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. WSTEP
1. Plytki krwi

Ptytki krwi (trombocyty) to elementy morfotyczne krwi o $rednicy 2—4 pm, pozbawione
jadra komodrkowego, powstajace jako koncowy etap dojrzewania megakariocytow.
W liczbie 150400 x 10%I zyja w krwioobiegu od 7 do 10 dni, po czym ulegaja
sekwestracji w S$ledzionie. W procesie dojrzewania megakariocytow dochodzi do
réznicowania, dojrzewania i fragmentacji ich cytoplazmy oraz tworzenia proptytek,

! Chociaz ptytki nie posiadaja jadra

Z ktérych nastepnie powstajg ptytki krwi
komorkowego, rozwingty szereg elementow strukturalnych, w tym cytoszkielet,
posiadajg receptory btonowe oraz liczne organelle, w tym ziarnisto$ci geste oraz alfa (a),
peroksysomy, lizosomy i mitochondria. Budowa ptytek krwi sprawia, ze ptytki wykazuja
aktywny metabolizm i wysokg reaktywno$é¢ 2. Oprécz powszechnie znanej roli ptytek
Krwi w procesach hemostazy, aktywowane ptytki petnig funkcj¢ m.in. w leczeniu ran,

progresji nowotworow, stanach zapalnych, procesach immunologicznych, a zaburzenia

ilosciowe i jako$ciowe ptytek krwi prowadza do wielu stanow patologicznych 12,

1.1. Budowa plytek krwi

1.1.1. Btona plazmatyczna

Btona plazmatyczna ptytek krwi zbudowana jest z podwodjnej warstwy fosfolipidow,
W ktérej osadzony jest cholesterol, glikolipidy i glikoproteiny (GP) *. Blona z zewnatrz
pokryta jest glikokaliksem, ktory zawiera zewnetrzne konce btonowych GP, glikolipidy
i zaadsorbowane biatka osocza 3. Ujemny tadunek elektryczny glikokaliks zawdzigcza
resztom kwasu sialowego i lipidom. Glikokaliks zapobiega przyleganiu ptytek krwi do
siebie i innych komorek. W mikroskopii elektronowej o wysokiej rozdzielczos$ci
glikokaliks charakteryzuje pomarszczony wyglad, z wieloma drobnymi fatdami
i przypadkowo rozmieszczonymi otworami uktadu otwartych kanalikoéw (ang. open
canalicular system, OCS) *% W blonie plazmatycznej zakotwiczone sa pompy
adenozyno-5'-trifosforanowo (ATP)-zalezne: sodowa i potasowa, ktore kontroluja
wewnatrzkomorkowe $rodowisko jonowe plytek krwi. Umiejscowienie fosfolipidow
W blonie plazmatycznej plytek cechuje asymetria. W wewnetrznej warstwie btony
komodrkowej ekspresjonowane sa ujemnie natadowane fosfolipidy (fosfatydyloseryna

| fosfatydyloinozytol), ktore utrzymuja powierzchni¢ ptytek krwi w stanie



nieprokoagulacyjnym 1. Natomiast w warstwie zewnetrznej btony komérkowej dominuja
obojetne lipidy cholinowe, takie jak fosfatydylocholina i sfingomielina. Ponadto
dwuwarstwa lipidowa zawiera czynnik tkankowy (ang. tissue factor, TF), eksponowany
na powierzchni ptytek krwi w postaci nieaktywnej. Aktywacja ptytek prowadzi do
uwolnienia mikroczasteczek pochodzenia plytkowego (ang. platelet-derived
microparticles, PMP), zawierajacych TF i zdolnych do wigzania czynnikoéw krzepnigcia
(Va, Vlla, i Xa) do powierzchniowej fosfatydyloseryny. Interakcja TF i czynnikow
krzepnigcia prowadzi do zwigkszonego wytwarzania trombiny na powierzchni
aktywowanych ptytek krwi oraz PMP 3°. Blona plazmatyczna zawiera takze
powierzchniowe GP, ktére biora udzial w interakcji ptytek krwi ze strukturami
podsrodbtonkowymi uszkodzonej $ciany naczynia, nastgpowej aktywacji, adhezji
i agregacji ptytek krwi oraz retrakcji skrzepu 4. Obszar podblonowy plytki lezy
bezposrednio pod dwuwarstwa lipidowa, zawiera mikrofilamenty aktyny i miozyny,
ktore sg niezbedne do zmiany ksztaltu ptytek krwi np. podczas ich aktywacji. Obszar
podbtonowy bierze udziat w regulacji proceséw sygnalizacyjnych, wymaganych do

aktywacji ptytek krwi 3467,

1.1.2. Uktad bton ptytkowych

Oprocz zewngtrznej blony plazmatycznej, uklady bton w ludzkich ptytkach krwi
obejmuja: kompleksy Golgiego, OCS, kanaliki o duzej gestosci elektronowej (kanaliki

3. Pozostalosci

geste, tzw. zamkniete) 1 szorstkie retikulum endoplazmatyczne
megakariocytarnych kompleksow Golgiego spotykane sa w mniej niz 1% prawidlowych
ludzkich ptytek krwi, natomiast czgSciej wystepuja u pacjentow z zaburzeniami
hipogranularnymi plytek np. w zespole biatych phytek 8°.

OCS plytek krwi stanowig liczne wglgbienia btony komoérkowej, ktore rozciagaja sie
do wnetrza ptytki krwi 1%, OCS bierze udziat w uwalnianiu zawarto$ci ziarnistosci
ptytkowych 2 lub w transporcie sktadnikow osocza, np. fibrynogenu do ziarnistosci . °.
OCS moze takze stanowi¢ rezerwuar blony wewnetrznej, ktory ulatwia tworzenie
filopodioéw i1 rozprzestrzenianie si¢ po adhezji ptytek krwi do powierzchni aktywujace;.
Proces ten powoduje dramatyczny wzrost pola powierzchni blony plazmatycznej
W poréwnaniu z powierzchnig spoczynkowej ptytki krwi 1 moze by¢ wspomagany przez
fuzje ziarnistosci o 1 gestych z blong plazmatyczng po uwolnieniu zawartosci

ziarnistosci 1. OCS jest takze miejscem przechowywania GP blony komérkowej np.



GP Ib/1X 13, Uktad kanalikéw gestych jest pozostatoscig megakariocytowego retikulum
endoplazmatycznego i sktada si¢ z kanatoéw losowo rozproszonych w cytoplazmie ptytek
krwi. Kanaliki geste zawieraja amorficzng substancje, ktora w mikroskopie
elektronowym przypomina przezroczysto$é otaczajaca cytoplazme ° Kanaliki
zamknigte zawieraja fosfolipidy, enzymy cyklu przemian kwasu arachidonowego (AA)

oraz jony wapnia 3.

1.1.3. Cytoszkielet ptytek krwi

Kurczliwy cytoszkielet ptytkowy warunkuje utrzymanie dyskoidalnego ksztattu ptytek
Krwi i jest niezbedny do zmiany ksztattu ptytek podczas aktywacji. Ponadto cytoszkielet
bierze udziat w przemieszczaniu si¢ receptorow i czastek na powierzchnie ptytek °. Trzy
gléwne sktadniki cytoszkieletu to szkielet blonowy, podblonowe zwoje mikrotubuli oraz
filamenty aktynowe, ktére wypetniaja cytoplazme 1. Oprécz tych podstawowych struktur,
w sklad cytoszkieletu wchodzg takze biatka dodatkowe oraz biatka motorowe, do ktérych
nalezy miozyna. Biatka dodatkowe wptywaja na procesy polimeryzacji mikrotubuli
i wiokienek lub taczg widkienka migdzy sobg. W kompartmencie podbtonowym domeny
cytoplazmatyczne wszystkich receptorow transblonowych oddziatujg z biatkami,
z ktorych wiele jest zwigzanych z kalmoduling, miozyng i wtoknami aktynowymi 34,
W ten sposob reguluja procesy sygnalizacyjne, wymagane do aktywacji ptytek krwi.
W sktad szkieletu blonowego wchodza: biatko wigzace aktyne, spektryna, biatko wigzace
dystrofing, talina oraz skelemina. Pasma spektryny tacza si¢ ze sobg poprzez wigzanie
dhugich wtokien aktynowych. Ponadto adducyna tworzy triadowy kompleks z aktyna
i spektryna, pokrywajac konce witdkien aktynowych w spoczynkowym cytoszkielecie *°.
Cytoplazma ptytek krwi przypomina ptynny zel i zawiera losowo zorganizowane
mikrotubule 1 mikrofilamenty, rozproszony glikogen oraz organella. Mikrotubule sg
rozmieszczone w obwodowych zwojach blisko $ciany komorkowej, tworzac uktad
podtrzymujacy cytoszkielet 67, Podczas aktywacji ptytek cytoplazmatyczny uktad
aktyny zweza cewki mikrotubul, w wyniku czego ziarnisto$ci o oraz ziarnisto$ci geste
zostaja przesuniete do centrum ptytki 8 i dochodzi do wydzielania ich zawarto$ci przez
OCS %,
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1.1.4. Organella ptytek krwi

ZiarnistoSci wewnatrzptytkowe sg miejscem magazynowania wielu czasteczek
biologicznie czynnych, ktéore sa uwalniane do otaczajacego S$rodowiska podczas
aktywacji plytek, w miejscu uszkodzenia naczyn, pelnigc rol¢ w rekrutacji innych
komorek krwi do miejsca uszkodzenia. W spoczynkowych plytkach krwi granulki sg
umieszczone blisko OCS. Podczas aktywacji plytek krwi zawarto$¢ ziarnistosci

wydzielana jest do OCS 2.

Ziarnistosci alfa

Ziarnisto$ci alfa nalezg do najliczniej wystepujacych ziarnistosci ptytek krwi, w ilosci
okoto 40-80 na plytke. Ich srednica wynosi 200—500 nm, maja kulisty ksztatt z ciemnym
centralnym rdzeniem 1?1, Zawarto$é ziarnistoéci alfa pochodzi z endogennej syntezy
biatek np. B-tromboglobuliny, czynnika ptytkowego 4, czynnika von Willebranda, a takze
z egzogennych biatek osocza, pobranych za posrednictwem endocytozy i pinocytozy 2.

Do biatek ziarnistosci alfa naleza:

— biatka swoiste ptytek: czynnik ptytkowy 4, B-tromboglobulina;

— bialka adhezyjne: P-selektyna, fibronektyna, czynnik von Willebranda (ang. von
Willebrand factor, VWF), trombospondyna, witronektyna;

— Dbialka zaangazowane w krzepnigcie krwi oraz proces fibrynolizy: fibrynogen,
czynnik (cz.) V, cz. VIII, wielkoczasteczkowy kininogen, cz. Xl, inhibitor
Cl-esterazy, biatko S, inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-I), t-PA;

— mitogeny: plytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), czynnik wzrostu
srodbtonka (VEGF), transformujacy czynnik wzrostu B (TGF-B);

— biatka btonowe ziarnistosci: P-selektyna, biatko 33, GP Ilb-llla (integryna
allbB3), GP Ib-1X, GP 1V (CD36), GP V, CD9, osteonektyna, Rap Ib 3.

Po aktywacji plytek bialka ziarniste zwigzane z blong ulegaja ekspresji na powierzchni
ptytek, natomiast rozpuszczalne biatka =ziarniste sa uwalniane do przestrzeni
pozakomorkowej. Ekspresja niektorych Dbiatek btonowych np. P-selektyny na
powierzchni plytek krwi jest uznawana za marker aktywacji ptytek 222, Biatka
ziarnistosci alfa biorg rowniez udziat w naprawie naczyn po uszkodzeniu, gdyz zawierajg
czgsteczki niezbedne do adhezji ptytek krwi w miejscu uszkodzenia, takie jak vWF,

GP Illb-IIla. Ponadto zawarto$¢ ziarnistosci alfa uwolniona w wyniku aktywacji ptytek
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krwi bierze udziat w rekrutacji neutrofilow do miejsca uszkodzenia (przy udziale

P-selektyny 2 i w procesie angiogenezy 2°.

Ziarnistosci geste

Ziarnisto$ci geste zawierajag guanozyno-5'-difosforan (GDP), guanozyno-5'-trifosforan
(GTP), jony wapnia, jony magnezu, jonu potasu, serotoning oraz fosfoinozytole
i polifosforany, a takze wysokie stezenia adenozyno-5'-difosforanu (ADP) i ATP 2.,
ATP-zalezna pompa protonowa warunkuje kwasowe $rodowisko ziarnisto$ci gestych
0 pH okolo 5,4 2’. ADP jest stabym agonista ptytek krwi, wywotujacym zmiane ksztattu
ptytek, uwalnianie ziarnisto$ci i agregacje. Zawartos¢ ziarnistosci gestych bierze udziat
w rekrutacji dodatkowych ptytek krwi do miejsc uszkodzenia naczyn 1. Wykazano, ze
serotonina, uwalniana z ziarnistosci gestych, jest niezb¢dna w procesie regeneracji

watroby 28,

Organella plytek krwi: mitochondria, lizosomy, peroksysomy

Ptytki krwi zawieraja niewielka liczbe mitochondriow, jednak ze wzgledu na stosunkowo
krotki czas zycia ptytek krwi (7-10 dni), mitochondria ptytkowe zapewniajg
wystarczajace zrodto energii dla ptytek 1. W cytoplazmie ptytek krwi obecne sg takze
lizosomy i peroksysomy. Lizosomy to mate organella zawierajace duzy asortyment

enzymow degradujacych, w tym:

— enzymy degradujace biatka: katepsyny, elastaza, kolagenaza, karboksypeptydaza;
— enzymy rozktadajace weglowodany: glukozydaza, galaktozydaza, mannozydaza;

— enzymy rozszczepiajace estry fosforanowe: kwasna fosfataza °.

Lizosomy degradujg gléwnie materiat pobrany na drodze fagocytozy lub pinocytozy.
Natomiast peroksysomy to mate organella zawierajace enzym — katalaze.! Budowe ptytek

krwi zilustrowano na rycinie 1.
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Rycina 1. Schemat budowy plytki krwi.
Obraz powstat przy uzyciu BioRender.com.

2. Zawal i uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne migs$nia sercowego
2.1. Patofizjologia zawalu mig¢$nia sercowego

Choroby sercowo-naczyniowe sg gtdwng przyczyng zachorowalnos$ci i $miertelnosci na
calym $wiecie 2. Najczestszg postacia choroby sercowo-naczyniowej jest zawat migénia
sercowego (ang. myocardial infarction, MI). Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne
(ang. European Society of Cardiology, ESC) w czwartej definicji zawalu mig$nia
sercowego okreslito, ze MI definiuje si¢ jako obecne, gdy stezenie troponin sercowych
(cTn) we krwi wzrasta powyzej 99 percentyla gornej granicy przedziatu referencyjnego
(URL). Natomiast klinicznie ostry zawal migsnia sercowego (ang. acute myocardial
infarction, AMI) zostal zdefiniowany jako obecnos¢ ostrego uszkodzenia migsénia
sercowego, wykrytego na podstawie wzrostu lub spadku c¢Tn z co najmniej jedng
wartoscig powyzej 99 percentyla URL, w warunkach ostrego niedokrwienia mig$nia
sercowego 0. MI to stan spowodowany uszkodzeniem komorek miesnia sercowego
z powodu niedostatecznego przeptywu krwi 31. Zmnigejszenie przeptywu wiencowego lub
brak pokrycia zapotrzebowania tkanki serca na tlen i substancje odzywcze prowadzi do

niedokrwienia migsnia sercowego. Istotng cechg niedokrwienia jest niewystarczajgca
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ilo$¢ tlenu do utrzymania fosforylacji oksydacyjnej mitochondriow 2. AMI jest zwykle
spowodowany peknigciem niestabilnej blaszki miazdzycowej i powstaniem skrzepliny
blokujacej tetnicg. AMI powstaje rowniez w wyniku zabiegéw interwencyjnych, takich
jak: reperfuzja, angioplastyka, przeszczepienie serca i tromboliza, charakteryzujace si¢
naglym zmniejszeniem przeptywu krwi do migénia sercowego, co ostatecznie moze
prowadzié¢ do niewydolnosci serca i §mierci .

Pozbawienie migsnia sercowego tlenu i skladnikow odzywczych skutkuje serig
naglych zmian biochemicznych 1 metabolicznych. Brak tlenu zatrzymuje fosforylacje
oksydacyjna, prowadzac do zahamowania czynnosci skurczowej miesnia sercowego 34,
Dochodzi takze do rozktadu ATP, ktory jest niezbedny do utrzymania potencjatu btony
mitochondrialnej. Ze wzgledu na spadek ATP, zalezne od ATP pompy jonowe w blonie
komorkowej nie mogg regularnie pracowac, co powoduje nagromadzenie si¢ wody, sodu
i wapnia w komérce 4. Podczas niedotlenienia metabolizm komorkowy przetacza sie na
glikolize beztlenowa, co powoduje gromadzenie si¢ mleczanu 1 obnizenie
wewnatrzkomorkowego pH (do pH < 7,0). Obnizone pH uniemozliwia otwarcie
megakanatu mitochondrialnego (ang. mitochondrial permeability transition pore, MPTP)
i skurcz kardiomiocytow 34 Wewnatrzkomérkowa akumulacja protonéw aktywuje
pompe jonowg Na*-H*, ktora wymienia protony z komoérki w zamian za Na*, prowadzac
do nagromadzenia sodu w komorce. Brak ATP zatrzymuje dzialanie ATPazy 3Na*-2K™,
przyczyniajac si¢ do wewnatrzkomorkowego przecigzenia sodem. W odpowiedzi na
przeciazenie sodem dochodzi do aktywacji pompy jonowej 2Na*-Ca?*. Proba wymiany

jonow Na* prowadzi do wewnatrzkomoérkowego przecigzenia wapniem 3%,

2.2. Uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne mi¢snia sercowego

Najczgsciej stosowane strategie lecznicze w MI obejmujg przywrdcenie przeptywu krwi
w tkance obje¢tej niedokrwieniem. Tromboliza, przezskorna interwencja wiencowa (PCI)
i pomostowanie aortalno-wiencowe to najczestsze metody leczenia ostrego MI 37-%,
Chociaz metody te przyczynity si¢ do zmniejszenia $miertelnosci pacjentow z M,
mozliwe jest pojawienie si¢ komplikacji m.in. w postaci uszkodzenia niedokrwienno-
reperfuzyjnego (ang. ischemia-reperfusion injury, IRI) serca “°. IRI definiuje sie jako
uszkodzenie tkanki serca, spowodowane niedokrwieniem, a nast¢pnie naglym

przywroceniem przeptywu krwi w niedokrwionej i niedotlenionej tkance. W IRI zachodzi

wiele proceséw patofizjologicznych, w tym: akumulacja jonéw, uszkodzenie btony
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mitochondrialnej, powstawanie reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species,
ROS), zaburzenia metabolizmu tlenku azotu (NO), dysfunkcja $rodbtonka, agregacja
ptytek krwi, zapalenie, apoptoza i autofagia *'. Szczegdlna role w apoptozie komorek
w niedokrwieniu i reperfuzji (/R) przypisuje si¢c mitochondriom komérkowym. Smier¢
komoérek moze by¢ spowodowana kilkoma czynnikami: syntezag ROS, zmniejszong
zdolnoscig do syntezy ATP, wzrostem stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie i macierzy
mitochondrialnej, zmiang objetosci macierzy mitochondrialnej, otwarciem megakanatu

mitochondrialnego i inicjacja procesu apoptozy 2.

Stres oksydacyjny

Niski poziom utleniaczy warunkuje prawidtowa mitoze komoérkowa, homeostaze
i komunikacje wewnatrzkomorkowa, natomiast znacznie wzmozone powstawanie

rodnikéw moze powodowaé uszkodzenie komorek *.

Kardiomiocyty zawieraja
endogenne enzymy wychwytujace wolne rodniki, takie jak dysmutaza ponadtlenkowa
(ang. superoxide dismutase, SOD), katalaza i peroksydaza glutationowa #*. Przywrocenie
dostaw tlenu podczas reperfuzji umozliwia reaktywacje fancucha transportu elektronow,
generujac ROS w ilosciach przewyzszajacych mozliwos$ci systemu antyoksydacyjnego.
Inne zrédta ROS w I/R obejmujg oksydaze ksantynowa — wystepujacag w komoérkach
srodblonka 1 oksydaz¢ dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH) -
wystepujaca w neutrofilach 3445, ROS posrednicza w uszkodzeniu reperfuzyjnym migsnia
sercowego, indukujac otwarcie MPTP, dzialajac jako chemoatraktant dla neutrofilow
I posredniczac w dysfunkcji retikulum sarkoplazmatycznego. Przyczyniajg si¢ takze do
wewnatrzkomorkowego przecigzenia Ca?*, uszkadzania btony komoérkowej poprzez
peroksydacj¢ lipidow, indukcji denaturacji enzyméw. Powoduja rowniez bezposrednie
uszkodzenie oksydacyjne tancuchéw DNA 34 Wykazano, ze egzogenne wolne rodniki
hamujg aktywno$¢ ATPazy sodowo-potasowej i ATPazy wapniowej retikulum
sarkoplazmatycznego, prowadzac do wzrostu wapnia, oraz wptywaja na integralno$¢
komoérek 4647 Rodniki tlenowe powoduja peroksydacije lipidow, co moze prowadzié do
uszkodzenia btony komodrkowej i w rezultacie spowodowac obrzek komorek (ang. cell
swelling). Chemotaksja neutrofilow indukowana ROS moze z kolei prowadzi¢ do
uszkodzenia naczyn wlosowatych i dysfunkcji mikronaczyniowej. Ponadto krwinki biate,
aktywowane w naczyniach wlosowatych, sa zrodtem kolejnych rodnikow tlenowych “8.

Procesy oksydacyjne zachodzace podczas reperfuzji tkanki serca zapobiegaja lub
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ograniczaja powstawanie NO, poprzez uszkadzanie wewnatrzkomérkowych szlakow
sygnatowych, dlatego kardioprotekcyjne dziatanie NO jest zmniejszone. W rezultacie
zwigkszony stres oksydacyjny powoduje akumulacje neutrofilow, powstawanie

rodnikéw ponadtlenkowych i zmniejszenie przeptywu wiencowego *°.

Udziat wapnia w procesach reperfuzji

Wewnatrzkomérkowe 1 mitochondrialne przecigzenie jonami wapnia rozpoczyna si¢
podczas ostrego niedokrwienia migsnia sercowego i nasila si¢ w czasie reperfuzji.
Nagromadzenie Ca** w I/R wynika z uszkodzenia btony komorkowej, uszkodzenia
retikulum sarkoplazmatycznego (pod wpltywem stresu oksydacyjnego) i reaktywacji
mitochondriow. Podczas reperfuzji dochodzi takze do naglego wzrostu
wewnatrzkomoérkowego Ca?* z powodu dysfunkcji retikulum sarkoplazmatycznego.
W okresie reperfuzji, kiedy mitochondria podejmuja regularng funkcje, zuzywajg energie
na uwolnienie nadmiaru wapnia z cytozolu, co uniemozliwia oddychanie komérkowe
| wytwarzanie energii. Przywrocenie potencjatu btony mitochondrialnej wprowadza

wapn do mitochondriéw, a to moze réwniez indukowaé otwarcie MPTP 3445,

Reperfuzja miesnia sercowego a pH

W AMI dochodzi do spadku pH < 7,0. Podczas reperfuzji, dzigki degradacji kwasu
mlekowego i aktywacji wymiennika Na*-H* oraz symportera Na*-HCOs", dochodzi do
przywrocenia  fizjologicznego pH. Przywrocenie pH  umozliwia otwarcie
mitochondrialnych kanatéw MPTP i skurcz kardiomiocytow “°. Ta zmiana pH przyczynia
si¢ do $mierci kardiomiocytow w wyniku uszkodzenia reperfuzyjnego mig$nia
sercowego *°, umozliwiajac otwarcie MPTP i powodujac przykurcze kardiomiocytow
w pierwszych kilku minutach reperfuzji. Badania eksperymentalne wykazaly, ze
reperfuzja szczurzych miocytow za pomoca kwasnego buforu wykazuje dziatanie

kardioprotekcyjne 2.

Rola megakanatu mitochondrialnego MPTP w apoptozie komorek wywotanej IR

MPTP jest nieselektywnym kanatem wewnetrznej btony mitochondrialnej. Otwarcie
kanatu  MPTP powoduje depolaryzacje btony mitochondrialnej, prowadzac do
wyczerpania ATP i $mierci komorki 2. Wykazano, ze w przypadku ostrego IRI mieénia

sercowego MPTP pozostaje zamkniety podczas niedokrwienia, a podczas reperfuzji
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zostaje otwarty tylko przez kilka pierwszych minut, w odpowiedzi na akumulacje
mitochondrialnego Ca?* i stres oksydacyjny °°4 Nadmierna akumulacja ROS
i mitochondrialnego Ca?* jest waznym czynnikiem determinujacym powstawanie MPTP.
W wyniku otwarcia MPTP nast¢puje uwolnienie cytochromu c, a nastgpnie pecznienie
mitochondriow i uposledzenie depolaryzacji bton, zahamowanie produkcji ATP oraz
aktywacja ukladu kaspazy i apoptozy komérek *>%°. Hamowanie otwierania kanatow
MPTP na poczatku reperfuzji, przez zastosowanie inhibitorow MPTP np.
cyklosporyny A, wykazato efekt kardioprotekcyjny °°.

Wykazano takze zalezny od stgzenia wptyw NO na MPTP. Wysokie stezenie NO
powoduje powstawanie MPTP, a NO w niskich stezeniach moze hamowac tworzenie
MPTP ¢, Niskie stezenie NO chroni mitochondria przed czynnikami indukujgcymi
apoptoze, takimi jak czynnik martwicy nowotworu-a (ang. fumor necrosis factor o,
TNF-0) i niedotlenienie °’. NO aktywuje biatko P53 i powoduje uwalnianie cytochromu

¢ z mitochondriéw, co réwniez indukuje apoptoze *%.

Zapalenie w IRI

Nie jest jasne, czy odpowiedz zapalna towarzyszaca AMI przyczynia si¢ do patogenezy
IRI migénia sercowego, czy tez jest reakcja na ostre uszkodzenie migénia sercowego °°.
Aktywacja 1 uszkodzenie $rédbtonka w wyniku IRI zwigksza przepuszczalno$¢ naczyn
i rekrutacje komorek zapalnych. Ekspresja czasteczek adhezji komoérkowej na
uszkodzonym $rodbtonku (np. czasteczki adhezji migdzykomorkowej (ang. intercellular
adhesion molecule-1, ICAM-1), czasteczki adhezji komoérkowej naczyn (ang. vascular
cellular adhesion molecule-1, VCAM-1), selektyny E) sprzyja inwazji tkanek przez
komorki zapalne, w tym neutrofile **. Badania wykazaly, Ze hamowanie procesow
zapalnych, m.in. przy uzyciu przeciwciat przeciwko czasteczkom adhezyjnym, w czasie
reperfuzji, wykazuje efekt kardioprotekcyjny €. W ciagu szesciu godzin po rozpoczeciu
reperfuzji mig$nia sercowego neutrofile gromadza si¢ w tkance migsnia sercowego
objetej zawalem w odpowiedzi na uwolnienie chemoatraktantow, ROS, cytokin
i aktywowanego dopetniacza. Neutrofile w okolicy martwiczej uwalniajg do srodowiska
enzymy proteolityczne, wytwarzajag kolejne ROS 1 przyczyniaja si¢ do okluzji

naczyn 3459,

Oprocz komorek $rodbtonka 1 neutrofilow, takze ptytki krwi sg
zaangazowane w procesy zapalne w IR1 284 Udziat ptytek krwi w zapaleniu w IRI zostat

szczegotowo opisany w rozdziale 3.
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3. Znaczenie plytek krwi w MI i uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym

Serca

Peknigcie niestabilnej blaszki miazdzycowej inicjuje aktywacje ptytek krwi 1 tworzenie
zakrzepu, co prowadzi do zakrzepowej okluzji makroskopowych i mikroskopowych
naczyn wiencowych, skutkujac niedokrwieniem i czesto AMI 596,

Uszkodzenie $rodbtonka naczyn w wyniku peknigcia niestabilnej blaszki
miazdzycowej prowadzi do ekspozycji biatek podsroédbtonkowych. Podsrédbtonkowa
macierz zewnatrzkomérkowa sklada si¢ gléwnie z wldkien kolagenowych,
proteoglikanéw, GP i wody ®’. VWF, wydzielany z komérek $rédblonka, czesciowo
przylega do kolagenu macierzy podsrédbtonkowej, w wigkszo$ci jednak uwalniany jest
do $wiatta naczynia ®8. Dzieki obecnoéci kilku receptoréw na powierzchni ptytek mozliwa
jest adhezja ptytek krwi do uszkodzonej $ciany naczynia. Kompleks GPIb-1X-V
I integryna ollbp3 wiaza si¢ do vVWF zwigzanego z kolagenem podsrodblonkowym.
Natomiast GPVI 1 integryna o2B1 (VLA-2, GPla/lla) wiazg si¢ bezposrednio
z kolagenem podsrodbtonkowym, stabilizujac interakcje ptytka krwi—$ciana naczyn %1,
Adhezja plytek krwi do warstwy podsrodbtonkowej wyzwala aktywacje plytek, co
skutkuje zmianami w morfologii 1 ekspresja receptorow, a to z kolei prowadzi do zmian
w fenotypie ptytek krwi '2. Aktywowane phytki krwi uwalniaja rozpuszczalne mediatory,
takie jak tromboksan A2 (TXA2) i ADP, i wytwarzaja trombine ">, W wyniku aktywacji
plytek krwi aktywowana GP IIb-Illa staje si¢ zdolna do wigzania rozpuszczalnego
fibrynogenu, umozliwiajac w ten sposob agregacje ptytek krwi °. Uwolnieni w wyniku
aktywacji agonis$ci: ADP, trombina, TXA2 przyczyniaja si¢ do tworzenia skrzepu,
poprzez stymulacje¢ krazacych ptytek do aktywacji i agregacji w procesie zwanym
rekrutacja ptytek ">4. Niektore mediatory uwalniane przez aktywowane ptytki, takie jak
prostaglandyna E2 (ang. prostaglandin E2, PGE2), nie wywoluja agregacji, ale
wzmacniajg aktywacje ptytek indukowang przez stabe bodzce i biorg udziat w rekrutacji
innych ptytek do rosnacego czopu ptytkowego 77

Udziat plytek krwi w MI obejmuje wspomniang niedrozno$¢ zakrzepowa
nasierdziowej tegtnicy wiencowej w miejscu erozji blaszki miazdzycowej, a takze
mikroembolizacj¢ zakrzepowych agregatéw bogatych w ptytki krwi, zwezenie naczyn
zalezne od ptytek, nasilone wewnatrznaczyniowe tworzenie skrzeplin w mikrokrazeniu
i reakcje zapalne za posrednictwem ptytek krwi w niedokrwionym migéniu sercowym 8,

Powyzsze sktadowe determinujg stopien niedokrwienia migsnia sercowego 1 dysfunkcje
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skurczowa mieénia sercowego, a tym samym obraz kliniczny choroby ‘8.

Mikroembolizacja prowadzi do zmniejszenia regionalnego przeptywu wiencowego,
a nastepnie przemijajacego niedokrwienia migénia sercowego 6. Uwalnianie serotoniny,
TXAZ2 i wolnych rodnikow przez ptytki krwi w zatorowanych naczyniach prowadzi do
skurczu naczyn ‘8. Poza szkodliwa rola plytek krwi w MI wykazano, ze uwolnienie
zawarto$ci ptytek krwi wptywa korzystnie na integralno$¢ $rodblonka naczyn
wiencowych ’°.

Standardowym sposobem leczenia niedokrwienia mig$nia sercowego  jest
rewaskularyzacja i przywrocenie przeptywu krwi. Paradoksalnie przywrocenie
przeptywu krwi do wczesniej niedokrwionego migsnia sercowego moze spowodowac
dalsze uszkodzenie tkanek zwane IR1 8. Strategie reperfuzji maja na celu rozpuszczenie
czopu zakrzepowego wewnatrz nasierdziowej tetnicy wiencowej poprzez podanie
srodkow fibrynolitycznych lub poprzez bezposrednig PCI “8. Poczatkowa faza reperfuzji
charakteryzuje si¢ brakiem rownowagi jonowej i zaburzeniami w wymianie jonow
Na*/Ca?* i Na'/H*, co przyczynia si¢ do uszkodzenia mitochondriéw i hiperskurczu
migénia sercowego °% Nastepnie regeneracji migénia sercowego zagrazaja
mikroembolizacja, wytwarzanie ROS i niestabilno$é integralnosci ciany naczynia &. We
wczesnych godzinach po reperfuzji dochodzi do nadmiernej rekrutacji leukocytow do
zajetego miesnia sercowego, co przyczynia si¢ do IRI *°.

Ptytki krwi ulegaja aktywacji na wczesnym etapie reperfuzji, po czym nastepuje
akumulacja plytek w niedokrwionym mieéniu sercowym 8!, Poniewaz akumulacja
neutrofilow podczas reperfuzji mig¢$nia sercowego zachodzi duzo pdzniej niz ptytek krwi,
plytki sg jednymi z pierwszych komorek krwi, ktore podczas reperfuzji przylegaja do
uktadu naczyniowego, wczesniej niedokrwionego miesnia sercowego 8. Pytki krwi
biorg udziat w patofizjologii IRI poprzez kilka mechanizmoéw, takich jak: agregacja
ptytek i tworzenie mikrozakrzepow, tworzenie agregatow plytkowo-leukocytarnych,
uwalnianie egzosomow i substancji o dzialaniu zwg¢zajacym naczynia krwiono$ne,
powstawanie PMP i ciatek apoptotycznych 8. Agregacja plytek krwi i powstawanie
mikrozakrzepoéw w matych naczyniach sercowych i naczyniach wlosowatych przyczynia
si¢ do uszkodzenia tkanki migénia sercowego .

Efektem aktywacji plytek krwi jest uwolnienie zawartosci ich ziarnistosci 84,
Degranulacja moze prowadzi¢ do interakcji plytek z leukocytami oraz ze $rédbtonkiem
naczyniowym, skutkujac rozwojem odpowiedzi zapalnej. Integryny allbB3 i a21 biorg

udziat w oddzialywaniu ptytek krwi z macierza wewnatrzkomorkowsg, Srodblonkiem
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i leukocytami ®. Selektyny i integryny, ekspresjonowane na blonie aktywowanych
ptytek, wiazac si¢ z receptorami blonowymi leukocytéw, biorg udzial w tworzeniu

agregatow  plytkowo-leukocytarnych 2,

Bezposrednie wigzanie = P-selektyny,
ekspresjonowanej na powierzchni aktywowanych ptytek krwi, z ligandem PSGL-1 (ang.
P-selectin glycoprotein ligand-1, PSGL-1) neutrofiléw inicjuje interakcj¢ i formowanie
agregatow plytkowo-neutrofilowych %3 Aktywowana integryna neutrofilow oMp2
(ang. macrophage-1 antigen, MAC-1) wiaze si¢ z ptytkami krwi w dwojaki sposob:
bezposrednio przez GPIba i1 posrednio z udziatem fibrynogenu przez integryne allbf33.
Wigzanie to zwigksza interakcj¢ ptytek krwi i neutrofilow oraz stabilizuje adhezj¢ ptytek
krwi do neutrofilow 88, Ostatnie badania pokazuja, ze w adhezji ptytek krwi do
neutrofildow bierze udziatl receptor powierzchniowy ptytek CD147, ktory wiaze si¢
z MAC-1 neutrofilow, jednak mechanizm tej interakcji nie jest znany 4.

Agregaty plytkowo-leukocytarne sprzyjaja dalszemu naciekaniu leukocytéw do tkanki
objetej MI i IRI #, natomiast zmniejszenie interakcji ptytek krwi z neutrofilami redukuje
IR1 w tkance sercowej . Wykazano zwiazek miedzy interakcjami ptytek z neutrofilami
a IRI, gdy w izolowanym modelu serca poddanego niedokrwieniu i reperfuzji,
jednoczesna perfuzja buforem z ptytkami krwi i neutrofilami nasilita dysfunkcje
skurczows serca %°. Natomiast Seligman i in. wykazali, ze ptytki krwi i neutrofile
podawane jednocze$nie do serc $winek morskich narazonych na niedokrwienie o niskim
przeptywie nie wykazywaty addytywnego dziatania kardiodepresyjnego . Badania na
zwierzetach wykazaty pozytywny wptyw blokowania P-selektyny na rozwoj sercowego
IRI, objawiajacy si¢ mniejszg infiltracjg neutrofilow lub zmniejszong adhezjg ptytek krwi
do neutrofiléow w obszarze zawatu 552, Dodatkowo wykazano, Ze serotonina uwalniana
przez plytki krwi powodowata degranulacje neutrofilow oraz zwigkszata ekspresje
czasteczki adhezyjnej CD11b neutrofiléw, prowadzac do nasilenia stanu zapalnego
W obszarze zawahu i zwiekszenia IRI %2,

Wykazano, ze wzrost liczby krazacych agregatéw ptytek krwi 1 monocytéw moze by¢
niezaleznym czynnikiem ryzyka choréb sercowo-naczyniowych i naczyniowo-
moézgowych, a wystepowanie ich w znacznej ilosci moze by¢ wykorzystane jako czynnik
predykcyjny u pacjentow po AMI %,

Rola ptytek krwi w patogenezie IRI zostata rOwniez powigzana z wytwarzaniem ROS
przez plytki krwi. W badaniach serc $winek morskich narazonych na I/R podanie
aktywowanych ptytek we wczesnej fazie reperfuzji prowadzito do jedynie czgsciowego

przywrocenia pracy serca. W kardiodepresyjnym dziataniu ptytek krwi posredniczyty
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ROS *. Wykazano szkodliwy wplyw aktywowanych plytek na czynnoéé lewej komory
(ang. left ventricle, LV) serca po IRI *°. Przeciwstawne wyniki uzyskali Muessig i in.
wykazujac ochronne dziatanie osocza bogatoptytkowego (PRP) na regeneracje¢ 1 funkcje
LV serca po IRl °. Ponadto uwolnione ze zaktywowanych ptytek PMP, ciatka
apoptotyczne i egzosomy moga potencjalnie nasila¢ stan zapalny w obrebie migénia
sercowego W I/R 8. Uwalnianie TXA2 dodatkowo prowadzi do dysfunkcji §rodbtonka &,
Mirabet 1 in. wykazali, ze wptyw ptytek krwi na mig¢sien sercowy poddany niedokrwieniu
1 reperfuzji zalezy od obecnosci 1 stopnia aktywacji ptytek. Zwigkszona aktywacja ptytek
krwi skutkuje wigksza akumulacjg ptytek w mig$niu sercowym i dodatkowym
uszkodzeniem mig$nia sercowego. Autorzy konkludujg, ze odmienne wyniki uzyskane

przez badaczy moga takze wynikaé z réznego stopnia aktywacji ptytek krwi .

3.1. Protekcyjna rola plytek krwi w MI

Wigkszo$¢ badan wskazuje na niekorzystny wptyw ptytek krwi na niedokrwiony
migsien sercowy. Dodatkowo wigkszo$¢ strategii terapeutycznych obejmuje
zastosowanie terapii przeciwplytkowej, aby zapobiec dalszym zdarzeniom zakrzepowym
i zahamowa¢ gromadzenie si¢ plytek w migsniu sercowym. Pierwsze doniesienia
0 pozytywnym wptywie trombocytéw na migsien sercowy w MI oraz IRI pojawity sig¢
w latach 90 ubiegltego wieku. Prace opublikowane przez Yang 1 in. wykazaty
kardioprotekcyjne dziatanie ptytek krwi na izolowane serca szczurze poddane I/R juz
przy perfuzji serca niska liczbg ptytek °'. Dodatkowo efekt kardioprotekcji zostat
powigzany z uwalnianiem adenozyny i TGF-B1 %%,

Jedng z czasteczek, uwalnianych przez aktywowane plytki krwi, ktora wykazata
wlasciwosci kardioprotekcyjne, jest chemokinina SDF-1a (ang. stromal cell-derived
factor-1 alpha). SDF-1a uwalniana jest z ziarnisto$ci o, a receptor dla tej chemokininy
(CXCR4) znajduje sie na powierzchni kardiomiocytéw %1%, Ochronny wptyw SDF-1a
na kardiomiocyty zostat powigzany z inicjalizacjg sygnalizacji kinazy biatkowej C (ang.
protein kinase C, PKC) 1% Interakcja pomigdzy SDF1-a a CXCR4 odgrywa rowniez
kluczowa role w rekrutacji komodrek progenitorowych do migénia sercowego objetego
M1 192, Wykazano, ze SDF1-a powoduje opdznienie §mierci kardiomiocytow narazonych
na niedokrwienie i MI 1%, Dodatkowo zwigkszona ekspresja SDF1-0. na powierzchni

ptytek krwi u pacjentow z MI wigzata si¢ z poprawg czynno$ci serca i zmniejszeniem
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8 a najwyzsza ekspresjc SDF-1a obserwowano w strefie objetej

rozmiaru zawatu °
niedokrwieniem 192,

Aktywacja ptytek skutkuje uwolnieniem TGF-B1 z ziarnistosci alfa. Podobnie jak
w przypadku SDF-1a, na powierzchni kardiomiocytow obecny jest receptor dla TGF-B1-
TGFpR1, a kardioprotekcyjne dziatanie TGF-f1 opiera si¢ na mechanizmie sygnalizacji
PKC 101104 Wykazano, ze TGF-Pl dziata ochronnie na miesien sercowy szczura
i zmniejsza apoptoze kardiomiocytdéw w wyniku niedotlenienia i reoksygenacji %1%,
Inne badania wykazaly wyzsza ekspresje TGF-B1 na powierzchni ptytek u pacjentow
Z ostrym zespotem wiencowym (ang. acute coronary syndrome, ACS) niz u pacjentow
ze stabilng choroba wiencowa. Ponadto niska ekspresja TGF-B1 plytek byta zwigzana ze
zwigkszong $miertelno$cig i czesto$cig wystepowania MI z uniesieniem odcinka ST
(STEMI) 106,

Sfingozyno-1-fosforan (ang. sphingosine-1-phosphate, S1P) jest uwalniany
z aktywowanych ptytek krwi podczas tworzenia skrzepu oraz w przebiegu proceséw
zapalnych, takze w MI %7, Plytki nie syntetyzuja sfingozyny de novo, ale wlaczaja
sfingozyne pochodzenia zewnatrzkomorkowego. Nastepnie, dzigki kinazie sfingozyny,
jest ona przeksztalcana w S1P i magazynowana w ptytkach 1%, Badania wykazaly, ze SI1P
chroni  perfundowane serca  krolikow 1 myszy przed uszkodzeniem
niedokrwiennym %119 Badania ex vivo izolowanych kardiomiocytow i perfundowanych
serc szczurdw potwierdzily kardioprotekcyjne dzialanie S1P. Zaobserwowano wzrost
zywotnosci kardiomiocytow w warunkach niedotlenienia oraz zmniejszenie wielkosci M1
po I/R 11112 Q1P posredniczyt rowniez w kardioprotekcji podczas prekondycjonowania
niedokrwiennego (ang. ischemic preconditioning, IPC) i postkondycjonowania serc
poddawanych I/R (ang. ischemic postconditioning, IPoC) 3114 Analogicznie do SDF-1a
I TGF-B1, na powierzchni kadiomiocytow obecne sa takze receptory dla S1P. Receptory
S1P2 i S1P3 sprzezone z biatkiem G sg stymulowane podczas I/R 1 promujg przezycie
kardiomiocytow °. Aktywacja receptoréw S1P2 i S1P3 prowadzi do aktywacji szlakow
sygnatowych RISK (ang. reperfusion injury salvage kinases) i SAFE (ang. survivor
activating factor enhancement) 13115116 Pponadto wykazano, ze SIP wyzwala ochrong
serca przez aktywacje $ciezki sygnalowej kinazy 1 aktywowanej przez P21 (ang.
P21-activated kinase, Pakl)/kinazy biatkowej B (ang. protein kinase B,
Akt)/srodblonkowej syntazy tlenku azotu (ang. endothelial nitric oxide synthase,
eNOS) 7. Badania przeprowadzone przez Cohen i in. na sercach szczurzych wykazaly,

ze kardioportekcyjne dziatanie kangreloru, jednego z lekéw przeciwplytkowych
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| antagonisty plytkowego receptora P2Y12, nie wynika jedynie z efektu
antyagregacyjnego leku, poniewaz kangrelor nie zmniejszat rozmiaru zawatu u szczurow
z trombocytopenia, poddanych 30 minutowemu niedokrwieniu i nastepnie dwugodzinnej
reperfuzji. Autorzy wykazali, ze w mechanizmie ochronnym kangreloru konieczna jest
interakcja leku z ptytkami krwi i fosforylacja sfingozyny 8. Penna i in. potwierdzili, ze
interakcja z ptytkami jest konieczna dla ochrony tikagreloru, kolejnego antagonisty
plytkowego receptora P2Y 12, w sercach szczuréw. Ponadto tikagrelor moze indukowac
uwalnianie S1P z ptytek, co wyzwala efekt kardioproteincyny in vivo °.

Jak wspomniano wczesniej, aktywowane ptytki krwi uwalniajg adenozyng. Badania
przeprowadzone na izolowanych sercach szczurzych narazonych na 40 minutowe
niedokrwienie i 30 minutowg reperfuzje wykazatly, ze uwalniana adenozyna posredniczy
w kardioprotekcji, chronigc migsien sercowy przed dysfunkcja i IRI . Adenozyna
wykazata takze swoje wlasciwosci kardioprotekcyjne u pacjentow z niewydolnoscia
serca 1%, Mechanizm kardioprotekcyjny adenozyny opiera sie na aktywacji szlaku
RISK 21, Badania wykazaty, ze tikagrelor zwicksza uwalnianie adenozyny z ptytek krwi
1 analogicznie do S1P, takze adenozyna jest zaangazowana w kardioprotekcyjny wptyw
tikagreloru 1°,

Czynnik aktywujgcy piytki krwi (ang. platelet activating factor, PAF) jest
fosfoglicerydem wytwarzanym przez ptytki 1?2, PAF dziala na kardiomiocyty przez
swoiste receptory (PAFRs) obecne na powierzchni komérek 2. Jednak efekt dziatania
PAF na migsien sercowy poddany IRI jest zalezny od st¢zenia PAF. Niskie st¢zenia PAF,
w zakresie pmol/l, wywotuja efekt kardioprotekcyjny w mechanizmie aktywacji kinaz
sygnalizacyjnych RISK, w tym PKC, Akt i eNOS 2124 Natomiast wysokie stezenia
PAF, w przedziale 1-10 nmol/l, wykazywaty ujemne dziatanie inotropowe oraz silne

123

dziatanie arytmogenne ““°. Czynniki pochodzenia plytkowego o potwierdzonym

dziataniu kardioprotekcyjnym przedstawiono na rycinie 2.
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Rycina 2. Czynniki pochodzenia plytkowego o dzialaniu kardioprotekcyjnym uwalniane
w wyniku aktywacji plytek krwi.

S1P — sfingozyno-1-fosforan, PAF — czynnik aktywujacy ptytki krwi, TGF-1 — transformujacy
czynnik wzrostu 1, SDF-1la — zrgbowy czynnik 1 alfa, PMP — mikroczasteczki pochodzenia
ptytkowego. Obraz powstal przy uzyciu BioRender.com.

adenozyna

Kolejnym czynnikiem wywotujacym efekt kardioprotekcyjny, zwigzanym z ptytkami
krwi jest zjawisko mitofagii. Mitofagia polega na degradacji uszkodzonych
mitochondriéw powstajacych m.in. w odpowiedzi na niedotlenienie 1%, Mitofagia ptytek
krwi $ci$le taczy sie z regulacja aktywacji ptytek w warunkach MI i IRI *?°. Funkcjonalne
mitochondria s3 niezbedne do ich prawidtowej aktywacji ?’. Dlatego dysfunkcyjne
mitochondria ptytek prowadza do zmniejszonej produkcji ATP, uposledzonego
buforowania wapnia i do wytwarzania ROS 2. Badania przeprowadzone na myszach
wykazaty, ze na weczesnych etapach niedokrwienia w wyniku mitofagii z ptytek krwi
usuwane s3 tylko uszkodzone mitochondria, co umozliwia aktywacje ptytek i ich udziat
w MI 1%612° Ekspozycja ptytek na dalsze niedotlenienie w I/R powoduje eliminacje
kolejnych mitochondriéw i prawdopodobnie dochodzi takze do mitofagii funkcjonalnych
mitochondriow, co skutkuje zmniejszona aktywacja ptytek. Postuluje si¢, ze mitofagia
moze stanowi¢ mechanizm kardioprotekcji w I/R, gdyz chroni przed nadmierng

aktywacjg ptytek i1 uszkodzeniem mig$nia sercowego poprzez negatywny mechanizm
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samoregulacji 12612, W kardioprotekcyjne dzialanie mitofagii ptytek zaangazowany jest
receptor FUNDC-1, zlokalizowany na zewnetrznej btonie mitochondrialnej %, Wecigz
poszukuje si¢ nowych czasteczek, ktore wplywajac na poznane szlaki
wewnatrzkomorkowe mogg prowadzi¢ do kardioprotekcji wywotanej przez ptytki krwi.
Przykladem takiej czasteczki jest melatonina, ktéra reguluje zalezng od FUNDC-1
mitofagie ptytek, prowadzac do zmniejszenia aktywacji ptytek i kardioprotekcji w IRI 1%,
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4. Mikroczasteczki pochodzenia ptytkowego

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (EV) to struktury btoniaste, uwalniane z wielu komorek

132 133w wyniku ich

m.in. ptytek krwi, komorek rodbtonka 13, leukocytow 2, erytrocytow
aktywacji lub apoptozy. Wséréd EV wyrozniamy egzosomy, mikroczasteczki (ang.
microparticles, MP) i ciatka apoptotyczne 3. MP to fragmenty bton o érednicy od 0,1 do
1,0 um, zawierajgce biatka, informacyjny RNA (mRNA), mikroRNA (miRNA) i lipidy.
MP moga by¢ uwalniane z komoérek w wyniku r6znych stanéw patologicznych 1 moga
bra¢ udzial w patogenezie chordb, np. otytosci, cukrzycy, choroby nowotworowej 135138,
MP zawieraja fosfolipidy 1 fragmenty bton komorki, z ktérej pochodza, co umozliwia ich
roznicowanie. W wyniku aktywacji ptytki krwi uwalniaja PMP. PMP prezentujg biatka
powierzchniowe charakterystyczne dla ptytek, takie jak: CD61, CD62P, CD63 1 CD41.
PMP wykazuja wilasciwosci prozakrzepowe, moduluja interakcje migdzykomorkowe
i posrednicza w procesach zapalnych 1*°14°, W warunkach fizjologicznych PMP stanowig
wiekszos¢ krazacych MP. W ACS, w tym MI, stezenie PMP wzrasta, jednakze po
ustabilizowaniu si¢ choroby wraca do poziomu poczatkowego *!. Wiele badan
potwierdza, ze PMP mogg stuzy¢ jako potencjalne markery MI i IRl w przysztosci.
Liczba krazacych PMP koreluje ze stopniem niedokrwienia i zakrzepicy u pacjentow
z STEMI !, PMP posiadaja warto$é predykcyjng ryzyka wystapienia AMI i wiazg sic
z rozlegloscia uszkodzenia miesnia sercowego w AMI 142143 Badania przeprowadzone
na szczurach pokazaty, ze leki przeciwplytkowe moga zmniejszac obszar zawalu poprzez
modyfikacj¢ PMP, a liczba PMP silnie koreluje z obszarem zawatu. Stad PMP mozna
wykorzysta¢ rowniez do oceny wielkoéci zawahu 4. Dodatkowo PMP moga stanowi¢
biomarkery zwigkszonego ryzyka nowych incydentow sercowo-naczyniowych
U pacjentéow po AMI 5. Badania PMP u pacjentéw z STEMI wykazaty, ze dzieki
zawartym biatkom PMP biorg udziat w odpowiedzi zapalnej oraz nadmiernej agregacji
ptytek krwi odpowiedzialnej za zakrzepicg, mogg stanowi¢ marker postepujacej
zakrzepicy u pacjentow ze STEMI 6 i mogg odgrywaé role w patogenezie niedroznosci
naczyn mikrokrazenia 4. Inne badania wykazaly, Ze PMP moga pehié takze funkcje
antykoagulacyjng. PMP izolowane od szczurow poddanych prekondycjonowaniu
zwanym ,hartowaniem na odleglo$¢” (ang. remote ischemic pre-conditioning, RIPC)
zmniejszajg obszar zawahu i poprawiajg czynno$é LV u szczuréw poddanych IRI 148,

Ponadto PMP indukujg angiogenez¢ i moga przyczynia¢ si¢ do rewaskularyzacji po

przewlektym niedokrwieniu, poniewaz wstrzykniecie PMP do niedokrwionego migsnia
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sercowego wywolato zwigkszenie liczby funkcjonujacych naczyn krwiono$nych poprzez
aktywacje szlaku RISK. 9 W swojej pracy Liu i in., poddajac serca szczurze IPC,
uzyskali krazace MP, ktore po izolacji i ultrawirowaniu podano dozylnie 5 minut przed
reperfuzjg szczurom narazonym na IRI. Wykazano ochronng rol¢ uzyskanych MP na
serca szczurze narazone na IRI. MP wptywaty na tagodzenie uszkodzenia migénia
sercowego oraz przywrocenie czynnosci serca po IRI tj. zmniejszenie rozmiaru zawatu,
obnizenie aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej 1 liczby kardiomiocytow

apoptotycznych, przyspieszenie akcji serca oraz zmniejszenie uniesienia odcinka ST 1%,
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5. Metaloproteinazy macierzy zewngtrzkoméorkowej (MMP)

Aktywnos$¢ enzymatyczna metalloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowych (MMP)
po raz pierwszy zostata odkryta przez Grossa i in. jako aktywno$¢ kolagenolityczna
w ogonie kijanek, podczas degradacji bialek macierzy pozakomoérkowej w procesie
metamorfozy 1. Ze wzgledu na strukture pierwszorzedowa i specyficzno$é substratowa,
enzymy te podzielono na kilka grup. Podzial metaloproteinaz na grupy przedstawiono

w tabeli 1.
Tabela 1. Grupy metaloproteinaz

Grupa metaloproteinaz MMP

kolagenazy MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18

Zelatynazy MMP-2, MMP-9

stromielizyny MMP-3, MMP-10, MMP-11

matrylizyny MMP-7, MMP-26

metaloproteinazy blonowe MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17,

MMP-24, MMP-25

MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21,

MMP-23, MMP-27, MMP-28

[na podstawie ref. 152153,

5.1. Budowa MMP

MMP charakteryzuje budowa domenowa. W czgsteczkach wszystkich MMP mozna
wyr6zni¢ peptyd sygnatowy, prodomene (propeptyd) z motywem cysteinowym oraz
domen¢ katalityczng. Sekwencja sygnatowa enzymu znajduje si¢ na koncu tancucha
Z grupa aminowg. Prodomena odpowiedzialna jest za utrzymanie enzymu w stanie
nieaktywnym, dzieki znajdujgcej si¢ wewnatrz tej sekwencji cysteinie, ktora oddziatuje
z atomem cynku. W obrgbie domeny katalitycznej znajduje si¢ miejsce aktywne enzymu.
Zawiera ono sekwencj¢ aminokwasow z trzema czasteczkami histydyny, ktore wiaza
atom cynku, oraz reszta kwasu glutaminowego, ktora aktywuje czgsteczk¢ wody
zwigzang z cynkiem. Oprocz katalitycznego jonu cynku w obrebie tej domeny znajduje
si¢ rowniez dodatkowy jon cynku oraz od jednego do czterech jondéw wapnia,

153,154

odpowiadajacych za stabilizacje struktury enzymu Najprostsza budowa

charakteryzujg si¢ MMP-7 oraz MMP-26. Pozostate MMP za domeng katalityczng maja
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usytuowany region zawiasowy 1 domen¢ hemopeksynowa zakonczong grupa
karboksylowa. Region zawiasowy petni funkcje tacznika i decyduje o specyficznosci
substratowej enzymow. Domena hemopeksynowa na koncu karboksylowym decyduje
0 wigzaniu enzymu do bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej. Zwigzana jest takze
Z procesem rozpoznawania substratow oraz wigzaniem inhibitorow. Taka budowa
charakterystyczna jest dla MMP-1, MMP-3, MMP-8, MMP-10, MMP-12, MMP-13,
MMP-19, MMP-20 oraz MMP-27. W domenie Kkatalitycznej zelatynaz (MMP-9
i MMP-2) obecna jest dodatkowa domena fibronektynopodobna, ktéra odpowiada za
przytaczanie enzymow do kolagenu i elastyny. W czasteczkach MMP-11, MMP-21 oraz
MMP-28 pomiedzy prodomeng a domeng katalityczng enzymu zawarta jest sekwencja
rozpoznawang przez furyne. Dodatkowa sekwencja dla tych MMP zwigzana jest
z aktywacja enzymu w $rodowisku zewnatrzkomérkowym. Ta sekwencja obecna jest
takze w MMP blonowych (MT-MMP) tj. MMP-14, MMP-15, MMP-16 i MMP-24.
Dodatkowo wymienione MMP blonowe charakteryzujg si¢ obecnosciag dwoch domen:
transblonowej i cytoplazmatycznej, ktore odpowiadaja za zakotwiczenie enzymu
w btonie komorkowej. MMP-17 i MMP-25 takze nalezag do blonowych MMP, jednak

zakotwiczone s3 poprzez domene wiazaca glikozylofosfatydyloinozytol —1°315°,
Schematyczng budowe domenowg wybranych MMP przedstawiono na rycinie 3.
MMP-7, MMP-26 (@) ) Zn
MMP-1, MMP-3, MMP-8, MMP-10, ]
MMP-11, MMP-12, MMP-13, MMP-19, [ B y In R N———
MMP-20, MMP-27 '
MMP-2, MMP-9 (@) ) Zn |
mmpr23 @€ ) Zn m
MT-MMP @ J Zn /“ S ———
Peptyd ) Domena Region
. sygnalowy g ) Propeptyd \ Zn | Katalityczna ’ Zawiasowy
Domena Lacznik, czes¢ przezblonowa
W W " hemopeksyny 1 cytoplazmatyczna

Domena fibronektyny
typull

‘s | Domena bogata Domena
) W cysteine immunoglobulinopodobna

Rycina 3. Schemat budowy domenowej wybranych MMP.
Na podstawie ref. 156154,
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5.2. Aktywacja MMP

Metaloproteinazy sa $cisle regulowane na poziomie aktywacji. Syntetyzowane jako
pre-proenzymy sg nastepnie wydzielane do macierzy zewnatrzkomorkowej w postaci
nieaktywnego zymogenu, w ktérym cynk (w centrum aktywnym) jest zablokowany
wigzaniem koordynacyjnym przez cysteing N-koncowej czgéci tancucha biatkowego.
Nieaktywne zymogeny ulegaja aktywacji przez tzw. przelacznik cysteinowy (ang.
cystein-switch), ktory przerywa interakcje miedzy cysteing (w prodomenie) a jonem
cynku (w centrum aktywnym). Dochodzi do zmian konformacyjnych czasteczki MMP
| zastgpienia grupy tiolowej cysteiny przez czgsteczke wody. Nastepnie dochodzi do
usuniecia propeptydu i odstoniecia centrum aktywnego enzymu z jonem Zn 1215
Aktywacja zymogenu w macierzy zewnatrzkomoérkowej moze zachodzi¢ na kilka
sposobdw: poprzez proteolize¢ wywotang przez inne enzymy z rodziny MMP, przez
dziatanie innych rodzajow enzymow np. proteazy serynowej, furyny, aktywatora
plazminogenu i konwertazy, poprzez dziatanie ROS, a takze poprzez allosteryczne
zaburzenia zymogenu, ktoére moga prowadzi¢ do nieodwracalnej aktywacji MMP na
drodze autolizy 152153155,

Tkankowe inhibitory metaloproteinaz (ang. tissue inhibitors of metalloproteinases,
TIMPs) to cztery endogenne inhibitory MMP: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 oraz TIMP-4,
ktére blokuja aktywowane MMP poprzez wigzanie si¢ do ich miejsc katalitycznych .
W budowie TIMPs wyr6znia si¢ dwie domeny: domen¢ N-koncowa, ktora wigzac si¢
z centrum aktywnym MMP zajmuje miejsce substratu i blokuje aktywno$¢é enzymu oraz
domeng C-koncowa, ktéra wplywa na potaczenie inhibitora z domeng hemopeksynowa
MMP ¥ TIMPs réznig si¢ miedzy soba zdolnoscia do hamowania poszczegdlnych
MMP. TIMP-1 wykazuje wigksze powinowactwo do MMP-9, natomiast TIMP-2 do
MMP-2 158 Hamowanie MMP przez TIMPs odbywa si¢ w stosunku stechiometrycznym
1:1 133, Dodatkowo TIMPs tworza kompleksy z proMMP. Kompleksy TIMPs z pro-MMP
sg stabilizowane przez interakcje domen C-koncowych TIMPs z domenami
hemopeksynowymi zymogenu. Interakcje TIMP z pro-MMP sg stosunkowo specyficzne:
TIMP-2, TIMP-3 lub TIMP-4 z pro-MMP-2 oraz TIMP-1 lub TIMP-3 z MMP-9.
Poniewaz interakcje kompleksow TIMP z pro-MMP nie obejmuja N-koncowej domeny
TIMP, kompleksy sa zdolne do interakcji z druga czasteczka MMP %7, Kompleksy
TIMPs z proMMP mogg bra¢ udzial w aktywacji proMMP, np. w aktywacji proMMP-2
biorg udziat MMP-14 i TIMP-2. Domena Kkatalityczna MMP-14 oddziatuje
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z kompleksem pro-MMP-2-TIMP-2 poprzez domen¢ N-koncowa TIMP-2 i tworzy
trojsktadnikowy kompleks zwigzany z btong komérkowa. Aktywacja pro-MMP-2 jest
wyzwalana przez rozszczepienie jego prodomeny przez druga czasteczke MMP-14 17,
Aktywacja proMMP-2 przez TIMP-2 jest mozliwa tylko przy stosunkowo niskim
stezeniu TIMP-2 13,

5.3. Funkcje MMP

MMP  biorg wudzial w degradacji strukturalnych sktadnikéw macierzy
zewnatrzkomorkowej, takich jak kolagen, laminina czy fibronektyna. Degradacja
macierzy zewnatrzkomorkowej utatwia komoérkom migracje . Ponadto udziat MMP
W proteolizie macierzy zewnatrzkomoérkowej prowadzi do uwolnienia zwigzanych
czasteczek sygnatowych, dziatajacych parakrynnie lub autokrynnie '*3. Kolejng rola
MMP jest posredniczenie w interakcjach migdzy komorkami oraz migdzy komoérkami
ablong podstawng, poprzez degradacje polaczen miedzy komoérkami Iub biatek
budujacych blone podstawng '°3. Dodatkowo MMP bezposrednio aktywuja cytokiny,
chemokiny, receptory powierzchniowe komorek, czynniki wzrostu i inne proteazy 1°2.
Dzigki swojemu dziataniu MMP przyczyniajg si¢ do podstawowych procesow, takich jak:
proliferacja, réznicowanie, adhezja, migracja i apoptoza komoérek °2. Dziatanie MMP na
sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowej powoduje, ze okreslone MMP wplywaja na

szereg procesOw fizjologicznych i patofizjologicznych, wiaczajac: kontrole biologii
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komérek macierzystych 00161 angiogeneze , reprodukcje , embriogeneze,

przebudowe i naprawe tkanek %4, choroby o$rodkowego uktadu nerwowego 1%, choroby

187 i nowotwory !, Ze wzgledu na zakres

naczyniowe, choroby ptuc 1%, zapalenie
niniejszej pracy rola wybranych MMP w MI i IRI zostala szczegdétowo opisana

w kolejnych podrozdziatach.

5.4. Metaloproteinazy plytek krwi

W ptytkach krwi zidentyfikowano: MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-4 oraz
TIMP-1, TIMP-2 oraz TIMP-4.12 Na potrzeby niniejszej pracy doktadniej, w kontekscie
ptytek krwi, zostang opisane dwie MMP: MMP-2 oraz MMP-9.

Ptytki krwi zawierajg i podczas aktywacji uwalniaja MMP-2 (zelatynazg A). W stanie
spoczynku ptytki krwi zawieraja niewielka ilos¢ MMP-2 (0,3+0,1 ng/108 ptytek).
Aktywacja i agregacja plytek krwi, np. przy udziale trombiny lub kolagenu, skutkuje
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przemieszczeniem pro-MMP-2 z cytozolu na powierzchni¢ plytki, gdzie ulega ona
aktywacji do MMP-2. Nastepnie aktywna forma MMP-2 zostaje uwolniona w znacznej
ilosci (17,3+3,7 ng/108 ptytek) do przestrzeni pozakomorkowej 1681 Chociaz MMP-2
nie jest w stanie doprowadzi¢ do agregacji plytek spoczynkowych dowiedziono, ze
MMP-2 w niskich stezeniach wzmaga odpowiedz ptytek na niskie stezenia agonistow,
np. kolagenu, AA, trombiny i ADP 179172, Dodatkowo wykazano, ze wysokie stezenie
MMP-2 powodowato zahamowanie indukowanej kolagenem agregaciji ptytek krwi 172,
Wykazano takze, ze aktywno$¢ MMP-2 w ptytkach jest proporcjonalna do ich wielkosci,
a w matych plytkach moze by¢ trudna do wykrycia 173,

Do receptoréw powierzchniowych plytek krwi wigzacych MMP-2 naleza: integryna
ovPs, GP llb-llla oraz receptor aktywowany przez proteazy 1 (PAR1) *°. Wigzanie
receptora GP llb-Illa z wewnatrzkomérkowg MMP-2 prowadzi do regulacji aktywacji
i agregacji ptytek krwi indukowanej agonista *. PAR1, gléwny receptor trombiny na
ludzkich ptytkach, moze by¢ aktywowany przez MMP, w tym takze MMP-2 175, Ponadto
enzymatyczne rozszczepienie PAR-1 przez MMP-2 poprzedza wigzanie MMP-2
z receptorem dla GP llb-llla, co w efekcie prowadzi do aktywacji ptytek krwi 176,
Wykazano, ze wewnatrzkomérkowa aktywna forma MMP-2 wptywa na aktywacje
| agregacje plytek poprzez hydrolityczng aktywacje taliny, ktora jest zwigzana
z aktywacja GP Ilb-1lla 1™,

Ptytki krwi uwalniaja pro-MMP-2 i aktywna posta¢ MMP-2 w miejscu uszkodzenia
naczyn in vivo. Ilos¢ uwalnianej lokalnie MMP-2 jest zdolna do wzmocnienia odpowiedzi
plytek na bodziec *’’. Badania przeprowadzone u pacjentéw z ACS wykazaty, ze MMP-2
jest uwalniana do krazenia wiencowego i pochodzi w wigkszosci z ptytek krwi.
Uwalniane MMP-2 przez ptytki aktywowane w miejscu peknigcia blaszki miazdzycowej
moze silnie przyczynia¢ si¢ do przedtuzonej wewnatrzwiencowej aktywacji ptytek.
MMP-2 moze zatem odgrywaé role w tworzeniu skrzepliny in vivo 1’8, Inne badania
wykazatly, ze aktywna forma MMP-2, dodawana egzogennie lub uwalniana przez
aktywowane ptytki krwi zwigksza ich aktywacje wywotang napr¢zeniem $cinajacym
I nasila odktadanie si¢ ptytek na kolagenie, promujac rekrutacje ptytek do rosngcego
zakrzepu . MMP-2 moze zatem odgrywaé istotng role w tworzeniu skrzepliny
W miejscach zwigkszonego naprezenia $cinajacego in vivo, jak w zwezonych
miazdzycowych tetnicach wiencowych lub w stanach wzmozonego uwalniania MMP-2

przez ptytki krwi lub $ciane naczynia 169179,
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Obecnos¢ MMP-9 (zelatynazy B) w ptytkach krwi pozostaje kwestia dyskusyjna.
Cze$¢ badaczy potwierdzito obecnos¢ MMP-9 w ptytkach 8 inni  temu
zaprzeczaja 1">18L. Przyczyng niewykrycia MMP-9 w plytkach moze by¢ zastosowanie
metod o niskiej czutosci diagnostycznej. Inni uwazajg, ze MMP-9 jest uwalniana podczas
tworzenia proptytek z megakariocytow, natomiast nie jest obecna w dojrzatych ptytkach
krwi 182, Wykrycie MMP-9 w plytkach moze byé rowniez zwigzane z zanieczyszczeniem
badanych ptytek leukocytami, dlatego niezmiernie wazny jest wtasciwy sposob izolacji
ptytek 173. Dodatkowo wykazano, ze aktywowane ptytki sa zdolne do wigzania MMP-9
ze $rodowiska, stad wykrywana MMP-9 w plytkach moze pochodzié z osocza 1%,
Udowodniono, ze w przeciwienstwie do MMP-2, MMP-9 hamuje agregacje ptytek

indukowang przez agonistow 4,

Aktywna MMP-9 moze powodowaé zmiany
konformacyjne bton ptytek krwi oraz tworzenie rodnikéw hydroksylowych, co prowadzi
do zahamowania agregacji. Kolejnym prawdopodobnym mechanizmem hamujacego
dziatania MMP-9 jest blokowanie antyportera Na*/H*, co prowadzi do zmniejszonej
mobilizacji Ca?" wewnatrzkomoérkowego i zahamowania agregacji ®*. Aktywowana
MMP-9 zwigksza rowniez wytwarzanie tlenku azotu oraz cyklicznego GMP, powodujac
hamowanie agregacji ptytek. Dodatkowo aktywowana MMP-9 hamuje rozpad
fosfatydyloinozytolu, mobilizacje wewnatrzkomoérkowego Ca?* i tworzenie tromboksanu

A2, co prowadzi do zahamowania agregacji ptytek krwi &

5.5. Rola metaloproteinaz w uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym serca

W kardiomiocytach wykryto mRNA dla MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9
I MMP-14, natomiast synteza biatek ogranicza si¢ do trzech MMP: MMP-2, MMP-9
i MMP-14 8, Na potrzeby niniejszej pracy ponizej szczegétowo oméwiono znaczenie
dwoch MMP: MMP-2 i MMP-9 w uszkodzeniu serca wywotanym I/R.

MMP-2 jest syntetyzowana jako zymogen przez ré6zne komoérki, w tym miocyty serca,
i jest aktywowana przez proteazy ® lub na drodze post-translacyjnych modyfikacji
enzymu W wyniku zwickszonego stresu oksydacyjnego. Nadtlenoazotyn (ONOO )
generowany na etapie wczesnej reperfuzji po niedokrwieniu ¥, bezposrednio aktywuje
kilka MMP 8, ONOO w obecnosci glutationu aktywuje MMP-2 poprzez mechanizm
nieproteolityczny, obejmujacy S-glutationylacje reszty cysteiny w domenie

autohamujacej propeptydu 8°,
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W miocytach serca MMP-2 lokalizuje si¢ w cienkich i grubych miofilamentach
sarkomeru 120191 '\ cytoszkielecie %2, jadrze 1%, mitochondriach 1*° i kaweolach 1941%
Badania przeprowadzone na perfundowanych sercach szczurzych narazonych na I/R
wykazaty, ze MMP-2 ulega aktywacji w wyniku stresu oksydacyjnego i jest gtownym
mediatorem ostrej mechanicznej dysfunkcji serca po I/R %197 Aktywacja MMP-2
zachodzi zaré6wno na wczesnym etapie niedokrwienia, jak i w wyniku nastepowej
reperfuzji %1%, Aktywna posta¢ MMP-2 w IRI jest odpowiedzialna za degradacje
troponiny 1 %1% tapcuchéw lekkich miozyny-1 (ang. myosin light chain 1, MLC1) ¢,
o-aktyny %2 i tytyny 2% Reperfuzja serc szczurzych poddanych I/R skutkuje
uwolnieniem z serca duzych ilosci MMP-2 do krazenia, a wyrzut MMP-2 koreluje
z dysfunkcja serca po reperfuzji 1°2%!, Wykazano, ze degradacja MLC1 pod wptywem
MMP-2 w odpowiedzi na I/R zachodzi $cisle w fazie reperfuzji, natomiast w fazie
niedokrwienia dochodzi do hamowania degradacji MLC1 przez TIMP-4 1%, Sposrod
wszystkich TIMPs, TIMP-4 ulega najwyzszej ekspresji w sercu i jest uwalniany
z kardiomiocytéw w warunkach I/R 22, Wykazano, ze TIMP-4 jest niezbedny do

regeneracji migsnia sercowego in vivo 2%

, a uwalniany z kardiomiocytow w wyniku I/R
prowadzi do zwigkszonej aktywnosci MMP i w konsekwencji przyczynia si¢ do
sercowego IRl 2°2, Badania przeprowadzone z udzialem myszy transgenicznych, ze
specyficzna dla mig$nia sercowego ekspresja zmutowanej, konstytutywnie aktywnej
MMP-2, wykazaty, ze aktywna MMP-2 jest wystraczajagcym czynnikiem do wywolania
powaznej przebudowy komor i dysfunkcji skurczowej. Myszy transgeniczne nienarazone
na dodatkowe uszkodzenia np. I/R wykazywaty znacznie uposledzong funkcje skurczowsa
serca, zaburzenia w budowie sarkomeréw 1 mitochondriéw, glteboka lize miofilamentu,
rozpad rejestracji pasma Z i obnizony poziom troponiny I, a takze deorganizacje
miocytéw z obecnoscia wioknienia %, Badania wykazaty rowniez kardioprotekcyjne
dziatanie inhibitorow MMP. Zahamowanie aktywnosci MMP-2 doprowadzito do
poprawy funkcji skurczowej serca oraz zmniejszonej degradacji  biatek
kurczliwych 190-19219.20 - pomimo 7e w badaniach na zwierzetach uzyskano efekt
kardioprotekcyjny w IRI dzigki zastosowaniu inhibitorow MMP, w randomizowanych
badaniach klinicznych zastosowanie nieselektywnego inhibitora MMP nie zmniejszyto
przebudowy LV ani nie poprawito wynikéw klinicznych u pacjentow z AMI 2%,
W zwigzku z powyzszym wigkszo$¢ badan w tym zakresie obejmuje zastosowanie
selektywnych inhibitorow MMP-2 2%, Karwedilol, p-bloker trzeciej generacji, takze

wykazal efekt kardioprotekcyjny przez zmniejszenie aktywacji MMP-2 i obnizenie
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degradacji troponiny I, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do ochrony przed
dysfunkcjami skurczowymi mieénia sercowego poddanego I/R 2°°. Dodatkowo
perfundowanie serc szczurzych mieszaning lekow: doksycyliny (inhibitora MMP-2),
ML-7 (inhibitora kinazy lekkich tancuchéw miozyny) oraz 1400W (selektywnego
inhibitora indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS)) w dawkach subterapeutycznych
wykazalo pozytywne skutki zaréwno w prewencji, jak i leczeniu uszkodzenia
wywotanego I/R 27,

W badaniach przeprowadzonych na izolowanych sercach szczurzych poddanych
prekondycjonowaniu niedokrwiennemu, z trzema pigciominutowymi okresami
globalnego niedokrwienia i nastgpowa pigciominutowy reperfuzja tlenowa, przed I/R,
wykazano zmniejszong aktywacje i uwalnianie MMP-2 2% Inne badania
prekondycjonowania niedokrwiennego wykazaly obnizone st¢zenie sercowego
nadtlenoazotynu, ktory wiazal si¢ ze zmniejszong aktywacja MMP-2, co doprowadzito
do kardioprotekcji 2%, Dodatkowo rola MMP-2 zostata zauwazona w IPoC. Autorzy
stwierdzili, ze kardioprotekcyjne dziatanie IPoC moze czgsciowo wynika¢ z hamowania
aktywno$ci MMP-2 2%°,

W IRI serca dochodzi do uszkodzenia siateczki sarkoplazmatycznej (ang. sarcoplasmic
reticulum, SR), ktora jest gltownym wewnatrzkomérkowym organellum magazynujagcym
wapn w kardiomiocytach, krytycznym dla skoordynowanych skurczéw i relaksacji.
Pompa wapniowa SR SERCAZ2a (ang. sarco/endoplasmic reticulum calcium-dependent
ATPase 2a) podczas rozkurczu przemieszcza wapn do SR. Przemieszczenie wapnia
utatwia relaksacje mig$nia sercowego, decydujac nie tylko o szybkosci relaksacji, ale
takze o pojemnosci wewnatrzkomorkowych magazynow wapnia, co ostatecznie decyduje
o sile skurczu przy kolejnych uderzeniach serca 2'°. W badaniach wykazano wickszy
obszar zawalu 1 pogorszenie funkcji mig$nia sercowego po reperfuzji
u heterozygotycznych myszy z knock-out SERCA2a 2!, Badania przeprowadzone na
izolowanych prefundowanych sercach szczurzych poddanych I/R wykazaty, ze
selektywna inhibicja MMP-2 skutkowata poprawa kurczliwosci serca po I/R oraz
zmniejszonym wytwarzaniem fragmentu degradacji SERCA2a o masie 70 kDa 2%2,
Dalsze eksperymenty in vitro, polegajace na inkubacji mikrosomow sercowych
wzbogaconych w SR z egzogenng MMP-2, réwniez doprowadzity do proteolizy
SERCA2a. Dane te stanowiag mocny dowod na to, ze MMP-2 jest inaktywatorem
SERCAZ2a, co przyczynia sie do wczesnej dysfunkcji skurczowej po reperfuzji 25212,
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Junktofilina-2 (JPH-2) jest strukturalnym biatkiem blonowym, ktoére wiaze kanaliki
T z SR, umozliwiajac skoordynowane uwalnianie wapnia. Ostatnie badania wykazaty, ze
degradacja JPH-2 przez MMP-2 jest wczesng konsekwencjg IRI w mig$niu sercowym
i moze prowadzié¢ do uposledzenia funkcji skurczowej migénia sercowego 22,

Kolejng MMP, ktorej stezenie ulega podwyzszeniu w wyniku MI jest MMP-9 214,
Sercowa MMP-9 znajduje sie¢ w miocytach, fibroblastach i komorkach wsierdzia 2°,
MMP-9 dziata proteolitycznie na biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej 1 bierze udziat
w dhugotrwatych procesach przebudowy w przebiegu miazdzycy tetnic 1 niewydolnosci
serca 2'°, Aktywacja MMP-9 w wyniku niedokrwienia i stanu zapalnego zachodzi pod
wplywem NO i ROS w mechanizmie S-nitrozylacji (transfer tlenku azotu do kluczowej
grupy tiolowej cysteiny) i pozniejszego utleniania °2'8 Neutrofile s3 wczesnym
zrodtem MMP-9 w chorobie niedokrwiennej serca. Podczas pierwszych godzin reperfuzji
po MI naciekajace neutrofile uwalniaja aktywng MMP-9 2. W badaniach
przeprowadzonych na heterozygotycznych i homozygotycznych  myszach
transgenicznych z wyciszonym genem dla MMP-9, poddanych I/R, wykazano
zmniejszenie obszaru zawalu oraz mniejsza infiltracj¢ neutrofilow do niedokrwionego
mie$nia sercowego w poréwnaniu do myszy bez wyciszonego genu dla MMP-9 27 Inne
badania na myszach z delecja MMP-9 wykazaly ostabiong przebudowe LV po MI oraz
zwickszong neowaskularyzacje w przebudowie miesnia sercowego 21821°, Zastosowanie
inhibitorow MMP u myszy narazonych na MI wykazato ostabienie przebudowy LV 26,
Lan i in. w badaniu na zwierzetach wykazali, Ze leczenie melatoning chronito serce przed
IRI, poprzez zmniejszenie ekspresji MMP-9 220, Ostatnie badanie wykazato, ze
podawanie melatoniny u pacjentow z AMI poddawanych pierwotnej przezskornej
interwencji wiencowej w porownaniu do pacjentow, ktorym podano placebo, wigzato si¢
z lepszymi wynikami $redniego czasu przezycia podczas dwuletniej obserwacji oraz

zmniejszonym stezeniem MMP-9 w surowicy u tych pacjentow 22,
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6. CEL PRACY

Zawal mig$nia sercowego wcigz pozostaje gldwng przyczyna zachorowalnosci
| Smiertelno$ci na calym $wiecie, stanowiac 46% wszystkich zgondéw z przyczyn
sercowo-naczyniowych u mezczyzn i 38% u kobiet. Glownym wyzwaniem po
niedokrwieniu zawatowym jest ograniczenie IRI. Ptytki krwi odgrywaja gtéwna role
w patogenezie MI 1 IRI, poniewaz przyczyniaja si¢ do tworzenia zakrzepow
I mikrozakrzepow, biorg udzial w procesach zapalnych, uwalniajg szereg mediatorow
immunomodulacyjnych 1 czasteczek zwezajacych naczynia. Powszechnie stosowane
terapie przeciwptytkowe okazaty si¢ skuteczne w zapobieganiu zakrzepicy i odgrywaja
ochronng role w IRI serca. Jednakze rola plytek krwi w zawale migsnia sercowego i IRI
nadal pozostaje niejasna. W latach 90. pojawily si¢ pierwsze doniesienia 0 ochronnym
dziataniu czasteczek uwalnianych z ptytek krwi podczas zawatu serca. Badania wskazuja,
ze uwalniane z ptytek krwi: chemokinina SDF-la, TGF-B1, SIP oraz PAF moga
wywolywac efekt kardioprotekcyjny, jednakze mechanizmy tego dzialania nadal
wymagajg wyjasnienia. Upatruje si¢ takze roli mitofagii jako jednego z mozliwych
mechanizmow kardioprotekcji oraz roli PMP w indukcji angiogenezy i rewaskularyzacji
po przewlektym niedokrwieniu, jednak zagadnienia te nadal nie s3 w pelni poznane.

Kluczowe zatem wydaje si¢ ustalenie funkcji ptytek krwi w MI i IRI oraz poznanie
mechanizméw wzajemnego oddzialywania plytek krwi i kardiomiocytéw. Obecnie
stosowana farmakoterapia w MI i IRI skupia si¢ m.in. na hamowaniu aktywacji i agregacji
plytek krwi. Wykazanie efektu kardioprotekcyjnego ptytek krwi 1 poznanie mechanizmu
tego zjawiska moze przyczyni¢ si¢ do zmiany w stosowanym leczeniu.

Biorac pod uwage powyzsze, celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto sprawdzenie:

a. Czy w warunkach I/R ptytki krwi ulegaja aktywacji, w wyniku ktorej uwalniaja
PMP?

b. Czy plytki krwi wptywaja na zmiane ekspresji i aktywnosci MMP-2 oraz MMP-
9 w kardiomiocytach?

C. Czy plytki krwi wywierajg efekt ochronny na kardiomiocyty poddane I/R?

Cele szczegdtowe obejmowaty:

1. Analiz¢ markerow aktywacji plytek krwi oraz ekspresji markerow aktywacji

ptytek krwi na powierzchni PMP.
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2. Analiz¢ zmiany aktywnosci MMP-2 i MMP-9 w kardiomiocytach i ptytkach krwi
po I/R oraz w przestrzeni pozakomorkowej po etapie niedokrwienia i po etapie
reperfuzji, wraz z oceng ekspresji gendéw MMP-2 i MMP-9 w ptytkach krwi
i kardiomiocytach po I/R.

3. Sprawdzenie, jak obecno$¢ plytek krwi podczas I/R wptywata na uwalnianie
dehydrogenazy mleczanowej (LDH), aktywno$¢ metaboliczng kardiomiocytow

oraz ekspresje iNOS w komorkach serca.

Wyniki badan mogg udzieli¢ informacji na temat wptywu ptytek krwi na kardiomiocyty
poddane I/R.
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[I. MATERIAL I METODY

1. Materiat

Materiat do badan stanowity hodowlane ludzkie miocyty serca (nr kat. #6200, HCM,
PromoCell, Heidelberg, Niemcy) oraz ptytki krwi wyizolowane bezposrednio po
pobraniu krwi peilnej od zdrowego ochotnika. Material pobrano od 20 zdrowych
ochotnikéw, ktorzy nie przyjmowali zadnych lekow w ciggu 14 dni przed pobraniem.
Krew pobrano z zyly tokciowej przy uzyciu systemu zamknigtego (S-Monovette®,
Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy), igla 20 G 0 $rednicy zewngtrznej 0,9 mm do
polipropylenowych probéwek zawierajacych 106 mM cytrynianu sodu w proporcji:
9 czesdci krwi do 1 cze$ci cytrynianu (v/v). Badanie uzyskato zgod¢ Komisji Bioetycznej

przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu numer KB-421/2021.

2. Metody

2.1. Izolacja plytek krwi

Aparatura i wyposazenie:

e Probowko-strzykawka z cytrynianem sodu (106 mM) na 10 ml krwi (nr Kat.
02.1067.001, Sarstedt) i igta 20 G x 3/4 TW 0,9 x 19 mm Safety- Multifly®-
Needle (nr kat. 85.1160, Sarstedt)

e Probowki polipropylenowe, okragtodenne, $rednica 16 mm, dlugos¢ 100 mm,
pojemnos¢ 11 ml, z dopasowanym korkiem (nr kat. 20.1611.0, Medlab, Raszyn,
Polska)

e Automatyczne pipety miarowe

e Wirowka laboratoryjna 3K 15 (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Niemcy)

e Analizator hematologiczny KX-21N (Sysmex, Hyogo, Japonia)

Odczynniki i ich przygotowanie:

e 1M TRIS/HCI, pH 9,5:
1,2 g Trizma Base (nr kat. 93352, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 10 ml wody

dejonizowanej i doprowadzono do pH 9,5 roztworem HCI o stezeniu 35%.
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e Roztwor prostacykliny PGI2:
1 mg PGl (nr kat. P-6188, Sigma-Aldrich) rekonsytuowano w 1 ml zimnego
buforu 1 M TRIS/HCI, pH 9,5, procedur¢ przeprowadzono na lodzie.
Przygotowany roztwor przechowywano w matych porcjach, w temperaturze —
80°C 1 rozmrazano bezposrednio przed uzyciem.

e Bufor HEPES-NaCl (140 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7,4):
4,1 g NaCl (nr kat. BA4121116, POCH, Gliwice, Polska) i 2,6 g HEPES (nr Kat.
H7006, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 500 ml wody dejonizowanej
i doprowadzono do pH 7,4 roztworem HCIl o stezeniu 35%.

e Roztwoér gradientu o gestosci 1,063 g/ml (OptiPrep, nr kat. D1556, Sigma-
Aldrich):
10 ml gradientu OptiPrep rozcienczono 44,3 ml buforu HEPES-NaCl.

e Bufor HEPES (120 mM NacCl, 5 mM KCI, 1 mM MgClz, 5,6 mM glukoza,
10 mM tauryna, 5 mM HEPES, pH 7,4):
0,3535 g NaCl (nr kat. BA4121116, POCH), 0,0187 g KCI (nr kat. 117397402,
CHEMPUR, Piekary Slaskie, Polska), 0,0102 g MgCl, (nr kat. 363-116120500,
CHEMPUR), 0,05 g glukozy (nr kat. 114595600, CHEMPUR), 0,0625 g tauryny
(nr kat. T0625, Sigma-Aldrich) i 0,0655 g HEPES (nr kat. H7006, Sigma-Aldrich)
rozpuszczono w 50 ml wody dejonizowanej i doprowadzono do pH 7,4 roztworem
HCI o stezeniu 35%.

e 1M CaCl2
1,47 g CaCl (nr kat. 118748706, CHEMPUR) rozpuszczono w 10 ml H20.

e Bufor F (14,8 mM BSA)
150 mg BSA (nr kat. A3294, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 50 ml buforu
HEPES z dodatkiem 5 pl 1 M CaCla.

Izolacj¢ plytek krwi z krwi cytrynianowej, wolnych od zanieczyszczen

komoérkowych, przeprowadzono zgodnie z procedurg:

1. Do probowek z krwig petng dodano 20 pl roztworu PGl uzyskujac koncowe stgzenie
W probowkach 2 pg/ml.

2. Krew odwirowano przez 20 minut z sitg 200 x g.
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9.

10.

11.

. Z odwirowanych proboéwek zebrano PRP do polipropylenowych probéwek. PRP

rozcienczono dwukrotnie buforem HEPES-NaCl i dodano prostacykling, uzyskujac
stezenie koncowe 0,3 pg/ml.

Do polipropylenowych probowek odpipetowano po 5 ml gradientu i nawarstwiono po
3 ml rozcienczonego PRP.

Probdwki wirowano przez 20 minut z sitg 300 x g.

Do polipropylenowych probowek zebrano ptytki krwi z powstatej interfazy (2 x 3,7
ml), a nastepnie do ptytek krwi dodano prostacykline, uzyskujac st¢zenie koncowe
0,3 pg/ml.

Probdéwki wirowano przez 10 minut z sitg 900 % g.

Usunieto nadsacz, do probéwek dodano po 1 ml buforu HEPES-NaCl i prostacykling,
uzyskujac stezenie koncowe 0,3 pg/ml, wymieszano delikatnie przez aspiracjg.
Probdéwki wirowano przez 10 minut z sitg 800 x g.

Usunigto nadsacz, do probéwek dodano po 1 ml buforu F i prostacykling, uzyskujac
stezenie koncowe 0,3 pg/ml, wymieszano delikatnie przez aspiracje.

Liczba ptytek krwi zostata zmierzona na analizatorze hematologicznym Sysmex KX-

21N.

2.2. Hodowla komorkowa

Aparatura i wyposazenie:

e Komora laminarna (Mars Safety Classe 2, SCANLAF, Lillerad, Dania)

e Cieplarka z dozowaniem CO,/O, (MCO-18AC, SANYO, Osaka, Japonia)
e Karbogen

e Mikroskop odwrocony (MW-100, OPTA-TECH, Warszawa, Polska)

e EVE Automatic Cell Counter (NanoEntek, Seul, Korea)

e Wirowka (MPW-223e, MPW, Warszawa, Polska)

e Ciekly azot

Odczynniki i ich przygotowanie:

e Ludzkie miocyty serca (Human Cardiac Miocytes (HCM), nr kat. #6200,
PromocCell,)

e Poly-L-lizyna (nr kat. P4707, Sigma-Aldrich)
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e Penicylina/Streptomycyna (nr kat. P0781, Sigma-Aldrich) o stezeniu 10000 U
penicyliny i 10 mg streptomycyny/ml w 0,9% NaCl

e Filtry strzykawkowe z membrang o $rednicy porow 0,22 um (nr kat. 6-0047,
Bionovo, Emeryville, USA)

e Medium hodowlane (Myocyte Growth Medium (Ready-to-use) wraz z Suplement
Mix, nr kat. C-22070, PromoCell)

500 ml medium hodowlanego (Myocyte Growth Medium) zmieszano z 25,4 ml
suplementu (Myocyte Growth Medium Suplement Mix) i dodano 5 ml
Penicyliny/Streptomycyny. Nastepnie przefiltowano przez filtr strzykawkowy

0 $rednicy porow 0,22 pm, przechowywano w lodowce.

e Medium do mrozenia komoérek (Cryo-SFM, nr kat. C-29910, PromoCell)
e PBS (nr kat. P4417, Sigma)

e FBS (Fetal Bovine Serum, nr kat. S1810-500, Biowest, Nuaillé, Francja)
e Trypsyna/EDTA (nr kat. L0930, Biowest)

e Roztwor neutralizujacy trypsyne (Trypsin neutralization solution, nr kat. PCS-
999-004, ATCC, Manassas, USA)

Postepowanie
Hodowle komoérkowg HCM przeprowadzono zgodnie z procedura:
1. Optaszczanie butelek hodowlanych:

a. Poly-L-lizyne rozcienczono 7-krotnie sterylng wodg dejonizowang, powstaty
roztwor rozprowadzono po catej powierzchni butelki hodowlane;.

b. Butelke inkubowano w 37°C przez noc.

c. Usunigto roztwor i 2-krotnie przeptukano butelke sterylng woda dejonizowang.

d. Butelki pozostawiono do wyschniecia w 37°C przez noc.

2. Zakladanie hodowli:

a. Do butelki hodowlanej (T-25 cm?) optaszczonej poly-L-lizyng dodano 5 ml

medium hodowlanego i umieszczono w cieplarce na 10-15 minut.
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b. Fiolke z HCM wyciagnigto z cieklego azotu i ogrzewano w tazni wodnej w 37°C
do rozmrozenia.

Cc. Zawartos¢ fiolki doktadnie wymieszano przy uzyciu pipety 1 ostroznie
przeniesiono do butelki hodowlanej z wczesniej ogrzanym medium, delikatnie
zmieszano.

d. Butelke inkubowano w cieplarce, w atmosferze 5% CO2 w 37°C przez minimum
16 godzin.

e. Wymieniono medium hodowlane, butelki inkubowano w cieplarce w atmosferze
5% CO2 w 37°C do uzyskania 90% konfluencji, medium hodowlane wymieniano

co 2 dni.
3. Pasazowanie komorek:

a. Do dwéch butelek (T-75 cm?), optaszczonych poly-L-lizyna, napipetowano 10 ml
medium. Butelki ogrzano w 37°C.

b. Usunigto medium hodowlane z butelki z komérkami (T-25 cm?) do falkonu, do
medium dodano 2 ml FBS.

c. Butelke z komorkami przeptukano 2 ml PBS, PBS usunigto.

d. Do butelki z komérkami dodano 2 ml trypsyny, rozprowadzono po catej
powierzchni i wstawiono do cieplarki na 3 minuty.

e. Pod mikroskopem sprawdzono, czy komorki ulegly trypsynizacji.

f. Mieszaning trypsyny i komorek przeniesiono do falkonu zawierajacego medium
i FBS.

g. Butelke przeptukano 2 ml §wiezej porcji medium, medium réwniez przeniesiono
do falkonu.

h. Falkon uzupetniono $wiezym medium do 15 ml i odwirowano 155 x g przez
3 minuty.

I. Nadsacz usunicto, pellet komorkowy rozprowadzono w 1 ml $§wiezego medium
I przeniesiono po 0,5 ml komorek, zawieszonych w medium, do butelek (T-75
cm?) z wezesniej ogrzanym medium hodowlanym.

J. Nastepnego dnia zmieniono medium hodowlane, butelki inkubowano w cieplarce
w atmosferze 5% CO2 w 37°C do uzyskania 90% konfluencji, medium hodowlane
wymieniano co 2 dni.

k. Po uzyskaniu 90% konfluencji i trypsynizacji:
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e W celu dalszego prowadzenia hodowli komérkowej komorki przepasazowano do
kolejnych butelek (T-75 cm?) (zgodnie z procedura opisana w punktach 3a—3j,
dostosowujac objetos¢ odczynnikow do powierzchni butelki).

e W celu poddania komoérek procedurze chemicznego niedokrwienia i reperfuzji
komorki zliczono przy uzyciu EVE Automatic Cell Counter i przepasazowano na
12-dotkowe ptytki hodowlane, tak aby uzyska¢ taka samg liczb¢ komorek
w dotkach. Komorki hodowano do uzyskania 90% konfluencji 1 poddano

procedurze opisanej w punkcie 2.3.

2.3. Procedura chemicznego niedokrwienia i reperfuzji (I/R)

Aparatura i wyposazenie:

e Karbogen
e Wielofunkcyjny czytnik ptytek Spark (TECAN, Ménnedorf, Szwajcaria)

e Automatyczne pipety miarowe

Odczynniki i ich przygotowanie:

e Bufor HEPES (120 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgClz, 5,6 mM glukoza, 10
mM tauryna, 5 mM HEPES, pH 7,4):
0,3535 g NaCl (nr kat. BA4121116, POCH), 0,0187 g KCI (nr kat. 117397402,
CHEMPUR), 0,0102 g MgCl_ (nr kat. 363-116120500, CHEMPUR), 0,05 g glukozy
(nr kat. 114595600, CHEMPUR), 0,0625 g tauryny (nr kat. T0625, Sigma-Aldrich)
i 0,0655 g HEPES (nr kat. H7006, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 50 ml wody
dejonizowanej i doprowadzono do pH 7,4 roztworem HCI, natleniono karbogenem.
e 1M CaCl2
1,47 g CaCl (nr kat. 118748706, CHEMPUR) rozpuszczono w 10 ml H2O.

e Bufor F (14,8 mM BSA)
150 mg BSA (nr kat. A3294, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 50 ml buforu HEPES
Z dodatkiem 5 pl 1 M CaCla.
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e Bufor do hipoksji (stock 100 x)
0,1 g NaCN (nr kat. 380970, Sigma-Aldrich) i 0,4 g glukozy (nr kat. 114595600,
CHEMPUR) rozpuszczono w 5 ml wody dejonizowanej. Przed uzyciem

rozcienczono 100-krotnie buforem F.

e PBS (140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4)
4,1 g NaCl (nr kat. BA4121116, POCH), 0,1 g KCI (nr kat. 117397402, CHEMPUR),
0,71 g Na2HPO4 (nr kat. 21.988-6, Sigma-Aldrich) oraz 0,12 g KH2POg4 (nr kat. 1331-
11-742020-2, POCH) rozpuszczono w 500 ml wody dejonizowanej i doprowadzono

do pH 7,4 roztworem HCIl o stg¢zeniu 35%.

Procedura chemicznego I/R zostata przeprowadzona z uzyciem 12-dotkowych plytek
hodowlanych i dedykowanych do nich insertéw o §rednicy poréw 1,0 um. Wyizolowane

plytki krwi umieszczono w insertach, HCM — w dotkach, co zaprezentowano narycinie 4.

N A N A
insert
. : —
Membrana o srednicy
orow 1 pm * " * " TE {lerwi
p ! ## w o W Plyiki krwi
..... E---- ---.f--.#.-. PMP
Dolek plytki 12-dotkowe; Kardiomiocyty
(z buforem)
Przed procedurg I'R Po procedurze /R

Rycina 4. Schemat rozmieszczenia komorek podczas procedury I/R z zastosowaniem
insertow oraz migracji PMP przez membrane insertu. PMP — mikroczasteczki pochodzenia
plytkowego.

Procedura obejmowata grupg kontrolna, ktora stanowily jedynie HCM oraz grupg
badang, ktora stanowity HCM skontaktowane z ptytkami krwi. W obu grupach

przeprowadzono procedurg I/R oraz kontrole tlenowa. Procedura I/R sktadata si¢ z trzech
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etapow: stabilizacji, niedokrwienia i reperfuzji. Przebieg procedury zilustrowano na

schemacie przedstawionym ponizej (rycina 5).

Schemat badania

Kontrola tlenowa

Grupa kontrolna

Kardiomiocyty
(HCM)

I/R

Kontrola tlenowa

Grupa badana
Kardiomiocyty
+ plytki krwi

(HCM+PLT)

I/R

Pobranie i wymiana
buforu

Pobranie i wymiana
buforu

Pobranie i wymiana
buforu

Rycina 5. Schemat badania eksperymentalnego. HCM — kardiomiocyty, PLT — plytki krwi,
I/R — niedokrwienie i reperfuzja.

Ptytki krwi oraz kardiomiocyty poddano chemicznemu I/R zgodnie z procedura:

1. Komérki HCM w dotkach ptytki 12-dotkowej przeptukano 3-krotnie 0,5 ml PBS.

2. Zmierzono konfluencj¢ HCM w kazdym z dotkéw 12-dotkowej ptytki
hodowlanej przy pomocy czytnika Spark Tecan.

3. W dotkach ptytki umieszczono inserty. W grupie badanej, do insertow
napipetowano wyizolowane ptytki krwi w liczbie po 2 x108 na insert.
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Przyktadowy schemat 12-dotkowej ptytki hodowlanej, na ktérej przeprowadzono

procedurg I/R przedstawiono ponizej (rycina 6).

Aer I/R1 I/R2 I/R2

Aero - warunki tlenowe 60 min

I/R15" - warunki tlenowe 15 min,
niedokrwienie 15 min, reperfuzja 20 min
1/R20" - warunki tlenowe 15 min,
niedokrwienie 20 min, reperfuzja 20 min
I/R25' - warunki tlenowe 15 min,
niedokrwienie 25 min, reperfuzja 20 min
PLT A — plytki wyizolowane od ochot-
nika A

PLT B — ptytki wyizolowane od ochot-
nika B

HCM+PLT

HCM+PLT

OO0
OO0
OO0
OO0

Rycina 6. Przykladowa plytka 12-dotkowa do procedury I/R.

4. Do dotkéw dodano:
a) po 1 ml natlenionego buforu F — warunki tlenowe Aero,
b) po 1 ml natlenionego buforu F — stabilizacja I/R.

Inkubowano 15 minut.

5. Bufory zebrano z dotkow ptytki i zamrozono w probowkach typu eppendrof
w -80°C w celu wykonania dalszych analiz.

6. Do dotkéw dodano:
a) po 1 ml natlenionego buforu F — warunki tlenowe Aero,
b) po 1 ml buforu do hipoksji — niedotlenienie, warunki I/R.

Inkubowano odpowiednio: 15 minut, 20 minut oraz 25 minut.

7. Bufory z dotkow zebrano i zamrozono w probdéwkach typu eppendrof w —80°C
w celu wykonania dalszych analiz. Pobrano po 100 pl izolowanych ptytek krwi
z kazdego insertu do badania cytometrycznego zgodnie ze schematem

przedstawionym ponizej (rycina 7).
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| |

Warunki tienowe
Warunki tlenowe (40 minut) 15, 20 lub 25 minut w zaleznoici od Kontrola tlenowa
czasu trwania niedokrwienia w 1/R

Grupa badana

Kardiomiocyty Chemiczne niedokrwienie
+ plytki krwi (15 minut) I |
(HCM+PLT)

Chemiczne niedokrwienie I Tlenowa reperfuzja l I/R

Warunki tlenowe {15 minut) (20 minut) 120 minut)

Chemiczne niedokrwienie I 1

(25 minut)
L
Pobranie materiatu do
badania cytometrycznego

Rycina 7. Schemat pobierania materialu do badania cytometrycznego plytek krwi.

'
Pobranie materialu do
badania cytometrycznego

8. Komorki HCM we wszystkich dotkach przeptukano 3-krotnie 0,5 ml PBS.
9. Do odpowiednich dotkoéw dodano:

a) po 1 ml natlenionego buforu F — warunki tlenowe Aero
b) po 1 ml natlenionego buforu F — reperfuzja I/R
Inkubowano 20 minut.

10. Bufory z dotkéw zebrano i zamrozono w probowkach typu eppendrof w —80°C
w celu wykonania dalszych analiz.

11. Ptytki krwi zebrano z insertow w celu wykonania badania cytometrii
przeptywowej (rycina 7) lub zwirowano przy uzyciu sity 600 x g przez 2 minuty.
Uzyskany pellet zamrozono w probowkach typu eppendrof w —80°C do dalszych
analiz.

12. Komoérki HCM we wszystkich dotkach przeptukano 2-krotnie PBS. Zmierzono
konfluencje¢ HCM w kazdym z dotkow 12-dotkowej ptytki hodowlanej przy
pomocy czytnika Spark Tecan. Nastgpnie komorki analizowano przy uzyciu
barwienia FDA/DAPI metoda immunofluorescencji lub poddano trypsynizacji
I wirowaniu celem uzyskania pelletu, ktoéry zamrozono w probowkach typu

eppendrof w —80°C do wykonania dalszych analiz.

2.4. Barwienie FDA/DAPI

Aparatura i wyposazenie:

e Mikroskop fluorescencyjny OLYMPUS 1X53 wraz z oprogramowaniem CellSens
Entry

e Program ImageJ
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Automatyczne pipety miarowe

Odczynniki i ich przygotowanie:

FDA (Fluorescein diacetate, nr kat. F7378, Sigma-Aldrich)

1 mg FDA rozpuszczono w 1 ml acetonu, wytrzasni¢to, zabezpieczono

aluminiowg folig. Przygotowano roztwor roboczy przez dodanie 30 ul roztworu

FDA do 10 ml buforu PBS.

DAPI (4°6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, nr kat. 10236276001
Sigma-Aldrich)

Z roztworu wyjsciowego o stezeniu 14,3 mM przygotowano roztwor 300 uM
DAPI przez rozcienczenie 2,1 pl 14,3 mM DAPI w 100 pl PBS, a nastgpnie
przechowywano w lodowce. Przygotowano roztwor roboczy przez rozcienczenie

10 ul 300 uM DAPI w 10 ml buforu PBS.

PBS (140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH
7,4)

4,1 g NaCl (nr kat. BA4121116, POCH), 0,1 g KCI (nr kat. 117397402,
CHEMPUR), 0,71 g Na2HPOs4 (nr kat. 21.988-6, Sigma-Aldrich) oraz 0,12 g
KH2PO4 (nr kat. 1331-11-742020-2, POCH) rozpuszczono w 500 ml wody
dejonizowanej i doprowadzono do pH 7,4 roztworem HCI o stezeniu 35%.

Postepowanie

Barwienie FDA/DAPI kardiomiocytow, bezposrednio po procedurze I/R,

przeprowadzono zgodnie z procedura:

o

Po zmierzeniu konfluencji z dotkoéw delikatnie odpipetowano PBS.

1
2. Do dotkéw dodano po 500 pl roztworu roboczego FDA.
3.
4

Inkubowano przez 15 minut w ciemnosci.

. Roztwor FDA delikatnie odpipetowano, komoérki przeptukano 2-krotnie 500 pl

PBS.
Do dotkéw dodano po 500 pl roztworu roboczego DAPI.

Inkubowano przez 12 minut w ciemnosci.

Plukano 2-krotnie 500 pl PBS.
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8. Wykonano po 3 zdjecia w kanale niebieskim ($wiecenie DAPI) i zielonym
(S$wiecenie FDA) kazdego dotka przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego
OLYMPUS 1X53 i programu CellSens Entry.

9. Zdjecia analizowano przy pomocy programu ImageJ.

10. Aktywno$¢ metaboliczng kardiomiocytow wyliczono jako iloraz fluorescencji

FDA do sumy fluorescencji FDA i DAPI.

2.5. Immunofluorescencja

Aparatura i wyposazenie:

e Mikroskop fluorescencyjny ZOE (Bio-Rad, Hercules, USA)
e Program ImageJ

e Automatyczne pipety miarowe

Odczynniki i ich przygotowanie:

e PBS (140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH
7,4)

4,1 g NaCl (nr kat. BA4121116, POCH), 0,1 g KCI (nr kat. 117397402, CHEMPUR),
0,71 g Na2HPO4 (nr kat. 21.988-6, Sigma-Aldrich) oraz 0,12 g KH2POg4 (nr kat. 1331-
11-742020-2, POCH) rozpuszczono w 500 ml wody dejonizowanej i doprowadzono

do pH 7,4 roztworem HCI o stezeniu 35%.

e 4% paraformaldehyd

4 mg paraformaldehydu (nr kat. P-6148, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 100 ml PBS

ogrzewajac. 4 % paraformaldehyd przechowywano w —20°C.

e Bufor blokujacy

0,2 g BSA (nr kat. A3294, Sigma-Aldrich), 0,45 g glicyny, 0,02 ml Tween (nr kat.
P1379, Sigma-Aldrich), 2 ml Goat serum (nr kat. G9023, Sigma-Aldrich)

rozpuszczono w 18 ml buforu PBS.
e 1% BSA

0,15 g BSA (nr kat. A3294, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 15 ml PBS.
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e 0,2% BSA
0,03 g BSA (nr kat. A3294, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 15 ml PBS.

e Przeciwciala

— Krolicze przeciwciata anty-INOS (nr kat. Ab 15323, Abcam, Cambridge, Wielka
Brytania),

— Ofle przeciwciata poliklonalne skierowane przeciwko kréliczym przeciwcialom

IgG, znakowane DyL.ight 488 (nr kat. 98488, Abcam).

Postepowanie

Badanie ekspresji biatek iNOS w kardiomiocytach przeprowadzono na ptytkach
12-dotkowych tuz po zakonczeniu procedury I/R, metoda immunofluorescencji

posredniej, jak przedstawiono ponize;j:

1. Kardiomiocyty utrwalono przez dodanie do dotkéw po 500 ul 4% paraformaldehydu.
2. Komorki inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowe;.

3. Dotki z HCM przeptukano 3-krotnie 500 pl buforu PBS.

4. Do dotkéw dodano po 500 pl buforu blokujacego.

5. Inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowe;.

6. Dotki z HCM przeptukano 3-krotnie 500 pl buforu PBS.

7. Do dotkéw dodano po 500 ul przeciwceiat I-rzgdowych: anty-iNOS rozcienczonych
odpowiednio w stosunku 1:200 przy uzyciu 1% BSA.

8. Komorki z przeciwcialami inkubowano przez noc w temperaturze 4°C.
9. Dotki z HCM przeptukano 3-krotnie 500 pl buforu PBS.

10. Do dotkéw dodano po 500 pl przeciwciat II-rzedowych: o$lich przeciwciat
anty-kroliczych rozcienczonych w stosunku 1:200 przy uzyciu 0,2% BSA.

11. Komorki z przeciwciatami inkubowano przez 45 minut w temperaturze pokojowej

W ciemnosci.
12. Dotki z HCM przeptukano 3-krotnie 500 ul buforu PBS.
13. Do dotkéw dodano po 500 ul DAPL
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14. Inkubowano przez 15 minut w ciemnosci.
15. Dotki z HCM przeptukano 3-krotnie 500 ul buforu PBS, poddano analizie.

16. Wykonano po 3 zdjecia w kanale niebieskim (fluorescencja DAPI) i zielonym
(fluorescencja koniugatu dla iNOS) kazdego dotka przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego ZOE (Bio-Rad).

17. Zdjgcia analizowano przy pomocy programu Imagel.

18. Ekspresje iNOS w kardiomiocytach wyliczono jako iloraz pomiaru fluorescencji
INOS do fluorescencji DAPI.

2.6. Badanie cytometryczne plytek krwi

Aparatura i wyposazenie:
e Cytometr przeptywowy Sysmex CyFlow Space (Sysmex)

Oceng cytofluorymetryczng plytek przeprowadzono w Pracowni Przesiewowych
Testow Aktywnosci Biologicznej i Gromadzenia Materialu Biologicznego Wydziatu
Far-maceutycznego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego CyFlow® Space (Sysmex, Japonia) wspdHinansowanego

ze $rodkéw EFRR POIiS.02.01.00-14- 122/09.

e Automatyczne pipety miarowe

Odczynniki i ich przygotowanie:

e PBS (140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH
7,4)

4,1 g NaCl (nr kat. BA4121116, POCH), 0,1 g KCI (nr kat. 117397402, CHEMPUR),
71 g Na2HPOg4 (nr kat. 21.988-6, Sigma-Aldrich) oraz 0,12 g KH2PO4 (nr kat. 1331-
11-742020-2, POCH) rozpuszczono w 500 ml wody dejonizowanej i doprowadzono
do pH 7,4 roztworem HCI o stezeniu 35%.
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1% paraformaldehyd

0,5 g paraformaldehydu (nr kat. P-6148, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 50 ml PBS,

0grzewajac.

Stain Buffer (nr kat. 554656, BD Pharmingen, Franklin Lakes, USA)
Przeciwciala znakowane
— Anty-ludzkie CD62P, znakowane PE (nr kat. 304906, BioLegend, San
Diego, USA),
— Anty-ludzkie CD63, znakowane PE-Cy7 (nr kat. 353010, BioLegend),
— Anty-CD41/CD61, klon PAC-1, znakowane FITC (nr kat. 362804,
BioLegend),
Kontrole izotypowe
— FITC Mouse IgM Isotyp Ctrl (nr kat. 401606, BioLegend),
— PE Mouse 1gG1 Isotyp Ctrl (nr kat. 400112, BioLegend),
— PE-Cy7 Mouse IgM Isotyp Ctrl (nr kat. 400126, BioLegend),

Postepowanie

Prébki do badania cytometrycznego ekspresji receptorow powierzchniowych ptytek

krwi przygotowano zgodnie z procedurg:

1.

o r w0 N

10.

100 ul wyizolowanych plytek krwi pobrano z insertow po etapie niedokrwienia
i reperfuzji (I/R) oraz po odpowiadajacych im czasach w warunkach tlenowych
I natychmiast wstrzyknieto do 1 ml zimnego 1% paraformaldehydu.

Inkubowano 30 minut.

Dodano 1 ml PBS i wirowano z sitg 1200 x g przez 5 minut.

Supernatant odrzucono, plytki krwi zawieszono w 60 ul Stain Buffer.

Do czystych probdéwek cytometrycznych napipetowano po 2,5 pl znakowanych
przeciwciat lub kontroli izotypowych.

Do probowek z przeciwciatami i1 kontrolami izotypowymi dodano po 25 pl
utrwalonych ptytek krwi.

Inkubowano przez 20 minut w ciemnosci.

Dodano 1 ml PBS, zworteksowano i odwirowano z sitg 1200 x g przez 5 minut.
Supernatant odrzucono. Pellet zawieszono w 1 ml filtrowanego PBS.

Probki poddano analizie na cytometrze przeptywowym Sysmex CyFlow Space do

dwoch godzin od przygotowania.
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2.7. Badanie cytometryczne mikroczgsteczek pochodzenia plytkowego

Aparatura i wyposazenie:
o Cytometr przeptywowy CytoFLEX (Beckman Coulter, Brea, USA)
e Mikro-ultrawirowka Sorvall MTX 150 (Thermo Scientific, Waltham, USA)

e Automatyczne pipety miarowe
Odczynniki i ich przygotowanie:

e PBS (140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH
7,4)

4,1 g NaCl (nr kat. BA4121116, POCH), 0,1 g KCI (nr kat. 117397402, CHEMPUR),
0,71 g Na2HPO4 (nr kat. 21.988-6, Sigma-Aldrich) oraz 0,12 g KH2PO4 (nr kat. 1331-
11-742020-2, POCH) rozpuszczono w 500 ml wody dejonizowanej i doprowadzono
do pH 7,4 roztworem HCI o stezeniu 35%.

e Stain Buffer (nr kat. 554656, BD Pharmingen)
e Przeciwciala znakowane

— Anty- ludzkie CD41/CD61, klon PAC-1, znakowane FITC (nr Kat.
362804, BioLegend),

— Anty- ludzkie CD61, znakowane PE (nr kat. 555754, Becton Dickinson,
Franklin Lakes, USA).

e CytoFLEX Daily QC Fluoroshperes (nr kat. B53230, Beckman Coulter)

e Apogee Mix (nr kat. 1493, ApogeeFlow, Hemel Hempstead, Wielka Brytania)

Postepowanie

Ze wzgledow technicznych badanie cytometryczne PMP przeprowadzono przy uzyciu
CD61 i aktywowanej GP Ilb-1l1a (klon PAC-1). Probki do badania cytometrycznego PMP

przygotowano zgodnie z procedurg:

1. Bufory zebrane po etapie niedokrwienia oraz po odpowiadajacych im czasach
w warunkach tlenowych zwirowano w probowkach typu eppendorf przy sile

odsrodkowej 2500 x g przez 20 minut.
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2. Odpipetowano supernatant. Do supernatantu dodano 100 pl Stain Buffer.

3. Do czystych probowek do ultrawirowania dodano po 150 pl przygotowanego
supernatantu oraz po 1 pl przeciwciat. Inkubowano przez 30 minut w ciemnosci.

4. Dodano 900 ul PBS i ultrawirowano 50000 x g przez 90 minut.

5. Supernatant ostroznie odpipetowano zostawiajac w probowce 200 ul i dodano

200 pl PBS. Probke poddano analizie na cytometrze przeptywowym CytoFLEX.

2.8. Trypsynizacja komorek HCM z plytek 12-dotkowych

Aparatura i wyposazenie:

e Filtry strzykawkowe z membrang o $rednicy porow 0,22 pm (nr kat. 6-0047,
Bionovo)
e Wirdowka laboratoryjna MIKRO 120 (Hettich, Kirchlengern, Niemcy)

e Automatyczne pipety miarowe
Odczynniki i ich przygotowanie:

e Trypsyna/EDTA (nr kat. L0930, Biowest, Bradenton, USA)

e Penicylina/Streptomycyna (nr kat. PO781, Sigma-Aldrich) o stezeniu 10000 U
penicyliny i 10 mg streptomycyny/ml w 0,9% NacCl

e Medium hodowlane (Myocyte Growth Medium (Ready-to-use) ) wraz
z Suplement Mix (nr kat. C-22070, PromoCell)

500 ml medium hodowlanego (Myocyte Growth Medium) zmieszano z 25,4 ml
suplementu (Myocyte Growth Medium Suplement Mix) i dodano 5 ml
Penicyliny/Streptomycyny. Nastepnie przefiltowano przez filtr strzykawkowy

0 $rednicy porow 0,22 pm, przechowywano w lodowce.
Postepowanie

Trypsynizacj¢ komoérek HCM z ptytek 12-dotkowych przeprowadzono zgodnie

Z procedura:

1. Do dotkéw dodano po 0,3 ml trypsyny/EDTA.
2. Plytke inkubowano przez 2 minuty w cieplarce do momentu trypsynizacji

komorek.
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3. Komorki zawieszone w trypsynie/EDTA przeniesiono do opisanych probowek
typu eppendorf.

4. Do dotkéw dodano po 0,3 ml medium hodowlanego, nast¢pnie medium

przeniesiono do probowek typu eppendorf zawierajacych trypsyne 1 komorki.

Eppendorfy odwirowano z sita 1500 x g przez 2 minuty.

Nadsacz odrzucono, do pelletu dodano 0,2 ml medium, delikatnie wymieszano.

Eppendorfy odwirowano z sitg 1500 x g przez 2 minuty.

G N o O

Supernatant odrzucono, pellet zamrozono w —80°C celem wykonania nast¢pnych

analiz.

2.9. Homogenizacja

Aparatura i wyposazenie:

e Homogenizator reczny Pellet Pestle® Motor (Kimble Kontes, Vineland, USA)
e Wirdowka laboratoryjna MIKRO 120 (Hettich, Kirchlengern, Niemcy)

e Ciektly azot

e Termoblok Bio TDB-100 (BioSan, Warren, USA)

e Automatyczne pipety miarowe

Odczynniki i ich przygotowanie:
e 50mM Tris (pH 7,4)
0,6057 g Trisma Base (nr kat. 93352, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 100 ml

wody dejonizowanej i doprowadzono do pH 7,4 przy uzyciu HCI o st¢zeniu 35%.

e 150 mM NaCl
0,8766 g NaCl (nr kat. BA4121116, POCH) rozpuszczono w 100 ml wody

dejonizowanej.
e Bufor do homogenizacji izolowanych plytek krwi

0,9 g 150 mM NacCl (nr kat. BA4121116, POCH), 0,61 g 50 mM Tris oraz 0,1 g
Triton X-100 (nr kat. X-100, Sigma-Aldrich) zmieszano i uzupetniono woda

dejonizowang do 100 ml.
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e 2MTris (pH 7,6)
12 g Trisma Base (nr kat. 93352, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 50 ml wody

dejonizowanej i doprowadzono do pH 7,6 przy uzyciu HCl o st¢zeniu 35%.

e 109% Triton
1 ml Triton X-100 (nr kat. X-100, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 9 ml wody

dejonizowanej.

e Bufor do homogenizacji kardiomiocytow
2,5ml 2 M Tris, 0,876 g NaCl (nr kat. BA4121116, POCH) oraz 0,91 ml 10%

Triton rozpuszczono i uzupetniono woda dejonizowang do 100 ml.
Postepowanie

Homogenizacj¢ pelletow ptytek krwi i kardiomiocytow przeprowadzono zgodnie

Z procedurg:

1. Do probowek typu eppendorf zawierajacych pellety ptytek krwi dodano 79,2 pl buforu
do homogenizacji plytek krwi oraz 0,8 pl mieszaniny inhibitoréw proteaz (Sigma-

Aldrich) (stosunek objetosciowy 1:100), probki doktadnie wymieszano przez aspiracje.

2. Do probowek typu eppendorf zawierajacych pellety kardiomiocytow dodano 89,1 pl
buforu do homogenizacji kardiomiocytow oraz 0,9 pl mieszaniny inhibitoréw proteaz
(Sigma-Aldrich) (stosunek objetosciowy 1:100), probki doktadnie wymieszano przez

aspiracje.

3. Komorki poddano trzem cyklom zamrazania w cieklym azocie 1 rozmrazania

w temperaturze 37°C.

4. Komorki trzykrotnie zhomogenizowano mechanicznie przez zastosowanie
homogenizatora rgcznego, na lodzie, przez 10 sekund, z przerwami 20 sekund migdzy

cyklami.
5. Uzyskane homogenaty komoérkowe odwirowano przez 5 minut przy 17530 X g.

6. Supernatanty po odwirowaniu przeniesiono do nowych probowek typu eppendorf

I przechowywano w —80°C celem wykonania kolejnych oznaczen.
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2.10. Zymografia zelatynowa

Aparatura i wyposazenie:

Aparat Mini-Protean 11 (Bio-Rad)
Skaner GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad)

Automatyczne pipety miarowe

Odczynniki i ich przygotowanie:

30% akrylamid

146 g akrylamidu (nr kat. A9099, Sigma-Aldrich) i 04 g N'N’-
metylenobisakrylamidu (nr kat. 66669, Fluka, Buchs, Szwajcaria) rozpuszczono
w 50 ml wody dejonizowanej.

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

18,171 g Trisma Base (nr kat. 93352, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 100 ml
wody dejonizowanej i doprowadzono do pH 8,8 roztworem HCIl o stezeniu 35%.
0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

6,057 g Trisma Base (nr kat. 93352, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 100 ml
wody dejonizowanej i doprowadzono do pH 6,8 roztworem HCl o st¢zeniu 35%.
10% SDS (nr kat. 796630425, POCH)

10 g SDS uzupelniono woda dejonizowang do 100 ml.

2% zelatyna w 1 % SDS

1 g zelatyny ze skory $wini (nr kat. G2625, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 5 mi
10% SDS i 45 ml wody dejonizowanej.

Bufor do probek: 4 x Laemmli Sample Buffer (nr kat. #1610747, Bio-Rad)
APS (nr kat. #161-0700, Bio-Rad)

TEMED (nr kat. #161-0801, Bio-Rad)

Bufor do elektroforezy, stezony 10-krotnie (0,25 M Tris/HCI, 2 M glicyna,
pH 8,3)

30,3 g Trisma Base (nr kat. 93352, Sigma-Aldrich), 144 g glicyny (nr kat.
115275608, CHEMPUR), 10 g SDS (nr kat. 796630425, POCH) rozpuszczono
w 1000 ml wody dejonizowanej i doprowadzono do pH 8,3 roztworem HCI
0 stezeniu 35%.

Przed uzyciem bufor rozcienczono 10-krotnie woda dejonizowang, schtodzono

w lodowece.
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e 2,5% Triton X-100 (nr kat. X-100, Sigma-Aldrich)

25 ml Triton zmieszano z 975 ml wody dejonizowane;.

e Bufor doinkubacji (0,05 M Tris/HCI, 5 mM CacClz, 0,2 M NacCl, 0,05 % NaNs,
pH 7,5)
3,03 g Trisma Base (nr kat. 93352, Sigma-Aldrich), 0,27 g CaCl; (nr Kat.
118748706, CHEMPUR), 5,8 g NaCl (nr kat. BA4121116, POCH) oraz 0,25 g
NaNs (nr kat. 13412, Riedel-de Haén, Honeywell, Charlotte, USA) rozpuszczono
w 500 ml wody dejonizowanej i doprowadzono do pH 7,5 roztworem HCI

0 stezeniu 35%. Bufor przygotowano tuz przed uzyciem.

e Odczynnik barwiacy (0,4% CBB R-250, 0,1% CBB G-250)
2 g CBB R-250 (nr kat. 821636, MP Biomedicals, Santa Ana, USA) oraz 0,5 g
CBB G-250 (nr kat. 190343, ICN Biomedicals, Costa Mesa, USA) rozpuszczono
w 500 ml odczynnika odbarwiajacego.

e Odczynnik odbarwiajacy
300 ml metanolu (nr kat. 603-001-00-X, Reiden-de Haén) oraz 100 ml kwasu
octowego (nr kat. 568760114, POCH) zmieszano z 600 ml wody dejonizowanej.

Postepowanie
Zymografi¢ zelatynowa przeprowadzono zgodnie z procedura:
1. Przygotowano zele:

7,5% zel dolny, rozdzielajacy, objetosci na 1 zel:

Odczynnik Objetos¢

H20 2ml

Zelatyna ze skory $wini 0,5 ml
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 1,25 ml
30% akrylamid 1,25 ml
APS 33,4 ul

TEMED 6,7 ul
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Zel gorny, zageszczajacy, objetosci na 1 zel:

Odczynnik Objetos¢

H20 1,4 mi
0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 625 ul
30% akrylamid 328 ul
10% APS 25 ul
TEMED 8 ul
10% SDS 25 ul

2. Probki zmieszano w stosunku objetosciowym 3:1 z buforem do probek (30 pl probki
+ 10 pl buforu do préobek) 1 pozostawiono w temperaturze pokojowej przez 30 minut do

petnej denaturacji biatek.
3. Nastepnie naniesiono po 35 ul mieszaniny do studzienek zelu zageszczajacego.

4. Przeprowadzono elektroforez¢ w aparacie Mini-Protean Il w buforze do elektroforezy

(1 x) w temperaturze 4°C, przez okoto 2 godziny, pod napigciem 100 V.

5. Po zakonczeniu elektroforezy zele ptukano trzykrotnie w 100 ml 2,5% Triton X-100

przez 15-20 minut, tagodnie mieszajac na kotysce.
6. Zele inkubowano w buforze do inkubacji przez 18 godzin w temperaturze 37°C.

7. Po inkubacji, Zele barwiono w odczynniku barwigcym przez 1-2 godziny, tagodnie

mieszajgc na kotysce.

8. Nastgpnie zele odbarwiano przez 1,5 godziny w trzech porcjach odczynnika

odbarwiajacego.

9. Zele zeskanowano przy uzyciu skanera Bio-Rad GS-800 Calibrated Densitometer.
Przyjeto, ze pole powierzchni pasma aktywnej formy MMP-9 i MMP-2 oraz formy
latentnej MMP-2 supernatantu HT 1080 odpowiada 100 jednostkom arbitralnym (AU).
Pole powierzchni zelatynaz analizowanych w plytkach krwi, kardiomiocytach oraz
supernatantach po niedokrwieniu i reperfuzji przeliczono w stosunku do pola powierzchni
wzglednego standardu i podano w AU. Wyniki znormalizowano w oparciu o stezenie

biatka catkowitego w kazdej z probek, oznaczonego w sposob opisany w 2.11.
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2.11. Oznaczanie bialka metodg Bradforda

Aparatura i wyposazenie:

e Wielofunkcyjny czytnik ptytek Spark (TECAN, Ménnedorf, Szwajcaria)
e Plytki 96-dotkowe (nr kat. 442404, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

e Automatyczne pipety miarowe
Odczynniki i ich przygotowanie:
e Protein Assay Dye Reagent Concentrate (nr kat. #500-0006, Bio-Rad)

Przed uzyciem odczynnik rozcienczono woda dejonizowang w proporcji: 1 porcja
odczynnika na 4 porcje wody dejonizowanej. Chroniono przed $wiattem przy

uzyciu foli aluminiowej.

e BSA (nr kat. A3294, Sigma-Aldrich) — wzorzec stezenia biatka

Postepowanie

1. W celu wykreslenia krzywej wzorcowe] przygotowano rozcienczenia wzorca
0 stezeniu: 0,0 mg/ml, 0,03125 mg/ml, 0,0625 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,25 mg/ml
oraz 0,50 mg/ml. Rozcienczenia wzorca oznaczono w dwoch powtorzeniach
dodajac do 200 pl odczynnika Bradforda po 10 pl rozcienczen. Inkubowano
5minut. Odczyt absorbancji na wielofunkcyjnym czytniku plytek Spark
wykonano przy dhugosci fali A 595 nm. Odczyt absorbancji dla poszczegdlnych
rozcienczen wzorca zostat pomniejszony o warto$¢ absorbancji dla proby Slepej

(stezenie wzorca 0,0 mg/ml). Wykreslono krzywa wzorcowa (wykres 1).

61



Krzywa wzorcowa do oznaczania st¢zenia biatka
catkowitego

08 y = 1,1054x .
0’5 R2:0,9454...'.,-... °

0,4

0,3

Absorbancja A=595 nm

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Stezenie biatka [mg/ml]

Wykres 1. Krzywa wzorcowa, réwnanie krzywej oraz wspolczynnik determinacji
do oznaczania bialka metoda Bradforda.

2. Probki oznaczono w dwoch powtorzeniach dodajac po 10 pl probki do 200 pl
odczynnika Bradforda. Inkubowano 5 minut. Odczyt absorbancji na
wielofunkcyjnym czytniku ptytek Spark wykonano przy dlugosci fali A 595 nm.
Odczyt absorbancji wszystkich probek zostat pomniejszony o warto$¢ absorbancji
dla probki $lepej, nastgpnie st¢zenie biatka w probkach obliczono na podstawie

krzywej wzorcowe;j.

2.12. Izolacja RNA z plytek krwi i kardiomiocytow
Odczynniki i ich przygotowanie:

e TrizolTM Reagent (nr kat. 15596026, Invitrogen, Waltham, USA)
e Chloroform (nr kat. 67-66-3, P. P. H ,,Stanlab”, Lublin, Polska)

e |zopropanol (nr kat. 617515006, Chempur)

e Etanol (nr kat. 113964200, Chempur)

e Woda DEPC-Treated (nr kat. AM9906, Ambion, Austin, USA)

Material genetyczny uzyskano z wyizolowanych ptytek krwi oraz kardiomiocytow
zamrozonych po etapie niedokrwienia 1 reperfuzji (I/R). Izolacj¢ 1 oczyszczenie RNA

przez dwufazowg ekstrakcje RNA przeprowadzono zgodnie z procedura:
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9.

. Do pelletow plytek krwi i kardiomiocytéw dodano 800 upl Trizolu, probki

zhomogenizowano przez aspiracj¢ i reczne wytrzasanie.

. Do probek dodano 160 pl chloroformu (w stosunku objetosciowym chloroformu do

trizolu wynoszacym 1:5), wytrzgsano recznie przez 15 sekund, inkubowano 1-2

minuty w temperaturze pokojowej do momentu rozdzielenia faz.

. Probki odwirowano z sitg 12 000 x g przez 15 minut w temperaturze 4°C.
. Faze wodng (goérng) przeniesiono do nowych probéwek typu eppendorf.

. Do probowek dodano taka samg objeto$¢ izopropanolu, wytrzasano recznie przez

15 sekund i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut.

. Prébki odwirowano z sitg 12 000 x g przez 15 minut w temperaturze 4°C.
. Supernatanty odrzucono.

. Do pelletu RNA dodano 1ml 70% etanolu, wymieszano przez kilkukrotne odwrocenie

probki.

Probki odwirowano z sitg 7 500 x g przez 5 minut w temperaturze pokojoweyj.

10. Supernatanty odrzucono.

11. Pellety RNA pozostawiono do wyschnigcia w 37°C w bloku grzejnym przez okoto

10-15 minut, tak aby nie doszto do ich przesuszenia.

12. RNA rozpuszczono w 20 pl wody DEPC.

13. Prébki zamrozono w temperaturze —80°C do czasu odwrotnej transkrypcji.

2.13. Odwrotna transkrypcja

Aparatura i wyposazenie:

e Probowki o objetosci 0,2 ml (nr kat. TLS0801, Bio-Rad, nr kat. TCS0803,
Bio-Rad)

e Automatyczne pipety miarowe

e Termocykler CFX96 Touch Real-Time System (Bio-Rad)

Odczynniki i ich przygotowanie:

e -iScript™ cDNA Synthesis Kit (nr kat.170-8890, Bio-Rad)
e \Woda DEPC-Treated (nr kat. AM9906, Ambion, Austin, USA)
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Postepowanie
Proces odwrotnej transkrypcji RNA wyizolowanego z ptytek krwi i kardiomiocytéw,

przy uzyciu odwrotnej transkryptazy przeprowadzono zgodnie z procedurg:
1. Probki uzyskane po izolacji RNA rozmrozono i wymieszano.

2. Zmierzono ilo$¢ 1 czystos¢ RNA przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop (Thermo

Scientific, Watham, USA).

3. Proces odwrotnej transkrypcji przeprowadzono wykorzystujac 200 ng RNA w 15 ul
wody DEPC.

4. Przygotowano iScript™ cDNA Synthesis Kit zgodnie z zaleceniami producenta przez
przygotowanie mieszaniny 4 pl iScript reaction mix oraz 1 pl iScript reverse

transcriptase.

5. Do opisanych probéwek dodano po 5 pl przygotowanej mieszaniny iScript oraz 15 pl

probek.

6. Odwrotng transkrypcje przeprowadzono przy uzyciu CFX96 Touch Real-Time System

(BioRad) z zastosowaniem ponizszych parametrow inkubac;ji:

Etap Czas Temperatura

1. 5 minut 25°C
2 30 minut 42°C
3. 5 minut 85°C
4 Przechowywanie 4°C

7. Stripy z cDNA przechowywano w —80°C do czasu wykonania qRT-PCR.

2.14. Real-time PCR

Aparatura i wyposazenie:

e Probowki (nr kat. TLS0801, Bio-Rad) z nakrywkami (nr kat. TCS0803, Bio-Rad)
e Automatyczne pipety miarowe

e Termocykler CFX96 Touch Real-Time System (Bio-Rad)
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Odczynniki i ich przygototwanie:

e Startery do real-time PCR (HPSF purified) (Syngen Biotech, Polska) sekwencja
5-3"

Gen Forvard starter Reverse starter
MMP-2 ACAGCAGGTCTCAGCCTCAT TGAAGCCAAGCGGTCTAAGT

MMP-9 TTGACAGCGACAAGAAGTGG CCCTCAGTGAAGCGGTACAT

GAPDH*  AGTGCCAGCCTCGTCTCATA  GATGGTGATGGGTTTCCCGT

p-aktyna CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT AGCACTGTGTTGGCGTACAG

* GAPDH — dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanowa

e iTaq Universal SYBR® Green Supermix (nr kat. 172-5121, Bio-Rad)
e Woda DEPC-Treated (nr kat. AM9906, Ambion)

Postepowanie
Analizg¢ ekspresji genow MMP-2 i MMP-9 w kardiomiocytach przeprowadzono
wobec GAPDH, natomiast w ptytkach krwi w stosunku do fS-aktyny. PCR w czasie

rzeczywistym przeprowadzono w dwdch powtorzeniach, zgodnie z procedura:

1. Rozmrozono, wymieszano oraz przechowywano na lodzie odczynniki: iTagq Universal
SYBR® Green Supermix, primery oraz cDNA probek, uzyskane na drodze odwrotne;j
transkrypciji.

2. W eppendorfie przygotowano odpowiednig ilo§¢ mieszaniny reakcyjnej. Proporcja na

1 reakcje:
Odczynnik Objetosc

iTaq Universal SYBR® Green Supermix 10 pl

Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
H20 7 ul

65



3. Do opisanych probowek odpipetowano po 18 pl mieszaniny reakcyjnej oraz 2 ul cDNA
probki. Dla kazdego oznaczanego genu przygotowano kontrole negatywna, do ktoérych
zamiast cDNA probki dodano 2 ul HO-DEPC.

4. Real-time PCR przeprowadzono przy uzyciu CFX96 Touch Real-Time System

(BioRad) z zastosowaniem ponizszych parametrow programu:

1 3 minuty 95°C

2 15 sekund 95°C

<, 45 sekund 95°C

4 Odczyt ptytki

5 Powtorzenie od punktu 2, 45 cykli

5. Wyniki policzono z zastosowaniem wzoru 2221 gdzie: AACT = érednia z cyklu dla

genu badanego — srednia z cyklu dla genu referencyjnego.

2.15. ELISA MMP-2
Sprzet i wyposazenie:

e Wielofunkcyjny czytnik ptytek Spark (TECAN)

Odczynniki i ich przygotowanie:

e Total MMP-2 Immunoassay (kat. MMP 200, R&D Systems, Minneapolis, USA)

Postepowanie
Stezenie catkowite) MMP-2 w homogenatach ptytek krwi oznaczono metodg ELISA,

zgodnie z instrukcja producenta:

1. Przygotowano rozcienczenia standardu MMP-2 do uzyskania st¢zenia koncowego:
32 ng/ml, 16 ng/ml, 8 ng/ml, 4 ng/ml, 2 ng/ml, 1 ng/ml, 0,5 ng/ml 0 ng/ml przy uzyciu
rozcienczonego 5-krotnie Calibrator Diluentu.

2. Do dotkéw dodano po 50 pl Assay Diluent oraz 50 pl standardéw lub probek.

3. Plytke inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej ciggle wytrzasajac.

4. Plytke ptukano 4-krotnie przy uzyciu Wash Buffer.
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Do dotkéw dodano po 200 pl Total MMP-2 Conjugate.

Plytke inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej ciggle wytrzasajac.
Ptytke ptukano 4-krotnie przy uzyciu Wash Buffer.

Do dotkéw dodano po 200 ul Substrate Solution.

© © N o O

Plytke inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej, chronigc przed

dostepem $wiatta, bez wytrzasania.

10. Do dotkéw dodano po 50 pl Stop Solution.

11. Zmierzono absorbancje przy dtugosci fali 450 nm oraz 540 i 570 nm.

12. Absorbancj¢ uzyskang dla wszystkich dotkéw przy dlugosci fali 450 nm
skorygowano o absorbancje uzyskang dla wszystkich dotkdéw przy dlugosci fali 570
nm i warto$¢ absorbancji dla standardu MMP-2 o stezeniu 0 ng/ml.

13. Wykreslono krzywa wzorcowg (wykres 2), stezenie MMP-2 w probkach okreslono

W oparciu 0 krzywa wzorcowa.

Krzywa wzorcowa do oznaczenia st¢zenia
MMP-2

35 y = 13,238x - 0,1155

30 R*=0,9951 .
25
20
15
10

Absorbancja A=450 nm

Stezenie MMP-2 [ng/ml]

Wykres 2. Krzywa wzorcowa, rownanie krzywej oraz wspolczynnik determinacji dla
oznaczania st¢zenia MMP-2 metoda ELISA.

2.16. Aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH)
Sprzet i wyposazenie:

e Wielofunkcyjny czytnik ptytek Spark (TECAN)

Odczynniki i ich przygotowanie:

e Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit (nr kat. MAKO066, Sigma-Aldrich)
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Postepowanie

Aktywno$¢ LDH zostata oznaczona w buforach zebranych po etapie niedokrwienia

przy uzyciu dostepnego komercyjnie testu, w ktorym zasada metody opiera si¢ na

redukcji NAD do NADH przez LDH. Aktywno$¢ LDH oznaczono metoda

kolorymetryczng zgodnie z instrukcja producenta:

1.

Przygotowano:

a) standardy NADH dodajac do dotkéw odpowiednio 0, 2, 4, 6, 8, 10 ul 1,25 mM
standardu NADH. Dotki uzupetniono do 50 pl przy uzyciu zalgczonego przez
producenta buforu LDH (Assay Buffer), otrzymujac odpowiednio 0,0, 2,5, 5,0,
7,5, 10,0 oraz 12,5 nmol NADH w dotkach. Wszystkie standardy oznaczono
w dubletach.

b) probki badane, ktore stanowity bufory zebrane po etapie niedokrwienia. Uzyto
prébek nierozcienczonych, w objetosci 50 ul na dotek. Kazda probke oznaczano
dwukrotnie.

C) mieszaning reakcyjng (Master Reaction Mix), proporcja na 1 reakcje:

Odczynnik Objetos¢
Bufor reakcyjny LDH (LDH Assay buffer) 48 ul
Mieszanina substratow LDH (LDH Substrate Mix) 2 pl

Do dotkéw zawierajacych 50 ul standardu lub prébki badanej dodano 50 pl
mieszaniny reakcyjnej, zmieszano przy uzyciu wielofunkcyjnego czytnika ptytek
Spark.

Po 3 minutach (czas poczatkowy (Tpoczatkowy))ZMierzono absorbancj¢ przy dtugosci
fali 450 nm. Zmierzong absorbancj¢ wykorzystano do obliczen [(A450)poczatkowal -
Plytke inkubowano w ciemnos$ci, w temperaturze 37°C, mierzac absorbancje przy
dtugosci fali 450 nm (Aaso) co 5 minut.

Pomiary wykonywano do momentu uzyskania wyzej wartosci absorbancji w jednej
z prébek badanych (o najwyzszej aktywnosci LDH) niz warto$¢ najwyzszego
standardu (12,5 nmol/dotek).

Przedostatni pomiar uznano za pomiar koncowy (czas koncowy (Tkoscowy)),
a absorbancje uzyskang w tym pomiarze wykorzystano do obliczen [(Aa4so)koncowa)-

Obliczenia niezbedne do uzyskania aktywnos$ci LDH w probkach:
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a) od wartosci absorbancji uzyskanych dla wszystkich standardow i probek odjeto
srednig warto$¢ absorbancji dla 0 nmol standardu NADH;

b) wykres$lono krzywa wzorcows, ktorg przedstawiono ponizej (wykres 3):

Krzywa wzorcowa do oznaczenia LDH

0,5
g y =0,0339x + 0,0047 °
2 04 RE=09982
T e
<03 s
% ..".."
=02 e
§ 0,1 . ! 3
'Q """""
< 0@
< 0 2 4 6 8 10 12 14

Tlo$¢ wygenerowanego NADH [nmol]

Wykres 3. Krzywa wzorcowa, réwnanie krzywej oraz wspolczynnik determinacji dla
oznaczenia LDH.

€) obliczono zmiang w pomiarach od Tpocztkowego 0 Tkoncowego dla wszystkich probek,
wedtug wzoru: AAaso = (A450)konicowa — (A450)poczatkowa, @ Nastgpnie porownano do
krzywej wzorcowej odczytujac ilos¢ powstatego NADH (B);

d) Aktywnos¢ LDH [nmol/min/ml] wyliczono ze wzoru:

Aktywno$¢ LDH = * wspOtczynnik rozcienczenia probki, gdzie:

czas reakcjixV
B — ilo$¢ (nmol) NADH wygenerowanego w czasie reakcji
Czas reakcji= Tkoncowy — T poczatkowy (Minuty)

V — objetos¢ probki (ml) dodana do dotka reakcyjnego.

2.17. Analiza statystyczna

Analizg statystyczng przeprowadzono w programie GraphPad Prism 8.01 (GraphPad
Software, La Jolla, USA). Normalno$¢ rozktadu sprawdzono przy uzyciu testu Shapiro-
Wilka dla n > 10, w pozostalych przypadkach do obliczen zastosowano testy
nieparametryczne. Do poréwnania zmian danego parametru w obrgbie grupy badanej lub
grupy Kkontrolnej zastosowano analize¢ wariancji dla prob zaleznych — ANOVA
Friedmana, w przypadku istotnych réznic zastosowano test post-hoc Dunna. Do zbadania
wplywu czasu niedokrwienia na zmian¢ danego parametru w obrgbie grupy badanej lub

grupy kontrolnej wykorzystano regresj¢ liniowa. Do porownania zmiany ekspresji genow
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dla MMP-2 i MMP-9 pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng wykorzystano test
U-Manna-Whitneya. Do poréwnania zmiany pozostatych parametrow pomiedzy grupa
kontrolng a grupa badang wykorzystano test Wilcoxona dla préb zaleznych lub test t dla
prob zaleznych. W celu zbadania zwigzku dwoch parametréow ze soba, przeprowadzono
analiz¢ korelacji Pearsona lub Spearmana. Za istotng statystycznie uznano warto$¢
p <0,05. Wartosci p = 0,05 do p = 0,07 uznano jako warto$¢ bliska istotnosci

statystycznej. Wyniki zaprezentowano jako $rednia + blad standardowy $rednie;.
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[II. WYNIKI

1. Cytometryczna ocena aktywacji ptytek krwi w grupie badane;j

1.1. Ekspresja aktywowanej GP Ilb-IIIa na powierzchni plytek krwi po
etapie niedokrwienia

Wyniki analizy cytometrycznej aktywowanej GP I1b-Illa na powierzchni ptytek krwi
po etapie niedokrwienia zaprezentowano na wykresie 4. Wykazano wyzsza ekspresje
aktywowanej GP llb-IIla na powierzchni ptytek krwi po 25 minutowym niedokrwieniu
w poréwnaniu do ptytek krwi po 20 minutowym niedokrwieniu (p = 0,0423). Nie
wykazano wptywu czasu niedokrwienia na $rednig ekspresj¢ aktywowanej GP IIb-1lla na

powierzchni ptytek krwi w tescie regresji liniowej (R?=0,2282, p = 0,6829).

Ekspresja aktywowanej GP I1b-111a na powierzchni
plytek krwi po etapie niedokrwienia

p =0,0313

15+ ANOVA Friedmana
p =0,0423
1
. 101
ood
wn
%’_ A - warunki tlenowe
a I - niedokrwienie
X 5o
]
0

] T )
A 40 min A 15 min A 15 min A 15 min
1 15 min 1 20 min 1 25 min

Wykres 4. Ekspresja aktywowanej GP Ilb/Illa na powierzchni plytek krwi po etapie
niedokrwienia w grupie badanej (HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc Dunna, w celu wykazania réznic
pomigdzy grupami, n = 5. Stupki przedstawiaja wartos¢ Srednig, wasy odnosza si¢ do bledu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi, GP — glikoproteina.

1.2. Ekspresja P-selektyny na powierzchni plytek krwi po etapie niedokrwienia

Wykres 5 przedstawia ekspresje powierzchniowa P-selektyny na powierzchni ptytek
krwi po etapie niedokrwienia. Ekspresja P-selektyny na powierzchni ptytek poddanych
25 minutowemu niedokrwieniu byta wyzsza niz na powierzchni ptytek poddanych 20

minutowemu niedokrwieniu (p = 0,0197). Nie wykazano wplywu czasu niedokrwienia
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na $rednig ekspresje P-selektyny na powierzchni ptytek krwi w tescie regresji liniowej
(R?=10,1679, p = 0,7312).

Ekspresja P-selektyny na powierzchni plytek krwi
po etapie niedokrwienia

307 = 0,0197 p = 0,0031
|P_| ANOVA Friedmana
S, 204
8,
)
GS). A - warunki tlenowe
£ 10A I - niedokrwienie
LL
0

1 1 1
A 40 min A 15 min A 15 min A 15 min
1 15 min 1 20 min 1 25 min

Wykres 5. Ekspresja P-selektyny na powierzchni plytek krwi po etapie niedokrwienia
w grupie badanej (HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc Dunna w celu wykazania réznic
pomiedzy grupami, N = 5. Stupki przedstawiaja warto$¢ $rednig, wasy odnosza si¢ do bledu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

1.3. Ekspresja CD63 na powierzchni plytek krwi po etapie niedokrwienia

Po etapie niedokrwienia zaobserwowano zmiany w ekspresji CD63 na powierzchni
ptytek krwi (p = 0,0031, wykres 6). Ekspresja biatka CD63, na powierzchni plytek krwi,
byla wyzsza po 25 minutowym niedokrwieniu niz po 20 minutowym niedokrwieniu

(p =0,0197). Nie wykazano wplywu czasu niedokrwienia na $rednig ekspresj¢ CD63 na
powierzchni ptytek krwi w tescie regresji liniowej (R?=0,01079, p = 0,9338).
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Ekspresja CD63 na powierzchni plytek krwi
po etapie niedokrwienia

40~ _ p = 0,0031
p=00197 ANOVA Friedmana

w
o
1

A - warunki tlenowe
| - niedokrwienie

Ekspresja [%0]
S

[E
o
L

1 1 1
A 40 min A 15 min A 15 min A 15 min
1 15 min 1 20 min 1 25 min

Wykres 6. Ekspresja CD63 na powierzchni plytek krwi po etapie niedokrwienia w grupie
badanej (HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc Dunna w celu wykazania rdznic
pomiedzy grupami, n = 5. Sthupki przedstawiaja warto$¢ srednig, wasy odnosza si¢ do bigdu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

1.4. Ekspresja aktywowanej GP I1b-II1a na powierzchni plytek krwi po etapie
reperfuzji

Analiza cytometryczna powierzchniowych markerow aktywacji ptytek krwi po etapie
reperfuzji wykazata zwigkszong ekspresj¢ aktywowanej GP IIb-1lla na powierzchni
ptytek krwi jedynie w warunkach I/R z 15 minutami niedokrwienia i 20 minutowa
reperfuzja (p = 0,0244, wykres 7 A) w poréwnaniu do warunkéw tlenowych.
W warunkach I/R z 20 1 25 minutami niedokrwienia 1 20 minutowg reperfuzja nie
wykazano zmian w ekspresji aktywowanej GP Ilb-Illa na powierzchni ptytek krwi

w porownaniu do warunkow tlenowych (wykres 7 B-C).
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A Ekspresja aktywowanej GP I1b-111a na powierzchni plytek B Ekspresja aktywowanej GP I1b-111a na powierzchni plytek

krwi w warunkach 15 niedokrwienia i 20" reperfuzji krwi w warunkach 20" niedokrwienia i 20" Ireperfuzji
oraz w warunkach tlenowych 50" oraz w warunkach tlenowych 55
p =0,3356
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a
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A 50 min A 15 min A 55 min A 15 min
115 min 120 min
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C Ekspresja aktywowanej GP I1b-111a na powierzchni plytek
krwi w warunkach 25" niedokrwienia i 20" reperfuzji
oraz w warunkach tlenowych 60°

p = 03947
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Wykres 7. Ekspresja aktywowanej GP Il1b-IIIa na powierzchni plytek krwi w warunkach
tlenowych oraz w warunkach I/R w grupie badanej (HCM+PLT).

(A) niedokrwienie 15 minut/reperfuzja 20 minut, (B) niedokrwienie 20 minut/reperfuzja 20 minut
(C) niedokrwienie 25 minut/reperfuzja 20 minut. Zastosowane testy: test Wilcoxona (7 A) oraz
test t dla prob zaleznych (7 B-C), n = 11. Stupki przedstawiajg warto$¢ $rednig, wasy odnoszg si¢
do btedu standardowego s$redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi, GP —
glikoproteina.

Zmiany ekspresji aktywowanej GP llb-IIla na powierzchni ptytek krwi w grupie
badanej (HCM+PLT) przedstawiono na wykresie 8. Wykazano wzrost ekspresji po etapie
reperfuzji w poréwnaniu do etapu niedokrwienia dla 20 minut niedokrwienia (p = 0,0313,
wykres 8 C). Zaobserwowano wyzsza ekspresje markera w warunkach tlenowych (60
minut) w poréwnaniu do ekspresji w warunkach tlenowych (40 minut), oraz po etapie
reperfuzji w poréwnaniu do 15 i 25 minutowego niedokrwienia, jednak nie byta to zmiana
istotna statystycznie. Co wigcej, 20 minutowa reperfuzja prowadzita do normalizacji
ekspresji markerow aktywacji ptytek krwi, zwigkszonej podczas 20 1 25 minutowego

niedokrwienia.
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Ekspresja aktywowanej GP I1b-111a na powierzchni plytek krwi

A 2 p=03125 B 15 p = 06875
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Wykres 8. Zmiany ekspresji aktywowanej GP 11b-I11a na powierzchni plytek krwi w grupie
badanej (HCM+PLT). (A) w warunkach tlenowych (n = 5), (B-D) po etapie niedokrwienia
oraz po etapie reperfuzji (n = 6).

Zastosowany test: test Wilcoxona. Stupki przedstawiaja warto$¢ sredniag, wasy odnosza si¢ do
bledu standardowego $redniej. GP — glikoproteina, HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki
Krwi.

1.5. Ekspresja P-selektyny na powierzchni plytek krwi po etapie reperfuzji

Ekspresja P-selektyny na powierzchni ptytek krwi po etapie reperfuzji nie ulegata
zmianie w warunkach I/R w porownaniu do warunkow tlenowych, niezaleznie od czasu

trwania niedokrwienia (wykres 9).
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A Ekspresja P-selektyny na powierzchni plytek krwi B
w warunkach 15" niedokrwienia i 20' reperfuzji
oraz w warunkach tlenowych 50*

Ekspresja P-selektyny na powierzchni plytek krwi
w warunkach 20" niedokrwienia i 20' reperfuzji
oraz w warunkach tlenowych 55'
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Wykres 9. Ekspresja P-selektyny na powierzchni plytek krwi w warunkach tlenowych oraz
w warunkach I/R w grupie badanej (HCM+PLT).

(A) niedokrwienie 15 minut/reperfuzja 20 minut, (B) niedokrwienie 20 minut/reperfuzja 20 minut
(C) niedokrwienie 25 minut/reperfuzja 20 minut. Zastosowany test: test t dla prob zaleznych,

n = 13. Stupki przedstawiaja warto$¢ §rednia, wasy odnosza si¢ do bledu standardowego $rednie;j.
HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

Zmiany ekspresji P-selektyny na powierzchni ptytek krwi w grupie badanej
(HCM+PLT) przedstawiono na wykresie 10. Nie zauwazono istotnych zmian w ekspresji
P-selektyny po etapie reperfuzji w porownaniu do etapu niedokrwienia trwajacego 151 20
minut (wykres 10 B, D). Wykazano tendencje do wyzszej ekspresji P-selektyny po etapie
reperfuzji w poréwnaniu do etapu niedokrwienia po 20 minutach niedokrwienia
(p = 0,0625, wykres 10 C). Dodatkowo wykazano silng tendencje (p = 0,0625, wykres
10 A) do wyzszej ekspresji tego markera po 60 minutach w warunkach tlenowych

w porownaniu do ekspresji uzyskanej po 40 minutach w warunkach tlenowych.
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Wykres 10. Zmiany ekspresji P-selektyny na powierzchni plytek krwi w grupie badanej

(HCM+PLT). (A) w warunkach tlenowych, (B-D) po etapie niedokrwienia oraz po etapie
reperfuzji.

Zastosowany test: test Wilcoxona, n = 5. Stupki przedstawiajg warto$¢ srednia, wasy odnosza si¢
do btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

1.6. Ekspresja CD63 na powierzchni plytek krwi po etapie reperfuzji

Ekspresja czasteczki CD63 na powierzchni ptytek krwi po etapie reperfuzji nie
ulegata zmianie w warunkach I/R w porownaniu do warunkoéw tlenowych, niezaleznie od

czasu trwania niedokrwienia (wykres 11).
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Wykres 11. Ekspresja CD63 na powierzchni plytek krwi w warunkach tlenowych oraz
w warunkach I/R w grupie badanej (HCM+PLT).

(A) niedokrwienie 15 minut/reperfuzja 20 minut, (B) niedokrwienie 20 minut/reperfuzja 20 minut
(C) niedokrwienie 25 minut/reperfuzja 20 minut. Zastosowany test: test t dla prob zaleznych,
n = 12. Stupki przedstawiajg warto$¢ srednia, wasy odnoszg si¢ do btedu standardowego $rednie;j.
HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

Zmiany ekspresji CD63 na powierzchni ptytek krwi w grupie badanej (HCM+PLT)
przedstawiono na wykresie 12. Wykazano wyzszg ekspresje CD63 po etapie reperfuzji
w poréwnaniu do etapu 20 minutowego niedokrwienia (p = 0,0313) (wykres 12 C).
Dodatkowo wykazano tendencje¢ do wyzszej ekspresji CD63 na powierzchni ptytek krwi
utrzymywanych w warunkach tlenowych przez 60 minut w poréwnaniu do ekspresji
CD63 na powierzchni ptytek krwi utrzymywanych w warunkach tlenowych przez 40
minut (p = 0,0625, wykres 12 A). Ptytki krwi wykazywaty tendencje do nizszej ekspresji
CD63 na swojej powierzchni po etapie reperfuzji w porownaniu do etapu 15 minutowego
niedokrwienia (p = 0,0938, wykres 12 B).
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Wykres 12. Zmiany ekspresji CD63 na powierzchni plytek krwi w grupie badanej
(HCM+PLT). (A) w warunkach tlenowych, (B-D) po etapie niedokrwienia oraz po etapie
reperfuzji.

Zastosowany test: test Wilcoxona, n = 5. Stupki przedstawiajg warto$¢ srednia, wasy odnosza si¢
do btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

1.7. Badanie cytometryczne PMP

Bufory po etapie niedokrwienia (rycina 4 i 7) w grupie badanej poddano badaniu
cytometrycznemu. MP wykazujace ekspresje, charakterystycznego dla ptytek krwi,
antygenu CD61 uznano za PMP. Jak pokazano na wykresie 13, ekspresja CD61 na
powierzchni PMP w warunkach tlenowych byta wyzsza niz w warunkach niedokrwienia,
niezaleznie od czasu jego trwania (p = 0,0019). Dodatkowo zauwazy¢ mozna, ze
ekspresja CD61 na powierzchni PMP po 20 i 25 minutowym niedokrwieniu byta wyzsza
srednio o 13,34% 1 28,31% w poréwnaniu do ekspresji po niedokrwieniu trwajacym 15
minut. Wptyw czasu niedokrwienia na wzrost $redniej ekspresji CD61 na powierzchni
PMP potwierdzono w tescie regresji liniowe;j (R2 =0,9989, p =0,0210), co przedstawiono
na wykresie 14.
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Ekspresja CD61 na powierzchni mikroczasteczek
pochodzenia plytkowego (PMP)
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Wykres 13. Ekspresja antygenu CD61 na powierzchni PMP w buforach po etapie
niedokrwienia w grupie badanej (HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania roznic
pomigdzy grupami, n = 8. Stupki przedstawiajg warto$¢ Srednig, wasy odnosza si¢ do bledu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT - ptytki krwi, PMP -
mikroczasteczki pochodzenia pltytkowego.
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Wykres 14. Wplyw czasu niedokrwienia na $rednig ekspresj¢ CD61 na powierzchni PMP
w grupie badanej (HCM+PLT).

Zastosowany test: test regresji liniowej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

Ekspresja powierzchniowa aktywowanej GP 1Ib-11Ia na powierzchni PMP byta nizsza
po 15 minutach niedokrwienia niz w warunkach tlenowych, co przedstawiono na

wykresie 15 (p = 0,0225). Dodatkowo po 20 (p = 0,0779) i 25 (p = 0,0779) minutowym
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niedokrwieniu PMP wykazywaly silng tendencje do nizszej ekspresji tej GP na swojej
powierzchni. Nie wykazano wplywu czasu niedokrwienia na ekspresj¢ aktywowane;j

GP llb-111a na powierzchni PMP w teécie regresji liniowej (R? = 0,7500, p = 0,3333).

Ekspresja aktywowanej GP Ilb-Illa
na powierzchni mikroczasteczek
pochodzenia ptytkowego (PMP)

p=0,0779

p=0,0779 _
— 1 p=0,0145
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J 1
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Wykres 15. Ekspresja aktywowanej GP I1b-111a na powierzchni PMP w buforach po etapie
niedokrwienia w grupie badanej (HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania réznic
pomiedzy grupami, n = 8. Stupki przedstawiajg warto$¢ $rednig, wasy odnosza si¢ do bledu
standardowego $redniej. GP — glikoproteina, HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

2. Aktywno$¢ metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej

W homogenatach komorkowych

2.1. Aktywnos¢ proMMP-2 w kardiomiocytach niepoddanych interakcji
z plytkami krwi

Badanie homogenatow kardiomiocytow (grupa kontrolna, HCM, ryc. 5), wykazato
obnizong aktywno$¢ formy proMMP-2 w kardiomiocytach w warunkach 25 minutowego
niedokrwienia i 20 minutowej reperfuzji w poréwnaniu do kardiomiocytow
inkubowanych w warunkach tlenowych (p = 0,0117), co przedstawiono na wykresie 16.
Po 15 minutach niedokrwienia i 20 minutach reperfuzji oraz po 20 minutach
niedokrwienia i 20 minutach reperfuzji aktywno§¢ proMMP-2 takze ulegla obnizeniu

0 $rednio 26,13%, jednak nie byla to zmiana istotna statystycznie. Nie wykazano wplywu
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czasu niedokrwienia na aktywno$¢ proMMP-2 w kardiomiocytach w teécie regresji
liniowej (R?=0,8778, p = 0,2273).

Aktywnos¢ proMMP-2 kardiomiocytow
w grupie kontrolnej (HCM)
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Wykres 16. Zmiany aktywnosci proMMP-2 oznaczonej w homogenatach kardiomiocytow
w grupie kontrolnej (HCM).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania roznic
pomigdzy grupami, n = 8. Stupki przedstawiajg warto$¢ Srednig, wasy odnosza si¢ do bledu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.

2.2. Aktywnos¢ MMP-2 w kardiomiocytach niepoddanych interakcji z ptytkami

krwi

Aktywno$¢ MMP-2 oznaczona metoda zymografii zelatynowej w homogenatach
kardiomiocytow (grupa kontrolna, HCM) po niedokrwieniu i reperfuzji nie wykazata
zmian w wyniku I/R w tescie ANOV A w porownaniu do kardiomiocytéw inkubowanych
w warunkach tlenowych (p = 0,4663), co przedstawiono na wykresie 17. Jednak
odnotowano obnizenie aktywnosci MMP-2 w kardiomiocytach utrzymywanych
w warunkach I/R, $rednio o 36,36% do 45,65%, w poréwnaniu do kardiomiocytow
utrzymywanych w warunkach tlenowych. Nie wykazano wplywu czasu niedokrwienia na
aktywnos¢ MMP-2 w kardiomiocytach w teécie regresji liniowej (R? = 0,9016,
p =0,2031).
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Wykres 17. Zmiany aktywnosci MMP-2 w homogenatach kardiomiocytéow w grupie
kontrolnej (HCM).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana, n = 8. Stupki przedstawiaja warto$¢ srednig, wasy
odnoszg si¢ do btedu standardowego sredniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.

2.3. Aktywnos¢ MMP-9 w kardiomiocytach niepoddanych interakcji z ptytkami

krwi

Badanie aktywnosci MMP-9 w homogenatach kardiomiocytow (grupa kontrolna,
HCM) nie wykazato zmian w aktywnosci MMP-9 pomiedzy grupa poddang warunkom
tlenowym a grupami poddanymi warunkom I/R (p = 0,7730), co przedstawiono na
wykresie 18. Chociaz nie wykazano liniowego wzrostu aktywnosci MMP-9 wraz
z czasem trwania niedokrwienia w tescie regres;ji liniowej (R? = 0,8643, p = 0,2402) to
$rednia aktywnos¢ MMP-9 byta wyzsza w warunkach 20 minut niedokrwienia i 20 minut
reperfuzji oraz 25 minut niedokrwienia i 20 minut reperfuzji w poréwnaniu do warunkow

15 minut niedokrwienia i 15 minut reperfuzji o odpowiednio 49,56% i 58,78%.
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Wykres 18. Zmiany aktywnosci MMP-9 w homogenatach kardiomiocytéow w grupie
kontrolnej (HCM).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana, n = 8. Stupki przedstawiaja warto$¢ srednig, wasy
odnosza si¢ do btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.

2.4.  Aktywno$¢ proMMP-2 w kardiomiocytach poddanych interakcji z pltytkami

krwi

Analiza zymogramow (grupa badana, HCM+PLT) nie wykazata zmian w aktywnosci
formy proMMP-2 (p = 0,7892) w kardiomiocytach poddanych warunkom I/R
w porownaniu do kardiomiocytow w warunkach tlenowych, co przedstawiono na
wykresie 19. Nie wykazano wplywu czasu niedokrwienia na S$rednig aktywno$¢
proMMP-2 w kardiomiocytach skontaktowanych z ptytkami krwi w tedcie regresji
liniowej (R? = 3,494e-005, p = 0,9962).
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Wykres 19. Zmiany proMMP-2 oznaczonej w homogenatach Kkardiomiocytow
skontaktowanych z plytami krwi (grupa badana, HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana, n = 8. Stupki przedstawiajg warto$¢ srednia, wasy
odnoszg si¢ do btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

2.5.  Aktywnos¢ MMP-2 w kardiomiocytach poddanych interakcji z plytkami

krwi

Nie wykazano zmian aktywnosci MMP-2 (p = 0,6149), oznaczonej metoda
zymografii zelatynowej, w kardiomiocytach poddanych interakcji z ptytkami krwi (grupa
badana, HCM+PLT), co zaprezentowano na wykresie 20. Nie wykazano wptywu czasu
niedokrwienia na $rednig aktywnos¢ MMP-2 w kardiomiocytach skontaktowanych
z ptytkami krwi w tescie regresji liniowej (R?= 0,5153, p = 0,4903).
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Wykres 20. Zmiany aktywnosci MMP-2 w homogenatach kardiomiocytow
skontaktowanych z pltytkami krwi (grupa badana, HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana, n = 8. Stupki przedstawiaja warto$¢ srednig, wasy
odnoszg si¢ do btedu standardowego sredniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

2.6. Aktywno$¢ MMP-9 w kardiomiocytach poddanych interakcji z plytkami

krwi

Aktywnos¢ MMP-9 w kardiomiocytach skontaktowanych z ptytkami krwi (grupa
badana, HCM+PLT) przedstawiono na wykresie 21. Nie wykazano zwigkszonej
aktywnosci MMP-9 w kardiomiocytach skontaktowanych z ptytkami krwi w porownaniu
do kontroli tlenowej (p = 0,3916). Jednak jak wida¢ na wykresie 21, pomimo braku
istotnosci  statystycznej uzyskanych wynikéw, Srednia aktywnos¢ MMP-9
w kardiomiocytach poddanych warunkom I/R byta wyzsza 0 11,07% — 126,70% niz
w warunkach tlenowych. W teécie regresji liniowej wykazano zwigkszenie Sredniej
aktywnosci MMP-9 w kardiomiocytach skontaktowanych z ptytkami krwi wraz z czasem
trwania niedokrwienia (R?=0,1664, p = 0,0479, wykres 22).
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Wykres 21. Zmiany aktywnosci MMP-9 oznaczonej w homogenatach kardiomiocytow
skontaktowanych z plytkami krwi (HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana, n = 8. Stupki przedstawiajg warto$¢ $rednig, wasy
odnoszg si¢ do btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.
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Wykres 22. Wplyw czasu niedokrwienia na aktywnos¢ MMP-9 w kardiomiocytach w grupie
badanej (HCM+PLT).
Zastosowany test: test regresji liniowej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

2.7.  Aktywno$¢ proMMP-2 w plytkach krwi po I/R

Analiza zymogramoéw plytek krwi w grupie badanej (HCM+PLT) wykazala, ze
obecnos¢ formy pro-MMP-2 ulegata zmianie w wyniku I/R (p = 0,0479). Jak pokazano
na wykresie 23, proMMP-2, oznaczona potiloSciowo metodg zymografii zelatynowe;j,

byta wyzsza w plytkach krwi po I/R z 25 minutowym niedokrwieniem i 20 minutowa
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reperfuzja w poroéwnaniu do ptytek krwi inkubowanych w warunkach tlenowych
(p =0,0494). Po 15 minutowym niedokrwieniu i 20 minutowej reperfuzji oraz
20 minutowym niedokrwieniu i 20 minutowej reperfuzji warto§¢ proMMP-2 byta
wyzsza, $rednio o odpowiednio 29,21% oraz 56,85%, w porownaniu do wartosci
uzyskanych w warunkach tlenowych, jednak nie byta to zmiana istotna statystycznie. Nie
wykazano wptywu czasu niedokrwienia na $rednig aktywnos¢ proMMP-2 w plytkach
krwi w tescie regresji liniowej (R?= 0,4075, p = 0,5592).
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w grupie badanej (HCM+PLT)
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Wykres 23. Zmiany proMMP-2 w plytkach krwi w grupie badanej (HCM+PLT).
Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazaniaza
réznic pomigdzy grupami, n = 11. Stupki przedstawiajg warto$¢ $rednia, wasy odnoszg si¢ do
btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, I/R — niedokrwienie/reperfuzja,
PLT — ptytki krwi.

2.8. Aktywno$s¢ MMP-2 w plytkach krwi po I/R

Zmiany aktywnosci MMP-2 w plytkach krwi w grupie badanej (HCM+PLT)
uzyskane metoda zymografi zelatynowej przedstawiono na wykresie 24 (p = 0,0345).
Aktywnos¢ MMP-2 byta wyzsza w plytkach krwi po I/R z 20 minutowym
niedokrwieniem i 20 minutowa reperfuzja w poréwnaniu do ptytek krwi inkubowanych
w warunkach tlenowych (p = 0,0335). W warunkach I/R z 15 minutowym
niedokrwieniem i 20 minutowa reperfuzja oraz 25 minutowym niedokrwieniem i 20
minutowg reperfuzjg aktywnos¢ MMP-2 w plytkach krwi takze byla wyzsza
W poréwnaniu do warunkéw tlenowych $rednio o 52,49% 1 55,07%, jednak

prawdopodobnie ze wzgledu na duzy rozrzut uzyskanych wynikéw, nie byta to zmiana

88



istotna statystycznie. Nie wykazano wptywu czasu niedokrwienia na aktywno$¢ MMP-2
w ptytkach krwi (R?=0,0001225, p = 0,9537).

Aktywnos¢ MMP-2 w plytkach krwi
po I/R w grupie badanej (HCM+PLT)

=0,0335
0.8 P

p =0,0345
ANOVA Friedmana

o
o
[

A - warunki tlenowe
| - niedokrwienie
R - reperfuzja

MMP-2 [AU]/
liczba PLT [tys./ul]
o o
%

o
o

1 ] 1
A15min A15min A 15 min
115min 120min |25 min
R 15min R 15min R 15min

Wykres 24. Zmiany aktywnosci MMP-2 w plytkach krwi w grupie badanej (HCM+PLT).
Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania roznic
pomiedzy grupami, n = 10. Shupki przedstawiaja warto$¢ $rednig, wasy odnoszg sie do btedu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, I/R — niedokrwienie/reperfuzja, PLT —
plytki krwi.

2.9. Aktywnos¢ MMP-9 w plytkach krwi po I/R

Wyniki aktywnosci MMP-9 w ptytkach krwi w grupie badanej (HCM+PLT) uzyskane
metoda zymografii zelatynowej przedstawiono na wykresie 25. Aktywnos¢ MMP-9
w I/R bylta wyzsza $rednio o 17,61% — 18,59% w poroéwnaniu do wartosci uzyskanych
w warunkach tlenowych, jednak nie byta to zmiana istotna statystycznie (p = 0,5125).
Nie wykazano wplywu czasu niedokrwienia na $rednig aktywnos¢ MMP-9 w plytkach
krwi w teécie regresji liniowej (R?=0,9643, p = 0,1210).
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Aktywnosé¢ MMP-9 w plytkach krwi
po I/R w grupie badanej (HCM+PLT)

(o]
o
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p=0,5125
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[o2]
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Wykres 25. Zmiany MMP-9 w plytkach krwi w grupie badanej (HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana, n = 12. Stupki przedstawiajg warto$¢ Srednig, wasy
odnoszg si¢ do bledu standardowego S$redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, I/R —
niedokrwienie/reperfuzja, PLT — ptytki krwi,.
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2.10. Wplyw plytek krwi na aktywno$¢ proMMP-2 kardiomiocytéw

Poréwnanie proMMP-2 pomigdzy grupa badang a grupa kontrolng przedstawiono na
wykresie 26. Obecnos¢ ptytek krwi nie wptywata na zmiany proMMP-2 kardiomiocytow
w warunkach tlenowych (wykres 26 A, p = 0,7422) oraz w warunkach I/R, z 15
minutowym niedokrwieniem i 20 minutowa reperfuzjg (wykres 26 B, p = 0,4609).
W warunkach 20 minutowego niedokrwienia i 20 minutowej reperfuzji (wykres 26 C,
p = 0,0547) oraz 25 minutowego niedokrwienia i 20 minutowej reperfuzji (wykres 26 D,
p = 0,0547) w obecnosci plytek krwi zaobserwowano bardzo silng tendencje do wyzszej
aktywnosci proMMP-2 kardiomiocytow w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Dodatkowo,
jak wida¢ na wykresach 26 B-26 D, w warunkach I/R, niezaleznie od czasu trwania
niedokrwienia, aktywno$¢ proMMP-2 w grupie badanej byla wyzsza niz w grupie
kontrolnej $rednio o od 24,55% do 48,28%.

A Wplyw plytek krwi na proMMP-2 kardiomiocytéw B Wplyw plytek krwi na proMMP-2 kardiomiocytéw
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Wykres 26. Wplyw obecnosci plytek krwi na zmiany proMMP-2 o0znaczonej
w homogenatach kardiomiocytéw.

Poréwnanie proMMP-2 w grupie kontrolnej (ludzkie kardiomiocyty (HCM) bez kontaktu
z ptytkami krwi) i grupie badanej (ludzkie kardiomiocyty skontaktowane z ptytkami krwi
(HCM+PLT). (A) warunki tlenowe 60 min, (B) niedokrwienie 15 min/reperfuzja 20 min,
(C) niedokrwienie 20 min/reperfuzja 20 min, (D) niedokrwienie 25 min/reperfuzja 20 min.
Zastosowany test: test Wilcoxona, n = 8. Stupki przedstawiaja warto$¢ srednia, wasy odnosza si¢
do btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.
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2.11. Wplyw plytek krwi na aktywnos¢ MMP-2 w kardiomiocytach

Poréwnanie aktywnosci MMP-2 pomigdzy grupa badang a grupa kontrolna
przedstawiono na wykresie 27. Obecno$¢ plytek krwi nie wplywala na zmiany
w aktywno$éci MMP-2 kardiomiocytow w warunkach tlenowych (wykres 27 A,
p =0,5469) oraz w warunkach I/R z 15 minutowym niedokrwieniem (wykres 27 B,
p = 0,1094) oraz 25 minutowym niedokrwieniem i 20 minutowa reperfuzja (wykres 27 D,
p = 0,1953). W warunkach I/R z 20 minutowym niedokrwieniem i 20 minutowsa
reperfuzjg (wykres 27 C, p = 0,0781), w obecnosci ptytek krwi, wykazano bardzo silng
tendencje do wyzszej aktywnosci MMP-2 w kardiomiocytach w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Dodatkowo, jak przedstawiono na wykresach 27 B-27 D, w warunkach I/R,
niezaleznie od czasu trwania niedokrwienia, aktywno$¢ MMP-2 w grupie badanej byta

wyzsza niz w grupie kontrolnej srednio o od 48,80% do 99,18%.

A Wplyw plytek krwi na aktywno$¢ MMP-2 kardiomiocytow B Wplyw plytek krwi na aktywnosé MMP-2 kardiomiocytéw
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Wykres 27. Wplyw obecnosci ptytek krwi na zmiany aktywnosci MMP-2 w homogenatach
kardiomiocytow.

Poréwnanie aktywnosci MMP-2 w grupie kontrolnej (ludzkie kardiomiocyty (HCM) bez
kontaktu z ptytkami krwi) i grupie badanej (ludzkie kardiomiocyty skontaktowane z plytkami
krwi (HCM+PLT). (A) warunki tlenowe 60 min, (B) niedokrwienie 15 min/reperfuzja 20 min,
(C) niedokrwienie 20 min/reperfuzja 20 min, (D) niedokrwienie 25 min/reperfuzja 20 min.
Zastosowany test: test Wilcoxona, n = 8. Stupki przedstawiaja warto$¢ srednia, wasy odnosza si¢
do btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.
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2.12. Wplyw plytek krwi na aktywno$s¢ MMP-9 kardiomiocytow

Poréwnanie aktywnosci MMP-9 pomigdzy grupa badang a grupa kontrolna
przedstawiono na wykresie 28. Pomimo ze w warunkach tlenowych zauwazono tendencje
do obnizonej aktywnosci MMP-9 kardiomiocytow w obecnos$ci ptytek krwi (p = 0,0781,
wykres 28 A), w warunkach I/R nie odnotowano istotnego wptywu ptytek na aktywno$é
MMP-9 niezaleznie od czasu trwania niedokrwienia (wykres 28 B-D). Jednak, jak
zobrazowano na wykresie 28 B-D, w warunkach I/R, niczaleznie od czasu trwania
niedokrwienia, aktywnos¢ MMP-9 w grupie badanej byta $rednio od 38,78% do 60,87%

wyzsza niz w grupie kontrolnej (wykres 28 B—-28 D).
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Wykres 28. Wplyw obecnosci plytek krwi na zmiany aktywnosci MMP-9 w homogenatach
kardiomiocytow.

Porownanie aktywno$ci MMP-9 w grupie kontrolnej (ludzkie kardiomiocyty (HCM) bez
kontaktu z ptytkami krwi) i grupie badanej (ludzkie kardiomiocyty skontaktowane z phytkami
krwi (HCM+PLT). (A) warunki tlenowe 60 min, (B) niedokrwienie 15 min/reperfuzja 20 min,
(C) niedokrwienie 20 min/reperfuzja 20 min, (D) niedokrwienie 25 min/reperfuzja 20 min.
Zastosowany test: test Wilcoxona, n = 8. Stupki przedstawiajg warto$¢ srednia, wasy odnosza si¢
do btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.
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3. Uwalnianie 1 aktywno$§¢ MMP w przestrzeni pozakomoérkowej po etapie

niedokrwienia

3.1. Aktywnos$¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomérkowej w grupie kontrolnej

Celem oceny aktywnos$ci metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej w przestrzeni
pozakomorkowej kardiomiocytow, oznaczono aktywnos¢ proMMP-2 w buforach
zebranych po niedokrwieniu kardiomiocytow, nieskontaktowanych z ptytkami krwi
(HCM). Aktywnos¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej byta znaczaco nizsza po
15 minutowym (p = 0,0114) i 20 minutowym (p = 0,0026) niedokrwieniu
kardiomiocytow w porownaniu do aktywnosci proMMP-2 oznaczonej w warunkach
tlenowych, co przedstawiono na wykresie 29. W warunkach 25 minutowego
niedokrwienia aktywno$¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomérkowej wykazata ponad
4-krotne obnizenie w porownaniu do warunkow tlenowych, jednak nie Stwierdzono
istotnos$ci  statystycznej uzyskanych wynikéw. Nie wykazano wplywu czasu
niedokrwienia na aktywno$¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej po etapie

niedokrwienia w tescie regresji liniowej (R2 =0,6830, p = 0,3807).

Aktywnosé proMMP-2 w przestrzeni pozakomoérkowej
po etapie niedokrwienia w grupie kontolnej (HCM)
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Wykres 29. Zmiany aktywnoSci proMMP-2 w przestrzeni pozakomoérkowej po etapie
niedokrwienia w grupie kontrolnej (HCM).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania r6znic
pomigdzy grupami, n = 7. Stupki przedstawiaja wartos¢ Srednig, wasy odnoszg si¢ do bledu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.
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3.2.  Aktywno$¢ MMP-2 w przestrzeni pozakomérkowej w grupie kontrolnej

Nie wykryto aktywnej formy MMP-2 w przestrzeni pozakmorkowej w grupie

kontrolnej metoda zymografii zelatynowe;.

3.3. Aktywno$¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomérkowej w grupie kontrolnej

Aktywnos¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomorkowej oznaczono w buforach zebranych
po niedokrwieniu kardiomiocytow nieskontaktowanych z ptytkami krwi (HCM). Nie
zaobserwowano zmian aktywnosci MMP-9 w buforach po etapie niedokrwienia w grupie
kontrolnej w poréwnaniu do kardiomiocytéw w warunkach tlenowych (p = 0,2603,
wykres 30). Jednakze w te$cie regresji liniowej wykazano zwigkszenie S$redniej
aktywnosci MMP-9 w przestrzeni pozakomoérkowej wraz z czasem trwania
niedokrwienia (R?=0,9977, p = 0,0302, wykres 31).

Aktywnosé¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomorkowej
po niedokrwieniu w grupie kontolnej (HCM)
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Wykres 30. Zmiany aktywnosci MMP-9 w przestrzeni pozakomérkowej po etapie
niedokrwienia w grupie kontrolnej (HCM).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana, n = 5. Stupki przedstawiajg warto$¢ $rednig, wasy
odnoszg sie do btedu standardowego sredniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.
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Wykres 31. Wplyw czasu niedokrwienia na $rednig aktywnos¢ MMP-9 w przestrzeni
pozakomorkowej w grupie kontrolnej (HCM).
Zastosowany test: test regresji liniowej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.

3.4.  Aktywno$¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej w grupie badanej

Wiyniki aktywnosci proMMP-2 oznaczonej w buforach po niedokrwieniu w grupie
badanej zaprezentowano na wykresie 32. Aktywnos¢ proMMP-2 w przestrzeni
pozakomorkowej w grupie badanej (HCM+PLT) byla nizsza po niedokrwieniu
kardiomiocytow, niezaleznie od czasu trwania niedokrwienia, w porownaniu do
aktywnosci proMMP-2 oznaczonej w warunkach tlenowych (p = 0,0003). W tescie
regresji liniowej wykazano tendencje do wzrostu aktywno$ci proMMP-2 w przestrzeni

pozakomorkowe] po etapie niedokrwienia wraz z czasem trwania niedokrwienia

(R2=0,9857, p = 0,0763).
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Aktywnos¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej
po niedokrwieniu w grupie badanej (HCM+PLT)
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Wykres 32. Zmiany aktywnos$ci proMMP-2 w buforach zebranych po etapie niedokrwienia
w grupie badanej (HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania roznic
pomigdzy grupami, n = 9. Stupki przedstawiaja wartos¢ $rednia, wasy odnoszg si¢ do bledu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

3.5.  Aktywno$¢ MMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej w grupie badanej

Nie wykryto aktywnej formy MMP-2 w przestrzeni pozakmorkowej w grupie badanej

metoda zymografii zelatynowe;.

3.6.  Aktywno$¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomorkowej w grupie badanej

Analiza zymogramow nie wykazata zmian aktywnosci MMP-9 w przestrzeni
pozakomorkowej po etapie niedokrwienia kardiomiocytow skontaktowanych z ptytkami
krwi (HCM+PLT) (p = 0,6149), co przedstawiono na wykresie 33. Nie wykazano wptywu
czasu niedokrwienia na aktywno$¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomdrkowej w grupie

badanej po etapie niedokrwienia w tescie regresiji liniowej (R?=0,001165, p = 0,9783).
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Aktywnos¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomoérkowej
po niedokrwieniu w grupie badanej (HCM+PLT)
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Wykres 33. Zmiany aktywnosci MMP-9 oznaczonej w przestrzeni pozakomorkowej po
etapie niedokrwienia w grupie badanej (HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana, n = 7. Stupki przedstawiaja warto$¢ srednig, wasy
odnoszg si¢ do btedu standardowego sredniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

3.7. Wplyw plytek krwi na aktywno$¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej

po etapie niedokrwienia

Wplyw ptytek krwi na aktywnos¢ proMMP-2 oznaczong metodg zymografii
zelatynowej w przestrzeni pozakomoérkowej po niedokrwieniu przedstawiono na
wykresie 34. Porownanie aktywnosci proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowe;j
w grupie kardiomiocytow nieskontaktowanych z ptytkami krwi (HCM) z grupa
kardiomiocytow skontaktowanych z ptytkami krwi (HCM+PLT) nie wykazato wplywu
obecnos$ci plytek krwi na aktywno$¢ proMMP-2 zarowno w warunkach tlenowych, jak

I w warunkach niedokrwienia, niezaleznie od czasu jego trwania.
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A Wplyw plytek krwi na aktywnosé proMMP-2 w przestrzeni B Whplyw plytek krwi na aktywnosé proMMP-2 w przestrzeni

pozakomoérkowej w warunkach tlenowych 40' pozakomérkowej po 15" niedokrwienia
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Wykres 34. Wplyw obecnosci plytek krwi na zmiany aktywnosci proMMP-2 oznaczonej
w buforach zebranych w warunkach tlenowych i po etapie niedokrwienia.

Poréwnanie aktywnosci MMP-2 w grupie kontrolnej (ludzkie kardiomiocyty (HCM) bez
kontaktu z ptytkami krwi) i grupie badanej (ludzkie kardiomiocyty skontaktowane z ptytkami
krwi (HCM+PLT). (A) warunki tlenowe 40 min, (B) niedokrwienie 15 min, (C) niedokrwienie
20 min, (D) niedokrwienie 25 min. Zastosowany test: test Wilcoxona, n = 9. Stupki przedstawiaja
warto$¢ §rednig, wasy odnosza si¢ do btgdu standardowego srednie;.
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3.8.  Wplyw plytek krwi na aktywno$§¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomorkowej po

etapie niedokrwienia

Wplyw plytek krwi na aktywnos¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomorkowej po etapie
niedokrwienia przedstawiono na wykresie 35. Zaobserwowano nizszg aktywno$¢ MMP-9
w przestrzeni pozakomorkowej w grupie badanej (HCM+PLT) w porownaniu do grupy
kontrolnej (HCM) po 20 minutowym niedokrwieniu (wykres 35 C) (p = 0,0156).
Dodatkowo w warunkach tlenowych (p = 0,0781) oraz po 25 minutowym niedokrwieniu
(p=0,0625) zaobserwowano silng tendencj¢ do nizszej aktywnosci MMP-9 w obecnosci
ptytek krwi (wykres 35 A, D). Po 15 minutach niedokrwienia (wykres 35 B) nie
wykazano istotnych zmian w aktywnosci MMP-9 w przestrzeni pozakomodrkowe;j

(p = 0,2188), pomimo obserwowanego trendu.

A Wplyw plytek krwi na aktywnosé MMP-9 w przestrzeni B Wplyw plytek krwi na aktywnos¢ MMP-9 w przestrzeni
pozakomoérkowej w warunkach tlenowych 40° pozakomorkowej po 15' niedokrwienia
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Wykres 35. Wplyw obecnosci plytek krwi na zmiany aktywnosci MMP-9 oznaczonej
w przestrzeni pozakomérkowej w warunkach tlenowych i po etapie niedokrwienia.
Porownanie aktywno$ci MMP-9 w grupie kontrolnej (ludzkie kardiomiocyty (HCM) bez
kontaktu z ptytkami krwi) i grupie badanej (ludzkie kardiomiocyty skontaktowane z plytkami
krwi (HCM+PLT). (A) warunki tlenowe 40 min (n = 7), (B) niedokrwienie 15 min (n = 7), (C)
niedokrwienie 20 min (n = 7), (D) niedokrwienie 25 min (n = 5). Zastosowany test: test
Wilcoxona. Stupki przedstawiajg warto$¢ Srednig, wasy odnosza si¢ do bledu standardowego
srednie;.
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4. Uwalnianie i aktywno$¢ MMP w przestrzeni pozakomorkowej po etapie

reperfuzji
4.1. Aktywno$é¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomérkowej w grupie kontrolnej

Jak przedstawiono na wykresie 36, zaobserwowano tendencj¢ bliskg istotnosci
statystycznej do nizszej aktywnosci proMMP-2 w przestrzeni pozakomoérkowej
kardiomiocytow poddanych I/R w poréwnaniu do kardiomiocytow inkubowanych
w warunkach tlenowych w grupie kontrolnej (p = 0,0548). Analiza czasu niedokrwienia
nie wykazala wpltywu czasu niedokrwienia na zmiany aktywnosci proMMP-2

W przestrzeni pozakomorkowej w grupie kontrolnej (R?= 0,8854, p = 0,2198).

Aktywnosé proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej
po reperfuzji w grupie kontrolnej (HCM)

=0,0858

 0.020 P
X p = 0,0548
-_g ANOVA Friedmana
g 0015'
=)
.<£. 0.010+ A - warunki tlenowe
o | - niedokrwienie
% 0.005- R - reperfuzja
>
g

0.000 T T T

AB0min A15min  Al15min A 15min
1 15 min 1 20 min 1 25 min
R20min R20min R 20 min

Wykres 36. Zmiany aktywno$ci proMMP-2 w przestrzeni pozakomoérkowej po etapie
reperfuzji w grupie kontrolnej (HCM).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania r6znic
pomigdzy grupami, n = 5. Stupki przedstawiajg warto$¢ Srednig, wasy odnoszg si¢ do btedu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.

Wykazano tendencje bliska istotnosci statystycznej do wyzszej aktywnosci
proMMP-2 po etapie reperfuzji przestrzeni pozakomorkowej w grupie kontrolnej (HCM)
w poréwnaniu do etapu niedokrwienia dla 15 i 20 minut niedokrwienia (p = 0,0625,
wykres 37 B-C). Zaobserwowano wyzszg aktywnos¢ proMMP-2 po etapie reperfuzji
W porownaniu do 25 minutowego niedokrwienia, jednak nie byla to zmiana istotna

statystycznie (wykres 37 D). Co ciekawe, wykazano tendencj¢ do nizszej aktywnosci

101



proMMP-2 w warunkach tlenowych 60 minut w poréwnaniu do warunkéw tlenowych 40
minut (wykres 37 A).

Aktywnos¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej w grupie kontrolnej
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Wykres 37. Zmiany aktywnos$ci proMMP-2 w grupie kontrolnej (HCM). (A) w warunkach
tlenowych (n = 6), (B—D) po etapie niedokrwienia oraz po etapie reperfuzji (n =5).
Zastosowany test: test Wilcoxona. Stupki przedstawiaja warto$¢ $rednig, wasy odnosza si¢ do
btedu standardowego sredniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.

4.2.  Aktywno$¢ MMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej w grupie kontrolnej

Nie wykryto aktywnej formy MMP-2 w przestrzeni pozakmorkowej w grupie kontrolnej

metoda zymografii zelatynowe;.

4.3. Aktywno$s¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomérkowej w grupie kontrolnej

Wyniki aktywnosci MMP-9 oznaczonej w buforach po etapie reperfuzji w grupie
kontrolnej (HCM) przedstawiono na wykresie 38. Nie wykazano zmian w aktywnosci
MMP-9 w przestrzeni pozakomoérkowej po I/R w poréwnaniu do warunkéw tlenowych
(p = 0,8740). Nie wykazano wptywu czasu niedokrwienia na zmiany aktywnosci MMP-9

w przestrzeni pozakomorkowej w grupie kontrolnej w tescie regresji liniowej

(R2=0,8024, p = 0,2932).
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Aktywnosé¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomoérkowej
po etapie reperfuzji w grupie kontolnej (HCM)
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Wykres 38. Zmiany aktywnosci MMP-9 w przestrzeni pozakomorkowej po etapie
reperfuzji w grupie kontrolnej (HCM).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana, n = 6. Stupki przedstawiajg warto$¢ $rednig, wasy
odnosza si¢ do btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.

Nie wykazano zmian w aktywno$ci MMP-9 zarowno w warunkach tlenowych 60 i 40
minut, jak i po etapie reperfuzji w poréwnaniu do aktywnosci MMP-9 po etapie

niedokrwienia (wykres 39).
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Aktywnos¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomorkowej w grupie kontrolnej
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Wykres 39. Zmiany aktywnosci MMP-9 w grupie kontrolnej (HCM). (A) w warunkach
tlenowych, (B—D) po etapie niedokrwienia oraz po etapie reperfuzji.

Zastosowany test: test Wilcoxona, n = 5. Stupki przedstawiajg warto$¢ srednia, wasy odnosza si¢
do btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.

4.4. Aktywno$¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomérkowej w grupie badanej

Wyniki aktywno$ci proMMP-2 oznaczonej w buforach zebranych po etapie reperfuzji
w grupie badanej (HCM+PLT) przedstawiono na wykresie 40. Aktywnos$¢ proMMP-2
W przestrzeni pozakomorkowej nie wykazata zmian w wyniku I/R w poréwnaniu do
warunkoéw tlenowych (p = 0,1804). Nie wykazano wplywu czasu niedokrwienia na
zmiany aktywnosci proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej w grupie badanej w tescie

regresji liniowej (R?>= 0,6140, p = 0,4268).
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Aktywnos¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomérkowej
po etapie reperfuzji w grupie badanej (HCM+PLT)
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Wykres 40. Zmiany aktywnos$ci proMMP-2 w buforach zebranych po etapie reperfuzji
w grupie badanej (HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana, n = 7. Stupki przedstawiaja warto$¢ srednig, wasy
odnoszg si¢ do btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

Wykazano bardzo silng tendencj¢ do wzrostu aktywnos$ci proMMP-2 po etapie
reperfuzji w poroéwnaniu do etapu niedokrwienia dla 15 i 20 minut niedokrwienia
(p = 0,0625, wykres 41 B-C). Zaobserwowano wyzsza aktywno$¢ proMMP-2 po etapie
reperfuzji w poréwnaniu do 25 minutowego niedokrwienia, jednak nie byta to zmiana
istotna statystycznie (wykres 41 D). Dodatkowo aktywno$¢ proMMP-2 w warunkach
tlenowych 60 minut byta nizsza niz w warunkach tlenowych 40 minut, jednak nie byta to

zmiana istotna statystycznie (wykres 41 A).
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Aktywnosé¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomérkowej w grupie badanej

0.039

™

o
o
=
ol
1

% p=01875 test Wilcoxona % B test Wilcoxona
3 g p =0,0625
go 02 gO 010+
= A - warunki tlenowe = A - warunki tlenowe
2 2 1 - niedokrwienie
— — R - reperfuzja
o~ N
a 0.01+ d 0.005
= =
= =
S S
20.00 20,000 T T
A 40 min A 15 min A 15 min
1 15 min 115 min
R 20 min
C goowo p =0,0625 D goowo p = 05625
g - ]  —
‘5 0.008- test Wilcoxona 'S0.008-
o o test Wilcoxona
3. 3.
%0.00G— A - warunki tlenowe %0.006—
P 1 - niedokrwienie <
:0_004_ R - reperfuzja :“0_004_ A - warunki tlenowe
a a 1 - niedokrwienie
%0.002- § 0.002 R-reperfuza
2 2
<0.000 . . “0.000 . .
A 15 min A 15 min A 15 min A 15 min
120 min 120 min 125 min 125 min
R 20 min R 20 min

Wykres 41. Zmiany aktywnosci proMMP-2 w grupie badanej (HCM+PLT): (A)
w warunkach tlenowych (n = 5), (B-D) po etapie niedokrwienia oraz po etapie reperfuzji
(n=06).

Zastosowany test: test Wilcoxona. Stupki przedstawiaja warto$¢ $rednig, wasy odnoszg si¢ do
btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

4.5. Aktywnos¢ MMP-2 w przestrzeni pozakmoérkowej w grupie badanej

Nie wykryto aktywnej formy MMP-2 w przestrzeni pozakmorkowej w grupie badane;j

metoda zymografii zelatynowe;.

4.6. Aktywno$¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomorkowej w grupie badanej

W grupie badanej (HCM+PLT) zaobserwowano bardzo silng tendencje do
zwiekszonej aktywnosci MMP-9 w przestrzeni pozakomoérkowej po etapie reperfuzji
w /R w porownaniu do warunkéw tlenowych (p = 0,0615), co zaprezentowano na
wykresie 42. Wykazano tendencje do wyzszej aktywnosci MMP-9 po I/R z 20 minutami
niedokrwienia i 20 minutami reperfuzji w poréwnaniu do aktywnosci tej MMP
w warunkach tlenowych (p = 0,0709). Nie wykazano wplywu czasu niedokrwienia na
zmiany aktywno$ci MMP-9 w przestrzeni pozakomorkowej w grupie badanej w tescie

regresji liniowej (R?=0,1624, p = 0,7359).
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Aktywnos¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomoérkowej
po etapie reperfuzji w grupie badanej (HCM+PLT)
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Wykres 42. Zmiany aktywnosci MMP-9 w przestrzeni pozakomérkowej po etapie
reperfuzji w grupie badanej (HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania roznic
pomigdzy grupami, n = 8. Stupki przedstawiajg warto$¢ Srednig, wasy odnosza si¢ do bledu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

Zmiany aktywnosci MMP-9 w przestrzeni pozakomoérkowej w grupie badanej
(HCM+PLT) przedstawiono na wykresie 43. Nie wykazano zmian w aktywnosci MMP-9
zaro6wno w warunkach tlenowych 40 i 60 minut, jak i po etapie reperfuzji w pordwnaniu

do aktywnosci MMP-9 po etapie niedokrwienia.
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Aktywnos¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomérkowej w grupie badanej (HCM)
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Wykres 43. Zmiany aktywnosci MMP-9 w grupie badanej (HCM+PLT): (A) w warunkach
tlenowych, (B-D) po etapie niedokrwienia oraz po etapie reperfuzji.

Zastosowany test: test Wilcoxona, n = 5. Stupki przedstawiajg warto$¢ srednia, wasy odnosza si¢
do btedu standardowego sredniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

4.7. Wplyw plytek krwi na aktywnos¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej
po etapie reperfuzji

Porownanie wynikow aktywnos$ci proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej
uzyskanych metoda zymografii zelatynowej w buforach po etapie reperfuzji pomiedzy
grupg badang (HCM) a grupa kontrolng (HCM+PLT) przedstawiono na wykresie 44,
Skontaktowanie kardiomiocytow z ptytkami krwi powodowalo obnizenie aktywnosci
proMMP-2 w przestrzeni pozakomoérkowej zaréwno W warunkach tlenowych (wykres
44 A, p=0,0156) jak i w I/R z 20 minutowym niedokrwieniem i 20 minutowg reperfuzja
(wykres 44 C, p = 0,0313). Zaobserwowano takze silng tendencje do obnizenia
aktywnosci proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej w warunkach 25 minutowego
niedokrwienia i 20 minutowej reperfuzji w grupie badanej w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (wykres 44 D, p = 0,0781). Jedynie w warunkach I/R z 15 minutowym
niedokrwieniem 1 20 minutowg reperfuzja skontaktowanie kardiomiocytow z ptytkami
krwi nie zmienito aktywnosci proMMP-2 w porownaniu do wynikow uzyskanych bez
obecnosci ptytek krwi (wykres 44 B, p = 0,6875).
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Wykres 44. Wplyw obecnosci plytek krwi na zmiany aktywnosci proMMP-2 w przestrzeni
pozakomodrkowej po etapie reperfuzji.

Poréwnanie aktywnosci MMP-2 w grupie kontrolnej (ludzkie kardiomiocyty (HCM) bez
kontaktu z ptytkami krwi) i grupie badanej (ludzkie kardiomiocyty skontaktowane z plytkami
krwi (HCM+PLT). (A) warunki tlenowe 60 min, (B) niedokrwienie 15 min/reperfuzja 20 min,
(C) niedokrwienie 20 min/reperfuzja 20 min, (D) niedokrwienie 25 min/reperfuzja 20 min.
Zastosowany test: test Wilcoxona, n = 7. Stupki przedstawiajg warto$¢ srednia, wasy odnosza si¢
do bledu standardowego $rednie;.

4.8. Wplyw plytek krwi na aktywno$§¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomorkowej
po etapie reperfuzji

Analiza zymogramow aktywnosci MMP-9 w przestrzeni pozakomdrkowej po etapie
reperfuzji wykazata, ze skontaktowanie ptytek krwi z kardiomiocytami spowodowato
obnizenie aktywnosci MMP-9 jedynie w warunkach tlenowych (p = 0,0391, wykres
45 A) oraz w warunkach I/R z 25 minutami niedokrwienia i 20 minutami reperfuzji
(p = 0,0156, wykres 45 D). Nie wykazano zmian w aktywno$ci MMP-9 w warunkach I/R
z 15 minutowym niedokrwieniem i 20 minutowg reperfuzja (p = 0,5469, wykres 45 B)

oraz 20 minutowym niedokrwieniem i 20 minutowa reperfuzja (p = 0,7422, wykres 45 C).
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Wykres 45. Wplyw obecnosci plytek krwi na zmiany aktywnosci MMP-9 w przestrzeni
pozakomoérkowej po reperfuzji.

Poréwnanie aktywnosci MMP-9 w grupie kontrolnej (ludzkie kardiomiocyty (HCM) bez
kontaktu z ptytkami krwi) i grupie badanej (ludzkie kardiomiocyty skontaktowane z plytkami
krwi (HCM+PLT). (A) warunki tlenowe 60 min, (B) niedokrwienie 15 min/reperfuzja 20 min,
(C) niedokrwienie 20 min/reperfuzja 20 min, (D) niedokrwienie 25 min/reperfuzja 20 min.
Zastosowany test: test Wilcoxona, n = 8. Stupki przedstawiajg warto$¢ srednia, wasy odnosza si¢
do bledu standardowego $redniej.
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5. Stezenie MMP-2 w ptytkach krwi w grupie badanej

W celu sprawdzenia hipotezy, iz ptytki krwi mogg pochtania¢ MMP-2 uwolniong
Z kardiomiocytow w wyniku I/R oprocz aktywnosci poszczegélnych MMP w ptytkach
krwi metoda zymografii zelatynowej sprawdzono takze stezenie catkowitej MMP-2
(obejmujace zaré6wno forme¢ proMMP-2 jak i MMP-2) w plytkach krwi. Stezenie
catkowitego MMP-2 w plytkach krwi w grupie badanej (HCM+PLT) nie ulegato zmianie
w wyniku I/R poréwnaniu do warunkow tlenowych (p = 0,1555). Jednak, jak
zaprezentowano na wykresie 46, po I/R stezenie MMP-2 w ptytkach krwi byto wyzsze
srednio o 28,99% do 38,91% w poréwnaniu do warunkow tlenowych. Nie wykazano
wplywu czasu niedokrwienia na stezenie MMP-2 w te$cie regresji liniowej (R? = 0,6550,
p = 0,3997).

Stezenie MMP-2 w plytkach krwi
po I/R w grupie badanej (HCM+PLT)
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Wykres 46. Stezenie MMP-2 w homogenatach plytek krwi po I/R.

Zastosowany test: ANOVA Friedmana, n = 6. Stupki przedstawiajg warto$¢ $rednig, wasy
odnoszg si¢ do bledu standardowego Srednie;j.
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6. PCR
6.1. Ekspresja genu MMP-2 w kardiomiocytach w grupie kontrolnej

Zmiany ekspresji genu MMP-2 w kardiomiocytach nieskontaktowanych z ptytkami
krwi (grupa kontrolna, HCM) przedstawiono na wykresie 47. Zaobserwowano wzrost
ekspresji genu MMP-2 w kardiomiocytach w warunkach I/R z 15 minutowym
niedokrwieniem i 20 minutowg reperfuzja (p = 0,0219) oraz 25 minutowym
niedokrwieniem 1 20 minutowg reperfuzjg (p = 0,0437) w porownaniu do ekspresji
MMP-2 w kardiomiocytach utrzymywanych w warunkach tlenowych. Dodatkowo
zaobserwowano wyrazng tendencj¢ do wyzszej ekspresji  genu MMP-2
w kardiomiocytach poddanych 20 minutowemu niedokrwieniu i 20 minutowej reperfuzji
w poréwnaniu do ekspresji MMP-2 w kardiomiocytach utrzymywanych w warunkach
tlenowych. Nie wykazano wplywu czasu niedokrwienia na ekspresjc MMP-2
w kardiomiocytach w grupie kontrolnej w tescie regresji liniowej (R? = 0,0003872,

p = 0,9875).

Ekspresja MMP-2 w kardiomiocytach
w grupie kontrolnej (HCM)
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Wykres 47. Ekspresja genu MMP-2 w kardiomiocytach w grupie kontrolnej (HCM).
Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania réznic
pomigdzy grupami, n = 6. Stupki przedstawiajg warto$¢ Srednig, wasy odnoszg si¢ do bledu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.
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6.2. Ekspresja genu MMP-9 w kardiomiocytach w grupie kontrolnej

Zmiany ekspresji genu MMP-9 w kardiomiocytach nieskontaktowanych z ptytkami
krwi (grupa kontrolna, HCM) przedstawiono na wykresie 48. Ekspresja genu MMP-9
w kardiomiocytach po I/R byta podobna do ekspresji w warunkach tlenowych
(p = 0,9396). Stosujac test regresji liniowej wykazano silng tendencj¢ do zwigkszonej
ekspresji genu MMP-9 w kardiomiocytach wraz z czasem trwania niedokrwienia
(R?=0,9935, p = 0,0514).

Ekspresja MMP-9 w kardiomiocytach
w grupie kontrolnej (HCM)
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Wykres 48. Ekspresja genu MMP-9 w kardiomiocytach w grupie kontrolnej (HCM).
Zastosowany test: test ANOVA Friedmana, n = 6. Stupki przedstawiaja warto$¢ $rednia, wasy
odnosza si¢ do btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.

6.3. Ekspresja genu MMP-2 w kardiomiocytach w grupie badanej

Analiza ekspresji genu MMP-2 w kardiomiocytach skontaktowanych z ptytkami krwi
nie wykazala zmian jego ekspresji w kardiomiocytach skontaktowanych z ptytkami krwi
(grupa badana, HCM+PLT) w wyniku I/R w poréwnaniu do warunkéw tlenowych
(p =0,1555). Jednak widoczny jest wzrost ekspresji genu MMP-2 dla I/R
z 25-minutowym niedokrwieniem o 36,44% w poréwnaniu do warunkéw tlenowych
(wykres 49). Nie wykazano wptywu czasu niedokrwienia na ekspresje genu MMP-2
w kardiomiocytach w grupie badanej w tescie regresji liniowej (R?=0,8179, p = 0,2806).
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Ekspresja MMP-2 w kardiomiocytach
w grupie badanej (HCM+PLT)
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Wykres 49. Ekspresja genu MMP-2 w kardiomiocytach w grupie badanej (HCM+PLT).
Zastosowany test: ANOVA Friedmana, n = 6. Stupki przedstawiajg warto$¢ $rednig, wasy
odnoszg si¢ do btedu standardowego sredniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

6.4. Ekspresja genu MMP-9 w kardiomiocytach w grupie badanej

W grupie badanej (HCM+PLT) ekspresja genu MMP-9 w kardiomiocytach nie ulegta
zmianie (p = 0,5120) pod wptywem I/R w porownaniu do ekspresji tego genu
w kardiomiocytach utrzymywanych w warunkach tlenowych (wykres 50). Nie wykazano
wptywu czasu niedokrwienia na ekspresj¢ genu MMP-9 w kardiomiocytach w grupie

badanej w tescie regresji liniowej (R?= 0,4537, p = 0,5295).
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Wykres 50. Ekspresja genu MMP-9 w kardiomiocytach w grupie badanej (HCM+PLT).
Zastosowany test: test ANOVA Friedmana, n = 6. Stupki przedstawiajg warto$¢ $rednig, wasy
odnoszg si¢ do btedu standardowego sredniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

6.5. Ekspresja genu MMP-2 w plytkach krwi w grupie badanej

Zmiany ekspresji genu MMP-2 w plytkach krwi w grupie badanej (HCM+PLT)
zostaly przedstawione na wykresie 51. Ekspresja genu MMP-2 po I/R byta podobna do
ekspresji w warunkach tlenowych (p = 0,8438). Nie wykazano wplywu czasu
niedokrwienia na ekspresj¢ MMP-2 w ptytkach krwi w grupie badanej w tescie regresji
liniowej (R?=0,007172, p = 0,9460).
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Wykres 51. Ekspresja genu MMP-2 w plytkach krwi w grupie badanej (HCM+PLT).
Zastosowany test: test ANOVA Friedmana, n = 6. Stupki przedstawiajg warto$¢ $rednia, wasy
odnosza si¢ do btedu standardowego sredniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

6.6. Ekspresja genu MMP-9 w plytkach krwi w grupie badanej

Zmiany ekspresji genu MMP-9 w ptytkach krwi w grupie badanej przedstawiono na
wykresie 52. Zaobserwowano znaczny spadek ekspresji MMP-9 po I/R z 25 minutowym
niedokrwieniem i1 20 minutowg reperfuzja w poréwnaniu do I/R z 20 minutowym
niedokrwieniem i 20 minutowg reperfuzja (p = 0,0437). Nie wykazano wptywu czasu
niedokrwienia na ekspresj¢ MMP-9 w ptytkach krwi w grupie badanej w tescie regres;ji
liniowej (R?= 0,4366, p = 0,5405).
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Wykres 52. Ekspresja genu MMP-9 w plytkach krwi w grupie badanej (HCM+PLT).
Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania roznic
pomigdzy grupami, n = 6. Shupki przedstawiajag wartos¢ $rednig, wasy odnoszg si¢ do btedu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

6.7. Analiza wplywu plytek krwi na zmiany ekspresji genu MMP-2
w kardiomiocytach

Wplyw ptytek krwi na ekspresj¢ genu MMP-2 w kardiomiocytach przedstawiono na
wykresie 53. Nie zaobserwowano zmian w ekspresji genu MMP-2 kardiomiocytow pod
wplywem ptytek krwi w warunkach tlenowych (p = 0,6991). Natomiast w warunakch I/R
z 15 minutowym niedokrwieniem i 20 minutowg reperfuzjg (p = 0,0556) oraz 20
minutowym niedokrwieniem i 20 minutowa reperfuzja (p = 0,0556) kardiomiocyty
skontaktowane z ptytkami krwi wykazywaty silng tendencj¢ do obnizonej ekspresji genu
MMP-2 w porownaniu do kardiomiocytow w grupie kontrolnej. W kardiomiocytach
poddanych I/R z 25 minutowym niedokrwieniem i 20 minutowa reperfuzja ekspresja
genu MMP-2 nie ulegta zmianie pod wplywem ptytek krwi (p = 0,9372).
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Wykres 53. Wplyw plytek krwi na zmiany ekspresji genu MMP-2 kardiomiocytow.
Porownanie ekspresji genu MMP-2 kardiomiocytow w grupie kontrolnej (ludzkie kardiomiocyty
(HCM) bez kontaktu z ptytkami krwi) i grupie badanej (ludzkie kardiomiocyty skontaktowane
z ptytkami krwi (HCM+PLT). (A) warunki tlenowe 60 min (n = 6), (B) niedokrwienie 15
min/reperfuzja 20 min (n = 5), (C) niedokrwienie 20 min/reperfuzja 20 min (n = 5),
(D) niedokrwienie 25 min/reperfuzja 20 min (n = 6). Zastosowany test: test U-Manna-Whitneya.
Stupki przedstawiajg wartos$¢ $rednia, wasy odnoszg si¢ do btedu standardowego $rednie;.

6.8. Analiza wplywu plytek krwi na zmiany ekspresji genu MMP-9

w kardiomiocytach

Wptyw plytek krwi na ekspresje genu MMP-9 kardiomiocytow w grupie badane;j
i grupie kontrolnej przedstawiono na wykresie 54. Skontaktowanie kardiomiocytow
z ptytkami krwi (HCM+PLT) nie wplywatlo na zmiany ekspresji genu MMP-9
w kardiomiocytach w poroéwnaniu do ekspresji tego genu w kardiomiocytach
nieskontaktowanych z ptytkami krwi (HCM) zaréwno w warunkach tlenowych
(p =0,8182), jak i w warunkach I/R z 15 minutowym niedokrwieniem i 20 minutowg
reperfuzja (p = 0,6991), 20 minutowym niedokrwieniem 1 20 minutowg reperfuzja
(p = 0,9372) oraz 25 minutowym niedokrwieniem i 20 minutowa reperfuzja (p = 0,9372).
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Wykres 54. Wplyw plytek krwi na zmiany ekspresji genu MMP-9 w kardiomiocytach.
Poréwnanie ekspresji genu MMP-9 w kardiomiocytach w grupie kontrolnej (ludzkie
kardiomiocyty (HCM) bez kontaktu z ptytkami krwi) i grupie badanej (ludzkie kardiomiocyty
skontaktowane z ptytkami krwi (HCM+PLT). (A) warunki tlenowe 60 min, (B) niedokrwienie 15
min/reperfuzja 20 min, (C) niedokrwienie 20 min/reperfuzja 20 min, (D) niedokrwienie 25
min/reperfuzja 20 min. Zastosowany test: test U-Manna-Whitneya, n = 6. Stupki przedstawiaja
warto$¢ §rednig, wasy odnoszg si¢ do btedu standardowego $redniej.
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7. Aktywnos$¢ LDH

7.1.  Aktywno$¢ LDH po etapie niedokrwienia w grupie kontrolnej

Na wykresie 55 przedstawiono aktywnos¢ LDH oznaczonej w buforach zebranych po
etapie niedokrwienia w grupie kardiomiocytow nieskontaktowanych z plytkami krwi
(HCM). Nie wykazano zmian w aktywno$ci LDH po etapie niedokrwienia w poréwnaniu
do aktywnosci LDH w warunkach tlenowych (p = 0,2153). Nie wykazano wptywu czasu
niedokrwienia na aktywnos¢ LDH po etapie niedokrwienia w grupie kontrolnej w tescie
regresji liniowej (R?=0,9453, p = 0,1503).

Aktywnosé LDH w buforach po etapie
niedokrwienia w grupie kontrolnej (HCM)
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Wykres 55. Zmiany aktywnos$ci LDH w grupie kontrolnej (HCM).
Zastosowany test: test ANOVA Friedmana, n = 9. Stupki przedstawiaja warto$¢ $rednia, wasy
odnoszg sie do btedu standardowego sredniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.

7.2.  Aktywno$¢ LDH po etapie niedokrwienia w grupie badanej

Wykres 56 przedstawia aktywnos¢ LDH, oznaczong w buforach zebranych po etapie
niedokrwienia w grupie kardiomiocytow skontaktowanych z ptytkami krwi (HCM+PLT).
Niedokrwienie, niezaleznie od czasu jego trwania, nie spowodowato zmian aktywnosci
LDH w grupie badanej (p = 0,3916). Nie wykazano wptywu czasu niedokrwienia na
aktywnos$¢ LDH po etapie niedokrwienia w grupie badanej w te$cie regresji liniowej
(R?=0,9484, p = 0,1459).
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Wykres 56. Zmiany aktywnosci LDH w grupie badanej (HCM+PLT).
Zastosowany test: test ANOVA Friedmana, n = 9. Stupki przedstawiajg warto$¢ $rednia, wasy
odnoszg si¢ do btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

7.3.  Wplyw plytek krwi na aktywnos¢ LDH

Wykres 57 przedstawia aktywno$¢ LDH oznaczong w buforach zebranych po etapie
niedokrwienia w grupie kontrolnej (HCM) i grupie badanej (HCM+PLT).
Zaobserwowano wyzsza aktywno$¢ LDH w przestrzeni pozakomorkowej w grupie
badanej w porownaniu do grupy kontrolnej zardbwno w warunkach tlenowych, jak
I niedokrwienia. Aktywno$¢ LDH w buforach w warunkach tlenowych (wykres 57 A)
byta 0 54,68% wyzsza po skontaktowaniu kardiomiocytow z ptytkami krwi (p = 0,0547)
w porownaniu do grupy kontrolnej. Jak przedstawiono na wykresie 57 B w buforach
zebranych po 15 minutowym niedokrwieniu obecnos$¢ plytek krwi spowodowata wzrost
aktywno$ci LDH $rednio o 44,13% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p = 0,3125).
Aktywnos$¢ LDH oznaczona w buforach zebranych po 20 (p = 0,0078) oraz 25
(p = 0,0742) minutowym niedokrwieniu byta ponad 2-krotnie wyzsza w grupie badanej

w porownaniu do grupy kontrolnej (wykres 57 C-D).
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Wykres 57. Wplyw obecnosci plytek krwi na zmiany aktywnosci LDH w buforach po etapie
niedokrwienia.

Poréwnanie aktywnosci LDH w buforach zebranych po etapie niedokrwienia w grupie kontrolnej
(ludzkie kardiomiocyty (HCM) bez kontaktu z ptytkami krwi) i grupie badanej (ludzkie
kardiomiocyty skontaktowane z ptytkami krwi (HCM+PLT)) w warunkach tlenowych (A), po 15
minutach niedokrwienia (B), 20 minutach niedokrwienia (C) oraz 25 minutach
niedokrwienia (D). Zastosowany test: test Wilcoxona, n = 9. Stupki przedstawiajg wartos¢
srednia, wasy odnosza si¢ do bledu standardowego $rednie;.
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8. Stezenie biatka catkowitego w homogenatach komoérkowych

8.1. Stezenie bialka w kardiomiocytach w grupie kontrolnej

Stezenie bialka catkowitego w kardiomiocytach w grupie kontrolnej przedstawiono
na wykresie 58. Wykazano tendencj¢ do wyzszego stezenia biatka calkowitego

w kardiomiocytach po I/R w porownaniu do warunkoéw tlenowych (p = 0,0624).

Stezenie bialka w kardiomiocytach
w grupie kontrolnej (HCM)

0.8 p = 0,0919
. —

— p =0,0624

£ 067 ANOVA Friedmana
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30 2-.
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Wykres 58. Stezenie bialka calkowitego w kardiomiocytach w grupie kontrolnej (HCM).
Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania réznic

pomiedzy grupami, n = 10. Shupki przedstawiaja warto$¢ $rednig, wasy odnosza si¢ do bledu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.

8.2.  Stezenie bialka w kardiomiocytach w grupie badanej

Stezenie biatka catkowitego w kardiomiocytach skontaktowanych z ptytkami krwi
(HCM+PLT) przestawiono na wykresie 59. Wykazano silng tendencje do wyzszej

ekspresji biatka w kardiomiocytach poddanych I/R w poréwnaniu do warunkéw
tlenowych (p = 0,0529).
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Wykres 59. Stezenie biatka calkowitego w kardiomiocytach w grupie badanej
(HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania roznic
pomigdzy grupami, n = 11. Stupki przedstawiajg warto$¢ $rednig, wasy odnosza si¢ do bledu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

8.3.  Stezenie bialtka w plytkach krwi w grupie badanej

Stezenie biatka catkowitego w ptytkach krwi w grupie badanej (HCM+PLT)
przedstawiono na wykresie 60. Wykazano tendencje do wyzszego stezenia biatka
catkowitego w plytkach krwi poddanych I/R w porownaniu do plytek krwi
utrzymywanych w warunkach tlenowych (p = 0,0733).
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Wykres 60. Stezenie biatka calkowitego w plytkach krwi w grupie badanej (HCM+PLT).
Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania réznic
pomigdzy grupami, n = 12. Stupki przedstawiaja warto$¢ $rednia, wasy odnosza si¢ do bledu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.
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9. Ocena aktywnos$ci metabolicznej kardiomiocytow

9.1. Aktywno$¢ metaboliczna kardiomiocytéw w grupie kontrolnej

Aktywno$¢ metaboliczng kardiomiocytow, oceniong w barwieniu fluorescencyjnym
FDA/DAPI w grupie kontrolnej (HCM), przedstawiono na wykresie 61. Kardiomiocyty
poddane I/R wykazywaly nizszg aktywno$¢ metaboliczng w pordwnaniu do
kardiomiocytow utrzymywanych w warunkach tlenowych o 18,38% (dla /R z 15
minutowym niedokrwieniem i 20 minutowg reperfuzja, p = 0,2306), 29,19% (dla I/R z 20
minutowym niedokrwieniem i 20 minutowa reperfuzja, p = 0,0225) oraz 29,55% (dla I/R
z 25 minutowym niedokrwieniem i 20 minutow3a reperfuzja, p = 0,0012). Jednak w tescie
regresji liniowej nie wykazano zaleznosci liniowej zmiany aktywnosci metabolicznej

kardiomiocytow od czasu trwania niedokrwienia (R?=0,9672, p = 0,1159).
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Wykres 61. Zmiany aktywnosci metabolicznej kardiomiocytéw w grupie kontrolnej (HCM).
Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania roznic
pomiedzy grupami, n = 7. Stupki przedstawiajg warto$¢ $Srednig, wasy odnosza si¢ do bledu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, I/R — niedokrwienie/reperfuzja.

9.2.  Aktywno$¢ metaboliczna kardiomiocytéw w grupie badanej

Jak przedstawiono na wykresie 62, aktywno$¢ metaboliczna kardiomiocytow ulegta
obnizeniu we wszystkich rozpatrywanych czasach niedokrwienia 1 reperfuzji

W porownaniu do warunkow tlenowych (p = 0,0056). W tescie regresji liniowej

126



wykazano, ze czas niedokrwienia nie miat liniowego wptywu na aktywnos$¢ metaboliczng

kardiomiocytow w grupie badanej (R?= 0,7806, p = 0,1165).

Aktywnos¢ metaboliczna HCM po I/R
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Wykres 62. Zmiany aktywno$ci metabolicznej kardiomiocytow w grupie badanej
(HCM+PLT).

Zastosowany test: ANOVA Friedmana oraz test post-hoc — test Dunna, w celu wykazania réznic
pomiedzy grupami, n = 14. Shupki przedstawiaja warto$¢ $rednig, wasy odnosza si¢ do bledu
standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, I/R — niedokrwienie/reperfuzja, PLT —
ptytki krwi.

9.3.  Wplyw plytek krwi na aktywno$¢ metaboliczng kardiomiocytow

Wplyw ptytek krwi na aktywno$¢ metaboliczng kardiomiocytow zobrazowano na
wykresie 63. W warunkach tlenowych (wykres 63 A) ptytki krwi spowodowaty obnizenie
aktywnosci metabolicznej kardiomiocytéw o 11,32% (p = 0,0006). W warunkach I/R z 15
minutami niedokrwienia i 20 minutami reperfuzji (p = 0,2464) oraz 20 minutami
niedokrwienia i 20 minutami reperfuzji (p = 0,1410) obecnos¢ ptytek krwi nie wptywata
istotnie na aktywno$¢ metaboliczng kardiomiocytow, co pokazano na wykresie 63 B, C.
Natomiast przy przedtuzajgcemu si¢ niedokrwieniu ptytki krwi dziataly ochronnie na
metabolizm kardiomiocytéw (wykres 63 D). W I/R z 25 minutowym niedokrwieniem
I 20 minutowa reperfuzjg obecnos$¢ ptytek krwi wplywata na zwigkszenie aktywnosci
metabolicznej kardiomiocytow o 8,72% w poroéwnaniu do komorek kontrolnych

(p = 0,0140).
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Wykres 63. Wplyw obecnosci plytek krwi na zmiany aktywnosci metabolicznej
kardiomiocytow.

Porownanie aktywnosci metabolicznej kardiomiocytow w grupie kontrolnej (HCM) i grupie
badanej (HCM+PLT). (A) warunki tlenowe 60 min, (B) niedokrwienie 15 min/reperfuzja 20 min,
(C) niedokrwienie 20 min/reperfuzja 20 min, (D) niedokrwienie 25 min/reperfuzja 20 min.
Zastosowany test: test Wilcoxona lub test t dla prob zaleznych, n = 14. Stupki przedstawiaja
warto$¢ §rednig, wasy odnosza si¢ do btgdu standardowego srednie;.
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Rycina 8 przedstawia reprezentatywne zdj¢cia mikroskopowe, obrazujace wptyw
ptytek krwi na metabolizm kardiomiocytéw po I/R z 25 minutami niedokrwienia w grupie

kontrolnej (A) oraz w grupie badanej (B).

Grupa kontrolna
(HCM)

Grupa badana
(HCM+PLT)

Rycina 8. Barwienie fluorescencyjne FDA/DAPI.

Reprezentatywne obrazy ludzkich kardiomiocytow (HCM) w grupie kontrolnej po I/R 25’ (A)
oraz w grupie badanej po I/R 25’ (B) (HCM po kontakcie z ptytkami krwi). Barwienie dioctanem
fluoresceiny — odzwierciedla aktywno$¢ metaboliczng komorek (kanat zielony) oraz
4' 6-diamidyno-2-fenyloindolem — odzwierciedla jadrowy materiat genetyczny (kanat niebieski).
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10. Ekspresja biatka iNOS w kardiomiocytach
10.1. Ekspresja bialka iNOS w kardiomiocytach grupy kontrolnej

Wykres 64 przedstawia ekspresje iNOS w kardiomiocytach w grupie kontrolnej
(HCM). Ekspresja INOS nie ulegta zmianie w warunkach I/R w porownaniu do
warunkow tlenowych (p = 0,2417). Jednak po 25 minutach niedokrwienia i 20 minutach
reperfuzji ekspresja iNOS byla wyzsza $rednio o 48,51% w poréwnaniu do $redniej
ekspresji INOS uzyskanej w warunkach tlenowych. Nie wykazano wptywu czasu trwania
niedokrwienia na ekspresje iNOS w kardiomiocytach w grupie kontrolnej w tescie

ekspresji liniowej (R?= 0,6456, p = 0,4059).
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Wykres 64. Zmiany ekspresji biatka iINOS w kardiomiocytach w grupie kontrolnej (HCM).
Zastosowany test: test ANOVA Friedmana, n = 4. Stupki przedstawiaja warto$¢ $rednia, wasy
odnoszg sie do btedu standardowego sredniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty.

10.2. Ekspresja bialtka iNOS w kardiomiocytach w grupie badanej

W grupie badanej (HCM+PLT) nie zaobserwowano zmian ekspresji biatka iNOS
w kardiomiocytach po I/R w poréwnaniu do warunkow tlenowych (p = 0,1191). Jednak,
jak zaprezentowano na wykresie 65, ekspresja iINOS po I/R z 25 minutowym
niedokrwieniem i 20 minutowa reperfuzja byta $rednio o 26,20% nizsza niz $rednia
ekspresja INOS uzyskana w warunkach tlenowych. Nie wykazano wptywu czasu trwania
niedokrwienia na ekspresj¢ iNOS w kardiomiocytach w grupie badanej w tescie regresji

liniowej (R2= 0,5949, p = 0,4392).
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Wykres 65. Zmiany ekspresji iNOS w kardiomiocytach w grupie badanej (HCM+PLT).
Zastosowany test: test ANOVA Friedmana, n = 8. Stupki przedstawiajg warto$¢ $rednia, wasy
odnoszg si¢ do btedu standardowego $redniej. HCM — ludzkie kardiomiocyty, PLT — ptytki krwi.

10.3. Wplyw plytek krwi na ekspresje bialka iNOS w kardiomiocytach

Poréwnanie ekspresji iNOS w kardiomiocytach bez obecnosci ptytek krwi (grupa
kontrolna, HCM) i w obecnosci ptytek krwi (grupa badana, HCM+PLT) przedstawiono
na wykresie 66 W warunkach tlenowych w obecnosci ptytek krwi zaobserwowano
zwigkszenie ekspresji iNOS w kardiomiocytach w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(p =0,0391), co zaprezentowano na wykresie 66 A. Jednak obecnos$¢ ptytek krwi nie
spowodowata zmian ekspresji iNOS w kardiomiocytach po I/R z 15 minutami
niedokrwienia i 20 minutami reperfuzji (p = 0,5469) i I/R z 20 minutami niedokrwienia
i 20 minutami reperfuzji (p = 0,6406) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (wykres 66 B—
C). Co wazne, po I/R z 25 minutami niedokrwienia i 20 minutami reperfuzji ekspresja
iNOS w kardiomiocytach ulegla obnizeniu w obecnosci ptytek krwi w poréwnaniu do

kardiomiocytow bez kontaktu z ptytkami krwi (p = 0,0078, wykres 66 D).
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Wykres 66. Wplyw obecnosci plytek krwi na zmiany w ekspresji bialka iNOS
w kardiomiocytach.

Porownanie ekspresji iNOS w kardiomiocytach w grupie kontrolnej (ludzkie kardiomiocyty
(HCM) bez kontaktu z ptytkami krwi) i grupie badanej (ludzkie kardiomiocyty skontaktowane
z ptytkami krwi (HCM+PLT)). (A) warunki tlenowe 60 min, (B) niedokrwienie 15 min/reperfuzja
20 min, (C) niedokrwienie 20 min/reperfuzja 20 min, (D) niedokrwienie 25 min/reperfuzja 20
min. Zastosowany test: test Wilcoxona, n = 8. Stupki przedstawiajg warto$¢ $rednig, wasy
odnosza si¢ do bledu standardowego $rednie;j.
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Rycina 9. przedstawia reprezentatywne zdjgcia mikroskopowe obrazujace ekspresje

INOS w kardiomiocytach po I/R 25" w grupie kontrolnej (A) oraz grupie badanej (B).

Grupa kontrolna
(HCM)

Grupa badana
(HCM+PLT)

Rycina 9. Barwienie fluorescencyjne iNOS/DAPI.

Reprezentatywne obrazy hodowli ludzkich kardiomiocytow (HCM) wyznakowanych
przeciwciatami anty-iNOS — odzwierciedla ekspresje biatka iNOS (kanat zielony) oraz DAPI —
odzwierciedla jadrowy material genetyczny (kanal niebieski). (A) HCM po I/R z 25 min
niedokrwienia i 20 min reperfuzji, (B) HCM w obecnosci ptytek krwi po I/R z 25 min
niedokrwienia i 20 min reperfuzji.
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11. Zwiazek PMP z badanymi parametrami kardiomiocytow

W celu sprawdzenia hipotezy na temat zwigzku PMP z uszkodzeniem lub ochrong
kardiomiocytow w warunkach chemicznego I/R skorelowano ze sobg ekspresje CD61 na
powierzchni PMP (jako wykltadnika liczby PMP) z: ekspresja iNOS w kardiomiocytach
(Jako biatka biorgcego udziat w mechanizmie uszkodzenia kardiomiocytow w wyniku
dziatania ROS), aktywnos$cig metaboliczng kardiomiocytéw (jako wyktadnika
zywotnosci komorek) oraz aktywno$cig LDH w przestrzeni pozakomérkowej po etapie
niedokrwienia (jako markera uszkodzenia komorek). W przeprowadzonych badaniach
umiarkowanie silng dodatnig korelacje stwierdzono pomiedzy ekspresja CD61+ na
powierzchni PMP a aktywnoscig metaboliczng kardiomiocytow (r = 0,3678; p = 0,0384),
co przedstawiono na rycinie 10. Nie stwierdzono koincydencji pomiedzy PMP CD61+

a ekspresjg iNOS w kardiomiocytach oraz aktywnoscig LDH kardiomiocytow (tabela 2).

Tabela 2. Wspolezynniki korelacji rang Spearmana (°) / Pearsona (°) dla PMP CD61+
i ekspresji INOS w kardiomiocytach, aktywnosci metabolicznej kardiomiocytow oraz
aktywnosci LDH w przestrzeni pozakomérkowej (po etapie niedokrwienia) w grupie
badane;j.
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Rycina 10. Diagram Korelacji pomiedzy ekspresja CD61 na powierzchni PMP
a aktywnoscia metaboliczna kardiomiocytow w grupie badanej.
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Dodatkowo, aby oceni¢ zwigzek pomigdzy ekspresja gendéw oraz aktywnoscia
MMP-2 i MMP-9 w kardiomiocytach z uwalnianymi PMP, skorelowano ekspresje CD61
na powierzchni PMP z ekspresja genow i aktywnoscia MMP w kardiomiocytach grupy
badanej. Wyniki przedstawiono w tabeli 3. Stwierdzono umiarkowanie silng dodatnig
zalezno$¢ (r = 0,4663; p = 0,0216) pomiedzy PMP CD61+ a ekspresja genu dla MMP-2

w kardiomiocytach (tabela 3), co przedstawiono na rycinie 11.

Tabela 3. Wspélczynniki korelacji rang Spearmana (%) lub Pearsona (°) dla PMP CD61
i MMP-2 oraz MMP-9 kardiomiocytow w grupie badanej.

Korelacja

PMP CD61+

pro-MMP-2 r=-0,1180; p = 0,5202 °
Aktywnos¢ :

w kardiomiocytach MMP-2 r=-0,2332; p=0,1990
MMP-9 r=0,1060; p = 0,5638 S
. MMP-2 r =0,4663; p = 0,0216 S

Ekspresja genu

w kardiomiocytach MMP-9 r=0,1592; p = 0,4575 S

r Spearmana = 0,4663
p =0,0216
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Rycina 11. Diagram Kkorelacji pomiedzy ekspresja CD61 na powierzchni PMP a ekspresja
genu MMP-2 kardiomiocytow w grupie badanej.
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12. Zaleznos$ci aktywnosci, stezenia i ekspresji gendéw MMP-2 i MMP-9

pomiedzy ptytkami krwi a kardiomiocytami

W celu sprawdzenia hipotezy, ze komoérki moga uwalniaé MMP do przestrzeni
pozakomodrkowej lub pochtaniaé MMP z przestrzeni pozakomoérkowej sprawdzono
zalezno$¢ pomiedzy aktywnosciag MMP-2 i MMP-9 w komorkach a aktywnoS$cig
odpowiednio proMMP-2 i MMP-9 w przestrzeni pozakomorkowej. WyniKi
przedstawiono w tabeli 4. Stwierdzono tendencje do umiarkowanie silnej ujemnej
korelacji aktywnosci MMP-2 w plytkach krwi z aktywno$cig proMMP-2 w przestrzeni
pozakomorkowej zarowno po etapie niedokrwienia (r = -0,4046, p = 0,0958, rycina 12),
jak i po etapie reperfuzji (r = -0,3304, p = 0,0993, rycina 14). Z korelacji wynika, ze
wysoka aktywnos¢ MMP-2 w ptytkach krwi wiaze si¢ z niska aktywnoscia proMMP-2
W przestrzeni pozakomoérkowej, co moze sugerowaé pochtanianie zewnatrzkomorkowe;j
proMMP-2 przez plytki krwi. Wymaga to jednak dalszych badan. Nie stwierdzono
zadnych zalezno$ci pomiedzy aktywno$cia proMMP-2 i MMP-9 w plytkach krwi
a aktywnoscig tych MMP w przestrzeni pozakomoérkowej zard6wno po etapie
niedokrwienia, jak i po etapie nastgpowej reperfuzji w grupie badanej. Podobnie
aktywnos¢ MMP-9 w kardiomiocytach nie byta skorelowana z aktywnoscig tef MMP
W przestrzeni pozakomorkowej po etapie niedokrwienia i po etapie reperfuzji w grupie
badanej. Co wazne, wykazano tendencj¢ do umiarkowanej dodatniej korelacji aktywnosci
proMMP-2 w kardiomiocytach z aktywnoscia proMMP-2 w przestrzeni
pozakomorkowej po etapie niedokrwienia (r = 0,3035, p = 0,0913, rycina 13). Natomiast
aktywnos¢ proMMP-2 w Kkardiomiocytach wykazywata silng ujemng korelacje
z aktywnoscia proMMP-2 w przestrzeni pozakomoérkowej po etapie reperfuzji
(r=-0,5161, p = 0,0049, rycina 15).
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Tabela 4. Wspolezynniki korelacji rang Spearmana (%) lub Pearsona (°) dla aktywno$ci
MMP-2 i MMP-9 w przestrzeni pozakomérkowej.

Korelacje

Aktywnos¢ w przestrzeni pozakomorkowej po etapie
niedokrwienia

proMMP-2

Aktywno$¢ proMMP-2
w plytkach krwi
Aktywnos¢ MMP-2
w plytkach krwi
Aktywnos¢ MMP-9
w plytkach krwi
Aktywno$¢ proMMP-2
w kardiomiocytach
Aktywno$¢ MMP-2
w kardiomiocytach
Aktywnos¢ MMP-9
w kardiomiocytach

r = 0,04556; p = 0,7919°
r =-0,4046; p = 0,0958
r = -0,006568; p = 0,9735°
r =0,3035; p =0,09135
r=-0,1730; p = 0,3436°

r =-0,1560; p = 0,4280°

Aktywnos¢ w przestrzeni pozakomorkowej po etapie
reperfuzji

proMMP-2 MMP-9

Aktywnos$¢ proMMP-2
w plytkach krwi
Aktywno$¢ MMP-2
w plytkach krwi
Aktywno$¢ MMP-9
w plytkach krwi

r=0,08812; p = 0,6557°
r =-0,3304; p = 0,0993°

r=0,2335; p = 0,1984°

Aktywnos$¢ proMMP-2
w kardiomiocytach

r=-0,5161; p = 0,0049°
Aktywnos¢ MMP-2
w kardiomiocytach

Aktywnos¢ MMP-9
w kardiomiocytach

r=0,2025; p = 0,3014°

r=-0,2661; p = 0,1410°
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r Pearsona = -0,4046
0.020 p = 0,0958

0.0154 o

00104 o

0.005-

°8 o
° ®ee °
0.000 T T T |

0.0 0.5 1.0 15 2.0

Aktywnos¢ MMP-2 [AU] / liczba PLT [tys./ul]

po etapie niedokrwienia

Aktywnos¢ proMMP-2 [AU]/ng biatka
w przestrzeni pozakomoérkowej

Rycina 12. Diagram Kkorelacji pomiedzy aktywnoscia MMP-2 w plytkach krwi
a aktywnosciag proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej po etapie niedokrwienia. PLT-
plytki krwi.

r Spearmana = 0,3035

0.04- p =0,0913
°

0.03-

0.02-

0.01

po etapie niedokrwienia

0.00 T

15

Aktywnosé¢ proMMP-2 w kardiomiocytach
skontaktowanych z ptytkami krwi / biatko [AU/ng]

Aktywnosé proMMP-2 [AU]/ng bialka
W przestrzeni pozakomoérkowej

Rycina 13. Diagram korelacji pomiedzy aktywnoscia proMMP-2 w kardiomiocytach
a aktywnos$cia proMMP-2 w przestrzeni pozakomoérkowej po etapie niedokrwienia
w grupie badanej (HCM+PLT).
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0.025- r Pearsona = -0,3304
p = 0,0993
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Aktywnos¢ MMP-2 [AU] / liczba PLT [tys./ul]

po etapie reperfuzji

Aktywnos¢ proMMP-2 [AU]/ug biatka
w przestrzeni pozakomorkowej

Rycina 14. Diagram Kkorelacji pomiedzy aktywnoscia MMP-2 w plytkach krwi
a aktywnoscia proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej po etapie reperfuzji. PLT-plytki
krwi.

0.03 r Spearmana = -0,5161
p = 0,0049

o
o
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|
[

©
o
s
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L

po etapie reperfuzji

[ ]

)
000 T T T T | el
0 5 10 15

Aktywnosé proMMP-2 w kardiomiocytach
skontaktowanych z ptytkami krwi / biatko [AU/pg]

Aktywnos¢ proMMP-2 [AU]/ng bialka
w przestrzeni pozakomorkowej

Rycina 15. Diagram korelacji pomiedzy aktywnoscia proMMP-2 w kardiomiocytach
a aktywnoS$cia proMMP-2 w przestrzeni pozakomoérkowej w grupie badanej (HCM+PLT).

Ponadto stwierdzono umiarkowanie silng ujemng korelacje pomigdzy stezeniem
MMP-2 w ptytkach krwi a aktywnoscia proMMP-2 w przestrzeni pozakomoérkowej po
etapie niedokrwienia (r = -0,4436; p = 0,0299) i po etapie reperfuzji (r = -0,4178,
p=0,0422) w grupie badanej, co zaprezentowano na rycinach 16 i 17. Uzyskane
zaleznosci moga stanowi¢ argument do potwierdzenia tezy, iz ptytki krwi moga

pochtania¢ zewnatrzkomérkowa proMMP-2.
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Tabela 5. Wspolezynniki korelacji rang Spearmana (%) i Pearsona (°) dla stezenia MMP-2
w plytkach krwi i aktywnosci MMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej.

Korelacje

po etapie niedokrwienia po etapie reperfuzji

Stezenie MMP-2 _ B s _ ~ ;

2.0
— r Spearmana = -0,4275
~ g o p =0,0372
CII. E 1.5
S =
S g
[B) R4 10_
2=
]
&H = 0.5
o
=
0.0 | | | 1
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04

Aktywnosé proMMP-2 [AU]/ug biatka
w przestrzeni pozakomorkowej
po etapie niedokrwienia

Rycina 16. Diagram korelacji pomiedzy aktywnoscia proMMP-2 w przestrzeni
pozakomoérkowej po etapie niedokrwienia a stezeniem MMP-2 w plytkach krwi.

no
o
]

r Pearsona = -0,4178
p =0,0422

=

ol
1
[

w plytkach krwi [ng/ml]
5
1
°
°
/
')
°
°
°

Stezenie MMP-2

o
ol
1
[

0.0 | T T T 1
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025
Aktywnosé proMMP-2 [AU]/ug biatka
w przestrzeni pozakomorkowej
po etapie reperfuzji

Rycina 17. Diagram korelacji pomiedzy aktywnoscia proMMP-2 w przestrzeni
pozakomoérkowej po etapie reperfuzji a stezeniem MMP-2 w plytkach krwi.
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Analiza korelacji ekspresji i aktywnosci MMP (tabela 6) wykazala umiarkowanie
silng ujemng korelacje pomig¢dzy ekspresja MMP-2 w kardiomiocytach a aktywnos$cia
MMP-2 w kardiomiocytach w grupie kontrolnej (r=-0,4940, p=0,0142, rycina 18).
Dodatkowo wykazano silng ujemna korelacje pomiedzy: ekspresja MMP-2 a aktywnos$cia
proMMP-2 w ptytkach krwi (r=-0,5122, p=0,0105, rycina 19) oraz ekspresja MMP-9
a aktywnosciag MMP-9 w ptytkach krwi (r=-0,5017, p=0,0125, rycina 21). Co wazne,
wykazano umiarkowanie silng ujemng korelacje pomiedzy ekspresja MMP-2
a aktywnoscia MMP-2 w ptytkach krwi (r=-0,4035, p=0,0506, rycina 20). Uzyskane
ujemne korelacje pomigdzy ekspresjg i aktywnoscig wybranych MMP moga swiadczy¢
o zahamowaniu translacji biatek.

Tabela 6. Wspolezynniki korelacji rang Spearmana (%) i Pearsona (7) dla ekspresji genow
MMP 2 i MMP-9 oraz aktywnosci tych MMP-2 w plytkach krwi i kardiomiocytach.

Korelacje Aktywno$§¢ proMMP-2 Aktywno§¢ MMP-2
w kardiomiocytach w kardiomiocytach

~ S grupa kontrolna (HCM)

QS

= r =0,2096 r =-0,4940

% c§> p=0,3257S p=0,0142°

g' 2 grupa badana (HCM+PLT)

g3 r=0,2892 r=-0,07383

w = p=0,1704" p=0,7317"
Aktywno$¢ proMMP-2 Aktywno$¢ MMP-2

w plytkach krwi w plytkach krwi

N grupa badana (HCM+PLT)

a 2

S =

> 0,4035

S s - r=-u,

g% )= 00105 p =0,0506 °

5 b=

X

i

Aktywnos¢ MMP-9
w kardiomiocytach

Aktywnos¢ MMP-9 w plytkach
krwi

> 5 grupa kontrolna (HCM) o grupa badana (HCM+PLT)
a8 a
= r=-0,2470 = E
=2 p=0,2447° 2 =
© £ © & —
‘? O i, r=-0,5017
ST grupa badana (HCM+PLT) - p=0,0125$
g g gz
T r=0,3226 X B
p=0,1242S
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MMP-2/G6PD mRNA [AU]

Rycina 18. Diagram Kkorelacji pomiedzy ekspresja genu MMP-2 w kardiomiocytach
a aktywno$cia MMP-2 oznaczong w homogenatach kardiomiocytéw w grupie kontrolnej
(HCM). HCM - ludzkie kardiomiocyty.

w
o
]

r Spearmana = -0,5122
o © p = 0,0105

N
o
|

Aktywnos¢ proMMP-2 [AU]/
liczba plytek krwi [tys./ul]

=)

1

0
0.0000 0.0001 0.0002 0.0003 0.0004

MMP-2/B-actin mRNA [AU]

Rycina 19. Diagram Kkorelacji pomiedzy ekspresja genu MMP-2 w plytkach krwi
a aktywnos$cig proMMP-2 w plytkach krwi.
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Ekspresja MMP-2/B-actin mRNA [AU]
w plytkach krwi

Rycina 20. Diagram Kkorelacji pomiedzy ekspresja genu MMP-2 w plytkach krwi
a aktywnoscia MMP-2 w plytkach krwi.

200 r Spearmana = -0,5017
p =0,0125

Aktywnos¢ MMP-9 [AU]/
liczba ptytek krwi [tys./ul]
3

® 1
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°
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°
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0.00000 0.00001 0.00002 0.00003

Ekspresja MMP-9/B-actin mRNA [AU]
w plytkach krwi

Rycina 21. Diagram Kkorelacji pomiedzy ekspresja MMP-9 w plytkach krwi a aktywnoscia
MMP-9 w plytkach krwi.

W celu sprawdzenia, czy zmiany w aktywnosci MMP wywotane przez ptytki krwi
mogg bra¢ udziat w ochronie kardiomiocytéw przed uszkodzeniem spowodowanym I/R
przeanalizowano zalezno$¢ pomigdzy aktywnoscig MMP-2 i MMP-9 w ptytkach krwi
a: ekspresja iNOS w kardiomiocytach, aktywnoscig zewnatrzkomérkowego LDH oraz
aktywnoscia metaboliczng kardiomiocytow. Wyniki przedstawiono w tabeli 7. W toku
przeprowadzonych analiz stwierdzono umiarkowanie silng ujemng tendencje do

zaleznosci pomigdzy ekspresjg biatka iNOS w kardiomiocytach a aktywnoscig MMP-2
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w ptytkach krwi (r =-0,3229, p = 0,0714, rycina 22). Dodatkowo wykazano silng dodatnig
zalezno$¢ pomiedzy aktywnosciag LDH w przestrzeni pozakomoérkowej a aktywnos$cia
MMP-2 (r = 0,5055, p = 0,0032, rycina 23) i MMP-9 (r =0,5198, p = 0,0023, rycina 26)
w ptytkach krwi. Co wazne, aktywno$¢ metaboliczna kardiomiocytow wykazywata
ujemng korelacj¢ z aktywnosciag MMP-2 (r = -0,4846, p = 0,0049, rycina 24) i MMP-9
(r=-0,6089, p = 0,0002, rycina 25) w ptytkach krwi. Nie odnotowano zaleznosci
pomiedzy ekspresjg iNOS kardiomiocytow a aktywnosciag MMP-9 w ptytkach krwi.

Tabela 7. Wspolczynniki korelacji rang Spearmana dla MMP-2, MMP-9 i iNOS, LDH oraz
aktywnos$ci metabolicznej kardiomiocytéw w grupie badanej.

Korelacja Ekspresja iINOS Aktywnos¢ LDH AKktywnos¢
kardiomiocytow W przestrzeni metaboliczna

pozakmoérkowej kardiomiocytéw

w plytkach krwi p=0,0714 p = 0,0032 p = 0,0049
AKktywnos¢ MMP-—9 r=0,1411; r =0,5198; r =-0,6089;
w plytkach krwi p = 0,4410 p = 0,0023 p =0,0002

r Spearmana = -0,3229
207 p =0,0714

iNOS/DAPI [AU]]
S
1

Ekspresja iNOS w kardiomiocytach
[intensywnos¢ fluorescenciji

0.0 05 1.0 15 2.0
Aktywno$é MMP-2 [AU)/
liczba PLT [tys./nl]

Rycina 22. Diagram korelacji pomiedzy aktywnoscia MMP-2 w plytkach krwi a ekspresja

biatlka iNOS w kardiomiocytach w grupie badanej (HCM+PLT). HCM - ludzkie
kardiomiocyty, PLT — plytki krwi.
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Rycina 23. Diagram korelacji pomiedzy stezeniem MMP-2 w plytkach krwi a aktywnoscia
metaboliczng kardiomiocytow. PLT — plytki krwi.
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Rycina 24. Diagram Kkorelacji pomiedzy aktywnoscia MMP-2 w plytkach krwi

a aktywnos$cia metaboliczna kardiomiocytow w grupie badanej (HCM+PLT). HCM —
ludzkie kardiomiocyty, PLT — plytki krwi.
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Rycina 25. Diagram korelacji pomiedzy aktywnoscia MMP-9 w plytkach krwi
a aktywnoscia metaboliczng kardiomiocytow.
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Rycina 26. Diagram Kkorelacji pomiedzy aktywnoscia MMP-9 w plytkach krwi
a aktywnos$cia LDH w przestrzeni pozakomoérkowej.
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[V. DYSKUSJA

Choroby sercowo-naczyniowe, obok choréb nowotworowych, wcigz stanowia
ogromne wyzwanie dla wspotczesnej medycyny. Z raportu ESC opublikowanego w 2022
roku wynika, ze choroby uktadu krazenia sg najczestszg przyczyng zgondéw w krajach
cztonkowskich ESC, a catkowita liczba zgonéw z powodow sercowo-naczyniowych, we
wszystkich krajach objetych badaniem, znacznie przewyzsza liczbe zgonow z powodu
nowotworéw u obu plci 2?2, W zwiagzku z powyzszym kluczowe wydaje sie doktadne
poznanie patofizjologii, mechanizmdw oraz nowych mozliwosci leczniczych, ktére moga
mie¢ zastosowanie w przysztosci w leczeniu chordb uktadu krazenia.

Najczestsza postacig chordb sercowo-naczyniowych jest Ml, a standardowe leczenie
opiera si¢ na przywroceniu krazenia w niedokrwionej tkance. Jednak podczas reperfuzji
moze dojsé do IRI mig$nia sercowego “°. Leczenie przeciwptytkowe jest standardowo
stosowana terapia w zapobieganiu oraz leczeniu MI i IR1 22224 Chociaz ptytki krwi biorg
udzial w patomechanizmie Ml i IRI, a w literaturze szeroko opisana jest negatywna rola
ptytek krwi w wymienionych schorzeniach, dostgpne s3 takze doniesienia
0 kardioprotekcyjnym wplywie plytek krwi na migsien sercowy w przebiegu Ml
i IR] 9799105225226 Datego pierwszym celem niniejszej rozprawy byto sprawdzenie czy,
w warunkach I/R ptytki krwi ulegaja aktywacji, w wyniku ktérej uwalniaja PMP.
Kolejnym celem pracy byla odpowiedz na pytanie, czy ptytki krwi wplywaja na zmiane
aktywnosci MMP-2 oraz MMP-9 oraz ekspresji ich genow w kardiomiocytach.
Przeprowadzone badania miaty na celu sprawdzenie i przyblizenie nas do odpowiedzi na

pytanie, czy ptytki krwi mogg wywiera¢ efekt ochronny na kardiomiocyty poddane I/R.

Aktywacja phytek krwi

Markery aktywacji ptytek krwi badane w niniejszej pracy obejmowaty aktywowana
GP llb-1lla, P-selektyng oraz CD63. Aktywowana GP IIb-Illa stanowi receptor dla
fibrynogenu i odgrywa role w agregacji ptytek krwi. W przebiegu aktywacji plytek
dochodzi do wzmozonego uwalniania zawartosci ziarnisto$ci ptytkowych, zwigksza si¢
liczebnos¢ kopii kompleksu GP 11b-I1Ia na blonie ptytek krwi, a w konsekwencji wzrasta
ekspresja GP llb-1lla 2%, P-selektyna jest czlonkiem nadrodziny selektyn, biatkiem
ziarnistosci o, ktore w wyniku aktywacji ptytek ulega ekspresji na ich powierzchni.
P-selektyna odgrywa wazng role w interakcjach adhezyjnych, gléwnie miedzy

granulocytami a ptytkami krwi np. podczas zapalenia 2%, Hamowanie P-selektyny przy
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uzyciu przeciwcial monoklonalnych po uszkodzeniu $ciany tetnicy w modelach
zwierzegcych skutkowato znaczagcym zmniejszeniem adhezji ptytek krwi i neutrofilow, co
sugeruje rolg P-selektyny i ptytek w szlaku zakrzepowo-zapalnym po peknigciu blaszki
miazdzycowej 22920, CD63 nalezy do nadrodziny integralnych biatek blonowych,
tetraspanin 231, W spoczynkowych ptytkach krwi biatko CD63 jest obecne na btonach

ziarnisto$ci gestych 2% i lizosomow 2%

, nhatomiast w wyniku aktywacji plytek
i egzocytozy CD63 przemieszcza si¢ do blony plazmatycznej, gdzie wigze si¢
z kompleksem integryny ollbp3-CD9 oraz z cytoszkieletem aktynowym, mogac
wplywag na jego reorganizacje 234, w sposob zalezny od allbp3 2%,

Pierwszym szczegétowym celem niniejszej rozprawy byto sprawdzenie czy,
w warunkach I/R ptytki krwi ulegaja aktywacji, co prowadzi do uwolnienia PMP.
Przedstawione w niniejszej pracy wyniki sa dowodem na to, ze plytki krwi ulegaja
aktywacji w wyniku 25 minutowego niedokrwienia, o czym $wiadczy wyzsza ekspresja
wszystkich badanych markerow aktywacji ptytek krwi po 25 minutowym niedokrwieniu
w porownaniu do 20 minut niedokrwienia. Natomiast po etapie reperfuzji ekspresja
markeréw aktywacji byla poréwnywalna z ekspresja w warunkach tlenowych,
z wyjatkiem aktywowanej GP llb-IIla, ktoérej ekspresja dla I/R z 15-minutami
niedokrwienia byla wyzsza niz w grupie kontrolnej. W literaturze przedmiotu mozna
odnalez¢ badania potwierdzajace aktywacje ptytek krwi w warunkach I/R. Badania
dowodza, ze zastosowanie inhibitoréw aktywacji ptytek niesie pozytywny wplyw na IRI
mieénia sercowego °22%. Itoh i in. wykazali, ze u pacjentow z ACS P-selektyna moze
stanowi¢ marker o wartosci predykcyjnej zaroéwno dla aktywacji ptytek krwi, jak 1 oceny
ryzyka ostrych incydentow sercowych 2%, Z kolei Ying i in. w badaniach na szczurach
poddanych I/R wykazali, Ze magnez, podawany podczas I/R, powodowal obniZzong
ekspresj¢ P-selektyny na powierzchni ptytek krwi podczas reperfuzji oraz zmniejszat
stopien martwicy mieénia sercowego 2. W badaniach na myszach z unieczynnionym
genem dla P-selektyny wykazano mniejszy obszar zawalu w poroéwnaniu do myszy
z nienaruszonym genem 8. W tych samych badaniach wykazano, Zze u myszy
z nienaruszonym genem dla P-selektyny, krazace ptytki krwi ulegaja aktywacji na etapie
wczesnej reperfuzji, a aktywacja ptytek krwi zalezy od czasu trwania okluzji wiencowe;j

poprzedzajacej reperfuzje 2.

Akumulacja ptytek krwi w miejscu  wczesdniej
niedokrwionego miegsnia sercowego zachodzila bardzo wczesnie, bo juz 2 minuty po
rozpoczeciu reperfuzji 8. W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy wykazano

wzmozong aktywacje ptytek krwi w warunkach I/R, mierzong jako podwyzszong
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ekspresje powierzchniowych markeréw aktywacji ptytek krwi: aktywowanej GP IIb-Illa,
P-selektyny, CD63 po 25 minutach niedokrwienia. W zastosowanym modelu ptytki krwi
ulegly aktywacji znacznie szybciej niz we wspomnianych wyzej badaniach, bo juz po 25
minutach niedokrwienia. Wykazano, ze ekspresja markeréw aktywacji po etapie
reperfuzji nie roznila si¢ w stosunku do wlasciwej grupy odniesienia. Wyjatek stanowita
ekspresja aktywowanej GP llb-Illa, gdyz po 15 minutowym niedokrwieniu i 20
minutowej reperfuzji ekspresja tej GP byla wyzsza niz w warunkach tlenowych.
Rozbieznos¢ w uzyskanym czasie aktywacji ptytek krwi w niniejszym badaniu oraz
wynikach uzyskanych przez innych badaczy moze by¢ spowodowana zastosowaniem
innego modelu i schematu badania. Zaprezentowany model byt modelem in vitro,
natomiast przytaczane dane literaturowe sg efektem pracy na modelach in vivo.
Dodatkowo pobieranie ptytek krwi do badania ich aktywacji przed i po reperfuzji
w niniejszym modelu in vitro umozliwito uzyskanie petniejszego obrazu aktywacji ptytek
krwi w trakcie badania, biorac pod uwage czas oraz mechanizm aktywacji ptytek krwi.
Dlatego uzyskane wyniki dopetniaja wiedz¢ na temat aktywacji plytek krwi
w mechanizmie niedokrwienia i nastepczej reperfuzji, co ma istotne znaczenie dla
przysztych implikacji klinicznych.

Wykazano wyzszg ckspresje aktywowanej GP IIb-llla po etapie reperfuzji
w porownaniu do etapu niedokrwienia, a dla plytek krwi poddanych 20 minutowemu
niedokrwieniu i 20 minutowej reperfuzji zmiana ta byta istotna statystycznie. Porownujac
ekspresj¢ P-selektyny po etapie niedokrwienia oraz po etapie reperfuzji uzyskano
podobne rezultaty. Wskazuje to na dalszg aktywacje ptytek, rOwniez na etapie reperfuzji.
W przypadku markera CD63 takze wykazano wyzsza ekspresje po etapie reperfuzji
w porownaniu do etapu niedokrwienia dla plytek krwi poddanych 20 minutowemu
niedotlenieniu i 20 minutowej reperfuzji oraz wzrost ekspresji w czasie badania dla
warunkow tlenowych. Co ciekawe reperfuzja po 15 1 25 minutowym niedokrwieniu nie
wptywata na zwigkszong ekspresj¢ CD63. Bioragc pod uwage powyzsze oraz fakt, iz
poréwnanie ekspresji markerow aktywacji ptytek krwi po etapie reperfuzji w grupie I/R
w poréwnaniu do warunkéw tlenowych nie wykazalo zmian ekspresji tych markerow
wydaj¢ sie¢, ze brak dodatkowej aktywacji po etapie reperfuzji moze wynikaé¢ ze zuzycia
i wyczerpania zasobow wewnatrzptytkowych, a ponadto z niskiej liczebnosci grupy 227
Ze wzgledu na to, Ze ptytki krwi sg komdrkami bezjadrzastymi i nie sg zdolne do syntezy
biatek de novo, wyczerpanie zasobow wewnatrzptytkowych skutkuje niemoznoscig np.

uwolnienia zawarto$ci kolejnych ziarnistosci i dalszego wzrostu ekspresji biatek
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ziarnistych np. P-selektyny na powierzchni plytek krwi. Ekspresja aktywowanej
GP llb-ITla potwierdza te¢ hipotezg, poniewaz tylko w I/R z 15 minutowym
niedokrwieniem ekspresja tej GP byta wyzsza niz w warunkach tlenowych, natomiast
dtuzszy czas niedokrwienia, a co za tym idzie dluzszy czas badania, skutkowat ekspresja
tego markera poréwnywalng do ekspresji uzyskanej w warunkach tlenowych. Dodatkowo
niektore biatka, np. P-selektyna, ulegaja ekspresji na btonie komdrkowej ptytek krwi
przejsciowo, po czym ulegaja ztuszczeniu do osocza krwi. W konsekwencji moze to
wptywaé nie tylko na normalizacje¢ aktywacji ptytek, ale takze zmniejszong ekspresje
niektérych markerow aktywacji 227, Zatem brak dodatkowej aktywacji ptytek krwi po
etapie reperfuzji w niniejszych badaniach moze wynika¢ nie tylko ze zuzycia zasobow
ptytek krwi, ale i z czasu jaki uptynat od wynaczynienia i wyizolowania ptytek krwi do

zakonczenia calej procedury I/R.
Mikroczgsteczki pochodzenia plytkowego

W dotychczas opublikowanych badaniach wykazano zwigkszong liczbe PMP
w 0soczu w wyniku ACS 81144145 jdowodniono, ze liczba PMP uwalnianych przez
ptytki krwi jest zalezna od postaci ACS, np. w niestabilnej dlawicy piersiowe;j jest nizsza
niz w STEMI, oraz koreluje ze stopniem uszkodzenia migénia sercowego 42, Wykazano,
ze zwigkszona liczba PMP wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem niepozadanych zdarzen
sercowo-naczyniowych tj.: zgonu sercowego, niewydolno$ci serca, wstrzasu
kardiogennego, ponownego zawatu i resuscytowanej komorowej arytmii, do 1 roku po
wypisaniu ze szpitala 2%,

W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy odszczepianie PMP od ptytek krwi
oceniono poprzez analizg ekspresji CD61, antygenu charakterystycznego dla ptytek krwi,
oraz aktywowanej GP Illb-Illa, stanowigcej receptor dla fibrynogenu, w buforach
pozbawionych ptytek krwi. Zastosowanie insertow przepuszczalnych dla PMP
umozliwilo uzyskanie buforow pozbawionych ptytek krwi i zawierajacych jedynie PMP.
Wykazano obnizong ekspresj¢ obu antygendw w buforach zawierajacych PMP po
niedokrwieniu w porownaniu do kontroli tlenowej, co §wiadczy o ograniczonej zdolnosci
ptytek do odszczepiania PMP w warunkach niedokrwienia. Moze to wynika¢
z zastosowanego modelu badania in vitro, ktory nie zawiera komponenty zapalnej.
Niektorzy badacze uwazaja, ze komponenta zapalna, ktora towarzyszy pacjentom
z chorobami sercowo-naczyniowymi, wplywa na zwiekszong aktywacje plytek

krwi 229240 oraz uwalnianie i zmiane fenotypu PMP 24, Dodatkowo Somodi i in.
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w swoich badaniach wskazuja na wazny aspekt zmian w ekspresji formy komodrkowe;j
XIII czynnika krzepnigcia, zarowno na powierzchni ptytek krwi, jak i PMP, wynikajacej
z réznych mechanizméw aktywacji ptytek krwi 22, W zwiazku z powyzszym istnieje
mozliwos¢, ze niedokrwienie z nastepcza reperfuzja wptyneto na uwalnianie PMP
w przedstawionym modelu. Inni badacze wskazuja, ze zarowno zawartos¢ PMP, jak
I ekspresja markeréw powierzchniowych zaleza od zastosowanego agonisty ptytek krwi,
a powstajace populacje PMP sa wysoce niejednorodne ?*3%*4. Co wazne, w obecnych
badaniach wykazano liniowy wzrost ekspresji CD61 na powierzchni PMP wraz z czasem
trwania niedokrwienia. Swiadczy to o wplywie warunkéw I/R na uwalnianie PMP.
Jednak izolowane warunki in vitro mogly przyczyni¢ si¢ do uzyskania nizszej ekspresji
w warunkach I/R niz w warunkach tlenowych ze wzgledu na inny mechanizm aktywacji
ptytek. Podsumowujac, zmniejszona ekspresja CD61 oraz aktywowanej GP llb-Illa na
powierzchni PMP moze by¢ spowodowana brakiem interakcji ptytek krwi z komorkami
zapalnymi, co mogto doprowadzi¢ do aktywacji ptytek krwi w innym mechanizmie niz
w badaniach in vivo. Wykazano zaroéwno wlasciwosci prokoagulacyjne 245247, jak
i antykoagulacyjne 28249 PMP. Zastosowanie odmiennych protokotéw przygotowania
PMP do badania cytometrycznego mogto mie¢ wptyw na uzyskane wyniki. Berckmans
I in. wprowadzajac dwustopniowe wirowanie W protokole przygotowania PMP dokonali

weryfikacji 2°° wynikéw swojej poprzedniej pracy 2%

. W poréwnaniu z wcze$niejszym
badaniem ! autorzy podaja wyzsze stezenia PMP we krwi 22, ktore wykazywaly
aktywno$¢ fibrynolityczng w tescie wytwarzania plazminy 2°2. W poprzedniej pracy PMP
wykazywaty aktywnos$¢ prokoagulacyjna w tescie wytwarzania trombiny 2°%, co mogto
by¢ spowodowane obecnoscia ptytek krwi w badanym materiale. W zaprezentowanym
modelu badania ekspresja receptora dla fibrynogenu byta nizsza w warunkach I/R niz
w warunkach tlenowych, co moze §wiadczy¢ o tym, ze kardiomiocyty wptywaja na
zmniejszenie zdolnosci prokoagulacyjnych PMP. Niemniej jednak konieczne byloby
zbadanie, metodg cytometrii przeplywowej, innych antygenéw na PMP, ktére mogtyby
potwierdzi¢ wplyw kardiomiocytow na ptytki krwi. Moze przyczynic si¢ to w przysztosci
do oceny mechanizmu wzajemnego oddziatania PMP i kardiomiocytow.

Kolejnym aspektem wymagajagcym omowienia w tej czesci pracy jest kwestia kontroli
1izotypowe] w badaniach PMP. W badaniach metodg cytometrii przeptywowej stosuje si¢
kontrole izotypowa, w celu oceny nieswoistego wigzania przeciwciat. Jednak badanie
PMP przy uzyciu cytometrii przeptywowej czg¢sto nastr¢cza wielu trudnosci, ze wzgledu

na niskg intensywno$¢ barwienia antygenéw powierzchniowych, a niespecyficzne
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wigzanie kontroli izotypowych moze doprowadzié¢ do uzyskania blednych wynikéw 2%,

Dlatego w niniejszym badaniu, ze wzglgdu na mozliwo$¢ niespecyficznego wigzania
kontroli izotypowych oraz fakt, ze uzyskane wyniki stuza do poréwnania PMP pomi¢dzy
grupami badanymi zrezygnowano z zastosowania kontroli izotypowej, a do ustalenia

granicy odciecia postuzono sie materiatem niebarwionym 2°32%,

Zelatynazy

Znany jest udziat zelatynaz (MMP-2 i MMP-9) w degradacji wewnatrzkomorkowych
biatek kurczliwych, takich jak troponiny, tancuchy lekkie miozyny i tytyna oraz
W uszkodzeniu migénia sercowego podczas niedokrwienia i reperfuzji 190191199200 MMP,
syntetyzowane jako pre-proenzymy oraz wydzielane z komorek w postaci proenzyméw,
ulegaja aktywacji m.in. w macierzy zewnatrzkomoérkowej 2°°. W stanie stresu
oksydacyjnego, ROS i ONOO™ moga oddziatywa¢ z cysteing w przelaczniku
cysteinowym 1 aktywowa¢ proMMP bez proteolitycznego usuwania domeny
propeptydowej 272, Zatem stres oksydacyjny indukuje aktywacje MMP i posredniczy
w wewnatrzkomorkowej degradacji bialek kurczliwych, uszkodzeniu mikrokrazenia lub

uszkodzeniu mieénia sercowego 190191257

. Drugi cel szczegdlowy niniejszej pracy
stanowila analiza zmiany aktywnosci MMP-2 i MMP-9 w kardiomiocytach i ptytkach
krwi po I/R oraz w przestrzeni pozakomorkowej po etapie niedokrwienia i po etapie
reperfuzji, wraz z ocena ekspresji genow MMP-2 i MMP-9 w ptytkach krwi

i kardiomiocytach po I/R.
MMP-2

W niniejszych badaniach wykazano obnizong aktywno$¢ proMMP-2, a takze spadek
sredniej aktywnosci MMP-2 0 36,36% — 45,65% w kardiomiocytach poddanych I/R
I nieskontaktowanych z ptytkami krwi. Uzyskane wyniki moga swiadczy¢ o zaburzeniach
aktywnosci MMP-2 w kardiomiocytach narazonych na stres oksydacyjny. Podobnie
W przestrzeni pozakomoérkowej wykazano obnizong aktywno$¢ proMMP-2 po
niedokrwieniu oraz bardzo silng tendencj¢ do obnizonej aktywnosci proMMP-2 po
reperfuzji  w  porownaniu do warunkow tlenowych. Jednak aktywnos¢
zewnatrzkomorkowej proMMP-2 po etapie reperfuzji byla wyzsza niz po etapie
niedokrwienia, co sugeruje uszkodzenie kardiomiocytow w wyniku I/R i dalsze
uwalnianie proMMP-2 na etapie reperfuzji. Uzyskane wyniki sg czgsciowo spojne

260

z wynikami uzyskanymi w naszej poprzedniej pracy -*° oraz w pracy Olejnik i in., gdzie
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w I/R, w wyniku uszkodzenia kardiomiocytow, wykazano obnizone stezenie MMP-2
w kardiomiocytach oraz zwigkszong aktywnos¢ proMMP-2 w  przestrzeni
pozakomorkowej 281, Prawdopodobne jest, ze w wyniku nekrozy komorek spowodowane;j
I/R dochodzi do zniszczenia struktur btoniastych, w tym wzrostu przepuszczalnosci btony
komérkowej i uwolnienia zawartosci komorek 2°2, Wykazano takze zwiekszona ekspresje
genu MMP-2 kardiomiocytow po I/R w poréwnaniu do warunkéw tlenowych. Uzyskane
wyniki sugeruja dysproporcje pomigdzy transkrypcjg genu a aktywnoscia MMP
w komorce. Ewidentnie podczas I/R zachodza procesy regulujace, prowadzace do
zahamowania aktywno$ci biatka pomimo wzmozonej ekspresji genu, ktére moga
stanowi¢ mechanizm adaptacyjny komoérek w warunkach stresu oksydacyjnego. Podobne

wyniki w swojej pracy uzyskali Krzywonos-Zawadzka i in. 262

poddajac kardiomiocyty
9 minutowemu niedokrwieniu i 20 minutowej reperfuzji. U pacjentow z ACS takze
wykazano zwigkszona ekspresjc MMP-2 i MMP-9 24, Inne badania wykazuja obnizona
ekspresj¢ genu MMP-2 w kardiomiocytach w wyniku I/R z 15 minutowg hipoksja oraz
20 minutowa reperfuzja 2°02%1, Ben-Yosef i in. wykazali obnizong ekspresj¢ mRNA
MMP-2 w hipoksji trwajacej 6 godzin, natomiast przedtuzona hipoksja 24 — godzinna
powodowata wzrost ekspresji tego genu. Reperfuzja po 6 godzinnej hipoksji powodowata
wzrost ekspresji genu MMP-2 do poziomu ekspresji w warunkach tlenowych. Natomiast
reperfuzja po 24 godzinnej hipoksji powodowata dalsza zwiekszona ekspresje
W poréwnaniu do warunkéw tlenowych 2%°, Z powyzszego wynika, iz czas trwania
niedokrwienia 1 reperfuzji istotnie wplywa na zmiany ekspresji genow MMP
w kardiomiocytach. Ponadto z naszych badan wynika, ze I/R wplywa na MMP-2 na
poziomie transkrypcyjnym, powodujac zwieckszong ekspresje genu MMP-2
kardiomiocytow w grupie kontrolnej. Dodatkowo w niniejszej pracy wykazano
umiarkowanie silng ujemng korelacj¢ pomiedzy aktywnoscia MMP-2 a ekspresja jej genu
w homogenatach kardiomiocytéw. Mozliwe jest, ze w wyniku I/R 1 spadku ATP nie
doszto do syntezy MMP-2 pomimo zwigkszonej ekspresji genu dla MMP-2. Jednym
z mechanizméw oszczgdzania energii, bedacych wynikiem adaptacji komorek na
niedokrwienie, jest inhibicja translacji mRNA na roéznych jej etapach jako procesu
wysoce energetycznego 2602%7  Istnieje tez mozliwo$é, ze kardiomiocyty uwolnity
proMMP-2 oraz MMP-2 do przestrzeni pozakomoérkowej, jednak w wyniku krétkiego
czasu poéttrwania lub izolowanych warunkéw in vitro nie byliSmy w stanie wykry¢ jej

aktywno$ci w przestrzeni pozakomoérkowe;j 2%°,
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W grupie badanej, w ktorej kardiomiocyty miaty kontakt z ptytkami krwi, nie
wykazano zmian ekspresji oraz aktywnosci zarowno proMMP-2, jak i MMP-2
w kardiomiocytach pod wptywem niedokrwienia, jak i reperfuzji w poréwnaniu do grupy
tlenowej. Ponadto, podobnie jak w grupie kontrolnej, wykazali$my obnizong aktywno$¢
proMMP-2 w przestrzeni pozakomodrkowej po niedokrwieniu, natomiast aktywno$¢
proMMP-2 po etapie reperfuzji nie ulegta zmianie. Dowodzi to, iz warunki
niedokrwienia, jak i reperfuzji nie wplywajg istotnie na zmiany ekspresji, syntezy
i uwalniania MMP-2 w obecno$ci ptytek krwi. Moze to potwierdza¢ hipoteze,
iz interakcja kardiomiocytow i ptytek krwi prowadzi do normalizacji syntezy MMP.
Co cickawe, aktywno$¢ zewnatrzkomérkowej proMMP-2 po etapie reperfuzji byla
wyzsza niz po etapie niedokrwienia. Podobnie jak w przypadku grupy kontrolnej, moze
to sugerowac uszkodzenie kardiomiocytow w wyniku I/R i dalsze uwalnianie proMMP-2
na etapie reperfuzji. Porownanie wynikéw grupy kontrolnej z grupa badang wykazato
tendencje do zwickszonej aktywnosci proMMP-2 w kardiomiocytach w obecnosci ptytek
krwi po 20 minutach niedokrwienia i 20 minutowej reperfuzji oraz po 25 minutach
niedokrwienia i 20 minutowej reperfuzji, a takze zwigkszonej aktywnosci MMP-2 po 20
minutach niedokrwienia i 20 minutowej reperfuzji. Co wazne, porownanie aktywnosci
proMMP-2 w przestrzeni pozakomoérkowej w grupie badanej i grupie kontrolnej
wykazalo obnizong aktywno$¢ proMMP-2 pod wptywem ptytek krwi po etapie reperfuzji
zarowno w warunkach tlenowych, jak i I/R z 20 minutowym niedokrwieniem i 20
minutowg reperfuzja, a takze tendencj¢ do obnizonej aktywnosci proMMP-2 po 25
minutowym niedokrwieniu i 20 minutowej reperfuzji. Sugeruje to mozliwos¢
pochtaniania pozakomorkowej proMMP-2 przez ptytki krwi, a przez to dzialanie
kardioprotekcyjne ptytek. Natomiast badanie homogenatow plytek krwi wykazato
zwigkszong aktywnos¢ proMMP-2 w warunkach I/R z 25 minutowym niedokrwieniem
i 20 minutowg reperfuzja, zwigkszong aktywnos¢ MMP-2 w warunkach I/R z 20
minutowym niedokrwieniem i 20 minutowg reperfuzjg oraz wyzsze stezenie catkowitego
MMP-2 po I/R w poréwnaniu do warunkow tlenowych $rednio o 28,99% do 38,91%.
Dodatkowo nie zaobserwowano zmian w ekspresji mMRNA MMP-2 w ptytkach krwi po
I/R w poréwnaniu do warunkéw tlenowych. Moze to §wiadczy¢ o tym, ze ptytki krwi
wplywajg na zmniejszone uwalnianie MMP-2 z kardiomiocytow po I/R z 20 minutami
niedokrwienia i 20 minutowg reperfuzja oraz 25 minutami niedokrwienia i 20-minutowg
reperfuzja. Dodatkowo ptytki krwi wpltywaly na kardiomiocyty na poziomie

molekularnym, poniewaz w obecnosci ptytek krwi odnotowano nizsza ekspresje genu
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MMP-2 kardiomiocytow po I/R z 15 minutami niedokrwienia i 20 minutowg reperfuzja
oraz 20 minutami niedokrwienia i 20 minutowa reperfuzja w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Poniewaz znany jest udziat MMP-2 w degradacji biatek kurczliwych serca,
uzyskane wyniki moga sugerowac¢ ochronny wplyw ptytek na kardiomiocyty. Co wiecej,
wykazano takze dodatnig korelacje pomiedzy ekspresja CD61 na powierzchni PMP
a ekspresja genu MMP-2 w kardiomiocytach grupy badanej. Potwierdza to rolg PMP jako
czasteczek sygnatowych w I/R. Odnotowano takze silng ujemng korelacje ekspres;ji
MMP-2 w ptytkach krwi z aktywnoscig proMMP-2 w pltytkach krwi. Jest
prawdopodobne, ze analogicznie jak w przypadku kardiomiocytow, w wyniku
niedokrwienia mogto doj§¢ do zahamowania translacji mRNA w mechanizmie
oszczedzania energii wywotanym niedokrwieniem 266267 | jteratura przedmiotu
wskazuje na mozliwo$¢ pochtaniania przez plytki krwi np. MMP-9, nowotworowego
RNA oraz patogenow 173268270 W zwiazku z powyzszym prawdopodobne jest, ze przy
przedhuzajacym si¢ I/R (25 minutowe niedokrwienie i 20 minutowa reperfuzja) ptytki
krwi mogly pochtania¢ proMMP-2 uwolniong z kardiomiocytéw, o czym moze
Swiadczy¢ obnizona aktywno$¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej oraz wzrost
aktywnosci tego biatka w ptytkach krwi, a takze ujemna korelacja pomigdzy aktywnoscia
proMMP-2 w kardiomiocytach a zewnatrzkomorkowa aktywnoscia tej MMP. Uzyskana
korelacja wskazuje, ze niska aktywno$¢ proMMP-2 w kardiomiocytach zwigzana jest
z wysoka aktywno$cig zewnatrzkomorkowej proMMP-2, co moze sugerowac jej
uwalnianie z kardiomiocytow do przestrzeni pozakomoérkowe;.

Poniewaz znany jest udziat MMP-2 w uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym
kardiomiocytow, uzyskane wyniki moga $swiadczy¢ o ochronnym wptywie ptytek krwi
na kardiomiocyty poddane I/R %2921 Gresele i in. badajac pacjentow z ACS i stabilng
dlawica piersiowa w poréwnaniu do kontroli (pacjentéw z atypowym bdlem w klatce
piersiowej, z normalnymi gtadkimi t¢tnicami wiencowymi bez zwezen > 30%) zauwazyli
jednak wyzsze st¢zenie i aktywnos¢ MMP-2 w 0soczu pacjentow z ACS. Dodatkowo
w lewej tetnicy wiencowej stezenie i aktywno§¢ MMP-2 byty wyzsze w porownaniu do
prawej tetnicy wiencowej, a stezenie MMP-2 w osoczu pacjentéw z ACS korelowato
z markerami aktywacji plytek krwi, co wedlug autorow sugeruje, ze plytki krwi sa
zrodtem MMP-2 w ACS 18 W innych badaniach, na tym samym modelu, wywotanie
chemicznego I/R nie wptywato na zmiany w aktywnosci i stezenia MMP-2 w ptytkach
krwi 21, W niniejszej pracy wykazali$my ujemng korelacje pomigdzy stezeniem MMP-2

w ptytkach krwi a aktywnoscig proMMP-2 w przestrzeni pozakomorkowej po etapie
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niedokrwienia oraz po etapie reperfuzji. Dlatego zwigkszona aktywno$s¢ MMP-2
w ptytkach krwi po I/R moze stanowi¢ posredni dowdd na pochtanianie przez phytki krwi
proMMP-2 uwolnionej z kardiomiocytow, co wymaga potwierdzenia w rozszerzonych

badaniach.
MMP-9

MMP-9 jest wydzielana przez rozne typy komorek, wiaczajac: neutrofile, makrofagi,
komorki $rédblonka i komoérki migsni gladkich. Wykazano znaczaco podwyzszone
stezenie MMP-9 W osoczu pacjentow z ACS 2/2273 W niniejszej pracy nie wykazano
zmian w ekspresji genu, jak i aktywnosci MMP-9 w kardiomiocytach
nieskontaktowanych z ptytkami krwi, poddanych I/R. Jednak fakt, ze aktywno$§¢ MMP-9
kardiomiocytow po I/R byta widocznie nizsza niz w warunkach tlenowych, natomiast
aktywnos¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomorkowej wzrastala wraz z czasem
niedokrwienia kardiomiocytéw, moze sugerowac uwalnianie MMP-9 z kardiomiocytow
w wyniku uszkodzenia podczas I/R. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sa cz¢$ciowo
zgodne z wynikami uzyskanymi przez innych badaczy, gdzie wykazano obnizong
ekspresj¢ genu MMP-9 oraz wyzsza ekspresj¢ biatka MMP-9 w kardiomiocytach
poddanych I/R 2%,

W eksperymencie, w ktorym skontaktowano kardiomiocyty z plytkami krwi
w warunkach I/R, zauwazono wzrost aktywnosci MMP-9 kardiomiocytow wraz z czasem
trwania niedokrwienia. Aktywnos¢ MMP-9 w przestrzeni pozakomoérkowej w grupie
badanej po etapie niedokrwienia nie ulegta zmianom, natomiast po etapie reperfuzji
zaobserwowano silng tendencje do zwigekszonej aktywnos$ci w porownaniu do warunkow
tlenowych. Sugeruje to uwalnianie MMP-9 z kardiomiocytow do przestrzeni
pozakomorkowej. Co wazne, po etapie niedokrwienia, wykazano obnizong aktywnos$¢
MMP-9 w przestrzeni pozakomérkowej w obecnos$ci plytek krwi. Zwazywszy na fakt,
iz obecnos¢ MMP-9 w plytkach krwi pozostaje kwestia dyskusyjng 17318274 oraz
ze obecnos¢ MMP-9 plytkach prawdopodobnie wynika z pochtaniania MMP-9
uwolnionej przez inne komérki 13, prawdopodobne jest, z2 MMP-9 z przestrzeni
pozakomorkowej zostata czgsciowo zaadsorbowana przez ptytki krwi. Potwierdza to fakt
nieznacznego zwigkszenia aktywnosci MMP-9 w plytkach krwi po I/R w poréwnaniu do
warunkow tlenowych. Odwrotne wyniki w swojej pracy uzyskali Cameron i in.
wskazujac zmniejszenie zawartos¢ MMP-9 w ptytkach krwi myszy po 3 dniach od zawatu

serca wywotanego podwigzaniem t¢tnic, co wedlug autoréow dowodzi, ze ptytki krwi
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uwalniaja MMP-9 po zawale 2’ Jest to szczegdlnie wazne w kontekscie rozwazania
wzrostu stezenia MMP-9 w osoczu jako markera w diagnostyce rozwoju niewydolnosci
serca u pacjentdéw po AMI 276, Rozbiezno$¢ w uzyskanych i przytoczonych wynikach
badan moze by¢ spowodowana obecnoscig innych komorek, poza kardiomiocytami, ktore
miaty kontakt z ptytkami krwi. W prezentowanym w niniejszej pracy badaniu, ptytki krwi
przed kontaktem z kardiomiocytami i poddaniem procedurze I/R, zostaty wyizolowane
Z krwi pelnej metoda pozwalajaca uzyskac¢ ptytki krwi pozbawione zanieczyszczen
komoérkowych. Natomiast w innych badaniach ptytki krwi zostaly wyizolowane z krwi
petnej dopiero po procedurze I/R, co oznacza, ze w trakcie I/R ptytki krwi miaty kontakt
m.in. z neutrofilami, bedgcymi pierwszym zrodtem MMP-9 w obszarach objetych
zawatem 277,

Niektorzy badacze uwazaja, ze chociaz ptytki krwi nie posiadaja jadra komorkowego,
z racji sktadnikow pochodzenia megakariocytalnego sa zdolne do przetworzenia pre-
miRNA w dojrzate RNA, translacji mRNA oraz potranskrypcyjnej regulacji ekspresji
genow 2’8, Analiza ekspresji MMP-9 w kardiomiocytach w grupie kontrolnej i grupie
badanej nie wykazata zmian ekspresji MMP-9 pod wptywem I/R. Poréwnanie grupy
kontrolnej z badang nie wykazato takze zmian ekspresji MMP-9 kardiomiocytow pod
wplywem obecnosci plytek krwi. Jedynie badanie PCR ptytek krwi wykazalo tendencje
do zwigkszonej ekspresji MMP-9 plytek krwi po 15 minutowym niedotlenieniu i 20
minutowej reperfuzji oraz 20 minutowym niedokrwieniu i 20 minutowej reperfuzji.
Niemniej jednak po 25 minutowym niedokrwieniu i 20 minutowej reperfuzji wykazano
obnizong ekspresjc MMP-9 w ptytkach krwi w poréwnaniu do ekspresji po 20
minutowym niedokrwieniu 1 20 minutowej reperfuzji. Mozliwe jest, ze skoro ptytki krwi
majg zdolnos¢ do sekwestracji RNA 269%'" mogty pochtaniaé¢ dostepne w buforze RNA
uwolnione z kadriomiocytow. Potwierdzenie dla tej tezy moze stanowi¢ ujemna korelacja
pomiedzy ekspresjg genu i aktywnoscig MMP-9 w ptytkach krwi, ktora wskazuje na
zahamowanie translacji MMP-9 w ptytkach.

Wptyw plytek krwi na kardiomiocyty

Rozpatrujac wptyw I/R na kardiomiocyty oraz wptyw plytek krwi na kardiomiocyty
w warunkach I/R oznaczono aktywno$¢ LDH, aktywno$¢ metaboliczng kardiomiocytow,
ekspresje biatka iINOS w kardiomiocytach oraz st¢zenie biatka catkowitego

w homogenatach komorek. LDH jest stabilnym enzymem cytozolowym, uwalnianym
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w wyniku uszkodzenia czy wzmozonej przepuszczalnosci btony lub lizy komérek 2%,
W wielu pracach wykazano wzrost aktywnosci LDH w przestrzeni pozakomorkowe;j
w wyniku I/R, jako markera uszkodzenia kardiomiocytéw, oraz normalizacje tego
parametru po zastosowaniu substancji o dzialaniu kardioprotekcyjnym 260-261.280,
W niniejszej pracy nie wykazano zwigkszonej aktywnosci LDH w przestrzeni
pozakomorkowej po niedokrwieniu kardiomiocytow zaréwno w grupie badanej, jak
i w grupie kontrolnej. Wykazano jednak tendencje do wyzszego stezenia biatka
catkowitego w kardiomiocytach po I/R, co moze $wiadczy¢ o wzmozonej syntezie biatek
w komorce w wyniku stresu oksydacyjnego m.in. cytokin, MMP. Dowodzi to, iz 15-25
minutowe niedokrwienie i 20 minutowa reperfuzja nie przyczynily si¢ do uszkodzenia
lub wzmozonej przepuszczalnosci bton kardiomiocytow. Co ciekawe, aktywnos¢ MMP-2
i MMP-9 w pitytkach krwi byta dodatnio skorelowana z aktywnoS$cia
zewnatrzkomérkowego LDH w przestrzeni pozakomodrkowej. Mozliwe jest, ze
proteolityczna degradacja i uszkodzenie na skutek aktywacji MMP prowadzi do
uwolnienia LDH z komorki. Bialy i in. takze nie wykazali zwigkszonej aktywnosci LDH
kardiomiocytow po I/R, przy zastosowaniu kardiomiocytow hodowlanych i wywotlaniu
I/R przy uzyciu cyjanku sodu i 2-deoksyglukozy 28!, Kardiomiocyty zawieraja ogromng
liczbe mitochondriow, ktére stanowig gtéwne zrodto komorkowych ROS 282, Klimova
i Chandel wykazali, ze mitochondrialne ROS sg niezbedne do stabilizacji czynnikow
transkrypcyjnych indukowanych hipoksja (HIF), ktére umozliwiaja regulacje
transkrypcji genéw zaangazowanych w adaptacje komoérek do warunkow niedotlenienia
oraz przezycie komorek 2. Zatem odporno$é kardiomiocytéw na uszkodzenie moze
wynika¢ z udzialu mitochondriow w aktywacji HIF. Poréwnanie niniejszych wynikow
uzyskanych w grupie kontrolnej z grupa badang wykazatlo wyzszg aktywno$¢ LDH
w grupie badanej po 20 minutach niedokrwienia oraz tendencj¢ do wyzszej aktywnosci
LDH w grupie badanej zaréwno w warunkach tlenowych (40 minut), jak i w warunkach
niedokrwienia trwajacego 25 minut. Potwierdza to wczesniejsze doniesienia, iz phytki
krwi zawieraja LDH i w wyniku dezintegracji sg zdolne do jej uwolnienia wraz
z zawarto$cig cytozolu 2428°, Dlatego plytki krwi mogly by¢ zrodtem dehydrogenazy
W przestrzeni pozakomorkowej w grupie badanej w porownaniu do grupy kontrolne;.
Wraz z wydluzeniem czasu trwania niedokrwienia wykazano spadek aktywnosci
metabolicznej kadriomiocytow nieskontaktowanych z ptytkami krwi w poréwnaniu do
kontroli tlenowej, co posrednio moze by¢ zwigzane ze wzrostem $miertelnosci

kardiomiocytow oraz zahamowaniem procesOw metabolicznych w  warunkach
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anaerobowych. W grupie badanej wykazano obnizenie aktywno$ci metabolicznej
kardiomiocytow jedynie w warunkach 20 minutowego niedokrwienia i 20 minutowej
reperfuzji. Natomiast analiza wyptywu ptytek krwi na kardiomiocyty wykazata, ze po 25
minutach niedokrwienia i 20 minutowej reperfuzji w obecnosci ptytek krwi
zaobserwowano wyzsza aktywno$¢ metaboliczng kardiomiocytow niz przy braku phytek
krwi. Potwierdza to ochronng role ptytek krwi. Dodatkowo w niniejszej pracy aktywnosé
MMP-2 i MMP-9 w ptytkach krwi byta ujemnie skorelowana z aktywnoscig
metaboliczng kardiomiocytow. Wszystkie powyzsze wyniki sugeruja, ze ptytki krwi
moga petic rolg protekcyjna dla metabolizmu kardiomiocytow w I/R. Yang i in. oraz
Mehta i in. poddajac serca szczurze perfuzji ptytkami krwi lub supernatantem
otrzymanym po agregacji ptytek krwi, takze wykazali kardioprotekcyjng role ptytek krwi
w I/R, manifestujaca si¢ m.in. wzrostem sily skurczu serca, obnizeniem wartosci ci$nienia
perfuzji wiencowej, zmniejszonym uwalnianiem kinazy kreatynowej °7981052%5 (g
wazne ochronna rola ptytek krwi na miokardium w warunkach I/R byla zauwazalna
niezaleznie od czasu trwania I/R oraz przy warto$ciach liczby ptytek krwi znacznie

nizszych niz fizjologiczne dla szczurow °72%

. Ponadto Walsh i in. potwierdzili
protekcyjny wptyw plytek krwi na zywotno$¢ kardiomiocytow narazonych na I/R,
wyrazong jako opoznienie tempa smierci kardiomiocytow oraz wskazali aktywacje PKC
kardiomiocytéw jako mozliwy mechanizm dzialania protekcyjnego ptytek krwi 0%,
Ponadto w niniejszych badaniach wykazano dodatnig korelacje pomiedzy ekspresja
CD61 na powierzchni PMP a aktywnoscig metaboliczng kadriomiocytow, dlatego nie
mozna wykluczy¢ udzialu PMP w dziataniu ochronnym ptytek krwi podczas I/R.
Jednakze zagadnienie to wymaga dalszych badan.

Nie zauwazono zmian w ekspresji iNOS kardiomiocytow w zalezno$ci od czasu
trwania niedokrwienia zarowno w grupie badanej jak i grupie kontrolnej. Obok
neuronalnego NOS (nNOS) oraz eNOS, iNOS katalizuje syntez¢ endogennego tlenku
azotu (NO) %6 W warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego I/R dochodzi do
zwigkszonej ekspresji iNOS kardiomiocytow, a w konsekwencji zwigkszonej syntezy
tlenku azotu (NO). Jednak w obecnosci wzmozonej ilosci ROS w przebiegu wybuchu
tlenowego NO reaguje z anionorodnikiem ponadtlenkowym (O2") tworzac ONOQO", ktory
m.in. aktywuje MMP-2 27, Wykazano, ze zastosowanie inhibitorow NOS oraz
inhibitorow MMP-2 prowadzi do kardioprotekcji 2”. W warunkach tlenowych obecno$¢
ptytek krwi wptywa na zwigkszenie ekspresji iNOS w kardiomiocytach. W warunkach
dostgpnosci  tlenu iINOS indukuje syntez¢ biodostgpnego NO dzialajacego
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wazodilatacyjne, hamuje apoptoze, chroni komorki, indukuje proliferacje 288

W niniejszych badaniach obecno$¢ ptytek krwi w warunkach 25 minutowego
niedokrwienia i 20 minutowej reperfuzji spowodowata obnizong ekspresje iINOS
w kardiomiocytach, co moglo przyczynic¢ si¢ do protekcji kardiomiocytéw w warunkach
I/R m.in. przez obnizong syntez¢ NO oraz nadtlenoazotynu. Warto zaznaczy¢, ze
ekspresja INOS w kardiomiocytach byta ujemnie skorelowana z aktywnoscig MMP-2
w ptytkach krwi, co moze sugerowa¢ udziat MMP-2 w dziataniu kardioprotekcyjnym
ptytek. Uzyskane wyniki pokazuja, ze niska ekspresja iNOS moze by¢ zwigzana z wyzsza
aktywnos$cia MMP-2 w ptytkach krwi, co z kolei moze by¢ efektem pochlonigcia
zewnatrzkomorkowej proMMP-2 przez ptytki, co moze prowadzi¢ do ochrony
kardiomiocytow przed I/R. Dotychczas Kkardioprotekcyjny wplyw plytek krwi
w mechanizmie produkcji NO zostat opisany dla S1P i niskich stezen PAF uwalnianych
z ptytek krwi. S1P wigzac si¢ z receptorami kardiomiocytow aktywuje szlaki RISK
i SAFE prowadzac do kardioprotekcji 2%°. Niskie stezenia PAF biorg udziat w aktywacji
szlaku RISK, przy udziale PKC/Akt/eNOS wywotujac dziatanie kardioprotekcyjne 24,
Postuluje si¢, ze dziatanie kardioprotekcyjne PAF zalezy takze od S-nitrozylacji bialek
biorgcych udzial w transporcie wapnia, takich jak kanaty Ca®* typu L, za posrednictwem
NO, zmniejszajac w ten sposob przeciazenie Ca?* podczas niedokrwienia i reperfuzji
miesnia sercowego 2%°. Odmienna sytuacja ma miejsce w warunkach tlenowych, gdzie
nie dochodzi do wybuchu tlenowego 1 produkcji ROS. Zaobserwowano, iz posrednia
interakcja kardiomiocytow 1 pltytek krwi w warunkach tlenowych spowodowata wyzsza
ekspresje¢ iINOS kardiomiocytoéw. W warunkach fizjologicznych biodostepny NO
zmniejsza agregacje plytek krwi, hamuje adhezj¢ leukocytow do $ciany naczynia,
ogranicza syntezg i dziatanie czynnikow prozapalnych, a przez aktywacj¢ rozpuszczalnej
guanylocyklazy i wzrostu cyklicznego guanozyno monofosforanu (ang. cyclic guanosine
monophosphate, cGMP), moduluje relaksacje mies$ni gladkich, co przyczynia si¢ do
rozszerzenia naczyn krwionosnych i w konsekwencji poprawy perfuzji serca. NO
W zdrowym mig$niu sercowym, przez aktywacje¢ réznych szlakéw metabolicznych,
prowadzi do zmniejszonej wrazliwoéci migénia sercowego na Ca?*, zmniejszonego
zuzycia Oz w mitochondriach, zmniejszonego stezenia Ca* w cytozolu 288, W niniejszych
badaniach interakcja ptytek krwi z kardiomiocytami i poddanie ich 25 minutowemu
niedokrwieniu oraz 20 minutowej reperfuzji skutkowaty obnizong ekspresja iNOS
| wyzszg aktywno$cig metaboliczng kardiomiocytow w poréwnaniu do kardiomiocytow

nieskontaktowanych z ptytkami krwi, co sugeruje mozliwy ochronny wptyw plytek krwi
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na kardiomiocyty w I/R na drodze iNOS. W celu uzyskania odpowiedzi na pytanie
0 potencjalny mechanizm tej ochrony nalezaloby w przysztosci rozszerzy¢ badania

0 ekspresj¢ eNOS i oznaczenie st¢zenia biodostepnego NO i ONOO".
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V. WNIOSKI

1. Warunki niedokrwienia i reperfuzji prowadza do aktywacji ptytek krwi, a czas

niedokrwienia koreluje ze stopniem wzmozonego uwalniania PMP.

2. Udziatl ptytek krwi w regulacji ekspresji, translacji i uwalniania MMP-2 i MMP-9
z kardiomiocytow moze stanowi¢ jeden z mozliwych mechanizméw protekcyjnego

dziatania ptytek krwi w warunkach I/R.

3. Jednym z mechanizméw kardioprotekcji podczas I/R jest zwigkszenie aktywnos$ci

metabolicznej kardiomiocytow pod wptywem plytek krwi oraz uwalnianych PMP.

4. Obnizona synteza iNOS, bedacego zrodtem toksycznego nadtlenoazotynu, pod

wplywem plytek krwi przyczynia si¢ do ochrony kardiomiocytow w warunkach I/R.
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[X. Streszczenie

Piytki krwi sg dobrze udokumentowanym w literaturze czynnikiem biorgcym udziat
w patomechanizmie zawalu migénia sercowego. Jednakze istnieje szereg doniesien
naukowych sugerujacych ochronny wplyw ptytek krwi na migsien sercowy w zawale
(MI) i uszkodzeniu niedokrwienno—reperfuzyjnym (IRI). Zatem wptyw plytek krwi na
kardiomiocyty w MI i IRI nie zostal do konca poznany.

Celem pracy byto zbadanie czy w warunkach chemicznego niedokrwienia i reperfuzji
(I/R) ptytki krwi ulegaja aktywacji, w wyniku ktorej uwalniaja mikroczasteczki
pochodzenia ptytkowego (PMP). Kolejnym celem pracy byto sprawdzenie, czy plytki
krwi wptywaja na zmian¢ w ekspresji genow i aktywnosci metaloproteinaz (MMP)
w kardiomiocytach. Ponadto celem pracy bylo zbadanie, czy ptytki krwi wywierajg efekt
ochronny na kardiomiocyty poddane I/R.

Material do badan stanowily plytki krwi wyizolowane od 20 zdrowych ochotnikéw oraz
hodowlane ludzkie kardiomiocyty (HCM). Komorki poddano procedurze chemicznego
I/R sktadajagcego si¢ z trzech etapow: stabilizacji, chemicznego niedokrwienia (1),
reperfuzji (R). Badanie obejmowato grupe kontrolng — HCM oraz grupe badang — HCM
skontaktowane z ptytkami krwi. W grupie badanej zastosowano inserty zawierajace
plytki krwi, aby zbada¢ PMP. Komorki w grupie kontrolnej i grupie badanej podzielono
na 4 podgrupy, w zaleznosci od czasu trwania niedokrwienia. W przebiegu
prowadzonych analiz oceniono: markery aktywacji ptytek krwi i PMP (cytometria
przeptywowa), aktywnos¢ MMP-2 i MMP-9 (zymografia zelatynowa), stezenie MMP-2
(ELISA), ekspresje mRNA MMP-2 i MMP-9 (real-time PCR), aktywno$¢ dehydrogenazy
mleczanowej (LDH), aktywno$¢ metaboliczng kardiomiocytow oraz ekspresje tkankowg
INOS (mikroskopia fluorescencyjna).

Wykazano wyzsza ekspresje wszystkich badanych markerow aktywacji ptytek krwi
w wyniku I/R. Zaobserwowano zwigkszenie ekspresji CD61 na powierzchni PMP wraz
z czasem trwania niedokrwienia, co potwierdza wzmozone uwalnianie PMP
proporcjonalnie do czasu niedokrwienia. I/R indukowata wyzsza aktywno$¢ proMMP-2
I MMP-2 w ptytkach krwi, natomiast nie wptywata na aktywnos¢ MMP-9. Dodatkowo
stezenie MMP-2 w plytkach krwi korelowato ujemnie z aktywnoscia MMP-2
W przestrzeni pozakomorkowej, co stanowi posredni dowdd na pochtanianie MMP przez
ptytki. Warunki I/R nie mialy wplywu na aktywno$¢ MMPs, jednak czas trwania

niedokrwienia istotnie zwigkszat aktywno$¢ MMP-9 w kardiomiocytach. Kardiomiocyty
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skontaktowane z ptytkami krwi wykazywaly tendencje do wyzszej aktywnoSci
proMMP-2 i MMP-2. W przestrzeni pozakomdrkowej stwierdzono obnizenie aktywnosci
MMP-2 po etapie niedokrwienia, natomiast wzrost liniowy aktywno$ci MMP-9 wraz
Z czasem trwania niedokrwienia sugeruje, iz warunki I wpltywaja odmiennie na
aktywnos$¢ 1 uwalnianie MMP. Podobne obserwacje uwyskano na etapie reperfuzji.
Poréwnanie aktywno$¢i MMP po I i R wskazuje na dalsze uwalnianie proMMP-2
w czasie reperfuzji. Obecno$¢ ptytek krwi na ogét wplywala na obnizong aktywnos¢
MMP-2 i MMP-9 w przestrzeni pozakomorkowej, co sugeruje pochtanianie MMP przez
ptytki lub zmniejszone uwalnianie MMP z HCM. Tendencja do nizszej ekspresji genu
MMP-2 w kardiomiocytach skontaktowanych z ptytkami sugeruje wpltyw plytek krwi na
HCM na poziomie molekularnym. Natomiast ujemna korelacja ekspresji genow MMP
w plytkach krwi z aktywnoscia MMP w ptytkach krwi posrednio potwierdza hipotez¢ na
temat pochtania MMP przez ptytki. Zaobserwowano takze, iz obecnos¢ ptytek na ogot
wplywata na zwickszenie aktywnosci LDH w przestrzeni pozakomorkowej, dlatego
ptytki krwi moga by¢ zréodtem LDH. W obecnosci ptytek krwi w warunkach I/R
zaobserwowano wyzszg aktywno$¢ metaboliczng kardiomiocytow oraz obnizong
ekspresje iNOS w porownaniu do grupy kontrolnej, co sugeruje potencjalny mechanizm
kardioprotekcyjny plytek. Ponadto dodatnia korelacja pomiedzy ekspresja CD61 na
powierzchni PMP a aktywnos$ciag metaboliczng kardiomiocytow potwierdza udziat PMP
w kardioprotekcji.

Podsumowujagc w warunkach I/R plytki krwi ulegajg aktywacji 1 uwalniaja PMP.
Adsorbowanie przez ptytki krwi MMP uwalnianych przez HCM, zwigkszenie aktywnosci
metabolicznej HCM oraz zahamowanie syntezy tkankowej iNOS jako potencjalnego

zrodia cytotoksycznosei stanowig potencjalne mechanizmy kardioprotekcji.
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X. Summary

The presence of platelets as a factor involved in the pathomechanism of myocardial
infarction is well documented in the literature. However, there are many scientific reports
indicating the protective effect of platelets on the myocardium during myocardial
infarction (MI) and ischemia-reperfusion injury (IR1). Therefore, the effect of platelets
on cardiomyocytes in Ml and IRI is not fully understood.

The aim of the study was to investigate whether, platelets are activated and then release
platelet-derived microparticles (PMPs) under conditions of chemical ischemia and
reperfusion (I/R). Additionally, the aim was to evaluate the influence of platelets on
changes in gene expression and activity of metalloproteinase (MMP) in cardiomyocytes.
Furthermore, we aimed to assess whether platelets exert a protective effect on
cardiomyocytes subjected to I/R.

The study material consisted of platelets isolated from 20 healthy volunteers and cultured
human cardiomyocytes (HCM). The cells were subjected to a chemical I/R procedure
consisting of three stages: stabilization, chemical ischemia (1), and reperfusion (R). The
study included a control group — HCM and a study group — HCM contacted with platelets.
In the study group, inserts containing platelets were used for PMP testing. The cells of
the control group and the study group were divided into 4 subgroups depending on the
duration of ischemia. During the analyses, the following were assessed: platelet and PMP
activation markers (flow cytometry), MMP-2 and MMP-9 activity (gelatin zymography),
MMP-2 concentration (ELISA), MMP-2 and MMP-9 mRNA expression (real-time PCR),
lactate dehydrogenase (LDH) activity, cardiomyocyte metabolic activity and iNOS tissue
expression (fluorescence microscopy).

Higher expression of all tested markers of platelet activation was demonstrated as a result
of I/R. An increase in CD61 expression on PMP surface with ischemia duration was
observed, confirming the increased release of PMPs in proportion to ischemia time. I/R
induced higher proMMP-2 and MMP-2 activity in platelets but did not affect MMP-9
activity. Additionally, the concentration of MMP-2 in platelets correlated negatively with
the activity of MMP-2 in the extracellular space, which constitutes an indirect evidence
of MMP absorption by platelets. I/R conditions had no effect on MMPs activity, but the
duration of ischemia significantly increased MMP-9 activity in cardiomyocytes.
Typically, higher proMMP 2 and MMP-2 activity was observed in platelet-contacted

cardiomyocytes. In the extracellular space, a decrease in MMP-2 activity was found after
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ischemia, while a linear increase in MMP-9 activity with the duration of ischemia
suggests that | conditions differentially affect the activity and release of MMPs. Similar
observations were obtained at the reperfusion stage. Comparison of MMP activity after |
and R showed further release of proMMP-2 during reperfusion. Decreased MMP-2 and
MMP-9 activity in the extracellular space was observed in the presence of platelets,
suggesting MMP uptake by platelets or reduced MMP release from HCM. There was a
trend towards lower MMP-2 gene expression in cardiomyocytes in the study group,
suggesting an influence of platelets on HCM at the molecular level. However, the
negative correlation of MMP gene expression with MMP activity in platelets indirectly
confirms the hypothesis of MMP absorption by platelets. Generally, increased LDH
activity has been observed in the extracellular space in the presence of platelets, therefore
platelets may be a source of LDH. In the presence of platelets under I/R conditions, higher
metabolic activity of cardiomyocytes and reduced iNOS expression compared to the
control group were observed, suggesting a potential cardioprotective mechanism of
platelets. Moreover, the positive correlation between CD61 expression on the surface of
PMPs and metabolic activity of cardiomyocytes confirms the involvement of PMPs in
cardioprotection.

In summary, under I/R conditions, platelets become activated and release PMPs. Platelet
adsorption of MMPs released from HCM, increased metabolic activity of HCM and
inhibition of INOS tissue synthesis as a potential source of cytotoxicity are potential

mechanisms of platelet-induced cardioprotection.
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XI. Wykaz stosowanych skrotow

AA (ang. arachidonic acid) — kwas arachidonowy

ACS (ang. acute coronary syndrome) — ostry zespot wiencowy

ADP (ang. adenosine 5'-diphosphate) — adenozyno-5'-difosforanu

Aero (ang. aerobic conditions) — warunki tlenowe

Akt (ang. Protein kinase B) — kinaza biatkowa B

AMI (ang. acute myocardial infarction) — ostry zawal migsnia sercowego
ATP (ang. adenosine 5'-triphosphate) — adenozyno-5'-trifosforanu

cTn (ang. cardiac troponins) — troponiny sercowe

cz. — czynnik

DAPI (ang. 4’6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) - 4',6-diamidyno-2-

fenyloindol

eNOS (ang. endothelial nitric oxide synthase) — srodbtonkowa syntaza tlenku azotu
ESC (ang. European Society of Cardiology) — Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne
EV (ang. extracellular vesicles) — pecherzyki zewnatrzkomorkowe

FDA (ang. fluorescein diacetate) — dioctan fluoresceiny

GAPDH (ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) — dehydrogenaza

gliceraldehydo-3-fosforanowa

GDP (ang. guanosine 5'-diphosphate) — guanozyno-5'-difosforan

GP (ang. Glycoprotein) — glikoproteina

GTP (ang. guanosine 5'-triphosphate) — guanozyno-5'-trifosforan

HCM (ang. human cardiac myocytes) — ludzkie miocyty serca

HIF (ang. hypoxia-inducible factors) — czynniki transkrypcyjne indukowane hipoksja

ICAM-1 (ang. intercellular adhesion molecule-1) — czasteczki  adhezji

mi¢dzykomorkowej — 1
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INOS (ang. inducible nitric oxide synthase) — indukowana syntaza tlenku azotu
IPC ang. (ischemic preconditioning) — prekondycjonowanie niedokrwienne

IPoC ang. (ischemic postconditioning) — postkondycjonowanie niedokrwienne

I/R ang. (ischemia/reperfusion) — niedokrwienie i reperfuzja

IRI (ang. ischemia-reperfusion injury) — uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne
JPH-2 (ang. Junctophilin-2) — Junktofilina-2

LDH (ang. lactate dehydrogenase) — dehydrogenaza mleczanowa

LV (ang. left ventricle) — lewa komora

MAC-1 (ang. macrophage-1 antigen) — antygen makrofagalny 1

MI (ang. myocardial infarction) — zawat migsnia sercowego

MLC1 (ang. myosin light chain 1) — tancuchy lekkie miozyny-1

MMP  (ang. matrix metalloproteinases) —  metalloproteinazy = macierzy

zewnatrzkomorkowej

MP (ang. microparticles) — mikroczasteczki

MPTP (ang. mitochondrial permeability transition pore) — megakanat mitochondrialny
MRNA (ang. messenger RNA) — informacyjny RNA

miRNA (ang. microRNA) — mikroRNA

NAD (ang. nicotinamide adenine dinucleotide) — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NADPH (ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) — fosforan dinukleotydu

nikotynoamidoadeninowego

nNOS (ang. neuronal nitric oxide synthase) — neuronalna syntaza tlenku azotu
NO (ang. nitric oxide) — tlenek azotu

OCS (ang. open canalicular system) — uktad otwartych kanalikow

ONOO" (ang. peroxynitrite) — nadtlenoazotyn

PAF (ang. platelet activating factor) — czynnik aktywujacy ptytki krwi
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PAFRs (ang. platelet activating factor receptors) — receptory czynnika aktywujacego
ptytki krwi

PAI-I (ang. plasminogen activator inhibitor type 1) — inhibitor aktywatora plazminogenu

typu 1

Pak1 (ang. P21-activated kinase) — kinaza 1 aktywowana przez P21

PARL1 (ang. protease-activated receptor 1) — receptor aktywowany przez proteazy 1
PCI (ang. percutaneous coronary intervention) — przezskorna interwencja wiencowa
PDGF (ang. platelet-derived growth factor) — ptytkopochodny czynnik wzrostu

PGEZ2 (ang. prostaglandin E2) — prostaglandyna E2

PGl (ang.prostacyclin) — prostacyklina

PKC (ang. protein kinase C) — kinazy biatkowej C

PLT (ang. platelets) — wyizolowane ptytki krwi

PMP (ang. platelet-derived microparticles) — mikroczgsteczki pochodzenia ptytkowego
PRP (ang. platelet rich plasma) — osocze bogatoptytkowe

PSGL-1 (ang. P-selectin glycoprotein ligand-1) — glikoproteinowy ligand-1 P-selektyny

RIPC (ang. Remote Ischemic Pre-Conditioning) — zdalne wstepne kondycjonowanie

niedokrwienne, prekondycjonowanie zwane ,,hartowaniem na odlegtos¢”

RISK (ang. reperfusion injury salvage kinases) — kinazy przezycia po uszkodzeniu

reperfuzyjnym
RNA (ang. ribonucleic acid) — kwasy rybonukleinowe
ROS (ang. reactive oxygen species) — reaktywne formy tlenu

SAFE (ang. survivor activating factor enhancement) — wzmocnienie czynnika
aktywujacego przezycie

SDF-1a (ang. stromal cell-derived factor-1 alpha) — zrgbowy czynnik 1 alfa

SOD (ang. superoxide dismutase) — dysmutaza ponadtlenkowa

S1P (ang. sphingosine-1-phosphate) — sfingozyno-1-fosforan
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SR (ang. sarcoplasmic reticulum) — siateczka sarkoplazmatyczna

SERCAZ2a (ang. sarco/endoplasmic reticulum calcium-dependent ATPase 2a) — ATP-aza

— zlokalizowana w btonie siateczki srodplazmatycznej

STEMI (ang. ST-elevation myocardial infarction) — zawal mig$nia sercowego z

uniesieniem odcinka ST
TF (ang. tissue factor) — czynnik tkankowy
TGF-B (ang. transforming growth factor beta) — transformujacy czynnik wzrostu 3

TIMPs (ang. tissue inhibitors of metalloproteinases) — tkankowe inhibitory

metaloproteinaz

TNF-a (ang. tumor necrosis factor alpha) — czynnik martwicy nowotworu-a
TXAZ2 (ang. thromboxane A2) — tromboksan A2

URL (ang. upper reference limits) — gérna granica przedziatu referencyjnego

VCAM (ang. vascular cellular adhesion molecule-1) — czasteczka adhezji komorkowe;j

naczyn-1
VEGF (ang. vascular endothelial-derived growth factor) — czynnik wzrostu srodbtonka

VWEF (ang. von Willebrand factor) — czynnik von Willebranda
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