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1. Imie i nazwisko: Tomasz Rusak

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytuly pracy magisterskiej/rozprawy doktorskiej.

2000 .

2004 r.

Dyplom magistra chemii, Wydziat Biologiczno-Chemiczny, Uniwersytet w
Biatymstoku. Tytul pracy magisterskiej: ,,Synteza inhibitoréw plazminy o
strukturze peptydowe;j”.

Dyplom doktora nauk medycznych, Wydzial Farmaceutyczny z Oddziatem
Medycyny Laboratoryjnej, Akademia Medyczna w Bialymstoku (obecnie
Uniwersytet  Medyczny). Temat rozprawy doktorskiej: ,,Poszukiwanie
mechanizmu(oéw) oddziatywania nadtlenoazotynu na ptytki krwi”. (promotor: dr
hab. Marian Tomasiak)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.
UNIWERSYTET MEDYCZNY W BIALYMSTOKU
1.10.2000r. - 1.10.2008 r.  Asystent w Zaktadzie Chemii Fizycznej = Akademii

Medycznej/Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

1.10.2008 r. - obecnie Adiunkt w Zakltadzie Chemii Fizycznej Uniwersytetu

Medycznego w Biatymstoku

4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.

U. nr 65,

poz. 595 ze zm.):

A) tytul osiagniecia naukowego:

Zgodnie z trescig ww. ustawy osiggnieciem naukowym jest cykl powigzanych tematycznie

prac, objetych wspdlnym tytutem:

»Kinetyka procesu obkurczania skrzepu. Rola plytek krwi oraz reaktywnych form tlenu

i azotu”.

Laczny Impact Factor ISI: 17.261; punktacja MNiSW: 150.

B) Wykaz publikacji stanowigcych osiagniecie naukowe (autor/autorzy, tytul/tytuly

publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa):

1. Misztal T, Rusak T, Tomasiak M. Peroxynitrite may affect clot retraction in human blood

through

the inhibition of platelet mitochondrial energy production. Thrombosis

Research 2014; 133(3):402-411.
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Impact Factor ISI: 2.447; punktacja MNiSW: 25

Moj wklad: udzial w opracowaniu koncepcji pracy, wykonanie czesci oznaczen, analiza
statystyczna, opracowanie wynikow i dyskusja nad wynikami, przygotowanie i edycja
manuskryptu. Udzial procentowy: 55 %.

2. Misztal T, Rusak T, Branska-Januszewska J, Ostrowska H, Tomasiak M. Peroxynitrite
may affect fibrinolysis via the reduction of platelet-related fibrinolysis resistance and
alteration of clot structure. Free Radical Biology & Medicine 2015; 89:533-547.

Impact factor ISI: 5.784; punktacja MNiSW: 40
MOoj wklad: udzial w opracowaniu koncepcji pracy, wykonanie czesci oznaczen, analiza i
interpretacja wynikow, edycja manuskryptu. Udzial procentowy: 45%.

3. Misztal T, Rusak T, Tomasiak M. Clinically relevant HOCI concentrations reduce clot
retraction rate via the inhibition of energy production in platelet mitochondria. Free Radical
Research 2014; 48(12):1443-1453.

Impact factor ISI: 2.976; punktacja MNiSW: 25

Moj wklad: wykonanie oznaczen, analiza i interpretacja wynikow, przygotowanie i edycja
manuskryptu. Udzial procentowy: 45 %.

4. Rusak T, Ciborowski M, Uchimiak-Owieczko A, Piszcz J, Radziwon P, Tomasiak M.
Evaluation of hemostatic balance in blood from patients with polycythemia vera by means of
thromboelastography: The effect of isovolemic erythrocytapheresis. Platelets 2012;
23(6):455-462.

Impact factor ISI: 2.240; punktacja MNiSW: 20

Moj wkitad: opracowanie koncepcji badan, zabezpieczenie i przygotowanie probek krwi do
analizy, wykonanie oznaczen, opracowanie i interpretacja wynikow analiz statystycznych,
opracowanie i analiza wynikow, zebranie pismiennictwa, przygotowanie i edycja
manuskryptu. Udzial procentowy: 85%.

5. Rusak T, Piszcz J, Misztal T, Branska-Januszewska J, Tomasiak M. Platelet-related
fibrinolysis resistance in patients suffering from PV. Impact of clot retraction and isovolemic
erythrocytapheresis. Thrombosis Research 2014; 134(1):192-198.

Impact factor I1SI: 2.447; punktacja MNiISW: 25

Moj wkiad: opracowanie koncepcji i planu pracy, zabezpieczenie i przygotowanie probek
krwi do analizy, wykonanie oznaczen (badania kinetyki retrakcji i fibrynolizy),
interpretacia wynikow analiz statystycznych, opracowanie wynikow i dyskusja nad
wynikami, zebranie pismiennictwa, przygotowanie i edycja manuskryptu. Udzial
procentowy: 80%.
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6. Rusak T, Misztal T, Rusak M, Branska-Januszewska J, Tomasiak M. Involvement of
hyperglycemia in the development of platelet procoagulant response: the role of aldose
reductase and platelet swelling. Blood Coagulation & Fibrinolysis, 2017, 28(6):443-451.

Impact factor ISI: 1.367; punktacja MNiSW: 15
Moj wklad: zaprojektowanie planu badan oraz eksperymentow, zabezpieczenie |
przygotowanie probek krwi do analizy, wykonanie wigkszosci ozmnaczen, analiza i
interpretacja wynikow, przygotowanie rycin i tabel, przygotowanie i edycja manuskryptu,
autor korespondencyjny. Udzial procentowy 85%.

C) omowienie celu naukowego ww. prac i osiaggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

Moje zainteresowania naukowe od poczatku kariery zawodowej dotyczyly ptytek krwi
oraz ich roli w generowaniu odpowiedzi prokoagulacyjnej i wytworzeniu skrzepu. Ptytki krwi
s3 najmniejszymi elementami morfotycznymi krazacymi we krwi. Nalezg one do komorek
pobudliwych i przez caly okres swojego zycia pozostaja w statej gotowosci do odpowiedzi
(agregacja, adhezja, sekrecja, odpowiedZz prokoagulacyjna) majacych na celu utrzymac
hemostaze (1). Nazwa ,hemostaza” okresla si¢ szereg mechanizméw majacych na celu z
jednej strony zapobiega¢ utracie krwi, a z drugiej zapewni¢ utrzymanie cigglosci jej
przeptywu. W normalnych warunkach aktywacje plytek krwi ograniczaja komorki
srodbtonka, ktére stale produkujg substancje hamujace agregacje 1 adhezje tych komorek.
W wyniku uszkodzenia $rédblonka odstonigciu ulegaja biatka bgdace stymulatorami ptytek
(np. kolagen), a lokalne st¢zenie inhibitorow aktywacji ptytek ulega obnizeniu. Pod wptywem
kontaktu z swoistymi stymulatorami ptytki krwi ulegaja aktywacji, co przejawia si¢ ich
zmiang ksztattu. Przylegaja one (ulegaja adhezji) do miejsca uszkodzenia, a nastgpnie zlepiaja
si¢ z sobg (agregacja) prowadzac do powstania czopu plytkowego (2). Dodatkowo
odpowiedzialne sg one za uwalnianie szeregu substancji, ktoére biorg udzial w aktywacji
kolejnych ptytek badz uczestnicza w krzepnieciu krwi. Na powierzchni aktywowanych ptytek
pojawiaja  si¢  ujemnie  natadowane  fosfolipidy  (gléwnie  fosfatydyloseryna
| fosfatydyloetanoloamina), ktore stanowig powierzchni¢ katalityczng, na ktorej zachodzi
aktywacja osoczowych czynnikow krzepnigcia. Fosfolipidy te wykazuja zdolno$¢ do
tworzenia komplekséw z czynnikami krzepniecia: 1Xa-VIlla-X (kompleks tenazy) i Va-Xa

(kompleks protrombinazy). W efekcie finalnym dochodzi do powstawania trombiny
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odpowiadajacej za przeksztalcenie osoczowego fibrynogenu w sie¢ przestrzenng fibryny,
ktora stabilizuje powstaty czop ptytkowy (3, 4). Przyjmuje si¢, ze proces krzepnigcia na
powierzchni aktywowanych ptytek zachodzi 150-300 tys. razy szybciej, niz w fazie ptynnej
osocza (5, 6). Tak szybka i miejscowa aktywacja umozliwia lokalizacj¢ procesu krzepnigcia
tylko do miejsca uszkodzenia naczynia, co przyczynia si¢ do zatrzymania krwawienia.
Powstajacy w $wietle naczynia skrzep moze jednak utrudnia¢ przeptyw krwi prowadzac do
niedotlenienia tkanek. Dlatego powinien by¢ on odpowiednio przemodelowany. Zasadniczg
role pelnig tutaj procesy retrakcji (obkurczania skrzepu) i fibrynolizy (rozpuszczania
powstatego skrzepu) (4, 7, 8). Obkurczenie skrzepu znacznie Zmniejsza ryzyko wystapienia
burzliwego przeptywu krwi i wysokich warto$ci napr¢zen $cinajgcych (ang. shear stress),
ktére moga prowadzi¢ do spontanicznej aktywacji kolejnych naplywajacych wraz z
strumieniem krwi ptytek (7, 9). W takich warunkach znacznie czg¢sciej dochodzi do powiktan
zakrzepowo-zatorowych prowadzacych m.in.: do =zawalu mig$nia sercowego, udaru
niedokrwiennego mozgu czy zakrzepicy zyt glebokich. Zatem powstanie i obkurczanie
gestego skrzepu fibrynowo-ptytkowego mozna traktowaé¢ jako jeden z mechanizmow
limitujacych stopien rozrostu skrzepu, ograniczajacy niekontrolowana (patologiczng)
odpowiedz zakrzepowa. Dodatkowo obkurczony skrzep silniej przywiera do $ciany naczynia,
CO zapobiega jego odrywaniu przez prad krwi, a tym samym ogranicza ryzyko embolizacji
mniejszych naczyn krwionosnych przez oderwane fragmenty skrzepu. Pomimo, ze zjawisko
retrakcji skrzepu opisano po raz pierwszy juz pod koniec XVIII w. (10), to do chwili obecnej
nie poznano wszystkich mechanizmoéw odpowiedzialnych za przebieg tego procesu.
Dotychczasowe badania retrakcji skrzepu ograniczaty si¢ gldéwnie do okreslenia koncowe;j
objetosci utworzonego skrzepu i/lub ilo$ci wycisnigtego osocza. Wazne jest jednak poznanie
doktadnej kinetyki obkurczania skrzepu, co pozwala na oznaczenie okresu anoksji
(niedotlenienia tkanek wywotanego zatrzymaniem przeptywu w zaczopowanym naczyniu).
Rozwdj 1 zastosowanie fotografii cyfrowej pozwalaja obecnie na rejestracj¢ zmian objgtosci
powstatego skrzepu w czasie. Dlatego tez w Zaktadzie Chemii Fizycznej UMB podjelismy
proby opracowania metod, ktore umozliwiajg doktadne okreslenie kinetyki retrakcji, zar6wno
we krwi pelnej, jak i w osoczu bogatoptytkowym, czy w ukladach o ustalonym skladzie

srodowiska. Tego typu badania pozwalajag nam na lepsze poznanie mechanizmu regulujacych
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proces obkurczania skrzepu. Pomiar Kkinetyki retrakcji umozliwia takze okreslenie czasu
niedokrwienia, wynikajgcego z zablokowania przeptywu krwi przez skrzep.

Gltéwny nurt prowadzonych przeze mnie badan, stanowigcych podstawe osiagnigcia
naukowego przedtozonego do oceny, koncertuje si¢ na roli plytek krwi w procesie
powstawania skrzepu, jego stabilizacji oraz kinetyki obkurczania i fibrynolizy. W wyniku
aktywacji krzepniecia, produkowana w duzych ilo$ciach trombina (na powierzchni
aktywowanych plytek) powoduje jednoczesne powstawanie sieci fibrynowej i zmiang
konformacji ptytkowych receptorow GP IIb/Illa, ktore wigzac si¢ z fibrynogenem posrednicza
w przekazywaniu sity kurczliwej od aktomiozyny plytkowej do sieci fibrynowej lub
kolejnych phytek krwi (3, 4). Wiele uwagi poswiecitem tez reaktywnym formom tlenu i azotu,
ktore pelnig istotng rolg w patogenezie chordb uktadu sercowo-naczyniowego, i jak wykazano
w wielu badaniach in vitro moga one wptywa¢ na plytki krwi powodujgc zaburzenia
hemostazy. Wyjasnienie mechanizméw kontrolujacych proces obkurczenia skrzepu czy
zjawisk odpowiedzialnych za wlasciwosci mechaniczne utworzonego skrzepu moze miec
kluczowe znaczenie w profilaktyce i leczeniu incydentow zakrzepowych.

Wyniki dotychczas prowadzonych badan krzepnigcia wykazuja, ze pojawiajace si¢
mediatory stanu zapalnego powoduja aktywacj¢ uktadu krzepnigcia, wptywaja na ptytki krwi
i doprowadzaja do dysfunkcji §rodbtonka (utrata przeciwzakrzepowych i przeciwptytkowych
wlasciwosci, zwigkszona ekspresja czynnika tkankowego), a takze zmniejszajg aktywnos¢
fibrynolityczng. W$rdd substancji produkowanych przez aktywowane komorki stanu
zapalnego, ktore wykazujg takie dziatanie szczeg6lng role przypisuje si¢ reaktywnym formom
tlenu i azotu (11-13). Jedng z nich jest nadtlenoazotyn (ONOQO") powstajacy in vivo w reakcji
tlenku azotu (NO®) i anionorodnika ponadtlenkowego (O™). Diugotrwale infekcje bakteryjne
lub wirusowe mogg doprowadza¢ do wytworzenia duzych ilosci NO® i O, produkowanych
przez aktywowane komorki uktadu odpornosciowego. Opracowana i ustawiona przez mnie
metoda uzyskiwania ONOO", w stezeniach znacznie wyzszych niz komercyjnie dostepne
preparaty, umozliwila nam przeprowadzenie szeregu badan z wykorzystaniem tego zwigzku.
Jak przedstawiono w pracy nr 1 z cyklu publikacji (“Peroxynitrite may affect clot retraction
in human blood through the inhibition of platelet mitochondrial energy production” Thromb
Res. 2014; 133(3):402-411) w stezeniach bliskim tym jakie mogag pojawia¢ si¢ w warunkach

fizjologicznych, ONOO™ w sposob zalezny od stezenia, powodowal zmniejszenie szybkoSci
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obkurczania skrzepu. Zaobserwowano, ze efekt dzialania ONOO™ zwigzany byt z sktadem
srodowiska, w jakim ten zwigzek dziatal. Najbardziej widoczne bylo to w $rodowisku
sztucznym, gdzie obecne sg jedynie ptytki krwi i fibrynogen (ICs50=25 nM), podczas gdy
w osoczu bogatoptytkowym (ICs0=75 uM) czy we krwi pelnej (IC50=120 pM) dziatanie
hamujace obserwowano dopiero przy znacznie wyzszych stezeniach. Przypuszczalnie wynika
to z wysokiej reaktywnos$ci tego zwigzku i potencjalne zwigkszenie substratow/celow
dziatania ONOO" ogranicza jego dziatanie na plytki krwi i szybko$¢ retrakcji. O znaczacym
udziale dziatania nadtlenoazotynu na ptytki §wiadczg tez wyniki badan, w ktorych wykazano
hamujace dziatanie nadtleazotynu na polimeryzacj¢ fibryny w st¢zeniach znacznie wyzszych
(>300 uM), niz te ktore wptywaty na szybkos$¢ obkurczania skrzepoéw (14). Zarowno moje
wczesniejsze badania (15), jak 1 wyniki zaprezentowane W omawianej pracy wykazaty, ze
nadtlenoazotyn moze wptywaé na metabolizm energetyczny ptytek krwi. Retrakcja skrzepu
jest bowiem procesem wymagajacym duzych nakladow energetycznych, gdzie dostepnosé
ATP jest kluczowa dla skurczu aktomiozyny plytkowej (16). Wykazano, ze zaréwno
w obecnosci ONOO, jak i inhibitorow fosforylacji oksydatywnej (m-chlorofenylohydrazon
cyjanku karbonylu — CCCP, czy KCN), w sposob zalezny od st¢zenia, dochodzi zarowno do
zmniejszenia produkcji energii w ptytkach, jak i hamowania retrakcji skrzepu. Podobne
wyniki uzyskano stosujac  cytochalazyne B, bedaca inhibitorem polimeryzacji
monomerycznej (globularnej) formy aktyny do postaci fibrylarnej. Skrzepy powstajace w
obecnos$ci tych zwigzkéw znacznie wolniej si¢ obkurczaty, co moglto wynika¢ z zmian w
strukturze przestrzennej skrzepoéw (14).

Hamujace dziatanie ONOO™ na retrakcje obserwowano zaréwno po dodaniu
natywnego preparatu (bolus), jak i 3-morfolinosydnoniminy (SIN-1) - zwigzku bedacego
jednoczesnym donorem NO® i O,°. W zatozeniu odzwierciedla to sytuacje in vivo, gdzie
produkowane przez aktywowane komorki stanu zapalnego O, i NO® reaguja ze soba tworzac
ONOQO'. Niewykluczone wigc, ze pojawiajacy si¢ lokalnie nadtlenoazotyn w warunkach
fizjologicznych, wplywajac na metabolizm energetyczny plytek bedzie doprowadzat do
zaburzen hemostazy (zwlaszcza retrakcji).

Dalsze badania przy uzyciu mikroskopii konfokalnej wykazaty, ze skrzepy powstajace
w obecnosci ONOQ', byly znacznie stabiej usieciowane, a tworzace je wtokna fibryny byty

grubsze niz w probach kontrolnych (,, Peroxynitrite may affect fibrinolysis via the reduction of
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platelet-related fibrinolysis resistance and alteration of clot structure” Free Rad. Biol. Med.
2015; 89:533-547). Wykazano, ze wraz z wzrostem stezenia nadtlenoazotynu (50-300 uM),
srednica wiokien fibryny wzrastata, a ich ilo$¢ przypadajacych na kazde 10 um skrzepu
ulegata obnizeniu. Znacznie stabiej usieciowione skrzepy nie tylko stabiej si¢ obkurczaty, ale
dodatkowo byty bardziej podatne na dziatanie czynnikow fibrynolitycznych. Wykazano, ze
wraz z wzrostem stezenia ONOQO™ wzrastala szybkos$¢ rozpuszczania skrzepow. Podobne
dziatanie wykazywaly wspomniane wczesniej inhibitory produkcji energii, czy tirofiban
bedacy antagonistg receptoréw ptytkowych GPIIb/IIIa. Zablokowanie receptorow ptytkowych
wigzacych si¢ =z fibrynogenem doprowadzato do zahamowania retrakcji skrzepu
I przy$pieszenia fibrynolizy. Pozwala to wysnu¢ wniosek, ze procesy retrakcji i fibrynolizy sa
z sobg powigzane i zahamowanie jednego z nich (retrakcji) skutkuje wzrostem szybkosci
drugiego (fibrynolizy). Nasze badania wykazaty, ze zwigkszenie szybkosci fibrynolizy moze
by¢ powigzane z hamowaniem ekspresji fosfatydyloseryny na aktywowanych ptytkach (17).
Obszary bogate w fosfatydyloseryng stanowia bowiem powierzchni¢ katalityczna, na ktorej
dochodzi do szybkiej syntezy trombiny. Wzrost stg¢zenia trombiny przyczynia si¢
powstawania gestych, bardziej usieciowanych skrzepéw, a w przypadku nizszych stgzen
trombiny powstajg grubsze widkna fibrynowe, ale znacznie stabiej usieciowane (18). Co
interesujgce nadtlenoazotyn dodany do osocza ubogoptytkowego (pozbawionego ptytek),
praktycznie nie wptywal na kinetyke fibrynolizy, a w wysokich stezeniach (~1 mM)
wykazywat dziatanie hamujace (17).

Podobne dziatanie na retrakcje skrzepu wykazuje kwas chlorowy (I) (HOCI), co
wykazano w pracy nr 3 wchodzacej w sktad omawianego cyklu (,,Clinically relevant HOCI
concentrations reduce clot retraction rate via the inhibition of energy production in platelet
mitochondria”. Free Rad. Res. 2014; 48(12):1443-1453). Aktywowane komorki stanu
zapalnego w wyniku kontaktu z patogenami doprowadzaja do powstania duzych ilosci
reaktywnych form tlenu. Obecna w ziarnisto$ciach neutrofili oraz w ziarnistosciach
monocytow i eozynofili mieloperoksydaza, przy wspotudziale H,O, utlenia jony chlorkowe
do HOCI (19), ktéory wplywajac na osoczowe czynniki krzepnigcia i plytki krwi, moze
doprowadza¢ do zaburzen hemostazy. Przez dhlugi czas uwazano, ze do zahamowania
odpowiedzi ptytek wymagane byty relatywnie wysokie stgzenia HOCI (milimolarne), podczas

gdy nasze badania wykazaly, ze zwigzek ten moze oddzialywaé na proces hemostazy
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w stezeniach bliskim tym jakie moga pojawiac si¢ in vivo. Wykazano, ze w sposob zalezny od
stezenia, zwigzek ten wptywal na zahamowanie retrakcji we krwi pelnej (IC5,=360 uM), PRP
(IC50=250 uM), jak i w s$rodowisku sztucznym zawierajacym phytki krwi i fibrynogen
(IC5,=100 nM HOCI). Prawdopodobnie nizsza podatnos¢ skrzepoéw na dziatanie HOCI we
krwi pelnej 1 w osoczu, wynika z obecnosci wigkszej ilosci celoéw/zwigzkdéw na ktore moze
dziata¢ ten utleniacz. Dodatkowo zaobserwowano, ze wraz z wzrostem stezenia HOCI
obnizeniu ulega calkowita zawarto§¢ ATP w plytkach krwi. Zatem hamowanie retrakcji
zwigzane moze by¢ z hamowaniem produkcji energii przez mitochondria plytkowe.
Wykazano, ze pod wplywem tego zwiazku (50 — 500 uM) dochodzi do ograniczenia poboru
tlenu przez ptytki, jak i zmniejszenia mitochondrialnego potencjatu blonowego. Zjawiska te
swiadczg o ograniczonej produkcji ATP na drodze fosforylacji oksydacyjnej, co przyczynia
si¢ do uposledzenia retrakcji skrzepu. Co interesujace, w przypadku dodania do
saponizowanych ptytek zewnetrznego Mg-ATP mozna znie§¢ hamujace dziatanie HOCI na
retrakcje skrzepu. Poniewaz HOCI wykazuje podobne dziatanie jak ONOO™ wykazano, ze
zwigzki te moga dziala¢ synergistycznie i do zahamowania retrakcji przy ich jednoczesnym
podaniu wymagane sg znacznie nizsze stezenia. Zwicksza to zatem prawdopodobienstwo, ze
zwigzki te moga przyczynia¢ si¢ do uposledzenia procesu retrakcji w warunkach
fizjologicznych (20).

W  warunkach fizjologicznych, gdzie aktywowane komorki stanu zapalnego
doprowadzaja do zwigkszonej produkcji reaktywnych form tlenu i azotu, nalezy oczekiwaé
zaburzen retrakcji. Taka sytuacja moze zachodzi¢ w astmie, gdzie permanentnie aktywowane
komorki stanu zapalnego mogg produkowaé: nadtlenek wodoru, tlenek azotu, nadtlenoazotyn
czy kwas chlorowy (I) (10, 21). Wyniki uzyskane przez zespdt badawczy, ktorego bylem
cztonkiem, wykazaty, ze u takich pacjentow obserwuje si¢ znacznie wolniejszg retrakcje.
Niewykluczone, ze kluczowa rolg odgrywaja tu zwigkszone stezenia ONOQO™ i HCIO, ktore
wplywaja na uposledzenie produkcji energii w mitochondriach plytkowych (22).
Spowolniona retrakcja oraz uposledzona fibrynoliza u pacjentéw z astmg moze przyczyniac
si¢ do dluzszego okresu utrzymywania si¢ wytworzonego skrzepu w $wietle naczynia
krwiono$nego (23) oraz stanowi¢ jeden z mechanizmoéw przyczyniajacych si¢ do
powstawania tromboembolizmu ptucnego (niedroznos¢ naczyn krwionosnych spowodowana

skrzeplinami) obserwowanego w patogenezie astmy. Wyniki badan na pacjentach z astma, nie



Tomasz Rusak/Autoreferat Zalacznik nr 2a

zostalty wiaczone do opisywanego zadania badawczego, ale stanowia potwierdzenie
0 praktycznym znaczeniu wpltywu reaktywnych form tlenu i azotu na retrakcje skrzepu
w warunkach fizjologicznych.

Waznym czynnikiem determinujacym kinetyke retrakcji skrzepu jest liczba elementéw
morfotycznych krwi. W trakcie badan na pacjentach z czerwienica prawdziwa (polycythemia
vera), gdzie obserwuje si¢ nadprodukcje wszystkich elementow morfotycznych krwi
wykorzystano tromboelastografi¢ (praca nr 4: ,Evaluation of hemostatic balance in blood
from patients with polycythemia vera by means of thromboelastography: The effect of
isovolemic erythrocytapheresis”. Platelets 2012; 23(6):455-462). Technika ta, w
przeciwienstwie do innych metod pomiaru koagulacji przeprowadzanych w osoczu, pozwala
na pomiar we krwi petnej oraz dostarcza informacji o udziale w powstawaniu skrzepu, nie
tylko osoczowych czynnikow krzepnigcia, ale takze i elementow morfotycznych krwi.
Dostarcza rowniez informacji o jakosci utworzonego skrzepu, jego stabilizacji i fibrynolizy w
czasie rzeczywistym (24). Badania przeprowadzone na znacznej grupie chorych (n=76) i 0sob
zdrowych (n=50) wykazaly, zwigkszong sklonnos$¢ do nadkrzepliwosci - zwlaszcza
U pacjentow z wyraznie podwyzszong liczbg ptytek krwi. Wieksza liczba plytek krwi
przektada si¢ na zwigkszong produkcje trombiny, na powierzchni aktywowanych krwinek, co
przektada si¢ na wzrost szybko$ci powstawania skrzepu i jego wigkszego usieciowania (4, 5,
25). Niewykluczone, ze rowniez erytrocyty moga odgrywaé istotng role w zwigkszonej
generacji trombiny (26). W podjetych badaniach podjatem wigc probe okreslenia czy redukcja
hematokrytu (zmniejszenie liczby krwinek czerwonych) wplywa na ograniczenie stanu
nadkrzepliwosci w tej grupie chorych. Wbrew oczekiwaniom erytroafereza (usunigcie czesci
erytrocytow) przyczynila si¢ do jeszcze szybszego powstawania skrzepéw o zwigkszonej
amplitudzie (nasilonej sile spdjnosci), co dodatkowo poglebiato juz istniejacy stan
nadkrzepliwosci. Dodatkowe badania na krwi osob zdrowych wykazaty, ze 10-20 %
rozcienczenie krwi za pomoca soli fizjologicznej (hemodylucja) takze powoduje wzrost
krzepliwosci krwi (zwigkszonej generacji trombiny) (25). Skrzepy powstajace w obecnosci
wyzszych stezen trombiny, utworzone s3 z cienkich widkien fibryny dos¢ gesto
usieciowanych. Natomiast niZsze stg¢zenia trombiny sprzyjaja powstawaniu wiokien
0 wigkszej $rednicy (18), przez co utworzony skrzep posiada w swej strukturze wigksze pory

(przez co jego struktura jest bardziej luzna), co potencjalnie utatwia dyfuzje czynnikow
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fibrynolitycznych do wng¢trza takiego skrzepu. W kolejnej pracy z omawianego cyklu
wykazano, ze istotnie u chorych na czerwienice (n=48) powstajg skrzepy charakteryzujace si¢
znacznie bardziej rozbudowang strukturag/architekturg niz u oséb zdrowych (praca nr 5:
,Platelet-related fibrinolysis resistance in patients suffering from PV. Impact of clot
retraction and isovolemic erythrocytapheresis”. Thromb. Res. 2014; 134(1): 192-198). Co
interesujace, objetos¢ tak powstatych skrzepéw po 40 minutach od inicjacji krzepnigcia byta
znacznie mniejsza, a szybkos¢ retrakcji byla wyraznie wigksza u pacjentow z czerwienica
W porownaniu do osoéb zdrowych (27). Wynika¢ to moze z zwigkszonej liczby elementow
morfotycznych u tych pacjentéw. Plytki krwi odpowiadaja bowiem za zdolnos$¢ skrzepu do
zmniejszenia jego objetosci. Prowadzone w tym okresie przez mnie badania wykazaly, ze
wraz z wzrostem liczby ptytek krwi skrzepy sa szybciej obkurczane, gdyz wzrasta wtedy
ptytkowa sita kurczliwos$ci. Poniewaz erytrocyty nie posiadajg aktomiozyny (28) ich rola
w retrakcji skrzepu jest ograniczona. Jednak znaczaca ilo$¢ takich komoérek uwigzionych
w strukturze skrzepu moglaby wplywaé na zdolnos¢ do jego obkurczenia. Aby ustali¢ rolg
erytrocytow w procesie retrakcji postanowiono wykorzysta¢ fakt, ze w terapii czerwienicy
prowadzi si¢ erytroafereze (automatyczng separacje i usunigcie Krwinek czerwonych).
Pacjentom po usunigciu erytrocytow podaje si¢ sol fizjologiczng, co prowadzi do
znormalizowania hematokrytu i ci$nienia tetniczego (29). Wykazano jednak, ze zabieg ten byt
mato efektywny w normalizacji przyspieszonej retrakcji. Potwierdzilo to zatem, Zze proces
obkurczania skrzepu jest silnie zalezny od krwinek plytkowych, gdyz ich liczba nie ulegata
istotnej zmianie w wyniku erytroaferezy (27).

Skrzepy, ktore ulegaly znacznie szybszej retrakcji okazaly si¢ by¢ mniej podatne
(bardziej oporne) na fibrynoliz¢. Moglo to wynika¢ zar6wno z nasilenia krzepnigcia, jak i
Z obecno$ci wyzszych stezen inhibitorow fibrynolizy w tej grupie chorych. W tym celu
przeprowadzono dodatkowe badania z wykorzystaniem czynnika tkankowego (TF, ang.
Tissue Factor). Wykazano, ze wraz z wzrostem stezenia TF we krwi (a tym samym i wigkszej
ilosci wygenerowanej trombiny) obserwuje si¢ wzrost szybkos$ci retrakcji, przy jednoczesnym
ograniczeniu fibrynolizy (27). Wyniki te jednoznacznie potwierdzaja, ze retrakcja jest
zjawiskiem warunkujacym czas utrzymywania si¢ skrzepu w §wietle naczynia krwiono$nego.
Ogranicza ona bowiem dostgp czynnikéw fibrynolitycznych do skrzepu, a tym samym

obkurczone skrzepy sa mniej podatne na rozpuszczanie. Powstajacy stan nadkrzepliwosci
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wynika zatem nie tylko z nasilenia/przyspieszenia krzepnigcia, ale moze by¢ takze
konsekwencja dluzszego utrzymywania si¢ skrzepéw w $wietle naczynia krwionosnego.
Badania przeprowadzone w tej pracy wskazuja, ze ograniczenie aktywacji ptytek przez
zastosowania lekow blokujacych receptory GPIIb/Illa ogranicza nasilong retrakcje¢ oraz
przyspiesza fibrynoliz¢. Powszechnie stosowana aspiryna jako lek ograniczajacy aktywacje
ptytek, okazata si¢ mato efektywna zarowno w normalizacji nasilonego krzepnigcia (25), jak
I retrakcji skrzepu (27). Obecnie prowadzone sg dalsze badania dotyczace zaburzonej retrakcji
U pacjentow z chorobami mieloproliferacyjnymi, z szczegdlnym uwzglednieniem interakcji
pomiedzy ptytkami krwi 1 leukocytami (rola komplekséw leukocytarno-ptytkowych
W powstawania i stabilizacji skrzepdéw), oraz pojawianiem si¢ mediatorow odpowiedzi
zapalnej. Uwzglednienie tych oddzialtywan moze pozwoli¢ na lepsze zrozumienie
mechanizmow regulujacych proces retrakcji w warunkach fizjologicznych, a takze przyczynic¢
si¢ do opracowania nowych metod zapobiegania powstawania incydentom zakrzepowym.
Wazny obszar moich zainteresowan naukowych stanowig rowniez zagadnienia
zwigzane z wptywem wielko$ci ptytek krwi na ich reaktywno$¢, w tym kinetyke procesu
krzepnigcia 1 retrakcji. W pracy nr 6, z przedstawionego cyklu (,,Involvement of
hyperglycemia in the development of platelet procoagulant response: the role of aldose
reductase and platelet swelling”. Blood Coagul Fibrinol 2017;28(6):443-451) wykazano, ze
w wyniku zwigkszenia stezenia glukozy (>10 mM glukozy) we krwi (hiperglikemia), moze
dochodzi¢ do wzrostu objetosci krwinek ptytkowych, a tym samym zwigkszenia ich
reaktywnosci. Przyczyng tego zjawiska moze by¢ obecna w plytkach reduktaza aldozowa,
ktora doprowadzajagc do wewnatrzptytkowej akumulacji sorbitolu wzmaga polimeryzacje
tubuliny (30). W nieaktywowanych ptytkach krwi zlokalizowane obwodowo wigzki
mikrotubuli odpowiadajg za utrzymanie ich dyskoidalnego ksztattu (1, 31, 32). W wyniku
aktywacji tych komoérek dochodzi do reorganizacji cytoszkieletu, co doprowadza do rozpadu
wigzek mikrotubuli i zmiany ksztaltu komoérki na kulisty z licznymi wypustkami. Tworzenie
wypustek mozliwe jest dzieki wzmozonej polimeryzacji tubuliny, gdy kolejne podjednostki
dobudowywane s3 do istniejacych mikrotubuli. Z danych literaturowych wynika, ze
w aktywowanych ptytkach ilo$¢ spolimeryzowanej tubuliny wzrasta ponad trzykrotnie, a jej
ilos¢ w plytkach olbrzymich jest znacznie podwyzszona (31, 32). W swoich badaniach

wykazatem, ze hiperglikemia nasilata proces polimeryzacji tubuliny, a po kilkugodzinnej
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ekspozycji ptytek na wysokie stezenia glukozy dochodzito do wzrostu ich objetosci (MPV —
mean platelet volume). Dotychczas uwazano, ze podwyzszone wartosci MPV w cukrzycy
wynikaty raczej z krotszego czasu zycia ptytek i wzmozonej trombopoezy (33). Mtode plytki
krwi charakteryzuja si¢ bowiem znacznie wigksza objgtoscia, a wraz z uplywem czasu
zmniejszaja swoja objetos¢. Badania przeprowadzone pod moim kierunkiem sugeruja, ze
réwniez przewlekla hiperglikemia moze przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia objgtosci ptytek.
W takich warunkach krwinki ptytkowe ulegaja znacznie latwiejszej aktywacji, nawet
W obecnosci nizszych stezen fizjologicznych aktywatorow. Moze to skutkowaé zaburzeniami
hemostazy, co jest widoczne u 0s6b z cukrzyca, gdzie obserwuje si¢ nasilenie krzepnigcia
I uposledzenie fibrynolizy. W swoich badaniach wykazalem, ze sztucznie wywolana
hiperglikemia przyczynia si¢ do powstawania stanu nadkrzepliwosci. W obecnosci
podwyzszonych stezen glukozy (10-50 mM) powstaja skrzepy o znacznie bardziej
rozbudowanej strukturze/elastycznos$ci, ktore znacznie wolniej si¢ obkurczaja. Co interesujace
zastosowanie inhibitoréw reduktazy aldozowej, badZz winkrystyny (zwigzku wigzacego si¢
Z tubuling, ktéry powoduje destabilizacje mikrotubuli) ograniczalo prokoagulacyjne dzialanie
glukozy, jak i wzrost objetosci krwinek ptytkowych w warunkach hiperglikemii (30). Moze to
stanowi¢ podstawe do opracowania nowej strategii leczenia i1 zapobiegania incydentom
zakrzepowym w hiperglikemii, jednak wymagane s3 dalsze badania celem ustalenia
doktadnych mechanizmoéw kontrolujacych te zjawiska.

W marcu 2017 w wspotpracy z Klinika Endokrynologii UMB zostaly podjete badania
na pacjentach z cukrzyca (pacjenci z hiperglikemia, jak 1 normoglikemig), gdzie skupiamy si¢
na ocenie kinetyki retrakcji skrzepu. Wstepne wyniki wskazuja, ze u osob z hiperglikemia
| podwyzszonymi parametrami MPV, objetos¢ powstatych skrzepow po 40 minutach jest
znacznie wigksza niz u 0s6b zdrowych, a proces retrakcji jest wyraznie spowolniony. Badania
eksperymentalne przeprowadzone na izolowanych ptytkach krwi wykazaty, ze w wyniku
wzrostu ich objetosci o 10% (m. in. indukowane hiperglikemia, aktywacja wymieniacza
Na'/H") obserwuje si¢ zmniejszong szybkos¢ retrakcji i wicksza amplitude (site) utworzonych
skrzepow w poréwnaniu do preparatow kontrolnych. Sugeruje to, ze kinetyka procesu
retrakcji zalezy nie tylko od liczby ptytek, ale takze i od wielko$ci tych komorek. Podjete
badania pozwolg ustali¢, czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy zwigkszong objetoscig krwinek

ptytkowych, a ich nasilong aktywacja 1 zmniejszong podatnoscig skrzepoéw na obkurczanie.
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Pozwoli to tez na lepsze zrozumienie mechanizmoéw dziatania wysokich stezen glukozy na

powstawanie zaburzen hemostazy, obserwowanych u pacjentdw z cukrzyca.
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5. Omowienie pozostalych osiagni¢é naukowo — badawczych.

A. Dane bibliometryczne.

Jestem autorem 21 publikacji naukowych (prac oryginalnych, w tym 11 prac jako
1lub 2 autor). Ponadto jestem wspotautorem 25 krajowych i zagranicznych doniesien
zjazdowych, ktorych streszczenia zostaly opublikowane w czasopismach lub materiatach
zjazdowych.

Laczny dorobek naukowy wynosi:
e Impact factor IF: 49,003
e Punkty wg MNiSW: 469
¢ Indeks Hirscha wg Web of Science: 7

e Liczba cytowan wg Web of Science: 110

B. Tematyka prac badawczych (nie wchodzacych w sklad osiagniecia wymienionego w
punkcie 4).

Od poczatku swojej kariery zawodowe] zwigzany jestem z Zaktadem Chemii
Fizycznej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku. Moj dorobek przed uzyskaniem

doktoratu obejmuje 2 prace doswiadczalne oraz 7 doniesien zjazdowych prezentowanych na
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zjazdach i1 konferencjach naukowych. Waznym obszarem moich badan w tym okresie byty
zagadnienia zwigzane z wplywem nadtlenoazotynu (ONOO") na ptytki krwi, ktéry w
uktadach biologicznych powstaje w wyniku spontanicznej reakcji tlenku azotu (*NO)
i anionorodnika ponadtlenkowego (O,"). Poniewaz w ostrych i przewlektych stanach
zapalnych czesto dochodzi do powstawania ONOO, przyjmuje si¢, ze jest on jednym z
glownych czynnikow stresu oksydacyjnego, powstajacym w uktadzie krazenia.
W poczatkowym okresie pracy zajalem si¢ opracowywaniem metody syntezy
nadtlenoazotynu, ktora pozwolita na uzyskanie preparatu o finalnym st¢zeniu (> 200 mM) —
znacznie wyzszym niz komercyjnie dostgpne produkty. Wykorzystanie otrzymanego zwiagzku
pozwolito na przeprowadzenie szeregu eksperymentow dotyczacych wplywu tego zwigzku na
ptytki krwi 1 ukltad krzepnigcia. Wynikiem ich byla rozprawa doktorska oraz prace
doswiadczalne i doniesienia zjazdowe (powstate takze i w latach nastgpnych, po uzyskaniu
stopnia doktora nauk medycznych). Wykazano, ze ONOQO’, jako niezwykle reaktywna
czasteczka, wptywal na wiele funkcji ptytek krwi, przy czym jego dziatanie bylo uzaleznione
od s$rodowiska, w ktorym zawieszone byly badane komorki [rozprawa doktorska, A3].
Zjednej strony zwigzek ten hamowal agregacje plytek, sekrecje substancji
wewnatrzptytkowych z ziarnistosci, aktywno$¢ prokoagulacyjna wywotywang naturalnymi
stymulatorami (np. kolagenem), czy powodowal zaburzenia w procesie produkcji energii
W mitochondriach plytkowych. Zahamowanie oddychania mitochondrialnego przy uzyciu
brokeréw transportu elektronow w tancuchu oddechowym, powoduje stymulacj¢ procesu
glikolizy. Zjawisko, to znane jako efekt Paustera, §wiadczy o powigzaniu funkcjonalnym
oddychania mitochondrialnego i glikolizy w ptytkach. Istotnie wykazano, ze ONOO"
W sposob zalezny od stezenia hamuje zuzywanie tlenu, a takze spadek aktywnos$ci oksydazy
cytochromowej i reduktazy NADH-ubichinon. Zwigkszona stymulacja glikolizy, przez ten
zwigzek nie bylo w stanie zrekompensowa¢ ubytku ATP normalnie produkowanego
W mitochondriach, co prowadzitlo do hamowania odpowiedzi ptytkowych. Z drugiej strony
byt on takze w stanie wywotywac¢ aktywacje¢ tych plytek krwi, zwlaszcza jesli komorki te byly
zawieszone w $rodowisku sztucznym, pozbawionym naturalnych antyoksydantow.
Wykazatem, ze ONOO™ oprdécz inicjowania agregacji ptytek, moze takze powodowac
powstawanie sygnatu wapniowego w tych komoérkach (naplyw jonow wapnia, ktory
powoduje aktywacje plytek poprzez oddziatywanie na wiele biatek efektorowych), czy
doprowadza¢ do ekspresji P-selektyny na powierzchni plytek, ktora uwazana jest jako miernik

aktywacji ptytek w badaniach z uzyciem cytometrii przeptywowej. W trakcie wspomnianych
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badan opracowalem i1 zoptymalizowatlem szereg technik badawczych (m.in. oznaczanie
wewnatrzkomorkowego stezenia jondw wapniowych i pH z wykorzystaniem znacznikow
fluorescencyjnych, pobdr tlenu przez zawiesing komorek za pomocg elektrody Clarka,
oznaczanie aktywno$ci enzymow mitochondrialnego tancucha oddechowego, pomiar
szybkosci glikolizy metoda enzymatyczna i z wykorzystaniem pH-statu) wykorzystywanych
do chwili obecnej w pracach badawczych realizowanych w Zaktadzie Chemii Fizycznej
UMB. Metoda uzyskiwania nadtlenoazotynu wykorzystywana byta przez caly okres mojej
pracy, co pozwolito mi w okresie poézniejszym przeprowadzi¢ jeszcze wiele eksperymentow,
w tym takze dotyczacych wplywu ONOO™ na proces stabilizacji powstalego skrzepu, jego
obkurczania i fibrynolizy, o czym jest mowa w czg$ci dotyczacej osiggniecia naukowego.

W tym okresie uczestniczylem takze w pracach zespolu okreslajacego wplyw tlenku
azotu 1 jego donoréw na funkcje ptytek krwi. Wykazano, ze donory tlenku azotu byly w stanie
hamowa¢ odpowiedzi ptytek krwi, w tym agregacje plytek i sekrecje z ziarnistosci.
W stezeniach, w ktérych donory NO ograniczaty uwalnianie substancji zmagazynowanych
w ziarnisto$ciach plytkowych, hamowaty takze pobor tlenu przez ptytki krwi i aktywnosé
oksydazy cytochromowej. Sugeruje to, ze proces sekrecji jest silnie zalezny od
mitochondrialnej produkcji energii i moze by¢ ograniczany przez NO, zwlaszcza na etapie
oksydazy cytochromowej [A2].

Zardwno przed doktoratem, jak i w okresie pdzniejszym bralem udzial w innych
pracach badawczych realizowanych w Zaktadzie Chemii Fizycznej UMB. Wiele uwagi
poswiecitem badaniom, w ktorych wykazano zalezno$¢ pomiedzy zwigkszong iloscig jonow
sodowych (Na") w cytosolu plytek, a aktywnoscia prokoagulacyjna ptytek. Prowadzone przez
szereg lat badania wykazaty, ze naptywowi jonéw Na® do wnetrza plytki towarzyszy naptyw
wody z srodowiska 1 wzrost objetosci komorki. Wykazano, ze wzrost aktywacji wymieniacza
Na'/H® (NHE) jest w stanie przyczyni¢ sic do wywolania odpowiedzi prokoagulacyjnej
ptytek  krwi. Aktywacji NHE towarzyszy powstawanie wykazujacych dziatanie
prokoagulacyjne - mikropecherzykéw (microvesicles) ptytkowych, dlatego tez zastosowanie
inhibitorow wymieniacza Na'/H" lub eliminacja jonéw sodu z $rodowiska, w ktérym
zawieszono ptytki doprowadza do zmniejszenia ilo$ci powstajacych mikropecherzykow [Al]
i ograniczenia odpowiedzi prokoagulacyjnej [Al, B1, B5]. Nasilenie odpowiedzi
prokoagulacyjnej ptytek osiggnigto poprzez zablokowanie Na'/K'-ATPazy, co moze mieé
istotne znaczenie praktyczne, gdyz stosowane w farmakoterapii leki ouabainopodobne sa

inhibitorami pompy sodowo-potasowej. Wykazano, ze zaréwno proscylarydyna, oubaina, jak
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i digoksyna, w sposob zalezny od stezenia i czasu dzialania, powoduja naptyw jonéw Na* do
cytosolu ptytek, co skutkuje wzrostem objetosci tych komoérek i1 zwigkszong ekspresja
fosfatydyloseryny na ich powierzchni [B1l, B2]. Doprowadza to do nasilenia odpowiedzi
prokoagulacyjnej, ktora jest silnie hamowana w przypadku braku jonoéw sodowych
w srodowisku, w ktorym zawieszono ptlytki lub zwigkszenia osmolarno$ci tego medium.
Przeprowadzone badania sugerujg, ze dhlugotrwata terapia inhibitorami pompy sodowo-
potasowe] moze przyczynia¢ si¢ do powstawania stanu nadkrzepliwosci u pacjentow
przyjmujacych tego typu leki.

Kolejny nurt badan odnosi si¢ do interakcji wielu lekéw z plytkami krwi. Oprocz
wspomnianych wezesniej glikozydow nasercowych wykazano, ze takze inne leki w wyniku
interakcji z ptytkami krwi moga przyczynia¢ si¢ do nasilenia odpowiedzi prokoagulacyjne;j.
Dziatanie takie wykazuja m.in.: cyklosporyna — hydrofobowy lek o silnych wiasciwosciach
immunosupresyjnych [B3] oraz chlorpromazyna — lek o dziataniu przeciwpsychotycznym,
ktore akumulujac si¢ w dwuwarstwie fosfolipidowej przyczyniaja si¢ do utraty asymetrii
blony. W nieaktywowanych  ptytkach, wykazujagca prokoagulacyjne  wihasciwosci
fosfatydyloseryna, zlokalizowana jest gldwnie w wewngtrznej czgsci dwuwarstwy, a dopiero
po aktywacji ptytek dochodzi do jej ekspresji na powierzchni komoérek. Leki te akumulujac
si¢. w blonie doprowadzaja do zaburzenia w rozmieszczeniu fosfolipidow, co moze
przyczynia¢ si¢ do wywotania odpowiedzi prokoagulacyjnej ptytek lub nasila¢ dziatanie
fizjologicznych stymulatorow ptytek. W nasilaniu odpowiedzi prokoagulacjnej przez takie
leki jak wazopresyna [B5], czy adrenaling kluczowg rol¢ przypisano aktywacji wymieniacza
Na'/H". Badania, z wykorzystaniem EIPA czy genisteiny wykazaty, ze nasilona odpowiedz
prokoagulacyjna ptytek wywotywane przez te leki byla wyraznie hamowane. Celem
zapobieganiu przykrym konsekwencjom nadkrzepliwosci realizowano takze badania lekami
hamujacymi funkcje ptytek. Wykazano, zZe tirofiban blokujacy plytkowe receptory GPIIbllla
moze przyczyniac si¢ do ograniczania odpowiedzi plytek (agregacja, sekrecja) indukowanych
przez stabe aktywatory, jak ADP. Jednak w przypadku trombiny okazal si¢ on stabym
inhibitorem odpowiedzi prokoagulacyjnej, co zmniejsza potencjalng uzytecznos¢ tego leku w
ograniczaniu stanu nadkrzepliwosci [B4]. Obiecujace wyniki uzyskano natomiast prowadzac
badania z substancjami, ktoére wykazuja inhibicyjne dziatanie w stosunku do akwaporyn
(kanatow btonowych uczestniczacych w transporcie wody). Niewykluczone, ze zablokowanie
naptywu wody do cytosolu ptytek moze stanowi¢ kluczowy czynnik w ograniczeniu

nadmiernej aktywacji plytek i stanowi¢ bedzie nowa strategi¢ zapobiegania powstawaniu
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incydentom zakrzepowym u o0s6b z nadkrzepliwos$cig. Badania dotyczace roli akwaporyn
w aktywacji plytek nadal sa przedmiotem mojego zainteresowania 1 wnioski z tych
doswiadczen w niedtugim czasie zostang opublikowane.

W wyniku nawigzaniu wspoélpracy z innymi jednostkami podjeto szereg badan
dotyczacych zaburzen hemostazy, czy funkcji ptytek. U pacjentéw z astmg obserwuje si¢
wyraznie spowolniong retrakcje, w poréwnaniu do oséb zdrowych, co moze wynikaé
z podwyzszonego stezenie NO w plucach (FEno). Wykazano, ze glikokortkosteroidy
stosowane w leczeniu astmy obnizajg stezenie tlenku azotu w wydychanym powietrzu, jednak
nie wplywa to istotnie na réznice w kinetyce retrakcji, pomiedzy pacjentami leczonymi
I nieleczonymi [B7]. Niewykluczone, ze réznice w kinetyce retrakcji pomiedzy pacjentami
Zastmg, a zdrowymi ochotnikami wynikaja z uposledzenia produkcji energii
w mitochondriach ptytkowych. Dodatkowo u takich pacjentow oprocz spowolnionej retrakcji
obserwuje si¢ tez wyraznie zahamowang fibrynoliz¢. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
skrzepy powstajace we krwi/osoczu pochodzacej od pacjentdw z astmg majg znacznie
bardziej usieciowang strukture. Zwiekszone stezenie czynnika XIII, stabilizujacego fibryne
oraz podwyzszony poziom inhibitora tkankowego aktywatora plazminogenu typu | (PAI-1)
powoduja, ze tak powstale skrzepy sa bardziej odporne na dzialanie czynnikéw
fibrynolitycznych [B9]. Spowolniona retrakcja i fibrynoliza moga przyczynia¢ si¢ do
dluzszego okresu utrzymywania si¢ wytworzonego skrzepu w $wietle naczynia
krwiono$nego, co w konsekwencji przyczynia si¢ do dluzszego okresu niedotlenienia tkanek.
W porownaniu do osob zdrowych, czas niezbedny do obkurczenia skrzepu o potowe jest
niemal dwukrotnie dluzszy u osob z astmg, co moze sprzyja¢ zwigkszonemu ryzyku
zatorowosci ptucnej w tej grupie chorych. Co interesujace przeprowadzone badania nie
wykazaly istotnych r6zni¢ w liczbie i reaktywnosci ptytek, ilosci fibrynogenu czy zdolnosci
do wytworzenia skrzepu pomiedzy chorymi na astme, a zdrowymi ochotnikami [B7, B9].

W ramach badan u pacjentow z czerwienicg prawdziwg, wykazano kluczowg role
wolnej] hemoglobiny (uwalnianej z uszkodzonych erytrocytow) w obnizeniu ilosci tlenku
azotu w S$wietle naczyn krwiono$nych. Poniewaz NO powoduje rozkurcz naczyn
krwionos$nych, to jego ograniczona produkcja wraz z zwigkszona iloscig elementow
morfotycznych krwi predysponuje osoby z czerwienicag do nadcis$nienia tetniczego, ktore
czesto wystepuje w tej grupie chorych [C1].
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