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Streszczenie

Przeprowadzone badanie miato na celu analize ochronnego
wptywu tlenku azotu na ptytki krwi. Badaniem objeto 15 pa-
cjentéw podzielonych losowo na dwie grupy. W grupie badanej
podawano tlenek azotu do uktadu oksygenatora w stezeniu
10 ppm. Grupa kontrolna byta poddana standardowej procedu-
rze. Wszystkim pacjentom pobierano krew w trzech punktach
czasowych: przed zabiegiem chirurgicznym, bezposrednio po
zakofczeniu zabiegu oraz po uptywie co najmniej 24 godzin
od operacji kardiochirurgicznej. Wykonano nastepujace bada-
nia: ASPI-test, ADP-test, morfologia oraz oznaczenie agrega-
téw monocytarno-ptytkowych — VASP-P, CD41a, CD42a, CD61
— metoda cytometrii przeptywowej. W przeprowadzonych do-
tychczas badaniach nie uwidoczniono istotnej statystycznie
réznicy badanych parametrow pomiedzy grupami.

Stowa kluczowe: tlenek azotu, krazenie pozaustrojowe.

Wstep

Operacje kardiochirurgiczne przeprowadzane z zasto-
sowaniem techniki krazenia pozaustrojowego sg bardzo
rozlegtymi procedurami medycznymi powigzanymi z rela-
tywnie duza utratg krwi zaréwno w trakcie zabiegu, jak
i w okresie pooperacyjnym. Procedury medyczne prowa-
dzace do ograniczenia ilosci przetaczanych preparatow
krwi maja istotny wptyw na przebieg leczenia pooperacyj-
nego, a przede wszystkim na szacunkowy czas zycia po
operacji [1]. W wielu badaniach klinicznych zauwaza sie
wyrazng korelacje pomiedzy czasem przezycia po zabie-
gach kardiochirurgicznych i iloscig utraconej krwi. Jednym
z istotniejszych elementéw decydujacych o utracie krwi
w przebiegu operacji kardiochirurgicznych jest uszkodzenie
ptytek krwi na sztucznych powierzchniach systemow kraze-

Abstract

The aim of the study was to evaluate the protective effects of
nitric oxide on platelets. The study included fifteen patients
divided into two random groups. In the test group nitric oxide
was added to the oxygenator at a concentration of 10 ppm.
The control group was subjected to the standard procedure.
In all patients, blood was sampled at three time points: before
surgery, immediately after surgery, and at least 24 hours after
cardiac surgery. The following tests were performed: ASPI test,
ADP test, morphology, indication of platelet monocyte aggre-
gates VASP-P, CD41a, CD42a, CD61 by flow cytometry. There
were no statistically significant differences between groups.
Key words: nitric oxide, cardiopulmonary bypass.

nia pozaustrojowego [2, 3]. Deficyt ten dotyczy parametréw
ilosciowych i jakosciowych, objawiajac sie znacznym upo-
Sledzeniem funkcji ptytek pomimo prawidtowych wartosci
w badaniu morfologii krwi. Przeprowadzone dotychczas
nieliczne badania wptywu tlenku azotu podawanego bez-
posrednio do uktadu pozaustrojowego natleniania krwi su-
geruja protekcyjny wptyw tego czynnika na funkcje ptytek
krwi [4-6].

Cel pracy

Celem pracy jest okreSlenie dziatania tlenku azotu po-
dawanego do uktadu natleniania pozaustrojowego w trak-
cie operacji na otwartym sercu — wymiany zastawki aor-
talnej. Operacje naprawcze wrodzonych i nabytych wad
serca przeprowadzane s3 z zastosowaniem krazenia po-
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zaustrojowego. W trakcie tych operacji krew jest w petni
heparynizowana tak, aby czas aktywowanego krzepniecia
wynosit powyzej 400 s, i poddawana hemodylucji w celu
obnizenia jej lepkosci. Podczas krazenia pozaustrojowego
krew przepompowywana jest wielokrotnie przez system
oksygenatora, ssakéw, pompe rolkowa i wymiennik ciepta.
Wszystkie te elementy sg istotnymi czynnikami uszkadza-
jacymi elementy morfotyczne krwi. Bardzo wrazliwe na
uszkodzenie w trakcie operacji kardiochirurgicznych sa
ptytki krwi odpowiedzialne za prawidtowe funkcjonowanie
uktadu krzepniecia i wynikajace z tego problemy z uzyska-
niem prawidtowej hemostazy po zabiegu. Tym samym jest
to potencjalnym czynnikiem ryzyka operacji kardiochirur-
gicznej. Dotychczas prowadzone badania wptywu tlenku
azotu na funkcje ptytek krwi opieraty sie na orientacyjnej
ocenie funkcji ptytek pacjentéw poddanych operacji. Ba-
dania te nie byty przeprowadzone z randomizacjg, a ich
wyniki jednoznaczne. W pismiennictwie mozna spotkac
zarbwno opracowania dokumentujace znaczacy wptyw, jak
i catkowicie negujace dziatanie tlenku azotu na ptytki krwi.
W badaniach autoréw niniejszej pracy podawano tlenek
azotu do uktadu oksygenatora w dawce terapeutycznej
przez czas trwania krazenia pozaustrojowego. Tlenek azotu
stosuje sie od 9 lat w leczeniu nadcisnienia ptucnego u dzie-
ci po korekcjach przeciekowych wad serca i do tej pory nie
zanotowano powiktafh zwigzanych z jego stosowaniem,
mogacych by¢ zagrozeniem dla zdrowia leczonych dzieci.
W uzupetnieniu do jego wptywu na czynnos¢ ptytek krwi,
ostatnie badania wskazuja, ze wziewnie podawany tlenek
azotu wptywa réwniez na funkcje krazacych leukocytow.
Z tego powodu jednym z celéw niniejszej pracy byto zbada-
nie tworzenia agregatow ptytek krwi i leukocytéw oraz eks-
presji receptoréw na powierzchni komérek podczas okresu
okotooperacyjnego. Prowadzone badania miaty pozwoli¢ na
zbadanie funkcji ptytek przy zastosowaniu najczulszych me-
tod, takich jak oznaczenie agregatow monocytarno-ptytko-
wych CD41, CD42b, CD61 metoda cytometrii przeptywowej
oraz za pomoca testéw ASPI (ang. arachidonic acid induced
aggregation) i ADP (ang. ADP-induced platelet aggregation).

Materiat i metody

Do badania wtaczono pacjentéw, ktérzy zostali zakwa-
lifikowani do operacji kardiochirurgicznej z powodu wady
serca i wyrazili zgode na udziat w badaniu, z wytaczeniem pa-
cjentéw ponizej 18. roku zycia, w stanie krytycznym, przyjmu-
jacych leki przeciwptytkowe lub biorgcych udziat w innym
programie lekowym. Pacjenci zostali poddani randomizacji

i podzieleni na 2 grupy: grupa badana liczyta 7 oséb, grupa
kontrolna — 8 0séb. Chorzy zostali poddani operacji kardio-
chirurgicznej w krazeniu pozaustrojowym z powodu wady
zastawki aortalnej (razem: 15 os6b). Pacjentom z grupy ba-
danej (n = 7) podczas krazenia pozaustrojowego podawa-
no dodatkowo tlenek azotu (NO) do uktadu oksygenatora
w dawce terapeutycznej 10 ppm. Grupe kontrolng stanowi-
to 8 pacjentéw poddanych operacji bez podawania tlenku
azotu w celu jednoznacznego okreslenia wptywu operacji
na funkcje ptytek. Za pomoca cytometrii przeptywowej oce-
niano funkcje ptytek krwi poprzez analize ekspresji CD41,
CD42a na ptytkach i leukocytach (tworzenie agregatow
leukocytarno-ptytkowych) w odpowiednich punktach cza-
sowych okresu leczenia: przed zabiegiem chirurgicznym (A),
bezposrednio po zakoficzeniu zabiegu (B) oraz po uptywie
co najmniej 24 godzin od operacji kardiochirurgicznej (C).
W kazdym z trzech badan krew pobierano zgodnie z usta-
lonym wczesniej protokotem: 2,6 ml krwi z R-hirudyna,
2 ml krwi do probéwki na EDTA, 2 ml krwi pobranej do pod-
toza z cytrynianiem sodowym. Ponadto badano zdolnosé
aktywacji ptytek — ich reaktywnos¢ [w tescie VASP-P (ang.
vasodilator stimulated phosphoprotein phosphorylation) —
poziom fosforylacji biatka VASP] wyrazone jako wskaznik
reaktywnosci ptytek (ang. platelet reactivity index — PRI).

Zastosowano nastepujacy zestaw przeciwciat do ozna-
czeh w metodzie cytometrii przeptywowej: CD42a FITC (BD
Biosciences), CD41a PerCP- Cy5.5 (BD Biosciences), VASP
(BioCytex, Francja), przeciwciata anty-1gG-FITC + anty-CD61-PE
(BioCytex, Francja).

Wyniki

Uzyskane zgodnie z przedstawionym powyzej proto-
kotem dane przeanalizowano testami statystycznymi (test
U Manna-Whitneya) i przedstawiono w postaci tabelarycz-
nej (tab. I-V).

W ASPI-tescie nie wykazano istotnych réznic pomiedzy
badanymi grupami (tab. I). Grupy charakteryzowaty sie bar-
dzo duzym rozrzutem wyjsciowych parametrow. Statystycz-
nie znamienne réznice wykazano jedynie w obrebie grup
pomiedzy danymi wyjsciowymi i pooperacyjnymi.

W ADP-tescie nie wykazano istotnych réznic pomiedzy
badanymi grupami (tab. Il). Grupy charakteryzowaty sie
bardzo duzym rozrzutem wyjsciowych parametréw. Sta-
tystycznie znamienne r6znice wykazano jedynie w obrebie
grup pomiedzy danymi wyjsciowymi i pooperacyjnymi.

W badaniu morfologicznym réwniez nie wykazano is-
totnych réznic pomiedzy badanymi grupami (tab. Ill). Sta-

Tab. I. Wyniki pomiaréw ASPI-testu (test statystyczny U Manna-Whitneya)

A B C
grupa badana 579 ¥399 384 £127 270 £30
grupa kontrolna 516 +348 441 +319 334 +87
p > 0,05 > 0,05 > 0,05

A — przed zabiegiem chirurgicznym
B — bezposrednio po zakonczeniu zabiegu
C - po uplywie 24 godz. od operacji kardiochirurgicznej
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Tab. II. Wyniki pomiaréw ADP-testu (test statystyczny U Manna-Whitneya)

A B C
grupa badana 589 £196 514 227 658 +453
grupa kontrolna 670 +238 547 +283 703 +304
p > 0,05 > 0,05 > 0,05
A — przed zabiegiem chirurgicznym
B - bezposrednio po zakonczeniu zabiegu
C - po uptywie 24 godz. od operacji kardiochirurgicznej
Tab. lll. Wyniki pomiaréw liczby ptytek krwi (test statystyczny U Manna-Whitneya)
A B C
grupa badana 237 000 +53 000 152 000 +79 000 183 000 +82 000
grupa kontrolna 282 000 +49 000 139 000 +47 000 167 000 +67 000
p > 0,05 > 0,05 > 0,05

A — przed zabiegiem chirurgicznym
B — bezposrednio po zakonczeniu zabiegu
C — po uptywie 24 godz. od operacji kardiochirurgicznej

tystycznie znamienne réznice wykazano jedynie w obrebie
grup pomiedzy danymi wyjsciowymi i pooperacyjnymi.

Nie wykazano istotnie statystycznej roznicy w zakresie
wspbétczynnika reaktywnosci ptytek pomiedzy grupa otrzy-
mujaca tlenek azotu a grupa operowanych bez podazy NO
w kazdym z trzech analizowanych punktéw czasowych
(tab. V).

Ekspresja wszystkich analizowanych antygenéw (CD61,
CD41 i CD42a) zmniejszyta sie w okresie B w poréwnaniu
z A i wykazywata tendencje do ,,normalizacji” ujawniong
w okresie C (tab. V). Analogiczne fluktuacje wykazaty obie
grupy — badana i kontrolna, jednak zmiany te nie byty isto-
tne statystyczne.

Dyskusja

Podczas krazenia pozaustrojowego zachodzi wiele
zmian funkcjonalnych w populacjach leukocytow i ptytek
krwi. Wzajemna interakcja pomiedzy leukocytami a ptyt-
kami krwi prowadzi do tworzenia heterogennych koagre-
gatéw i stanowi mechanizm wzmacniania lokalnej reakcji
zapalnej i uszkodzenia tkanek. Agregaty leukocytarno-ptyt-
kowe podtrzymuja miejscowy proces zapalny, aktywuja
leukocyty poprzez stymulowanie integryny i adhezji do ko-
morek endotelium.

CD41a jest molekuta adhezji ptytek i odpowiada za
tworzenie agregatéw leukocytarno-ptytkowych. CD42a (gli-
koproteina IX, GP9) znajduje sie na powierzchni ludzkich
ptytek krwi. Wspélnie z glikoproteing Ib (GP Ib) tworzy

Tab. IV. Wyniki pomiaréw cytometrycznych PRI [%] (VASP-P)

kompleks na btonie ptytek, ktéry funkcjonuje jako receptor
czynnika von Willebranda. Bierze udziat w przekazywaniu
sygnatu aktywujacego ptytki.

W pracy dokonano cytometrycznej analizy ekspre-
sji antygendéw zwigzanych z aktywacjg (CD4la i CD42a)
oraz funkcja ptytek (PRI — VASP-P). Nie stwierdzono réznic
w ekspresji badanych antygenéw pomiedzy grupa otrzy-
mujaca tlenek azotu a grupa operowanych bez podazy
tlenku azotu. Istnieja dane pozostajgce w sprzecznosci
z wynikami uzyskanymi przez autoréw niniejszej pracy;
wskazuja one, ze ekspresja antygenu CD41 (czynnik ad-
hezyjny ptytek) jest zmniejszona na leukocytach chorych
poddawanych przestowaniu naczyh wiehcowych, ze znacz-
nego stopnia uszkodzeniem funkcji lewej komory. W cy-
towanej pracy oceniono, czy podanie nitroprusydku sodu
miato dziatanie cytoprotekcyjne w czasie reperfuzji miesnia
sercowego. Badano ekspresje antygenu w materiale pobra-
nym z tetnicy promieniowej oraz zatoki wiencowej przed
reperfuzja i w jej trakcie. Stwierdzono zmniejszong ekspre-
sje antygenu CD41 u chorych, u ktérych podawano donor
tlenku azotu [1, 7].

Obserwowano zwiekszenie liczby monocytéw i gra-
nulocytéw we krwi wieficowej podczas reperfuzji oraz we
krwi obwodowej po zabiegu w poréwnaniu z pomiarami
dokonanymi przed kardioplegia. Dokonano takze analizy
markeréw przyczepnosci ptytek krwi i leukocytéw (CD162,
CD11b, CD18), stwierdzajac znamienne zaburzenia ekspresji
molekut adhezyjnych. Jednoczesnie nie stwierdzono zmian

A B C
grupa badana (n =7) 83,0 6,44 78,5 +8,56 82,5 +5,34 (n = 4)
grupa kontrolna (n = 8) 79,9 +5,16 82,2 3,95 82,143,95 (n=7)
p (test T) > 0,05 > 0,05 > 0,05

A — przed zabiegiem chirurgicznym

B — bezposrednio po zakoriczeniu zabiegu

C - po uptywie 24 godz. od operacji kardiochirurgicznej

PRI — wspotczynnik reaktywnosci ptytek (platelet reactivity index)
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Tab. V. Wyniki pomiaréw cytometrycznych — ptytki (CD61), CD41, CD42a

A (n=15)

B (n =14) C(n=12)

ptytki (CD61)

grupa badana 79,2 +10,49 59,6 +14,75 66,2 +14,88
grupa kontrolna 74,9 +9,66 55,2 +7,57 64,6 +13,09
p > 0,05 > 0,05 > 0,05

CD41

grupa badana 88,6 7,91 82,6 +16,8 87,7 12,55
grupa kontrolna 94,6 +0,83" 91,9 +2,85" 93 £3,27
p > 0,05* > 0,05* > 0,05
grupa badana 88,4 8,05 82,6 16,71 87,6 £12,5
grupa kontrolna 94,4 +1,53" 91,5 +2,41" 93,3 43,03
p > 0,05* > 0,05* > 0,05
grupa badana 88,3 +8,06 82,4 +16,67 87,5 +12,48
grupa kontrolna 94,4 +1,6" 91,2 2,387 92,9 +3,27
p > 0,05* > 0,05* > 0,05

A — przed zabiegiem chirurgicznym

B — bezposrednio po zakonczeniu zabiegu

C - po uptywie 24 godz. od operacji kardiochirurgicznej
* test U Manna-Whitneya

" mediana + odchylenie kwartylowe

w ekspresji markerow aktywacji ptytek (CD41a) przed za-
biegiem i po zabiegu [2]. Przeprowadzono takze analize
aktywacji ptytek podczas zabiegdw hemodiafiltracji, ktéra
wykazata, ze podanie donoru tlenku azotu nie powoduje
zmniejszenia stopnia aktywacji ptytek — nie stwierdzono
wiekszego odsetka agregatow ptytkowo-leukocytarnych
podczas dializoterapii [3].

Jednym z wazniejszych mechanizméw aktywacji ptytek
jest mechanizm ADP-zalezny. Zdolnos¢ aktywacji ptytek —
ich reaktywnos¢ — ocenia sie w tzw. tescie VASP-P (ang. va-
sodilator-stimulated phosphoprotein phophorylation assay)
jako poziom fosforylacji biatka VASP wyrazony wskazni-
kiem reaktywnosci ptytek. Uwaza sie, ze VASP bierze udziat
w formowaniu konglomeratéw ptytek z leukocytami. Z ko-
lei, jak wczesniej opisywano, agregaty ptytkowo-leukocy-
tarne podtrzymujg miejscowy proces zapalny, np. w wyniku
niedokrwienia i reperfuzji, przyczyniajac sie w znacznym
stopniu do pogtebiania procesu niszczenia tkanki [4]. Nie
stwierdzono zmian w zakresie odpowiedzi ptytek na akty-
wacje ADP w badanej grupie chorych.

W czasie korekcji skomplikowanych wad serca krew
poddawana jest hemodylucji i heparynizacji celem zmniej-
szenia jej lepkosci, a nastepnie cata jej objetos¢ przepom-
powywana jest nieustannie przez uktad oksygenatora,
pompy, wymiennika ciepta i uktadu drendéw. Istotnym czyn-
nikiem uszkadzajagcym elementy morfotyczne krwi jest
rowniez odsysanie krwi z pola operacyjnego przy uzyciu
ssaka podcisnieniowego i wprowadzenie jej ponownie do
uktadu ptucoserca. Pomimo znacznego postepu w tech-
nologii materiatéw, z ktérych wykonane sa powyzsze ele-
menty, ich powierzchnie daleko odbiegaja od wtasciwosci
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fizjologicznych $rédbtonka naczyf krwionosnych i jam
serca. Totez najbardziej podatne na uszkodzenie krwinki
ptytkowe ulegaja znacznemu uszkodzeniu w pierwszej ko-
lejnosci. W praktyce klinicznej, po dtugotrwatych zabiegach
w krazeniu pozaustrojowym, obserwuje sie przedtuzajace
sie krwawienia tkankowe mimo precyzyjnie wykonanej
hemostazy. W badaniach hematologicznych wystepuje
istotny spadek liczby krwinek ptytkowych w stosunku do
poziomu sprzed zabiegu. Zmusza to czesto do przetoczen
preparatéw krwiopochodnych: koncentratu krwinek czer-
wonych w celu zapewnienia prawidtowego utlenowania
tkanek, krwinek ptytkowych, swiezo mrozonego osocza,
krioprecypitatu, a w szczegblnych przypadkach takze wy-
branych czynnikéw krzepniecia. Przetoczenia te, pomijajac
ich koszt, stanowig réwniez istotny element immunizacji
ustroju, ktérej skutkéw, zwtaszcza odlegtych, nie jestesmy
w stanie przewidzie¢. Szereg dotychczas prowadzonych
badan wskazywato na ochronny wptyw tlenku azotu na
krwinki ptytkowe, w szczegblnosci poprawiajac ich odpor-
nos¢ na uszkodzenia w czasie kontaktu z niefizjologicz-
nymi powierzchniami. W przeprowadzonych badaniach
autorzy niniejszej pracy podawali tlenek azotu do uktadu
oksygenatora w dawce terapeutycznej przez czas trwania
krazenia pozaustrojowego.

Autorzy niniejszej pracy chcieli uzyska¢ odpowiedz na
szereg pytan, m.in.: czy podaz tlenku azotu istotnie wptynie
na liczbe krwinek ptytkowych po zabiegu w krazeniu poza-
ustrojowym, jakg wartosé efektywnosci wykaza krwinki
ptytkowe w tescie agregacji ptytek po zabiegu w krazeniu
pozaustrojowym z zastosowaniem tlenku azotu i bez jego
stosowania oraz jakie znaczenie w praktyce klinicznej
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bedzie miata podaz tlenku azotu w czasie zastosowa-
nia krazenia pozaustrojowego?

Whnioski

W przeprowadzonej analizie nie odnotowano istotnych
statystycznie r6znic pomiedzy grupa pacjentéw poddanych
dziataniu tlenku azotu i grupa kontrolng. Zaobserwowano
jedynie zmiany badanych parametréw przed- i pooperacyj-
nych. W Swietle przeprowadzonych badah pomimo braku
ich znamiennosci statystycznej wydaje sie, ze ekspresja
antygenéw Swiadczacych o aktywacji ptytek jest mniejsza
w grupie, w ktérej podawano tlenek azotu do oksygenatora.

Projekt finansowany z pracy statutowej nr KNW-1-178/09
Slgskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.
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