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Streszczenie

Wstep. Uszkodzenie $rédbtonka naczyniowego, stan zapalny lub zaburzenia zakrze-
powe powoduja aktywacje ptytek krwi. Aktywowane ptytki krwi wykazujg ekspresje P-se-
lektyny na swojej powierzchni. Badanie ekspresji P-selektyny na ptytkach krwi przy uzyciu
cytometru przeptywowego pozwala na jednoczesng ocene aktywacji ptytek krwi (stanu
pobudzenia) i ich reaktywnosci (czynno$ci).

Cel pracy. Opracowanie optymalnych warunkéw reakciji aktywacii ptytek krwi agonistg ADP
oraz czasu przechowywania prébek po wyznakowaniu i utrwaleniu. Analiza poréwnawcza funk-
cji ptytek krwi badanych metoda cytometrii przeptywowej i agregometrii impedancyjne;.

Materiat i metody. Badaniem objeto 33 pacjentéw z ostrg biataczka szpikowa (AML)
oraz 26 zdrowych dawcéw. Probki krwi pobrane od zdrowych dawcéw inkubowa-
no z 10 uM/I'i 20 uM/I ADP przez 2, 5, 10 i 15 min. Ptytki znakowano przeciwciatami
CD61-FITC, CD45-PerCP i CD62P-PE. Zbadano stabilno$¢ probki po 2, 3, 4, 5 i 6 godzi-
nach przechowywania. Oceniono czynno$¢ ptytek krwi u pacjentéw z AML metoda cyto-
metryczng i agregometrii impedancyjnej oraz poréwnano otrzymane wyniki.

Wyniki. Po zastosowaniu 20 uM/l ADP przez 2 i 5 minut uzyskano ekspresje P-se-
lektyny: 67,7 = 3,0% i 67,6 = 2,3%. Wydtuzenie czasu aktywacji powodowato obnizenie
udziatu komoérek CD62P dodatnich: 60,5 =+ 3,8% i 56,4 + 4,1% (p < 0,05). Ptytki krwi ak-
tywowane 10 uM/I ADP wykazywaty nizszy odsetek CD62P (p < 0,05). Wraz ze wzrostem
czasu inkubacji wzrastata liczba agregatéw (p < 0,05). Oznaczenia ekspresji P-selektyny
w 5 punktach czasowych byly poréwnywalne V = 2,21% (p < 0,01). Ekspresja P-selekty-
ny u pacjentéw z AML wyniosta 42,6 + 13,2% (grupa kontrolna 64,0 + 7,4%) (p < 0,01).
Stwierdzono korelacje pomiedzy wynikami badan czynnosci ptytek otrzymanymi dwiema
metodami R = 0,66 (p < 0,01).

Whioski. Najbardziej efektywne warunki aktywacji uzyskano inkubujac ptytki z 20 uM/I ADP
przez 2 minuty. Wykazano, ze po utrwaleniu paraformaldehydem prébki zachowuijg stabilno$¢
do 6 godzin. Stwierdzono obnizenie czynnoéci ptytek krwi u pacjentéw z AML w stosunku do
grupy kontrolnej metoda cytometrii przeptywowej oraz agregometrii impedancyjnej.

Summary

Introduction. Damage to vascular endothelium, inflammation or thrombotic disorders
result in platelet activation. P-selectin is expressed on the surface of the activated plate-
lets. Examination of P-selectin expression on platelets using the flow cytometer allows for
simultaneous determination of platelet activation as well as their reactivity (function).

Aim. Determining both optimal reaction conditions for ADP-induced platelet activation
and maximum storage time of the samples after labeling and fixation. Comparative analy-
sis of the platelet function using flow cytometry and impedance aggregometry.

Material and methods. 33 patients with acute myeloid leukemia (AML) together with
26 healthy blood donors were studied. Blood samples collected from healthy blood donors
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were incubated with 10 uM/I and 20 uM/I ADP for 2, 5, 10 and 15 minutes. Platelets were
labeled using CD61-FITC, CD45-PerCP, and CD62P-PE antibodies. Stability of the samples
was determined after 2, 3, 4, 5 and 6 hours of storage. Platelet function in patients with AML
was determined using the cytometric method and the impedance aggregometry. The results
were then compared.

Results. Expression of P-selectin after application of 20 uM/I ADP for 2 and 5 minutes
was at 67.7 = 3.0% and 67.6 = 2.3%. Longer activation was connected with reduction in
the number of CD62P cells: 60.5 = 3% and 56.4 + 4.1% (p < 0.05). Platelets activated
with 10 uM/I ADP showed the lowest amount of CD62P (p < 0.05). Longer incubation time
entailed growth in the number of aggregates (p < 0.05). Expression of P-selectin at the five
points in time was compared V = 2.21% (p < 0.01). In patients with AML, expression of
P-selectin was at 42.6 + 13.2% (compared with the control group 64.0 + 7.4%) (p < 0.01).
Correlation between the results of the platelet function examination conducted by means
of the two methods was R = 0.66 (p < 0.01).

Conclusions. The most effective conditions for platelet activation were obtained by
incubating the platelets with 20 uM/I ADP for 2 minutes. It was proved that after fixation
with paraformaldehyde, the samples remain stable for up to 6 hours. The flow cytometry
method as well as the impedance aggregometry proved the platelet function in patients

with AML to be lower in comparison with the control group.

WSTEP

Prawidtowe funkcjonowanie ptytek krwi jest koniecz-
ne do zapewnienia sprawnej hemostazy. Te bezjg-
drzaste komérki o dyskoidalnym ksztatcie biorg udziat
w tworzeniu czopu pierwotnego, regulacji pierwotnej
i wtornej hemostazy, a takze w procesie fibrynolizy.
Przez wytwarzanie czynnikéw oddziatujacych na leu-
kocyty i inne komorki, ptytki krwi uczestnicza w rozwo-
ju stanu zapalnego oraz w angiogenezie (1).

Uszkodzenie $rodbtonka naczyniowego, stan
zapalny czy tez zaburzenia zakrzepowe powodujg
aktywacje ptytek krwi i uwolnienie zawartosci ich
ziarnistosci. Uwolnione czynniki chemotaktyczne
i czynniki wzrostu decydujg o interakcji ptytek z in-
nymi komérkami, gtéwnie z neutrofilami, monocy-
tami, makrofagami i fibroblastami (2). Aktywowane
ptytki krwi wykazujg ekspresje P-selektyny na swojej
powierzchni — zostata ona uznana za gtéwny mar-
ker aktywaciji (3). Wzrost ekspresji P-selektyny na
ptytkach i przytgczenie jej do ligandu PSGL-1 wy-
stepujacego na neutrofilach i monocytach powo-
duje uwalnianie cytokin i tworzenie komplekséw
leukocytarno-ptytkowych (2, 3). Zauwazono, ze licz-
ba komplekséw leukocytarno-ptytkowych wzra-
sta w chorobach mieloproliferacyjnych, w stanach
zapalnych, zespotach wiencowych oraz podczas
operacji kardiologicznych (4). Aktywowane ptytki
krwi uwalniajg mikroczgstki zwane réwniez mikro-
pecherzykami (MP), bedace fragmentami bton ko-
moérkowych. Na swojej powierzchni MP zawieraja
liczne biatka uwolnione z zawartos$ci ziarnistosci,
miedzy innymi P-selektyne i receptory btonowe.
MP odgrywaja duzg role w progresji choroby no-
wotworowej, powodujac wzrost guza, angiogeneze
i rozwoj przerzutéow odlegtych (5). Aktywacje ptytek
krwi wykazano miedzy innymi w: chorobach uktadu
krwiotwérczego, zakrzepicach, ostrych zespotach
wiencowych, cukrzycy, ostrym udarze niedokrwien-
nym, a takze w chorobach nerek oraz u pacjentéw
hemodializowanych (6-8).

Prawidtowa funkcja ptytek krwi moze by¢ zaburzona
w wyniku wrodzonych lub nabytych defektow. Wro-
dzone zaburzenia czynno$ci ptytek naleza do rzadkich
przyczyn skazy krwotocznej (9). Nabyte trombocyto-
patie sa najczesciej zwigzane z przyjmowaniem lekow
przeciwptytkowych, z marskoscig watroby, mocznicg
lub chorobami uktadu krwiotwérczego. Ptytkowe skazy
krwotoczne skutkujg czasem przemijajgca lub utrwalo-
ng sktonnoscig do krwawien, a takze stanowia czynnik
ryzyka przed zabiegami inwazyjnymi (1, 6, 10).

Badanie ekspresji P-selektyny na ptytkach krwi
przy uzyciu cytometru przeptywowego pozwala na
jednoczesng ocene aktywacji ptytek krwi (stanu po-
budzenia) i ich reaktywnosci (odpowiedzi na czynnik
aktywujacy) zaréwno w probkach o matej objetosci,
jak i niskiej komoérkowosci (8, 11). Mozliwo$¢ stoso-
wania metody cytometrii przeptywowej do badania
ptytek we krwi petnej, bez potrzeby ich izolowania,
istotnie ogranicza ryzyko artefakidw pomiarowych.
Przy nieobecnos$ci zewnetrznych czynnikdéw pobu-
dzajacych (agonistow), pomiar technikg cytometrycz-
ng okresla aktualny stan aktywacji ptytek w krwio-
obiegu. Przez stosowanie egzogennych czynnikéw
aktywujacych mozna analizowaé reaktywnosé, czyli
specyficzng odpowiedz funkcjonalng, przejawiaja-
ca sie w zmianach ekspresji receptorow btonowych.
Wyniki badania reaktywnosci ptytek krwi dajg obraz
epizodow aktywacji w niedalekiej przesztosci, a takze
pozwalajg wnioskowagé, na ile krwinki sa zdolne do
petnienia okreslonej funkcji. Obnizona reaktywnosc¢
oznacza obnizong funkcjonalno$é¢ zwigzang z zabu-
rzeniami czynnosci ptytek krwi, wieksze zuzycie oraz
krétszy czas przezycia komorek (11).

CEL PRACY

Celem pracy byto okreslenie optymalnych warunkow
reakcji aktywaciji ptytek krwi agonistg (ADP) oraz czasu
przechowywania prébek po wyznakowaniu i utrwaleniu.
Metode cytometrii przeptywowej zastosowano do ba-
dania czynnosci ptytek pod wptywem ADP u pacjentéw

385



Joanna Bienias i wsp.

z AML bedacych w remisji choroby. Czynnos$¢ ptytek
krwi zbadano metodg agregometrii impedancyjne;j i cy-
tometrii przeptywowej pod wptywem ADP u pacjentéw
z AML oraz u zdrowych dawcéw, a nastepnie poréwna-
no wyniki otrzymane obiema metodami.

MATERIAL | METODY

Do badania uzyto prébek krwi pochodzacych od
26 zdrowych dawcoéw oraz od 33 pacjentéw z ostrg
biataczka szpikowg, przebywajgcych na oddziale w Kii-
nice Hematologii i Transplantacji Szpiku SUM w Kato-
wicach. Zdrowi dawcy i pacjenci przez okres 14 dni
poprzedzajacy badanie nie przyjmowali lekéw moga-
cych mie¢ wptyw na czynnos$¢ ptytek krwi oraz wyrazili
zgode na udziat w badaniu. Krew byta pobrana na bu-
forowany roztwér cytrynianu sodu w stosunku 1:9. Aby
zapobiec spontanicznej aktywacji ptytek krwi w préb-
ce, pierwsze pobrane 2 mililitry krwi przeznaczono do
innych analiz, a badanie rozpoczeto w czasie do 10 mi-
nut od pobrania.

Badania przeprowadzono wedtug procedury
opracowanej przez firme Becton Dickinson w mo-
dyfikacji wiasnej (12). Do aktywacji ptytek krwi
zastosowano ADP 1 uM (Biogenet). Markerem
powierzchniowym, ktéry zostat uzyty do wyzna-
kowania ptytek krwi, byt antygen CD61 (Beck-
man Coulter). Do wykrycia ekspresji P-selektyny
na powierzchni ptytek zastosowano przeciwciato
CD62P-PE (Beckman Coulter). Aby okresli¢ udziat

komplekséw leukocytarno-ptytkowych, komorki
znakowano przeciwciatem CD45 PerCP-Cy5.5 (12).
Jako kontrole izotypowa zastosowano przeciwcia-
to IgG1-PE. Do jednej serii prob dodano czteropep-
tyd RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser firmy Sigma, 10 mg/ml
PBS), ktory blokuje aktywne miejsca przytaczenia
dla fibrynogenu.

Probki pobrane od zdrowych dawcow inkubo-
wano z ADP o koncowym stezeniu 10 uM i 20 uM
przez 2, 5, 10 i 15 minut w temperaturze poko-
jowej. Do jednej serii préb przed aktywacja ADP
dodatkowo dodano czteropeptyd RGDS w iloSci:
10 ul RGDS na 25 ul krwi. Po inkubacji z ADP, do
12,5 ul krwi dodano po 5 ul Pc monoklonalnych
CD61-FITC i CD62P-PE oraz 10 ul CD45-PerCP.
Kontrole izotypowa sporzadzono przez wyzna-
kowanie komorek IgG1-PE. Prébki inkubowano
przez 15 min w temperaturze pokojowej, w ciem-
nosci, a nastepnie utrwalono 500 ul 1% roztwo-
ru paraformaldehydu (PFA) w temperaturze 4°C
przez co najmniej 30 minut. Przeprowadzono
badanie immunofenotypowe przy pomocy cyto-
metru przeptywowego FACSCanto Il. Oceniano
odsetek ptytek CD62P dodatnich wéréd CD61 do-
datnich (ryc. 1). Dodatkowo zbadano stabilno$¢
prébki po wyznakowaniu i utrwaleniu roztworem
PFA przez przeprowadzenie szeregu pomiarow
po 2, 3, 4, 5i 6 godzinach przechowywania w tem-
peraturze +4°C.
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Ryc. 1. Badanie ekspresji P-selektyny na ptytkach krwi po aktywacji ADP.
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Metode badania ekspresji P-selektyny na ptyt-
kach krwi po aktywacji poréwnano z metoda agre-
gometrii impedancyjnej z zastosowaniem aparatu
Multiplate. W obydwu metodach jako agoniste pty-
tek krwi zastosowano ADP. Wyniki uznano za istot-
ne statystycznie przy p < 0,05.

W opracowaniu statystycznym wynikéw korzystano
z pakietu statystycznego Statistica wersja 10. Dane
przedstawiono jako $rednie + odchylenie standardo-
we. W celu sprawdzenia normalnosci rozktadu zmien-
nej losowej zastosowano test Shapiro-Wilka. Dla oceny
istotnosci réznic wykonano test Manna-Whitney’a dla
préb niezaleznych, natomiast w analizie zaleznosci po-
miedzy wynikami korzystano z rachunku korelacji rang
Spearmana.

WYNIKI

Wyzsze warto$ci ekspresji P-selektyny na ptyt-
kach krwi uzyskano po inkubacji probek z 20 uM
ADP przez 2 i 5 minut (odpowiednio 67,7 * 3,0%
i 67,6 = 2,3%) (tab. 1). Wydtuzenie czasu aktywacji po-
wodowato obnizenie procentowego udziatu komodrek
CD62P dodatnich (do 60,5 = 3% 56,4 = 4,1%) (p < 0,05).
Piytki krwi aktywowane 10 uM/I ADP wykazywaty nizszy
odsetek CD62P dodatnich niz po aktywacji 20 uM/I
ADP (od 52,5 + 2,6% do 65,9 = 1,4%) (p < 0,05).
Po ocenie udzialu agregatéow ptytkowych wsréd
wszystkich ptytek krwi (CD61+) wykazano, ze wraz
ze wzrostem czasu inkubacji z agonistg wzrasta licz-
ba agregatéow (p < 0,05) (ryc. 2). Zauwazono takze
nieznaczny wzrost liczby komplekséw CD61+CD45+
wsrod plytek CD61+CD62P+ wraz z uptywem cza-
su inkubaciji, jednakze nie byt on istotny statystycz-
nie. Nie stwierdzono réznic statystycznych w udziale
agregatéw ptytkowych i leukocytarno-ptytkowych po-
miedzy serig préb inkubowanych z RGDS a serig bez
RGDS (p > 0,05).

Tabela 1. Ekspresja P-selektyny na ptytkach krwi aktywowa-
nych 20 uM i 10 uM ADP przez 2, 5, 10 i 15 minut (% komorek
CD 62P+ ws$rod komoérek CD61+).

Inkubacja Przez Przez Przez Przez
PLT 2 min 5 min 10 min 15 min
20uMADP | 67,7 = 3,0 67,6 £ 2,3 60,5 = 3,8 56,4 + 4,1
10uMADP | 525 +26 | 58715 | 659=*14 | 56,0=*35
odsetek agregatéw ptytkowych
10
8 -
8,4
7,2 ’
° 6,2 |
4 55 ’
2
0 T T T
po 2 min po 5 min po 10 min po 15 min

Ryc. 2. Odsetek agregatéw ptytkowych po inkubacji ptytek krwi

z ADP przez 2,5 ,10i 15 minut.

Zbadano wptyw czasu przechowania probki
w temperaturze +4°C przez 2, 3, 4, 5 i 6 godzin po
jej wyznakowaniu u utrwaleniu w PFA. Stwierdzo-
no poréwnywalno$¢ wynikow ekspresji P-selekty-
ny badanej w 5 punktach czasowych (wspotczynnik
zmiennosci wynidst 2,21%, przy kryterium akceptaciji
< 3%) (p < 0,01) (13).

Metoda cytometrii przeptywowej zbadano czynnosé
ptytek krwi u 33 pacjentow z ostrg biataczka szpiko-
wa, bedacych w remisji choroby. Srednia ekspresja
P-selektyny (po aktywacji 20 uM/I ADP przez 2 min)
u pacjentéw wyniosta 42,6 + 13,2% i byta obnizona
w poréwnaniu do zdrowych dawcow, u ktérych wy-
niosta 64,0 + 7,4%, p < 0,01. Réwnolegle przepro-
wadzono badanie czynnosci ptytek krwi metoda
agregometrii impedancyjnej, w grupie pacjentéw
otrzymano wynik 41,8 + 20,5 [U], natomiast w grupie
kontrolnej 86,4 + 26,3 [U], p < 0,01. Stwierdzono do-
datnig korelacje pomiedzy wynikami badah czynno-
8ci ptytek krwi obiema metodami, zaréwno w grupie
pacjentéw (R = 0,66; p < 0,01), jak i zdrowych daw-
céw (R = 0,75; p < 0,01).

DYSKUSJA

W pracy przedstawiono wyniki badan ptytek krwi
metoda cytometrii przeptywowej z zastosowaniem
réznych warunkéw aktywacji (stezen i czasu inku-
bacji z ADP), stosujac préobki krwi pobrane od zdro-
wych dawcéw. Starano sie okresli¢ optymalne wa-
runki aktywaciji ptytek krwi w celu sprawdzenia ich
czynnosci. Jako czynnik aktywujacy ptytki zastoso-
wano ADP o réznych stezeniach: 10 20 uM/I. Silniej-
szg ekspresje P-selektyny zauwazono w prébkach
poddanych aktywacji wyzszym stezeniem agonisty.
Van Bladel i wsp. do oceny reaktywnosci ptytek krwi
u pacjentéw w chorobach nerek zastosowali szereg
rozcienczeh ADP od 0,008 do 125 uM/I. W swoim
badaniu autorzy dowiedli, ze wraz ze zwiekszeniem
stezenia ADP do 50 uM/I nastepuje wzrost ekspresji
P-selektyny na ptytkach krwi, jednak wyzsze steze-
nie agonisty nie powoduje dalszego wzrostu eks-
presji markera (14). Podobne wyniki w swojej pracy
otrzymali Nkambule i wsp. Do aktywacji ptytek krwi
uzyli oni ADP o stezeniu 200 i 40 uM/l. W publika-
cji (u zdrowych dawcdw) autorzy wykazali, ze uzycie
do aktywacji ptytek wyzszego stezenia ADP wywo-
tuje wyzszg ekspresje P-selektyny na ich powierzch-
ni (15). Do aktywaciji ptytek krwi, w celu oceny eks-
presji P-selektyny, autorzy réznych prac stosujg
stezenia ADP od 0,5 do 50 uM/l, jednak najczesciej
uzywane jest 20 uM/I ADP (16-20). Prezentowane
wyniki badan oraz do$wiadczenia cytowanych auto-
réw sugeruja, ze zastosowanie do aktywacji ptytek
krwi ADP o stezeniu 20 uM/I zwieksza efektywnos¢
analizy w poréwnaniu ze stosowaniem ADP o niz-
szym stezeniu.

Jednym z najwazniejszych parametréw majgcych
wptyw na aktywacje ptytek krwi jest czas inkubaciji
z agonistg. W prowadzonym badaniu zastosowano
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cztery rozne czasy aktywacji ptytek krwi, mianowicie:
2, 5, 10 i 15 minut. Najwyzszg ekspresje P-selektyny
uzyskano podczas aktywacji 20 uM/L ADP przez 2 mi-
nuty, wydtuzanie czasu inkubacji powodowato spa-
dek ekspresji antygenu (ryc. 3). Podobna zaleznos¢
pomiedzy czasem inkubacji a ekspresjg P-selektyny
w swojej pracy opisali Mutlu i wsp. Badajac apoptoze
i markery aktywacji ptytek krwi przy uzyciu cytometru
przeptywowego, autorzy inkubowali prébki z agonistg
przez 15, 30 i 90 minut. Najwyzszg ekspresje P-selek-
tyny badacze uzyskali po inkubaciji przez 15 minut, po
30 minutach ekspresja antygenu obnizyta sie (o od 0,7
do 1,2%), natomiast po 90 minutach osiagneta jesz-
cze nizszg warto$¢ (o od 2,6 do 2,8%) (21). Zjawisko
powstawania agregatow ptytkowych oraz kompleksow
leukocytarno-ptytkowych podczas aktywacji ptytek
Krwi in vitro zostato opisane miedzy innymi przez Ber-
narda i wsp. (2).

80 67,7
70 —

60 —
50 —
40 —
30 —
20 —
10 +—

0

67,6
[ 1587

65,9
60,5

56,4 56

52,5

po 2 min po 5 min po 10 min po 15 min

[J20 pMADP 10 uM ADP

Ryc. 3. Ekspresja P-selektyny po aktywacji 20 i 10 uM ADP przez 2,
5,101 15 minut.

W naszej pracy oceniano zalezno$¢ pomiedzy cza-
sem inkubacji a odsetkiem agregatow ptytkowych.
Okazato sie, ze wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji
z ADP wzrastat tez odsetek agregatow (wsrdd wszyst-
kich obiektéw CD61 dodatnich) (ryc. 2). Zbadano
takze udziat komplekséw leukocytarno-ptytkowych
w puli obiektéw CD61 dodatnich po wyznakowaniu
prébki przeciwciatem CD45. Zauwazono niewielki
wzrost liczby kompleksow leukocytarno-ptytkowych
wraz ze wzrostem czasu inkubacji probki, lecz nie byt
on istotny statystycznie. Rondina i wsp. badali zalez-
nos¢ poziomu agregatow leukocytarno-ptytkowych
w probkach poddanych aktywacji od czasu uptywa-
jacego od pobrania krwi do zakonczenia procesu
przygotowywania komérek do pomiaru. Wykazali oni
wzrost odsetka agregatéw leukocytarno-ptytkowych
0 30% wraz z wydtuzeniem czasu przygotowywania
ptytek krwi do pomiaru (od 15 do ponad 45 minut) (22).
Réwniez Harding i wsp. wykazali, ze wydtuzenie czasu
pomiedzy pobraniem prébki a przygotowywaniem do
badania o kazde 10 minut powoduje wzrost poziomu
agregatéw leukocytarno-ptytkowych o 2,8%. Autorzy
zalecili minimalizowanie czasu przygotowywania pré-

388

bek zawierajacych ptytki krwi do badan cytometrycz-
nych (23). Prébujac zminimalizowa¢ liczbe agregatéw
ptytkowych w badanym materiale, do jednej serii préb
dodano czteropeptyd Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS), ktory
blokuje aktywne miejsca przytaczenia dla fibrynoge-

u (24). Po analizie wynikéw nie stwierdzono jednak
znamiennych réznic pomiedzy ekspresjg P-selektyny
w prébkach niezawierajgcych i zawierajgcych RGDS.
Podobnie, liczba agregatéw ptytkowych oraz leukocy-
tarno-ptytkowych nie roznita sie statystycznie w prob-
kach z czteropeptydem i bez niego. Na podstawie
przedstawionych powyzej wynikéw, jak i prac Rondina
wsp. i Hardinga wsp. mozna wywnioskowa¢, ze za-
stosowanie krotszego czasu inkubaciji ptytek z agoni-
sta ogranicza liczbe powstajacych in vitro agregatéw
leukocytarno-ptytkowych. Z uwagi na to, ze cytometr
analizuje jeden agregat jako jeden obiekt (a w jednym
agregacie moze byé uwiezionych nawet do kilkudzie-
sieciu ptytek) ograniczenie tworzenia sie agregatéw
in vitro (podczas przygotowania materiatu do badania)
znacznie poprawia doktadnosé metody.

Procedura utrwalenia ptytek zabezpiecza je przed
samoistng aktywacjag, co jest istotne podczas badania
markerow aktywacji. Przechowywanie komoérek w roz-
tworze PFA zmienia ich zdolnosci refrakcyjne (od 1,35
w komérkach zywych do 1,5 w utrwalonych) i tym
samym wptywa na warto$¢ parametru rozproszenia
bocznego $wiatta SSC. Utrwalone komérki charakte-
ryzuja sie podwyzszonymi warto$ciami SSC, jednakze
moze sie to przyczyni¢ do ich lepszej dyskryminacji
w obrazie cytometrycznym (11). Badajgc wptyw cza-
su przechowywania (w +4°C) na stabilno$¢ probki po
jej utrwaleniu 1% PFA, przeprowadzono 5 pomiarow
cytometrycznych w odstepach godzinnych. Ekspresja
P-slektyny na ptytkach krwi oznaczana w czasie od
pottorej do 6 i pot godziny po utrwaleniu byta pordw-
nywalna, co $wiadczy o trwatosci prébki w tym prze-
dziale czasowym (ryc. 4). Schmidt i wsp. badali wptyw
0,5% paraformaldehydu na ekspresje réznych recepto-
réw ptytkowych. W badaniu autorzy dowiedli, ze utrwa-
lenie komorek po inkubacji z przeciwciatami nie zmie-
nia ekspresji P-selektyny na ich powierzchni w ciagu
24 godzin, w stosunku do ptytek nieutrwalanych i ana-
lizowanych natychmiast po wyznakowaniu (25). Ten
sam autor w pozniejszej pracy (2006 r.) poréwnywat
ekspresje P-selektyny w prébkach przechowywanych
przez 7 dni w temperaturze +4°C, nieutrwalonych
i utrwalonych 1% PFA lub stabilizatorem ThromboFix.
Autor stwierdzit, ze ptytki krwi (aktywowane stabym
agonistg, np. ADP) i utrwalone PFA, w ciggu 4 godzin
przechowywania wykazywaty znikome obnizenie eks-
presji P-selektyny na swojej powierzchni (26). Analizy
przeprowadzone przez cytowanych autoréw potwier-
dzaja otrzymane przez nas wyniki, a mianowicie to, ze
przechowywanie w odpowiednich warunkach wyzna-
kowanych i utrwalonych ptytek krwi do 6 godzin nie
wptywa na wynik badania cytometrycznego.

Funkcja ptytek krwi u pacjentéw z ostra biataczkag
szpikowg (AML) moze by¢ uposledzona w wyniku
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Ryc. 4. Ekspresja P-selektyny na ptytkach krwi mierzona w 5 punk-
tach czasowych po wyznakowaniu i utrwaleniu.

przebiegu choroby nowotworowej, chemioterapii lub
przyjmowania innych lekow, a takze z powodu wspétist-
niejacego zakazenia (27). Ztosliwy rozrost komorek bia-
faczkowych moze przyczyni¢ sie do uszkodzenia mega-
kariopoezy w szpiku i powodowaé defekty funkcji ptytek
krwi: zaburzenia adhezji, agregacji lub sekrecji (28).
Badanie cytometryczne umozliwia okreslenie czynnosci
ptytek krwi nawet u pacjentow z gtebokg matoptytkowo-
Scig (27). W naszym badaniu okreslono reaktywnosc
ptytek krwi u pacjentéw z AML bedacych w remisji cho-
roby i poréwnano jg z wynikami u zdrowych dawcéw.
Srednia ekspresja P-selektyny na ptytkach krwi aktywo-
wanych ADP w grupie badanej wyniosta 42,6% i byta niz-
sza w poréwnaniu z grupg kontrolng: 64,0% (ryc. 5). Po-
dobne wyniki badan, wskazujgce na obnizenie ekspres;ji
P-selektyny na ptytkach po aktywacji ADP u pacjentow
z AML w stosunku do zdrowych dawcow przedstawili
w swojej pracy Leinoe i wsp. (28). W kolejnej publika-
Cji (z 2005 r.), ten sam autor opisat badanie przeprowa-
dzone w grupie 50 pacjentow z AML bedacych we wcze-
snej fazie choroby. Po analizie wielowariantowej badacz
wywnioskowat, ze obnizona ekspresja P-selektyny oraz
matoptytkowos$¢ ponizej 40 G/L sg istotnymi czynnikami
prognostycznymi wystepowania krwawien (29). Connor
i wsp. badajac reaktywnos¢ ptytek krwi pod wptywem
ADP w grupie pacjentow z zespotem mielodysplastycz-
nym (MDS) oraz przewlekig biataczkg mielomonocyto-
wa, wskazali na obnizenie ekspresji P-selektyny w sto-
sunku do zdrowych dawcow. Autorzy zaobserwowali
obnizona reaktywnos¢ ptytek krwi szczegdlnie u pacjen-
tow ze sktonnoscia do krwawien i wysnuli przypuszcze-
nie, ze badanie cytometryczne mogtoby prognozowac
u chorych tendencje do krwawien lub zakrzepicy (30).
Podobnie, obnizong reaktywnos¢ plytek krwi pod wpty-
wem ADP badang metodg cytometrii przeptywowej
u pacjentow z AML/MDS stwierdzili Psaila i wsp. Autorzy
badali, czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy wystgpieniem
krwawien a obnizong reaktywnoscig ptytek krwi w tej
grupie pacjentdw. Zaobserwowali oni, ze krwawienia
wystapity u tych pacjentow z AML/MDS, u ktérych zdia-
gnozowano wyzszg ekspresje P-sektyny na ptytkach
krwi. Jednakze autorzy zaznaczyli, ze krwawienia zaob-

serwowano u niewielu chorych oraz ze nie byly brane
pod uwage inne czynniki mogace mie¢ wptyw na ich
wystapienie, takie jak: goraczka, poziom hemoglobiny,
integralno$¢ naczyn czy posocznica (27). W swojej pu-
blikacji Luo i wsp. przedstawili wyniki badanh reaktywno-
8ci ptytek krwi u pacjentow z AML, ktérych podzielili na
trzy grupy: nowo zdiagnozowanych, bedgcych w remisiji
choroby oraz w statej zupetnej remisji. Obnizong funk-
cjonalnos¢ plytek krwi autorzy stwierdzili jedynie w gru-
pie pacjentéw nowo zdiagnozowanych (31).
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Ryc. 5. Badanie czynnosci ptytek krwi metoda cytometrii przepty-
wowej i agregometrii impedancyjnej u pacjentéw z ostrg biataczka
szpikowa.

Badanie czynnos$ci ptytek krwi u pacjentéw moz-
na wykorzysta¢ w celu przewidywania sktonnosci do
krwawien lub zakrzepicy, a takze dla oceny efektyw-
nosci przetoczen sktadnikdw krwi (8, 31). Lim i wsp.
w swojej pracy stwierdzili, ze ekspresja P-selektyny
oznaczona na aktywowanych ptytkach krwi metoda
cytometrii przeptywowej moze by¢ przydatna do oce-
ny ich funkcjonalnosci po transfuzjach koncentratow
krwinek ptytkowych (8).

WNIOSKI

1. Najwyzszg ekspresje P-selektyny na ptytkach
krwi, $wiadczaca o catkowitej ich aktywaciji,
i jednocze$nie najnizszy odsetek agregatéw
ptytkowych i leukocytarno-ptytkowych, mo-
gacych zafatszowa¢ wynik (wptynaé¢ na obni-
zenie liczby komérek CD61+CD62P+) uzy-
skano inkubujac probki z 20 uM/I ADP przez
2 minuty.

2. Czteropeptyd RGDS nie wptywa istotnie na
ograniczenie formowania agregatow ptytko-
wych lub leukocytarno-ptytkowych.

3. Ptytki krwi po wyznakowaniu i utrwaleniu 1% PFA,
przechowywane w temperaturze +4°C, zacho-
wuja swoja stabilno$é do 6 godzin.

4. Wykazano obnizenie czynnosci ptytek krwi
u chorych z ostrg biataczkg szpikowg zaréwno
metodg cytometrii przeptywowej, jak i agrego-
metrii impedancyjnej oraz potwierdzono ich do-
datnig korelacje.
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