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OBJASNIENIA STOSOWANYCH SKROTOW I SYMBOLI

AA
AGEs

cAMP
cGMP
3-BrPG
DAG
DNTB
eNOS
G-6-P
G-6-PDH
Glut3
GP
GPRP
GSK3
(-)HC
Hb
HbAc
HDL
Ht

IP3

IRS

LDL
MDA
MPV

NO
3-NPA
PAF
PAR 114

PDH

kwas arachidonowy

produkty zaawansowanej nieenzymatycznej glikacji biatek (ang. Advanced
Glycation End Products),

cykliczny AMP

cykliczny GMP

3-bromopirogronian

diacylogricerol

kwas 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoesowy

endotelialna izoforma synazy tlenku azotu
glukozo-6-fosforan

dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa

transporter glukozy typu 3

glikoproteina

tetrapeptyd-(H-Gly-Pro-Arg-Pro-NH,)

kinaza syntazy glikogenu (ang.Glycogen Synthase Kinase-3)
(-)hydroksycytrynian

hemoglobina

hemoglobina glikowana

frakcja cholesterolu o wysokiej gestosci ( ang. High Density Lipoproteins)
hematokryt

inozytolo(1,4,5)trifosforan

biatko fosforylowane przez kinazg tyrozynowa receptora insuliny (ang.
Insulin Receptor Substrat)

frakcja cholesterolu o niskiej gegstosci ( ang. Low Density Lipoproteins)
dialdehyd malonowy

srednia objetos¢ krwinek plytkowych

tlenek azotu

3-nitropropionian

czynnik aktywujacy ptytki krwi

receptory trombinowe aktywowane przez proteazy (ang. Protease-Activated
Receptors)

dehydrogenaza pirogronianowa



PI-3K kinaza-3 —fosfatydyloinozytolu

PIP; trojfosfatydyloinozytol

PKB kinaza biatkowa B (ang. Protein Kinase B)

PKC kinaza bialkowa C (ang. Protein Kinase C)

PLT liczba krwinek ptytkowych

RBC liczba krwinek czerwonych

ROS Reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)

SDH dehydrogenaza bursztynianowa

SDS siarczan dodecylu sodowy

TBARS zwiazki reagujace z kwasem tiobarbiturowym ( ang. Thiobarbituric Acid

Reactive Species)

TRAP-6 peptyd 6 aktywujacy receptor dla trombiny
TXA, tromboksan A,

TXB, tromboksan B,

WBC liczba krwinek biatych
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1. STRESZCZENIE

W  przedstawionej pracy weryfikowano hipotezg, ze w cukrzycy przewlekta
hiperglikemia poprzez zmiany metabolizmu acetylo-CoA moze powodowa¢ nadmierna
aktywno$¢ ptytek krwi.

Badania przeprowadzone na pacjentach z cukrzyca typu 1 i 2 oraz ludziach zdrowych
wykazaty, ze:

1. Stezenia fruktozaminy w osoczu 1 HbA ;¢ we krwi u oséb z cukrzyca byto o ponad
50 % wyzsze niz u os6b zdrowych. Nie bylo r6znic migdzy pacjentami z cukrzyca typu
1i2.

2. Cukrzyca powodowata wzrost aktywnosci dehydrogenazy pirogronianowe;,
a-ketoglutaranowej 1 glukozo-6-foforanowej, akonitazy, liazy ATP-cytrynianowe;j
1 syntetazy kwasow tluszczowych odpowiednio o 66, 33, 17, 37, 51 1 61%. Nie miata
natomiast wplywu na aktywno$¢ syntazy cytrynianowej 1 dehydrogenazy
bursztynianowe;.

3. Zarowno w cukrzycy typu 1, jak 1 2 obserwowano podobny wzrost poziomu acetylo-
CoA, ATP/ADP, jak i agregacji 1 akumulacji TBARS odpowiednio o okoto 60, 75/60,
50140% w stosunku do plytek krwi 0sob zdrowych.

4. Poziom mitochondrialnego i cytoplazmatycznego acetylo-CoA w ptytkach krwi
pacjentow z cukrzyca typu 1 1 2 byt o ponad 50% wyzszy niz w ptytkach osob
zdrowych.

5. Korelacja migdzy st¢zeniem frutozaminy, a poziomem acetylo-CoA i ATP w
plytkach pacjentow z cukrzyca byla wyzsza (odpowiednio r=0.52, p<0.002; r=0.69,
p<0.0001) niz 0séb zdrowych (odpowiednio r=0.38, p<0.04; r=0.55, p<0.008).

6. Znamienno$¢ korelacji migdzy poziomem acetylo-CoA, a agregacja i akumulacja
TBARS w ptytkach pacjentdw z cukrzyca byla wyzsza (odpowiednio r=0.52, p<0.005 i
r=0.68, p<0.0001) niz u 0séb zdrowych (odpowiednio r=0.11, p<0.7 i =0.53, p<0.005).
7. W warunkach spoczynkowych suramina (antagonista receptoréw purynergicznych)
nie wptywata na zawarto§¢ ATP/ADP 1 funkcje¢ plytek krwi obu grup. Natomiast w
aktywowanych trombing ptytkach krwi os6b z cukrzyca, suramina powodowata 2-3-
krotnie wigkszy spadek agregacji i akumulacji TBARS oraz 2-krotnie wigkszy wzrost,
obnizonej trombina, zawartosci ATP/ADP, niz w ptytkach krwi oséb zdrowych.
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8. W plytkach os6b z cukrzyca 3-bromopirogronian (inhibitor dehydrogenazy
pirogronianowej) powodowal okolo dwukrotnie wigkszy spadek poziomu
mitochondrialnego acetylo-CoA, ATP, agregacji i akumulacji TBARS niz u osob
zdrowych.

9. 3-nitropropionian (inhibitor dehydrogenazy bursztynianowej) nieznacznie zwigkszat
poziom catkowitego acetylo-CoA 1 nie zmienial wielkosci puli nukleotydow
adenylowych w plytkach oséb zdrowych i z cukrzyca.

10. Inhibitory liazy ATP-cytrynianowej (SB-204990 i (-)HC) nie hamowaty agregacji
i akumulacji TBARS w ptytkach nieaktywowanych. Natomiast po aktywacji trombina
powodowaty wigkszy spadek agregacji i akumulacji TBARS w ptytkach pacjentow z
cukrzyca niz w ptytkach os6b zdrowych.

11. L-karnityna zwigkszata poziom mitochondrialnego (27%) 1 cytoplazmatycznego
(97%) acetylo-CoA oraz agregacje (95%) i akumulacj¢ TBARS (133%) w ptytkach
krwi pacjentow z cukrzyca. Natomiast w krwinkach ptytkowych os6b zdrowych L-
karnityna nie zmieniata poziomu acetylo-CoA, a jej wptyw na ich funkcj¢ byt o 50%
mniejszy niz u pacjentdw z cukrzyca. L-karnityna nie miata rowniez wptywu na poziom
ATP/ADP, ani nie odwracata inhibicyjnego wptywu 3-bromopirogronianu na parametry
metaboliczne 1 funkcj¢ krwinek ptytkowych obu grup.

Dane te wskazuja, ze przewlekla hiperglikemia powoduje u o0s6b z cukrzyca
adaptacyjne zmiany w metabolizmie glukozy prowadzace do wzrostu poziomu
mitochondrialnego i cytoplazmatycznego acetylo-CoA oraz zawartosci ATP/ADP w
ptytkach krwi. Zmiany te mogly zwigksza¢ reaktywnos$¢ ptytek krwi w przebiegu tej
choroby. Istotng role w mechanizmie tych zmian moze odgrywa¢ wzrost transportu
acetylo-CoA z mitochodriow do cytoplazmy poprzez drogi acetylo-transferazy
karnitynowej i1 liazy ATP-cytrynianowej. Z kolei, wzrost poziomu acetylo-CoA w
mitochondriach powodowat zwigkszenie puli nukleotydéw adenylowych ATP/ADP,
ktore bytyby odpowiedzialne za zwigkszona reaktywno$¢ ptytek krwi osob z cukrzyca,

w wyniku nadmiernej aktywacji receptoréw purynergicznych po stymulacji trombing.
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2. WSTEP

Cukrzyca wystgpuje w przebiegu chorob, w ktoérych dochodzi do przewleklego
uposledzenia metabolizmu glukozy w komdrkach, wynikajacego z niedoboru insuliny
lub zmniejszenia reakcji komodrek na ten hormon. Wedlug raportu WHO liczba
pacjentéw chorujacych na cukrzyce na §wiecie w 2006 roku wynosita 171 mln. Ocenia
sig, ze w krajach Unii Europejskiej zyje obecnie okoto 25 milionoéw, a w Polsce 2 min
ludzi z rozpoznang cukrzyca. Osoby te sa zagrozone wystapieniem powaznych
powiktan, ktére sa nastgpstwem uszkodzenia lub nawet catkowitej niewydolnosci
narzadow, takich jak nerki, uktad sercowo-naczyniowy, osrodkowy uklad nerwowy
1 narzad wzroku. Cukrzyca jest jednym z wazniejszych czynnikow ryzyka chorob
uktadu sercowo-naczyniowego, np. zawatu serca, udaru moézgu i chordb naczyn
obwodowych. Z wymienionych powodéw nieleczona lub zle prowadzona cukrzyca
stanowi powazne zagrozenie dla zycia, a takze niekorzystnie wptywa na jego jako$¢ i
jest przyczyna inwalidztwa ludzi w kazym przedziale wiekowym (Noordzij i wsp.

2007).

2.1. Naczyniowe patomechanizmy cukrzycy

Przewlekta hiperglikemia w przebiegu cukrzycy uwazana jest za podstawowy czynnik
prowadzacy do rozwoju powiklan naczyniowych w postaci mikro i makroangiopatii.
Istotnym elementem tych patologii jest zgrubienie btony podstawnej naczyn
krwiono$nych i zmniejszenie ich elastycznosci. Mikroangiopati¢ powoduja zaburzenia
metaboliczne komorek $rodblonka i podscieliska naczyn wlosowatych, ktore poprzez
nadmierng syntezg cytokin i czynnikow wzrostu przy istniejacej hiperglikemii prowadza
do odktadania si¢ produktéw zaawansowanej nieenzymatycznej glikacji biatek (ang.
Advanced Glycation End Products, AGEs), przerostu $cian naczyn oraz powstawania
mikrozakrzepow. W patomechanizmie powyzszych zmian, poza uszkodzeniem
srodblonka naczyniowego uczestnicza rdwniez =zaburzenia funkcji 1 struktury
osoczowych czynnikdw krzepnigcia i fibrynolizy oraz modyfikacje struktury i funkcji
krwinek ptytkowych, monocytéw i komodrek plazmatycznych. Klinicznymi objawami
mikroangiopatii sa nefropatia, retinopatia i neuropatia cukrzycowe.

Mianem makroangiopatii okresla si¢ zmiany miazdzycowe w duzych i $rednich
naczyniach krwiono$nych i1 zwiazane z tym objawy kliniczne. Zmiany miazdzycowe

dotycza najczesciej duzych tetnic, tetniczek nerkowych i tetnic konczyn dolnych oraz
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naczyn mézgowych 1 wiencowych. Opisane zmiany naczyniowe w cukrzycy prowadza
do obnizenia jako$ci zycia pacjentdow 1 ich zwigkszonej $§miertelno§ci w porownaniu do
populacji ludzi zdrowych (Calles-Escandon i wsp. 1999, Pyorala i wsp. 1999, Raman i
wsp. 2006).

Utrzymujaca si¢ hiperglikemia niezaleznie od typu cukrzycy prowadzi do przewlektych
zmian adaptacyjnych w metabolizmie oraz strukturze komoérek rdznych narzadow.
Zwigkszony naptyw glukozy do wngtrza komoérek aktywuje jej przemiang do sorbitolu.
Powoduje to zuzycie NADPH, kofaktora niezbgdnego do redukcji glutationu i
zmniegjszenie odpornosci komorek na dziatanie stresu oksydacyjnego (Kain i wsp.
2002). Dodatkowo, glukoza moze by¢ metabolizowana do N-acetylo-glukozaminy,
czynnika zwigkszajacego ekspresje genoéw 1 syntez¢ czynnika transformacji wzrostu
betal oraz aktywatora inhibitora plazminogenu-1 (Calles-Escandon i wsp. 1998).
Rowniez hiperglikemia per se dziala toksycznie na $rodblonek naczyniowy oraz
zwigksza stres oksydacyjny poprzez aktywacje syntezy wolnych rodnikow tlenowych,
gléwnie anionu ponadtlenkowego.

Aktywacja glikolitycznej przemiany glukozy w komdrkach insulino-niezaleznych
prowadzi do akumulacji mleczanu i pirogronianu, a w konsekwencji do aktywacji
dekarboksylacji oksydacyjnej pirogronianu oraz zwigkszenia produkcji reaktywnych
form tlenu w tancuchu oddechowym (ang. Reactive Oxygen Species, ROS) (Brownlee,
2005). Nadmiar wolnych rodnikéw prowadzi do zmian w ekspresji szeregu gendow i
modyfikuje wiele szlakow sygnalizacyjnych w komorce. Dla przyktadu, aktywacja
czynnika transkrypcyjnego kappa-B powoduje wzrost syntezy cytokin prozapalnych w
monocytach o0so6b z cukrzyca (Kreisberg, 1998). W warunkach hiperglikemii
obserwowano zmniejszenie syntezy tlenku azotu (NO) spowodowane zmniejszeniem
ekspresji. mRNA 1 poziomu biatka endotelialnej syntazy tlenku azotu (eNOS)
(Srinivasan 1 wsp. 2004). Inne badania wykazaty zwigkszenie poziomu biatka eNOS w
stanach hiperglikemii, co moze by¢ ttumaczone zwigkszona inaktywacja tlenku azotu
przez aniony ponadtlenkowe (Cosentino i wsp. 1997). Zmniejszona dostgpnos¢ NO
moze by¢ przyczyna zwigkszonej adhezji krwinek ptytkowych i uwalniania z nich
roznych czynnikbw wzrostu powodujacych przerost S$cian naczyn krwionosnych
1 upos$ledzenie zdolnos$ci naczyn do rozkurczu (Cohen, 1993, Klein i wsp. 1995).
Zwigksza si¢ rowniez podatnos¢ frakcji cholesterolu o niskiej gestosci (LDL, ang. Low
Density Lipoproteins) na glikacje i utlenianie (Klein i wsp. 1995, Knott i wsp. 2003,

Ravandi 1 wsp. 2000). Zmodyfikowane czastki LDL maja silne wlasciwosci

19



promiazdzycowe. Zwigkszona synteza AGEs moze by¢ przyczyna zmian ekspresji
gendw czastek adhezyjnych (Shinohara 1 wsp. 1998), uszkodzenia endotelium naczyn
krwionos$nych i zmian w przekaznictwie sygnalow z receptorow powierzchniowych do
wngetrza komoérek (Brownlee, 2001).

Laboratoryjnymi markerami tych procesoOw sa: zwigkszona glikacja hemoglobiny
(HbAc) i albuminy (fruktozamina), ktore stuza do retrospektywnej oceny $redniego
poziomu glikemii u pacjentow z cukrzyca (Writing Team for the Diabetes
Complications Trial/Epidemilogy of Diabetes Interventions and Complications
Research Group 2003, Manley, 2003, Winocour i wsp. 1988).

Inna zmiana wywotana przez hiperglikemig jest nadmierna aktywacja kinazy biatkowe;]
C (PKC) prowadzaca do fosforylacji i inhibicji eNOS 1 zwigkszenia wydzielania
endoteliny-1 ze $rodblonka naczyn krwiono$nych. Dodatkowo nadmierna aktywacja
PKC redukuje poziom biatka receptora insuliny fosforylowanego przez kinazg
tyrozynowa (ang. Insulin Receptor Substrate 1, IRS-1) i zmniejsza wiazanie insuliny do
IRS-1, co powoduje zahamowanie sygnalu insulinowego, zmniejszenie fosforylacji
PKB i jej substratow: biatka p70 (p70) i kinazy syntazy glikogenu (ang.Glycogen
Synthase Kinase-3, GSK3). Zwigksza to oporno$¢ migéni gladkich naczyn
krwiono$nych na insuling (Motley 1 wsp. 2001). Zaobserwowano réwniez wzrost liczby
agregatow ptytkowo-monocytarnych u pacjentéw z cukrzyca typu 2, ktory korelowalby
z zawarto$cig HbA ¢ we krwi (Shoji i wsp. 2005).

2.2. Receptory 1 struktura krwinek ptytkowych

Krwinki plytkowe pelnia istotna funkcj¢ w procesie hemostazy. Sa strukturami
komorkowymi  pozbawionymi jadra komodrkowego, zawierajacymi  wysoce
wyspecjalizowany cytoszkielet, unikalne receptory i ziarnistosci wydzielnicze. Istnieja
dwie hipotezy, ktore moga wyjasnia¢ proces powstawania krwinek ptytkowych z
megakariocytow. Wedlug pierwszej, krwinki plytkowe powstaja w procesie prostej
fragmentacji cytoplazmy megakariocytow (Kosaki, 2005). Z drugiej strony istnieja
przestanki, ze krwinki ptytkowe sa tworzone de novo poprzez system mikrotubul, z pro-
ptytek powstajacych z wypustek cytoplazmy megakariocytow, do ktorych
transportowane sa organelle wewnatrzkomorkowe po ich syntezie w peroksysomach
megariocytow (Patel 1 wsp. 2005, Hartwig i wsp. 2006). Tworzenie ptytek
rozpoczynaloby si¢ w momencie przesunigcia mikrotubuli do kory megakariocytéw co

umozliwiatoby proces wydtuzania proptytek i oddzielania si¢ od nich dojrzatych
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krwinek ptytkowych (Tablin 1 wsp. 1990). Proces ten modyfikowany jest przez
hiperglikemig, ktora zwigksza ptatowos¢ megakariocytéw u pacjentéw z cukrzyca,
powiktana miazdzyca naczyn wiencowych (Brown i wsp. 1997).

W stanie spoczynku krwinki ptytkowe maja ksztatt dyskoidalny o $rednicy 2-4 pm,
gruboéci 0.5-2 pm i objetosci 5-10 um® (Mathur i Martin, 2002). Warstwa zewngtrzna
btony komoérkowej zawiera kanaly nalezace do uktadu kontaktu struktur wewngtrznych
z powierzchnia plytek (White, 2002). Na jej powierzchni znajduja si¢ liczne
glikoproteiny powierzchniowe (Weiss 1 wsp. 1995), bedace receptorami niezbednymi
do aktywacji, procesu adhezji i agregacji krwinek ptytkowych przez réznych agonistow
(Clemeston, 1995). Jednym z kluczowych receptorow krwinek plytkowych jest
integryna oqpPs (glikoproteina IIb-1IIa), dla ktoérej podstawowym ligandem
aktywujacym jest fibrynogen. Moze ona réwniez wigza¢ witronektyng i czynnik von
Willebranda. Inny kompleks glikoproteinowy, GPIb-IX-V jest waznym receptorem
umozliwiajacym adhezj¢ krwinek ptytkowych do srodbtonka naczyn krwiono$nych w
obecnosci duzych sil $cinajacych, w malych naczyniach krwiono$nych (ang. high shear
stress). Z kolei glikoproteina IIb-IIla spelnia ta funkcj¢ przy matej sile $cinania (low
shear stress).

Na powierzchni blony plazmatycznej ptytek znajduja si¢ rowniez zaadsorbowane biatka
osoczowe, wsrod ktorych stwierdzono obecno$¢ immunoglobulin: IgG 1 IgM,
plazminogenu oraz osoczowych czynnikow krzepnigcia (White, 2002). Btona
komorkowa plytek dostarcza rowniez lipidow bedacych aktywatorami krzepnigcia
osoczowego (White, 2002). Zawiera ona takze receptory powierzchniowe petniace
istotng role w aktywacji 1 agregacji plytek w miejscu uszkodzenia $rédbtonka naczyn
krwionosnych. Do waznych receptorow tego typu naleza: glikoproteina VI (GPVI)
aktywowana przez kolagen, receptory dla trombiny aktywowane przez proteazy (ang.
Protease-Activated Receptor 1 i 2-PAR1 1 PAR4), (Gibbins i wsp. 1997, Kahn, 1998,
Sambrano 1 wsp. 2001), receptor dla fibrynogenu - integryna oygfs (glikoproteina Ilb-
ITa), (Bennett 1 wsp. 2001), receptory purynowe P2X wrazliwe na ATP oraz P2Y; 1
P2Y,, aktywowane przez ADP (Ralevic i wsp. 1998). Ostatnio wykazano istnienie
synergistycznego oddziatywania migdzy receptorem PAR4 i receptorem P2Y, w
aktywacji agregacji ptytek krwi (Holinstat i wsp. 2006). Krwinki plytkowe posiadaja
rowniez receptory insulinowe (IRS-1 1 IRS-2) o aktywnosci kinazy tyrozynowej, ktéra

autofosforyluje receptory insulinowe, nastgpnie aktywujac kinaze-3
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fosfatydyloinozytolu (PI-3K) (Saltiel i wsp. 2001). Insulina hamuje funkcje plytek 1
mobilizacje jonéw wapniowych indukujac fosforylacje biatek Giy, co prowadzi do ich
inaktywacji 1 zabezpiecza plytki przed obnizeniem zawarto$ci wewnatrzkomorkowego
cAMP (Ferreira i wsp. 2004).

Na powierzchni krwinek ptytkowych zidentyfikowano réwniez szereg innych
receptoréw, ktore nie biora bezposrednio udzialu w procesie hemostazy, ale moga
modyfikowa¢ kaskady sygnalizacyjne, a przez to funkcj¢ plytek krwi. Do tej grupy
mozna zaliczy¢: receptory adrenergiczne-opa, receptory dla dopaminy (D2R, D3R i
D5R) i1 wiele innych (Bugert i wsp. 2006, Garcia-Sevilla i wsp. 1990, Gurguis i wsp.
1999).

Ponadto, na powierzchni krwinek plytkowych sa zlokalizowane transportery Glut dla
glukozy, gtownie podtyp Glut3 oraz minimalna ilo$¢ podtypu 1 (Heijnen 1 wsp. 1997,
Ferreira 1 wsp. 2005). Krwinki plytkowe posiadaja ziarnistosci lizosomalne, zawierajace
kwasne hydrolazy, odpowiedzialne za ich niszczenie w czasie krzepnigcia oraz
ziarnistoSci magazynowe, zawierajace substancje uwalniane podczas ich aktywacji.
W ziarnisto$ciach ggstych stwierdzono wysokie stg¢zenia ATP, ADP, serotoniny i
pirofosforanow. Ziarnistosci alfa zawieraja migdzy innymi: fibrynogen osoczowy,
megakariocytarny czynnik von Willedranda, tromboglobuling, czynnik V, VIII,
antyplazming oraz czynniki stymulujace wzrost 1 przepuszczalno$¢ naczyn oraz
chemotaksj¢. Krwinki plytkowe posiadaja rowniez peroksysomy, zawierajace katalazg,
ktéra zabezpiecza je przed nadtlenkiem wodoru powstajacym w reakcjach utleniania
amin  biogennych i  hipoksantyny, katalizowanych  odpowiednio  przez
monoaminooksydaze¢ 1 oksydaze ksantynowa. Wykazano rowniez, ze egzogenna
katalaza hamowata produkcje¢ tromboksanu A, i IP; 1 zmniejszala agregacje ptytek krwi
(Pignatelli i wsp. 1998).

W krwinkach ptytkowych znajduja si¢ réwniez kanaliki nalezace do uktadu kontaktu
wngtrza krwinek z powierzchnia, odgrywajace rolg¢ w transporcie i magazynowaniu
substancji z osocza oraz w uwalnianiu zawarto$ci ziarnisto$ci magazynowych w trakcie
ich aktywacji. Retikulum endoplazmatyczne stanowi magazyn dla jonéw wapnia, ktére
rowniez biora udzial w procesach kurczliwosci i1 aktywacji krwinek ptytkowych. Sa tu

réwniez zlokalizowane enzymy niezbedne do syntezy prostaglandyn (White, 2002).

2.3. Funkcja krwinek ptytkowych: aktywacja, adhezja, agregacja
Czas przezycia krwinek ptytkowych w krwioobiegu wynosi okoto 10 dni, chyba ze
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zostana zuzyte w procesach krzepnigcia krwi. Krwinki ptytkowe petnia kluczowa rolg w
procesie hemostazy poprzez udzial w uszczelnianiu uszkodzonych naczyn
krwionosnych (Ashby i wsp. 1990). Jest to mozliwe dzigki zdolnos$ci ptytek do zmiany
ksztattu, adhezji do powierzchni podsrodbtonkowej naczyn krwiono$nych, agregacji i
wytwarzania skrzepu z udziatem osoczowych czynnikoéw krzepnigcia. Aktywacja, a w
konsekwencji agregacja krwinek plytkowych sa procesami indukowanymi przez rézne
zewnatrz- 1 wewnatrzplytkowe aktywatory. Aktywatory zewnatrzptytkowe powstaja w
warstwie podsroédblonkowej uszkodzonych naczyn krwiono$nych. Naleza do nich,
migdzy innymi: kolagen, trombina i epinefryna. Natomiast aktywatory endogenne sa
wydzielane przez ptytki z ziarnistosci magazynowych i retikulum endoplazmatycznego
w trakcie ich aktywacji. Naleza do nich migdzy innymi.: ADP, tromboksan A,
serotonina, czynnik von Willebrandta czy tez tromboglobulina (Ashby i wsp. 1990).
Aktywatory krwinek plytkowych przez odpowiednie receptory btonowe aktywujace
sygnalowe biatkka G 1 kinazy tyrozynowe indukuja kaskady sygnalizacyjne i
odpowiadaja za zmiang ich ksztaltu, adhezjg, sekrecj¢ i agregacjeg.

W wewnatrzkomorkowej aktywacji ptytek krwi wazna role odgrywaja: szlak
fosfoinozytolowy i kaskada kwasu arachidonowego. W wyniku pobudzenia receptorow
PARI i PAR4 zwiazanych z bialkiami Gq dochodzi do aktywacji fosfolipazy C 1 szlaku
fosfoinozytolowego. W konsekwencji powstaja wtdrne przekazniki informacji
diacyloglicerol (DAG) 1 trifosforan inozytolu (IP3), ktére pelnia istotna funkcje w
dalszej aktywacji ptytek. IP3 mobilizuje jony Ca®" z retikulum endoplazmatycznego, co
powoduje aktywacje fosfolipazy A,. Uwalniany przez nia kwas arachidonowy jest
metabolizowany do tromboksanu A, przez cyklooksygenaz¢. DAG aktywuje kinazg
biatkowa C, co prowadzi do fosforylacji takich biatek jak: integryna omwB3; (GPIIb-11la;
CD41b/CD61), receptor dla fibrynogenu i uwalniania zawartosci ziarnistosci
ptytkowych do przestrzeni pozakomorkowej. W trakcie aktywacji krwinek ptytkowych
nastgpuje eksternalizacja glikoprotein powierzchniowych (GP) o wlasciwosciach
integryn i nie-integryn, ktore staja si¢ receptorami agonistow krwinek plytkowych i
biatek adhezyjnych powodujacych ich agregacje (Asby i wsp. 1990). Integryna a,f;
(GPIa-ITa; CD49b/CD29) aktywuje proces adhezji krwinek ptytkowych do kolagenu
zardbwno w warunkach spoczynkowych jak i po aktywacji przez sily $cinajace podczas
przeptywu krwinek ptytkowych przez naczynia wiosowate (shear stress) (Saelman i
wsp. 1994). Z kolei integryna-ay,f3, ktéra w warunkach spoczynkowych znajduje si¢ w

ziarnisto$ciach alfa, po aktywacji ptytek ulatwia ich agregacj¢ pojawiajac si¢ w
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zwigkszonych ilosciachna powierzchni ich bton plazmatycznych (Bennet i wsp. 2001).
Nieintegrynowy kompleks czynnikéw GPIb-IX-V pelni rolg¢ mediatora adhezji krwinek
ptytkowych do miejsca uszkodzenia naczynia krwionosnego poprzez wiazanie z
zaktywowanym czynnikiem von Willebranda znajdujacym si¢ w  warstwie
podsrédbtonkowej naczyn (Alevriadou wsp. 1993). W zaktywowanych krwinkach
ptytkowych obserwuje si¢ roéwniez translokacj¢ P-selektyny (GMP-140) z ziarnisto$ci
alfa na powierzchni¢ blony komorkowe;j (Stenberg 1 wsp. 1985) co prowadzi do zmian
jej konformacji i zwigkszenia zdolno$ci do wiazania fibrynogenu (Shattil i wsp. 1985).
W tych warunkach zwigksza si¢ wiazanie trombospondyny do glikoproteiny IV (GPIV)
1 wigzania si¢ czynnika von-Willebranda do kompleksu GPIb-IX-V (Michelson 1 wsp.
1988). Agonisci agregacji: rystocetyna, kolagen, epinefryna, ADP, kwas arachidonowy
1 peptyd 6 aktywujacy receptor dla trombiny (TRAP-6) zwigkszaja zawarto$¢ P-
selektyny w blonie plazmatycznej krwinek ptytkowych, a przez to zdolno$¢ wiazania
fibrynogenu przez kompleks GPIIb-IITA w krwinkach ptytkowych (Panzer 1 wsp. 2006).
Najsilniejszym czynnikiem aktywujacym P-selektyne jest TRAP-6. Kolagen za$ jest
najstabszym aktywatorem krwinek ptytkowych. Wykazano istnienie znamiennej
korelacji pomigdzy zawartos$cia P-selektyny i aktywacja integryny-oysps; w krwinkach
ptytkowych niezaleznie od rodzaju uzytego agonisty (Panzer i wsp. 2006).

Proces adhezji jest wynikiem kontaktu krwinek ptytkowych z kolagenem poprzez
czynnik von Willebranda powodujacym pobudzenie GPVI i integryny ousfs. GPVI
wiaze si¢ z receptorem Fc lancucha y immunoglobulin na powierzchni krwinek
ptytkowych, a zaaktywowany przez kolagen kompleks ulega fosforylacji przez kinazy
tyrozynowe (Gibbins 1 wsp. 1996, 1997). W wyniku tego procesu szereg czastek
sygnalizacyjnych ulega aktywacji prowadzac ostatecznie do agregacji krwinek
ptytkowych (Gibbins i wsp. 1998, Poole i wsp.1997, Watson i wsp. 1998, 2001).
Niezaleznie od istnienia oddzielnych drég wewnatrzptytkowego przekaznictwa
sygnatow  aktywowanych przez trombing 1 kolagen, opisano  wspdlna
wewnatrzkomorkowa droge sygnalizacji dla obu tych aktywatorow regulowana przez
kinazg 3-fosfatydyloinozytolu (PI-3K). Enzym ten jest odpowiedzialny za synteze
pochodnych fosfatydyloinozytolu, ktore nie dziataja jako wtorne przekazniki informacji
i sa nieobecne w plytkach nieaktywowanych. Natomiast poziom ich wzrasta po
stymulacji ptytek agonistami. Produkty reakcji PI-3K nie sa substratami dla fosfolipaz,
ale zahamowanie ich syntezy powoduje obnizenie odpowiedzi komodrek moézgu i

mig$niowych na rézne bodzce (Strosznajder i wsp. 2004). PI-3K moze odgrywac istotna
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role we wzmacnianiu odpowiedzi krwinek plytkowych na czynniki aktywujace (Jackson
1 wsp. 2004, Resendiz 1 wsp. 2003, Vanhaesebroeck 1 wsp. 2001). Wiadomo, Ze istotna
rol¢ w regulacji funkcji plytek i procesach prozakrzepowych odgrywa izoforma PI-3K
klasy la aktywowana przez kinazy tyrozynowe (Jackson i wsp. 2005). Zwigkszenie
aktywacji PI-3K przez trombing lub kolagen prowadzi do aktywacji kinazy biatkowej B
(PKB), ktora w odpowiedzi na 3-fosfatydyloinozytol (PIP3;) moze zwigksza¢ odpowiedz
ptytek krwi poprzez wzrost uwalniania ADP (Barry i Gibbnis 2002, Kroner i wsp.
2000). W konsekwencji ADP stymuluje drogg sygnalizacyjna zalezna od bialek Gi,
ktore poprzez inhibicj¢ cyklazy adenylanowej odpowiadaja za zmniejszenie poziomu
cyklicznego AMP (cAMP). Powoduje to aktywacj¢ GPIIb-Illa, wiazanie fibrynogenu 1
wzrost agregacji ptytek (Barry 1 Gibbnis, 2002).

W trakcie aktywacji plytki uwalniaja czynniki stymulujace proces krzepnigcia
osoczowego, czynniki wzrostu niezbedne do obkurczania i naprawy uszkodzonego
naczynia oraz agonistow agregacji: tromboksan A,, ADP 1 ATP (Cattaneo i wsp. 2000,
Hechler i wsp. 2005).

W ostatnich latach wykazano, Ze pobudzenie odpowiednich receptorow
powierzchniowych krwinek ptytkowych przez trombing, ADP, tromboksan A, lub
kolagen jest zwiazane ze wzrostem wewnatrzptytkowego stezenia Ca’" i DAG, ktore
reagujac z kompleksem biatek CalDAG-GEFI zwigkszaja agregacj¢ ptytek i tworzenie
skrzepu (Crittenden i wsp. 2004).

2.4. Nukleotydy w krwinkach plytkowych

Krwinki ptytkowe zawieraja nukleotydy: adeninowe i guanidynowe i hipoksantyny,
oraz nukleotydy pirymidynowe zawierajace uracyl i cytydyng (White, 2002).
Nukleotydy adeninowe stanowia najwigksza pule nukleotydow, ktora odgrywa
zasadnicza rol¢ w modyfikacji funkcji krwinek ptytkowych. ATP dostarcza energii
niezbgdnej do utrzymania ksztattu, proceséw adhezji, akumulacji 1 agregacji, uwalniania
substancji zmagazynowanych w ziarnistosciach krwinek ptytkowych, retrakcji skrzepu,
transportu przez btong mitochondrialng oraz pobierania serotoniny (White, 2002).

ADP uwalniany z ziarnistosci gestych jest jednym z agonistow krwinek ptytkowych
aktywujacych procesy hemostazy. Sekrecja ADP zmagazynowanego w ziarnisto$ciach
gestych wtrakcie aktywacji 1 agregacji krwinek ptytkowych jest skorelowana z
jednoczesnym przyspieszeniem syntezy ATP (Akkerman 1 Holmsen, 1981).

Zaobserwowano, ze w trakcie calkowitej agregacji stymulowanej kolagenem, trombina
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lub ADP krwinki plytkowe zuzywaja blisko potowg catkowitej ilosci ATP, w tym 10%
tej puli zuzywa si¢ w trakcie kompletnej sekrecji ziarnisto$ci gestych, a prawie cata
zawarto$¢ ptytkowego ATP zuzywa si¢ podczas sekrecji ziarnistosci alfa i ziarnistosci
zawierajacych kwasne hydrolazy (Verhoeven i wsp. 1986).

Krwinki ptytkowe posiadaja w btonach komoérkowych receptory purynowe P2Y1 i
P2Y12 aktywowane przez ADP; sprzgzone odpowiednio z bialkami Gq i1 Gi. Z kolei
receptory P2X1 maja wtasciwosci kanatu jonowego, a ich naturalnym agonista jest ATP
(Ralevic 1 wsp. 1998). Pobudzenie receptorow P2Y 1 aktywuje biatka Goq i fosfolipazg
C-B2, co prowadzi do powstawania wtdrnych przekaznikéw informacji IP3 i DAG. IP3
zwigksza mobilizacje jondw wapniowych z retikulum endoplazmatycznego powodujac
zmiany ksztaltu krwinek ptytkowych 1 indukuje przejSciowa agregacj¢ w odpowiedzi na
ADP oraz kolagen (Leon, 1999, Mangin i wsp. 2004). ADP jest naturalnym agonista,
za$ ATP antagonista dla receptora blonowego P2Y 12, (Kauffenstein i wsp. 2004, Bodor
1 wsp. 2003). Receptor ten jest sprzezony z biatkiem Gi, ktéorego aktywacja hamuje
aktywno$¢ cyklazy adenylanowej powodujac obnizenie cAMP i1 podwyzZszenie stgzenia
jonow Ca*™ w krwinkach pltytkowych. Powoduje to zwigkszenie zdolnosci krwinek
ptytkowych do agregacji w obecnos$ci kolagenu, trombiny, tromboksanu A2, adrenaliny,
serotoniny lub komplekséw immunologicznych (Hechler i wsp. 2005). Dzigki temu
ADP nasila sekrecje zawartosci ziarnistosci ptytkowych i przez to bierze udzial w
procesie agregacji ptytek, powstawaniu skrzepu i jego stabilizacji (Cattaneo i wsp.
2000).

Pobudzenie receptora P2X1 zwigksza naptyw jondw wapniowych z przestrzeni
pozakomoérkowej oraz powoduje odwracalng zmiang ksztattu krwinek plytkowych,
(Rolf 1 wsp. 2001). Sam ATP poprzez aktywacje receptora P2X1 nie wywotuje
agregacji. Wiadomo jednak, ze jest dodatnim modulatorem agregacji wywolanej
kolagenem lub stresem mechanicznym powstajacym w naczyniach wtosowatych (Oury
1 wsp. 2001, Vial 1 wsp. 2002). Istotne znaczenie receptoréw P2Y i1 P2X dla funkcji
krwinek plytkowych zostato potwierdzone przez zastosowanie ich antagonistow
(Hechler i wsp. 2005, Jacobson i wsp. 2005). Suramina jest niespecyficznym
antagonista zarowno receptoréw P2X i P2Y stosowanym w badaniach in vitro funkcji
ptytek (Park i Hourani, 1999). Natomiast tiklopidyna i clopidogrel sa selektywnymi
antagonistami receptora P2Y 12 stosowanymi jako leki przeciwplytkowe w prewencji
powiktan serowo-naczyniowych u pacjentow z cukrzyca i1 innymi chorobami

zwigkszajacymi ryzyko wystapienia miazdzycy (CAPRIE Steering Committee, 1996).
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Wydaje sig, ze zastosowanie antagonistow receptoréw purynowych w preparatach
krwinek ptytkowych in vitro pomogloby odpowiedzie¢ na pytanie czy i w jakim stopniu

ATP/ADP odpowiada za ich nadmierng aktywacje¢ w przebiegu cukrzycy.

2.5. Transport glukozy

Glukoza jest podstawowym substratem energetycznym krwinek ptytkowych. Gtéwnym
transporterem wystgpujacym w krwinkach ptytkowych jest transporter typu 3,
niezalezny od insuliny (Glut3), (Craik i wsp. 1995, Heijnen i wsp. 1997). W warunkach
spoczynkowych od 75 do 85% tego transportera jest zlokalizowana
wewnatrzkomorkowo w ziarnisto$ciach alfa (Craik 1 wsp. 1995, Heijnen i wsp. 1997).
Po aktywacji krwinek plytkowych trombina dochodzi do fuzji ziarnisto$ci alfa z btona
plazmatyczng i w konsekwenkcji do dwukrotnego wzrostu naptywu glukozy do wngtrza
krwinek ptytkowych (Heijnen i wsp. 1997, Sorbara i wsp. 1997). Glut3 wystepuje w
neuronach, $rodbtonku naczyn krwiono$nych, fibroblastach, granulocytach,
monocytach, mig$niach szkieletowych, trzustce 1 migs$niu sercowym. Obecny jest
réwniez w komorkach tozyska, w tym w szczegoélnie aktywnych metabolicznie
cytotrofoblastach (Illsley i wsp. 1998, Stuart i wsp. 2001). Glut3 charakteryzuje si¢
niska wartoscia Km dla glukozy (1.5-2.8 mM) (Heijnen i wsp. 1997, Sorbara 1 wsp.
1997). Dlatego zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych, receptor
funkcjonuje w stanie nasycenia, a naptyw glukozy do krwinek plytkowych jest
regulowany przez zmiany gestosci receptorow Glut3 w blonie komoérkowej. Krwinki
ptytkowe posiadaja réwniez minimalne 1ilo$ci transportera Glutl o niskim
powinowactwie do glukozy (Km 29 mM) (Heijnen i wsp.1997, Hruz i wsp. 2001).
Zwigkszony metabolizm energetyczny w krazacych zaktywowanych krwinkach
plytkowych odgrywa istotna role w tworzeniu i retrakcji skrzepu. Trombina prowadzi
do wzrostu naptywu glukozy do wngtrza krwinek plytkowych poprzez zwigkszenie
gestosei receptorow Glut3 w ich blonach plazmatycznych (Heijnen 1 wsp. 1997).
Aktywacja ptytek przez ADP powoduje jedynie zmiang ksztattu krwinek ptytkowych,
centralizacj¢ ziarnistosci alfa i tworzenie pseudopodii. ADP nie zmienia dystrybucji
Glut3 w ptytkach co wyjasnia brak wplywu tego nukleotydu na wychwyt glukozy
(Heijnen i wsp. 1997).

Szybkos§¢ naptywu glukozy do wngtrza krwinek ptytkowych jest regulowana przez
kinazg biatkowa B (PKB) (Ferreira i wsp. 2005). Przy niskich st¢zeniach glukozy

(0.5mM) insulina 1 trombina stymuluja naptyw glukozy do wnetrza krwinek
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ptytkowych, poprzez aktywacj¢ PKB. Z drugiej strony przy fizjologicznych okoto SmM
stezeniach glukozy, insulina staje si¢ inhibitorem wywolanej przez trombing aktywacji
jej naplywu do wnetrza plytek (Ferreira i wsp. 2005). Pozwala to przypuszczaé, ze przy
bezwzglgdnym lub wzglednym niedoborze insuliny naptyw glukozy do krwinek
pltytkowych moze by¢ zwigkszony. Wyjasnialoby to przys$pieszenie metabolizmu
pirogronianu 1 zwigkszenie syntezy 1 dostgpnosci acetylo-CoA we frakcji
mitochondrialnej krwinek ptytkowych w cukrzycy (Skibowska i wsp. 2003). Dzigki
temu wzrastalaby synteza czynnika aktywujacego plytki (PAF) i innych lipidowych
aktywatorow funkcji ptytek (Skibowska i wsp. 2003). W konsekwencji, hiperglikemia
moglaby by¢ przyczyna zwigkszonej reaktywnosci ptytek obserwowanej u pacjentow z
cukrzyca typu 11 2 (Bresler i Gumprecht, 1993, Kwaan 1 wsp. 1992, Skibowska 1 wsp.
2003, Winocour i wsp. 1992). Krwinki ptytkowe ssakow maja réwniez zdolno$¢
adaptacji do hiperglikemii poprzez zwigkszenie transportu glukozy i wzrost syntezy
ATP w procesie glikolizy 1 cyklu kwasow trojkarboksylowych (Bashan i wsp. 1993).
Dlatego wydaje sig¢, ze réwniez proces nadmiernej aktywacji krwinek plytkowych u
ludzi wymaga wigkszego zuzycia energii i zalezy od zwigkszonego naptywu glukozy do
wngtrza plytek krwi poprzez wzrost gestosci transporteréw Glut3 w ich btonach
plazmatycznych. Krwinki plytkowe oséb z cukrzyca wydaja si¢ by¢ odpowiednim
modelem do weryfikacji tej hipotezy.

2.6. Tlenek azotu

Tlenek azotu (NO) odgrywa kluczowa role jako czynnik zmniejszajacy napigcie migsni
gladkich. Bierze on udzial w procesach neuroprzekaznictwa w ukladzie nerwowym,
odpowiedzi immunologicznej i regulacji funkcji krwinek ptytkowych (Moncada i wsp.
1991, Radomski i wsp. 1991, Szabo i wsp. 1995). NO jest wydzielany przez komorki
srodbtonka naczyniowego 1 zaktywowane makrofagi (Moncada i wsp.1991, Titheradge i
wsp. 1999) oraz przez plytki zar6wno w stanie spoczynku jak i aktywacji (Lantoine i
wsp.1995, Mehta 1 wsp. 1995, Radomski 1 wsp. 1996). Wiadomo, ze NO jest silnym
inhibitorem adhezji 1 agregacji krwinek ptytkowych (Radomski i wsp. 1996, Sogo i
wsp. 2000). Mechanizm jego dziatania polega na aktywacji cytoplazmatycznej cyklazy
guanylanowej (Schmidt 1 wsp. 1993), ktora poprzez zwigkszenie produkcji cyklicznego
GMP (cGMP) powoduje zmniejszenie mobilizacji jondw wapnia z retikulum
endoplazmatycznego do przedziatu cytoplazmatycznego i hamuje zalezna od agonistow

aktywacje krwinek ptytkowych (Negrescu i wsp. 1990). NO zmniejsza utlenianie kwasu
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arachidonowego (Wirthumer-Hoche, 1984) 1 zmniejsza aktywnos$¢ kinazy 3-fosfo-
inozytolu co w konsekwencji ulatwia dysocjacj¢ fibrynogenu od glikoproteiny IIb-I1la
(Pigazzi 1 wsp. 1999). Hamuje on réwniez aktywnos$¢ fosfolipazy A, (Radomski i
Moncada, 1993). Wysokie stgzenia NO moga hamowaé aktywno$¢ *lancucha
oddechowego poprzez inhibicje aktywnos$ci oksydazy cytochromowej (kompleks 1V), a
w bardzo duzych stezeniach kompleksy I, II i III poprzez nitrozylacje lub utlenianie
biatek 1 enzymoéw zawierajacych grupy tiolowe i centra zelazowo-siarkowe (Brown i
Borutaite. 1999, Tomasiak i wsp. 2004). Niezaleznie od aktywacji syntezy cGMP,
wysokie stgzenie NO hamuje aktywnos$¢ cyklu kwasow trojkarboksylowych poprzez
inhibicj¢ akonitazy (Tomasiak i wsp. 2004). Hamujacy wplyw NO na agregacje
krwinek ptytkowych poprzez zahamowanie sekrecji zawarto$ci ziarnistosci wynikal z
inhibicji fosforylacji oksydacyjnej (Tomasiak i wsp. 2004). Zaburzenie produkcji
endogennego tlenku azotu przez krwinki ptytkowe moze by¢ przyczyna zaburzen

prozakrzepowych w wielu jednostkach chorobowych (Freedman i Loscalzo, 2003).

2.7. Metabolizm energetyczny krwinek ptytkowych

Podstawowym substratem energetycznym dla krwinek ptytkowych jest glukoza. Jej
transport z przestrzeni pozakomorkowej odbywa si¢ przez transporter Glut3 (Craik 1
wsp. 1995, Heijnen 1 wsp. 1997, Leoncini i Maresca, 1984). Transport glukozy jest
czgéciowo uzalezniony od jej szybkiej przemiany wewnatrz komoérki do glukozo-6-
fosforanu co zwigksza jej gradient przezbtonowy (Kotelba-Witkowska, 1984). Czgs¢
glukozy jest akumulowana w postaci glikogenu 1 stanowi zapasowe zrodio energii dla
krwinek ptytkowych. Szybkos¢ transportu glukozy do krwinek ptytkowych zalezy od jej
stezenia w osoczu i determinuje resyntez¢ puli ATP niezbgdnej do ich agregacji i
sekrecji z ziarnisto$ci wydzielniczych (Akkerman i wsp. 1978). Okoto 50% glukozy
ulega przemianie do kwasu mlekowego, ktory jest uwalniany do przestrzeni
pozakomorkowej (Kotelba-Witkowska, 1984). W warunkach tlenowych okoto 40%
glukozy jest zuzywane gltéwnie do syntezy glikogenu i w mniejszym stopniu do
produkcji aminokwaséw i lipidow. Rozne czynniki wywolujace agregacj¢ krwinek
ptytkowych powoduja aktywacj¢ glikolizy 1 akumulacj¢ kwasu mlekowego poprzez
aktywacje fosfofruktokinazy (Kotelba-Witkowska, 1984). Wzrost zuzycia glukozy i
produkcji CO, nastgpowal rowniez po aktywacji krwinek ptytkowych kwasem
arachidonowym (Leoncini i Maresca, 1987). Aktywacja krwinek ptytkowych przez
ADP czy
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Ryec. 1. Drogi metabolizmu glukozy i acetylo-CoA w krwinkach ptytkowych.
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zalezne od Ca2+ (ang.permeability transition pores), OAA- szczawiooctan, CS-syntaza cytrynianowa, aK GDH-dehydrogenaza a-ketoglutaranowa, SDH-dehydrogenaza
bursztynianowa, 6-GPDH-dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa, PP-szlak pentozo-monofosforanowy, (-)HC-(-)Hydroksycytrynian,
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trombing zwigksza réwniez aktywnos$¢ cyklu pentozo-monofosforanowego. Wykazano,
ze 12-25% glukozy w krwince ptytkowej jest metabolizowane w cyklu pentozowo-
monofosforanowym (Kotelba-Witkowska, 1984). Ta droga metaboliczna dostarcza
NADPH,; do syntezy lipidow oraz redukcji glutationu. Zredukowany glutation wspolnie
z dysmutaza ponadtlenkowa 1 katalaza stanowi uktad chronigcy krwinki ptytkowe przed
szkodliwym wptywem wolnych rodnikow tlenowych (Kotelba-Witkowska, 1984).
Krwinki ptytkowe posiadaja stosunkowo niewiele (3-10) mitochondriow. Jednakze
w reakcji utleniania pirogronianu przez kompleks dehydrogenazy pirogronianowej oraz
w cyklu kwasow trojkarboksylowych i sprzezonym z nimi tancuchem oddechowym,
jest syntetyzowane 50% plytkowego ATP (Ryc. 1) (Brown i Borutaite. 1999, Holmsen,
1981, Niessner i1 Beutler, 1974). Tak jak w wigkszosci komorek glikoliza 1 metabolizm
mitochondrialny w krwinkach ptytkowych sa ze soba $ciSle powiazane co jest
potwierdzone istnieniem w nich efektu Pasteura (Akkerman, 1978, Guppy i wsp. 1995,
Niu 1 wsp. 1996). Zablokowanie tancucha oddechowego powodowato zwigkszenie
aktywnosci glikolitycznej ptytek mierzonej szybko$cia akumulacji mleczanu (Guppy i
wsp. 1995). Wykazano réwniez wzrost produkcji mleczanu i metabolizmu tlenowego
po aktywacji krwinek ptytkowych trombina lub kolagenem (Akkerman i Holmsen,
1981, Niu 1 wsp. 1996, Tomasiak 1 wsp. 2004). [los¢ ATP zsyntetyzowanego w cyklu
glikolitycznym po blokadzie cyklu kwasow trojkarboksylowych wydaje sig¢ by¢
wystarczajaca dla agregacji wywotanej trombina (Tomasiak i wsp. 2004). Z drugiej
strony gwattowny wzrost zuzycia tlenu przez krwinki ptytkowe po aktywacji trombing
wiaze si¢ z aktywacja cyklu kwasow trojkarboksylowych 1 fosforylacji oksydacyjne;,
dostarczajacych w tych warunkach okolo polowy ptytkowego ATP (Kotelba-
Witkowska, 1984). ATP niezbedny do reakcji uwalniania zawarto$ci ziarnisto$ci
ptytkowych z aktywowanych ptytek moze by¢ dostarczony zaré6wno przez fosforylacje
oksydacyjna jak 1 przez glikolize, a czg$¢ tlenu moze by¢ zuzyta do syntezy de novo
prostaglandyn. Podstawowym substratem energetycznym w mitochondriach ptytek krwi
jest pirogronian, ktory jest metabolizowany do acetylo-CoA przez dehydrogenazg
pirogronianowa (Ryc.1). Spadek zawarto$ci mitochondrialnego acetylo-CoA w
krwinkach ptytkowych po stymulacji trombina moze by¢ spowodowany jego
zwigkszonym zuzyciem w procesach aktywacji krwinek ptytkowych (Skibowska 1 wsp.
2003). Swiadczy o tym korelacja pomiedzy zawarto$cia acetylo-CoA, a stopniem
aktywacji krwinek ptytkowych (Skibowska i wsp. 2003).

2.8. Modyfikacja metabolizmu i funkcji ptytek

31



2.8.1. L-karnityna

L-karnityna jest kofaktorem przemian energetycznych komdrek migsni szkieletowych i
serca. Bierze wudziat w posrednim transporcie dlugotancuchowych kwasow
tluszczowych przez blony mitochondrialne (Ramsay i wsp. 2001). Enzymem
zaangazowanym w ten proces jest acylo-transferaza karnitynowa I, ktora katalizuje
reakcje syntezy acylo-karnityny w zewngtrznej blonie mitochondrialnej. W dalszym
etapie zachodzacym na wewngtrzej powierzchni btony mitochondrialnej nastgpuje
odtworzenie acylo-CoA z udzialem translokazy acylo-karnitynowej i acylo-transferazy
karnitynowej II (Ramsay i wsp. 2001). Dzigki temu kompleksowi enzymatycznemu
mozliwy jest transport kwasow ttuszczowych do wnetrza mitochondrium, gdzie sa one
utleniane w procesie beta-oksydacji. L-karnityna bierze réwniez udzial w transporcie
krotkotancuchowych kwasow thuszczowych, jak rowniez acetylo-CoA z mitochondrow
do cytoplazmy (Ryc.1) (Bremer, 1983). Wydaje sig, ze L-karnityna ma réwniez wptyw
na funkcje krwinek plytkowych. Wykazano, ze przyjmowanie propionylo-L-karnityny
zmniejszalo reaktywno$¢ krwinek ptytkowych u os6b z cukrzyca oraz hamowato
utlenianie kwasu arachidonowego i syntezg reaktywnych form tlenu (Pignatelli i wsp.
2003). Podawanie L-karnityny Iudziom hamowato wbudowywanie kwasu
arachidonowego do fosfolipidow, zmniejszato agregacje zalezna od kolagenu, tworzenie
tromboksanu A,, mobilizacj¢ Ca**, jak réwniez synteze rodnikéw ponadtlenkowych
oraz aktywnos¢ kinazy biatkowej C w krwinkach ptytkowych in vitro (Pignatelli 1 wsp.
2003). Wedtug innych zrédet, propionylo-L-karnityna zmniejszata aktywno$¢ krwinek
ptytkowych zaro6wno in vivo, jak 1 in vitro przez inhibicj¢ syntezy czynnika
aktywujacego ptytki (PAF) (Triggiani 1 wsp. 1999). Jest to trudne do wyjasnienia, gdyz
wewnatrzkomorkowa hydroliza propionylo-L-karnityny powoduje powstawanie L-
karnityny, ktéra zwigksza przeplyw metaboliczny przez etap acetylotransferazy
karnitynowej. Oczekiwanym efektem byloby wigc zwigkszenie, a nie zmniejszenie
zawartosci acetylo-CoA w komorkach tak jak wykazano to w mdzgu szczura (Ricny 1
wsp. 1992). Hipoteza ta, nie zostala jednak zweryfikowana eksperymentalnie w
przypadku krwinek ptytkowych. Dodatkowo, inne prace nie potwierdzily hamujacego
wptywu propionylo-L-karnityny na syntez¢ kwasu arachidonowego (Triggiani i wsp.
1999). Co wigcej obserwowano hipertriglicerydemig u pacjentdow z cukrzyca typu 2,
ktéorym podawano L-karnityng¢ (Rahbar i wsp. 2005). Z drugiej strony, opisano
zmniejszenie zdolno$ci krwinek ptytkowych do agregacji po podaniu inhibitoréw acylo-

transferazy karnitynowej I takich jak perhexylina, amiodaron czy kwas 2-tetradecylo-
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glicydowy (Ishikura i wsp. 1992, Willoughby 1 wsp. 1998). Autorzy sugeruja, ze wzrost
metabolizmu acylo-karnityny moze raczej zwigksza¢, niz zmniejsza¢ aktywnos$é
krwinek ptytkowych (Willoughby i wsp. 1998). Tak wigc przedstawione wyzej dane
dotyczace wpltywu pochodnych L-karnityny na funkcj¢ krwinek plytkowych sa
sprzeczne. Brak jest takze informacji dotyczacych wptywu tego zwiazku na metabolizm
energetyczny ptytek. Wskazuje to na potrzebg przeprowadzenia odpowiednich badan
weryfikujacych hipoteze dotyczaca wpltywu L-karnityny na krwinki plytkowe, w

szczegblnosci u pacjentéw z cukrzyca.

2.8.2. Inhibitory przemian energetycznych a funkcja krwinek ptytkowych

Produkcja energii w krwinkach plytkowych ma istotne znaczenie dla ich funkcji. ATP
stanowi zrodto energii 1 jest substratem do proceséw fosforylacji biatek oraz modyfikuje
aktywno$¢ receptoréw odpowiedzialnych za aktywacj¢ ptytek. Dlatego inhibicja
utleniania pirogronianu w cyklu kwaséw trojkarboksylowych i/lub fosforylacji
oksydacyjnej moze hamowac funkcje krwinek ptytkowych.

Zastosowanie inhibitorow poszczegdlnych etapéw przemian energetycznych moze by¢
pomocne w weryfikacji hipotezy, ze zwigkszona reaktywno$¢ krwinek ptytkowych w
cukrzycy wynika z aktywacji przeptywu reszt acetylowych przez cykl kwasow
trojkarboksylowych. 3-Bromopirogronian (3-BrPG) jest inhibitorem dehydrogenazy
pirogronianowej obnizajacym poziom acetylo-CoA w mozgu (Bielarczyk i1 Szutowicz,
1989, Burton i wsp. 1995, Dutschke 1 wsp. 1994). Dlatego zastosowanie 3-BrPG jako
inhibitora dehydrogenazy pirogronianowej pomogloby ustali¢ czy zwigkszona
aktywno$¢ tego enzymu w krwinkach ptytkowych oséb z cukrzyca moze odgrywac rolg
w nadmiernej aktywacji krwinek ptytkowych poprzez zmiany zawartosci acetylo-CoA
oraz ATP/ADP (Ryc.1).

Nitropropionian (3-NPA) jest inhibitorem dehydrogenzy bursztynianowej (kompleksu II
fancucha oddechowego) (Coles 1 wsp. 1979). Wiadomo, Zze hamuje on metabolizm
tlenowy 1 produkcje¢ ATP, a w konsekwencji prowadzi do depolaryzacji bton
mitochondrialnych neuronéw (Beal i wsp. 1993, Greene i wsp. 1998, Zeevalk i wsp.
1995). Powoduje to indukcje stresu oksydacyjnego, tworzenie rodnikow tlenowych 1
nitrozylowych w mézgu szczurow (Lipton-Rosenberg i wsp. 1994, Szulz i wsp. 1995).
Nie jest znany wplyw tego inhibitora na funkcj¢ ptytek. Zbadanie wpltywu
nitropropionianu na aktywno$¢ plytek oraz zawartos¢ ATP/ADP i acetylo-CoA

umozliwitoby oszacowanie roli kompleksu II tancucha oddechowego w aktywacji
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krwinek ptytkowych u 0s6b zdrowych i chorych na cukrzyce (Ryc. 1).

(-) Hydroksycytrynian ((-)HC) jest odwracalnym, a SB-204990 (i jego lakton SB-
201076) nieowracalnym inhibitorem liazy ATP-cytrynianowej (Pearce i wsp. 1998)
(Ryc. 1). Stwierdzono, ze (-)HC powodowat wzrost akumulacji cytrynianu i spadek
poziomu acetylo-CoA we frakcji cytoplazmatycznej zakonczen nerwowych (Bielarczyk
1 Szutowicz, 1989, Szutowicz 1 wsp. 1981). Jednocze$nie nie obserwowano wptywu
tego inhibitora na st¢zenie acetylo-CoA we frakcji mitochondrialnej. Efektem dzialania
in vivo (-)HC byt spadek syntezy zaréwno cholesterolu, jak i triglicerydow oraz wzrost
aktywnosci receptora LDL (Pearce i wsp. 1998). Badania przeprowadzone z uzyciem
SB-204990 wykazaty spadek syntezy cholesterolu 1 kwasow tluszczowych w
komoérkach watroby oraz hipolipidemig u zwierzat do$wiadczalnych (Pearce i wsp.
1998). Mozna wigc przypuszczac , ze rowniez w krwinkach ptytkowych inhibitory liazy
ATP-cytrynianowej moga wptywac na syntezg¢ kwasoéw ttuszczowych, fosfolipidow i

lipidowych czynnikéw aktywacji ptytek krwi oraz zwiazana z nimi funkcj¢ ptytek krwi.

2.9. Ptytki a cukrzyca

Istnieje wiele danych wskazujacych na nadmierna aktywnos$¢ krwinek plytkowych u
0sob z cukrzyca. Wykazano, ze wzrost spontanicznej aktywacji plytek wystepuje u
pacjentdw z cukrzyca bez zmian naczyniowych (Vericel 1 wsp. 2004). Sugeruje to, Ze ta
nadmierna aktywno$¢ wynika nie tylko z uszkodzen naczyn krwiono$nych, ale rowniez
ze zmian w strukturze i metabolizmie samych krwinek ptytkowych u oséb z cukrzyca
(Vericel 1 wsp. 2004). U pacjentéw z cukrzyca obserwowano wzrost spontanicznej i
indukowanej agonistami agregacji krwinek ptytkowych, ktora nie byta korygowana
przez kontrole stanu glikemii (Collins i wsp. 2004). Jednoczesnie w obu typach
cukrzycy, wzrastata populacja krwinek plytkowych posiadajacych wysoka gestos¢
zaleznych od aktywacji bialek adhezyjnych: GPIIb/IIla, trombospondyny 1 P-selektyny
(Keating i wsp. 2004). Nadmierna reaktywnos$¢ krwinek plytkowych moze by¢
spowodowana zwigkszona ggsto$cia btonowych receptorow dla glikoprotein
adhezyjnych, zwigkszeniem wigzania fibrynogenu, zmniejszona ptynnoscia bton
plazmatycznych, aktywacja przemiany kwasu arachidonowego do tromboksanu A; i
zwigkszonym obrotem fosfatydyloinozytolu. Powodowaloby to zwigkszenie poziomu
IP3, uwalniania Ca®" z retikulum endoplazmatycznego i fosforylacji biatek (Winocour,
1994). Wzrost mobilizacji jonéw wapniowych i1 agregacji krwinek ptytkowych oséb

chorych na cukrzyce¢ obserwowano zaréwno po aktywacji ptytek krwi przez trombing
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jak 1 przez ADP (Rosado 1 wsp. 2002). Zmianom tym towarzyszyl wzrost akumulacji
wolnych rodnikéw tlenowych w ptytkach (Redondo i wsp. 2005, Rosado 1 wsp. 2002).
Moze to wynika¢ ze zwigkszonej produkcji H,O, albo z obnizonego poziomu
przeciwutleniaczy (Colwell 1 wsp. 2003). Dlatego uwaza si¢, ze podawanie
antyoksydantow moze redukowac ryzyko choroby niedokrwiennej migsnia sercowego u
pacjentéw z cukrzyca (Colwell 1 wsp. 2003). Aktywowane krwinki ptytkowe posiadaja
na swojej powierzchni antygen CD40L nalezacy do rodziny czynnikow martwicy
nowotworow 1 posiadajacy wilasciwosci prozapalne (Henn i wsp. 1998). Wykazano
wzrost zawarto$ci rozpuszczalnego CD40L w osoczu oséb z cukrzyca typu 2 (Lim i
wsp. 2004). Istnieje dodatnia korelacja pomigdzy gestoscia receptora CD36 nalezacego
do klasy B receptoréw zmiatajacych (scavenger receptors, SR), a zwigkszeniem
powiktan naczyniowych w cukrzycy. CD36 jest glikoproteing blonowa wystgpujaca na
powierzchni wielu komorek takich jak ptytki krwi, komorki §rodbtonka naczyniowego,
monocyty, makrofagi czy adipocyty dla ktorej ligandami sa utlenione czastki LDL,
dhugotancuchowe kwasy tluszczowe, kolagen, trombospondyna 1, utlenione fosfolipidy
oraz AGEs (Febbraio 1 wsp. 2001, Nicholson, 2004). Te wtasciwos$ci antygenu CD36
sugeruja jego udzial w patomechanizmie rozwoju zmian miazdzycowych.

Wydaje sig, ze zwigkszona reaktywno$¢ krwinek ptytkowych u pacjentow z cukrzyca
wynika ze zmienionego profilu lipidowego zarowno w osoczu krwi jak i strukturze ich
bton komorkowych oraz z hiperglikemii. Zaburzony metabolizm wegglowodanow
i lipidow powoduje zmiany plynnosci bton i ggstosci receptorow w blonach
komorkowych krwinek ptytkowych (Watata i wsp. 1996, 1998). Wykazywano istnienie
zwiazku pomigdzy modyfikacja oksydacyjna bialek ptytkowych przez glukoze
1 zmniejszonga plynnoscia ich blon komdrkowych w cukrzycy (Watala i wsp. 1996,
Winocour i wsp. 1992). Prowadzone od kilku lat intensywne leczenie hiperlipidemii u
0sOb z cukrzyca moze znacznie zmniejszy¢ udzial komponenty lipidowe;j
W powstawaniu angiopatii cukrzycowe;.

Hiperglikemia zwigksza aktywacje GP IIb/Illa, zawarto$¢ P-selektyny oraz reaktywnos$¢
krwinek plytkowych (Keating i wsp. 2003). W grupie pacjentéw z cukrzyca obserwuje
si¢ zmniejszenie wrazliwosci plytek 