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PROCES SEKRECJI PLYTEK KRWI WYWOLANY
PROMIENIOWANIEM UVB

Badano w warunkach in vitro wplyw dwéch dawek promieniowania UVB (1,08 J/cm?
oraz 4,32 J/cm?) o niskiej mocy (1,2 mW/cm?) na sekrecj¢ nukleotydéw adeninowych
i biatka z plytek krwi oraz ekspresj¢ selektyny P, uwalnianej w procesie aktywacji, na
powierzchni blony piytkowej. Promieniowanie UVB w zakresie stosowanych dawek
powoduje uwalnianie nukleotydéw adeninowych z ziarnistosci o duzej gestosci elektronowej,
natomiast w niewielkim stopniu indukuje uwalnianie biatek z ziarnistoéci o plytek krwi
§wini. Stwierdzono réwniez, ze promieniowanie UVB obniza ekspresje selektyny P na
powierzchni plytek krwi cziowieka.

WSTEP

Ekspozycja komorek krwi na promieniowanie UV wiaze si¢ z wy-
stgpowaniem roznorodnych efektow biologicznych. W zaleznosci od dawki,
mocy i czasu ekspozycji, promieniowanie UV moze prowadzi¢ do degradacji
struktur komoérkowych (sieciowanie bialek, sieciowanie i utlenianie lipidow),
badz do modyfikacji ich aktywnosci biologicznej [4]. Wysokoenergetyczne
promieniowanie UV uszkadza przede wszystkim skladniki blony i jadra
komorkowego [1]. Promieniowanie UV o niskiej energii oddzialuje przede
wszystkim ze strukturami molekularnymi zwigzanymi z przekazywaniem
sygnalu komorkowego i moze modulowaé aktywno$¢ komorek [2].

Plytki krwi odpowiadaja na dzialanie agonistow zmiang ksztaltu komorki,
sekrecja zmagazynowanych zwigzkéw, adhezja i agregacja. Uwalnianie
bialek, w tym specyficznego biatka plytkowego — selektyny P, z ziarnistosci
a jest czulym markerem aktywacji plytek krwi [8]. Do sekrecji bialek moze
dochodzi¢ w wyniku dzialania slabych agonistow (np. ADP, kolagen) oraz
w wyniku spontanicznej aktywacji plytek krwi spowodowanej dlugim prze-
chowywaniem preparatéw pltytkowych. Silniejsi agoniéci, jak trombina,
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powoduja, obok sekrecji bialek, rowniez uwalnianie zwigzkéw zmagazyno-
wanych w ziarnistoSciach o duzej gestosci elektronowej i lizosomach [7].
Promieniowanie UVB o niskiej mocy jest uwazane za czynnik powodujacy
zmiany procesu aktywacji plytek krwi [5].

Celem prezentowanych badan bylo okreslenie wplywu niskoenergetycznego
promieniowania UVB na uwalnianie nukleotydow adeninowych i bialka
z plytek krwi. Ponadto badano wplyw promieniowania UVB na ekspresje
selektyny P. Dzialanie promieniowania UVB na ekspresje selektyny P porow-
nano z dzialaniem trombiny.

MATERIAL I METODY

Plytki krwi §wini otrzymywano metoda wirowania réznicowego krwi
pobranej na roztwér ACD (65 mM kwas cytrynowy, 85 mM cytrynian
sodu, 110 mM glukoza). Plytki krwi czlowieka otrzymywano metoda
filtracji zelowej na zlozu Sepharoza 2B. Zawiesing komérek (5 mg biatka/
/ml) w zmodyfikowanym buforze Tyroda (0,15 M NaCl w 0,014 M Tris
— HCl, 5 mM glukoza, pH 7,4) poddawano ekspozycji na promieniowanie
UVB (1,2 mW/cm?) o dawkach 1,08 J/em? oraz 4,32 J/em? (czas na$wietlania
15 oraz 60 minut, temperatura 28°C). W supernatantach zawiesiny plytek
krwi §wini oznaczano stezenie nukleotydow adeninowych metoda spektro-
fotometryczng [10]. Bialko oznaczano w supernatantach zawiesiny plytek
zmodyfikowana metoda Lowry’ego [9].

Ekspresje selektyny P na powierzchni plytek krwi czlowieka badano
metoda cytofluorymetrii przeptywowej z zastosowaniem monoklonalnych
przeciwcial anty-CD62 znakowanych fikoerytryng, region ptytek bramkowano
przy uzyciu monoklonalnych przeciwcial anty-CD61 firmy Becton Dickin-
son [6].

Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu par t Studenta
oraz testu Wilcoxsona. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie ze
§rednimi bledami standardowymi (SEM). Analize wariancji wykonano
metoda blokow zrandomizowanych.

WYNIKI I DYSKUSJA

W supernatantach zawiesiny plytek krwi $wini eksponowanych na pro-
mieniowanie UVB o niskiej mocy (1,2 mW/ecm?) o dawkach 1,08 J/cm?
oraz 4,32 J/em? stwierdzono wzrost st¢zenia nukleotydéw adeninowych
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Tabela 1

Sekrecja biatka i nukleotydow adeninowych z plytek krwi §wini oraz ekspresja selektyny P na
powierzchni plytek krwi czlowieka po ekspozycji na promieniowanie UVB (warto§¢ §red-

nia + SEM)
1,08 J/em? 4,3 g
Davka UVB s e
- UV + UV -ov + UV
Biatko 50,0 +2,5 68,0 +6,1* 108,0 + 20 92,0 4+ 20,4
(ug/mg biatka plytkowego) n=6 n=6 n=6 n=6
Nukleotydy adeninowe 6,9+0,9 12,4 +1,9* 73+1,9 43,6 - 10,6%*
(nmol/mg biatka plytkowego) | n =6 n=6 n=_8 n=_§
Ekspresja selektyny P (%) 8,1+04 39+1,1* 4 &
n=3 n=3
* p<0,05
** p<0,01.
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Rys. 1. Uwalnianie bialek i nukleotydéw adeninowych z plytek krwi §wini pod wplywem
niskoenergetycznego promieniowania UVB (1,08 J/em?, 4,32 J/cm?). Wartosci kontrolne

przyjeto jako 100%
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odpowiednio o 80 +28% oraz 497 +45% w stosunku do wartoéci kontrolnych
(rys. 1 i tab. 1). Natomiast w supernatancie zawiesiny plytek krwi naswiet-
lonych promieniowaniem o dawce 1,08 J/cm? stwierdzono wzrost stgzenia
biatka jedynie o 28 +3% w stosunku do kontroli (rys. 1 i tab.1). Po
naswietleniu komoérek promieniowaniem o dawce 4,32 J/cm? nie zaobser-
wowano uwalniania bialek z naswietlonych plytek krwi (rys. 1), chociaz
podczas przechowywania plytek kontrolnych (bez ekspozycji na UVB)
dochodzito do uwalniania biatka z pytek w wyniku ich spontaniczne;
aktywacji (tab. 1).

Ekspresja selektyny P na powierzchni plytek krwi czlowieka naswietlonych
dawka 1,08 J/cm? osiggala wartoSci nizsze niz na powierzchni plytek
kontrolnych przechowywanych w ciemnosci (3,9 +1,1% wzgledem wartosci
kontrolnych 8,1 +0,4%) (tab. 1). Dzialanie promieniowania UVB na proces
uwalniania i/lub ekspresji selektyny P porownywano z dzialaniem trombiny
- silnego aktywatora procesu sekrecji. Zaobserwowano 80+ 10% ekspresji
selektyny P wywolanej ekspozycja plytek krwi na trombing (0,15 u/ml) (rys. 2).

100

[ ptytki
M plytki + UVB
£] plytki + trombina

ekspresja selektyny P (%)

1,08 Jlcm ?

Rys 2. Ekspresja selektyny P na powierzchni plytek krwi czlowieka naswietlanych i nie
naswietlanych promieniowaniem UVB (1,08 J/cm?) oraz eksponowanych na dziatanie trombiny
(0,15 u/ml)
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W odpowiedzi na dzialanie silnego agonisty, takiego jak trombina,
dochodzi w aktywowanych plytkach krwi do sekrecji bialek z ziarnistosci
« oraz nukleotydow adeninowych. Nukleotydy adeninowe z puli niemetabolicz-
nej zmagazynowane w ziarnistosciach o duzej gestosci elektronowej stanowia
ok. 65% calkowitej ich zawarto$ci w plytkach krwi [10]. Przeprowadzone
badania wykazaly, ze promieniowanie UVB o niskiej mocy moze byé
induktorem procesu sekrecyjnego z ziarnisto$ci o duzej gestosci elektronowe;.
Zaobserwowano bowiem uwalnianie nukleotydow adeninowych z plytek
krwi nas$wietlonych promieniowaniem UVB o dawkach nie powodujacych
wycieku dehydrogenazy mleczanowej (LDH), markera cytosolu [2]. Badania
wykazaly réwniez, ze promieniowanie UVB o nizszej dawce (1,08 J/cm?)
powoduje niewielka, lecz statystycznie istotng sekrecj¢ bialek plytkowych,
podczas gdy promieniowanie UVB o dawce wyzszej (4,32 J/cm?) nie
powoduje uwalniania bialka. Dalsze badania mechanizmu tego zjawiska
pozwola na zweryfikowanie hipotezy o ewentualnym przylaczaniu si¢ uwol-
nionych bialek do zmienionej powierzchni blony plytkowej w wyniku
dhugotrwalej ekspozycji plytek krwi na promieniowanie UVB.

Selektyna P jest markerem poczatkowej fazy aktywacji plytek krwi
i reakcji uwalniania z ziarnistoSci « indukowanej dzialaniem agonistow,
takich jak np. trombina (rys. 2). Badania ekspresji selektyny P na powierzchni
plytek krwi cziowieka z zastosowaniem przeciwcial monoklonalnych wykazaty
jednak spadek ekspresji tej glikoproteiny na powierzchni komorek eks-
ponowanych na niskoenergetyczne promieniowanie UVB. Mozna przypuszczac,
ze promieniowanie UVB, bedac stabym induktorem uwalniania biatka
z plytek krwi, moze jednocze$nie zmienia¢ struktur¢ eksponowanej na
powierzchni plytek selektyny P, ktorej epitop staje si¢ nierozpoznawalny dla
przeciwcial monoklonalnych anty-CD62.

Promieniowanie nadfioletowe, jako czynnik fizyczny, moze modulowaé
aktywacj¢ plytek krwi przy udziale réznych mechanizméw wewnatrzkomor-
kowych. Indukowanie sekrecji nukleotydéw adeninowych przy slabym
uwalnianiu biatka sugeruje odmienny mechanizm dzialania promieniowania
UVB na proces aktywacji plytek krwi, niz dzialanie klasycznych agonistow,
takich jak trombina.
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SECRETORY PROCESS IN BLOOD PLATELETS INDUCED BY UVB RADIATION

The effects of two doses of UVB radiation (1.08 J/cm? and 4.32 J/em?% 1.2 mW/cm?) on
blood platelets secretion of adenine nucleotides and proteins and P selectin expression were
studied. The effect of UVB radiation on P selectin expression (marker of platelet activation)
was compared with the effect of thrombin, which is a strong platelet agonist. The obtained
results showed that exposure of blood platelet to UVB radiation caused the release of adenine
nucleotides, but proteins in a small amount. Moreover, UVB radiation caused decrease of
P selectin expression on blood platelets, in opposite to the effect of thrombin. It seems that
UVB radiation can partly activate blood platelets, but the mechanism is needed to be explain.



