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Santrumpos

ADF — adenozino difosfatas

APC — alofikocianinas

CD - diferenciacijos Zymenys (angl. cluster of differentiation)
CD40L — CD40 ligandas

CRB - C reaktyvusis baltymas

DTL — didelio tankio lipoproteinai

FITC — fluoresceinoizotiocianatas

GP — glikoproteinas

K2-EDTA — etilendiamintetraacto riigSties dikalio druska
KMI — kiino masés indeksas

LAMP — su lizosomy membranomis susijes glikoproteinas
MPV — vidutinis trombocity tiris

MTL — maZo tankio lipoproteinai

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas

PCT — trombokritas

PDW — trombocity pasiskirstymas pagal dyd;

PE — fikoeritrinas

PerCP — peridinino chlorofilo baltymas

P-LCR - dideliy trombocity skaiciaus santykis su bendru trombocity skaic¢iumi
PLT — trombocity skai¢ius

PSGL-1 — P-selektino glikoproteino ligandas

TAG - triacilgliceroliai

TRAP — trombino receptorius aktyvinantis baltymas

VUL SK — Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos (VUL SK LMC — VUL SK
padalinys — Laboratorinés medicinos centras)

VWF — Vilebrando faktorius



IVADAS

Stresas yra kasdienio gyvenimo dalis, jis gali biiti imus arba létinis. Umus stresas
gali veikti pozityviai, padeda Zzmogui mobilizuotis, paruo$ia organizmg gynybiniam atsakui. Kur
kas blogiau yra patirti 1étinj stresa, kuomet atsako j stresg sistema nuolat biina aktyvintoje biisenoje
ir nepastebimai veikia silpniausias zmogaus kiino vietas.

Psichosocialiniai létiniai stresiniai veiksniai, tokie kaip socialinés paramos triikkumas,
socialin¢ atskirtis, jtampa darbe, depresija, bei kiti, veikia neuroendokrining, Sirdies ir
kraujagysliy, imuning, centring nervy sistemas, virSkinimo trakty, kitas Zmogaus organizmo
sistemas ir biologinius procesus. Stresas sukelia endotelio funkcijos sutrikimus, uZzdegiminiy
citokiny gamybg, hemostazés procesy sutrikimus, mazina fibrinolizinj plazmos aktyvuma ir taip
prisideda prie Sirdies ir kraujagysliy ligy vystymosi [1, 2, 3]. Pasaulinés sveikatos organizacijos
duomenimis i§ visy mirties priezas¢iy mirtingumas biitent nuo Sirdies ir kraujagysliy ligy uzima
pirmaja vietg [4].

Siekiant jvertinti streso pasireiSkimg daZniausiai tiriami tokie streso biozymenys,
kaip kortizolis, seiliy a amilazé, interleukinas 6, naviky nekrozés faktorius o ir C reaktyvusis
baltymas. Streso poveikis vertinamas pagal tiriamojo asmens antropometrinius duomenis ar streso
vertinimo klausimynus [5]. Nors seniai zinoma, kad stresas veikia Sirdies ir kraujagysliy sistema,
taCiau tyrimy apie streso jtaka trombocitams, kurie atlieka pagrindinj vaidmenj kraujotakos
sistemos ligose, atlikta labai mazai [6]. Aktyvinti trombocitai taip pat dalyvauja uzdegimo,
angiogenezés, metastazavimo, bei kituose patologiniuose procesuose [7].

Zinoma, kad imaus streso poveikyje padidéja trombocity — leukocity agregaty kiekis,
trombocity aktyvumas, taciau apie létinio streso jtakg trombocitams zinoma mazai [8]. Naturalu,
kad tyréjus domina trombocity atsakas | stresa, kaip galimas naujas streso biozymuo. Siekiant
1Svengti streso sukelty padariniy Zmogaus sveikatai naudinga biity nustatyti ar biitent 1étinio streso
poveikis atsispindi trombocity aktyvinimo procese. Tékmés citometrijos atsiradimas
hematologijoje leidzia atlikti tokius tyrimus ir yra geriausiai standartizuotas metodas tirti
trombocity funkcijas [9].

Siame darbe magistranté jsisavino tékmés citometrijos metodika trombocity
funkciniam aktyvumui nustatyti. Analizavo surinktus tiriamyjy rezultatus, savarankiSkai vykdé

statisting duomeny analizg.



Darbo tikslas: jvertinti létinio streso poveik]j trombocity aktyvacijos zymeny raiskai sveiky

jauny (25 — 39 m.) ir vidutinio (40 — 55 m.) amziaus vyry grupése.

Darbo uzdaviniai:

1. Istirti ir palyginti trombocity funkcinio aktyvumo zymeny CD63, PAC-1, CD107a, bei
leukocity — trombocity agregaty raiska sveiky jauny ir vidutinio amziaus vyry grupése

tekmés citometru.

2. Ivertinti létinio streso poveikj trombocity funkcinio aktyvumo Zymeny raiskai skirtingo

amziaus sveiky tiriamyjy grupése.

3. Isanalizuoti trombocity funkcinio aktyvumo Zzymeny sasajas su kitais kraujo tyrimy

rodikliais ir aterosklerozés rizikos veiksniais.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Trombocitai ir trombopoezé

Trombocitus dar 1882 metais atrado Giulio Bizzozzero [10]. Trombocitai yra
maziausios kraujyje cirkuliuojancios, iSgaubtos disko formos, 2—-3 um diametro, bebranduolés
kauly ciulpy lasteliy megakariocity atplaiSos. Kraujotakoje iSsilaiko 7-9 dienas, mazdaug 2/3
cirkulivoja kraujyje, 1/3 saugomas bluznyje. Sveikame organizme trombocity yra (150—
400)x10%1, pagaminama apie 1x10/per diena. Seni trombocitai fagocituojami bluznyje ir
kepenyse [9, 11]. Trombocitai yra metaboliskai aktyvis ir turi tokias Igstelines struktiiras, kaip
Goldzio aparatas, mitochondrijos, endoplazminis tinklas, sudétingas citoskeletas. Jiems buidinga
atvira kanaléliy sistema — trombocite esanti kanaly sistema, sujungta su plazmine membrana, skirta
medZziagy judéjimui tarp trombocito ir iSorés [12, 13]. Trombocitai genominés DNR neturi, bet i§
megakariocity paveldi informacing RNR, splaisosomos komponentus ir de novo sintetina mazg
kiekj baltymy. Kiti trombocitams budingi baltymai gali biiti paveldéti i§ megakariocity ar
absorbuoti i$ aplinkiniy skysc¢iy, ypac plazmos [9, 14]. Baltymai reikalingi hemostazei, trombozei,
natiiraliai gynybai prie§ infekcijas, 1asteliy komunikacijai, angiogenezei, audiniy gijimui [12, 15].
Trombocitai taip pat turi didelj rinkinj pavirSiaus receptoriy ir adhezijos molekuliy, bei granules
(zr. Lentelé 1.1) [12, 13, 14]. Receptoriai svarbiis signalo perdavimui, vidulgsteliniam transportui,
granuliy turinio sekrecijai. Granulése kaupiamos biologiskai aktyvios molekulés (minétieji
trombocitams buidingi baltymai), svarbios kreséjimui ir kity 1gsteliy sutelkimui uzdegimo vietoje
[11].

1.1 lentelé. Trombocity granulés ir jy turinys [11, 13].

Granuliy pavadinimas Granuliy turinys

Adhezijos baltymai, proteaziy slopikliai, citokinai, chemokinai,
o granulés kreséjimo faktoriai, fibrinolizés baltymai, augimo faktoriai ir kiti
baltymai. Membranose P-selektinas.
ADF, ATF, GTF, GDF, Mg?*, Ca?', serotoninas, histaminas,
katecholaminai
RiigsCiosios proteazeés, rugsciosios glikozidazés, riigsciosios
A arba lizosomos fosfatazés, arilsulfatazés. Lizosomy membranose LAMP-1, LAMP-

2.

0 arba tankiosios




Megakariopoezé yra procesas, kurio metu zinduoliy organizme kauly ciulpy
osteoblasty niSoje esancios hematopoetinés kamieninés lastelés diferencijuojasi |
megakarioblastus, toliau j megakariocity pirmtakus ir galiausiai j subrendusius poliploidinius
megakariocitus. Toliau vyksta Kitas procesas — trombopoezé, t.y. trombocity gamyba is
subrendusiy megakariocity. Sio proceso metu subrende megakariocitai migruoja link kraujagysliy
niSos, kur pertvarko savo citoplazma, i$ kurios formuojasi istjsusios pseudopodijos sudarancios
protrombocitus. Sie per endotelio lasteliy sieneles patenka j cirkuliacija jau kaip subrende
trombocitai. Megakariopoezés ir trombopoezés procesus kontroliuoja jvairts citokinai ir augimo
faktoriai, bei svarbiausias reguliatorius — trombopoetinas, palaikantis megakariocity
iSgyvenamuma, proliferacija ir diferenciacijg. Osteoblasty niSoje I tipo kolagenas slopina
trombocity gamyba. Kauly ¢iulpy mikroaplinkoje esantis Vilebrando faktorius (VWF) saveikauja
su megakariocity glikoproteino (GP) Ib-IX receptoriais, $is procesas svarbus trombocity
formavimuisi ir patekimui j kraujotaka [9, 16].

Yra duomeny, kad trombopoezé vyksta ir cirkuliacijoje, kai trombocitai dauginasi
pumpuruodami ir iSstumdami i§ trombocity mikrodaleles. Trombocity mikrodalelés yra
fosfolipidinés vezikulés, kurios pumpuravimosi budu atsidalina nuo trombocity plazminés

membranos. Jose randami trombocity Zymenys: GPIIb-11l1a, GPlb, CD31, CD61, CD62 [12].

1.2. Trombocitai hemostazéje ir trombozéje

Trombocitai pirmiausia asocijuojasi su hemostaze. Tai hormali organizmo funkcija,
apsauganti nuo nukraujavimo stabdant kraujo tekéjima ir skatinant kreSéjima, bei nuo trombozés
— palaikant skystg kraujo biiseng per fibrinolizés procesus. Atsiradus kraujagyslés pazeidimui
aktyvinami trombocitai ir inicijuojama pirminé hemostazé, kurios esmé — kraujavimo
sustabdymas. I§ pazeisty audiniy ir trombocity a granuliy i$siskiria Vilebrando faktorius, taip pat
atsidengia endotelio kolagenas. Dél to vyksta sgveika tarp trombocity ir pazeistos kraujagyslés
sienelés, audiniy. Sukaupiama daugiau trombocity, kity kraujo 1gsteliy ir formuojamas kresSulys,
kuris yra nestabilus. Toliau vyksta antriné hemostaze, kurios metu kreSulys sustiprinamas fibrino
polimerais. Dalyvauja prokoaguliantai, trombocity iSorin¢je plazmin¢je membranoje
ekspresuojantys neigiamo kriivio fosfolipidus [16, 17]. Po keliy pary vyksta fibrinolizé ir kresulys
suardomas, atstatant normalig kraujotakg [11]. Formuojantis arteriniam trombui didéja trombocity
aktyvumo lygis, kurj galima iSmatuoti pagal aktyvacijos Zymeny raiskg trombocity pavirsiuje, bei
susiformavusius lagsteliy agregatus [18]. Sumazéjusi trombocity aktyvacija sutrikdo hemostaze ir
gali lemti padidéjusi kraujavima. PrieSingai, aktyvacijos padid¢jimas susijgs su trombotinémis
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buklémis, tokiomis kaip, miokardo infarktas, insultas ar kitos. Trombocitai yra pagrindiniai

taikiniai i§vengiant pasikartojancios Sirdies ir kraujagysliy sistemos trombozés [11].

1.3. Trombocity aktyvacijos eiga

Normaliomis sglygomis trombocitai cirkuliuoja kraujagyslémis neaktyvioje
biisenoje ir nesgveikaudami su endotelio lgstelémis, nes Sios iSskiria sgveika slopinancius
mediatorius [9, 19]. Dinaminis kraujo tekéjimas iSdésto trombocitus iSilgai kraujagysliy sieneliy,
dél ko jie gali greitai sureaguoti | endotelio pazeidimus. Atsakas apima tris etapus: 1) iniciacija —
trombocity adhezija, 2) amplifikacija — trombocity sukaupimas ir aktyvacija agregaty sudarymui,
3) stabilizavimas — stabilizuojamas kreSulys. Esant kraujagysliy pazeidimui trombocitai
aktyvinami ir jungiasi prie endotelio, nes susilpnéja slopinantis mechanizmas, ekspresuojamos
adhezijos molekulés, jvairlis agonistai skatina adhezija. Atsakas vyksta per jvairius lastelés
pavir$iaus receptorius — glikoproteinus. Kai kurie jy yra tieck ramybés buisenoje, tick po aktyvacijos
(pvz., CD41 [GP llb/llla], CD42a [GPIX], CD42b [GPIb], CD61), kiti (pvz., aktyvintas I1b/llla,
CD62P [P-selektinas], CD63, CD31 [PECAM], fibrinogeno receptoriai) priskiriami neoepitopams
ir pavirSiuje aptinkami tik aktyvintuose trombocituose [11, 20]. Trombocitams budingi jvairts
receptoriai, priklausantys jvairioms baltymy ir glikoproteiny grupéms: integrinams, selektinams,
tetraspaninams, transmembraniniams prostaglandiny, lipidy, imunogloguliny superSeimos,

tirozino kinaziy receptoriams [7].

Trombocity aktyvacijos keliai gali buti keli: dalyvaujant ADF, tromboksanui Az,
serotoninui, epinefrinui ar trombinui. Sie trombocity receptoriy agonistai jungiasi prie trombocity,
aktyvinti trombocitai keiCia formg, kaupiasi, vyksta sgveikos tarp trombocity — leukocity ir
trombocity — endotelio, bei aktyvinama kres$¢jimo kaskada. Subendotelio dariniai kolagenas ir
vWF saveikauja tarpusavyje, o S$i sgveika leidzia jungtis VWF su trombocity GPIb-V-I1X
receptoriumi. Kolagenas gali sgveikauti su trombocitais ir tiesiogiai per GPVI. Dél susidariusiy
jungéiy padidéja vidinio Ca®* koncentracija ir vyksta konformaciniai GPlIb-llla receptoriaus
poky¢iai, granuliy turinio sekrecija (1.1 pav.). Kaupiama ir aktyvinama daugiau trombocity,
fibrinogenas jungiasi prie aktyviy trombocity ir stabilizuoja kresulj. Trombino vaidmuo svarbesnis
paciai hemostazei veréiant fibrinogeng | fibring, nei trombocity aktyvinimui [9, 21, 22].
Trombocity — leukocity agregatai, bei sgveika su endoteliu susidaro Sioms Igsteléms jungiantis |

lastelinius kompleksus vienos su kitomis per adhezijos molekules ir ligandus (pvz., P-selektinas



[CD62P] su PSGL-1, GPIlIb/Illa su Mac-1 ir CD40L su CD40) trombocity, leukocity ir endotelio
pavirsiuje [18, 23].

Granuliy sekrecija ADF

Citokinai

Konformaciniai
poky¢iai

Kolagenas
1.1 pav. Trombocity sgveika su Vilebrando faktoriumi (VWF) ir aktyvacija [9].

Aktyvacijos metu sekretuojamas trombocity granuliy turinys, iSsiskiria uzdegiminiai
mediatoriai, ekspresuojamos jvairios pavirSiaus molekulés, taip praturtinama uzdegiminé aplinka,
aktyvinamas endotelis ir skatinamas leukocity kaupimasis [24]. Vyksta trys egzocitoziniai
procesai: tankiyjy granuliy, alfa granuliy ir lizosomy turinio sekrecija (zr. Lentelé 1.1). Siy procesy
metu granuliy membranos susilieja su plazmine membrana ir taip granuliy vidiniy membrany
baltymai, ollbB3 integrinas, P-selektinas, CD63, CD40 ligandas, atsiranda ant trombocity
pavirsiaus [25]. CD — diferenciacijos zymeny grupé (angl. cluster of differentiation) — tai lasteliy
pavirSiaus molekulés/baltymai/antigenai/zymenys, pagal kuriuos galima nustatyti lastelés tipa ar
subrendimo stadija. Jie gali biti kaip receptoriai ar ligandai (molekulés, kurios aktyvina
receptorius), gali veikti lIgsteliy signalo perdavime, adhezijoje, aktyvacijoje, slopinime. CD

molekulés yra klasifikuojamos pagal tai kokie monokloniniai antik@inai prie jy jungiasi [26].

1.4. Trombocity funkcijos uzdegimo, imuniniuose, auglio formavimo, Zaizdy gijimo

procesuose

Pagrindine trombocity funkcija laikoma hemostazé, taCiau jie atlieka daugiau
fiziologiniy funkcijy ir dalyvauja ne tik trombozéje, bet ir daugelyje kity patologiniy biiseny.

Trombocitai per pavirSiaus receptorius ir biologiskai aktyvias medziagas, kurias kaupia granulése
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arba gauna i$ plazmos, veikia uzdegime, imuniniame atsake, zaizdy gijime, auglio formavimesi.
Jie atpazjsta ir priziiiri | organizmg patekusius patogenus, atlieka Seimininko gynybos vaidmen;,
veikia jgimto ir jgyto imuniteto atsake [19, 27]. Uzdegimo vietoje mikroorganizmy membrany
baltymai sgveikauja tiesiogiai arba per adhezijos baltymus (pvz., vWF, trombing) su trombocity
membranos receptoriais allbp3, PSGL-1, ypa¢ GPIb/IX/V kompleksu. Imunoglobulinai G
atpazjsta bakterijy antigenus ir jungiasi prie jy, o Fc sritimi jungiasi prie savo receptoriy
trombocituose. Prie VWF jungiasi ir endotelio 1astelés per ICAM-1, aVPB3. Saveikos aktyvina
signalinius kelius, sekretuojamas tromboksanas A, trombocitai tampa aktyvis ir dalyvauja
uzdegiminiame atsake. Trombocituose pradedami ekspresuoti P-selektinas ir CD40L, todél gali
prisijungti imuninés lastelés (monocitai, neutrofilai, limfocitai) per PSGL-1 ir CD40 (1.2 pav.).
Jos ridenasi per trombocitus, migruoja per endotelio lgsteliy jungtis j uzdegimo sritj, kur i$ granuliy
i§skiria didelius prieSuzdegiminiy, mikrobus naikinan¢iy medziagy kiekius. I$siskyre chemokinai
skatina leukocity migracija, infiltracijg [28]. Kartu iSsiskiria jvairtis augimo faktoriai (pvz.,
transformuojantis augimo faktorius [TGF], trombocity kilmés augimo faktorius [PDGF],
kraujagysliy endotelio augimo faktorius [VEGF]), kurie veikia Zaizdy ir pazeisty kraujagysliy
gijime. Kurdami tokj atsaka trombocitai prisideda prie su infekcijomis asocijuoty Sirdies ir

kraujagysliy ligy, tokiy buseny kaip aterosklerozé, miokardo infarktas, insultas, vystymosi ir

i

allbB3 GP1b/IX/V PGSL-1
allbp3 GP1b/IX/V _PGSL-1

! i }{ R ﬂ“““' i

WF
= @ % Flbnnogema .
1] vWF n

aVp3 |CAb P-selektinas aVp3 IC“ P-selektinas
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1.2 pav. Kair¢je puséje matoma trombocito sgveika su pazeistu endoteliu, desinéje — sgveika kai
trombocitas aktyvintas [11].

progresavimo [19].

A

Nustatyta, kad CD40 ir CD40L raiska didéja aterosklerozinei plokstelei
progresuojant, be to patys trombocitai ekspresuoja ir CD40L receptoriy CD40, bet jo funkcija

tiksliai nezinoma, manoma, kad veikia tromby formavimesi, trombocity — trombocity sgveikose
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[29]. Su pelémis buvo pademonstruota, kad CD40L atlicka svarby vaidmenj aterosklerozés
iniciavime ir progresavime, per agregaty ir sgveikos su endoteliu skatinimg. Esant CD40L
trokumui trombocitai formuoja maziau stabilius agregatus [24].

Dar viena sritis kur trombocitai atlieka reik§mingg vaidmenj — piktybinio auglio
formavimasis. Jrodyta, kad jie prisideda prie auglio lasteliy proliferacijos, metastazés,
angiogenezés. Trombocity ir auglio 1asteliy saveika yra dvipusé, piktybinés lastelés ekspresuoja
baltymus, aktyvinancius trombocitus, o Sie budami aktyviis skatina auglio gyvybingumg ir
progresijg. Kliniskai svarbu suprasti $ias saveikas, ar galima taikyti terapija nesukeliant

kraujavimo komplikacijy [30].

1.5. Trombocity ir leukocity diferenciacijos Zymenys

Integrinas allbp3 (CD41/CD61) — dar zinomas, kaip glikoproteino Ilb/llla
kompleksas, aptinkamas tik trombocituose. Tai trombocity aktyvinimo (adhezijos ir agregacijos)
receptorius, kuris jungiasi prie fibrinogeno, fibrino, vVWF, fibronektino, vitronektino ir
trombospondino. Normoje §is Zymuo aptinkamas ramybés stadijoje esanciy trombocity pavirSiuje
(apie 80000 — 100000 kopijy vienoje lasteléje). Taip pat jo randama a ir tankiosiose granulése, o
po juy turinio sekrecijos perneSamas j trombocity plazming membrang [7]. Po trombocity
aktyvacijos jvyksta konformaciniai §io Zymens pokyc¢iai sukelti vidinio trombocity signalo, kurj
inicijuoja susiformaves vVWF/GPIb kompleksas. allbB3 transformuojamas j aukSto giminingumo
saveika su jo papildomais lasteliniais ligandais, o tai palengvina adhezijos baltymy prisijungima.
Tiriant trombocity aktyvacija naudojami PAC-1 antikiinai prie§ fibrinogeno ar kity medziagy
prisijungimo vietg allbB3 [31]. Shattil ir jo kolegy sukurti PAC-1 antikiinai Siomis dienomis yra
komerciskai prieinami monokloniniai antikiinai, kurie specifiSkai jungiasi tik prie aktyvios
GPlIb/111a receptoriaus komplekso formos [32].

CD61 arba GPIlla — 110 kDa glikoproteinas, priklausantis integriny Seimai.
Trombocity ir megakariocity zymuo [20]. Tai integrino B3 subvienetas, kuris su allb grandine
(CD41) trombocituose sudaro integring allbP3 ir ekspresuojamas kaip receptorius, kurio funkcija
lasteliy adhezija. Taip pat gali sudaryti receptoriy su CD51. Budingas ir mieloidiniy lasteliy
pirmtakams, endotelio lgsteléms [33].

CD42a (GPIX) — trombocity pavirSiaus membranos glikoproteinas. Sudaro
nekovalentinj kompleksg su GPIb, GPV. Susidargs GPIb-1X-V (CD42a-d) kompleksas yra antras
pagal daznumg trombocity receptorius (apie 50000 kopijy lasteléje). Svarbus hemostazés ir

trombozes iniciavime, yra receptorius VWF ir trombinui, svarbus trombocity adhezijai prie
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pazeisto endotelio, didina jy atsakg j trombing. CD42a gali buti pakites sergant tam tikromis
ligomis [33, 34].

CD63, dar vadinamas su lizosomy membranomis susijes glikoproteinas 3 (angl.
LAMP-3) — 53 kDa dydzio baltymas, ramybés stadijoje esan¢iy trombocity tankiyjy granuliy ir
lizosomy membranose. Po aktyvacijos perneSamas j plazmine membrang ir §io Zymens ekspresija
parodo, kad trombocitai jau degranuliavo ir yra aktyvinti [35]. Dalyvauja signalo perdavime, kuris
svarbus lgstelés aktyvacijos, augimo ir judéjimo reguliavime [33]. CD63 keicia trombocity
pasiskirstyma ir tirozino fosforilinimg ant prijungto fibrinogeno. Jrodyta, kad §i molekulé formuoja
kompleksa su integrinu allbB3 ir CD9, o tai veikia kaip trombocity aktyvacijos zymuo [35] ir
galimai jtakoja sgveikg su neutrofilais. CD63 yra ypac¢ patikimas zymuo trombocity aktyvacijai in
vitro tirti [36]. Nustatyta, kad CD63 ekspresija ypa¢ padidéja sergantiems Sirdies ligomis, esant
insultui, miokardo infarktui ir reikSmingai skiriasi nuo sveikstan¢iyjy ar sveiky asmeny.
Imunofluorescenciné CD63 analizé tékmés citometru gali atskleisti tankiyjy granuliy ir lizosomy
skaiciaus pokycius [37].

P-selektinas, CD62P — o granuliy membranos baltymas (angl. GMP), 140 kDa,
ekspresuojamas trombocity pavirSiaus membranoje tik po aktyvacijos ir granuliy degranuliacijos.
Aktyvacijos metu pavirsiuje ekspresuojama apie 13000 P-selektino molekuliy. Sis Zymuo taip pat
randamas aktyvintame endotelyje ir leukocituose. P-selektinas tarpininkauja pirminéje adhezijoje
tarp aktyviy trombocity su monocitais ir neutrofilais, per P-selektino glikoproteino ligando (PSGL-
1) receptorius leukocity pavirSiuje [38]. CD63 yra bitinas kofaktorius P-selektinui, kartu jie
skatina leukocity migracijg link trombocity [39]. P-selektinas laikomas aukso standartu ir
dazniausiai naudojamas trombocity aktyvacijai vertinti [37]. Nepaisant to, nustatyta, kad in vivo
cirkuliuojantys aktyvis, degranuliave trombocitai greitai praranda P-selekting nuo savo pavirsiaus,
nors lastelés lieka cirkuliacijoje ir atliecka funkcija. Taigi §is zymuo néra tobulas, nes juo
identifikuojami ne visi aktyvinti trombocitai [1]. Tirti §j zymenj tékmés citometru labiau patikima
tada, kai vertinamas trombocity funkcijos atsakas j imy, bet ne 1étinj stimulg [37].

CD107a arba LAMP-1 — 110 kDa su lizosomomis susijes membraninis baltymas 1,
integralinis lizosomy membranos glikoproteinas, randamas trombocity lizosomose ir tankiosiose
granulése, trombocity pavirSiuje aptinkamas tik po granuliy sekrecijos. Trombocity aktyvacijos
zymuo. Jo funkcija — tai trombocity adhezija. Taip pat ekspresuojamas ant T limfocity, eritrocity,
granulocity, makrofagy, endotelio Igsteliy, aktyviy neutrofily [33, 7].

Leukocity Zymenys. CD45 — tai fermentas tirozino fosfatazeé, visy hematopoezés
lasteliy, iSskyrus eritrocitus ir trombocitus, zymuo. Lasteliy augimo ir diferenciacijos reguliatorius,
batinas B ir T lgsteliy aktyvacijai. Badingas T, B limfocitams, natiraliy kileriy (NK), dedritinéms
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lasteléms, bazofilams, granulocitams, makrofagams, monocitams, kamieninéms lgsteléms. CD14
— monocity/makrofagy zymuo, lipopolisacharidy ir juos suriSanciy baltymy kompleksy
receptorius, kuris aptinka antigenines molekules mikroorganizmy pavirSiuje. Taip pat buidingas
granulocitams, makrofagams [33].

Tiriant babuinus in vivo buvo pademonstruota, kad trombocitai degranuliuoja per 1
minute ir formuoja agregatus su neutrofilais ir monocitais. Agregaty su monocitais procentas yra
didesnis nei su neutrofilais ir vidutinis in vivo cirkuliuojanc¢iy trombocity — monocity agregaty
aptikimo laikas apie 30 min., kai agregaty su neutrofilais apie 5 min., o kaip anks¢iau minéta P-
selektino zymuo greit prarandamas ir palyginti trumpai aptinkamas cirkuliacijoje [40, 41]. Taigi
daug jautresnis trombocity aktyvacijos in vivo Zymuo yra cirkuliuojantys monocity — trombocity

agregatai [14, 42].

1.6. Létinis stresas

Létinis stresas — tai kasdienio gyvenimo dalis, tai stresas, kurj Zmonés dazniausiai
ignoruoja, taciau nekontroliuojamas jis veikia miisy sveikatg, organizmg ir imunin¢ sistema.
Létiniai stresiniai veiksniai gali biiti iSskirti ] psichosocialinius veiksnius (pvz., Zema
socioekonominé padétis, létinis kasdienio gyvenimo stresas, zZemas socialinis apriipinimas,
socialiné atskirtis, jtampa darbe) ir psichologinj sielvarta (pvz., depresija, nerimas) [1, 43]. Visi
minéti veiksniai veikia per tokius biologinius procesus kaip, padidéjusi hemodinamika,
neuroendokrininés sistemos atsako stiprumas, kraujagysliy uzdegimas, bei kiti. Trombocity
aktyvacija taip pat prisideda, nes yra rySys tarp minéty veiksniy ir trombocity funkcijos [1]. Stresas
sukelia endotelio funkcijos sutrikimus, uzdegiminiy citokiny gamybg, hemostazés procesy
sutrikimus, o tai prisideda prie Sirdies ir kraujagysliy ligy vystymosi [2, 43]. Kai hemostazés
procesas sutrikdomas arteriné trombozé gali sukelti miokardo infarkta, insultg ir kitas Gimias $irdies
ir kraujagysliy ligas, dél aterosklerozinés plokstelés plySimo ar endotelio disfunkcijos (1.3 pav.).
Tiek tmus, tiek létinis stresas veikia hemostaze, abu didina prokoaguliacijos Zymeny aktyvuma,
bet prieSingai imiam, létinis stresas mazina fibrinolizinj aktyvuma. Be to 1étinis stresas skatina

létine padidéjusio kreséjimo biuiseng, taip didindamas trombotiniy ligy rizika [3].
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Stresas

- Trombocitoze Endotelio
Umus funkcija
Katechaolaminai Uzdegimas
Letinis Kortizolis

Plokstelés pratrikimas

Trombocity aktyvacija ir
padidéjes kreSéjimas
Trombocity
agregacija ir

prokoaguliacijos
faktoriy sekrecija

Arteriné trombozé
(mickardo iSemija/infarkias)

1.3 pav. Streso jtaka Sirdies ir kraujagysliy ligoms [3].

Veikiant stresui aktyvinama imuniné sistema ir skatinamas uzdegimas. Aktyvinami
streso ir uzdegiminiai mediatoriai, keiciasi jy koncentracijos, o tai susije su trombocity funkcijos
sutrikimu. Uzdegimo mediatoriai C reaktyvusis baltymas, interleukinas 6 ar kiti naudojami nuspéti
galimus susirgimus. Taigi vienas i§ mechanizmy kaip psichosocialinis stresas lemia aterosklerozés
i§sivystyma yra imuninis/uzdegiminis atsakas [44].

Vertinant stresag naudojami tokie Zymenys, kaip kortizolis, seiliy o amilaze,
uzdegiminiai citokinai (interleukinas 6, naviky nekrozés faktorius o ir C reaktyvusis baltymas) [5].
Ivertinti streso sukelta trombocity aktyvacija galima matuojant trombocity aktyvacijos Zymeny
raiSkg arba trombocity — leukocity agregatus [2].

Leétinis stresas gali pasireiksti jvairiomis sveikatos problemomis, jskaitant raumeny
skausma, padidéjusj kraujo spaudima, nusilpusig imuning sistema. [rodyta, kad stresas prisideda
prie daugelio susirgimy, tarp kuriy ne vien Sirdies ligos, bet ir nutukimas, psichologinés
problemos. Nepaisant i§ aplinkos gaunamo streso zmonés daznai kenkia savo sveikatai rukydami,
ar kitais zalingais jprociais. Patiriant per daug streso svarbu keisti gyvenimo biidg, mazinti stresing
itampa, kad buty iSvengta rimty sveikatos problemy. Gerinti emocine bukle padeda ramus
kasdienis pasivaiks§ciojimas. Fizinis aktyvumas didina organizmo gaminamy endorfiny kiekj. Tai
neuromediatoriai smegenyse, kurie padeda sumazinti nerimg ir jtampg. Taip pat labai svarbu
sveika mityba ir pakankamas miego kiekis [45].

Zemesnio socioekonominio statuso Zmonés (vertinant pagal uzimama darbo pozicija,

iSsilavinimg) patiria didesnj kasdienj stresa, nei priklausantys aukStesniam statusui, nes jy
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prastesné finansiné padétis ir gyvenimo salygos, bei mazesné socialiné parama [1]. Yra duomeny,
kad atsake j imy stresg padidéja leukocity — trombocity agregaty, bei sistolinis kraujo spaudimas,
0 tai rodo, kad agregaty atsakg valdo simpatiné nervy sistema [2]. Vertinant darbo sukeltg stresg
nustatyta, kad agregaty daugiau susidaro jtemptu laikotarpiu, nei ramiu periodu [46]. Yra tvirty
jrodymy, kad depresija susijusi ir su létinémis, ir su imiomis Sirdies ir kraujagysliy ligomis [47].
Biity galima manyti, kad depresija turéty buti susijusi su padidéjusiu trombocity aktyvumu, tac¢iau
yra gauta prieStaringy rezultaty. Padidéjusi trombocity aktyvacijos zymeny (GPIIb/IIla, P-
selektinas) raiSka nustatyta pacientams sergantiems sunkia depresija ir asmenims su depresijos
simptomais. PrieSingai, tiriant trombocity agregacija negauta jokiy pokyciy arba netgi nustatytas

agregaty sumazéjimas depresija sergantiems asmenims [48, 49].

1.6.1. Galima streso jtaka trombocitams.

Psichologinis stresas aktyvina simpating nervy sistemg ir padaugéja katecholaminy
epinefrino ir norepinefrino. Sie katecholaminai skatina trombocity aktyvacija in vitro ir in vivo [1].
Jie veikia padidindami trombocity agregacija, dydj, pavirSiaus glikoproteiny, fibrinogeno
receptoriy, P-selektino raiska ir a granuliy produkty koncentracijg. Katecholaminai veikia per o2
ir B2 adrenerginius receptorius trombocity pavirSiuje [1, 50].

Psichologinis stresas taip pat aktyvina pogumburio — hipofizés — antinks¢iy (PHA)
a8} ir i8skiriami gliukokortikoidai. Serotoninas, kuris glidi trombocity tankiosiose granulése,
skatina PHA aSies aktyvuma, o tai didina kortizolio kiekj plazmoje. Tiriant sveikus individus buvo
nustatyta teigiama koreliacija tarp trombocity serotonino koncentracijos ir plazmos kortizolio
kiekio [43, 51].

1.7. Trombocity tyrimo metodai

Vienas 1§ pirmyjy prietaisy trombocity aktyvacijai matuoti buvo agregometras,
sukurtas Born, 1960 metais. Juo galima nustatyti savaiming ir agonistais sukeltg trombocity
agregacija trombocitais praturtintoje plazmoje [52, 53]. Sviesos agregometrijos metodas i§matuoja
padidéjusia Sviesos transmisijg trombocity suspensijoje, kai trombocitai agreguoja. Metodas buvo
laikomas aukso standartu, taciau jo tikslumas mazas ir esant mazam trombocity skaiciui rezultatus
sunku interpretuoti. Mokslui vystantis atsirado jautresniy metody, kuriuose naudojami lazeriai, o

ne matoma $viesa [31, 54].
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Trombocity aktyvacijos Zymenis galima istirti naudojant imunofermenting analize
(ELISA) arba Western blot metoda. Jais matuojama trombocity i$skirty produkty koncentracija
kraujo plazmoje. Taciau matuojamos medziagos néra patikimi rodikliai aktyvacijai vertinti, be to
plazmos atskyrimas gali lemti trombocity aktyvacijos artefaktg [14].

Siuo metu geriausiai standartizuotas metodas tirti trombocity funkcijoms yra tékmés

citometrija [55].

1.8. Tékmés citometrija

Tékmes citometrija — greitas, tikslus ir jautrus metodas leidziantis iSmatuoti tokias
lasteliy charakteristikas, kaip nukleortigs¢iy sudétis, vidaus ir iSorés zymeny raiska, kiekybiskai
jvertinti lgstelés antigenus, atsparumg vaistams, membranos potenciala, mitochondrijas ir
chromosomas, i§matuoti vidulgstelinius poky¢ius salygotus pH ar Ca®* jony. Taip pat metodas
leidzia risiuoti lasteles ir vidulgstelinius komponentus. Tékmés citometrija taikoma daugelyje
medicinos sri¢iy: imunologijoje, patologijoje, onkologijoje, genetikoje, klinikinéje biochemijoje,
mikrobiologijoje ir hematologijoje. Pastarojoje yra ypac svarbi, nes idealiai tinka tirti kraujo
lasteles, iSmatuoti jy kliniskai reikSmingus patofiziologinius ir funkcinius pokyc€ius. Tékmés
citometrijos naudojimas tiriant trombocitus yra vienas i§ galimy Sio metodo pritaikymy

hematologijos srityje [56, 57].

1.8.1. Tékmés citometrijos principas

Tekmes citometrijos metodas remiasi optiniu ir fluorescenciniu fiziniy ir antigeniniy
lasteliy savybiy ivertinimu. Nustatomas lasteliy dydis, vidiné sudétis, agregacija su kitomis
lastelémis, granuliy sekrecija, pavirSiaus receptoriai, jy konformaciniai pokyc¢iai susij¢ su
aktyvacija [52].

Lasteliy suspensijai tekant tékmés citometru vyksta hidrodinaminis fokusavimas, kai
nesSantis skystis, kurio viduryje yra suspensija, nukreipiamas j siauré¢jancia angg. Taip lastelés
iSrikiuojamos viena paskui kita ir pavienés kerta Sviesos Saltinio, kuris daZzniausiai yra
monochromatings Sviesos lazeris, spindulj. Kirsdamos lazerj lastelés iSskaido Sviesg priklausomai
nuo jy dydzio ir viduje, pavirSiuje esanciy struktiiry sudétingumo (1.4 pav.). ISskaidytg Sviesg
surenka §viesos detektoriy rinkinys, kurj sudaro priekinés §viesos sklaidos (PSS) ir §oninés $viesos
sklaidos (SSS) detektoriai. Jie §viesinj signala ver¢ia jelektriniu, tai yra detektoriai siundia
uzfiksuotg signalg | analoginio — skaitmeninio signalo keitiklj, kuris pavercia signalg  skaitmeninj
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pavidala. Lastelei kertant Sviesos $altinj susidaro impulsas, kuris ver¢iamas jtampa. Lastelés, kuriy
fluorescencija skiriasi turés skirtingus impulso aukscius, plotus ir plotj (1.5 pav.). Esant silpnam
signalui elektriniai fotodaugintuvai jj sustiprina. Remiantis elektrinio impedanso ir PSS principu
nustatomas daleliy dydis, o SSS principu — struktiiry sudétingumas. DaZnai remiantis vien tuo

galima atskirti Iasteliy populiacijas [58].

Meginys
Nesantysis
skystis

Ispinduliuota
fluorescencija

%

@ Priekinés
ir Soninés
g Sviesos
Sviesos zaltinis sklaida

000 qq09000 W —

S
~

1.4 pav. Hidrodinaminio méginio fokusavimo schema [59].

Fluorescuojanti

Lazeris

mpulsc
plotas

Laikas
-—
Impulso plotis

1.5 pav. Elektrinio impulso susidarymas, lastelei kertant lazerio i§spinduliuotg Sviesos pluosta
[59].

lastele &
g
Lazeris s 1]
8
G -
g
B Laikas
3
Lazeris g =1
= £
g
ﬁ Laikas
3
g
=3
[
B
g
2
B

18



Monokloniniai antikiinai gaminami naudojant hibridomy technologija [58]. Tai
leidzia pagaminti antikiinus, kurie specifiskai jungiasi prie baltymy lastelés pavirSiuje arba viduje
ir taip galima tiksliai identifikuoti Igsteles, jvertinti aktyvacijos busenas. Naudojant keletg
fluorochromy, kuriy suzadinimo bangos ilgis toks pat, bet skirtingas iSspinduliavimo bangos ilgis,

galima vienu metu iSmatuoti kelias lastelés savybes [52].
1.8.2. Tékmés citometrijos taikymas tiriant trombocitus

Platus trombocity pavirSiaus glikoproteiny iStyrimas, nustatytos jy funkcijos, bei
strukturos iki molekulinio lygmens ir galimybés naudoti skirtingus monokloninius antikiinus pries
juos, leidzia taikyti tékmés citometrija trombocity tyrimams [56]. Siuo metodu galima jvertinti
trombocity aktyvacijg ir funkcija, tirti Kraujyje cirkuliuojanéiy trombocity CD Zzymeny ir
receptoriy ekspresija, trombocity — trombocity ir trombocity — leukocity agregatus, granuliy
komponentus, trombocity mikrodaleles, analizuoti trombocity nukleorig§¢iy sudétj, nustatyti
retikuléty trombocity skai¢iy. Metoda galima gan placiai pritaikyti diagnozuojant jvairias
paveldimas ar jgytas trombocity ligas, kurios yra susijusios su padidéjusia ar sumazéjusia Zymeny
raiSka. Tékmés citometrija taikoma gydymo sekimui, vaisty efektyvumui jvertinti, transfuzijoje,
trombocity koncentraty kokybés kontrolei, jy uZterSimui leukocitais nustatyti, trombocity
kryzmiSkumui aptikti [52, 60]. Taigi tékmés citometrija §iuo metu yra geriausiai standartizuotas
metodas tirti trombocity funkcija.

Trombocitus galima stimuliuoti agonistais. Tai yra cheminés medziagos, kurios
susijungia su receptoriais esanciais lgsteliy pavirSiuje ir skatina fiziologines reakcijas [17].
Natiiralls agonistai gali biiti adenozino difosfatas — ADF, kolagenas, arachidono riigstis, trombino
receptorius aktyvinantis baltymas (TRAP), serotoninas, tromboksanas Az, trombinas, epinefrinas,
prostaglandinas, PAR-1 [37, 53].

Tiriami kraujo méginiai gali biiti fiksuojami arba ne. Jei nefiksuojama svarbu greitas
apdorojimas, po kraujo surinkimo, nes tai lemia mazesng¢ aktyvacija in vitro [61]. Jei apdoroti
méginiy greitai nejmanoma, trombocitai fiksuojami, kad biity iSvengta iki analitinés aktyvacijos
in vitro. Fiksuotas kraujas taip pat naudojamas kaip neigiama kontrolé trombocity aktyvacijos
Zymenims nustatyti. Greitas fiksavimas ypac svarbus jei tiriami nuo laiko priklausomi trombocity
aktyvacijos pokyciai. Nefiksavus trombocitai turi buiti iStirti per 2 valandas nuo surinkimo, 0
fiksavus 0,5 — 1,0 % formaldehidu arba paraformaldehidu (angl. PFA) galima tirti ir pragjus 2
valandoms [62]. Cahill su kolegomis parodé, kad trombocity fiksacija formaldehidu pries juos

pazymint monokloniniais antikiinais, padidina CD62P ir CD63 Zymeny ekspresija, todeél teigia,
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kad $is fiksatorius neturéty biiti naudojamas [63]. Jei trombocitai pirmiausia pazymimi antikiinais
ir po to fiksuojami, CD41, CD62P zymenims tai jtakos neturi [61]. Taip pat teigiama, kad reikty
vengti eritrocity lizavimo ir per didelio centrifugavimo tiriant trombocitus, nes raudonyjy kraujo
lasteliy lizés metu isSsiskiria adenozindifosfatas (ADF) [64].

Taip pat trombocity tékmeés citometrinei analizei svarbu antikoagulianto
pasirinkimas. Vienas i§ tinkamiausiy antikoagulianty yra natrio citratas [64, 65]. EDTA ir
heparinas gali veikti glikoproteiny struktirg ir sukelti trombocity aktyvacijos artefakta. Buvo
parodyta, kad méginiuose su EDTA antikoaguliantu buvo reikSmingai mazesnis skaic¢ius CD41a
teigiamy trombocity, nei méginiuose su natrio citratu [60]. Nustatyta, kad trombocity Zymeny
CD41 ir CD61 neveikia inkubacija ar stimuliavimas ADF. Nebuvo gauta jokiy statistiskai

reik§mingy skirtumy inkubuojant nuo 20 minuciy iki 3 valandy [20].

1.8.3. Tékmés citometrijos privalumai ir trikumai trombocity tyrimui

Yra iSskiriami tam tikri trombocity tyrimo tékmés citometru privalumai, lyginant su
kitais laboratoriniais metodais. Tai pavyzdziui: trombocitai analizuojami jy fiziologinéje biisenoje;
reikalingas mazas tiriamo kraujo kiekis ir néra priklausomybés nuo trombocity skaiciaus; tuo pat
metu galima tirti aktyvius ir ramybés biisenoje esanc¢ius trombocitus; greitas, tikslus ir labai jautrus
metodas; i§vengiama darbo su radioaktyviomis medziagomis [60, 20]. Galima i$ to paties méginio
gauti tarpusavyje susijusius matavimus apie kelias Igsteliy savybes tiriant kelis antigenus.
Minimalus trombocity apdorojimas leidzia iSvengti artefaktinés aktyvacijos in vitro. Dauguma
trombocity tyrimy galima atlikti visame kraujyje, nes tékmes citometras geba tiksliai atskirti
trombocitus, net kai jie uztersti eritrocitais ir leukocitais ir Sie nejtakoja duomeny. Taigi nebiitinas
trombocitais praturtintos plazmos paruosimas [56].

Nepaisant tekmeés citometrijos privalumy tiriant trombocitus, Sis metodas reikalauja
brangios jrangos ir pricinamy monokloniniy antikiiny, bei patyrusiy tyréjy. Be to reikalaujama tirti
Sviezia, ka tik surinkta krauja, méginiai negali buti saugomi ilgai trunkanc¢ioms analizéms,
nepaisant galimybeés fiksuoti trombocitus [31]. Méginiy paruo§imas gana sudétingas, jei méginiai
apdorojami nekruops¢iai ir per greitai, klaidos iki analitinéje fazéje gali lemti artefaktus [52, 66].
Naudojant priekinés ir Soninés Sviesos sklaidos metodg jvairios maZzos dalelés jsiterpusios
trombocity populiacijoje apsunkina grynos trombocity populiacijos atrinkimg. Geriau yra naudoti
»gating® strategijg atrenkant trombocitus pagal visada jy membranose ekspresuojamus antigenus
(pvz., CD42b ir CD41). Tai leidzia atrinkti >99% grynumo trombocity populiacijg ir iSvengti

supuolusiy trombocity ar jy agregaty su monocitais [17].
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2. TYRIMO METODAI IR APIMTIS

2.1. Tyrimo apimtis ir tiriamyjuy atranka

Magistro baigiamasis darbas rengtas Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky
Laboratorinés medicinos centro (VUL SK LMC) Hematologijos ir bendrosios citologijos
laboratorijoje. Atliktas tyrimas yra projekto Nr. MIP-050/2015 dalis.

Tiriamieji asmenys (aminémis ir 1étinémis ligomis nesergantys jauni (25 —39 m.) ir
vidutinio (40 — 55 m.) amZiaus vyrai) buvo atrinkti atsitiktinai i§ VUL SK Seimos centro duomeny
bazés. Kraujo éminiai buvo renkami 2015 — 2017 metais Vilniaus universiteto ligoninés Santaros
Klinikose (VUL SK) Laboratorinés medicinos centre i§ laisvanoriskai ir sgmoningai tyrime
sutikusiy dalyvauti vyry. Tiriamieji buvo informuoti jiems suprantama forma apie tyrimo tikslus,
numatomag nauda, taikytinus metodus, tiriamojo teises, galimg rizikg ar nepatogumus. Sutikimas
buvo iSreikStas pasiraSant informuoto asmens sutikimo formg. Uztikrinant tiriamyjy
konfidencialuma kiekvieno jy éminiams buvo suteiktas identifikacinis kodas.

Tiriamiesiems buvo nustatyti antropometriniai rodikliai (svoris, fgis, liemens
apimtis), apskaiciuotas kiino masés indeksas (KMI), iSmatuotas arterinis kraujo spaudimas, Sirdies
susitraukimy daznis, atlikti laboratoriniai kraujo tyrimai. Namuose dalyviai uzpildé
psichosocialinio streso vertinimo klausimyna.

Tiriamaja grupe sudaré 138 asmenys. 69 asmenys priklausantys jauny (25 — 39 m.)
vyry grupei, jy amziaus vidurkis 30,01 m. + 3,68. Kiti 69 asmenys priklausantys vidutinio (40 —

55 m.) amziaus vyry grupei, amziaus vidurkis 46,54 m. £ 4,40.

2.2. Darbe naudotos medZiagos, prietaisai
2.2.1. Naudotos priemonés ir reagentai

e Fosfatinis buferinis tirpalas (PBS) (Cellwash, BD Biosciences, JAV);

e Fiksuojantis tirpalas (CellFix) (BD Biosciences, JAV);

e Lizuojantis buferinis tirpalas (Pharm Lyse) (BD Biosciences, JAV);

e Adenozino difosfatas (ADF) (Roche Diagnostics, Vokietija);

e Trombino receptorius aktyvinantis baltymas (TRAP) (Roche Diagnostics, Vokietija).

e Vakuuminiai mégintuvéliai 4,5 ml su natrio citratu (3,2 %) (BD Vacutainer™, BD

Diagnostics, JK)
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e Vakuuminiai mégintuvéliai 4,5 ml su Ko-EDTA (BD Vacutainer™, BD Diagnostics, JK)

e Citometriniai mégintuvéliai Falcon (Corning, JAV)

2.2.2. Naudoti prietaisai

e Hematologinis analizatorius ,,Sysmex XE-5000 (Sysmex Corporation, Japonija)
e Tékmés citometras (BD FACSCanto™, BD Biosciences, JAV), BD FACSDiva™

programiné jranga (versija 6.1.2, BD Biosciences, JAV)

2.2.3. Naudoti monokloniniai antikiinai ir su jais konjuguoti fluorochromai

Monokloniniai antiktinai Koniuauotas
pagal CD klasifikacija Klonas fluorécaromas SpecifiSkumas
(BD Biosciences, JAV)
CD45 2D1 FITC Leukocity Zymuo
CD14 M@P9 PE Monocity Zymuo
CDA42a Bebl PerCP Trombocity zymuo
PAC-1 PAC-1 FITC Pries fibrinogeno prisijungimo
vietg aktyviuose trombocituose
CD61 VI-PL2 APC Trombocity adhezijos Zymuo
CD107a H4A3 FITC Trombocity aktyvacijos Zymuo
CD63 H5C6 PE Trombocity aktyvacijos Zymuo

2.3. Tyrimo metodai

Tiriamiesiems asmenims buvo atliktas automatizuotas veninio kraujo tyrimas, jame
vertinti rodikliai: leukocity skaiéius, leukograma, trombocity skaicius, trombocity pasiskirstymo
pagal dydj, vidutinio trombocity tiirio, dideliy trombocity skai¢iaus santykio su bendru trombocity
skai¢iumi ir trombokrito rodikliai, bei atlikti trombocity tékmés citometrijos tyrimai, naudojant

CD45, CD14, CD42a, CD107a, PAC-1, CD63, CD61 monokloninius antiktinus.

2.3.1. Kraujo éminiy surinkimas

Tyrimui imtas veninis kraujas, pagal VUL SK LMC taikomg standartine procediirg

02-2013 ,,Kraujo paémimas i§ venos*, laikantis standartizuoto ikianalizinio laboratorinio tyrimo
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etapo reikalavimy. Kiekvienam tiriamajam veninis kraujas rinktas j 2 vakuuminius mégintuvélius:
3,5 ml | mégintuvélj su natrio citratu ir 3,5 ml | mégintuvelj su etilendiamintetraacto riigsties
dikalio druska (K2-EDTA). Paémus kraujg mégintuvéliai $velniais judesiais buvo vartomi (su Na
citratu 3-4 kartus; su Ko-EDTA 8-10 karty), kad kraujas susimai$yty su antikoaguliantu. Eminio
su K>-EDTA mégintuvélis pristatytas automatizuotam veninio kraujo tyrimui, po to tas pats
mégintuvélis su Ko-EDTA ir mégintuvélis su Na citratu pristatyti trombocity tékmés citometrijai.
Mégintuvéliai transportuoti per 30 minuciy, vertikalioje padétyje, kambario temperatiroje,
vengiant didesniy temperatiiros poky¢iy ar mechaninio poveikio. Visi pristatyti éminiai i$ karto
tirti atitinkamais metodais, prie$ tai vizualiai patikrinant ar tinkamas antikoagulianto ir kraujo

santykis (méginio tiiris) ir ar néra kresuliy.

2.3.2. Veninio kraujo tyrimas automatizuotu metodu

Automatiniu hematologiniu analizatoriumi atliktas veninio kraujo tyrimas. Nustatyti
kraujo rodikliai, i§ kuriy miisy darbe nagrinéti: leukocity skai¢ius [x10%1] ir leukograma [% ir
x10%1], trombocity skai¢ius [x10%1] (PLT), trombocity pasiskirstymas pagal dydj [fl]] (PDW),
vidutinis trombocity tiris [fl] (MPV), dideliy trombocity skai¢iaus santykis su bendru trombocity
skai¢iumi [%] (P-LCR), trombokritas [%] (PCT). Trombocity ir leukocity indeksy normy vertés
pateikiamos 1 priede, pagal VUL SK LMC.

Trombocity reikSmés analizuotos eritrocity (RBC) kanale, taikant hidrodinaminio
fokusavimo metoda. Trombocity skai¢ius (PLT) nustatytas impedanso metodu, kuris lasteles
suklasifikuoja pagal varzos pokyti tarp elektrody. D¢l hidrodinaminio fokusavimo kraujas teka
tarp dviejy elektrodu esanciu tarpu, kuris toks mazas, kad vienu metu pro jj prateka tik viena
lastelé. Elektrinis impedansas kinta Igstelei pratekéjus, jo pokytis yra proporcingas lastelés
dydziui. Gauti duomenys grafiSkai pavaizduojami trombocity pasiskirstymo pagal dydj
histogramoje (2.1 pav.).

Trombokritas (PCT) — tai procentiné trombocity uzimamo tario kraujyje iSraiska.
Trombocity pasiskirstymas pagal dydj (PDW) apskaiciuojamas automatiskai nustatant Zemiausig
trombocity atskyrimo pagal dydj ribg (PL) ir aukSciausig trombocity atskyrimo pagal dydj riba
(PU). PL nustatoma tarp 2-6 fl, o PU tarp 12-30 fl. Pasiskirstymo plotis ties trombocity
pasiskirstymo pagal dydj grafiko virStnés 20-ies procenty riba yra laikomas PDW. Grafiko
vir§tinés aukstis laikomas lygiu 100 %. P-LCR — tai dideliy trombocity, kurie virSija 12 fl riba, ir

bendro trombocity skaiciaus santykis.

23



PDW apskaiciuojamas pagal formule:
PDW = k X sd/MPV
k — konstanta, sd — standartinis nuokrypis, MPV — vidutinis trombocity tiiris

MPV apskaiciuojamas pagal formule:

MPV = PCT x 10000
~ PLT

PCT — trombokritas, PLT — trombocity skaicius

100 %
12 fl
[2])
=
o)
0]
X
(2]
=
8
a P-LCR
520% I 1
E0N :
21 | b 301
PL: PDW PU

Trombocity dydis

2.1 pav. Trombocity pasiskirstymo pagal dydj histograma. PDW ir P-LCR apskai¢iavimas. PL —
Zzemiausia trombocity atskyrimo pagal dydj riba, PU — auksciausia trombocity atskyrimo pagal
dydj riba. X asis vaizduoja trombocity dydj, Y aSis trombocity skaiciy.

2.3.3. Trombocity funkcinio aktyvumo tyrimai tékmés citometrijos metodu

Trombocity sekrecinis ir agregacinis aktyvumai tirti t€tkmés citometrijos metodu.
Tékmes citometro, su kuriuo atlikti éminiy tyrimai, opting sistemg sudaro suzadinimo S$altinis su
trimis lazeriais (mélynu, kurio suzadinimo bangos ilgis 488 nm, raudonu, kurio suzadinimo bangos
ilgis 640 nm ir violetiniu, kurio suzadinimo bangos ilgis 405 nm). Sie lazeriai ap$vie¢ia méginyje
esancias lasteles, o Sviesos signalo surinkimo optikos sistema nukreipia Sviesos iSsibarstymg ir
fluorescencijos signalus per specialus filtrus j detektorius. FACSCanto citometru galima iSmatuoti
8 lasteliy parametrus: priekine $viesos sklaida (PSS), Sonine $viesos sklaida (SSS) ir 6
fluorescencijas.

Tyrime naudoti fluorochromai: fluoresceinoizotiocianatas (FITC), fikoeritrinas (PE),
peridinino chlorofilo baltymas (PerCP) ir alofikocianinas (APC).

Tyrimo metu mélynu lazeriu suzadinta fluorescencija matuota zaliame kanale

naudojant FITC fluorochroma, geltoname kanale naudojant PE fluorochromg ir raudoname kanale
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naudojant PerCP fluorochromg. Raudonu lazeriu suzadinta fluorescencija matuota raudoname
kanale naudojant APC fluorochroma. FITC suzadinimo bangos ilgis 525 nm, 0 jo detektoriaus
diapazonas 530/30 nm, atitinkamai PE — 575 ir 575/25 nm, PerCP — 678 ir 695/40 nm, APC — 660
ir 670/30 nm.

Naudojant programing jrangg gaunami grafiniai vaizdai. Pasirinktas duomeny
vaizdavimas taskinémis diagramomis, kai vienas parametras (x asyje) vaizduojamas kito (y asyje)
atzvilgiu. Priekiné §viesos sklaida (PSS) atspindi lastelées dydi, o $oniné §viesos sklaida (SSS)
lastelés vidaus struktiiry sudétingumg. Gautose taskinése diagramose tam tikros tirtos Igsteliy
populiacijos iSskirtos individualiai apibréziant jy regionus (angl. gate). Taip pat taskinés
diagramos suskirstytos j kvadrantus, pagal kuriuos nustatomos lgsteliy populiacijos su teigiama ir
neigiama Zymeny raiska.

Méginio paruoSimas trombocity agregacinio aktyvumo tyrimams. Trombocity

agregaciniam aktyvumui tirti naudotas veninis kraujas mégintuvéliuose su Ko-EDTA. Naudoti
antik@inai prie§ pasirinktus zymenis, konjuguoti su atitinkamais fluorochromais (zZr. Lentelé 2.1).
Anti-CD45 skirtas identifikuoti leukocitams, anti-CD14 — monocitams, anti-CD42a —

trombocitams.

2.1 lentelé. Antikiinai prie$ pasirinktus Zymenis ir su jais konjuguoti fluorochromai.
Mégintuvélis su K2-EDTA

Fluorochromas FITC PE PerCP

Antiktinas CD45 CD14 CD42a

Citometriniame mégintuvélyje 50 pl kraujo su antikoaguliantu etilendiamintetraacto
rugsties dikalio druska (K2-EDTA) atsargiai sumaiSoma su 5 pl kiekvieno i§ monokloniniy
antiktiny, konjuguoty su fluorochromais: CD45 FITC, CD14 PE, CD42a PerCP. SumaiSius
inkubuojama 20 min. Po inkubacijos jpilami 2 ml lizuojanc¢io buferinio tirpalo ir lizuojama 15 min.

Méginio paruosimas trombocity sekrecinio aktyvumo tyrimams. Veninis kraujas

meégintuveliuose su Na citratu naudotas tirti trombocity sekreciniam aktyvumui. Naudoti antiktinai
prie§ pasirinktus zymenis, konjuguoti su atitinkamais fluorochromais (zr. Lentelé 2.2). PAC-1
naudotas prie§ fibrinogeno prisijungimo vieta, kuri susidaro aktyviuose trombocituose vykstant
konformaciniams glikoproteino IIb/Illa pokyciams, anti-CD63 ir anti-CD107a skirti jvertinti
trombocity sekrecinj aktyvuma, anti-CD42a skirtas identifikuoti trombocitams, anti-CD61 —

trombocity adhezijos Zymuo.
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2.2 lentelé. Antikiinai prie$ pasirinktus Zymenis ir su jais konjuguoti fluorochromai.

Mégintuvélis su Na citratu
Fluorochromas FITC PE PerCP FITC APC
Antiktinas PAC-1 CD63 CD42a CD107a CD61

Kraujas su antikoaguliantu Na citratu atsargiai sumaiSomas ir skiedziamas su
fosfatiniu buferiniu tirpalu (PBS) santykiu 1:10, imama 100 pl kraujo ir 900 ul PBS. Tuomet j
citometrinj mégintuvélj jpilama 50 pl skiesto kraujo ir po 5 pl kiekvieno i§ monokloniniy antikiiny,
konjuguoty su fluorochromais: CD107a FITC, CD63 PE, CD42a PerCP, CD61 APC. SumaiSoma
ir inkubuojama 20 min. Kitame citometriniame meégintuvélyje 50 pl skiesto kraujo sumaiSoma su
5 ul kiekvieno 1§ monokloniniy antikiiny, konjuguoty su fluorochromais: PAC-1 FITC, CD42a
PerCP, CD61 APC. Taip pat inkubuojama 20 min. Po inkubacijos abiejy mégintuvéliy bandiniai
fiksuojami 500 pl fiksuojancio tirpalo. ParuoSiami 3 mégintuvéliai ir analizuojami tékmés
citometru.

Taip pat tirtas trombocity sekrecinis aktyvumas po stimuliacijos agonistais
adenozino difosfatu (ADF) ir trombino receptorius aktyvinanciu peptidu (TRAP). Tam paruo$iami
dar du mégintuvéliai:

1. Kraujas su antikoaguliantu Na citratu atsargiai sumaiSomas ir skiedZiamas su
fosfatiniu buferiniu tirpalu (PBS) santykiu 1:10, imama 100 pl kraujo ir 900 pl PBS. Tuomet 50
ul skiesto kraujo inkubuojama 15 min. su 5 pl 0,2 mM ADF. Toliau viskas atliekama taip pat kaip
ruoSiant meéginj su Na citratu.

2. Kraujas su antikoaguliantu Na citratu atsargiai sumaiSomas ir skiedZziamas su
fosfatiniu buferiniu tirpalu (PBS) santykiu 1:10, imama 100 pl kraujo ir 900 pl PBS. Tuomet 50
ul skiesto kraujo inkubuojama 15 min. su 1 pl 1,2 mM TRAP. Toliau viskas atliekama taip pat
kaip ruosiant méginj su Na citratu.

Tiriant trombocity agregacinj aktyvumg buvo lizuoti eritrocitai. Atlikus visy tirty
pacienty veninio kraujo fenotipine analiz¢ su tékmés citometru pagal prieking (PSS) ir Soning
(SSS) sviesos skaidas taskinéje diagramoje leukocitai suskirstyto pagal dydj ir vidaus struktiiry
sudétinguma (2.2 pav.).
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2.2 pav. Taskiné leukocity diagrama pagal
prieking (x asSyje) ir Soning (y asyje) Sviesos
sklaidas.

2.3 pav. Leukocity identifikavimas naudojant
monokloninj antikiing CD45FITC ir SSS.
Apibrézti monocity (P1), granulocity (P3),
limfocity (P4) regionai.

Panaudojus monokloninj antikiing CD45FITC ir SSS takinéje diagramoje buvo

atskirtos tik leukocity populiacijai priklausancios lastelés ir apibrézti regionai: monocity (P1),

granulocity (P3), limfocity (P4) (2.3 pav.).

Pagal monokloniniy antikiing CD14PE ir CD45FITC derinj buvo tiksliau atskirti

monocitai, kurie apibrézti regionu (P2) (2.4 pav.).

Derinant CD42aPerCP ir CDI4PE taskinéje diagramoje buvo matomi monocity

agregatai su trombocitais Q2 kvadrante, Q1 kvadrante matyti tik trombocitai turintys CD42a

zymenj, Q4 kvadrante tik monocitai, pagal CD14 Zymenj, o Q3 kvadrante likusios kraujo Iastelés,

kurios neturi CD14 ir CD42a zymeny (2.5 pav.).
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2.4 pav. Monocity identifikavimas naudojant
monokloninius antikiinus CD14PE ir
CDA4SFITC ir apibréztas jy regionas (P2).

2.5 pav. Monocity — trombocity agregatai Q2
kvadrante, atskirti naudojant CD42aPerCP ir
CD14PE.

Pagal CD42a ir CD45 Zzymenis buvo atskirti granulocity — trombocity (2.6 pav.) ir
limfocity — trombocity agregatai (2.7 pav.), tiriant tik pries§ tai apibréztus atitinkamus regionus P3
ir P4. Q2-2 ir Q2-1 kvadrantuose matyti nustatyti atitinkami agregatai, Q4-2 ir Q4-1 kvadrantuose
tik leukocitai turintys CD45 Zymen;.
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2.6 pav. Granulocity — trombocity agregatai
Q2-2 kvadrante.

2.7 pav. Limfocity — trombocity agregatai
Q2-1 kvadrante.

Tiriant trombocity sekrecinj aktyvumg pirmiausia pagal monokloninius antikiinus

CD61APC ir CD42aPerCP buvo identifikuoti trombocitai ir apibrézti regionu (P2), kuris buvo

tiriamas toliau (2.8 pav.).
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2.8 pav. Trombocity identifikavimas naudojant
monokloninius antikinus CD61APC,
CD42aPerCP ir apibréztas jy regionas (P2).

Toliau vertintas trombocity sekrecinis aktyvumas, pagal trombocity lizosomy ir
tankiyjy granuliy membraninius baltymus, naudojant CD107aFITC (2.9 pav.) ir CD63PE (2.10
pav.) monokloninius antikiinus prie$ juos. Q2 ir Q2-1 kvadrantuose matyti aktyvis trombocitai

atitinkamai su CD107a arba CD63 zymeny raiska.
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2.9 pav. Aktyviis trombocitai Q2 2.10 pav. Aktyviis trombocitai Q2-1
kvadrante, identifikuoti  naudojant kvadrante, identifikuoti  naudojant
CD107aFITC monokloninj antikiing. CD63PE monokloninj antikting.
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Trombocity aktyvumas taip pat vertintas PAC-1FITC monokloniniu antikiinu, kuris

jungiasi prie fibrinogeno prisijungimo vietos tik aktyviuose trombocituose. 11 paveiksle matyti

aktyvis trombocitai, kuriuose jvyke konformaciniai GPIIb/IIla poky¢iai.

(Ma citratas)-Tube_003
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FPAC-1 FITC-A

103
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a0t o0 wd 10 1 10

A0 (D423 PerGP-Cy5-5-4

11 pav. Aktyvis trombocitai Q2 kvadrante,
identifikuoti naudojant PAC-1 FITC

monokloninj antikiing.

Trombocity aktyvumas buvo vertinamas ir stimuliavus agonistais ADF ir TRAP.

Aktyvumas nustatytas naudojant tuos pacius monokloninius antikiinus CD107aFITC (2.12 pav.),

CD63PE (2.13 pav.) ir PAC-1FITC (2.14 pav.).
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(Ma citratas)-Tube_004+ TRAP 1mkl (Ma citratag)-Tube_004+ TRAP 1mkl
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212 pav. Aktyviis trombocitai po 2.13 pav. Aktyviis trombocitai po stimuliacijos
stimuliacijos TRAP, matomi Q2 kvadrante, TRAP, matomi Q2-1 kvadrante, identifikuoti
identifikuoti naudojant ~ CD107aFITC naudojant CD63PE monokloninj antikting.
monokloninj antikiing.
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103

PAC-1 FITC-A

Q4

T ||||||||||"||||||||| T T |||||| T T |||||| T T T |||||| T
a5 0 0° 10 0’ 10
CD42a PerCP-Cya-5-A

2.14 pav. Aktyvis trombocitai po stimuliacijos
ADF, matomi Q2 kvadrante, identifikuoti
naudojant PAC-1FITC monokloninj antikiing.

Visais atvejais matuota kiek trombocity savo pavirSiuje prisijungé atitinkamus
antikGinus prie§ tirtus zymenis ir Kiek agregaty susidaré. Gauti rezultatai iSreik$ti procentine

iSraisSka.
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2.4. Psichosocialinio streso klausimynas

Létinio streso jtaka buvo vertinama pagal tiriamyjy uzpildyto psichosocialinio streso
klausimyno atsakymus. Naudotas LiVicordia projekte parengtas ir validuotas klausimynas [67]. IS
jo remiantis literatiira [1, 2, 43] buvo pasirinktos kelios dalys galimai atspindinéios 1étinio streso
poveikij. Pasirinkta nustatyti ar darbo aplinka ir socialiné parama turi jtakos trombocity aktyvacijai.
Darbo aplinka vertinta pagal jtampa darbe. Sis vertinimas apima psichologinius poreikius ir
sprendimo priémimo galimybes. Vertinama taskais 0,2 — 3,3, didesnis balas atspindi didesng
jtampg. Socialin¢ parama vertinta pagal tris aspektus: socialing paramg darbe (8 — 32 taskai),
emocing paramg (0 — 6 taskai) ir socialing integracija (6 — 36 taskai). Visais aspektais didesnis
balas atspindi geresn¢ socialing parama.

Taip pat buvo pasirinkta patikrinti rikymo ir naktinio darbo poveikj trombocity

aktyvacijai ir nagrinétiems kraujo rodikliams.

2.5. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analizé atlikta naudojant statistinés analizés programa R (R
version 3.2.2), GraphPad Prism 6 programa (GraphPad software, Inc, La Jolla, CA) ir Microsoft
Excel 2003 programg. Rezultatai pateikiami vidurkiais su standartiniais nuokrypiais, bei
medianomis su pirmuoju kvartiliu (Q1 — 25 procentilis) ir treciuoju kvartiliu (Q3 — 75 procentilis).
Duomeny normalumo tikrinimui buvo pritaikytas Shapiro-Wilk testas (p > 0,05). Duomenys
lyginti taikant dviejy nepriklausomy im¢iy parametrinj ¢ testq ir neparametrinj Mann-Whitney U
testg. Tiesinés priklausomybés tarp kintamyjy laipsniui jvertinti naudotas Spearman koreliacijos
koeficientas r. Koreliacinis rySys tarp kintamyjy vertintas kaip labai silpnas, kai r = 0,00-0,19,
silpnas, kai r = 0,20-0,39, vidutinis, kai r = 0,40-0,69, stiprus, kai r = 0,70-0,89 ir labai stiprus, kai
r = 0,90-1,00. Taip pat atlikta teisinés regresijos analizé. Pasirinktas reik§mingumo lygmuo a =

0,05, rezultatai buvo laikomi statistiskai reikSmingais, kai p < 0,05.
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3. REZULTATAI

Buvo istirti 138 sveiki vyrai (25 — 55 mety amziaus, vidurkis 38,28 m., standartinis
nuokrypis 9,22 m.), i§ jy 69 priklausantys jauny vyry amziaus grupei (25 — 39 m.) ir 69
priklausantys vidutinio amziaus vyry grupei (40 — 55 m.). Amziaus vidurkiai tarp Siy dviejy grupiy

pasiskirsté atitinkamai 30,01 m. £ 3,68 ir 46,54 m. + 4,4

3.1. Tiriamyjy antropometriniy duomeny ir biocheminiy rodikliy laboratoriniy tyrimy

rezultatai

Pirmoje lenteléje pateikiamas visy tiriamyjy antropometriniy duomeny ir
biocheminiy rodikliy laboratoriniy tyrimy rezultaty palyginimas pagal atitinkamas amziaus
grupes. Biocheminiy tyrimy rezultatai gauti i$ to paties projekto kitose dalyse atlikty tyrimy.

Vertinant tiriamuosius pagal amziaus grupes, nustatyta, kad statistiSkai reikSmingai
skyrési jauny ir vidutinio amziaus vyry svoris (p = 0,001), KMI (p < 0,001), liemens apimtis (p <
0,001), diastolinis kraujo spaudimas (p = 0,043), bendras cholesterolis (p < 0,001), triacilgliceroliy
koncentracija (p = 0,001), mazo tankio lipoproteiny koncentracija (p < 0,001) ir C reaktyvaus
baltymo koncentracija (p = 0,011).

Nustatyta, kad 27 jauni ir 28 vidutinio amziaus vyrai turéjo antsvorj (KMI > 25), bei
2 jauni ir 13 vidutinio amziaus vyry tur¢jo nutukimg (KMI > 30). I§ jauny grupés dviem, o i§
vidutinio amziaus dvylikai tiriamyjy nustatytas pilvinis nutukimas, liemens apimtis >102 cm.
Didesnis nei 130 mmHg arterinis sistolinis kraujo spaudimas buvo 36 jauniems ir 42 vidutinio
amziaus vyrams, o didesnis nei 80 mmHg diastolinis kraujo spaudimas atitinkamai 31 ir 41
tiriamiesiems.

Pastebéta tai, kad vertinant aterosklerozés rizikos poZiliriu jaunesnio amziaus vyry
grupé turi geresnius rodiklius, biitent mazesnes triacilgliceroliy ir MTL cholesterolio

koncentracijas, taciau DTL cholesterolio koncentracija tarp amziaus grupiy panasi.
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3.1 lentelé. Tiriamyjy antropometriniy duomeny ir biocheminiy laboratoriniy tyrimy rezultaty
palyginimas pagal amziaus grupes (vertés nurodytos vidurkiais +Standartinis nuokrypis (SD) arba
medianomis (Q1;Q3 kvartiliai)). NR — nereik§minga.

Vidutinio amzZiaus

Kintamoji Jauni (25-39m.) (40 - 55 m.) p verté
Tiriamyjy skaiCius n==69 n==69
.. 29 (27; 33 47 (42; 50
AmZius 30,(()1i3,6§ 46,(5414,4)
Svoris (kg) 81,82+10,80 88,60+13,28 0,001
Ugis (m) 1,84+0,06 1,82+0,06 NR
KMI (kg/m?) 23,47 (22,04; 26,10) 26,47 (24,15; 29,03)  <0,001
Liemens apimtis (cm) 84,00 (79,75; 93,00) 94 (87; 100) <0,001
Sistolinis kraujo spaudimas 131 (124;139) 133 (124; 140) NR
Diastolinis kraujo spaudimas 79,87+8,27 83,36+9,74 0,043
Sirdies susitraukimy daznis 68,48+11,64 70,28+12,36 NR
Bendras chol. (mmol/l) 4,61 (4,09; 5,19) 5,24 (4,77, 6,08) <0,001
TAG (mmol/l) 0,98 (0,74; 1,25) 1,29 (0,93; 1,82) 0,001
DTL (mmol/l) 1,17 (1,03; 1,39) 1,22 (1,08; 1,43) NR
MTL (mmol/l) 2,93+0,64 3,43+0,90 <0,001
CRB (mg/l) 0,52 (0,30; 0,90) 0,80 (0,41; 1,92) 0,011

KMI — kiino masés indeksas, TAG — triacilgliceroliai, DTL — didelio tankio lipoproteinai, MTL — mazo tankio
lipoproteinai, CRB — C reaktyvusis baltymas.

3.2. Veninio kraujo tyrimo automatizuotu metodu ir tékmés citometru rezultatai

Atlikto automatizuoto kraujo tyrimo rodikliy rezultatai tiek vertinant visus
tirlamuosius kartu, tiek pagal amziaus grupes atitiko normy ribas (priedas 1). Palyginus pagal
amziaus grupes automatizuoto kraujo tyrimo rezultatus, statistiSkai reikSmingai skyreési tik
limfocity skai¢ius (p = 0,012) (Zr. Lentelé 3.2).

Vertinant trombocity sekrecinj ir agregacin] aktyvumus tarp amZiaus grupiy
statistiSkai reikSmingo skirtumo nebuvo. Stimuliavus agonistais statistiS$kai reikSmingai skyrési
jauny ir vidutinio amziaus vyry CD107a zymens sekrecija stimuliuojant TRAP (p = 0,008) ir
trombocity aktyvumas nustatomas PAC-1 antikiinais, stimuliavus ADF (p = 0,014) (zr. Lentelé
3.3).

Pastaba. Aprasant ir pateikiant rezultatus lentelése ir grafikuose naudojami
trumpiniai: MPV — vidutinis trombocity ttris, PDW — trombocity pasiskirstymas pagal dydj, P-
LCR — dideliy trombocity skaiciaus santykis su bendru trombocity skai¢iumi, PCT — trombokritas.
Agregatai: MO/CD42a — monocity — trombocity, GRA/CD42a — granulocity — trombocity,
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LY/CD42a — limfocity — trombocity. TRAP - trombino receptorius aktyvinantis baltymas, ADF —
adenozino difosfatas.

3.2 lentelé. Tiriamyjy automatizuoto kraujo tyrimo rezultaty palyginimas pagal amziaus grupes
(vertés nurodytos medianomis (Q1;Q3 kvartiliai)). NR — nereikSminga.

Vidutinio amziaus

Kintamoji Jauni (25-39m.) (40 - 55 m.) p verté
Tiriamyjy skaiCius n==69 n==69
Leukocitai, x10%I 5,77 (4,90; 6,83) 5,62 (4,52; 6,58) NR
Neutrofilai, x10%I 2,65 (2,17; 3,34) 2,64 (2,11; 3,41) NR
Limfocitai, x10%1 2,34 (1,92; 2,80) 2,09 (1,62; 2,45) 0,012
Monocitai, x10%1 0,53 (0,43; 0,63) 0,48 (0,38; 0,61) NR
Eozinofilai, x10%/I 0,16 (0,11; 0,24) 0,16 (0,11; 0,26) NR
Bazofilai, x10%I 0,03 (0,02; 0,04) 0,03 (0,01; 0,04) NR
Trombocitai, x10%1 210 (182; 232) 208 (176; 241) NR
MPV, fl 10,30 (9,75; 10,80) 10,3 (9,9; 10,9) NR
PDW, fl 11,90 (11,00; 12,85) 11,90 (11,05; 13,00) NR
P-LCR, % 27,0 (23,0; 31,7) 28,30 (23,35; 32,15) NR
PCT, % 0,21 (0,19; 0,23) 0,22 (0,18; 0,25) NR

3.3 lentelé. Trombocity funkcinio aktyvumo rezultaty palyginimas tarp amziaus grupiy (vertés
nurodytos medianomis (Q1;Q3 kvartiliai)). NR — nereikSminga.

Vidutinio amzZiaus

Kintamoji Jauni (25 -39 m.) (40 - 55 m) p verté
Tiriamyjy skaicius n==69 n==69

MO/CD42a, % 9,00 (7,80; 10,45) 9,00 (7,50; 10,65) NR
GRA/CD42a, % 9,30 (8,05; 10,40) 8,80 (6,70; 10,25) NR
LY/CD42a, % 9,6 (8,2; 10,7) 9,70 (7,85; 10,75) NR
CD42a/CD61/CD63, % 0,2 (0,1; 0,2) 0,2 (0,1; 0,3) NR
CD42a/CD61/CD107a, % 0,2 (0,1; 0,3) 0,2 (0,1;0,2) NR
CD42a/CD61/PAC-1, % 0,2 (0,1; 0,4) 0,2 (0,1; 0,3) NR
CD63 su TRAP, % 34,40 (22,75; 44,35) 34,1 (22,6; 43,6) NR

CD107asu TRAP, % 0,80 (0,45; 1,25) 0,5(0,3; 1,0) 0,008

PAC-1 su ADF, % 57,80 (48,50; 77,05) 53,30 (41,15; 64,75) 0,014

3.3. Rikymo ir naktinio darbo jtakos rezultatai

Tiriant rikymo ir naktinio darbo jtaka trombocity aktyvacijai ir kraujo rodikliams,

visi tiriamieji buvo tirti neskirstant | amziaus grupes. Vyrai suskirstyti j rukancius (n = 27) ir
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nertkancius (n = 111) ir atitinkamai j dirbancius naktinj darbg (n = 12) ir nedirbanc¢ius naktinio
darbo (n = 126).

Nustatyta, kad rukymas neturi statistiskai reikSmingos jtakos trombocity aktyvacijos
zymenims, bei agregatams, taciau tarp rukanciy ir neriikanciy asmeny statistiSkai reikSmingai
skyrési CD63 zymens raiSka stimuliuojant TRAP agonistu (p = 0,028) (zr. Lentelé 3.4). Gauty

rezultaty palyginimas pateikiamas grafiskai pirmame ir antrame paveiksluose.

Pastaba. Duomenys pavaizduoti stulpelinémis diagramomis pagal medianas su Q1 ir
Q3 kvartiliais, remiantis pagal kity autoriy straipsniuose pateikiamus trombocity Zymeny grafinius
vaizdavimus [68, 69]. Statistiskai reikSmingi duomenys pavaizduoti staiakampémis (angl.

boxplot) tipo diagramomis.

3.4 lentelé. Rukanciyjy ir nerikanciyjy grupiy jveréiy palyginimas (vertés nurodytos medianomis
ir Q1; Q3 kvartiliais (25 procentilis; 75 procentilis)). NR — nereik$§minga.

Kintamoji Riiko Neriiko p verté
Tiriamyjy skaicius n=27 n=111
Mediana | Q1; Q3 | Mediana | Q1; Q3

MO/CD42a, % 9,0 7,6; 10,7 9,0 7,7, 10,4 NR
GRA/CD42a, % 8,8 6,4; 10,5 9,2 7,3;10,3 NR
LY/CD42a, % 9,9 8,1; 10,7 9,6 8,1; 10,7 NR
CD423a/CD61/CD63, % 0,2 0,1;0,3 0,2 0,1;0,3 NR
CD42a/CD61/CD107a, % 0,2 0,1;0,4 0,2 0,1;0,3 NR
CD42a/CD61/PAC-1, % 0,2 0,1;0,2 0,2 0,1;04 NR
CD63 su TRAP, % 40,2 31,3; 44,4 32,6 22,0; 42,7 | 0,028
CD107a su TRAP, % 0,6 0,3;14 0,7 0,3;1,1 NR
PAC-1 su ADF, % 53,3 48,0; 65,7 55,7 45.3;72,8 NR

36



60 " — Nerlko
45 ir Em Riko
30 KS

10.0
7.54
5.0l
1.5" i
1.0
0.54
0.0-1=

> >
AR

)
(€)

Aktyviuy agregatu/zymeny kiekis (%)

&

Kvaliioy
.\\

v

z\’b
,\Q

3.1 pav. Riukymo jtakos trombocity agregaty ir Zymeny raiskai jverciy palyginimas. X asyje
pavaizduoti agregatai ir Zymenys, Y asyje vaizduojamas aktyviy agregaty/zymeny kiekis
procentais. Duomenys vaizduojami histogramomis, rodan¢iomis medianas ir Q1, Q3 kvartilius,
(*p <0,05).
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3.2 pav. Rukymo jtaka CD63 stimuliavus TRAP agonistu.

Vertinant rikymo jtaka kraujo rodikliams, nustatyta, kad statistiSkai reikSmingai
skyrési rikanciy ir nerukanciy vyry leukocity (p = 0,002), neutrofily (p = 0,010), limfocity (p =
0,008), monocity (p = 0,004), eozinofily (p = 0,003) Iasteliy kiekis. Kity rodikliy skirtumai buvo
statistiSkai nereikSmingi. Bazofily skai¢iaus vidurkis artimas reik§mingumo kriterijui (p = 0,086)
(zr. Lentelé 3.5). Tre¢iame ir ketvirtame paveiksluose matyti statistiSkai reikSmingai besiskirian¢iy

kraujo rodikliy palyginimas riikymo jtakoje.
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3.5 lentelé. Rukanciyjy ir nertkanciyjy grupiy jveréiy palyginimas (vertés nurodytos medianomis
ir Q1; Q3 kvartiliais (25 procentilis; 75 procentilis)). NR — nereik$§minga.

Kintamoji Riiko Neriiko p verté
Tiriamyjy skaiCius n=27 n=111
Mediana | Q1; Q3 | Mediana| Q1; Q3

Leukocitai, x10%I 6,55 |557;7,71| 558 |4,75,6,23| 0,002
Neutrofilai, x10%1 312 |247;426| 258 |211;3,11| 0,010
Limfocitai, x10%1 249 |[214;283| 210 |1,76;2,49 | 0,008
Monocitai, x10%1 056 |048;078| 047 |0,41;0,60| 0,004
Eozinofilai, x10%I 0,22 |0,14;032| 0,15 |0,09;0,23| 0,003
Bazofilai, x10%I 0,03 |[0,02;005| 0,03 |0,02;0,04/| 0,086
Trombocitai, x10%I 209 182; 245 208 181; 237 NR
MPV, fl 10,5 |[10,0;11,1| 10,3 9,8; 10,8 NR
PDW, fl 12,2 |11,5;136 | 11,8 [10,9;129| NR
P-LCR, % 290 |250:;348| 26,9 |227:31,8| NR
PCT, % 022 [0,19;027| 021 |019;024| NR

=3 Neriko

B Riko

Lasteliy skaic¢ius (x1079/1)

3.3 pav. Rikanciy ir nertikanc¢iy vyry kraujo lasteliy mediany palyginimas. X aSyje pavaizduoti
kraujo rodikliai, Y aSyje lasteliy skai¢ius x10%I. Duomenys vaizduojami histogramomis,
rodanc¢iomis medianas ir Q1, Q3 kvartilius, (*p < 0,05).

38



Lasteliy skaicius

3.4 pav. Rukymo jtaka leukocitams ir jy populiacijoms. R — riikko, N — nertko.

Nustatyta, kad naktinis darbas taip pat kaip ir riikkymas statistiSkai reikSmingg jtaka
turi tik CD63 Zymens raikai stimuliuojant TRAP agonistu (p = 0,036) (zr. Lentelé 3.4). Gauty

rezultaty palyginimas pateikiamas grafiskai penktame ir SeStame paveiksluose.

3.6 lentelé. Dirbanciyjy naktinj darba ir nedirbanc¢iyjy grupiy jver¢iy palyginimas (vertés
nurodytos medianomis ir Q1;Q3 kvartiliais (25 procentilis; 75 procentilis)). NR — nereikSminga.

Kintamoji Dirba Nedirba p verté
Tiriamyjy skaicius n=12 n=126
Mediana Q1; Q3 Mediana Q1; Q3

MO/CD42a, % 8,85 7,05; 11,53 9,0 7,7, 10,6 NR
GRA/CDA42a, % 9,10 6,60; 10,88 9,05 7,10; 10,40 NR
LY/CD42a, % 8,95 6,65; 11,6 9,65 8,20; 10,70 NR
CD42a/CD61/CD63, % 0,20 0,13; 0,45 0,2 0,1;0,3 NR
CD42a/CD61/CD107a, % 0,20 0,13; 0,3 0,2 0,1;0,3 NR
CD42a/CD61/PAC-1, % 0,20 0,20; 0,38 0,2 0,1;0,3 NR
CD63 su TRAP, % 44,50 31,63; 53,30 32,9 22,53; 42,78 | 0,036
CD107a su TRAP, % 0,85 0,53; 1,53 0,7 0,3;1,1 NR
PAC-1 su ADF, % 55,95 46,83; 75,08 | 55,30 | 45,45;71,98 NR
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Aktyviy agregaty/zymeny kiekis (%)

3.5 pav. Naktinio darbo jtakos trombocity agregaty ir zymeny raiskai jver¢iy palyginimas. X aSyje
pavaizduoti agregatai ir Zymenys, Y aSyje vaizduojamas aktyviy agregaty/zymeny kiekis
procentais. Duomenys vaizduojami histogramomis, rodan¢iomis medianas ir Q1, Q3 kvartilius,
(*p <0,05).
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3.6 pav. Naktinio darbo jtakos CD63 stimuliavus TRAP agonistu.

Vertinant naktinio darbo jtakg kraujo rodikliams, statistiSkai reikSmingy skirtumy

tarp dirbanciy naktj ir nedirbanciy nenustatyta (zr. Lentelé 3.7).
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3.7 lentelé. Dirbanciyjy naktinj darbg ir nedirbanciyjy grupiy jverCiy palyginimas (vertés
nurodytos medianomis ir Q1;Q3 kvartiliais (25 procentilis; 75 procentilis)). NR — nereik§minga.

Kintamoji Dirba Nedirba p verté
Tiriamyjy skaiCius n=12 n=126
Mediana Q1; Q3 Mediana Q1; Q3
Leukocitai, x10%I 6,42 5,22; 7,63 5,67 4,77, 6,53 NR
Neutrofilai, x10%I 2,90 2,49; 4,06 2,63 2,16; 3,29 NR
Limfocitai, x10%1 2,17 1,93; 2,93 2,19 1,79; 2,54 NR
Monocitai, x10%1 0,58 0,40; 0,66 0,50 0,41; 0,61 NR
Eozinofilai, x10%1 0,21 0,16; 0,23 0,16 0,10; 0,24 NR
Bazofilai, x10%I 0,02 0,01; 0,03 0,03 0,02; 0,04 NR
Trombocitai, x10%1 2135 | 150,5; 232,0 208,5 182,0; 239,3 NR
MPV, fl 10,65 | 9,48;11,05 10,30 9,80; 10,83 NR
PDW, fl 12,50 | 10,83;13,23 | 11,85 | 11,10;12,90 NR
P-LCR, % 30,15 | 21,60;32,48 | 27,00 | 23,35;31,83 NR
PCT, % 0,21 0,17; 0,25 0,22 0,19; 0,24 NR

3.4. Psichosocialinio streso klausimyno atsakymuy rezultatai

Psichosocialinio jvertinimo klausimyno apibendrinti rezultatai pagal amziaus grupes
pateikti 3.8 ir 3.9 lentelése. Pagal rezultatus matyti, kad jauny vyry grupé patiria Siek tiek didesng
itampg darbe nei vidutinio amziaus vyrai. Socialing paramg darbe abi amziaus grupés jaucia
vienoda, o emocing parama Siek tiek didesn¢ jaucia jaunesni. Taip pat jaunesniy vyry geresné
socialiné integracija. Pagal klausimyno vertinimo tasky skaliy intervalus ir grupiy vidurkius
matyti, kad visi tiriamieji jauciu nedidele jtampa darbe, didesng nei vidutine socialing parama

darbe ir emocing parama, bet socialiné integracija Siek tiek mazesné uz viduting.

3.8 lentelé. Psichosocialinio klausimyno rezultatai sveiky jauny (25 — 39 m.) vyry amziaus grupéje
(vertés nurodytos medianomis, vidurkiais ir standartiniais nuokrypiai (£SD)).

T?:Ex:;es Mediana | Vidurkis | £SD
Darbo aplinka
Itampa darbe ‘ 0,2-3,3 ’ 0,71 ’ 0,72 ‘ 0,17
Socialiné parama
Socialiné parama darbe 8-32 24 24,12 3,80
Emociné parama 0-6 4 4.07 1,12
Socialiné integracija 6-36 20 20,13 5,22
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3.9 lentelé. Psichosocialinio klausimyno rezultatai sveiky vidutinio amziaus (25 — 39 m.) vyry
grupéje (vertés nurodytos medianomis, vidurkiais ir standartiniais nuokrypiai (£SD)).

Tasky skalés |\ 4iona | Vidurkis | +SD
intervalai
Darbo aplinka

Jtampa darbe | 02-33 | o064 | 066 |015

Socialiné parama
Socialiné parama darbe 8-32 24 24,12 3,59
Emociné parama 0-6 4 3,93 1,12
Socialiné integracija 6-36 19 19,55 5,67

3.5. Psichosocialinio streso jtakos trombocity aktyvacijai rezultatai

Vertinant streso jtaka trombocity agregaciniam ir sekreciniam aktyvumui, jauny ir
vidutinio amziaus vyry atsakymy rezultatai buvo vertinami atskirai. Kiekvienos vertintos dalies
atveju tiriamieji buvo padalinti j dvi grupes pagal tos dalies atsakymy rezultaty medianas:
tiriamieji, surinke taskus iki medianos ir tiriamieji, surinke taskus vir§ medianos. Vertinta
procentiné agregaty, aktyvacijos Zymeny be stimuliacijos ir stimuliavus agonistais iSraiska.

Nustatyta, kad jtampa darbe statistiSkai reikSmingos jtakos neturi nei jauniems, nei
vyresnio amziaus vyrams (zr. Lentelé 3.10 ir 3.11). Pastebéta, kad vyresniems PAC-1 daugiau yra,
kai jtampa maZesn¢, o jaunesniems, kai jtampa didesné. Taip pat CD107a vyresniems vyrams
nustatyta daugiau esant mazesnei jtampai. Gauty rezultaty palyginimas pateikiamas grafiskai

septintame ir astuntame paveiksluose.

3.10 lentelé. Itampos darbe jtakos trombocity agregaty ir Zymeny raiSkai jver¢iy palyginimas
sveiky jauny vyry amziaus grupéje (vertés nurodytos medianomis ir Q1;Q3 kvartiliais (25
procentilis; 75 procentilis)). NR — nereikSminga.

Kintamoji Iki medianos Po medianos p verté
Tiriamyjy skaicius n=33 n =236
Mediana Q1; Q3 Mediana Q1; Q3
MO/CD42a, % 8,80 7,65; 9,75 9,55 8,25; 10,80 NR
GRA/CD42a, % 9,30 6,95; 10,10 9,50 8,60; 10,85 NR
LY/CD42a, % 9,40 8,15; 10,55 9,80 8,45; 10,93 NR
CD42a/CD61/CD63, % 0,2 0,1;0,2 0,2 0,1;0,2 NR
CD42a/CD61/CD107a, % 0,2 0,1;0,3 0,20 0,10; 0,38 NR
CD42a/CD61/PAC-1, % 0,20 0,10; 0,35 0,2 0,1;0,4 NR
CD63 su TRAP, % 32,90 | 24,00;42,65 | 36,55 | 22,08; 44,63 NR
CD107a su TRAP, % 0,70 0,45; 1,05 0,85 0,43; 1,68 NR
PAC-1 su ADF, % 56,20 | 48,50; 74,95 | 59,10 | 48,03; 78,28 NR
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3.11 lentelé. Jtampos darbe jtakos trombocity agregaty ir Zymeny raiskai jverciy palyginimas
sveiky vidutinio amziaus vyry grupéje (vertés nurodytos medianomis ir Q1;Q3 kvartiliais (25
procentilis; 75 procentilis)). NR — nereikSminga.

Kintamoji Iki medianos Po medianos p verté
Tiriamyjy skaicius n=234 n=35
Mediana Q1; Q3 Mediana | Q1; Q3
MO/CD42a, % 8,75 7,23; 10,55 9,5 7,8;10,8 NR
GRA/CDA42a, % 8,20 6,70; 9,78 8,9 6,4; 11,1 NR
LY/CD42a, % 9,30 7,68; 10,63 9,9 8,1;10,9 NR
CD42a/CD61/CD63, % 0,2 0,1;0,3 0,2 0,1;0,3 NR
CD42a/CD61/CD107a, % 0,2 0,1;0,3 0,2 0,1;0,2 NR
CD42a/CD61/PAC-1, % 0,2 0,1;0,4 0,2 0,1;0,3 NR
CD63 su TRAP, % 31,30 | 19,98; 42,78 35,1 25,5; 48,4 NR
CD107asu TRAP, % 0,65 0,23; 1,03 0,4 0,3;1,0 NR
PAC-1 su ADF, % 54,20 43,83; 71,4 52,3 39,7; 60,5 NR

=3 |ki medianos

E=E Po medianos

Aktyviy agregatu/zymeny kiekis (%)

3.7 pav. Itampos darbe jtakos trombocity agregaty ir zymeny raiskai jveréiy palyginimas sveiky
jauny vyry amziaus grup€je. X aSyje pavaizduoti agregatai ir Zymenys, Y aSyje vaizduojamas
aktyviy agregaty/zymeny kiekis procentais. Duomenys vaizduojami histogramomis, rodan¢iomis
medianas ir Q1, Q3 kvartilius.
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3.8 pav. Jtampos darbe jtakos trombocity agregaty ir Zymeny raiskai jveréiy palyginimas sveiky
vidutinio amziaus vyry grupéje. X asyje pavaizduoti agregatai ir zymenys, Y asyje vaizduojamas
aktyviy agregaty/zymeny kiekis procentais. Duomenys vaizduojami histogramomis, rodan¢iomis
medianas ir Q1, Q3 kvartilius.

Nustatyta, kad socialin¢ parama darbe statistiSkai reikSmingos jtakos neturi nei
jauniems, nei vyresnio amziaus vyrams (zr. Lentelé 3.12 ir 3.13). Pastebéta, kad vyresniems
vyrams CD63, CD107a ir PAC-1, o jaunesniems tik CD63 daugiau yra, kai socialiné parama darbe
didesné. Taip pat stimuliavus agonistais jauniems vyrams CD63, o vyresniems CD63 ir PAC-1
nustatyta daugiau esant didesnei socialinei paramai darbe. Gauty rezultaty palyginimas

pateikiamas grafiskai 3.9 ir 3.10 paveiksluose.

3.12 lentelé. Socialinés paramos darbe jtakos trombocity agregaty ir zymeny raiskai jverciy
palyginimas sveiky jauny vyry amziaus grupéje (vertés nurodytos medianomis ir Q1;Q3 kvartiliais
(25 procentilis; 75 procentilis)). NR — nereikSminga.

Kintamoji Iki medianos Po medianos p verté
Tiriamyjy skaicius n=29 n =40
Mediana Q1; Q3 Mediana Q1; Q3
MO/CD42a, % 10,10 7,95; 10,90 8,85 7,73; 9,80 NR
GRA/CDA42a, % 9,50 8,30; 11,10 8,95 7,23; 10,00 NR
LY/CD42a, % 9,90 9,05; 11,50 9,30 8,10; 10,28 NR
CD42a/CD61/CD63, % 0,10 0,10; 0,25 0,2 0,1;0,2 NR
CD42a/CD61/CD107a, % 0,20 0,10; 0,35 0,2 0,1;0,3 NR
CD42a/CD61/PAC-1, % 0,2 0,1;0,4 0,2 0,1;0,4 NR
CD63 su TRAP, % 30,60 | 22,15;42,75 | 37,85 | 24,70; 45,75 NR
CD107a su TRAP, % 0,90 0,45; 1,50 0,80 0,43; 1,20 NR
PAC-1 su ADF, % 59,60 | 48,05;73,40 | 56,75 | 48,50; 78,30 NR
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3.13 lentelé. Socialinés paramos darbe jtakos trombocity agregaty ir zymeny raiskai jverciy
palyginimas sveiky vidutinio amziaus vyry grupéje (vertés nurodytos medianomis ir Q1;Q3
kvartiliais (25 procentilis; 75 procentilis)). NR — nereikSminga.

Kintamoji Iki medianos Po medianos p verté
Tiriamyjy skaicius n=27 n=42
Mediana | Q1; Q3 Mediana Q1; Q3
MO/CD42a, % 9,5 8,0;11,1 8,90 7,23; 10,50 NR
GRA/CD42a, % 8,8 6,9; 10,1 8,30 6,68; 10,53 NR
LY/CD42a, % 9,9 7,7,11,4 9,55 7,98; 10,45 NR
CD42a/CD61/CD63, % 0,1 0,1;0,3 0,2 0,1,0,3 NR
CD42a/CD61/CD107a, % 0,1 0,1;0,2 0,2 0,1;0,3 NR
CD42a/CD61/PAC-1, % 0,1 0,1;0,3 0,2 0,1,0,3 NR
CD63 su TRAP, % 32,4 22,5; 46,5 34,90 22,53; 43,08 NR
CD107a su TRAP, % 0,6 0,3;1,1 0,45 0,20; 0,93 NR
PAC-1 su ADF, % 52,4 44,1; 56,9 54,20 38,95; 69,15 NR
=3 [|ki medianos

I |

Em Po medianos

Aktyviy agregaty/zymeny kiekis (%)

3.9 pav. Socialinés paramos darbe jtakos trombocity agregaty ir Zymeny raiSkai jverciy
palyginimas sveiky jauny vyry amziaus grup¢je. X asyje pavaizduoti agregatai ir Zymenys, Y aSyje
aktyviy agregaty/zymeny kiekis procentais. Duomenys vaizduojami histogramomis, rodan¢iomis
medianas ir Q1, Q3 kvartilius.
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3.10 pav. Socialinés paramos darbe jtakos trombocity agregaty ir Zymeny raiSkai jverciy
palyginimas sveiky vidutinio amziaus vyry grupéje. X aSyje pavaizduoti agregatai ir Zymenys, Y
aSyje aktyviy agregaty/Zymeny kiekis procentais. Duomenys vaizduojami histogramomis,
rodanc¢iomis medianas ir Q1, Q3 kvartilius.

Vertinant emocinés paramos itaka jauny vyry grupéje statistiSkai reikSmingo
skirtumo nenustatyta. Arti reikSmingumo ribos buvo monocity — trombocity (p = 0,059) ir
granulocity — trombocity (p = 0,081) agregaty skai¢iaus skirtumas (zr. Lentelé 3.14). Vidutinio
amziaus grupe¢je statistiSkai reikSmingy skirtumy taip pat nenustatyta (zr. Lentele 3.15). Pastebéta,
kad geresnés emocinés paramos atveju pas jaunus daugiau yra CD63 ir PAC-1, bei CD107a su
TRAP, PAC-1 su ADF, o pas vyresnius CD63 ir CD63 su TRAP. Gauty rezultaty palyginimas
pateikiamas grafiskai 3.11 ir 3.12 paveiksluose.

3.14 lentelé. Emocinés paramos jtakos trombocity agregaty ir zymeny raiSkai jverciy palyginimas
sveiky jauny vyry amziaus grupéje (vertés nurodytos medianomis ir Q1;Q3 kvartiliais (25
procentilis; 75 procentilis)). NR — nereikSminga.

Kintamoji Iki medianos Po medianos p verté
Tiriamyjy skaicius n=18 n=>51
Mediana Q1; Q3 Mediana | Q1; Q3
MO/CD42a, % 9,95 8,53; 11,50 8,8 7,8; 10,2 0,059
GRA/CDA42a, % 9,9 8,6; 11,03 9,0 7,2;10,2 0,081
LY/CD42a, % 9,95 8,98; 11,35 9,4 8,2;10,4 NR
CD42a/CD61/CD63, % 0,10 0,10; 0,23 0,2 0,1;0,2 NR
CD42a/CD61/CD107a, % 0,20 0,10; 0,43 0,2 0,1;0,3 NR
CD42a/CD61/PAC-1, % 0,10 0,10; 0,33 0,2 0,2;0,4 NR
CD63 su TRAP, % 37,00 | 26,98; 43,48 32,9 22; 45,8 NR
CD107a su TRAP, % 0,75 0,58; 1,25 0,8 04;1,3 NR
PAC-1 su ADF, % 50,30 | 40,15; 75,80 60,4 48,9; 77,6 NR
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3.15 lentelé. Emocinés paramos jtakos trombocity agregaty ir Zymeny raiskai jver¢iy palyginimas
sveiky vidutinio amziaus vyry grupéje (vertés nurodytos medianomis ir Q1;Q3 kvartiliais (25
procentilis; 75 procentilis)). NR — nereikSminga.

Kintamoji Iki medianos Po medianos p verté
Tiriamyjy skaicius n=17 n=>52
Mediana Q1; Q3 Mediana Q1; Q3
MO/CD42a, % 9,30 8,10; 10,35 8,95 7,00; 10,83 NR
GRA/CDA42a, % 8,8 7,0; 10,1 8,65 6,63; 10,73 NR
LY/CD42a, % 9,70 8,65; 10,80 9,65 7,45; 10,78 NR
CD42a/CD61/CD63, % 0,1 0,1;0,3 0,2 0,1;0,3 NR
CD42a/CD61/CD107a, % 0,20 0,10; 0,25 0,2 0,1;0,2 NR
CD42a/CD61/PAC-1, % 0,2 0,1;0,4 0,2 0,1;0,3 NR
CD63 su TRAP, % 32,60 | 21,25;47,85 35,10 22,88; 42,93 NR
CD107asu TRAP, % 0,6 0,3;1,0 0,5 0,23; 1,0 NR
PAC-1 su ADF, % 550 40,0; 74,8 52,35 41,03; 60,20 NR

=3 |ki medianos

E=E Po medianos

Aktyviy agregatu/zymeny kiekis (%)

3.11 pav. Emocinés paramos jtakos trombocity agregaty ir Zymeny raiskai jver¢iy palyginimas
sveiky jauny vyry amziaus grupéje. X aSyje pavaizduoti agregatai ir Zymenys, Y aSyje aktyviy
agregaty/Zymeny kiekis procentais. Duomenys vaizduojami histogramomis, rodanciomis
medianas ir Q1, Q3 kvartilius.
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3.12 pav. Emocinés paramos jtakos trombocity agregaty ir Zymeny raiskai jver¢iy palyginimas
sveiky vidutinio amZiaus vyry grupéje. X aSyje pavaizduoti agregatai ir Zymenys, Y asyje aktyviy
agregaty/zymeny kiekis procentais. Duomenys vaizduojami histogramomis, rodan¢iomis
medianas ir Q1, Q3 kvartilius.

Vertinant socialing integracija statistiSkai reikSmingas skirtumas nenustatytas nei
jaunesniems, nei vyresniems vyrams (zr. Lentelé 3.16 ir 3.17). Pastebéta, kad pas vyresnius
vyrus geresnés integracijos atveju nustatyta daugiau agregaty. Gauty rezultaty palyginimas

pateikiamas grafiskai 3.13 ir 3.14 paveiksluose.

3.16 lentelé. Socialinés integracijos jtakos trombocity agregaty ir zymeny raiskai jveréiy
palyginimas sveiky jauny vyry amziaus grupéje (vertés nurodytos medianomis ir Q1;Q3 kvartiliais
(25 procentilis; 75 procentilis)). NR — nereikSminga.

Kintamoji Iki medianos Po medianos p verté
Tiriamyjy skaicius n=33 n =236
Mediana Q1; Q3 Mediana Q1; Q3
MO/CD42a, % 9,3 80; 10,9 8,85 7,80; 10,03 NR
GRA/CD42a, % 9,3 8,6; 10,6 9,40 7,93; 10,28 NR
LY/CD42a, % 9,6 8,2;11,4 9,55 8,23; 10,20 NR
CD42a/CD61/CD63, % 0,2 0,1;0,2 0,20 0,10; 0,28 NR
CD42a/CD61/CD107a, % 0,20 0,10; 0,35 0,2 0,1;0,3 NR
CD42a/CD61/PAC-1, % 0,2 0,1;0,3 0,2 0,1;0,4 NR
CD63 su TRAP, % 33,6 22,0; 42,4 35,20 | 23,28; 46,93 NR
CD107a su TRAP, % 0,80 0,50; 1,35 0,8 0,4;1,2 NR
PAC-1 su ADF, % 55,70 | 45,55;74,05 | 62,45 | 49,70; 78,30 NR
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3.17 lentelé. Socialinés integracijos jtakos trombocity agregaty ir zymeny raiSkai jverciy
palyginimas sveiky vidutinio amziaus vyry grupéje (vertés nurodytos medianomis ir Q1;Q3
kvartiliais (25 procentilis; 75 procentilis)). NR — nereikSminga.

Kintamoji Iki medianos Po medianos p verté
Tiriamyjy skaicius n=33 n=236
Mediana Q1; Q3 Mediana Q1; Q3
MO/CD42a, % 8,90 7,40; 10,45 9,10 7,50; 11,03 NR
GRA/CDA42a, % 8,10 6,50; 10,45 8,80 6,95; 10,10 NR
LY/CD42a, % 9,20 7,75; 10,65 9,75 7,95; 11,13 NR
CD42a/CD61/CD63, % 0,2 0,1;0,3 0,2 0,1;0,2 NR
CD42a/CD61/CD107a, % 0,2 0,1;0,3 0,2 0,1;0,2 NR
CD42a/CD61/PAC-1, % 0,2 0,1;0,3 0,2 0,1;0,3 NR
CD63 su TRAP, % 35,70 | 23,05;45,85| 32,15 21,85; 40,08 NR
CD107asu TRAP, % 0,50 0,30; 0,95 0,45 0,20; 1,23 NR
PAC-1 su ADF, % 54,4 41,7; 59,9 52,85 40,90; 70,88 NR

=3 |ki medianos

E=E Po medianos

Aktyviy agregatu/zymeny kiekis (%)

3.13 pav. Socialinés integracijos itakos trombocity agregaty ir zymeny raiskai jverciy palyginimas
sveiky jauny vyry amziaus grupéje. X aSyje pavaizduoti agregatai ir Zymenys, Y aSyje aktyviy
agregaty/Zymeny kiekis procentais. Duomenys vaizduojami histogramomis, rodanciomis
medianas ir Q1, Q3 kvartilius.
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3.14 pav. Socialinés integracijos jtakos trombocity agregaty ir zymeny raiskai jverciy palyginimas
sveiky vidutinio amziaus vyry grupé€je. X aSyje pavaizduoti agregatai ir Zymenys, Y asyje aktyviy
agregaty/zymeny kiekis procentais. Duomenys vaizduojami histogramomis, rodan¢iomis
medianas ir Q1, Q3 kvartilius.

3.6. Trombocity skaiciaus ir kity tirty rodikliy tarpusavio rysys

Buvo patikrinta trombocity skaiciaus priklausomybé su kitais trombocity rodikliais.
Trombocity skaiCius statistiSkai reikSmingai, silpnai neigiamai koreliavo su MPV (r = -0,342;
p<0,001), PDW (r = -0,371; p<0,001), P-LCR (r = -0,346; p<0,001). PLT rySys su trombokritu
buvo labai stiprus (r = 0,910; p<0,001). Nustatytos statistiSkai reik§mingos, labai silpnos PLT
koreliacijos su bendro cholesterolio (r =0,178, p = 0,037), TAG (r = 0,174, p =0,041), CRB (r =
0,170, p = 0,047) vertémis.

Atlikus trombocity skaiciaus ir t€kmés citometrijos rezultaty koreliacing analize,
nenustatyta jokiy statistiSkai reikSmingy PLT koreliacijy su CD63, CD107a, PAC-1, tiek be
stimuliavimo, tiek stimuliavus agonistais. Nustatyta statistiSkai reik§minga teigiama PLT
koreliacija su GRA/CD42a (r = 0,550; p<0,001), LY/CD42a (r = 0,736; p<0,001), MO/CD42a (r
= 0,555; p<0,001). Kadangi nustatytas statistiSkai reikSmingas rySys, buvo atlikta tiesinés
regresiné analizé i$siaiskinti, ar didesnis trombocity skai¢ius lemia didesnj leukocity — trombocity
agregaty kiekj. Nustatyta, kad tiesinés regresijos modeliai statistiskai reik§mingi (visais atvejais r?
> 0,25) ir tinkami nagrinéjamam rySiui aprasyti (3.15; 3.16; 3.17 pav.). Taigi, galime teigti, kad

esant didesniam trombocity skaiciui susidarys daugiau leukocity — trombocity agregaty.
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3.15 pav. Trombocity skaifiaus rySys su
trombocity — monocity agregaty kiekiu (r*> =
0,31,y =117,89 + 10,11 x x; p < 0,001). X asis
vaizduoja trombocity skaiciy, Y asis monocity
— trombocity agregatus procentais.
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3.17 pav. Trombocity skaiciaus rySys su
trombocity — limfocity agregaty kiekiu (r? =
0,53;y=70,62 + 14,83 x x; p < 0,001). X asis
vaizduoja trombocity skaiciy, Y asis limfocity
— trombocity agregatus procentais.
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3.16 pav. Trombocity skaiCiaus rySys su
trombocity — granulocity agregaty kiekiu (r? =
0,29; y = 125,57 + 9,54 x x; p < 0,001). X asis
vaizduoja  trombocity  skai¢iy, Y  aSis
granulocity — trombocity agregatus procentais.

3.7. Tirty Zymeny ir agregaty rySys su Kkitais tirtais rodikliais

CD63, CD107a ir PAC-1 koreliacija nei su vienu i§ antropometriniy duomeny ar

biocheminiy rodikliy nebuvo nustatyta. CD63 statistiSkai reikSmingai teigiamai koreliavo su MPV
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(r=0,236, p = 0,005), PDW (r = 0,223, p = 0,009), P-LCR (r = 0,243, p = 0,004). Kiti zymenys
su trombocity rodikliais koreliacijos nerodé. CD63, CD107a ir PAC-1 zZymenys tarpusavyje

koreliavo statistiSkai reikSmingai (Zr. Lentelé 3.18).

3.18 lentelé. CD63, CD107a ir PAC-1 Zymeny tarpusavio koreliacija.

CD63 CD107a PAC-1
CD63 r=0,280, p=0,001 | r = 0,360, p < 0,001
CD107a | r=0,280, p = 0,001 r=0,184, p = 0,031
PAC-1 | r=0,360,p<0,001 | r=0,184, p = 0,031

Trombocity agregaty su monocitais, granulocitais, limfocitais koreliacijos rezultatai:

MO/CDA42a statistiskai reikSmingai koreliavo su tigiu (r = -0,184; p = 0,031), leukocity
skai¢iumi (r = 0,189; p = 0,026), neutrofily skai¢iumi (r = 0,172; p = 0,044), monocity
skai¢iumi (r =0,199; p = 0,020), MPV (r =-0,199; p =0,019), PDW (r =-0,213; p=0,012),
P-LCR (r =-0,208; p = 0,014), PCT (r = 0,502; p < 0,001), GRA/CD42a (r = 0,739; p <
0,001), LY/CD42a (r=0,829; p <0,001), bendru cholesteroliu (r =0,212; p =0,013), TAG
(r=0,174; p=0,041), MTL (r = 0,191; p = 0,025).

GRA/CD42a statistiSkai reikSmingai koreliavo su SKS (r = 0,263; p = 0,002), DKS (r =
0,177; p = 0,038), leukocity skai¢iumi (r = 0,240; p = 0,005), neutrofily skai¢iumi (r =
0,201; p = 0,018), monocity skai¢iumi (r = 0,225; p = 0,008), MPV (r =-0,272; p = 0,001),
PDW (r = -0,284; p = 0,001), P-LCR (r = -0,280; p = 0,001), PCT (r = 0,474; p < 0,001),
MO/CD42a (r = 0,739; p <0,001), LY/CD42a (r = 0,806; p < 0,001).

LY/CD42a statistiSkai reik§mingai koreliavo su tgiu (r = -0,223; p = 0,009), SKS (r =
0,196; p = 0,021), DKS (r = 0,178; p = 0,036), leukocity skai¢iumi (r = 0,314; p < 0,001),
neutrofily skai¢iumi (r = 0,270; p = 0,001), limfocity skai¢iumi (r = 0,212; p = 0,012),
monocity skai¢iumi (r = 0,237; p = 0,005), MPV (r =-0,419; p < 0,001), PDW (r = -0,426;
p < 0,001), P-LCR (r =-0,427; p < 0,001), PCT (r = 0,610; p < 0,001), MO/CD42a (r =
0,829; p < 0,001), GRA/CD42a (r = 0,806; p < 0,001).
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3.8. Psichosocialinio streso klausimyno rysys su trombocity aktyvacijos Zymenimis ir

agregatais

Darbe buvo patikrinta psichosocialinio streso klausimyno vertinty daliy atsakymo
baly sasaja su trombocity rodikliais, tirtais trombocity aktyvacijos Zymenimis ir agregatais.
Koreliacijos tikrintos atskirai abiejose amziaus grupése. Nustatyta, kad statistiSkai reikSmingai
silpnai teigiami koreliavo jauny vyry jtampos darbe jvertinimas balais su granulocity — trombocity
agregaty procentu (r = 0,260; p = 0,031). Kadangi nustatytas statistiSkai reikSmingas rysys, buvo
atlikta tiesinés regresiné analizé iSsiaiskinti, ar didesné jtampa darbe, jvertinta balais, jtakoja
granulocity — trombocity agregaty kiekj. Nustatyta, kad tiesinés regresijos modelis néra statistiskai
reik§mingas ir tinkamas nagrinéjamam rysiui aprasyti (r? = 0,06, biitina salyga r* > 0,25) (3.18
pav.). Taigi, negalime teigti, kad tikrai visada kuo daugiau baly tiriamasis jvertins savo patiriamg
jtampa darbe, tuo daugiau granulocity — trombocity agregaty jam bus nustatyta.

Taip pat arti reik§Smingumo ribos buvo jauny vyry emocinés paramos jvertinimo
balais koreliacija su monocity — trombocity agregaty procentu (r = -0,212; p = 0,081). Kity tirty
klausimyno daliy kiekybinis jvertinimas, nei jaunuose, nei vyresnio amziaus vyruose su tirtais

rodikliais nekoreliavo.

12 14
l
.

10

GRA/CD42a

{tampa darbe

3.18 pav. Jauny vyry jtampos darbe jvertinimo balais rySys su granulocity — trombocity agregaty
kiekiu (r? = 0,06; y = 7,15 + 2,81 x x). X asis vaizduoja jtampos darbe balus, Y asis granulocity —
trombocity agregatus procentais.

53



4. REZULTATU APTARIMAS

Stresas gali sukelti endotelio funkcijos, hemostazés procesy sutrikimus, uzdegiminiy
citokiny gamyba, o visa tai veda link Sirdies ir kraujagysliy ligy vystymosi [2, 43]. Literatiiros
duomenimis stresas veikdamas hemostaze, didina prokoaguliacijos Zymeny aktyvuma, o biitent
létinis stresas dar ir mazina fibrinolizinj aktyvuma, ilgainiui skatindamas léting padidéjusio
kreséjimo biiseng, taip didindamas tromboziniy ligy rizika [43]. Nattiralu, kad nutaréme nustatyti
létinio streso ir trombocity aktyvacijos zymeny raiSkos sasaja. Siekiant jvertinti vien tik létinio
streso jtakg trombocity Zymeny raiSkos pokyciams nepriklausomai nuo kity veiksniy, tyrimui buvo
atrinkti tik sveiki vyriSkos lyties asmenys. Be to vyriska lytis yra tinkamesné, nes moterims
budingas trombocity hiperaktyvumas [70].

Tékmés citometrijos metodu buvo tiriamas trombocity funkcinis aktyvumas,
vertinant sekrecinj ir agregacinj aktyvumus. Darbe pasirinkome naudoti tam tikrus zZymenis:
CD63, CD107a, PAC-1, CD42a, CD61, CD45, CD14. CD45 naudojamas atskirti leukocitams,
CD14 — monocitams, CD42a ir CD61 — trombocity zymenys. Agregacinis aktyvumas vertinamas
derinant CD42a su CD14, taip atpazjstami monocity — trombocity kompleksai, kity leukocity
kompleksai su trombocitais atpazjstami derinant CD42a/CD45. CD63 ir CD107a atpazZjsta
lizosomy ir tankiyjy granuliy membranose esancius baltymus, po aktyvacijos patekusius i
plazming membrang, todé¢l Sie Zymenys naudojami trombocity sekreciniam aktyvumui jvertinti
[35, 36]. PAC-1 jungiasi fibrinogeno prisijungimo vietoje, kuri atsiranda aktyvinus trombocitus ir
Ivykus konformaciniams glikoproteino IIb/Illa pokyciams. Taigi jis taip pat naudojamas
trombocity aktyvumui jvertinti [31]. ApZvelgiant literattirg tyréjai daznai trombocity aktyvacijai
vertinti naudoja P-selekting, ta¢iau mes jo nesirinkome, nes monocity — trombocity agregatai yra
jautresnis zymuo [71], be to P-selektinas labiau tinkamas Gimiam stresui vertini [37]. Taip pat mes
tyréme bitent trombocity pavir$iaus Zymenis, o ne tirpius plazmos Zymenis, nes jrodyta, kad kai
kurie jy gali buti i$skirti endotelio 1asteliy [36].

Dazniausiai streso vertinimui naudojami tokie Zymenys, kaip kortizolis, seiliy o
amilazé, imonologiniai Zymenys (uzdegiminiai citokinai) [5]. Trombocity aktyvacijos Zymeny
raiSkos ar agregaty tyrimy vertinant stresg, atlikta labai mazai. Ypa¢ mazai tyrimy, kuriuose biity
vertintas tik létinis stresas ir tirti tik sveiki asmenys, todél Siame darbe gautus rezultatus sunku
lyginti ir vertinti. Daugiau tyrimy su sveikais asmenimis yra atlikta vertinant trombocity atsaka j
imy stresg. Malkoff su kolegomis tyré sveiky jauny vyry trombocity aktyvumg timaus
psichologinio streso poveikyje ir nustaté, kad trombocity sekrecinis aktyvumas prie§ stimulg ir po

reikSmingai skiriasi. Jy darbe buvo jtraukta kontroliné grupé, kuriai Gimus stimulas nebuvo
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taikomas, o rezultatai Sioje grupéje trombocity sekrecinio aktyvumo nerodé. Galima manyti, kad
kontroliné¢ grupé patiria tik 1étinj gyvenimo stresa, todél jo poveikio trombocity sekrecijai ir
agregacijai nenustatyta [72]. PrieSingus rezultatus gavo Lederbogen su kolegomis tirdami
sergancCius depresija ir sveikus asmenims. Jie naudodami CD63 ir P-selektino Zymenis negavo
reikSmingo aktyvacijos zZymeny pokycio sveikiems asmenims net taikydami tmius streso
veiksnius, fizinj aktyvuma ir psichologinj testa. Pokytj nustaté tik sergantiems [36].

Steptoe ir bendraautoriai tirdami sveiky vidutinio amziaus vyry trombocity —
leukocity agregaty pokycius imaus streso jtakoje nustaté, kad jis reikSmingai padidina visy trijy
tipy (trombocity — monocity, trombocity — neutrofily, trombocity — limfocity) cirkuliuojanéiy
agregaty kiekj. Steptoe tyrime vyrai grieztai buvo suskirstyti pagal auksta ir zema socioekonominj
statusa, kuris buvo laikomas létinio streso veiksniu. Zemesnio socialinio sluoksnio grupés vyrams
nustatytas didesnis visy tipy agregaty skaicius nei priklausantiems aukStesniam sluoksniui, tiek
pries stresinj stimula, tiek po. Taip pat nustatyta, kad, nors atsake j stimulg agregaty kiekis padidéja
abiejose grupése, atsako stiprumas nesiskiria. Autoriai teigia, kad Zzemo socioekonominio
sluoksnio vyrams dél streso nerandama didesnés trombocity aktyvacijos, nes jie 1étinio streso
patiria dazniau ir daugiau [2].

Kadangi miisy darbe tirta tik létinio streso jtaka, gautus rezultatus galime palyginti
nebent su Steptoe ir kolegy iSmatuotu agregaty skai¢iumi pradiniame taske iki iminio streso
stimulo. Jiems pavyko aptikti reik§mingus agregaty kiekio skirtumus létinio streso jtakoje, taciau
mes savo darbe to neradome. Arti reik§mingumo lygmens ribos (p = 0,059, p = 0,081) gavome tik
agregaty pokytj kaip létinio streso veiksnj vertindami emocinés paramos jtaka. Tvirtai teigti, kad
misy rezultatai prieSingi negalime, nes misy tiriamieji nebuvo taip grieztai suskirstyti ]
patiriancius létinj stresg ir ne.

Remiantis tuo, kad stresas skatina Sirdies ir kraujagysliy ligas, panaSis streso
poveikio tyrimai atliekami su asmenimis, kuriy patofiziologinés buklés siejamos su tomis ligomis,
lyginant jy tyrimo rezultatus su kontroline sveiky asmeny grupe. ApraSyta atvejy apie trombocity
aktyvacijos padid¢jimg létinio streso jtakoje pacientams sergantiems koronarine Sirdies liga
lyginant su sveika kontroline grupe [1, 73, 74, 75].

Frimerman su bendraautoriais vertino streso darbe jtaka trombocity agregatams ir
nustate, kad didelé jtampa darbe padidina agregaty kiekj. Jie kraujo méginius i§ tiriamyjy rinko
jtemptu darbo laikotarpiu (gale mety) ir ramiuoju periodu, o trombocity agregacijg skatino ADF
[46]. Misy tyrime tikrindami jtampos darbe bei naktinio darbo poveikj trombocity aktyvumui
esminiy skirtumy tarp tiriamyjy grupiy nenustatéme. Naktinio darbo grupéje rastas reikSmingas (p
=0,036) CD63 Zymens raiskos skirtumas po stimuliacijos TRAP agonistu. Ta¢iau miisy tiriamieji
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patiriamg jtampa darbe jvertino kaip zema, taigi tiriamyjy grupés dideliu jtampos darbe skirtumu
nesiskyre.

Tirdami rikymo jtakg trombocity aktyvumui nustatéme reikSmingg (p = 0,028)
CD63 zymens padidéjima aktyvinant TRAP, taciau kity zymeny aktyvumas nebuvo nustatytas.
Daugelio autoriy duomenimis riikkymas aktyvina trombocitus, Nair su kolegomis nustaté
reikSmingg rikymo jtakg trombocity aktyvacijai, taciau jie naudojo P-selektino, CD41 Zymenis ir
ADF agonistg [76].

Savo darbe tikrindami CD63, CD107a ir PAC-1 zymeny tarpusavio koreliacijas su
antropometriniais tiriamyjy svorio duomenimis jy nenustatéme, su svoriu nekoreliavo ir
trombocity skaicius. Tokius pat duomenis gavo ir Samocha-Bonet su kolegomis tirdami antsvorj
turin¢ius asmenis. Jie nustate, kad vyriSkos lyties asmenims svoris ar nutukimas neturi jtakos
trombocity aktyvacijai ir trombocity skaiéiui [77]. Trombocity agregatai taip pat nekoreliavo su
KMI, panasius rezultatus gavo ir Steptoe su kolegomis [2].

Nenustatéme CD63, CD107a ir PAC-1 zymeny raiSkos koreliacijy su uzdegiminiais
rodikliais (CRB, leukocity skai¢iumi), miisy rezultatai atitiko kity mokslininky gautus rezultatus,
nors jie naudojo PAC-1 ir P-selektino Zymenis [77, 78, 79, ].

Misy gauti rezultatai rodo, kad trombocity skaiCiaus pokytis néra susijes su
trombocity aktyvacija, taciau susijes su didesniais trombocity — leukocity agregaty kiekiais. Taip
pat nustatéme, kad didé¢jant MPV did¢ja CD63 Zymens sekrecija (CD107a ir PAC-1 Zymenims to
nenustatéme), tai yra did¢ja trombocity aktyvinimas, bet kartu mazéja trombocity — monocity,
trombocity — granulocity, trombocity — limfocity agregaty. Taigi didesnio tiirio trombocitai sudaro
maziau agregaty, taciau yra aktyvesni. Remiantis jau minétais kity autoriy rezultatais, kad stresas
padidina trombocity — leukocity kompleksy skai€iy, galima manyti, kad asmenims, kuriy
trombocity skaicius didesnis ir MPV maZesnis patiriant daugiau streso susidarys daugiau agregaty.

Vertindami psichosocialinio streso klausimyno atskiry daliy atsakymo baly sasajg su
trombocity rodikliais, trombocity aktyvacijos Zymenimis ir agregatais, reikSmingg koreliacija
nustatéme tik tarp jauny vyry jtampos darbe balais ir granulocity — trombocity agregaty kiekio (r
=0,260; p = 0,031). Taciau taikant tiesinés regresiné analizés metoda Si koreliacija nepasitvirtino
(r? = 0,06, biitina salyga r* > 0,25).

IS miisy gauty trombocity agregaty koreliacijos su kitais rodikliais rezultaty galima
pastebéti tendencijg koreliacijai su TAG, MTL, bendru cholesteroliu, leukocitais, DKS, SKS, o tai
rodo agregaty rysj su veiksniais kurie prisideda prie Sirdies ir kraujagysliy ligy vystymosi. Kaip

teigiama literatiiroje, psichosocialinis stresas prisideda prie Sirdies ir kraujagysliy ligy vystymosi
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[47], taciau mes savo darbe létinio streso jtakos trombocity aktyvumui nenustatéme, bet
koreliacijas tarp rizikos veiksniy aptikome.

Apibendrinant miisy gautus rezultatus, 1étinio streso jtakos trombocity aktyvacijos
zymeny raiSkai nenustatéme, taciau tiksliai vertinti ir daryti i§vadas sunku, nes panasiy tyrimy,
vertinanCiy butent létinj stresa tik sveikuose asmenyse, beveik néra atlikta. Taip pat norint tiksliau
jvertinti streso jtaka trombocity aktyvacijai reikéty tirti akivaizdziai skirtingg streso lygi
patirianciy asmeny grupes, bei atrinkti kiek galima panasSesnius duomenis turin¢iy asmeny grupes.
Galime teigti, kad miisy tyrimo modelio rezultatais prisidedame prie 1étinio streso nagrin€jimo ir

pateikiame apie tai papildomos informacijos.
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ISVADOS

1. Skirtingas amzius trombocity aktyvacijos Zymeny CD63, CD107a ir PAC-1 raiskai, bei

trombocity — leukocity agregaty kiekiui jtakos neturi. Dél stimuliavimo agonistais

budingas CD107a ir PAC-1 zymeny raiskos padidéjimas jauny vyry grupéje.

Létinis stresas neturi statistiSkai reikSmingos jtakos sveiky jauny ir vidutinio amziaus vyry

trombocity sekreciniam ir agregaciniam aktyvumui.

Sveikiems vyrams trombocity Zzymeny CD63, CDI107a ir PAC-1 sgsajy su
antropometriniais duomenimis, biocheminiais ir uzdegiminiais rodikliais néra. Didesnis
trombocity skaiCius teigiamai koreliuoja su didesniu trombocity — leukocity agregaty
kiekiu, o did¢jant vidutiniam trombocity turiui did¢ja aktyvacijos zymeny sekrecija, bet
susidaro maziau agregaty. Pastebéta tendencija teigiamai trombocity — leukocity agregaty

koreliacijai su biocheminiais aterosklerozés rizikos veiksniais.
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SUMMARY

The Influence of Chronic Stress on Platelet Activation Marker’s Expression in Groups of

Younger and Middle-aged Males

Stress is an inevitable part of everyday life. This state of body and mind can be divided
into two kinds — the acute and chronic stress. The latter one is especially harmful since the stress
response is always activated and therefore affecting many parts of human body. Stress is associated
with cardiovascular diseases; different stressors can affect neuroendocrine, immune, central
nervous systems. Moreover, stress has the impact on hemostasis and the process of thrombosis.
Although it has long been known that stress alters with cardiovascular system, there are very few
researches on how stress influences platelets.

The aim of this study was to evaluate the influence of chronic stress on platelet activation
marker’s expression in groups of young (25 — 39 years old) and middle-aged (40 — 55 years old)
males.

Patients and Methods: Participants were 138 healthy males aged 25 — 55 years. They
were divided into young and middle-aged groups. Venous blood was drawn without putting
participants into stressful environment. Afterwards, platelet activation markers and platelet-
leukocyte aggregates were analyzed using flow cytometry. Blood parameters and platelet counts
were measured using automated hematology analyzer. The statistical analysis was performed using
R program and GraphPad Prism 6.

Results and Conclusions: No significant influence of age on platelet activation markers
CD63, CD107a, PAC-1 and platelet-leukocyte aggregates was found. Increased platelet activation
markers CD107a and PAC-1 in response to platelet agonists have been found among young males.
There was no significant impact of chronic stress on the increase of aggregation or secretion of
platelet activation markers in both age groups. Significantly increased platelet activation marker
CD63 in response to platelet agonist thrombin receptor-activating peptide has been found in
smoking males and males working nightshifts. No correlation between CD63, CD107a, PAC-1
platelet markers and anthropometric data, biochemical and inflammatory mediators has been
found. Correlational analysis showed a positive relationship between platelet count and platelet-
leukocyte aggregates. Positive relationship was determined between mean platelet volume and
secretion of platelet activation markers but MPV negatively correlated with aggregates.

Correlation between aggregates and biochemical risk factors of atherosclerosis was determined.
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1 PRIEDAS

bendru trombocity skai¢iumi (%)

Interpret
- Analités . acua,
Eminys . Paslaugos pavadinimas rekomend
trumpinys .
uojamos
ribos
kVer_unIS Kraujo tyrimas automatizuotu biidu: v
raujas su Amzius
EDTA
WBC Leukocitai (x10%1) >18m. 4,0-9,8
Neut Neutrofilai (x10%/1) >18m. 1,5-6,0
Lymph | Limfocitai (x10%/1) >18m. 1,0-4,0
Mono Monocitai (x10%/1) >1m. 0,1-0,9
Eo Eozinofilai (x10%/1) 0-0,7
Baso Bazofilai (x10%/1) 0-0,11
Neut Neutrofilai (%) >18m. 40-65
Lymph Limfocitai (%) >18m. 25-37
Mono Monocitai (%) 0d-2 2-10
sav.
Eo Eozinofilai (%) 0-5
Baso Bazofilai (%) 0-1
RBC Eritrocitai (x10*/1) >18m. 4,3-5,8
Hgb Hemaoglobinas (g/l) >18m. 128-160
Hct Hematokritas (%) >18m. 40,0-48,0
MCV Vidutinis eritrocity taris (fL) >18m. 78-96
MCH Vi_dutipis hemoglobino kiekis ~18m. 96-31
eritrocituose (pg)
MCHC Vi_dutipé hemoglobino koncentracija 310-370
eritrocituose (g/l)
PLT Trombocitai (x10%/1) 140-450
MPV Vidutinis trombocity turis (f]) >18 m. 9,7-11,9
PDW Paleaiéiuotas trombocity pasiskirstymo >18m. | 101-16,1
plotis (fL)
PCT Trombokritas (%) >18m. | 0,17-0,32
P-LCR Dideliy trombocity skaiciaus santykis su >18 m. 18.5-42.3




