje k

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

W szeregu fizjologicznych proces-w kom-:
mi gracj a, stan zapalny czy roywaj Ni ropegesec:
bi agkowe mediatory mi ndzylkDa oeylircitakinggl64d66lma s i e
Nar - Unych etapach rozwoju nowotworu (inicjaci
obser wo waanyev ich Walzianiijl67]. Dzi agani e cytokin moUe
transformacji nowot wor owej , stymul acj i an.
nowot wor owych c zapoptadyeznym glebnimmunosuprdsynym. Wartym
podkreSlenia jest daika jlebmbsh Wiele eytokin wykazuev e g o
zar -wno aktywnoSi prz-&ci b6eAd-6, Wd2, oterfdronf)t j . TN
kt - rN zaobserwowano w r-Unych nowot woachach ne
imodel ach z[Wider Pdwiyetzi ono, iU aktywnoSI cuyt
istopnia zaawansowania (zr-Unicowania) choro
na wzrost l udzki ohwdriomwychkoma®kninokwi e oddz

Nat omi ast, w sgabi e] zr - Unicowanych [ i ni
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moUe haybowany przez danN cytokinf, a w dobr
Zgodnie z przyjnta koncepcoowinayest Fzewagaocwokis k u n
typu Thhi Thawz gl ndiemT&bria Ap-| cytokinowycho dot
obecnych cytokin w okreSlonym miejscu i czas

cytokin np. w chorobie nowotworowg34, 166]

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

Tromboksan A, PGE, PGl,

Rycina 1l Mediatory prenowotworowe i prez apal ne obecne w supernatantach K

napodstawi€g[15, 34, 38, 123, 133, 16D74]. S k ty: bFGF (ang. basic fibroblast growth factor), podstawowy czynnik wzrostu
fibroblast-w; EGF (ang. epidermal growt h faaccttiovra)t,i nnga spkr-ortkeoiwny) ,c zbyi nan

neutrofile; GRO (ang. growthelated oncoge e ) onkogen zwi Nzany ze wzrostem; | kN (ang. i
growth factor), insulinopodobny czynnik wzrostu; IL (ang. interleukin), interleukina; -B@so(ang. lysophosphatidylcholine),

lizofosfatydylocholina; MCP (ang.morc yt e chemoattractant protein), biagko chemotaktyc
inhibitory factor), czynnik hamuj Ncy migracjn makr of aguanego; MI P ( ang
PDGF (ang. plateleterived gr owt h factor), pgyt kowy czynni k wzrostu; PGE2 (@
PGI2 (ang.prostacyclin 12), prostacyklina 12; SDF (ang. stromal cell er i ved factor), zrAibowy czynnik wzr

growt h f act orcy dzynnik wzrosanTsF (@ng.numporNhecrosis factor), czynnik martwicy nowotworu; tPA (anghyssue
plasminogen activator), tkankowy aktywator plazminogenu; uPA (ang. urokiypeseplasminogen activator), urokinazowy aktywator

plazminogenu; VEGF (ang.as cul ar endothelial growth factor), czynnik wzrostu S
Zrozumienie zgoUonoSci pegdgnionych przez c
nowot wor owe j moUe przyczynil sin do rozwoju

zich wykorzystaniem[164, 165] W trwaj Ncych obecnie badani
jestbezpi ecze@Est wo [ skutecznoSi nowych pr z
cytokinowych opartych na b | o kvybraraychi aytokin u b p
(. IL-2, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, TNFU, BDGF V E GF-1, RANTES) [164].

Wzwi Nzku z rosnNcym zainteresowaniem rol N mi
z przekazywani emtokgmygowapgrieh udziagem w S
z chorobN nowotworowN, w przyszgdoSci prawd

wysel ekcjonowanych mi RNA jako nowych178.z Nst ec

-41-



Mediatory biologiczne (angiogenne czynniki wzrostu, czynniki onkogenne)
gromadzNce sifn w supernatantach KKCz dostarc
przedstawiono na Rycinie 11.

42. Wpgyw przetoczenia KKCz na pacjent-w onkol

Pacimci onkologiczni sNI[@Bdpe©gfwcehdN bgaupbske
stosowane sN jako jeden z element-w w nie
pacjent-w onkol ogi cznydkr wil7g]tRaddyct ©r guaayist i pu
[ ity mi poddawani operacjom sN bardzi ej nar
okogooperacyjnym z powodu krwawi eni[l&6]. zwi Nz
Wskazaniem do przetoczenia KKCz |jest znacz|
mroUonego osocza i koncentratu Kkrwinek pgyt
imagopgy t[3k bid, 0136] UpoSledzone mechanizmy nadz
ubi orc-w po przetoczeniu KKCz spowodowane
resztkowych biagych krwinek i medi ator -w od
immunosupresyjnych, rozpuszczale h medi ator - w i peptydu HL /
zawieraj Ncych Hb czy aktywnego czynnika wzr
KKCz powi Nzano z wystfApowaniem progresij.i [ n
[144, 162]

Koncentrat krwinek czerwonych

Resztkowe Komérki
leukocyty  apoptotyczne EMPs V\{Olﬂ? Hb
- Hhade
g TNF-B + inne cytokiny 5 o~ ‘.‘_n- &L
@ | ‘ + hiologiczne A -0 §%\%(
' mediatory l ves

1

‘ Progresja choroby nowotworowej ‘

Rycinal2. Patofizjologia TRIM i jej wpdyw na wz[l6@]st nowo'
Skr - ty: EMP (-daevrgi. v eed ymihacrocydreti cl es) , mi kroczNst ki pochodzenia er
TNFb (ang. tumo-bh)necrzgsing kf anebir.da wi cy nowot wor u
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| mmunomodul uj Ncy wpgyw pr esteod wielz latnTRIM KK Cz
jestzgoUonN, wieloczynni kowN i mmunol ogicznN
zwi fkszaj Nawkotu rchomly knowotworowejz wjaszcza u pacjent
neotrzymuj N pooperacyjne,j c h e mi abieguflédpli6d, | ak o
163, 176, 177] Okogooperacyjne przetaczanie kr winek
jest r-wnieU powi Nzana ze zwifdnkszonN IiczbN
jak guzy jelita grubego,p g u c , wNtroby, t r z Ul$2, KL76] Hfekt dr - g
i mmunomodul uj Ncy zal eUny od przetoczenia m
daant ygenu. W odpowi edzi swoi stejindlocyaniwy (
B i T na przetoczone antygeny HLAar(g. human leucocyte antygen; antygen ludzkich

|l eukocytWsw - gdzi el enie HLA mindzy kom-r kami

(stan mi krochimeryzmu), a zatem iindykpjreoduke
przeciwcdagtapowych | ub anergin | imfocyt- -w B
ni especyficznej dl a antygenu poSredniczN |

odpornoSciowym z obni UonN funkcj Nimaki @na @ nWw
aktywnoSci N augp maturaekidle) NK Ws zyst kie opisane zmi
lubpoSrednio przyczyniajN sifn do zmniejszone
wzrost, proliferacjn i rozprzestrzeniani e si

PorijU w Tabel 4 podsumowano przeprowad z

okogooperacyjnego przetoczenia KKCz na pacje

Tabela4. Przeprowadzone badania dotyczNce wpgywu okogoo
onkologicznych153].

Guz pierwotny Wi el koSI p Rodzaj badania

Lyuiin. Rak jelita grubego 10 621 Metaanaliza
Woolley i in. Rak ggowy 143 Metaanaliza
Agnes i in. Rak UogNd 21 485 Meta-analiza
Boshier i in. Rak przeg)y 4190 Metaanaliza
Wang i in. Rak dr.g O 1719 Metaanaliza
Zhou i in. Rak dr.-g O 605 Retrospektywne
Liu i in. Rak wNtrobowt 5635 Metaanaliza
Mavros i in. Rak trzustki 4339 Meta-analiza
Luaniin. NSCLC 5915 Metaanaliza
Catai in. Rak pncherza 15 655 Metaaraliza
Vetterlein i in. Rak prAcherza 611 Retrospektywne
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Guz pierwotny Wi el koSi p Rodzaj badania

Linder i in. Rak nerki 2318 Retrospektywne
Park i in. Rak nerki 3832 Retrospektywne
Liiin. Rak prostaty 26 698 Meta-analiza
Poormari in. Rak nadnercza 149 Retrospektywne
Bogani i in. Rak szyjki macicy 275 Retrospektywne
De Oliveira i in. Rak jajnika 136 Retrospektywne
Warner i in. Rak jajnika 587 Retrospektywne
Nadeem i in. Rak piersi 7 384 Meta-analiza
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5. Stres oksydacyjny po pzetoczeniukrwinek czerwonych w wybranych

grupach biorc-w

Stres oksydacyjnyafng. OS; oxidative stresgo stan definiowany jako zaburzenie

r- wnowaaksydacgjmemnt yoksydacyj nej wtlenkaniae podcnak, u pr c
kt - rego uszkodzeniom ulegaj N biagka, i pidy,
prowadzi do zaburze® w prawidgowym funkcj o
[178, 179] Stres oksydagyny j est zj awi skiem niepoUNdanym
w przechowywanych skgadni kach krwi, jak r - wn
Poni Uej om- wiony zostag aktualny stan wiedz
danych literaturomyh dot yczNcych oceny parametr - -w Stre
krwinek czerwonych w wybranych grupach bior
przed i po przetoczeni ull8EKS8Bjzupvacgempi & wc zsd
krytycznym z oddziag-w intef8yoma&ei wppakjem
po wielokrotnych transfuzjacfl85-189].

51. Pacjenci oddziag-w neonatol ogicznych

Dostnipne dane | iteraturowe wskazuj N, i O
badano zmiany oksydacyjne zachodzNce po pr:

Uprzetaczanie tego skg§gadniwkja retikapatii angmROPe by i

retinopathy of prematurily i pr zewl ek gaag. CLD;khwanio ling digeg@ga ¢ (

w tej gr upd8p KKzgnaoi wami , kt - re mogN odpowi a
poprzetoczeniu KKCz sN wzrost iloSci dostar
zwi nkszeni e hemat okrytu w organi zmi e bi or

do Hb w przechowywanych krwinkach czemvg ch or az zwi Nzane z tr a
Uel azem. Kr wi nki czerwone obecne wW przech:
sistkr - conym okresem p-gtrwani a, a zawarte w s
silne dziaganie pr ddhls )y damyjsnte.k TKrKaOrzs fnuozUea zk
il oSi Uelaza w organizmie wczeSniak:-w, szc:z:
poni ewaU przechowywane jednost k[180]zawi er aj N S

Hirano i wsp.[18]] dowi ed!l i, i U stfnUenie Uelaza nie
wosoczu wczeSniak-w po przetoczeniu KKCz zn

wformieprook sydacyj nej 3)j.onAuleorazzyawjyak ofFepr zyczyn
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zj awi s k as kphb daakj tNy winio ST ferroksydazy3doFREz redu
przez kwas askorbinow{81]. Badani a te | ednak matgesimygnt wi er d
katalizatorem tworzenia RFT] énduko w abyj stres oksydacyjnyn vivo [181]. W dalszych

eksperymentach, przeprowadzonych takUe w gr
zpowodu stwierdzonej ni edokrwistoSci, oOznacz
wybranych mar ker  -w stresu oksydacyjnego: cagkec

ibi agkowySH aorap cagkowitN zdol noSi antyoksy
przed i po transfuzji UKKC180]. Na podstawie przeprowadzonyc
20 wczeSniak-w wykazano, iU zawartoSi NTBI w
od przetoczenia, aczkolwiek nie jest skorelowana z istotnymi zmianami w poziomie badanych
parametr - wacyjnegdd8u 6kggduje to, Ue wzrost stn
nie jest wystarczaj Ncy, aby indukowal stres
nal elUy wzi NI pod uwagn, Ue przyczynN takich
(zbyt Kr -d&2enpiou) prczzeats pobrania kr wi, kt -ry
badanych marker:-w stresu oksydacyjnego, n a
przedstawionej prady.80].

Ni emniej jednak otrzymane wyni ki mogN wsk
za rozw-: j CLD i ROP po przetoczeniu KKCz u \
Uel azem. Zwinkszona iloSi wolnego Uelaza mc

produkoway j est rodni k hydroksyl owy, kt -ry z ko
Podst awowN ochronfin przed szkodliwym dziagani
(odpowi adaj Nca z?dokeét)l emiaaznite ajnsrf -ew yFMeanie( o d p o w
Feé) . Przypuszcza sifn, iU u wczeSniak-w (w wi
wymi eni onych biag@dd.PessomownjpNseN otskymane wy
Ue przetoczenie KKCz nie zwifksza ryzyka wy
bi or[X80lw

W 2002 roku Wardle i in[182) oceni al i wpgyw transfuzj.i
peroksydacj i l i pid-w w moczu wczeSniak- - w.
przedprzetoczeniem (B dni), 24 godziny po przetoz eni u KKCz oraz w ci KN
Ndni (od 3. do 9. dni a) . Przed przetoczenier
kt -rej podano KKCz (mediana 9,1 nmol-12®8g kr e:
nmol / mg) or az kontzi oid przegrowadzaeno Kntediana 11,3 tmoldmgs f u
kreatyniny; rozst i Ad56mmal/mg). P24 godzingch adwrzeto€zenta

zaobserwowano istotny wzrost stiUenia MDA w
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rozstnp mindziyd8Wanrotl y Imgwy kK,t3 ry nastnpni e wr
transfuzji (mediana 10,1 nmol / mgl5dmmeodmgy ni ny ;
w ci Ngul[1886 MNai podstawie przeprowadzonych b
marker  -w stresu oksydacyjnego moUe sifi zmien

do bada® Bagralbev@dywobral pod uwagn takUe i nn

napozi om oznaczanych mar ker - @8J0OS, tj. mechani
Z kolei Collard i wsp.[183] zaobser wowal i u wczeSniak: - w
pomi ndzy objfAitoSci N przetoczonej krwi- a po

pncher zykgoBAly, brinchfalveoldavagg . Na uzyskane wyni ki m
i U wczeSniaki biorNce udziag w badaniu bygy
objawy pgucnej infekcji, f8] mogdo nasilal ob
Es oEska grupa mad&wcya OScémpiomjar stnUeni a
dien-w (CD) i potencjag antyoksydacyjny sur
wprzebiegu sep$l90. u Wybwamed p-aw amet ry oznaczart
po or az p® updyYwigodzin od przetoczeni a Sy
zaobserwowano zoeaz Ncy wzr ost p o) ioTBARS (D 6 @aznach,z
przy c¢czym po 12 godzinach poziom TBARS wr -
przetoczenia). Przedstawione wynikipokan | ej ny podkr eS|l aj N tymcza
niekt-rych parametr - -w stres[l9pk Nagdaowjsrzegadop
wy ni ki bada@®@ BOYwakaduj N, iinU transfuzja wyn
z0- gt avpPlyWa na r - wn o waagtyoksyoagg o s ywd akciyg rnion k u

utl eniania oraz nasila sin nawet do 6 godzin
52. Pacjenci oddziag-w intensywne,j opi eki me d )
Przetaczani e KKCz ] est powszechni e St

przebywaj Ncych na OddziMegjdaycchz nlenjt e(nGlyGwh)e,j uO pki
ni edokr wi stoSI . Badani a epi demi ol ogiczne p
Upodczas pobytu na Ol OM ok. 37% pacjent-w o
Nat omi ast, u pacjent - -wal ektdFgwle|prmrerethiyikagiad n
s i dd 73%[184]. Na podstawie uzyskanych danych dowiedono t ak Ue, Ue u
krytyczni e chorych zwi nkszony poziom sSstrest
rokowaniem. Badania wykonane przez Rosa i[i84]w grupi e 40 biorc-w

Ue po przetoczeniu KKCz wzrasta poziom grup
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(oceniany poprzez pomi ar TBARS) przy ] €
interleukiny6 (IL-6 ) . Pr - bki kKr wi od paXjazintpe vansfumibi er a
Dodat kowo, zaobserwowano dodatni N korel acj
pacjent - w, a popsyednacgyirayimowysne kodzeni em Dbi
wbadanej grupie biorc-w przet oc zskukikinicae&K Cz mo
[184].

5.3. Pacjenci po wielokrotnych transfuzjach
Ryzyko wystNpienia powaUnych reakcji pop

upacjent -w po wiel carcgtemydh ctireamps fNiezj ancah .s c h

bi agaczka szmikbwdyspyandtygmzny, ni edmmik,r wi st o

z powodu przewlekgdej niedokrwistoSci, wymag
przetaczaniu KKCz. Ta grupa bi orc-w w n .
m. i n. na przewlekdJN hemosyderozi, all oi mmun|i

przezk rew czy reakf@85. gor Nczkowych

Chattopatiyay i in. [185] zaobser wowal i swmarce Nsb i peordiwey |
iferrytyny w surowicy Kkr wi oraz obni UonN op
zeschorzeni ami hemat ol ogi ¢z ny mi transfizji KKCz,y wy m
wpor -wnani u do (L85 p yP ak ¢ mttac oal sneemibN i anemi N
sNaraUeni na powalmeemr zeavwc izNWJeNzikeu z tym, i
koncentrat ami czerwonokrwinkowymi |, co skut
oksydacyjnego, przejawiajNcym sifn peroksyda
wNt r[186, 87]

W 2014 roku Fernandes i wsfi88] ba d a | i chorych wnaz ar ieddhokSrcv
odi | oSci przetoczonych KKCz. W pierwsze|j gru
poni Ue | pinciu jednostek, w drugi ej mi ndzy 5

czerwonokr wi nk oaniy dohgrupy Wontloej, wemvszystkich trzech grupach

bi orc-w zaobser wowano wzrost pozi omu TBARS
orazdodat kowo istotny spadek stnUenia grup ti
wiicej niU dziesiShl ejpnegmo wt @alnt yAksywmaeayj nyc
uj emni e korel owaga z liczbN otrzymanych KK
Uevzrost iloSci przetoczonych KKJ®B8.zwi Nzany |

Dwald a p- ¥ni e]j w eksperymentach zaprojektoc
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zbadanych grup ni e Zzaobserwowano zmi an w p
pobranych od 34 pacjent - -w plO2f &\dtych badamwachz abi e
dopi er wszej grupy pr zyd zileeohootrarsfuzp KKEz, & drugiepw , k t

or az trzeci ej grupi e z naj doozaerm, iodpovgedmio, bi or
1-3 oraz4 i wi ncej jednosttek uBKG Xk .anPBo dvyweiodtwu jws k
ni ekt -rych p ebseavoveanyr po przedReniu KKQnoU e mi el char a

przej Poiaomdyopodobnie, kliniczne BXutkauwalbdls!
ub i o rwelokwotnych transfuzjj192].
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6. Uzasadnienie podjncia tematu

Wskazaniem do przetoczenia krwinek czerwonych jest zmacznni ed ok r wi st
zagraUajNca niedotlenieniem waUnych dla Uyci
ratuj Ncym Uycie, ale zawsze niesie za sobN
nie sN znane.

Obecni e, w oSrodkach kr wi oaksymatny vezas | k
przechowywania KKCz, w warunkach c¢chgdgodniczy
pgyn-w konser wuWNyddcwyrosi 42vdnib Rygaaystycine wymogi kontroli
jakoSci skgadnik-w krwi, do kt-rydnkznegym!l ey
zapewniaj N wzglndne bezpiecze@st wo. Jednak
zachodX =z a | e U noelwracane cnieederacalne zmiany w ich strukturze, metabolizmie
i funkcji. Dane eksperymentalne wskaguj Ue z mi Mmigf wp &y vskotgans |
przetoczenia krwinekn vivo oraz wyshp i e n i eNdanychergakcjU poprzetoczeniowych
uzwiersad | aboratoryjnych. Wiele przeprowadzonyc

(przechowywanych ponad 14 dnichorzéfiknd sercomz c z e g

naczyniowymi, moUe byl przyczyn Nzawaepowykhs zone g
a takUe, m. i n. potransfuzyjnego ostrego usz
czy posocznicy, a nawet zwicihk gzarkejj i SmoerNt ebl
bi ol ogicznie aktywne zwi NzKki (m. i n. pozakom
wzrostu), a takUe mikroczNst ki (wykazuj Nce
siwi dguUej pr z e c hZowiyNwakniy cuhw aKl Knél ksupeistatantu KKEm

podczas przechowywani a, w@&cezapdnekpraowopworbwe,s N, m.

angiogenne, czy wazoaktywrjak i mechanizmyich d d zi agywani a kiorck om- r k
sN bardzo sJabo poznane.

Stres  oksydacyjny jest zjawis e m niepoUNdanym . w tor
W przechowywanych KKCz na skutek wzrostu poziomu RFT, przy jednoczesnym
upoSledzeniu systemu antyoksydacyjnego, doch
oksydacyjnego, (Jalkaza wmii etiveiggNrzNi memyson ¥ pr opor ¢
do czasu przechowywania KKCz, co stwarza-pre s ydacyj ne Srodowi sko

zmi any zachodzNce w krwinkach czerwonych po

kr wi odawst wa i krwi ol eczni cowame nasoiiasokbniczng e o p |
konsekwencje przetaczania KKCz, szczeg-Ilnie
dat N waUnoSci do 42 dni), nie zostagy dot
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czyprzetaczanie filtrowanych KXLaSciw krewiun ewks |

ipgytek krwi dawcy, zmniejsza ryzyko reakcij.i
we wdaSciwe]j Il nterpretacij.i wyni k-w bada®& ki
iSmiertel noSi biorc-w, opretcazczazago Pkgadihi
mawpdgyw wiele r-Unorodnych czynnik-w, kt-ryct

Koncentraty krwinek czerwonych (KKCz) s N
kr wi, a spoSr-d biorc-w, koncentr atpac@ncic zer wo
z nowotworami krwi.U chorych na ost rahg BVMLa Bcate Myeldid sz pi |
Leukemid i stotnym problemem klinicznym sN wyni
ni edokrwi stoSi, magopgdgytkowoSIi orazstnelidir op
(stnUenie hemoglobiny poni Uej 7 g/dl) czy ma

poza terapi N choroby podstawowe | stosuje sit

pogytkowych (KKP). Nieliczne dangchi geuvupaacah ol
(w grupie wczeSniak:-w, pacjent -w w stanie Kk
medycznej (Ol OM) , pacjent-w po wielokrotny:

obserwuje sin wzrost wybr anyc hcegmekaneermgehezy w st
or az przerzutowani a i stotnN rol n odgrywa
antyoksydacyjna. U pacjent- -w z chor obami n
podwyUszony poziom stresu oksydacyjnego w po
brak w |iteraturze danych dotyczNcych badar

przedipopr zetoczeniu skgagohkna kbswr Nubi agaczki
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7.ZagoUenia i cel bada@

Gg-wnym celem niniejszej pracyj No&t o mb kni
zachodzNce w dgugo przechowywanych KKCz (42
promuj N i ¢ h-koagdacying, gpmoksgdacpjmemraamodul uj Nce prze Uy
iproliferacjn kom-rek nowotwor owymaheproasyt ak Ue

Celem pracy byga takUe ocena wybrpaetogzetiu par ar

KKCz u chorych na ostre biagaczki szpikowe.
PodstawN hipotezy badawcze,j bygo zagdgoUen
przez 42 dni KKCiz, zwnisgfcizlegr dwa@BSych jednos

pro-zakrzepowe, pr@a k sydacyj ne oraz Ue mo g N one Wz m
nowotworowych.

Badani a przeprowadzone w ramach rozprav
na trzy cele szczepj-gowe (zadania badawcz
1) ocena parametr-w czynnoSciowych pgytek Kkrw
z supernatantami (izolowanymi z KKCz oraz UKKCz w 1. oraz 42. dniu przechowywania)

poprzez okreSlenie:

A stanu aktywacij.i p gyt e(kytorketryganam aslti ozpan i uad zpi oa
frakcji mi kropgytek i agregat-w pgytkow
wi NUNcego fibrynogen w kompleksie GP |1

A zmian reaktywnoSci pgytek Kkr wi w odpo\
agoni st - w (pommiakrr opgd ¢ etkk a i agregat -
selektyny P i akt ywnej formy GP 11 b/ 111
kr wi W o0soczu bogato pgytkowym i adhez]j
Tyroda)

2 ocena dziagania supernat a®KGzw 1l.(oraz 42l dniwa ny c h
przechowywani a) na wybr ane l'inie | udz
(i Finii ni enowotworowej) poprzez okreSleni

A cytotoksycznoSci wobec badanych kom-rek

A wpgywu na proliferacjn badanych kom-rek

A genotoksyca 0 Sci  (pomi ar poziomu uszkodze@ DN

A wgaSci wolsydpecwyj nych (pomiar we®wmNtr zkol

A wgaSci woSapoprot/twanzryych (na podstawie p

3/7 oraz kaspazy 9)
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3y ocena wybranych mar ker - getoxzeniu &onaentratikkswyneka c y j n
czerwonych |l ub koncentratu krwinek pgytkow
(AML) poprzez pomiar (w osoczu krwi, pobranej przed i 24 godziny po przetoczeniu
skgadni ka kr wi ) :

A stnlUenia grSHp ti ol owych (

A st i Ue nkarbonytpwyehp-CO)

A st i U eaitratyeozyBy(3-NT)

A aktywnoSci enzym-w antyoksydacyjnych:

transferazy glutationowej (GST)

poziomu peroksydacji | ipid-w (TBARS)

cagkowitego potencjagu antyoksydacyjneg

st AUeni ah kpor@cdowmkytc- w zaawansowane, gl i kac

> > > >

aktywnoSci zewnNtrzkom-rkowej dehydroge

Na przeprowadzenie bada® uzyskano zgodn
Uni wer syt e t/MKBBNEU Gl/zIklile/g200 174 -Udsr d 7 BxR@iBpKoBaR2dne
na materiale biologicznym pochodzNcym od p:
Wi el ospecjalistycznym Centrum Onkol ogi i [ Tr
zostagy wykonane zgodni e z Dekl aracjeN Hel s
przyUni wersytecie Medycznym w Godzi RNN/ 19/ 17/
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8. Materiagy

81l Materiag badawczy

Materiag biologiczny do bada@® stanowi gy:

A krew pegna pobr ana od zdrowych dawc - w |
zroztworem CPD(ang. CitratePhosphateDextros@ o r a © prdyugotowdde
koncentraty kr winek czerwonyany. SAGM;r ozt wc
SalineAdenineGlucoseMannitol)  uzyskiwane z Regionalnego  Centrum
Kr wi odawst wa i Krwiolecznictwa (RCKiK) w

A krew pegdgna uzyskana od zdr oostyka Bp. o@ b.ot ni k
Laboratoria medyczneCentrum Medyczne im. dr. L. Rydygiera) oraz Centrum
Di agnost yki Laboratoryjnej (ul. Jaracza 8

A osocze pochodzNce od 52 pacjent-w z ost

wKlinice He mat ol ogi i \Woejospecjalidtycknege ¢entrum Onkologii
iTraumatol ogi i (WWCOi T) im. Mikogaja Kopel
Alinie ludzkich kom-rek nowotworowych:

-K-562(ATCC,ECCL-24SE)TprzeWI ekgej bi agaczki szp
- LoVo (ATCCE CCL-22F ) T gruczolakoraka jelita grubego
- MCF7 (ATCC HTB-22) 1 gruczolakoraka piersi
- A2780 (ECACC 93112519) raka jajnika
-PG3 (ATCCE CRL-1435 ) T gruczolakoraka prostaty
A nienowotworowa, unieSmiertelniona |inia I
sutkowegd MCF-10A (ATCCF CRL-1031F)

Kom:- r ki i nii A2780 zakupiono w European C
(ECACC; Porton Down, Salisbury, Wi el ka Bryt:
Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, Stany Zjednoczone).

8.1.1. Koncentraty krwinek czerwonych (KKCz)

Do bada®& wykorzystano 5 komercyjnych k
(2 jednostki gr. AB RhD, 2 jednostki gr. B Rh jedna jednostka gr. 0 Rz roztworem
wzbogacaj Ncym SAGM (150 mM chl orek soMu; 1,
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mannitol). W RCKiK kaUdy koncentrat krwinek
na 4 r-wne wagowo porcj e pediatryczne, z I
a dwie poddawano filtracji (zestaw BioR Flex, Fresenius Kabi AG filter; Bad Homburg,
Niemgy) wcelu otrzymania ubogoleukocytarnego koncentratu krwinek czerwonych
(UKKCz/SAGM) (Rycina B). Z jednostek KKCz i UKKCzw 1. i 42. dniu przechowywania
w warunkach chgodniczych (4N2AC) otrzymywano
Medyczne zasady k wa | ibferarkao wrevin iwgtwarzdreaw ¢ - w
jejskgadni k-w oraz kontroln i ch jakoSci pr z
podstawami prawnymi (dyrektywa 2002/98/WE Parlamentu Europejskiego i Rady Unii
Europejskiej z dn. 27 styczni a owa0 QuStawa o k u,
opublicznej sguUbie krwi z dn. 22 sierpnia 1

wykonawczymi, zalecenia Rady Europy Strasburg 2011).

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

KONCENTRAT  OSOCZE
KRWINEK SWIEZO
PLYTKOWYCH MROZONE

FILTRACIA FILTRACIA KONCENTRATY
KRWINEK CZERWONYCH
(KKCz/SAGM)

UBOGOLEUKOCYTARNE
KONCENTRATY
KRWINEK CZERWONYCH

(UKKCz/SAGM)

WIROWANIE

Rycina 13. Preparatyka jednostek KKCz wykorzystanych w badaniagkonana na zam:- wi eni e w
(opracowani e wgasne)

W RCKi K zabieg pobierania jednej jednostKk
dawcy przeprowadza sin uUOywaj Nc sterylnych
stanowi Ncych uk§adE, EresemksrkKabiiAGy Bad i@ombupyoNiemey)
wykonanych z polichlorku winyluahg. PVC; polyvinyl chloridez dodatkiem plastyfikatora
ftalanu di2-etyloheksylu &ng. DEHP; di2-ethylhexyl phthalaje, zawier aj Nc
ok. 70 ml pgynu konser wu jsddg €8gnoM d@vBdbrofgsfordnd mM
sodu; 130 mM glukoza; 16 mM kwas cytrynowyz godny z Far makopeN
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Nastnpnie, zgodnie z przyjntymi zasadami pr e
Kr wi pegnej po usuni fci uN 9j0e% nwssa kzia kootnrczeynmu
czerwonych w roztworze wzbogacaj Ncym SAGM
opr - cz krwinek czerwonych zawiera takUe kr
odzastosowanych warunk-w wirowdni2alljl @ddo&st bk

Skgadni ki zawarte w pgJgynie SAGM zapobiegaj N

gli kol i zy, zapewniaj N utrzymani e odpowi edni
czerwonych po transfuzji. ZasUloiswiwa npirez ercohza vy
KKCz przez 42 dni w temperaturze 4N2U0C. K ¢
wukgadzie zamknintym jednej j ednost ki KKCz/

pediatrycznego (worKki JMS SingapoyrppddaRd e Lt c
procesowi filtracij.i grawitacyjnej przy wulUyci
Fresenius Kabi AG filter; Bad Homburg, Niemcy) w celu otrzymania ubogoleukocytarnych

koncentrat - -w kr winek czerwonych (UKKOej] SAG

1,0 9 jednostkn). Opi s an(Rycing B wyltanywanp raeap ar at y
pozako®&® zeniu donacji. Tak przygotowane jedno
8l2. Charakterystyka | ini.i kom- r kowych

Tabela5. Specyf i k acojway clhi miyik okrozny-srt anych do bada@E

Linia K -562 (ATCCE CCL-24F)

Organizm Homo sapiens c z gowi ek
Pierwotne szpik kostny
usytuowanie/tkanka
Morfologia limfoblast
Typ wzrostu wzrost w hodowli zawiesinowej
Choroba przewlk g a b i a § a c(ank.ahrosie rpyeldgenoua leukemia; CM
Dane klinicz kobieta, 53 lata

kom- r ki metastazy f3Wwesinileg &pdhu:
biagaczkN szpi kowN pobrane w
Nowot wor owo tak

Pochodzenie

Zdjnci e*




Linia LoVo (ATCC E CCL-229)

Organizm Homo sapiens cz gowi ek

Pierwotne jelito grube; pochodzNca z miej s
usytuowanie/tkanka po stronie lewej
Morfologia typ nabgdgonkowy
Typ wzrostu wzrost w postaci monowar st wy
Choroba gruczolakorak jelita grubego,
Dane klinicz miiUczyzna rasy kaukaski
wyprowadzona w 1971 roku z fragmentu gurzepzutowego w okolicy
Pochodzenie nadobojczykowej po stronie lewej%6e t ni ego miUczyz
hi stologicznie potwierdzonym rc
Nowot wor ow tak

LoVo (ATCC® CCL-229')

Zdj Aci e*

Linia MCF7 (ATCC E HTB-2%)

Organizm Homo sapiens cz gowi ek

Pierwotne gruczod sutkowy, pierS; pochod

usytuowanie/tkanka opgucnowy

Morfologia typ nabgonkowy
Typ wzrostu wzrost w postaci monowar st wy
Choroba estrogenozal eUnyoguupizel ako
Dane kIl inicz kobieta rasy kaukaskiej, 69 lat
kom-rki metastazy ( ietnisjkobi&tywrasp p ¢
Pochodzenie kaukaskiej cierpiNcej na grucz

wyprowadzona w 1970 roku

Nowotwor o wo S tak

“MCF7 (ATCC® HTB-22™)

Zdj Aci e*

Linia A2780 (ECACC 93112519)

Organizm Homo sapiens cz gowi ek

PienNc?tne jajnik; pgyn puchlinowy (wod
usytuowanie/tkanka
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Morfologia typ nabgonkowy

Typ wzrostu wzrost w postaci monowarstwy (linkko m- r ek adher
Choroba endometrialny gruczolakorak jajnika
Dane klinicz kobi eta, brak danych dotyc:
wyprowadzona w 1984 roku z pgynt
Pochodzenie cierpi Ncej engo egirdwoeedIra kad rnak a j
naraUone na dziaganie Uadnych
Nowot wor ow tak

Zdjnci e*

Linia PC-3 (ATCCE CRL-143%)
Organizm Homo sapiens cz gowi ek
Pierwotne ) 2 .
usytuowanie/tkanka prostata; poehpdzBcaukzomegp
Morfologia typ nabgonkowy
Typ wzrostu wzrost w postaci monowar st wy
Choroba gruczolakorak gruczogu kroa
Dane kIl inicz mihUczyzna rasy kaukaski
Pochodzeiie wypr owadz.on.a z. prz.-b'etutevyodmnkl
kaukaskiej cierpiNcego na grt
Nowot wor ow tak

Linia MCF -10A (ATCCE CRL-10317)
Organizm Homo sapiens cz dgowi ek
Pierwotne ruczog sutkowy; i er
usytuowanie/tkanka g 9 y. P
Morfologia typ nabgonkowy
Typ wzrostu wzrost w postaci monowar st wy
Choroba zwg: - knienie gruczogu pi
Dane kIl inicz kobieta rasy kaukaskiej, 36 lat
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wyprowadona w 1984 roku z nienowot

Pochodzenie gruczogu p iletmiejkdbietywasy kauka&skiejh o r unp N ¢
zwg-knienie gruczogu piersioweg
Nowot wor ow nie

MCF-10A (ATCC® CRL-10317™)

]

Zdjnci e*

*7Zdjnhncia repreweiNj ditcgwmer pptedstiakom-rek wykorzystan)
przy pomocy mikr os ko pfuazSowieegtol noe good vkro-nctornaesjt ooyot y ce mo d
Zeisszk amer N Axi oCam 1RK.EzubakProwizor).( aut or st wa

8.1.3. Charakterystykabada nych grup pacjent - - w

Materiag bi ol ogtizecieggazya ddaon i lae alaidzaamcjziego st a
pochodzNce w@ed zpdaicajgenmoszt ovwiNa Mol zapgi akcoowkN or az od
dawc - w. Wszyscy uczestnicy proj ekmmuN wzyg adi |

naudzi ag w eksperymenci e p o Zzapoznani u sin

doSwi adczenia medycznego. W zwiNzku 2z tym,
pochodzeni a l udzki ego, jakim jest osocze,
orazk or zy Sci |l eczniczych bezpoSrednio dla dawc

Grupa badana
Grupa badana rekr ut owa n aAMLh ydiagnozevangcE r - d C
napodst awi ediagnosyezmeychiklasyfikacji WHO z 2008 rokwpspitalizowanych

w Klinice HematologiiwWWCOITim. M. Koper ni ka w Godzi w okresie
dogrudnia 2018 roku Pacj ent -w kwalifi kowano do udzi
opracowanego wczeSniej protokogu badania, Kkt
z projektu.

Kryteria wigNmiazeni a do bada
Arozpoznanie ostrej bi agaczki szpi kowe|j
klasyfikacji WHO z 2008 roku
Awi ek powyUej 18 | at
Astan o3wskahBCOQ sk al a s pr abastemEooperative @ngalogy

GroupiokreSl a stan ggilanyaaja&ntjaako8holobN no
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Apodpi sanie Swiadomej zgody na udziag w

Kryteria wygNczenia z badani a:
Ani ewydol @&k 30mémike k
Auszkodzenie wNtrob%l:g: stnfaUemriaeni AlaT ,n oA Snily
A choroby autoimmunologiczne, zaburzeréndokrynologiczne, inne nowotwory
zdgoSliwe
Astan og-Ilny 4 wg. skali ECOG

W ramach badania wzingo udziag 52 pacjent
s z pi kaywatjentom przetoczonoNapromieniowany Ubogoleukocytarny Koncentrat
Krwinek Czerwonyb (NUKKCz), a 25 podanoNapromieniowany Ubogoleukocytarny
Koncentrat Krwinek. Pyydaloswyejih ¢ NUEKIP pracy d

bAidN stosowane, odpowiednio nastfpuj Nce sk
(dla NUKKP). Krewwg&@nuNnpdhpdoj dbmatdawi a pobi
SMonovetté ( Sar st edt ; N¢ mb r3e c2h%4 ,r oNitemocryeym cytryni
wWstosunku Kkr wi do cytrynianu 9:1) dwukrotni e

po przetoczeniupank adniekaglorcwin.i eNavs tPit acownii
im. Mikogaja Kopernika w Godzi prl-gp2C) kr wi
w celu uzyskania osocza cytrynianowego K a U d W osqeza -pobréjowanoz a mr a Ua n o

w temperaturze32AC i przechowywano w e j temperaturze do.czasu
Sredni a wi eku badanyNh3 lah snatbmiastv yned@sai $Palat. 57 , 1
Wi ek pacjent-w wahag s i nPagentgnmrpadtias oospitalizacjd 2 6
nepodawano substancjyiokeywgaS§¢inwebci Sezltzamgt Jo
pacjent - -w, Kkt -rzy peedstavilTabelabdzi ag w badani u

Tabela6. Charakterystyka pacjent-w uczestniczNcych w bad.

Il oSl pacjent
Wiek [lata; mediana i zakres] 59 (26| 74) 58 (37| 89)
Pgdi/ll 10/17 13/12
PloSh przetoczony . iostki(ok 500ml) | 1jednostka (ok. 50 mi)
(jednorazowo)
AWi eko skgadni ka [d 6,00 (2,001 26,00) 3,00 (1,00" 5,00)
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Przet oczony skdga KKCz KKP
5 _ ~ .. przed 30,00 (4,00 256,00) 12,00 (3,00 35,00)
POy tki KRraii] po 29,00 (3,00 226,00) 36,00 (2,00 88,00)
_ przed 7,50 (6,201 8,90) 8,40 (7,201 10,90)
Hemoglobina [ma/d[] po 8,60 (6,90 91,00) 8,30 (6,51 105)
_ _ . przed 2,39 (1,85 2,95) 2,86 (2,24i 3,49)
Sl mll e e clede po 2,85 (2,15 3,43) 2,82 (2,12 3,56)
, _ e przed 0,78 (0,03 135,48) 0,49 (0,07 27,16)
Krwinki bli @lgle po 0,66 (0,03 86,27) 0,64 (0,08 19,20)
INR* przed 1,23 (08917 1,41) 1,20 (0,92 1,91)
po 1,23 (0,90 1,38) 1,19 (0,88 1,54)
rzed 1
APTT [ prz 31,90 (22,70 49,70) 32,90 (24,30 54,00)
po 31,15 (22,80 51,30) 32,30 (24,50 53,50)
N —— przed 375,00 (190,00 850,00) 351,00 (128,00 804,00)
rynogen [mo/d po| 324,00 (176,00 894,00) 326,00 (156,00 778,00)
Ferrytyna [ng/mi] przed| 1774,50 (688,70 7666,00) 1170,00 (199,60 1329,00)
ytyna Ing po| 1720,00 (671,00 4957,00) 1185,00 (173,50 2260,00)
przed 31,40 (1,00 386,90) 39,32 ,97i 306,90)
CRP [mgfl po 32,61 (1,00 483,33) 33,80 (2,08 313,20)
Infekcja (nie/tak) 16/11 10/15
Cukrzyca (nie/tak) 25/2 23/2
Nikotynizm (nie/tak) 24/3 22/3
POCHP (nie/tak) 26/1 25/0
Astma (nie/tak) 26/1 24/1
Nadci Snienie (n 15/12 16/9
Rozpoznanie (AML 26/1 25/0
WartoSci oznaczanych parametr - w pr ze dmormalizowanyczas a k o
protrombinowy (norma: 0,8 1,2).
Grupa kontrolna
Grupa kontrolna obejmowaga 43 zdrowych
(prob .-MokdvettéS CPDA; ang. CitratePhosphateDextroseAdening w punkcie
pobra® w Centrum Medycznym i m. dr . L. Rydy
Laboratoryjnej (ul Jaracza 85 w Godzi) . W
byzgb! i Uony. $r ekdomita ow ineek uN9gylatpopsgimigsamebidna Ei.
Wi ek pacjent -w zakwalifikowanych wahag sin w
okogdo 45% tej grupy, minUczy¥Fni pozostafe 55%
przewl erkiy ¢ hny ah schorze@® mogNcych wpgynNI
parametr - w stresu oksydacyj nego. Grupa b a

byger - wnywalne (jednorodne) pod wzglndem wie
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8.2. Odczynniki chemiczne

Tabela7. Odczynniki chemiczne zastosowane w badaniach

Odczynniki chemiczne

Odczynni ki do hodowl i kom:-r ek
- Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): cisplatyna; RPM{1640 medium z tg | ut ami n N; r
rekombinowanej insuliny; antybiotyki penicylina i streptomycyna;
- Biowest( Nuai | | ®,t eFrndarcezjnd)e: i nakt ywowana pgodo-v
EDTA;
- Lonza (Basel, Szwajcaria) medium DMEMz 4, 5 g/ L-g lg U u &meditdNDMEM:F12;
mediumMEGME Mammary Epithelial Cell Growth Medium BulletKit
- Biological Industries (Cromwell, USA):DP B S b e z 2ji bgt* buforGiBSS bez czerwier
fenolowej; PBS;

Przeciwciaga

- BectonDickinson (Franklin Lakes, USA): anty-CD61/PerCP; antCD61/PE; antyCD61/FITC; anty
CD62/PE; PAGL/FITC; kontrole izotypwe; antyCD235a (glikoforyna A);
- Abcam (Cambridge, Wielka Brytania):k o0 zi € mo n o k | o naatinitretyrgzynawe @mtywn
NT); streptawidyna skompleksowana z biotyny
- SigmaAldrich (St. Louis, USA): kr -zlei cpr zec i-BNPH;aadtgk r ah i ¢ z e
skompl eksowane z peroksydazN chrzanowN ( HRP
- Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA): k r - | i c-koeie paliklbngine biotynylowane
immunoglobuliny IgG;

Komercyjne zestawy odczynni k-
- Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA): Piercé BCA Protein Assay Kit;
- Cell Biolabs (San Diego, USA)Oxiseleck Advanced Glycation End Product (AGE) Competiti
ELISA Kit;
- Promega (Madison, USA)'Apo—ONEfE Homogeneous Caspa8¢/ Assay; Caspa@lorE 9 Assay;
- Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): SOD Determination Kit; Cell Counting k& (CCK-8); Cell
Proliferation ELISA- BrdU colorimetric Kit (Roche);
- BioAssay Systems (Hayward, USAYQuantiChrori Heme Assay Kit; QuantiChrdiron Assay Kit;

Pozostage odczynni ki

- SigmaAldrich (St. Louis, USA): 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB); &amino-2,3-dihydroftalazyn
1,4-dionu (luminol); aceton; agaroza LMP (o niskiej temperaturze topnienia); agaroza NMP (o nor
temperaturze topnienia); alouminas o wi cy bydl Acej ( BSA) ; bgnk
dichlorowodorek 4'.@iamidyno2-fenyloindolu (DAPI); dinukleotyd nikotynoamidoadeninov
(NADH); dioctan 2',7dichlorodihydrofluoresceina (CFDA); glutaraldehyd; Histopaqfel077;
jonoforwapnia; kakodylan sodu; kwas 2&inobis(3-etylobenzotiazoling-sulfonowy) (ABTS); kwas
5 , -@itid-bis(2-nitrobenzoesowy) (DTNB); kwas  -Bydroksy2,5,7,8tetrametylchromai2-
karboksylowy (Trolox); kwas barbiturowy (TBA); kwas etylenodiaminotetraoct@pTA); kwas p
hydroksykumarowy; kwas tiobarbiturowy (TBA); kwas trichlorooctowy (TCA); odczynnik Bradf
pirogronian sodowy; substrat SigmaFagdPD; Tritorf X-100; trombina; Tweeh20; zredukowany
glutation (GSH);
- Chrono-Log Corporation (Havertown, USA): kolagen typu |; ADP
- Promega (Madison, USA)inhibitor kaspaz A/AD-FMK;
-Aqua-Me d ( G- d F odczinoik Brdbleng;:
- Bio-Rad (Hercules, USA):Precision Plus ProtéinDual Color Standards;
- Fresenius Kabi Polska (Kutno, Polska)p §y n wg bloga 84 GM;
-DI AGON ( Budapeosdzctz,y nWifigkriy )d:o oznacze@® koagul
- Bectoni Dickinson (Franklin Lakes, USA): CellFIX;
- POCH (Gliwice, Polska): H,O; NaH,PQy; NaoHPOy; NaCl; KCI; glukoza; CaG] NaHCG; MgCly;
etanol; HCI; NaOH; metanpgjlicyna; DMSO; SDSTris; H.SOs; octan etylu; NaClO; NaBkl
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8.3. Aparatura

A
A

A
A
A

> > > >

A

A

agregometr dwukanago w-yogErﬂ-dJadeEtdwn,SthQZje‘dr'nocz@ng Chro
aparat do elektroforezy kometowej model GSOM20 firmy Cleaver Scientific Ltd.

(Rugby, Wielka Brytara)

aparaty do elektroforezy i elektrotransferu firmy BioRad (Hercules, Stany Zjednoczone)
automatyczny | i cz nEifime BiaRad (Heecules,iBtamly &jednotz0rE )

blok grzejnec hgodz Ncy: model Hot Winter 3 fdelr my Kt
Combitherma2 CH3150 firmy BioSan IKorneuburg, Austrip

cieplarka | aboratoryjna model EN 400 firmy
cyfrowy analityczny cyt ofnlefimy Betorz Rigkigsprwo wy T
(Franklin Lakes, Stany Zjednoczone)

czytni k eknmddel oSPESTROsfar Nano firmy BMG LABTECH GmbH
(Ortenberg, Niemcy)
czytnik pgytek do pomiar & finhy TthermoeSciendfiE cj i mo

(Waltham, Stany Zjednoczone

fluorescencyjny aut omat yc Z2'hfimylDigimlBoi(Seul, k o m- r
Korea)

inkubatorCQd o hodowl i kom-rek model EC 160 fir my
koagulometr model Optic8 002 firmy Ksel med (Grudzi Ndz,
kogyska | aboratoryjna model WAVETEC firmy I
komor a 2z pr nangnimodet Safe RGR0Ofirmy Thermo Scien'ﬁf((\‘NaItham,

Stany Zjednoczorje

mi kroskop fluorescencyjny o odwr - -conej opty
ProgRes MF cool firmy Jenoptik (Tokio, Japonia)

mi kroskop konfokal ny fomyweica QMetalar, Nierocy) e | TCS SF
mi kr oskop Swi etalzroywyk oon tordavsrt-ccwonej optyce mo
Zeiss z kamer N AxioCam 105 color (Oberkoche
spektrofotometr model Helias UV/Vis firmy Unicam (Cambridge, Wielka Brytania)

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

wi el odetekcyjny <czy tENHTK firmpygByoTe& KWinocoskd &tdny Sy ner
Zjednoczong

wir-wka model 3asterode &m Harky)lemcy)i g ma  (
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Awir - wka ma&s2R firmyWPW MED. Instruments (Warszawa, Polska)
AzamraUarka | aboratoryjn®&aM BEYOHFs krinyeFgodabomr o Ue n
(Meyzieu, Francja)
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9. Metody

91. Przygotowani e supernatant - - w

Supernatanty z komere¥joyehwkhoycénotatzywmy

metody opisanej przé&lestermanaiwspl93]l. Jednost ki KKCz zakupion
wirowano przez 10 minut przy 2000g ( 4 AC) . NastfiApnie zbierano
steyl nej prob-wki typu falkon i ponlogin{ £A®)i ro
(Rycina 14). Otrzymany w ten spos-b supernatant y
pochodzenia erytrocytarnego ang. EMPs; erythrocytderived  microparticles
Wceluuprog czeni a i skr-cenia zapisu supernatant
leukoredukgcji (niefiltrowanej) oznaczono jako sNL&(. nonleukoreducei, zaS super n
pochodzNcy z jednost ki KKCz p o ikba sLR | | eu

(ang. leukoeduceq. Supernatanty z niefiltrowanych (SNLR) i filtrowanych (sLR) KKCz
przygotowywano w 1. (SNLR1, sLR1) oraz 42. dniu (sSNLR42, sLR42) przechowywania
wwarunkach c¢hRAdHi.c ZPyrohc e(ddur i otrzymywania s
w j agowyc ih (kenoma ulaminarma) poprzez zastosowanie stergro sprzntu
laboratoryjrego ((t | . prob- wki , pi pety serologiczne,

oraz ich filtraty bygJgy-7PpA€cjowane i przechow

RN

/N

WIROWANIE WIROWANIE =
KONCENTRAY = b t —
KRWINEK - - - - -
- = f(=a=N o 1 (| . (o= B \
CZERWONYCH i
250 ML M—r’ . S —r’ \
.\V"a
2000xg 3000xg 70°C
10 minut 10 minut
4°C 4°C
Rycinal4. Proceduraory my wani a supernatant-w z jednostek KKCz (o

Do oznacze@ parametr-w czynnoSciowych pgy
frakcje przy pomocy zEeLi;Itrta-a,ﬁv(Sign’iaAldricth;rSl.juSUis,ego Ar

Stany Zjednoczone), zgodrie zagNczonN instrukcj N producent
czNsteczki o masie poni Uej 10 kDa wykorzys
supernatanty wykorzystywane do bada® na | ini
przefiltrowane przezstr yl ne f il try strzykawkoweg. RESme mbr a
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polyethersulfone o wi el ko Sci pezhmo Riastié Pr@dacts @@ SwitZeRaRnd).

9.2. Oznacani e poziomu wybranych parameéwi e«Uwcbhup
I przechowywanych)

9.21. Oznacani e stfnUenia pozakom-rkowe ] (wol nej)

StnlUenie pozakom-r kowanp. frqaewibdo ned ¢ z ehreano mé o d
cyjanomet hemog!l obi nowN z [194,d d95)y rHemoglobi@an Dr a
orazjejpochoda (z wyj Nt ki em sul fohemoglobiny) pod v
przeksztagceniu w t-cwg@NometchedoN| opj amnowlRov

pochodmiBczano spektrofotobf@btmycznie przy dgu

Przebieg oznaczenia

Dol ml odczynni ka Drabkina dodawano 10 ¢
Nastnpni e pr - bki i nkubowano przez 15 mi nut
absorbancjn pr zySPEGTR@stESIand, BYGLABTESHIGmbipmbec
odczynnika Drabkina. StUeni e pozakom-rkowe|j Hb [ g/ dI ]

mili mol owego wsp-Jgczynnika absorpcji wynoszN

B Oi Gk aE0dD ¢ Ggdoa®e QQ
O Pprpnnm

0OQQA

922. Pomi ar stnUenia hemu

St mi& eemu w badanych supernatantach oceniano przy pomocy komercyjnego
zestawu odczynn F kHeme AGsaya Kitt (Bi@Aksays nsystems). Zestaw

tenoparty | est na metodzi e, w kt-rej hem prze
roztworze o odczynia | kal i cznym. I ntensywnoSi powstaj Nc
fali 400 nm, jest wprost proporcjonalna do s

Przebieg oznaczenia

Do studzienek 969 o g k o we j pgyt ki nanoszono po 50
anastipwaeodpoa 200 Ol komercyjnego odczynni l
Pgytkn inkubowano w temperaturze pokojowe]j |<

-67-



pr-bn SlepN (blank) oraz kalibrator poprzez
pr-bn 59 &p N kianlaisbtriiaptnoirea dodawano po 200 Ol wo
Tak rozcie@®zony kaldulemu oym-6\@rd p o vOiMa d aRjo sit nikU
mi erzono absorbancjn ($PEQTROsk£rQ\Iang,dBQIG LABTE&EH i 400
GmbH) St h@emi ¢ OM] w badanych pr-bach oznaczan

(D¢
o

(D¢

@
<

Yo D& QMG 0AD

9.23. Pomi ar stnUeémnAey Uel aza (Fe

St iUeni ¢ UrSt) avzbmdanych supernatantach oceniano przy pomocy
komercyjnego zestawu %MOOAssaym(it(lBioArssay@Sﬁtems).Chron
Met oda ta wykorzystuje chromogen, kt -ry two
zFe?*. Jony F&Fw pr - bce sN r% daukmoowkl tiewi ghoz &rei e cagko
stnUenia Uelaza w badanym materiale. I nt e

przydgugoSci fali 590 nm, jest wprost proporcj

Przebieg oznaczenia

Do studzienek 961 o J k o we j pgyt ki nanoszono po 50
i 50 Ol pr-b badanych. KrzywN wzorcowN dl a
od 25 do 10000g/ dl . Przygotowywano odpowiedni N il c
zm eszanie 20 objnAtoSci odczynnika A z 1 obji
C. Do dogdgk-w zawierajNcych wzorce i pr-by ba

Do dogk-w zawierajNcych pr-bn S| epNnkaso OI p
Pgyt ki i nkubowano przez 40 mi nut W temper e
absorparyj id§ugo S SPECTROStE N&n®, BMG ILABTECH GmbH)

StiiUenie Uel aza [ Og bblidzgnonavpodstavdeauzygkarej kywejb a ¢ h

wzorcoweji zgodni e z poni Uszym r-wnani em:

& 0 ¢ G

5
YORE KD OEPQA -——m——— e e 4
P Vi O A WE & EHRT QOVG Wb R ©é 1 'QQ
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9.24. Oznaczani e c ag kuantioksyslacyinegpot encj ag

Cagkowi ty potencj ag antyoksydacyjny ( CP/
napodst awi e met ody opieraj Ncej sA*i r onzat wr e d
oni ebieskozielonym zabar wi eni U196, ©9F]rRodnixk wa n e |

tenpowstaje w Srodowi sku kwaSnym w wyniku rea

wodor u. Antyoksydanty obecne w badanym mat el
ABTSA+p0w0duch odbar wi eninia wprostz praporcjanalnynv sto
do ich zawartoSci. MiarN iloSci antyoksydant

Przebieg oznaczenia

Do 200 el 0, 4 M buforu octanowego (pH
supernatant - -w. Mier zoytoelk bproz b aSRPEGIROGECZY t (nA
Nano, BMG LABTECH GmbH) Nastnpni e dodawano do kaUd
9%Bdogkowe|j po 20 ¢l 10 mMAﬁ/v@QmM\/bmjformodtaadwynDnoroc

(pH 3, 6). R-wnol egl e pr zy g k;tspontgnieznan cedukpja - b n
kati onorodni ka) zawierajNcN 205 €1 0,4 M bu
kationorodnika ABTS l nkubowano pgytkn przez 5 mi nu

nastfipnie mierzono a)b.s oS pboarnzcy iz epm azryk odvlhs dhima (7
(0,00871 1, 0 emol / ml ) . Absorbancjn mi er zono pr
po 20 ¢l roztwor ! kBti bkbrbobdkhkikawABFSprzez 5
pokoj owe|j [ ponowni e mierzono CéPhAs srulpen mjart amn
wyraUony w jednoelektrongowykchczommomwa UpbHat!
absorbancji AT Ao( po upr zedniesmk 6 dj giaak), krzyweAwzorcowej

orazpoprzez pomnoUeni e uzyskanego W yreagule u 2 r

z 2 wolnymi rodnikami).

9.25.0znaczani e populpachgdzeniasrytricytarrcegoe t ® ki N
cytometrii przepgywowe]j

Mi kroczNstki to fosfolipRdowOmpiovlaé mi yahie
r-Unego typu kom-r ek, nejtosi Markeren do eykrywamBMP K | Ccz
j est gli koforyna A (antygen powierzchniowy:

poni Uej 2 Om analizowano, na podstawie pomi
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(ang.forward scatter;pr zedni e rozpr oszeni engSsidée aded a ; ro:
rozproszenieSwi at §a bocznpegmwriazzidcdadcdtsniosSdo bar wi e
antyCD235a/ PE, za pomocN cytometru przepgywowe

referencyjnych.

Przebieg oznaczenia

Mi kroczNstki erytrowgharoéeonaezwkswipekinat
znakowano my s i mi przeciwci agami skierowanyl
sprzinUone|j z fluorochromem f i-Humanr GDR35y n N  ( &
BD Pharmingen; Franklin Lakes, Stany Zjednoczdid®p]. R-wnol egle przygc
kontroln niebarwionN oraz izotypowN (5 Ol
BDPhar mi ngen; Franklin Lakes, Stany Zjednocz
w ciemnoSci przez 30 minut (4AC). Po tym cza
soli fizjologicznej. Parametry FSC i SSC (w
antyCD235a/PE oraz zastosowanie polistyrenowych kulek kalibracyjnycroedni cy
2,0 Om (Flow Cytometry Size Calibration ~2,

Molecular Probes, Invitrogén Thermo Fisher Scientific; Waltham, Stany Zjednoczone)

pozwoli go na identyfikacjn mikr oceandtantaghk i Kt
Anal i zn EMPs wplrazcejpir owadz ono przy pomocy cyt
BDE LSR I | (Becton Dickinson; San Dileigmz ajNca
10 000 obiekpowy€CP¥8YyahPE WEMPswkyorSad U apontsetaid aakcq i
cagkowitej l i czbypobytelkwnwc ICDWR 3pbra/ lPiEe. Ot r zyn

za pomocN oprogramowania FlowJo v10.4.2 (Flo

9.2.6. Wizualizacja procesu uwalnianaEMPsza pomoc N fl uorescencyj n

konfokalnej

Do wizualizacji procesuuwalnianaEMPswy k or zyst ano techni kn
siwysokN rozdzielczoSci N oraz umoUl i wi aj Nc |
tj. fluorescencyjna mikroskopia konfokalna. Zastosowany fluorescencyjny lipofilowy barwnik
karbocyjaninowy wyk z uj e sgabN fluorescencjn w fazie
fluorescencyjny w dwuwarstwach | ipidowych, C

kom-rkowych.
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Przebieg oznaczenia
Kr wi nki czerwone Zz UKKCz/ SAGM w dmi u 0z
pgynem SAGM do gnsitlef®oim- vakwl mi nffak, @rzygot

znakowano przez 30 mi nut (37AC) fluorescel
(NeuroDi O, Bi oti um, | nc. ; Fremont , Stany Zjedr
Procewgkomiywano zgodnie z instrukcjN producen

przy350lg przez 5 minut w celu odpgukania nadmi
dodat kowo dwa razy. Wy bar wi one Kom:-r ki Zaw
naszki egka ,podstnayjoWwe ne szki egka nakrywkowe
do tego celu uszczelniaczem Coverériﬁoverslip Sealant (Biotium, Inc.; Fremont, Stany
Zjednoczone) . Za pomocN mikr os k e8pfitmy kewan f o k a |
(Wetzlar, Niemcy) analizowano| uor escencj i wybapgmwiy ndghg dSmoin
wzbudzegesni 48 4% nm ed= 58lmims \IVyiniki przeprowadzonych obserwaciji
przedstawiono na fotografiach.

Badania  przeprowadzono w  Pracowni  Obrazowania  Mikroskopowego
i Specjalistycznych Tahnik Biologicznych Kaboratory of Microscopic Imaging
andSpecialized Biological Technigdes Wy dzi agu Bi ol ogi i i Oc
Uni wersytetu G-dzkiego.

927. Rozdziag elektroforetyczny biagek-w Uel u
PAGE

Rozdzi ageteyekny ohioagek obecnych w superne
przeprowadzono w Uel u p odbdecylbsiargzhna sodal{ig 8DSm w o b
sodium dodecyl sulfatdmetoda SDFAGE; ang. SDSolyacrylamide gel electrophoresis

Zastosowany detergetni onowy denaturuje biagka obecne

gadunek. Biagka migrujN w kierunku anody (e
proporcjonalnN do ich masy. Zakgada si n, i
sin z dwi e makwasewymi[20@lmi a mi n

Przebieg oznaczenia
Badane supernatanty poddawano precypitac]
osad biagek rozpuszczano w buforze TBS o pt

przypomocy odczynnika Bradford o pr epar at -w biagkowych dod
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buforu |lizujNcego (0, 0625 M -merkaptobtahd,lpH 6,8.% SDS

Tak przygotowane pr - -bki ogrzewano w bl oku gr
Komercyj ne gr a ckrygamitowev BliniAROTEAN E@(? Precast

Gels 420% (BioRad; Hercules, Stany Zjednoczone) umieszczano w aparacie do elektroforezy

(Mini-PROTEAI\I\E Tetra Vertical Electrophoresis Cell, BiRad) i zalewano buforem

elektrodowym (0,025 M Tris/HCI, 0,1% SDS,9,2 ™M gl i cyna, pH 8, 3), a

grzebienie. Do studzienek nano&zOgowppr 49p

rozdziag- - w, kt -re nastnpni e wykorzystywane
nanoszono mieszani nn sidiPlug QrbteﬁVSKiijaratso(Bi{Rad;h Pr ec
Hercul es, Stany Zjednoczone), Co zapewniago
badanych bi agek. El ektroforezhn prowadzono

tzn. pod napifAci4®dm m ot ¥ zPonymakd@Edzi ale Ue!
przez30 minut w roztworze barwnika (0,125% Coomasie Brilliant Blu25R, 50% metanol,

10% kwas octowy). Nadmi ar barwni ka usuwano f
(25% metanol, 10% kwas octowy).

9.2.8. Detekcja grup karbonyl owych techni kN Western bl ot

Grupy karbonyl owe bi agek zwi Nzanych
z24dinitrofenylohydrazynN (DNPH) w celu prz
Powstagy w wy 2,4-dinitrofengathydinazong DNP-bi a g k o) wy kryw
byg za rozreoccibiateDNB §l-r z id owyaz H-r zidowy ek ci weci ag
skompl eksowanych z peroksydazN chrzanowN (I

nakliszy rentgenowskiej201].

Przebieg oznaczenia

Pierwszym etapemmet ody byg el ektroforetyczny r
wsupernatantach otrzymanych z KKCz -RAGHEJel u pc
zpomininciem etapu barwienia i odbarwi ani a |
wl100% metanol u, o r&katnaprkin® i gomronepr owadz
(MiniTransBIotEModule,BioRad) przez noc W temperaturze
Pozako@& zonym transferze membrann pgukano b
roztworze DNPH (pH 6, 2tWtempetureeqpokajodvej.iPoipkubaci z 4 5

i mmobil on P pgukano mi eszaninN PBS:etanol

-72-



przez 2 godziny w temperaturze pokojowe]j r o :
wPBST) . W kolejnym etapi ez 6hammbtrzainzin dionnkyurd o w
przeciwciagami-DNkPr - Wi e ogmiwormneéy bl okuj Ncym (:
zIll-r zndowy mi pr zekcri-wciicazyaomi saknotnyp | ek sowanymi
bl okuj Ncym (1:10 000) po uprzedni mon®dpguka

i nkubowano przez 3 minuty w roztworze do w

l umi nol u w 0,1 M Tri s/ HCI o] p H 8, 6 z d
phydroksykumarowego w DMSD, omaznal0ipii e3 0w
go w kasecie fotograficzneChemi | umi nescencjn rejestrowano

Dodat kowo membrann nietrwale wybarwiano w 0,

kwasie octowym w celu potwierdzenia wydajnoS$S

93. Ocena parametr - w cyztyenkn okSrcewio woyyoc hupr zedni ej

zsupernatant ami pochodzNcy mi z KKCz
9.3.1. Inkubacja z supernatantami

Materiag biologiczny (osocze bogatopgyt ko
krew pegnN, osocze) i nkubowano pr zamymi 15 mi
supernatant ami i ich filtratami Zzawsze z zac
Supernatanty inkubowano z mat§giam b i ol ogi ¢ z n {10Po)wo calgowiada n k u 1
przetoczeniu okogo 2inyiwdnisdreMc Kptdganifmies®®, ml

dorosgego czgowieka o przeciihtnej masi e ci ag

932. Badani e adhezji pgytek kr wi do fibrynogen
Adhezjn pgytek Kkr wi do fibrynogenu i k ol
spektrof oR@®meOenazalnie |iczby pgdytek krwi p

adhezyjnego pozwal a tyachkamirekol Wo&stya td h &z gui
zwi Nzane na pgytce mikrotitracyjnej popr zez
odczynnikaBCA(PiercFeBCA Protein Assay Kit; Ther mo
powstaj Ncego barwnego kompleksu, dgomga&zanda

562nm, jest wprost proporcjonalna do stnUeni a
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Przebieg oznaczenia

Studzienki mikropgytek opgaszczano 100 OI
fiborynogenu w TBS pH 7,5 lub 0,02 mg/ml kolagerywpu | w 0,05% kwasie octowym)
przeznoc wW temper aktruortzney mt bQ.z eojuXani u buforem
0, 9% NacCl ; pH 7, 5)adswrbewanegonbiaddakaeda z
pgyt ki bl okowano 200 Ol odwe c(ym/ bahg. BSachejineo(r u a |
serumalbumip. w TBS (pH 7,5) przez 2 godziny w ter
BSA usuninto popikzeznipezopdokami edo3 pgukani
0,9% NaCl; 0,04% Tween 20; 1 mM MgQ0,1 mM CaCil 2 H0;pH7,5Zawi esi nfi pJy
krwi w buforze Tyroda (127 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 0,5 mM Ng#ly; 12 mM NaHCGQG,;
5 mM HEPES; 5,6 mM glukoza; pH 7,4) inkubowano z odpowiednimi supernatantami
i ich filtratami. Nast n@mmwiesi ain pJytek Kkowigyi( gl3pmlani e
nanoszono mrlaoJpgweki( pidbod@vame ) 50 Ol rozt wo
(w ko@Eowym stfnlUeniu 0,1 U/ml) na pogdgown pgy
37UC pgyt ki przemywano buforem do pgukani a.
odczynni ka WchodcheEBC)W Bkgtdi zeAsaawy Rier ¢

Absorbancji mierzono przy dgugoSci f af i 562
Nano, BMG LABTECH GmbH). Otrzymane wyniki przedstawiono jako % kontroli,
gdziezal0% przyjnto poziom adhezji kom-rek kontr
933. Pomi ar agregacij.i pgytek kr wi

Agregacjn pgytek Kkr wi i n diukklagenamm dtnadzana j ol o

met odN tur b20dlwmes$ 0o g z @ niNo g any. ®RPYplatelketichapiasma, (

w optycznym agregometrze ChrehogE 490 (ChroneLog Corporation; Havertown, Stany
Zjednoczone). Zasada pomiaru polega na monitoronamui an w pr zepuszczal
przechodzNceeg o RPr.z ePzo dbcazdaasn z | epi ania sifn pgyt
zwi nksza sin. Otrzymane wyni ki przedstawi aj |
odnoSni kowa ( os oc amry. PPB;o patetefiogrpl&smdv envykazuje

100% przepusatdal poeich®wzNcego.

Przebieg oznaczenia
Krew pednN wirowano przy 235 I g przez 1

Krew pozbawionN PRP ponownie wirowano przy 2
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PPPipr -ba odnoSni kowa. Nasampnize5850®| ObaBRRyict

[ ich filtrat. . w. Agregometr nagrzewano do t
magnetycznym i nanoszono @o9 9 Ol uprzedni o inkubowanego
aparat oraz dodawano ie &bnistl?o | Gagy eml u) . ( kPor Eceobw ee
agregacij.i pgyt ek kKr wi w &Lg)gEezga@Jn“e@estmvzaﬁo opty
przez 10 minut. Wy ni ki przedstawiono jako ¢
agregacij.i kom-rek kontrolnych (nietraktowany

9.34. Oznacani e biologicznej aktywnoSci pgytek kr

Poziomaktywacjiir eakt ywno Sci pgytek w kr wi pegnej]
przepgiobp weZjast osowano antygen CD61, recept ol
pgkt &rwi, kt-ry pozwala odr-Unili r-Une subp
pagyt ki kKr wi, agregaty pgytek krwi) od inny.
Mi kroczNst ki oraz agregaty pgytkowe okreSI an
bar wi enia za pomo-€EN6 Ip/rPzeercCPvci apamnamgtr - w F!
referencyjne wykorzystano do ustalenia bram

Mi kroczNst ki pgyt kowe i agregaty pgyt ek
CD61/PerCRpozyy wne z parametrém mikCopoeNsUkRP) 1D pc
(agregaty).

Do oceny stopnia aktywa c jinivitra wykorgystdnd y wn o S
dwa powszechnie stosowane markery aktywacj.i
selektynyP p gek)ti PAG1 ( wi Nzani e do aktywnej formy re
Pgyt ki z ekspresjN powierzchni owe | sel ektyn
PEpowy U%.] Nat omi ast obiekty 2z ? $chamktezysowano cj N F
jako @yt ki z wi Nzani eln pWaretca Svici a § adod@ticBwy CD6 2
jakr - wni e0 ob-/EHICpowyPp®nych wyraUano jako pr ¢

pgyt ek Kr wi (kaUdorazowo z | i ¢ zpoaytgwnych)D 000
W celu wiarygodnego odrUni eni a kom-rek dodatnich | uj er
przygotowywano odpowi edni e pr - bki kontrol n.

niespecyficznego wi Nzania przeciwciag (Anies

Przebieg oznaczenia

Pr-bki Swije®¢j i kkwbowano z badanymi super
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(kontrol a) przez 15 minut w temperaturze 37

kol agenem (20 Og/ml) 1lub ADP (20 OM) przez
Wszystkie pr-b&kzi @OdOrwahanho (B7UC) w 1% rozt \
barwiono pr-bki (30 minut w ciemnoSci, tempe
(antyCD61/PerCPPAC-1/FITC; antyCD6 2 P/ PE) . R-wnol egle przygc
pr-bki do kompenaapjibkajebhewktywowana utrw
antyCD61/PerCP lub antgD61/FITC lub anyCD6 1/ PE) . BezpoSrednio

cytometrycznN do pr-bek dodawano sterylny ro
funkcji pgyldydkh kprwiblkva Stwipegdnej kr wi przepr o\
przepdy w6 wlRdldBedob Dickinson; San Diegt)SA) . KaUdorazowo mi
fluorescencjn 10 0 @Ozytywhyche@trzymane daiecatalizBweamoCGvP
oprogramowaniu FlowJo v102(FlowJo LLC; AshlandDOR, USA).

9.3.5. Oznaczenia koagulometryczne
9.3.5.1. Pomiar czasu trombinowego osocza (TT)

Czas trombinowy osoczaarfg. TT; thrombin time | e st wska¥*Tni ki em ¢
ocenil sprawnoS8Si przeksztagcani a Ingfbgynyszczal

(wg-knika) pod wpgywem czynnika krzepnincia

Przebieg oznaczenia

Do prob - wki (kuwety) umi eszczone,j w bl
po 50 ¢l osocza (uprzednio inkubowanego z ba
nanoseno 100 ¢l roztworu trombiny o stnUeniu

Rejestrowano czas [ s] poj awienia sin skrzep

zapomocN koagul omet3002. Ksel med Optic K
9.3.5.2. Pomiar czasu protrombinowego osocza (PT)

Czas potrombinowy osoczaafg. PT; prothrombin tije pozwal a oceni | :
procesu zewnNtrzpochodnej aktywacj i protrort
nastfipuj Ncych czynnik-w w osoczu: |1, V, VI

S iskrzepu rozpc zyna sin p o dodani u ekstraktu z r
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tromboplastynn (czynnik krzepnincia I111; czy

Przebieg oznaczenia

Do prob: wki umi eszczonej w bl oku grzejnyn
(uprzednio inkubowanego z badanymi supernatantami) i inkubowano przez 2 minuty.
Nastnpnie dodawano 10 OMreztiworterCaGiiddcazynhikaDsaPT).ny w O
Rejestrowano czas [ s] pojawienia sin skrzep

zapomodN koagul ometr u3082s el med Optic K
9.3.5.3. Pomiar czasu kaolinowekefalinowego osocza (APTT)

Czas kaolinowekefalinowy osoczaang. APTT; activated partial thromboplastin time

j est wskaFni kiem sprawnoSci funkcjonowani a
pr ot rombi ny. Pomi ar APTT pozwala na okreSle
krzepnifnci a: I, [ vV, VI, I X, X, X1, X1
nastfipnie Xl ulega ak4 gpwaygjwuj N Pei fidoHahepn
cownas npstwie prowadzi do wytworzenia skrzepu.

Przebieg oznaczenia

Do prob- wki umi eszczonej w bloku grzejnynm
(uprzednio inkubowanego =z badanymi -BTupernat
(buf orowany kefal izngowwy kwy-cliiNcgzy@eh) m- Mi esza
przez 3 mi nuty, p o ¢ z yMmoztwioru d Ga@d.a Regestrowd@no ¢ | 0
czas [ s] pojawienia sin skrzepu fibrynowegec

koagulometru Kselmed Optic-B002.

94. Ocena dzi angaatnainat -sw pkektCz na wybrane | inie |

nowotworowych

941. Hodowl a kom-r kowa

Kom-r ki hodowano W 37AKUba50OSE® WiO® got noS
wzgl ndnej , 95% powietrza) w odpowi ednim d
wzbogaconym 10% (viv) FBS (ineky wowanN termi cznie bydl ficNK
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ang. fetal bovine serum | 1% (v/v) roztworem antybioty!
i 10 mg/ml streptomycyny). Wy¢PHNitektstanbwidd
w medium wzrostowym MEB®u z u p e § n i mentami i czynnikang wzrostu MEGM
SingIeQuot§ (Lonza; Basel, Szwajcaria), tj. hydrokortyzon, ludzka rekombinowana insulina,
gentamycyna, ekstrakt pangz BPE;abdvine pituitaryz extaet e | by
rekombi nowany | udzki rosiua@g. rhEGFR eopmbicantyhuman k  wz
epidermal growth factqr . Kom:- r-5k62 |li nAR7&0 hodowano w po!
RPMI-1640 @ng. Roswell Park Memorial Institute 16¥0LoVo i MCF7 w DMEM

(ang. Dulbecco's Modified Eagle Mediurfw przypadku linii ME7 podgJoUe podst
wzbogacono ludzkN rekombinowanN insulinN w Kk
poUywkN wzrostowN di3a sltiorsioiwak &lm-wr kboawdegjn i R h

(ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture 12

Tabela8. War unki hodowl i kom-rek w poszczeg-lnych oznacz
Medium cisPt CCK-8 BrdU RFT Kaspaza3/7 Kaspaza9
hodowlane [i o ¢ [kom:- r[kom- 1 [ kom-1 [kom-r [kom:r
dogek dogel dogel dogek dogek
K-562 RPMI-1640 100 M 5 000 5000 5000 20 000 40 000
A2780 RPMI-1640 50M 20 000 - - - -
LoVo DMEM 250 M 15 000 15 000 15 000
DMEM 3
MCF7 + insulina 250 M 10 000 10 000 10 000
(0,01 mg/ml)
PC-3 DMEM:F12 100M 15 000 - -
MEBME
MCF-10A  + MEGME 400 M 10 000 10 000 10 000
SingleQuots
Kom:- r ki pasaUowano po osi Ngnificiu przez
utrzymywal kom-r ki w fazie | ogarytmicznego
zawiesinowej linii k5 6 2 wirowano kom-r ki w temperatur
przyl25 .1 Ngastfhpnie otrzymany osad Zawi eszanc
iokreSlano il oSi ulywagjcRc k® m4 %e kb § nAdiich)) tr ypa
przypomocy automatyczn eg%firrhyiBionadIUblmahemmqnmmeltrzek TC2
Thoma (1:1; zawiesinakomr ek : bgnkit trypanu). Wysiewano
do nowych naczy® hodowl anych. Kom:-r ki3, I ini.

MCF-10A) po usunifnciu medi um ang.putbeceols ghaskhata i u r o
buffered salinpodklejam od poddoUa naczynia hodowl anego

trypsyny z EDTA &ng. ethylenediaminetetraacetic acidProces trypsynizacji prowadzono
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w inkubatorze CQ pr z e z @Sk omgionu y obserwuj Nc stopi eda

podmikroskopem kontrastowtazowym o odwr - conej 0 p(Cayl Zeis3 Pr i mo

zkamer N AxioCam 105 col or. Nastnpnie inaktyw
poUywki hodowlanej i okreSlano iloSi Uywych
donowych naczy®&® hodowl anych.

DokdJdego eksperymentu kom-rki wysiewano
9%Bdogkowe pgyt ki (przezroczyste, czarne |l ub

(Tabela8). Po 24godzinnej inkubacji w inkubatorze GQvy mi eni ano medi um n
i dodawano 5% b j it o Sci supernatant -w KKCz (sNLR1,
wzbogacaj Ncy SAGM (g§- wnAr ozkpuasdrcizkal sukeé) nat
lub braku cisplatyny gng. cisPt; cisplatip w studzienceOpt ymal nN obj At oSIi
(5%) ustalononpodst awi e oceny pr 562y walobe$anio Sikco m20e
super naG@nta- w.i spl atyny wyznaczano doSwiadcz
nastfipnie dwa razy B oStatecaie stasawahe w iekspergmestdeh (|
zgochie zTabeBlW kaUdym doSwiadczeniu przygotowy
kt stdnowi gy kom-rki w podgoUu hodowlanym (koc

942. 0znaczanie UywotnoSci kom-rek

Do oceny wpgywnonasUpwohao8hw kaewbe crekSci i |
przpgr owadzano eksperyment zgodnie z protokoge
odczynnik CCK8 (Cell Counting Kit8, SigmaAldrich; St. Louis, Stany Zjednoczone). Zasada

met ody opiera sin na konwersji rozpuszczalrr
(2-(2-metoksy4-nitrofenylo)-3-(4-nitrofenylo)5-(2,4-disulfofenylo} 2H-tetrazolu; WST8),
do rozpuszczalnego w poUywce, barwnego produ

Uywe kom-rki -§rpdpokej aeWgdr ogenazy kikam-r kow

elektronowego - 1-metoksyPMS) . Liczba Oywych kom-r ek w
proporcjonal na do powstagej] w reakcji i |1 o€
jestspektrofotometrycznie przy dgugoSci fali 4

Przebieg oznaczenia

Badane k onwamokna stemyines B8eo g k owe pgyt ki hodowl
odpowiedniej dla danej linikgodnie zT a b 8 IPM wysi aniu kom-rek zaw
K-562 dodawano badane supernatanty (5%)d po Jowy i dodaBandcisPd o § k - w
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Kom:- r ki | i ni i dawahd Xgodzinnejmodawt w ipkoiitorz8(7 AC, 5% CO

9095% wilgotnoSi) w celu adhezji wymemano ek do
poUywkn hma o8 Maed§ivdno supernatanty (5%9)r az ci sPt | ub |
(aby w kaUdym do gjkrut obS)gRap dtryamkuze g @map ralygot owy
kontrol ne. Po 24 godzinach kom:-rKki przemywa
dokaUdej studzienki dodawano 100 OB. SRgetUkp
inkubowano w inkubatorze G@rzez3godziy (kom:-r ki adherentne) | u
Zawi esi nowe) . Absorbancjn mi er zono przy dg
(SPECTROst& Nan o BMG LABTECH GmbH) . tywotnoSi
jako % kontrol i, gbzoehzygcm@onbbr wakpj ktomt r ol

(nietraktowanych).

943.0znaczanie proliferacj.i kom-r ek
Proliferacjhn kom-r ek okreSl ano met od N

komercyjnego zestawodczynni k- w Cel | -PBrddlcoldrimetria Kit o n EL

(SigmaAldrich; St. Louis, StanyZj ednoczone) . Metoda ta poleg

(5-bromo2@ eoksyurydyny; anal ogu pirymidyny) wgNc
prol i fer uj NDetgkcjawbudowanegodidU przebiega przy pomocy specyficznych

przeciwciag skomgpgmekmsowanyghnasénpnie reaguj
Ssubstratem, a produkt koE& owy oznaczany | e

absorbancji przy odpowiedniej dgugoSci fal.i

Przebieg oznaczenia

Kom- r ki przygotowywano do:- bozjnakzdoi 4@ ewt u
UywotnoSci przy poS8ndabgfagdded4gpdoi kaeCCKodowl i
linii K-562, Lovo, MCF7 oraz MCA OA w obecnoSci 5% supernat
znakowano BrdU (w koGEGowym stinlUeaCQNatgn OM) p
etapie do DNA proliferujNcych kom-rek wgNcza

kom-r ki utrwal ono, a DNA zdenaturowano pop
przez 30 minut w temperaturze pok-omjnuowa | . Ko
inkubacj a (w temperatur ze pokoj owlrdU) k om
skompl eksowany mi z peroksydazN chrzanowN (H

donowo syntetyzowaneglNaxktormp mike wle gm- fdRidile pr ze m
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buf oremadioa pgua&@ztw:r PBS) i dodawano po 10
(30 min, temperatura pokojowa). KaUOdor azowo
(niespecyficzne wi NzaBrdUHRBr dld imi gproegiyw&i a g
niespecyficznej fior escencj i t ga (ni es pec yBrdUHRRP e wi N
zkom- r kami W nieobecnoSci Brdu) . Absor banc]j
i 492 nm (pomiar referencyjny)ENanopBMGniku
LABTECH GmbH) . nPrroelki fpraed sit akwoi ono jako % Kk

przyabistoor bagekanN w kom-rkach kontrolnych (ni
944.0znaczanie wewnNtrzkom-rkowego poziomu RF

WewnNtrzkom-rkowy poziom r ang kRO, WReactveh f or
Oxygen Specigsv. kom- r kach badanych | inii okreSlano
H.DCFDA (dioctan 2',%dichlorodihydrofluoresceiny) [206]. Zasada metody opiera
sin na utl enDC&DA U (Boe@adykoHvana dloesoeiny)z ni e
przez wewnNtrzkom-rkowe RFT. Sonda przenika
do HDCF (postal niefluoryzuj Nca), nastnpnie
wr e a k c j -dichlodftugreddeina ang. DCF; 2',7*dichlorofluoresein) wykazuje
maksymalnN fluorescencj A9 r&¥y5 drnjrmegros3&nm.  jail i o
|l oS reagujNcych z sondN RFT w kom-rce je

fluorescencji sondy.

Przebieg oznaczenia

Kom- r ki a d h ¢ M@RY tormazeMCFL0A) Wysiewano na czarne, sterylne
9%Bdogkowe pgyt ki z przezroczystym dnem w il o
(TabelaB).Po24godzi nnej hodowli kom-r ki 2 ntkkeaid odvaaston |
Swi atga) z DORDAMws gradifdwh m bofor HankKBBSBAI an
Solution 140 mM NacCl, 5 mM KCl, 0,8 mM Mgg| 1,8 mM CaCl, 1 mM NaHPQ, 10 mM
HEPES, 1% gl ukozy, pPH 7, 0p62Kbmgiykitra&wioesin

odmi enny spos56bwirovimm- r(Ki 500 1 g, 5 min), a
zawi eszano wW bufor z;BCRDBRS$ 30 0 nQ . BEkolejdgnN 5196 C O
etapie usuwano sondn fluorescencyjnN, a kom

2k r ot ni e buforem &esB@&B zawi€spano w kuforzezda wrzemywania

i wysiewano na %9 ogkowN czarnN, jagowN pgytkin. Do
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supernatantiKKCz orazc i s P tso) lgbimediu@-i nk ubowano pgyt ki pr ze:z

R-wnolegle przygot owlN,wakito- kN ngtreod diwip®y yk oynw-nr |

HO,or az kontrolfnin negatywnN, czyl i kom-r ki z a
Rejestrowano intensywnoSIi f | uoe&k=e485cnmnmnamjsj przy
&m = 538 nm (Fluoroskfn, ThermoScientificE). WewnNtrzkom-rkowy ¢
wkom-r kach badanych i nii przedstawiono | al

fluorescencjn uzyskanN w kom-rkach kontrolny
945. 0Oznaczanie uszkodze@® DNA kom-rek

St opi e us z g 0 Kaagedo DdAniciowe oraz miejsca alkalicznie
labilne) oceniano przy pomocy testu kometowego w wersji alkaliczieepodstawie metody
opisanej przesingh i wsp.[207] z modyfikacjami Klaude i wsg208]. Metoda ta pozwala

okreSlil poziomywsgamyeclk & DNAmy mpo dztyawii & amo |
el ektroforetycznego poj edync zejsingleocall gek i w
electrophoresiy . W pierwszym =etapie e k s puehanyiamees n't u |

sN w agarozie na wuprzednio opJaszczonym sz
sNizie, aby wuwolnil z nich jNdrowe DNA, kt
rozdziagu el ektroforetycznego poj edmigiuez e j ko
z priadkoSci N zaleUnN od®repapatiyw bhakpmi fsiam
fluorescencyjnym DAPI & n g . -diadnidjno@-phenylindol¢ i analizuje w mikroskopie

fluorescencyjnym. Otrzymany obraz mi Kr os k or
oberwuje sifn charakterystycznN AggJjowno, Kkt r
przed |izN oraz charakterystyczny Aogonodo od
uwol ni onym podczas |izy kom-rki ze PR@Fuktur

Przebieg oznaczenia

Do prob-wek typu eppend®@kdmrroeakb62 iofdpiwykva n
MCF7orazMCFL 0 A, n ast i @sudematattyp KKE2\(3046) liniaB62-t ak Ue 2 0 %)
i i nkubowano przez 60 minut w temperaturze
15mi n, 25AC) , a osad zawieszano w 1% (m/v)
(ang.LMP; Low Melting Pointinsmm oszono na uprzedni o opgaszc:z:
o normalnej temperaturze topnienanf). NMP; Normal Melting Poifit sz ki egka podst

R-wnol egl e przygotowywano kontroln negatyw
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zodpowi ednim dodat kaphcepgfoyn6AGM bogaz pozyt
inkubowane 15 minut naxXO)odPreparabgcumbeiszta

w 4UC w buforze lizujNcym (100 mM EROA, 10
pH1 0, 0) . Nastipnie szkmeghkta ivnkwiCo wa nbou fporrzeez
ImM EDTA, 300 mM NaOH). Po inkubacj.i przep.l
przez20 minut przy 17 V i 32 mA w buforze elektroforetycznym (1 mM EDTA,

30 mM NaOH) . Po zako@&zonej elekwysitcbne fiice
anastnpnie kom-rKki barwiono (60 minut, 4U0C)
40 Ol /preparat) i zliczano komety pod mikro

Eclipse E400wy posaUonym w kamer i Pr ogReatrgymavyeh c oo |

preparat-w zIliczano po 100 przypadkowo wybres
LuciaCo me t (LUCIA G 5.0, modug 4.51). Stopi e
przedstawi ono jako zawartoSi DNA [ %] w Aogon
946.0znaczanie aktg@WwidoSckokasiaeh | ini.i K

Kaspaza3 oraz kaspazd odgr ywaj N kluczowN rol i efekt
procesu apoptoz k t ywn o Si  enzy mdt7y cwz nkNo nk- ars@ascaignd i n i i
przy pomocy komercyj negeNE élamogemous Caspas&7y nni k -
Assay (Promega; Madison, Stany Zjednoczone). Specyficznym niefluorescencyjnym
substratem dla kaspady/ 7 dodawanym &VDkRLIA: Aktgvka kpspazd  Z
oraz kaspazd powoduj e rozszczepienie sulwstDrEavtDu i
(AspGlu-Va-Asp) generuj Nc wysoce fahgRINGE hadamneyj n N
110 wykrywanN przy wuUyciu <czytnika fluores

dx= 499 nNnmem= 6eMRilsjnm.> Rozszczepieni eatashubstr a
kom-r ek apoptotycznych, co oznacza, Oe il o
jestwpr ost proporcjonalna/7do il oSci aktywne] K

Przebieg oznaczenia

Kom: r ki -562 nwiysiewand&k na sterylne, czarne -®® g k o we pgyt
Z przezroczystym e m, nastnpni e nanoszonoorazda@sdtane S
Wk o owym st iildemedium(Tabela8ORb)24godzi nnej hodowl i
dostudzienek nanoszono po 100 Ol mi eszaniny
Z-DEVD-R110) . R-wpgbegWwgwano szereg pr-b kontroc
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fluorescencj a At gao) stanowi go medi um hodo
wzbogacaj Ncym SAGM (gd-wAyoskw@sadani &l nsiukpde)r na
nietraktowane strmeaganti Ywn e.wi Ko rkkoonrd -Irrioklippoz yd o/ dvantl
cisPt(i nduktor apoptozy), a kont r oRtifinhibitorelma t k o w N
aktywnoScVADKFaMKpadzw Ko Eowym stnlUeniu 20 OM).
wdogku, czas i nkkmbavyjwo §wj Ncyynndagkdpt oz or a

zmi eszaninN reakcyjnN wustalono doSwiadczaln

przez5 godzin w temperaturze pokojowej . Pomi ar
fali W Z by di@5enm ii emisjdem = 538 nm (Fluoroskdn Thermo Scientifi€).
Akt ywnoSi enzyma&8t yczwN k k& ms p k#® hprzedstawiond K
wewz gl ndnych | ednost kgdblativelFluooescensecUpin ¢ | | RFU (
947.0znaczanie akt9wwokBom- Kk-BSghzyini.i K

Kaspaze9 odgr ywa kl uczowN roln w proce

wwewnNtrzpochodnym s zlAakktuy wmb S b ¢ heonnzdyr m@at| yncyzm. |
wkom-rkachS6Ri noicienKano przy pomocy komercy|j
CaspaséSlof 9 Assay (Promega; Madisp Stany Zjednoczone). Dodanie odczynnika
CaspaséSlof 9 do kom-r ek Zzapewni a i ch Il i zn, a N
zawieraj Ncego sekwencjn L-& HDwolnipma zve zreakai k t y wn
aminolucyferyna jest substratem dla lucyferazy, co skutku wy gener owani em
|l umi nescencyjnego. Wygenerowany stabilny syg
kaspazy9 . |l nhi bitor fB8&8) e anscohno-dz NE MG w skgad ze
domi eszaniny reakcyjnej znacemice Atgadkuyet este
na kom-rkach hodowl anych.

Przebieg oznaczenia

Kom-r ki -562niwwysKewano nadosgtkeorwel ngqg y tbkiia g et
nanoszono badane supernatanty (8%ycisPt( w k o Ec o wy m s tuliindediomi u 10
(Tabela8). Po24god zi nne|j hodowl i kom-rek nanoszono
reakcyjnej (bufor | izuj MY )z sRubwvntorl eetgd e iprizn
pr-by kontrolne. Pr-bn SlepN (blank) stanow
zpgynemupedni aj Ncym SAGM (g§- whAy o zspkujsazdenzi akl n |

orazk om- r K i ni etraktowane stanowi gy dwi-e kont
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kom-r ki z Ptddatdwikemrciapoptozy), a kontroln
zcisPtiinhibi t or em aktywWABBEMK k(aw pkhe EZowym st inUen
Optymal nN il oSi kom-rek w dogku, czas i nkutl
orazd gugoSi inkubacji z mieszaninN reakcyjnN 1
wytrzNsanompo ipmkekowa godziny w temperaturze
| umi nescencjn z wykorzystaniem V\FiI-eTKﬁrnh)etekcyj
Bi oTek. AktywnoSi @®nzw mhko yne r k-862Hhoraelstpwiang K
wewz gl ndnych wietngch BLY takgaRelhtiveS ight Unjt

9.5. Oznaczaniewybranychmar ker -w stresu oksydacyjnego p.

lub KKP w osoczu krwi chorych z AML
951.0znaczanie stnUenia grup tiolowych

Zawart oSl grluHp) tw od advayrcyhc h( pr - bkmaemo ol$ oc z

met ody E[210ma2hldp a Zasada met ody opi er a sin
5, -@itwbis(2ni t r obenzoesowego) (DTNB) z wolnymi gr

magdjoczNsteczkowych. ZawartoSi powstaj Nceg
5tio-2-ni t r obenzoesowego ( TNB) 0 wieniun tozmaczaygow n 'y m
spektrofotometrycznie przy dgugoSci fali 412

Przebieg oznaczenia

Do 20 Ol badanego osocza dodawano r - wnN
w 10 mM buforze fosforanowym (pH 8, 0). A
odczynni kowllst kbsoazaamawi eraga 10 mM bufor
postnpowano tak samo jak z pr - bami badanymi
buforu fosforanowego (pH 8,0) i dokonywano pomiaru absorbancji przy 412 nin (A
Nastfipni e do d@WwaivpDTUBwW B mi bufofre fosforanowym (pH 8,0)
(odczynnik Ell manda). -dbdgkowNzypoddawamN gdyizk
w temperaturze 37AC. Po tym czal)s(SPECTR(mtérerzono
Nano, BMG LABTECH GmbH). $tUeni e grup tiolowych [ Omol [/
wyznaczano na podstawi e mol owego wsp-gc

o

(U s00MBI cmldl a & = 412 nm) i1-Ap).- Unicy absorbanc
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952.0znaczanie stnUenia biagka w reakcji z kw

Do pomiaru cadgkowitego stnUenia biagka w
zestawu Pierée BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific; Waltham, Stany

Zjednoczone). Zasada metody opi efdoCdprdez na dw
bi awy k®r odowi sku al kalicznym oraz selektywne,j
miedziawego (CU) przez kwas bicynchoninowyiig. BCA; bicinchoninic acid . Powstaj N

barwny kompl eks oznaczano spektrofotometrycz

Przebiegoznaczenia
Przygotowywano odczynnik roboczy zgodnie z zaleceniami producenta (zmieszano
w stosunku 1:50 (v/vpdczynnik nr 14 % r ozt w5 HO z &€zynnikiem nr 2

roztw-r zawierajNcy 1% s-1 sodowN BCAM 2% wi
NaOH, 0,16% winian dwusodowyH 11,2 . Nanoszono po 25 gl badar
rozcie@® zonego 100 razy) do dogk-w pgytki mi
odczynnika roboczego. SporzNdzano krajywN wz
(125-2 000 Og/ ml) . Pgytkn inkubowano przez 30
mi erzono absorbancjn przy d&N@@,BMGLABTEGH & =
GmbH). StiUenie biagka [Og/ml'] w badanych
wzorcowe;j.

953.0znaczani e z &ammyow&c i grup

Poziom grup karbonylowych -@ O) w bi agkach 0socza 02z
i mmunoenzyMatyMendda ta opiera sifi na reakc
z2,4dinitrof enyl ohydrazynN (DNPH) . -thitafgnglohkdwmzom d dy c j
(DNP-bi agko), kt-rego il oSi moUna oznaczyl sp
karbonyl owych w bi agk aebhi azgvkioNz awyykcohr zzy &b NvRaHa n(
przeciwca § a -DiNR tospaz Br zfidowe przeci wciaga skompl ek

chrzanowN (HRP). KrzywN wzorcowN przygotowyw

Przebieg oznaczenia
PgytdogaewN o powifeamia:zc zvaarxad Soa® O1 bad
bi a(@lek €¢g biagka/ml), pr-bek wzorc-w I 10 mM
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biagka w poszczeg-lnych pr-bkach okreSlano p
(BCA)i przebieg oznaczenia opisano woppeadocozdzi ;
w4 AC przemywano roztworem PBS. Nastnpnie nan
(m/v) roztworu DNPH w 85% 8Qs( pH 6, 2) i i nkubowano pgytKki
pokojowej w ciemnoSci-kr Pruzieeny mbesa @b veXi EBSI
oraz2kr ot ni e roztworem PBS. Pgytkn bl okowano pl
dodaj Nc po 260 el 5% (m/v) rozt-waneddOmM eka w
roztworem PBS z dodatkiem 0, 1% (@©w/ov)poTween C(
l-r zaidowych kr -l i czDNP @r meanwei alg 1 a n0tOy0 (i nl
wt emperaturze pokojowej). Ponowni e przemywa
dostudzienek -ppind2o0wWy&®Il laihdzyych przeci Wwciag
zperoksydazN chrzanowN o mianie 1:10 000 (in
nastnpnie przemywano roztworem PBST. Do st
substratuOPD(SigmaFﬁstOPD Tabl et Set s) w celu wywoga
wtemperaturze pokojowe|] (~3 min.) zatrzymywarl
40% (v/Iv) kwasu siarkowego. Mi eax=z 490 om absor
(SPECTROst& Nano, BMG LABTECHGmMbH) R- wnol egl e poprzez zmi
proporcjiach @ i 1 0 0 %) utl eni onej al bumi ny bydl ncej
przygotowywano krzywN O0#ZiodramovdiupCOARge i afk &
StnlUenie grup karbonylowych w utlenionej alwb

[213,214]St nUeni e grup karbonyl owych wyraUono w
Przygotowanie wzorc-w do krzywe|] k a

Redukcja al buminy wogowe|j ( BSA)

Do roztworu BSA o stfAnUeniu 5 mg/ ml dod:
pozostaw a n o na 30 mi nut . Roztw-r neutrali zow.
aU do uzyskania pH r-wnego 7,0. Otrzymany r o
roztworu PBS (pH 7, 4), a nastnpnie mierzono
(Gabumina= 0,6 (g/L) 2T ecm® i obliczano stnUenie biagka.

Utl enianie al buminy wogowe|j ( BSA)
Roztw-r BSA o stiUeniu 4 mg/ml inkubowano
z roztworem podchlorynu (HOCI; stnUenie koCc
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zawart&él grup karbonyl owyimomwi at | @ms omean @jl ib upni
przy @& = 375 nm wzglndem albuminy zredukoyv

o

U =00@NT cml).

Pr- bki zredukowanej oraz utleni amej dal bumiley

4 mg/ml, porcjowano i przechowywano w temperatuiz® A C .
9.5.4. Oznaczanie poziomu dhitrotyrozyny

Poziom 3nitrotyrozyny (3N T) w bi agkach badanego 0
kompetycyjnym testem ELISA wykbpwizMzamigNoadwd
polistyrenowej[215]. Zni t r owanym fi brynogenem o stnUeni t
zpowierzchn'%(wal\/Bac»(kiiSeorpoowinowactwo do czNstec:
hydrofilowych  oraz  hydrofobowych). Osocze (wolny antygen) preinkubuje
Ssin z przeci wci awyminanty3a\nTt)y, n iat rnoatsytriopznyine nanos
uprzednio studzienki. Wol ny antygen3NWychwyt
dl atego teU mni ej przeciwciag moUe wulec wil
opjJaszczano pgytkm, W gtwadNzikenkzach 2zNTnaj wi f
wwol nym antygenie rejestrujel =si4®0Onajmini eaj svz M
kontrolnych najwinkszN. KrzywN wzorcowN st
fibrynogenu. Ro z(t2w- mg /fmlb)r ypoddnano dziagani
nadtl enoazotynaNT wSznitrbwamym e fibrySogenie  wyznaczano
spektrofotometrycznie poprzez pomi ar absorb
obliczano na podstawi e mol ©4EMbcmMall.- Jczynni k

Przebiegoznaczenia

Studzienki mi kErcoppgT;aystzkdzaMaoxiaSmtrwgenem wzor
znitrowanego fibrynogenu l udzki ego; 100 Ol
przez noc w temperaturze @. NastfiApnego dnia przemywano S
Tris’tHCI( pH 9, 0) =z dodatkiem 0,05% (v/v) Tween
100 Ol 1% (m/ v) mlekiem w buforze Tri &/ HCI (
Po tym czasie ponownie przemywano studzi enk
przygob wy wa n o mi eszaninn wol nego antygenu ( ba

anty3-N T (roztw-r pier wszor zndo8yittotyrozykowych ¢ h pr
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omi anie 1:40 000) (1:1), kt-rN inkubowano v

Poupgywi edkaibaxsy ii nanoszono 100 Ol mieszaniny
przez noc w temperaturze @. Nastnpnie przemywano studzi e
inanoszono 100 Ol roztworu bi otynyl owanych
w temperaturze pokoyoe j ; r o z-koxch rbiotyayfowayych immunoglobulin IgG

omi anie 1:2 000). Ponowni e przemywano studzi

kompl eksu streptawidyny z biotynylowanN pero
pokoj owejt;r erpotzatwn-dry nsy s kompl eksowanej z bi ot
o mianie 1:10 000). Przed naniesierfioPlm 100
Tabl et Sets) przemywano pgytkn buforem do p¢
przez 10 minutw e mper at ur ze pokojowej, blokowano rea
roztworu kwasu siarkowego i mierzono afbsor ba
Nano, BMG LABTECH GmbH) . R-wnol egle przygoto
znitrowanegoif br ynogenu (Q,048 R e §/mlfsttialneoc®i Ncego wol ny

Pozom3ni trotyrozyny wyraUono w nmol/ mg biagek

955.0znaczani ekp&wapy oB o kaawansowaneplikacji

GlikacjN (reakcj N Maillardapn waazaywmadrky , nik
dochodzi do powstani a wi Nzani a kowal ency|j
lubhemi acetal owN cukr-w redukuj Ncych, a woln

czyk was - w nuk21d.iProduktyp otvst age w r e a k ckjoiEcgolw yknaic j |
produktami zaawansowangljkacji (ang. AGE; Advanced Glycation End Prodjcts wp gy waj N
szkodl i wie na funkcjzawaratyjeki, AGHiw -bva dbamyc ID
oceniano przy pomocy komercglg o zest awu od cEzAd\raméde-lymtioﬁ)x I sel

End Product (AGE) Competitive ELISA Kit (Cell Biolabs; San Diego, Stany Zjednoczone).

Metoda ta polega na opgaszczeniu pgytki kon
badane o] ni ez M6MH &b wzaree WEGERSA. SPo iinkubacji dodawane
sNoliklonal ne -AHGE,e ca wica satghap nainet ys p r zrizUfochcewez. H |

ZawartoSi addukt -w biagkowych AGE w badanyc
krzywej wzorcowej AGEBSA.

Przebiegoznaczenia

OpgaszczonN rozt wo rdeonj kloavNi wgjaytt Lk FAGE kU ® o w
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w4 AcC. Nastfnpnego dnia roztw-r koniugatu AGE
roztworem PBS. Do wszystkich dogk-w mikropgy
pr-bek i bl okowano przez 60 minut w temperat
badanego osocza lub wzorca ABSA. Spor zNdzano kr zywNBSAvzor c o\
wzakresie9-1 00 eTga knlpr zygot owanN pgJgytki inkubowal
przez 10 minut na kogysce | aboratoryjnej (W

po50 Ol rozci e E&c zromiyddw yphr@GEeain twycni kaugb olwano pr z e

wt emperaturze pokojowej. Po inkubacji, trzy
oraznanoszono p o 100 Ol r o zrczi fedd@cweyocnhy ¢ Is p rpzrizC
zperoksydazN chrzanowN, z kt-rymi inkubowan
pokoj owej . Nastnpnie pgukano pgytkn buforem
obser wuyiNecnipeojsai i bar wy . Pgytkn z substratem
przez 8 minut w temperaturze pokojowej. Re ¢
dodani e 100 Ol roztworu do Dbl okowania reak
(SPECTROstgr Nano BMG LABTECH GmbH) a ¢ nUeni e AGE [&g/ ml]
pr-bkach osocza obliczano na podstawie otrzy
9.5.6. Oznaczaniepoz o mu per oksydacj i i pid-w

Stopi e peroksydacji l i pid-w o0socza okr e!

z kwasem tbarbiturowym &ng. TBARS; Thiobarbituric Acid Reactive Substan¢21].
Peroksydacja |ipid-w to wolnorodni kowy proce
kwas-w tguszczowych, podczas kt - rego powst g
al dehydy. Jednym z produkt - -w tegng. MPA;ocesu
malondialdehydg , kt-ry reaguj e z ang.WBAs thiobarbiturio&c@r bi t ur
Na skutek kondensacji 1 czNsteczki MDA z 2

ozn@zany spektrofotometrycznie przy dgugoSci

Przebieg oznaczenia

Do 200 Ol badanego 0Oosocza dodawano 200
trichlorooctowego dng. TCA, trichloroacetic acd w 0, 25 M HCI . Il nkub
30 minut w ganfpnnii e owdiorwoew a n oN apsrtz e w tethgeratomzen ut  p
20AC. Zbierano klarowny sumpér watkant d(o2doaOwa@lo
0,37%( m/ v ) roztworu TBA w 0, 25 M HCI . Pr - bk
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przez 10 minut w bemwyesrtatdzrene ulcbA@r aRPo po

mieszaniny i nanoszono do studzienek na pg
przydgugoSci fali 53%5Namm, ( BVMGCTROBTEEH GmbH)
odczynni kowN stanowi go: &aTCAIM2mi®ddcysbikNTBL! , O,
ZawartoSi substancij i reaguj Ncych z kwasem

wyznaczano z mol owego wsp-gczyndicnkta absorpcj
9577 0znaczanie caef&pawjuegot poksydacyj nego

Cagkowi tayg paotteynockjisydacyjny (CPA) badanego
met ody opracowanej[l9§ 49%]ezWEpetdbazdzivaslpe. 9. 2.
opi sano zasadn zastosowanhe] met ody.

Przebieg oznaczenia

Do 2000, 4¢IM buforu octanowego (pH 5, 8) d o c
Mi erzono absorbancjn w c@&SPECFFFkOst&rNa@wQ/,BMCk przy
LABTECHGmbH) Nasthfnpnie dodawano dodd&@kKadwej sga dl
10 mM roztworu kationmdnika ABT®tWw 30 mM buforze octanowym (

przygotowywano pr-bfin kontrolnN (bl ank; spont
205 €1 0,4 M buforu octanowego (pH &, 8) z
|l nkubowano mgwntukn wprntzenpeb aturze pokojowej, n
przy 415 nm (A) . SporzNdzano krzywN wzorcowN dl
0,00871 1, 0 emol / ml ) . Cagkowity potencj adg anty

wjednoel ektronowycdl oaxuwnobvaiUnid kracw hnarpodst aw
AT Ao( po upr zednistnk 0 Agsilk), krzywejAvzorcowej oraz poprzez

pomnoUenie uzyskanego wyniku 2 razy (1 czNst
958.0znaczani e yshkutagywmadtfckowejd

Akt ywnoSi dys mut aargySOp;cuparakidd dsmutdsewadanyn(

osoczu oznaczano za pomocN komercyjnego zes:

(SigmaAl dri ch; St. Louis, Stany Zjednozymnw) . S
antyoksydacyjnychh k at al i zuj e reakcjin dysmut acjpt) anio
donadtl enku wodoru i tlenu czNsteczkowego.
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sifn przy uUyciu rozpuszczal nej-(4jodofangda)-2--e sol i
nitrofenylo)5-(2,4-sulfofenylo}2-tetrazolu; WST1 ) , Kkt - ra wyt w&ébarwra( PO I €

formazan. Akt ywnoSi SOD hamowana | est przez
aktywnoSi XO jest | iniowo zwi Nz aaddenkowegoz y bk o &
Akt ywnoSi SOD oznaczano poprzez pomiar absor
Tabela. Schemat przygotowania poszczeg:-lnych pr-b
Pr-ba b Blank1l Blank 2 Blank 3 |

Osocze 20 Ol 20 Ol

Woda 20 O 20 Ol

Roztv- r robocz 200 OI 200 ¢ 200 ¢ 200 C

Roztw-r robo 20 Ol 20 O

Buf or do roz 20 OI 20 Ol

Przebieg oznaczenia

Do studzi eolkpivei kiz P& - bN badanN oraz ¢
nanoszono p@ 0 Ol badanepo dosjkcawa zawi eraj Ncych pr
oraznr 3 (bl ank 3) nanoszono po 20 Ol wody de
roboczego roztworu WSWWST Working Solutign d o ws zyst ki ch dogk- - w i
pgytki. Do prb-yb Sdaedaerjyocnir il pmmraanoszono po 20 ¢
(Enzyme Working Solutipn. Nastnpnie nanoszono do pr-by
dor o0z ci e (Bdutiom rBuffa) .( Schemat przygotowania posz
Tabela9. Tak przygotwa n N p gyt ki i nkubowano przez 20 mi
absorbancjfi w czytniku pr zy€E NajouBy6 SABTECHal i 4
GmbH). AktywnoSi SOD (wsp-§czynnik zahamowan

. 0
0 Q0 WGEYH O = ~ Zpmm

959.0znaczani e ankferazywguatdoowej t r

Akt ywnoSi tr ans fang 6STyglugthiane-Bahsfemspw vsegu  (
oceniano wedgug meiSljodypHabagNGajej delgoro24 na r e
dinitrobenzenem ang. CDNB; 1-chloro-2,4-dinitrobenzeng Transferaza glutationowa
katali zuje reakcjn pomi nadg @SHzLgldathione seduegdy m g | u
aCDNB (substratem). Miar N akt yawarvn&o koniu@8uT j e s
(2,4dinitrofenyloSg | ut ati onu) . Powstagy produkt 0zn:e
przydgugoSci fali 340 nm.
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Przebieg oznaczenia

Do studzienek na pgytce mi krotitracyjne
fosforanowegoO(mM B6o0b)wond GSEH2i 10 OI 20 mM
po 10 Ol badanego osocza zainicjowano reakc]
faIi340nm(SPECTROst%rNano BMG LABTECH GmbH) CoO minut
(25U0C). R-wnol egdnei grr zdelpar opwa-dozyo nkoo npt r ol nej , k
fosforanowego zami ast osocza. Akt ywnoSi GS
okreSl aj Ncej il oSl enzymu potrzebnN do pows

imi nuty w 25UC priyi mell 6wegoWaspo§tzwmnni ka a

2 4-dinitrofenylo-S-glutationu wynosi 9,6 mMT cm*( &= = 340 nm) .
9.5.10.0znaczaniez e wn Nt r zkom- r kowej aktywnoSci dehydr
met odN Wr - bl ewskiego i La Due

ZewnNtrzkom-r kowN ak tmjeezanov@j gngd leDK;ylactate g e n a z
dehydrogenage w badanych pr-bkach osocza oznaczan
[219]. Wz moUon a aktywn o Sytozolowdydd We n@sanwz u Swi
o] uszkodzeniu b g ony warpnkaahz nfiajalogiczayohe jenzym W
ten nie jest uwaDHkataiznuyj e oo Bwroadowadi sk ar,.eakcj i r
do mleczanu z jednoczesnym utlenieniem NADRIAJ. Nicotinamide Adenine Dinucleotide;
dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy) do NALR- wnowaga reakcj.i przy
sin w kierunku powsntiaawsatni pr znyl epBEannw, O0Onawv os
pirogronianu. NADH i NADwy kazuj N pasmo absorpcyjne przy
(zaleUne od obecnoSci pierScienia pirymidy
zredukowana) posiada dodat kSwke pabmoaabs AP

wyni kiem powstania ukgdgadu di hydropirydyny w

Zmniejszanie sifi wartoSci absorbancj.i przy o
reakciji t wor zeni @ poisit ama Jad 4kemiuroan WA®kr eSI on:
jestproporcjonalna do stiUenia enzymu w pr-bi e
wj ednostce mi ndzynarodowe|j [ U], kt -ra okreS
substratu/ minuta/1l 000 aynnika@sarpcjiald NADRWwyndsimo | o w
6,22mMT cmiprzy o = 340 nm.
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Przebieg oznaczenia
Na pgyd&kiflk ooweBN nanoszono po 270 ¢l 0,1 M

nastnpnie dodawano 10 €l badanego osocza ora
buor ze fosforanowym (pH 7,4). I nkubowano pgyt
Kol ejno dodawano po 10 ¢l 0,25% (m/v) rozt wc
fosforanowym (pH 7, 4) i natychmiast falozpocz
340nm (SPECTROst&rNa n o, BMG LABTECH GmbH). Odczyt

wci Ngu 8 minut .
9.6. Analiza statystyczna

Uzyskane dane w gg-wnej mi erze przedstaw
N odchylenie standardowerfg. SD; Standard Deviatign wyejkN st anowi gy eks|
przeprowadzone na osoczu pacjent-w z AML, gd
aryt mefNyczgnrNNl st andaangl GEN, St&ndaedd Erroredf the( Mean
orazoznaczenia biologicznej arkdtyrwinio Sgriz @@dyt vedkw
wyniki przedstawiono w postaci mediafyr o z st fip | whaApUuodoaFk @Q0) , we
mi ni malna i maksymalna (AwNsyo) miniantirdeeh d o Swi
niezaleUnych Gekokgrmymdént laicdandizbwandgn oparamdtra
zamieszczono w legendach rycin i tabel. Program Microsoft Excel 2010 (Microsoft

Corporation, Stany Zjednoczone) posgulUygdg we
Srednich arytmetycznych, median, wartoSci SD
Anal i zfc zsntNa toytsrtzyy manych wyni k-w przeprowa

Statistica v.13.1 (StatSoft Inc, Stany Zjednoczop220, 221] KaUdor azowo a
rozpoczynano od sprawdzeni a nor mard-WiolSlkcéa.r o:
Gdyr ozkgad nie wykazywag cech normalnego wyKk:¢
rang KruskalaWa | | i s ébheocz pesstt Dunna. W sytuacji, g dy
rozkgadu weryfi kowano jednorodnoSL e vweareidanc j
Napodstawi e wyni ku testu Leveneoa otrzyman:e
jednoczynnikowa z post o c : t est pPWk 0y50 av (t gedbyr ANOVALrang e n e 6 a
Kr us R&ll 8 a s éhac: test Quona (gdg O0, 05 w t 6.5Maird @©IHd vOgn e 6 a
przyjnto jako poziom istotny statystycznie.
wyni ki odstajNce obarczone bgndem grubym,

Zamieszczone w pracy wykresy przygotowano w progr&@naphPad Prism 5.0 Sofane.
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10. Wyniki

10.1.Charakterystykatsuyenamgtchntz- wrzechowywany

KKCz
10.1.1Wy br ane il oSciowe parametry oceny superna
Zr eali zowanie postawionego <celu badawcze

wykorzystanych n a s t Nnw madaniach supr nat ant - w uzyskanych z
koncentrat -w krwinek c¢zer wony.dMtymweluloceniano az 4 2
poziom wybranych parametr - -w, tj. ¢<tRelenie h
oznaczenie cagkowitegmepot encwiaed uk ot y opkospyud

erytrocytarnych w supernatantach. Uzyskane wyniki przedstawiobabwili 10.

Tabelal0. Char akterystyka supernatant -w z KKCz wykorzyst a

. Supernatant z Supernatant z
Dzi e E . .
Parametr A niefiltrowanego filtrowanego
KKCz (sNLR) KKCz (sLR)
StnUeni e Iyeimo 1 0,046 N 0,058 N
42 0,172 ® 00,104 QO
StAUeni &mlhemu 1 25,83 N 41, 06 N
42 414,15 G 2398 N ®P)
StinUeni[&g/Udel a 1 7,16 N 1 9,79 N
42 617,87 ®N 241, 76 CR
CPAl mM ekwi wal en- 1 3,12 N C 3,78 N
42 1,22 ® 0 1,66 W90
Popul acja mik 1 7,40 N 2 9,82 N
erytrocytarnychos] 42 87,12 ® 1 69, 28 GBR
Dane zawarte w tabeli przedstawiajN wartoSci Srednie
W por-wnaniu z 1. dniem pr zechowy #a(6)ipg0,05%; ONp<®RUOL vs s NL
wartoSci i stotne statystycznie w tym samym dniu prze

vsSLR1 i SNLR42 vs sLR42); n = 5.

Na podstawie uzyskanych wynik-w wykazano
hemoglobiny, hmu or az Uel aza w badanych typach supe
przechowywania KKCz. Zaobserwowano r-wnie0U,
oznaczanych parametr-w bygy wyUsze w superna
(sLR1) w upodro- wsniapneér nat ant -w 2z jednostek niecg

Nat omi ast w ostatnim dniu przechowywania p

-905-



byngi Us zy 0-60% kvosgpernatdn@iach fltrowanych KKCz (sLR42) w stosunku
dosuper nat ant -zmiefitrowazyghnednosiek (SNLR4Ryabelal0).

Supernatant z niefiltrowanego KKCz (sNLR) Supernatant z filtrowanego KXCz (sLR)
P1 < )

Y2 2
P3 S

% e i ‘J_

1. dzie €.y " Sl
.8 2
przechowywania Y = “aad ||

“ J
= o

42. dzien
przechowywania

,' 3 W ¥ W W e KO
FsC FSC
Supematant z niefiltrowanege KKCz (sMLR) Supematant z filtrowanego KKCz (sLR)
&y FE
1. dziefi Tl =53
przechowywania = 3 i 255 p2
L= L[Sy
3 . L TN e 3 . e s n
LR P S L) P L) l, L) P B L P L L L :
1 [l 0 10 1 10 0 10
FE PE
e s
2 CE
420ded £ S g—
przechowywania 3 54 P2 €33
Uag 585 P2
EE EE
T3 shaddant o E o
R R P T a1 P 'Wﬁkﬁﬂ °=Wm—'r—1"r-fﬁﬂf"*r‘%r“*
IH 0! 10" 0 IS 10’ iy 1
FE FE

Rycinal5. Przykgadowe reprezentatywne wykresy dot plot (p
cytometryczne przedstawiaj Nce pbpamkaj P2 miokmaczMntae k:
supernatancie otrzymanym z niefiltrowanej oraz poddanej leukoredukcji jednostki KKCz w 1. oraz 42. dniu
przechowywania. Bramka Rk u | Kk i kalibracyjne o Srednicy 2,0 Om.

W sNLR42 oraz sLR42 zaobserwowano okkrdtny (p<0,@1) i 2-krotny (p<0,01)
wzrost stiUenia hemoglobiny w por . -wnaniu z
hemu wz rkotsig (p<0,008) w sNLR oraz-6r ot ni e (p<0,001) w sl
Uel aza wzkrotie <0,0G1)dv sBLR i 2&rotnie (p<0,001) w sLR. Poziom wolne;
hemogl obiny i stnUenie hemu w sLR42 bygJo o

zkol ei stiiUenie Uelaza na poziomie aU 60%
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przechowywania w por--wnani u doznie(pkD,65) werpdk az ano
stiUenia hemu (o ok. 59%) i Uelaza (o ok. 37

Wraz z wydgdguUaniem czasu przechowywania w
22k rotny (p<0,001) spadek cagkowitego potenc]
istotne statystycznie (p<0,05) wyUszN mabetoSi CI
10).

N a podstawi e przeprowadzonego-CD2B8%&E owan i
stwierdzono znaczNce zwihnkszenie (p<0,001) p
w badanychsupernatantachy2.d ni u pr zechowywani a, -kr@ne) wno w
jak i sLR42 (ok. #krotne)(TabelalO, Rycinal5). Nie zaobserwowano istotnych statystycznie
zmi an w wielkoSci popul acj i EMPs w sNLR1 w
U @opulacja EMPs w sLR42 jestniejsa( o 0 k . 2 0 %; p<0zdNBRU2 w por
(TabelalO).

10.1.2Uwal ni ani e mi kroczNstek erytrocytarnych

Obrazowanie wyznakowanych barwnikiem fluorescencyjnym (N&ig Biotium,
| nc.) bgon kom-r ek p o ¢ h o d pléikogytammych zKKCk o me r ¢
przeprowadzone przy pomocy fluorescencyjnedg
wi zuali zacj n pBEMPsOersauz uowaslenrivaancaj N zmi an mor f
czerwonych wynikaj Ncych =axvpoRy@naltlowy wani a w w

Na przedstawionych zdj ncfazanedo (Rycinenl6€ rD) s k o p u

wyra¥fnie widal, iU w trakcie przechowywani a
o morfologii zbliUonej do sferoechinocyt - -w
kom- i@k zeksztagceni e nieodwracal ne) , zaS zn
dyskocytu (ksztagt prawi dgowy) . Fotografie
fluorescencyj nej mi kroskopi i konfokal nej po

Swigml mmi any morfologiczne krwinek czerwonyc

zobrazowanie procesu uwalniania EMP (Rycina 16A i B).
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Rycinal®é. Reprezentatywne zdjfAcia obrazuj Nce: rgzznmsaoyes uwal
mor fologiczne erytrocyt-w (B) w UKKCz wykonane przy p
z wykorzystaniem barwnika Newidi O ( Bi ot i um, Il nc.) . Przed obrazowani
Dodatkowo zamieszczono obrazy UKKCz z milkogu kontrastowd a z owego o0 odwr - conej C
Observer . D1, Carl Zeidzi;e o eilEs42Nni e 600x) (C

100.13Rozdziag el ektroforetyczny biagek

Na podstawie otrzymanycelektroferogram wwy k azano obecno Si bi e
cz Nst ec z k Daewalniankgo dolsGpernatant trakcie przechowywania krwinek
czerwonych(Rycinal7),kt - re (zgodnie z danymi &Hctuewhat ur o
polipeptydowych(globin)wc h o d z Nc y cHb [134]. Padnajta j@st charakterystyczne
daobu typ-w siuwpardncaztya not -zwh acHbNcymzu Walmnir &mi w
przechowywania w warunka@x vivo Super natanty pochodzNce z
KKCz, niezaleUnie od dna@Gy wdinkgmalca N bhadi
szczew- IpmiSeni e 0 masi e o0d o wi6@thsicdbamiay [p3]s mo
Wobu typach supernatant-w niezaleUnie od dni
bi agkoawei eo cnz Nst ec zk okwte:jr eo kmo (Pgerosybedbkeyd® i | o d
[222] lub lateksyny[131]).
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NIEFILTROWANE FILTROWANE

142 1 1 1 42 1 42 Dzien

250 kDa

150 kDa

100 kDa

75 kDa

— 50 kDa

.- — 37 kDa

L —— - oy - ~e=— 25kDa

8 = ==

W <= 10 kDa
Rycinal?7. Obraz elektrof@t yczny bi agek obecnwa. lorazd2. dniupreechovaytvamia.t ac h K
Kolorem czerwonym zaznaczono pasmod p o wi ajdeaGEaMicedéh ( ~15 kDa) , kt -re zaob

przechowywani a w odektroféogranapczédstasvimap er nat

wostatnim dniu
el ektroforetyczny otrzymany

reprezentatywny rozdziag
doSwi adczeniach.

10.1.4.Detekcja grup karbonylowych

W biagkach obecnych w supernatantach poch

karbonylowych ( mar ker stresu oksydacyj (Rgcm@d 18). t ec hn
modyfi kacjom oksydacyjnym u

Wsupernatantach
il o

czNsteczkowepowb @lbumipalicte-pocliodzz r eszt kowych

obecnych w KKCz. WeNLR utlenieniuul egaj N r - wni eU biagka o m
ok.25 kbDa (niezaleUnie od dnia otrzymani a) [
WsLR ni e wykryto obecnoSci grup karbonyl ov

cstteczkowej ok. 66 kDa.
2 3 4 1 2 3 4 5 6 7 8 910

Rycinal8 Det ekcja grup karbonyl owycéuperch#KCanNt(We)s t Mermmb rba nofi
nietrwale wybarwiono w 0,1% roztworze czerwieni Ponceau w 5% kwasie octowym (B) Zamieszczona rycina

przedstawia reprezenat ywny obraz otrzymany w jednym z kil ku wy
(1-4) supernatantiltrowanychKKCz (1,3id zi e EiH z i 2 (E -9 supernatafnéefiltrowanychKKCz
6,8idzi eE®idzi € 92); PRrécisionPa) Pwoorei ad¢BioRadpandar ds
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102.0cena parametr-w czynnopiednieinkumati pJyt ek kry
z supernatantami KKCz

1021Adhezja pgytek kr wi

Adhezja pgyptiakekr midheayj nyc-hd bdjoenckroyweelj v |
g N c Zestierwszym etapermwieloetapowego proceshemostazy pierwotnej i aktywacii
pgytelPilkrwiszym etapem oceny parametr - -w czynrt
zsupernatant ami bygo badanie zdol noSci adhez
trombinN pgytek thdWNi spehty o®@ceriboomeaylegatez n N .
wyizolowanyche krwi, zawieszonych w buforze Tyroda § y krwe do fibrynogenu i kolagenu
typu | Wyniki przedstawione nRycinie 1% ws k a z uj N rNadheg wio fibrigne@germun
spoczynkowych popigkybagii kz s u par nat ant em pochodzN
z niefiltrowanych, jak i filtrowanych jednésk KKCz otrzymanghw 1. dniu przechowywania
(odpowiednioo ok. 33% i o0 41%; p<0,05) w stosunku daietraktowanychp gyt ek kr wi
(kontrola). Zaobserwowand)Je t iyl turzayskane =z supernatant-w
przechowywania znaczNco zwinkszagy adhezjn
dosupernatant -w, z Kkt -rych ono6 (E®d,001l)pazslRYy man e
0 42% (p<0,05)).SupernatantyKKCz po 42.dniachprzechowywaniaani filtrat otrzymany
zsLR42,ni e wpg@gawadwnwhezjn pgytek spoRyinak¥wych d
Popobudzeniu pgytek kr gir ofmbi jnal; o gitdizlreynm ea gkoornd
zaobserwowanao wzoksago ( pX®% 05) zdop hptSek, akithe
b y gaktoware filtratamiuzyskanymz sNLR1is NLR42 w por - wnaniu do
nietraktowane badanymi Sup®ycimaelBant ami stymul

Adhezja prenkubowanych z supernatantami KKCzch filtratami spoczynkowych
pagytek kr wi do kol agenu nie uleggy zmianie
badanymi supernatantami ; Rycina 20A). Po poc
wjaSci woSci adhezyjne p GypereatantamsNLRE (0 oki 58%)p ot r &
i jego filtratem (ok. 2,&rotnie; p<0,001), sSNLR42 (o ok. 38%) i jego filtratem (0 ok. 85%;
p<0,01) i filtratem otrzymanym zsLR1 (ok. %2r ot ni e; p<0, 01) w stosun

nietraktowane badanymi supernatanfa st y mul owane trombi nN; Ryci
filtraty uzyskane z supernatant - w pochodz]l
| eukoredukcj i znaczNco zwinkszagy adhezjn p

zkt -rych zostadgy oermyManelU Wanizhii nkezoenoll r e
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poi nkubacj.i z supernatantami , a nastnpni e
wWgg-wniej mierze odpowiadal czNsteczki 0

w supernatantach.

spoczynkowe

plytki krwi plytki krwi
A aems filtrat<10kDa B stymulowane trombing
300+ 200 === fitrat<i0kDa
Lid #
w1 [ —
/i

S £ 150

% 200- £

5 g

] B

£ Z

- %

£ 1004 —kontrola 3

= L]

) ¥

® %

1]

&
o
&

Rycina 19. Adhezj a, wd yntkeukb okvawiy ¢ h (37AC, 15 mi n. ) z supe

zawieg]Ne y mi czNsteczki o (Masi epeony g wylcoh koDaa,z B: sty
wstAUeniu koG owym 0,1 U/ mhe da Wwykresagénprgedst mg m
arytmetycznych N SD. Wy ni ki przeliczono w stosunku d:
adhezji przyjnto za 100%. */ #(P@Eyd k05 krwi MWyo Joy o wa#hb

dawc.: w)

spoczynkowe plytki krwi
plytki krwi stymulowane trombing

2009 filtrat <10kDa 400+ filtrat <10kDa

>
@

by #H

s

300+

200+

v
1004 ‘44— kontrola

adhezja plytek krwi do kolagenu [%]

adhezja plytek krwi do kolagenu

Rycina20. Adhezj a , wayntkeuko olvawiych (37AC, 15 min.) z supe

(A-spoczynkowych oraz B: stymulowanych trombinN w stnU
Danem wykresach przedstawiaj N wartoSci Srednich arytn
dokontroli (pgyt ki kr wi nietraktowane), kt - rych pozio

¥+ n<0,00L;n=34p gyt ki kr wi 2y iszeod ndveawo- vo)d
10.22Agregacja pgytek kr wi

o

W celu sprawdzeniec z y substancj e gromadzNce sin
przechowywania KKCz ex vivo wp dywaj N n a t worzeni e agr e
przeprowadzono pomi ar agregacij.i pgyt ek Kr v
bogatopgytkowym uprzedni o inkubowanym 2z sup:
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stymul owanych fizjologicznym agdnDgwWyki kol ag
przedstawione n&®ycinie2IApokazuj N, Ue sNLR1 (o 1%%), a
orazfiltrat SNLR42 (o 16%)istotnie ( p <0, 05) zwi hkszagy stopieC
wpor -wnhaniu doegdataopgytdk kontrolnych po

wartoSi okogo 82%. Nie wykazano znamiNeg PR

a kontrol N z dodatkiem pgynu wzbogaéaj Mtego
pgynu iSIAn6 Mezamieszczone).

A 150+ filtrat <10 kDa

* *

100+ =~ 4-- kontrola

agregacja ptytek krwi [% kontroli]
(3
o
'l

N v N v
2 > )

0-
B Kontrola SAGM SNU“M ﬂ sﬂmzﬂa!) ﬂz
10| 90 10| 90 10} Mrwﬂ )
0 ! ”'W ® x ; I o0 » va.“ w
£l m » 7 £ o
D) 0 F 4 /‘; o E 40 . 0 F
£ 0§ = w? ! o §
@ // 1 40 g @ / 40 g ) ! 2} g
) / 70 / » n 2
i b el el x
=1/ w0 it @ ”
160f W |m7"¢:. . 100 ..-—‘-d
W/
105200 300 400 S0 £00 760 860 860 1000 I 75 200 00 400 500 600 700 800 800 100 200 200 400 500 800 700 600
czas [oninsek] «czas fminsek] Iminsex]
sLR1  sLR1 (filtrat) ﬁ Sllz(ﬁlﬁiﬁ

- 55 5 I B T 1 IR | 1w 0 i

10 w 10 %

» ; 50 , 0

e e 0 an n

« 0 a0 w5

= P ; s0 @ %

L 6 + <0 g 60 40 g

™ £ 7 %

%0 ”' 20 %

w { 10 80 1 10

100fsm ) o wo"\j o

Tl;“;»z-;i 300 400 &00 600 70 800 GO0 100 200 300 400 500 600 700 B0 400 1000

czas Iminseicl zas [minise]

Rycina 21 Agregacja pgytek kr wi W 0soczu bogatopgdgyt kowy
zsupernatantamiub i ch f i |l tr at ami indukow&ma agenp nl@)@arsygn/ ymm ) a
przedstawi aj NN wsaD t(o% ckio nSrreodinii)e, gdzie za 100% przyjnt
(nietraktowanych)* p<0, 05; 1ycHh HA@:IRIzyld@dadowe reprezentatywn
procesu agregacj.i pgytek krwi Ghonckjog&t A®@Wane w agrego
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10.23Bi ol ogi czna aktywnosSI pogytek kr wi

W nastifipnej kolejnoSci oceni on o gzymieakn yk rpwoi
(odpowied¥ na dziaganie fizjologicznych ago
wwarunkach bardziej zbl-imédmyddNh cdyd ofmetj ol o il

wpegnejc zkerSanoidedjanej dziadganiu supernatant - -w K

>
-
=)
]
a
o
i

-
1

phytki krwi

spoczynkowe
plytki krwi
spoczynkowe

populacja mikroplytek [%]
populacja agregatow plytkowych [%]

104

phytki krwi

stymulowane kolagenem

o
1

populacja mikroplytek [%]

populacja agre gatow plytkowych [%]

phytki krwi
stymulowane kolagenem

15+

plytki krwi
stymulowane ADP

populacja mikroptytek [%]

plytki krwi
stymulowane ADP

populacja agregatow plytkowych [%]

T T T T v
5® b & & g ® g
A A & & &S

Rycina 22 Analiza cytometryczna odsetk Rycina23. Anal i za cytometr
mi kropgytek [ %] w puli pgytkowych [ %] w puli

(A), stymul owanych ko (A), stymul owanych k o
orazADP 20 OM; C) . upmzesnio orazADP (20 OM; C) . Kr
inkubowano msupernatantam{ 3 7 AC, .NE inkubowano supernatantam{ 3 7, ATmin.) Nie
wykazano zhamiennyc st at ystyczn wykazano znamiennych s
pomi ndzy kBwnpedghh) (SAGMK pomi idzy kontrol N (SRGM

Wy ni ki przedstawiono wWyni ki przedstawi ono w
i wiart kQwy( ABudegkoo), [ wiartk@wAp®Qdegkoo), w
imaksymalna (AwNsyo). imaksymalna (AwNsyo) .01;
*** p<0,001; nawcéw). (1 *** p<0,001; n = &) (1
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N a podstawi e przeprowadzonych Hrteep er y me
zwi hkszenie (p<0,001) popul acj.i mi kropgyt el
z supernatantami niefiltrowanych KKCz (2kPotne dla sSNR1 oraz 2,5rotne dla sNLR42),

W por-wnaniu z kontrol N (Rycina 22A) . Nat

supernatant ami filtrowanych -kkrkaCtzn i(es L(Rp < 0z, a0olb)s

' iczbn mikropgytek, ni ez al ekd krvieWzmst poputadjia pr z
agregat-w pgytkowych zaobserwowano w Kkr wi p €
(p<0,001), odpowiednio 2Mrotny dla sSNLR42 oraz 2R r ot ny dl a sLR42, w
dokontroli (Rycina 23A). dssbpiinirewstatyst yd:

poinkubacji z SNLR1 (p<0,01).

W spoczynkowych pgytkach kr wi traktowany
oko&gka o ny (p<0,001) wzrost aktywne] formy r
Kr wi W st os unrtrainycll (BRycimm @Bt e kNak vy Us tego mggkera i o m
aktywaciji pgytek zaobser wowano p-krotny wkostb acj i
(p<0,001) w por - wao&kni W 0o wkamtsrto I(ip <dr, &DzZL) w p
Dodatkowg s NL R4 2 zzawi n&-kr ot2n,i6e (p<0,001) ekspres
selektyny P w stosunku do fRysimazikx). kontr ol nych

Met odN cyt ometorcieinipornzoe prg-ywanoiveeJ odpowi ed¥ g
fizjologicznykolagen,aADPNp st -uwpr zedni e | i nkubac]
zsupernatant ami . Po aktywacj.i kol agenem zao
o ok. 35% (p<0,05) w pr-bkach traktowanych
dopgyt ek k qRytima @2Bn yistotmy statystyz ni e wzrost odset ka
pgyt kowych (p<0, 05)kwwzy kazR4d wost okwiblkwe | do
(nietraktowanejjRycina23B). |1l oSl agregat-w pgytkowych ozn
byga znamiennie mniejszgr ewgapgomw- wnoa nd ait rdack t md
Wpgdytkach stymul uwzednip traktowamnythsupemtantamip u wa Uo n o
ok. 2krotny wzrost ekspresji selektyny P (p<0,001) orsintny wzrostaktywnej formy
GP lIb/llla (p<0,001;w przypadkusNLR1 o 70%: p<@ 1) W por-wnaniu d:¢
(Rycina 24B, Rycina 23). Naj wy Us z y aktpamej foomy receptora GP lib/llla
zaobserwowanlwipwogpdamkal hd z ii a amgi wnriseNIL Rztr2a mi e
wy Usvpy r - w daesNLR1(p<0,05)
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Rycina24. Analiza cytometryczna ekspresji selekty Rycina25. Analiza cytometryczna ekspresji aktywn

P na powierzchni pgytefor my GP T b/ 111 a na

stymul owanych kol agene spoczynkowych (A), stymulowanych kolagene
(20 OM; C) . Krew pegn@200g/ ml; B) oraz ADP (
z supernatantami{ 3 7 A C, .1Nie wykiazano uprzednio inkubowano z supernatami ( 3 7 4

znamiennycls t at yst yczni e r - U 15 min) Nie wykazano znamiennych statystyczr
kontrol N (krew pegna) r-UOnic (p>0, 05) pomifc¢
przedstawi ono w postaakont r ol NWyniki SzZedtdwiono w postac
i wiartk@wApWQdegkoo), wmediany N rozs+QipApguwde

imaksymalna (AwNsyo). wartoSi minimalna i mal
** p<0, 001; n :V404.|«@Ni:)_0 rx x| H#H p<0, 01; * % % p<o0,
d a w ckrwiy.
W popul acji pgytek krwi aktywowanych ADP

(sNLR: o 80%; sLR: o 62%) spowodowany dzi aga
SLR: p<0, 05) ourlaiz azgwiengkastz-ewmn ipeg ypt kowych (o 40
SNLR42 [ sLR42 w stosunku do pgyt ek kont
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Zaobserwowano takUe, Ue sNLR42 i sLR42 oraz
(p<0,001) oraz o 40% ohmpowd) sdlektyny Re (Rgcipa 24€)f N p o
Znamienny statystycznie wzrost poziomu selektyny P po 42 dniach przechowywania KKCz,
wpor -wnaniu z dniem 1, wykazano w przypadku
niepoddanych leukoredukcji. Po stymulacji ADP wykazponad Zrotny (p<0,001; dla sLR1
o 90 %: p<0, 01) Wzr ost aktywnej formy recept
poddanych dziaganiu supernatant-w w por-wnan
Poni Uej przedstawi ono pr zyk gkioweo(dot plot, epr e z
parametr FSCversusS S C) oraz hi stogramy cytometryczne
otrzymano bezpoSre«tryitanm[ed)d(zeaqarp@m"fglgﬁmwwm mo
Becton Dickinsor(Rycina26, Rycina 27Rycina28).

SPOCZYNKOWE PLYTKI KRWI STYMULOWANE PLYTKI KRWISTYMULOWANE
PLYTKI KRWI KOLAGENEM (20 pg/ml) ADP (20 pM)
A. Kontrola A. Kontrola A. Kontrola
Ez z;:‘f. 25% 5% ’:
g 5_ 5 ?'- AP — “ /'
= \mr\‘j’ ’ ‘:\3 10 m’ 1 :; r v L
£SC
B. sNLR1
g% E; % 1% : @
8§ §«t - a | B2
1w ) " )
FSC
C. sNLR42
Eg . »\-_-15 §§_ .E:E; 5.7% 1% \'?1 :
g v | L s [0 & 8| wm B {8
= 4 7 o ] 4,657
w0 w » 0 dpmrgremgr vt Tl ) 3 f SRR —
0 0 = J 0 T "] " - ) ) W LM
D. stR1
4 e Hpsx 5%
S £34 £
Y &3 i | 2
: - - m[: <] ) A5
0 ) 10 1)
£SC 9
E. str42 E. stR42 E. stra2
E% W T : g f’ Son 5% : _,? E;a; % 7.9%) : JG
E: 2.3 7 ¥ ’ S s | g 2
3 :t i s | < 7 4 * 4 o i‘ onaps 3 Jl o e
FC Foc FSC FSC
Rycina 26. Przykgadowe reprezentatywne wykresy punkt owe
przedstawi aj Nce spos- b dng. BMPs;plateetdrised rmpiaoparticlesi kr agd wtgak - (
pgyt k oang €As; platelet aggreges w popul acji pgytek kr wi ni epobu
fizjologicznymi agoni st ami (20 Og/ ml kol agenem; 20
supernatant ami KKCz. Zastosowano antygen CD&, rryecept
pozwala odr - 0Oni i r-Une subpopulacje pgytek od innych

mi erzono fluorescencj n-pdz@gywiy¢ch0 obi ekt -w CD61/ Per CP
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SPOCZYNKOWE PLYTKI KRWI STYMULOWANE PLYTKI KRWI STYMULOWANE
PLYTKI KRWI KOLAGENEM (20 pg/ml) ADP (20 uM)

A. Kontrola

10 10 10’ 10* 10 2
PE PE
Rycina27. PrzykgJadowe reprgremearywoneehpsvzedsamwi aj Nce poc
P na powierzchni pgytek kr wi (spos-b bramkowani a) n

agonistami (20 Og/ml kolagenem; 20 OM ADP) ploo&iprzedn
obi ekt -w -CDOBRIPY WEych wyraUono jako procent cagkowite
CD61/PerCHpozytywnych).
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SPOCZYNKOWE PLYTKI KRWI STYMULOWANE PLYTKI KRWI STYMULOWANE
PLYTKI KRWI KOLAGENEM (20 pg/ml) ADP (20 pM)

A_. Kontrola

1015 53035

Count

18.1%

FITC

17.4%

FITC

a s
FITC

10

Rycina28. Przykgadowe reprezentatywne histogr aakkywngyt omet r
f or my receptora GP T b/ 111 a na powi er zchni pagyt ek
orazst ymul owanych fizjologicznymi agoni st ami (20 Og/ ml
zbadany mi supernat ant amil/FIRKp®zz.y tlylwnS/ic ho miyerkatOomm oP A G k o
liczby pgdgytek kr wi ( ipbzytpnBy@h).obi ekt - w CD61/ Per CP

10.2.4.0znaczenia koagulometryczne

Ostatnim etapem w celu realizacj.i postawi
standardowych pomimyclw. KkMNagpbdmeawye przepr
zapomocN koagul ome t3002, t.Kpmmidr mzasu tré@nbihowego (KT),
czasu protrombinowego (PT) oraz czasu kaolindefalinowego (APTT) osocza
newykazano istotnych st apargnsetraghcpp uprzedniej inkibadjic w |
(37AC, 15 zmupernajgntansK&CRyeina29).
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Rycina 29. Pomiar czasu trombinowego (TT; A), protrombinowego (PT; B) oraz kaolin&efalinowego
(APTT; C) osoczauprzednio inkubowango z supernatantami. DanBl Ppbzedst s
n = 53 (17 rkwDnych dawc- - w

10.3.0cena dziagania supernatant -w KKCz na wybr

nowotworowych
10.3.1LinilaK-562ipr zewl ekga biagaczka szpi kowa (CML)
10.3.1.1Pr zeUywal noSi kom-r ek

Pieewszym etapem w celu realizacfirugiegoz adani a badawczego |
przeUywal noSci kom-r ek l udzki e]j | 562) i pr z
po 24godzi nnej i nkubacj i z badanymi superna
przeci wnowot wor oweig ®ez @egoa dodatku. Wyikikij gordedstawione
naRycinie30Awyr a¥ni e ws k dJzyujoN kmadcs p &-8H68 forinkubacjiK
zsupernatant ami (20%) w por-wnaniu do kontro
p<0,001) oraz kontrolnych traktowanyctisPt (o ok. 35%; p<0,001). Podobny efekt
zaobserwowano p o i nkubacj i z S uRyeimar8@t ant a m
60% (p<0,001) spadekly wot ko®er ek wzglndem kontroli n i
(p<0, 01; w przypadku SNLR#4 2 wp <sOt,o00s0uln)k us pdaod e
i nkubowanych z c isimymtd)z.i a\y eymtokeydbrgnk siu pzer nat ant -
nabadane komerkl eUnie od prodemi awasduzpoenron ad @ $ w
zzmniejsNi | o0 Sci N super nat ant 4godzinred o hkow o(w3 % ik odro)r .e
zawartoSci MNLRuUgae sSNbRdvadogku wykazano istotny
(0 ok. 31%; p<0,d) przeUywal nwzSyclinkbéewmimr olek negat ywnej
nietraktowaneprazo ok. 12%( p<0, 05) w por - whkuaowanych d@sPtk o m- r
(Rycina30C). Supernatanty filtrowanych KKCzni e wykazywagy dziagani .
K562 (w ukgadzie z dodat ki em ci.3Wgnikiupyskane b e z
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z eksperyment -w przeprowadnonyohezdda®wi sdjgyen

statystycznie zmian w(daper riegathieszadnedlatégo i5% k om- r

supernatantu przyjfito jako i.l oSI optymalnN d
A K-562 (20%) B. K-562 (10%)
120 120
g 100 kontrola g 100 kontrola
5 5
’\: & - cisPt : b - cisPt
5 60 + cisPt 5 601 + cisPt
@ ]
£ 4o 2 40
2 20 %. 204
N N
0- o4
& ¢
C. K-562 (5%)
1204
100 kontrola

- cisPt
A + cisPt

zywotnos¢ [% kontroli]

Rycina30. Pr ze Uy wal no $562 pod4gedriredj inkubadji iz supeknatantami (20%, 10%, 5%)

zdodatkiem lub bez o (10 OM) . Wykresy ©przedstawiaj N wartoSci
z 5 niezaleUnych doSwiadcze® (A, B; n = 25) oraz 10 n
pzedstawiono jako % kontroli (UywotnoSi kom-rek nietr
(kom-r ki ni etraktowane) ; # # p<0, 01 Ris*™/##k @«w0i00lo | a z

wpor -wnaniu do odpowiedni ej kontroli.

10.3.1.2Proliferaciak o m- r e k

Proliferacjnb6kppBdgodki hneji h&dowli w obecn
KKCz oceniono wykor zyst udbrbheo2 deksyuydyny (Bkd)e S1 aj |
wbudowane|] do DNA w miejsce tymidynyracizi el N
kom-rek562 niwiotKecnoSci sNLR1, sLR1 oraz sLR4:
0 ok. 25%, 30% i 25% w stosunku do kontroli nietraktowanej (Ry&lha. Kom:- r ki hodo
w obecrPtScsiupceeirsnat ant -w uzyskankk@8zz nieftalet
od dnia otrzymania, charakteryzowadghkotnge] I obn
p<0,01demzigédm-rek trEHEemowhny&€hngwgodRanePtdzi ag:
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wykazywagdgy spadek zdakl500d $i<0pr0dIli)f evr poyj myna i
nietraktowanej, kt-r(®jcna@hrtoSi przyjito za 1

K-562

120+ £<0,05

100

kontrola
80+

60+

[% kontroli]

- cisPt
+ cisPt

inkorporacja BrdU

*_'0
Rycina3L Pr ol i f er ac | a-562 @an24godziknejlinkubacji z sipernatantami (5%) z dodatkiem
lubbez cisPt(1 0 OM) . r Dach®t apwi ono w post aci Srednich aryt me
doSwi adcze® (n = 15). Uzyskane wyni ki wyraUono jako

przyjanto za 100%). * p<0,05; ## p<0,01; *** p<0,001 v

10.3.1.3We wn Ntornme- r kowy poziom RFT

Poszukuj Nc przyczyny spadku przeUywal noSc

po 24godzi nnej hodowl i w obecnoSci supernat al
wewnNtrzkom-rkowych RFT z utbgeDA.m Komiidryk if |lu
K-56 2 p o i nkubacj i z sNLR4 2, sLR1 or az sLR

wewnNtrzkom-rkowych RFT odpowiednio o 55% (
wpor -wnaniu do kom-r ek32n.i eWruwkd advaineg ctha d &Rwa2
k om- r kawano cis®tkwzrost poziomu RFT zaobserwowano po inkubacji z sSNLR42
(ook.3 1 %; p<0, 05) [ sLR1 (o ok. 388%) . pKOMOBKI
badane] i ni i poddane dziaganiu samej ci s Pt
poziomu RFTook.48% p<0, 01) w por -wnaniu do kontrol/
przeciwnowotworowym) (Rycind2).
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250+

- cisPt
= 2004 # * + cisPt
g *%k * %
C 1504 i
Fale o
§ 100 — kontrola
- : g%
F & & g
+o&‘ s & ‘9\%
Rycina 32 WewnNtrzkom-r kowy pozi om -5R6FZT pwo kionnk- urbkaaccjhi | (i 6nG i
z supernatantami KKCz (5%) z dodatkie | ub bez <ci sPt (10 OM) . Dane prze

arytmetycznych N SD z 5 niezaleUnych doSwiadcze® (n =
RFT w kom-rkach nietraktowanych przyjitp edpdw@ioédni N
kontrol N.

103.14Pozi om uszkodze @ DNA

Wzrostwewn Nt r zkomozkomeg®RFT moUe indukowal
dlategolb | ej nym oceni anym par amet r em -idyupicigpwe zi om
pnknincia oraz miej s c énilk-b6R polinkubacjnziseernatriami n e )
KKCz okreSlony testem kometowym w wersj.i al k
K562 przeprowadzono w dw-ch ukgadach badawcz
5% oraz 20% supernatantu (RycB®. Uzys k ane wyni ki wykazagy, Ue
6krotny wzrost (p<0,01) iloSci DNA Aw ogon
ZaiSnkubacja kom-rek w obecnoSci 20% sNLR1,
il oSci uszkodze E -krdtride (E00P1Y Bkrotaid (p<0,01) araz-Krotr8e
(p<0,001) . Zaobser wawamo ej egjrooz ®o&siy862niy U wo t
okazag si fjednoski miefitronarejgpo 42 dniactprzechowywanigpo inkubaciji
z20% sNLR42 ok.2-krotnie (p<0,01)mniejszyp ozi om us z kv @ ar EvnbaNnAi u
zsNLR1, a t ak U20%wlR42(0x@05)Rycina33) . Ko m- ejknii potidang a n
dziadgani wO(RoretM oHa pozytywna) charakteryzo
Awgoni eod k okmanywzrost;pk® 0 110 w por - wnaniu do kont
(Rycina 33. Rycina34pr zedstawia reprezentatywneezdj nci
linii, wykonane przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego firmy Nikon model Eclipse E400
wyposaUonego w k anfemydendptikogRes MF cool
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] 0,

p<0,01 p<0,001 3 5%

- | — [ — 20%
Lo
a 5
8 o
c O
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-§ 2
2 <
=)
° 8

Rycina33. Uszkodzenia DNA, mierzone jako procenva z a WNAt wSiAogoni eo, ®62kom-r ka
uprzedni o inkubowanych (60 min., 37AC) Z supernatant
Sredarxthmet ycznych N SD z 3 niezaleUnych doSwiadczeGE
(kom-r ki ni etraktowane).

K-562 (ATCCE CCL-24F)
Kontrola 5% sNLR1 5% sNLR42 5% sLR1 5% sLR42

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

Rycina34. Reprezentatywne zdj nebi6a2 kpoondedta nDyNcAh kdozm-argeakn il U nsi uif
Zdjncia wykonano uUywaj Nc mikroskopu fluorescencyjne
wk amer n Pr ooffirey denddtik (aot@twaK. CzubakProwizor).

10.3.1.5Aktywn 0 S|  k-&/Bopaa kaspazyd

W ostatnim etapie pracy dokonano oceny w
apoptozy kom-rek nowotworowych poprz&8Z pomi e
oraz kapazy9. Akt y wn o Si-3/k7a sw alz glinii- Kr-36at@ktowanych sNLR1,
sNLR42 [ sLR1 wzrastaga o okogo 3859. (p<O,
Wo b ecnoSc adane isupdratantyptrzymane z jednostek KKCz w 1. dniu
przechowywaniar - wni edlo wagwo z wi ks zonM7oR2% pa,eER1 kas
w por-wnaniu do kemmNeslkthodrkwadvwnwwiSH o k-arslpacty
K562 traktowanych supernatant ami uzyskanymi
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wyUsza (s NLR1 :30% p<@@%Bw steshinkudo kordroli (RycBiEB). Podobne
wyni Ki uzyskano w ukgadzi e Ptb&kdbawaxym hodaewa
wobecnoSci sNLR1 i sLR1 wykvazlsvaN yo akk ojgvan 0250 ¢
wzgl idem kont r olzyskanycN aanyphoatisotowanting e jp& & Miwn o S
kaspazy9 w kom-rkach traktowanych supernatan
przechowywania w por-wnaniu do 1. dni a, ni ez
(Rycina 35B). Zastosowany lek przeciwnowotworomynzac z Nco akt y-8/dwad{ k
(o ok. 48 %,; P<B®,06)okr asz0%aspuaBgadWADFMKz aS i n
hamowag i ch akt y:kmtoe kkromie (pc0W01e(RycindbA i B).
OkreSlono wpdgyw badanych isubpemnaé®ht i wi in
wobecnoSci inhibit eVAR-FMKkWyniki proe@stawiondk ra KRpcmie Z
35%C wskazuj N, iU kom-rki hodowane w obecnoSc

1 . A

charakteryzowady sin wyUszN o rkBhiettaktgwpne.0, 05) p

A. K-562 B. K-562
~ - cisPt 4007 p<0,001 p<0,001 L - cisPt
fN; +cisPt :;, pogor 0L 2 _p=0.001 + cisPt
gg [ Z-VAD-FMK §§ 1 7 (] Z-VAD-FMK
g2 g
x % o x
8o )
b 8
£ 3

C. K-562 (Z-VAD-FMK)

1507 » . . - cisPt

+ cisPt

1004+ vr- kontrola

50

zywotnos¢ [% kontroli]

+°°é

Rycina35. Akt ywno Si3/7kMikaspazyd (B) w komb56Raohakzi prizeKywal no$
i nkubowanych w obecnUADeAMKi n(hd)bittroa kat okwaasnpyaczh Zsuper nat :
zKKCz (5%) z dodatkiem lub bez&@(1 0 OM) . Dane uzyskane podczas pomiar.
j ako % kontroli (OywotnoSi kom-r ek nietraktowanych
eksperyment -w przedstawi ono SB (np=0l§)t*a# p<40,055r*EHHm<0OPL ar yt m
vs. odpowiednia kontrola.
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10.3.2Wy br ane | i mioew okt omo-rroenky ¢ h  wygwiozd zwN cl yi cthy cshi Az
10.3.2.1Pr zeUywal noSi kom-r ek

PrzeUywalnoSi kom-rek wybrwmwycth §uyyjite hki ch
(A2780, PG3, LoVo,MCF7) oraz odpowiednidinii nienowotworowej (MCFLOA) oceniono
po 24godzinnej inkubacji z badanymi supernatantami KK@z i | o Sci 5% na
wobecno 8k @)Cs or az w u Ke§ua ghrzeciwnowdivwernwego
(ICsowyznaczono dwSwiessme 2@l a )k @da-godzinnejihadowii
kom-rek | inii A2780 (endome torbieaclnnoyS cg r uscNzLoR 1a
orazs L R4 2 wykazano Zznami enny statystyczni e
0 odpowiednio 24% (p<0,01), 28% (p<0,001) i 18% (98), wobec kontroli negatywnej
(Rycina36A).Podobni e, zaobserwowafo sbhad2R%Bykwomnp
(kom-r ki gruczol akor atkcad ogvam ¢ z & § untyckotiassdronwoe Sycoi)
supernat an86B)wZ a(ofbysceirmnweo wa nioi krs-3wr i@dd0 Uw wych ko
obulinii hodowanychw o b e ¢ n 0 S miok. E3%dlaRAMR7B0 i(15% dla PG; p<0,05)
wzgl ndem sNLR1. W ukgadzie badawczym z zast
newykazano istotnych statystycznyei kmiani avg @

supernatant - w po(Rycimd8r Ncych z KKCz

>

A2780

w

PC-3

p<005 ] p<0,05

kontrola

100 kontrola
*

- cisPt
+ cisPt

=] - cisPt
+ cisPt

2ywotnosé [% kontroli]

zywotnos¢ [% kontroli]
3

Rycina36.Pr ze Uy wal no Si  k ¢Anoraz @83 (B) por24godzimngj ihlubacji z supernatantami

(5%) z dodatkiem lub bez &$ (odpowiednio5 oraz 10O0M) .y kWe s przedstawia wart
arytmetycznych N SD z 3 niezaleUnych doSwiadcze® (n
(OywotnoSi kom-rek nietraktowanych przyjhnto za 100%).
nietr&ktowane).
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W nastfnpnej kolejnoSci badano wpgdgyw super
grubego (LoVo). Wyniki przedstawione n&ycinie 37A ws kaz uj N na zmni
przeUywal noSi kom-rek w obotraymamysicw 1. siniup er n a't
przechowyva n i a zar - wno pochodzNcych z jednos
jak i niefiltrowanych (0o ok. 2 0 %; p<0, 05) w st
z zastosowaniem @z aobser wowano spadeloVoldypowe (pd,055 c i k o
po 24godzinach hodowlz s NLR1 w p o om-nektraktoivarychd @ nckPt
a ponadto wykazanb a kidiotne wy Uszy odset efo okl3RWyps®h0l)k om:- r
w obecnoSci sNLR42 oraz sLR1 wzglndem sNLR1.

A. LoVo B. MCF7

120 p<0,01 1201
= p<0,01 = p00s _ps005
g 100 kontrola g 100
5 5

801 : 804 ,
] - cisPt = - cisPt
: 60+ + cisPt : 60 + CcisPt
w R’
g 40 2 401
g 204 E. 20+
N N

0+ 04

C. MCF-10A

o o
o M
S o
z
i
3
S
g

- cisPt
+ cisPt

zywotnos¢ [% kontroli]
=23
o

Rycina 37. PrzeUywal no Sio(&,dW8F7r(B)lorazl MCRIDA (C)lpm 24godzinnej inkubacii

z supernatantami (5%) z dodatkiem lub bePt{edpowiednia25, 25 oraz4®M) . Wy kr es przedst awl
Srednich arytmetycznych N SD z) Ugyskane eynikilpeddtawiooch do Swi
jako % kontroli (UywotnoSi kom-rek njet##tapkd00lwany ch
wpor -wnaniu do o dypod &on,0leg j* *k @xtOr, dI0il; vs. kontrola (ko

Badania przeprowadzomge noz ak @dnrelgachgres z ol

piersiowego (MCF7) potwierdzi gy zaobser wowan

kom-rek spadek Uywot noSci po zastosowani u
(o ok. 2 8 %; p<0, 01Rycinav2378)l G dw snk akncent wy hii K i W !
i U niezaleUnie od sposobu frdaiy graechowwena a | e

-116-



odnotowanm i Us@ Nok. 12%; p<0,05) przeUywalnoSi ko
dok o m- poenkubacji z supernatantami uzyskanymi#v dniuprzechowywania.

DI a p o r wwbadamachavykorzystanor - wnnie&nowot wor owe k o
nabgonka gruczog+«dOAp) er KiminwiendgnotwofoWeLHodowane
w obecnoSci SNLR42 oraz sLR42 charakteryzow
p<0,05) pr zeUywal noSci N w por (Rwina 874C)u Wylagano,k ont r c
i 0 Uywot noMGF-l0Adhmdroevkanych =z c¢cisPt oraz supe
o ponad 32% ( pk®mo waktgwanych tylkorcdRt. m

Wykazanos padek UWowmtnelcwbhzpstdenych | inii po
do ok. 70% (p<0,001) w przypadku linii A2780, LoOYMCF-10A oraz do ok. 75% (p<0,01)
dlaliniPG3iMCF7 w por - wnani u dRycina®n37)r ol i negatywn

10.322Pr ol i feracja kom-rek

SupernataitsNLR1isLRlznaczMNMonbegpsph§feracjn odpowi e
LoVo (o ok. 33%; p<0,01) MCF7 (o ok. 20%; p<0,01y stosunku do kontroljRycina38A
iB.Nat omi ast kom-r ki -19Ahedowansrzez’d godzmg OIEEcno Sci
sNLR1, sNLR42 | s LiRd2$ vz ydlop mooh@d i gr aw j i ni U
nietraktowane (odpowiednio o 15% (p<0,05), 35% (p<0,001) i 25% (p<0,B¥Eina38C).
W ukgadziem-zr kciiisdiHosbWamle zs NLR42 wykazywagy wzro
do proliferacji ©020%; p<0,01) a i nkub MCH7/asLKlpmwodkwaga zmni ej
i ch zdol noSci (op2085 p<D,@5) a cwz qilyfcche m kom-r ek k

(inkubowanych tylko z cisfp. Nat omi as't inkubacja z supernat a
wzrostem prol i f elOA ©jodpowiedniolPh @ednoskiiEfiltrowane;
p<0,001) oraz22% (jednostki filtrowane; p<0,05).Ws zy st ki e trzy [ i ni e

wykorzystane w badaniach y § ya Uwi we na dzwabjanob&cici sPyo
przeciwnowotworowego zaobserwowarsop a d e k cizpeblifdracyjoySh do poziomu

ok.50% (p<0,001) w przypadku linii LoVo MCF7 oraz do ok. 40% (p<0,001) dla linii
MCF-10A w por - wma mnekaktavanyck ke hr i 1 oS wbudowan
przyjnt dRyana3g8l 0 0 %
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>
o)
=
(7]
m
~

LoVo

1201 120+ p<0,05 p<0.05
p<0,01 i ! p<0,05 1
—— — PO

100 kontrola

kontrola

- cisPt
+ cisPt

- cisPt
+ cisPt : 20+

inkorporacja BrdU
[% kontroli]

3
inkorporacja BrdU
[% kontroli]

2]

o

MCF-10A

p<0,01

o

p<0,01 <0001

inkorporacja BrdU
[% kontroli]

Rycina38. Proliferacj a kom-rek | inii L o V-00A (CA po, 24gddidirng] inkuldagji or a z

z supernatantami (5%) z dodatkiem lub bePtisc i s Pt ; A, B: 25 OM; C: 40 OM). D
Srednich arytmetycznych N SD. zUByskemal eYyniykih wvypSaUad
(proliferacjn kom-r ek nietraktowanych przyjnto Z a 1
vs. odpowiednia kontrola.

10.3.23WewnNtrzkom-rkowy poziom RFT

Kom-rki |linii LoVo (gruczokawooh&anpB8tit s
sLR1 i sLR42 charakteryzowagy sin zwinkszon
wpor -wnaniu do kontrol: (sNLR42 o ok. 48% (
0 0k. 38% (p<0,05) (Rycina9A) . Odnot owano, UeubdwaersKLR42, | i ni i

sLR1orazsLR42dodat kowo z ci sPt takUe charakteryz
RFT, w por-wnaniu z kom-r kami i nkubowanymi

asLR o ok. 45% (p<0,05)) (Rycin89A). Wyniki przedstawione na Rycin®@B ws kazuj N,
Usvszystkie badane supernatanty KKCz powoduj |
RFT w kom-rkach | inidi MCF7 (sNLR1 o 24% (p<0O
(p<0,05), sLR42 o 47% (p<0,01)) wzgUnHedcdaken
supernatanty ni e wpgywaij N na poziom RFT k
(MCF-10A; Rycina39C) . W kom:-rkach badanych | ini.i pod:«
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i stotny wzrost wewnNt r adkod (p<40,600k)emprzypgdeudin o mu R
MCF7 oraz o ponad. 30% (p<0,05) dla linii LoOVMCF-1 0 A, w por-wnaniu d

kontrolnych nietraktowanych lekiem przeciwnowotworowym (Ry&6@n

A LoVo B. MCF7
=1 p<0,01 - cisPt 7 - cisPt
A pe0.05 + cisPt . =% + cisPt
.T;- .:3.200-"*
- 2@
g 3150-
S 2
: : V4~ kontrola
'S w
= z50.
RS » ¥
’l‘o‘\‘"o e‘;\/ 9\\& # ‘}?'
C. MCF-10A
] E3 - cisPt
., 260 A + cisPt
z
€
S
'::' —kontrola
'8
o
Rycina39. WewnNtrzkom-rkowy poziom RFT w koomzMCRIOA | i ni i
(C) po inkubaciji (60 min., 37AC) z supernatant ami KK
C:40 OM). Dane przedstawiono w postaci Srednich aryt me
Uzyskane wynikkoi %vykroandornool ij al pozi om RFT w kom-rkach ni
*H#p<0, 05; ** | ## p<0,01 w por-wnhaniu z odpowi edni N |

nietraktowane).

100.324Pozi om uszkodze@E DNA

Wykazanozi dm pszkodze® DNRA7 kwar rs& 20 ami
statystycznie po inkubacji z sNLR1 (o ok. 90%; p<0,05) oraz sLRHErdtie; p<0,01)
wzgl idem kont (Rydna40B),e galt ywin@) zaobser wowany
DNA bygd bardzo niski ( p8upernitanfy KiC#H i BN APW vy Aa g C
napozi om uszkodze EIlniDNé&/o (Rygcma AGK ani kom:- r ek
nienowotworowychMICF-10A (Rycina40C). Rycina4lprz ed st awi a reprezent a
komet DNA kom-rek badanych [T inii wykonane pi
firmyNi kon model Eclipse E400 wyposaUonego w ka
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A LoVo B. MCF7
15

<':: <':‘ _p<0.001
=Z = -
Qg o5
33 82
¥z 33
5§ :§.
C. MCF-10A
2
(=]
8
£
Rycina40. Uszkodzenia DNA, mierzone jako procewaz a wa MIDINASiw Aogoni ed, w kom-rka
(A), MCF7 (B) oraz MCFL10A (C) uprzednio inkuboway ch (60 mi n. , 37AC) z supern
zKKCz (5%) . Dane przedstawiono w postaci Srednich ar

(n = 15). * p<0,05; ** p<0,0¥ s . kontrola (kom-rKki nietraktowane) .

LoVo (ATCCE CCL-22F)

Kontrola SNLR1 SNLR42 sLR1 sLR42

MCF7 (ATCCE HTB-22)

Kontrola sNLR1 SNLR42 sLR1 sLR42

MCF-10A (ATCCE CRL-1031F)
Kontrola sNLR1 sNLR42 sLR1 sLR42

Rycina4l. Reprezentatywne zdj noMoadMCk7omzMCFLDONAA pkoodnd- arneykc hl idnziiis
supernatant -w pochodzNcych z KKCz. Zdjhncia wykonano
mo d e | Eclipse E400 wyposalUonego w ksawalke CzibakProwizpiRe s MF ¢
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10.4.0cenaw br anych mar ker  -w stresu oksydacyjnego

lub KKP w osoczu krwi chorychz AML
1041St nUeni e grup tiolowych

Cel em przeprowadzonych doSwi adcze@E byg
oksydacyjnych/nitracyjnych biagekwibg®H za po
i karbonylowych {CO) oraz poziomu -Bitrotyrozyny (3N T ) . Za pomocN metod
okreSlono zawart-88) grwpotizol paygg¢ e2dgodaw z AN
poprzetoczeniu skgadnika krwi drawyghupyghboni
(Rycina 42). Na podstawie przeprowadzonych eksper:
iISH w grupie chorych (przed przetoczeniem) | €
do grupy kontrolnej, co mo Ueup(wardstpszipmustoeduo wa n e
oksydacyjnego). Po przetoczeniu KKCz obserwowano istotny statystycznie spadek (o 18%;

p<0, 05) sitSHWe pioa -gumami u z wartoSci N przed tr

=  600q 4
g | — |
o 500+ e kk
% . ] *kk
400
z  300{ % 3 2 =
200- e
@ " -
= 1004
L)
>
B 0 T T T T T
o Iy Ry O RN
g & @‘”\ ‘}01« \04,\ é&v
0" (\e qs <‘g ,b(‘
+° «* & «® <
2D S (+] Gb (o]
QQ o?a Q <" Q
o q Q
KKCz KKP

Rycina42. St iUeni e grup sooraWwyohpp®mehtt woz AML (przed i
kr wi) oraz w grupie kontrolnej. Dane prz#g®05awi ono
*** pn<0,001; n = 30 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP).

1042ZawartoSi grugh karbonyl owy

Nastnpni e dokonano oceny zawartoSci gr u|
Wy kazano znami enny statystyczni e wzrost ,
-COupacjent - w24 godzAMWL transfuzj.i KKCz W por - w
przedprzetoczeniem (Rycina 43). W por -zwnamiup N kontrol nN,

nezaobserwowano istotnie podwyUszonego pozi or
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104

stezenie grup karbonylowych
[nmol/mg biatek osocza]
L]
.

KKCz KKP

Rycina43. St fUeni e grup karbonylowych [ nmol/ mg bizeduek osoc
skgadni k-w kr wi) oraz w grupie kontrolnej. Dane prz
# p<0,05; *** p<0,001; n = 33 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP).

10.4.3.Poziom 3nitrotyrozyny

W kolejnym =etapie b a d ani& pqgzionmedutrotyrezgng z o n o
wbi agkach os choryxlmnaAVH orazevgrupie wontrolnéRycina44). W osoczu
chorych zaobserwowarak. 64%( p <0, 001) wzN\rTo swt ptr it Gvenraindg u3 d o
ochot ni k- wzetocRemib RKKCppmziom-BITW gr upi e chorych byg
(0ok.35%)ni U przed transf uzj N.KKPniggabseqowano gniamr y ¢ h
poziomu badanego parametru.

0.6+ #
—
=
g wokek ta wwk

£8 04 .

33 . -

o = -

IE g :. % :‘ .

N O ] “A“‘

TE o02{ & === i1l _?_
E S . . &
L L

0.0 T T T T T
@ 2 o) 0
& a4y P AN W
&° & & 4 (\J’&
*D \"@ 0,6‘0 ‘6@, “fb
i & < & <q
& & &
<) Q Q
KKCz KKP

Rycina44.St nUeNT[ emB81 / mg bi ajek osoczapo uprpzaectjcecztemi w sAKMILa
oraz w grupie kontrolnej. Dane pr zed#g<@0Bi*p<0,00ly post ac
n = 25 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP).
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1044Zawark @®&d owy c h paavwadsawarj glikacii

Nasmnyilm oznaczonym mar ker em ksot@Ecepsadektyo Kk sy d a

zaawansowangj | i kacji (AGE), kt-re powstajN w wyniKk
cukr-w redukuj Ncych, a wolnN grupN ami nowN
[217]. N a podstawi e uzyskanych wyni k- w, wy Kk &

AGE w osoczu o0os:-b z AML w stosunku do grup
upacjent -w wymagaj Ncych prazdakt78% preed itranf KKjCH (
KKP (p<0,001) (Rycina 45). Co ci ekawe, zaobserwowano r- W
AGE u chorychi24 godz.po podanu KKCz (ok. 23%; p<0,05) oraz KKP (ok. 31%; p<0,001).

200+ # —

1504 How

1004 " e —é-

stezenie AGE [pg/ml osocza]

[4;]
o
L

o

KKCz KKP

Rycina 45 St f Uk o (Ee o wy ® ll u kaawansowaneplikac j i (AGE) [ Og/ ml osoczal
z AML (przed i po przetoczeniu skgadnik-w kr wi) or az
Sredniej aryt med<g0szed4# p<®,008 B M.30 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz);

n = 25 (KKP).

1045Perck sydacja | ipid-w

Stopie®& peroksydacj. |l i pid-w osocza u <ch
skgadni k-w kr wi oceniono wykorzystuj Nc me t
substancji reaguj Ncych 2z (Rwinag& bhchoryclo@gadzbi t ur o

po podaniu KKP wykazano wzrost poziomu TBARS45%; p<0,0lwz gl ndem wart o
przedprzetoczeniem. Wyniki przedstawione rRycinie 46 il ustruj N jedyni e
wzrostowN badanego parametr u u chorych (pr

kontrolnej.
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Rycina46.St 1 Ueni e TBARS [ nmol / ml osoczal u pacjent - -w z Al
oraz w grupie kontrolnej. Dane pr zed<#tp<D®b; ##pe00ly post a
*** p<0,00% n = 31 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP).

1046Cagkowity potencjag antyoksydacyjny

Oznaczanic agkowi t ego potencj ag( napadstawyeanetedy d ac y j
opracowanej przez Erel 6a uichowchpAML jasyznackia § o, i
ni Uszy wzgliAdem grupy kwordpiew | magj, e rot o . wylBag
podania KKCz oraz o ok. 25% (p<0,08)grupiepacj ent - w, kt-rym zl ec

KKP (Rycina 47). JednoczeSnie zaobserwowano, ii U po

niew p g yistomiena poziom CPA osocza chorych po dobie od transfuziji.
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2= =
2 E % Hkk v .
v 3 et i M
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s 05 -~ R .o
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KKCz KKP

Rycina47. Cagkowi ty potencjag antyoksydacyjny (CPA) 0sSOCzZ
Trol oxu] pacjent-w 2z AML (kprw eldr wi )poorpprzzea ogrzemii e1 |
przedstawiono w postaci & pww @ ep0,0a1r ry + 26 dgrupackentrang); N S E M
n =27 (KKCz); n = 25 (KKP).
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1047Akt ywnoSi dysmutazy ponadtlenkowej

W zwi Nzku z zaobserwowanaynkowhtegaoaynosbtp
antyoksydacyjnego osocza <chorych z A ML pr z
wybranych enzym-w antyoksydacyjnych, tj. dys
glutationowa (GST). Wyniki przedstawione Rycinie48ws k az up &ld emka &kt ywn o
SOD o ok. 15% (p<0, 05) w osoczu chorych wy
doakt ywnoSci enzymu u zdrowych ochotnik-w. Ni
nie wykazano istotnych statystycsocuaoryehmi an v

po 24 godzinach od przetoczenia.

= 100+ *
0 .
E 804 FI - 3
(= N v
wE god i -
8 2 il ﬁ,:._
;: 40_ o:v
Z‘E -t
x £
o >
3 204
]
&
i c T
o o & &
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eo b\{b o.‘_@ b‘@ °¢°
& o Q e Q
R\ Q&‘ Q<"
KKCz KKP
Rycina 48. Akt ywno Si dysmutazy ponadtl enkowe|j (SOD) [ ws p-
z AML (przed i po przetoczeniu skgadni konoww postasii ) or az

Sredni ej ar yt pedt0y, & p10,67; n 505 @rEps kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP).

1048Akt ywnoSi transferazy glutationowej

W por-wnaniu z gr up X AM.one tzaobsermodano azmiarc hor y
wakt ywnoSci utatiormowes (GCSTRycng49) gNa podstawie przeprowadzonych
eksperyment -w nie wykazano r-wnieU zmian p

po24 godz. ppodanus k gadni k- w kr wi
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104 1! -

aktywnosé GST [mU/ml]

Rycinad9. Akt ywnoSi transf eSTa)z y[ ngu/umlalt i w npawejje (tG w z AML (
skgadni k-w kr wi) oraz w grupie kontrolnej. Dane prz
# p<0,05; *** p<0,001; n = 29 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP).

10.49Akt ywnoSi dzg migctanowej e n a

Ostatnim parametrem oznaczanym w obrnbie
dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w osoczu mar ker a uszkodzeni a
kt-re mo Ue nast Npi i ws kut ek -antybksydazymej i a r
organizmu.Uzyskane wyni Ki wskazuj N na wzmoUonN
z AML (wzrost o 65 %; p<0,01) wymagaj Ncych p
kontrolnej (Rycina 50). Ni ezal eUOnie od typu podanego sk

po 24 godzinach nie wykano istotnych statystycznie zmian w pozionketay wn o S ¢ i LDH.
300- o
_ 2501 .
2‘ v -
I 2004 . kA
¥ 1501 . : _3:_
£ 1001 . E
= S i IR .
504 - v
G L] L ] ) T
& ;M F S
< & <& & <«
i & < & Q
KKCz KKP
Rycina 50. ZewnNtr zkom-rkowa aktywnoSi dehydrogenazy ml e
z AML (przed i po przetoczeni u sk §adatstawiono w lpastaci ) or a:z

Sredniej ar vyt mg00oscrypx@dl; »*Kp<&EM n = 25 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz);
n = 25 (KKP).
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105.Retrospektywna analiza niepoUNdanych reakc
WWWCOi T im. M. Kopeatachi2&kla204 Godzi w |

Przetaczanies k gadni k- wprkadwikt -awz ykr wi opochodnych
medycznym niejednokrotnie ratuj Ncym Uycie pa
wy st Npeakejipopar zetoczeni owych u biorskjadRyizk&mi
krwi jest trudne do okreSlenia, poniewal za|
terapipowi ni en byl swpmgadkeahnuyasadreodyghn koaiecznych. Celem
pracy byga retrospektywna amaleiniawgicaepa@Nda
w WWCOiI T i m. M. Kopernika w Godzi w okresie
Materiag do bada® stanowi gy for mgowgpergnizgdes
przez lekarzaz | ecajt N@aegd uzj i or az iapdepyhuoragddgtawie pr a ¢ ¢

przeprowadzonych bada® | aboratoryjnych w RC
we WwWsp-gpracy z Pracowni N Serologi.i Transf L
w Godzi

1051Charakterystyka niepoUNdanych reakcj. pop

Dokorano analizy wszystkich72 g gos ze & ni epoUNdanych reakoc
kt -re wyst NpiWWMCOW Todadnzi aWy a cKh Wenikipizddstawiano Go d z i
wt abel ach poni Uej

Tabelall Liczba przetoczowy&hwjedanosdekaghdadiwwwKOi T i m.

20132 016* wraz z iloSci N zaistniagych odczyn-w i wsp:- §c¢
Skgadni k 2015 2016* Suma
Koncentrat krwinek | jednostki 10 220 9626 9 846 3205 32 897
czerwonych (KKCz) | odczyny {) 13 (1,27) 8 (0,83) 10 (1,02) 1(0,31)
Koncentrat krwinek | jednostki 4188 4 060 3 860 1210 13318
pgyt kowyc| odezynyf)  5(1,19) 5 (1,23) 3(0,78) 7 (5,79)
$wi eUo mrl jednostki 3779 2989 2 846 934 10 548
osocze (FFP) odczyny {) 6 (1,59) 4 (1,34) 7 (2,46) 1(1,07)
Og-gem 18 187 16 675 16 552 5 349 56 763
Liczba odczy 24 17 20 9 70
Wsp-dczynni | 132 1,02 1,21 1,68 1,23

*wgNcznie do dwsipa §2Zy04i X016;czby odczyn- wezopyoht r ansf u
jednostek
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Dane przedstawione wfabeli 11 ws kaz uj N, i U liczba prze

poszczeg:-lnych skgadni k- w Kr wi utrzymuj e S
0d01.01.2013 roku do 27.04.2016 roku. Przetoczono nierkat 30t ni e wi KKCej | e dn
(32897)w por - wnandinuosde k KKP i FFP, kt -rych ilo
odpowiednio 13 318 i 10 548. WartoSi wsp-gcz
przetoczonych jednostek skgadni k ;0% dokL/68v i utr
ZnacznN zmiennoSi wartoSci wsp-gczynnika zao
roku, w obu przypadkach wsp-gczynnik wzr - -sg
Tabelal2z Dane demogr afi cizhei m.acM.enkto-pwe r(wWka w Godzi, u kt
reakcje poprzetoczeniowe w latach2€1® 16 wr az 2z poziomem przyczynowoSci,
poprzetoczeniowych i wsp-gczynnikiem |liczby reakcji n
Wiek . G
Skgadr . . Pgel Ocena zwi Nzku Liczba
. [mediana i _ .
krwi [ /1 (poziom przycodczy
zakres]
63 1.7 13
KKCz i 18/14 2716 32 0,97
(417 88) 33
36 1.13
KKP B 10%/10 2.1 13 20 1,50
(1871 91) 394
63 0.i1
FFP 8°/10* 113 18 1,71
(3171 87) 2.7 13
371
* 0. wykl uczona, mago prawdopodobna; 1. m'a priypadek ; 2. p
zakoE&zonwspgguoemnni k | iczby odczyn-w potransfuzyjnyc

Udokumentowane odczyny podzl ono wzgl ndem rodzaju pr z:
Kr wi ( KKCz, KKP, FFP) , po kt - r yumbiorayy st Np i
(Tabela 12-Tabela 5). WSr - d badawcadpr wyohupgna&j0dowago S |
oraz 34 mnUczyzn w(Tabel@lR.uNi ethall8pddo Wil 2z adbse
odczyn-w stanowil i pacjenci po przetoczeni
i 14 mnUczyzn). Liczba reakcj.i poprzetoczeni
wbadanej grupie byga zbli UomaUc oyWprowiieddBo (

[ 10 mnUczyzn) przypadk:- - w. Medi ana wieku w ¢
KKCz i FFP wynosiga 63 |l ata, a zakres odpowi
wi ek pacjent - w, Kkt -rymowanetwygztompo WKPi e adC

zaledwie 36 | at (zakres od 18 do 91 | at). W

trzech grupach oceniono jako posiadaj Nce pi
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U jednego chorego po transfuzji FFP wykluczonsizNz e k  z przetoczeni e
odczynu. Ni epoUNdane reakcje poprzetoczeni o
jakop e wn e , udowodni one stanowi gy maksymal ni e ¢
poKKP, ok. 10% po KKCz oraz ok. 5% po FFP). Trzeckechy ch (w tym Kkobi ef

minUczyzn) zmar go prawdopodobnie w wyniku p
newykl uczono wpgdgywu przetoczenia na Smieri pe
jako moUliwy). W przypadku PRR|jwnkKkicz&kno r a
zprzetaczanym skgadni ki em krwi . J-ketdiggcharegjac z ne

nast Npi ga w wyni ku rozleggdgego wudaru krwotoc.
odczyn-w na 1 000 przetocwmomyawulpieeprmracsteamh - ave
KKCz, nastnpni e (Kalkdal). na koE&u FFP

Tabelal3. Rodzaje sJkdpadmrmizktwckrewmii u kt -rych wystNpigy nie
u biorc-w
Skgadni k Rodzaj skgadni ka kr wi
KKCz bez koUuspBwut keaBegoytarno
KKCz Napromieniowany Ubogoleukocytarny KKCz (NUKKCizb

Ubogoleukocytarny KKCz (UKKCZ) 1

Zlewany Napromieniowany Ubogoleukocytarny KKP (ZI. NUKKiP)2
Napromieniowany Ubogoleukocytarny KKP z aferékjJ KKP-Af.) i 5
KKP Zlewany KKP (ZI. KKP)i 2
Ubogol eukocytarny KKP z aferezy
chorobot w- r-Afziyakthi 1( UKKP
FFP Osocze $wieUoiMroUone (FFP)

Koncentratem Kkrwinek czerwonywah,y mpacktyny
poprzetoczeniowe byd KK@Hgyh&owkegOug22iba z| 812K «
W grupie pacjent - w, kt -rym podano KKP niepolC
obserwowano po transfuzji zlewanego napromienianego ubogoleukocytark&go
(12 z 20 (rabelgap.adk - w)

Ponad 45% zaistniagych niepoUNdanych reak

jako niehemolityczne odczyny gor Nczkowe, kt -
KKCz (20 przypadk: - w), n g sraznjgdeni raz p@ wzetdCzemu ( 7 )
wieloskgadni kowy(fabela MKBrzugi mFFWw) kol ej noSci , C

wystinpowani a odczynem poprzetoczeni owym (o

kt - rN zaobserwowano przede wswyRP@ipnKKCo poda
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i KKCz z FFP tyl ko po jednym przypadku. Opi

|l ekkich reakcji poprzetoczeni owych. U ok. 8 .
popodani u KKP [ dwa p o KKCz) w gcgenidwa,i § a a
zapSloprzetoczeniowe przeci NUenie ukgadu kr NUe
przypadki, w tym trzy po KKCz i jeden po FFI
reakcj ami poprzetoczeni owy mi u p acystnrtz Nvs W)

anafilaktyczny oraz ostra reakcja hemolityczna (po jednym przypadku po przetoczeniu FFP)
iostre uszkodzenie pguc oraz reakcja hipoter
KKCz). Po transfuzji wieloskgadseskigBadaej ki EKCK
odpowiedzialnym za powi kgani e uznano KKCz

zaS w drugim FFP (reakcja alergiczna).

Tabelald Kl asyfi kacja niepoUNdanych reakcji poemikzzetocze
wGodzi w I|-206ach 2013

. . KKCz KKP FFP KKCz+FFP
Rodzaj reakc;ji

o)
CLIN(L T (1 (171)

niehemolityczna reakcja 20 7 4 1 32 11774
gor Nczkowa (10/10) (5/2) (212) () (18/14) '
) ) 1 12 8 1 22
reakcja alergiczna 1:2580
(1) (/7)) (2/6) () (9/13)
alloimmunizacja 2 4 6
0 0 1:9460
poprzetoczeniowa (2/0) (4/0) (6/0)
poprzetoczeni o\ 3 1 4
.o ) 0 0 1:14190
ukgadu kr NUeni ¢ (2/1) cmn) (2/12)
. ) 1 1
wstrzNs anafil 0 0 0 1:56763
() (1)
ostre poprzetaeniowe 1 1
) 0 0 0 1:56 763
uszkodzenie pgt (1) (n)
poprzetoczeniowa reakcja 1 1
) ] 0 0 0 1:56763
hipotensyjna (1) (1)
. . 1 1
ostra reakcja hemolityczna 0 0 () 0 () 1:56 763
ZWr aca uwa glhe fgarkutp fi pacjent - w, nizacjat - r y ct

poprzetoczeniowa stanowi gy wygNcznie kobiet
kt -rejkolwiek z pgci w p oTahels it priypadkhocegiona p a ¢ h .
jakobndNce wynikiem toczNcego sifi prQodisetesey chor
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nie zaobserwowano odczyn:

skgadni ka kr wi Przepr owa

Tabelal5. Wy st Aipowani e

ni e p ockeNiowgoh y ¢ h

W poprzetoczeniowyc
dzonaN braa @Inii wo $lakt e

reakcji poprzet

Skgadni kOddzi ag/ KIinika ‘

Hematologiii 9
Chor - b

Nefrologicznyi 2

Chirurgii Naczyniowej 2
KKCz Chirurgii Endokrynologicznej 2
Udarowyi 2
Brachyterapiii 2
Chemioterapii 2
Szpitalny Oddii ag
Reumatologiii 1

We Wrnvil't r znych

Chirurgii UrazoweOr t opedycznej i

Nowb2 v

Ratunkowy

Hematologiii 17
KKP Chemioterapii 2

Chirurgii Endokrynologicznej 1

Hematologiii 4
Szpitalny OddzZi ag
Chirurgii Endokrynologicznej 3
Gastroenterologii 1

Reumadlogiii 1
Chor - b
Chirurgii Onkologicznej 1

FFP

Urologii 1 1
Intensywnej Opieki Medycznéj 1

Udarowyi 1

We wirlit r znych

Rat unkowy

Dane przedstawione Wabeli 5ws k az uj N,

najcznSciej wystihipuj N u

Oe

pacjent

ni epoUNdane r
KI i K i

e

- W ni

skgadni ka kr wi (17 KRQz,A2ypRR)k.- wP @ op rKKePt, o Oz eni u
doSi czfisto u bihornca- wOdpdrzzieablyewaG@ WNary-cb Wewn it
wystiApowanie odczynu po transfuzj.i (7 przypa
po podaniu FFP wystnpowagy tak samo cznsto

przypadek mniej zarejestrowano na @tk Chirurgii Endokrynologicznej. Odczyny,

kt -zrae st ni agy

na pozostagych oddziagach
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11. Dyskusja

Przetaczanie KKCz jest jednN z powszechr
wyni kaj Ncej z krl-ithnyazmymgrzydgzakn i przewl ekgdej
chor-b nowdii8w223]owRrchez wiele | at przetaczan
ut oUsamiano jedynie z[18]k orQdbyeScii aemi wikaldiontioc, z n
tozwi Nzane jest takUe z ryzykiem wysthnpowani a
czasami k o Ec z Nc ylmi224] s i & e dngaknJeem mec haeni z my
zawyst ipowanie r-Unorodnych, czisto zgJgoUonyc
nie sN w pedleqd 225lyjWiSemlieneetrospektywnych b
wykazago zwifAkszonN ozoiNtdadiy cWwy stefagkecyyd ni mo pn
popodaniu dguUej przechowywanych | ed2284t ek K|
88, 226] natomiast ostatnie randomizowane badania kontrolne (tj. AHLES],
RECESY135], INFORM[227]) ni e pot wi er A& 26{52830,t1125j138227)e Un o S
Obecnie, wSwi et l e dostfipnych kontrowersyjnych da

bezpiecze@Est wo i skutecznoSi stosowani
(14-42-dniowych) KKCz[100, 226] Konieczne jestinitromajyNapaehni
na celu wyjaSnienie mechanizm-w | eUNcych

konsekwencji przetoczenia tego skgadni ka kr w

Zasadniczym celem rozprawy doktorski e]j b
wdgugo przechowywamyadmi KKE2r mvnas watimioSci )
pro-zakrzepowe, prait | eni aj Nce oraz c¢czy moduluj N UOyw
nowot wor owych or az j aki wpgyw na t e pr oc
przedprzechowywaniem. Zrealizowanie celu badawczego g goby st al sin a
doprzyszgych zmian obecnie obowi NozruzyNdcaytcnho Sz :

jednostek czy wskazania do stosowania SwieUy

W skgad frakcji bezkom- r ko wegniach,earywangjt e k K
r-wnieU nadsNczem |lub supernatantem, wchodzN
UOywotnoSi krwinek czerwonych podczas przecho

gl ukoza, mannit ol (skgadni ki anpyRoggulant (GRDb 0 g ac a
[2, 64] Zmi any zachodzNce w krwinkach [ super
z ich przechowywani a s[B9). Daiybhczase w supeatknsiene nt o w
zidentyfi kowano S64p65owéeukoSy¢giy osopggtki Kkt
zal eUnej od sposobul65228orgaz ogvram madajzN e aspitiy iwke
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