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Wykaz stosowanych skr·t·w 

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

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

A2780 è linia ludzkich kom·rek raka jajnika 

AA  è (ang. Arachidonic Acid); kwas arachidonowy 

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

ABLE  è (ang. Age of BLood Evaluation) 

ABTS è (ang. 2,2ǋ-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); 

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

ACD è (ang. Acid-Citrate-Dextrose); antykoagulant kwas cytrynowy-cytrynian-glukoza 

ADP  è (ang. Adenosine Diphosphate); adenozynodifosforan 

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

Agaroza NMP è (ang. Normal Melting Point Agarose) agaroza o normalnym punkcie topnienia 

AGE è (ang. Advanced Glycation End Products); 

koŒcowe produkty zaawansowanej glikacji 

AI  è (ang. Anaemia of Inflammation); niedokrwistoŜĺ zapalna 

AML  è (ang. Acute Myeloid Leukemia); ostra biağaczka szpikowa 

APTT  è (ang. Activated Partial Thromboplastin Time); czas kaolinowo-kefalinowy osocza 

ARIPI  è (ang. Age of Red Blood Cells In Premature Infants) 

AS è (ang. Additive Solution); pğyn uzupeğniajŃcy/wzbogacajŃcy 

ATP è (ang. Adenosine Triphosphate); adenozynotrifosforan 

BAL  è (ang. Bronchoalveolar Lavage); popğuczyny oskrzelowo-pňcherzykowe 

BCA è (ang. Bicinchoninic Acid); kwas bicynchoninowy 

bFGF è (ang. basic Fibroblast Growth Factor); podstawowy czynnik wzrostu fibroblast·w 

BPE  è (ang. Bovine Pituitary Extract); ekstrakt z przysadki m·zgowej bydlňcej 

BrdU è (ang. 5-Bromo-2ô-deoxyuridine); 

5-bromo-2ô-deoksyurydyna, analogu pirymidyny 

BSA è (ang. Bovine Serum Albumin); albumina surowicy bydlňcej 

CAT  è (ang. Catalase); katalaza  

CD è (ang. Conjugated Diene); sprzňŨone dieny 

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

cisPt  è (ang. cisplatin); cisplatyna 

CLD  è (ang. Chronic Lung Disease); przewlekğa choroba pğuc 

CML  è (ang. Chronic Myeloid Leukemia); przewlekğa biağaczka szpikowa 

CO è (ang. Carbon monoxide ); tlenek wňgla 

COX è (ang. Cyclooxygenase); cyklooksygenaza 
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CPA è (ang. TAC; Total Antioxidant Capacity); Cağkowity Potencjağ Antyoksydacyjny 

CPD è (ang. Citrate-Phosphate-Dextrose); antykoagulant cytrynian-fosforan-glukoza 

CPDA è (ang. Citrate-Phosphate-Dextrose-Adenine); 

antykoagulant cytrynian-fosforan-glukoza-adenina 

CRA è (ang. Cancer Related Anaemia); niedokrwistoŜĺ towarzyszŃca nowotworom 

CRP  è (ang. C-Reactive Protein); biağko C-reaktywne 

Cys è  (ang. cysteine); cysteina 

DAMP(s) è (ang.  Damage-Associated Molecular Patterns); 

struktury molekularne zwiŃzane z uszkodzeniem 

DAPI  è (ang. 4ǋ,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride); 

dichlorowodorek 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu 

DCF è (ang. 2',7'-dichlorofluorescein); 2ô,7ô-dichlorofluoresceina  

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

DHA  è (ang. Docosahexaenoic Acid); kwas dokozaheksaenowy 

DMEM   è (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium); podğoŨe wzrostowe DMEM 

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

podğoŨe wzrostowe DMEM:F12 

DMSO è  (ang. Dimethylsulfoxide); dimetylosulfotlenek  

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

DPBS è (ang. Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) 

DTNB è (ang. 5,5ô-dithiobis-(2-nitrobenzoic) acid); kwas 5,5ô-ditio-bis-2-nitrobenzoesowy 

ECOG è (ang. Eastern Cooperative Oncology Group); 

  skala sprawnoŜci okreŜlajŃca stan og·lny pacjenta z chorobŃ nowotworowŃ 

EDTA   è (ang. Ethylenediaminetetraacetic acid); kwas etylenodiaminotetraoctowy 

EGF  è (ang. Epidermal Growth Factor); nask·rkowy czynnik wzrostu 

EMP(s) è (ang. Erythrocyte-derived M icroparticles); 

mikroczŃstki pochodzenia erytrocytarnego 

EMV(s) è (ang. Erythrocyte-derived M icrovesicles); 

mikropňcherzyki pochodzenia erytrocytarnego  

ENA è (ang. Neutrophil-Activating Protein); biağko aktywujŃce neutrofile 

FBS  è (ang. Fetal Bovine Serum); bydlňca surowica pğodowa 

FFP è (ang. Fresh Frozen Plasma); ŜwieŨo mroŨone osocze 

free Hb è pozakom·rkowa (wolna) hemoglobina  

FSC è (ang. Forward Scatter Channel); przedni detektor Ŝwiatğa rozproszonego 

GP  è (ang. Glycoprotein); glikoproteina 

GP IIb/IIIa  è (ang. Glycoprotein IIb/IIIa); glikoproteina IIb/IIIa 

GPx è (ang. Glutathione Peroxidase); peroksydaza glutationowa 
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GRO è (ang. Growth-Related Oncogene); onkogen zwiŃzany ze wzrostem 

GSH è (ang. L-glutathione reduced); zredukowana postaĺ glutationu 

GST è (ang. Glutathione S-transferase); transferaza glutationowa 

H2DCF-DA  è   (ang. 2',7'-dichloro-dihydrofluorescein diacetate); 

dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny  

Hb  è (ang. Haemoglobin); hemoglobina 

HBSS  è (ang. Hankôs Buffered Salt Solution); zbuforowany roztw·r Hanksôa 

HepG2  è linia kom·rek ludzkiego raka wŃtrobowokom·rkowego  

HETE è kwas hydroksyeikozatetraenowy 

HLA  è (ang. Human Leucocyte Antygen); antygen ludzkich leukocyt·w 

HO-1 è (ang. Heme Oxygenase-1); oksygenaza hemowa-1 

HODE  è kwas hydroksyoktadekadienowy 

Hp è (ang. Haptoglobin); haptoglobina  

HRP  è (ang. Horseradish Peroxidase); peroksydaza chrzanowa 

IFN  è (ang. Interferon); interferon 

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

IL  è (ang. Interleukin); interleukina 

INFORM  è (ang. IN forming Fresh versus Old Red cell Management) 

INR   è znormalizowany czas protrombinowy 

K-562   è  linia ludzkich kom·rek przewlekğej biağaczki szpikowej (CML) 

KKCz  è Koncentraty K rwinek Czerwonych 

KKP   è Koncentratu K rwinek Pğytkowych 

LA  è (ang. L inoleic Acid); kwasy linolowy 

LDH  è (ang. Lactate Dehydrogenase); dehydrogenaza mleczanowa 

LO   è (ang. L ipoxygenase); lipooksygenaza 

LoVo  è linia ludzkich kom·rek gruczolakoraka jelita grubego 

LPS è (ang. L ipopolysaccharide); lipopolisacharyd 

LR  è (ang. Leukoreduced); leukoredukowany/filtrowany KKCz 

Lyso-PC  è  (ang. Lysophosphatidylcholine); lizofosfatydylocholina 

MAC  è (ang. Membrane Attack Complexes); kompleksy atakujŃce bğonň 

MCF-10A  è  linia ludzkich kom·rek nabğonkowych gruczoğu sutkowego 

MCF7  è linia ludzkich kom·rek gruczolakoraka piersi 

MCP  è (ang. Monocyte Chemoattractant Protein); biağko chemotaktyczne monocyt·w  

MDA   è (ang. Malondialdehyde); dialdehyd malonowy 

Met-Hb è (ang. Methemoglobin); methemoglobina 

MIF  è (ang. Macrophage Migration Inhibitory Factor); 

czynnik hamujŃcy migracjň makrofag·w 
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MIP  è (ang. Macrophage Inflammatory Protein); biağko makrofaga aktywowanego  

MPO è (ang. myeloperoxidase); mieloperoksydaza, peroksydaza krwinek biağych 

MP(s)/MV(s) è (ang. M icroparticles/M icrovesicles); mikroczŃstki/mikropňcherzyki 

mtDNA  è (ang. mitochondrial DNA); mitochondrialne DNA 

NADH   è (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide); 

dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (postaĺ zredukowana) 

NF-əB è (ang. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells); 

jŃdrowy czynnik transkrypcyjny kappa B 

NLR  è (ang. Non-leukoreduced); niefiltrowany KKCz 

NLRP è podtyp receptora NOD-podobnego 

NO è (ang. Nitric Oxide); tlenek azotu 

NOX è (ang. NADPH oxidase); oksydaza NADPH 

NTBI  è (ang. Non-Transferrin Bound Iron); Ũelazo niezwiŃzane z transferynŃ 

NUKKCz  è Napromieniowany Ubogoleukocytarny Koncentrat K rwinek Czerwonych 

NUKKP  è Napromieniowany Ubogoleukocytarny Koncentrat K rwinek Pğytkowych 

OIOM   è Oddziağ Intensywnej Opieki Medycznej 

OS è (ang. Oxidative Stress); stres oksydacyjny 

Pan02 è linia mysich kom·rek raka trzustki 

PAR(s) è (ang. Protease Activated Receptors); receptory aktywowane przez proteazy 

PA(s) è (ang. Platelet Aggregates); agregaty pğytkowe 

PBS  è (ang. Phosphate Buffered Saline); zbuforowany roztw·r soli fizjologicznej 

PC-3  è linia ludzkich kom·rek gruczolakoraka prostaty 

PDGF  è (ang. Platelet-Derived Growth Factor); pğytkopochodny czynnik wzrostu  

PES è (ang. Polyethersulfone); membrana polieterosulfonowa 

PGE2 è (ang. Prostaglandin E2); prostagladyna E2 

PGI2  è (ang. Prostacyclin I2); prostacyklina I2 

PLT(s) è (ang. Platelets); pğytki krwi, trombocyty 

PMP(s) è (ang. Platelet-derived M icroparticles); mikropňcherzyki pğytkowe  

POCHP è (ang. COPD; Chronic Obstructive Pulmonary Disease); 

przewlekğa obturacyjna choroba pğuc 

PPP è (ang. Platelet-Poor-Plasma); osocze ubogopğytkowe 

PRP è (ang. Platelet-Rich-Plasma); osocze bogatopğytkowe 

PRR(s) è (ang. Pattern Recognition Receptors); receptory rozpoznajŃce wzorce 

PS  è (ang. Phosphatidylserine); fosfatydyloseryna 

PT è (ang. Prothrombin Time); czas protrombinowy osocza 

PUFA(s) è (ang. Polyunsaturated Fatty Acids); wielonienasycone kwasy tğuszczowe 

PVC  è (ang. Polyvinyl Chloride); polichlorek winylu 
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RAGE è (ang. Receptor for Advanced Glycation End-Products); 

receptor wiŃŨŃcy koŒcowe produkty zaawansowanej glikacji 

RANTES è  (ang. Regulated on Activation Normal T-cell Expressed and Secreted); 

chemokina CCL5 

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

RCKiK  è Regionalne Centrum K rwiodawstwa i K rwiolecznictwa 

RCT(s) è (ang. Randomized Controlled Trials); randomizowane badania kontrolne 

RECESS è  (ang. Red-Cell Storage Duration Study)  

RFA è Reaktywne Formy Azotu 

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

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

rekombinowany ludzki nask·rkowy czynnik wzrostu 

ROP è (ang. Retinopathy of Prematurity); retinopatia wczeŜniak·w 

RPMI   è (ang. Roswell Park Memorial Institute medium); medium wzrostowe RPMI  

SAGM è (ang. Saline-Adenine-Glucose-Mannitol); 

roztw·r wzbogacajŃcy/uzupeğniajŃcy chlorek sodu-adenina-glukoza-mannitol 

sCD40L è rozpuszczalny ligand CD40 

SD è (ang. Standard Deviation); odchylenie standardowe 

SDF  è (ang. Stromal cell-derived Factor); zrňbowy czynnik wzrostu 

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

SEM è (ang. Standard Error of the Mean); bğŃd standardowy Ŝredniej 

sLR1/42 è supernatant otrzymany w 1./42. dniu z filtrowanych/ubogoleukocytarnych KKCz 

sNLR1/42 è  supernatant otrzymany w 1./42. dniu z niefiltrowanych KKCz  

SOD è  (ang. Superoxide Dismutase); dysmutaza ponadtlenkowa 

SSC è  (ang. Side Scatter Channel); boczny detektor Ŝwiatğa rozproszonego 

TBA  è  (ang. Thiobarbituric Acid); kwas tiobarbiturowy 

TBARS è  (ang. Thiobarbituric Acid Reactive Substances); substancje reagujŃce z TBA  

TCA  è  (ang. Trichloroacetic Acid); kwas trichlorooctowy 

TF è  (ang. Tissue Factor); czynnik tkankowy 

TGF  è  (ang. Transforming Growth Factor); transformujŃcy czynnik wzrostu  

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

TNB è  anionu kwasu 5-tio-2-nitrobenzoesowego 

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

tPA  è  (ang. tissue-type Plasminogen Activator); tkankowy aktywator plazminogenu 

TRALI  è  (ang. Transfusion Related Acute Lung Injury); 

ostre poprzetoczeniowe uszkodzenie pğuc 
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TRANSFUSE  è  (ang. STandaRd Issue TrANsfusion versuS Fresher Red-Cell Use in IntenSive  

CarE) 

Treg  è  (ang. regulatory T cells); limfocyty T regulatorowe 

TRIM  è  (ang. Transfusion-Related Immunomodulation); 

immunomodulacja zwiŃzana z przetoczeniem 

TT  è  (ang. Thrombin Time); czas trombinowy osocza 

UKKCz  è  Ubogoleukocytarny Koncentrat K rwinek Czerwonych 

uPA è (ang. urokinase-type Plasminogen Activator); 

urokinazowy aktywator plazminogenu 

VEGF  è  (ang. Vascular Endothelial Growth Factor); 

czynnik wzrostu Ŝr·dbğonka naczyniowego 

WHO è  (ang. World Health Organization); światowa Organizacja Zdrowia 

WWCOiT   è  Wojew·dzkie Wielospecjalistyczne Centrum Onkologii i Traumatologii 

  im. M. Kopernika w Ğodzi 

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

Koncentraty krwinek czerwonych (KKCz) sŃ najczňŜciej przetaczanym skğadnikiem 

krwi (na Ŝwiecie wedğug danych światowej Organizacji Zdrowia ponad 85 milion·w jednostek 

rocznie) [1-3]. W Polsce kaŨdego roku w Regionalnych Centrach Krwiodawstwa 

i Krwiolecznictwa (RCKiK) otrzymuje siň ponad milion jednostek KKCz, z kt·rych 

ok. 20-25% poddawanych jest procesowi usuwania leukocyt·w (UKKCz; ubogoleukocytarny 

KKCz) [4-14]. Dla por·wnania w Stanach Zjednoczonych aŨ 80% przetaczanych jednostek 

stanowi UKKCz [15]. 

KKCz przechowywane sŃ do 42 dni w temperaturze 4Ñ2ÁC w roztworze 

wzbogacajŃcym [16]. Przechowywanie jest konieczne, aby zapewniĺ odpowiedniŃ iloŜĺ 

jednostek dla potrzeb sğuŨby zdrowia [17]. Podstawowym wskazaniem do stosowania KKCz 

jest niedokrwistoŜĺ wynikajŃca z przebiegu r·Ũnych chor·b lub powstağa na skutek nagğej, 

duŨej utraty krwi (ponad 30% objňtoŜci krwi krŃŨŃcej). W sytuacji braku moŨliwoŜci 

wprowadzenia leczenia alternatywnego, np. substytucja niedobor·w, czy stosowanie Ŝrodk·w 

pobudzajŃcych erytropoezň, pacjentowi z niedokrwistoŜciŃ podaje siň KKCz 

w celu zapobiegania niedotlenieniu waŨnych dla Ũycia tkanek i narzŃd·w [18, 19]. Podczas 

rutynowego przechowywania ex vivo krwinki czerwone zachowujŃ w pewnym stopniu 

aktywnoŜĺ metabolicznŃ, ale jednoczeŜnie w tym Ŝrodowisku nie ma fizjologicznych 

system·w, kt·re usuwağyby, m.in. uszkodzone kom·rki oraz gromadzŃce siň metabolity 

i mikropňcherzyki (w organizmie funkcje te peğniŃ, odpowiednio ukğad siateczkowo-

Ŝr·dbğonkowy oraz wŃtroba, nerki i kom·rki Kupffera w wŃtrobie) [17, 20]. 

Wraz z wydğuŨaniem czasu przechowywania erytrocyty naraŨone sŃ na dziağanie coraz 

wiňkszych iloŜci produkt·w przemiany materii i kom·rkowych produkt·w degradacji, kt·re 

uwalniane sŃ do pğynu uzupeğniajŃcego, co nie pozostaje bez znaczenia dla jakoŜci 

tego skğadnika krwi [17]. Podstawowe pytania w dziedzinie transfuzjologii, na kt·re aktualnie 

nie ma jednoznacznej odpowiedzi dotyczŃ kwestii czy dğugo przechowywane (pod koniec 

terminu przydatnoŜci) krwinki czerwone sŃ tak samo skuteczne jak ŜwieŨe oraz czy gromadzŃce 

siň w pğynie wzbogacajŃcym przechowywanych KKCz substancje w bezpoŜredni spos·b 

zwiňkszajŃ ryzyko wystňpowania niepoŨŃdanych reakcji poprzetoczeniowych u biorc·w? 

A jeŜli tak, to czy zmniejszenie iloŜci leukocyt·w/pğytek krwi w jednostce KKCz ma wpğyw 

na czňstoŜĺ wystňpowania tych reakcji. 

WyjaŜnienie tych zagadnieŒ stanowi duŨe wyzwanie dla transfuzjolog·w, przede 
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wszystkim z tego powodu, Ũe leczenie koncentratem czerwonokrwinkowym stosowane 

jest w wielu jednostkach chorobowych i wiele r·Ũnych czynnik·w, niezaleŨnych 

od przetoczenia KKCz, moŨe wpğywaĺ na zwiňkszonŃ chorobowoŜĺ i ŜmiertelnoŜĺ biorc·w 

[17]. 

OkreŜlony maksymalny czas przechowywania KKCz w bankach krwi (42 dni) 

jest bezpoŜrednio zwiŃzany z poziomem zmian (m.in. metabolicznych, oksydacyjnych) 

i uszkodzeŒ krwinek czerwonych w wyniku ich przechowywania w warunkach ex vivo [21]. 

Zmiany te prowadzŃ miňdzy innymi do wysycenia transferyny osoczowej, zmiatania tlenku 

azotu czy immunomodulacji, a w konsekwencji mogŃ byĺ przyczynŃ wystňpowania 

niepoŨŃdanych reakcji poprzetoczeniowych, tj. ostre uszkodzenie pğuc czy nawet wyŨszej 

ŜmiertelnoŜci biorc·w [1]. Wyniki badaŒ wielu grup badawczych potwierdzajŃ, Ũe stosowanie 

dğuŨej przechowywanych (ponad 14 dni) KKCz zwiňksza ryzyko wystňpowania reakcji 

poprzetoczeniowych [22-24], wciŃŨ jednak dyskusyjnŃ jest kwestia czy powinno siň skr·ciĺ 

czas przechowywania tego skğadnika krwi i/lub wprowadziĺ obowiŃzek leukoredukcji. Wyniki 

randomizowanych badaŒ kontrolnych (ang. RCT; randomized controlled trials) nie wykazağy 

istotnego wpğywu dğuŨszego przechowywania na zachorowalnoŜĺ czy ŜmiertelnoŜĺ biorc·w 

[18, 25-27] na oddziağach kardiochirurgii i intensywnej terapii [28-31], nadal pozostajŃ jednak 

obawy dotyczŃce okreŜlonych grup pacjent·w, tj. pacjenci po rozlegğych urazach 

czy wymagajŃcy masowych i/lub regularnych (przez cağe Ũycie) przetoczeŒ [32]. W zwiŃzku 

z brakiem jednoznacznego stanowiska zagadnienie to pozostaje tematem aktualnych badaŒ. 

NiezaleŨnie od klinicznych skutk·w przetoczenia KKCz, przechowywanie kom·rek 

w warunkach ex vivo wpğywa na wiele kluczowych parametr·w [16]. Sugeruje siň, Ũe w ocenie 

jakoŜci, skutecznoŜci i bezpieczeŒstwa stosowania KKCz powinno oceniaĺ siň wiňcej 

parametr·w, nie tylko czas przechowywania w banku krwi [1]. 
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2. Zmiany zachodzŃce w przechowywanych KKCz 

Pierwszy skuteczny pğyn konserwujŃcy (ang. ACD; acid-citrate-dextrose, w skğadzie 

kwas cytrynowy-cytrynian-glukoza), sğuŨŃcy do przechowywania krwi peğnej przez okres 

do 21 dni, opracowano na poczŃtku lat 40. XX wieku. Wraz z upğywem lat opracowywano 

nowe pğyny konserwujŃce wydğuŨajŃce okres przechowywania krwi peğnej, 

m.in. CPD (ang. citrate-phosphate-dextrose, w skğadzie cytrynian-fosforan-glukoza) do 21 dni, 

CPDA (ang. citrate-phosphate-dextrose-adenine, w skğadzie cytrynian-fosforan-glukoza-

adenina) do 35 dni. Opracowano takŨe pğyny wzbogacajŃce (uzupeğniajŃce), kt·re umoŨliwiajŃ 

przechowywanie preparat·w czerwonokrwinkowych do 42 dni (czas standardowo liczony 

jest od dnia pobrania krwi w RCKiK) w temperaturze 4Ñ2ÁC, zapewniajŃce ŨywotnoŜĺ krwinek 

w zakresie 75-89% (kryterium jakoŜciowym jest przeŨycie przez 24 godziny w organizmie 

biorcy minimum 75% przetoczonych krwinek czerwonych) oraz hemolizň na poziomie poniŨej 

0,8% pod koniec okresu magazynowania (zgodnie z obowiŃzujŃcymi normami okreŜlonymi 

przez Radň Europy) [1, 2, 16, 33, 34]. PrzeŨywalnoŜĺ kom·rek po 24 godzinach od transfuzji 

mierzona jest in vivo po uprzednim znakowaniu krwinek izotopem 51Cr [2, 16, 34]. 

Wprowadzenie pğyn·w uzupeğniajŃcych, umoŨliwiajŃcych przechowywanie erytrocyt·w 

do szeŜciu tygodni, byğo duŨym osiŃgniňciem w transfuzjologii i umoŨliwiğo opracowywanie 

skutecznych system·w gospodarki krwiŃ i jej skğadnikami (w tzw. krajach zachodnich ok. 95% 

donacji KKCz znajduje biorc·w) [2]. 

W RCKiK preparat czerwonokrwinkowy przeznaczony do transfuzji (o hematokrycie 

65-75%) otrzymuje siň z jednej jednostki krwi peğnej pobranej uprzednio na ACD lub CPD, 

a nastňpnie po oddzieleniu poszczeg·lnych skğadnik·w krwi w procesie wirowania dodaniu 

odpowiedniego pğynu uzupeğniajŃcego do frakcji erytrocytarnej [2]. W krajach europejskich 

krwinki czerwone przechowywane sŃ w pğynie wzbogacajŃcym SAGM (ang. Saline-Adenine-

Glucose-Mannitol, w skğadzie chlorek sodu-adenina-glukoza-mannitol), zaŜ na Ŝwiecie 

najbardziej powszechne sŃ roztwory AS-1 (AdsolÈ), AS-3 (NutricelÈ) i AS-5 (OptisolÈ) [1, 2]. 

KKCz mogŃ byĺ poddane procesowi filtracji przy uŨyciu filtr·w antyleukocytarnych 

(leukoredukcji) w celu zmniejszenia naraŨenia biorcy na alloimmunizacjň antygenami 

HLA oraz zakaŨenie wirusem cytomegalii [1, 2, 35]. Tak przygotowany KKCz po podaniu 

biorcy powinien zwiňkszyĺ stňŨenie hemoglobiny o 1 g/dl oraz hematokryt o 3% [1]. 

Zmiany zachodzŃce w KKCz podczas przechowywania (ang. storage lesion) 

sŃ zwiŃzane ze starzeniem krwinek czerwonych w Ŝrodowisku ex vivo i obejmujŃ, 

m.in. hemolizň (wzrost stňŨenia pozakom·rkowego wolnego Ũelaza, hemu, hemoglobiny), 
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zmiany morfologiczne kom·rek (przede wszystkim wzrost odsetka sferocyt·w i echinocyt·w), 

oksydacyjne uszkodzenia biağek, lipid·w i wňglowodan·w, wzrost poziomu kwasu mlekowego 

oraz jon·w potasu i wapnia, spadek stňŨenia 2,3-DPG i ATP, spadek pH i szybkoŜci glikolizy 

czy akumulacjň uwalnianych z krwinek bioaktywnych biağek, lipid·w 

i mikroczŃstek/mikropňcherzyk·w pochodzenia erytrocytarnego (ang. erythrocyte-derived 

microparticles; EMPs, erythrocyte-derived microvesicles; EMVs) [21, 34, 36-41]. Opisane 

dotychczas w obszernej literaturze zmiany zachodzŃce w przechowywanych KKCz 

podsumowuje Rycina 1. 

 
Rycina 1. Zmiany zachodzŃce w przechowywanych KKCz. Strzağki powyŨej linii bazowej reprezentujŃ wzrost, 

a poniŨej spadek zmiennej. Opracowanie wğasne na podstawie [39]. Skr·ty: ATP (ang. adenosine triphosphate), 

adenozynotrifosforan; DPG (ang. diphosphoglycerate), difosfoglicerynian; Hb, hemoglobina; IL (ang. interleukin), interleukina; MAC (ang. 

membrane attack complexes), kompleksy atakujŃce bğonň; MDA (ang. malondialdehyde), dialdehyd malonowy; MPs (ang. microparticles), 

mikroczŃstki; NADH (ang. nicotinamide adenine dinucleotide), dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (postaĺ zredukowana); NO (ang. nitric 

oxide), tlenku azotu; PS (ang. phosphatidylserine), fosfatydyloseryna; RBC (ang. red blood cel), krwinka czerwona; RFT, reaktywne formy 

tlenu; TGF (ang. transforming growth factor), transformujŃcy czynnik wzrostu; TNF (ang. tumor necrosis factor), czynnik martwicy 

nowotwor·w.  

W ostatnio prowadzonych badaniach zaobserwowano istotny wzrost poziomu 

mitochondrialnego DNA (mtDNA) i mikropňcherzyk·w (MPs) zewnŃtrzkom·rkowych 

w KKCz w zaleŨnoŜci od sposobu przygotowania jednostki oraz w miarň upğywu czasu 

przechowywania [42, 43]. Pomimo tego, iŨ znaczenie kliniczne tego odkrycia nie zostağo 

poznane, zar·wno mtDNA jak i MPs mogŃ mieĺ wpğyw na bezpieczeŒstwo transfuzji, 

poniewaŨ naleŨŃ do grupy struktur molekularnych zwiŃzanych z uszkodzeniem (ang. DAMPs; 

damage-associated molecular pattern), kt·re potencjalnie mogŃ aktywowaĺ ukğad 
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odpornoŜciowy biorcy poprzez reakcjň z receptorami rozpoznajŃcymi wzorce (ang. PRRs; 

pattern recognition receptors) [42, 43]. JednŃ z potencjalnych przyczyn wystňpowania reakcji 

poprzetoczeniowych u biorc·w sŃ gromadzŃce siň w KKCz bioaktywne lipidy. 

Przeprowadzone badania metabolomiczne, polegajŃce na oznaczeniu panelu bioaktywnych 

lipid·w, zar·wno w jednostkach KKCz poddanych leukoredukcji, jak i niefiltrowanych 

wykazağo, iŨ filtracja istotnie zmniejszağa produkcjň tych zwiŃzk·w. W 42. dniu 

przechowywania zaobserwowano jednak wystňpowanie wielonienasyconych kwas·w 

tğuszczowych (ang. PUFAs; polyunsaturated fatty acids) i produkt·w ich utleniania 

(tj. oksylipin) niezaleŨnie od tego czy jednostki KKCz byğy filtrowane czy nie [44]. 

 
Rycina 2. ZmiennoŜĺ dawc·w jako problem transfuzjologii. Opracowanie wğasne na podstawie [44-47]. 

W zwiŃzku z faktem, Ũe poziom wiňkszoŜci parametr·w sğuŨŃcych do oceny zmian 

zachodzŃcych podczas przechowywania KKCz roŜnie wraz z czasem, w literaturze jednostki 

KKCz czňsto dzieli siň na ĂŜwieŨeò (Ò 21 dni przechowywania) oraz Ăstareò (>21 dni) [48, 49]. 

W innych badaniach jednostki KKCz juŨ po 14 dniach przechowywania (>14 dni) sŃ okreŜlane 

jako Ăstareò [50]. ZağoŨenie to spowodowağo przyjňcie stanowiska, Ũe KKCz przechowywane 

tyle samo dni charakteryzujŃ siň por·wnywalnŃ jakoŜciŃ, co jak siň p·Ŧniej okazağo 

nie jest prawdŃ, a Ăwiekò KKCz nie jest wystarczajŃcym wskaŦnikiem jakoŜci 

przechowywanego skğadnika krwi [51, 52]. ZmiennoŜĺ genetyczna dawc·w, jak i czynniki 

niegenetyczne, tj. dieta, wiek, styl Ũycia [45, 47], wpğywajŃ na tempo wystňpowania zmian 

w KKCz oraz odpornoŜĺ krwinek czerwonych na uszkodzenia wynikajŃce z przechowywania 

w warunkach ex vivo (Rycina 2) [34, 45, 46, 52]. Na podstawie przeprowadzonych badaŒ 
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wykazano, iŨ przeŨywalnoŜĺ erytrocyt·w in vivo po przetoczeniu dğuŨej przechowywanych 

KKCz waha siň w szerokim zakresie od 35% do 82% [33]. Do genetycznie uwarunkowanych 

czynnik·w, wpğywajŃcych na wytrzymağoŜĺ krwinek czerwonych w warunkach 

przechowywania zaliczono, m.in. wewnŃtrzkom·rkowy poziom glutationu w krwinkach 

[53, 54], predyspozycjň do hemolizy in vitro [55] oraz wystňpowanie rodzinnej 

pseudohiperkaliemii u dawc·w [47, 56]. PodsumowujŃc, krwinki czerwone dawc·w, tak samo 

jak ludzie, starzejŃ siň w r·Ũnym tempie, dlatego wprowadzone pojňcie Ăwiek metabolicznyò 

przechowywanych erytrocyt·w jest duŨo dokğadniejszym i bardziej istotnym klinicznie 

parametrem niŨ czas przechowywania jednostki KKCz. Jest nadzieja, Ũe w przyszğoŜci na bazie 

powyŨszych odkryĺ moŨliwe bňdzie opracowanie nowatorskich, spersonalizowanych strategii 

otrzymywania i przechowywania KKCz dostosowanych do zmiennoŜci dawc·w i biorc·w krwi 

[34, 45, 52]. 

Obecnie nadal trwajŃ badania nad opracowaniem narzňdzi przesiewowych 

pozwalajŃcych dokğadniej okreŜliĺ w jakim stopniu krwinki czerwone od danego dawcy bňdŃ 

podatne na zmiany/uszkodzenia podczas przechowywania i w jakim tempie te zmiany bňdŃ 

zachodziĺ [39, 52, 55, 57, 58]. Prawidğowa interpretacja wynik·w przeprowadzonych 

dotychczas badaŒ klinicznych bňdzie moŨliwa po uprzednim uwzglňdnieniu w nich zmiennoŜci 

miňdzyosobniczej dawc·w [39, 45, 55]. 

2.1. Zmiany zachodzŃce w supernatantach przechowywanych KKCz 

Podczas przechowywania w supernatantach jednostek KKCz gromadzŃ siň liczne 

biologicznie aktywne substancje, m.in. wolna hemoglobina (Hb), hem, Ũelazo, uszkodzone 

biağka i lipidy, cytokiny; dochodzi takŨe do uwalniania mikroczŃstek [35, 47, 59-64]. 

W KKCz, kt·re nie byğy poddane procesowi filtracji (leukoredukcji) obecne sŃ, 

jako zanieczyszczenia, pğytki krwi oraz krwinki biağe (leukocyty) dawcy, kt·re r·wnieŨ 

uwalniajŃ zwiŃzki bioaktywne (m.in. cytokiny, mediatory wazoaktywne, enzymy 

proteolityczne) do supernatantu [65]. IstniejŃ dowody, Ũe supernatanty pochodzŃce 

z przechowywanych ubogoleukocytarnych jednostek KKCz takŨe nie sŃ w peğni bezpieczne 

dla biorcy [65]. Wszystkie zgromadzone w supernatancie skğadniki wraz z krwinkami 

czerwonymi przetaczane sŃ biorcom podczas transfuzji. Na podstawie badaŒ in vitro 

dowiedziono, iŨ supernatanty pochodzŃce z dğuŨej przechowywanych KKCz wykazujŃ 

wğaŜciwoŜci prokoagulacyjne, zakrzepowe, immunomodulujŃce oraz zwňŨajŃce naczynia 

krwionoŜne [63, 66-74], choĺ kliniczne znaczenie tych zjawisk nie jest dobrze poznane. 
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Badania na modelach zwierzňcych wykazağy, iŨ uwalniane czynniki bioaktywne charakteryzujŃ 

siň potencjalnie toksycznym dziağaniem [41]. Do najdokğadniej opisanych czynnik·w naleŨŃ: 

- mikroczŃstki, kt·re mogŃ dziağaĺ prokoagulacyjnie [69, 75-77] oraz wpğywajŃ 

na odpornoŜĺ wrodzonŃ i adaptacyjnŃ oraz stan fizjologiczny organizmu [78], 

- bioaktywne lipidy, kt·re aktywujŃ neutrofile i mogŃ przyczyniaĺ siň do wystňpowania 

ostrego poprzetoczeniowego uszkodzenia pğuc (ang. TRALI; Transfusion Related Acute Lung 

Injury) [79], 

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

- zmiatacze tlenku azotu (NO), tj. wolna hemoglobina oraz Hb wystňpujŃca 

w mikroczŃstkach, kt·re mogŃ zaburzaĺ relaksacjň naczyŒ krwionoŜnych [81], 

- Ũelazo wolne i niezwiŃzane z transferynŃ, kt·re moŨe sprzyjaĺ wzrostowi bakterii 

syderofilnych [41, 61, 82, 83]. 

Na podstawie wynik·w badaŒ in vitro moŨemy przewidywaĺ z duŨym 

prawdopodobieŒstwem, Ũe przetoczone KKCz bňdŃ miağy wpğyw na biorc·w transfuzji 

in vivo [17, 62]. 

2.1.1. Hemoglobina, hem i Ũelazo 

Wystňpowanie hemolizy w przechowywanych KKCz jest jednŃ z najbardziej 

niepoŨŃdanych zmian zachodzŃcych w tych jednostkach. StopieŒ hemolizy powszechnie 

uznawany jest jako miara jakoŜci tego skğadnika krwi. Hemoglobina w supernatantach KKCz 

moŨe byĺ obecna w postaci wolnej w roztworze (Hb pozakom·rkowa; ang. free Hb) 

lub tworzyĺ kompleksy z haptoglobinŃ, wystňpuje takŨe w mikropňcherzykach uwalnianych 

z erytrocyt·w [84]. Dotychczas nie okreŜlono jakie stňŨenie Hb w supernatancie KKCz 

jest szkodliwe dla biorcy, jednak wysoki stopieŒ hemolizy zdefiniowany jako niedopuszczalny 

w jednostce (>1,0%) bezpoŜrednio zwiŃzany jest z wysokim poziomem wolnej 

Hb (>500 mg/dl) [84]. 

Kliniczne skutki przetaczania KKCz, z koŒcowym terminem waŨnoŜci, zawierajŃcych 

wyŨsze, w por·wnaniu ze ĂŜwieŨymò, stňŨenie zewnŃtrzkom·rkowej Hb nie sŃ jednoznacznie 

okreŜlone. Sugeruje siň, Ũe pozakom·rkowa Hb moŨe byĺ gğ·wnŃ przyczynŃ lub jednym 

z czynnik·w wpğywajŃcych na wystňpowanie wielu poprzetoczeniowych zdarzeŒ 

niepoŨŃdanych [85-87]. W jednym z ostatnich raport·w Goel i wsp. [88] wykazali zwiňkszone 

ryzyko wystŃpienia powikğaŒ (czňstsze wystňpowanie zakrzepicy czy infekcji bakteryjnej) 

u biorc·w po przetoczeniu KKCz przechowywanych powyŨej 35 dni. Obecne w supernatancie 
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wolna Hb, hem oraz Ũelazo sŃ toksyczne dla wielu kom·rek i tkanek organizmu [89-91]. 

Postuluje siň, iŨ Hb pozakom·rkowa oraz obecna w EMPs wiŃŨe i inaktywuje tlenek azotu, 

co skutkuje zwňŨeniem naczyŒ krwionoŜnych, nasileniem niedokrwienia [39, 84, 87, 91, 92] 

oraz aktywacjŃ pğytek krwi [81, 93] i kom·rek Ŝr·dbğonka [94] (Rycina 3). Nowsze badania 

donoszŃ, Ũe tlenek azotu moŨe zachowywaĺ funkcje biologiczne przez odwracalne wiŃzanie 

z resztŃ cysteiny (Cys-93) ğaŒcucha ɓ hemoglobiny, w rezultacie tworzŃc S-nitrozotiole, kt·re 

sŃ silnymi inhibitorami agregacji pğytek krwi [86, 95, 96]. PodsumowujŃc, pozakom·rkowa 

Hb odgrywa waŨnŃ rolň w utrzymaniu r·wnowagi hemostatycznej, moŨe aktywowaĺ czynnoŜĺ 

pğytek krwi poprzez zmiatanie NO lub dziağaĺ jak inhibitor uwalniajŃc funkcjonalne 

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

 
Rycina 3. Skutki nadmiaru pozakom·rkowej hemoglobiny (Hb) w naczyniach krwionoŜnych. W warunkach 

fizjologicznych osoczowa haptoglobina (Hp) wiŃŨe wolnŃ Hb hamujŃc jej aktywnoŜĺ pro-oksydacyjnŃ. 

W sytuacji, gdy Hp nie jest w stanie wychwyciĺ tak duŨych iloŜci pozakom·rkowej Hb dostarczonej podczas 

przetoczenia KKCz, niezwiŃzana, wolna Hb wychwytuje NO pochodzŃcy ze Ŝr·dbğonka, tworzŃc methemoglobinň 

(Met-Hb) i NO3
-. Zmniejszona biodostňpnoŜĺ NO u biorc·w powoduje zmiany napiňcia naczyniowego, aktywacjň 

pğytek krwi i odpowiedŦ zapalnŃ, co dalej moŨe prowadziĺ do niedokrwienia tkanek 

i uszkodzenia narzŃd·w wewnňtrznych. Opracowanie wğasne na podstawie [15, 65]. Skr·ty: Hb, hemoglobina; HO-1, 

oksygenaza hemowa-1; Hp, haptoglobina; Met-Hb, methemoglobina; NO, tlenek azotu; NTBI, Ũelazo niezwiŃzane z transferynŃ; RBC, krwinka 

czerwona. 

Wolny hem, jako jeden ze skğadnik·w supernatant·w KKCz powoduje wzrost 

aktywnoŜci oksygenazy hemowej, generuje reaktywne formy tlenu (RFT) oraz aktywuje 

makrofagi i kom·rki Ŝr·dbğonka [15, 97]. 

Przetaczanie Ăstarychò jednostek KKCz moŨe powodowaĺ przeciŃŨenie organizmu 

biorcy Ũelazem (hemochromatozň wt·rnŃ) [38, 83, 98] i odkğadanie zğog·w Ũelaza w nerkach, 

wŃtrobie i Ŝledzionie [92]. Wszystkie moŨliwe formy Ũelaza niepoğŃczone z transferynŃ, 
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a z biağkami (tj. albumina, ceruloplazmina; ang. high molecular weight-NTBI) 

lub mağoczŃsteczkowymi ligandami (tj. ATP, AMP, cytrynian, mleczan, fosforan, octan; 

ang. low molecular weight-NTBI) stanowiŃ pulň zwiŃzk·w nazwanych NTBI 

(ang. non-transferin-bound iron; Ũelazo niezwiŃzane z transferynŃ) [99]. NTBI moŨe nasilaĺ 

stres oksydacyjny w tkankach i narzŃdach, a w konsekwencji upoŜledzaĺ ich funkcjonowanie, 

powodowaĺ dysfunkcje kom·rek Ŝr·dbğonka, zwiňkszaĺ wirulencjň niekt·rych patogen·w, 

prowadziĺ do reakcji prozapalnych oraz odgrywaĺ rolň w przebiegu zdarzeŒ naczyniowo-

okluzyjnych (Rycina 4) [84, 90, 98, 100]. Okoğo 25% przetoczonych krwinek czerwonych 

jest usuwana z krwiobiegu biorcy przez ukğad fagocytarny. Zwiňkszony wewnŃtrzkom·rkowy 

poziom wolnego Ũelaza powoduje wzmoŨonŃ produkcjň i uwalnianie prozapalnych cytokin 

przez fagocyty, co moŨe skutkowaĺ nasilonŃ odpowiedziŃ zapalnŃ w organizmie. Nadmiar 

wolnego Ũelaza z fagocyt·w prowadzi do podwyŨszonego poziomu NTBI, kt·ry 

moŨe powodowaĺ wspomniane uszkodzenia oksydacyjne i proliferacjň bakterii ferrofilnych, 

co z kolei zwiňksza ryzyko wystŃpienia zakaŨenia zwiŃzanego z przetoczeniem (Rycina 4) [87]. 

 
Rycina 4. Hipoteza dotyczŃca udziağu Ũelaza w zakaŨeniu bakteryjnym po przetoczenia starszych KKCz. 

(A) ŧelazo uwolnione z Hb po wchğoniňciu krwinek czerwonych przez makrofagi przedstawiajŃ zielone k·ğka, 

wewnŃtrzkom·rkowo syntetyzowane i uwalniane cytokiny to Ũ·ğte k·ğka, niebieski cylinder w makrofagach 

przedstawia ferroportynň (kanağ eksportu Ũelaza z wnňtrza kom·rki). (B) Model przedstawiajŃcy hipotetyczny 

mechanizm pochğaniania Ăstarszychò krwinek czerwonych przez makrofagi, w kt·rym aktywacja czynnika NFǶB 

oraz kompleksu inflamasomu poprzez szlak sygnağowy 1 oraz 2, prowadzi do produkcji cytokin prozapalnych 

odpowiedzialnych za inicjacjň i podtrzymanie miejscowego stanu zapalnego. Opracowanie wğasne na podstawie 

[82]. Skr·ty: CO, tlenek wňgla; HO-1, oksygenaza hemowa-1; IL, interleukina; MCP-1, biağko chemoatraktanta monocyt·w-1; NLRP, podtyp 

receptora NOD-podobnego; NTBI, Ũelazo niezwiŃzane z transferynŃ; RFT, reaktywne formy tlenu.  
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2.1.2. Mikropňcherzyki pochodzenia erytrocytarnego 

Mikropňcherzyki/mikroczŃstki zewnŃtrzkom·rkowe (ang. MPs/MVs; 

microparticles/microvesicles) to mağe fosfolipidowe fragmenty uwalniane z bğon 

kom·rkowych w wyniku przegrupowaŒ cytoszkieletu i pofağdowaŒ bğony spowodowanych 

aktywacjŃ, apoptozŃ lub starzeniem [1, 46, 101]. Mikropňcherzyki w zaleŨnoŜci od wielkoŜci 

czy sposobu w jaki dochodzi do ich powstawania nazywane sŃ egzosomami, 

mikropňcherzykami, mikroczŃstami lub ciağkami apoptycznymi [15, 102]. MPs r·ŨniŃ 

siň wielkoŜciŃ, ich Ŝrednica waha siň od 30 nm do 1 ɛm [1, 16]. PoŜredniczŃ w komunikacji 

kom·rka-kom·rka przenoszŃc ğadunek receptor·w powierzchniowych, mRNA i mikroRNA 

z kom·rki macierzystej do docelowych. Dodatkowo mogŃ wiŃzaĺ i ğŃczyĺ siň z bğonŃ 

plazmatycznŃ kom·rki docelowej lub zostajŃ przez niŃ pochğoniňte [46, 101, 103]. W ostatnich 

latach poczyniono znaczne postňpy w celu scharakteryzowania MPs pochodzŃcych z kom·rek 

krwi i ocenie ich potencjalnej roli w zdrowiu i chorobie. Pierwszy raport o istnieniu MPs 

we krwi zostağ opublikowany prawie 70 lat temu (dot. mikroczŃstek pochodzenia pğytkowego). 

Nastňpnie w osoczu zidentyfikowano mikroczŃstki pochodzŃce z krwinek czerwonych, 

monocyt·w, kom·rek Ŝr·dbğonka i granulocyt·w [1, 101]. 

Przeprowadzone dotychczas badania potwierdzajŃ gromadzenie siň MPs 

wraz z wydğuŨaniem czasu przechowywania niefiltrowanych KKCz [77], jak i filtrowanych 

jednostek [104-106]. ZdecydowanŃ wiňkszoŜĺ MPs stanowiŃ te pochodzŃce z krwinek 

czerwonych (ang. EMPs; erythrocyte-derived microparticles), ale MPs pochodzŃce 

z leukocyt·w czy pğytek krwi r·wnieŨ wystňpujŃ w supernatantach KKCz (w szczeg·lnoŜci 

w niefiltrowanych) oraz ich poziom zwiňksza siň podczas przechowywania [77, 107]. 

Potwierdzono, iŨ podczas przechowywania filtrowanych KKCz dochodzi r·wnieŨ w gğ·wnej 

mierze do gromadzenia siň EMPs [104-106] oraz fosfolipid·w wykazujŃcych aktywnoŜĺ 

prokoagulacyjnŃ [106]. W EMPs zidentyfikowano, m.in. Hb, fosfatydyloserynň (PS), biağko 

pasma 3, aktynň, glikoforyny, lipidy, biağka tratw lipidowych, prokaspazy i kaspazy (3 i 8), Fas, 

FADD, CD47 i immunoglobulinň G [59, 87, 92]. Przenoszone przez EMPs czŃsteczki 

sygnağowe (tj. cytokiny, chemokiny, hem, Hb, IgG, czynnik tkankowy, PS, skğadniki 

dopeğniacza) oraz antygeny mogŃ wpğywaĺ negatywnie na organizm biorcy aktywujŃc 

lub regulujŃc, takie procesy jak angiogeneza, krzepniňcie, stan zapalny oraz odpowiedŦ 

immunologiczna, poprzez zğoŨone interakcje z kom·rkami krwi i Ŝr·dbğonkiem [87]. IloŜĺ 

EMPs w supernatancie jednostek KKCz moŨe wzrosnŃĺ nawet 20-krotnie pod koniec okresu 

przechowywania, co bezpoŜrednio wpğywa na jakoŜĺ skğadnika krwi [15, 39, 101]. 
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Przetoczenie duŨej iloŜci nagromadzonych EMPs nie jest bez znaczenia dla biorc·w. 

EMPs majŃ zdolnoŜĺ wychwytywania NO, co wpğywa na utlenowanie tkanek, 

a co w nastňpstwie prowadzi do uszkodzenia narzŃd·w [39, 108]. Przypisywane sŃ im takŨe 

wğaŜciwoŜci prozapalne, prokoagulacyjne, trombogenne, immunogenne (Rycina 5) [16, 92, 

101, 109, 110]. Badania kliniczne wykazağy, Ũe przetoczenie dğuŨej przechowywanego KKCz 

zwiŃzane jest ze zwiňkszonŃ czňstoŜciŃ wystňpowania zakrzepicy Ũyğ gğňbokich [22, 46]. 

Natomiast w badaniach in vitro zar·wno EMPs pochodzŃce ze ĂŜwieŨychò 

jak i przechowywanych KKCz wywoğywağy silnŃ reakcjň zapalnŃ u biorcy przejawiajŃcŃ 

siň produkcjŃ IL-6 i IL-8 oraz czynnika martwicy nowotworu (TNF-Ŭ) [101]. 

 
Rycina 5. WğaŜciwoŜci EMPs pochodzŃcych z KKCz na podstawie dostňpnych wynik·w badaŒ in vitro. 

Opracowanie wğasne na podstawie [16, 76, 106, 111-113].  

Badania nad mechanizmami odpowiedzialnymi za aktywnoŜĺ prokoagulacyjnŃ EMPs 

prowadzone sŃ od kilku lat [112]. Na ich podstawie wykazano, Ũe EMPs uczestniczŃ 

w heterotypowych oddziağywaniach z monocytami, a ekspresja czynnika tkankowego 

w monocytach i osoczu wzrasta po ekspozycji na EMPs [112]. EMPs inicjujŃ 

takŨe powstawanie zmian fenotypowych w pğytkach krwi, powodujŃ zwiňkszenie ekspresji 

powierzchniowej selektyny-P oraz aktywowanego receptora GP IIb/IIIa [112, 114]. 

Zdecydowana wiňkszoŜĺ uwalnianych EMPs wykazuje ekspozycjň ujemnie nağadowanych 

fosfolipid·w (gğ·wnie PS) zapewniajŃc powierzchniň do tworzenia kompleks·w 

protrombinazy i tenazy [76, 103, 105, 115]. Rubin i in. [68] poszukiwali odpowiedzi 

na nurtujŃce ich pytanie dotyczŃce element·w ukğadu krzepniňcia, kt·re uczestniczŃ 

w inicjowaniu i propagowaniu prokoagulacyjnego dziağania EMPs. Odkryli, Ũe EMPs 
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wykazujŃ wğaŜciwoŜci prokoagulacyjne zaleŨnie od czynnika XI oraz mogŃ wpğywaĺ 

na wytwarzanie trombiny [68]. Kilka lat p·Ŧniej dowiedziono, Ũe EMPs przyczyniajŃ 

siň do wytwarzania trombiny poprzez kompleks protrombinazy [116]. Najnowsze doniesienia 

dotyczŃce potencjalnych mechanizm·w aktywacji kaskady krzepniňcia indukowanej EMPs, 

co moŨe leŨeĺ u podstaw poprzetoczeniowych powikğaŒ zakrzepowo-zapalnych wskazujŃ, 

Ũe EMPs bezpoŜrednio aktywujŃ czynnik XII (FXII) oraz prekalikreinň, co nastňpnie prowadzi 

do aktywacji FIX przez 2 niezaleŨne szlaki: klasyczny FXIIa-FXI-FIX i bezpoŜredniŃ 

aktywacjň FIX przez kalikreinň (Rycina 6) [117, 118]. Zbadane szlaki sŃ potencjalnymi celami 

w zapobieganiu powikğaniom zakrzepowym lub zapalnym zwiŃzanym z przetoczeniem KKCz 

[118]. 

 
Rycina 6. Szlaki inicjacji kaskady krzepniňcia indukowane przez mikroczŃstki pochodzenia erytrocytarnego 

obecne w KKCz. EMPs bezpoŜrednio promujŃ aktywacjň FXII i PK, prowadzŃc do tworzenia FXIIa i PKa. 

Czynnik XIIa dodatkowo aktywuje PK, podczas gdy PKa aktywuje FXII. Do aktywacji czynnika IX dochodzi 

poprzez dwa niezaleŨne szlaki. Szlak zaznaczony kolorem niebieskim, w kt·rym FXIIa poŜrednio aktywuje FIX 

po aktywacji FXI, oraz szlak alternatywny przedstawiony kolorem czerwonym, w kt·rym PKa bezpoŜrednio 

aktywuje FIX. Oba szlaki ostatecznie prowadzŃ do tworzenia trombiny przez wsp·lny szlak. Opracowanie wğasne 

na podstawie [118, 119]. 

2.1.3. Cytokiny 

Dane literaturowe wskazujŃ, Ũe w supernatantach przechowywanych KKCz gromadzŃ 

siň czynniki immunomodulujŃce, tj. cytokiny prozapalne, kt·rych obecnoŜĺ 

moŨe byĺ potencjalnŃ przyczynŃ wystňpowania niepoŨŃdanych reakcji poprzetoczeniowych 

u biorc·w [38, 43, 83, 120, 121]. Cytokiny mogŃ napňdzaĺ og·lnoustrojowŃ reakcjň zapalnŃ 

u pacjent·w [38]. IloŜĺ cytokin w KKCz jest bezpoŜrednio zwiŃzana z obecnoŜciŃ biağych 

krwinek w jednostce na poczŃtku okresu przechowywania. CzňstoŜĺ wystňpowania reakcji 

poprzetoczeniowych po przetoczeniu UKKCz moŨe siň znaczŃco zmniejszyĺ z powodu 
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mniejszej iloŜci rozpuszczalnego CD40L oraz bioaktywnych lipid·w w supernatantach 

tych jednostek w por·wnaniu do niefiltrowanych. Biağe krwinki dawc·w uwalniajŃ cytokiny 

oraz czynniki lipidowe wraz ze wzrostem czasu przechowywania, czynniki te majŃ zdolnoŜĺ, 

m.in. do aktywacji neutrofili [38].  

We wczesnych badaniach dowiedziono, iŨ w 40. dniu przechowywania dochodzi 

do znacznego zwiňkszenia poziomu IL-1 oraz IL-8 w supernatantach KKCz wzglňdem dnia 

pierwszego [120]. Wysokie poziomy TNF-Ŭ, IL-6 oraz IL-1 (czynnik·w bezpoŜrednio 

hamujŃcych erytropoezň poprzez blokowanie wytwarzania krwinek czerwonych w szpiku 

kostnym) potwierdziğy r·wnieŨ inne zespoğy badawcze [122, 123]. TNF-Ŭ przede wszystkim 

odpowiedzialny jest za utrzymywanie homeostazy ukğadu odpornoŜciowego, ale peğni r·wnieŨ 

kilka innych funkcji immunologicznych, tj. zdolnoŜĺ do wywoğywania apoptotycznej Ŝmierci 

kom·rek czy stanu zapalnego. Natomiast IL-6 jest mediatorem odpowiedzi fazy ostrej 

oraz gorŃczki [123]. 

W UKKCz r·wnieŨ wykazano postňpujŃcy wzrost poziomu wielu mediator·w 

prozapalnych pochodzŃcych z r·Ũnych typ·w kom·rek, tj. cytokiny, ligand CD40 

i immunologicznie czynnych fosfolipid·w [124]. Szczeg·lne znaczenie mogŃ odgrywaĺ 

lizofosfatydylocholina (lizo-PC) i rozpuszczalny ligand CD40 (sCD40L). Ten drugi 

jest prozapalnym mediatorem pochodzenia pğytkowego, kt·ry wiŃŨe siň z CD40 obecnym 

na neutrofilach przylegajŃcych do Ŝr·dbğonka [124]. Pomimo tego, iŨ filtracja 

przed przechowywaniem KKCz usuwa z niego zdecydowanŃ wiňkszoŜĺ leukocyt·w i pğytek 

krwi (i tym samym produkt·w z nich pochodzŃcych) sugeruje siň, iŨ niekt·re czynniki 

prozapalne nadal mogŃ gromadziĺ siň w istotnych klinicznie stňŨeniach. Jednym z nich 

jest uwalniana z biağych krwinek chemokina CCL5, nazywana teŨ RANTES (ang. Regulated 

on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted), kt·rej iloŜĺ stopniowo wzrasta 

w supernatantach przechowywanych UKKCz. Chemokina ta indukuje proliferacjň i aktywacjň 

kom·rek NK oraz prowadzi aktywnŃ rekrutacjň kom·rek T, bazofili, eozynofili i monocyt·w 

do miejsc zapalenia [124]. 

U pacjent·w z nowotworem trzustki zaobserwowano zmniejszony wskaŦnik przeŨycia 

zwiŃzany z okoğooperacyjnym przetoczeniem KKCz. Zasugerowano, Ũe progresja guza 

moŨe byĺ przyspieszana przez obecne w supernatantach cytokiny pro-nowotworowe 

oraz czynniki wzrostu [123]. Po dogğňbnej analizie supernatant·w otrzymanych z jednostek 

ubogoleukocytarnych (sLR) oraz niefiltrowanych (sNLR) otrzymanych w 1. oraz 42. dniu 

przechowywania wykazano podwyŨszonŃ ekspresjň nastňpujŃcych rozpuszczalnych 

mediator·w nowotworowych, tj. biağka chemotaktycznego monocyt·w-1 (MCP-1, stňŨenie 
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wzrastağo wraz z czasem przechowywania), RANTES (stňŨenie niŨsze pod koniec okresu 

przechowywania w sLR, w 1. dniu przechowywania na podobnym poziomie), angiogeniny 

(brak wpğywu czasu przechowywania na stňŨenie), czynnika martwicy nowotworu-Ŭ 

(TNF-Ŭ, brak r·Ũnic w poziomie pomiňdzy sNLR a sLR oraz brak wpğywu czasu 

przechowywania), nask·rkowego czynnika wzrostu (EGF) i czynnika wzrostu pochodzenia 

pğytkowego (PDGF) (stňŨenie wzrastağo wraz z czasem przechowywania NLR). Szczeg·ğowe 

wyniki opisanych badaŒ przedstawia Tabela 1 [123].  

Tabela 1. Cytokiny o wğaŜciwoŜciach pro-nowotworowych zidentyfikowane w ŜwieŨych i dğugo 

przechowywanych KKCz. Opracowano na podstawie [123].  

 sNLR1 sNLR42 sLR1 sLR42 

MCP-1 78,2 Ñ 7,3 pg/ml 647,8 Ñ 220,7 pg/ml 86,3 Ñ 6,3 pg/ml 121,2 Ñ 6,1 pg/ml 

RANTES 12,0 Ñ 1,6 pg/ml 15,8 Ñ 0,7 pg/ml 13,8 Ñ 1,8 pg/ml 3,0 Ñ 1,9 pg/ml 

Angiogenina 44,2 Ñ 3,7 pg/ml - niewykrywalne - 

TNF-Ŭ - - - - 

EGF 216,4 Ñ 3,8 pg/ml 1436,4 Ñ 238,6 pg/ml - - 

PDGF 61,6 Ñ 6,0 pg/ml 76,5 Ñ 1,7 pg/ml - - 

 

ZawartoŜĺ biağych krwinek oraz Ăwiekò skğadnika krwi uwaŨane sŃ za gğ·wne czynniki 

decydujŃce o stňŨeniu cytokin w jednostkach KKCz. NaleŨy takŨe pamiňtaĺ, 

Ũe przechowywane KKCz sŃ niejednorodne i obserwowane jest duŨe zr·Ũnicowanie osobnicze 

[38]. Leukoredukcja przed przechowywaniem zmniejsza iloŜĺ IL-1, IL-6, IL-8 

i TNF-Ŭ w przechowywanych KKCz [120]. Nie zaobserwowano zmiany stňŨenia IL-6 

w czasie przechowywania jednostek niefiltrowanych, zaŜ poziomy pozostağych badanych 

cytokin znaczŃco wzrastağy wraz z czasem przechowywania [120]. W zwiŃzku z tym, 

Ũe filtracja przed przechowywaniem zmniejsza poziom wielu cytokin w supernatantach, 

w tym pro-nowotworowych, sugeruje siň przetaczanie UKKCz wszystkim biorcom, 

a w szczeg·lnoŜci pacjentom onkologicznym [123, 125].  

ObecnoŜĺ takich mediator·w jak sCD40L (CD154), IL-6 i IL-8 w przechowywanych 

KKCz wiŃŨe siň z wystňpowaniem niekorzystnych skutk·w u biorc·w (tj. gorŃczka, dreszcze, 

a nawet TRALI) [65]. 

2.1.4. Bioaktywne lipidy 

Kolejnym potencjalnym czynnikiem przyczyniajŃcym siň do wystňpowania 

niepoŨŃdanych reakcji poprzetoczeniowych (tj. TRALI), szczeg·lnie we wraŨliwych grupach 

biorc·w, mogŃ byĺ bioaktywne lipidy [36, 38, 44, 126]. Wykazano, Ũe niepolarne lipidy, 

tj. kwas arachidonowy (AA) i produkty jego utleniania, kwasy 5-, 12- i 15-



   

- 29 - 
 

hydroksyeikozatetraenowe (HETE), uwalniane do supernatantu jednostki KKCz poprzez 

aktywacjň zanieczyszczajŃcych je neutrofili, czy teŨ PLTs, mogŃ byĺ jednŃ z przyczyn 

wystňpowania TRALI [79]. Lipidy gromadzŃce siň w supernatantach KKCz naleŨŃ do dw·ch 

klas: lipid·w niepolarnych i lizofosfatydylocholin [79], iloŜĺ tych drugich redukowana 

jest poprzez filtracjň [15]. 

Usuwanie biağych krwinek i pğytek krwi poprzez filtracjň postrzegano jako skutecznŃ 

strategiň w rozwiŃzaniu problemu udziağu tych kom·rek w wytwarzaniu bioaktywnych lipid·w 

w KKCz [44, 126]. ZağoŨenie to zostağo jednak zakwestionowane przez Sillimanôa i wsp. [79], 

kt·rzy wykazali gromadzenie siň trzech HETE i ich prekursora AA w przechowywanych 

UKKCz. Jedne z najbardziej szczeg·ğowych badaŒ metabolomu frakcji supernatantu KKCz 

przeprowadzone przez Fu i in. [44] donoszŃ, Ũe podczas przechowywania stňŨenia niekt·rych 

klas bioaktywnych lipid·w byğy niŨsze w jednostkach filtrowanych, ale wiele PUFAs 

i produkt·w ich utleniania gromadziğo siň w spos·b podobny to obserwowanego w jednostkach 

niefiltrowanych. 

Wartym podkreŜlenia jest fakt, iŨ w jednostkach filtrowanych stňŨenia 12-HETE, 

14-HDoHE i 12-HEPE sŃ ponad 30-krotnie niŨsze niŨ w niefiltrowanych, aczkolwiek tak duŨa 

r·Ũnica w poziomach badanych skğadnik·w wystŃpiğa dopiero po 20. dniu przechowywania. 

We wczeŜniejszych punktach czasowych stňŨenia wspomnianych zwiŃzk·w byğy nieznacznie 

wyŨsze w UKKCz wzglňdem jednostek filtrowanych. IloŜĺ AA biorŃcego udziağ w sygnalizacji 

kom·rkowej i zapaleniu, zwiňksza siň wykğadniczo wraz z czasem przechowywania KKCz. 

Natomiast 12-HETE wykazağ najwiňkszy wzrost stňŨenia podczas przechowywania jednostek 

niefiltrowanych, osiŃgajŃc poziomy mikromolowe. Przypuszcza siň, iŨ za taki stan odpowiada 

aktywnoŜĺ 12-LOX pğytek krwi lub biağych krwinek w niefiltrowanych KKCz [127]. 12-HETE 

uczestniczy w r·Ũnych procesach fizjologicznych jak i patologicznych, tj. stan zapalny, 

stres oksydacyjny i choroba nowotworowa [128]. 

PodsumowujŃc, filtracja jednostek KKCz znaczŃco wpğywağa na zmniejszenie poziomu 

12-HETE, 12-HEPE oraz 14-HDoHE, w kt·rych wytwarzaniu poŜredniczy 12-LOX obecna 

w pğytkach krwi i biağych krwinkach. Z kolei podczas przechowywania stňŨenia wszystkich 

uwalnianych z bğony kom·rkowej PUFAs (ang. polyunsaturated fatty acids) wzrastağy pomimo 

filtracji. W 42. dniu przechowywania stňŨenia kwasu arachidonowego (AA), 

kwasu dokozaheksaenowego (DHA) i kwasu linolowego (LA) osiŃgnňğy poziom rzňdu 

Õmol/litr [44], czyli stňŨenie znaczŃco wyŨsze niŨ to, o kt·rym wiadomo, Ũe ma dziağanie 

biologiczne na ludzi [129, 130]. Wymienione PUFAs podczas przechowywania ulegajŃ 

utlenianiu - peroksydacja tych lipid·w moŨe zachodziĺ nieenzymatycznie, 
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jak i za poŜrednictwem enzym·w pomimo filtracji jednostek [44]. Poziomy nastňpujŃcych 

PUFAs i produkt·w ich utleniania (oksylipin) znaczŃco wzrastağy z czasem przechowywania, 

5-, 8-, 9-, 11-, 12- i 15-HETEs z AA; kwas 9- i 13-hydroksyoktadekadienowy (HODE); 

kwasy 9-, 10- i 12,13-dihydroksyoktadecenowe z LA; 14-, 16- i 17-HDoHE z DHA [44] 

(Rycina 7). 

 

Rycina 7. PUFAs i oksylipiny w przechowywanych KKCz. Wykres koğowy przedstawia zawartoŜĺ PUFAs 

w filtrowanych KKCz w 42. dniu przechowywania. Nad strzağkami zamieszczono potencjalny szlak produkcji 

oksylipin powiŃzanych z odpowiednim prekursorem. W niefiltrowanych jednostkach, 12-HETE, 14-HDoHE 

i 12-HEPE wykryto w znacznie wyŨszych stňŨeniach niŨ w leukoredukowanych. Opracowano na podstawie [44].  

Szczeg·ğowa analiza metabolomu frakcji supernatantu KKCz umoŨliwiğa ocenň 

potencjalnych skutk·w klinicznych spowodowanych obecnoŜciŃ podwyŨszonych stňŨeŒ 

bioaktywnych lipid·w. Wykazano, Ũe przemywanie KKCz przed przetoczeniem 

moŨe zmniejszyĺ poziom wiňkszoŜci gromadzŃcych siň we frakcji supernatantu PUFAs 

i oksylipin [44]. Lipidy obecne w supernatantach KKCz aktywujŃ Ŝr·dbğonek i predysponujŃ 

do ostrego uszkodzenia pğuc, co moŨe wyjaŜniaĺ wystňpowanie niekt·rych niepoŨŃdanych 

reakcji poprzetoczeniowych (m.in. TRALI) u pacjent·w w stanie krytycznym [126]. Lipidy 

posiadajŃ zdolnoŜĺ do pobudzenia neutrofili in vitro [38, 79] oraz dziağajŃ prozapalnie 

i prokoagulacyjnie [15]. Podanie szczurom LPS (ang. lipopolysaccharide) i bioaktywnych 

lipid·w wyizolowanych z supernatant·w KKCz wywoğuje u nich ostre uszkodzenie pğuc [79]. 

W osoczu pacjent·w z TRALI wykazano obecnoŜĺ lipid·w, kt·re pobudzajŃ neutrofile, 

co dodatkowo dostarczyğo dowod·w na zwiŃzek miňdzy bioaktywnymi lipidami, 

a wystňpowaniem TRALI [15]. 

Stres oksydacyjny zachodzŃcy w KKCz stymuluje takŨe wytwarzanie innych 
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mediator·w lipidowych, nazywanych F2-izoprostanami (F2-IsoP) i izofuranami (IsoF) [63]. 

ZwiŃzki te gromadzŃ siň w przechowywanych KKCz, filtracja zmniejsza ich stňŨenie 

w supernatancie, kt·re ponownie wzrasta w czasie przechowywania. F2-IsoP i IsoF wywoğujŃ 

niekorzystny wpğyw na czynnoŜĺ pğytek krwi in vitro, co moŨe przyczyniaĺ siň do powikğaŒ 

poprzetoczeniowych in vivo [63]. 

2.1.5. Biağka 

Pierwsze pr·by opracowania map biağkowych supernatant·w przechowywanych 

niefiltrowanych i filtrowanych KKCz przy pomocy technik proteomicznych 

(tj. dwuwymiarowa elektroforeza Ũelowa, spektrometria mas) podjňli w 2005 roku 

Anniss i in. [64]. Na podstawie wynik·w dwuwymiarowej elektroforezy Ũelowej 

zidentyfikowano wiňkszŃ iloŜĺ biağek w niefiltrowanych supernatantach. W obu preparatach 

obserwowane byğy liczne biağka osocza. Przy pomocy spektrometrii mas w supernatancie 

niefiltrowanych KKCz stwierdzono obecnoŜĺ kilku potencjalnie bioaktywnych biağek, 

m.in. promotor adhezji neutrofili i biağko zmiatajŃce fazy ostrej. Natomiast, w supernatantach 

UKKCz wystňpowağy gğ·wnie biağka regulatorowe krwinek czerwonych [64].  

Podczas rutynowego przechowywania KKCz, zar·wno niefiltrowanych, 

jak i filtrowanych, stňŨenie biağka w supernatantach byğo od 2- do 3-krotnie wyŨsze w ostatnim 

dniu waŨnoŜci [131]. Leukoredukcja przed przechowywaniem zmniejsza o 42,4% cağkowitŃ 

liczbň biağek. W supernatantach niefiltrowanych jednostek KKCz zidentyfikowano 

401 r·Ũnych biağek, z czego stňŨenie 205. zwiňkszyğo siň (>2-krotnie) 

wraz z przechowywaniem (w tym 125 wystňpowağo tylko w 42. dniu), 98 pozostawağo 

w niezmienionej iloŜci, a w przypadku kolejnych 98. biağek ich iloŜĺ zmniejszyğa 

siň (prawie 2-krotnie) w trakcie przechowywania (w tym obecnoŜĺ 49. stwierdzono tylko 

w 1. dniu). Natomiast, w supernatantach UKKCz zidentyfikowano 231 r·Ũnych biağek. 

Wykazano, Ũe w trakcie przechowywania stňŨenie 83. biağek wzrasta ponad 2-krotnie 

(z czego 42 wystňpowağy tylko w dniu 42.), 124 pozostawağy w niezmienionej iloŜci, a stňŨenie 

24. zmniejszyğo siň (prawie 2-krotnie) w czasie przechowywania (w tym zidentyfikowano 

7 biağek charakterystycznych tylko dla supernatantu z dnia 1.) (Rycina 8) [131]. 

W obu typach supernatant·w KKCz wykazano wzrost iloŜci biağek pochodzŃcych 

z erytrocyt·w, tzn. strukturalnych, ğaŒcuch·w Ŭ- i ɓ-hemoglobiny oraz enzym·w biorŃcych 

udziağ w procesie glikolizy oraz w ochronie antyoksydacyjnej. Typowe biağka osocza stanowiğy 

duŨŃ pulň zidentyfikowanych biağek zar·wno w jednostkach niefiltrowanych, jak i filtrowanych 
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[131]. 

Zgodnie z oczekiwaniem, w supernatantach niefiltrowanych KKCz zaobserwowano 

wzrost (wraz z czasem przechowywania) stňŨenia biağek specyficznych dla krwinek biağych, 

tj. MPO, MMP-8, MMP-9, moezyna, jak i dla pğytek krwi, tj. integryna alfa 2b, pğytkowa 

glikoproteina V. Zidentyfikowano takŨe wiele biağek strukturalnych, tj. aktyna, Ŭ-aktynina-1, 

winkulina i talina-1 (ostatnie trzy sŃ waŨnymi biağkami cytoszkieletu za poŜrednictwem, 

kt·rych powstajŃ kompleksy integrynowe) oraz wykazano wzrost aktywnoŜci kilku enzym·w 

glikolitycznych, w tym Ŭ-enolazy, kt·ra bierze udziağ w aktywacji plazminy i moŨe powodowaĺ 

degradacjň macierzy zewnŃtrzkom·rkowej. W trakcie przechowywania stňŨenie niekt·rych 

biağek supernatantu niefiltrowanych KKCz ulega znaczŃcemu zmniejszeniu, dotyczy to, 

m.in. lektyny 2 wiŃŨŃcej mannozň, biağka dopeğniacza C4b, biağka C i protrombiny, 

co moŨe prowadziĺ do obniŨenia odpornoŜci wrodzonej u biorc·w. PrawdopodobnŃ przyczynŃ 

spadku stňŨenia tych biağek jest proteoliza, poniewaŨ w trakcie przechowywania KKCz 

zwiňksza siň poziom proteaz, przy jednoczesnym spadku poziomu inhibitor·w tych enzym·w. 

Wartym podkreŜlenia jest fakt, Ũe biağka cytoszkieletu, tj. Ŭ-aktynina-1, winkulina i talina-1, 

wydajŃ siň byĺ odporne na proteolizň, co mogğoby tğumaczyĺ wzrost stňŨenia tych biağek 

podczas przechowywania [131]. 

 
Rycina 8. Biağka zidentyfikowane w supernatantach niefiltrowanych oraz filtrowanych KKCz w 1. i 42. dniu 

przechowywania. Opracowano na podstawie [131]. 

W filtrowanych KKCz mniejsza liczba biağek zwiňksza swoje stňŨenie w trakcie 

przechowywania, w por·wnaniu do niefiltrowanych jednostek. Podczas przechowywania 

UKKCz z krwinek czerwonych uwalniane sŃ przeciwutleniacze, tj. Prdx1, Prdx2 i Prdx6, 

kt·re zidentyfikowano w supernatantach. Z kolei, obecnoŜĺ aktywnej fosfolipazy 

i jej sukcesywny wzrost podczas przechowywania, moŨe wyjaŜniaĺ wytwarzanie 5-, 12- i 15-

HETE, z uwolnionego z bğon krwinek czerwonych kwasu arachidonowego. Sugeruje siň, 

Ũe te bioaktywne lipidy mogŃ braĺ udziağ w wywoğywaniu TRALI in vivo. Podczas 
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przechowywania filtrowanych KKCz w supernatancie zmniejsza siň takŨe liczba biologicznie 

waŨnych biağek, w tym cystatyny C i kininogenu-1. KonsekwencjŃ spadku poziomu tych biağek, 

u biorc·w masywnych transfuzji, moŨe byĺ upoŜledzone hamowanie proteaz cysteinowych, 

wiŃŨŃcego mannozň biağka 2 oraz innych efektor·w w odpornoŜci wrodzonej. Dodatkowo, 

zmniejszenie stňŨenia inhibitora metaloproteinazy 1 moŨe zwiňkszaĺ podatnoŜĺ biorcy 

na dziağanie proteaz, co zwiňksza ryzyko prozapalnej aktywacji kom·rek Ŝr·dbğonka 

wyŜcieğajŃcych ğoŨysko naczyniowe poprzez aktywacjň PARs (ang. protease-activated 

receptors; receptory aktywowane przez proteazy), prowadzŃcŃ do sekwestracji neutrofili 

i obniŨenia odpornoŜci wrodzonej [131]. 

WiňkszoŜĺ biağek gromadzŃcych siň w supernatantach podczas przechowywania, 

to biağka wewnŃtrzkom·rkowe, kt·re sŃ uwalniane z kom·rek w wyniku ich lizy lub na skutek 

zwiňkszonej przepuszczalnoŜci bğony kom·rkowej zwiŃzanej z oksydacyjnymi uszkodzeniami, 

zachodzŃcymi w warunkach przechowywania krwinek ex vivo. Biağka te, przetoczone razem 

z KKCz, mogŃ dziağaĺ bezpoŜrednio lub dostarczaĺ substrat·w do produkcji mediator·w. 

Na przykğad, Prdx6 moŨe odpowiadaĺ za gromadzenie siň mediator·w lipidowych 

w supernatantach KKCz, kt·re mogŃ przyczyniaĺ siň do wystňpowania TRALI. Natomiast, 

uwolnione z kom·rek enzymy (m.in. proteolityczne), peğniŃce okreŜlone funkcje 

wewnŃtrzkom·rkowe, mogŃ dziağaĺ w przypadkowy, nieoczekiwany spos·b na biağka obecne 

w supernatantach [131]. 

Analiza proteomiczna umoŨliwia identyfikacjň biağek, kt·re byĺ moŨe w przyszğoŜci 

znajdŃ zastosowanie jako biomarkery jakoŜci KKCz [48, 132]. Alessandro i in. [48] 

na podstawie przeprowadzonej analizy skğadu biağkowego supernatant·w KKCz wyğonili 

biağka, tj. dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanu, peroksyreoksyna-1, -2 i -6, anhydraza 

wňglanowa-1 i -2, biağko wiŃŨŃce selen-1, reduktaza biliwerdyny, dehydrataza 

aminolewulinianowa oraz katalaza, do dalszych badaŒ pod katem ich potencjalnej przydatnoŜci 

jako biomarkery jakoŜci przechowywanych krwinek czerwonych. 
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3. Transfuzja ĂŜwieŨeò vs. Ăstareò KKCz ï aspekt kliniczny 

3.1. Randomizowane badania kliniczne  

Przetaczanie KKCz jest zabiegiem ratujŃcym Ũycie pacjentom, m.in. z chorobami 

nowotworowymi i hematologicznymi, czy teŨ chorym z oddziağ·w intensywnej opieki 

medycznej, ale kaŨda transfuzja wiŃŨe siň teŨ z ryzykiem wystŃpienia niepoŨŃdanych reakcji 

poprzetoczeniowych. Progresywne zmiany zachodzŃce w KKCz podczas ich przechowywania 

w RCKiK sŃ dobrze opisane i udokumentowane, natomiast kliniczne konsekwencje 

przetaczania KKCz, szczeg·lnie dğuŨej przechowywanych (z zaakceptowanŃ datŃ waŨnoŜci 

do 42 dni), sŃ mağo poznane i niejasne. 

Ocena wpğywu czasu przechowywania KKCz na wystňpowanie reakcji 

poprzetoczeniowych u biorc·w jest bardzo trudna ze wzglňdu na mnogoŜĺ czynnik·w 

na nie oddziağujŃcych. Jednym z problem·w okazağo siň r·wnieŨ przyjňcie jednej, powszechnie 

akceptowanej definicji jednostki ĂŜwieŨejò oraz Ăstarejò (Rycina 9) [39, 41]. Niejednoznaczne 

dane dotyczŃce znaczenia klinicznego czasu przechowywania KKCz od wielu lat sŃ tematem 

kontrowersyjnym dla klinicyst·w i transfuzjolog·w.  

Randomizowane badania kliniczne (ang. RCT; randomized clinical trial) dostarczajŃ 

najbardziej wiarygodnych dowod·w dotyczŃcych znaczenia czasu przechowywania KKCz 

w ocenie ryzyka wystŃpienia i/lub nasilenia poprzetoczeniowych niepoŨŃdanych reakcji 

u biorc·w [133]. Przyczynkiem do prowadzenia RCT byğy niesp·jne wyniki wielu 

przeprowadzonych obserwacyjnych badaŒ kohortowych o charakterze retrospektywnych badaŒ 

klinicznych, badajŃcych zwiŃzek pomiňdzy dğuŨszym czasem przechowywania KKCz, 

a wystňpowaniem niekorzystnych skutk·w klinicznych, tj. ŜmiertelnoŜĺ, zapalenie pğuc, 

powaŨne infekcje, niewydolnoŜĺ wielonarzŃdowa i dğugoŜĺ pobytu w szpitalu w wielu grupach 

biorc·w (m.in. ofiar rozlegğych uraz·w, pacjent·w w stanie krytycznym, czy poddawanych 

zabiegom kardiochirurgicznym) [39, 133, 134]. Prawidğowa interpretacja wynik·w 

retrospektywnych badaŒ kohortowych jest niezwykle trudna i nieuchronnie naraŨona na szereg 

wewnňtrznych bğňd·w, kt·re powodujŃ, iŨ wyciŃgane sŃ nieodpowiednie wnioski [39, 41]. 

Przez prawie 25 lat rosnŃca liczba obserwacyjnych badaŒ retrospektywnych 

i prospektywnych wskazywağa, Ũe pacjenci otrzymujŃcy starsze KKCz sŃ naraŨenie 

na zwiňkszone ryzyko zachorowalnoŜci i ŜmiertelnoŜci w por·wnaniu z biorcami, kt·rym 

przetoczono ŜwieŨe jednostki [39]. Najwiňksze badanie tego typu przeprowadzili Koch i wsp. 

[24] na podstawie przeglŃdu bazy danych z jednego oŜrodka kardiochirurgicznego w Stanach 
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Zjednoczonych. Autorzy por·wnali ze sobŃ dwie duŨe grupy pacjent·w, w jednej z nich biorcy 

otrzymywali KKCz przechowywane Ò14 dni (2872 pacjent·w), a w drugiej >14 dni 

(3130 pacjent·w) [24]. Wykazano istotny zwiŃzek pomiňdzy przetoczeniem starszych KKCz, 

a zwiňkszonŃ ŜmiertelnoŜciŃ i wystňpowaniem innych niekorzystnych skutk·w klinicznych 

[39]. Gğ·wnym zarzutem odnoszŃcym siň do wiarygodnoŜci otrzymanych wynik·w byğ fakt, 

iŨ pacjenci w kohorcie otrzymujŃcej Ăstareò KKCz bardzo czňsto wymagali masowej transfuzji 

(>6 jednostek), co uznawane jest za czynnik prognostyczny negatywnych skutk·w transfuzji 

[134]. 

 
Rycina 9. średni czas przechowywania KKCz wykorzystanych w ostatnich badaniach klinicznych. (*, Ŝrednia Ñ 

SD; #, mediana Ñ percentyl 25 i 75). Opracowano na podstawie [39]. 

W zwiŃzku z brakiem sp·jnoŜci wynik·w badaŒ obserwacyjnych rozpoczňto 

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

wielooŜrodkowego, miňdzynarodowego, podw·jnie Ŝlepego, randomizowanego badania 

klinicznego (ang. ABLE; Age of BLood Evaluation) przeprowadzonego na bazie danych 

otrzymanych z kilku kraj·w europejskich (Francji, Holandii, Wielkiej Brytanii) i Kanady 

nie wykazağo korzystnego, pod wzglňdem klinicznym, wpğywu przetaczania ĂŜwieŨychò KKCz 

(przechowywanych Ò7 dni) w por·wnaniu do Ăwiekuò standardowo stosowanych jednostek 

KKCz w grupie krytycznie chorych (pacjenci Ó18 lat; w Szkocji Ó16 lat) z 64 biorŃcych udziağ 

w badaniu oddziağ·w OIOM [134]. W podobnie zaplanowanym (prowadzonym metodŃ 

podw·jnie Ŝlepej pr·by), randomizowanym badaniu w grupie 377 wczeŜniak·w (ang. ARIPI; 

Age of Red Blood Cells In Premature Infants) z szeŜciu oddziağ·w OIOM w Kanadzie r·wnieŨ 

nie wykazano poŨytecznego wpğywu przetaczania ŜwieŨych jednostek KKCz (Ò7 dni) 

wzglňdem standardowo stosowanych (Ŝredni czas przechowywania 14,6 dnia) 

na zachorowalnoŜĺ (martwicze zapalenie jelit, retinopatia wczeŜniak·w, dysplazja oskrzelowo-

pğucna, krwotok dokomorowy), a takŨe ŜmiertelnoŜĺ tej grupy biorc·w [30]. Na podstawie 

wynik·w badania o nazwie TRANSFUSE (ang. STandaRd Issue TrANsfusion versuS Fresher 
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Red-Cell Use in IntenSive CarE) bardzo podobnego do badania ABLE, z tym wyjŃtkiem, 

Ũe przeprowadzonego na 2-krotniewiňkszej grupie krytycznie chorych z OIOM h r·wnieŨ 

nie wykazano istotnego wpğywu wieku przetoczonych KKCz na ŜmiertelnoŜĺ biorc·w. 

Wyniki wielooŜrodkowego, randomizowanego badania pacjent·w kardiologicznych 

poddawanych zabiegowi chirurgicznemu i transfuzji KKCz (ang. RECESS; Red-Cell Storage 

Duration Study) r·wnieŨ nie dowiodğy, aby przetaczanie jednostek KKCz przechowywanych 

ponad 21 dni (versus <10) wiŃzağo siň z istotnie czňstszym wystňpowaniem niewydolnoŜci 

wielonarzŃdowej u biorc·w [135]. Obecnie prowadzone jest wielooŜrodkowe, 

miňdzynarodowe, wykorzystujŃce metodň podw·jnie Ŝlepej pr·by, randomizowane badanie 

(ang. ABC PICU; Age of Blood in Children in Pediatric Intensive Care Unit) obejmujŃce grupň 

dzieci w stanie krytycznym [136]. 

Ocena ryzyka ŜmiertelnoŜci wewnŃtrzszpitalnej zwiŃzanej z przetaczaniem KKCz 

przechowywanych dğuŨej niŨ 35 dni na podstawie wt·rnej analizy wielooŜrodkowego 

randomizowanego badania (ang. INFORM; IN forming Fresh versus Old Red cell 

Management) takŨe nie dostarczyğa dowod·w na zwiŃzek pomiňdzy tymi zmiennymi w grupie 

os·b dorosğych (Ó18 lat) przyjňtych do jednego z szeŜciu szpitali og·lnych w Stanach 

Zjednoczonych, Kanadzie, Australii i Izraelu [137]. Brak r·Ũnic pomiňdzy badanymi grupami 

moŨe wynikaĺ z kilku ograniczeŒ, m.in. z faktu, Ũe niekt·rzy pacjenci otrzymywali jednostki 

KKCz w r·Ũnym czasie przechowywania, co znaczŃco zaburza prawidğowŃ interpretacjň 

uzyskanych wynik·w, a takŨe z powodu braku informacji w dokumentacji medycznej 

o chorobach wsp·ğistniejŃcych i wskazaniach do przetoczenia [39]. Badanie INFORM 

jest jak dotŃd najwiňkszym przeprowadzonym badaniem randomizowanym analizujŃcym 

wpğyw czasu przechowywania na ŜmiertelnoŜĺ biorc·w.  

PodsumowujŃc, wyniki dobrze kontrolowanych, wielooŜrodkowych, randomizowanych 

badaŒ klinicznych wykazağy, Ũe wiek KKCz niekoniecznie musi mieĺ zwiŃzek 

z wystňpowaniem niepoŨŃdanych skutk·w klinicznych w r·Ũnych populacjach pacjent·w 

[133]. R·Ũnice w wynikach przeprowadzonych RCT i retrospektywnych oraz prospektywnych 

badaŒ mogŃ czňŜciowo wynikaĺ z charakteru obserwacyjnego tego typu badaŒ, stosunkowo 

mağej liczebnoŜci badanych grup pacjent·w, czy teŨ niesp·jnej definicji ĂŜwieŨychò i Ăstarychò 

KKCz. KaŨdy z tych czynnik·w dodaje dodatkowŃ zmiennŃ w przeprowadzanych badaniach, 

co prawdopodobnie prowadzi do wyciŃgania znaczŃco r·Ũnych wniosk·w [133].  
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Tabela 2. Randomizowane kontrolne badania kliniczne (RCT) badajŃce wpğyw przetoczenia ĂŜwieŨychò 

i Ăstarychò KKCz w r·Ũnych grupach badanych. Opracowanie wğasne na podstawie [30, 57, 62, 134-139]. 

Nazwa 

badania 

ĂświeŨyò 

KKC z 
ĂStaryò KKCz Grupa badana 

WielkoŜĺ 

badania 

(N) 

Oceniano 

PaŒstwa 

biorŃce 

udziağ w 

badaniu 

ABLE  

Ò 7 dni 

 

 
Ø = 6,1Ñ4,9 

(N = 1211) 

Standardowo stosowany 
 

Ø = 22,0Ñ8,4 

(N = 1219) 

Krytycznie chorzy 

doroŜli (Ó 18 lat) z 

OIOM 

2 430 
śmiertelnoŜĺ po 90 

dniach od 

przetoczenia 

Kanada 

Francja 
Holandia 

UK 

ARIPI  

Ò 7 dni 

 

 
Ø = 5,1Ñ2,0 

(N = 188) 

Standardowo stosowany 
 

Ø = 14,6Ñ8,3 dnia 

(N = 189) 

WczeŜniaki z OIOM 377 

NiewydolnoŜĺ 

narzŃd·w i powaŨne 

zakaŨenia po 90 

dniach od 

przetoczenia 

Kanada 

RECESS 

Ò 10 dni 

 
Me = 7 dni 

N = 538 

Ó 21 dni 

 
Me = 28 dni 

N = 560 

Pacjenci po operacji 
kardiochirurgicznej 

(Ó 12 lat) 

1 098 
NiewydolnoŜĺ 

wielonarzŃdowa 
USA 

ABC PICU Ò 7 dni Standardowo stosowany 
Krytycznie chore dzieci 

z OIOM 
1 538 

NiewydolnoŜĺ 

wielonarzŃdowa 

USA 

Kanada 
Francja 

Wğochy 
Izrael 

Red Cell 

Storage 

Curation and 

Outcomes in 

Cardiac 

Surgery 

Ò 14 dni Ó 20 dni 
Pacjenci 

kardiochirurgiczni 
2 800 

śmiertelnoŜĺ po 30 

dniach od 

przetoczenia 
USA 

TRANSFUSE 

Ø = 11,8 dnia 
 

 
 

 
(N = 2457) 

Standardowo stosowany 

 

Ø = 22,4 dnia 

 
(N = 2462) 

Krytycznie chorzy 
doroŜli (Ó 18 lat) z 

OIOM 

4 919 
śmiertelnoŜĺ po 90 

dniach od 

przetoczenia 

Australia 

Nowa 
Zelandia 

Finlandia 

Irlandia 

INFORM  

Ò 7 dni 
 

 
(N = 1392) 

8-35 dni 
(N = 18854) 

> 35 dni 
(N = 4480) 

Krytycznie chorzy  24 736 
śmiertelnoŜĺ 

wewnŃtrzszpitalna 

Australia 

Kanada 
Izrael 

USA 
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4. KKCz w leczeniu niedokrwistoŜci u pacjent·w onkologicznych 

Wedğug definicji WHO o wystňpowaniu niedokrwistoŜci m·wimy, gdy stňŨenie Hb 

w krwi pacjenta spada poniŨej 11 g/dl, spadek poniŨej 6,5 g/dl stanowi zagroŨenie Ũycia 

(Tabela 3) [140, 141]. Anemia bardzo czňsto towarzyszy przebiegowi choroby nowotworowej 

oraz stanowi negatywny czynnik rokowniczy bezpoŜrednio zwiŃzany z pogorszeniem jakoŜci 

Ũycia chorego spowodowany, m.in. niewystarczajŃcym utlenowaniem tkanek [140, 142]. 

Przyczyny wystňpowania niedokrwistoŜci u pacjent·w onkologicznych majŃ wieloczynnikowŃ 

etiologiň, m.in. stan ten moŨe wynikaĺ z duŨej utraty krwi podczas zabiegu chirurgicznego, 

naciekania szpiku kostnego przez kom·rki nowotworowe (jak w przypadku biağaczek), 

przewlekğej niewydolnoŜci nerek oraz wprowadzonego leczenia (jako skutek radioterapii 

lub chemioterapii) [34, 140, 142]. Pacjenci onkologiczni najczňŜciej obciŃŨeni 

sŃ tzw. niedokrwistoŜciŃ towarzyszŃca nowotworom (ang. CRA; cancer related anaemia) [140] 

lub niedokrwistoŜciŃ zapalnŃ (ang. AI; anaemia of inflammation) [143]. Anemia najczňŜciej 

wystňpuje u chorych na nowotwory hematologiczne [34]. 

Tabela 3. Stopnie nasilenia niedokrwistoŜci wzglňdem stňŨenia hemoglobiny we krwi pacjenta (wg. danych WHO) 

[140]. 

StopieŒ nasilenia 

niedokrwistoŜci 

StňŨenie Hb 

[g/dl]  

Ğagodna 11,0 ï 9,5 

Umiarkowana 9,4 ï 8,0 

Ostra 7,9 ï 6,5 

ZagraŨajŃca Ũyciu PoniŨej 6,5 

 

Przetaczanie KKCz, suplementacja Ũelazem, czy podawanie erytropoetyny ï 

to najczňŜciej stosowane sposoby leczenia niedokrwistoŜci [140, 144-146]. NaleŨy zwr·ciĺ 

szczeg·lnŃ uwagň, Ũe podczas przechowywania KKCz w warunkach ex vivo z kom·rek 

do supernatantu uwalniane sŃ r·Ũnego rodzaju mediatory, kt·re mogŃ wykazywaĺ, 

m.in. dziağanie immunosupresyjne, pro-nowotworowe czy pro-zapalne [15]. DoŨylne podanie 

Ũelaza (w formie Fe(OH)3 skompleksowanego z karboksymaltozŃ, dawka 750 mg) wiŃŨe 

siň z 10-krotnie mniejszym ryzykiem wystŃpienia negatywnych skutk·w leczenia 

niŨ w przypadku transfuzji KKCz, natomiast moŨe prowadziĺ do zespoğu przeğadowania 

Ũelazem, czyli hemosyderozy [145]. NiewŃtpliwie zaletŃ leczenia niedokrwistoŜci 

koncentratem czerwonokrwinkowym jest szybki efekt terapeutyczny. 

Dostňpne dane literaturowe wskazujŃ, Ũe przetoczenie KKCz pacjentom 

onkologicznym wiŃŨe siň ze zwiňkszonym ryzykiem wystŃpienia zakrzepicy [147] lub nawrotu 
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choroby nowotworowej oraz zwiňkszonŃ ŜmiertelnoŜciŃ biorc·w po chirurgicznej resekcji guza 

w raku wŃtroby, jelita grubego, ŨoğŃdka, narzŃd·w pğciowych, pğuc, prostaty, piersi, gğowy 

i szyi [3, 147-149]. Przypuszcza siň, iŨ w przypadku pacjent·w onkologicznych poddawanych 

powaŨnym zabiegom chirurgicznym szczeg·lnie istotne jest immunosupresyjne dziağanie 

KKCz polegajŃce na upoŜledzeniu funkcji kom·rek NK i cytotoksycznych limfocyt·w T (Tc) 

[150]. Po cağkowitym wyciňciu zmiany nowotworowej, prawidğowo funkcjonujŃce 

mechanizmy nadzoru immunologicznego w organizmach pacjent·w sŃ w stanie usunŃĺ 

kom·rki nowotworowe, kt·re przedostağy siň do krwiobiegu podczas zabiegu operacyjnego, 

zminimalizowaĺ chorobň resztkowŃ oraz zapobiec wczesnemu tworzeniu siň mikroprzerzut·w 

[150]. Zar·wno w badaniach na modelach zwierzňcych, jak i w badaniach klinicznych 

zaobserwowano wyŨszy odsetek nawrot·w choroby nowotworowej zwiŃzany 

z okoğooperacyjnym przejŜciowym osğabieniem nadzoru immunologicznego za poŜrednictwem 

kom·rek NK i limfocyt·w Tc [151, 152]. Okoğooperacyjne przetoczenie KKCz 

moŨe zwiňkszaĺ ryzyko nawrotu nowotworu po chirurgicznej resekcji guza poprzez wpğyw 

przetoczonych krwinek na nadz·r immunologiczny pacjenta [150].  

 
Rycina 10. Mechanizmy progresji choroby nowotworowej po przetoczeniu KKCz. Transfuzja krwinek 

czerwonych sprzyja nawrotowi lub progresji raka poprzez mechanizmy obejmujŃce immunomodulacjň, 

stan zapalny i dziağanie czynnik·w wzrostu. Opracowano na podstawie [153]. Skr·ty: IL, interleukina; KKCz, koncentrat 

krwinek czerwonych; NF-əB: czynnik jŃdrowy kappa B; TGF-ɓ, transformujŃcy czynnik wzrostu ɓ; Treg, limfocyty T regulatorowe; TRIM, 

immunomodulacja zwiŃzana z przetoczeniem. 

JuŨ w 1988 roku Tartter i in. [154] opisywali moŨliwe immunosupresyjne dziağanie 

okoğooperacyjnego przetoczenia krwi u pacjent·w z rakiem jelita grubego, powodujŃcego 

czňstsze wystňpowanie zakaŨeŒ pooperacyjnych i innych powikğaŒ. Jedne z pierwszych 

opublikowanych wynik·w RCT przeprowadzone na poczŃtku lat 90. XX wieku nie dostarczyğy 

jednak dowod·w, iŨ przetoczenie KKCz wpğywa na zwiňkszenie ryzyka nawrotu choroby 
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nowotworowej [155, 156]. JednakŨe, dostňpne metaanalizy retrospektywnych badaŒ 

obserwacyjnych u chorych na r·Ũne typy nowotwor·w, u kt·rych przeprowadzono resekcjň 

guza, wykazağy zwiňkszone ryzyko nawrotu choroby w grupach chorych, kt·rym przetoczono 

KKCz (Tabela 4) [157-160]. Coraz wiňcej dowod·w klinicznych sugeruje, Ũe transfuzja KKCz 

moŨe w rzeczywistoŜci prowadziĺ do negatywnych wynik·w klinicznych (nawr·t choroby, 

zwiňkszona ŜmiertelnoŜĺ, og·lne zğe rokowanie, przerzut·w) u pacjent·w z nowotworami 

r·Ũnych typ·w (m.in. raka przeğyku, ŨoğŃdka, wŃtroby, jajnika) [144, 161]. Mechanizmami 

odpowiedzialnymi za zwiňkszone ryzyko nawrotu choroby nowotworowej lub Ŝmierci 

po przetoczeniu KKCz sŃ immunosupresja, stan zapalny oraz dziağanie mediator·w (cytokin, 

chemokin, czynnik·w wzrostu, rozpuszczalnych mediator·w, element·w kom·rkowych) 

i skğadnik·w krwi zdolnych do aktywacji angiogenezy i ŜcieŨek przeŨycia w transformowanych 

kom·rkach. Mechanizmy te dzieli siň na zwiŃzane z immunomodulacjŃ (ang. TRIM; 

transfusion-related immunomodulation) oraz nieimmunologiczne (Rycina 10) [153, 162]. 

Z powodu niejednoznacznych doniesieŒ literaturowych oraz niewielkiej liczby dobrze 

przeprowadzonych randomizowanych badaŒ kontrolnych to czy okoğooperacyjne przetoczenie 

KKCz zwiňksza ŜmiertelnoŜĺ i ryzyko nawrotu choroby nowotworowej u pacjent·w 

po interwencji chirurgicznej wciŃŨ pozostaje kwestiŃ dyskusyjnŃ [150, 163]. 

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

W szeregu fizjologicznych proces·w kom·rkowych, tj. apoptoza, proliferacja, 

migracja, stan zapalny czy rozw·j i regeneracja tkanek waŨnŃ rolň odgrywajŃ rozpuszczalne 

biağkowe mediatory miňdzykom·rkowe o masie poniŨej 30 kDa czyli cytokiny [164-166]. 

Na r·Ũnych etapach rozwoju nowotworu (inicjacja, promocja, wzrost, inwazja, przerzutowanie) 

obserwowane sŃ zmiany w ich uwalnianiu [167]. Dziağanie cytokin moŨe polegaĺ na indukcji 

transformacji nowotworowej, stymulacji angiogenezy, kontroli migracji kom·rek 

nowotworowych czy dziağaniu anty-apoptotycznym lub immunosupresyjnym. Wartym 

podkreŜlenia jest fakt ich plejotropowego dziağania [165-168]. Wiele cytokin wykazuje 

zar·wno aktywnoŜĺ przeciwnowotworowŃ (tj. TNF-Ŭ, TGF-ɓ, IL-4, IL-6, IL-12, interferony), 

kt·rŃ zaobserwowano w r·Ũnych nowotworach na podstawie badaŒ na liniach kom·rkowych 

i modelach zwierzňcych [164]. Dowiedziono, iŨ aktywnoŜĺ cytokin zaleŨy od ich stňŨenia 

i stopnia zaawansowania (zr·Ũnicowania) choroby. Wysokie stňŨenia mogŃ dziağaĺ hamujŃco 

na wzrost ludzkich linii kom·rek nowotworowych, zaŜ niskie oddziağywaĺ pobudzajŃco. 

Natomiast, w sğabiej zr·Ũnicowanych liniach kom·rkowych wzrost kom·rek 
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moŨe byĺ hamowany przez danŃ cytokinň, a w dobrze zr·Ũnicowanych byĺ wzmagany. 

Zgodnie z przyjňta koncepcjŃ w Ŝrodowisku nowotworu obserwowana jest przewaga cytokin 

typu Th2 i Th3 wzglňdem Th1. Teoria Ăp·l cytokinowychò dotyczŃca cağkowitego stňŨenia 

obecnych cytokin w okreŜlonym miejscu i czasie pozwala podjŃĺ pr·bň w zrozumieniu udziağu 

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

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

na podstawie [15, 34, 38, 123, 133, 169-174]. Skr·ty: bFGF (ang. basic fibroblast growth factor), podstawowy czynnik wzrostu 

fibroblast·w; EGF (ang. epidermal growth factor), nask·rkowy czynnik wzrostu; ENA (ang. neutrophil-activating protein), biağko aktywujŃce 

neutrofile; GRO (ang. growth-related oncogene), onkogen zwiŃzany ze wzrostem; IFN (ang. interferon), interferon; IGF (ang. insulin-like 

growth factor), insulinopodobny czynnik wzrostu; IL (ang. interleukin), interleukina; Lyso-PC (ang. lysophosphatidylcholine), 

lizofosfatydylocholina; MCP (ang. monocyte chemoattractant protein), biağko chemotaktyczne monocyt·w; MIF (ang. macrophage migration 

inhibitory factor), czynnik hamujŃcy migracjň makrofag·w; MIP (ang. macrophage inflammatory protein), biağko makrofaga aktywowanego; 

PDGF (ang. platelet-derived growth factor), pğytkowy czynnik wzrostu; PGE2 (ang. prostaglandin E2), prostagladyna E2; 

PGI2 (ang. prostacyclin I2), prostacyklina I2; SDF (ang. stromal cell-derived factor), zrňbowy czynnik wzrostu; TGF (ang. transforming 

growth factor ɓ), transformujŃcy czynnik wzrostu; TNF (ang. tumor necrosis factor), czynnik martwicy nowotworu; tPA (ang. tissue-type 

plasminogen activator), tkankowy aktywator plazminogenu; uPA (ang. urokinase-type plasminogen activator), urokinazowy aktywator 

plazminogenu; VEGF (ang. vascular endothelial growth factor), czynnik wzrostu Ŝr·dbğonka naczyniowego. 

Zrozumienie zğoŨonoŜci peğnionych przez cytokiny funkcji w r·Ũnych stadiach choroby 

nowotworowej moŨe przyczyniĺ siň do rozwoju skutecznych terapii przeciwnowotworowych 

z ich wykorzystaniem [164, 165]. W trwajŃcych obecnie badaniach klinicznych oceniane 

jest bezpieczeŒstwo i skutecznoŜĺ nowych przeciwnowotworowych immunoterapii 

cytokinowych opartych na blokowaniu lub pobudzaniu dziağania wybranych cytokin 

(tj. IL-2, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, TNF-Ŭ, TGF-ɓ, VEGF, MCP-1, RANTES) [164]. 

W zwiŃzku z rosnŃcym zainteresowaniem rolŃ miRNA w regulacji mechanizm·w zwiŃzanych 

z przekazywaniem sygnağ·w przez cytokiny oraz ich udziağem w stanie zapalnym, zwiŃzanym 

z chorobŃ nowotworowŃ, w przyszğoŜci prawdopodobnie moŨliwe bňdzie wykorzystanie 

wyselekcjonowanych miRNA jako nowych czŃsteczek terapeutycznych w leczeniu raka [175]. 
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Mediatory biologiczne (angiogenne czynniki wzrostu, czynniki onkogenne) 

gromadzŃce siň w supernatantach KKCz dostarczane do organizmu biorcy podczas transfuzji 

przedstawiono na Rycinie 11. 

4.2. Wpğyw przetoczenia KKCz na pacjent·w onkologicznych 

Pacjenci onkologiczni sŃ specyficznŃ grupŃ biorc·w [34]. Od wielu lat skğadniki krwi 

stosowane sŃ jako jeden z element·w w nie chirurgicznym, jak i chirurgicznym leczeniu 

pacjent·w onkologicznych, u kt·rych wystňpuje niedokrwistoŜĺ [176]. Pacjenci z guzami 

litymi poddawani operacjom sŃ bardziej naraŨeni na wystŃpienie anemii w okresie 

okoğooperacyjnym z powodu krwawienia zwiŃzanego z interwencjŃ chirurgicznŃ [176]. 

Wskazaniem do przetoczenia KKCz jest znaczna utrata krwi, zaŜ do transfuzji ŜwieŨo 

mroŨonego osocza i koncentratu krwinek pğytkowych wystňpowanie zaburzeŒ krzepniňcia 

i mağopğytkowoŜĺ [3, 144, 176]. UpoŜledzone mechanizmy nadzoru immunologicznego 

u biorc·w po przetoczeniu KKCz spowodowane obecnoŜciŃ kom·rek apoptotycznych, 

resztkowych biağych krwinek i mediator·w odpowiedzi biologicznej (wolnej Hb, cytokin 

immunosupresyjnych, rozpuszczalnych mediator·w i peptydu HLA, mikropňcherzyk·w 

zawierajŃcych Hb czy aktywnego czynnika wzrostu) w supernatantach przechowywanych 

KKCz powiŃzano z wystňpowaniem progresji i nawrot·w choroby nowotworowej (Rycina 12) 

[144, 162]. 

 
Rycina 12. Patofizjologia TRIM i jej wpğyw na wzrost nowotworu i przerzuty. Opracowano na podstawie [162]. 

Skr·ty: EMP (ang. erythrocyte-derived microparticles), mikroczŃstki pochodzenia erytrocytarnego; Hb (ang. haemoglobin), hemoglobina; 

TNF-ɓ (ang. tumor necrosis factor- ɓ), czynnik martwicy nowotworu-ɓ. 
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ImmunomodulujŃcy wpğyw przetoczenia KKCz opisywany jest od wielu lat. TRIM 

jest zğoŨonŃ, wieloczynnikowŃ immunologicznŃ reakcjŃ poprzetoczeniowŃ u biorcy 

zwiňkszajŃcŃ ryzyko nawrotu choroby nowotworowej, zwğaszcza u pacjent·w, kt·rzy 

nie otrzymujŃ pooperacyjnej chemioterapii jako terapii uzupeğniajŃcej po zabiegu [144, 162, 

163, 176, 177]. Okoğooperacyjne przetaczanie krwinek czerwonych i zwiŃzana z nim TRIM 

jest r·wnieŨ powiŃzana ze zwiňkszonŃ liczbŃ nawrot·w niekt·rych guz·w litych, takich 

jak guzy jelita grubego, pğuc, wŃtroby, trzustki i dr·g Ũ·ğciowych [162, 176]. Efekt 

immunomodulujŃcy zaleŨny od przetoczenia moŨe byĺ specyficzny lub niespecyficzny 

dla antygenu. W odpowiedzi swoistej dla antygenu poŜredniczy tolerancja limfocyt·w 

B i T na przetoczone antygeny HLA (ang. human leucocyte antygen; antygen ludzkich 

leukocyt·w). Wsp·ğdzielenie HLA miňdzy kom·rkami dawcy i biorcy utrzymuje siň u biorcy 

(stan mikrochimeryzmu), a zatem indukuje specyficznŃ tolerancjň limfocyt·w B i T, produkcjň 

przeciwciağ anty-idiotypowych lub anergiň limfocyt·w B i T. Z drugiej strony, w odpowiedzi 

niespecyficznej dla antygenu poŜredniczŃ mniej zr·Ũnicowane zmiany w ukğadzie 

odpornoŜciowym z obniŨonŃ funkcjŃ makrofag·w, niŨszym stosunkiem CD4/CD8 i zmienionŃ 

aktywnoŜciŃ kom·rek NK (ang. natural killer). Wszystkie opisane zmiany bezpoŜrednio 

lub poŜrednio przyczyniajŃ siň do zmniejszonego nadzoru immunologicznego, uğatwiajŃc 

wzrost, proliferacjň i rozprzestrzenianie siň kom·rek nowotworowych. 

PoniŨej w Tabeli 4 podsumowano przeprowadzone badania dotyczŃce wpğywu 

okoğooperacyjnego przetoczenia KKCz na pacjent·w onkologicznych. 

Tabela 4. Przeprowadzone badania dotyczŃce wpğywu okoğooperacyjnego przetoczenia KKCz na pacjent·w 

onkologicznych [153]. 

Autor  Guz pierwotny WielkoŜĺ pr·by Rodzaj badania 

Lyu i in. Rak jelita grubego 10 621 Meta-analiza 

Woolley i in. Rak gğowy i szyi 143 Meta-analiza 

Agnes i in. Rak ŨoğŃdka 21 485 Meta-analiza 

Boshier i in. Rak przeğyku 4 190 Meta-analiza 

Wang i in. Rak dr·g Ũ·ğciowych 1 719 Meta-analiza 

Zhou i in. Rak dr·g Ũ·ğciowych 605 Retrospektywne 

Liu i in. Rak wŃtrobowokom·rkowy 5 635 Meta-analiza 

Mavros i in. Rak trzustki 4 339 Meta-analiza 

Luan i in. NSCLC 5 915 Meta-analiza 

Cata i in. Rak pňcherza moczowego 15 655 Meta-analiza 

Vetterlein i in. Rak pňcherza moczowego 611 Retrospektywne 
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Autor  Guz pierwotny WielkoŜĺ pr·by Rodzaj badania 

Linder i in. Rak nerki 2 318 Retrospektywne 

Park i in. Rak nerki 3 832 Retrospektywne 

Li i in. Rak prostaty 26 698 Meta-analiza 

Poorman i in. Rak nadnercza 149 Retrospektywne 

Bogani i in. Rak szyjki macicy 275 Retrospektywne 

De Oliveira i in.  Rak jajnika 136 Retrospektywne 

Warner i in. Rak jajnika 587 Retrospektywne 

Nadeem i in. Rak piersi 7 384 Meta-analiza 
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5. Stres oksydacyjny po przetoczeniu krwinek czerwonych w wybranych 

grupach biorc·w 

Stres oksydacyjny (ang. OS; oxidative stress) to stan definiowany jako zaburzenie 

r·wnowagi pro-oksydacyjno-antyoksydacyjnej w kierunku proces·w utleniania podczas, 

kt·rego uszkodzeniom ulegajŃ biağka, lipidy, cukry oraz kwasy nukleinowe, co w nastňpstwie 

prowadzi do zaburzeŒ w prawidğowym funkcjonowaniu kom·rek i tkanek organizmu 

[178, 179]. Stres oksydacyjny jest zjawiskiem niepoŨŃdanym w transfuzjologii, zachodzŃcym 

w przechowywanych skğadnikach krwi, jak r·wnieŨ w organizmach biorc·w po przetoczeniu. 

PoniŨej om·wiony zostağ aktualny stan wiedzy na temat dostňpnych, nielicznych jeszcze 

danych literaturowych dotyczŃcych oceny parametr·w stresu oksydacyjnego po przetoczeniu 

krwinek czerwonych w wybranych grupach biorc·w. Dotychczas badania przeprowadzono 

przed i po przetoczeniu KKCz w grupie wczeŜniak·w [180-183], u pacjent·w w stanie 

krytycznym z oddziağ·w intensywnej opieki medycznej (OIOM) [184] oraz u pacjent·w 

po wielokrotnych transfuzjach [185-189].  

5.1. Pacjenci oddziağ·w neonatologicznych 

Dostňpne dane literaturowe wskazujŃ, iŨ pierwszŃ grupŃ biorc·w KKCz, w kt·rej 

badano zmiany oksydacyjne zachodzŃce po przetoczeniu byğy wczeŜniaki. Sugeruje siň, 

Ũe przetaczanie tego skğadnika krwi moŨe byĺ przyczynŃ rozwoju retinopatii (ang. ROP; 

retinopathy of prematurity) i przewlekğej choroby pğuc (ang. CLD; chronic lung disease) 

w tej grupie biorc·w [180]. Czynnikami, kt·re mogŃ odpowiadaĺ za rozw·j ROP i CLD 

po przetoczeniu KKCz sŃ wzrost iloŜci dostarczanego tlenu do siatk·wki oka lub pğuc, 

zwiňkszenie hematokrytu w organizmie biorc·w, obniŨenie powinowactwa tlenu 

do Hb w przechowywanych krwinkach czerwonych oraz zwiŃzane z transfuzjŃ przeciŃŨenie 

Ũelazem. Krwinki czerwone obecne w przechowywanych jednostkach charakteryzujŃ 

siň skr·conym okresem p·ğtrwania, a zawarte w supernatantach KKCz wolne Ũelazo wykazuje 

silne dziağanie prooksydacyjne. Transfuzja kilku jednostek KKCz moŨe znaczŃco zwiňkszyĺ 

iloŜĺ Ũelaza w organizmie wczeŜniak·w, szczeg·lnie podczas pierwszych tygodni Ũycia, 

poniewaŨ przechowywane jednostki zawierajŃ Ŝrednio ok. 0,5 mg Ũelaza/ml [180]. 

Hirano i wsp. [181] dowiedli, iŨ stňŨenie Ũelaza niezwiŃzanego z transferynŃ (NTBI) 

w osoczu wczeŜniak·w po przetoczeniu KKCz znacznie wzrasta oraz czňŜciowo wystňpuje 

w formie pro-oksydacyjnej (jon Ũelazawy, Fe2+). Autorzy jako przyczynň zaobserwowanego 
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zjawiska podajŃ niskŃ aktywnoŜĺ ferroksydazy oraz redukcjň jonu Ũelazowego (Fe3+) do Fe2+ 

przez kwas askorbinowy [181]. Badania te jednak nie potwierdziğy, Ũe NTBI jest na tyle silnym 

katalizatorem tworzenia RFT, Ũe indukowağoby stres oksydacyjny in vivo [181]. W dalszych 

eksperymentach, przeprowadzonych takŨe w grupie wczeŜniak·w wymagajŃcych transfuzji 

z powodu stwierdzonej niedokrwistoŜci, oznaczano stňŨenie NTBI w osoczu oraz poziom 

wybranych marker·w stresu oksydacyjnego: cağkowitŃ zawartoŜĺ wodoronadtlenk·w (TH) 

i biağkowych grup -SH oraz cağkowitŃ zdolnoŜĺ antyoksydacyjnŃ osocza (TAC) 3 godziny 

przed i po transfuzji UKKCz [180]. Na podstawie przeprowadzonych eksperyment·w w grupie 

20 wczeŜniak·w wykazano, iŨ zawartoŜĺ NTBI w ich osoczu istotnie wzrasta po 3 godzinach 

od przetoczenia, aczkolwiek nie jest skorelowana z istotnymi zmianami w poziomie badanych 

parametr·w stresu oksydacyjnego [180]. Sugeruje to, Ũe wzrost stňŨenia NTBI po przetoczeniu 

nie jest wystarczajŃcy, aby indukowaĺ stres oksydacyjny w tej grupie biorc·w. JednakŨe, 

naleŨy wziŃĺ pod uwagň, Ũe przyczynŃ takich wynik·w (i wniosk·w) m·gğ byĺ nieodpowiedni 

(zbyt kr·tki po przetoczeniu) czas pobrania krwi, kt·ry uniemoŨliwiğ obserwacjň zmian 

badanych marker·w stresu oksydacyjnego, na co r·wnieŨ zwracajŃ uwagň sami autorzy 

przedstawionej pracy [180]. 

Niemniej jednak otrzymane wyniki mogŃ wskazywaĺ, iŨ czynnikiem odpowiedzialnym 

za rozw·j CLD i ROP po przetoczeniu KKCz u wczeŜniak·w moŨe byĺ wt·rne przeciŃŨenie 

Ũelazem. Zwiňkszona iloŜĺ wolnego Ũelaza moŨe katalizowaĺ reakcjň Fentona, w kt·rej 

produkowany jest rodnik hydroksylowy, kt·ry z kolei moŨe uszkadzaĺ pğuca i siatk·wkň oka. 

PodstawowŃ ochronň przed szkodliwym dziağaniem wolnego Ũelaza zapewnia ceruloplazmina 

(odpowiadajŃca za utlenianie jon·w Fe2+ do Fe3+) oraz transferyna (odpowiedzialna za wiŃzanie 

Fe3+). Przypuszcza siň, iŨ u wczeŜniak·w (w wieku poniŨej 33 tygodnia Ũycia) stňŨenia wyŨej 

wymienionych biağek w osoczu sŃ niskie [180]. PodsumowujŃc, otrzymane wyniki wskazujŃ, 

Ũe przetoczenie KKCz nie zwiňksza ryzyka wystŃpienia stresu oksydacyjnego w tej grupie 

biorc·w [180]. 

W 2002 roku Wardle i in. [182] oceniali wpğyw transfuzji KKCz na poziom 

peroksydacji lipid·w w moczu wczeŜniak·w. Pr·bki do badaŒ pobierano trzykrotnie: 

przed przetoczeniem (1-3 dni), 24 godziny po przetoczeniu KKCz oraz w ciŃgu nastňpnych 

Ñ7 dni (od 3. do 9. dnia). Przed przetoczeniem stňŨenie MDA byğo zbliŨone w grupie badanej, 

kt·rej podano KKCz (mediana 9,1 nmol/mg kreatyniny; rozstňp miňdzykwartylowy 6,4-12,6 

nmol/mg) oraz kontrolnej, w kt·rej transfuzji nie przeprowadzono (mediana 11,3 nmol/mg 

kreatyniny; rozstňp miňdzykwartylowy 7,3 ï 15,6 nmol/mg). Po 24 godzinach od przetoczenia 

zaobserwowano istotny wzrost stňŨenia MDA w moczu (mediana 14,6 nmol/mg kreatyniny; 
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rozstňp miňdzykwartylowy 7,3 ï 23,7 nmol/mg), kt·ry nastňpnie wracağ do poziomu sprzed 

transfuzji (mediana 10,1 nmol/mg kreatyniny; rozstňp miňdzykwartylowy 6,6 ï 15,4 nmol/mg) 

w ciŃgu Ñ6 dni [182]. Na podstawie przeprowadzonych badaŒ dowiedziono, iŨ stňŨenie 

marker·w stresu oksydacyjnego moŨe siň zmieniaĺ w zaleŨnoŜci od czasu pobrania materiağu 

do badaŒ. Sugerowano, Ũe naleŨy braĺ pod uwagň takŨe inne czynniki, kt·re mogŃ wpğywaĺ 

na poziom oznaczanych marker·w OS, tj. mechaniczna wentylacja [182].  

Z kolei Collard i wsp. [183] zaobserwowali u wczeŜniak·w dodatniŃ korelacjň 

pomiňdzy objňtoŜciŃ przetoczonej krwi, a poziomem MDA w popğuczynach oskrzelowo-

pňcherzykowych (ang. BAL; bronchoalveolar lavage). Na uzyskane wyniki m·gğ wpğynŃĺ fakt, 

iŨ wczeŜniaki biorŃce udziağ w badaniu byğy mechanicznie wentylowane oraz wykazywağy 

objawy pğucnej infekcji, co mogğo nasilaĺ obserwowany efekt [183]. 

EstoŒska grupa badawcza oceniağa markery OS (pomiar stňŨenia TBARS, sprzňŨonych 

dien·w (CD) i potencjağ antyoksydacyjny surowicy) przed i po transfuzji wymiennej KKCz 

w przebiegu sepsy u noworodk·w [190]. Wybrane parametry oznaczano przed, bezpoŜrednio 

po oraz po upğywie 6 i 12 godzin od przetoczenia ŜwieŨych KKCz. Po transfuzji 

zaobserwowano znaczŃcy wzrost poziomu CD (zaraz po) i TBARS (po 6 godzinach, 

przy czym po 12 godzinach poziom TBARS wr·ciğ do poziomu poczŃtkowego sprzed 

przetoczenia). Przedstawione wyniki po raz kolejny podkreŜlajŃ tymczasowy charakter zmian 

niekt·rych parametr·w stresu oksydacyjnego po przetoczeniu krwi [190]. Najnowsze dostňpne 

wyniki badaŒ Boskabadi i in. [191] wskazujŃ, iŨ transfuzja wymienna u noworodk·w 

z Ũ·ğtaczkŃ wpğywa na r·wnowagň prooksydacyjno-antyoksydacyjnŃ w kierunku proces·w 

utleniania oraz nasila siň nawet do 6 godzin po przetoczeniu.  

5.2. Pacjenci oddziağ·w intensywnej opieki medycznej (OIOM) 

Przetaczanie KKCz jest powszechnie stosowanŃ procedurŃ u pacjent·w 

przebywajŃcych na Oddziağach Intensywnej Opieki Medycznej (OIOM), u kt·rych wystŃpiğa 

niedokrwistoŜĺ. Badania epidemiologiczne prowadzone w ostatnich latach wykazağy, 

Ũe podczas pobytu na OIOM ok. 37% pacjent·w otrzymuje KKCz (Ŝrednio piňĺ jednostek). 

Natomiast, u pacjent·w, kt·rzy przebywajŃ na oddziale dğuŨej niŨ 7 dni, iloŜĺ ta zwiňksza 

siň do 73% [184]. Na podstawie uzyskanych danych dowiedziono takŨe, Ũe u pacjent·w 

krytycznie chorych zwiňkszony poziom stresu oksydacyjnego zwiŃzany jest z gorszym 

rokowaniem. Badania wykonane przez Rosa i in. [184] w grupie 40 biorc·w, wykazağy, 

Ũe po przetoczeniu KKCz wzrasta poziom grup karbonylowych biağek i peroksydacji lipid·w 
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(oceniany poprzez pomiar TBARS) przy jednoczesnym obniŨeniu poziomu 

interleukiny 6 (IL-6). Pr·bki krwi od pacjent·w pobierano tuŨ przed i 12 godzin po transfuzji. 

Dodatkowo, zaobserwowano dodatniŃ korelacjň pomiňdzy zwiňkszonŃ ŜmiertelnoŜciŃ 

pacjent·w, a poprzetoczeniowym oksydacyjnym uszkodzeniem biağek. PodsumowujŃc, 

w badanej grupie biorc·w przetoczenie KKCz moŨe mieĺ powaŨne negatywne skutki kliniczne 

[184].  

5.3. Pacjenci po wielokrotnych transfuzjach 

Ryzyko wystŃpienia powaŨnych reakcji poprzetoczeniowych jest znacznie wiňksze 

u pacjent·w po wielokrotnych transfuzjach. Pacjenci cierpiŃcy na schorzenia, tj. przewlekğa 

biağaczka szpikowa, syndrom mielodysplastyczny, niedokrwistoŜĺ aplastyczna oraz talasemia, 

z powodu przewlekğej niedokrwistoŜci, wymagajŃ terapii polegajŃcej na systematycznym 

przetaczaniu KKCz. Ta grupa biorc·w w najwiňkszym stopniu naraŨona jest, 

m.in. na przewlekğŃ hemosyderozň, alloimmunizacjň, wystŃpienie zakaŨenia przenoszonego 

przez krew czy reakcji gorŃczkowych [185]. 

Chattopadhyay i in. [185] zaobserwowali znaczŃco podwyŨszone stňŨenie MDA 

i ferrytyny w surowicy krwi oraz obniŨonŃ opornoŜĺ osmotycznŃ erytrocyt·w u biorc·w 

ze schorzeniami hematologicznymi, kt·rzy wymagajŃ wielokrotnych transfuzji KKCz, 

w por·wnaniu do grupy kontrolnej [185]. Pacjenci z ɓ-talasemiŃ i anemiŃ sierpowatŃ 

sŃ naraŨeni na powaŨne przeciŃŨenie Ũelazem, w zwiŃzku z tym, iŨ sŃ przewlekle leczeni 

koncentratami czerwonokrwinkowymi, co skutkuje zwiňkszonym poziomem stresu 

oksydacyjnego, przejawiajŃcym siň peroksydacjŃ lipid·w, kt·ra prowadzi do uszkodzenia 

wŃtroby [186, 187]. 

W 2014 roku Fernandes i wsp. [188] badali chorych na niedokrwistoŜĺ w zaleŨnoŜci 

od iloŜci przetoczonych KKCz. W pierwszej grupie znaleŦli siň biorcy, kt·rym przetoczono 

poniŨej piňciu jednostek, w drugiej miňdzy 5 a 10, a w trzeciej powyŨej dziesiňciu preparat·w 

czerwonokrwinkowych. W por·wnaniu do grupy kontrolnej, we wszystkich trzech grupach 

biorc·w zaobserwowano wzrost poziomu TBARS i zwiňkszonŃ karbonylacjň biağek 

oraz dodatkowo istotny spadek stňŨenia grup tiolowych u pacjent·w, kt·rym przetoczono 

wiňcej niŨ dziesiňĺ jednostek. AktywnoŜĺ enzym·w antyoksydacyjnych (CAT, SOD, GPx) 

ujemnie korelowağa z liczbŃ otrzymanych KKCz. Przedstawione wyniki potwierdzajŃ, 

Ũe wzrost iloŜci przetoczonych KKCz zwiŃzany jest ze wzrostem poziomu OS [188]. 

Dwa lata p·Ŧniej w eksperymentach zaprojektowanych w podobny spos·b, w Ũadnej 
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z badanych grup nie zaobserwowano zmian w poziomie methemoglobiny w pr·bkach 

pobranych od 34 pacjent·w przed i po zabiegu chirurgicznym [192]. W tych badaniach 

do pierwszej grupy przydzielono pacjent·w, kt·rym nie zlecono transfuzji KKCz, w drugiej 

oraz trzeciej grupie znajdowali siň biorcy, kt·rym przetoczono, odpowiednio, 

1-3 oraz 4 i wiňcej jednostek KKCz. PodsumowujŃc, uzyskane wyniki wskazujŃ, Ũe wzrost 

niekt·rych parametr·w OS obserwowany po przetoczeniu KKCz moŨe mieĺ charakter 

przejŜciowy. Prawdopodobnie, kliniczne skutki zaobserwowanego OS mogŃ byĺ zauwaŨalne 

u biorc·w wielokrotnych transfuzji [192]. 
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6. Uzasadnienie podjňcia tematu 

Wskazaniem do przetoczenia krwinek czerwonych jest znaczna niedokrwistoŜĺ 

zagraŨajŃca niedotlenieniem waŨnych dla Ũycia narzŃd·w. Transfuzja KKCz jest zabiegiem 

ratujŃcym Ũycie, ale zawsze niesie za sobŃ ryzyko powikğaŒ, kt·rych przyczyny czňsto 

nie sŃ znane. 

Obecnie, w oŜrodkach krwiodawstwa i krwiolecznictwa maksymalny czas 

przechowywania KKCz, w warunkach chğodniczych (4Ñ2ÁC) i z dodatkiem okreŜlonych 

pğyn·w konserwujŃcych/wzbogacajŃcych, wynosi 42 dni. Rygorystyczne wymogi kontroli 

jakoŜci skğadnik·w krwi, do kt·rych naleŨy okres ich przydatnoŜci do uŨytku klinicznego 

zapewniajŃ wzglňdne bezpieczeŒstwo. Jednak w przechowywanych krwinkach czerwonych 

zachodzŃ zaleŨne od czasu odwracalne i nieodwracalne zmiany w ich strukturze, metabolizmie 

i funkcji. Dane eksperymentalne wskazujŃ, Ũe zmiany te mogŃ mieĺ wpğyw na skutecznoŜĺ 

przetoczenia krwinek in vivo oraz wystŃpienie niepoŨŃdanych reakcji poprzetoczeniowych 

u zwierzŃt laboratoryjnych. Wiele przeprowadzonych badaŒ sugeruje, Ũe transfuzja Ăstarszychò 

(przechowywanych ponad 14 dni) KKCz, szczeg·lnie pacjentom ze schorzeniami sercowo-

naczyniowymi, moŨe byĺ przyczynŃ zwiňkszonego ryzyka powikğaŒ zatorowo-zakrzepowych, 

a takŨe, m.in. potransfuzyjnego ostrego uszkodzenia pğuc, niewydolnoŜci wielonarzŃdowej, 

czy posocznicy, a nawet zwiňkszonej ŜmiertelnoŜci. PodğoŨem tych reakcji mogŃ byĺ liczne, 

biologicznie aktywne zwiŃzki (m.in. pozakom·rkowa Hb, hem, Ũelazo, cytokiny, czynniki 

wzrostu), a takŨe mikroczŃstki (wykazujŃce aktywnoŜĺ pro koagulacyjnŃ), akumulujŃce 

siň w dğuŨej przechowywanych KKCz. ZwiŃzki uwalniane z kom·rek do supernatantu KKCz 

podczas przechowywania, wŜr·d kt·rych sŃ, m.in. mediatory pro-zapalne, pro-nowotworowe, 

angiogenne, czy wazoaktywne, jak i mechanizmy ich oddziağywania z kom·rkami krwi biorcy 

sŃ bardzo sğabo poznane. 

Stres oksydacyjny jest zjawiskiem niepoŨŃdanym w transfuzjologii. 

W przechowywanych KKCz na skutek wzrostu poziomu RFT, przy jednoczesnym 

upoŜledzeniu systemu antyoksydacyjnego, dochodzi do stresu oksydacyjnego. Nasilenie stresu 

oksydacyjnego, jak r·wnieŨ poziom Ũelaza niezwiŃzanego z transferynŃ rosnŃ proporcjonalnie 

do czasu przechowywania KKCz, co stwarza pro-oksydacyjne Ŝrodowisko. Progresywne 

zmiany zachodzŃce w krwinkach czerwonych podczas ich przechowywania w oŜrodkach 

krwiodawstwa i krwiolecznictwa sŃ dobrze opisane i udokumentowane, natomiast kliniczne 

konsekwencje przetaczania KKCz, szczeg·lnie dğuŨej przechowywanych (z zaakceptowanŃ 

datŃ waŨnoŜci do 42 dni), nie zostağy dotychczas wyjaŜnione. Nie wyjaŜniono takŨe 
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czy przetaczanie filtrowanych KKCz, w celu usuniňcia z nich wiňkszoŜci krwinek biağych 

i pğytek krwi dawcy, zmniejsza ryzyko reakcji poprzetoczeniowych u biorc·w. DuŨŃ trudnoŜciŃ 

we wğaŜciwej interpretacji wynik·w badaŒ klinicznych jest fakt, Ũe na zachorowalnoŜĺ 

i ŜmiertelnoŜĺ biorc·w, opr·cz czasu przechowywania przetaczanego skğadnika krwi, 

ma wpğyw wiele r·Ũnorodnych czynnik·w, kt·rych nie da siň wyeliminowaĺ. 

Koncentraty krwinek czerwonych (KKCz) sŃ najczňŜciej przetaczanym skğadnikiem 

krwi, a spoŜr·d biorc·w, koncentratem czerwonokrwinkowym najczňŜciej leczeni sŃ pacjenci 

z nowotworami krwi. U chorych na ostrŃ biağaczkň szpikowŃ (ang. AML; Acute Myeloid 

Leukemia) istotnym problemem klinicznym sŃ wynikajŃce z nacieczenia szpiku kostnego 

niedokrwistoŜĺ, mağopğytkowoŜĺ oraz neutropenia. W leczeniu gğňbokiej niedokrwistoŜci 

(stňŨenie hemoglobiny poniŨej 7 g/dl) czy mağopğytkowoŜci (liczba pğytek krwi poniŨej 20 G/l), 

poza terapiŃ choroby podstawowej stosuje siň przetoczenia KKCz i/lub koncentratu krwinek 

pğytkowych (KKP). Nieliczne dane literaturowe wskazujŃ, Ũe w niekt·rych grupach biorc·w 

(w grupie wczeŜniak·w, pacjent·w w stanie krytycznym z oddziağ·w intensywnej opieki 

medycznej (OIOM), pacjent·w po wielokrotnych transfuzjach) po przetoczeniu KKCz 

obserwuje siň wzrost wybranych parametr·w stresu oksydacyjnego. W procesie kancerogenezy 

oraz przerzutowania istotnŃ rolň odgrywa zaburzona r·wnowaga oksydacyjno-

antyoksydacyjna. U pacjent·w z chorobami nowotworowymi zaobserwowano znacznie 

podwyŨszony poziom stresu oksydacyjnego w por·wnaniu do zdrowych ochotnik·w. Obecnie 

brak w literaturze danych dotyczŃcych badania stňŨenia marker·w stresu oksydacyjnego 

przed i po przetoczeniu skğadnik·w krwi u chorych na ostrŃ biağaczkň szpikowŃ. 

  



   

- 53 - 
 

7. ZağoŨenia i cel badaŒ 

Gğ·wnym celem niniejszej pracy doktorskiej byğo ustalenie czy postňpujŃce zmiany 

zachodzŃce w dğugo przechowywanych KKCz (42 dni ustalone jako dopuszczalna norma) 

promujŃ ich dziağanie pro-koagulacyjne, pro-oksydacyjne oraz modulujŃce przeŨywalnoŜĺ 

i proliferacjň kom·rek nowotworowych, a takŨe jaki jest wpğyw leukoredukcji na te procesy 

Celem pracy byğa takŨe ocena wybranych parametr·w stresu oksydacyjnego po przetoczeniu 

KKCz u chorych na ostre biağaczki szpikowe. 

PodstawŃ hipotezy badawczej byğo zağoŨenie, Ũe supernatanty z przechowywanych 

przez 42 dni KKCz, w szczeg·lnoŜci z niefiltrowanych jednostek wykazujŃ dziağanie 

pro-zakrzepowe, pro-oksydacyjne oraz Ũe mogŃ one wzmagaĺ proliferacjň kom·rek 

nowotworowych. 

Badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej zostağy podzielone 

na trzy cele szczeg·ğowe (zadania badawcze): 

1) ocena parametr·w czynnoŜciowych pğytek krwi w krwi peğnej po uprzedniej inkubacji 

z supernatantami (izolowanymi z KKCz oraz UKKCz w 1. oraz 42. dniu przechowywania) 

poprzez okreŜlenie: 

Á stanu aktywacji pğytek krwi (stopnia pobudzenia) - (cytometryczna analiza udziağu 

frakcji mikropğytek i agregat·w pğytkowych, pomiar ekspresji antygenu miejsca 

wiŃŨŃcego fibrynogen w kompleksie GP IIb/IIIa oraz selektyny P) 

Á zmian reaktywnoŜci pğytek krwi w odpowiedzi na dziağanie fizjologicznych 

agonist·w (pomiar odsetka mikropğytek i agregat·w pğytkowych, 

selektyny P i aktywnej formy GP IIb/IIIa w krwi peğnej, pomiar agregacji pğytek 

krwi w osoczu bogato pğytkowym i adhezji pğytek krwi zawieszonych w buforze 

Tyroda) 

2) ocena dziağania supernatant·w (izolowanych z KKCz oraz UKKCz w 1. oraz 42. dniu 

przechowywania) na wybrane linie ludzkich kom·rek nowotworowych 

(i linii nienowotworowej) poprzez okreŜlenie ich:  

Á  cytotoksycznoŜci wobec badanych kom·rek (pomiar przeŨywalnoŜci)  

Á wpğywu na proliferacjň badanych kom·rek 

Á genotoksycznoŜci (pomiar poziomu uszkodzeŒ DNA) 

Á wğaŜciwoŜci pro-oksydacyjnych (pomiar wewnŃtrzkom·rkowego poziomu RFT) 

Á wğaŜciwoŜci pro/anty-apoptotycznych (na podstawie pomiaru aktywnoŜci kaspazy 

3/7 oraz kaspazy 9) 
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3) ocena wybranych marker·w stresu oksydacyjnego po przetoczeniu koncentratu krwinek 

czerwonych lub koncentratu krwinek pğytkowych u chorych na ostre biağaczki szpikowe 

(AML) poprzez pomiar (w osoczu krwi, pobranej przed i 24 godziny po przetoczeniu 

skğadnika krwi): 

Á stňŨenia grup tiolowych (-SH) 

Á stňŨenia grup karbonylowych (-CO) 

Á stňŨenia 3-nitrotyrozyny (3-NT) 

Á aktywnoŜci enzym·w antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), 

transferazy glutationowej (GST) 

Á poziomu peroksydacji lipid·w (TBARS) 

Á cağkowitego potencjağu antyoksydacyjnego (CPA) 

Á stňŨenia koŒcowych produkt·w zaawansowanej glikacji (AGE) 

Á aktywnoŜci zewnŃtrzkom·rkowej dehydrogenazy mleczanowej (LDH) 

 

 Na przeprowadzenie badaŒ uzyskano zgodň Komisji ds. Bioetyki BadaŒ Naukowych 

Uniwersytetu Ğ·dzkiego 7/KBBN-UĞ/III/2014 oraz 26/KBBN-UĞ/I/2017. Badania prowadzone 

na materiale biologicznym pochodzŃcym od pacjent·w przebywajŃcych w Wojew·dzkim 

Wielospecjalistycznym Centrum Onkologii i Traumatologii im. Mikoğaja Kopernika w Ğodzi 

zostağy wykonane zgodnie z DeklaracjŃ HelsiŒskŃ oraz uchwağŃ Komisji Bioetycznej 

przy Uniwersytecie Medycznym w Ğodzi RNN/19/17/KE. 
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8. Materiağy 

8.1. Materiağ badawczy 

Materiağ biologiczny do badaŒ stanowiğy: 

Á krew peğna pobrana od zdrowych dawc·w (zakwalifikowanych) do pojemnika 

z roztworem CPD (ang. Citrate-Phosphate-Dextrose) oraz ŜwieŨo przygotowane 

koncentraty krwinek czerwonych w roztworze wzbogacajŃcym (ang. SAGM; 

Saline-Adenine-Glucose-Mannitol) uzyskiwane z Regionalnego Centrum 

Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (RCKiK) w Ğodzi 

Á krew peğna uzyskana od zdrowych ochotnik·w pobrana w Diagnostyka Sp. z o. o. 

Laboratoria medyczne (Centrum Medyczne im. dr. L. Rydygiera) oraz Centrum 

Diagnostyki Laboratoryjnej (ul. Jaracza 85 w Ğodzi) 

Á osocze pochodzŃce od 52 pacjent·w z ostrŃ biağaczkŃ szpikowŃ przebywajŃcych 

w Klinice Hematologii Wojew·dzkiego Wielospecjalistycznego Centrum Onkologii 

i Traumatologii (WWCOiT) im. Mikoğaja Kopernika w Ğodzi 

Á linie ludzkich kom·rek nowotworowych: 

- K-562 (ATCCÈ CCL-243Ê) ï przewlekğej biağaczki szpikowej (CML) 

- LoVo (ATCCÈ CCL-229Ê) ï gruczolakoraka jelita grubego 

- MCF7 (ATCCÈ HTB-22Ê) ï gruczolakoraka piersi 

- A2780 (ECACC 93112519) ï raka jajnika 

- PC-3 (ATCCÈ CRL-1435Ê) ï gruczolakoraka prostaty 

Á nienowotworowa, unieŜmiertelniona linia ludzkich kom·rek nabğonkowych gruczoğu 

sutkowego ï MCF-10A (ATCCÈ CRL-10317Ê) 

 

Kom·rki linii A2780 zakupiono w European Collection of Authenticated Cell Cultures 

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

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

8.1.1. Koncentraty krwinek  czerwonych (KKCz) 

 Do badaŒ wykorzystano 5 komercyjnych koncentrat·w krwinek czerwonych 

(2 jednostki gr. AB RhD+, 2 jednostki gr. B RhD+, jedna jednostka gr. 0 RhD-) z roztworem 

wzbogacajŃcym SAGM (150 mM chlorek sodu; 1,25 mM adenina; 45 mM glukoza; 30 mM 
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mannitol). W RCKiK kaŨdy koncentrat krwinek czerwonych (KKCz/SAGM) byğ podzielony 

na 4 r·wne wagowo porcje pediatryczne, z kt·rych dwie pozostawiano niefiltrowane, 

a dwie poddawano filtracji (zestaw BioR Flex, Fresenius Kabi AG filter; Bad Homburg, 

Niemcy) w celu otrzymania ubogoleukocytarnego koncentratu krwinek czerwonych 

(UKKCz/SAGM) (Rycina 13). Z jednostek KKCz i UKKCz, w 1. i 42. dniu przechowywania 

w warunkach chğodniczych (4Ñ2ÁC) otrzymywano supernatanty. 

 Medyczne zasady kwalifikowania dawc·w, pobierania krwi, wytwarzania 

jej skğadnik·w oraz kontrolň ich jakoŜci przeprowadzano zgodnie z obowiŃzujŃcymi 

podstawami prawnymi (dyrektywa 2002/98/WE Parlamentu Europejskiego i Rady Unii 

Europejskiej z dn. 27 stycznia 2003 roku, RozporzŃdzenie Ministra Zdrowia - ustawa 

o publicznej sğuŨbie krwi z dn. 22 sierpnia 1997 roku wraz z p·Ŧniejszymi zmianami i aktami 

wykonawczymi, zalecenia Rady Europy Strasburg 2011). 

 
Rycina 13. Preparatyka jednostek KKCz wykorzystanych w badaniach wykonana na zam·wienie w RCKiK 

(opracowanie wğasne) 

W RCKiK zabieg pobierania jednej jednostki krwi peğnej (450 ml Ñ 10%) od zdrowego 

dawcy przeprowadza siň uŨywajŃc sterylnych i apirogennych zestaw·w pojemnik·w 

stanowiŃcych ukğad zamkniňty (CompoFlexÈ, Fresenius Kabi AG; Bad Homburg, Niemcy), 

wykonanych z polichlorku winylu (ang. PVC; polyvinyl chloride) z dodatkiem plastyfikatora 

ftalanu di-2-etyloheksylu (ang. DEHP; di-2-ethylhexyl phthalate), zawierajŃcych 

ok. 70 ml pğynu konserwujŃcego CPD (100 mM cytrynian sodu; 18 mM diwodorofosforan 

sodu; 130 mM glukoza; 16 mM kwas cytrynowy - zgodny z FarmakopeŃ EuropejskŃ). 
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Nastňpnie, zgodnie z przyjňtymi zasadami preparatyki krwi i jej skğadnik·w z jednej jednostki 

krwi peğnej po usuniňciu 90% osocza otrzymuje siň jednŃ jednostkň koncentratu krwinek 

czerwonych w roztworze wzbogacajŃcym SAGM (KKCz/SAGM). Otrzymana jednostka 

opr·cz krwinek czerwonych zawiera takŨe krwinki pğytkowe i biağe w iloŜci zaleŨnej 

od zastosowanych warunk·w wirowania (iloŜĺ biağych krwinek powyŨej 1,2 Ĭ 109/jednostkň). 

Skğadniki zawarte w pğynie SAGM zapobiegajŃ hemolizie, wspomagajŃ przebieg procesu 

glikolizy, zapewniajŃ utrzymanie odpowiedniej osmolarnoŜci oraz ŨywotnoŜci krwinek 

czerwonych po transfuzji. Zastosowanie roztworu uzupeğniajŃcego umoŨliwia przechowywanie 

KKCz przez 42 dni w temperaturze 4Ñ2ÜC. Kolejnym etapem preparatyki byğ podziağ 

w ukğadzie zamkniňtym jednej jednostki KKCz/SAGM na cztery r·wne porcje do uŨytku 

pediatrycznego (worki JMS Singapore Pte Ltd). Dwa worki pediatryczne byğy poddane 

procesowi filtracji grawitacyjnej przy uŨyciu filtr·w antyleukocytarnych (zestaw BioR Flex, 

Fresenius Kabi AG filter; Bad Homburg, Niemcy) w celu otrzymania ubogoleukocytarnych 

koncentrat·w krwinek czerwonych (UKKCz/SAGM; iloŜĺ krwinek biağych poniŨej 

1,0 Ĭ 106/jednostkň). OpisanŃ powyŨej preparatykň (Rycina 13) wykonywano zaraz 

po zakoŒczeniu donacji. Tak przygotowane jednostki odbierano z RCKiK w Ğodzi. 

8.1.2. Charakterystyka linii kom·rkowych 

Tabela 5. Specyfikacja linii kom·rkowych wykorzystanych do badaŒ 

Linia K -562 (ATCCÈ CCL-243Ê) 

Organizm Homo sapiens, czğowiek 

Pierwotne 

usytuowanie/tkanka 
szpik kostny 

Morfologia limfoblast 

Typ wzrostu kom·rek wzrost w hodowli zawiesinowej (linia kom·rek zawiesinowych) 

Choroba przewlekğa biağaczka szpikowa (ang. chronic myelogenous leukemia; CML) 

Dane kliniczne (pğeĺ, wiek) kobieta, 53 lata 

Pochodzenie 
kom·rki metastazy (wysiňku opğucnowego) 53-letniej kobiety z przewlekğŃ 

biağaczkŃ szpikowŃ pobrane w fazie przeğomu blastycznego 

NowotworowoŜĺ tak 

Zdjňcie* 

 



   

- 58 - 
 

Linia LoVo (ATCC È CCL-229Ê) 

Organizm Homo sapiens, czğowiek 

Pierwotne 

usytuowanie/tkanka 

jelito grube; pochodzŃca z miejsca przerzutowego: okolica nadobojczykowa 

po stronie lewej 

Morfologia typ nabğonkowy 

Typ wzrostu kom·rek wzrost w postaci monowarstwy (linia kom·rek adherentnych) 

Choroba gruczolakorak jelita grubego, klasyfikacja Dukesôa typ C, stopieŒ IV 

Dane kliniczne (pğeĺ, wiek) mňŨczyzna rasy kaukaskiej, 56 lat 

Pochodzenie 

wyprowadzona w 1971 roku z fragmentu guza przerzutowego w okolicy 

nadobojczykowej po stronie lewej 56-letniego mňŨczyzny rasy kaukaskiej z 

histologicznie potwierdzonym rozpoznaniem gruczolakoraka okrňŨnicy 
NowotworowoŜĺ tak 

Zdjňcie* 

 

Linia MCF7 (ATCC È HTB-22Ê) 

Organizm Homo sapiens, czğowiek 

Pierwotne 

usytuowanie/tkanka 

gruczoğ sutkowy, pierŜ; pochodzŃca z miejsca przerzutowego: wysiňk 

opğucnowy 

Morfologia typ nabğonkowy 

Typ wzrostu kom·rek wzrost w postaci monowarstwy (linia kom·rek adherentnych) 

Choroba estrogenozaleŨny gruczolakorak gruczoğu piersiowego 

Dane kliniczne (pğeĺ, wiek) kobieta rasy kaukaskiej, 69 lat 

Pochodzenie 

kom·rki metastazy (wysiňku opğucnowego) 69-letniej kobiety rasy 

kaukaskiej cierpiŃcej na gruczolakoraka gruczoğu piersiowego, linia 

wyprowadzona w 1970 roku 

NowotworowoŜĺ tak 

Zdjňcie* 

 

Linia A2780 (ECACC 93112519) 

Organizm Homo sapiens, czğowiek 

Pierwotne 

usytuowanie/tkanka 
jajnik; pğyn puchlinowy (wodobrzusze, puchlina brzuszna) 
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Morfologia typ nabğonkowy 

Typ wzrostu kom·rek wzrost w postaci monowarstwy (linia kom·rek adherentnych) 

Choroba endometrialny gruczolakorak jajnika 

Dane kliniczne (pğeĺ, wiek) kobieta, brak danych dotyczŃcych wieku pacjentki 

Pochodzenie 

wyprowadzona w 1984 roku z pğynu puchlinowego od nieleczonej pacjentki 

cierpiŃcej na endometrialnego gruczolakoraka jajnika (kom·rki nie byğy 

naraŨone na dziağanie Ũadnych lek·w przeciwnowotworowych) 

NowotworowoŜĺ tak 

Zdjňcie* 

 

Linia PC-3 (ATCCÈ CRL-1435Ê) 

Organizm Homo sapiens, czğowiek 

Pierwotne 

usytuowanie/tkanka 
prostata; pochodzŃca z miejsca przerzutowego: koŜĺ 

Morfologia typ nabğonkowy 

Typ wzrostu kom·rek wzrost w postaci monowarstwy (linia kom·rek adherentnych) 

Choroba gruczolakorak gruczoğu krokowego, stopieŒ IV 

Dane kliniczne (pğeĺ, wiek) mňŨczyzna rasy kaukaskiej, 62 lata 

Pochodzenie 
wyprowadzona z przerzut·w do koŜci od 62-letniego mňŨczyzny rasy 

kaukaskiej cierpiŃcego na gruczolakoraka prostaty stopnia IV 

NowotworowoŜĺ tak 

Zdjňcie* 

 

Linia MCF -10A (ATCCÈ CRL-10317Ê) 

Organizm Homo sapiens, czğowiek 

Pierwotne 

usytuowanie/tkanka 
gruczoğ sutkowy; pierŜ 

Morfologia typ nabğonkowy 

Typ wzrostu kom·rek wzrost w postaci monowarstwy (linia kom·rek adherentnych) 

Choroba zwğ·knienie gruczoğu piersiowego 

Dane kliniczne (pğeĺ, wiek) kobieta rasy kaukaskiej, 36 lat 
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Pochodzenie 

wyprowadzona w 1984 roku z nienowotworowych kom·rek nabğonka 

gruczoğu piersiowego 36-letniej kobiety rasy kaukaskiej chorujŃcej na 

zwğ·knienie gruczoğu piersiowego (unieŜmiertelniona linia kom·rkowa) 

NowotworowoŜĺ nie 

Zdjňcie* 

 

*Zdjňcia reprezentatywne przedstawiŃjŃce morfologiň kom·rek wykorzystanych w doŜwiadczeniach wykonano 

przy pomocy mikroskopu Ŝwietlnego kontrastowo-fazowego o odwr·conej optyce model Primo Vert firmy Carl 

Zeiss z kamerŃ AxioCam 105 color (autorstwa K. Czubak-Prowizor). 

8.1.3. Charakterystyka badanych grup pacjent·w 

 Materiağ biologiczny do realizacji trzeciego zadania badawczego stanowiğo osocze 

pochodzŃce od pacjent·w ze zdiagnozowanŃ ostrŃ biağaczkŃ szpikowŃ oraz od zdrowych 

dawc·w. Wszyscy uczestnicy projektu wyrazili dobrowolnŃ, ŜwiadomŃ, pisemnŃ zgodň 

na udziağ w eksperymencie po zapoznaniu siň z celem i zasadami przeprowadzenia 

doŜwiadczenia medycznego. W zwiŃzku z tym, iŨ badania prowadzone byğy na materiale 

pochodzenia ludzkiego, jakim jest osocze, nie przewidziano niepoŨŃdanych skutk·w 

oraz korzyŜci leczniczych bezpoŜrednio dla dawc·w. 

Grupa badana 

Grupa badana rekrutowana byğa spoŜr·d chorych na AML , zdiagnozowanych 

na podstawie kryteri·w diagnostycznych klasyfikacji WHO z 2008 roku, hospitalizowanych 

w Klinice Hematologii WWCOiT im. M. Kopernika w Ğodzi w okresie od marca 2017 roku 

do grudnia 2018 roku. Pacjent·w kwalifikowano do udziağu w analizach na podstawie 

opracowanego wczeŜniej protokoğu badania, kt·ry obejmowağ kryteria wğŃczenia i wyğŃczenia 

z projektu. 

Kryteria wğŃczenia do badania: 

Á rozpoznanie ostrej biağaczki szpikowej na podstawie kryteri·w diagnostycznych 

klasyfikacji WHO z 2008 roku 

Á wiek powyŨej 18 lat 

Á stan og·lny 0-3 w skali ECOG (skala sprawnoŜci wedğug Eastern Cooperative Oncology 

Group ï okreŜla stan og·lny oraz jakoŜĺ Ũycia pacjenta z chorobŃ nowotworowŃ) 
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Á podpisanie Ŝwiadomej zgody na udziağ w badaniu  

 

Kryteria wyğŃczenia z badania: 

Á niewydolnoŜĺ nerek (GFR < 30 ml/min) 

Á uszkodzenie wŃtroby: stňŨenie ALT, AST ï 3 Ĭ g·rna granica normy 

Á choroby autoimmunologiczne, zaburzenia endokrynologiczne, inne nowotwory 

zğoŜliwe 

Á stan og·lny 4 wg. skali ECOG 

 

 

 W ramach badania wziňğo udziağ 52 pacjent·w, u kt·rych rozpoznano ostrŃ biağaczkň 

szpikowŃ: 27 pacjentom przetoczono Napromieniowany Ubogoleukocytarny Koncentrat 

Krwinek Czerwonych (NUKKCz), a 25 podano Napromieniowany Ubogoleukocytarny 

Koncentrat Krwinek Pğytkowych (NUKKP). W dalszej czňŜci pracy dla uproszczenia zapisu 

bňdŃ stosowane, odpowiednio nastňpujŃce skr·ty: KKCz (dla NUKKCz) oraz KKP 

(dla NUKKP). Krew peğnŃ od pacjent·w wğŃczonych do badania pobierano do prob·wek 

S-MonovetteÈ (Sarstedt; N¿mbrecht, Niemcy) z 3,2% roztworem cytrynianu tr·jsodowego 

(w stosunku krwi do cytrynianu 9:1) dwukrotnie, tuŨ przed (okoğo 30 minut) oraz 24 godziny 

po przetoczeniu skğadnika krwi. Nastňpnie niezwğocznie w Pracowni Serologii przy WWCOiT 

im. Mikoğaja Kopernika w Ğodzi pr·bki krwi peğnej wirowano (10 min, 1 800 Ĭ g, 20ÁC) 

w celu uzyskania osocza cytrynianowego. KaŨdŃ pr·bkň osocza porcjowano, zamraŨano 

w temperaturze -32ÁC i przechowywano w tej temperaturze do czasu wykonania oznaczeŒ. 

średnia wieku badanych os·b wynosiğa 57,1Ñ11,3 lat, natomiast mediana 59 lat. 

Wiek pacjent·w wahağ siň w granicach od 26 do 89 lat. Pacjentom podczas hospitalizacji 

nie podawano substancji o wğaŜciwoŜciach antyoksydacyjnych. Szczeg·ğowŃ charakterystykň 

pacjent·w, kt·rzy wziňli udziağ w badaniu przedstawia Tabela 6. 

Tabela 6. Charakterystyka pacjent·w uczestniczŃcych w badaniu 

Przetoczony skğadnik krwi KKCz  KKP  

IloŜĺ pacjent·w 27 25 

Wiek [lata; mediana i zakres] 59 (26 ï 74) 58 (37 ï 89) 

Pğeĺ [ǀ/ǁ] 10/17 13/12 

IloŜĺ przetoczonych jednostek 

(jednorazowo) 
2 jednostki (ok. 500 ml) 1 jednostka (ok. 50 ml) 

ĂWiekò skğadnika [dni; mediana i zakres] 6,00 (2,00 ï 26,00) 3,00 (1,00 ï 5,00) 
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Przetoczony skğadnik krwi KKCz  KKP  

Pğytki krwi [Ĭ 103/Õl] 
przed 

po 

30,00 (4,00 ï 256,00) 

29,00 (3,00 ï 226,00) 

12,00 (3,00 ï 35,00) 

36,00 (2,00 ï 88,00) 

Hemoglobina [mg/dl] 
przed 

po 

7,50 (6,20 ï 8,90) 

8,60 (6,90 ï 91,00) 

8,40 (7,20 ï 10,90) 

8,30 (6,5 ï 10,5) 

Krwinki czerwone [Ĭ 106/Õl] 
przed 

po 

2,39 (1,85 ï 2,95) 

2,85 (2,15 ï 3,43) 

2,86 (2,24 ï 3,49) 

2,82 (2,12 ï 3,56) 

Krwinki biağe [Ĭ 103/Õl] 
przed 

po 

0,78 (0,03 ï 135,48) 

0,66 (0,03 ï 86,27) 

0,49 (0,07 ï 27,16) 

0,64 (0,08 ï 19,20) 

INR *  
przed 

po 

1,23 (0,89 ï 1,41) 

1,23 (0,90 ï 1,38) 

1,20 (0,92 ï 1,91) 

1,19 (0,88 ï 1,54) 

APTT [s]  
przed 

po 

31,90 (22,70 ï 49,70) 

31,15 (22,80 ï 51,30) 

32,90 (24,30 ï 54,00) 

32,30 (24,50 ï 53,50) 

Fibrynogen [mg/dl] 
przed 

po 

375,00 (190,00 ï 850,00) 

324,00 (176,00 ï 894,00) 

351,00 (128,00 ï 804,00) 

326,00 (156,00 ï 778,00) 

Ferrytyna [ng/ml]  
przed 

po 

1774,50 (688,70 ï 7666,00) 

1720,00 (671,00 ï 4957,00) 

1170,00 (199,60 ï 1329,00) 

1185,00 (173,50 ï 2260,00) 

CRP [mg/l] 
przed 

po 

31,40 (1,00 ï 386,90) 

32,61 (1,00 ï 483,33) 

39,32 (1,97 ï 306,90) 

33,80 (2,08 ï 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 

NadciŜnienie (nie/tak) 15/12 16/9 

Rozpoznanie (AML/nawr·t) 26/1 25/0 

WartoŜci oznaczanych parametr·w przedstawiono jako mediany (zakres wartoŜci). *INR ï znormalizowany czas 

protrombinowy (norma: 0,8 ï 1,2). 

Grupa kontrolna  

 Grupa kontrolna obejmowağa 43 zdrowych ochotnik·w, kt·rzy oddali krew peğnŃ 

(prob·wki S-MonovetteÈ CPDA1; ang. Citrate-Phosphate-Dextrose-Adenine) w punkcie 

pobraŒ w Centrum Medycznym im. dr. L. Rydygiera w Ğodzi lub Centrum Diagnostyki 

Laboratoryjnej (ul. Jaracza 85 w Ğodzi). Wiek pacjent·w z grupy kontrolnej i badanej 

byğ zbliŨony. średnia wieku grupy kontrolnej wynosiğa 54,5 Ñ 9,5 lat, natomiast mediana 55 lat. 

Wiek pacjent·w zakwalifikowanych wahağ siň w granicach od 22 do 71 lat. Kobiety stanowiğy 

okoğo 45% tej grupy, mňŨczyŦni pozostağe 55%. U pacjent·w tych nie zdiagnozowano chor·b 

przewlekğych, ani innych schorzeŒ mogŃcych wpğynŃĺ na wyniki pomiar·w badanych 

parametr·w stresu oksydacyjnego. Grupa badana pacjent·w z grupŃ kontrolnŃ 

byğy por·wnywalne (jednorodne) pod wzglňdem wieku oraz pğci. 
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8.2. Odczynniki chemiczne 

Tabela 7. Odczynniki chemiczne zastosowane w badaniach 

Odczynniki chemiczne 

Odczynniki do hodowli kom·rek 

- Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): cisplatyna; RPMI-1640 medium z L-glutaminŃ; roztw·r ludzkiej 

rekombinowanej insuliny; antybiotyki penicylina i streptomycyna; 

- Biowest (Nuaill®, Francja): termicznie inaktywowana pğodowa surowica bydlňca (FBS); trypsyna-

EDTA; 

- Lonza (Basel, Szwajcaria): medium DMEM z 4,5 g/L glukozŃ i L-glutaminŃ; medium DMEM:F12; 

medium MEGMÊ Mammary Epithelial Cell Growth Medium BulletKitÊ; 

- Biological Industries (Cromwell, USA): DPBS bez jon·w Ca2+ i Mg2+; bufor HBSS bez czerwieni 

fenolowej; PBS; 

Przeciwciağa 

- Becton-Dickinson (Franklin Lakes, USA): anty-CD61/PerCP; anty-CD61/PE; anty-CD61/FITC; anty-

CD62/PE; PAC-1/FITC; kontrole izotypowe; anty-CD235a (glikoforyna A); 

- Abcam (Cambridge, Wielka Brytania): kozie monoklonalne przeciwciağa anty-nitrotyrozynowe (anty-

NT); streptawidyna skompleksowana z biotynylowanŃ peroksydazŃ chrzanowŃ (Strept/HRP); 

- Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): kr·licze przeciwciağa anty-DNPH; anty-kr·licze przeciwciağa 

skompleksowane z peroksydazŃ chrzanowŃ (HRP); 

- Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA): kr·licze anty-kozie poliklonalne biotynylowane 

immunoglobuliny IgG; 

Komercyjne zestawy odczynnik·w 

- Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA): PierceÊ BCA Protein Assay Kit;  

- Cell Biolabs (San Diego, USA): OxiselectÊ Advanced Glycation End Product (AGE) Competitive 

ELISA Kit;  

- Promega (Madison, USA): Apo-ONEÈ Homogeneous Caspase-3/7 Assay; Caspase-GloÈ 9 Assay; 

- Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): SOD Determination Kit; Cell Counting Kit-8 (CCK-8); Cell 

Proliferation ELISA - BrdU colorimetric Kit (Roche); 

- BioAssay Systems (Hayward, USA): QuantiChromÊ Heme Assay Kit; QuantiChromÊ Iron Assay Kit; 

Pozostağe odczynniki 

- Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB); 5-amino-2,3-dihydroftalazyn-

1,4-dionu (luminol); aceton; agaroza LMP (o niskiej temperaturze topnienia); agaroza NMP (o normalnej 

temperaturze topnienia); albumina surowicy bydlňcej (BSA); bğňkit trypanu; chlorowodorek guanidyny; 

dichlorowodorek 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu (DAPI); dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy 

(NADH); dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceina (H2DCF-DA); glutaraldehyd; HistopaqueÈ-1077; 

jonofor wapnia; kakodylan sodu; kwas 2,2'-azino-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy) (ABTS); kwas 

5,5ô-ditio-bis(2-nitrobenzoesowy) (DTNB); kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-

karboksylowy (Trolox); kwas barbiturowy (TBA); kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA); kwas p-

hydroksykumarowy; kwas tiobarbiturowy (TBA); kwas trichlorooctowy (TCA); odczynnik Bradford; 

pirogronian sodowy; substrat SigmaFastÊ OPD; TritonÊ X-100; trombina; TweenÈ 20; zredukowany 

glutation (GSH);  

- Chrono-Log Corporation (Havertown, USA): kolagen typu I; ADP; 

- Promega (Madison, USA): inhibitor kaspaz Z-VAD-FMK; 

- Aqua-Med (Ğ·dŦ, Polska): odczynnik Drabkina; 

- Bio-Rad (Hercules, USA): Precision Plus ProteinÊ Dual Color Standards; 

- Fresenius Kabi Polska (Kutno, Polska): pğyn wzbogacajŃcy SAGM; 

- DIAGON (Budapeszt, Wňgry): odczynniki do oznaczeŒ koagulometrycznych;  

- Becton ï Dickinson (Franklin Lakes, USA): CellFIX; 

- POCH (Gliwice, Polska): H2O2; NaH2PO4; Na2HPO4; NaCl; KCl; glukoza; CaCl2; NaHCO3; MgCl2; 

etanol; HCl; NaOH; metanol; glicyna; DMSO; SDS; Tris; H2SO4; octan etylu; NaClO; NaBH4; 
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8.3. Aparatura  

Á agregometr dwukanağowy model 490 firmy Chrono-LogÈ (Havertown, Stany Zjednoczone) 

Á aparat do elektroforezy kometowej model CSL-COM20 firmy Cleaver Scientific Ltd. 

(Rugby, Wielka Brytania) 

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

Á automatyczny licznik kom·rek model TC20Ê firmy BioRad (Hercules, Stany Zjednoczone) 

Á blok grzejno-chğodzŃcy: model Hot Winter 3 firmy Kucharczyk (Warszawa, Polska); model 

Combitherm-2 CH3-150 firmy BioSan (Korneuburg, Austria) 

Á cieplarka laboratoryjna model EN 400 firmy N¿ve (Ankara, Turcja) 

Á cyfrowy analityczny cytometr przepğywowy model LSRÈ II firmy Becton Dickinson 

(Franklin Lakes, Stany Zjednoczone) 

Á czytnik mikropğytek model SPECTROstarÈ Nano firmy BMG LABTECH GmbH 

(Ortenberg, Niemcy) 

Á czytnik pğytek do pomiaru fluorescencji model FluoroskanÊ firmy Thermo ScientificÊ 

(Waltham, Stany Zjednoczone) 

Á fluorescencyjny automatyczny licznik kom·rek model ADAMMC firmy Digital Bio (Seul, 

Korea) 

Á inkubator CO2 do hodowli kom·rek model EC 160 firmy N¿ve (Ankara, Turcja) 

Á koagulometr model Optic K-3002 firmy Kselmed (GrudziŃdz, Polska) 

Á koğyska laboratoryjna model WAVETEC firmy INFORS HT (Bottmingen, Szwajcaria) 

Á komora z przepğywem laminarnym model Safe 2020 firmy Thermo ScientificÊ (Waltham, 

Stany Zjednoczone) 

Á mikroskop fluorescencyjny o odwr·conej optyce model Eclipse E400 firmy Nikon z kamerŃ 

ProgRes MF cool firmy Jenoptik (Tokio, Japonia) 

Á mikroskop konfokalny odwr·cony model TCS SP8 firmy Leica (Wetzlar, Niemcy) 

Á mikroskop Ŝwietlny kontrastowo-fazowy o odwr·conej optyce model Primo Vert firmy Carl 

Zeiss z kamerŃ AxioCam 105 color (Oberkochen, Niemcy) 

Á spektrofotometr model Helios a UV/Vis firmy Unicam (Cambridge, Wielka Brytania) 

Á wagi laboratoryjne firmy RADWAG (Radom, Polska): analityczna ï model AS 60/220.R2; 

precyzyjna ï model PS 200/2000.R2.H 

Á wielodetekcyjny czytnik pğytek model SynergyÊ HTX firmy BioTek (Winooski, Stany 

Zjednoczone) 

Á wir·wka model 3K30 firmy Sigma (Osterode am Harz, Niemcy) 
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Á wir·wka model MPW-352R firmy MPW MED. Instruments (Warszawa, Polska) 

Á zamraŨarka laboratoryjna gğňbokiego mroŨenia model BM EVO 515 firmy Froilabo 

(Meyzieu, Francja) 
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9. Metody 

9.1. Przygotowanie supernatant·w 

Supernatanty z komercyjnych koncentrat·w krwinek czerwonych otrzymywano wedğug 

metody opisanej przez Westermana i wsp. [193]. Jednostki KKCz zakupione w RCKiK w Ğodzi 

wirowano przez 10 minut przy 2 000 Ĭ g (4ÁC). Nastňpnie zbierano supernatant do czystej, 

sterylnej prob·wki typu falkon i ponownie wirowano przez 10 minut przy 3 000 Ĭ g (4ÁC) 

(Rycina 14). Otrzymany w ten spos·b supernatant zawierağ miňdzy innymi mikroczŃstki 

pochodzenia erytrocytarnego (ang. EMPs; erythrocyte-derived microparticles). 

W celu uproszczenia i skr·cenia zapisu supernatant otrzymany z jednostki KKCz nie poddanej 

leukoredukcji (niefiltrowanej) oznaczono jako sNLR (ang. non-leukoreduced), zaŜ supernatant 

pochodzŃcy z jednostki KKCz poddanej leukoredukcji (filtrowanej) jako sLR 

(ang. leukoreduced). Supernatanty z niefiltrowanych (sNLR) i filtrowanych (sLR) KKCz 

przygotowywano w 1. (sNLR1, sLR1) oraz 42. dniu (sNLR42, sLR42) przechowywania 

w warunkach chğodniczych (4 Ñ 2ÁC). Procedurň otrzymywania supernatant·w wykonywano 

w jağowych warunkach (komora laminarna) poprzez zastosowanie sterylnego sprzňtu 

laboratoryjnego (tj. prob·wki, pipety serologiczne, strzykawki). Supernatanty z KKCz 

oraz ich filtraty byğy porcjowane i przechowywane w -70ÁC. 

 
Rycina 14. Procedura otrzymywania supernatant·w z jednostek KKCz (opracowanie wğasne) 

Do oznaczeŒ parametr·w czynnoŜciowych pğytek krwi supernatanty dzielono na dwie 

frakcje przy pomocy zestawu filtrujŃcego AmiconÈ Ultra-0,5 (Sigma-Aldrich; St. Louis, 

Stany Zjednoczone), zgodnie z zağŃczonŃ instrukcjŃ producenta. Uzyskane filtraty zawierajŃce 

czŃsteczki o masie poniŨej 10 kDa wykorzystywano do dalszych oznaczeŒ. Natomiast, 

supernatanty wykorzystywane do badaŒ na liniach kom·rkowych przed zamroŨeniem zostağy 

przefiltrowane przez sterylne filtry strzykawkowe z membranŃ polieterosulfonowŃ (ang. PES; 



   

- 67 - 
 

polyethersulfone) o wielkoŜci por·w 0,22 Õm (TPP Techno Plastic Products AG; Switzerland). 

9.2. Oznaczanie poziomu wybranych parametr·w w supernatantach KKCz (ŜwieŨych 

i przechowywanych) 

9.2.1. Oznaczanie stňŨenia pozakom·rkowej (wolnej) hemoglobiny 

StňŨenie pozakom·rkowej (wolnej) hemoglobiny (ang. free Hb) oznaczano metodŃ 

cyjanomethemoglobinowŃ z odczynnikiem Drabkina [194, 195]. Hemoglobina 

oraz jej pochodne (z wyjŃtkiem sulfohemoglobiny) pod wpğywem odczynnika Drabkina ulegajŃ 

przeksztağceniu w trwağŃ pochodnŃ cyjanowŃ - cyjanomethemoglobinň. PowstajŃcŃ w reakcji 

pochodnŃ oznaczano spektrofotometrycznie przy dğugoŜci fali 540 nm. 

 

Przebieg oznaczenia 

Do 1,25 ml odczynnika Drabkina dodawano 10 ɛl supernatantu otrzymanego z KKCz. 

Nastňpnie pr·bki inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Mierzono 

absorbancjň przy dğugoŜci fali 540 nm (SPECTROstarÈ Nano, BMG LABTECH GmbH) wobec 

odczynnika Drabkina. StňŨenie pozakom·rkowej Hb [g/dl] obliczano na podstawie 

milimolowego wsp·ğczynnika absorpcji wynoszŃcego 44,0 (ɚ = 540 nm). 

 

Ὄὦ ὫὨὰϳ  
ὃ  Ͻάὥίὥ άέὰέύὥ Ὄὦ ϽὶέᾀὧὭὩďὧᾀὩὲὭὩ

ά  Ͻρπ Ͻρπππ
 

9.2.2. Pomiar stňŨenia hemu 

StňŨenie hemu w badanych supernatantach oceniano przy pomocy komercyjnego 

zestawu odczynnik·w QuantiChromÊ Heme Assay Kit (BioAssays Systems). Zestaw 

ten oparty jest na metodzie, w kt·rej hem przeksztağcany jest do postaci barwnej w wodnym 

roztworze o odczynie alkalicznym. IntensywnoŜĺ powstajŃcej barwy, mierzona przy dğugoŜci 

fali 400 nm, jest wprost proporcjonalna do stňŨenia hemu w badanej pr·bce. 

 

Przebieg oznaczenia 

Do studzienek 96-doğkowej pğytki nanoszono po 50 Õl badanych supernatant·w, 

a nastňpnie dodawano po 200 Õl komercyjnego odczynnika wchodzŃcego w skğad zestawu. 

Pğytkň inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut. R·wnolegle przygotowywano 
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pr·bň ŜlepŃ (blank) oraz kalibrator poprzez naniesienie 50 Õl wody do doğk·w stanowiŃcych 

pr·bň ŜlepŃ i 50 Õl kalibratora - nastňpnie dodawano po 200 Õl wody do obu typ·w studzienek. 

Tak rozcieŒczony kalibrator odpowiadağ stňŨeniu hemu r·wnym 62,5 ÕM. Po inkubacji, 

mierzono absorbancjň przy dğugoŜci fali 400 nm (SPECTROstarÈ Nano, BMG LABTECH 

GmbH). StňŨenie hemu [ÕM] w badanych pr·bach oznaczano na podstawie wzoru: 

 

ὛὸöŀὩὲὭὩ ὬὩάό Аὓ   
ὃ  ĕ   ὃ  ĕ  Ģ

ὃ   ὃ  ĕ  Ģ
 Ͻφςȟυ 

9.2.3. Pomiar stňŨenia Ũelaza (Fe2+, Fe3+) 

StňŨenie Ũelaza (Fe2+, Fe3+) w badanych supernatantach oceniano przy pomocy 

komercyjnego zestawu odczynnik·w QuantiChromÊ Iron Assay Kit (BioAssays Systems). 

Metoda ta wykorzystuje chromogen, kt·ry tworzy specyficzny niebieski barwny kompleks 

z Fe2+. Jony Fe3+ w pr·bce sŃ redukowane do Fe2+, co umoŨliwia oznaczenie cağkowitego 

stňŨenia Ũelaza w badanym materiale. IntensywnoŜĺ powstajŃcej barwy, mierzona 

przy dğugoŜci fali 590 nm, jest wprost proporcjonalna do stňŨenia Ũelaza w badanej pr·bce. 

 

Przebieg oznaczenia 

Do studzienek 96-doğkowej pğytki nanoszono po 50 Õl rozcieŒczonych wzorc·w 

i 50 Õl pr·b badanych. KrzywŃ wzorcowŃ dla Ũelaza wykonywano w zakresie stňŨeŒ 

od 25 do 1000 Õg/dl. Przygotowywano odpowiedniŃ iloŜĺ odczynnika roboczego poprzez 

zmieszanie 20 objňtoŜci odczynnika A z 1 objňtoŜciŃ odczynnika B i 1 objňtoŜciŃ odczynnika 

C. Do doğk·w zawierajŃcych wzorce i pr·by badane dodawano 200 Õl odczynnika roboczego. 

Do doğk·w zawierajŃcych pr·bň ŜlepŃ (50 Õl pr·by badanej) dodawano 200 Õl odczynnika A. 

Pğytki inkubowano przez 40 minut w temperaturze pokojowej, a nastňpnie mierzono 

absorbancjň przy dğugoŜci fali 590 nm (SPECTROstarÈ Nano, BMG LABTECH GmbH). 

StňŨenie Ũelaza [Õg/dl] w badanych pr·bach obliczano na podstawie uzyskanej krzywej 

wzorcowej ï zgodnie z poniŨszym r·wnaniem: 

 

ὛὸöŀὩὲὭὩ ŀὩὰὥᾀὥ АὫὨὰϳ  
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9.2.4. Oznaczanie cağkowitego potencjağu antyoksydacyjnego 

Cağkowity potencjağ antyoksydacyjny (CPA) badanych supernatant·w oceniano 

na podstawie metody opierajŃcej siň na redukcji kationorodnika ABTSÅ+ (roztw·r 

o niebieskozielonym zabarwieniu) opracowanej przez Erelôa i wsp. [196, 197]. Rodnik 

ten powstaje w Ŝrodowisku kwaŜnym w wyniku reakcji zredukowanego ABTS z nadtlenkiem 

wodoru. Antyoksydanty obecne w badanym materiale biologicznym redukujŃ kationorodnik 

ABTSÅ+ powodujŃc odbarwienie roztworu w stopniu wprost proporcjonalnym 

do ich zawartoŜci. MiarŃ iloŜci antyoksydant·w w pr·bce jest spadek wartoŜci absorbancji. 

 

Przebieg oznaczenia 

Do 200 ɛl 0,4 M buforu octanowego (pH 5,8) dodawano po 5 ɛl badanych 

supernatant·w. Mierzono absorbancjň w czytniku pğytek przy ɚ = 415 nm (A0) (SPECTROstarÈ 

Nano, BMG LABTECH GmbH). Nastňpnie dodawano do kaŨdej studzienki na pğytce 

96-doğkowej po 20 ɛl 10 mM roztworu kationorodnika ABTSÅ+ w 30 mM buforze octanowym 

(pH 3,6). R·wnolegle przygotowywano pr·bň kontrolnŃ (blank; spontaniczna redukcja 

kationorodnika) zawierajŃcŃ 205 ɛl 0,4 M buforu octanowego (pH 5,8) z 20 ɛl roztworu 

kationorodnika ABTSÅ+. Inkubowano pğytkň przez 5 minut w temperaturze pokojowej, 

nastňpnie mierzono absorbancjň przy 415 nm (A1). SporzŃdzano krzywŃ wzorcowŃ dla Troloxu 

(0,008 ï 1,0 ɛmol/ml). Absorbancjň mierzono przy 415 nm, nastňpnie dodawano 

po 20 ɛl roztworu kationorodnika ABTSÅ+. Pr·bki inkubowano przez 5 minut w temperaturze 

pokojowej i ponownie mierzono absorbancjň przy dğugoŜci fali 415 nm. CPA supernatant·w, 

wyraŨony w jednoelektronowych r·wnowaŨnikach Troloxu, obliczono na podstawie r·Ũnic 

absorbancji A1 ï A0 (po uprzednim odjňciu: A1 BLANK  ï A0 BLANK ), krzywej wzorcowej 

oraz poprzez pomnoŨenie uzyskanego wyniku 2 razy (1 czŃsteczka Troloxu reaguje 

z 2 wolnymi rodnikami). 

9.2.5. Oznaczanie populacji mikroczŃstek pochodzenia erytrocytarn ego metodŃ 

cytometrii przepğywowej 

MikroczŃstki to fosfolipidowe pňcherzyki wielkoŜci 0,2 ï 2,0 Õm uwalniane z bğon 

r·Ũnego typu kom·rek, w tym przez krwinki czerwone [198]. Markerem do wykrywania EMPs 

jest glikoforyna A (antygen powierzchniowy: CD235a). Populacjň mikroczŃstek o wielkoŜci 

poniŨej 2 Õm analizowano, na podstawie pomiaru rozpraszania Ŝwiatğa (parametry: FSC 
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(ang. forward scatter; przednie rozproszenie Ŝwiatğa; rozmiar) i SSC (ang. side scatter; 

rozproszenie Ŝwiatğa bocznego; ziarnistoŜĺ) oraz dodatniego barwienia przeciwciağami 

anty-CD235a/PE, za pomocŃ cytometru przepğywowego, kt·ry skalibrowano uŨywajŃc kulek 

referencyjnych. 

 

Przebieg oznaczenia 

MikroczŃstki erytrocytarne oraz krwinki czerwone obecne w supernatantach (100 Õl) 

znakowano mysimi przeciwciağami skierowanymi przeciwko ludzkiej glikoforynie A 

sprzňŨonej z fluorochromem fikoerytrynŃ (5 Õl PE Mouse Anti-Human CD235a; 

BD Pharmingen; Franklin Lakes, Stany Zjednoczone) [199]. R·wnolegle przygotowywano 

kontrolň niebarwionŃ oraz izotypowŃ (5 Õl PE Mouse IgG2b ə Isotype Control; 

BD Pharmingen; Franklin Lakes, Stany Zjednoczone). Tak przygotowane pr·bki inkubowano 

w ciemnoŜci przez 30 minut (4ÁC). Po tym czasie do kaŨdej pr·bki dodawano 400 Õl sterylnej 

soli fizjologicznej. Parametry FSC i SSC (w skali logarytmicznej), znakowanie przeciwciağami 

anty-CD235a/PE oraz zastosowanie polistyrenowych kulek kalibracyjnych o Ŝrednicy 

2,0 Õm (Flow Cytometry Size Calibration ~2,0 Õm diameter nonfluorescent microspheres, 

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

pozwoliğo na identyfikacjň mikroczŃstek i krwinek czerwonych w badanych supernatantach. 

Analizň populacji EMPs przeprowadzono przy pomocy cytometru przepğywowego 

BDÊ LSR II (Becton Dickinson; San Diego, Stany Zjednoczone), kaŨdorazowo zliczajŃc 

10 000 obiekt·w CD235a/PE-pozytywnych. WielkoŜĺ populacji EMPs wyraŨano jako odsetek 

cağkowitej liczby obiekt·w CD235a/PE-pozytywnych w pr·bie. Otrzymane dane analizowano 

za pomocŃ oprogramowania FlowJo v10.4.2 (FlowJo LLC; Ashland, OR, USA). 

9.2.6. Wizualizacja procesu uwalniania EMPs za pomocŃ fluorescencyjnej mikroskopii 

konfokalnej 

Do wizualizacji procesu uwalniana EMPs wykorzystano technikň charakteryzujŃcŃ 

siň wysokŃ rozdzielczoŜciŃ oraz umoŨliwiajŃcŃ obrazowanie barwionych obiekt·w, 

tj. fluorescencyjna mikroskopia konfokalna. Zastosowany fluorescencyjny lipofilowy barwnik 

karbocyjaninowy wykazuje sğabŃ fluorescencjň w fazie wodnej, natomiast staje siň wysoce 

fluorescencyjny w dwuwarstwach lipidowych, co czyni go przydatnym do znakowania bğon 

kom·rkowych. 
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Przebieg oznaczenia 

Krwinki czerwone z UKKCz/SAGM w dniu oznaczenia rozcieŒczano sterylnym 

pğynem SAGM do gňstoŜci zawiesiny 1,0 Ĭ 106 kom·rek/ml. Tak przygotowane kom·rki 

znakowano przez 30 minut (37ÁC) fluorescencyjnym barwnikiem karbocyjaninowym 

(Neuro-DiO, Biotium, Inc.; Fremont, Stany Zjednoczone) w koŒcowym stňŨeniu 10 ɛM. 

Procedurň wykonywano zgodnie z instrukcjŃ producenta. Po inkubacji kom·rki wirowano 

przy 350 Ĭ g przez 5 minut w celu odpğukania nadmiaru barwnika. Etap pğukania powtarzano 

dodatkowo dwa razy. Wybarwione kom·rki zawieszone w pğynie SAGM nanoszono 

na szkieğka podstawowe, a nağoŨone szkieğka nakrywkowe uszczelniano dedykowanym 

do tego celu uszczelniaczem CoverGripÊ Coverslip Sealant (Biotium, Inc.; Fremont, Stany 

Zjednoczone). Za pomocŃ mikroskopu konfokalnego odwr·conego TCS SP-8 firmy Leica 

(Wetzlar, Niemcy) analizowano fluorescencjň wybarwionych bğon kom·rek przy dğugoŜci fali 

wzbudzenia ɚex = 484 nm i emisji ɚem = 501 nm. Wyniki przeprowadzonych obserwacji 

przedstawiono na fotografiach. 

Badania przeprowadzono w Pracowni Obrazowania Mikroskopowego 

i Specjalistycznych Technik Biologicznych (Laboratory of Microscopic Imaging 

and Specialized Biological Techniques) Wydziağu Biologii i Ochrony środowiska 

Uniwersytetu Ğ·dzkiego. 

9.2.7. Rozdziağ elektroforetyczny biağek w Ũelu poliakrylamidowym w ukğadzie SDS-

PAGE 

 Rozdziağ elektroforetyczny biağek obecnych w supernatantach otrzymanych z KKCz 

przeprowadzono w Ũelu poliakrylamidowym w obecnoŜci dodecylosiarczanu sodu (ang. SDS; 

sodium dodecyl sulfate) (metoda SDS-PAGE; ang. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis). 

Zastosowany detergent anionowy denaturuje biağka obecne w pr·bce i nadaje im ujemny 

ğadunek. Biağka migrujŃ w kierunku anody (elektrody dodatniej) z prňdkoŜciŃ odwrotnie 

proporcjonalnŃ do ich masy. Zakğada siň, iŨ jeden anion dodecylosiarczanowy wiŃŨe 

siň z dwiema resztami aminokwasowymi [200]. 

 

Przebieg oznaczenia 

 Badane supernatanty poddawano precypitacji roztworem zimnego acetonu. WytrŃcony 

osad biağek rozpuszczano w buforze TBS o pH 7,4. Nastňpnie oznaczano stňŨenie biağka 

przy pomocy odczynnika Bradford. Do preparat·w biağkowych dodawano r·wnŃ objňtoŜĺ 
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buforu lizujŃcego (0,0625 M Tris/HCl, 2% SDS, 10% glicerol, 5% ɓ-merkaptoetanol, pH 6,8). 

Tak przygotowane pr·bki ogrzewano w bloku grzejnym w temperaturze 95ÜC przez 5 minut. 

Komercyjne gradientowe Ũele poliakrylamidowe Mini-PROTEANÈ TGXÊ Precast 

Gels 4-20% (Bio-Rad; Hercules, Stany Zjednoczone) umieszczano w aparacie do elektroforezy 

(Mini -PROTEANÈ Tetra Vertical Electrophoresis Cell, Bio-Rad) i zalewano buforem 

elektrodowym (0,025 M Tris/HCl, 0,1% SDS, 0,192 M glicyna, pH 8,3), a nastňpnie usuwano 

grzebienie. Do studzienek nanoszono po 10 Õg mieszaniny biağek lub 3-6 Õg w przypadku 

rozdziağ·w, kt·re nastňpnie wykorzystywane byğy do elektrotransferu. Do studzienek 

nanoszono mieszaninň biağek wzorcowych Precision Plus ProteinÊ Standards (Bio-Rad; 

Hercules, Stany Zjednoczone), co zapewniağo moŨliwoŜĺ wyznaczenia mas czŃsteczkowych 

badanych biağek. Elektroforezň prowadzono zgodnie z instrukcjŃ producenta Ũeli, 

tzn. pod napiňciem 200 V przez 30-40 minut. Po zakoŒczonym rozdziale Ũele barwiono 

przez 30 minut w roztworze barwnika (0,125% Coomasie Brilliant Blue R-250, 50% metanol, 

10% kwas octowy). Nadmiar barwnika usuwano poprzez pğukanie w roztworze odbarwiacza 

(25% metanol, 10% kwas octowy). 

9.2.8. Detekcja grup karbonylowych technikŃ Western blot 

 Grupy karbonylowe biağek zwiŃzanych z membranŃ inkubowano 

z 2,4-dinitrofenylohydrazynŃ (DNPH) w celu przeprowadzenia ich w pochodne DNPH. 

Powstağy w wyniku addycji 2,4-dinitrofenylohydrazon (DNP-biağko) wykrywany 

byğ za pomocŃ przeciwciağ anty-DNP (I-rzňdowych) oraz II -rzňdowych przeciwciağ 

skompleksowanych z peroksydazŃ chrzanowŃ (HRP). Chemiluminescencjň rejestrowano 

na kliszy rentgenowskiej [201]. 

 

Przebieg oznaczenia 

Pierwszym etapem metody byğ elektroforetyczny rozdziağ biağek obecnych 

w supernatantach otrzymanych z KKCz w Ũelu poliakrylamidowym w ukğadzie SDS-PAGE, 

z pominiňciem etapu barwienia i odbarwiania Ũelu. Membranň (immobilon P) aktywowano 

w 100% metanolu, a nastňpnie zğoŨono Ăkanapkňò i przeprowadzano elektrotransfer 

(Mini Trans-BlotÈ Module, Bio-Rad) przez noc w temperaturze 4ÁC pod napiňciem 30 V. 

Po zakoŒczonym transferze membranň pğukano buforem PBS i inkubowano w 0,0024% 

roztworze DNPH (pH 6,2) w ciemnoŜci przez 45 minut w temperaturze pokojowej. Po inkubacji 

immobilon P pğukano mieszaninŃ PBS:etanol (1:1) oraz PBS, a nastňpnie blokowano 
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przez 2 godziny w temperaturze pokojowej roztworem blokujŃcym (5% mleko odtğuszczone 

w PBST). W kolejnym etapie membranň inkubowano przez 60 minut z I-rzňdowymi 

przeciwciağami kr·liczymi anty-DNP w roztworze blokujŃcym (1:1 000), a nastňpnie 

z II-rzňdowymi przeciwciağami anty-kr·liczymi skompleksowanymi z HRP w roztworze 

blokujŃcym (1:10 000) po uprzednim odpğukaniu membrany w PBST. Immobilon P 

inkubowano przez 3 minuty w roztworze do wywoğania luminogramu (2,8 mM roztw·r 

luminolu w 0,1 M Tris/HCl o pH 8,6 z dodatkiem 200 Õl 6,7 mM kwasu 

p-hydroksykumarowego w DMSO oraz 20 Õl 30% H2O2), a nastňpnie umieszczano 

go w kasecie fotograficznej. Chemiluminescencjň rejestrowano na kliszy rentgenowskiej. 

Dodatkowo membranň nietrwale wybarwiano w 0,1% roztworze czerwieni Ponceau S w 5% 

kwasie octowym w celu potwierdzenia wydajnoŜci transferu biağek z Ũelu na membranň. 

9.3. Ocena parametr·w czynnoŜciowych pğytek krwi po uprzedniej inkubacji 

z supernatantami pochodzŃcymi z KKCz 

9.3.1. Inkubacja z supernatantami 

Materiağ biologiczny (osocze bogatopğytkowe, zawiesinň pğytek krwi w buforze Tyroda, 

krew peğnŃ, osocze) inkubowano przez 15 minut w temperaturze 37ÁC z badanymi 

supernatantami i ich filtratami zawsze z zachowaniem zgodnoŜci grup krwi ukğadu AB0 RhD. 

Supernatanty inkubowano z materiağem biologicznym w stosunku 1:9 (10%), co odpowiada 

przetoczeniu okoğo 2 jednostek KKCz (~500 ml) in vivo, biorŃc pod uwagň, Ũe w organizmie 

dorosğego czğowieka o przeciňtnej masie ciağa jest okoğo 5 litr·w krwi. 

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

Adhezjň pğytek krwi do fibrynogenu i kolagenu typu I badano statycznŃ metodŃ 

spektrofotometrycznŃ [202]. Oznaczenie liczby pğytek krwi przylegajŃcych do badanego biağka 

adhezyjnego pozwala oceniĺ zdolnoŜci adhezyjne tych kom·rek. W ostatnim etapie, pğytki krwi 

zwiŃzane na pğytce mikrotitracyjnej poprzez biağko adhezyjne ulegajŃ lizie w wyniku dziağania 

odczynnika BCA (PierceÊ BCA Protein Assay Kit; Thermo Fisher Scientific). IloŜĺ 

powstajŃcego barwnego kompleksu, oznaczanego spektrofotometrycznie przy dğugoŜci fali 

562 nm, jest wprost proporcjonalna do stňŨenia biağka pğytek krwi, kt·re ulegğy adhezji. 
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Przebieg oznaczenia 

Studzienki mikropğytek opğaszczano 100 Õl roztworu biağka adhezyjnego (0,1 mg/ml 

fibrynogenu w TBS pH 7,5 lub 0,02 mg/ml kolagenu typu I w 0,05% kwasie octowym) 

przez noc w temperaturze 4ÜC. Po 3-krotnym przepğukaniu buforem TBS (20 mM Tris/HCl; 

0,9% NaCl; pH 7,5), w celu usuniňcia niezaadsorbowanego biağka adhezyjnego, 96-doğkowe 

pğytki blokowano 200 Õl 1% (m/v) roztworu albuminy surowicy bydlňcej (ang. BSA; bovine 

serum albumin) w TBS (pH 7,5) przez 2 godziny w temperaturze 37ÜC. Po inkubacji roztw·r 

BSA usuniňto poprzez przepğukanie 3-krotnie buforem do pğukania (20 mM Tris/HCl; 

0,9% NaCl; 0,04% Tween 20; 1 mM MgCl2; 0,1 mM CaCl2 Ĭ 2 H2O; pH 7,5). Zawiesinň pğytek 

krwi w buforze Tyroda (127 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 0,5 mM NaH2PO4; 12 mM NaHCO3; 

5 mM HEPES; 5,6 mM glukoza; pH 7,4) inkubowano z odpowiednimi supernatantami 

i ich filtratami. Nastňpnie, zawiesinň pğytek krwi (o mianie 2,0 Ĭ 108 pğytek/ml [203]) 

nanoszono na pğytki 96-doğkowe (po 100 Õl) i dodawano 50 Õl roztworu trombiny 

(w koŒcowym stňŨeniu 0,1 U/ml) na poğowň pğytki. Po 90 minutach inkubacji w temperaturze 

37ÜC pğytki przemywano buforem do pğukania. Nastňpnie nanoszono po 200 Õl komercyjnego 

odczynnika wchodzŃcego w skğad zestawu PierceÊ BCA Protein Assay Kit (30 minut, 37ÜC). 

Absorbancjň mierzono przy dğugoŜci fali 562 nm w czytniku mikropğytek (SPECTROstarÈ 

Nano, BMG LABTECH GmbH). Otrzymane wyniki przedstawiono jako % kontroli, 

gdzie za 100% przyjňto poziom adhezji kom·rek kontrolnych (nietraktowanych). 

9.3.3. Pomiar agregacji pğytek krwi 

Agregacjň pğytek krwi indukowanŃ fizjologicznym agonistŃ ï kolagenem oznaczano 

metodŃ turbidymetrycznŃ [204] w osoczu bogatopğytkowym (ang. PRP; platelet-rich-plasma), 

w optycznym agregometrze Chrono-LogÈ 490 (Chrono-Log Corporation; Havertown, Stany 

Zjednoczone). Zasada pomiaru polega na monitorowaniu zmian w przepuszczalnoŜci Ŝwiatğa 

przechodzŃcego przez badane PRP. Podczas zlepiania siň pğytek krwi przepuszczalnoŜĺ Ŝwiatğa 

zwiňksza siň. Otrzymane wyniki przedstawiajŃ odsetek agregacji [%], zakğadajŃc, Ũe pr·ba 

odnoŜnikowa (osocze ubogopğytkowe; ang. PPP; platelet-poor-plasma) wykazuje 

100% przepuszczalnoŜci Ŝwiatğa przechodzŃcego. 

 

Przebieg oznaczenia 

Krew peğnŃ wirowano przy 235 Ĭ g przez 12 min. w 25ÜC w celu otrzymania PRP. 

Krew pozbawionŃ PRP ponownie wirowano przy 2 000 Ĭ g, 15 min., 25ÜC w celu otrzymania 
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PPP ï pr·ba odnoŜnikowa. Nastňpnie 450 Õl PRP inkubowano z 50 Õl badanych supernatant·w 

i ich filtrat·w. Agregometr nagrzewano do temperatury 37ÜC, wstawiano kuwety z dipolem 

magnetycznym i nanoszono po 499 Õl uprzednio inkubowanego PRP. Nastňpnie zerowano 

aparat oraz dodawano 1 Õl kolagenu (koŒcowe stňŨenie agonisty 2 Õg/ml). Przebieg procesu 

agregacji pğytek krwi w agregometrze optycznym Chrono-LogÈ 490 rejestrowano 

przez 10 minut. Wyniki przedstawiono jako % kontroli, gdzie za 100% przyjňto stopieŒ 

agregacji kom·rek kontrolnych (nietraktowanych). 

9.3.4. Oznaczanie biologicznej aktywnoŜci pğytek krwi 

Poziom aktywacji i reaktywnoŜci pğytek w krwi peğnej oceniano za pomocŃ cytometrii 

przepğywowej [205]. Zastosowano antygen CD61, receptor bğonowy obecny na powierzchni 

pğytek krwi, kt·ry pozwala odr·Ũniĺ r·Ũne subpopulacje pğytek (mikroczŃstki pğytek krwi, 

pğytki krwi, agregaty pğytek krwi) od innych kom·rek obecnych w badanych pr·bkach. 

MikroczŃstki oraz agregaty pğytkowe okreŜlano na podstawie dw·ch parametr·w: dodatniego 

barwienia za pomocŃ przeciwciağ anty-CD61/PerCP i parametr·w FSC i SSC. Kulki 

referencyjne wykorzystano do ustalenia bramek dla mikroczŃstek i agregat·w pğytkowych. 

MikroczŃstki pğytkowe i agregaty pğytek krwi scharakteryzowano jako obiekty 

CD61/PerCP-pozytywne z parametrem FSC poniŨej 102,2 (mikroczŃstki) i powyŨej 104,4 

(agregaty). 

Do oceny stopnia aktywacji i reaktywnoŜci pğytek krwi in vitro wykorzystano 

dwa powszechnie stosowane markery aktywacji pğytek: CD62P (ekspresja powierzchniowej 

selektyny-P pğytek) i PAC-1 (wiŃzanie do aktywnej formy receptora glikoproteiny IIb/IIIa). 

Pğytki z ekspresjŃ powierzchniowej selektyny P okreŜlono jako obiekty z fluorescencjŃ 

PE powyŨej 103,1. Natomiast obiekty z fluorescencjŃ FITC powyŨej 102,1 scharakteryzowano 

jako pğytki z wiŃzaniem przeciwciağa PAC-1. WartoŜĺ obiekt·w CD62P/PE-dodatnich, 

jak r·wnieŨ obiekt·w PAC-1/FITC-pozytywnych wyraŨano jako procent cağkowitej liczby 

pğytek krwi (kaŨdorazowo zliczano 10 000 kom·rek CD61/PerCP-pozytywnych). 

W celu wiarygodnego odr·Ũnienia kom·rek dodatnich i ujemnych pod wzglňdem antygenu 

przygotowywano odpowiednie pr·bki kontrolne (kontrole izotypowe) w celu oceny 

niespecyficznego wiŃzania przeciwciağ (Ăniespecyficzna fluorescencja tğaò). 

Przebieg oznaczenia 

Pr·bki ŜwieŨej krwi peğnej inkubowano z badanymi supernatantami lub bez ich dodatku 
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(kontrola) przez 15 minut w temperaturze 37ÜC. Po inkubacji czňŜĺ pr·bek aktywowano 

kolagenem (20 Õg/ml) lub ADP (20 ÕM) przez kolejne 10 minut w temperaturze 37ÜC. 

Wszystkie pr·bki utrwalano przez 60 minut (37ÜC) w 1% roztworze CellFIX. Nastňpnie 

barwiono pr·bki (30 minut w ciemnoŜci, temperatura pokojowa) specyficznymi przeciwciağami 

(anty-CD61/PerCP; PAC-1/FITC; anty-CD62P/PE). R·wnolegle przygotowano odpowiednie 

pr·bki do kompensacji (niebarwiona pr·bka; nieaktywowana utrwalona pr·bka krwi barwiona 

anty-CD61/PerCP lub anty-CD61/FITC lub anty-CD61/PE). BezpoŜrednio przed analizŃ 

cytometrycznŃ do pr·bek dodawano sterylny roztw·r soli fizjologicznej (0,9% NaCl). Analizň 

funkcji pğytek krwi w ŜwieŨych pr·bkach peğnej krwi przeprowadzono przy pomocy cytometru 

przepğywowego BDÊ LSR II (Becton Dickinson; San Diego, USA). KaŨdorazowo mierzono 

fluorescencjň 10 000 obiekt·w CD61/PerCP-pozytywnych. Otrzymane dane analizowano w 

oprogramowaniu FlowJo v10.4.2 (FlowJo LLC; Ashland, OR, USA). 

9.3.5. Oznaczenia koagulometryczne 

9.3.5.1. Pomiar czasu trombinowego osocza (TT) 

 Czas trombinowy osocza (ang. TT; thrombin time) jest wskaŦnikiem pozwalajŃcym 

oceniĺ sprawnoŜĺ przeksztağcania rozpuszczalnego fibrynogenu do nierozpuszczalnej fibryny 

(wğ·knika) pod wpğywem czynnika krzepniňcia IIa (trombiny). 

 

Przebieg oznaczenia 

 Do prob·wki (kuwety) umieszczonej w bloku grzejnym (37ÁC) dodawano 

po 50 ɛl osocza (uprzednio inkubowanego z badanymi supernatantami). Po upğywie 1 minuty 

nanoszono 100 ɛl roztworu trombiny o stňŨeniu 4,5 U/ml (koŒcowe stňŨenie 3 U/ml). 

Rejestrowano czas [s] pojawienia siň skrzepu fibrynowego. Pomiar zostağ przeprowadzony 

za pomocŃ koagulometru Kselmed Optic K-3002. 

9.3.5.2. Pomiar czasu protrombinowego osocza (PT) 

 Czas protrombinowy osocza (ang. PT; prothrombin time) pozwala oceniĺ sprawnoŜĺ 

procesu zewnŃtrzpochodnej aktywacji protrombiny. Wynik pomiaru zaleŨy od iloŜci 

nastňpujŃcych czynnik·w w osoczu: II, V, VII, X i fibrynogenu. Pomiar czasu pojawienia 

siň skrzepu rozpoczyna siň po dodaniu ekstraktu z m·zg·w kr·liczych zawierajŃcego 
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tromboplastynň (czynnik krzepniňcia III; czynnik tkankowy), lipidy oraz jony wapnia. 

 

Przebieg oznaczenia 

 Do prob·wki umieszczonej w bloku grzejnym (37ÁC) wprowadzano po 50 ɛl osocza 

(uprzednio inkubowanego z badanymi supernatantami) i inkubowano przez 2 minuty. 

Nastňpnie dodawano 100 ɛl tromboplastyny w 0,025 M roztworze CaCl2 (odczynnik Dia-PT). 

Rejestrowano czas [s] pojawienia siň skrzepu fibrynowego. Pomiar zostağ przeprowadzony 

za pomocŃ koagulometru Kselmed Optic K-3002. 

9.3.5.3. Pomiar czasu kaolinowo-kefalinowego osocza (APTT) 

 Czas kaolinowo-kefalinowy osocza (ang. APTT; activated partial thromboplastin time) 

jest wskaŦnikiem sprawnoŜci funkcjonowania wewnŃtrzpochodnego mechanizmu aktywacji 

protrombiny. Pomiar APTT pozwala na okreŜlenie niedobor·w nastňpujŃcych czynnik·w 

krzepniňcia: I, II, V, VIII, IX, X, XI, XII. Podczas oznaczenia czynnik krzepniňcia XII, 

nastňpnie XI ulega aktywacji. Po dodaniu CaCl2 aktywujŃ siň kolejne czynniki, 

co w nastňpstwie prowadzi do wytworzenia skrzepu. 

 

Przebieg oznaczenia 

 Do prob·wki umieszczonej w bloku grzejnym (37ÁC) wprowadzano po 50 ɛl osocza 

(uprzednio inkubowanego z badanymi supernatantami) oraz 50 ɛl odczynnika Dia-PTT 

(buforowany kefalinowy wyciŃg z m·zg·w kr·liczych). Mieszaninň inkubowano 

przez 3 minuty, po czym dodawano 50 ɛl 0,025 M roztworu CaCl2. Rejestrowano 

czas [s] pojawienia siň skrzepu fibrynowego. Pomiar zostağ przeprowadzony za pomocŃ 

koagulometru Kselmed Optic K-3002. 

9.4. Ocena dziağania supernatant·w KKCz na wybrane linie ludzkich kom·rek 

nowotworowych 

9.4.1. Hodowla kom·rkowa 

 Kom·rki hodowano w inkubatorze CO2 (37ÁC, 5% CO2, 90-95% wilgotnoŜci 

wzglňdnej, 95% powietrza) w odpowiednim dla danej linii medium wzrostowym, 

wzbogaconym 10% (v/v) FBS (inaktywowanŃ termicznie bydlňcŃ surowicŃ pğodowŃ; 
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ang. fetal bovine serum) i 1% (v/v) roztworem antybiotyk·w (10 000 U/ml penicyliny 

i 10 mg/ml streptomycyny). WyjŃtek stanowiğy kom·rki linii MCF-10A, kt·re hodowano 

w medium wzrostowym MEBMÊ uzupeğnionym suplementami i czynnikami wzrostu MEGMÊ 

SingleQuotsÊ (Lonza; Basel, Szwajcaria), tj. hydrokortyzon, ludzka rekombinowana insulina, 

gentamycyna, ekstrakt przysadki m·zgowej bydlňcej (ang. BPE; bovine pituitary extract), 

rekombinowany ludzki nask·rkowy czynnik wzrostu (ang. rhEGF; recombinant human 

epidermal growth factor). Kom·rki linii K-562 i A2780 hodowano w poŨywce hodowlanej 

RPMI-1640 (ang. Roswell Park Memorial Institute 1640), LoVo i MCF7 w DMEM 

(ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium) (w przypadku linii MCF7 podğoŨe podstawowe 

wzbogacono ludzkŃ rekombinowanŃ insulinŃ w koŒcowym stňŨeniu 0,01 mg/ml). KompletnŃ 

poŨywkŃ wzrostowŃ dla linii kom·rkowej PC-3 stosowanŃ w badaniach byğ DMEM:F12 

(ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture F12). 

Tabela 8. Warunki hodowli kom·rek w poszczeg·lnych oznaczeniach 

Linia  
Medium 

hodowlane 

cisPt  

[İ IC50] 

CCK-8 

[kom·rek/ 

doğek] 

BrdU 

[kom·rek/ 

doğek] 

RFT 

[kom·rek/ 

doğek] 

Kaspaza-3/7 

[kom·rek/ 

doğek] 

Kaspaza-9 

[kom·rek/ 

doğek] 

K-562 RPMI-1640 10 ÕM 5 000 5 000 5 000 20 000 40 000 

A2780 RPMI-1640 5 ÕM 20 000 - - - - 

LoVo DMEM 25 ÕM 15 000 15 000 15 000 - - 

MCF7 
DMEM 
+ insulina 

(0,01 mg/ml) 

25 ÕM 10 000 10 000 10 000 - - 

PC-3 DMEM:F12 10 ÕM 15 000 - - - - 

MCF-10A 

MEBMÊ  

+ MEGMÊ 

SingleQuotsÊ 

40 ÕM 10 000 10 000 10 000 - - 

 

Kom·rki pasaŨowano po osiŃgniňciu przez hodowlň 80% konfluencji, co pozwalağo 

utrzymywaĺ kom·rki w fazie logarytmicznego wzrostu. W celu przepasaŨowania kom·rek 

zawiesinowej linii K-562, wirowano kom·rki w temperaturze pokojowej przez 3 minuty 

przy 125 Ĭ g. Nastňpnie otrzymany osad zawieszano w ŜwieŨej poŨywce hodowlanej 

i okreŜlano iloŜĺ Ũywych kom·rek (uŨywajŃc 0,4% bğňkit trypanu (Sigma-Aldrich)) 

przy pomocy automatycznego licznika kom·rek TC20Ê firmy BioRad lub w hemocytometrze 

Thoma (1:1; zawiesina kom·rek:bğňkit trypanu). Wysiewano kom·rki w odpowiedniej iloŜci 

do nowych naczyŒ hodowlanych. Kom·rki linii adherentnych (A2780, LoVo, MCF7, PC-3, 

MCF-10A) po usuniňciu medium i przepğukaniu roztworem DPBS (ang. Dulbecco's phosphate-

buffered saline) odklejano od podğoŨa naczynia hodowlanego przy uŨyciu 0,25% roztworu 

trypsyny z EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid). Proces trypsynizacji prowadzono 
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w inkubatorze CO2 przez okoğo 2-3 minuty obserwujŃc stopieŒ odklejenia kom·rek 

pod mikroskopem kontrastowo-fazowym o odwr·conej optyce Primo Vert (Carl Zeiss) 

z kamerŃ AxioCam 105 color. Nastňpnie inaktywowano trypsynň poprzez dodanie kompletnej 

poŨywki hodowlanej i okreŜlano iloŜĺ Ũywych kom·rek. OtrzymanŃ zawiesinň dodawano 

do nowych naczyŒ hodowlanych. 

Do kaŨdego eksperymentu kom·rki wysiewano w odpowiedniej iloŜci na sterylne 

96-doğkowe pğytki (przezroczyste, czarne lub biağe) przeznaczone do hodowli kom·rkowej 

(Tabela 8). Po 24-godzinnej inkubacji w inkubatorze CO2 wymieniano medium na ŜwieŨe 

i dodawano 5% objňtoŜci supernatant·w KKCz (sNLR1, sNLR42, sLR1 i sLR42) lub pğyn 

wzbogacajŃcy SAGM (gğ·wny skğadnik supernatantu - Ărozpuszczalnikò), w obecnoŜci 

lub braku cisplatyny (ang. cisPt; cisplatin) w studzience. OptymalnŃ objňtoŜĺ supernatantu 

(5%) ustalono na podstawie oceny przeŨywalnoŜci kom·rek K-562 w obecnoŜci 20, 10, 5 i 2% 

supernatant·w. IC50 dla cisplatyny wyznaczano doŜwiadczalnie dla kaŨdej linii kom·rkowej, 

nastňpnie dwa razy niŨsze stňŨenia cisPt (İ IC50) ostatecznie stosowano w eksperymentach 

zgodnie z TabelŃ 8. W kaŨdym doŜwiadczeniu przygotowywano kontrolň negatywnŃ, 

kt·rŃ stanowiğy kom·rki w podğoŨu hodowlanym (kom·rki nietraktowane). 

9.4.2. Oznaczanie ŨywotnoŜci kom·rek 

 Do oceny wpğywu supernatant·w na ŨywotnoŜĺ kom·rek, w obecnoŜci i bez cisPt, 

przeprowadzano eksperyment zgodnie z protokoğem producenta wykorzystujŃc komercyjny 

odczynnik CCK-8 (Cell Counting Kit-8, Sigma-Aldrich; St. Louis, Stany Zjednoczone). Zasada 

metody opiera siň na konwersji rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (s·l sodowa 

(2-(2-metoksy-4-nitrofenylo)-3-(4-nitrofenylo)-5-(2,4-disulfofenylo)-2H-tetrazolu; WST-8), 

do rozpuszczalnego w poŨywce, barwnego produktu (formazanu) przez aktywne metabolicznie, 

Ũywe kom·rki (redukcja WST-8 przez dehydrogenazy kom·rkowe, w obecnoŜci noŜnika 

elektronowego - 1-metoksy-PMS). Liczba Ũywych kom·rek w pr·bie jest wprost 

proporcjonalna do powstağej w reakcji iloŜci formazanu. Barwny produkt oznaczany 

jest spektrofotometrycznie przy dğugoŜci fali 450 nm. 

 

Przebieg oznaczenia 

 Badane kom·rki wysiewano na sterylne 96-doğkowe pğytki hodowlane w liczbie 

odpowiedniej dla danej linii zgodnie z TabelŃ 8. Po wysianiu kom·rek zawiesinowych linii 

K-562 dodawano badane supernatanty (5%) i do poğowy iloŜci doğk·w dodawano cisPt. 
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Kom·rki linii adherentnych poddawano 24-godzinnej hodowli w inkubatorze (37ÁC, 5% CO2, 

90-95% wilgotnoŜĺ) w celu adhezji kom·rek do dna studzienki, nastňpnie wymieniano 

poŨywkň hodowlanŃ na ŜwieŨŃ i dodawano supernatanty (5%) oraz cisPt lub poŨywkň 

(aby w kaŨdym doğku byğa taka sama objňtoŜĺ pğynu). R·wnolegle przygotowywano pr·by 

kontrolne. Po 24 godzinach kom·rki przemywano dwukrotnie roztworem DPBS, nastňpnie 

do kaŨdej studzienki dodawano 100 Õl ŜwieŨej poŨywki i 10 Õl roztworu CCK-8. Pğytkň 

inkubowano w inkubatorze CO2 przez 3 godziny (kom·rki adherentne) lub 4 godziny (kom·rki 

zawiesinowe). Absorbancjň mierzono przy dğugoŜci fali 450 nm w czytniku pğytek 

(SPECTROstarÈ Nano BMG LABTECH GmbH). ŧywotnoŜĺ kom·rek wyraŨono 

jako % kontroli, gdzie za 100% przyjňto absorbancjň uzyskanŃ w kom·rkach kontrolnych 

(nietraktowanych). 

9.4.3. Oznaczanie proliferacji kom·rek 

 Proliferacjň kom·rek okreŜlano metodŃ immunoenzymatycznŃ przy pomocy 

komercyjnego zestawu odczynnik·w Cell Proliferation ELISA - BrdU colorimetric Kit 

(Sigma-Aldrich; St. Louis, Stany Zjednoczone). Metoda ta polega na ocenie iloŜci BrdU 

(5-bromo-2ô-deoksyurydyny; analogu pirymidyny) wğŃczonego w miejsce tymidyny do DNA 

proliferujŃcych kom·rek. Detekcja wbudowanego BrdU przebiega przy pomocy specyficznych 

przeciwciağ skompleksowanych z enzymem, kt·ry nastňpnie reaguje z odpowiednim dla niego 

substratem, a produkt koŒcowy oznaczany jest spektrofotometrycznie poprzez pomiar 

absorbancji przy odpowiedniej dğugoŜci fali. 

 

Przebieg oznaczenia 

Kom·rki przygotowywano do oznaczenia w taki sam spos·b jak do testu oceny 

ŨywotnoŜci przy pomocy odczynnika CCK-8 (Tabela 8). Po 24-godzinnej hodowli kom·rek 

linii K -562, LoVo, MCF7 oraz MCF-10A w obecnoŜci 5% supernatant·w KKCz kom·rki 

znakowano BrdU (w koŒcowym stňŨeniu 10 ÕM) przez 2 godziny w inkubatorze CO2. Na tym 

etapie do DNA proliferujŃcych kom·rek wğŃcza siň BrdU zamiast tymidyny. Po wyznakowaniu 

kom·rki utrwalono, a DNA zdenaturowano poprzez inkubacjň z roztworem FixDenat 

przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Kolejnym etapem procedury byğa 90-minutowa 

inkubacja (w temperaturze pokojowej) kom·rek z przeciwciağami anty-BrdU 

skompleksowanymi z peroksydazŃ chrzanowŃ (HRP), kt·re ğŃczŃ siň z BrdU wğŃczonym 

do nowo syntetyzowanego kom·rkowego DNA. Nastňpnie kom·rki przemywano 3-krotnie 
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buforem do pğukania (roztw·r PBS) i dodawano po 100 Õl roztworu substratu dla HRP 

(30 min, temperatura pokojowa). KaŨdorazowo przygotowywano odpowiedniŃ pr·bň ŜlepŃ 

(niespecyficzne wiŃzanie BrdU i przeciwciağ anty-BrdU-HRP do mikropğytki) oraz kontrolň 

niespecyficznej fluorescencji tğa (niespecyficzne wiŃzanie przeciwciağ anty-BrdU-HRP 

z kom·rkami w nieobecnoŜci BrdU). Absorbancjň mierzono przy dğugoŜci fali 370 nm 

i 492 nm (pomiar referencyjny) w czytniku mikropğytek (SPECTROstarÈ Nano, BMG 

LABTECH GmbH). Proliferacjň kom·rek przedstawiono jako % kontroli, gdzie za 100% 

przyjňto absorbancjň uzyskanŃ w kom·rkach kontrolnych (nietraktowanych). 

9.4.4. Oznaczanie wewnŃtrzkom·rkowego poziomu RFT 

WewnŃtrzkom·rkowy poziom reaktywnych form tlenu (RFT, ang. ROS; Reactive 

Oxygen Species) w kom·rkach badanych linii okreŜlano uŨywajŃc sondy fluorescencyjnej 

H2DCF-DA (dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny) [206]. Zasada metody opiera 

siň na utlenieniu sondy H2DCF-DA (zredukowana chemicznie postaĺ fluoresceiny) 

przez wewnŃtrzkom·rkowe RFT. Sonda przenika do wnňtrza kom·rki, gdzie ulega hydrolizie 

do H2DCF (postaĺ niefluoryzujŃca), nastňpnie zostaje utleniona przez RFT. PowstajŃca 

w reakcji 2ô,7ô-dichlorofluoresceina (ang. DCF; 2',7'-dichlorofluorescein) wykazuje 

maksymalnŃ fluorescencjň przy dğugoŜci fali wzbudzenia ɚex = 495 nm i emisji ɚem = 529 nm. 

IloŜĺ reagujŃcych z sondŃ RFT w kom·rce jest wprost proporcjonalna do intensywnoŜci 

fluorescencji sondy. 

 

Przebieg oznaczenia 

 Kom·rki adherentne (LoVo, MCF7 oraz MCF-10A) wysiewano na czarne, sterylne 

96-doğkowe pğytki z przezroczystym dnem w iloŜci odpowiedniej dla danej linii kom·rkowej 

(Tabela 8). Po 24-godzinnej hodowli kom·rki inkubowano (30 min, 37ÁC, 5% CO2, bez dostňpu 

Ŝwiatğa) z 10 ÕM sondŃ H2DCF-DA w jağowym buforze HBSS (ang. Hanksô Balanced Salt 

Solution: 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,8 mM MgCl2, 1,8 mM CaCl2, 1 mM Na2HPO4, 10 mM 

HEPES, 1% glukozy, pH 7,0). Kom·rki zawiesinowe linii K-562 byğy traktowane w nieco 

odmienny spos·b. Kom·rki K-562 wirowano (1 500 Ĭ g, 5 min), a nastňpnie osad kom·rek 

zawieszano w buforze HBSS z 10 ÕM sondŃ H2DCF-DA (30 min, 37ÁC, 5% CO2). W kolejnym 

etapie usuwano sondň fluorescencyjnŃ, a kom·rki (adherentne i zawiesinowe) przemywano 

2-krotnie buforem HBSS. Kom·rki zawiesinowe zawieszano w buforze do przemywania 

i wysiewano na 96-doğkowŃ czarnŃ, jağowŃ pğytkň. Do studzienek dodawano badane 
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supernatanty KKCz oraz cisPt (İ IC50) lub medium - inkubowano pğytki przez 60 min w 37ÁC. 

R·wnolegle przygotowywano kontrolň pozytywnŃ, kt·rŃ stanowiğy kom·rki traktowane 10 ÕM 

H2O2 oraz kontrolň negatywnŃ, czyli kom·rki zawieszone w buforze HBSS (nietraktowane). 

Rejestrowano intensywnoŜĺ fluorescencji przy dğugoŜci fali wzbudzenia ɚex = 485 nm i emisji 

ɚem = 538 nm (FluoroskanÊ, Thermo ScientificÊ). WewnŃtrzkom·rkowy poziom RFT 

w kom·rkach badanych linii przedstawiono jako % kontroli, gdzie za 100% przyjňto 

fluorescencjň uzyskanŃ w kom·rkach kontrolnych (nietraktowanych). 

9.4.5. Oznaczanie uszkodzeŒ DNA kom·rek 

 StopieŒ uszkodzeŒ DNA (pňkniňcia jedno- i dwuniciowe oraz miejsca alkalicznie 

labilne) oceniano przy pomocy testu kometowego w wersji alkalicznej, na podstawie metody 

opisanej przez Singh i wsp. [207] z modyfikacjami Klaude i wsp. [208]. Metoda ta pozwala 

okreŜliĺ poziom uszkodzeŒ DNA, wywoğanych badanymi czynnikami, na podstawie rozdziağu 

elektroforetycznego pojedynczej kom·rki w Ũelu agarozowym (ang. single cell gel 

electrophoresis). W pierwszym etapie eksperymentu badane kom·rki unieruchamiane 

sŃ w agarozie na uprzednio opğaszczonym szkieğku podstawowym. Kom·rki poddawane 

sŃ lizie, aby uwolniĺ z nich jŃdrowe DNA, kt·re nastňpnie zostanie rozwiniňte. Podczas 

rozdziağu elektroforetycznego pojedynczej kom·rki w warunkach alkalicznych DNA migruje 

z prňdkoŜciŃ zaleŨnŃ od stopnia jego fragmentacji. Preparaty barwi siň barwnikiem 

fluorescencyjnym DAPI (ang. 4ǋ,6-diamidino-2-phenylindole) i analizuje w mikroskopie 

fluorescencyjnym. Otrzymany obraz mikroskopowy kom·rek przedstawia Ăkometyò ï 

obserwuje siň charakterystycznŃ Ăgğowňò, kt·ra stanowi miejsce unieruchomienia kom·rki 

przed lizŃ oraz charakterystyczny Ăogonò odpowiadajŃcy pňtlom i fragmentom nici DNA 

uwolnionym podczas lizy kom·rki ze struktur jŃdrowych w wyniku uszkodzenia DNA [209]. 

 

Przebieg oznaczenia 

Do prob·wek typu eppendorf rozporcjowywano po 5 Ĭ 104 kom·rek linii K-562, LoVo, 

MCF7 oraz MCF-10A, nastňpnie dodawano supernatanty KKCz (5%; linia K-562 - takŨe 20%) 

i inkubowano przez 60 minut w temperaturze 37ÜC. Nastňpnie kom·rki wirowano (180 Ĭ g, 

15 min, 25ÁC), a osad zawieszano w 1% (m/v) agarozie o niskiej temperaturze topnienia 

(ang. LMP; Low Melting Point) i nanoszono na uprzednio opğaszczone 0,5% (m/v) agarozŃ 

o normalnej temperaturze topnienia (ang. NMP; Normal Melting Point) szkieğka podstawowe. 

R·wnolegle przygotowywano kontrolň negatywnŃ (kom·rki nietraktowane), kontrolň 
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z odpowiednim dodatkiem pğynu wzbogacajŃcego SAGM oraz pozytywnŃ (kom·rki 

inkubowane 15 minut na lodzie w obecnoŜci 10 ɛM H2O2). Preparaty umieszczano na godzinň 

w 4ÜC w buforze lizujŃcym (100 mM EDTA, 10 mM Tris, 2,5 M NaCl, 1% Triton X-100, 

pH 10,0). Nastňpnie szkieğka inkubowano przez 20 minut w 4ÜC w buforze rozwijajŃcym 

(1 mM EDTA, 300 mM NaOH). Po inkubacji przeprowadzano rozdziağ elektroforetyczny 

przez 20 minut przy 17 V i 32 mA w buforze elektroforetycznym (1 mM EDTA, 

30 mM NaOH). Po zakoŒczonej elektroforezie szkieğka pozostawiano do wyschniňcia, 

a nastňpnie kom·rki barwiono (60 minut, 4ÜC) barwnikiem fluorescencyjnym DAPI (1 Õg/ml; 

40 Õl/preparat) i zliczano komety pod mikroskopem fluorescencyjnym firmy Nikon model 

Eclipse E400, wyposaŨonym w kamerň ProgRes MF cool firmy Jenoptik. Z otrzymanych 

preparat·w zliczano po 100 przypadkowo wybranych komet wykorzystujŃc oprogramowanie 

Lucia-Comet (LUCIA G 5.0, moduğ 4.51). StopieŒ uszkodzenia DNA badanych kom·rek 

przedstawiono jako zawartoŜĺ DNA [%] w Ăogonieò. 

9.4.6. Oznaczanie aktywnoŜci kaspazy-3/7 w kom·rkach linii K-562 

 Kaspaza-3 oraz kaspaza-7 odgrywajŃ kluczowŃ rolň efektorowŃ w fazie wykonawczej 

procesu apoptozy. AktywnoŜĺ enzymatycznŃ kaspazy-3/7 w kom·rkach linii K-562 oceniano 

przy pomocy komercyjnego zestawu odczynnik·w Apo-ONEÈ Homogeneous Caspase-3/7 

Assay (Promega; Madison, Stany Zjednoczone). Specyficznym niefluorescencyjnym 

substratem dla kaspazy-3/7 dodawanym do kom·rek jest Z-DEVD-R110. Aktywna kaspaza-3 

oraz kaspaza-7 powoduje rozszczepienie substratu i usuniňcie sekwencji peptyd·w DEVD 

(Asp-Glu-Val-Asp) generujŃc wysoce fluorescencyjnŃ rodaminň 110 (ang. R110; rhodamine 

110) wykrywanŃ przy uŨyciu czytnika fluorescencji przy dğugoŜci fali wzbudzenia 

ɚex = 499 nm i emisji ɚem = 521 nm. Rozszczepienie substratu nastňpuje tylko w lizatach 

kom·rek apoptotycznych, co oznacza, Ũe iloŜĺ powstağego produktu fluorescencyjnego 

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

 
Przebieg oznaczenia 

 Kom·rki linii K-562 wysiewano na sterylne, czarne 96-doğkowe pğytki 

z przezroczystym dnem, nastňpnie nanoszono badane supernatanty (5%) oraz cisPt 

(w koŒcowym stňŨeniu 10 ÕM) lub medium (Tabela 8). Po 24-godzinnej hodowli kom·rek 

do studzienek nanoszono po 100 Õl mieszaniny reakcyjnej (bufor lizujŃcy z substratem 

Z-DEVD-R110). R·wnolegle przygotowywano szereg pr·b kontrolnych. Pr·bň ŜlepŃ (blank; 
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fluorescencja Ătğaò) stanowiğo medium hodowlane bez kom·rek. Kom·rki z pğynem 

wzbogacajŃcym SAGM (gğ·wny skğadnik supernatantu - Ărozpuszczalnikò) oraz kom·rki 

nietraktowane stanowiğy dwie kontrole negatywne. Kontrolň pozytywnŃ - kom·rki z dodatkiem 

cisPt (induktor apoptozy), a kontrolň dodatkowŃ kom·rki inkubowane z cisPt i inhibitorem 

aktywnoŜci kaspaz Z-VAD-FMK (w koŒcowym stňŨeniu 20 ÕM). OptymalnŃ iloŜĺ kom·rek 

w doğku, czas inkubacji z czynnikiem wywoğujŃcym apoptozň oraz dğugoŜĺ inkubacji 

z mieszaninŃ reakcyjnŃ ustalono doŜwiadczalnie. Tak przygotowanŃ pğytkň inkubowano 

przez 5 godzin w temperaturze pokojowej. Pomiaru fluorescencji dokonywano przy dğugoŜci 

fali wzbudzenia ɚex = 485 nm i emisji ɚem = 538 nm (FluoroskanÊ, Thermo ScientificÊ). 

AktywnoŜĺ enzymatycznŃ kaspazy-3/7 w kom·rkach linii K-562 przedstawiono 

we wzglňdnych jednostkach fluorescencji RFU (ang. Relative Fluorescence Unit). 

9.4.7. Oznaczanie aktywnoŜci kaspazy-9 w kom·rkach linii K-562 

 Kaspaza-9 odgrywa kluczowŃ rolň w procesie inicjacji apoptozy 

w wewnŃtrzpochodnym szlaku mitochondrialnym. AktywnoŜĺ enzymatycznŃ kaspazy-9 

w kom·rkach linii K-562 oceniano przy pomocy komercyjnego zestawu odczynnik·w 

Caspase-GloÈ 9 Assay (Promega; Madison, Stany Zjednoczone). Dodanie odczynnika  

Caspase-GloÈ 9 do kom·rek zapewnia ich lizň, a nastňpnie rozszczepienie substratu 

zawierajŃcego sekwencjň LEHD przez aktywnŃ kaspazň-9. Uwolniona w reakcji 

aminolucyferyna jest substratem dla lucyferazy, co skutkuje wygenerowaniem sygnağu 

luminescencyjnego. Wygenerowany stabilny sygnağ jest wprost proporcjonalny do aktywnoŜci 

kaspazy-9. Inhibitor proteasom·w (MG-132) wchodzŃcy w skğad zestawu po dodaniu 

do mieszaniny reakcyjnej znaczŃco redukuje niespecyficzne Ŝwiecenie Ătğaò w testach opartych 

na kom·rkach hodowlanych. 

 

Przebieg oznaczenia 

Kom·rki linii K-562 wysiewano na sterylne, biağe 96-doğkowe pğytki, nastňpnie 

nanoszono badane supernatanty (5%) oraz cisPt (w koŒcowym stňŨeniu 10 ÕM) lub medium 

(Tabela 8). Po 24-godzinnej hodowli kom·rek nanoszono do studzienek po 100 Õl mieszaniny 

reakcyjnej (bufor lizujŃcy z substratem i inhibitorem MG-132). R·wnolegle przygotowywano 

pr·by kontrolne. Pr·bň ŜlepŃ (blank) stanowiğo medium hodowlane bez kom·rek. Kom·rki 

z pğynem uzupeğniajŃcym SAGM (gğ·wny skğadnik supernatantu - Ărozpuszczalnikò) 

oraz kom·rki nietraktowane stanowiğy dwie kontrole negatywne. Kontrolň pozytywnŃ - 
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kom·rki z dodatkiem cisPt (induktor apoptozy), a kontrolň dodatkowŃ kom·rki inkubowane 

z cisPt i inhibitorem aktywnoŜci kaspaz Z-VAD-FMK (w koŒcowym stňŨeniu 20 ÕM). 

OptymalnŃ iloŜĺ kom·rek w doğku, czas inkubacji z czynnikiem wywoğujŃcym apoptozň 

oraz dğugoŜĺ inkubacji z mieszaninŃ reakcyjnŃ ustalono doŜwiadczalnie. Kom·rki delikatnie 

wytrzŃsano, inkubowano przez 3 godziny w temperaturze pokojowej, a nastňpnie mierzono 

luminescencjň z wykorzystaniem wielodetekcyjnego czytnika pğytek SynergyÊ HTX firmy 

BioTek. AktywnoŜĺ enzymatycznŃ kaspazy-9 w kom·rkach linii K-562 przedstawiono 

we wzglňdnych jednostkach Ŝwietlnych RLU (ang. Relative Light Unit). 

9.5. Oznaczanie wybranych marker·w stresu oksydacyjnego po przetoczeniu KKCz 

lub KKP w osoczu krwi chorych z AML  

9.5.1. Oznaczanie stňŨenia grup tiolowych 

ZawartoŜĺ grup tiolowych (-SH) w badanych pr·bkach osocza oznaczano za pomocŃ 

metody Ellmanôa [210, 211]. Zasada metody opiera siň na reakcji kwasu 

5,5ô-ditiobis(2-nitrobenzoesowego) (DTNB) z wolnymi grupami tiolowymi biağek i zwiŃzk·w 

mağoczŃsteczkowych. ZawartoŜĺ powstajŃcego w reakcji anionu kwasu 

5-tio-2-nitrobenzoesowego (TNB) o intensywnym Ũ·ğtym zabarwieniu oznaczano 

spektrofotometrycznie przy dğugoŜci fali 412 nm. 

 

Przebieg oznaczenia 

Do 20 Õl badanego osocza dodawano r·wnŃ objňtoŜĺ 10% (m/v) roztworu SDS 

w 10 mM buforze fosforanowym (pH 8,0). Analogicznie przygotowywano pr·bň 

odczynnikowŃ, kt·ra zamiast osocza zawierağa 10 mM bufor fosforanowy (pH 8,0), dalej 

postňpowano tak samo jak z pr·bami badanymi. Do wszystkich pr·b dodawano 160 Õl 10 mM 

buforu fosforanowego (pH 8,0) i dokonywano pomiaru absorbancji przy 412 nm (A0). 

Nastňpnie dodawano 16,6 Õl 0,04% (m/v) DTNB w 10 mM buforze fosforanowym (pH 8,0) 

(odczynnik Ellmanôa). Tak przygotowanŃ pğytkň 96-doğkowŃ poddawano godzinnej inkubacji 

w temperaturze 37ÁC. Po tym czasie, mierzono absorbancjň przy 412 nm (A1) (SPECTROstarÈ 

Nano, BMG LABTECH GmbH). StňŨenie grup tiolowych [Õmol/l] w badanych pr·bkach 

wyznaczano na podstawie molowego wsp·ğczynnika absorpcji dla TNB 

(Ů = 13 600 M-1 Ĭ cm-1 dla ɚ = 412 nm) i r·Ũnicy absorbancji (A1 - A0). 
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9.5.2. Oznaczanie stňŨenia biağka w reakcji z kwasem bicynchoninowym (BCA) 

Do pomiaru cağkowitego stňŨenia biağka w badanym osoczu uŨywano komercyjnego 

zestawu PierceÊ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific; Waltham, Stany 

Zjednoczone). Zasada metody opiera siň na dw·ch reakcjach: redukcji jon·w Cu2+ do Cu+ przez 

biağko w Ŝrodowisku alkalicznym oraz selektywnej i wysoce czuğej reakcji wykrywania kationu 

miedziawego (Cu+) przez kwas bicynchoninowy (ang. BCA; bicinchoninic acid). PowstajŃcy 

barwny kompleks oznaczano spektrofotometrycznie przy dğugoŜci fali 562 nm. 

 

Przebieg oznaczenia 

Przygotowywano odczynnik roboczy zgodnie z zaleceniami producenta (zmieszano 

w stosunku 1:50 (v/v) odczynnik nr 1: 4% roztw·r CuSO4 Ĭ 5 H2O z odczynnikiem nr 2: 

roztw·r zawierajŃcy 1% s·l sodowŃ BCA, 2% wňglan sodu, 0,95% wodorowňglan sodu, 0,1 M 

NaOH, 0,16% winian dwusodowy o pH 11,2). Nanoszono po 25 ɛl badanego osocza (uprzednio 

rozcieŒczonego 100 razy) do doğk·w pğytki mikrotitracyjnej, nastňpnie dodawano po 175 ɛl 

odczynnika roboczego. SporzŃdzano krzywŃ wzorcowŃ dla albuminy surowicy bydlňcej 

(125 - 2 000 Õg/ml). Pğytkň inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37ÜC. Nastňpnie 

mierzono absorbancjň przy dğugoŜci fali ɚ = 562 nm (SPECTROstarÈ Nano, BMG LABTECH 

GmbH). StňŨenie biağka [Õg/ml] w badanych pr·bkach obliczano na podstawie krzywej 

wzorcowej. 

9.5.3. Oznaczanie zawartoŜci grup karbonylowych 

Poziom grup karbonylowych (-CO) w biağkach osocza oznaczano metodŃ 

immunoenzymatycznŃ [212]. Metoda ta opiera siň na reakcji grup karbonylowych biağek 

z 2,4-dinitrofenylohydrazynŃ (DNPH). W wyniku addycji powstaje 2,4-dinitrofenylohydrazon 

(DNP-biağko), kt·rego iloŜĺ moŨna oznaczyĺ spektrofotometrycznie. Do oceny iloŜci grup 

karbonylowych w biağkach zwiŃzanych z DNPH (DNP-biağko) wykorzystywane sŃ I-rzňdowe 

przeciwciağa anty-DNP oraz II-rzňdowe przeciwciağa skompleksowane z peroksydazŃ 

chrzanowŃ (HRP). KrzywŃ wzorcowŃ przygotowywano z utlenionej i zredukowanej albuminy. 

 

Przebieg oznaczenia 

Pğytkň 96-doğkowŃ o powierzchni MaxiSorpÊ opğaszczano 100 Õl badanego roztworu 

biağek (10 ɛg biağka/ml), pr·bek wzorc·w i 10 mM roztworu PBS o pH 7,4 (kontrola). StňŨenie 
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biağka w poszczeg·lnych pr·bkach okreŜlano przy uŨyciu reakcji z kwasem bicynchoninowym 

(BCA) ï przebieg oznaczenia opisano w podrozdziale 9.5.2. Pğytki po inkubacji przez noc 

w 4ÁC przemywano roztworem PBS. Nastňpnie nanoszono do studzienek po 200 ɛl 0,0024% 

(m/v) roztworu DNPH w 85% H2SO4 (pH 6,2) i inkubowano pğytki 45 minut w temperaturze 

pokojowej w ciemnoŜci. Przemywano studzienki 5-krotnie mieszaninŃ PBS:etanol (1:1, v/v) 

oraz 2-krotnie roztworem PBS. Pğytkň blokowano przez 1,5 godziny w temperaturze pokojowej 

dodajŃc po 260 ɛl 5% (m/v) roztworu mleka w PBS. Przemywano pğytkň 3-krotnie 10 mM 

roztworem PBS z dodatkiem 0,1% (v/v) Tween 20 (roztw·r PBST) i nanoszono po 200 Õl 

I-rzňdowych kr·liczych przeciwciağ anty-DNP o mianie 1:1 000 (inkubacja 1 godzinň 

w temperaturze pokojowej). Ponownie przemywano pğytkň roztworem PBST i dodawano 

do studzienek po 200 Õl II-rzňdowych anty-kr·liczych przeciwciağ skompleksowanych 

z peroksydazŃ chrzanowŃ o mianie 1:10 000 (inkubacja 1 godzinň w temperaturze pokojowej), 

nastňpnie przemywano roztworem PBST. Do studzienek nanoszono po 200 ɛl roztworu 

substratu OPD (Sigma FastÊ OPD Tablet Sets) w celu wywoğania barwy. Po inkubacji 

w temperaturze pokojowej (~3 min.) zatrzymywano reakcjň dodajŃc do studzienek po 100 ɛl 

40% (v/v) kwasu siarkowego. Mierzono absorbancjň przy dğugoŜci fali ɚ = 490 nm 

(SPECTROstarÈ Nano, BMG LABTECH GmbH). R·wnolegle poprzez zmieszanie w r·Ũnych 

proporcjach (0 ï 100%) utlenionej albuminy bydlňcej z cağkowicie zredukowanŃ 

przygotowywano krzywŃ wzorcowŃ (zakres stňŨeŒ: 0,42 ï 4,2 nmol grup -CO/mg biağka). 

StňŨenie grup karbonylowych w utlenionej albuminie oznaczano metodŃ spektrofotometrycznŃ 

[213, 214]. StňŨenie grup karbonylowych wyraŨono w nmol/mg biağek osocza. 

 

Przygotowanie wzorc·w do krzywej kalibracyjnej 

 

Redukcja albuminy woğowej (BSA) 

Do roztworu BSA o stňŨeniu 5 mg/ml dodawano 0,01 g borowodorku sodu - 

pozostawiano na 30 minut. Roztw·r neutralizowano dodajŃc kroplami 2 M HCl, 

aŨ do uzyskania pH r·wnego 7,0. Otrzymany roztw·r dializowano przez noc wzglňdem 10 mM 

roztworu PBS (pH 7,4), a nastňpnie mierzono absorbancjň przy dğugoŜci fali ɚ = 280 nm 

(aalbumina = 0,65 (g/L) -1 Ĭ cm-1) i obliczano stňŨenie biağka. 

 

Utlenianie albuminy woğowej (BSA) 

Roztw·r BSA o stňŨeniu 4 mg/ml inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37ÜC 

z roztworem podchlorynu (HOCl; stňŨenie koŒcowe 5 mM). Spektrofotometrycznie oznaczano 
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zawartoŜĺ grup karbonylowych w utlenionej albuminie ï pomiar absorbancji przy dğugoŜci fali 

przy ɚ = 375 nm wzglňdem albuminy zredukowanej (molowy wsp·ğczynnik absorpcji 

Ů = 22 000 M-1 Ĭ cm-1). 

 

Pr·bki zredukowanej oraz utlenionej albuminy woğowej (BSA) doprowadzano do stňŨenia 

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

9.5.4. Oznaczanie poziomu 3-nitrotyrozyny  

Poziom 3-nitrotyrozyny (3-NT) w biağkach badanego osocza oznaczano 

kompetycyjnym testem ELISA wykorzystujŃc dwa antygeny: wolny oraz zwiŃzany na pğytce 

polistyrenowej [215]. Znitrowanym fibrynogenem o stňŨeniu 1 Õg/ml opğaszcza siň pğytki 

z powierzchniŃ MaxiSorpÊ (wysokie powinowactwo do czŃsteczek z podobnŃ iloŜciŃ domen 

hydrofilowych oraz hydrofobowych). Osocze (wolny antygen) preinkubuje 

siň z przeciwciağami antynitrotyrozynowymi (anty-3-NT), a nastňpnie nanosi na opğaszczone 

uprzednio studzienki. Wolny antygen wychwytuje okreŜlonŃ iloŜĺ przeciwciağ anty-3-NT, 

dlatego teŨ mniej przeciwciağ moŨe ulec wiŃzaniu do znitrowanego fibrynogenu, kt·rym 

opğaszczano pğytkň. W zwiŃzku z tym, w studzienkach z najwiňkszŃ zawartoŜciŃ 3-NT 

w wolnym antygenie rejestruje siň najmniejszŃ wartoŜĺ absorbancji (l = 490 nm), a w pr·bach 

kontrolnych najwiňkszŃ. KrzywŃ wzorcowŃ stanowiğa seria rozcieŒczeŒ znitrowanego 

fibrynogenu. Roztw·r fibrynogenu (2 mg/ml) poddano dziağaniu 1 mM roztworu 

nadtlenoazotynu. StňŨenie 3-NT w znitrowanym fibrynogenie wyznaczano 

spektrofotometrycznie poprzez pomiar absorbancji przy dğugoŜci fali 430 nm, nastňpnie 

obliczano na podstawie molowego wsp·ğczynnika absorpcji Ů = 4 400 M-1 Ĭ cm-1 [216]. 

 

Przebieg oznaczenia 

Studzienki mikropğytki MaxiSorpÊ opğaszczano antygenem wzorcowym (roztworem 

znitrowanego fibrynogenu ludzkiego; 100 Õl) o stňŨeniu 1 Õg/ml oraz inkubowano 

przez noc w temperaturze 4̄C. Nastňpnego dnia przemywano studzienki 0,1 M buforem 

Tris/HCl (pH 9,0) z dodatkiem 0,05% (v/v) Tween (bufor do pğukania) i blokowano pğytkň 

100 Õl 1% (m/v) mlekiem w buforze Tris/HCl (pH 9,0) przez 2 godziny w temperaturze 37C̄. 

Po tym czasie ponownie przemywano studzienki buforem do pğukania. W miňdzyczasie 

przygotowywano mieszaninň wolnego antygenu (badane osocze/wzorce) i przeciwciağ 

anty-3-NT (roztw·r pierwszorzňdowych kozich przeciwciağ anty-3-nitrotyrozynowych 
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o mianie 1:40 000) (1:1), kt·rŃ inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 minut. 

Po upğywie czasu inkubacji nanoszono 100 Õl mieszaniny do studzienek i inkubowano pğytkň 

przez noc w temperaturze 4̄C. Nastňpnie przemywano studzienki buforem do pğukania 

i nanoszono 100 Õl roztworu biotynylowanych drugorzňdowych przeciwciağ (1 godzina 

w temperaturze pokojowej; roztw·r anty-kozich biotynylowanych immunoglobulin IgG 

o mianie 1:2 000). Ponownie przemywano studzienki buforem do pğukania i dodawano 100 Õl 

kompleksu streptawidyny z biotynylowanŃ peroksydazŃ chrzanowŃ (1 godzina w temperaturze 

pokojowej; roztw·r streptawidyny skompleksowanej z biotynylowanŃ peroksydazŃ chrzanowŃ 

o mianie 1:10 000). Przed naniesieniem 100 Õl roztworu substratu OPD (Sigma FastÊ OPD 

Tablet Sets) przemywano pğytkň buforem do pğukania. Tak przygotowane pğytki inkubowano 

przez 10 minut w temperaturze pokojowej, blokowano reakcjň poprzez dodanie 50 Õl 40% (v/v) 

roztworu kwasu siarkowego i mierzono absorbancjň przy dğugoŜci fali 490 nm (SPECTROstarÈ 

Nano, BMG LABTECH GmbH). R·wnolegle przygotowywano krzywŃ wzorcowŃ z roztworu 

znitrowanego fibrynogenu (zakres stňŨeŒ: 0,0018 ï 2,0 Õg/ml) stanowiŃcego wolny antygen. 

Poziom 3-nitrotyrozyny wyraŨono w nmol/mg biağek osocza. 

9.5.5. Oznaczanie zawartoŜci koŒcowych produkt·w zaawansowanej glikacji  

GlikacjŃ (reakcjŃ Maillarda) nazywamy nieenzymatycznŃ reakcjň w wyniku, kt·rej 

dochodzi do powstania wiŃzania kowalencyjnego pomiňdzy grupŃ karbonylowŃ 

lub hemiacetalowŃ cukr·w redukujŃcych, a wolnŃ grupŃ aminowŃ biağek, fosfolipid·w 

czy kwas·w nukleinowych [217]. Produkty powstağe w reakcji glikacji, nazywane koŒcowymi 

produktami zaawansowanej glikacji (ang. AGE; Advanced Glycation End Products), wpğywajŃ 

szkodliwie na funkcje biağek, lipid·w oraz DNA. ZawartoŜĺ AGE w badanych pr·bkach osocza 

oceniano przy pomocy komercyjnego zestawu odczynnik·w OxiselectÊ Advanced Glycation 

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

Metoda ta polega na opğaszczeniu pğytki koniugatem AGE, nastňpnie nanoszone sŃ pr·bki 

badane o nieznanej zawartoŜci AGE lub wzorce AGE-BSA. Po inkubacji dodawane 

sŃ poliklonalne przeciwciağa anty-AGE, a nastňpnie sprzňŨone z HRP przeciwciağa II-rzňdowe. 

ZawartoŜĺ addukt·w biağkowych AGE w badanych pr·bkach jest okreŜlana na podstawie 

krzywej wzorcowej AGE-BSA. 

 

Przebieg oznaczenia 

OpğaszczonŃ roztworem koniugatu AGE 96-doğkowŃ pğytkň inkubowano przez noc 



   

- 90 - 
 

w 4ÁC. Nastňpnego dnia roztw·r koniugatu AGE usuwano, a pğytkň pğukano dwukrotnie 

roztworem PBS. Do wszystkich doğk·w mikropğytki dodawano 200 Õl buforu do rozcieŒczania 

pr·bek i blokowano przez 60 minut w temperaturze pokojowej. Nastňpnie nanoszono po 50 Õl 

badanego osocza lub wzorca AGE-BSA. SporzŃdzano krzywŃ wzorcowŃ dla AGE-BSA 

w zakresie 0,39 - 100 ɛg/ml. Tak przygotowanŃ pğytkň inkubowano w temperaturze pokojowej 

przez 10 minut na koğysce laboratoryjnej (WAVETEC, INFORS HT). Kolejno dodawano 

po 50 Õl rozcieŒczonych przeciwciağ I-rzňdowych anty-AGE i inkubowano przez 1 godzinň 

w temperaturze pokojowej. Po inkubacji, trzykrotnie pğukano pğytkň buforem do pğukania 

oraz nanoszono po 100 Õl rozcieŒczonych przeciwciağ II-rzňdowych sprzňŨonych 

z peroksydazŃ chrzanowŃ, z kt·rymi inkubowano pğytkň przez 1 godzinň w temperaturze 

pokojowej. Nastňpnie pğukano pğytkň buforem i dodawano po 100 Õl roztworu substratu 

obserwujŃc pojawienie siň barwy. Pğytkň z substratem inkubowano na koğysce laboratoryjnej 

przez 8 minut w temperaturze pokojowej. Reakcjň enzymatycznŃ zatrzymywano poprzez 

dodanie 100 Õl roztworu do blokowania reakcji. Mierzono absorbancjň przy 450 nm 

(SPECTROstarÈ Nano BMG LABTECH GmbH), a stňŨenie AGE [ɛg/ml] w badanych 

pr·bkach osocza obliczano na podstawie otrzymanej krzywej wzorcowej. 

9.5.6. Oznaczanie poziomu peroksydacji lipid·w 

StopieŒ peroksydacji lipid·w osocza okreŜlano poprzez iloŜĺ substancji reagujŃcych 

z kwasem tiobarbiturowym (ang. TBARS; Thiobarbituric Acid Reactive Substances) [211]. 

Peroksydacja lipid·w to wolnorodnikowy proces utleniania przede wszystkim nienasyconych 

kwas·w tğuszczowych, podczas kt·rego powstajŃ nadtlenki tych zwiŃzk·w, a nastňpnie 

aldehydy. Jednym z produkt·w tego procesu jest dialdehyd malonowy (ang. MDA; 

malondialdehyde), kt·ry reaguje z kwasem tiobarbiturowym (ang. TBA; thiobarbituric acid). 

Na skutek kondensacji 1 czŃsteczki MDA z 2 czŃsteczkami TBA powstaje barwny produkt 

oznaczany spektrofotometrycznie przy dğugoŜci fali 535 nm. 

 

Przebieg oznaczenia 

Do 200 Õl badanego osocza dodawano 200 Õl 15% (m/v) roztworu kwasu 

trichlorooctowego (ang. TCA; trichloroacetic acid) w 0,25 M HCl. Inkubowano pr·bki 

30 minut w ğaŦni lodowej. Nastňpnie wirowano przez 15 minut przy 9 000 Ĭ g w temperaturze 

20ÁC. Zbierano klarowny supernatant (200 Õl) do czystych prob·wek i dodawano 200 Õl 

0,37% (m/v) roztworu TBA w 0,25 M HCl. Pr·bki inkubowano w bloku grzejnym 
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przez 10 minut w temperaturze 100ÁC. Po wystudzeniu zbierano po 155 Õl klarownej 

mieszaniny i nanoszono do studzienek na pğytce mikrotitracyjnej. Mierzono absorbancjň 

przy dğugoŜci fali 535 nm (SPECTROstarÈ Nano, BMG LABTECH GmbH). Pr·bň 

odczynnikowŃ stanowiğo: 0,2 ml 0,9% NaCl, 0,2 ml odczynnika TCA i 0,2 ml odczynnika TBA. 

ZawartoŜĺ substancji reagujŃcych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) [nmol/ml] 

wyznaczano z molowego wsp·ğczynnika absorpcji dla MDA Ů = 156 000 M-1 Ĭ cm-1. 

9.5.7. Oznaczanie cağkowitego potencjağu antyoksydacyjnego 

Cağkowity potencjağ antyoksydacyjny (CPA) badanego osocza oceniano na podstawie 

metody opracowanej przez Erelôa i wsp. [196, 197]. W podrozdziale 9.2.4. szczeg·ğowo 

opisano zasadň zastosowanej metody. 

 

Przebieg oznaczenia 

Do 200 ɛl 0,4 M buforu octanowego (pH 5,8) dodawano po 5 ɛl badanego osocza. 

Mierzono absorbancjň w czytniku pğytek przy 415 nm (A0) (SPECTROstarÈ Nano, BMG 

LABTECH GmbH). Nastňpnie dodawano do kaŨdej studzienki na pğytce 96-doğkowej po 20 ɛl 

10 mM roztworu kationorodnika ABTSÅ+ w 30 mM buforze octanowym (pH 3,6). R·wnolegle 

przygotowywano pr·bň kontrolnŃ (blank; spontaniczna redukcja kationorodnika) zawierajŃcŃ 

205 ɛl 0,4 M buforu octanowego (pH 5,8) z 20 ɛl roztworu kationorodnika ABTSÅ+. 

Inkubowano pğytkň przez 5 minut w temperaturze pokojowej, nastňpnie mierzono absorbancjň 

przy 415 nm (A1). SporzŃdzano krzywŃ wzorcowŃ dla Troloxu (zakres stňŨeŒ: 

0,008 ï 1,0 ɛmol/ml). Cağkowity potencjağ antyoksydacyjny (CPA) osocza wyraŨony 

w jednoelektronowych r·wnowaŨnikach Troloxu obliczano na podstawie r·Ũnic absorbancji 

A1 ï A0 (po uprzednim odjňciu: A1 BLANK  ï A0 BLANK ), krzywej wzorcowej oraz poprzez 

pomnoŨenie uzyskanego wyniku 2 razy (1 czŃsteczka Troloxu reaguje z 2 wolnymi rodnikami). 

9.5.8. Oznaczanie aktywnoŜci dysmutazy ponadtlenkowej 

AktywnoŜĺ dysmutazy ponadtlenkowej (ang. SOD; superoxide dismutase) w badanym 

osoczu oznaczano za pomocŃ komercyjnego zestawu odczynnik·w SOD Determination Kit 

(Sigma-Aldrich; St. Louis, Stany Zjednoczone). SOD jest jednym z najwaŨniejszych enzym·w 

antyoksydacyjnych - katalizuje reakcjň dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego (O2
Åī) 

do nadtlenku wodoru i tlenu czŃsteczkowego. Analizň aktywnoŜci SOD przeprowadza 
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siň przy uŨyciu rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (s·l sodowa (2-(4-jodofenylo)-3-(4-

nitrofenylo)-5-(2,4-sulfofenylo)-2-tetrazolu; WST-1), kt·ra wytwarza po redukcji O2
Åī barwny 

formazan. AktywnoŜĺ SOD hamowana jest przez oksydazň ksantynowŃ (XO). Natomiast 

aktywnoŜĺ XO jest liniowo zwiŃzana z szybkoŜciŃ redukcji anionorodnika ponadtlenkowego. 

AktywnoŜĺ SOD oznaczano poprzez pomiar absorbancji przy dğugoŜci fali 440 nm. 

Tabela 9. Schemat przygotowania poszczeg·lnych pr·b  

 Pr·ba badana Blank 1 Blank 2 Blank 3 

Osocze 20 Õl  20 Õl  

Woda  20 Õl  20 Õl 

Roztw·r roboczy WST 200 Õl 200 Õl 200 Õl 200 Õl 

Roztw·r roboczy enzymu 20 Õl 20 Õl   

Bufor do rozcieŒczania   20 Õl 20 Õl 

Przebieg oznaczenia  

Do studzienek pğytki 96-doğkowej z pr·bŃ badanŃ oraz pr·bŃ ŜlepŃ nr 2 (blank 2) 

nanoszono po 20 Õl badanego osocza. Do doğk·w zawierajŃcych pr·bň ŜlepŃ nr 1 (blank 1) 

oraz nr 3 (blank 3) nanoszono po 20 Õl wody dejonizowanej. Nastňpnie dodawano 200 Õl 

roboczego roztworu WST (WST Working Solution) do wszystkich doğk·w i mieszano zawartoŜĺ 

pğytki. Do pr·b badanych i pr·by Ŝlepej nr 1 nanoszono po 20 Õl roboczego roztworu enzymu 

(Enzyme Working Solution). Nastňpnie nanoszono do pr·by Ŝlepej nr 2 i 3 po 20 ɛl buforu 

do rozcieŒczania (Dilution Buffer). Schemat przygotowania poszczeg·lnych pr·b opisuje 

Tabela 9. Tak przygotowanŃ pğytkň inkubowano przez 20 minut w 37ÁC, nastňpnie mierzono 

absorbancjň w czytniku przy dğugoŜci fali 450 nm (SPECTROstarÈ Nano BMG LABTECH 

GmbH). AktywnoŜĺ SOD (wsp·ğczynnik zahamowania [%]) obliczano wedğug wzoru: 

ὃὯὸώύὲέĢç ὛὕὈ
ὃ   ὃ   ὃ ĕ   ὃ  

ὃ   ὃ  
ρzππ  

9.5.9. Oznaczanie aktywnoŜci transferazy glutationowej 

AktywnoŜĺ transferazy glutationowej (ang. GST; glutathione S-transferase) w osoczu 

oceniano wedğug metody Habig i wsp. [218], opierajŃcej siň na reakcji z 1-chloro-2,4-

dinitrobenzenem (ang. CDNB; 1-chloro-2,4-dinitrobenzene). Transferaza glutationowa 

katalizuje reakcjň pomiňdzy zredukowanym glutationem (ang. GSH; L-glutathione reduced), 

a CDNB (substratem). MiarŃ aktywnoŜci GST jest szybkoŜĺ powstawania barwnego koniugatu 

(2,4-dinitrofenylo-S-glutationu). Powstağy produkt oznacza siň spektrofotometrycznie 

przy dğugoŜci fali 340 nm. 
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Przebieg oznaczenia 

Do studzienek na pğytce mikrotitracyjnej nanoszono 170 Õl 0,1 M buforu 

fosforanowego (pH 6,5), 10 Õl 20 mM roztworu GSH i 10 Õl 20 mM roztworu CDNB. DodajŃc 

po 10 Õl badanego osocza zainicjowano reakcjň. Przyrost absorbancji mierzono przy dğugoŜci 

fali 340 nm (SPECTROstarÈ Nano BMG LABTECH GmbH) co minutň w ciŃgu 5 minut 

(25ÜC). R·wnolegle przeprowadzono pomiar dla pr·by kontrolnej, kt·ra zawierağa 10 Õl buforu 

fosforanowego zamiast osocza. AktywnoŜĺ GST przedstawiono w jednostce [mU/ml] 

okreŜlajŃcej iloŜĺ enzymu potrzebnŃ do powstania 1 Õmola barwnego produktu w ciŃgu 

1 minuty w 25ÜC przy pH 6,5. WartoŜĺ milimolowego wsp·ğczynnika absorpcji powstajŃcego 

2,4-dinitrofenylo-S-glutationu wynosi 9,6 mM-1 Ĭ cm-1 (ɚ = 340 nm). 

9.5.10. Oznaczanie zewnŃtrzkom·rkowej aktywnoŜci dehydrogenazy mleczanowej 

metodŃ Wr·blewskiego i La Due 

ZewnŃtrzkom·rkowŃ aktywnoŜĺ dehydrogenazy mleczanowej (ang. LDH; lactate 

dehydrogenase) w badanych pr·bkach osocza oznaczano metodŃ Wr·blewskiego i La Due 

[219]. WzmoŨona aktywnoŜĺ LDH (enzymu cytozolowego) w osoczu Ŝwiadczy 

o uszkodzeniu bğony plazmatycznej. W warunkach fizjologicznych enzym 

ten nie jest uwalniany do Ŝrodowiska. LDH katalizuje odwracalnŃ reakcjň redukcji pirogronianu 

do mleczanu z jednoczesnym utlenieniem NADH (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide; 

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy) do NAD+. R·wnowaga reakcji przy pH 7,0 przesuwa 

siň w kierunku powstawania mleczanu, natomiast przy pH 10,0 w stronň tworzenia 

pirogronianu. NADH i NAD+ wykazujŃ pasmo absorpcyjne przy dğugoŜci fali ɚ = 260 nm 

(zaleŨne od obecnoŜci pierŜcienia pirymidynowego i purynowego). NADH (postaĺ 

zredukowana) posiada dodatkowe pasmo absorpcyjne przy dğugoŜci fali ɚ = 340 nm bňdŃce 

wynikiem powstania ukğadu dihydropirydyny w czŃsteczce amidu kwasu nikotynowego. 

Zmniejszanie siň wartoŜci absorbancji przy ɚ = 340 nm w jednostce czasu jest miarŃ szybkoŜci 

reakcji tworzenia siň mleczanu i NAD+ (postaĺ utleniona), kt·ra w okreŜlonych warunkach 

jest proporcjonalna do stňŨenia enzymu w pr·bie badanej. AktywnoŜĺ LDH przedstawiono 

w jednostce miňdzynarodowej [U], kt·ra okreŜla iloŜĺ enzymu przeksztağcajŃcŃ 1 Õmol 

substratu/minuta/1 000 ml. WartoŜĺ milimolowego wsp·ğczynnika absorpcji dla NADH wynosi 

6,22 mM-1 Ĭ cm-1 przy ɚ = 340 nm. 
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Przebieg oznaczenia 

Na pğytkň 96-doğkowŃ nanoszono po 270 ɛl 0,1 M buforu fosforanowego (pH 7,4) 

nastňpnie dodawano 10 ɛl badanego osocza oraz 10 ɛl 0,25% (m/v) roztworu NADH w 0,1 M 

buforze fosforanowym (pH 7,4). Inkubowano pğytkň w temperaturze pokojowej przez 20 minut. 

Kolejno dodawano po 10 ɛl 0,25% (m/v) roztworu pirogronianu (substratu) w 0,1 M buforze 

fosforanowym (pH 7,4) i natychmiast rozpoczynano pomiar absorbancji przy dğugoŜci fali 

340 nm (SPECTROstarÈ Nano, BMG LABTECH GmbH). Odczyt powtarzano co minutň 

w ciŃgu 8 minut. 

9.6. Analiza statystyczna 

Uzyskane dane w gğ·wnej mierze przedstawiono w postaci Ŝredniej arytmetycznej 

Ñ odchylenie standardowe (ang. SD; Standard Deviation), wyjŃtek stanowiğy eksperymenty 

przeprowadzone na osoczu pacjent·w z AML, gdzie otrzymane wyniki wyraŨono jako ŜredniŃ 

arytmetycznŃ Ñ bğŃd standardowy Ŝredniej (ang. SEM; Standard Error of the Mean) 

oraz oznaczenia biologicznej aktywnoŜci pğytek krwi metodŃ cytometrii przepğywowej, kt·rych 

wyniki przedstawiono w postaci mediany Ñ rozstňp ĺwiartkowy Q3-Q1 (Ăpudeğkoò), wartoŜĺ 

minimalna i maksymalna (ĂwŃsyò). KaŨde doŜwiadczenie przeprowadzono w minimum trzech 

niezaleŨnych eksperymentach ï dokğadnŃ liczbň Ănò dla analizowanego parametru 

zamieszczono w legendach rycin i tabel. Program Microsoft Excel 2010 (Microsoft 

Corporation, Stany Zjednoczone) posğuŨyğ we wstňpnym opracowaniu danych: obliczenie 

Ŝrednich arytmetycznych, median, wartoŜci SD i SEM. 

Analizň statystycznŃ otrzymanych wynik·w przeprowadzono przy uŨyciu programu 

Statistica v.13.1 (StatSoft Inc, Stany Zjednoczone) [220, 221]. KaŨdorazowo analizň 

rozpoczynano od sprawdzenia normalnoŜci rozkğadu zmiennych testem Shapiro-Wilkôa. 

Gdy rozkğad nie wykazywağ cech normalnego wykonywano nieparametryczny test ANOVA 

rang Kruskala-Wallisôa z post-hoc: test Dunna. W sytuacji, gdy dane wykazywağy normalnoŜĺ 

rozkğadu weryfikowano jednorodnoŜĺ wariancji poprzez zastosowanie testu Leveneôa. 

Na podstawie wyniku testu Leveneôa otrzymane dane analizowano testem: ANOVA 

jednoczynnikowa z post-hoc: test Tukeyôa (gdy p>0,05 w teŜcie Leveneôa) lub ANOVA rang 

Kruskalôa-Wallisôa z post-hoc: test Dunna (gdy pÒ0,05 w teŜcie Leveneôa). WartoŜĺ pÒ0,05 

przyjňto jako poziom istotny statystycznie. Przy pomocy testu Grubbsôa zidentyfikowano 

wyniki odstajŃce obarczone bğňdem grubym, kt·re usuniňto przed analizŃ statystycznŃ. 

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

10.1.  Charakterystyka supernatant·w otrzymanych z przechowywanych i ŜwieŨych 

KKCz  

10.1.1. Wybrane iloŜciowe parametry oceny supernatant·w 

Zrealizowanie postawionego celu badawczego rozpoczňto od scharakteryzowania, 

wykorzystanych nastňpnie w badaniach, supernatant·w uzyskanych z komercyjnych 

koncentrat·w krwinek czerwonych w 1. oraz 42. dniu przechowywania. W tym celu oceniono 

poziom wybranych parametr·w, tj. stňŨenie hemoglobiny, hemu oraz Ũelaza (Fe2+, Fe3+), 

oznaczenie cağkowitego potencjağu antyoksydacyjnego i wielkoŜci populacji mikroczŃstek 

erytrocytarnych w supernatantach. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 10. 

Tabela 10. Charakterystyka supernatant·w z KKCz wykorzystanych w badaniach 

Dane zawarte w tabeli przedstawiajŃ wartoŜci Ŝrednie Ñ SD. (A) p<0,01; (B) p<0,001 wartoŜci istotne statystycznie 

w por·wnaniu z 1. dniem przechowywania (sNLR1 vs sNLR42 i sLR1 vs sLR42); (C) p<0,05; (D) p<0,001 

wartoŜci istotne statystycznie w tym samym dniu przechowywania w obrňbie r·Ũnych typ·w KKCz (sNLR1 

vs sLR1 i sNLR42 vs sLR42); n = 5. 

Na podstawie uzyskanych wynik·w wykazano istotny statystycznie wzrost stňŨenia 

hemoglobiny, hemu oraz Ũelaza w badanych typach supernatant·w wraz z wydğuŨaniem czasu 

przechowywania KKCz. Zaobserwowano r·wnieŨ, iŨ w 1. dniu przechowywania wartoŜci 

oznaczanych parametr·w byğy wyŨsze w supernatantach pochodzŃcych z filtrowanych KKCz 

(sLR1) w por·wnaniu do supernatant·w z jednostek niepoddanych leukoredukcji (sNLR1). 

Natomiast w ostatnim dniu przechowywania poziom wyŨej wspomnianych parametr·w 

Parametr 
DzieŒ 

przechowywania 

Supernatant z 

niefiltrowanego 

KKCz (sNLR)  

Supernatant z 

filtrowanego 

KKCz (sLR)  

StňŨenie hemoglobiny [g/dl] 1 0,046 Ñ 0,011 0,058 Ñ 0,013 

42 0,172 Ñ 0,018 (B) 0,104 Ñ 0,012 (A, D) 

StňŨenie hemu [ÕM] 1 25,83 Ñ 4,10 41,06 Ñ 5,54 (C) 

42 414,15 Ñ 18,06 (B) 239,98 Ñ 9,99 (B, D) 

StňŨenie Ũelaza [Õg/dl] 1 7,16 Ñ 1,14 9,79 Ñ 1,08 (C) 

42 617,87 Ñ 42,78 (B) 241,76 Ñ 20,27 (B, D) 

CPA [mM ekwiwalent·w Troloxu] 1 3,12 Ñ 0,48 3,78 Ñ 0,45 

42 1,22 Ñ 0,21 (B) 1,66 Ñ 0,22 (B, C) 

Populacja mikroczŃstek 

erytrocytarnych [%] 

1 7,40 Ñ 2,13 9,82 Ñ 2,38 

42 87,12 Ñ 12,61 (B) 69,28 Ñ 9,84 (B, C) 
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byğ niŨszy o okoğo 40-60% w supernatantach z filtrowanych KKCz (sLR42) w stosunku 

do supernatant·w otrzymanych z niefiltrowanych jednostek (sNLR42) (Tabela 10). 

 

 
Rycina 15. Przykğadowe reprezentatywne wykresy dot plot (punktowe; parametr FSC versus SSC) oraz histogramy 

cytometryczne przedstawiajŃce populacjň mikroczŃstek erytrocytarnych (bramka P2 oznaczona strzağkŃ) w 

supernatancie otrzymanym z niefiltrowanej oraz poddanej leukoredukcji jednostki KKCz w 1. oraz 42. dniu 

przechowywania. Bramka P1 - kulki kalibracyjne o Ŝrednicy 2,0 Õm. 

W sNLR42 oraz sLR42 zaobserwowano ok. 4-krotny (p<0,001) i 2-krotny (p<0,01) 

wzrost stňŨenia hemoglobiny w por·wnaniu z dniem 1. W czasie przechowywania stňŨenie 

hemu wzrosğo 16-krotnie (p<0,001) w sNLR oraz 6-krotnie (p<0,001) w sLR, zaŜ stňŨenie 

Ũelaza wzrosğo aŨ 85-krotnie (p<0,001) w sNLR i 25-krotnie (p<0,001) w sLR. Poziom wolnej 

hemoglobiny i stňŨenie hemu w sLR42 byğo o okoğo 40% niŨsze (p<0,001) niŨ w sNLR42, 

z kolei stňŨenie Ũelaza na poziomie aŨ 60% niŨszym (p<0,001). W sLR na poczŃtku 
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przechowywania w por·wnaniu do sNLR wykazano znamienny statystycznie (p<0,05) wzrost 

stňŨenia hemu (o ok. 59%) i Ũelaza (o ok. 37%) (Tabela 10). 

Wraz z wydğuŨaniem czasu przechowywania w badanych supernatantach nastŃpiğ ponad 

2-krotny (p<0,001) spadek cağkowitego potencjağu antyoksydacyjnego (CPA). Stwierdzono 

istotnie statystycznie (p<0,05) wyŨszŃ wartoŜĺ CPA w sLR42 w por·wnaniu sNLR42 (Tabela 

10). 

Na podstawie przeprowadzonego znakowania przeciwciağami anty-CD235a/PE 

stwierdzono znaczŃce zwiňkszenie (p<0,001) populacji mikroczŃstek erytrocytarnych (EMPs) 

w badanych supernatantach w 42. dniu przechowywania, zar·wno w sNLR42 (ok. 11-krotne) 

jak i sLR42 (ok. 7-krotne) (Tabela 10, Rycina 15). Nie zaobserwowano istotnych statystycznie 

zmian w wielkoŜci populacji EMPs w sNLR1 w stosunku do sLR1. ZauwaŨono natomiast, 

Ũe populacja EMPs w sLR42 jest mniejsza (o ok. 20%; p<0,05) w por·wnaniu z sNLR42 

(Tabela 10). 

 

10.1.2. Uwalnianie mikroczŃstek erytrocytarnych 

Obrazowanie wyznakowanych barwnikiem fluorescencyjnym (Neuro-DiO, Biotium, 

Inc.) bğon kom·rek pochodzŃcych z komercyjnych ubogoleukocytarnych KKCz 

przeprowadzone przy pomocy fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego umoŨliwiğo 

wizualizacjň procesu uwalniana EMPs oraz obserwacjň zmian morfologicznych krwinek 

czerwonych wynikajŃcych z przechowywania w warunkach ex vivo (Rycina 16). 

Na przedstawionych zdjňciach z mikroskopu kontrastowo-fazowego (Rycina 16C i D) 

wyraŦnie widaĺ, iŨ w trakcie przechowywania znaczŃco zwiňksza siň iloŜĺ krwinek czerwonych 

o morfologii zbliŨonej do sferoechinocyt·w (charakterystyczne wypustki na powierzchni 

kom·rek ï przeksztağcenie nieodwracalne), zaŜ zmniejsza liczba kom·rek o morfologii 

dyskocytu (ksztağt prawidğowy). Fotografie otrzymane przy wykorzystaniu metody 

fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej potwierdziğy zaobserwowane pod mikroskopem 

Ŝwietlnym zmiany morfologiczne krwinek czerwonych zachodzŃce w KKCz oraz umoŨliwiğy 

zobrazowanie procesu uwalniania EMP (Rycina 16A i B). 
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Rycina 16. Reprezentatywne zdjňcia obrazujŃce: proces uwalniania EMP przez krwinkň czerwonŃ (A) oraz zmiany 

morfologiczne erytrocyt·w (B) w UKKCz wykonane przy pomocy fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego 

z wykorzystaniem barwnika Neuro-DiO (Biotium, Inc.). Przed obrazowaniem kom·rki nie byğy utrwalane. 

Dodatkowo zamieszczono obrazy UKKCz z mikroskopu kontrastowo-fazowego o odwr·conej optyce (Axio 

Observer.D1, Carl Zeiss; powiňkszenie 600x) (C ï dzieŒ 1; D ï dzieŒ 42). 

10.1.3. Rozdziağ elektroforetyczny biağek 

Na podstawie otrzymanych elektroferogram·w wykazano obecnoŜĺ biağka o masie 

czŃsteczkowej ok. 15 kDa uwalnianego do supernatantu w trakcie przechowywania krwinek 

czerwonych (Rycina 17), kt·re (zgodnie z danymi literaturowymi) odpowiada masie ğaŒcuch·w 

polipeptydowych (globin) wchodzŃcych w skğad Hb [131]. Pasmo to jest charakterystyczne 

dla obu typ·w supernatant·w i Ŝwiadczy o znaczŃcym uwalnianiu Hb przez kom·rki w trakcie 

przechowywania w warunkach ex vivo. Supernatanty pochodzŃce z niefiltrowanych jednostek 

KKCz, niezaleŨnie od dnia otrzymania, charakteryzowağy siň wiňkszŃ iloŜciŃ biağka, 

szczeg·lnie w paŜmie o masie ok. 66 kDa (pasmo odpowiadajŃce masie albuminy [131]). 

W obu typach supernatant·w niezaleŨnie od dnia otrzymania zaobserwowano r·wnieŨ pasmo 

biağkowe o masie czŃsteczkowej ok. 25 kDa, kt·re moŨe pochodziĺ od peroksyredoksyny-2 

[222] lub lateksyny [131]). 
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Rycina 17. Obraz elektroforetyczny biağek obecnych w supernatantach KKCz w 1. oraz 42. dniu przechowywania. 

Kolorem czerwonym zaznaczono pasmo odpowiadajŃce ğaŒcuchowi Hb (~15 kDa), kt·re zaobserwowano 

w ostatnim dniu przechowywania w obu typach supernatant·w. Zamieszczony elektroferogram przedstawia 

reprezentatywny rozdziağ elektroforetyczny otrzymany w jednym z kilkunastu wykonanych niezaleŨnych 

doŜwiadczeniach. 

10.1.4. Detekcja grup karbonylowych 

W biağkach obecnych w supernatantach pochodzŃcych z KKCz dokonano detekcji grup 

karbonylowych (marker stresu oksydacyjnego) technikŃ Western blot (Rycina 18). 

W supernatantach modyfikacjom oksydacyjnym ulega w gğ·wnej mierze biağko o masie 

czŃsteczkowej ~66 kDa, odpowiadajŃce albuminie, kt·ra pochodzi z resztkowych iloŜci osocza 

obecnych w KKCz. W sNLR utlenieniu ulegajŃ r·wnieŨ biağka o masach czŃsteczkowych 

ok. 25 kDa (niezaleŨnie od dnia otrzymania) i 15 kDa (tylko w supernatantach z 42. dnia). 

W sLR nie wykryto obecnoŜci grup karbonylowych w innych biağkach niŨ o masie 

czŃsteczkowej ok. 66 kDa. 

 
   

Rycina 18. Detekcja grup karbonylowych technikŃ Western blot w biağkach supernatant·w KKCz. (A) Membranň 

nietrwale wybarwiono w 0,1% roztworze czerwieni Ponceau w 5% kwasie octowym (B) Zamieszczona rycina 

przedstawia reprezentatywny obraz otrzymany w jednym z kilku wykonanych niezaleŨnych doŜwiadczeniach. 

(1-4) supernatant filtrowanych KKCz (1, 3 ï dzieŒ 1; 2, 4 ï dzieŒ 42); (6-9) supernatant niefiltrowanych KKCz 

(6, 8 ï dzieŒ 1; 7, 9 ï dzieŒ 42); (5, 10) wzorzec Precision Plus ProteinÊ Standards (Bio-Rad). 
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10.2. Ocena parametr·w czynnoŜciowych pğytek krwi po uprzedniej inkubacji 

z supernatantami KKCz 

10.2.1. Adhezja pğytek krwi 

Adhezja pğytek krwi do biağek adhezyjnych obecnych w podŜr·dbğonkowej tkance 

ğŃcznej jest pierwszym etapem wieloetapowego procesu hemostazy pierwotnej i aktywacji 

pğytek krwi. Pierwszym etapem oceny parametr·w czynnoŜciowych pğytek krwi po inkubacji 

z supernatantami byğo badanie zdolnoŜci adhezyjnych niestymulowanych oraz aktywowanych 

trombinŃ pğytek krwi statycznŃ metodŃ spektrofotometrycznŃ. Oceniano przyleganie 

wyizolowanych z krwi, zawieszonych w buforze Tyroda, pğytek krwi do fibrynogenu i kolagenu 

typu I .Wyniki przedstawione na Rycinie 19A wskazujŃ na zwiňkszonŃ adhezjň do fibrynogenu 

spoczynkowych pğytek krwi po inkubacji z supernatantem pochodzŃcym zar·wno 

z niefiltrowanych, jak i filtrowanych jednostek KKCz otrzymanych w 1. dniu przechowywania 

(odpowiednio o ok. 33% i o 41%; p<0,05) w stosunku do nietraktowanych pğytek krwi 

(kontrola). Zaobserwowano, Ũe filtraty uzyskane z supernatant·w otrzymanych w 1. dniu 

przechowywania znaczŃco zwiňkszağy adhezjň pğytek krwi do fibrynogenu w por·wnaniu 

do supernatant·w, z kt·rych zostağy otrzymane (filtrat z sNLR1 o ok. 60% (p<0,001), a z sLR1 

o 42% (p<0,05)). Supernatanty KKCz po 42. dniach przechowywania, ani filtrat otrzymany 

z sLR42, nie wpğywağy na adhezjň pğytek spoczynkowych do fibrynogenu (Rycina 19A). 

Po pobudzeniu pğytek krwi fizjologicznym agonistŃ (trombina; stňŨenie koŒcowe 0,1 U/ml) 

zaobserwowano okoğo 30%. wzrost (p<0,05) zdolnoŜci adhezyjnych pğytek, kt·re 

byğy traktowane filtratami uzyskanymi z sNLR1 i sNLR42 w por·wnaniu do kontroli (pğytki 

nietraktowane badanymi supernatantami stymulowane trombinŃ; Rycina 19B). 

Adhezja pre-inkubowanych z supernatantami KKCz i ich filtratami spoczynkowych 

pğytek krwi do kolagenu nie ulegğy zmianie w por·wnaniu do kontroli (pğytki nietraktowane 

badanymi supernatantami; Rycina 20A). Po pobudzeniu trombinŃ wykazano zwiňkszone 

wğaŜciwoŜci adhezyjne pğytek uprzednio potraktowanych supernatantem sNLR1 (o ok. 58%) 

i jego filtratem (ok. 2,8-krotnie; p<0,001), sNLR42 (o ok. 38%) i jego filtratem (o ok. 85%; 

p<0,01) i filtratem otrzymanym z sLR1 (ok. 2,2-krotnie; p<0,01) w stosunku do kontroli (pğytki 

nietraktowane badanymi supernatantami stymulowane trombinŃ; Rycina 20B). PodsumowujŃc, 

filtraty uzyskane z supernatant·w pochodzŃcych z jednostek KKCz niepoddanych 

leukoredukcji znaczŃco zwiňkszağy adhezjň pğytek krwi w por·wnaniu do supernatant·w, 

z kt·rych zostağy otrzymane. Wyniki te sugerujŃ, iŨ za zwiňkszonŃ reaktywnoŜĺ pğytek krwi 
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po inkubacji z supernatantami, a nastňpnie stymulacji fizjologicznym agonistŃ, mogŃ 

w gğ·wniej mierze odpowiadaĺ czŃsteczki o wielkoŜci poniŨej 10 kDa obecne 

w supernatantach.  

 
Rycina 19. Adhezja pğytek krwi, pre-inkubowanych (37ÁC, 15 min.) z supernatantami lub ich filtratami, 

zawierajŃcymi czŃsteczki o masie poniŨej 10 kDa, (A: spoczynkowych oraz B: stymulowanych trombinŃ 

w stňŨeniu koŒcowym 0,1 U/ml) do fibrynogenu (0,1 mg/ml). Dane na wykresach przedstawiajŃ wartoŜci Ŝrednich 

arytmetycznych Ñ SD. Wyniki przeliczono w stosunku do kontroli (pğytki krwi nietraktowane), kt·rych stopieŒ 

adhezji przyjňto za 100%. */# p<0,05; ** p<0,01; ### p<0,001; n = 34 (pğytki krwi wyizolowano od 10 r·Ũnych 

dawc·w). 

 
Rycina 20. Adhezja pğytek krwi, pre-inkubowanych (37ÁC, 15 min.) z supernatantami lub ich filtratami 

(A: spoczynkowych oraz B: stymulowanych trombinŃ w stňŨeniu koŒcowym 0,1 U/ml) do kolagenu (0,02 mg/ml). 

Dane na wykresach przedstawiajŃ wartoŜci Ŝrednich arytmetycznych Ñ SD. Wyniki przeliczono w stosunku 

do kontroli (pğytki krwi nietraktowane), kt·rych poziom adhezji przyjňto za 100%. # p<0,05; **/## p<0,01; 

***  p<0,001; n = 34 (pğytki krwi wyizolowano od 10 r·Ũnych dawc·w). 

10.2.2. Agregacja pğytek krwi 

W celu sprawdzenia czy substancje gromadzŃce siň w supernatantach podczas 

przechowywania KKCz ex vivo wpğywajŃ na tworzenie agregat·w pğytkowych 

przeprowadzono pomiar agregacji pğytek krwi metodŃ turbidymetrycznŃ w osoczu 

bogatopğytkowym uprzednio inkubowanym z supernatantami lub ich filtratami, a nastňpnie 
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stymulowanych fizjologicznym agonistŃ, kolagenem w stňŨeniu koŒcowym 2 Õg/ml. Wyniki 

przedstawione na Rycinie 21A pokazujŃ, Ũe sNLR1 (o 15%), a takŨe jego filtrat (o 18%) 

oraz filtrat sNLR42 (o 16%) istotnie (p<0,05) zwiňkszağy stopieŒ agregacji pğytek krwi 

w por·wnaniu do kontroli. Agregacja pğytek kontrolnych po aktywacji kolagenem osiŃgağa 

wartoŜĺ okoğo 82%. Nie wykazano znamiennych statystycznie r·Ũnic pomiňdzy kontrolŃ (PRP) 

a kontrolŃ z dodatkiem pğynu wzbogacajŃcego SAGM (PRP uprzednio inkubowane z 50 Õl 

pğynu SAGM ï dane niezamieszczone). 

  

 
Rycina 21. Agregacja pğytek krwi w osoczu bogatopğytkowym uprzednio inkubowanym (37ÁC, 15 min.) 

z supernatantami lub ich filtratami indukowana fizjologicznym agonistŃ - kolagenem (2 Õg/ml) (A) Dane 

przedstawiajŃ wartoŜci Ŝrednie Ñ SD (% kontroli), gdzie za 100% przyjňto stopieŒ agregacji kom·rek kontrolnych 

(nietraktowanych). * p<0,05; n = 53 (17 r·Ũnych dawc·w). (B) Przykğadowe reprezentatywne wykresy przebiegu 

procesu agregacji pğytek krwi zarejestrowane w agregometrze optycznym Chrono-LogÈ 490. 
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10.2.3. Biologiczna aktywnoŜĺ pğytek krwi 

W nastňpnej kolejnoŜci oceniono zmiany poziomu aktywacji i reaktywnoŜci pğytek krwi 

(odpowiedŦ na dziağanie fizjologicznych agonist·w: 20 Õg/ml kolagenu i 20 ÕM ADP) 

w warunkach bardziej zbliŨonych do fizjologicznych - metodŃ cytometrii przepğywowej 

w peğnej krwi wczeŜniej poddanej dziağaniu supernatant·w KKCz. 

 
Rycina 22. Analiza cytometryczna odsetka 

mikropğytek [%] w puli pğytek krwi spoczynkowych 

(A), stymulowanych kolagenem (20 Õg/ml; B) 

oraz ADP (20 ÕM; C). Krew peğnŃ uprzednio 

inkubowano z supernatantami (37ÁC, 15 min.). Nie 

wykazano znamiennych statystycznie r·Ũnic (p>0,05) 

pomiňdzy kontrolŃ (krew peğna) a kontrolŃ z SAGM. 

Wyniki przedstawiono w postaci mediany Ñ rozstňp 

ĺwiartkowy Q3-Q1 (Ăpudeğkoò), wartoŜĺ minimalna 

i maksymalna (ĂwŃsyò). * p<0,05; ** p<0,01; 

*** p<0,001; n = 44 (10 r·Ũnych dawc·w krwi).  

Rycina 23. Analiza cytometryczna odsetka agregat·w 

pğytkowych [%] w puli pğytek krwi spoczynkowych 

(A), stymulowanych kolagenem (20 Õg/ml; B) 

oraz ADP (20 ÕM; C). Krew peğnŃ uprzednio 

inkubowano z supernatantami (37ÁC, 15 min.). Nie 

wykazano znamiennych statystycznie r·Ũnic (p>0,05) 

pomiňdzy kontrolŃ (krew peğna) a kontrolŃ z SAGM. 

Wyniki przedstawiono w postaci mediany Ñ rozstňp 

ĺwiartkowy Q3-Q1 (Ăpudeğkoò), wartoŜĺ minimalna 

i maksymalna (ĂwŃsyò). */# p<0,05; ** p<0,01; 

*** p<0,001; n = 44 (10 r·Ũnych dawc·w krwi). 
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Na podstawie przeprowadzonych eksperyment·w wykazano ponad 2-krotne 

zwiňkszenie (p<0,001) populacji mikropğytek w krwi peğnej uprzednio inkubowanej 

z supernatantami niefiltrowanych KKCz (2,2-krotne dla sNLR1 oraz 2,5-krotne dla sNLR42), 

w por·wnaniu z kontrolŃ (Rycina 22A). Natomiast w pr·bkach krwi traktowanych 

supernatantami filtrowanych KKCz (sLR) zaobserwowano okoğo 2-krotnie (p<0,01) wyŨszŃ 

liczbň mikropğytek, niezaleŨnie od dnia przechowywania skğadnika krwi. Wzrost populacji 

agregat·w pğytkowych zaobserwowano w krwi peğnej traktowanej supernatantami z 42. dnia 

(p<0,001), odpowiednio 2,4-krotny dla sNLR42 oraz 2,2-krotny dla sLR42, w por·wnaniu 

do kontroli (Rycina 23A). Istotnie statystycznie zwiňkszyğa siň r·wnieŨ iloŜĺ agregat·w 

po inkubacji z sNLR1 (p<0,01).  

W spoczynkowych pğytkach krwi traktowanych supernatantami KKCz stwierdzono 

okoğo 3-krotny (p<0,001) wzrost aktywnej formy receptora GP IIb/IIIa na powierzchni pğytek 

krwi w stosunku do pğytek kontrolnych (Rycina 25A). NajwyŨszy poziom tego markera 

aktywacji pğytek zaobserwowano po inkubacji krwi peğnej z sNLR42 (ok. 3,7-krotny wzrost 

(p<0,001) w por·wnaniu do kontroli oraz o ok. 40% wzrost (p<0,01) w por·wnaniu do sNLR1). 

Dodatkowo, sNLR42 zwiňkszağ ok. 2,6-krotnie (p<0,001) ekspresjň powierzchniowej 

selektyny P w stosunku do pğytek kontrolnych (nietraktowanych) (Rycina 24A). 

MetodŃ cytometrii przepğywowej oceniono r·wnieŨ odpowiedŦ pğytek krwi na dziağanie 

fizjologicznych agonist·w (kolagen, ADP) po uprzedniej inkubacji krwi peğnej 

z supernatantami. Po aktywacji kolagenem zaobserwowano wzrost populacji mikropğytek 

o ok. 35% (p<0,05) w pr·bkach traktowanych sNLR42 i sLR42 oraz sNLR1 w por·wnaniu 

do pğytek kontrolnych (Rycina 22B). Istotny statystycznie wzrost odsetka agregat·w 

pğytkowych (p<0,05) wykazano po inkubacji krwi z sLR42 w stosunku do pr·by kontrolnej 

(nietraktowanej) (Rycina 23B). IloŜĺ agregat·w pğytkowych oznaczona po inkubacji z sNLR42 

byğa znamiennie mniejsza w por·wnaniu do odsetka agregat·w po potraktowaniu sLR42. 

W pğytkach stymulowanych kolagenem (uprzednio traktowanych supernatantami) zauwaŨono 

ok. 2-krotny wzrost ekspresji selektyny P (p<0,001) oraz istotny wzrost aktywnej formy 

GP IIb/IIIa (p<0,001; w przypadku sNLR1 o 70%: p<0,01) w por·wnaniu do kontroli 

(Rycina 24B, Rycina 25B). NajwyŨszy poziom aktywnej formy receptora GP IIb/IIIa 

zaobserwowano w pr·bkach krwi poddanych dziağaniu sNLR42 i byğ on r·wnieŨ znamiennie 

wyŨszy w por·wnaniu do sNLR1 (p<0,05). 
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Rycina 24. Analiza cytometryczna ekspresji selektyny 

P na powierzchni pğytek krwi spoczynkowych (A), 

stymulowanych kolagenem (20 Õg/ml; B) oraz ADP 

(20 ÕM; C). Krew peğnŃ uprzednio inkubowano 

z supernatantami (37ÁC, 15 min.). Nie wykazano 

znamiennych statystycznie r·Ũnic (p>0,05) pomiňdzy 

kontrolŃ (krew peğna) a kontrolŃ z SAGM. Wyniki 

przedstawiono w postaci mediany Ñ rozstňp 

ĺwiartkowy Q3-Q1 (Ăpudeğkoò), wartoŜĺ minimalna 

i maksymalna (ĂwŃsyò). * p<0,05; ## p<0,01; 

***  p<0,001; n = 44 (10 r·Ũnych dawc·w krwi).  

Rycina 25. Analiza cytometryczna ekspresji aktywnej 

formy GP IIb/IIIa na powierzchni pğytek krwi 

spoczynkowych (A), stymulowanych kolagenem 

(20 Õg/ml; B) oraz ADP (20 ÕM; C). Krew peğnŃ 

uprzednio inkubowano z supernatantami (37ÁC, 

15 min.). Nie wykazano znamiennych statystycznie 

r·Ũnic (p>0,05) pomiňdzy kontrolŃ (krew peğna) 

a kontrolŃ z SAGM. Wyniki przedstawiono w postaci 

mediany Ñ rozstňp ĺwiartkowy Q3-Q1 (Ăpudeğkoò), 

wartoŜĺ minimalna i maksymalna (ĂwŃsyò). # p<0,05; 

**/## p<0,01; *** p<0,001; n = 44 (10 r·Ũnych 

dawc·w krwi). 

W populacji pğytek krwi aktywowanych ADP odnotowano wzrost odsetka mikropğytek 

(sNLR: o 80%; sLR: o 62%) spowodowany dziağaniem supernatant·w KKCz (sNLR: p<0,01; 

sLR: p<0,05) oraz zwiňkszenie puli agregat·w pğytkowych (o 40%; p<0,05) pod wpğywem 

sNLR42 i sLR42 w stosunku do pğytek kontrolnych (Rycina 22C, Rycina 23C). 
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Zaobserwowano takŨe, Ũe sNLR42 i sLR42 oraz sLR1 zwiňkszajŃ odpowiednio o ok. 70% 

(p<0,001) oraz o 40% (p<0,05) ekspresjň powierzchniowej selektyny P (Rycina 24C). 

Znamienny statystycznie wzrost poziomu selektyny P po 42 dniach przechowywania KKCz, 

w por·wnaniu z dniem 1, wykazano w przypadku supernatant·w otrzymanych z jednostek 

niepoddanych leukoredukcji. Po stymulacji ADP wykazano ponad 2-krotny (p<0,001; dla sLR1 

o 90%: p<0,01) wzrost aktywnej formy receptora GP IIb/IIIa na powierzchni pğytek krwi 

poddanych dziağaniu supernatant·w w por·wnaniu do kontroli (Rycina 25C).  

PoniŨej przedstawiono przykğadowe reprezentatywne wykresy punktowe (dot plot; 

parametr FSC versus SSC) oraz histogramy cytometryczne badanych parametr·w, kt·re 

otrzymano bezpoŜrednio podczas pomiaru w cytometrze przepğywowym model LSRÈ II firmy 

Becton Dickinson (Rycina 26, Rycina 27, Rycina 28). 

   
Rycina 26. Przykğadowe reprezentatywne wykresy punktowe (dot plot) oraz histogramy cytometryczne 

przedstawiajŃce spos·b bramkowania puli mikropğytek (ang. PMPs; platelet-derived microparticles) i agregat·w 

pğytkowych (ang. PAs; platelet aggregates) w populacji pğytek krwi niepobudzonych oraz stymulowanych 

fizjologicznymi agonistami (20 Õg/ml kolagenem; 20 ÕM ADP) po uprzedniej inkubacji z badanymi 

supernatantami KKCz. Zastosowano antygen CD61, receptor bğonowy obecny na powierzchni pğytek krwi, kt·ry 

pozwala odr·Ũniĺ r·Ũne subpopulacje pğytek od innych kom·rek obecnych w badanych pr·bkach. KaŨdorazowo 

mierzono fluorescencjň 10 000 obiekt·w CD61/PerCP-pozytywnych. 
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Rycina 27. Przykğadowe reprezentatywne histogramy cytometryczne przedstawiajŃce poziom ekspresji selektyny 

P na powierzchni pğytek krwi (spos·b bramkowania) niepobudzonych oraz stymulowanych fizjologicznymi 

agonistami (20 Õg/ml kolagenem; 20 ÕM ADP) po uprzedniej inkubacji z badanymi supernatantami KKCz. IloŜĺ 

obiekt·w CD62P/PE-pozytywnych wyraŨono jako procent cağkowitej liczby pğytek krwi (10 000 obiekt·w 

CD61/PerCP-pozytywnych). 
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Rycina 28. Przykğadowe reprezentatywne histogramy cytometryczne przedstawiajŃce poziom ekspresji aktywnej 

formy receptora GP IIb/IIIa na powierzchni pğytek krwi (spos·b bramkowania) niepobudzonych 

oraz stymulowanych fizjologicznymi agonistami (20 Õg/ml kolagenem; 20 ÕM ADP) po uprzedniej inkubacji 

z badanymi supernatantami KKCz. IloŜĺ obiekt·w PAC-1/FITC-pozytywnych wyraŨono jako procent cağkowitej 

liczby pğytek krwi (10 000 obiekt·w CD61/PerCP-pozytywnych). 

10.2.4. Oznaczenia koagulometryczne 

Ostatnim etapem w celu realizacji postawionego zadania badawczego byğo wykonanie 

standardowych pomiar·w koagulometrycznych. Na podstawie przeprowadzonych oznaczeŒ 

zapomocŃ koagulometru Kselmed Optic K-3002, tj. pomiar czasu trombinowego (TT), 

czasu protrombinowego (PT) oraz czasu kaolinowo-kefalinowego (APTT) osocza 

nie wykazano istotnych statystycznie r·Ũnic w badanych parametrach po uprzedniej inkubacji 

(37ÁC, 15 min.) osocza z supernatantami KKCz (Rycina 29). 



   

- 109 - 
 

  
Rycina 29. Pomiar czasu trombinowego (TT; A), protrombinowego (PT; B) oraz kaolinowo-kefalinowego 

(APTT; C) osocza uprzednio inkubowanego z supernatantami. Dane przedstawiajŃ wartoŜci Ŝrednie Ñ SD; 

n = 53 (17 r·Ũnych dawc·w krwi). 

10.3. Ocena dziağania supernatant·w KKCz na wybrane linie ludzkich kom·rek 

nowotworowych  

10.3.1. Linia K -562 ï przewlekğa biağaczka szpikowa (CML) 

10.3.1.1. PrzeŨywalnoŜĺ kom·rek 

Pierwszym etapem w celu realizacji drugiego zadania badawczego byğa ocena 

przeŨywalnoŜci kom·rek ludzkiej linii przewlekğej biağaczki szpikowej (K-562) 

po 24-godzinnej inkubacji z badanymi supernatantami KKCz w obecnoŜci leku 

przeciwnowotworowego oraz w ukğadzie bez jego dodatku. Wyniki przedstawione 

na Rycinie 30A wyraŦnie wskazujŃ na spadek ŨywotnoŜci kom·rek linii K-562 po inkubacji 

z supernatantami (20%) w por·wnaniu do kontrolnych kom·rek nietraktowanych (o ok. 67%; 

p<0,001) oraz kontrolnych traktowanych cisPt (o ok. 35%; p<0,001). Podobny efekt 

zaobserwowano po inkubacji z supernatantami w iloŜci 10% na doğek (Rycina 30B: 

60% (p<0,001) spadek ŨywotnoŜci kom·rek wzglňdem kontroli nietraktowanej oraz 30% 

(p<0,01; w przypadku sNLR42 p<0,001) spadek ŨywotnoŜci w stosunku do kom·rek 

inkubowanych z cisPt). W zwiŃzku z silnym dziağaniem cytotoksycznym supernatant·w 

na badane kom·rki (niezaleŨnie od rodzaju supernatantu) przeprowadzono doŜwiadczenia 

z zmniejszŃ iloŜciŃ supernatantu w doğku (5% i 2%). Po 24-godzinnej hodowli kom·rek z 5% 

zawartoŜciŃ supernatantu sNLR1 oraz sNLR42 w doğku wykazano istotny statystycznie spadek 

(o ok. 31%; p<0,01) przeŨywalnoŜci kom·rek wzglňdem kontroli negatywnej (kom·rki 

nietraktowane) oraz o ok. 12% (p<0,05) w por·wnaniu do kom·rek inkubowanych z cisPt 

(Rycina 30C). Supernatanty z filtrowanych KKCz nie wykazywağy dziağania na kom·rki linii 

K-562 (w ukğadzie z dodatkiem cisPt oraz bez leku przeciwnowotworowego). Wyniki uzyskane 
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z eksperyment·w przeprowadzonych z 2% stňŨeniem supernatantu nie dowiodğy znamiennych 

statystycznie zmian w przeŨywalnoŜci kom·rek (dane niezamieszczone) dlatego 5% 

supernatantu przyjňto jako iloŜĺ optymalnŃ do dalszych doŜwiadczeŒ. 

 
Rycina 30. PrzeŨywalnoŜĺ kom·rek linii K-562 po 24-godzinnej inkubacji z supernatantami (20%, 10%, 5%) 

z dodatkiem lub bez cisPt (10 ÕM). Wykresy przedstawiajŃ wartoŜci Ŝrednich arytmetycznych Ñ SD 

z 5 niezaleŨnych doŜwiadczeŒ (A, B; n = 25) oraz 10 niezaleŨnych eksperyment·w (C; n = 50). Uzyskane wyniki 

przedstawiono jako % kontroli (ŨywotnoŜĺ kom·rek nietraktowanych przyjňto za 100%). * p<0,05 vs. kontrola 

(kom·rki nietraktowane); ## p<0,01 vs. kontrola z cisPt (kom·rki traktowane cisPt); ***/### p<0,001 

w por·wnaniu do odpowiedniej kontroli. 

10.3.1.2. Proliferacja kom·rek 

Proliferacjň kom·rek linii K-562 po 24-godzinnej hodowli w obecnoŜci supernatant·w 

KKCz oceniono wykorzystujŃc metodň okreŜlajŃcŃ iloŜĺ 5-bromo-2ô-deoksyurydyny (BrdU) 

wbudowanej do DNA w miejsce tymidyny dzielŃcych siň kom·rek. ZdolnoŜĺ do proliferacji 

kom·rek linii K-562 w obecnoŜci sNLR1, sLR1 oraz sLR42 byğa niŨsza (p<0,05) odpowiednio 

o ok. 25%, 30% i 25% w stosunku do kontroli nietraktowanej (Rycina 31). Kom·rki hodowane 

w obecnoŜci cisPt i supernatant·w uzyskanych z niefiltrowanych jednostek KKCz, niezaleŨnie 

od dnia otrzymania, charakteryzowağy siň obniŨonŃ zdolnoŜciŃ do proliferacji (ponad 2-krotnie; 

p<0,01) wzglňdem kom·rek traktowanych cisPt. Kom·rki linii K-562 poddane dziağaniu cisPt 



   

- 111 - 
 

wykazywağy spadek zdolnoŜĺ proliferacyjnych o ok. 50% (p<0,001) w por·wnaniu do kontroli 

nietraktowanej, kt·rej wartoŜĺ przyjňto za 100% (Rycina 31). 

 
Rycina 31. Proliferacja kom·rek linii K-562 po 24-godzinnej inkubacji z supernatantami (5%) z dodatkiem 

lub bez cisPt (10 ÕM). Dane przedstawiono w postaci Ŝrednich arytmetycznych Ñ SD z 3 niezaleŨnych 

doŜwiadczeŒ (n = 15). Uzyskane wyniki wyraŨono jako % kontroli (proliferacjň kom·rek nietraktowanych 

przyjňto za 100%). * p<0,05; ## p<0,01; *** p<0,001 vs. odpowiednia kontrola. 

10.3.1.3. WewnŃtrzkom·rkowy poziom RFT 

PoszukujŃc przyczyny spadku przeŨywalnoŜci i proliferacji kom·rek nowotworowych 

po 24-godzinnej hodowli w obecnoŜci supernatant·w oceniono poziom generowanych 

wewnŃtrzkom·rkowych RFT z uŨyciem sondy fluorescencyjnej H2DCF-DA. Kom·rki linii  

K-562 po inkubacji z sNLR42, sLR1 oraz sLR42 wykazywağy zwiňkszony poziom 

wewnŃtrzkom·rkowych RFT odpowiednio o 55% (p<0,01), 67% (p<0,01) i 42% (p<0,05) 

w por·wnaniu do kom·rek nietraktowanych (Rycina 32). W ukğadzie badawczym, w kt·rym 

kom·rki traktowano cisPt wzrost poziomu RFT zaobserwowano po inkubacji z sNLR42 

(o ok. 31%; p<0,05) i sLR1 (o ok. 38%; p<0,05) wzglňdem kontroli (Rycina 32). Kom·rki 

badanej linii poddane dziağaniu samej cisPt wykazywağy wzrost wewnŃtrzkom·rkowego 

poziomu RFT o ok. 48% (p<0,01) w por·wnaniu do kontroli (kom·rki nietraktowane lekiem 

przeciwnowotworowym) (Rycina 32). 
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Rycina 32. WewnŃtrzkom·rkowy poziom RFT w kom·rkach linii K-562 po inkubacji (60 min., 37ÁC) 

z supernatantami KKCz (5%) z dodatkiem lub bez cisPt (10 ÕM). Dane przedstawiono w postaci Ŝrednich 

arytmetycznych Ñ SD z 5 niezaleŨnych doŜwiadczeŒ (n = 25). Uzyskane wyniki wyraŨono jako % kontroli (poziom 

RFT w kom·rkach nietraktowanych przyjňto za 100%). */# p<0,05; ** p<0,01 w por·wnaniu z odpowiedniŃ 

kontrolŃ. 

10.3.1.4. Poziom uszkodzeŒ DNA 

Wzrost wewnŃtrzkom·rkowego poziomu RFT moŨe indukowaĺ uszkodzenia DNA 

dlatego kolejnym ocenianym parametrem byğ poziom uszkodzeŒ DNA (tj. jedno- i dwuniciowe 

pňkniňcia oraz miejsca alkalicznie labilne) kom·rek linii K -562 po inkubacji z supernatantami 

KKCz okreŜlony testem kometowym w wersji alkalicznej. DoŜwiadczenia na kom·rkach linii 

K-562 przeprowadzono w dw·ch ukğadach badawczych, w kt·rych inkubowano je z dodatkiem 

5% oraz 20% supernatantu (Rycina 33). Uzyskane wyniki wykazağy, Ũe 5% sLR1 spowodowağ 

6-krotny wzrost (p<0,01) iloŜci DNA Ăw ogonieò komety w por·wnaniu do kontroli. 

ZaŜ inkubacja kom·rek w obecnoŜci 20% sNLR1, sLR1 i sLR42 doprowadziğa do wzrostu 

iloŜci uszkodzeŒ DNA odpowiednio ok. 8-krotnie (p<0,001), 6-krotnie (p<0,01) oraz 7-krotnie 

(p<0,001). Zaobserwowano jednoczeŜnie, iŨ najmniej genotoksyczny wobec kom·rek K-562 

okazağ siň supernatant jednostki niefiltrowanej po 42 dniach przechowywania (po inkubacji 

z 20% sNLR42 ok. 2-krotnie (p<0,01) mniejszy poziom uszkodzeŒ DNA w por·wnaniu 

z sNLR1, a takŨe wzglňdem 20% sLR42 (p<0,05) (Rycina 33). Kom·rki badanej linii poddane 

dziağaniu 10 ɛM H2O2 (kontrola pozytywna) charakteryzowağy siň wyŨszŃ iloŜciŃ DNA 

Ăw ogonieò komety (ok. 10-krotny wzrost; p<0,001) w por·wnaniu do kontroli nietraktowanej 

(Rycina 33). Rycina 34 przedstawia reprezentatywne zdjňcia komet DNA kom·rek badanej 

linii , wykonane przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego firmy Nikon model Eclipse E400 

wyposaŨonego w kamerň ProgRes MF cool firmy Jenoptik. 
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Rycina 33. Uszkodzenia DNA, mierzone jako procentowa zawartoŜĺ DNA w Ăogonieò, w kom·rkach linii K-562 

uprzednio inkubowanych (60 min., 37ÁC) z supernatantami KKCz (5%, 20%). Dane przedstawiono w postaci 

Ŝrednich arytmetycznych Ñ SD z 3 niezaleŨnych doŜwiadczeŒ (n = 15). ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrola 

(kom·rki nietraktowane). 

K-562 (ATCCÈ CCL-243Ê) 

Kontrola 5% sNLR1 5% sNLR42 5% sLR1 5% sLR42 

     

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

     

Rycina 34. Reprezentatywne zdjňcia komet DNA kom·rek linii K-562 poddanych dziağaniu supernatant·w KKCz. 

Zdjňcia wykonano uŨywajŃc mikroskopu fluorescencyjnego firmy Nikon model Eclipse E400 wyposaŨonego 

w kamerň ProgRes MF cool firmy Jenoptik (autorstwa K. Czubak-Prowizor). 

10.3.1.5. AktywnoŜĺ kaspazy-3/7 oraz kaspazy-9 

 W ostatnim etapie pracy dokonano oceny wpğywu supernatant·w z KKCz na proces 

apoptozy kom·rek nowotworowych poprzez pomiar aktywnoŜci enzymatycznej kaspazy-3/7 

oraz kaspazy-9. AktywnoŜĺ kaspazy-3/7 w kom·rkach linii K -562 traktowanych sNLR1, 

sNLR42 i sLR1 wzrastağa o okoğo 36% (p<0,05) wzglňdem kontroli (Rycina 35A). 

W obecnoŜci cisPt badane supernatanty, otrzymane z jednostek KKCz w 1. dniu 

przechowywania, r·wnieŨ powodowağy zwiňkszonŃ aktywnoŜĺ kaspazy-3/7 (o 22%; p<0,05) 

w por·wnaniu do kom·rek hodowanych z samŃ cisPt. AktywnoŜĺ kaspazy-9 w kom·rkach linii 

K-562 traktowanych supernatantami uzyskanymi w 1. dniu przechowywania byğa znacznie 
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wyŨsza (sNLR1: o 25%; sLR1: o 30%; p<0,001) w stosunku do kontroli (Rycina 35B). Podobne 

wyniki uzyskano w ukğadzie badawczym z zastosowaniem cisPt - kom·rki hodowane 

w obecnoŜci sNLR1 i sLR1 wykazywağy aktywnoŜĺ kaspazy-9 wyŨszŃ o okoğo 20% (p<0,001) 

wzglňdem kontroli. Na podstawie uzyskanych danych odnotowano mniejszŃ aktywnoŜĺ 

kaspazy-9 w kom·rkach traktowanych supernatantami uzyskanymi w 42. dniu 

przechowywania w por·wnaniu do 1. dnia, niezaleŨnie od zastosowanego ukğadu badawczego 

(Rycina 35B). Zastosowany lek przeciwnowotworowy znaczŃco aktywowağ kaspazň-3/7 

(o ok. 48%; p<0,05) oraz kaspazň-9 (o ok. 40%; p<0,001), zaŜ inhibitor kaspaz Z-VAD-FMK 

hamowağ ich aktywnoŜĺ odpowiednio 5-krotnie i 4-krotnie (p<0,001) (Rycina 35A i B). 

OkreŜlono wpğyw badanych supernatant·w na przeŨywalnoŜĺ kom·rek linii K-562 

w obecnoŜci inhibitora aktywnoŜci kaspaz Z-VAD-FMK. Wyniki przedstawione na Rycinie 

35C wskazujŃ, iŨ kom·rki hodowane w obecnoŜci inhibitora oraz sNLR42, sLR1 i sLR42 

charakteryzowağy siň wyŨszŃ o 30% (p<0,05) przeŨywalnoŜciŃ niŨ kom·rki nietraktowane. 

 
Rycina 35. AktywnoŜĺ kaspazy-3/7 (A) i kaspazy-9 (B) w kom·rkach linii K-562 oraz przeŨywalnoŜĺ kom·rek 

inkubowanych w obecnoŜci inhibitora kaspaz Z-VAD-FMK (C) traktowanych supernatantami pochodzŃcymi 

z KKCz (5%) z dodatkiem lub bez cisPt (10 ÕM). Dane uzyskane podczas pomiaru przeŨywalnoŜci przedstawiono 

jako % kontroli (ŨywotnoŜĺ kom·rek nietraktowanych przyjňto jako 100%). Wyniki z 3 niezaleŨnych 

eksperyment·w przedstawiono w postaci Ŝredniej arytmetycznej Ñ SD (n = 15). */# p<0,05; ***/### p<0,001 

vs. odpowiednia kontrola. 
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10.3.2. Wybrane linie kom·rek nowotworowych wywodzŃcych siň z guz·w litych 

10.3.2.1. PrzeŨywalnoŜĺ kom·rek 

PrzeŨywalnoŜĺ kom·rek wybranych ludzkich linii nowotwor·w tworzŃcych guzy lite 

(A2780, PC-3, LoVo, MCF7) oraz odpowiedniej linii nienowotworowej (MCF-10A) oceniono 

po 24-godzinnej inkubacji z badanymi supernatantami KKCz, w iloŜci 5% na doğek, 

w obecnoŜci cisPt (İ IC50) oraz w ukğadzie bez leku przeciwnowotworowego 

(IC50 wyznaczono wczeŜniej doŜwiadczalnie dla kaŨdej linii). Po 24-godzinnej hodowli 

kom·rek linii A2780 (endometrialny gruczolakorak jajnika) w obecnoŜci sNLR1, sLR1 

oraz sLR42 wykazano znamienny statystycznie spadek przeŨywalnoŜci kom·rek 

o odpowiednio 24% (p<0,01), 28% (p<0,001) i 18% (p<0,05) wobec kontroli negatywnej 

(Rycina 36A). Podobnie, zaobserwowano spadek ŨywotnoŜci (o ok. 20%) kom·rek linii PC-3 

(kom·rki gruczolakoraka gruczoğu krokowego) hodowanych w obecnoŜci tych trzech 

supernatant·w (Rycina 36B). Zaobserwowano r·wnieŨ wiňkszy odsetek Ũywych kom·rek 

obu linii hodowanych w obecnoŜci sNLR42 (o ok. 18% dla A2780 i 15% dla PC-3; p<0,05) 

wzglňdem sNLR1. W ukğadzie badawczym z zastosowaniem leku przeciwnowotworowego 

nie wykazano istotnych statystycznie zmian w przeŨywalnoŜci kom·rek w wyniku dziağania 

supernatant·w pochodzŃcych z KKCz (Rycina 36). 

 
Rycina 36. PrzeŨywalnoŜĺ kom·rek linii A2780 (A) oraz PC-3 (B) po 24-godzinnej inkubacji z supernatantami 

(5%) z dodatkiem lub bez cisPt (odpowiednio 5 oraz 10 ÕM). Wykres przedstawia wartoŜci Ŝrednich 

arytmetycznych Ñ SD z 3 niezaleŨnych doŜwiadczeŒ (n = 15). Uzyskane wyniki przedstawiono jako % kontroli 

(ŨywotnoŜĺ kom·rek nietraktowanych przyjňto za 100%). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrola (kom·rki 

nietraktowane). 
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W nastňpnej kolejnoŜci badano wpğyw supernatant·w na kom·rki gruczolakoraka jelita 

grubego (LoVo). Wyniki przedstawione na Rycinie 37A wskazujŃ na zmniejszonŃ 

przeŨywalnoŜĺ kom·rek w obecnoŜci supernatant·w KKCz otrzymanych w 1. dniu 

przechowywania, zar·wno pochodzŃcych z jednostek poddanych leukoredukcji, 

jak i niefiltrowanych (o ok. 20%; p<0,05) w stosunku do kontroli. W ukğadzie badawczym 

z zastosowaniem cisPt zaobserwowano spadek ŨywotnoŜci kom·rek LoVo o 20% (p<0,05) 

po 24-godzinach hodowli z sNLR1 w por·wnaniu do kom·rek traktowanych samŃ cisPt; 

a ponadto wykazano takŨe istotnie wyŨszy odsetek Ũywych kom·rek (o ok. 22%; p<0,01) 

w obecnoŜci sNLR42 oraz sLR1 wzglňdem sNLR1. 

 
Rycina 37. PrzeŨywalnoŜĺ kom·rek linii LoVo (A), MCF7 (B) oraz MCF-10A (C) po 24-godzinnej inkubacji 

z supernatantami (5%) z dodatkiem lub bez cisPt (odpowiednio 25, 25 oraz 40 ÕM). Wykres przedstawia wartoŜci 

Ŝrednich arytmetycznych Ñ SD z 3 niezaleŨnych doŜwiadczeŒ (n = 15). Uzyskane wyniki przedstawiono 

jako % kontroli (ŨywotnoŜĺ kom·rek nietraktowanych przyjňto za 100%). */# p<0,05; ***/### p<0,001 

w por·wnaniu do odpowiedniej kontroli; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrola (kom·rki nietraktowane). 

Badania przeprowadzone na kom·rkach estrogenozaleŨnego gruczolakoraka gruczoğu 

piersiowego (MCF7) potwierdziğy zaobserwowany w eksperymentach na pozostağych liniach 

kom·rek spadek ŨywotnoŜci po zastosowaniu sNLR1 (o ok. 24%; p<0,01) oraz sLR1 

(o ok. 28%; p<0,01) wzglňdem kontroli (Rycina 37B). Uzyskane wyniki wskazujŃ, 

iŨ niezaleŨnie od sposobu przygotowania jednostki KKCz, w 1. dniu przechowywania 
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odnotowano niŨszŃ (o ok. 12%; p<0,05) przeŨywalnoŜĺ kom·rek nowotworowych w stosunku 

do kom·rek po inkubacji z supernatantami uzyskanymi w 42. dniu przechowywania. 

Dla por·wnania w badaniach wykorzystano r·wnieŨ nienowotworowe kom·rki 

nabğonka gruczoğu piersiowego (MCF-10A). Kom·rki linii nienowotworowej hodowane 

w obecnoŜci sNLR42 oraz sLR42 charakteryzowağy siň znamiennie wyŨszŃ (o ok. 17%; 

p<0,05) przeŨywalnoŜciŃ w por·wnaniu do kontrolnych (Rycina 37C). Wykazano, 

iŨ ŨywotnoŜĺ kom·rek MCF-10A hodowanych z cisPt oraz supernatantami byğa wyŨsza 

o ponad 32% (p<0,001) wzglňdem kom·rek traktowanych tylko cisPt.  

Wykazano spadek ŨywotnoŜci kom·rek wszystkich badanych linii po dziağaniu cisPt -

do ok. 70% (p<0,001) w przypadku linii A2780, LoVo i MCF-10A oraz do ok. 75% (p<0,01) 

dla linii PC-3 i MCF7 w por·wnaniu do kontroli negatywnej (Rycina 36 i 37). 

10.3.2.2. Proliferacja kom·rek 

Supernatanty sNLR1 i sLR1 znaczŃco zmniejszağy proliferacjň odpowiednio kom·rek 

LoVo (o ok. 33%; p<0,01) i MCF7 (o ok. 20%; p<0,01) w stosunku do kontroli (Rycina 38A 

i B). Natomiast kom·rki nienowotworowe MCF-10A hodowane przez 24 godziny w obecnoŜci 

sNLR1, sNLR42 i sLR42 wykazywağy wiňkszŃ zdolnoŜĺ proliferacji niŨ kom·rki 

nietraktowane (odpowiednio o 15% (p<0,05), 35% (p<0,001) i 25% (p<0,01) ï Rycina 38C). 

W ukğadzie z cisPt kom·rki LoVo inkubowane z sNLR42 wykazywağy wzrost zdolnoŜci 

do proliferacji (o 20%; p<0,01), a inkubacja kom·rek MCF7 z sLR1 powodowağa zmniejszenie 

ich zdolnoŜci proliferacyjnych (o 20%; p<0,05), wzglňdem kom·rek kontrolnych 

(inkubowanych tylko z cisPt). Natomiast inkubacja z supernatantami z 42. dnia skutkowağa 

wzrostem proliferacji kom·rek MCF-10A, o odpowiednio 19% (jednostki niefiltrowane; 

p<0,001) oraz 22% (jednostki filtrowane; p<0,05). Wszystkie trzy linie kom·rkowe 

wykorzystane w badaniach byğy wraŨliwe na dziağanie cisPt - w obecnoŜci tego leku 

przeciwnowotworowego zaobserwowano spadek zdolnoŜci proliferacyjnych do poziomu 

ok. 50% (p<0,001) w przypadku linii LoVo i MCF7 oraz do ok. 40% (p<0,001) dla linii 

MCF-10A w por·wnaniu do kom·rek nietraktowanych, kt·rych iloŜĺ wbudowanej BrdU 

przyjňto za 100% (Rycina 38). 
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Rycina 38. Proliferacja kom·rek linii LoVo (A), MCF7 (B) oraz MCF-10A (C) po 24-godzinnej inkubacji 

z supernatantami (5%) z dodatkiem lub bez cisPt (cisPt; A, B: 25 ÕM; C: 40 ÕM). Dane przedstawiono w postaci 

Ŝrednich arytmetycznych Ñ SD z 3 niezaleŨnych doŜwiadczeŒ (n = 15). Uzyskane wyniki wyraŨono jako % kontroli 

(proliferacjň kom·rek nietraktowanych przyjňto za 100%). */# p<0,05; **/## p<0,01; ***/### p<0,001 

vs. odpowiednia kontrola. 

10.3.2.3. WewnŃtrzkom·rkowy poziom RFT 

Kom·rki linii LoVo (gruczolakoraka jelita grubego) inkubowane w obecnoŜci sNLR42, 

sLR1 i sLR42 charakteryzowağy siň zwiňkszonym poziomem wewnŃtrzkom·rkowych RFT 

w por·wnaniu do kontroli (sNLR42 o ok. 48% (p<0,01), sLR1 o ok. 30% (p<0,05), sLR42 

o ok. 38% (p<0,05) (Rycina 39A). Odnotowano, Ũe kom·rki linii LoVo inkubowane z sNLR42, 

sLR1 oraz sLR42 i dodatkowo z cisPt takŨe charakteryzowağy siň zwiňkszonym poziomem 

RFT, w por·wnaniu z kom·rkami inkubowanymi z samŃ cisPt (sNLR o ok. 62% (p<0,01), 

a sLR o ok. 45% (p<0,05)) (Rycina 39A). Wyniki przedstawione na Rycinie 39B wskazujŃ, 

Ũe wszystkie badane supernatanty KKCz powodujŃ wzrost wewnŃtrzkom·rkowego poziomu 

RFT w kom·rkach linii MCF7 (sNLR1 o 24% (p<0,05), sNLR42 o 61% (p<0,01), sLR1 o 35% 

(p<0,05), sLR42 o 47% (p<0,01)) wzglňdem kom·rek nietraktowanych. Wykazano, iŨ badane 

supernatanty nie wpğywajŃ na poziom RFT kom·rek nabğonka gruczoğu piersiowego 

(MCF-10A; Rycina 39C). W kom·rkach badanych linii poddanych dziağaniu cisPt wykazano 
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istotny wzrost wewnŃtrzkom·rkowego poziomu RFT, o ok. 90% (p<0,001) w przypadku linii  

MCF7 oraz o ponad. 30% (p<0,05) dla linii LoVo i MCF-10A, w por·wnaniu do kom·rek 

kontrolnych nietraktowanych lekiem przeciwnowotworowym (Rycina 39). 

 
Rycina 39. WewnŃtrzkom·rkowy poziom RFT w kom·rkach linii LoVo (A), MCF7 (B) oraz MCF-10A 

(C) po inkubacji (60 min., 37ÁC) z supernatantami KKCz (5%) z dodatkiem lub bez cisPt (cisPt; A, B: 25 ÕM; 

C: 40 ÕM). Dane przedstawiono w postaci Ŝrednich arytmetycznych Ñ SD z 5 niezaleŨnych doŜwiadczeŒ (n = 25). 

Uzyskane wyniki wyraŨono jako % kontroli (poziom RFT w kom·rkach nietraktowanych przyjňto za 100%). 

*/# p<0,05; **/## p<0,01 w por·wnaniu z odpowiedniŃ kontrolŃ; *** p<0,001 vs. kontrola (kom·rki 

nietraktowane). 

10.3.2.4. Poziom uszkodzeŒ DNA 

Wykazano, Ũe poziom uszkodzeŒ DNA kom·rek linii MCF7 wzr·sğ znamiennie 

statystycznie po inkubacji z sNLR1 (o ok. 90%; p<0,05) oraz sLR1 (2-krotnie; p<0,01) 

wzglňdem kontroli negatywnej (Rycina 40B), chociaŨ zaobserwowany poziom uszkodzeŒ 

DNA byğ bardzo niski (poniŨej 5% DNA w Ăogonieò). Supernatanty KKCz nie wpğywağy 

na poziom uszkodzeŒ DNA kom·rek linii  LoVo (Rycina 40A) ani kom·rek 

nienowotworowych MCF-10A (Rycina 40C). Rycina 41 przedstawia reprezentatywne zdjňcia 

komet DNA kom·rek badanych linii wykonane przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego 

firmy Nikon model Eclipse E400 wyposaŨonego w kamerň ProgRes MF cool firmy Jenoptik. 
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Rycina 40. Uszkodzenia DNA, mierzone jako procentowa zawartoŜĺ DNA w Ăogonieò, w kom·rkach linii LoVo 

(A), MCF7 (B) oraz MCF-10A (C) uprzednio inkubowanych (60 min., 37ÁC) z supernatantami pochodzŃcymi 

z KKCz (5%). Dane przedstawiono w postaci Ŝrednich arytmetycznych Ñ SD z 3 niezaleŨnych doŜwiadczeŒ 

(n = 15). * p<0,05; ** p<0,01 vs. kontrola (kom·rki nietraktowane). 

LoVo (ATCCÈ CCL-229Ê) 

Kontrola sNLR1 sNLR42 sLR1 sLR42 

     

MCF7 (ATCCÈ HTB-22Ê) 

Kontrola sNLR1 sNLR42 sLR1 sLR42 

     

MCF-10A (ATCCÈ CRL-10317Ê) 

Kontrola sNLR1 sNLR42 sLR1 sLR42 

     

Rycina 41. Reprezentatywne zdjňcia komet DNA kom·rek linii LoVo, MCF7 oraz MCF-10A poddanych dziağaniu 

supernatant·w pochodzŃcych z KKCz. Zdjňcia wykonano uŨywajŃc mikroskopu fluorescencyjnego firmy Nikon 

model Eclipse E400 wyposaŨonego w kamerň ProgRes MF cool firmy Jenoptik (autorstwa K. Czubak-Prowizor). 
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10.4. Ocena wybranych marker·w stresu oksydacyjnego po przetoczeniu KKCz 

lub KKP  w osoczu krwi chorych z AML  

10.4.1. StňŨenie grup tiolowych 

Celem przeprowadzonych doŜwiadczeŒ byğa ocena poziomu uszkodzeŒ 

oksydacyjnych/nitracyjnych biağek osocza poprzez pomiar stňŨenia grup tiolowych (-SH) 

i karbonylowych (-CO) oraz poziomu 3-nitrotyrozyny (3-NT). Za pomocŃ metody Ellmanôa 

okreŜlono zawartoŜĺ grup tiolowych (-SH) w osoczu pacjent·w z AML, przed i 24 godz. 

po przetoczeniu skğadnika krwi oraz grupy kontrolnej skğadajŃcej siň ze zdrowych ochotnik·w 

(Rycina 42). Na podstawie przeprowadzonych eksperyment·w wykazano, iŨ stňŨenie grup 

ïSH w grupie chorych (przed przetoczeniem) jest niŨsze o okoğo 30% (p<0,001) w por·wnaniu 

do grupy kontrolnej, co moŨe byĺ spowodowane utlenieniem tych grup (wzrost poziomu stresu 

oksydacyjnego). Po przetoczeniu KKCz obserwowano istotny statystycznie spadek (o 18%; 

p<0,05) stňŨenia grup ïSH, w por·wnaniu z wartoŜciŃ przed transfuzjŃ.  

  
Rycina 42. StňŨenie grup tiolowych [Õmol/l osocza] u pacjent·w z AML (przed i po przetoczeniu skğadnik·w 

krwi) oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci Ŝredniej arytmetycznej Ñ SEM. # p<0,05; 

***  p<0,001; n = 30 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP). 

10.4.2. ZawartoŜĺ grup karbonylowych 

Nastňpnie dokonano oceny zawartoŜci grup karbonylowych w biağkach osocza. 

Wykazano znamienny statystycznie wzrost, o ok. 30% (p<0,05), stňŨenia grup 

-CO u pacjent·w z AML 24 godz. po transfuzji KKCz w por·wnaniu do poziomu 

przed przetoczeniem (Rycina 43). W por·wnaniu z grupŃ kontrolnŃ, u chorych 

nie zaobserwowano istotnie podwyŨszonego poziomu tego markera stresu oksydacyjnego.  
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Rycina 43. StňŨenie grup karbonylowych [nmol/mg biağek osocza] u pacjent·w z AML (przed i po przetoczeniu 

skğadnik·w krwi) oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci Ŝredniej arytmetycznej Ñ SEM. 

# p<0,05; *** p<0,001; n = 33 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP). 

10.4.3. Poziom 3-nitrotyrozyny  

 W kolejnym etapie badaŒ przeprowadzono oznaczenie poziomu 3-nitrotyrozyny 

w biağkach osocza pacjent·w chorych na AML oraz w grupie kontrolnej (Rycina 44). W osoczu 

chorych zaobserwowano ok. 64%. (p<0,001) wzrost stňŨenia 3-NT w por·wnaniu do zdrowych 

ochotnik·w. Dobň po przetoczeniu KKCz poziom 3-NT w grupie chorych byğ istotnie wyŨszy 

(o ok. 35%) niŨ przed transfuzjŃ. W grupie chorych po podaniu KKP nie obserwowano zmian 

poziomu badanego parametru. 

 
Rycina 44. StňŨenie 3-NT [nmol/mg biağek osocza] u pacjent·w z AML (przed i po przetoczeniu skğadnik·w krwi) 

oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci Ŝredniej arytmetycznej Ñ SEM. # p<0,05; *** p<0,001; 

n = 25 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP). 
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10.4.4. ZawartoŜĺ koŒcowych produkt·w zaawansowanej glikacji  

 Nastňpnym oznaczonym markerem stresu oksydacyjnego byğy koŒcowe produkty 

zaawansowanej glikacji (AGE), kt·re powstajŃ w wyniku reakcji pomiňdzy grupŃ karbonylowŃ 

cukr·w redukujŃcych, a wolnŃ grupŃ aminowŃ biağek, fosfolipid·w i kwas·w nukleinowych 

[217]. Na podstawie uzyskanych wynik·w, wykazano znaczny wzrost zawartoŜci 

AGE w osoczu os·b z AML w stosunku do grupy kontrolnej, odpowiednio o ok. 54% 

u pacjent·w wymagajŃcych przetoczenia KKCz (p<0,001) i o ok. 78% przed transfuzjŃ 

KKP (p<0,001) (Rycina 45). Co ciekawe, zaobserwowano r·wnieŨ wzrost stňŨenia 

AGE u chorych 24 godz. po podaniu KKCz (ok. 23%; p<0,05) oraz KKP (ok. 31%; p<0,001). 

 
Rycina 45. StňŨenie koŒcowych produkt·w zaawansowanej glikacji (AGE) [Õg/ml osocza] u pacjent·w 

z AML (przed i po przetoczeniu skğadnik·w krwi) oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci 

Ŝredniej arytmetycznej Ñ SEM. # p<0,05; ***/### p<0,001; n = 30 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); 

n = 25 (KKP). 

10.4.5. Peroksydacja lipid·w 

StopieŒ peroksydacji lipid·w osocza u chorych na AML przed i po przetoczeniu 

skğadnik·w krwi oceniono wykorzystujŃc metodň opierajŃcŃ siň na pomiarze stňŨenia 

substancji reagujŃcych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) (Rycina 46). U chorych 24 godz. 

po podaniu KKP wykazano wzrost poziomu TBARS (o 45%; p<0,01) wzglňdem wartoŜci 

przed przetoczeniem. Wyniki przedstawione na Rycinie 46 ilustrujŃ jedynie tendencjň 

wzrostowŃ badanego parametru u chorych (przed transfuzjŃ) w por·wnaniu do grupy 

kontrolnej.  
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Rycina 46. StňŨenie TBARS [nmol/ml osocza] u pacjent·w z AML (przed i po przetoczeniu skğadnik·w krwi) 

oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci Ŝredniej arytmetycznej Ñ SEM. # p<0,05; ## p<0,01; 

***  p<0,001; n = 31 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP). 

10.4.6. Cağkowity potencjağ antyoksydacyjny 

 Oznaczanie cağkowitego potencjağu antyoksydacyjnego osocza, na podstawie metody 

opracowanej przez Erelôa i wsp. wykazağo, iŨ poziom CPA u chorych z AML jest znaczŃco 

niŨszy wzglňdem grupy kontrolnej, o ok. 45% (p<0,001) w grupie u pacjent·w wymagajŃcych 

podania KKCz oraz o ok. 25% (p<0,05) w grupie pacjent·w, kt·rym zlecono przetoczenie 

KKP (Rycina 47). JednoczeŜnie zaobserwowano, iŨ podanie badanych skğadnik·w krwi 

nie wpğywa istotnie na poziom CPA osocza chorych po dobie od transfuzji. 

 
Rycina 47. Cağkowity potencjağ antyoksydacyjny (CPA) osocza [mM jednoelektronowych r·wnowaŨnik·w 

Troloxu] pacjent·w z AML (przed i po przetoczeniu skğadnik·w krwi) oraz w grupie kontrolnej. Dane 

przedstawiono w postaci Ŝredniej arytmetycznej Ñ SEM. */# p<0,05; *** p<0,001; n = 25 (grupa kontrolna); 

n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP). 
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10.4.7. AktywnoŜĺ dysmutazy ponadtlenkowej 

W zwiŃzku z zaobserwowanym znacznym spadkiem cağkowitego potencjağu 

antyoksydacyjnego osocza chorych z AML przeprowadzono pomiar aktywnoŜci dw·ch 

wybranych enzym·w antyoksydacyjnych, tj. dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) oraz transferaza 

glutationowa (GST). Wyniki przedstawione na Rycinie 48 wskazujŃ na spadek aktywnoŜci 

SOD o ok. 15% (p<0,05) w osoczu chorych wymagajŃcych transfuzji KKP w stosunku 

do aktywnoŜci enzymu u zdrowych ochotnik·w. NiezaleŨnie od typu podanego skğadnika krwi 

nie wykazano istotnych statystycznie zmian w poziomie aktywnoŜci SOD w osoczu chorych 

po 24 godzinach od przetoczenia. 

 
Rycina 48. AktywnoŜĺ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) [wsp·ğczynnik zahamowania; %] u pacjent·w 

z AML (przed i po przetoczeniu skğadnik·w krwi) oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci 

Ŝredniej arytmetycznej Ñ SEM. * p<0,05; ** p<0,01; n = 25 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP). 

10.4.8. AktywnoŜĺ transferazy glutationowej 

W por·wnaniu z grupŃ kontrolnŃ, u chorych z AML nie zaobserwowano zmian 

w aktywnoŜci transferazy glutationowej (GST) (Rycina 49). Na podstawie przeprowadzonych 

eksperyment·w nie wykazano r·wnieŨ zmian poziomu badanego parametru u chorych 

po 24 godz. po podaniu skğadnik·w krwi.  
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Rycina 49. AktywnoŜĺ transferazy glutationowej (GST) [mU/ml] u pacjent·w z AML (przed i po przetoczeniu 

skğadnik·w krwi) oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci Ŝredniej arytmetycznej Ñ SEM. 

# p<0,05; *** p<0,001; n = 29 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); n = 25 (KKP). 

10.4.9. AktywnoŜĺ dehydrogenazy mleczanowej 

Ostatnim parametrem oznaczanym w obrňbie tego zadania badawczego byğa aktywnoŜĺ 

dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w osoczu - markera uszkodzenia kom·rek, 

kt·re moŨe nastŃpiĺ wskutek zaburzenia r·wnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej 

organizmu. Uzyskane wyniki wskazujŃ na wzmoŨonŃ aktywnoŜĺ LDH w osoczu os·b 

z AML (wzrost o 65%; p<0,01) wymagajŃcych przetoczenia KKP, w por·wnaniu do grupy 

kontrolnej (Rycina 50). NiezaleŨnie od typu podanego skğadnika krwi w osoczu chorych 

po 24 godzinach nie wykazano istotnych statystycznie zmian w poziomie aktywnoŜci LDH. 

 
Rycina 50. ZewnŃtrzkom·rkowa aktywnoŜĺ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) [U] u pacjent·w 

z AML (przed i po przetoczeniu skğadnik·w krwi) oraz w grupie kontrolnej. Dane przedstawiono w postaci 

Ŝredniej arytmetycznej Ñ SEM. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; n = 25 (grupa kontrolna); n = 27 (KKCz); 

n = 25 (KKP). 
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10.5. Retrospektywna analiza niepoŨŃdanych reakcji poprzetoczeniowych zaistniağych 

w WWCOiT im. M. Kopernika w Ğodzi w latach 2013-2016 

Przetaczanie skğadnik·w krwi, czy produkt·w krwiopochodnych jest zabiegiem 

medycznym niejednokrotnie ratujŃcym Ũycie pacjent·w, jednak zawsze niesie ze sobŃ ryzyko 

wystŃpienia reakcji poprzetoczeniowych u biorcy. Ryzyko zwiŃzane z leczeniem skğadnikami 

krwi jest trudne do okreŜlenia, poniewaŨ zaleŨy od wielu czynnik·w, dlatego teŨ ten rodzaj 

terapii powinien byĺ stosowany jedynie w przypadkach uzasadnionych i koniecznych. Celem 

pracy byğa retrospektywna analiza niepoŨŃdanych reakcji poprzetoczeniowych zaistniağych 

w WWCOiT im. M. Kopernika w Ğodzi w okresie od 01.01.2013 roku do 27.04.2016 roku. 

Materiağ do badaŒ stanowiğy formularze zgğoszenia odczynu poprzetoczeniowego wypeğnione 

przez lekarza zlecajŃcego transfuzjň oraz protokoğy opracowania odczynu na podstawie 

przeprowadzonych badaŒ laboratoryjnych w RCKiK w Ğodzi. Niniejsza praca powstağa 

we wsp·ğpracy z PracowniŃ Serologii Transfuzjologicznej WWCOiT im. M. Kopernika 

w Ğodzi. 

10.5.1. Charakterystyka niepoŨŃdanych reakcji poprzetoczeniowych 

Dokonano analizy wszystkich 70. zgğoszeŒ niepoŨŃdanych reakcji poprzetoczeniowych, 

kt·re wystŃpiğy w oddziağach WWCOiT im. M. Kopernika w Ğodzi. Wyniki przedstawiono 

w tabelach poniŨej. 

Tabela 11. Liczba przetoczonych jednostek skğadnik·w krwi w oddziağach WWCOiT im. M. Kopernika w latach 

2013-2016* wraz z iloŜciŃ zaistniağych odczyn·w i wsp·ğczynnikiem liczby reakcji niepoŨŃdanych 

Skğadnik krwi  2013 2014 2015 2016* Suma 

Koncentrat krwinek 

czerwonych (KKCz) 

jednostki 

odczyny (#) 

10 220 

13 (1,27) 

9 626 

8 (0,83) 

9 846 

10 (1,02) 

3 205 

1 (0,31) 
32 897 

Koncentrat krwinek 

pğytkowych (KKP) 

jednostki 

odczyny (#) 

4 188 

5 (1,19) 

4 060 

5 (1,23) 

3 860 

3 (0,78) 

1 210 

7 (5,79) 
13 318 

świeŨo mroŨone 

osocze (FFP) 

jednostki 

odczyny (#) 

3 779 

6 (1,59) 

2 989 

4 (1,34) 

2 846 

7 (2,46) 

934 

1 (1,07) 
10 548 

Og·ğem 18 187 16 675 16 552 5 349 56 763 

Liczba odczyn·w 24 17 20 9 70 

Wsp·ğczynnik# 1,32 1,02 1,21 1,68 1,23 

*wğŃcznie do dnia 27.04.2016; #wsp·ğczynnik liczby odczyn·w potransfuzyjnych na 1 000 przetoczonych 

jednostek 
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 Dane przedstawione w Tabeli 11 wskazujŃ, iŨ liczba przetoczonych jednostek 

poszczeg·lnych skğadnik·w krwi utrzymuje siň na zbliŨonym poziomie w okresie 

od 01.01.2013 roku do 27.04.2016 roku. Przetoczono niemal 3-krotnie wiňcej jednostek KKCz 

(32 897) w por·wnaniu do jednostek KKP i FFP, kt·rych iloŜĺ nie r·Ũniğa siň tak znacznie, 

odpowiednio 13 318 i 10 548. WartoŜĺ wsp·ğczynnika okreŜlajŃcego liczbň odczyn·w na 1 000 

przetoczonych jednostek skğadnik·w krwi utrzymywağa siň w zakresie od 1,02 do 1,68. 

ZnacznŃ zmiennoŜĺ wartoŜci wsp·ğczynnika zaobserwowano w przypadku KKP i FFP po 2014 

roku, w obu przypadkach wsp·ğczynnik wzr·sğ w 2016 roku w stosunku do roku poprzedniego. 

Tabela 12. Dane demograficzne pacjent·w WWCOiT im. M. Kopernika w Ğodzi, u kt·rych wystŃpiğy niepoŨŃdane 

reakcje poprzetoczeniowe w latach 2013-2016 wraz z poziomem przyczynowoŜci, iloŜciŃ zaistniağych odczyn·w 

poprzetoczeniowych i wsp·ğczynnikiem liczby reakcji niepoŨŃdanych 

Skğadnik 

krwi  

Wiek 

[mediana i 

zakres] 

Pğeĺ 

[ǀ/ǁ] 

Ocena zwiŃzku z transfuzjŃ 

(poziom przyczynowoŜci)* 

Liczba 

odczyn·w 
Wsp·ğczynnik# 

KKCz 
63 

(41 ï 88) 
18/14+ 

1. ï 13 

2. ï 16 

3. ï 3 

32 0,97 

KKP 
36 

(18 ï 91) 
10+/10 

1. ï 3 

2. ï 13 

3. ï 4 

20 1,50 

FFP 
63 

(31 ï 87) 
8+/10+ 

0. ï 1 

1. ï 3 

2. ï 13 

3. ï 1 

18 1,71 

*0. wykluczona, mağo prawdopodobna; 1. moŨliwa; 2. prawdopodobna; 3. pewna, udowodniona; +1 przypadek 

zakoŒczony zgonem; #wsp·ğczynnik liczby odczyn·w potransfuzyjnych na 1 000 przetoczonych jednostek 

Udokumentowane odczyny podzielono wzglňdem rodzaju przetoczonego skğadnika 

krwi (KKCz, KKP, FFP), po kt·rym wystŃpiğa niekorzystana reakcja u biorcy 

(Tabela 12-Tabela 15). WŜr·d badanej grupy 70. chorych znajdowağo siň 36 kobiet 

oraz 34 mňŨczyzn w wieku od 18 do 91 lat (Tabela 12). Niemal poğowň zaobserwowanych 

odczyn·w stanowili pacjenci po przetoczeniu KKCz, aŨ 32 przypadki (18 kobiet 

i 14 mňŨczyzn). Liczba reakcji poprzetoczeniowych, kt·ra wystŃpiğa po podaniu KKP i FFP 

w badanej grupie byğa zbliŨona, odpowiednio 20 (10 kobiet i 10 mňŨczyzn) i 18 (8 kobiet 

i 10 mňŨczyzn) przypadk·w. Mediana wieku w grupie chorych z odczynami po przetoczeniu 

KKCz i FFP wynosiğa 63 lata, a zakres odpowiednio od 41 do 88 lat i od 31 do 87 lat. Natomiast 

wiek pacjent·w, kt·rym przetoczono KKP i zaobserwowano wystňpowanie odczynu wynosiğ 

zaledwie 36 lat (zakres od 18 do 91 lat). WiňkszoŜĺ zaistniağych przypadk·w we wszystkich 

trzech grupach oceniono jako posiadajŃce prawdopodobny (2.) poziom przyczynowoŜci. 
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U jednego chorego po transfuzji FFP wykluczono zwiŃzek z przetoczeniem zaistniağego 

odczynu. NiepoŨŃdane reakcje poprzetoczeniowe o poziomie przyczynowoŜci okreŜlonym 

jako pewne, udowodnione stanowiğy maksymalnie do 20% wszystkich przypadk·w (odczyn 

po KKP, ok. 10% po KKCz oraz ok. 5% po FFP). Trzech chorych (w tym kobieta i dw·ch 

mňŨczyzn) zmarğo prawdopodobnie w wyniku przebiegu choroby podstawowej, jednak 

nie wykluczono wpğywu przetoczenia na Ŝmierĺ pacjent·w (poziom przyczynowoŜci oceniono 

jako moŨliwy). W przypadku pacjentki, kt·ra zmarğa po podaniu FFP wykluczono zwiŃzek 

z przetaczanym skğadnikiem krwi. Jednoznaczne dowody wskazağy, Ũe Ŝmierĺ 82-letniej chorej 

nastŃpiğa w wyniku rozlegğego udaru krwotocznego m·zgu. NajniŨszy wsp·ğczynnik liczby 

odczyn·w na 1 000 przetoczonych jednostek zaobserwowano w grupie pacjent·w leczonych 

KKCz, nastňpnie KKP i na koŒcu FFP (Tabela 12). 

Tabela 13. Rodzaje skğadnik·w krwi, po przetoczeniu kt·rych wystŃpiğy niepoŨŃdane reakcje poprzetoczeniowe 

u biorc·w 

Skğadnik krwi Rodzaj skğadnika krwi 

KKCz 

KKCz bez koŨuszka leukocytarno-pğytkowego ï 26 

Napromieniowany Ubogoleukocytarny KKCz (NUKKCz) ï 5 

Ubogoleukocytarny KKCz (UKKCz) ï 1  

KKP 

Zlewany Napromieniowany Ubogoleukocytarny KKP (Zl. NUKKP) ï 12 

Napromieniowany Ubogoleukocytarny KKP z aferezy (NUKKP-Af.) ï 5 

Zlewany KKP (Zl. KKP) ï 2  

Ubogoleukocytarny KKP z aferezy po inaktywacji biologicznych czynnik·w 

chorobotw·rczych (UKKP-Af. inakt.) ï 1 

FFP Osocze świeŨo MroŨone (FFP) ï 18 

 

Koncentratem krwinek czerwonych, po kt·rym najczňŜciej wystňpowağy odczyny 

poprzetoczeniowe byğ KKCz bez koŨuszka leukocytarno-pğytkowego (26 z 32 przypadk·w). 

W grupie pacjent·w, kt·rym podano KKP niepoŨŃdane reakcje poprzetoczeniowe najczňŜciej 

obserwowano po transfuzji zlewanego napromienianego ubogoleukocytarnego KKP 

(12 z 20 przypadk·w) (Tabela 13). 

Ponad 45% zaistniağych niepoŨŃdanych reakcji poprzetoczeniowych zaklasyfikowano 

jako niehemolityczne odczyny gorŃczkowe, kt·re w gğ·wnej mierze wystňpowağy po podaniu 

KKCz (20 przypadk·w), nastňpnie po KKP (7), FFP (4) oraz jeden raz po przetoczeniu 

wieloskğadnikowym (KKCz i FFP) (Tabela 14). Drugim w kolejnoŜci, co do czňstoŜci 

wystňpowania odczynem poprzetoczeniowym (ok. 31,5%) byğa reakcja alergiczna, 

kt·rŃ zaobserwowano przede wszystkim po podaniu KKP (12 przypadk·w) i FFP (8), po KKCz 
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i KKCz z FFP tylko po jednym przypadku. Opisane powyŨej odczyny okreŜlane sŃ mianem 

lekkich reakcji poprzetoczeniowych. U ok. 8,5% chorych (szeŜĺ przypadk·w, w tym cztery 

po podaniu KKP i dwa po KKCz) wystŃpiğa alloimmunizacja poprzetoczeniowa, 

zaŜ poprzetoczeniowe przeciŃŨenie ukğadu krŃŨenia obserwowano u ok. 5,7% biorc·w (cztery 

przypadki, w tym trzy po KKCz i jeden po FFP). Najrzadziej wystňpujŃcymi niepoŨŃdanymi 

reakcjami poprzetoczeniowymi u pacjent·w WWCOiT im. M. Kopernika byğ wstrzŃs 

anafilaktyczny oraz ostra reakcja hemolityczna (po jednym przypadku po przetoczeniu FFP) 

i ostre uszkodzenie pğuc oraz reakcja hipotensyjna (po jednym przypadku po przetoczeniu 

KKCz). Po transfuzji wieloskğadnikowej (KKCz i FFP), w jednym przypadku skğadnikiem krwi 

odpowiedzialnym za powikğanie uznano KKCz (niehemolityczna reakcja gorŃczkowa), 

zaŜ w drugim FFP (reakcja alergiczna). 

Tabela 14. Klasyfikacja niepoŨŃdanych reakcji poprzetoczeniowych u pacjent·w WWCOiT im. M. Kopernika 

w Ğodzi w latach 2013-2016 

Rodzaj reakcji 
KKCz  

(ǀ/ǁ) 

KKP 

(ǀ/ǁ) 

FFP 

(ǀ/ǁ) 

KKCz+FFP 

(ǀ/ǁ) 
Og·ğem 

Ryzyko 

wystŃpienia 

niehemolityczna reakcja 

gorŃczkowa 

20 

(10/10) 

7 

(5/2) 

4 

(2/2) 

1 

(ǀ) 

32 

(18/14) 
1 : 1 774 

reakcja alergiczna 
1 

(ǀ) 

12 

(5/7) 

8 

(2/6) 

1 

(ǀ) 

22 

(9/13) 
1 : 2 580 

alloimmunizacja 

poprzetoczeniowa 

2 

(2/0) 

4 

(4/0) 
0 0 

6 

(6/0) 
1 : 9 460 

poprzetoczeniowe przeciŃŨenie 

ukğadu krŃŨenia (TACO) 

3 

(2/1) 
0 

1 

(ǁ) 
0 

4 

(2/2) 
1 : 14 190 

wstrzŃs anafilaktyczny 0 0 
1 

(ǀ) 
0 

1 

(ǀ) 
1 : 56 763 

ostre poprzetoczeniowe 

uszkodzenie pğuc (TRALI) 

1 

(ǁ) 
0 0 0 

1 

(ǁ) 
1 : 56 763 

poprzetoczeniowa reakcja 

hipotensyjna 

1 

(ǀ) 
0 0 0 

1 

(ǀ) 
1 : 56 763 

ostra reakcja hemolityczna 0 0 
1 

(ǁ) 
0 

1 

(ǁ) 
1 : 56 763 

 

Zwraca uwagň fakt, Ũe grupň pacjent·w, u kt·rych wystŃpiğa alloimmunizacja 

poprzetoczeniowa stanowiğy wyğŃcznie kobiety. Nie zaobserwowano wyraŦniej przewagi 

kt·rejkolwiek z pğci w pozostağych grupach. Nieopisane w Tabeli 14 przypadki oceniono 

jako bňdŃce wynikiem toczŃcego siň procesu chorobowego (choroby podstawowej). Co istotne, 
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nie zaobserwowano odczyn·w poprzetoczeniowych zwiŃzanych z przetoczeniem zakaŨonego 

skğadnika krwi. Przeprowadzone badania bakteriologiczne wykluczyğy takŃ moŨliwoŜĺ. 

Tabela 15. Wystňpowanie niepoŨŃdanych reakcji poprzetoczeniowych 

Skğadnik krwi Oddziağ/Klinika 

KKCz 

Hematologii ï 9 

Chor·b Wewnňtrznych ï 7 

Chirurgii Urazowo-Ortopedycznej i Nowotwor·w NarzŃdu Ruchu ï 2 

Nefrologiczny ï 2 

Chirurgii Naczyniowej ï 2 

Chirurgii Endokrynologicznej ï 2 

Udarowy ï 2 

Brachyterapii ï 2 

Chemioterapii ï 2 

Szpitalny Oddziağ Ratunkowy ï 1 

Reumatologii ï 1 

KKP 

Hematologii ï 17 

Chemioterapii ï 2 

Chirurgii Endokrynologicznej ï 1 

FFP 

Hematologii ï 4 

Szpitalny Oddziağ Ratunkowy ï 4 

Chirurgii Endokrynologicznej ï 3 

Gastroenterologii ï 1 

Reumatologii ï 1 

Chor·b Wewnňtrznych ï 1 

Chirurgii Onkologicznej ï 1 

Urologii ï 1 

Intensywnej Opieki Medycznej ï 1 

Udarowy ï 1 

 

 Dane przedstawione w Tabeli 15 wskazujŃ, Ũe niepoŨŃdane reakcje poprzetoczeniowe 

najczňŜciej wystňpujŃ u pacjent·w Kliniki Hematologii, niezaleŨnie od typu podanego 

skğadnika krwi (17 przypadk·w po KKP, 9 ï KKCz, 4 ï FFP). Po przetoczeniu KKCz r·wnieŨ 

doŜĺ czňsto u biorc·w przebywajŃcych na Oddziale Chor·b Wewnňtrznych obserwowano 

wystňpowanie odczynu po transfuzji (7 przypadk·w). NiepoŨŃdane reakcje poprzetoczeniowe 

po podaniu FFP wystňpowağy tak samo czňsto na SOR jak i w Klinice Hematologii, jeden 

przypadek mniej zarejestrowano na Oddziale Chirurgii Endokrynologicznej. Odczyny, 

kt·re zaistniağy na pozostağych oddziağach byğy to jednorazowe przypadki (max. 2 zdarzenia).  
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11. Dyskusja 

Przetaczanie KKCz jest jednŃ z powszechnie stosowanych metod leczenia ostrej, 

wynikajŃcej z r·Ũnych przyczyn klinicznych, jak i przewlekğej niedokrwistoŜci w przebiegu 

chor·b nowotworowych [18, 223]. Przez wiele lat przetaczanie krwi i jej skğadnik·w 

utoŨsamiano jedynie z korzyŜciami klinicznymi [18]. Obecnie wiadomo, Ũe leczenie 

to zwiŃzane jest takŨe z ryzykiem wystňpowania niepoŨŃdanych reakcji poprzetoczeniowych, 

czasami koŒczŃcymi siň zgonem [1, 224]. JednakŨe, mechanizmy odpowiedzialne 

za wystňpowanie r·Ũnorodnych, czňsto zğoŨonych poprzetoczeniowych zdarzeŒ i reakcji 

nie sŃ w peğni wyjaŜnione [100, 225]. Wiele retrospektywnych badaŒ obserwacyjnych 

wykazağo zwiňkszonŃ czňstoŜĺ wystňpowania niepoŨŃdanych reakcji poprzetoczeniowych 

po podaniu dğuŨej przechowywanych jednostek KKCz w por·wnaniu ze ĂŜwieŨymiò [22-24, 

88, 226], natomiast ostatnie randomizowane badania kontrolne (tj. ABLE [138], 

RECESS [135], INFORM [227]) nie potwierdziğy tej zaleŨnoŜci [18, 26, 28-30, 135, 138, 227]. 

Obecnie, w Ŝwietle dostňpnych kontrowersyjnych danych trudno jednoznacznie stwierdziĺ 

bezpieczeŒstwo i skutecznoŜĺ stosowania dğugo przechowywanych  

(14.-42.-dniowych) KKCz [100, 226]. Konieczne jest kontynuowanie badaŒ in vitro majŃcych 

na celu wyjaŜnienie mechanizm·w leŨŃcych u podstaw niekorzystnych klinicznych 

konsekwencji przetoczenia tego skğadnika krwi.  

Zasadniczym celem rozprawy doktorskiej byğo okreŜlenie czy zmiany zachodzŃce 

w dğugo przechowywanych KKCz (w ostatnim dniu terminu waŨnoŜci) promujŃ ich dziağanie 

pro-zakrzepowe, pro-utleniajŃce oraz czy modulujŃ ŨywotnoŜĺ i proliferacjň kom·rek 

nowotworowych oraz jaki wpğyw na te procesy ma filtrowanie jednostek KKCz 

przed przechowywaniem. Zrealizowanie celu badawczego mogğoby staĺ siň argumentem 

do przyszğych zmian obecnie obowiŃzujŃcych zaleceŒ dotyczŃcych terminu przydatnoŜci 

jednostek czy wskazania do stosowania ŜwieŨych KKCz w wybranych grupach biorc·w.  

W skğad frakcji bezkom·rkowej jednostek KKCz stosowanych w badaniach, nazywanej 

r·wnieŨ nadsŃczem lub supernatantem, wchodzŃ skğadniki pozwalajŃce utrzymaĺ odpowiedniŃ 

ŨywotnoŜĺ krwinek czerwonych podczas przechowywania w RCKiK, tj. chlorek sodu, adenina, 

glukoza, mannitol (skğadniki pğynu wzbogacajŃcego; SAGM) oraz antykoagulant (CPD) 

[2, 64]. Zmiany zachodzŃce w krwinkach i supernatancie jednostki KKCz wynikajŃce 

z ich przechowywania sŃ dobrze udokumentowane [39]. Dotychczas, w supernatancie 

zidentyfikowano Ŝladowe iloŜci osocza [64, 65], leukocyty i pğytki krwi dawcy (w iloŜci 

zaleŨnej od sposobu przygotowania jednostki) [65, 228] oraz gromadzŃce siň wraz z upğywem 








































































































