Analiza wybranych parametrow procesu megakariocytopoezy u myszy z mutacjg c-Mpl w
pokoleniu F2 z krzyzéwki (BALB/cW x C57BL/6J-Mpl™****/J)

STRESZCZENIE

Megakariocytopoeza obejmuje dwa gtdowne etapy: rdznicowanie i dojrzewanie
megakariocytéw oraz uwalnianie ptytek krwi. W wyniku zaburzen tych proceséw rozwija sie
matoptytkowos¢ i nadptytkowos¢. Mechanizmy odpowiedzialne za rozwdj matoptytkowosci i
nadptytkowosci nie zostaty jak dotad jeszcze w petni poznane. Istotnym regulatorem
megakariocytopoezy jest trombopoetyna (TPO). Receptor dla trombopoetyny (c-Mpl)
wystepuje na piytkach krwi i progenitorach megakariocytéw. Dostepne receptory c-Mpl
znaczgco wptywajg na stezenie trombopoetyny w surowicy krwi obwodowej.

Celem pracy jest:

1. Scharakteryzowanie zwigzku mutacji Mp W genie receptora dla trombopoetyny c-Mpl
z wystgpieniem zaburzen liczby ptytek krwi w modelu mysim (myszy pokolenia F2 krzyzowki
BALB/cW x C57BL/63-Mpl"*29/),

2. Okreslenie zwigzku mutacji Mp ze stezeniem TPO, erytropoetyny (EPO) i interleukiny-
11 (IL-11) w surowicy krwi obwodowej oraz poszukiwanie zaleznosci miedzy stezeniem
cytokin a liczbg megakariocytow w szpiku kostnym i liczbg ptytek we krwi obwodowej
badanych myszy.

3. Scharakteryzowanie wptywu mutacji w genie c-MPL na stopien dojrzatosci megakariocytéw
w szpiku kostnym.

Materiatl i metody

Materiatem do badan byta krew obwodowa pobrana od 100 myszy pokolenia F2 z krzyzowki
(BALB/cW xC57BL/63-MpI"™*2¥%/3) oraz 29 myszy pokolenia F2 z krzyzowki (BALB/cW x
C57BL/6W), fragment ogona do badan molekularnych i kosci udowe do badan
histologicznych i immunohistochemicznych. Wykonano petng morfologie krwi obwodowej
analizatorem automatycznym (Sysmex), oznaczano liczbe ptytek krwi metodg manualng
bezposrednig, przeprowadzono genotypowanie metodg RT-PCR, przygotowano preparaty
histologiczne szpiku kostnego barwione hematoksyling i eozyng oraz wykonano barwienia
immunohistochemiczne metodg EnVision przy uzyciu przeciwciat CD34 i CD61, badano
rowniez stezenia TPO, EPO i IL-11 w surowicy krwi metodg ELISA. Ponadto wykonano
badanie morfometryczne megakariocytow szpiku kostnego.

Otrzymane wyniki analizowano statystycznie z pomocg pakietéw statystycznych SPSS w
wersji 23.0, niektore wykresy zostaty wykonane z uzyciem pakietu statystycznego Statistica
w wersji 10.0.

Wyniki

Zwierzeta grupy eksperymentalnej zostaty podzielone na cztery grupy, w zaleznosci od liczby
ptytek krwi: grupa zwierzat z matoptytkowoscia, z nadptytkowoscig, matoptytkowoscia
cykliczng i z prawidtowg liczbg ptytek we krwi obwodowej. Myszy z matoptytkowoscig byly
homozygotami pod wzgledem mutacji w genie receptora dla trombopoetyny: Mpl"*9, Myszy
z nadptytkowoscig, jak réwniez myszy z matoptytkowoscig cykliczng byty heterozygotami.
Myszy z matoptytkowoscig cykliczng charakteryzowaty sie cyklicznie wystepujgcymi zmianami
liczby pytek krwi. U wszystkich myszy z mutacjg w Mpl"™*'° stezenie trombopoetyny oraz IL-
11 w surowicy krwi bylo podwyzszone w stosunku do kontroli. Myszy z nadptytkowoscig
charakteryzowaty sie wyzszym stezeniem erytropoetyny w surowicy krwi.

Myszy z matoptytkowoscig i myszy z matoptytkowoscig cykliczng miaty nizszg liczbe
megakariocytbw w szpiku kostnym oraz mniejsze pole powierzchni cytoplazmy
megakariocytdw. niz obserwowane w grupie kontrolnej i u myszy z nadptytkowoscia.
Podsumowanie i wnioski
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1. Mutacja Mpl™2'° w genie receptora dla trombopoetyny skutkuje zaburzeniami liczby piytek
we krwi obwodowej, zaleznymi od tego, czy mutacja wystepuje w jednym, czy w obu
allelach:

- u homozygot wystepuje matoptytkowos¢

- u heterozygot wystepuje matoptytkowos¢ cykliczna lub nadptytkowosc.

Zmiany liczby ptytek krwi u myszy heterozygotycznych pod wzgledem mutacji Mp
nie tylko od mutacji sprawczej, ale takze od dodatkowych czynnikow.

W pismiennictwie jak dotad nie opisano wystepowania matoptytkowosci cyklicznej u myszy z
heterozygotyczna mutacjg Mpl"2,

2. Mutacja HIb219 w genie Mpl wywiera rézny wptyw na wydzielanie cytokin, liczbe
megakariocytéw w szpiku kostnym i pole ich powierzchni, w zaleznosci od wystepowania w
postaci homozygotycznej lub heterozygotycznej:

- u myszy homozygotycznych z matoptytkowoscig zaobserwowano dwukrotny wzrost stezenia
IL-11 i oSmiokrotny wzrost stezenia trombopoetyny w surowicy krwi obwodowej oraz
zmniejszenie liczby i pola powierzchni megakariocytow w szpiku kostnym w stosunku do
myszy grupy kontrolnej.

- u heterozygot z nadptytkowoscig zaobserwowano istotny wzrost stezenia erytropoetyny,
trombopoetyny i IL-11 w surowicy krwi obwodowej oraz nieznaczny wzrost pola powierzchni
megakariocytéw w szpiku kostnym w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

- u heterozygot z matoptytkowoscig cykliczng zaobserwowano, ze w okresach wzrostu liczby
ptytek krwi wraz ze wzrostem stezenia erytropoetyny w surowicy krwi obwodowej malato
pole powierzchni megakariocytéw.

3. W zaleznosci od wystepowania mutacji Mp w uktadzie homozygotycznym lub
heterozygotycznym wystepujg roznice w ekspresji markerdw powierzchniowych CD34 i CD61
w megakariocytach, co wskazuje na istotny wplyw mutacji na stopien dojrzatosci
megakariocytéw w szpiku kostnym:

- u homozygot oraz u heterozygot z matoptytkowoscig cykliczng stwierdzono wyzszy stopien
ekspresji CD34 w megakariocytach szpiku kostnego w porédwnaniu do myszy grupy
kontrolnej oraz nizszy stopien ekspresji CD61.

- u heterozygot z nadptytkowoscig zaobserwowano, Zze ekspresja CD34 i CD61 w
megakariocytach szpiku kostnego wyrazona jest na podobnym poziomie jak u myszy grupy
kontrolnej.

Zmiany ekspresji markerow CD34 i CD61 mogg Swiadczy¢ o wiekszej dojrzatosci
megakariocytéw szpiku kostnego w grupie heterozygot z nadptytkowoscig niz u heterozygot
z matoptytkowoscig cykliczng i homozygot z matoptytkowoscia.
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