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WYKAZ SKROTOW
ALL - ostra biataczka limfoblastyczna-(ang. acute lymphoblastic leukemia).
AML - ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia)
APL — ostra biataczka promielocytowa (ang. acute promyelocytic leukemia)
APTT — Czas cz¢sciowej tromboplastyny po aktywacji (ang. Activated Partial
Thromboplastin Time)
CLL — przewlekta biataczka limfocytowa (ang. chronic lymphocytic leukemia)
EDTA — wersenian dwusodowy, kwas etylenodiaminotetraoctowy
ELISA — test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
EndMP — mikroczastki pochodzenia $rédbtonkowego
ErMP — mikroczastki pochodzenia erytrocytarnego
ET — nadptytkowo$¢ samoistna (ang. essentiale thrombocythemia)
EV — pecherzyki zewnatrzkomorkowe (ang. extracellular vesicles)
F1+2 — fragmenty protrombiny 1+2
GMP — mikroczastki pochodzenia granulocytarnego
HCT — hematokryt
HGB — stezenie hemoglobiny
HR — wysokie ryzyko (ang. high risk)
ISS — migdzynarodowy system stopniowania dla szpiczaka mnogiego (ang. International
Staging System)
LR — niskie ryzyko (ang. low risk)
MCH — $rednia masa hemoglobiny w krwince (ang. Mean Corpuscular Hemoglobin)
MCHC — érednie stezenie hemoglobiny w krwince (ang. Mean Corpuscular Hemoglobin
Concentration)
MCYV - $rednia objetos¢ erytrocyta (ang. Mean Corpuscular volume)
MM — szpiczak mnogi (ang. Multiple Myeloma)
MMP — mikroczastki pochodzenia monocytarnego
MP — mikroczastki (ang. microparticles)
MPV — érednia objeto$¢ trombocyta (ang. Mean Platelet VVolume)
MV — mikropecherzyki (ang. microvesicles)
NCRNA — niekodujace RNA (ang. non-coding RNA)
NK — limfocyty T-NK (ang. Natural Killers)

NTA — analiza $ledzenia nanoczastek (ang. nanoparticle tracking analysis)



PAP — kompleksy plazmina-antyplazmina

PC — fosfatydylocholina (ang. phosphatidylcholine)

PCT — trombokryt (ang. Plateletcrit)

PDW — wskaznik anizocytozy ptytek krwi (ang. Platelet Distribution Width)

PE — fosfatydyloetanoloamina (ang. phosphatidylethanolamine)

PLT — liczba krwinek ptytkowych (ang. Platelets)

PMP — mikroczastki pochodzenia ptytkowego

PS — fosfatydyloseryna (ang. phosphatidylserine)

PT — czas protrombinowy (ang. Prothrombin Time)

PV — czerwienica prawdziwa (ang. polycythemia vera)

Rai — stadium zaawansowania klinicznego CLL wg Rai’a

RBC — liczba krwinek czerwonych (ang. Red Blood Cells)

RDW-CV - odchylenie w objetosci krwinek czerwonych (ang. Red Blood Cell
Distribution Width)

SM - sfingomielina (ang. sphingomyelin)

SR — standardowe ryzyko (ang. standard risk)

TAT — kompleksy trombina-antytrombina

WBC - liczba krwinek biatych (ang. White Blood Cells)



1. WSTEP

1.1. Mikroczastki.

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (ang. extracellular vesicles — EV), nazywane inaczej
egzosomy, ektosomy, mikropgcherzyki (ang. microvesicles — MV), mikroczastki bton
komoérkowych (ang. microparticles — MP), to kuliste, mate struktury uwalniane z bton
biologicznych wielu rodzajéw komorek pod wplywem czynnikow fizjologicznych jak
I patologicznych. Mikroczastki majg wielko$¢ ok. 0,1-1,0 um i sg zbudowane
z fragmentow komorek macierzystych zawierajacych bialka btonowe oraz czgs$¢
zawarto$ci cytoplazmatycznej i jadrowej. Mikroczastki nie majg jadra komorkowego,
ale na swojej powierzchni posiadaja antygeny charakterystyczne dla komorek,
z ktorych powstaly [1-8]. W latach 60-tych ubieglego wieku Wolf po raz pierwszy
zidentyfikowat pewne male struktury powstajace na skutek aktywacji plytek
w krwioobiegu, ktore to wykazywaly charakter prokoagulacyjny. Zaproponowat tym
samym okreslenie tych struktur jako pyt ptytkowy (ang. ,,platelet dust”) [9]. Kolejnym
autorem, ktoéry staratl si¢ doprecyzowaé opisany uprzednio przez Wolfa proces, byt
Johnstone, ktory skupit si¢ na pecherzykach wydzielanych w trakcie dojrzewania
owczych retikulocytow in vitro [10]. Powyzsze publikacje rozpatrywane sg obecnie
jako przetomowe w kontekscie dalszych prac badawczych podejmujacych temat
funkcji mikropgcherzykow blonowych zaréwno w stanach fizjologicznych jak
i podczas choréb. Od tamtej pory EV byly wykrywane
w plynach ustrojowych takich jak krew obwodowa, mocz, §lina, eksprymat, pltyn

moézgowo-rdzeniowy, ptyn stawowy, wydzielina z oskrzeli czy z61¢.

1.1.1. Mechanizm wytwarzania mikroczastek.

W warunkach fizjologicznych, fosfolipidy blony komodrkowej rozmieszczone s3
asymetrycznie. Fosfatydylocholina (ang. phosphatidylcholine — PC) i sfingomielina
(ang. sphingomyelin — SM) znajduja si¢ na zewnetrznej czgsci btony, podczas gdy
fosfatydyloseryna (ang. phosphatidylserine — PS) i fosfatydyloetanoloamina (ang.
phosphatidylethanolamine — PE) zlokalizowane sa gléwnie po wewngtrznej czgséci
btony. Takie rozmieszczenie w ukladzie asymetrycznym kontrolowane jest poprzez
grupe enzymow — flipaze, flopaze i skramblaze [11-14]. Flipaza jest odpowiedzialna za
przeniesienie PE 1 PS z zewngtrznej warstwy btony komdrkowej do wewnatrz, podczas

czy flopaza ma dzialanie dokladnie odwrotne [15]. Wzrost stezenia



wewnatrzkomérkowego wapnia inaktywuje flipaze aktywujac w tym samym czasie
flopaze i skramblaze prowadzac do reorganizacji fosfolipidow btony komoérkowej [16-
20]. Ostabienie wiokien biatkowych cytoszkieletu moze inicjowa¢ wydzielanie
mikropecherzykow z bton komoérkowych. Wykazano, ze reorganizacja i wszelkie
zmiany w budowie cytoszkieletu odgrywaja wazng role w uwalnianiu mikroczastek
[21-23]. Mechanizm wydzielania oraz budowa biochemiczna EV zalezy od takich
czynnikdw jak rodzaj i1 funkcje komorki, z ktorej mikropecherzyki pochodza.
Egzosomy i mikropecherzyki posiadaja niesamowicie szeroki i niejednorodny zakres
transportowanych molekut. Mimo, iz dotychczas zgromadzone dane sa niezwykle
cenne, wcigz niezbedne sg dodatkowe badania i dowody aby wyjasni¢ bardzo
skomplikowane procesy biogenezy 1 umieszczania transportowanego ,tadunku”
w mikropecherzykach. [24-29]. W ostatnich latach dokonano klasyfikacji EV, biorac
pod uwage ich rozmiar i genezg, na egzosomy, mikropgcherzyki btonowe i cialka
apoptotyczne. Egzosomy znajdujg si¢ w grupie pecherzykow o srednicy 40-100 nm,
z kolei mikropecherzyki btonowe sa wigksze 1 rozmiarami powinny oscylowaé
w granicach 50-1000 nm $rednicy. Biogeneza mikropgcherzykow nastgpuje podczas
paczkowania 1 rozszczepiania btony plazmatycznej na skutek roéznego rodzaju
aktywacji komorek lub podczas wczesnych etapéw apoptozy [24, 30, 31].
W odréznieniu od egzosoméw 1 mikropegcherzykoéw, ciatka apoptotyczne sa od nich
wigksze, a ich $rednica to okoto 1-5 pm. Powstaja one poprzez odrywanie
pecherzykow z btony komorkowej podczas procesu apoptozy [1, 15, 16, 24, 32]. Ze
wzgledu na wiele biofizycznych podobienstw pomigdzy tymi poszczegdlnymi
rodzajami pecherzykéw, rozgraniczenie ich na poszczegdlne podgrupy stanowi pewnag
trudno$¢. Bardzo pomocne w tym procesie sg charakterystyczne markery rdznicujace

[17].

1.1.2. Mikroczastki jako potencjalne przekazniki informacji.

W wyniku stymulacji ré6znymi czynnikami, komorki krwi sa zdolne do wydzielania
mikropgcherzykéw z bton komodrkowych. Mikropecherzyki blonowe, uwalniane
z komorek jadrzastych, ze wzgledu na ich zdolno$¢ do przenoszenia bialek, lipidow
1 kwaséw nukleinowych (mikroRNA oraz DNA, ktéore nie bedzie obecne
w mikropgcherzykach pochodzenia erytrocytarnego ze wzgledu na brak jadra
komodrkowego), postrzegane sa jako potencjalne przenos$niki informacji w komunikacji

miedzykomodrkowej zarowno miedzy sgsiednimi komorkami jak i odlegtymi tkankami



[24]. Te wlasciwosci sugerujg, ze MV mogg odgrywa¢ wazng rolg w komunikacji
miedzykomodrkowej zar6wno w stanach fizjologicznych jak i podczas choroby. Moga
rowniez wplywa¢ na rozwdj fizjologicznych i1 patologicznych stanow w obrebie
komorek krwi [33]. Jedno z przelomowych doniesien dotyczacych pecherzykow
btonowych donosi, ze kompleksy zwigzane z pecherzykami mogg bra¢ udzial
W procesie rozprzestrzeniania antygendw, co prowadzi do ograniczenia odpowiedzi
limfocytow T [34]. Niedobor wiedzy o molekularnych mechanizmach tworzenia
mikropecherzykow oraz, poki co, brak metod pozwalajacych na ingerowanie
w transportowang przez nie zawarto$¢ czy tez zwigkszenie wydzielania
poszczegolnych — mikroczgstek, sprawia, ze faktyczna ocena  znhaczenia
mikropecherzykow in vivo jest bardzo utrudniona [5].

Udowodniono, ze mikropgcherzyki btonowe uwalniane sg przez komorki takie jak
krwinki plytkowe, monocyty, komoérki $rédblonka, erytrocyty i granulocyty.
W doniesieniach dotyczacych wymiarow MV, obserwujemy ich rozne Srednie warto$ci
srednicy [15, 35-37]. Dane spos$rod wielu badan wskazujg na fakt, iz wielko$¢
mikroczastek bton komoérkowych zalezy od typu komorki, z ktorej si¢ wywodza [35].
Zdecydowanie najmniejsze sag mikroczastki pochodzenia plytkowego (PMP), nieco
wigksze sa monocytarne (MMP), a zdecydowanie najwigkszymi sg mikropecherzyki
pochodzenia granulocytarnego (GMP), i erytrocytarnego (ErMP). Mimo toczacych si¢
od lat badan probujacych wyjasni¢ nature powstawania mikroczastek, temat ten wcigz
pozostaje nie do konca rozwigzany. Istnieja doniesienia zdecydowanie pogtebiajace
zrozumienie mechanizmu wydzielania MP w wielu jednostkach chorobowych takich

jak choroby naczyn, nowotwory, choroby zakazne czy cukrzyca typu | jak i 11 [36].

1.1.3. Udzial mikroczastek w hemostazie.

O aktywnos$ci prokoagulacyjnej mikroczastek $§wiadcza migdzy innymi badania,
w ktorych po stymulacji lipopolisacharydem wykazano zdolno$¢ monocytéw do
wydzielania mikroczgstek z powierzchniowg ekspresjg czynnika tkankowego [88].
W przypadku trombocytopenii indukowanej heparyng dochodzi do aktywacji krwinek
ptytkowych zwigzanej z powstawaniem kompleksow immunologicznych, co skutkuje
wydzielaniem mikroczgstek pochodzenia ptytkowego. W przebiegu choroby,
kompleksy immunologiczne moga aktywowaé ptytki krwi, komorki $rodblonka
a takze wydzielone mikroczastki, ktore posiadaja zwigkszony potencjat

prozakrzepowy.



W zwigzku z tym u chorych na trombocytopeni¢ indukowang heparyna moga
wystepowaé grozne powiklania zakrzepowe [77]. U pacjentow z ostrg bialaczka
promielocytowa (APL) wykazano nadmierng ilo$¢ mikroczastek pochodzenia
promielocytowego z ekspresja powierzchniowa czynnika tkankowego. Spowodowato
to zwigkszenie wytwarzania trombiny oraz skrocenie czasu krzepnigcia. Uzyskane
dane sugeruja, ze zbyt wysoka liczba mikroczastek wykazujacych dziatanie
prozakrzepowe u pacjentow z APL moze by¢ waznym ogniwem w patogenezie

powiktan zakrzepowych oraz krwotocznych [95, 96]

1.1.4. Wilasciwosci mikroczastek.

Mozliwo§¢ zahamowania wytwarzania mikropecherzykéw btonowych znajduje
zastosowanie w procesie terapeutycznym w przebiegu wielu choréb, m.in. w leczeniu
nowotworow [24, 35, 38, 39]. Komodrki nowotworowe maja zdolno$¢ wydzielania
zarowno mikropecherzykéw btonowych jak i egzosomow w warunkach in vivo oraz in
vitro. Pecherzyki te majg na swojej powierzchni rozne struktury antygenowe,
postrzegane jako biomarkery [36]. Majac na uwadze powyzsze, mikroczastki moga by¢
stosowane w diagnostyce nowotworow. Jednym z przyktadow moga by¢ pacjenci
z rakiem zoladka, u ktéorych zaobserwowano wzrost wydzielanych mikroczastek
z krwinek ptytkowych z obecnym antygenem CD41-a. Znaczacy wzrost odnotowano
w IV stadium raka zotadka w poréwnaniu ze stadium I czy II/III [40]. Mikroczastki
wydzielane z bton komorkowych moga by¢ istotnymi przekaznikami w komunikacji
migdzykomorkowej  ale  takze  stanowi¢  integralng  czg$¢  Srodowiska
wewnatrzkomorkowego, co z kolei pokazuje szerszy horyzont i by¢ moze pozwoli
zrozumie¢ przekaznictwo sygnalow i molekut migdzy komoérkami znaczniej od siebie
oddalonymi [8, 23]. W przypadku ludzkich erytrocytow uwolnione MV zaréwno
w stanie spoczynku (przechowywanie w 4 ° C), jak i poddane czynnikowi
stymulujacemu wykazaty zdolno$¢ do przylegania do siebie, co moze sugerowac, ze
MYV biorg udziat w tworzeniu skrzepu, a takze prawdopodobnie odgrywaja istotng role
w agregacji stymulowanych erytrocytow. Udowodniono, ze posiadajace ujemny
fadunek  mikroczastki  pochodzenia  erytrocytarnego  wykazuja  aktywnos$¢
prokoagulacyjng [41, 42]. Stosunkowo malo wiadomo natomiast na temat mozliwej
aktywnosci fibrynolitycznej ErMP. Problem ten wydaje si¢ by¢ szczegolnie istotny,
zwlaszcza majagc na uwadze proces przechowywania koncentratéw krwinek

czerwonych, co zdecydowanie zwigksza ilo$¢ uwalnianych mikroczastek [43]. Ze
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wzgledu na naturalne zdolnosci do transportowania i rozsiewania nieprawidtowych
biatek, lipidéw, zmutowanych genoéw 1 zmienionych kwasow nukleinowych,
mikropecherzyki s3 zaangazowane w wiele chorob takich jak choroby
neurodegeneracyjne [57, 58], choroby uktadu krazenia [59, 60] oraz w rozwoju
nowotworow [61-63]. Wydzielanie i transport mikropgcherzykow z biologicznie
aktywnych komorek wydaje si¢ by¢ zalezny od kontekstu, wiec sygnaly otrzymywane
przez dana komorke moga wywolywac przebudowe i regeneracj¢ tkanek w odpowiedzi
na toczacy si¢ proces chorobowy [64]. Niektore mikropgcherzyki wydzielane
z komorek mikroorganizmoéw mogg posredniczy¢ w interakcjach gospodarz-pasozyt
i mie¢ wplyw na progresje choroby poprzez rozsiewanie czynnikow wirulencji [65].
Mikropecherzyki pochodzace z komoérek prezentujacych antygen badz komorek
nowotworowych moga wywiera¢ znaczacy wplyw w zakresie immunomodulacji,
zarowno wprowadzajac stan supresji jak i aktywujac uktad immunologiczny [64, 66,
67]. Istnieje rowniez zwigzek mikropgcherzykéw 2z rdéznicowaniem komorek,
podtrzymywaniem komorek macierzystych i okreslaniem losow komorek poprzez
ulatwianie przekazywania informacji biologicznej z komodrek dawcy do komorek
biorcéw [68]. Ta rozwijajaca si¢ rola mikropecherzykoéw czgsciowo moze wynikaé
z ich zdolnos$ci do nasladowania wtasciwosci komoérek macierzystych w promowaniu
wewnetrznych programéw regeneracyjnych tkanek 1 procesOw naprawczych
w komorkach biorcow w mechanizmie parakrynnym [68]. Interesujacym jest fakt, ze
tadunek mikropecherzykow jest charakterystyczny dla komoérek z ktérych pochodza
1 prawdopodobnie reprezentuje specyficzne molekuly zwigzane z dang jednostka
chorobowg. Badanie wnetrza mikropecherzykéw 1 transportowanych przez nie
tadunkéw w przebiegu choréb moze by¢ bogatym Zrédlem informacji do przyszltych

badan nad biomarkerami.

1.1.5. Metody oznaczania mikroczastek - problematyka.

Warto réwniez w tym miejscu wspomnie¢, ze ze wzgledu na niewielkie rozmiary
pecherzykow 1 tatwosé interferencji z innymi czynnikami, na interpretacje uzyskanych
wynikow zawarto$ci mikroczastek moze wplywaé obecno$¢ artefaktow, etap
przygotowania probki, procedura izolacji materialu oraz metody analizy [44]. Ze
wzgledu na zmiang sktadu blony komorkowej, mikroczastki pochodzace z tej samej
komoérki mogg zawiera¢ rozne biatka lub sktadniki lipidowe. Prowadzone analizy

proteomiczne ujawnily, ze na spektrum biatek znajdujacych si¢ w mikropecherzykach
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czgsciowo wplywaja czynniki stymulujace, pod wpltywem ktoérych doszio do
wydzielania tych konkretnych mikroczastek [23].

Istnieje wiele doniesien dotyczacych stabilno$ci mikropgcherzykow w materiale
pobranym do analizy. W jednym z badan, wyizolowane mikropgcherzyki zaré6wno
z osocza ubogoptytkowego jak 1 pozbawionego krwinek ptytkowych przechowywano
w temperaturze -40°C oraz -80°C przez ponad rok. Nie zaobserwowano istotnych
statystycznie réznic nawet po 3 cyklach mrozenie-rozmrazanie [45]. W innych
badaniach dotyczacych stabilno$ci nie zauwazono réznic w ilosci oraz rozmiarze
wydzielanych mikroczastek w materiale przechowywanym w temperaturze 4°C przez
maksymalnie tydzien oraz w temperaturze -80°C przez okres 1-4 tygodni [46].
Przeprowadzono rowniez badania poréwnujac zastosowane antykoagulanty podczas
pobierania materiatlu. Probki przechowywane byly w temperaturze 4°C oraz
temperaturze pokojowej i poddane zostaly analizie sledzenia nanoczastek (eng. NTA —
nanoparticle tracking analysis). Calkowita ilos¢ mikropgcherzykow wzrosta po 24h
w probkach z cytrynianem sodu i1 heparyng, podczas gdy material w probkach z EDTA
prezentowal stabilng ilo§¢ mikroczastek pochodzenia ptytkowego i erytrocytarnego
w temperaturze pokojowej przez 48h. Jak dotad probowki z cytrynianem sodu sa
zalecane do zliczania MV i ich analizy funkcjonalnej. Probowki z EDTA moga by¢
rozwigzaniem dla rutynowych badan u pacjentow ze wzgledu na utrzymywanie
stabilnej liczby PMP i ErMP [47].

1.1.6. Potencjalne zastosowania mikropecherzykéw.

Element budowy, ktory sprawia, ze mikropecherzyki moga by¢ rozpatrywane
w konteks$cie dostarczania lekéw to ich podobiefistwo do liposoméw. Oznacza to, ze
mikropecherzyki pochodzace z danego organizmu moga by¢ stosowane jako
konwencjonalne liposomy z korzyscia, gdy sa podawane do tego samego organizmu in
vivo. Mikropecherzyki moga transportowaé molekuty przez trudne do przejécia bariery,
takie jak m.in. bariera krew-mozg. Z tego wzgledu mikropecherzyki moga by¢ uzyte
jako transportery lekéw badz czasteczek bioaktywnych i tworzy¢ wydajne systemy
dostarczania [48-50]. Opisane zostaly dwie strategie dotyczace tadowania matych
czasteczek 1 lekow do mikropecherzykéw. Jedna z nich moéwi o umiejscawianiu
molekut wewnatrz mikropecherzykéw po ich izolacji, a druga natomiast to propozycja
tadowania mikropecherzykow w  trakcie ich genezy. Wymagane jest réwniez

znakowanie mikropgcherzykéw w celu wykrycia lub zbadania wydajnosci dostarczania
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tadunkow oraz ekspresji biatek w komorkach docelowych biorcy. Najczgstsze metody
znakowania mikropecherzykow to inkubacja z fluorescencyjnym barwnikiem
lipofilowym, biotynylowanym radioizotopem, substratem lucyferazy, barwnikami
fluorescencyjnymi skoniugowanymi ze streptawidyng lub innymi zmodyfikowanymi
biatkami [51].

Kiedy kwasy nukleinowe dostajg si¢ bezposrednio do naszego organizmu, zostajg
usunigte z krazenia za posrednictwem degradujacych nukleaz lub poprzez nerki zanim
dotrag do komodrek docelowych. Istnieja doniesienia méwigce o tym, ze rozne rodzaje
RNA mogg by¢ transportowane wewnatrz mikropecherzykow w komunikacji
miedzykomoérkowej. To pozwala spojrze¢ na mikropecherzyki jako nowe, atrakcyjne
1 alternatywne rozwigzanie w kwestii terapeutycznego dostarczania miRNA do
komorek docelowych [27]. W jednym z doniesien mozemy znalez¢ informacje, ze
mikropgcherzyki ~ wydzielane z  embrionalnych  komoérek — macierzystych,
prawdopodobnie s3 uzytecznymi narzedziami terapeutycznymi, ktore moga by¢
wykorzystane do przenoszenia mRNA, miRNA, biatek i siRNA do komorek oraz moga
by¢ istotnymi mediatorami sygnalowymi [52]. Wiadomo, ze lipidy, biatka, mRNA
I miRNA dostarczane przez mikropecherzyki zmieniaja fenotyp komorek do ktorych sa
dostarczane [24, 53]. Typowym przyktadem zastosowania EV jako nos$nika leku jest
transport kurkuminy, zZwigzkow chemioterapeutycznych paklitakselu
i doksorubicyny do EV za pomoca elektroporacji. Po przeniesieniu EV do tkanek raka
piersi wyniki wykazaly, ze EV hamuja wzrost nowotworéw bez powodowania zadnej
toksycznosci [54]. Mikropecherzyki z kurkuming znajduja zastosowanie terapeutyczne
w probach klinicznych, stosowane jako inhibitory komoérek szpikowych [55, 56].
Wazrasta zainteresowanie mechanizmem, jakim mikropecherzyki moga utatwiaé
progresje nowotworu. Mikropecherzyki wydzielane z komdrek nowotworowych moga
przenosi¢ onkogenne niekodujace RNA (eng. ncRNA — non-coding RNA) lub
zmutowane geny, ktore moga indukowac¢ nieprawidlowa regulacj¢ genow
w komorkach biorcéw, co moze by¢ zwigzane z inicjacja procesu nowotworzenia [38,
69]. Podejrzewa si¢, ze mikropecherzyki moga edukowac niektore komorki biorcy do
przyjmowania fenotypu inicjujagcego nowotwoér. Nastepnie takie komorki, moga
migrowa¢ do anatomicznie odrebnych miejsc, prowadzac do kolonizacji
przedprzerzutowej [70]. Potencjat przerzutowy mikropgcherzykow jest w duzej mierze
zwigzany z ich zdolnos$cig do przekazywania bioaktywnych molekut o nieprawidtowe;

ekspresji, takich jak onkoproteiny, genomowy i mitochondrialny DNA nowotworu czy

12



zmutowane geny do odpowiednich komorek biorcow[38, 61, 62, 71, 72]. Uwaza sig, ze
biatka 1 kwasy nukleinowe zamkniete w krazacych mikropecherzykach sg bardziej
stabilne 1 oporne na dzialanie proteaz i nukleaz, naturalnie znajdujacych si¢ w ptynach
ustrojowych. Ochrona kwaséw nukleinowych w mikropgcherzykach jest duza zaleta
w kwestii warunkow przechowywania jak rowniez wptywu niekorzystnych warunkow
fizycznych, takich jak zmiany temperatury 1 pH czy wielokrotne zamrazanie
1 rozmrazanie probki, dzigki czemu moze by¢ atrakcyjnym zrodtem do rozwoju
biomarkerow [73]. Stwierdzono, ze krazace mikropecherzyki u pacjentow
zZ nowotworem majg inny profil antygenowy 1 znacznie ro6znig si¢ od mikroczastek
u  pacjentow z  tagodnym = stadium  choroby lub  zdrowych  o0séb

z grupy kontrolnej [74, 75].

1.1.7. Mikroczastki w stanach patologicznych.
Opisywany jest zwigzek mikroczastek z wrodzonymi zaburzeniami czynnosci ptytek
krwi [76], hemoglobinopatia S, maloptytkowoscia indukowang heparyng [77],
posocznicg [78], zakrzepowa plamica matoptytkowa, cukrzyca [79], zakrzepica zyt
glebokich, zatorami pegcherzykéw plucnych, miazdzyca oraz reumatoidalnym
zapaleniem stawOw. Mikroczastki sg tez czynnikiem prognostycznym przetoczen
u chorych poddanych operacji wszczepienia pomostow sercowo-naczyniowych. Niskie
stezenie mikroczastek pochodzacych z plytek krwi koreluje z wyzszym ryzykiem
krwotoku u chorych po urazach. Niezdolnos$¢ ptytek krwi do tworzenia mikroczastek
prowadzi do ciezkich krwawien u chorych z zespotem Scotta [76]. Obecnos¢
mikroczastek w krazeniu moze z kolei zwigksza¢ ryzyko wystapienia zakrzepicy
u chorych na choroby krwi i choroby uktadu sercowo-naczyniowego. Sugeruje si¢, ze
usuwanie mikroczastek przez nanofiltracje osocza do transfuzji moze pomodc
normalizowaé hemostatyczng aktywno$¢ osocza, unikajac tym samym niepozadanych
i niekontrolowanych skutkow zakrzepowych [80].

1.1.7.1. Mikroczastki w schorzeniach ukladu krwiotwdrczego.

Poziom mikroczastek we krwi byl badany u pacjentow z zakrzepowa plamica

maloplytkowa. W badanym osoczu zaobserwowano podwyzszone st¢zenie

mikroczastek zwigzane z aktywnoscig kalpainy. Uszkodzenie §rédbtonka uwaza si¢

za Kkluczowy element w patogenezie zakrzepowej plamicy maloplytkowej co

prowadzi do aktywacji krwinek ptytkowych i1 tworzenia bogatych w ptytki

zakrzepow w uktadzie drobnych naczyn krwionos$nych. Rzeczywiscie poziom

13



mikroczastek pochodzenia s$rédbtonkowego (CD31+ CD42- oraz CDSI1+) byt
podwyzszony u oso6b z ostrym stanem zakrzepowe] plamicy matoplytkowe;j
w poroOwnaniu z grupa osob zdrowych, ale wartosci wracaty do normy w trakcie
remisji [81].

Zaobserwowano rowniez podwyzszong liczb¢ mikroczastek o wiasciwosciach
prozakrzepowych, gtownie wydzielanych z krwinek plytkowych (CD42+),
u chorych na nocng napadowa hemoglobinuri¢, bez wzgledu na wspoétistniejaca
niedokrwisto$¢ aplastyczng, natomiast liczba mikroczastek nie byla podwyzszona
u chorych z samg niedokrwisto$cig aplastyczng [82]. Co interesujgce, mikroczgstki
wydzielane z krwinek czerwonych (CD235a+) byly wykrywane u tych pacjentow
bardzo rzadko. Wykazano, ze krwinki czerwone chorych na nocng napadowa
hemoglobinuri¢ wydzielaja znacznie mniej mikroczastek w poréwnaniu do osob
zdrowych. To  sugeruje, ze  niektéore z  bialek  zwigzanych
z glikofosfatydyloinozytolem, ktore nie wystepuja u chorych na nocng napadowa
hemoglobinuri¢, odgrywaja prawdopodobnie istotng role w wytwarzaniu
mikroczastek [83]. Inne badania wykazaty podwyzszone stezenie mikroczastek
u chorych na anemi¢ sierpowatokrwinkowa zar6wno w stanie ostrym jak
i stabilnym w poroéwnaniu do os6b zdrowych [84]. W przypadku hemoglobinopatii
zaburzona jest rOwnowaga jonowa erytrocytow; zawieraja one zbyt mato jondéw
potasu a zdecydowanie wiecej jonéw wapniowych, ktore jak wiadomo stymuluja
wydzielanie mikroczastek.

Wiadomym jest, ze postepowanie przygotowujace do przeszczepu komodrek
krwiotworczych powoduje gwaltowny spadek liczby krwinek ptytkowych i znaki
rozsianego wykrzepiania wewnatrznaczyniowego. Sposrod wszystkich faz
postepowania przygotowawczego to chemioterapia powoduje silng i nicodwracalng
aktywacje krwinek ptytkowych a takze wydzielanie mikroczastek ptytkowych
CD41+ [85]. U pacjentow z chorobg przeszczep przeciwko gospodarzowi
zanotowano po przeszczepie znaczacy wzrost wydzielania mikroczastek
pochodzenia plytkowego CD41+ [86]. Podwyzszone stezenie mikroczastek
pochodzenia ptytkowego zauwazono rowniez w trombocytopenii idiopatycznej
[87].

W przypadku posocznicy zauwazalny jest wzrost poziomu krazacych mikroczastek
pochodzacych z komoérek srodbtonka, krwinek ptytkowych oraz monocytéw. Ich

udziat nie jest jednak do konca wyjasniony [88]. Inne badania wykazaly natomiast,
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ze mikroczastki pochodzenia ptytkowego pochodzace od chorych z cigzkimi
infekcjami, ulatwiaja chemotaksje monocytéw oraz wzmagaja ich adhezje do
$rodbtonka [89].

Badania Szczepanski i wsp. wykazaly po raz pierwszy, ze mikropecherzyki obecne
w surowicach pacjentdw z nowo zdiagnozowang ostrg biataczka szpikowg (AML)
odgrywaja role w regulacji aktywnosci komoérek NK (ang. Natural Killers).
Komorki blastyczne u nowo zdiagnozowanych pacjentow z AML moga by¢
zroédlem mikropgcherzykow odpowiedzialnych za zahamowanie aktywnosci
komorek NK [90]. Badanie liczby mikroczgstek pochodzacych z komorek
blastycznych u chorych na AML wydaje si¢ interesujgcym narz¢dziem
diagnostycznym i prognostycznym, ze wzgledu na dynamiczne i znaczace zmiany
ilosci krazacych mikroczastek w zaleznosci od stadium choroby. Podwyzszone
stezenie mikroczastek pochodzenia $roédbtonkowego moze wskazywaé na
uszkodzenia naczyniowe zwigzane z nadkrzepliwosciag w trakcie AML. Natomiast
u oséb w remisji choroby zauwazono znaczaco nizszy poziom Kkrazacych
mikroczastek [91].

U chorych na przewlekla biataczke limfocytowa (CLL) stwierdzono kilkukrotnie
wyzsza liczbg mikroczastek pochodzacych z limfocytow B (CD19) w porownaniu
do oséb zdrowych. W zwigzku z tym wykazano, ze komodrki nowotworowe moga
powodowac zwigkszenie liczby krazacych mikroczastek [92]. Badanie Tsai i wsp.
wykazaty, ze mikroczastki pochodzace =z komorek apoptotycznych sa
zaangazowane w proces chemotaksji makrofagéw na skutek sygnatéw wysytanych
przez komoérki apoptotyczne [93]. Badania mikroczastek w szpiczaku mnogim
wykazaty, ze w poréwnaniu do oso6b zdrowych, liczba krazacych mikroczastek
u chorych na szpiczaka jest zdecydowanie wyzsza [94]. U pacjentdow z ostrg
biataczka promielocytowa (APL) wykazano zwigkszenie wytwarzania trombiny
oraz skrocenie czasu krzepniecia zalezne od liczby MP z obecnym czynnikiem
tkankowym na ich powierzchni [95, 96]. W zwigzku z rdzng aktywnoscia
mikroczastek bton komoérkowych i ich podwyzszonym st¢zeniem w przebiegu
wielu chorob, wydaje si¢, Ze mikroczastki moga mie¢ istotny potencjat
diagnostyczny, jak roéwniez badanie ich liczby moze by¢ wykorzystywane w celu

monitorowania stanu pacjenta.

15



1.2. Choroby rozrostowe ukladu krwiotworczego.

Zaburzenia mieloproliferacyjne to grupa nowotwordéw krwi, w ktorych szpik kostny

wytwarza zbyt wiele nieprawidtowych krwinek czerwonych, biatych krwinek lub

ptytek krwi, ktore gromadza si¢ we krwi. Rodzaj zaburzenia mieloproliferacyjnego

zalezy od tego, czy powstaje zbyt duzo czerwonych krwinek, biatych krwinek lub

ptytek krwi. Czasami organizm wytwarza zbyt wiele wiecej niz jednego rodzaju

krwinek, ale zwykle jeden rodzaj krwinek jest dotknicty bardziej niz inne. Ponizej

znajduja si¢ skondensowane opisy jednostek chorobowych, ktore brane byly pod

uwage w niniejszej dysertacji.

1.2.1.

1.2.2.

Czerwienica prawdziwa (PV) to choroba szpiku kostnego, ktoéra prowadzi do
nieprawidlowego wzrostu liczby czerwonych krwinek. Liczba biatych krwinek
i ptytek krwi moze by¢ réwniez wyzsza niz normalnie. PV to rzadkie
zaburzenie, ktére wystepuje czesciej u mezczyzn niz u kobiet. Zwykle nie
wystepuje u osob ponizej 40 roku zycia. Problem jest czesto zwigzany
z defektem genu zwanym JAK2V617F. Przyczyna tego defektu genowego jest
nieznana. Wada tego genu nie jest chorobg dziedziczng. W przebiegu PV zbyt
wiele czerwonych krwinek w organizmie sprawia, ze pacjent ma bardzo gesta
krew, ktora nie moze normalnie przeptywac przez mate naczynia krwionosne, co
prowadzi do takich objawdw, jak: ktopoty z oddychaniem w pozycji lezacej,
niebieskawa skora, zawroty glowy, pelne uczucie w lewym goérnym brzuchu
(z powodu powiekszonej §ledziony), swedzenie, szczegodlnie po cieptej kapieli,
objawy zakrzepow krwi w zytach w poblizu powierzchni skory (zapalenie Zyt)
czy dzwonienie w uszach (szum w uszach).

Nadptytkowos¢ samoistna (ET) wynika z nadprodukcji ptytek krwi, ktoére
w przebiegu choroby nie funkcjonuja prawidlowo, co sprawia, ze czestymi
problemami sg skrzepy krwi 1 krwawienia. Nieleczona ET pogarsza si¢
z czasem. Wiele os6b z ET ma mutacje genu (JAK2, CALR lub MPL). ET
wystepuje najczesciej u oséb w srednim wieku. Mozna go réwniez zauwazy¢
u miodszych ludzi, zwlaszcza kobiet ponizej 40 roku zycia. Objawy
nadptytkowosci oraz problemow zakrzepowych moga obejmowaé dowolne
z ponizszych: bol glowy (najczesciej),mrowienie, chidéd lub zasinienie dtoni
i stop, zawroty glowy lub oszolomienie, problemy ze wzrokiem, mini-udary

(przemijajace ataki niedokrwienne) lub udar.
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1.2.3.

1.2.4.

1.2.5.

Przewlekta biataczka limfocytowa (CLL) jest najczestsza biataczka u dorostych.
Czesto wystepuje w wieku srednim lub pdzniej i rzadko wystepuje u dzieci. Jest
to rodzaj raka, ktory zaczyna si¢ w komorkach, ktore staja si¢ okreslonymi
biatymi krwinkami (zwanymi limfocytami) w szpiku kostnym. Ten proces
nowotworowy zaczyna si¢ w szpiku kostnym, ale nast¢pnie nieprawidtowe
komorki trafiajg bezposrednio do krwi obwodowej. W CLL komorki
biataczkowe czesto rozwijaja si¢ powoli. Wiele os6b nie ma zadnych objawow
przez co najmniej kilka lat. Z biegiem czasu komorki rosng i rozprzestrzeniaja
si¢ na inne czg$ci ciata, w tym wezty chlonne, watrobe 1 §ledzioneg.

Ostra biataczka jest chorobg rozrostowg uktadu krwiotworczego. Formy ostrej
biataczki obejmuja ostra biataczke szpikowa (AML) 1 ostra biataczke
limfoblastyczng (ALL). Ostra biataczka limfoblastyczna czgéciej wystepuje u
dzieci a szpikowa u dorostych. Niektore typowe objawy obejmuja: powickszenie
watroby lub $ledziony, fatwe powstawanie siniakéw, krwawienie z dzigsel, bol
kosci lub stawow, goraczke i1 dreszcze, czeste infekcje, krwawienia z nosa,
blado$¢ skory, duszno$¢, ogdlne ostabienie, nocne poty i obrzgk weziow
chtonnych. Diagnozg ostrej biataczki przeprowadza si¢ na podstawie badania
krwi 1 szpiku kostnego. Osoby, ktore wczesniej przeszly chemioterapie lub byty
narazone na promieniowanie badz maja pewne zaburzenia genetyczne lub
bliskich cztonkow rodziny z ostrg bialaczka majg wigksze ryzyko zachorowania
na ten nowotwor.

Szpiczak mnogi to nowotwor, ktory tworzy si¢ z biatych krwinek zwanych
komoérkami plazmatycznymi. Zdrowe komorki plazmatyczne pomagaja
zwalcza¢ infekcje, wytwarzajac przeciwciata rozpoznajace i atakujace patogeny.
W szpiczaku mnogim rakowe komorki plazmatyczne gromadza si¢ w szpiku
kostnym 1 wypieraja zdrowe komorki krwi. Zamiast produkowac¢ pomocne
przeciwciala, komorki rakowe wytwarzajag nieprawidlowe biatka. Oznaki
1 objawy szpiczaka mnogiego moga by¢ rézne i we wezesnym okresie choroby
moga nie wystgpowac. Objawy moga obejmowac: bol kosci, szczegélnie
kregostupa lub klatki piersiowej, nudno$ci, zaparcie, utrata apetytu, czgste
infekcje, utrata masy ciala, stabo$¢ Iub drgtwienie ndg oraz nadmierne
pragnienie. Szpiczak mnogi prawie zawsze zaczyna si¢ jako wzglednie tagodny
stan zwany gammapatia monoklonalng o nieokre$§lonym znaczeniu (MGUS).

MGUS, podobnie jak szpiczak mnogi, charakteryzuje si¢ obecnoscig we krwi
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biatek M - wytwarzanych przez nieprawidlowe komoérki plazmatyczne. Jednak
w MGUS poziomy biatek M sg nizsze i nie dochodzi do uszkodzenia organizmu.
Czynniki, ktére moga zwigksza¢ ryzyko wystgpienia szpiczaka mnogiego,
obejmuja: postepujacy wiek, wiekszos¢ osob jest diagnozowana w wieku okoto
60 lat. Ple¢ meska. Mgzczyzni sg bardziej narazeni na rozwoj choroby niz
kobiety. Czarna rasa. Osoby rasy czarnej sg bardziej narazone na rozwoj
szpiczaka mnogiego niz ludzie innych ras. Historia rodzinna szpiczaka
mnogiego. Jesli brat, siostra lub rodzic ma szpiczaka mnogiego, istnieje
zwiekszone ryzyko zachorowania. Osobista historia gammapatii monoklonalnej
o nieokreslonym znaczeniu (MGUS). Szpiczak mnogi prawie zawsze zaczyna

sie jako MGUS, wiec posiadanie tego stanu zwigksza ryzyko.

Bioragc pod uwage aktualne dane dostgpne w pismiennictwie, nie sg znane czynniki
warunkujace wzrost uwalniania MP z komorek krwi i1 $rodblonka w chorobach
rozrostowych krwi. Otwarta pozostaje rowniez kwestia ich wpltywu na ryzyko

zakrzepowo-zatorowe u tych chorych.
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2. CEL PRACY
Okreslenie liczby mikroczastek pochodzacych z komorek krwi i srodbtonka oraz ich

korelacji z wybranymi markerami uktadu hemostazy u pacjentow z wybranymi

chorobami rozrostowymi uktadu krwiotwoérczego przed rozpoczeciem leczenia.
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3. MATERIAL I METODY

3.1.

Charakterystyka grup badanych
Zgodnie z zatozeniami projektu, wyodrgbnionych zostato 5 grup badanych. Byli to
pacjenci Kliniki Hematologii Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku,
u ktorych rozpoznano chorobg¢ rozrostowg uktadu krwiotworczego, przed
wdrozeniem odpowiedniego leczenia. Piecdziesigciu sze$ciu (56) pacjentow
podzielono zgodnie z rozpoznaniem choroby (Tabela 1):

Pacjenci z czerwienica prawdziwa (n=12, M=5, K=7, mediana wieku: 61, zakres
wieku 30-84), rozpoznanie choroby oparte na badaniach cytogenetycznych;
mutacja genu JAK2 stwierdzona w 8/12 przypadkow (67%),

Pacjenci z nadplytkowos$cig samoistng (n=10, M=5, K=5, mediana wieku: 62,
zakres wieku 42-85), rozpoznanie choroby oparte na badaniach cytogenetycznych,
mutacja genu JAK2 stwierdzona w 10/10 przypadkow (100%)

Pacjenci z przewlekla biataczka limfocytowa (n=17, M=13, K=4, mediana wieku:
67, zakres wieku 59-79), rozpoznanie choroby oparte na badaniach
cytometrycznych

Pacjenci z ostrg biataczka mieloblastyczng (n=11, M=7, K=4, mediana wieku: 61,
zakres wieku 18-70), rozpoznanie choroby oparte na badaniach mielogramu oraz
badaniach cytometrycznych

Pacjenci ze szpiczakiem mnogim (n=6, M=2, K=4, mediana wieku: 65, zakres
wieku 59-80), rozpoznanie choroby oparte na badaniach mielogramu oraz
trepanobiopsji
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Tabela 1. Poréwnanie grup badanych pod katem demografii, wynikow morfologii, kryteriow rozpoznania i stopnia zaawansowania

jednostki chorobowej.

Zmienne

Wiek (lata), mediana (min-max)
Kobiety (%)

RBC (10°/ul) mediana (min-max)
Hb (g/dl) mediana (min-max)

Hct (%) mediana (min-max)

WBC (10°/ul) mediana (min-max)

PLT (10%/ul) mediana (min-max)

podstawa rozpoznania:
JAK2

mielogram
trepanobiopsja
cytometria

stopien zaawansowania

Czerw.ienica Nadpiytkowoéc’ Szpiczak mnogi (6) 'Ostra biataczka Prz'ewlekia biataczka
prawdziwa (12) samoistna (10) mieloblastyczna (11) limfocytowa (17)
61 (30 - 84) 62 (42 - 85) 65 (59 - 80) 61 (18 - 70) 67 (59 - 79)
58 50 67 36 23,5
6,84 (4,97 - 8,07) 5(3,79-5,97) 3,61 (2,54 -6,99) 2,9(0,73-3,52) 4,1(2,2-5,07)
19 (15,5 - 21,2) 15,2 (9,1-17,3) 11,35(7,6 - 16,8) 9,1(2,1-11) 11,85 (6 - 15,5)

57,30 (45,6 - 66)

45,25 (31,4 - 51,9)

33,45 (23,2 - 55,6)

27,3 (6,3 - 32,3)

38,3 (23 - 45,3)

8,84 (5,12 - 21,97)

8,1 (6,05 - 16,34)

5,89 (3,71 - 7,8)

14,3 (2,8 - 343,99)

57 (13,27 - 274,74)

38 High risk - wysokie ryzyko

L8N Low risk - niskie ryzyko

383 (159 -1169) 830,5 (433 -1125) 228 (189 - 302) 70 (13 -137) 135 (60 - 347)
cytogenetyka cytogenetyka - - -
8/12 (67%) 10/10 (100%) - - -
- - tak tak -
- - tak - -
- - - tak tak
ISS1-2 Rail-6
HR-7 HR-7 HR-5 -
ISS2 -2 Rai2-4
Rai3 -4
SR-5 LR-3 ISS3 -2 SR-6 :
Rai4 -3
Legenda
SR Standard risk - standardowe ryzyko
NI International Staging System - Miedzynarodowy System Stopniowania dla Szpiczaka mnogiego
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3.2. Material badany

Materiatem do badan byta krew zylna pobrana na antykoagulant EDTA oraz cytrynian

sodu, w dniu przyjecia pacjentow do Kliniki Hematologii Uniwersytetu Medycznego

w Bialymstoku. Morfologia krwi obwodowej, analiza parametréw uktadu hemostazy

(PT, APTT, stgzenie fibrynogenu oraz D-dimeréw) oraz oznaczenie mikroczastek

zostalo wykonane w $wiezych probkach krwi pacjentow (maksymalnie do 1 godziny

od pobrania materiatu). Pozostale probki, pobrane na cytrynian sodu, wirowano przez

15 minut przy 3000 obrotow/min (1469g) w celu uzyskania osocza, ktore nastepnie

rozdzielano do kilku probowek typu eppendorf i przechowywano w temperaturze -

80°C do dalszych analiz (oznaczenie stezen komplekséw TAT, PAP i F1+2). Grupe

kontrolng stanowil material pobrany od zdrowych ochotnikéw/dawcow krwi (n=7,

M=6, K=1, mediana wieku: 33, zakres wieku 23-51), ktory zostat przebadany w taki

sam sposob jak materiat pochodzacy od pacjentow.

3.2.1. Wszystkie procedury dotyczace niniejszego badania zostaly zatwierdzone
przez Komisje Bioetyczng UM w Biatymstoku, numer zgody: R-1-002/38/2016.

3.3. Metody

3.3.1. Morfologia krwi obwodowej.
Morfologie krwi obwodowej w grupie kontrolnej 1 grupach badanych wykonano
z probki krwi pobranej na wersenian potasu przy uzyciu automatycznego
analizatora hematologicznego Sysmex XT 1800 (Japonia). Analizowane byty
parametry czerwonokrwinkowe, takie jak ilo$¢ krwinek czerwonych (RBC),
stezenie hemoglobiny (HGB) oraz hematokryt (HCT)
a takze ilos¢ krwinek biatych (WBC) oraz krwinek ptytkowych (PLT).

3.3.2. Analiza parametrow ukladu hemostazy.
W celu okreslenia stanu ukladu hemostazy zaréwno w grupie kontrolnej jak
i wszystkich grupach badanych, z osocza pochodzacego z $§wiezej probki krwi
pobranej na cytrynian sodu wykonywano analizy zgodnie z zaleceniami
producenta. Czas protrombinowy (PT), czas czgsciowej tromboplastyny po
aktywacji (APTT) oraz st¢zenie fibrynogenu przy uzyciu koagulometru Ceveron
Alpha (Technoclone, USA). Analizator dzialta w oparciu o zasade¢ pomiaru
fotometrycznego. Ta metoda pozwala oznaczy¢ czas krzepnigcia poprzez
optyczng detekcj¢ zmiany metnosci wywotane] tworzeniem  widkien

fibrynowych.
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3.3.2.1. Oznaczenie stezenia D-dimerdow.
St¢zenie D-dimeréw w osoczu 0znaczano z zastosowaniem analizatora VIDAS
(bioMerieux, Francja). Dziatanie analizatora oparte jest na zasadzie metody
ELFA (enzymoimmunofluorescencja).
3.3.2.2. Oznaczenie komplekséw trombina-antytrombina, plazmina-
antyplazmina i fragmentow protrombiny 1+2.
Kompleks trombina-antytrombina (TAT), plazmina-antyplazmina (PAP) oraz
fragmenty protrombiny 1+2 (F1+2) oznaczono w dwoch powtorzeniach
W 0s0Czu z zastosowaniem testow immunoenzymatycznych (ELISA) (Enzyme-
linked Immunosorbent Assay Kit For Thrombin/Antithrombin Complex (TAT),
Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Plasmin/Antiplasmin Complex
(PAP), Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Prothrombin Fragment
1+2 (F1+2), Cloud-Clone Corp., USA).
3.3.3. Oznaczenie liczby mikroczastek pochodzacych z komodrek Kkrwi
i Srodblonka.
Liczba mikroczastek (MP) pochodzenia ptytkowego (PMP), leukocytarnego
(LMP), erytrocytarnego (ErMP) oraz $rodbtonkowego (EndMP) mierzona byta
metoda fluorescencji bezposredniej z wykorzystaniem cytometru przeplywowego
BD FACSCalibur (Becton Dickinson, USA). W celu oznaczenia ilosci MP,
swieza probke krwi pobrang na cytrynian sodu odwirowywano w wirowce MPW
352 (MED.INSTRUMENTS, Polska) przez 5 minut z przyspieszeniem 5000g.
Nastepnie osocze przeniesiono do czystej probowki, ktorag poddano wirowaniu
przy tych samych warunkach co probke krwi. Po odwirowaniu nadsgcz
przeniesiono do probowki typu eppendorf i wirowano, w celu uzyskania pelletu
komoérkowego, przez 2 minuty z przyspieszeniem 17000g z zastosowaniem
ultrawirowki Eppendorf MiniSpin Plus (Eppendorf AG, Germany). Po
odwirowaniu osocze odciagni¢to a pellet rozpuszczono w 440ul 10% buforu
Annexin V Binding Buffer (Becton Dickinson, USA) (sktad: bufor: woda
destylowana przefiltrowana przy uzyciu filtra Whatman 0.1pm, w stosunku
objetosciowym 1:9). Nastepnie do proboéwki dodano 60ul roztworu zlozonego
z 54ul 10% buforu Annexin V Binding Buffer oraz 6 pl Annexin V-FITC
(Becton Dickinson, USA). Po wymieszniu roztworu 40ul powyzszej mieszaniny
przeniesiono do probowek zawierajacych okreslong liczbe mikrokulek — BD

TruCount (Becton Dickinson, USA). W celu znakowania odpowiednimi
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przeciwciatami do probowek dodano po 5Sul przeciwciat monoklonalnych
charakterystycznych dla poszczegolnych rodzajéw mikroczgstek: anty-CD42b
dla mikroczastek pochodzenia ptytkowego (PMP), anty-CD45 dla mikroczastek
pochodzenia leukocytarnego (LMP), anty-CD235 dla mikroczastek pochodzenia
erytrocytarnego (ErMP) oraz anty-CD144 charakterystycznych dla mikroczgstek
pochodzacych z komoérek $rodblonka naczyn (EndMP). Tak przygotowane
proboéwki TruCount inkubowane byly w ciemno$ci w temperaturze pokojowej
przez 15 minut. Nastepnie dodano 450ul schtodzonego 10% buforu Annexin V
Binding Buffer. Probki wytrzasano przez 15 sekund i poddawano analizie
z zastosowaniem cytometru przeptywowego. Liczba mikroczastek w badanej

probcee zostata wyliczona ze wzoru:

ilosc zdarzen w danym regionie _ bezwzgledna ilo$¢ kulek w probéwce

Bezwzgledna liczba mikroczgstek/pl =
gle 4 H ilo$¢ zdarzen w regionie kulek objetos¢ probki badanej w pul

3.3.4. Analiza statystyczna

Obliczenia statystyczne zostaly wykonane w programie MS Excel. Wartosci zostaty
przedstawione jako $rednie z uwzglednieniem odchylen standardowych. Wartosci
p z zalozeniem przedzialu ufnosci 95% obliczane byly z zastosowaniem testu
T-Studenta. Liczone byly takze wspolczynniki wariancji dla poszczegdlnych
parametrow. W celu sprawdzenia korelacji pomiedzy parametrami, obliczany zostat

wspotczynnik korelacji.
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4. WYNIKI

4.1. Oznaczenie morfologii krwi u pacjentow.

Parametry morfologii krwi u pacjentéw w grupach badanych oraz kontrolnej przedstawia

tabela 2.  Wzrost liczby  leukocytow ~w  grupach  badanych  pacjentow
z diagnoza PV, ET i CLL okazal si¢ istotny statystycznie wzgledem grupy kontrolne;.
Obserwowane zmiany w liczbie erytrocytow w grupach badanych w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, okazaty si¢ istotne statystycznie w przebiegu PV, CLL, AML oraz MM. Zmiany
w stezeniu hemoglobiny oraz wartosci hematokrytu obserwowane byty w przebiegu PV, CLL
oraz AML i byly istotne statystycznie wzgledem grupy kontrolnej. Liczba ptytek krwi ulegta
znamiennej statystycznie zmianie w przebiegu ET oraz AML w porownaniu do grupy

kontrolnej.

Tabela 2. Porownanie parametrow morfologii krwi u pacjentow grup badawczych. Istotnosci
statystyczne na poziomie p < 0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolnej zaznaczono czerwong

czcionkg i podkresleniem.

Kontrola| 5,92+09 |5,11+04 | 14,41+0,9 | 42,80+2,5 | 255,50+ 54,3

Pv| 858+24 |660+1,1 |1854+1,7 | 56,25+6,2 | 323,25+ 141,7

ET| 806+19 |4,75+0,7 | 1401+2,5 | 42,14+7,3 | 781,64 +252,0

CLL | 89,50+77,8 | 395+0,8 | 11,66+2,4 | 36,62+6,4 | 156,00 + 84,5
AML | 15,57+16,8 | 29504 | 9,07+1,1 | 27,26+3,4 71,40+ 32,4
MM | 5,70+1,2 |397+14|1165+%+3,4 |35,56+11,0| 205,38+61,7

Kontrola — grupa kontrolna; PV — grupa pacjentow z rozpoznaniem czerwienicy prawdziwej; ET — grupa
pacjentdow z rozpoznaniem nadplytkowosci samoistnej; CLL — grupa pacjentdw z rozpoznaniem przewleklej
biataczki limfocytowej; AML — grupa pacjentdw z rozpoznaniem ostrej biataczki mieloblastycznej; MM — grupa
pacjentéw z rozpoznaniem szpiczaka mnogiego. WBC — liczba leukocytow; RBC — liczba erytrocytow; HGB —

stezenie hemoglobiny; HCT — hematokryt; PLT — liczba trombocytow.
4.2. Badania markerow ukladu hemostazy.

Srednie czasy PT i APTT, stezenie fibrynogenu oraz D-dimeréw w poszczegélnych grupach

przedstawiaja  ryciny 1-4. W  zakresiec  analizy  wynikdbw  uzyskanych

z oznaczen parametrow uktadu hemostazy odnotowano istotne statystycznie wydtuzenie czasu

PT w przebiegu ET oraz AML a takze APTT w przebiegu PV
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1 AML. Stegzenie fibrynogenu bylo znamiennie statystycznie wyzsze u pacjentow chorych na
PV oraz CLL. Istotny statystycznie wzrost stezenia D-dimeréw zaobserwowano w grupach

badanych z PV, CLL, AML oraz MM.

Rycina 1. Sredni czas PT w osoczu krwi grupy kontrolnej oraz pieciu grup badanych.
Istotnos$ci statystyczne na poziomie p < 0,05 w porownaniu do grupy kontrolnej zaznaczono

czerwonym kolorem stupka.

PT (sek.)
30
25
20
T
15
10
5
0
Kontrola PV ET CLL AML MM

Kontrola — grupa kontrolna; PV — grupa pacjentdw z rozpoznaniem czerwienicy prawdziwej; ET — grupa
pacjentéw z rozpoznaniem nadptytkowosci samoistnej; CLL — grupa pacjentéw z rozpoznaniem przewleklej
biataczki limfocytowej; AML — grupa pacjentdw z rozpoznaniem ostrej biataczki mieloblastycznej; MM — grupa

pacjentow z rozpoznaniem szpiczaka mnogiego.

Rycina 2. Sredni czas APTT w osoczu krwi grupy kontrolnej oraz pieciu grup badanych.
Istotnosci statystyczne na poziomie p < 0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolnej zaznaczono

czerwonym kolorem stupka.

APTT (sek.)

60

50
40 — - T
30
20
10
0
v ET CLL

Kontrola P

AML MM 26



Rycina 3. Srednie stezenie fibrynogenu w osoczu krwi grupy kontrolnej oraz pigciu grup
badanych. Istotno$ci statystyczne na poziomie p < 0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolne;j

zaznaczono czerwonym kolorem stupka.

fibrynogen (g/L)

0 ' I i i i i
ET CLL AML MM

Kontrola PV

»

w

N

[

Rycina 4. Srednie stezenie D-dimeréw w osoczu krwi grupy kontrolnej oraz pigciu grup
badanych. Istotnosci statystyczne na poziomie p < 0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolnej

zaznaczono czerwonym kolorem stupka.

D-dimery (ng/mL)
4500
4000
3500
3000
2500

2000

1500 [

1000

C a m m M

Kontrola PV ET CLL AML MM

Stezenie kompleksow TAT byto wigksze niz w grupie kontrolnej u chorych z rozpoznaniem PV
oraz ET, st¢zenie PAP bylo podwyzszone u chorych na PV, CLL, MM a stezenie F1+2 bylo

nizsze niz w grupie kontrolnej w przebiegu ET oraz AML.
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Rycina 5. Srednie stezenie kompleksow TAT w osoczu krwi grupy kontrolnej oraz pigciu
grup badanych.

TAT (ng/mL)
400

350

300
25
20
15
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5
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ET CLL AML MM

Kontrola PV
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o
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o
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Rycina 6. Srednie stezenie kompleksow PAP w osoczu krwi grupy kontrolnej oraz pieciu

grup badanych

PAP (ug/mL)

1,4
1,2

1,0

0,
0,
0,
0,
0,0
ET CLL AML MM

Kontrola PV
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>

N
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Rycina 7. Srednie stezenie fragmentow protrombiny F1+2 w osoczu krwi grupy kontrolnej

oraz pieciu grup badanych

F1+2 (ng/mL)

35

30

25
2
1
1
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ET CLL AML MM

Kontrola PV
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o

(€]
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4.3. Oznaczenie liczby mikroczastek pochodzenia plytkowego, erytrocytarnego,

srodblonkowego oraz leukocytarnego.

Rycina 8. Zsumowana liczba badanych rodzajow mikroczastek bez podziatu na typ komorek,
z  ktérych  pochodza, we  wszystkich badanych jednostkach  chorobowych
w odniesieniu do grupy kontrolnej. Istotnosci statystyczne na poziomie p < 0,05

w poréwnaniu do grupy kontrolnej zaobserwowano w kazdej grupie badane;.

Zsumowana liczba badanych typow mikroczgstek w PV, ET,
CLL, AML i MM w poréwnaniu do grupy kontrolnej

4000 - 3633,81 3766,98

3500 -

3000 - 2869,46

2500 2413,20

2000 -+

[x/ul]

1500 4 1117,03

1000 A

500 -
79,75

0

Kontrola PV ET CLL AML

Kontrola PV ET CLL AML MM
5,37 6,93 5,58 4,17 3,04 4,32

Catkowita liczba komaorek krwi (mln/ul)
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Rycina 9. Poréwnanie liczby mikroczastek pochodzacych z komorek krwi i $rodbtonka
w badanych jednostkach chorobowych. Zaznaczone zostaty istotno$ci statystyczne pomigdzy

poszczegolnymi typami mikroczastek.

Kontrola ET
50 3000
40 2500
— — 2000 [
2 20 = 1500 T
= = 1000 T
10 500 ﬁ
O T 0 T T T T 1
ErMP EndMP PMP  LMP  ErMP  EndMP
PV CLL
3000 1600
2500
— 2000 . 1200
2 1500 < 800 T
x x
= 1000 = 00 T
500 i L
0 T 1 0 T T T T 1
ErMP EndMP PMP  LMP  ErMP  EndMP
AML MM
800 1600
600 1200 T
2 400 = 800 T
X X T
200 400 i
0 T 0 T T T T 1
ErMP EndMP PMP  LMP  ErMP  EndMP
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Tabela 3. Zawarto$¢ procentowa poszczegoélnych typow mikroczgstek w obrebie grup

badawczych.

Mikroczastki (%)

Grupy badane PMP LMP ErMP EndMP
Kontrola 32,57 23,76 31,06 12,60
PV 17,67 19,06 49,45 13,82
ET 32,87 12,73 38,14 16,26
CLL 22,59 26,79 33,46 17,15
AML 19,42 20,37 39,94 20,27
MM 24,38 24,24 30,96 20,42
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Mikroczgstki

2700 -

2100 -

1800 -

1500

1200 | o
l I

lmil a0

PMP LMP ErMP EndMP

[x/ml]

Kontrola (n=7) @PV(n=12) M®ET(h=10) OCLL(n=17) BAML(n=10) H MM (n=6)

legenda

Czerwienica prawdziwa | PV | Nadptytkowosc samoistna |ET| Przewlekta biataczka limfocytowa | CLL| Ostra biataczka mieloblastyczna |AML| Szpiczak mnogi |MM

Rycina 10. Zestawienie liczby wszystkich badanych typow mikroczgstek we wszystkich grupach badawczych w odniesieniu do grupy

kontrolnej z uwzglgdnieniem istotnosci statystycznej na poziomie p<0,05.
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We wszystkich badanych jednostkach chorobowych wykazano istotny statystycznie wzrost
ilosci wszystkich badanych typow mikroczastek w odniesieniu do grupy kontrolne;j.
W przypadku PV obserwowano znacznie zwigkszong ilo§¢ mikroczastek pochodzenia
erytrocytarnego, natomiast w ET stwierdzono dominujacy wzrost odsetka procentowego
mikroczastek pochodzenia plytkowego w stosunku do pozostalych populacji mikroczastek.
W przypadku CLL, AML oraz MM zaobserwowano wzrost mikroczastek pochodzacych ze
wszystkich badanych komoérek, przy czym najwigkszy odsetek procentowy stanowity

mikroczastki pochodzenia erytrocytarnego.

4.4. Korelacje
4.4.1. Sprawdzone =zostaly korelacje catkowitej liczby mikroczastek z wszystkimi
badanymi parametrami ukladu hemostazy. W tabeli nr 4 przedstawione zostaly
wartosci r, kolorem zielonym zaznaczono wyniki istotne statystycznie na poziomie

p > 0,05, podkresleniem oznaczono korelacje ujemne.

Tabela 4. Wartosci r dla korelacji pomi¢dzy parametrami hemostazy a catkowitg liczbg MP.

\V/1 VA \V/ | > VAS MP vs MP vs MPvs MP vs MP vs
PT APTT fibrynogen D-dimery  TAT PAP F1+2

Grupy badane

Czerwienica
prawdziwa

Nadptytkowosé
samoistna

Przewlekta
biataczka
limfocytowa

Ostra biataczka
mieloblastyczna

Szpiczak mnogi

Analiza korelacji wykazala, ze w przebiegu czerwienicy prawdziwej wzrost calkowitej liczby
mikroczgstek koreluje z wydtuzeniem APTT i z obnizeniem st¢zenia fibrynogenu. W przypadku
nadptytkowos$ci samoistnej wraz ze wzrostem liczby MP zauwazalne byto skrocenie APTT
1 wzrost stezenia D-dimeréw. W przebiegu przewlektej biataczki limfocytowe] widoczna byta

silna korelacja pozytywna liczby mikroczastek i wydtuzenia czasu protrombinowego.
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4.4.2. Korelacje dla poszczegoélnych rodzajoéw mikroczastek z parametrami hemostazy bez
podziatu na jednostki chorobowe.

Tabela 5. Wartosci r korelacji liczby poszczegélnych rodzajow mikroczastek we wszystkich
badanych grupach chorych z parametrami hemostazy, kolorem zielonym zostata zaznaczona

istotno$¢ statystyczna na poziomie p<0,05.

MP vs MP vs MP vs MP vs
fiborynogen  D-dimery PAP F1+2
ErMP 0,14 -0,04 0,06 0,08 -0,16 -0,05 0,02
EndMP BRYEE 0,19 -0,27 -0,08 -0,03 0,20 0,00
PMP 0,18 0,21 -0,21 -0,15 0,10 0,18 0,04
LMP 0,13 -0,05 -0,07 -0,01 -0,17 -0,09 0,08

Zaboserwowano istotng statystycznie dodatnig korelacje liczby EndMP i czasu protrombinowego
oraz ujemng korelacj¢ EndMP 1 st¢zenia fibrynogenu.

4.4.3. Korelacje parametrow czerwonokrwinkowych z liczbg mikroczastek pochodzenia

erytrocytarnego — dla wszystkich badanych grup chorych oraz osobno dla grupy
z czerwienicg prawdziwg-
Tabela 6. Wartosci r korelacji liczby mikroczastek pochodzenia erytrocytarnego we wszystkich
badanych grupach chorych z poszczegdlnymi parametrami czerwonokrwinkowymi. MCV —
srednia objetos¢ erytrocyta;, MCH — §rednia masa hemoglobiny w krwince; MCHC — $rednie
stezenie hemoglobiny w krwince; RDW-CV — odchylenie w objetosci krwinek czerwonych.

ErMP vs
MCV

ErMP vs
MCH

ErMP vs
MCHC

ErMP vs
RDW-CV

WSszyscy pacjenci 0,16 0,05 -0,15 0,00
Grupa z. czerwienicg 0,32 0.24 014 o1
prawdziwg

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie korelacji miedzy liczbg mikroczastek pochodzenia

erytrocytarnego a wskaznikami czerwonokrwinkowymi.
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4.4.4. Korelacje wskaznikoéw plytkowych z liczbg mikroczastek pochodzenia ptytkowego

— dla wszystkich badanych grup chorych oraz osobno dla grupy z nadptytkowoscia

samoistna.

Tabela 7. Wartosci r korelacji liczby mikroczastek pochodzenia ptytkowego we wszystkich

badanych grupach chorych z poszczegdlnymi z poszczegdlnymi wskaznikami ptytkowymi,

kolorem zielonym zaznaczona zostata istotno$¢ statystyczna na poziomie p<0,05. PDW —

wskaznik anizocytozy ptytek krwi; MPV — §rednia objetos¢ trombocyta; PCT — trombokryt.

PMP vs PMP vs
PDW MPV

PMP vs PCT

Wszyscy pacjenci
Grupa z nadptytkowoscia
samoistng

Zaobserwowano dodatnig korelacje miedzy liczba mikroczastek pochodzenia plytkowego
a trombokrytem zarowno biorgc pod uwage wyniki pochodzace od wszystkich pacjentow

(r=0,56) jak 1 w osobno w grupie pacjentow z nadptytkowoscig samoistng (r=0,69).

4.45. Korelacje liczby okreslonych MP z liczbg komorek z ktorych powstaja.

Tabela 8. Wartosci r korelacji liczby okreslonych rodzajow mikroczastek z liczba komorek

z ktorych sg uwalniane we wszystkich badanych grupach chorych, kolorem zielonym zostata

zaznaczona istotno$¢ statystyczna na poziomie p<0,05
PLT vs WBC vs RBC vs
PMP LMP ErMP

Czerwienica prawdziwa
Nadptytkowos¢ samoistna

Przewlektfa biataczka limfocytowa
Ostra biataczka mieloblastyczna
Szpiczak mnogi

Wszyscy pacjenci

Zaobserwowano istotne statystycznie dodatnie korelacje miedzy mikroczastkami pochodzenia

ptytkowego a liczbg plytek krwi u pacjentdéw z rozpoznaniem PV oraz ET. W przypadku

zalezno$ci LMP 1 WBC, widoczna jest dodatnia korelacja w czerwienicy prawdziwej i1 ujemna

korelacja w przebiegu szpiczaka mnogiego. Nie zaobserwowano istotnosci statystycznej
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w relacji RBC vs ErMP. Zliczajac mikroczastki wszystkich pacjentow bez uwzgledniania
podziatu na grupy badawcze, widoczna jest dodatnia korelacja przy liczbie plytek krwi

1 mikroczastek pochodzenia ptytkowego (r=0,59, p<0,05).
4.4.6. Pomi¢dzy zsumowang liczbg wszystkich badanych typow mikroczastek

a calkowitg liczbg komorek krwi istnieje korelacja dodatnia (r=0,88)

z uwzglednieniem istotnos$ci statystycznej na poziomie p<0,05.
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5. DYSKUSJA

Wyniki wykonanych badan wykazaty znaczacy 1 statystycznie istotny wzrost uwalniania
mikroczastek pochodzacych z komorek krwi i srodbtonka u chorych na rozrostowe choroby
uktadu krwiotworczego. We wszystkich badanych jednostkach chorobowych (ostra biataczka
szpikowa, przewlekla biataczka limfocytowa, szpiczak mnogi, czerwienica prawdziwa,
nadptytkowo$¢ samoistna) liczba mikroczastek byta wielokrotnie wyzsza w poréwnaniu do
liczby stwierdzanej w grupie kontrolnej. Wyniki te sa w duzej mierze zgodne z innymi
badaniami, w ktorych stwierdzono, ze pacjenci z ET mieli wigksza liczbe MP z markerami
charakterystycznymi dla ptytek krwi i $rédbtonka niz osoby zdrowe, oraz ze podwyzszona
liczba MP u chorych na ET wigzata si¢ ze zwickszonym wytwarzaniem trombiny [105].
Ghosh 1 wsp. stwierdzili, ze w u chorych na przewlekta biataczke limfocytowa, catkowita
liczba badanych mikroczastek jest istotnie statystycznie wyzsza niz u zdrowych osob [92].
Badania Benameur i wsp. wykazaly, ze w przebiegu szpiczaka mnogiego catkowita liczba MP
byla znamiennie statystycznie wyzsza niz w kontroli [94]. Zwigkszong liczb¢ mikroczastek

pochodzenia ptytkowego zauwazono takze w przebiegu trombocytopenii idiopatycznej [87].

Analiza zawartosci procentowej poszczegdlnych rodzajow mikroczgstek w danych
jednostkach chorobowych wykazata, ze mikroczastki pochodzenia erytrocytarnego stanowia
najwigkszy odsetek sposrod analizowanych typéw mikroczastek we wszystkich badanych
jednostkach chorobowych, co moze by¢ spowodowane faktem, iz czerwone krwinki sg
najliczniejsza grupa komorek we krwi obwodowej. W PV jest ich zdecydowanie najwigcej
(49,45%), z kolei w ET zawarto$¢ procentowa ErMP wynosita 38,14% a druga wiodaca grupa
byly mikroczastki pochodzenia ptytkowego — 32,87%. W przebiegu CLL grupa mikroczastek,
ktorej zaraz po ErMP bylo najwigcej, byly mikroczastki pochodzenia leukocytarnego —
26,79%. W przebiegu bialaczek ostrych, poza ErMP, pozostate typy mikroczastek
pozostawaly na porownywalnym poziomie migdzy 19,42% a 20,37%. W przypadku
szpiczaka, zawarto$¢ procentowa PMP oraz LMP byta poréwnywalna na poziomie ok. 24%,
a najmniej bylo mikroczastek pochodzacych z komorek $rodbtonka naczyn. Analizujac
powyzsze, dostrzeglem, ze duzy udziat procentowy sposrod badanych typéw mikroczastek,
oprécz ErMP, maja te mikroczastki, ktére pochodza z komdrek objetych chorobg rozrostowa
krwi. Co ciekawe, najmniejszg liczbe¢ mikroczastek wséréd badanych grup chorych
stwierdzono w grupie ostrej biataczki szpikowej. Jednocze$nie w tej grupie obserwowana
byta najmniejsza liczba komorek krwi. Z kolei najwiecej komorek krwi obserwowano

w grupie chorych z PV i ET, w ktorych stwierdzano najwyzsza liczbe mikroczastek. Nie
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mozna wykluczy¢, ze liczba komoérek krwi u os6b z rozrostowg chorobg uktadu
krwiotworczego moze by¢ jednym z czynnikow, ktore majg wptyw na liczbe uwalnianych
mikroczastek. Analiza korelacji wykazala dodatniag zalezno$¢ miedzy catkowita liczba
komorek krwi a zsumowang liczbg wydzielanych mikroczastek (r=0,88). W analizowanym
pismiennictwie nie znalaztem publikacji, w ktorych badano wszystkie typy mikroczgstek
wydzielanych z komoérek krwi i §rodblonka w przebiegu choréb hematologicznych i oceniano
ich wzajemne stosunki procentowe oraz korelacje z calkowita liczbg komorek krwi.
Wykonana analiza korelacji poszczegolnych typow mikroczastek z liczbg komorek z ktorych
si¢ wywodza wykazata istotne statystycznie dodatnie korelacje migdzy mikroczastkami
pochodzenia ptytkowego a liczbg plytek krwi u pacjentow z rozpoznaniem PV (r=0,74) oraz
ET (r=0,69). Dodatkowo w PV zaobserwowana zostata dodatnia korelacja miedzy liczba
leukocytow a liczba mikroczastek pochodzenia leukocytarnego (r=0,64). W przebiegu MM,
stwierdzona zostala ujemna korelacja liczby leukocytéw i liczby powstajacych z nich
mikroczastek (= -0,87). U chorych z przewleka biataczka limfocytowa, wykazujacych
znacznie podwyzszong liczbe leukocytow, dominujaca populacjg mikroczastek byty LMP,
aczkolwiek nie wykazano korelacji liczby leukocytow z liczba pochodzacych z nich
mikroczastek. Zliczajac mikroczastki wszystkich pacjentow bez uwzgledniania podziatu na
grupy badawcze, widoczna jest dodatnia korelacja liczby plytek krwi z liczbg mikroczastek

pochodzenia ptytkowego (r=0,59). W pismiennictwie brak jest podobnych badan.

Uzyskane wyniki badan we wszystkich badanych grupach chorych wykazaly zaburzenia
uktadu hemostazy. U chorych na czerwienice prawdziwa widoczne bylo wydtuzenie czasu
APTT, wzrost stezenia fibrynogenu, D-dimerow, kompleksow TAT i PAP. Dodatkowo w PV
zaobserwowano dodatnig korelacj¢ catkowitej liczby MP z APTT oraz ujemng korelacje ze
stezeniem fibrynogenu. W przebiegu ET wydluzony byt czas protrombinowy, zwigkszone
stezenie TAT oraz zmniejszone st¢zenie fragmentow protrombiny F1+2. Widoczna byta
korelacja ujemna caltkowitej liczby MP z APTT oraz korelacja dodatnia ze stezeniem
D-dimeréw. W grupie pacjentow z CLL zaobserwowane zostalo wyzsze stezenie
fibrynogenu, D-dimeréow oraz komplekséw PAP. Widoczna byta takze korelacja dodatnia
miedzy czasem PT a catkowita liczbg mikroczastek pochodzacych z komoérek krwi
i srédblonka. W przebiegu AML zaobserwowano wydtuzenie czaséw PT oraz APTT a takze
wyzsze stezenie D-dimerow i1 obnizone st¢zenie komplekséw F1+2 w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. W grupie pacjentdw ze szpiczakiem mnogim istotne statystycznie byto wyzsze

stezenie D-dimerow oraz kompleksow PAP w odniesieniu do grupy kontrolnej. W dostepnym
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piSmiennictwie brak jest podobnych analiz i korelacji. Wielu autoréw skupiato si¢ na
aktywnosci czynnika tkankowego 1 fosfatydyloseryny [128-130] zaktadajac prokoagulacyjne
wlasciwosci mikroczastek. Uzyskane wyniki moga sugerowaé, ze mikroczastki, oprocz
ewentualnej wartosci diagnostycznej i predykcyjnej, moga stanowi¢ nowy czynnik ryzyka
wystepowania zakrzepicy u chorych na choroby rozrostowe krwi [97, 98, 103]. Zapobieganie
powiktaniom zakrzepowym i/lub krwotocznym jest kluczowym elementem postepowania
W przebiegu chorob nowotworowych, w tym takze hematologicznych, dlatego wiasciwe
zaklasyfikowanie chorych do odpowiedniej kategorii ryzyka ma kluczowe znaczenie dla
osiggniecia celow terapeutycznych [99-102]. Niedawno przeprowadzona analiza
prospektywna wykazata, ze podwyzszone stezenie MP w osoczu bylo trafnym narzedziem do
przewidywania ryzyka wystapienia zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej u pacjentow
z nowo rozpoznanym rakiem drog zolciowych trzustki. Wczesniejsze badania sugerowaty
rowniez, ze fosfatydyloseryna w btonie komoérkowej erytrocytow i ptytek krwi, a takze
laktadhedryna wraz z mikroczastkami byly kluczowymi czynnikami rozwoju incydentow
zakrzepowych u chorych na czerwienice prawdziwg [104]. W badaniu Taniguchi 2017
wykazano, Ze poziomy prokoagulacyjnych MP byly istotnie wyzsze u pacjentdw z chorobami
rozrostowymi krwi z historig zakrzepicy niz u pacjentow bez zakrzepicy, co moze sugerowac
predykcyjny charakter badania liczby mikroczgstek pochodzenia np. plytkowego [106]. Sa
takze doniesienia wskazujace, ze dla podwyzszona liczba mikroczastek moze by¢ korzystna
dla pacjenta z biataczka i matoptytkowosciag. Wykazano, ze chorzy z wysokim poziomem
PMP nie majg zaburzen krwotocznych mimo matej liczby ptytek krwi [107]. Wykonane
badania wlasne wykazaty, ze u chorych na choroby rozrostowe uktadu krwiotworczego, od
ktérych material pobierany byt w dniu przyjecia na oddziat z podejrzeniem choroby
rozrostowej, jest znacznie podwyzszona w poréwnaniu do o0so6b zdrowych liczba
mikroczastek oraz nieprawidtowe wartosci niektorych markerow hemostazy. Wzajemne
dzialania i interakcje czynnikoéw krzepnigcia, inhibitorow, mikroczastek 1 innych sktadnikow
osocza wptywaja na ogolng hemostatyczng charakterystyke osocza, jednak nadmiar MP moze
mie¢ szkodliwe dzialanie prozakrzepowe 1 prozapalne oraz modyfikowa¢ funkcje
naczyniowe. Dowiedziono, ze mikroczastki pochodzenia ptytkowego majg 100-krotnie
wyzsza aktywnos$¢ prokoagulacyjng niz same plytki krwi [108]. Przeprowadzonych zostato
kilka eksperymentdw w celu zbadania roli krazacych MP jako potencjalnych biomarkerow
aktywnosci AML 1 predyktorow trombogenno$ci u pacjentéw z tym rodzajem nowotworu
[109, 110]. Mikroczastki u pacjentow z AML wykazujg ekspresj¢ biatek btonowych komorek
blastycznych 1 moga shuzy¢ jako biomarkery dynamiki biataczki [111]. Podwyzszone
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poziomy MP pochodzgcych z komoérek $rodbtonka i ich aktywno$¢é prokoagulacyjna moga
wskazywa¢ na uszkodzenie naczyn zwigzane ze stanem nadkrzepliwosci spotykanym
w przebiegu AML. Istniejg badania, ktore donosza, ze w przebiegu AML, u dwoch na trzech
pacjentdw przed wdrozeniem chemioterapii, duza liczba komorek biataczkowych koreluje ze
stosunkowo niskim odsetkiem mikroczastek pochodzenia ptytkowego [110, 111, 113].
Ponadto nowo zdiagnozowani pacjenci z AML wykazywali znacznie wyzsza liczbg
uwalnianych MP w ich osoczu w poréwnaniu do zdrowych osob , co jest catkowicie zgodne
z wynikami badan wlasnych. W przebiegu szpiczaka mnogiego wykazano, z zastosowaniem
modelu mysiego, znaczny wzrost catkowitej liczby krazacych mikroczastek w poréwnaniu
z grupg kontrolng. Krazagce MP pochodzily gléwnie z leukocytéw oraz erytrocytow [113].
Przewlekta biataczka limfocytowa z komorek B (CLL) jest glownie charakteryzowana jako
klonalne zaburzenie limfocytoéw B. We wczesniejszych doniesieniach wykazano, ze catkowita
liczba MP w CLL byta znacznie wyzsza niz u zdrowych osob. Wykazano takze, ze w CLL,
MP aktywuja kinaz¢ biatkowg B (AKT) w komorkach zrebu szpiku kostnego CLL [112, 114].

Wyniki uzyskane przez Ros¢ i wsp. wskazujg na zaburzenia hemostazy u pacjentow z ET
[123]. Znamienne wydtuzony byt czas APTT i podwyzszona liczba ptytek krwi. W badaniach
wilasnych liczba plytek krwi byla takze istotnie statystycznie wyzsza w odniesieniu do grupy
kontrolnej, natomiast czas APTT byt wydtuzony jednak bez znamienno$ci statystycznej, za to
statystycznie istotnie przedtuzony byt czas protrombinowy. Zarowno w cytowanej pracy jak
1 w badaniach wlasnych obserwowane bylo podwyzszone stezenie kompleksow TAT
wskazujace na zwigkszong trombinogenezg. Podobnie zgodne sa rowniez obserwacje
wyzszych stezen kompleksow PAP w odniesieniu do grupy kontrolnej. W przebiegu ET oraz
PV Falanga i wsp. [126] a takze Arellano-Rodrigo i wsp. [127] zaobserwowali wzrost
stezenia D-dimeréw oraz komplekséw trombina-antytrombina. Badania wlasne sg zgodne
z obserwacjami innych autoréw w tych jednostkach chorobowych. Z duzg ostrozno$cia nalezy
interpretowac¢ wyniki badan uktadu krzepnigcia krwi u chorych na czerwienice. Czynnikiem,
ktory moze mie¢ istotny wplyw na wyniki badan jest wysoki hematokryt. Dostepne sg
doniesienia przedstawiajace analize poréwnawcza badan probek pacjentdéw z podwyzszonym
hematokrytem, okreslanym jako wyzszy niz 55-62% [128,129]. Mierzone czasy krzepnigcia
(PT 1 APTT) okazaly si¢ statystycznie istotnie dluzsze, co moze by¢ tlumaczone
rozcienczeniem probki przez roztwor antykoagulantu w probowce, aczkolwiek nie
przektadato si¢ na kliniczne implikacje [128, 129]. Wedtug Silva i wsp. nie ma wskazan do

dostosowywania zawarto$ci antykoagulantu w probowkach do badan pacjentow z PV,
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u ktorych hematokryt nie przekracza 62% [129]. Z kolei wg Marlar i wsp. taka korekta
stezenia cytrynianiu powinna by¢ dokonywana juz przy hematokrycie powyzej 55% [128].
W niniejszym badaniu wykonywali§my badania hemostazy stosujac standardowa metode
oznaczania z uzyciem automatycznego koagulometru oraz probowek systemu zamknigtego,
z dodatkiem roztworu cytrynianu sodu o st¢zeniu 3,2%. Stad tez stwierdzone wydluzenie
APTT oraz podwyzszone stezenie fibrynogenu nalezy analizowa¢ z wigkszg ostroznoscia.
Znane sa doniesienia wskazujgce na wydtuzenie czasu PT oraz APTT u chorych na szpiczaka
mnogiego [124]. W badaniach wlasnych rowniez obserwowany byto wydtuzenie tych czaséw
krzepnigcia jednakze rdznice nie osiagnety znamiennosci statystycznej. Jednym z mozliwych
czynnikow wptywajacych na brak uzyskania tej istotnosci moze by¢ wzglednie mata
liczebno$¢ grupy w badaniach. Zaréwno w badaniach wtasnych jak i w opracowaniu Gogia
I wsp. zaobserwowany zostal znamienny statystycznie wzrost stezenia D-dimerow [124].
U chorych z AML wykonane badania wykazaly wydluzenie czasow PT i APTT oraz istotny
statystycznie wzrost st¢zenia D-dimeréw. Analogiczne wyniki byly juz publikowane,
a zaobserwowane wydluzenie PT i wzrost stezenia D-dimeréw uznano za istotny marker

predykcyjny [125].

Chociaz mikroczastki krwi po raz pierwszy opisano ponad trzy dekady temu, nie ma jeszcze
zgody co do ich dokladnej definicji 1 roli patofizjologicznej. Odnotowano rosngce
zainteresowanie pochodzacymi z komoérek krwi i1 srédblonka mikroczastkami, a badania
wykazaty ich kluczowg role w odpowiedziach hemostatycznych i1 zapalnych, a takze ich
potencjal jako markerow choroby [121, 122]. W zakresie diagnostyki, pobierania i 0znaczania
mikroczastek problematyczny jest fakt braku standaryzacji pobrania, przetwarzania,
wirowania, przechowywania i oznaczania. Wieloetapowe ultrawirowanie i cytometria
przeptywowa sg najczesciej stosowanymi technikami ich izolacji i identyfikacji.
Ultrawirowanie jest najpowszechniejsza metodg izolacji MP z osocza lub surowicy [115-117].
Ze wzgledu na swoja wielkos¢, MP moga tworzy¢ osad (pellet komérkowy) na dnie probowki

po zastosowaniu duzej sity od$rodkowe;j [118-120].

Na przestrzeni lat opublikowano rézne sposoby postepowania, wcigz jednak jest pole do
rozszerzania wiedzy w tym zakresie oraz analizowania poréwnawczo poszczegolnych metod
przygotowania i pobrania probki, co pozwoliloby na wigkszg standaryzacje oznaczen,
umozliwiajaca wigksza porownywalnos¢ wynikéw uzyskiwanych w réznych laboratoriach.
Bazujac na wtasnych doswiadczeniach oraz aktualnie dostepnej literaturze wybrana zostata

izolacja MP poprzez kilkuetapowe wirowanie z zastosowaniem ultrawirowki. Dotychczas
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przeprowadzane analizy poroOwnawcze wykazuja, ze jest to metoda do$¢ prosta i szybka
a dajaca zadowalajagce efekty przy identyfikacji MP z zastosowaniem cytometrii

przeptywowe;.

Niemniej jednak procesy tworzenia MP sg obecnie coraz lepiej poznane i coraz czgsciej
uznaje si¢, ze MP moga stanowi¢ markery aktywnosci choroby. Ponadto dokonuje si¢ postep
w zrozumieniu etapow uzyskiwania sktadnikéw krwi, ktore moga indukowac uwolnienie MP,
ktorych przetoczenie wraz ze skladnikiem krwi moze mie¢ wplyw na skutecznosé
1 bezpieczenstwo transfuzji. Przyszte badania pomoga okresli¢ role subpopulacji MP
w chorobach zapalnych. Wiedza ta moze stymulowaé¢ rozw6] nowych strategii
terapeutycznych ukierunkowanych na uwalnianie lub dziatanie MP. Mikropecherzyki, ktore
obejmuja mikroczastki 1 egzosomy, stuza jako ,,no$nik” lub transporter, ktoéry przenosi
czasteczki regulatorowe miedzy komoérkami w stanach fizjologicznych 1 patologicznych,
a zatem odgrywa kluczowa role w zakrzepicy, zapaleniu, angiogenezie i dysfunkcji
naczyniowej, ktora wplywa na rokowanie w réznych zaburzeniach hematologicznych. Stan
nadkrzepliwo$ci zwigzany z zaburzeniami hematologicznymi moze by¢ czgsciowo
uzalezniony od wzrostu catkowitej liczby MP. Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe sa réwniez
zaangazowane w procesy angiogenne, ktore moga odgrywa¢ znaczaca rol¢ w komunikacji
mikrosrodowiska szpiku kostnego i moga wptywaé na przezycie badz apoptoze komorek
w odlegtych narzadach, takich jak $ledziona i watroba w nowotworach hematologicznych. Te

mikropecherzyki wptywaja rOwniez na procesy przerzutowe i rozwoj opornosci wielolekowe;.

Biorac pod uwage ztozono$¢ funkcji, jaka moga odgrywaé mikroczastki, nadal pozostaje
kwestia sporng, czy sa one przyczyna czy konsekwencja, aktywnymi czy biernymi
uczestnikami. Niemniej jednak mikroczastki pelnigce rolge niezwyklych ,,czujnikow”
biologicznych s3 bardzo atrakcyjnymi obiektami badawczymi, ktéore moga znalezé

zastosowanie w spersonalizowanych strategiach terapeutycznych.
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6. WNIOSKI

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

Choroby rozrostowe krwi stymulujag uwalnianie mikroczastek z komoérek krwi
1 $rodblonka.

Liczba uwalnianych mikroczastek w chorobach rozrostowych zalezy migdzy innymi od
liczby komorek krwi w osoczu.

W chorobach rozrostowych krwi najwig¢cej mikroczastek jest uwalnianych z komorek,
ktorych dotyczy rozrost nowotworowy.

Choroby rozrostowe krwi takie jak czerwienica prawdziwa, nadptytkowos$¢ samoistna,
przewlekta biataczka limfocytowa, ostra biataczka mieloblastyczna 1 szpiczak mnogi

indukujg zaburzenia uktadu hemostazy.
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7. STRESZCZENIE
7.1. WSTEP

Mikroczastki bton komérkowych to kuliste, mate struktury uwalniane z bton biologicznych
wielu rodzajow komoérek pod wptywem czynnikéw fizjologicznych jak i patologicznych.
Mikroczastki maja wielko$¢ ok. 0,1-1,0 pum i s3 zbudowane z fragmentéw komorek
macierzystych zawierajacych biatka blonowe oraz czg$¢ zawarto$ci cytoplazmatycznej
1 jadrowej. Mikroczastki nie maja jadra komdrkowego, ale na swojej powierzchni posiadajg
antygeny charakterystyczne dla komorek, z ktoérych powstaly. W zwigzku z rdézng
aktywnos$cig mikroczastek bton komoérkowych 1 ich podwyzszonym stezeniem w przebiegu
wielu chorob, wydaje si¢, ze mikroczastki mogg miec istotny potencjal diagnostyczny, jak
réwniez badanie ich liczby moze by¢ wykorzystywane w celu monitorowania stanu pacjenta.
Celem pracy byto okreslenie liczby mikroczastek pochodzacych z komorek krwi 1 §rédblonka
oraz ich korelacji z wybranymi markerami uktadu hemostazy u pacjentdéw z wybranymi

chorobami rozrostowymi uktadu krwiotwoérczego przed rozpoczeciem leczenia.
7.2. MATERIAL I METODY

Materialem do badan byta krew Zylna pobrana w dniu przyjecia pacjentow do Kliniki
Hematologii Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku. Wykonane zostaly oznaczenia
morfologii krwi obwodowej, analiza parametréw uktadu hemostazy (PT, APTT, stezenie
fibrynogenu oraz D-dimeréw, PAP, TAT, F1+2) oraz okre$lenie liczby mikroczastek
pochodzacych z komorek krwi i $rodblonka. Wyodrgbnionych zostalo 5 grup badanych.
Pigédziesieciu szesciu (56) pacjentéw podzielono zgodnie z rozpoznaniem choroby: pacjenci
z PV (n=12), ET (n=10), CLL (n=17), AML (n=11), MM (n=6). Morfologi¢ krwi obwodowe;j
oznaczano przy uzyciu automatycznego analizatora hematologicznego. PT, APTT , stezenie
fibrynogenu oraz D-dimeréw oznaczono przy uzyciu automatycznych analizatorow.
Oznaczenie kompleksow TAT, PAP i F14+2 oznaczono z zastosowaniem testow ELISA
Liczba MP pochodzenia ptytkowego, leukocytarnego, erytrocytarnego oraz srédbtonkowego
mierzona byla metoda fluorescencji bezposredniej z wykorzystaniem cytometru
przeptywowego z  zastosowaniem  specyficznych — przeciwcial =~ monoklonalnych
charakterystycznych dla poszczegdlnych rodzajow mikroczastek: anty-CD42b dla PMP, anty-
CD45 dla LMP, anty-CD235 dla ErMP oraz anty-CD144 dla EndMP.

45



7.3. WYNIKI

Odnotowano istotne statystycznie wydluzenie czasu PT w przebiegu ET oraz AML a takze
APTT w przebiegu PV 1 AML. Stezenie fibrynogenu bylo znamiennie statystycznie wyzsze
u pacjentow chorych na PV oraz CLL. Istotny statystycznie wzrost stezenia D-dimerow
zaobserwowano w grupach badanych z PV, CLL, AML oraz MM. Stezenie kompleksow TAT
bylo wigksze u chorych z rozpoznaniem PV oraz ET, stezenie PAP byto podwyzszone
u chorych na PV, CLL, MM a stgzenie F1+2 bylo nizsze niz w grupie kontrolnej w przebiegu
ET oraz AML. We wszystkich badanych jednostkach chorobowych wykazano istotny
statystycznie wzrost ilo§ci wszystkich badanych typoéw mikroczastek w odniesieniu do grupy
kontrolnej. W przypadku PV obserwowano znacznie zwigkszong ilos¢ ErMP, natomiast
w ET stwierdzono dominujagcy wzrost PMP w stosunku do pozostatych populacji
mikroczastek. W grupach CLL, AML oraz MM zaobserwowano wzrost mikroczastek
pochodzacych ze wszystkich badanych komorek, przy czym najwigkszy odsetek procentowy
stanowily ErMP. Analiza korelacji wykazata, ze w przebiegu PV wzrost calkowitej liczby
mikroczastek koreluje z wydluzeniem APTT 1 z obnizeniem st¢zenia fibrynogenu.
W przypadku ET wraz ze wzrostem liczby MP zauwazalne bylo skrécenie APTT i wzrost
stezenia D-dimeréw. W przebiegu CLL widoczna byla silna korelacja pozytywna liczby
mikroczastek i wydhuzenia PT. Zaboserwowano dodatnig korelacj¢ liczby EndMP i PT oraz
ujemng korelacje EndMP 1 stezenia fibrynogenu Zaobserwowano dodatnig korelacje migdzy
liczbg PMP a PCT. Zaobserwowano istotne statystycznie dodatnie korelacje migdzy PMP
a PLT u pacjentdow z rozpoznaniem PV oraz ET. W przypadku zaleznosci LMP i WBC,
widoczna jest dodatnia korelacja w PV i1 ujemna korelacja w przebiegu MM. Widoczna jest
dodatnia korelacja PLT i PMP (r=0,59, p<0,05). Widoczna jest dodatnia korelacja miedzy
zsumowang liczbg MP a catkowitg liczbg wszystkich komorek krwi (r=0,88, p<0,05).

7.4. WNIOSKI

Choroby rozrostowe krwi stymulujg uwalnianie mikroczastek z komoérek krwi i srédbtonka.
Liczba uwalnianych mikroczastek w chorobach rozrostowych zalezy migdzy innymi od liczby
komorek krwi w osoczu. W chorobach rozrostowych krwi najwigcej mikroczastek jest
uwalnianych z komorek, ktorych dotyczy rozrost nowotworowy. Choroby rozrostowe krwi

indukujg zaburzenia uktadu hemostazy.
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SUMMARY
7.1. INTRODUCTION

Cell membrane microparticles are spherical, small structures released from biological
membranes of many types of cells under the influence of physiological and pathological
factors. The microparticles are about 0.1-1.0 pm in size and are composed of fragments of
stem cells containing membrane proteins and part of the cytoplasmic and nuclear content.
Microparticles do not have a cell nucleus, but on their surface they have antigens
characteristic of the cells of origin. Due to the different activity of cell membrane
microparticles and their increased concentration in the course of many diseases, it seems that
microparticles may have a significant diagnostic potential, and the examination of their
number may be used to monitor the patient's condition. The aim of the study was to determine
the number of microparticles derived from blood and endothelial cells and their correlation
with selected markers of the haemostatic system in patients with selected haematopoietic

malignancies before treatment.
7.2. MATERIAL AND METHODS

The material for the research was venous blood collected on the day of admission of patients
to the Department of Hematology of the Medical University in Biatystok. Peripheral blood
counts, analysis of hemostatic system parameters (PT, APTT, concentration of fibrinogen,
D-dimers, PAP, TAT and F1+2) and determination of the number of microparticles from
blood cells and endothelium were performed. Five groups of respondents were distinguished.
Fifty-six (56) patients were classified according to disease diagnosis: patients with PV (n =
12), ET (n = 10), CLL (n = 17), AML (n = 11), MM (n = 6). Blood morphology was
measured using an automatic hematology analyzer. PT, APTT, concentration of fibrinogen
and D-dimers were determined using automatic analyzers. Determination of the TAT, PAP
and F1+2 complexes was determined using ELISA tests. The number of MPs of platelet,
leukocyte, erythrocyte and endothelial origin was measured by direct fluorescence using
a flow cytometer using specific monoclonal antibodies characteristic for individual types of
microparticles: anti-CD42b for PMP, anti-CD45 for LMP, anti-CD235 for ErMP and anti-
CD144 for EndMP.

7.3. RESULTS
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There was a statistically significant increase in PT in the course of ET and AML, as well as in
APTT in the course of PV and AML. The concentration of fibrinogen was statistically
significantly higher in patients with PV and CLL. A statistically significant increase in the
concentration of D-dimers was observed in the groups of subjects with PV, CLL, AML and
MM. The concentration of TAT complexes was higher in patients diagnosed with PV and ET,
the concentration of PAP was increased in patients with PV, CLL, MM, and the concentration
of F1+2 was lower than in the control group in the course of ET and AML. In all investigated
diseases, a statistically significant increase in the amount of all investigated types of
microparticles in relation to the control group was demonstrated. In the case of PV,
a significantly increased amount of ErMP was observed, while in ET, a dominant increase in
PMP was found in relation to the remaining populations of microparticles. In CLL, AML and
MM groups, an increase in microparticles from all tested cells was observed, with ErMP
constituting the highest percentage. Correlation analysis showed that in the course of PV,
an increase in the total number of microparticles correlates with an increase in APTT and
a decrease in fibrinogen concentration. In the case of ET, along with the increase in the
number of MPs, a shortening of APTT and an increase in D-dimer concentration were
noticeable. There was a strong positive correlation between the number of microparticles and
PT elongation in the course of CLL. A positive correlation between the number of EndMP
and PT was observed, and a negative correlation between EndMP and the concentration
of fibrinogen. A positive correlation was observed between the number of PMP and PCT.
Statistically significant positive correlations between PMP and PLT were observed in patients
diagnosed with PV and ET. In the case of the relationship between LMP and WBC, there is
a positive correlation in PV and a negative correlation in the course of MM. There is
a positive correlation between PLT and PMP (r = 0.59, p <0.05). There is a positive
correlation between the number of MPs and the total number of all blood cells (r = 0.88, p
<0.05).

7.4. CONCLUSIONS

Haematological malignances stimulate the release of microparticles from blood cells and
endothelium. The number of microparticles released in proliferative diseases may depend on
the number of blood cells in the plasma. In haematological malignances, most microparticles
are released from cells affected by neoplastic growth. Haematological malignances induce
disturbances in the hemostatic system.
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