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I. Streszczenie

Woprowadzenie: Transfuzje koncentratéw krwinek plytkowych (KKP) czgsto stanowig
procedury ratujace zycie. Maksymalny czas przechowywania KKP wynosi od 5 do 7 dni.
Podczas przechowywania KKP spada ich jakos$¢, a ptytki krwi tracg swoje funkcje. Szereg tych
niekorzystnych zmian okres$la si¢ jako uszkodzenia ptytek krwi zwigzane z przechowywaniem
— PSL (ang. platelet storage lesions). Przyczyny tych zmian nie zostaty do konca poznane.
Cele badan: Zbadanie, czy obecnos$¢ leukocytow oraz metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowej (MMP) prowadzi do obnizenia jakosci koncentratow krwinek
ptytkowych (KKP) i czy jest przyczyna zmian w reaktywnosci i aktywacji ptytek. Ponadto
sprawdzenie, czy istnieje mozliwo$¢ spowolnienia starzenia si¢ ptytek krwi w trakcie ich
przechowywania poprzez farmakologiczne hamowanie aktywnosci MMP w KKP. Poza tym
zbadanie, czy w trakcie przechowywania KKP dochodzi do zmian stezenia i aktywnosci MMP-
2 i MMP-9 oraz ekspresji ich genéw w ptytach krwi

Materialy i metody: Analizie poddano dziewig¢ KKP, kazdy utworzono z pigciu kozuszkow
leukocytarno-ptytkowych. Kazdy z KKP podzielono na trzy czesci: 1) nie poddawano
dodatkowym procedurom (NF); 2) poddano filtracji w celu usuniecia leukocytéw (F); 3)
dodano inhibitor metaloproteinaz — doksycykling (st¢zenie koncowe 10 uM) (D). Kazdy KKP
przechowywano w standardowych warunkach przez 144 h, oddzielajac probki badane w dniu
przygotowania (0 h przechowywania) oraz po 24, 48, 72 i 144 h przechowywania. W KKP
przeprowadzono analize morfologiczng (liczba PLT, MPV, PDW, P-LCR), oceniono agregacje
ptytek krwi pod wptywem ADP, kolagenu, epinefryny i kwasu arachidonowego. W analizie
cytofluorymetrycznej oceniono ekspresje markerow aktywacji — P-selektyne, zaktywowang
forme¢ GPIIb/IIa (wigzanie PAC-1), CD63 oraz eksternalizacje¢ fosfatydyloseryny (wigzanie
aneksyny V). W wyizolowanych ptytkach krwi oraz nadsgczach stanowigcych medium,
w ktorym zawieszone byty ptytki podczas przechowywania oceniono stezenie (testy ELISA)
i aktywnos$¢ (zymografia zelatynowa) MMP-2 oraz MMP-9. W wyizolowanych ptytkach krwi
oceniono ekspresj¢ mRNA MMP-2 i MMP-9.

Wyniki: W trakcie przechowywania nie zaobserwowano zmniejszenia si¢ liczby ptytek.
Stwierdzono natomiast wzrost MPV, PDW i P-LCR w koncentratach poddanych filtracji.
Podczas przechowywania zaobserwowano postepujacg redukcje agregaciji ptytek krwi pod
wpltywem kazdego stosowanego agonisty. Ekspresja PAC-1, CD63 oraz P-selektyny ulegata
wzrostowi podczas przechowywania. Nie zaobserwowano wplywu przechowywania na

wigzanie aneksyny V. Koncentraty z dodatkiem doksycykliny charakteryzowaty si¢ najnizszym



poziomem ekspresji markerow aktywacji ptytek krwi po 144 h przechowywania. Z kolei KKP
filtrowane charakteryzowaty si¢ na ogdét najwyzszym poziomem aktywacji. W trakcie
przechowywania nie stwierdzono roznic w aktywnosci MMP-2 w ptytkach krwi pomiedzy
roznymi rodzajami KKP, ale zaobserwowano zmniejszenie aktywno$ci wraz z czasem
przechowywania koncentratow. Aktywnos¢ MMP-9 w pitytkach krwi byla wyzsza
w koncentratach niefiltrowanych po 72 h (NF vs F p = 0,01, Dvs F p = 0,01) oraz po 144 h
przechowywania (NF vs F p = 0,038). Po 144 h stwierdzono wyzsze stezeniec MMP-2
w nadsgczach koncentratow niefiltrowanych (D oraz NF vs F, p < 0,01). Zaobserwowano
wzrost ekspresji genu MMP-2 podczas przechowywania we wszystkich rodzajach KKP,
natomiast ekspresja genu MMP-9 wzrastata wylgcznie w preparatach zawierajacych leukocyty.
W trakcie przechowywania stwierdzono réznice pomi¢dzy ekspresja obydwu gendw pomigdzy
roznymi rodzajami KKP — w koncentratach filtrowanych ekspresja ta byta na najnizszym
poziomie. Stwierdzono wzrost aktywnosci MMP wraz ze wzrostem liczby leukocytow.
Zaobserwowano, ze w nadsaczach koncentratoéw zawierajacych leukocyty stezenia MMP-2
I MMP-9 wykazuja umiarkowang, dodatnig korelacje z ekspresjg aktywnej formy GPIIb/I1la —
jednego z podstawowych markeréw aktywacji.

WhioskKi: Proces filtracji, jak rowniez dodatek inhibitora MMP w postaci doksycykliny (stez.
koncowe 10 uM) nie wptywa na zmiang liczby ptytek krwi podczas przechowywania KKP,
jednak prowadzi do wyzszego stopnia aktywacji plytek krwi, co sprzyja pojawianiu si¢
agregatow ptytkowych pod koniec przechowywania KKP. Podczas przechowywania KKP
dochodzi do stopniowej aktywacji ptytek krwi i obnizenia zdolnosci ptytek do agregacji. Wraz
ze wzrostem liczby leukocytow w KKP wzrasta aktywnos¢ MMP, dlatego leukocyty moga
stanowi¢ potencjalne zrodto metaloproteinaz w koncentratach. Zwickszone stezenie
metaloproteinaz w KKP niepodlegajacych filtracji wiaze si¢ z wyzsza ekspresja aktywne;j
formy GPIIb/IIla, ktora jest podstawowym marke-rem aktywacji ptytek krwi. Obecnosé¢
doksycykliny w KKP obniza ekspresj¢ markeréw aktywacji w poréwnaniu do koncentratow

filtrowanych, co potencjalnie moze zwigkszy¢ efektywnos$¢ transfuzji.



Il.  Summary

Introduction: Transfusions of platelet concentrates (PC) are often life-saving procedures. The
maximum storage time of the PC ranges from 5 to 7 days. During storage, the PCs quality
decrease and platelets lose their functions. A number of these unfavorable changes are referred
to as platelet storage lesions (PSL). The reasons for these changes are not fully understood yet.
Aim of the study: Evaluation whether the presence of leukocytes and matrix
metalloproteinases (MMP) leads to a decrease in the quality of platelet concentrates and
whether it is the cause of changes in platelet reactivity and activation. In addition, examination
whether there is a possibility to slow down the aging of platelets during their storage by
pharmacologically inhibiting the activity of MMPs in PC. Moreover, assessment if
concentration and activity of the MMP-2 and the MMP-9, and the expression of their genes in
blood platelets changes during the PC storage.

Materials and methods: Nine PC, prepared from five buffy coats each, were analyzed. Each
PC was divided into three parts: 1) no additional procedures were performed (NF); 2) leukocyte-
depleted (F); 3) a metalloproteinase inhibitor — doxycycline (final concentration 10 uM) was
added (D). Each PC was stored under standard conditions for 144 h, separating the samples
tested on the day of preparation (0 h of storage) and after 24, 48, 72 and 144 h of storage.
Morphological analysis (PLT number, MPV, PDW, P-LCR) was performed. Platelet
aggregation induced by ADP, collagen, epinephrine and arachidonic acid was assessed. In the
cytofluorimetric analysis, the expression of activation markers — P-selectin, activated form of
GPlIIb/llla (PAC-1 binding), CD63, and externalization of phosphatidylserine (annexin V
binding) were evaluated. The MMP-2 and MMP-9 concentration (ELISA tests) and activity
(gelatin zymography) were assessed in the isolated platelets and supernatants (the medium in
which the platelets were suspended during storage). MMP-2 and MMP-9 mRNA expression
was assessed in isolated platelets.

Results: No decrease in platelet count was observed during storage. However, an increase in
MPV, PDW and P-LCR was found in the leukocyte-depleted concentrates. A progressive
decrease in platelet aggregation induced by each used agonists was observed during storage.
PAC-1, CD63, and P-selectin expression increased during storage. No effect of storage on
annexin V binding was observed. Concentrates with the addition of doxycycline were
characterized by the lowest level of expression of platelet activation markers after 144 h of
storage. In turn, leukocyte-depleted PC were characterized by the highest level of platelets

activation generally. There were no differences in MMP-2 activity in platelets between different



types of PC during storage, however, a decrease in activity was observed with the time of
concentrates’ storage. MMP-9 activity in platelets was higher in unfiltered concentrates after
72h (NFvsFp=0.01, DvsFp=0.01) and after 144 h of storage (NF vs F p = 0.038). After
144 h, a higher concentration of MMP-2 was found in the supernatants of unfiltered
concentrates (D and NF vs F, p < 0.01). An increase in the expression of the MMP-2 gene was
observed during storage in all types of PC, while the expression of the MMP-9 gene was
increased only in PC containing leukocytes. During storage, differences in the expression of
both genes between different types of PC were found — the expression was at the lowest in the
leukocyte-depleted PC. Correlation of an increase in MMP activity with an increase in the
leukocytes number was found. The moderate positive correlation of MMP-2 and MMP-9
concentrations in supernatants with the expression of the active form of GPI1Ib/Illa (one of the
basic activation markers) in the concentrates containing leukocytes (NF and D) was observed.
Conclusions: The filtration process, as well as the MMP inhibitor addition (doxycycline; final
concentration 10 pM) does not affect the change in the number of platelets during storage of
PC. The filtration leads to a higher level of platelet activation, which favors the platelet
aggregates formation at the end of PC storage. Platelets are gradually activated and their
aggregation ability is reduced during PC storage. The increase in the leukocytes number
correlate with the higher MMP activity, therefore leukocytes may be a potential source of
metalloproteinases in concentrates. Increased concentration of metalloproteinases in unfiltered
PC is associated with higher expression of the active form of GPIIb/Illa, which is the basic
platelet activation marker. The presence of doxycycline in PC reduces the expression of
activation markers compared to leukocyte-depleted concentrates, which may potentially
increase the efficiency of transfusion.



