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OBJAŚNIENIA STOSOWANYCH SKRÓTÓW I SYMBOLI 
 

AA  kwas arachidonowy 

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

cAMP  cykliczny AMP 

cGMP             cykliczny GMP 

3-BrPG 3-bromopirogronian 

DAG   diacylogricerol 

DNTB  kwas 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoesowy 

eNOS              endotelialna izoforma synazy tlenku azotu 

G-6-P  glukozo-6-fosforan 

G-6-PDH dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa 

Glut3  transporter glukozy typu 3 

GP  glikoproteina 

GPRP  tetrapeptyd-(H-Gly-Pro-Arg-Pro-NH2) 

GSK3             kinaza syntazy glikogenu (ang.Glycogen Synthase Kinase-3) 

(-)HC  (-)hydroksycytrynian 

Hb  hemoglobina 

HbA1c    hemoglobina glikowana 

HDL                frakcja cholesterolu o wysokiej gęstości ( ang. High Density Lipoproteins) 

Ht  hematokryt 

IP3                  inozytolo(1,4,5)trifosforan 

IRS  białko fosforylowane przez kinazę tyrozynową receptora insuliny   (ang. 

Insulin Receptor Substrat) 

LDL                frakcja cholesterolu o niskiej gęstości ( ang. Low Density Lipoproteins) 

MDA  dialdehyd malonowy 

MPV  średnia objętość krwinek płytkowych 

NO  tlenek azotu 

3-NPA  3-nitropropionian 

PAF  czynnik aktywujący płytki krwi 

PAR 1 i 4 receptory trombinowe aktywowane przez proteazy (ang. Protease-Activated   

                            Receptors) 

PDH  dehydrogenaza pirogronianowa 
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PI-3K  kinaza-3 –fosfatydyloinozytolu 

PIP3  trójfosfatydyloinozytol 

PKB  kinaza białkowa B (ang. Protein Kinase B) 

PKC  kinaza białkowa C (ang. Protein Kinase C) 

PLT  liczba krwinek płytkowych 

RBC  liczba krwinek czerwonych 

ROS  Reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species) 

SDH  dehydrogenaza bursztynianowa 

SDS  siarczan dodecylu sodowy 

TBARS związki reagujące z kwasem tiobarbiturowym ( ang. Thiobarbituric Acid  

                             Reactive Species) 

TRAP-6          peptyd 6 aktywujący receptor dla trombiny  

TXA2    tromboksan A2 

TXB2    tromboksan B2 

WBC  liczba krwinek białych 
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1. STRESZCZENIE 
 

W przedstawionej pracy weryfikowano hipotezę, że w cukrzycy przewlekła 

hiperglikemia poprzez zmiany metabolizmu acetylo-CoA może powodować nadmierną 

aktywność płytek krwi. 

Badania przeprowadzone na pacjentach z cukrzycą typu 1 i 2 oraz ludziach zdrowych 

wykazały, że: 

1. Stężenia fruktozaminy w osoczu i HbA1c we krwi u osób z cukrzycą było o ponad  

50 % wyższe niż u osób zdrowych. Nie było różnic między pacjentami z cukrzycą typu 

1 i 2.  

2. Cukrzyca powodowała wzrost aktywności dehydrogenazy pirogronianowej,             

α-ketoglutaranowej i glukozo-6-foforanowej, akonitazy, liazy ATP-cytrynianowej          

i syntetazy kwasów tłuszczowych odpowiednio o 66, 33, 17, 37, 51 i 61%. Nie miała 

natomiast wpływu na aktywność syntazy cytrynianowej i dehydrogenazy 

bursztynianowej. 

3. Zarówno w cukrzycy typu 1, jak i 2 obserwowano podobny wzrost poziomu acetylo-

CoA, ATP/ADP, jak i agregacji i akumulacji TBARS odpowiednio o około 60, 75/60, 

50 i 40% w stosunku do płytek krwi osób zdrowych. 

4. Poziom mitochondrialnego i cytoplazmatycznego acetylo-CoA w płytkach krwi 

pacjentów z cukrzycą typu 1 i 2 był o ponad 50% wyższy niż w płytkach osób 

zdrowych. 

5. Korelacja między stężeniem frutozaminy, a poziomem acetylo-CoA i ATP w 

płytkach pacjentów z cukrzycą była wyższa (odpowiednio r=0.52, p<0.002; r=0.69, 

p<0.0001) niż osób zdrowych (odpowiednio r=0.38, p<0.04; r=0.55, p<0.008). 

6. Znamienność korelacji między poziomem acetylo-CoA, a agregacją i akumulacją 

TBARS w płytkach pacjentów z cukrzycą była wyższa (odpowiednio r=0.52, p<0.005 i 

r=0.68, p<0.0001) niż u osób zdrowych (odpowiednio r=0.11, p<0.7 i r=0.53, p<0.005). 

7. W warunkach spoczynkowych suramina (antagonista receptorów purynergicznych) 

nie wpływała na zawartość ATP/ADP i funkcję płytek krwi obu grup. Natomiast w 

aktywowanych trombiną płytkach krwi osób z cukrzycą, suramina powodowała 2-3-

krotnie większy spadek agregacji i akumulacji TBARS oraz 2-krotnie większy wzrost, 

obniżonej trombiną, zawartości ATP/ADP, niż w płytkach krwi osób zdrowych.  
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8. W płytkach osób z cukrzycą 3-bromopirogronian (inhibitor dehydrogenazy 

pirogronianowej) powodował około dwukrotnie większy spadek poziomu 

mitochondrialnego acetylo-CoA, ATP, agregacji i akumulacji TBARS niż u osób 

zdrowych. 

9. 3-nitropropionian (inhibitor dehydrogenazy bursztynianowej) nieznacznie zwiększał 

poziom całkowitego acetylo-CoA i nie zmieniał wielkości puli nukleotydów 

adenylowych w płytkach osób zdrowych i z cukrzycą.  

10. Inhibitory liazy ATP-cytrynianowej (SB-204990 i (-)HC) nie hamowały agregacji     

i akumulacji TBARS w płytkach nieaktywowanych. Natomiast po aktywacji trombiną 

powodowały większy spadek agregacji i akumulacji TBARS w płytkach pacjentów z 

cukrzycą niż w płytkach osób zdrowych. 

11. L-karnityna zwiększała poziom mitochondrialnego (27%) i cytoplazmatycznego 

(97%) acetylo-CoA oraz agregację (95%) i akumulację TBARS (133%) w płytkach 

krwi pacjentów z cukrzycą. Natomiast w krwinkach płytkowych osób zdrowych L-

karnityna nie zmieniała poziomu acetylo-CoA, a jej wpływ na ich funkcję był o 50% 

mniejszy niż u pacjentów z cukrzycą. L-karnityna nie miała również wpływu na poziom 

ATP/ADP, ani nie odwracała inhibicyjnego wpływu 3-bromopirogronianu na parametry 

metaboliczne i funkcję krwinek płytkowych obu grup. 

Dane te wskazują, że przewlekła hiperglikemia powoduje u osób z cukrzycą 

adaptacyjne zmiany w metabolizmie glukozy prowadzące do wzrostu poziomu 

mitochondrialnego i cytoplazmatycznego acetylo-CoA oraz zawartości ATP/ADP w 

płytkach krwi. Zmiany te mogły zwiększać reaktywność płytek krwi w przebiegu tej 

choroby. Istotną rolę w mechanizmie tych zmian może odgrywać wzrost transportu 

acetylo-CoA z mitochodriów do cytoplazmy poprzez drogi acetylo-transferazy 

karnitynowej i liazy ATP-cytrynianowej. Z kolei, wzrost poziomu acetylo-CoA w 

mitochondriach powodował zwiększenie puli nukleotydów adenylowych ATP/ADP, 

które byłyby odpowiedzialne za zwiększoną reaktywność płytek krwi osób z cukrzycą, 

w wyniku nadmiernej aktywacji receptorów purynergicznych po stymulacji trombiną. 
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2. WSTĘP 
 
Cukrzyca występuje w przebiegu chorób, w których dochodzi do przewlekłego 

upośledzenia metabolizmu glukozy w komórkach, wynikającego z niedoboru insuliny 

lub zmniejszenia reakcji komórek na ten hormon. Według raportu WHO liczba 

pacjentów chorujących na cukrzycę na świecie w 2006 roku wynosiła 171 mln. Ocenia 

się, że w krajach Unii Europejskiej żyje obecnie około 25 milionów, a w Polsce 2 mln 

ludzi z rozpoznaną cukrzycą. Osoby te są zagrożone wystąpieniem poważnych 

powikłań, które są następstwem uszkodzenia lub nawet całkowitej niewydolności 

narządów, takich jak nerki, układ sercowo-naczyniowy, ośrodkowy układ nerwowy         

i narząd wzroku. Cukrzyca jest jednym z ważniejszych czynników ryzyka chorób 

układu sercowo-naczyniowego, np. zawału serca, udaru mózgu i chorób naczyń 

obwodowych. Z wymienionych powodów nieleczona lub źle prowadzona cukrzyca 

stanowi poważne zagrożenie dla życia, a także niekorzystnie wpływa na jego jakość i 

jest przyczyną inwalidztwa ludzi w każym przedziale wiekowym (Noordzij i wsp. 

2007).  

 

2.1. Naczyniowe patomechanizmy cukrzycy 

Przewlekła hiperglikemia w przebiegu cukrzycy uważana jest za podstawowy czynnik 

prowadzący do rozwoju powikłań naczyniowych w postaci mikro i makroangiopatii. 

Istotnym elementem tych patologii jest zgrubienie błony podstawnej naczyń 

krwionośnych i zmniejszenie ich elastyczności. Mikroangiopatię powodują zaburzenia 

metaboliczne komórek śródbłonka i podścieliska naczyń włosowatych, które poprzez 

nadmierną syntezę cytokin i czynników wzrostu przy istniejącej hiperglikemii prowadzą 

do odkładania się produktów zaawansowanej nieenzymatycznej glikacji białek (ang. 

Advanced Glycation End Products, AGEs), przerostu ścian naczyń oraz powstawania 

mikrozakrzepów. W patomechanizmie powyższych zmian, poza uszkodzeniem 

śródbłonka naczyniowego uczestniczą również zaburzenia funkcji i struktury 

osoczowych czynników krzepnięcia i fibrynolizy oraz modyfikacje struktury i funkcji 

krwinek płytkowych, monocytów i komórek plazmatycznych. Klinicznymi objawami 

mikroangiopatii są nefropatia, retinopatia i neuropatia cukrzycowe.  

Mianem makroangiopatii określa się zmiany miażdżycowe w dużych i średnich 

naczyniach krwionośnych i związane z tym objawy kliniczne. Zmiany miażdżycowe 

dotyczą najczęściej dużych tętnic, tętniczek nerkowych i tętnic kończyn dolnych oraz 
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naczyń mózgowych i wieńcowych. Opisane zmiany naczyniowe w cukrzycy prowadzą 

do obniżenia jakości życia pacjentów i ich zwiększonej śmiertelności w porównaniu do 

populacji ludzi zdrowych (Calles-Escandon i wsp. 1999, Pyorala i wsp. 1999, Raman i 

wsp. 2006).  

Utrzymująca się hiperglikemia niezależnie od typu cukrzycy prowadzi do przewlekłych 

zmian adaptacyjnych w metabolizmie oraz strukturze komórek różnych narządów. 

Zwiększony napływ glukozy do wnętrza komórek aktywuje jej przemianę do sorbitolu. 

Powoduje to zużycie NADPH, kofaktora niezbędnego do redukcji glutationu i 

zmniejszenie odporności komórek na działanie stresu oksydacyjnego (Kain i wsp. 

2002). Dodatkowo, glukoza może być metabolizowana do N-acetylo-glukozaminy, 

czynnika zwiększającego ekspresję genów i syntezę czynnika transformacji wzrostu 

beta1 oraz aktywatora inhibitora plazminogenu-1 (Calles-Escandon i wsp. 1998). 

Również hiperglikemia per se działa toksycznie na śródbłonek naczyniowy oraz 

zwiększa stres oksydacyjny poprzez aktywację syntezy wolnych rodników tlenowych, 

głównie anionu ponadtlenkowego.  

Aktywacja glikolitycznej przemiany glukozy w komórkach insulino-niezależnych 

prowadzi do akumulacji mleczanu i pirogronianu, a w konsekwencji do aktywacji 

dekarboksylacji oksydacyjnej pirogronianu oraz zwiększenia produkcji reaktywnych 

form tlenu w łańcuchu oddechowym (ang. Reactive Oxygen Species, ROS) (Brownlee, 

2005). Nadmiar wolnych rodników prowadzi do zmian w ekspresji szeregu genów i 

modyfikuje wiele szlaków sygnalizacyjnych w komórce. Dla przykładu, aktywacja 

czynnika transkrypcyjnego kappa-B powoduje wzrost syntezy cytokin prozapalnych w 

monocytach osób z cukrzycą (Kreisberg, 1998). W warunkach hiperglikemii 

obserwowano zmniejszenie syntezy tlenku azotu (NO) spowodowane zmniejszeniem 

ekspresji mRNA i poziomu białka endotelialnej syntazy tlenku azotu (eNOS) 

(Srinivasan i wsp. 2004). Inne badania wykazały zwiększenie poziomu białka eNOS w 

stanach hiperglikemii, co może być tłumaczone zwiększoną inaktywacją tlenku azotu 

przez aniony ponadtlenkowe (Cosentino i wsp. 1997). Zmniejszona dostępność NO 

może być przyczyną zwiększonej adhezji krwinek płytkowych i uwalniania z nich 

różnych czynników wzrostu powodujących przerost ścian naczyń krwionośnych             

i upośledzenie zdolności naczyń do rozkurczu (Cohen, 1993, Klein i wsp. 1995). 

Zwiększa się również podatność frakcji cholesterolu o niskiej gęstości (LDL, ang. Low 

Density Lipoproteins) na glikację i utlenianie (Klein i wsp. 1995, Knott i wsp. 2003, 

Ravandi i wsp. 2000). Zmodyfikowane cząstki LDL mają silne właściwości 
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promiażdżycowe. Zwiększona synteza AGEs może być przyczyną zmian ekspresji 

genów cząstek adhezyjnych (Shinohara i wsp. 1998), uszkodzenia endotelium naczyń 

krwionośnych i zmian w przekaźnictwie sygnałów z receptorów powierzchniowych do 

wnętrza komórek (Brownlee, 2001). 

Laboratoryjnymi markerami tych procesów są: zwiększona glikacja hemoglobiny 

(HbA1c) i albuminy (fruktozamina), które służą do retrospektywnej oceny średniego 

poziomu glikemii u pacjentów z cukrzycą (Writing Team for the Diabetes 

Complications Trial/Epidemilogy of Diabetes Interventions and Complications 

Research Group 2003, Manley, 2003, Winocour i wsp. 1988).  

Inną zmianą wywołaną przez hiperglikemię jest nadmierna aktywacja kinazy białkowej 

C (PKC) prowadząca do fosforylacji i inhibicji eNOS i zwiększenia wydzielania 

endoteliny-1 ze śródbłonka naczyń krwionośnych. Dodatkowo nadmierna aktywacja 

PKC redukuje poziom białka receptora insuliny fosforylowanego przez kinazę 

tyrozynową (ang. Insulin Receptor Substrate 1, IRS-1) i zmniejsza wiązanie insuliny do 

IRS-1, co powoduje zahamowanie sygnału insulinowego, zmniejszenie fosforylacji 

PKB i jej substratów: białka p70 (p70) i kinazy syntazy glikogenu (ang.Glycogen 

Synthase Kinase-3, GSK3). Zwiększa to oporność mięśni gładkich naczyń 

krwionośnych na insulinę (Motley i wsp. 2001). Zaobserwowano również wzrost liczby 

agregatów płytkowo-monocytarnych u pacjentów z cukrzycą typu 2, który korelowałby 

z zawartością HbA1c we krwi (Shoji i wsp. 2005). 

 

2.2.  Receptory i struktura krwinek płytkowych 

Krwinki płytkowe pełnią istotną funkcję w procesie hemostazy. Są strukturami 

komórkowymi pozbawionymi jądra komórkowego, zawierającymi wysoce 

wyspecjalizowany cytoszkielet, unikalne receptory i ziarnistości wydzielnicze. Istnieją 

dwie hipotezy, które mogą wyjaśniać proces powstawania krwinek płytkowych z 

megakariocytów. Według pierwszej, krwinki płytkowe powstają w procesie prostej 

fragmentacji cytoplazmy megakariocytów (Kosaki, 2005). Z drugiej strony istnieją 

przesłanki, że krwinki płytkowe są tworzone de novo poprzez system mikrotubul, z pro-

płytek powstających z wypustek cytoplazmy megakariocytów, do których 

transportowane są organelle wewnątrzkomórkowe po ich syntezie w peroksysomach 

megariocytów (Patel i wsp. 2005, Hartwig i wsp. 2006). Tworzenie płytek 

rozpoczynałoby się w momencie przesunięcia mikrotubuli do kory megakariocytów co 

umożliwiałoby proces wydłużania propłytek i oddzielania się od nich dojrzałych 
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krwinek płytkowych (Tablin i wsp. 1990). Proces ten modyfikowany jest przez 

hiperglikemię, która zwiększa płatowość megakariocytów u pacjentów z cukrzycą, 

powikłaną miażdżycą naczyń wieńcowych (Brown i wsp. 1997). 

W stanie spoczynku krwinki płytkowe mają kształt dyskoidalny o średnicy 2-4 µm, 

grubości  0.5-2 µm i objętości 5-10 µm3 (Mathur i Martin, 2002). Warstwa zewnętrzna 

błony komórkowej zawiera kanały należące do układu kontaktu struktur wewnętrznych 

z powierzchnią płytek (White, 2002). Na jej powierzchni znajdują się liczne 

glikoproteiny powierzchniowe (Weiss i wsp. 1995), będące receptorami niezbędnymi 

do aktywacji, procesu adhezji i agregacji krwinek płytkowych przez różnych agonistów 

(Clemeston, 1995). Jednym z kluczowych receptorów krwinek płytkowych jest 

integryna αIIBβ3 (glikoproteina IIb-IIIa), dla której podstawowym ligandem 

aktywującym jest fibrynogen. Może ona również wiązać witronektynę i czynnik von 

Willebranda. Inny kompleks glikoproteinowy, GPIb-IX-V jest ważnym receptorem 

umożliwiającym adhezję krwinek płytkowych do śródbłonka naczyń krwionośnych w 

obecności dużych sił ścinających, w małych naczyniach krwionośnych (ang. high shear 

stress). Z kolei glikoproteina IIb-IIIa spełnia tą funkcję przy małej sile ścinania (low 

shear stress).  

Na powierzchni błony plazmatycznej płytek znajdują się również zaadsorbowane białka 

osoczowe, wśród których stwierdzono obecność immunoglobulin: IgG i IgM, 

plazminogenu oraz osoczowych czynników krzepnięcia (White, 2002). Błona 

komórkowa płytek dostarcza również lipidów będących aktywatorami krzepnięcia 

osoczowego (White, 2002). Zawiera ona także receptory powierzchniowe pełniące 

istotną rolę w aktywacji i agregacji płytek w miejscu uszkodzenia śródbłonka naczyń 

krwionośnych. Do ważnych receptorów tego typu należą: glikoproteina VI (GPVI) 

aktywowana przez kolagen, receptory dla trombiny aktywowane przez proteazy (ang. 

Protease-Activated Receptor 1 i 2-PAR1 i PAR4), (Gibbins i wsp. 1997, Kahn, 1998, 

Sambrano i wsp. 2001), receptor dla fibrynogenu - integryna αIIBβ3 (glikoproteina IIb-

IIIa), (Bennett i wsp. 2001), receptory purynowe P2X wrażliwe na ATP oraz P2Y1 i  

P2Y12 aktywowane przez  ADP (Ralevic i wsp. 1998). Ostatnio wykazano istnienie 

synergistycznego oddziaływania między receptorem PAR4 i receptorem P2Y12, w 

aktywacji agregacji płytek krwi (Holinstat i wsp. 2006). Krwinki płytkowe posiadają 

również receptory insulinowe (IRS-1 i IRS-2) o aktywności kinazy tyrozynowej, która 

autofosforyluje receptory insulinowe, następnie aktywując kinazę-3 
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fosfatydyloinozytolu (PI-3K) (Saltiel i wsp. 2001). Insulina hamuje funkcję płytek i 

mobilizację jonów wapniowych indukując fosforylację białek Giα, co prowadzi do ich 

inaktywacji i zabezpiecza płytki przed obniżeniem zawartości wewnątrzkomórkowego 

cAMP (Ferreira i wsp. 2004). 

Na powierzchni krwinek płytkowych zidentyfikowano również szereg innych 

receptorów, które nie biorą bezpośrednio udziału w procesie hemostazy, ale mogą 

modyfikować kaskady sygnalizacyjne, a przez to funkcję płytek krwi. Do tej grupy 

można zaliczyć: receptory adrenergiczne-α2A,  receptory dla dopaminy (D2R, D3R i 

D5R) i wiele innych (Bugert i wsp. 2006, Garcia-Sevilla i wsp. 1990, Gurguis i wsp. 

1999).  

Ponadto, na powierzchni krwinek płytkowych są zlokalizowane transportery Glut dla 

glukozy, głównie podtyp Glut3 oraz minimalna ilość podtypu 1 (Heijnen i wsp. 1997, 

Ferreira i wsp. 2005). Krwinki płytkowe posiadają ziarnistości lizosomalne, zawierające 

kwaśne hydrolazy, odpowiedzialne za ich niszczenie w czasie krzepnięcia oraz 

ziarnistości magazynowe, zawierające substancje uwalniane podczas ich aktywacji.     

W ziarnistościach gęstych stwierdzono wysokie stężenia ATP, ADP, serotoniny i 

pirofosforanów. Ziarnistości alfa zawierają między innymi: fibrynogen osoczowy, 

megakariocytarny czynnik von Willedranda, tromboglobulinę, czynnik V, VIII, 

antyplazminę oraz czynniki stymulujące wzrost i przepuszczalność naczyń oraz 

chemotaksję. Krwinki płytkowe posiadają również peroksysomy, zawierające katalazę, 

która zabezpiecza je przed nadtlenkiem wodoru powstającym w reakcjach utleniania 

amin biogennych i hipoksantyny, katalizowanych odpowiednio przez 

monoaminooksydazę i oksydazę ksantynową. Wykazano również, że egzogenna 

katalaza hamowała produkcję tromboksanu A2 i IP3 i zmniejszała agregację płytek krwi 

(Pignatelli i wsp. 1998).  

W krwinkach płytkowych znajdują się również kanaliki należące do układu kontaktu 

wnętrza krwinek z powierzchnią, odgrywające rolę w transporcie i magazynowaniu 

substancji z osocza oraz w uwalnianiu zawartości ziarnistości magazynowych w trakcie 

ich aktywacji. Retikulum endoplazmatyczne stanowi magazyn dla jonów wapnia, które 

również biorą udział w procesach kurczliwości i aktywacji krwinek płytkowych. Są tu 

również zlokalizowane enzymy niezbędne do syntezy prostaglandyn (White, 2002).  

 

2.3. Funkcja krwinek płytkowych: aktywacja, adhezja, agregacja 

Czas przeżycia krwinek płytkowych w krwioobiegu wynosi około 10 dni, chyba że 
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zostaną zużyte w procesach krzepnięcia krwi. Krwinki płytkowe pełnią kluczowa rolę w 

procesie hemostazy poprzez udział w uszczelnianiu uszkodzonych naczyń 

krwionośnych (Ashby i wsp. 1990). Jest to możliwe dzięki zdolności płytek do zmiany 

kształtu, adhezji do powierzchni podśródbłonkowej naczyń krwionośnych, agregacji i 

wytwarzania skrzepu z udziałem osoczowych czynników krzepnięcia. Aktywacja, a w 

konsekwencji agregacja krwinek płytkowych są procesami indukowanymi przez różne 

zewnątrz- i wewnątrzpłytkowe aktywatory. Aktywatory zewnątrzpłytkowe powstają w 

warstwie podśródbłonkowej uszkodzonych naczyń krwionośnych. Należą do nich, 

między innymi: kolagen, trombina i epinefryna. Natomiast aktywatory endogenne są 

wydzielane przez płytki z ziarnistości magazynowych i retikulum endoplazmatycznego 

w trakcie ich aktywacji. Należą do nich między innymi.: ADP, tromboksan A2, 

serotonina, czynnik von Willebrandta czy też tromboglobulina (Ashby i wsp. 1990). 

Aktywatory krwinek płytkowych przez odpowiednie receptory błonowe aktywujące 

sygnałowe białka G i kinazy tyrozynowe indukują kaskady sygnalizacyjne i 

odpowiadają za zmianę ich kształtu, adhezję, sekrecję i agregację.  

W wewnątrzkomórkowej aktywacji płytek krwi ważną rolę odgrywają: szlak 

fosfoinozytolowy i kaskada kwasu arachidonowego. W wyniku pobudzenia receptorów 

PAR1 i PAR4 związanych z białkiami Gq dochodzi do aktywacji fosfolipazy C i szlaku 

fosfoinozytolowego. W konsekwencji powstają wtórne przekaźniki informacji 

diacyloglicerol (DAG) i trifosforan inozytolu (IP3), które pełnią istotną funkcję w 

dalszej aktywacji płytek. IP3 mobilizuje jony Ca2+ z retikulum endoplazmatycznego, co 

powoduje aktywację fosfolipazy A2. Uwalniany przez nią kwas arachidonowy jest 

metabolizowany do tromboksanu A2 przez cyklooksygenazę. DAG aktywuje kinazę 

białkową C, co prowadzi do fosforylacji takich białek jak: integryna αIIbβ3 (GPIIb-IIIa; 

CD41b/CD61), receptor dla fibrynogenu i uwalniania zawartości ziarnistości 

płytkowych do przestrzeni pozakomórkowej. W trakcie aktywacji krwinek płytkowych 

następuje eksternalizacja glikoprotein powierzchniowych (GP) o właściwościach 

integryn i nie-integryn, które stają się receptorami agonistów krwinek płytkowych i 

białek adhezyjnych powodujących ich agregację (Asby i wsp. 1990). Integryna α2β1 

(GPIa-IIa; CD49b/CD29) aktywuje proces adhezji krwinek płytkowych do kolagenu 

zarówno w warunkach spoczynkowych jak i po aktywacji przez siły ścinające podczas 

przepływu krwinek płytkowych przez naczynia włosowate (shear stress) (Saelman i 

wsp. 1994). Z kolei integryna-αIIbβ3, która w warunkach spoczynkowych znajduje się w 

ziarnistościach alfa, po aktywacji płytek ułatwia ich agregację pojawiając się w 
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zwiększonych ilościach na  powierzchni ich błon plazmatycznych (Bennet i wsp. 2001).  

Nieintegrynowy kompleks czynników GPIb-IX-V pełni rolę mediatora adhezji krwinek 

płytkowych do miejsca uszkodzenia naczynia krwionośnego poprzez wiązanie z 

zaktywowanym czynnikiem von Willebranda znajdującym się w warstwie 

podśródbłonkowej naczyń (Alevriadou wsp. 1993). W zaktywowanych krwinkach 

płytkowych obserwuje się również translokację P-selektyny (GMP-140) z ziarnistości 

alfa na powierzchnię błony komórkowej (Stenberg i wsp. 1985) co prowadzi do zmian 

jej konformacji i zwiększenia zdolności do wiązania fibrynogenu (Shattil i wsp. 1985). 

W tych warunkach zwiększa się wiązanie trombospondyny do glikoproteiny IV (GPIV) 

i wiązania się czynnika von-Willebranda do kompleksu GPIb-IX-V (Michelson i wsp. 

1988). Agoniści agregacji: rystocetyna, kolagen, epinefryna, ADP, kwas arachidonowy 

i peptyd 6 aktywujący receptor dla trombiny (TRAP-6) zwiększają zawartość P-

selektyny w błonie plazmatycznej krwinek płytkowych, a przez to zdolność wiązania 

fibrynogenu przez kompleks GPIIb-IIIA w krwinkach płytkowych (Panzer i wsp. 2006). 

Najsilniejszym czynnikiem aktywującym P-selektynę jest TRAP-6. Kolagen zaś jest 

najsłabszym aktywatorem krwinek płytkowych. Wykazano istnienie znamiennej 

korelacji pomiędzy zawartością P-selektyny i aktywacją integryny-αIIbβ3 w krwinkach 

płytkowych niezależnie od rodzaju użytego agonisty (Panzer i wsp. 2006).  

Proces adhezji jest wynikiem kontaktu krwinek płytkowych z kolagenem poprzez 

czynnik von Willebranda powodującym pobudzenie GPVI i integryny αIIBβ3. GPVI 

wiąże się z receptorem Fc łańcucha γ immunoglobulin na powierzchni krwinek 

płytkowych, a zaaktywowany przez kolagen kompleks ulega fosforylacji przez kinazy 

tyrozynowe (Gibbins i wsp. 1996, 1997). W wyniku tego procesu szereg cząstek 

sygnalizacyjnych ulega aktywacji prowadząc ostatecznie do agregacji krwinek 

płytkowych (Gibbins i wsp. 1998, Poole i wsp.1997, Watson i wsp. 1998, 2001).  

Niezależnie od istnienia oddzielnych dróg wewnątrzpłytkowego przekaźnictwa 

sygnałów aktywowanych przez trombinę i kolagen, opisano wspólną 

wewnątrzkomórkową drogę sygnalizacji dla obu tych aktywatorów regulowaną przez 

kinazę 3-fosfatydyloinozytolu (PI-3K). Enzym ten jest odpowiedzialny za syntezę 

pochodnych fosfatydyloinozytolu, które nie działają jako wtórne przekaźniki informacji 

i są nieobecne w płytkach nieaktywowanych. Natomiast poziom ich wzrasta po 

stymulacji płytek agonistami. Produkty reakcji PI-3K nie są substratami dla fosfolipaz, 

ale zahamowanie ich syntezy powoduje obniżenie odpowiedzi komórek mózgu i 

mięśniowych na różne bodźce (Strosznajder i wsp. 2004). PI-3K może odgrywać istotną 
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rolę we wzmacnianiu odpowiedzi krwinek płytkowych na czynniki aktywujące (Jackson 

i wsp. 2004, Resendiz i wsp. 2003, Vanhaesebroeck i wsp. 2001). Wiadomo, że istotną 

rolę w regulacji funkcji płytek i procesach prozakrzepowych odgrywa izoforma PI-3K 

klasy 1a aktywowana przez kinazy tyrozynowe (Jackson i wsp. 2005). Zwiększenie 

aktywacji PI-3K przez trombinę lub kolagen prowadzi do aktywacji kinazy białkowej B 

(PKB), która w odpowiedzi na 3-fosfatydyloinozytol (PIP3) może zwiększać odpowiedź 

płytek krwi poprzez wzrost uwalniania ADP (Barry i Gibbnis 2002, Kroner i wsp. 

2000). W konsekwencji ADP stymuluje drogę sygnalizacyjną zależną od białek Gi, 

które poprzez inhibicję cyklazy adenylanowej odpowiadają za zmniejszenie poziomu 

cyklicznego AMP (cAMP). Powoduje to aktywację GPIIb-IIIa, wiązanie fibrynogenu i 

wzrost agregacji płytek (Barry i Gibbnis, 2002).  

W trakcie aktywacji płytki uwalniają czynniki stymulujące proces krzepnięcia 

osoczowego, czynniki wzrostu niezbędne do obkurczania i naprawy uszkodzonego 

naczynia oraz agonistów agregacji: tromboksan A2, ADP i ATP (Cattaneo i wsp. 2000, 

Hechler i wsp. 2005). 

W ostatnich latach wykazano, że pobudzenie odpowiednich receptorów 

powierzchniowych krwinek płytkowych przez trombinę, ADP, tromboksan A2 lub 

kolagen jest związane ze wzrostem wewnątrzpłytkowego stężenia Ca2+ i DAG, które 

reagując z kompleksem białek CalDAG-GEFI zwiększają agregację płytek i tworzenie 

skrzepu (Crittenden i wsp. 2004).  

 

2.4. Nukleotydy w krwinkach płytkowych 

Krwinki płytkowe zawierają nukleotydy: adeninowe i guanidynowe i hipoksantyny, 

oraz nukleotydy pirymidynowe zawierającę uracyl i cytydynę (White, 2002). 

Nukleotydy adeninowe stanowią największą pulę nukleotydów, która odgrywa 

zasadniczą rolę w modyfikacji funkcji krwinek płytkowych. ATP dostarcza energii 

niezbędnej do utrzymania kształtu, procesów adhezji, akumulacji i agregacji, uwalniania 

substancji zmagazynowanych w ziarnistościach krwinek płytkowych, retrakcji skrzepu, 

transportu przez błonę mitochondrialną oraz pobierania serotoniny (White, 2002). 

ADP uwalniany z ziarnistości gęstych jest jednym z agonistów krwinek płytkowych 

aktywujących procesy hemostazy. Sekrecja ADP zmagazynowanego w ziarnistościach 

gęstych w trakcie aktywacji i agregacji krwinek płytkowych jest skorelowana z 

jednoczesnym przyśpieszeniem syntezy ATP (Akkerman i Holmsen, 1981). 

Zaobserwowano, że w trakcie całkowitej agregacji stymulowanej kolagenem, trombiną 
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lub ADP krwinki płytkowe zużywają blisko połowę całkowitej ilości ATP, w tym 10% 

tej puli zużywa się w trakcie kompletnej sekrecji ziarnistości gęstych, a prawie cała 

zawartość płytkowego ATP zużywa się podczas sekrecji ziarnistości alfa i ziarnistości 

zawierających kwaśne hydrolazy (Verhoeven i wsp. 1986).  

Krwinki płytkowe posiadają w błonach komórkowych receptory purynowe P2Y1 i 

P2Y12 aktywowane przez ADP; sprzężone odpowiednio z białkami Gq i Gi. Z kolei 

receptory P2X1 mają właściwości kanału jonowego, a ich naturalnym agonistą jest ATP 

(Ralevic i wsp. 1998). Pobudzenie receptorów P2Y1 aktywuje białka Gαq i fosfolipazę 

C-β2, co prowadzi do powstawania wtórnych przekaźników informacji IP3 i DAG. IP3 

zwiększa mobilizację jonów wapniowych z retikulum endoplazmatycznego powodując 

zmiany kształtu krwinek płytkowych i indukuje przejściową agregację w odpowiedzi na 

ADP oraz kolagen (Leon, 1999, Mangin i wsp. 2004). ADP jest naturalnym agonistą, 

zaś ATP antagonistą dla receptora błonowego P2Y12, (Kauffenstein i wsp. 2004, Bodor 

i wsp. 2003). Receptor ten jest sprzężony z białkiem Gi, którego aktywacja hamuje 

aktywność cyklazy adenylanowej powodując obniżenie cAMP i podwyższenie stężenia 

jonów Ca2+ w krwinkach płytkowych. Powoduje to zwiększenie zdolności krwinek 

płytkowych do agregacji w obecności kolagenu, trombiny, tromboksanu A2, adrenaliny, 

serotoniny lub kompleksów immunologicznych (Hechler i wsp. 2005). Dzięki temu 

ADP nasila sekrecję zawartości ziarnistości płytkowych i przez to bierze udział w 

procesie agregacji płytek, powstawaniu skrzepu i jego stabilizacji (Cattaneo i wsp. 

2000).  

Pobudzenie receptora P2X1 zwiększa napływ jonów wapniowych z przestrzeni 

pozakomórkowej oraz powoduje odwracalną zmianę kształtu krwinek płytkowych, 

(Rolf i wsp. 2001). Sam ATP poprzez aktywację receptora P2X1 nie wywołuje 

agregacji. Wiadomo jednak, że jest dodatnim modulatorem agregacji wywołanej 

kolagenem lub stresem mechanicznym powstającym w naczyniach włosowatych (Oury 

i wsp. 2001, Vial i wsp. 2002). Istotne znaczenie receptorów P2Y i P2X dla funkcji 

krwinek płytkowych zostało potwierdzone przez zastosowanie ich antagonistów 

(Hechler i wsp. 2005, Jacobson i wsp. 2005). Suramina jest niespecyficznym 

antagonistą zarówno receptorów P2X i P2Y stosowanym w badaniach in vitro funkcji 

płytek (Park i Hourani, 1999). Natomiast tiklopidyna i clopidogrel są selektywnymi 

antagonistami receptora P2Y12 stosowanymi jako leki przeciwpłytkowe w prewencji 

powikłań serowo-naczyniowych u pacjentów z cukrzycą i innymi chorobami 

zwiększającymi ryzyko wystąpienia miażdżycy (CAPRIE Steering Committee, 1996). 
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Wydaje się, że zastosowanie antagonistów receptorów purynowych w preparatach 

krwinek płytkowych in vitro pomogłoby odpowiedzieć na pytanie czy i w jakim stopniu  

ATP/ADP odpowiada za ich nadmierną aktywację w przebiegu cukrzycy. 

 

2.5. Transport glukozy 

Glukoza jest podstawowym substratem energetycznym krwinek płytkowych. Głównym 

transporterem występującym w krwinkach płytkowych jest transporter typu 3, 

niezależny od insuliny (Glut3), (Craik i wsp. 1995, Heijnen i wsp. 1997). W warunkach 

spoczynkowych od 75 do 85% tego transportera jest zlokalizowana 

wewnątrzkomórkowo w ziarnistościach alfa (Craik i wsp. 1995, Heijnen i wsp. 1997). 

Po aktywacji krwinek płytkowych trombiną dochodzi do fuzji ziarnistości alfa z błoną 

plazmatyczną i w konsekwenkcji do dwukrotnego wzrostu napływu glukozy do wnętrza 

krwinek płytkowych (Heijnen i wsp. 1997, Sorbara i wsp. 1997). Glut3 występuje w 

neuronach, śródbłonku naczyń krwionośnych, fibroblastach, granulocytach, 

monocytach, mięśniach szkieletowych, trzustce i mięśniu sercowym. Obecny jest 

również w komórkach łożyska, w tym w szczególnie aktywnych metabolicznie 

cytotrofoblastach (Illsley i wsp. 1998, Stuart i wsp. 2001). Glut3 charakteryzuje się 

niską wartością Km dla glukozy (1.5-2.8 mM) (Heijnen i wsp. 1997, Sorbara i wsp. 

1997). Dlatego zarówno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych, receptor 

funkcjonuje w stanie nasycenia, a napływ glukozy do krwinek płytkowych jest 

regulowany przez zmiany gęstości receptorów Glut3 w błonie komórkowej. Krwinki 

płytkowe posiadają również minimalne ilości transportera Glut1 o niskim 

powinowactwie do glukozy (Km 29 mM) (Heijnen i wsp.1997, Hruz i wsp. 2001). 

Zwiększony metabolizm energetyczny w krążących zaktywowanych krwinkach 

płytkowych odgrywa istotną rolę w tworzeniu i retrakcji skrzepu. Trombina prowadzi 

do wzrostu napływu glukozy do wnętrza krwinek płytkowych poprzez zwiększenie 

gęstości receptorów Glut3 w ich błonach plazmatycznych (Heijnen i wsp. 1997). 

Aktywacja płytek przez ADP powoduje jedynie zmianę kształtu krwinek płytkowych, 

centralizację ziarnistości alfa i tworzenie pseudopodii. ADP nie zmienia dystrybucji 

Glut3 w płytkach co wyjaśnia brak wpływu tego nukleotydu na wychwyt glukozy 

(Heijnen i wsp. 1997).  

Szybkość napływu glukozy do wnętrza krwinek płytkowych jest regulowana przez 

kinazę białkową B (PKB) (Ferreira i wsp. 2005). Przy niskich stężeniach glukozy 

(0.5mM) insulina i trombina stymulują napływ glukozy do wnętrza krwinek 
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płytkowych, poprzez aktywację PKB. Z drugiej strony przy fizjologicznych około 5mM 

stężeniach glukozy, insulina staje się inhibitorem wywołanej przez trombinę aktywacji 

jej napływu do wnętrza plytek (Ferreira i wsp. 2005). Pozwala to przypuszczać, że przy 

bezwzględnym lub względnym niedoborze insuliny napływ glukozy do krwinek 

płytkowych może być zwiększony. Wyjaśniałoby to przyśpieszenie metabolizmu 

pirogronianu i zwiększenie syntezy i dostępności acetylo-CoA we frakcji 

mitochondrialnej krwinek płytkowych w cukrzycy (Skibowska i wsp. 2003). Dzięki 

temu wzrastałaby synteza czynnika aktywującego płytki (PAF) i innych lipidowych 

aktywatorów funkcji płytek (Skibowska i wsp. 2003). W konsekwencji, hiperglikemia 

mogłaby być przyczyną zwiększonej reaktywności płytek obserwowanej u pacjentów z 

cukrzycą typu 1 i 2 (Bresler i Gumprecht, 1993, Kwaan i wsp. 1992, Skibowska i wsp. 

2003, Winocour i wsp. 1992). Krwinki płytkowe ssaków mają również zdolność 

adaptacji do hiperglikemii poprzez zwiększenie transportu glukozy i wzrost syntezy 

ATP w procesie glikolizy i cyklu kwasów trójkarboksylowych (Bashan i wsp. 1993). 

Dlatego wydaje się, że również proces nadmiernej aktywacji krwinek płytkowych u 

ludzi wymaga większego zużycia energii i zależy od zwiększonego napływu glukozy do 

wnętrza płytek krwi poprzez wzrost gęstości transporterów Glut3 w ich błonach 

plazmatycznych. Krwinki płytkowe osób z cukrzycą wydają się być odpowiednim 

modelem do weryfikacji tej hipotezy. 

 

2.6. Tlenek azotu 

Tlenek azotu (NO) odgrywa kluczową rolę jako czynnik zmniejszający napięcie mięśni 

gładkich. Bierze on udział w procesach neuroprzekaźnictwa w układzie nerwowym, 

odpowiedzi immunologicznej i regulacji funkcji krwinek płytkowych (Moncada i wsp. 

1991, Radomski i wsp. 1991, Szabo i wsp. 1995). NO jest wydzielany przez komórki 

śródbłonka naczyniowego i zaktywowane makrofagi (Moncada i wsp.1991, Titheradge i 

wsp. 1999) oraz przez płytki zarówno w stanie spoczynku jak i aktywacji (Lantoine i 

wsp.1995, Mehta i wsp. 1995, Radomski i wsp. 1996). Wiadomo, że NO jest silnym 

inhibitorem adhezji i agregacji krwinek płytkowych (Radomski i wsp. 1996, Sogo i 

wsp. 2000). Mechanizm jego działania polega na aktywacji cytoplazmatycznej cyklazy 

guanylanowej (Schmidt i wsp. 1993), która poprzez zwiększenie produkcji cyklicznego 

GMP (cGMP) powoduje zmniejszenie mobilizacji jonów wapnia z retikulum 

endoplazmatycznego do przedziału cytoplazmatycznego i hamuje zależną od agonistów 

aktywację krwinek płytkowych (Negrescu i wsp. 1990). NO zmniejsza utlenianie kwasu 
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arachidonowego (Wirthumer-Hoche, 1984) i zmniejsza aktywność kinazy 3-fosfo-

inozytolu co w konsekwencji ułatwia dysocjację fibrynogenu od glikoproteiny IIb-IIIa 

(Pigazzi i wsp. 1999). Hamuje on również aktywność fosfolipazy A2 (Radomski i 

Moncada, 1993). Wysokie stężenia NO mogą hamować aktywność łańcucha 

oddechowego poprzez inhibicję aktywności oksydazy cytochromowej (kompleks IV), a 

w bardzo dużych stężeniach kompleksy I, II i III poprzez nitrozylację lub utlenianie 

białek i enzymów zawierających grupy tiolowe i centra żelazowo-siarkowe (Brown i 

Borutaite. 1999, Tomasiak i wsp. 2004). Niezależnie od aktywacji syntezy cGMP, 

wysokie stężenie NO hamuje aktywność cyklu kwasów trójkarboksylowych poprzez 

inhibicję akonitazy (Tomasiak i wsp. 2004). Hamujący wpływ NO na agregację 

krwinek płytkowych poprzez zahamowanie sekrecji zawartości ziarnistości wynikał z 

inhibicji fosforylacji oksydacyjnej (Tomasiak i wsp. 2004). Zaburzenie produkcji 

endogennego tlenku azotu przez krwinki płytkowe może być przyczyną zaburzeń 

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

 

2.7. Metabolizm energetyczny krwinek płytkowych 

Podstawowym substratem energetycznym dla krwinek płytkowych jest glukoza. Jej 

transport z przestrzeni pozakomórkowej odbywa się przez transporter Glut3 (Craik i 

wsp. 1995, Heijnen i wsp. 1997, Leoncini i Maresca, 1984). Transport glukozy jest 

częściowo uzależniony od jej szybkiej przemiany wewnątrz komórki do glukozo-6-

fosforanu co zwiększa jej gradient przezbłonowy (Kotelba-Witkowska, 1984). Część 

glukozy jest akumulowana w postaci glikogenu i stanowi zapasowe źródło energii dla 

krwinek płytkowych. Szybkość transportu glukozy do krwinek płytkowych zależy od jej 

stężenia w osoczu i determinuje resyntezę puli ATP niezbędnej do ich agregacji i 

sekrecji z ziarnistości wydzielniczych (Akkerman i wsp. 1978). Około 50% glukozy 

ulega przemianie do kwasu mlekowego, który jest uwalniany do przestrzeni 

pozakomórkowej (Kotelba-Witkowska, 1984). W warunkach tlenowych około 40% 

glukozy jest zużywane głównie do syntezy glikogenu i w mniejszym stopniu do 

produkcji aminokwasów i lipidów. Różne czynniki wywołujące agregację krwinek 

płytkowych powodują aktywację glikolizy i akumulację kwasu mlekowego poprzez 

aktywację fosfofruktokinazy (Kotelba-Witkowska, 1984). Wzrost zużycia glukozy i 

produkcji CO2 następował również po aktywacji krwinek płytkowych kwasem 

arachidonowym (Leoncini i Maresca, 1987). Aktywacja krwinek płytkowych przez 

ADP czy
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Ryc. 1. Drogi metabolizmu glukozy i acetylo-CoA w krwinkach płytkowych. 

 
 

HK-heksokinaza, PDH-dehydrogenaza pirogronianowa, ATP-CL-liaza ATP cytrynianowa, ACT-acylo-transferaza  karnitynowa, PTP-kanały anionowe o wysokiej przewodności 
zależne od Ca2+ (ang.permeability transition pores), OAA- szczawiooctan, CS-syntaza cytrynianowa, αKGDH-dehydrogenaza α-ketoglutaranowa, SDH-dehydrogenaza 
bursztynianowa, 6-GPDH-dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa, PP-szlak pentozo-monofosforanowy, (-)HC-(-)Hydroksycytrynian,
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trombinę zwiększa również aktywność cyklu pentozo-monofosforanowego. Wykazano, 

że 12-25% glukozy w krwince płytkowej jest metabolizowane w cyklu pentozowo-

monofosforanowym (Kotelba-Witkowska, 1984). Ta droga metaboliczna dostarcza 

NADPH2 do syntezy lipidów oraz redukcji glutationu. Zredukowany glutation wspólnie 

z dysmutazą ponadtlenkową i katalazą stanowi układ chroniący krwinki płytkowe przed 

szkodliwym wpływem wolnych rodników tlenowych (Kotelba-Witkowska, 1984). 

Krwinki płytkowe posiadają stosunkowo niewiele (3-10) mitochondriów. Jednakże      

w reakcji utleniania pirogronianu przez kompleks dehydrogenazy pirogronianowej oraz 

w cyklu kwasów trójkarboksylowych i sprzężonym z nimi łańcuchem oddechowym, 

jest syntetyzowane 50% płytkowego ATP (Ryc. 1) (Brown i Borutaite. 1999, Holmsen, 

1981, Niessner i Beutler, 1974). Tak jak w większości komórek glikoliza i metabolizm 

mitochondrialny w krwinkach płytkowych są ze sobą ściśle powiązane co jest 

potwierdzone istnieniem w nich efektu Pasteura (Akkerman, 1978, Guppy i wsp. 1995, 

Niu i wsp. 1996). Zablokowanie łańcucha oddechowego powodowało zwiększenie 

aktywności glikolitycznej płytek mierzonej szybkością akumulacji mleczanu (Guppy i 

wsp. 1995). Wykazano również wzrost produkcji mleczanu i metabolizmu tlenowego 

po aktywacji krwinek płytkowych trombiną lub kolagenem (Akkerman i Holmsen, 

1981, Niu i wsp. 1996, Tomasiak i wsp. 2004). Ilość ATP zsyntetyzowanego w cyklu 

glikolitycznym po blokadzie cyklu kwasów trójkarboksylowych wydaje się być 

wystarczająca dla agregacji wywołanej trombiną (Tomasiak i wsp. 2004). Z drugiej 

strony gwałtowny wzrost zużycia tlenu przez krwinki płytkowe po aktywacji trombiną 

wiąże się z aktywacją cyklu kwasów trójkarboksylowych i fosforylacji oksydacyjnej, 

dostarczających w tych warunkach około połowy płytkowego ATP (Kotelba-

Witkowska, 1984). ATP niezbędny do reakcji uwalniania zawartości ziarnistości 

płytkowych z aktywowanych płytek może być dostarczony zarówno przez fosforylację 

oksydacyjną jak i przez glikolizę, a część tlenu może być zużyta do syntezy de novo 

prostaglandyn. Podstawowym substratem energetycznym w mitochondriach płytek krwi 

jest pirogronian, który jest metabolizowany do acetylo-CoA przez dehydrogenazę 

pirogronianową (Ryc.1). Spadek zawartości mitochondrialnego acetylo-CoA w 

krwinkach płytkowych po stymulacji trombiną może być spowodowany jego 

zwiększonym zużyciem w procesach aktywacji krwinek płytkowych (Skibowska i wsp. 

2003). Świadczy o tym korelacja pomiędzy zawartością acetylo-CoA, a stopniem 

aktywacji krwinek płytkowych (Skibowska i wsp. 2003). 

2.8. Modyfikacja metabolizmu i funkcji płytek 
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2.8.1. L-karnityna 

L-karnityna jest kofaktorem  przemian energetycznych komórek mięśni szkieletowych i 

serca. Bierze udział w pośrednim transporcie długołańcuchowych kwasów 

tłuszczowych przez błony mitochondrialne (Ramsay i wsp. 2001). Enzymem 

zaangażowanym w ten proces jest acylo-transferaza karnitynowa I, która katalizuje 

reakcję syntezy acylo-karnityny w zewnętrznej błonie mitochondrialnej. W dalszym 

etapie zachodzącym na wewnętrzej powierzchni błony mitochondrialnej następuje 

odtworzenie acylo-CoA z udziałem translokazy acylo-karnitynowej i acylo-transferazy 

karnitynowej II (Ramsay i wsp. 2001). Dzięki temu kompleksowi enzymatycznemu 

możliwy jest transport kwasów tłuszczowych do wnętrza mitochondrium, gdzie są one 

utleniane w procesie beta-oksydacji. L-karnityna bierze również udział w transporcie 

krótkołańcuchowych kwasów tłuszczowych, jak również acetylo-CoA z mitochondrów 

do cytoplazmy (Ryc.1) (Bremer, 1983). Wydaje się, że L-karnityna ma również wpływ 

na funkcję krwinek płytkowych. Wykazano, że przyjmowanie propionylo-L-karnityny 

zmniejszało reaktywność krwinek płytkowych u osób z cukrzycą oraz hamowało 

utlenianie kwasu arachidonowego i syntezę reaktywnych form tlenu (Pignatelli i wsp. 

2003). Podawanie L-karnityny ludziom hamowało wbudowywanie kwasu 

arachidonowego do fosfolipidów, zmniejszało agregację zależną od kolagenu, tworzenie 

tromboksanu A2, mobilizację Ca2+, jak również syntezę rodników ponadtlenkowych 

oraz aktywność kinazy białkowej C w krwinkach płytkowych in vitro (Pignatelli i wsp. 

2003). Według innych źródeł, propionylo-L-karnityna zmniejszała aktywność krwinek 

płytkowych zarówno in vivo, jak i in vitro przez inhibicję syntezy czynnika 

aktywującego płytki (PAF) (Triggiani i wsp. 1999). Jest to trudne do wyjaśnienia, gdyż 

wewnątrzkomórkowa hydroliza propionylo-L-karnityny powoduje powstawanie L-

karnityny, która zwiększa przepływ metaboliczny przez etap acetylotransferazy 

karnitynowej. Oczekiwanym efektem byłoby więc zwiększenie, a nie zmniejszenie 

zawartości acetylo-CoA w komórkach tak jak wykazano to w mózgu szczura (Ricny i 

wsp. 1992). Hipoteza ta, nie została jednak zweryfikowana eksperymentalnie w 

przypadku krwinek płytkowych. Dodatkowo, inne prace nie potwierdziły hamującego 

wpływu propionylo-L-karnityny na syntezę kwasu arachidonowego (Triggiani i wsp. 

1999). Co więcej obserwowano hipertriglicerydemię u pacjentów z cukrzycą typu 2, 

którym podawano L-karnitynę (Rahbar i wsp. 2005).    Z drugiej strony, opisano 

zmniejszenie zdolności krwinek płytkowych do agregacji po podaniu inhibitorów acylo-

transferazy karnitynowej I  takich jak perhexylina, amiodaron czy kwas 2-tetradecylo-
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glicydowy (Ishikura i wsp. 1992, Willoughby i wsp. 1998). Autorzy sugerują, że wzrost 

metabolizmu acylo-karnityny może raczej zwiększać, niż zmniejszać aktywność 

krwinek płytkowych (Willoughby i wsp. 1998). Tak więc przedstawione wyżej dane 

dotyczące wpływu pochodnych L-karnityny na funkcję krwinek płytkowych są 

sprzeczne. Brak jest także informacji dotyczących wpływu tego związku na metabolizm 

energetyczny płytek. Wskazuje to na potrzebę przeprowadzenia odpowiednich badań 

weryfikujących hipotezę dotyczącą wpływu L-karnityny na krwinki płytkowe, w 

szczególności u pacjentów z cukrzycą. 

 

2.8.2. Inhibitory przemian energetycznych a funkcja krwinek płytkowych 

Produkcja energii w krwinkach płytkowych ma istotne znaczenie dla ich funkcji. ATP 

stanowi źródło energii i jest substratem do procesów fosforylacji białek oraz modyfikuje 

aktywność receptorów odpowiedzialnych za aktywację płytek. Dlatego inhibicja 

utleniania pirogronianu w cyklu kwasów trójkarboksylowych i/lub fosforylacji 

oksydacyjnej może hamować funkcję krwinek płytkowych.  

Zastosowanie inhibitorów poszczególnych etapów przemian energetycznych może być 

pomocne w weryfikacji hipotezy, że zwiększona reaktywność krwinek płytkowych w 

cukrzycy wynika z aktywacji przepływu reszt acetylowych przez cykl kwasów 

trójkarboksylowych. 3-Bromopirogronian (3-BrPG) jest inhibitorem dehydrogenazy 

pirogronianowej obniżającym poziom acetylo-CoA w mózgu (Bielarczyk i Szutowicz, 

1989, Burton i wsp. 1995, Dutschke i wsp. 1994). Dlatego zastosowanie 3-BrPG jako 

inhibitora dehydrogenazy pirogronianowej pomogłoby ustalić czy zwiększona 

aktywność tego enzymu w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą  może odgrywać rolę 

w nadmiernej aktywacji krwinek płytkowych poprzez zmiany zawartości acetylo-CoA 

oraz ATP/ADP (Ryc.1).  

Nitropropionian (3-NPA) jest inhibitorem dehydrogenzy bursztynianowej (kompleksu II 

łańcucha oddechowego) (Coles i wsp. 1979). Wiadomo, że hamuje on metabolizm 

tlenowy i produkcję ATP, a w konsekwencji prowadzi do depolaryzacji błon 

mitochondrialnych neuronów (Beal i wsp. 1993, Greene i wsp. 1998, Zeevalk i wsp. 

1995). Powoduje to indukcję stresu oksydacyjnego, tworzenie rodników tlenowych i 

nitrozylowych w mózgu szczurów  (Lipton-Rosenberg i wsp. 1994, Szulz i wsp. 1995). 

Nie jest znany wpływ tego inhibitora na funkcję płytek. Zbadanie wpływu 

nitropropionianu na aktywność płytek oraz zawartość ATP/ADP i acetylo-CoA 

umożliwiłoby oszacowanie roli kompleksu II łańcucha oddechowego w aktywacji 
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krwinek płytkowych u osób zdrowych i chorych na cukrzycę (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, że (-)HC powodował wzrost akumulacji cytrynianu i spadek 

poziomu acetylo-CoA we frakcji cytoplazmatycznej zakończeń nerwowych (Bielarczyk 

i Szutowicz, 1989, Szutowicz i wsp. 1981). Jednocześnie nie obserwowano wpływu 

tego inhibitora na stężenie acetylo-CoA we frakcji mitochondrialnej. Efektem działania 

in vivo (-)HC był spadek syntezy zarówno cholesterolu, jak i triglicerydów oraz wzrost 

aktywności receptora LDL  (Pearce i wsp. 1998). Badania przeprowadzone z użyciem 

SB-204990 wykazały spadek syntezy cholesterolu i kwasów tłuszczowych w 

komórkach wątroby oraz hipolipidemię u zwierząt doświadczalnych (Pearce i wsp. 

1998). Można więc przypuszczać , że również w krwinkach płytkowych inhibitory liazy 

ATP-cytrynianowej mogą wpływać na syntezę kwasów tłuszczowych, fosfolipidów i 

lipidowych czynników aktywacji płytek krwi oraz związaną z nimi funkcję płytek krwi.  

 

2.9. Płytki a cukrzyca 

Istnieje wiele danych wskazujących na nadmierną aktywność krwinek płytkowych u 

osób z cukrzycą. Wykazano, że wzrost spontanicznej aktywacji płytek występuje u 

pacjentów z cukrzycą bez zmian naczyniowych (Vericel i wsp. 2004). Sugeruje to, że ta 

nadmierna aktywność wynika nie tylko z uszkodzeń naczyń krwionośnych, ale również 

ze zmian w strukturze i metabolizmie samych krwinek płytkowych u osób z cukrzycą 

(Vericel i wsp. 2004). U pacjentów z cukrzycą obserwowano wzrost spontanicznej i 

indukowanej agonistami agregacji krwinek płytkowych, która nie była korygowana 

przez kontrolę stanu glikemii (Collins i wsp. 2004). Jednocześnie w obu typach 

cukrzycy, wzrastała populacja krwinek płytkowych posiadających wysoką gęstość 

zależnych od aktywacji białek adhezyjnych: GPIIb/IIIa, trombospondyny i P-selektyny 

(Keating i wsp. 2004). Nadmierna reaktywność krwinek płytkowych może być 

spowodowana zwiększoną gęstością błonowych receptorów dla glikoprotein 

adhezyjnych, zwiększeniem wiązania fibrynogenu, zmniejszoną płynnością błon 

plazmatycznych, aktywacją przemiany kwasu arachidonowego do tromboksanu A2 i 

zwiększonym obrotem fosfatydyloinozytolu. Powodowałoby to zwiększenie poziomu 

IP3, uwalniania Ca2+ z retikulum endoplazmatycznego i fosforylacji białek (Winocour, 

1994). Wzrost mobilizacji jonów wapniowych i agregacji krwinek płytkowych osób 

chorych na cukrzycę obserwowano zarówno po  aktywacji płytek krwi przez trombinę 
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jak i przez ADP (Rosado i wsp. 2002). Zmianom tym towarzyszył wzrost akumulacji 

wolnych rodników tlenowych w płytkach (Redondo i wsp. 2005, Rosado i wsp. 2002). 

Może to wynikać ze zwiększonej produkcji H2O2 albo z obniżonego poziomu 

przeciwutleniaczy (Colwell i wsp. 2003). Dlatego uważa się, że podawanie 

antyoksydantów może redukować ryzyko choroby niedokrwiennej mięśnia sercowego u 

pacjentów z cukrzycą (Colwell i wsp. 2003). Aktywowane krwinki płytkowe posiadają 

na swojej powierzchni antygen CD40L należący do rodziny czynników martwicy 

nowotworów i posiadający właściwości prozapalne (Henn i wsp. 1998). Wykazano 

wzrost zawartości rozpuszczalnego CD40L w osoczu osób z cukrzycą typu 2 (Lim i 

wsp. 2004). Istnieje dodatnia korelacja  pomiędzy gęstością receptora CD36 należącego 

do klasy B receptorów zmiatających (scavenger receptors, SR), a zwiększeniem 

powikłań naczyniowych w cukrzycy. CD36 jest glikoproteiną błonową występującą na 

powierzchni wielu komórek takich jak płytki krwi, komórki śródbłonka naczyniowego, 

monocyty, makrofagi czy adipocyty dla której ligandami są utlenione cząstki LDL, 

długołańcuchowe kwasy tłuszczowe, kolagen, trombospondyna 1, utlenione fosfolipidy 

oraz AGEs (Febbraio i wsp. 2001, Nicholson, 2004). Te właściwości antygenu CD36 

sugerują jego udział w patomechanizmie rozwoju zmian miażdżycowych.  

Wydaje się, że zwiększona reaktywność krwinek płytkowych u pacjentów z cukrzycą 

wynika ze zmienionego profilu lipidowego zarówno w osoczu krwi jak i strukturze ich 

błon komórkowych oraz z hiperglikemii. Zaburzony metabolizm węglowodanów            

i lipidów powoduje zmiany płynności błon i gęstości receptorów w błonach 

komórkowych krwinek płytkowych (Watała i wsp. 1996, 1998). Wykazywano istnienie 

związku pomiędzy modyfikacją oksydacyjną białek płytkowych przez glukozę                

i zmniejszoną płynnością ich błon komórkowych w cukrzycy (Watała i wsp. 1996, 

Winocour i wsp. 1992). Prowadzone od kilku lat intensywne leczenie hiperlipidemii u 

osób z cukrzycą może znacznie zmniejszyć udział komponenty lipidowej                   

w powstawaniu angiopatii cukrzycowej. 

Hiperglikemia zwiększa aktywację GP IIb/IIIa, zawartość P-selektyny oraz reaktywność 

krwinek płytkowych (Keating i wsp. 2003). W grupie pacjentów z cukrzycą  obserwuje 

się zmniejszenie wrażliwości płytek na NO, prostacykliny, zmniejszoną aktywność 

fibrynolityczną układu krzepnięcia i zwiększoną aktywność czynnika von Willebranda 

(Nie i wsp. 2006). Dodatkowo hiperglikemia, może wywoływać wzrost przemiany 

glukozy do acetylo-CoA w krwinkach płytkowych, co mogłoby zwiększać syntezę 

czynnika aktywującego płytki (PAF). Również wzrost aktywności heksokinazy w 
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krwinkach płytkowych u osób z cukrzycą może przyśpieszać metabolizm glukozy 

(Skibowska i wsp. 2003). Z drugiej strony inne badania wykazały spadek aktywności 

tego enzymu oraz zmniejszenie napływu glukozy do krwinek płytkowych osób z 

cukrzycą typu 1 zarówno z wyrównanymi i niewyrównanymi parametrami stanu 

glikemii (Leoncini i wsp. 1987). Jednocześnie obserwowano wzrost syntezy i 

zawartości glikogenu w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą typu 1. Sugeruje to, że 

zarówno glukoza pochodząca z glikogenolizy jak i transportowana z przestrzeni 

pozakomórkowej może być istotnym substratem energetycznym dla krwinek 

płytkowych w cukrzycy. Zwiększenie przemiany glukozy pozostaje w zgodzie               

z obserwowanym wzrostem zawartości acetylo-CoA w płytkach pacjentów z cukrzycą 

(Skibowska i wsp. 2003).  

W badaniach wykonanych na szczurach z cukrzycą streptozotocynową wykazano 

wzrost aktywności NTPD-azy (ATP difosfohydrolazy) oraz 5’-nukleotydazy- enzymów 

odpowiedzialnych za rozkład ATP i AMP w krwinkach płytkowych (Lunkes i wsp. 

2004). Z drugiej strony istnieje hipoteza, że krwinki płytkowe w cukrzycy wykazują 

zmniejszoną  reaktywność z powodu zwiększonego zaangażowania w procesach 

prozakrzepowych. Niektóre prace wykazują, że krwinki płytkowe osób z cukrzycą typu 

1 i 2 wykazują słabszą odpowiedź na trombinę oraz zmniejszoną zawartość 

podjednostki β3 receptora GPIIb-IIIa dla fibrynogenu (Watała i wsp. 1996).  

Z drugiej strony krwinki płytkowe osób z cukrzycą mogą być aktywowane nawet przy 

braku uszkodzenia śródbłonka naczyniowego o czym świadczy zwiększony poziom 

receptora dla glikoproteiny IIb/IIIa w ich błonach plazmatycznych. W konsekwencji 

płytki cukrzycowe mogą być pobudzane nawet przez  podprogowe stężenia agonistów  

stając się  ostatecznie mniej reaktywne. Może to stymulować trombopoezę i wyrzut 

świeżych wysoce reaktywnych krwinek płytkowych ze szpiku kostnego (Watała i wsp. 

1991). Zaobserwowano również wzrost liczby krwinek płytkowych oraz wzrost 

płatowości jądra komórkowego megakariocytów u osób z cukrzycą powikłaną 

zmianami naczyniowymi (Brown i wsp. 1997). Przedstawiona hipoteza wyjaśniałaby 

zwiększenie frakcji płytek o bardzo małej i dużej objętości u osób z cukrzycą. Krwinki 

płytkowe o dużej objętości i zwiększonej gęstości są uważane za młodsze i bardziej 

reaktywne. Natomiast subpopulację o małych rozmiarach mogą stanowić płytki o 

obniżonej reaktywności i dłuższym czasie przeżycia w krwiobiegu, zawierające 

mniejszą ilość ziarnistości wskutek ich zużycia w incydentach zakrzepowych (Watała i 

wsp. 1996). Inni badacze zaobserwowali wzrost średniej objętości krwinek płytkowych 
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u osób z cukrzycą typu 2 (Hekimsoy i wsp. 2004). Co więcej objętość ta była większa u 

pacjentów z cukrzycą powikłaną mikroangiopatią (retinopatią czy nefropatią) (Papanas i 

wsp. 2004). Tak rozbieżne wyniki badań mogą wynikać z różnego nasilenia i dynamiki 

zmian procesów niszczenia i odnowy krwinek płytkowych w poszczególnych grupach 

chorych. 

Sugeruje się również, że zwiększona reaktywność krwinek płytkowych u pacjentów z 

cukrzycą typu 2 może wiązać się z brakiem odpowiedzi na insulinę oraz zwiększoną 

aktywacją receptorów purynowych P2Y12 przez ADP (Ferreira i wsp. 2006). 

Zwiększonej reaktywności płytek krwi w cukrzycy towarzyszy wzrost zawartości we 

krwi pacjentów mikrocząstek płytkowych (ang. Platelet Microparticles, PMSs). Są to  

pęcherzyki o średnicy mniejszej niż 1µm, które są uwalniane ze zaktywowanych 

krwinek płytkowych.  Występują w nich antygeny powierzchniowe charakterystyczne 

dla całych płytek takie jak: GP Iib-IIIa, GPIX, P-selektyna oraz fosfolipidowy czynnik 

aktywujący płytki (PAF). Postuluje się, że biorą one udział w zainicjowanym przez 

płytki procesie adhezji. Mogą one aktywować procesy zapalne, prozakrzepowe, 

angiogenezę oraz powstawanie zmian miażdżycowych (Gilbert i wsp.1991, Nomura i 

wsp. 2001, Tan i wsp. 2005). Zwiększoną liczbę mikrocząstek płytkowych w 

szczególności u osób z klinicznie potwierdzoną miażdżycą obserwowano w cukrzycy 

typu 2 (Tan i wsp. 2005).  

Przedstawione dane wykazują, że zaburzenia krzepnięcia w cukrzycy mogą wynikać ze 

zmian patologicznch w obrębie każdego z układów uczestniczących w tym procesie tj. 

osoczowego, naczyniowego i płytkowego. Fakt, że nadmierna aktywacja płytek 

powstaje już we wczesnych stadiach cukrzycy niezależnie od zmian naczyniowych 

skłania do prób identyfikacji zaburzeń ich metabolizmu, jako istotnej przyczyny 

koagulopatii. Można przypuszczać, że hiperglikemia cukrzycowa może wywołać 

różnego typu zaburzenia metabolizmu energetycznego zarówno w tkankach insulino-

zależnych jak i komórkach insulino-niezależnych, do których zaliczane są krwinki 

płytkowe. Poprzednie nasze badania wykazały, że zmiany poziomu acetylo-CoA, 

podstawowego substratu cyklu kwasów trójkarboksylowych w płytkach krwi, korelują 

ze zmianami w funkcji płytek pacjentów z cukrzycą (Skibowska i wsp. 2003). Można 

więc przypuszczać, że szybkość syntezy ATP/ADP i ich akumulacji w ziarnistościach 

wydzielniczych w płytkach pacjentów z cukrzycą również może zależeć od wydajności 

zużycia glukozy oraz syntezy/poziomu acetylo-CoA w ich przedziałach: 

mitochondrialnym i cytoplazmatycznym. Dlatego celem pracy było wykazanie, który(e) 
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z etapów metabolizmu energetycznego jest odpowiedzialny za nadmierną aktywację 

płytek w przebiegu cukrzycy. Badania wpływu inhibitorów i aktywatorów różnych 

etapów metabolizmu energetycznego na podstawowe parametry funkcji płytek mogą 

dostarczyć nowych danych dotyczących roli acetylo-CoA i ATP/ADP w regulacji 

funkcji krwinek płytowych w cukrzycy.  
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3. CEL PRACY 

 
Celem pracy była weryfikacja hipotezy sugerującej, że przewlekła hiperglikemia           

w cukrzycy może powodować nadmierną aktywację płytek krwi poprzez modyfikację 

metabolizmu acetylo-CoA  i dystrybucji ATP i ADP. 

W tym celu: 

1. Przeprowadzono identyfikację dróg metabolizmu acetylo-CoA, których 

aktywacja może wiązać się ze zwiększoną reaktywnością krwinek płytkowych 

pacjentów z cukrzycą. 

2. Zbadano współzależności między pozapłytkowymi parametrami kontroli 

glikemii w osoczu, a parametrami metabolizmu i funkcji płytek krwi                  

w cukrzycy. 
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4. MATERIAŁY I METODY 
4.1. Grupy doświadczalne 

Badania przeprowadzono na grupie osób z cukrzycą typu 1 i 2 skierowanych do 

Laboratorium z Centrum Diabetologicznego ACK AMG Nr 1.  

Badania prowadzono na następujących grupach: 

59 pacjentów z cukrzycą typu 1, w przedziale wiekowym 21-67 lat, w tym 24 kobiety    

i 35 mężczyzn, ze średnim czasem trwania cukrzycy 21 lat; 

85 pacjentów z cukrzycą typu 2, w przedziale wiekowym 33-77 lat, w tym 40 kobiet      

i 45 mężczyzn, ze średnim czasem trwania cukrzycy 6.8 lat. 

Grupa osób zdrowych składała się ze 131 pracowników i studentów AM w przedziale 

wiekowym 20-76 lata, w tym 63 kobiety i 68 mężczyzn. 

Z badania zostały wykluczone osoby z cukrzycą powikłaną niewydolnością nerek, 

proteinurią powyżej 30 mg albuminy/dobę, oraz wszystkie osoby z jawną 

makroangiopatią. Wszyscy pacjenci w przeciągu 14 dni przed pobraniem krwi nie 

przyjmowali leków zaburzających funkcję krwinek płytkowych takich jak: 

niesterydowe leki przeciwzapalne, inhibitory fosfodiesterazy, inhibitory kanału 

wapniowego oraz modyfikujące funkcję receptorów płytkowych.  

Osoby biorące udział w badaniach były poinformowane o charakterze i celu badań i 

wyrażały ustną i pisemną zgodę na oddanie dodatkowych 10 ml krwi przy okazji 

wykonywania rutynowych badań kontrolnych zleconych przez lekarza prowadzącego. 

Badania zostały wykonane za zgodą Niezależnej Komisji Bioetycznej do Spraw Badań 

Naukowych przy AM w Gdańsku-decyzje TKE BN/350/97 i  TKE  BN/252/2006. 

 

4.2. Pobieranie krwi 

Krew była pobierana z żyły łokciowej, od osób będących na czczo, o stałej porze dnia 

pomiędzy 8.00-9.00. Do badań parametrów morfologicznych i metabolizmu krwinek 

płytkowych, krew pobierano systemem próżniowym Vacuette firmy Greiner Bio-One 

(Austria) do probówek polietylenowych zawierających EDTA-K2  o stężeniu końcowym 

1.8mg/ml krwi. Do pozostałych badań biochemicznych krew była pobierana według 

zasad obowiązujących w laboratorium.  
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4.3. Odczynniki i materiały zużywalne 

4.3.1. Odczynniki 

Koenzym A (CoA), acetylo-CoA, acetylo-fosforan, ATP, albumina wołowa, liaza 

cytrynianowa z Bacillus subtilis, glukozo-6-fosforan, cytrynian, dehydrogenaza 

jabłczanowa, fosfotransacetylaza, glukoza, HEPES, kwas tiobarbiturowy, NAD, 

NADH, NADP, NADPH, α-ketoglutaran, pirofosforan tiaminy, ditiotreitol, pirogronian, 

syntaza cytrynianowa, szczawiooctan, TRIS, siarczan dodecylu (SDS), glicyna, kwas 

barbiturowy, nadtlenek wodoru, kwas kumarynowy, lucyferyna, lucyferaza, Tricina, 

fosfoenolopirogronian, kinaza pirogronianowa, rotenon, L-karnityna, trombina, 3-

nitropropionian, 3-bromopirogronian, bursztynian, dichloroindofenol, azydek sodu, 

kwas 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoesowy (DNTB), bursztynian pochodziły z Sigma 

Chemicals Co., Poznań, Polska. Sephadex G-10 dostarczyła firma Pharmacia Upsala, 

Szwecja.  

Tetrapeptyd (GPRP)-(H-Gly-Pro-Arg-Pro-NH2) hamjący agregację krwinek 

płytkowych otrzymano z Bachem AG, Budendorf, Szwajcaria.  

Digitoninę dostarczono z Calbiochem, Los Angeles, USA. Bezwodnik kwasu 

maleinowego, szczawiooctan, merkaptoetanol, kwas trójchlorooctowy pochodziły z 

Fluka (Fluka Chemie, Buchs, Szwajcaria).  

Poliklonalne przeciwciała skierowane przeciw transporterowi glukozy typu 3 

pochodziły z Chemicon (Chemicon International, Ochsenhausen, Niemcy), natomiast 

monoklonalne przeciwciała przeciwko beta aktynie (13E5), przeciwciała królicze 

drugorzędowe anty-IgG sprzężone z peroksydazą chrzanową, anty-biotyna i 

biotynylowana mieszanina białek wzorcowych pochodziły z Cell Signaling (Cell 

Signaling Technology, Denver, USA).  

Mieszanina żeli: akrylamidowego i metylenobisakrylamidowego (30% Acrylamide/Bis 

Solution) pochodziła z firmy Bio-Rad  (Warszawa, Polska). 

Lakton kwasu (-) hydroksycytrynowego z Garcinia cambogia otrzymano od                 

dr L. Lewis, Mysore, Indie. Związek ten przeprowadzano w sól sodową przez dodanie 

ekwiwalentnej ilości NaOH (pH 7.4) i hydrolizę w 90°C  przez 30 minut. SB-207049 

otrzymano w darze od firmy SmithKline Beecham Pharmaceuticals.  
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4.3.2. Materiały zużywalne 

Klisza fotograficzna, odczynniki do wywołania i utrwalania były wyprodukowane przez 

firmę Kodak (Kodak Professional, Polymax, Rochester, USA). Błona nitrocelulozowa 

do elektrotransferu pochodziła z firmy Schleicher&Schuell (Dassel, Niemcy). 

Rozpuszczalniki organiczne dostarczyły firma POCH (Gliwice, Polska) i Merck                

(Darmstadt, Niemcy). 

 

4.4. Ocena parametrów morfologicznych krwi 

Badanie morfologii krwi obwodowej wraz z oceną liczby płytek (PLT) i ich średnią 

objętością (MPV) wykonywane było na analizatorze hematologiczym HMX (Beckman-

Coulter, Miami, Florida, USA). 

 

4.5. Ocena stanu glikemii. Pomiar glukozy, hemoglobiny glikowanej, fruktozaminy 

4.5.1. Pomiar glukozy 

Stężenie glukozy w osoczu krwi oceniano metodą heksokinazową, komercyjnym 

zestawem  na analizatorze Architect 8000  (Abbott, Warszawa, Polska).  

 

4.5.2. Pomiar fruktozaminy 

Stężenie fruktozaminy odzwierciedla średni stan glikemii w osoczu pacjenta w okresie 

2 tygodni przed wykonaniem oznaczenia. Zasada pomiaru opiera się na redukcji błękitu 

tetrazolowego (NBT) w środowisku alkalicznym (pH 10.3).  

Stężenie fruktozaminy osoczowej było oznaczane za pomocą zestawu firmowego (Nr 

kat. 1930010216) Roche (Zurich, Szwajcaria) na spektrofotometrze Ultrospec 3100 

(Amersham-Pharmacia-Biotech, Cambridge, Wielka Brytania) przy długości fali  530 

nm. Wyniki wyrażano w µmol/l.  

 

4.5.3. Pomiar hemoglobiny glikowanej 

Hemoglobina glikowana odzwierciedla średni stan glikemii we krwi pacjenta w okresie 

około 3 miesięcy przed wykonaniem oznaczenia. Pomiarów dokonywano z użyciem 

techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej, za pomocą zestawu komercyjnego 

Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, GMBH, Monachium, Niemcy) na aparacie Variant II 

Hemoglobin Testing System (Bio-Rad Laboratories, GMBH, Monachium, Niemcy). 

Poziom hemoglobiny glikowanej wyrażano w procentach hemoglobiny całkowitej. 
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4.6. Izolacja krwinek płytkowych 

Krwinki płytkowe izolowano za pomocą metody wirowania różnicowego na wirówce 

MPW 223e (MPW-Instruments, Warszawa, Polska). Krew była pobierana do probówek 

z EDTA (1.8mg/ml), a następnie wirowana w temperaturze 4°C z prędkością 100x g 

przez 15 minut. Osocze bogatopłytkowe (PRP) przenoszono z nad warstwy osadzonych 

erytrocytów i leukocytów do probówek polietylenowych. Osad erytrocytów 

przemywano buforem o składzie 15mM HEPES, 5mM glukoza, 140mM NaCl 

erytrocytów w objętości potrzebnej do wyrównania objętości odebranego osocza i 

wirowano powtórnie w tych samych warunkach. Osocze bogatopłytkowe i nadsącz po 

przemyciu erytrocytów wirowano osobno w temperaturze 4°C z prędkością 500xg przez 

10 minut. Po wirowaniu osocze zbierano do probówek typu Eppendorf i zamrażano w 

temperaturze -20°C do momentu wykonania oznaczenia poziomu fruktozaminy. 

Nadsącz po przemyciu odrzucano. Obydwa osady płytek łączono, przemywano jeden 

raz objętością buforu równą objętości wyjściowej krwi i wirowano w temperaturze 4°C 

z prędkością 500xg przez 10 minut. Liczbę krwinek płytkowych oraz stopień 

zanieczyszczenia uzyskanego preparatu innymi elementami morfotycznymi oznaczano 

za pomocą analizatora hematologicznego HMX (Beckman-Coulter, Miami, Florida, 

USA). 

 

4.7. Agregacja krwinek płytkowych (Born, 1962) 

Zdolność krwinek płytkowych do agregacji oznaczono metodą turbidymetryczną, opartą 

na pomiarze zmian natężenia światła przechodzącego przez zawiesinę krwinek 

płytkowych. Agregację oznaczano w agregometrze dwukanałowym APACT – 

Automated Platelet Aggregation Coagulation Tracer (Labor, Hamburg, Niemcy). 

Zdolność krwinek płytkowych do agregacji była oceniana bez agonistów agregacji oraz 

po dodaniu trombiny o stężeniu końcowym 0.1 JM/ml. Agregację spontaniczną oraz 

indukowaną trombiną badano w objętości końcowej 0.3ml środowiska zawierającego 

15mM HEPES-Na (pH 7.4), 5mM glukozę i 140mM NaCl i 9x108 krwinek płytkowych. 

Pomiar agregacji był dokonywany w czasie 3 godzin od momentu pobrania krwi. 

Krwinki płytkowe inkubowano 2 minuty w kuwetach agregacyjnych w agregometrze 

APACT w 37°C, przy stałym mieszaniu zawiesiny mieszadłem magnetycznym z 

prędkością 1000 obrotów/min. Po dodaniu trombiny rejestrowano zmiany natężenia 

światła przechodzącego przez kuwetę przez 10 minut. Agregacja spontaniczna była 
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mierzona 10 minut. Wynik agregacji wyrażano jako procent światła przechodzącego 

przez badaną próbkę.   

 

4.8. Reaktywne związki reagujące z kwasem tiobarbiturowym (ang. Thiobarbituric Acid 

Reactive Species, TBARS) (Panse i wsp. 1985) 

TBARS były oznaczane w zawiesinie krwinek płytkowych nieaktywowanych lub 

agregujących po dodaniu trombiny o stężeniu końcowym 0.1JM/ml w agregometrze w 

temperaturze 37°C, przez 10 minut. Do badanych próbek dodawano 0.3 ml 20% kwasu 

trójchlorooctowego, wytrząsano przez 30 minut w 4°C i wirowano przy 12000xg przez 

3 minuty w temperaturze pokojowej. Do nadsączu dodawano 0.2 ml 2% kwasu 

tiobarbiturowego i inkubowano w temperaturze 100°C przez 15 minut. Absorbancję 

mierzono wobec próby kontrolnej odbiałczanej w czasie ,,0’’ na spektrofotometrze 

Shimadzu UV 1202 (Shimadzu Europa, Duisburg, Germany), przy długości fali 535 

nm. Akumulacja TBARS była wyrażana jako nmole/10min/mg białka. Badania 

wykonywano w czasie 3 godzin od momentu pobrania krwi od pacjentów.  

 

4.9. Białko całkowite (Bradford, 1976) 

Zawartość białka w płytkach oznaczano metodą wg Bradford (1976) przy użyciu 

immunoglobuliny ludzkiej w stężeniach od 0.1 do 0.4 mg/ml jako wzorca. Do 50 µl 

badanego wzorca lub próby dodawano 4.5ml roztworu błękitu brylantowego G-250. 

Absorbancja próbek była odczytywana po 10 minutach na spektrofotometrze Shimadzu, 

UV 1202 (Shimadzu Europa, Duisburg, Germany) przy długości fali 578 nm.  

 

4.10. Immunodetekcja białka transportera glukozy Glut3 (metodą Western-Blot) 

Wyizolowane krwinki płytkowe były zawieszane w buforze zawierającym: 15mM 

HEPES, 5mM glukozę, 135mM NaCl i 0.1mM EDTA (stężenie białka 2mg/ml). Do 

zawiesiny dodawano równą objętość buforu lizującego o składzie: 50mM Tris HCl, 4% 

siarczan dodecylu (SDS), 20% glicerol i 5% merkaptoetanol, tak by końcowe stężenie 

białka było równe 1 mg/ml i zamrażano w - 20°C. Bezpośrednio przed rozdziałem 

elekroforetycznym próby inkubowano w 100°C przez 10 min. w łaźni wodnej. Rozdział 

elektroforetyczny przeprowadzano przy użyciu aparatu Mini-Protean III  (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) na 10% mini żelu poliakrylamidowym z 3% żelem 

zagęszczającym o grubości 1mm. Na ścieżki nanoszono próbki 35µg białka lizatów 
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płytkowych i 12µg mieszaniny biotynylowanych białek wzorcowych. Elektroforezę 

prowadzono w buforze 25 mM Tris, 192 mM glicyna i 0.1% SDS przez 135 min przy 

stałym napięciu 100V. Elektrotransfer białek z żelu poliakrylamidowego na błonę 

nitrocelulozową (0.45µm), prowadzono 135 min. w temp 4°C przy stałym napięciu 

100V w buforze zawierającym: 25 mM Tris Base, 0.2 M glicynę i 20% metanol w 

aparacie Mini Trans-Blot Cell (BioRad, Hercules, CA, USA). Następnie blokowano 

niespecyficzne miejsca wiążące białka przez 1 godzinę w temperaturze pokojowej 10% 

roztworem albuminy w TBS-T (10% albumina, 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl i 0.1% 

Tween-20, 0.02% azydek sodu, pH 7.4). Błonę płukano trzykrotnie przez 5 minut 

buforem TBS-T i inkubowano z poliklonalnymi przeciwciałami króliczymi przeciw 

ludzkiemu Glut-3 (rozcieńczenie- 1:10000) w 2% roztworze albuminy w TBS-T przez 

noc, w temperaturze 4°C. Po inkubacji błonę płukano 4 razy przez 15 minut buforem 

TBS-T, dodawano przeciwciała drugorzędowe przeciw immunoglobulinom królika 

znakowane peroksydazą chrzanową (rozcieńczenie 1:5000) i przeciwciała przeciw-

biotynie (rozcieńczenie-1:2000)  w 2 % roztworze albuminy w TBS-T i inkubowano    

w temperaturze pokojowej przez 1 godzinę. Błonę płukano 4 razy buforem TBS-T przez 

15 minut. Następnie inkubowano przez 2 minuty w buforze do detekcji przygotowanym 

bezpośrednio przed użyciem i chronionym przed dostępem światła, o nastepującym 

składzie: 2.5 mM luminol, 0.002 mM kwas kumarynowy, 100 mM Tris Base o pH 8.5       

i 0.02% woda utleniona. Luminescencję oznaczano poprzez ekspozycję błony 

fotograficznej na błonę, na którą dokonano transferu białek z żelu elektroforetycznego. 

Średni czas ekspozycji kliszy na działanie znakowanych białek wynosił 2 minuty.  

Zawartość białka w prążkach zawierających Glut3 oznaczano w analizatorze do 

archiwizacji żeli Quantity One, Gel Doc, Bio-Rad, Warszawa, Polska. 

W celu oznaczenia poziomu β-aktyny (białka referencyjnego) przeciwciała anty-Glut3 

zaabsorbowane na błonie zrywano przez inkubację w roztworze TBS-T zawierającym 

2% SDS i 5% merkaptoetanol przez 30 minut, w temperaturze 80°C. Po 4-krotnym 

przemyciu buforem TBS-T blokowano miejsca wiążące 10% albuminą w buforze TBS-

T, błonę inkubowano z monoklonalnymi przeciwciałami przeciw β-aktynie 

(rozcieńczenie 1:10000) według schematu opisanego powyżej.  
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4.11. Oznaczanie aktywności enzymów krwinek płytkowych 

Aktywność enzymów krwinek płytkowych oznaczano w próbkach przechowywanych  

w  4°C , do 3 godzin od zakończenia preparatyki.  

Krwinki płytkowe rozcieńczano do odpowiedniego stężenia białka roztworem Tritonu 

X-100 o końcowym stężeniu 0.2%. Pomiary aktywności enzymów wykonywano na 

spektrofotometrze Ultrospect 3000 pro (Amersham-Pharmacia-Biotech, Cambridge, 

Wielka Brytania) w temp. 37°C. 

4.11.1. Syntetaza kwasów tłuszczowych [EC 2.3.1.85] (Alberts i wsp. 1974) 

Metoda oznaczania polega na rejestrowaniu spadku ekstynkcji NADPH w trakcie 

redukcji acetoacetylo-CoA powstającego z acetylo-CoA i malonylo-CoA. Środowisko 

w końcowej objętości 0.7 ml zawierało: 10 mM bufor K-fosforanowy (pH 7.4), 0.06 

mM acetylo-CoA, 0.12 mM malonylo-CoA, 0.2 mM NADPH, 1.0 mM ditiotreitol, 1.0 

mM EDTA i badaną próbę zawierającą 0.2mg białka. Reakcję rozpoczynano dodaniem 

malonylo-CoA i rejestrowano spadek absorbancji przy 340nm. Aktywność wyrażano    

w nmolach utlenionego NADPH/min/mg białka, na podstawie współczynnika 

absorbancji molowej dla NADPH 6.22 /mol/cm.  

 

4.11.2. Syntetaza cytrynianowa  (CS) [EC 2.3.3.1] (Wright i wsp. 1967) 

Syntaza cytrynianowa katalizuje kondensację szczawiooctanu z acetylo-CoA z 

wytworzeniem cytrynianu. Powstający CoA-SH redukuje DNTB (amid kwasu 5,5'-

dithiobis(2-nitrobenzoesowego) do NTB (amidu 2-nitro-5-merkaptobenzoesowego). 

Środowisko w końcowej objętości 0.7 ml zawierało: 100 mM bufor Tris-HCl, pH 8.0, 

0.06 mM acetylo-CoA, 0.2 mM szczawiooctan, 0.2 mM DNTB oraz badaną próbkę 0.1 

mg białka. Reakcję rozpoczynano dodaniem szczawiooctanu i rejestrowano przyrost 

ekstynkcji przy λ=405 nm. Aktywność obliczano na podstawie absorbancji molowej dla 

NTB 19.15/mol/cm. Próbę zerową stanowiły krwinki płytkowe w środowisku bez  

acetylo-CoA. 

 

4.11.3. Kompleks dehydrogenazy pirogronianowej (PDH) [EC 1.2.4.1] (Szutowicz        

i wsp. 1981)  

Aktywność PDH oznaczano przez pomiar powstającego acetylo-CoA poprzez 

sprzężenie reakcji z syntazą cytrynianową. Środowisko inkubacyjne w końcowej 

objętości 0.2 ml zawierało: 50 mM bufor Tris/HCl, pH 8.3, 2.0 mM MgCl2, 10 mM 
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ditiotreitol, 2.0 mM NAD, 10 mM pirogronian, 2.0 mM pirofosforan tiaminy, 0.2 mM 

CoA, 2.5 mM szczawiooctan, 0.5 J.M. syntazy cytrynianowej. Reakcję rozpoczynano 

dodaniem próbki zawierającej 0.05 mg białka. Inkubacja prowadzona była przez 30 

minut w 37 °C, w łaźni wodnej przy stałym mieszaniu z prędkością 100 cykli/min. 

Reakcję przerywano przez inkubację w 100°C przez 10 minut, w celu denaturacji białka 

i usunięcia nadmiaru szczawiooctanu. W uzyskanych próbach oznaczano zawartość 

cytrynianu. Środowisko reakcyjne do oznaczania cytrynianu zawierało w końcowej 

objętości 0.7 ml: 100 mM Tris/HCl; pH 7.4; 0.1 mM NADH, 1 JM dehydrogenazy 

jabłczanowej i 50µl odbiałczonej próby. Reakcję rozpoczynano dodaniem 0.1 JM  liazy 

cytrynianowej-bakteryjnej [EC 3.1.2.16] i rejestrowano spadek absorbancji przy λ=340 

nm. Próby zerowe stanowiły krwinki płytkowe inkubowane w środowisku bez CoA. 

Aktywność wyrażano w nmolach utlenionego NADH/min/mg białka na podstawie 

współczynnika absorbancji molowej dla NADH 6.22/mol/cm. 

 

4.11.4. Kompleks dehydrogenazy α-ketoglutaranowej (KGDH) [EC 1.2.4.4] (Pawełczyk 

i Angielski, 1984) 

Aktywność KGDH oznaczano przez pomiar wzrostu absorbancji spowodowanej 

redukcją NAD do NADH w reakcji dekarboksylacji oksydacyjnej α-ketoglutaranu do 

bursztynylo-CoA.  

Środowisko w końcowej objętości 0.7 ml zawierało: 75 mM HEPES Na (pH 7.6), 1.0 

mM NAD, 0.5 mM pirofosforan tiaminy, 1.0 mM DTT, 50 mM KCl, 1.0 mM MgCl2, 5 

mM 2-oksoglutaran oraz badaną próbkę 0.2 mg białka. Reakcję rozpoczynano 

dodaniem CoA o końcowym stężeniu 0.15 mM i rejestrowano wzrost absorbancji przy 

λ=340 nm. Aktywność obliczano w nmolach utlenionego NADH/min/mg białka na 

podstawie współczynnika absorbancji molowej dla NADH 6.22/mol/cm. 

 

4.11.5. Akonitaza [EC 4.2.1.3] (De Villafranca i Haines, 1974) 

Aktywność akonitazy oznaczano przez pomiar wzrostu absorbancji spowodowanej 

redukcją NADP do NADPH w reakcji utleniania izocytrynianu powstającego z 

akonitanu. 

Środowisko w końcowej objętości 0.7 ml zawierało: 100 mM Tris/HCl (pH 7.6), 4.0 

mM MgCl2, 0.2 mM NADP, 1 JM dehydrogenazy izocytrynianowej NADP zależnej 

[EC 1.1.1.42] oraz badaną próbkę 0.2 mg białka. Reakcję rozpoczynano dodaniem cis-

akonitanu o stężeniu końcowym 0.3 mM i rejestrowano wzrost absorbancji przy λ=340 
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nm. Aktywność obliczano w nmolach utlenionego NADPH/min/mg białka na podstawie 

współczynnika absorbancji molowej dla NADPH 6.22/mol/cm. 

 

4.11.6. Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa [EC 1.1.1.49] (Glock i Mc. Lean, 1953) 

Oznaczanie dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej opiera się na pomiarze absorbancji 

spowodowanej redukcją NADP do NADPH w trakcie utleniania glukozo-6-fosforanu 

do 6-fosfoglukonianu. Środowisko w objętości końcowej 0.7 ml zawierało: 100 mM 

bufor Tris-HCl (pH 7.4), 4.0 mM MgCl2, 0.1 mM NADP, 1.0 mM glukozo-6-fosforan    

i próbkę 0.1 mg białka. Reakcję rozpoczynano dodaniem glukozo-6-fosforanu                

i rejestrowano przyrost absorbancji przy λ=340 nm. Aktywność specyficzną obliczano 

na podstawie molowego współczynnika absorbancji 6.22/ mol/cm. 

 

4.11.7. Dehydrogenaza mleczanowa [EC 1.1.1.27] (Kornberg, 1955) 

Środowisko w objętości końcowej 0.7 ml zawierało: 100 mM bufor K-fosforanowy, 

(pH 7.4), 1.0 mM pirogronian, 0.1 mM NADH i próbkę 0.05 mg białka. Reakcję 

rozpoczynano dodaniem pirogronianu i rejestrowano spadek absorbancji związany z 

utlenianiem NADH przy λ=340 nm. Aktywność specyficzną obliczano na podstawie 

molowego współczynnika absorbancji 6.22/mol/cm. 

 

4.11.8. Dehydrogenaza glutaminianowa [EC 1.4.1.4] (Fahien i Cohen, 1970) 

Środowisko w końcowej objętości 0.7 ml zawierało: 50 mM bufor K-fosforanowy, (pH 

7.4), 2.5 mM α-ketoglutaran, 0.2 mM NADH, 100 mM NH4Cl, 0.1 mM EDTA, próbkę 

badaną 0.05 mg białka. Reakcję rozpoczynano dodaniem α-ketoglutaranu i rejestrowano 

spadek absorbancji przy λ=340 nm  proporcjonalny do ilości utlenionego NADH. 

Aktywność specyficzną obliczano na podstawie molowego współczynnika absorbancji 

6.21/mol/cm. 

 

4.11.9. Dehydrogenaza bursztynianowa (SDH) [EC 1.3.99.1] (Veeger i wsp. 1969) 

 Aktywność SDH oznaczano przez pomiar szybkości spadku absorbancji przy λ=600 

nm przy redukcji utlenianego dichloroindofenolu. Mieszanina reakcyjna w końcowej 

objętości 0.7ml zawierała: 50 mM bufor fosforanowy (pH 7.6), 0.072 mM 

dichloroindofenol, 100 mM EDTA i 4.0 mM azydek sodu. Reakcję rozpoczynano 

dodaniem 40 mM bursztynianu. Aktywność specyficzną obliczano na podstawie 

molowego współczynnika absorbancji dla utlenionego dichloroindofenolu 19.5/mol/cm. 
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4.11.10. Liaza ATP-cytrynianowa [EC 2.3.3.8] (Szutowicz i Angielski, 1970) 

Aktywność liazy ATP-cytrynianowej mierzono przez oznaczenie powstającego 

szczawiooctanu w reakcji wskaźnikowej katalizowanej przez dehydrogenazę 

jabłczanową [EC 1.1.1.38] z użyciem NADH. 

Środowisko inkubacyjne o końcowej objętości 0.7 ml zawierało: 50 mM bufor Tris-HCl 

(pH 7.8), 20 mM cytrynian, 0.2 mM CoA, 20 mM MgCl2, 10 mM ditiotreitol, 100 mM 

KCl, 2 JM dehydrogenazy jabłczanowej, 0.2 mM NADH i badaną próbkę 0.2mg białka. 

Reakcję rozpoczynano dodaniem 5mM ATP i mierzono spadek absorbancji w 

temperaturze 37oC, przy długości fali λ=340nm. Aktywność wyrażano w nmolach 

utlenionego NADH/min/mg białka. 

 

4.12. Badanie parametrów metabolizmu krwinek płytkowych 

Zawartość acetylo-CoA, ATP/ADP i glukozo-6-fosforanu była oznaczana w świeżo 

wyizolowanych krwinkach płytkowych inkubowanych w środowisku zawierającym 

2.5mM glukozę, w celu zachowania stabilnych warunków metabolizmu energetycznego 

krwinek płytkowych. Środowisko inkubacyjne w końcowej objętości 1.5ml zawierało: 

20 mM NaHEPES  (pH 7.4), 1.7 mM bufor Na-fosforanowy, (pH 7.4), 140 mM NaCl, 

5.5 mM KCl i 2.5 mM glukozę. W doświadczeniach, w których oceniano zawartość 

acetylo-CoA i ATP/ADP w płytkach aktywowanych, do środowiska dodawano 

0.1JM/ml trombiny łącznie z 2.5 mM tetrapeptydem (GPRP) hamującym agregację 

płytek (Michelson 1994). Ewentualne zmiany składu środowiska zaznaczono w tekście. 

Inkubację rozpoczynano dodaniem zawiesiny płytek (0.75-1.0mg białka) i prowadzono 

w polistyrenowych płaskodennych naczyńkach inkubacyjnych, przez 30 minut w łaźni 

wodnej w 37°C, ze stałym mieszaniem 100 cykli na minutę. Po tym czasie mieszaninę 

inkubacyjną umieszczano w lodzie i dzielono na trzy części o objętościach: 0.6 ml, 0.5 

ml i 0.25 ml, które używano odpowiednio do oznaczenia całkowitego acetylo-CoA, 

mitochondrialnego acetylo-CoA i ATP/ADP.  

 

4.12.1. Oznaczanie całkowitego acetylo-CoA (Szutowicz i Bielarczyk, 1987) 

Po odwirowaniu 0.6 ml mieszaniny inkubacyjnej przy 12 000xg przez 1 minutę, peletę 

krwinek płytkowych odbiałczano przez dodanie 0.1 ml 5 mM HCl i inkubację przez 1 

minutę w 1000C . Zawiesinę zamrażano w temperaturze -20°C. W dniu oznaczania 
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acetylo-CoA próby rozmrażano, wirowano a nadsącz zobojętniano 50mM roztworem 

Tris. Acetylo-CoA oznaczano metodą cyklizacyjną z syntazą cytrynianową i 

fosfotransacetylazą (patrz schemat). Metoda ta umożliwia kilkutysięczny obrót 

substancji badanej w cyklu pomiarowym i pomiar kilkunastonanomolowych ilości 

cytrynianu w próbce jako produktu końcowego. Wolny CoA-SH usuwano z badanych 

próbek przed poddaniem ich cyklizacji przez niedwracalne związanie z bezwodnikiem 

kwasu maleinowego. Do 0.04 ml próbki dodawano 0.01ml 0.5 M buforu Tris/HCl (pH 

7.4) i 0.01 ml świeżo sporządzonego 1.0 mM roztworu bezwodnika maleinowego w 

eterze etylowym. Próby wytrząsano w temperaturze pokojowej przez 10 minut w 

wytrząsarce Eppendorf typ 3300, a następnie inkubowano 2 godziny w temperaturze 

pokojowej.  

Równolegle z próbami wykonywano krzywą standardową zawierającą 0-10 pmoli 

acetylo-CoA i 60 pmoli CoA-SH. Środowisko cyklizacyjne zawierało: 50 mM bufor 

Tris/HCl (pH 7.4), 5.0 mM NH4Cl, 0.01% (w/v) albuminę wołową; 1.2 mM 

szczawiooctan, 1.0 mM acetylofosforan, 0.72 JM fosfotransacetylazy (oczyszczonej na 

Sephadexie G-10) i 1 JM syntazy cytrynianowej. Reakcję cyklizacji rozpoczynano 

przez dodanie 0.05 ml środowiska cyklizacyjnego, prowadzono w 30°C przez 100 

minut. Reakcję przerywano umieszczając próbkę na 10 minut w bloku grzewczym w 

100°C. Zakumulowany cytrynian oznaczano jak w p. 4.11.3. 

Acetylo-Fosf oran Fosforan             

Fosfotransacetylaza

CoA-SH Acetylo-CoA

Syntaza cytrynianowa

Cytrynian                    Szczawiooctan

 
 

 

Zasada onaczania acetylo-CoA metodą cyklizacyjną 
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4.12.2. Oznaczanie mitochondrialnego acetylo-CoA (Szutowicz i Bielarczyk, 1987) 

Do oceny wewnątrzkomórkowej dystrybucji acetylo-CoA 0.5 ml zawiesiny płytek w 

środowisku inkubacyjnym mieszano z 0.5 ml środowiska zawierającego: 20mM  Tris-

HCl (7.4), 125 mM KCl, 3.0 mM EDTA i 1.4mg/ml digitoniny. Następnie 0.7 ml 

mieszaniny nanoszono na 500 ml mieszaniny olejów silikonowych (AR-20  i AR-200 

1:2).  Po 30 sekundach, mieszaninę wirowano przez 1 minutę przy 14000xg w celu 

uzyskania rozdziału na warstwę cytosolową i mitochondrialną. Górna warstwa 

cytosolowa była zbierana do oznaczenia białka, zaś warstwa dolna-olejowa odrzucana. 

Osad mitochondriów płytkowych na dnie probówki był odbiałczany przez dodanie 0.1 

ml 5 mM HCl i inkubację w 100°C przez 1 minutę, uzyskiwany nasącz był używany do 

oznaczenia mitochondrialnego acetylo-CoA.  

Zawartość cytoplazmatycznego acetylo-CoA obliczano jako różnicę między jego 

poziomem w całych płytkach i mitochondriach płytek. 

 

4.12.3. Oznaczanie ATP i ADP (Gorman i wsp. 2003) 

4.12.3.1. Oznaczanie ATP 

ATP oznaczano w obecności lucyferazy i jej substratu lucyferyny. Lucyferaza katalizuje 

reakcję adenylacji lucyferyny przez ATP. Podczas spontanicznego utleniania 

adenylolucyferyny powstaje kwant światła, który jest mierzony luminometrycznie. 

Pomiarów emisji światła dokonywano na luminometrze Junior (Berthold Technology, 

Bad Wild-bad, Niemcy).  

Krwinki płytkowe inkubowano w środowisku opisanym w punkcie 4.12.1. Zawiesinę 

krwinek płytkowych w środowisku inkubacyjnym wirowano przez 1 minutę przy 

12000xg. Uzyskany nadsącz inkubowano przez 3 minuty w 100°C i używano do 

oznaczenia ilości wydzielonego ATP i ADP. Osad krwinek płytkowych zawieszano w 

0.1 ml podwójnie destylowanej wody, odbiałczano przez inkubację przez 3 minuty w 

100°C i używano do pomiarów wewnątrzpłytkowej puli ATP i ADP. Środowisko do 

oznaczania ATP i ADP w objętości końcowej 0.2 ml zawierało: 25 mM Tricine HCl 

(pH 7.8), 5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 1.0 mM ditiotreitol, 0.5 mM lucyferynę i 6  JM 

lucyferazy [EC 1.13.12.7]. Pomiar rozpoczynano dodaniem 0.02ml próby badanej. Po 

10 sekundach odczytywano emisję maksymalną próby i dodawano 0.02ml 10-20 pmoli 
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wzorca wewnętrznego ATP. Zawartość ATP w próbie badanej obliczano przez 

porównanie luminescencji próby z luminescencją wzorca ATP.  

4.12.3.2 Oznaczanie ADP 

Zawartość ADP w osadzie krwinek płytkowych i w nadsączu wyliczano jako różnicę 

sumy ATP i ADP oznaczoną w środowisku zawierającym dodatkowo 43µM 

fosfoenolopirogronian oraz 50 JM kinazy pirogronianowej [EC 2.7.1.40], a poziomem 

ATP oznaczonym w równoległym pomiarze wg punktu 4.12.3.1. Zawartość ATP/ADP 

w próbie obliczano przez porównanie z luminescencją wzorca wewnętrznego ATP. 

Wynik wyrażano jako nmole/mg białka. 

 

4.12.4. Oznaczanie poziomu glukozo-6-fosforanu 

Glukozo-6-fosforan jest utleniany do 6-fosfoglukonianu w reakcji katalizowanej przez 

dehydrogenazę glukozo-6-fosforanową. Dokonywany jest pomiar fluorescencji NADPH 

powstającego w czasie redukcji NADP przy fali wzbudzenia λ= 340 nm i emitowanej 

λ=456 nm. Krwinki płytkowe inkubowano w środowisku opisanym w 4.12.1. Reakcję 

przerywano umieszczając próby w lodzie, po odwirowaniu przy 12000xg przez 1 

minutę. Peletę krwinek płytkowych odbiałczano 0.2 ml 3% kwasu nadchlorowego. 

Próby zobojętniano roztworem K2CO3. Pomiar przeprowadzano w kuwecie kwarcowej, 

na fluorymetrze  Perkin Elmer LS 55 (Norwalk, USA). Środowisko do oznaczania 

glukozo-6-fosforanu w objętości 0.4 ml zawierało: 100 mM Tris/HCl (pH 7.6), 4.0 mM 

MgCl2, 0.2 mM NADP i odbiałczoną próbkę. Reakcję rozpoczynano dodaniem 1 JM 

dehydrogenazy-glukozo-6-fosforanowej. Zawartość glukozo-6-fosforanu obliczano z 

krzywej kalibracyjnej o zakresie 100-1000 pmoli tego metabolitu.  

 

4.13. Metody statystyczne 

Wyniki zostały przedstawione jako średnie arytmetyczne+standardowy błąd średniej. 

Statystyczną istotność różnic między grupami weryfikowano niesparowanym testem t-

Studenta, a wewnątrz grup testem sparowanym. Za najmniejszy znamienny poziom 

istotności różnicy uznano p<0.05. Dystrybucja wyników była oceniana testem 

Kolmogorova-Smirnova; wartość p>0.1 uznawano za wskaźnik normalnej dystrybucji. 

Współzależność pomiędzy analizowanymi parametrami oceniano przy pomocy 

współczynnika korelacji liniowej z użyciem testu Pearsona. Obliczenia statystyczne 

były wykonane za pomocą programów Graph Pad Prism 4 Graph (Graph Pad Software, 

San Diego, CA, USA) i Microsoft Excel 5.0. 
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5. WYNIKI 
5.1. Charakterystyka grup doświadczalnych 

Patomechanizmy cukrzycy typu 1 i 2 są różne. W typie 1 przyczyną jest niedobór 

insuliny. Natomiast w typie 2, bardziej heterogennym, częstą przyczyną jest 

insulinooporność lub/i zmniejszenie wrażliwości komórek B wysepek trzustki na 

hiperglikemię. Dlatego we wstępnej fazie analizy wyników pacjenci z cukrzycą byli 

traktowani jako oddzielne grupy.  

 

5.1.1. Charakterystyka pacjentów 

Średni wiek osób z cukrzycą typu 1 wynosił 38.8 lat, a osób z cukrzycą typu 2- 55.4 lat. 

Dlatego dla każdej z tych grup dobrano odpowiadającą wiekowo grupę referencyjną 

osób zdrowych odpowiednio w średnim wieku 39.6 (grupa 1) i 54.7 (grupa 2) (Tabela 

1). Średni czas trwania cukrzycy w grupie osób z cukrzycą typu 1 wynosił 21.1 lat, a w 

cukrzycy typu 2- 6.8 lat  (Tabela 1).  

 

5.1.2. Wpływ cukrzycy na parametry stanu glikemii i gospodarkę lipidową 

Stężenia glukozy w osoczu oraz poziomy parametrów retrospektywnej oceny glikemii 

w tym hemoglobiny glikowanej we krwi i fruktozaminy w osoczu były u pacjentów      

z cukrzycą typu 1 i 2 wyższe odpowiednio o około 80%, 60% i 50% w porówaniu         

z odpowiednimi grupami osób zdrowych (Tabela 1). Równocześnie nie wykazano 

różnic w wartościach glikemii i parametrach kontroli glikemii zarówno pomiędzy grupą 

1 i 2 osób zdrowych oraz pomiędzy pacjentami z cukrzycą typu 1 i 2 (Tabela 1, Ryc. 2). 

Poziom hemoglobiny glikowanej poniżej poziomu 6.5%, uznawanego za wartość 

zadowalającej kontroli glikemii (Polskie Towarzystwo Diabetologiczne, 2006), 

stwierdzono u 8 z 59 pacjentów z cukrzycą typu 1 i u 7 z 85 pacjentów z cukrzycą typu 

2 (Ryc. 2A).  

Stężenie fruktozaminy w osoczu niższe od 285 µmol/L stanowiące poziom odcięcia dla 

osób zdrowych obserwowano u 14% osób z cukrzycą typu 1 i u 8% pacjentów         z 

cukrzycą typu 2 (Ryc. 2B). Łącznie u 3 osób zdrowych stężenie fruktozaminy było 

nieznacznie wyższe od wartości granicznej dla tej grupy (Ryc. 2B).  

Stężenia cholesterolu całkowitego oraz jego frakcji LDL w surowicy w grupie 2 

(starszej) osób zdrowych i osób z cukrzycą typu 2 były znamiennie wyższe w 
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porównaniu odpowiednio z  grupą  1 (młodszą) osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą 

typu 1 (Tabela 1).  

Tabela 1. Dane demograficzne i parametry laboratoryjne gospodarki węglowodanowej  

i lipidowej  osób zdrowych i chorych na cukrzycę.  
 

 
Parametr 

 

 
Zdrowi 

 
Grupa 1                 Grupa 2 

 
Cukrzycy 

 
Typ 1                   Typ 2 

 
Ilość badanych 
(kobiety/mężczyźni) 
 
Wiek 
(lat) 
 
Czas trwania 
cukrzycy 
(lat) 
 
Glukoza 
(mg/dl) 
 
HbA1c 
(%) 
 
Fruktozamina 
(µmol/l) 
 
Cholesterol 
 (mg/dl) 
 
Cholesterol LDL 
(mg/dl) 
 
Cholesterol HDL 
(mg/dl) 
 
Triglicerydy 
(mg/dl) 
 

 
30/27 

 
 

39.6±1.5 
(20-64) 

 
nie dotyczy 

 
 
 

92.4±0.9 
(78-101) 

 
5.24±0.15 
(4.21-5.94) 

 
228±4 

(173-299) 
 

160±5 
(98-243) 

 
95.8±4.6 
(38-178) 

 
52.4±1.9 

(40-75) 
 

109±3 
(85-154) 

 
33/41 

 
 

54.7± 1.1 
(31-76) 

 
nie dotyczy 

 
 
 

91.1±0.88 
(67-100) 

 
5.12±0.10 

(3.7-6.1) 
 

236±3 
(170-298) 

 
205±5‡ 

(139-329) 
 

124±4‡ 
(54-233) 

 
57.0±1.0 

(42-76) 
 

119±4 
(60-212) 

 
24/35 

 
 

38.8±1.5 
(21-67) 

 
21.1±1.4 

(0.2-38) 
 
 

168±8* 
(91-299) 

 
8.34±0.29* 

(5.1-13.6) 
 

339±8* 
(211-473) 

 
175±4 

(125-253) 
 

107±3 
(66-184) 

 
50.9±1.4 

(35-71) 
 

123±4** 
(69-205) 

 
40/45 

 
 

55.4± 1.0 
(33-77) 

 
6.80±0.68 

(0.5-23) 
 
 

166±4* 
(86-278) 

 
8.41±0.18* 

(4.6-11.2) 
 

354±7* 
(229-461) 

 
211±4† 
(137-321) 

 
121±5† 
(79-181) 

 
54.7±0.9 

(41-75) 
 

162±8**† 
(52-321) 

 
Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z liczby badań podanej    
w tabeli. W nawiasach podano zakresy uzyskanych wartości parametrów pomiarowych.  
Poziomy glukozy i lipidów oznaczono u ponad 30% osób zdrowych i ponad 40% osób   
z cukrzycą, a hemoglobiny glikowanej (HbA1c)  u 58 osób zdrowych oraz 49 pacjentów 
z cukrzycą typu 1 i 65 z cukrzycą typu 2. Poziomy fruktozaminy zbadano u 100% 
przypadków. W nawiasach podano zakresy uzyskanych wartości parametrów 
pomiarowych. Znamiennie różne od: osób zdrowych w tym samym przedziale 
wiekowym *p<0.0001, **p<0.05, od osób z cukrzycą typu 1 †p<0.01; od grupy 1 osób 
zdrowych  ‡p<0.01. 
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Rycina. 2. Dystrybucja  wartości Hba1c we krwi (A) i fruktozaminy w osoczu (B)         

w badanych grupach (n=liczba przypadków). 

Znamiennie różne od: odpowiedniej grupy osób zdrowych *p<0.0001. 
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 Nie wykazano różnic w stężeniach cholesterolu całkowitego i frakcji LDL pomiędzy 

odpowiadającymi wiekowo grupami osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą (Tabela 1). 

Stężenie triglicerydów w 1 i 2 grupie cukrzyków było wyższe o 13% i 36%                   

w porównaniu z odpowiednimi grupami osób zdrowych (Tabela 1). Jednocześnie 

poziom triglicerydów u osób z cukrzycą typu 2 był o 32% wyższy niż w cukrzycy typu 

1. Nie wykazano różnic w poziomach cholesterolu frakcji HDL pomiędzy badanymi 

grupami (Tabela 1). 

 

5.1.3. Parametry morfologiczne krwi  

Nie wykazano różnic w liczbie leukocytów, erytrocytów, wartościach hematokrytu        

i stężeniu hemoglobiny pomiędzy poszczególnymi grupami doświadczalnymi (Tabela 

2). Również liczba krwinek płytkowych, ich średnia objętość i płytkokryt                   

w poszczególnych grupach eksperymentalnych były podobne (Tabela 2). 
 

Tabela 2. Parametry morfologiczne krwi obwodowej osób zdrowych i chorych             

na cukrzycę. 

 

Parametr 

 

 
                   Zdrowi                                       Cukrzycy 

 
      Grupa 1              Grupa 2               Typ 1                  Typ 2 

 

WBC 
(x103/µl) 

 
RBC 

(x106/µl) 
 

Hb 
(g/dl) 

 
PLT 

(x103/µl) 
 

MPV 
(fl) 

 
PCT 
(%) 

 
7.02±0.20 
(4.21-10.0) 

 
4.74±0.05 
(4.10-5.70) 

 
14.3±0.1 
(12.4-16.7) 

 
249±6 

(161-388) 
 

8.65±0.13 
(5.80-11.0) 

 
0.21±0.05 
(0.16-0.25) 

 

 
6.35±0.16 
(4.10-9.60) 

 
4.69±0.05 
(3.80-5.98) 

 
14.5±0.2 
(12.0-18.0) 

 
250±6 

(148-385) 
 

8.94±0.13 
(6.50-12.0) 

 
0.24±0.07 
(0.16-0.38) 

 

 
7.80±0.19 
(4.90-10.3) 

 
4.67±0.19 
(3.30-5.42) 

 
14.4±0.1 
(12.0-18.0) 

 
238±6 

(150-312) 
 

8.71±0.14 
(5.40-10.8) 

 
0.22±0.01 
(0.15-0.36) 

 
7.22±0.16 
(4.50-10.2) 

 
4.77±0.16 
(3.80-5.90) 

 
14.6±0.2 
(11.5-18.0) 

 
259±6 

(150-418) 
 

8.95±0.10 
(5.70-11.1) 

 
0.22±0.01 
(0.15-0.31) 

 
Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z liczby badań podanych 
w Tabeli 1. W nawiasach podano zakresy uzyskanych parametrów pomiarowych.  
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5.1.4. Parametry izolowanych krwinek płytkowych 

Zastosowana procedura izolacji krwinek płytkowych umożliwiała odzyskanie średnio 

62% krwinek płytkowych (porównaj: Tabela 2, rząd 4 i Tabela 3, rząd 3). Średnia 

objętość izolowanych krwinek płytkowych była o 2%-5% mniejsza (Tabela 3, rząd 4) 

niż płytek krwi w pełnej krwi (Tabela 2, rząd 5). Zanieczyszczenie preparatu krwinek 

płytkowych przez leukocyty było mniejsze niż 0.1%, a przez erytrocyty wahało się od 

1.4% do 3.2% (Tabela 3).  

Powyższe dane wskazują, że zastosowana metoda izolacji umożliwiła uzyskanie 

krwinek płytkowych minimalnie zanieczyszczonych innymi elementami morfotycznymi 

krwi oraz, że nie powodowała ona istotnej zmiany objętości krwinek płytkowych. 

 
Tabela 3. Parametry preparatu krwinek płytkowych otrzymanego metodą wirowań 

różnicowych.  
 

 

Parametr 

 
Osoby zdrowe 

 
Grupa 1               Grupa2 

 
Pacjenci z cukrzycą 

 
        Typ 1                Typ 2 

 
WBC 

(x103/µl) 
 

RBC 
(x103/µl) 

 
PLT 

(x103/µl) 
 

MPV 
(fl) 

 
Odzysk 

(%0 

 
0.1±0.01 
(0.0-0.2) 

 
 

4.0±0.1 
(0-4.0) 

 
134±4 
(99-205) 

 
8.44±0.12 
(7.40-11.0) 

 
59.2%±1.4 

 

 
0.1±0.01 
(0.0-0.2) 

 
 

5.0±0.1 
(0-5.0) 

 
146±5 
(98-226) 

 
8.75±0.12 
(7.20-11.0) 

 
66.1%±1.1 

 
0.1±0.01 
(0.0-0.2) 

 
 

4.0±0.1 
(0-4.2) 

 
145±5 
(99-219) 

 
8.31±0.08 
(7.20-9.30) 

 
62.2%±0.8 

 
0.1±0.01 
(0.0-0.2) 

 
 

2.0±0.1 
(0-2.0) 

 
145±5 
(89-230) 

 
8.47±0.11 
(6.80-10.7) 

 
61.6%±1.1 

 
Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 57-85 badań.  
W nawiasach podano zakresy analizowanych wartości pomiarowych. 
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5.1.5. Rozdział frakcji mitochondrialnej i cytosolowej  krwinek płytkowych 

Po rozpuszczeniu błon plazmatycznych krwinek płytkowych digitoniną i wirowaniu 

przez  olej silikonowy (AR 20:F 200=2:1)  76% białka odzyskiwano we frakcji 

cytosolowej, a 24% we frakcji mitochondrialnej (Tabela 4) Około 85 % aktywności 

dehydrogenazy mleczanowej było obecne we frakcji cytosolowej, a 15% było związane 

z frakcją mitochondrialną. We frakcji mitochondrialnej wykazano obecność 87% 

całkowitej aktywności dehydrogenazy glutaminianowej, a pozostałe 13% obecne było 

we frakcji cytosolowej.  

 

Tabela 4. Frakcjonowanie krwinek płytkowych digitoniną. 
 
 Całe płytki Frakcja  

mitochondrialna 

Frakcja 

cytosolowa 

 

Dehygrogenaza 

mleczanowa 
(nmole/min/mg białka) 

 

1991±50.1 

 

292±14.1 

 

1699±56.7 

Dehydrogenaza 

glutaminianowa 
(nmole/min/mg białka) 

 

14.8±1.1 

 

 

12.9±0.8 

 

1.9±0.11 

Białko 
 

% 

 

100 

 

24 

 

76 

 
Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 3 doświadczeń 
wykonanych podwójnie. 
 

5.2. Parametry metaboliczne krwinek płytkowych 

5.2.1. Wpływ cukrzycy na zawartość i dystrybucję acetylo-CoA w krwinkach 

płytkowych 

Zawartość całkowitego acetylo-CoA w nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób 

z 1 i 2 typem cukrzycy inkubowanych w obecności 2.5 mM glukozy była wyższa 

odpowiednio o 68% i 54% w porównaniu z płytkami grup 1 i 2 osób zdrowych (Tabela 

5, Ryc. 3). W nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób z cukrzycą typu 1 

zawartość mitochondrialnego acetylo-CoA była o 83%, a z cukrzycą typu 2 o 55% 

wyższa   w porównaniu z mitochondriami krwinek płytkowych odpowiednich grup osób 
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zdrowych (Tabela 5). Poziom cytoplazmatycznego acetylo-CoA w krwinkach 

płytkowych w obu typach cukrzycy był wyższy o około 50% w porównaniu                   

z cytoplazmą  krwinek płytkowych osób zdrowych (Tabela 5).  

 

Tabela 5. Zawartość i dystrybucja acetylo-CoA w nieaktywowanych i aktywowanych 
krwinkach płytkowych. 
 

 
 

Warunki 
Parametr 

 
                   Zdrowi                                       Cukrzycy  
                                      
      Grupa 1            Grupa 2               Typ 1                 Typ 2 

 
 

Bez aktywacji 
 

Całkowity 
Acetylo-CoA 

(pmole/mg białka) 
 

Mitochondrialny 
Acetylo-CoA 

(pmole/mg białka) 
 

Cytoplazmatyczny 
Acetylo-CoA 

(pmole/mg białka) 
 

Aktywacja trombiną 
 

Całkowity 
Acetylo-CoA 

(pmole/mg białka) 
 

Mitochondrialny 
Acetylo-CoA 

(pmole/mg białka) 
 

Cytoplamatyczny 
Acetylo-CoA 

(pmole/mg białka) 
 

 
 

n=13 
 

12.8±0.4 
(5.4-16.8) 

 
 

8.1±0.3 
(3.9-12.1) 

 
 

4.7±0.4 
(0.7-10.2) 

 
 

n=5 
 

10.2±0.2† 
(9.7-0.2) 

 
 

6.1±0.2† 
(4.6-6.9) 

 
 

4.4±0.1 
(3.3-6.3) 

 
 

 
 

n=19 
 

14.3±0.5 
(6.6-24.9) 

 
 

9.1±0.4 
(3.5-16.2) 

 
 

5.2±0.2 
(1.9-8.7) 

 
 

n=7 
 

11.3±0.3† 
(7.4-13.6) 

 
 

7.3±0.3†† 
(2.7-10.1) 

 
 

3.9±0.3† 
(2.7-10.1) 

 
 

n=18 
 

21.5±1.0* 
(9.7-39.8) 

 
 

14.8±0.6* 
(7.0-24.5) 

 
 

6.8±0.5** 
(2.7-15.3) 

 
 

n=8 
 

12.9±0.2†* 
(9.8-15.5) 

 
 

8.0±0.2†* 
(5.4-10.8) 

 
 

4.9±0.2 
(2.5-7.1) 

 
 

n=23 
 

22.0±0.9* 
(10.1-39.8) 

 
 

14.1±0.6* 
(6.10-24.1) 

 
 

8.0±0.4** 
(1.9-16.7) 

 
 

n=12 
 

12.0±0.4† 
(6.4-16.6) 

 
 

7.3±0.2† 
(2.7-10.3) 

 
 

4.8±0.2†** 
   (3.0-7.2) 

 
Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z liczby badań 
wykonanych podwójnie podanych w tabeli. Aktywacja krwinek płytkowych 0.1JM/ml 
trombiny w obecności 2.5mM GPRP (patrz str. 49). W nawiasach podano zakresy 
uzyskanych wartości. Znamienne różne od: krwinek płytkowych osób zdrowych 
*p<0.0001, **p<0.05; do warunków bez aktywacji † p<0.005, †† p<0.02.  
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Nie wykazano różnic w zawartości całkowitego, mitochondrialnego                  

i cytoplazmatycznego acetylo-CoA pomiędzy krwinkami płytkowymi  grupy 1 i 2   

osób zdrowych oraz między płytkami pacjentów z cukrzycą typu 1 i 2 (Tabela 5, Ryc. 

3).  

Aktywacja trombiną krwinek płytkowych osób zdrowych grupy 1 i 2 powodowała 

spadek zawartości całkowitego acetylo-CoA odpowiednio o 20% i 21%,   a w cukrzycy 

typu 1 i 2 odpowiednio o 40% i 45% (Tabela 5). Spadek zawartości mitochondrialnego 

acetylo-CoA był również dwukrotnie wyższy w aktywowanych płytkach obu grup osób               

z cukrzycą w porównaniu z mitochondriami płytek odpowiednich grup osób zdrowych 

(Tabela 5). W cytoplazmie krwinek płytkowych osób z cukrzycą typu 1 i 2 aktywacja 

trombiną powodowała również 2-3 krotnie wyższy spadek poziomu acetylo-CoA         

w porównaniu z przedziałem cytoplazmatycznym aktywowanych krwinek płytkowych 

osób zdrowych (Tabela 5). W efekcie poziomy acetylo-CoA w aktywowanych 

krwinkach płytkowych osób z cukrzycą typu 1 były tylko o 26% wyższe niż w 

aktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych grupy 1 (Tabela 5). Poziomy 

acetylo-CoA w cytoplazmie aktywowanych krwinek płytkowych pacjentów z cukrzycą 

typu 2 nie różniły się od poziomu tego metabolitu w płytkach osób zdrowych grupy 2 

(Tabela 5). 

Nie wykazano różnic w zawartości acetylo-CoA w całych płytkach i ich frakcjach 

subkomórkowych u osób z typem 1 i 2 cukrzycy (Ryc. 3, Tabela 5). Dlatego                 

w doświaczeniach z inhibitorami i aktywatorami metabolizmu acetylo-CoA oraz przy 

obliczeniach współczynnika korelacji brano pod uwagę  połączone wyniki obu grup  

pacjentów (Ryc. 4).  
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Ryc. 3. Dystrybucja zawartości całkowitego acetylo-CoA w nieaktywowanych 

krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą (n=liczba badań, wykonanych 

podwójnie). Znamiennie różne od wartości w odpowiedniej grupie osób zdrowych:        

*p<0.0001. 

 

5.2.2. Korelacja pomiędzy stężeniem fruktozaminy w osoczu, a zawartością acetylo-

CoA w krwinkach płytkowych 

Wykazano znamienną korelację pomiędzy stężeniem fruktozaminy w osoczu                  

i zawartością całkowitego acetylo-CoA w krwinkach płytkowych osób zdrowych (Ryc. 

4 A) i osób z cukrzycą (Ryc. 4 B). Znamienność tej korelacji była wyższa u pacjentów  

z cukrzycą (p<0.002) niż u osób zdrowych (p<0.04) (Ryc. 4 A i B).  
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Ryc. 4. Korelacja pomiędzy stężeniem fruktozaminy w osoczu a zawartością acetylo-

CoA w nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych (A) i z cukrzycą (B).  

Dane z Ryc. 2 i 4, A-37, B-48 par pomiarów. 
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5.3. Aktywność enzymów metabolizmu energetycznego i acetylo-CoA w krwinkach 

płytkowych 

W poprzednich pracach wykazano istnienie współzależności między poziomem acetylo-

CoA, a aktywnością kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej w krwinkach 

płytkowych pacjentów z cukrzycą (Skibowska i wsp. 2000, 2003). Dlatego w tej pracy 

zbadano wpływ cukrzycy na aktywność innych enzymów związanych z regulacją 

przemiany glukozy, produkcji energii i syntezy kwasów tłuszczowych w krwinkach 

płytkowych (Tabela 6). 
 

Tabela 6. Aktywność enzymów metabolizmu energetycznego i acetylo-CoA w  

krwinkach płytkowych osób zdrowych i osób z cukrzycą. 
 

  
Płytki osób zdrowych 

 
Płytki osób z cukrzycą 

Enzym 
 

 
Aktywność specyficzna  (nmoli/min/mg białka) 

 
 

Syntaza cytrynianowa 
 

Akonitaza 
 

Dehydrogenaza  
α-ketoglutaranowa 

 
Liaza ATP-cytrynianowa 

 
Dehydrogenaza  

glukozo-6-fosforanowa 
 

Syntetaza kwasów 
tłuszczowych 

 

 
 

39.2±1.0 (20) 
 

8.9±0.9 (13) 
 

2.8±0.4 (14) 
 
 

3.0±0.3 (12) 
 

70.7±4.0 (23) 
 
 

1.42±0.10 (12) 
 
 
 

 
 

44.8±0.7 (23) 
 

11.8±0.7* (14) 
 

3.8±0.3* (15) 
 
 

4.5±0.3* (12) 
 

82.9±3.9* (21) 
 
 

2.29±0.20* (15) 

 
Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 12-23 badań  
wykonanych podwójnie (liczba badań podana w nawiasach). Znamiennie różne od 
krwinek płytkowych osób zdrowych *p<0.05. 

 
Aktywność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, enzymu dostarczającego NADPH 

do redukcji glutationu i syntezy kwasów tłuszczowych  w krwinkach płytkowych osób 

zdrowych wynosiła 70.7 nmola/min/mg białka. Cukrzyca powodowała 17% wzrost jej 

aktywności w porównaniu z krwinkami osób zdrowych (Tabela 6). Równocześnie         

w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą obserwowano 61% wzrost aktywności 



 64

syntetazy kwasów tłuszczowych, pośrednio biorącej udział w syntezie tromboksanów     

i lipidowych czynników aktywacyjnych (Tabela 6). Również aktywności dwóch 

enzymów cyklu kwasów trójkarboksylowych: dehydrogenazy α-ketoglutaranowej          

i akonitazy były w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą odpowiednio o 33% i 37% 

wyższe niż u osób zdrowych (Tabela 6). Natomiast aktywność syntazy cytrynianowej 

nie ulegała zmianie (Tabela 6). Z kolei aktywność liazy ATP-cytrynianowej, enzymu  

zaangazowanego w pośredni transport acetylo-CoA z przedziału mitochondrialnego     

do cytoplazmatycznego, w krwinkach płytkowych w cukrzycy była o 50% wyższa niż 

w grupie osób zdrowych (Tabela 6). 

  

5.4. Zawartość glukozo-6-fosforanu w krwinkach płytkowych 

Poziom glukozo-6-fosforanu jest wypadkową szybkości jego syntezy przez heksokinazę 

i  zużycia w dalszych etapach glikolizy i szlaku pentozomonofosforanowego. 

 
Tabela 7. Zawartość glukozo-6-fosforanu w krwinkach płytkowych osób zdrowych i z 

cukrzycą. 
 

 
Warunki 

 

 
Płytki osób zdrowych 

 
Glukozo-6-fosforan

 
Płytki osób z cukrzycą 

 
(pmoli/mg białka) 

 
Bez aktywacji 

(n=12) 
 

Aktywacja trombiną 
(n=7) 

 

 
561±31 
(421-738) 

 
325±32† 
(175-463) 

 
373±31* 
(193-601) 

 
200±19**† 

(67.2-289) 

 
Wyniki są wartościami  średnimi ± standardowy błąd średniej z 7-12 badań. 
Aktywacja krwinek płytkowych 0.1 JM/ml trombiną, w obecności 2.5mM GPRP (patrz 
str. 49). Znamiennie różne od: krwinek płytkowych osób zdrowych *p<0.005, 
**p<0.01; od warunków bez aktywacji  †p<0.05.  
 

Zawartość glukozo-6-fosforanu w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą wynosiła 373 

pmole/mg białka i była niższa o 34% w porównaniu z krwinkami płytkowymi osób 

zdrowych (Tabela 7). Po aktywacji krwinek płytkowych obserwowano znamienny 

spadek poziomu glukozo-6-fosforanu odpowiednio o 42% i 44% w krwinkach 

płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą (Tabela 7). 
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5.5. Zawartość i uwalnianie ATP i ADP w krwinkach płytkowych 

W warunkach spoczynkowych zawartość ATP w krwinkach płytkowych osób zdrowych 

grupy 1 i 2 wynosiła odpowiednio 20.6 i 23.0 nmole/mg białka. U osób z cukrzycą typu 

1 i 2 poziom ATP w płytkach nieaktywowanych był o około 74% wyższy niż u osób 

zdrowych (Ryc. 5). Nie obserwowano różnic w śladowym wydzielaniu ATP z płytek w 

warunkach spoczynkowych pomiędzy odpowiadającymi sobie grupami osób zdrowych 

i z cukrzycą. Po aktywacji trombiną zawartość ATP w płytkach obu grup osób 

zdrowych zmniejszała się o około 50%, a w płytkach osób z cukrzycą typu 1 i 2 o 

ponad 67% (Ryc. 5). Równocześnie bezwzględna ilość ATP wydzielonego podczas 

aktywacji krwinek płytkowych była dwukrotnie większa u osób z cukrzycą typu 1 i 2 w 

porównaniu do krwinek płytkowych odpowiednich grup osób zdrowych (Ryc. 5).  
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Ryc. 5. Zawartość i uwalnianie ATP z krwinek płytkowych osób zdrowych i z 

cukrzycą. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 9 badań wykonanych 
podwójnie. Aktywacja krwinek płytkowych 0.1JM/ml trombiny,  w obecności 2.5mM 
GPRP (patrz str. 49). Znamiennie różne od: krwinek płytkowych osób zdrowych  
odpowiedniej grupy *p<0.0001; od odpowiednich warunków spoczynkowych  
+p<0.005, ++p<0.0001. 
 
W efekcie poziom ATP w aktywowanych krwinkach płytkowych osób z cukrzycą 

obniżał się do wartości zbliżonych do poziomu ATP w zaktywowanych krwinkach 

płytkowych osób zdrowych (Ryc.5). Sumaryczny średni odzysk ATP w środowiskach 
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inkubacyjnych i krwinkach płytkowych po aktywacji trombiną w stosunku do 

warunków bez aktywacji wynosił 87% dla osób zdrowych, a dla krwinek płytkowych 

osób z cukrzycą średnio 86% (Ryc. 5). 
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Ryc. 6. Zawartość i uwalnianie ADP w krwinkach płytkowych osób zdrowych               

i z cukrzycą. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 9 badań wykonanych 
podwójnie. Aktywacja krwinek płytkowych 0.1JM/ml trombiny w obecności 2.5mM 
GPRP (patrz str. 49). Znamienne różne od: krwinek płytkowych osób zdrowych 
odpowiedniej grupy *p<0.0001; od warunków bez aktywacji: +p<0.05, ++p<0.005. 
 
Zawartość ADP w krwinkach płytkowych grupy 1 i 2 osób zdrowych w warunkach 

spoczynkowych wynosiła odpowiednio 15.9 i 14.8 nmoli/mg białka, a w krwinkach 

płytkowych pacjentów z cukrzycą typu 1 i 2 była wyższa odpowiednio o 62% i 54% 

(Ryc. 6). ADP wydzielony z krwinek płytkowych w warunkach spoczynkowych  

stanowił około 11% i 14% zawartości  ADP w płytkach osób zdrowych i z cukrzycą 

(Ryc. 6). Po aktywacji trombiną obserwowano spadek zawartości ADP w płytkach 

odpowiednio o 40% i 23% w grupie 1 i 2 osób zdrowych oraz odpowiednio o 65%         

i 47% w płytkach osób z typem 1 i 2 cukrzycy (Ryc. 6). Całkowita ilość ADP 

wydzielonego z krwinek płytkowych osób z cukrzycą po ich aktywacji była dwukrotnie 

wyższa w porównaniu do aktywowanych płytek osób zdrowych (Ryc. 6).  
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Ryc. 7. Dystrybucja zawartości ATP (A) i ADP (B) w nieaktywowanych krwinkach 
płytkowych osób zdrowych i chorych na cukrzycę (n=13-26) 
 
Znamiennie różne od odpowiednich grup płytek krwi osób zdrowych *p<0.0001. 
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Nie wykazano różnic między zawartością ATP i ADP w nieaktywowanych krwinkach 

płytkowych grup 1 i 2 osób zdrowych oraz różnic pomiędzy krwinkami płytkowymi 

obu grup pacjentów z cukrzycą (Ryc. 7). Dlatego też do badań wpływu inhibitorów i 

aktywatorów metabolizmu energetycznego na zawartość nukleotydów oraz badań 

korelacji, wyniki te zostały połączone w pojedyncze grupy krwinek płytkowych osób 

zdrowych i osób z cukrzycą (Ryc. 8 A i B, 18, 19). Sumaryczny średni odzysk ADP     

w środowiskach inkubacyjnych i płytkach aktywowanych w stosunku do warunków bez 

aktywacji wynosił 109% dla grupy osób zdrowych, a 116% dla grupy osób z cukrzycą 

(Ryc. 6). 

 

5.5.1. Korelacja pomiędzy stężeniem fruktozaminy w osoczu i zawartością ATP            

w krwinkach płytkowych 

Wykazano znamienną korelację pomiędzy stężeniem fruktozaminy w osoczu                  

i zawartością ATP w krwinkach płytkowych zarówno osób zdrowych, jak i z cukrzycą 

(Ryc. 8 A i B). Znamienność korelacji była wyższa w grupie osób z cukrzycą. 
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Ryc. 8. Korelacja pomiędzy stężeniem fruktozaminy w osoczu a zawartością ATP        
w nieaktywowanych  krwinkach płytkowych osób zdrowych (A, 37 par wyników)             
i pacjentów z cukrzycą (B, 41 par wyników).  
 

 



 70

5.6. Wpływ cukrzycy na funkcję krwinek płytkowych 

5.6.1. Wpływ cukrzycy na agregację krwinek płytkowych 

W grupie 1 i 2 osób zdrowych agregacja spoczynkowa krwinek płytkowych wynosiła 

odpowiednio 8.3% i 8.7% . U pacjentów z cukrzycą typu 1 i 2 agregacja spontaniczna  

krwinek płytkowych była wyższa  odpowiednio o 46% i 54% (Tabela 8), (Ryc. 9). Po 

aktywacji  trombiną agregacja krwinek płytkowych osób zdrowych grup 1 i 2 wynosiła 

odpowiednio 70.8% i 72.6%. U osób z cukrzycą  była ona o około 14% wyższa niż u 

osób zdrowych (Tabela 8). Nie wykazano różnic w agregacji spoczynkowej                   

i po aktywacji trombiną  pomiędzy obiema grupami osób z cukrzycą i osób zdrowych 

(Ryc. 9 A i B). Dlatego też, w dalszych badaniach nad wpływem  aktywatorów i 

inhibitorów oraz w obliczeniach korelacji łączono obie  grupy  krwinek płytkowych 

osób zdrowych w jedną grupę (Tabela 10, Ryc. 20, 26, 29). 

 
Tabela 8. Agregacja krwinek płytkowych osób zdrowych i chorych na cukrzycę. 
 
 

Warunki 
 

 
                   Zdrowi                                      Cukrzycy    
                                                                         
     Grupa 1                Grupa 2               Typ 1                Typ 2 
 

Agregacja (%) 
 

 
 

Bez aktywacji 
               n=32-36 

 
 
 

Aktywacja trombiną 
n=39-65 

 

 
 

8.3±0.5 
(3-20) 

 
 
 

70.8±0.7† 
(63-84) 

 
 

 
 

8.7±0.2 
(2-19) 

 
 
 

72.6±0.6† 
(61-87) 

 

 
 

12.1±0.6* 
(4-21) 

 
 
 

     80.7±0.6*† 
(73-92) 

 
 

 
 

13.5±0.7* 
(3-29) 

 
 
 

82.0±0.52*† 
(71-91) 

 

 
Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 32-65 badań 
wykonanych podwójnie. W nawiasach podano zakres uzyskanych wartości 
pomiarowych. Aktywacja krwinek płytkowych 0.1JM/ml trombiny. Znamiennie różne 
od: krwinek płytkowych osób zdrowych *p<0.001; warunków spoczynkowych 
†p<0.001.  
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Ryc. 9. Dystrybucja wyników badań agregacji spontanicznej (A) i po aktywacji 
trombiną (B) w płytkach osób zdrowych i z cukrzycą (n jak w  Tabeli 8). 
 
Znamiennie różne od odpowiedniej grupy osób zdrowych: *p<0.001. 
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5.6.2. Wpływ cukrzycy na akumulację TBARS w krwinkach płytkowych. 
 
W warunkach spoczynkowych akumulacja TBARS w krwinkach płytkowych obu grup 

osób z cukrzycą była o ponad 40% wyższa w porównaniu z odpowiednimi grupami  

płytek osób zdrowych (Tabela 9). Trombina powodowała ponad 3-4 krotny wzrost 

akumulacji TBARS we wszystkich grupach doświadczalnych. Po aktywacji trombiną 

akumulacja TBARS w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą była o około 30% 

wyższa niż w odpowiednich grupach osób zdrowych (Tabela 9). Nie wykazano różnic 

w syntezie TBARS pomiędzy płytkami osób z cukrzycą typu 1 i 2 oraz pomiędzy 1 i 2 

grupą kontrolną zarówno w warunkach spoczynkowych, jak i po aktywacji (Ryc.10). 

Dlatego w doświadczeniach z użyciem aktywatorów i inhibitorów oraz przy obliczaniu 

korelacji podgrupy te łączono w pojedyncze grupy osób zdrowych i z cukrzycą (Ryc. 

11, 21, 30, Tabela 10). 

 
Tabela 9. Akumulacja TBARS w krwinkach płytkowych osób zdrowych i chorych na 

cukrzycę. 
 

 
Warunki 

 
       Zdrowi                                       Cukrzycy 

    Grupa  1              Grupa 2                Typ 1                 Typ 2 
 

Akumulacja TBARS (nmoli/10 min/mg białka) 
 

 
 
 

        Spoczynkowe 
n=32-36 

 
 

 
Aktywacja trombiną 

n=32-36 
 

 
 
 

0.54±0.03 
(0.26-0.84) 

 
 
 

2.18±0.07† 
(1.25-3.16) 

 
 
 

0.55±0.02 
     (0.25-0.94) 

 
 

 
2.18±0.06† 

     (1.23-3.32) 

 
 
 

0.77±0.03* 
(0.51-1.32) 

 
 
 

2.91±0.03*† 
(2.02-3.6) 

 
 
 

0.79±0.02* 
 (0.44-1.23) 

 
 
 

2.87±0.06*† 
(1.59-3.23) 

 
Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 32-36 badań 
wykonanych podwójnie. W nawiasach podano zakresy uzyskanych wyników. 
Aktywacja krwinek płytkowych 0.1JM/ml trombiny. Znamienne różne od: osób 
zdrowych w odpowiedniej grupie * p<0.001; od warunków spoczynkowych †p<0.001.  
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Ryc. 10. Dystrybucja wyników badań akumulacji TBARS w warunkach 
spoczynkowych (A) i po aktywacji trombiną (B) w płytkach osób zdrowych i z 
cukrzycą (liczba badanych podana w Tabeli 9). 
Znamiennie różne od odpowiednich grup osób zdrowych: *p<0.001. 
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5.6.3. Korelacja pomiędzy stężeniem fruktozaminy i funkcją krwinek płytkowych. 

Wykazano istnienie znamiennej korelacji pomiędzy stężeniem fruktozaminy                   

i zdolnością krwinek płytkowych osób z cukrzycą do agregacji i syntezy TBARS          

w warunkach spoczynkowych oraz po aktywacji trombiną (Tabela 10). Natomiast        

w grupie osób zdrowych znamienną korelację wykazano jedynie pomiędzy stężeniem 

fruktozaminy i akumulacją TBARS w obu stanach czynnościowych (Tabela 10).  
 

Tabela 10. Korelacja między stężeniem fruktozaminy i funkcją krwinek płytkowych 

osób zdrowych i z cukrzycą. 
 

 

Parametr 

 

Fruktozamina  

Zdrowi 

(r) 

 

Fruktozamina  

Cukrzycy 

(r) 

Agregacja spontaniczna 
 

0.28 0.43* 

Agregacja po aktywacji trombiną 
 

0.21 0.45* 

Akumulacja TBARS spoczynkowa 
 

0.36* 0.51** 

Akumulacja TBARS po aktywacji 

trombiną 

0.41* 0.48* 

 

Wyniki korelacji obliczono z 28-31 par pomiarów (Ryc. 2 AB, Ryc. 10 AB, 11 AB). 
Akumulacja TBARS była wyrażona jako nmole/10min/mg białka, agregacja w %, a 
stężenie fruktozaminy w µmolach/l. Korelacja statystycznie znamienna: *p<0.05, 
**p<0.01. 
  
 
5.6.4. Korelacja pomiędzy poziomem acetylo-CoA w płytkach i funkcją krwinek 

płytkowych 

Wykazano istnienie znamiennej korelacji pomiędzy poziomem acetylo-CoA                  

w nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób z cukrzycą, a agregacją aktywowaną 

trombiną oraz  akumulacją TBARS w warunkach spoczynkowych jak i po aktywacji  

(Tabela 11). Natomiast w krwinkach płytkowych osób zdrowych zmamienną korelację 

wykazano jedynie pomiędzy poziomem acetylo-CoA, a akumulacją TBARS po 

aktywacji trombiną  (Tabela11). 
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Tabela 11. Korelacja między poziomem acetylo-CoA a agregacją i akumulacją TBARS 

w krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą. 
 

 

Parametr 

Płytki 

Acetylo-CoA  

Zdrowi 
(r) 

nieaktywowane 

Acetylo-CoA  

Cukrzycy 
(r) 

Agregacja spontaniczna 
 

0.34 0.18 

Agregacja po aktywacji trombiną 
 

0.11 0.52* 

Akumulacja TBARS spoczynkowa 
 

0.33 0.56* 

Akumulacja TBARS po aktywacji  

trombiną 

0.53* 0.68** 

 

Korelacja obliczona z 26-35 par pomiarów (Ryc.5, 10, 11). Akumulacja TBARS była 
wyrażona jako nmole/10min/mg białka, agregacja w %, a poziom acetylo-CoA w 
nmolach/mg białka. Korelacja statystycznie znamienna: *p<0.005, **p<0.0001. 
 

W grupie osób z cukrzycą wykazano istnienie znamiennej korelacji pomiędzy 

poziomem acetylo-CoA w płytkach nieaktywowanych, a agregacją aktywowaną 

trombiną oraz akumulacją TBARS w warunkach spoczynkowych i po aktywacji (Tabela 

11). Natomiast w krwinkach płytkowych osób zdrowych zmamienną korelację 

wykazano jedynie pomiędzy poziomem acetylo-CoA a akumulacją TBARS po 

aktywacji trombiną  (Tabela 11). 

 

5.6.5. Korelacje między zawartością ATP i ADP w płytkach krwi a funkcją krwinek 

płytkowych 

W krwinkach płytkowych osób z cukrzycą wykazano istnienie znamiennej korelacji 

pomiędzy zawartością ATP, ADP i sumą ATP+ADP, a akumulacją TBARS i agregacją 

w warunkach spoczynkowych (Tabela 12). Po aktywacji trombiną zwiększenie wartości 

agregacji i akumulacji TBARS w płytkach krwi pacjentów z cukrzycą korelowało z 

zawartością ATP i sumą ATP i ADP w płytkach krwi nieaktywowanych (Tabela 12). 

Natomiast w krwinkach płytkowych osób zdrowych znamienna korelacja istniała 



 76

jedynie pomiędzy zawartością ADP w płytkach nieaktywowanych a agregacją 

spontaniczną (Tabela 12). 
 

Tabela 12. Korelacja pomiędzy zawartością ATP i ADP a funkcją krwinek płytkowych 

osób zdrowych i z cukrzycą. 
 

Parametr 
 

 ATP 
         (r) 
 

 ADP 
 (r) 

 

 ATP +ADP 
 (r) 

 

Zdrowi 
 
Akumulacja TBARS spoczynkowa 
 

 
 

0.04 
 

 
 

0.01 

 
 

0.03 

Akumulacja TBARS po aktywacji 
trombiną 
 

- 0.22 - 0.17 0.32 
 

Agregacja spontaniczna 
 

0.19 
 

0.48** 
 

0.32 
 

Agregacja po aktywacji trombiną 
 

-0.32 -0.25 -0.34 

Cukrzycy 
 

   

Akumulacja TBARS spoczynkowa 
 

0.53*** 
 

0.58** 
 

0.67** 
 

Akumulacja TBARS po aktywacji 
trombiną 
 

0.48*** 
 

 

0.36 0.56*** 
 

 
Agregacja spontaniczna 
 

0.53** 0.55** 0.62* 

Agregacja po aktywacji trombiną 
 

0.42*** 0.38 0.51* 

 
Korelację obliczono z 13-23 par badań (Ryc. 7, 9, 10). Zawartość ATP i ADP była 
wyrażona w molach/mg białka; akumulacja TBARS jako nmole/10min/mg białka a 
agregacja w %. Korelacja statystycznie znamienna: *p<0.005, **p<0.02, ***p<0.05. 
 

W aktywowanych trombiną krwinkach płytkowych osób z cukrzycą wykazano istnienie 

znamiennej korelacji pomiędzy ilością uwolnionego ATP i sumą uwolnionego ATP i 

ADP a agregacją (Tabela 13). Natomiast akumulacja TBARS korelowała jedynie z 

ilością uwolnionego ATP (Tabela 13). Nie obserwowano korelacji pomiędzy 

uwalnianiem nukleotydów, a funkcją aktywowanych trombiną krwinek płytkowych 

osób zdrowych (Tabela 13). 
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Tabela 13. Korelacja pomiędzy ilością uwolnionego ATP i ADP a funkcją krwinek 

płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą. 
 

Parametr 
Grupy doświadczalne 

∆ ATP 
         (r) 
 

∆ ADP 
 (r) 

 

∆ ATP +ADP 
 (r) 

 

 
 Zdrowi 
 

   

Synteza TBARS po trombinie 
 

- 0.17 - 0.23 - 0.29 
 

Agregacja po trombinie 
 

- 0.08 
 

- 0.05 
 

- 0.04 
 

Cukrzycy 
 

   

Synteza TBARS po trombinie 
 

0.71* 
 

0.07 
 

0.42 
 

Agregacja po trombinie 
 

0.66** 
 

0.10 0.53*** 
 

 
 
Korelację obliczono z 12-16 par pomiarów (Ryc.8). Zawartość uwolnionego ATP i 
ADP była wyliczona jako różnica zawartości wewnątrzpłytkowego ATP i ADP w 
warunkach spoczynkowych i po aktywacji. Ilość uwolnionego ATP i ADP była 
wyrażona w nmolach/30min/mg białka; akumulacja TBARS jako nmole/10min/mg 
białka; agregacja w %. Korelacja statystycznie znamienna:* p<0.005, **p<0.01, 
***p<0.05. 
 

5.7. Zawartość transportera Glut3 w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą 

Względna zawartość Glut3 w stosunku do β-aktyny wynosiła odpowiednio 0.47  i 0.42 

w krwinkach płytkowych osób zdrowych grupy 1 i 2. Zawartość Glut3 w krwinkach 

płytkowych osób z cukrzycą typu 1 i 2 nie różniła się od zawartości tego białka w 

płytkach osób zdrowych (Ryc. 11 i 12). Nie wykazano znamiennych różnic pomiędzy 

grupami osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą. 
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                                1            2           3             4           5             6            7          8 
                                               Zdrowi                                     Cukrzyca 
                              
Ryc. 11 A. Zawartość transportera Glut3 w krwinkach płytkowych osób zdrowych i z 
cukrzycą. Przykładowe rozdziały Western-blot. 
 

 

               
                              1             2            3            4            5              6            7           8 
                                               Zdrowi                                      Cukrzycy 
 
Ryc. 11 B Zawartość β-aktyny w krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą. 
 
Ścieżki 1-4 płytki osób zdrowych, 5-8 płytki osób z cukrzycą. Rozdział jest 
reprezentatywny dla 7-20 badań (Ryc. 12). 
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Ryc.12 Względny poziom  transportera Glut3 w stosunku do poziomu β-aktyny w 

krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 7-20  pomiarów. 
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5.8. Wpływ suraminy na zawartość ATP, ADP i funkcję krwinek płytkowych 

Suramina jest znanym nieselektywnym antagonistą receptorów purynergicznych (Park   

i Hourani, 1999). Suramina powodowała zależne od  stężenia odwrócenie wywołanego 

aktywacją trombiną obniżenia poziomów ATP i ADP zarówno w płytkach osób 

zdrowych, jak i z cukrzycą (Ryc. 13 A i B). Natomiast w krwinkach płytkowych 

nieaktywowanych obu grup, suramina nie powodowała istotnego wzrostu poziomu tych 

nukleotydów (Ryc. 13 A i B). I tak w aktywowanych krwinkach płytkowych osób 

zdrowych 0.1 mM suramina podwyższała zawartość ATP z 62% do 85% a ADP z 52% 

do 80% ich poziomu w warunkach bez aktywacji (Ryc. 13 A i B). Podwyższenie 

stężenia suraminy do 0.5 mM nie powodowało dalszego istotnego wzrostu zawartości 

ATP i ADP w aktywowanych płytkach krwi osób zdrowych. Z kolei w aktywowanych 

krwinkach płytkowych osób z cukrzycą, 0.1 mM suramina zwiększała poziom ATP      

z 83% do 130% a ADP z 66% do 111% ich poziomu w nieaktywowanych płytkach 

osób zdrowych. W krwinkach płytkowych osób z cukrzycą wzrost stężenia suraminy   

do 0.5 mM nie powodował dalszego zwiększenia zawartości ATP i ADP (Ryc. 13 A      

i B). 
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Ryc. 13. Zależny od stężenia wpływ suraminy na zawartość ATP (A), ADP (B) oraz 

agregację (C) i akumulację TBARS (D) w krwinkach płytkowych osób zdrowych          

i z cukrzycą.  

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 5 badań wykonanych 
podwójnie. Aktywacja 0.1JM/ml trombiny w obecności 2.5mM GPRP (A, B, patrz str. 
49). Wartości 100% w płytkach osób zdrowych odpowiada jej poziomowi ATP (A)  
14.9±1.4 nmoli/mg białka, ADP (B) 12.5±1.9 nmoli/mg białka, agregacji (C) 10±1% i 
akumulacji TBARS (D) 0.57±0.01 nmoli/10min/mg białka w warunkach 
spoczynkowych. Znamiennie różne od: osób zdrowych *p<0.05; od warunków bez 
suraminy †p<0.05. 
  
Tak więc, w obecności trombiny poziomy ATP i ADP w płytkach cukrzycowych 

traktowanych suraminą pozostawały na znamiennie wyższym poziomie niż w płytkach 

osób zdrowych. Suramina nie miała wpływu na zawartość ATP i ADP w warunkach 

spoczynkowych (Ryc. 13 A i B). Suramina nie powodowała całkowitego odtworzenia 

poziomu ATP do jego wartości w płytkach nieaktywowanych. Przy 0.5 mM stężeniu 

suraminy zawartośc ATP w aktywowanych płytkach obu grup pozostawała na poziomie 

około 80% ich poziomu bez aktywacji. Natomiast w przypadku ADP suramina 

przywracała jego poziom do wartości obserwowanej w płytkach nieaktywowanych 

(Ryc. 13 A i B). 
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Suramina nie wpływała na akumulację TBARS w warunkach spoczynkowych (Ryc. 13 

D). Natomiast hamowała akumulację TBARS w aktywowanych krwinkach płytkowych 

osób zdrowych i z cukrzycą (Ryc. 13 D). W aktywowanych krwinkach płytkowych 

osób z cukrzycą 0.1 mM suramina obniżała akumulację TBARS z 530% do 220% 

wartości w nieaktywowanych płytkach osób zdrowych. W aktywowanych krwinkach 

płytkowych osób zdrowych spadek ten był dwukrotnie niższy. Dalszy wzrost stężenia 

suraminy do 0.5 mM nie powodował istotnego nasilenia tej inhibicji (Ryc. 13 D). 

Aktywowana trombiną agregacja krwinek płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą była 

hamowana przez suraminę do wartości agregacji w warunkach spoczynkowych (Ryc. 

13 C). Suramina nie zmieniała agregacji spoczynkowej krwinek płytkowych w obu 

grupach (Ryc. 13 C). 

 
5.9. Wpływ 3-bromopirogronianu (3-BrPG) na metabolizm energetyczny i funkcję 

krwinek płytkowych 

3-BrPG jest znanym inhibitorem PDH powodującym zmniejszenie poziomu acetylo-

CoA w mózgu (Bielarczyk i Szutowicz, 1989, Burton i wsp. 1995, Dutschke i wsp. 

1994). Dlatego inhibitor ten został użyty w tej pracy w badaniach roli acetylo-CoA        

w aktywacji krwinek płytkowych. 

5.9.1. Wpływ stężenia 3-BrPG na aktywność dehydrogenazy pirogronianowej w 

krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą 

W środowisku bez 3-BrPG aktywność PDH w homogenatach płytkek osób zdrowych i 

z cukrzycą wynosiła odpowiednio 3.04 i 5.04 nmoli/min/mg białka (Ryc. 14). 

Zwiększające się stężenia 3-BrPG w środowisku inkubacyjnym powodowały stopniowy 

spadek aktywności PDH. Dynamika spadku była przy tym różna w obu grupach 

doświadczalnych. W krwinkach płytkowych osób zdrowych, wzrost stężenia 3-BrPG od 

0.1 mM do 1.0 mM powodował względną inhibicję aktywności PDH odpowiednio 30% 

i 60% (Ryc. 14 A). Natomiast w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą te same 

stężenia inhibitora powodowały odpowiednio 59% i 84% inhibicję PDH (Ryc. 14 A). W 

rezultacie przy  1 mM stężeniu 3-BrPG aktywności PDH w obu grupach były podobne 

(Ryc. 14). Analiza krzywych inhibicji metodą Dixona wykazała ich dwufazowy 

charakter. Stałe inhibitorowe  3-BrPG dla obu grup doświadczalnych były podobne. Dla 

niskich stężeń 3-BrPG wynosiły około 0.03mM (Ryc. 14 B), a dla wysokich 0.75 mM 

(Ryc. 14 C). 
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Ryc. 14 Wykres zależności aktywności dehydrogenazy pirogronianowej                  

w homogenatach krwinek płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą od stężenia             

3-bromopirogronianu (A). Wykresy Dixona inhibicji enzymu przez niskie (B) i wysokie 

stężenia inhibitora (C).  

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 3 badań wykonanych 
podwójnie. Znamiennie różne od: osób zdrowych *p<0.01; od warunków bez inhibitora 
+p<0.01. 
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5.9.2. Wpływ stężenia 3-BrPG na poziom acetylo-CoA 

3-BrPG powodował zależny od stężenia spadek  poziomu acetylo-CoA  zarówno      w 

krwinkach płytkowych osób zdrowych jak i z cukrzycą (Ryc.15).  W stężeniu 0.1mM  

3-BrPG powodował obniżenie poziomu acetylo-CoA w płytkach osób zdrowych i z 

cukrzycą odpowiednio o 33% i 68% (Ryc. 15). Dalszy wzrost stęzenia 3-BrPG do 0.5 

mM nie powodował istotnego pogłębienia inhibicji (Ryc. 15).  
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Ryc.15. Wpływ wzrastających stężeń 3-bromopirogronianu na zawartość acetylo-CoA 

w nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą.  

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 3-11 badań wykonanych 
podwójnie. Wartość 100% w nieaktywowanych płytkach osób zdrowych odpowiada 
poziomowi acetylo-CoA 12.2±0.6 pmola/mg białka. Znamiennie różne od: osób 
zdrowych *p<0.01; od warunków bez inhibitora +p<0.01.  

 

5.9.3. Wpływ stężenia 3-BrPG na zawartość ATP w krwinkach płytkowych. 

Względna zawartość ATP w krwinkach płytkowych osób zdrowych w obecności 0.1 

mM 3-BrPG obniżała się o 53%, a w płytkach osób z cukrzycą z wartości 170% do 50% 

poziomu stwierdzanego w płytkach osób zdrowych (Ryc.16). Zwiększenie stężenia      

3-BrPG do 0.5 mM nie powodowało dalszego istotnego spadku zawartości ATP (Ryc. 

16). 
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Ryc. 16. Wpływ wzrastających stężeń 3-BrPG na zawartość ATP w nieaktywowanych 

krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 3-11 badań wykonanych 
podwójnie. Znamiennie różne od: osób zdrowych *p<0.01; od warunków bez inhibitora 
+p<0.01. Wartość 100% w nieaktywowanych płytkach osób zdrowych odpowiada 
poziomowi ATP 26.8±2.0 nmola/mg białka. 

 

5.9.4. Wpływ stężenia 3-BrPG na funkcję  krwinek płytkowych. 

Zwiększające się stężenia 3-BrPG powodowały narastające zahamowanie funkcji  

nieaktywowanych płytek osób zdrowych (Ryc. 17 i 18). 0.1mM 3-BrPG powodował 

inhibicję akumulacji TBARS i agregacji odpowiednio o 19% i 26%, a w krwinkach 

płytkowych osób z cukrzycą  o 58% i 60% (Ryc. 17 i 18). Wzrost stężenia 3-BrPG      

do 0.5 mM nie powodował dalszego istotnego pogłębienia inhibicji akumulacji TBARS 

i agregacji (Ryc. 17 i 18).  

Na podstawie uzyskanych wyników w dalszych doświadczeniach nad wpływem          

3-BrPG na krwinki płytkowe w zależności od stanu ich aktywacji, używano 0.1mM 

stężenia tego inhibitora. 
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Ryc. 17. Wpływ wzrastających stężeń 3-BrPG na akumulację TBARS                   
w nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą. 
 
Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 3-11 badań wykonanych 
podwójnie. Znamiennie różne od: osób zdrowych *p<0.01; od warunków bez inhibitora 
+p<0.01. Wartość 100% odpowiada spoczynkowej akumulacji TBARS w płytkach osób 
zdrowych 0.57±0.09 nmola/10min/mg białka. 
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Ryc. 18. Wpływ wzrastających stężeń 3-BrPG na agregację  nieaktywowanych krwinek 

płytkowych. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 3-11 badań. Znamiennie 
różne od: osób zdrowych: *p<0.01, od warunków bez inhibitora +p<0.01.Wartość 100% 
odpowiada agregacji spoczynkowej równej 10±1% w płytkach osób zdrowych. 
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5.9.5. Wpływ 3-BrPG na wewnątrzpłytkową dystrybucję acetylo-CoA w aktywowanych 

i nieaktywowanych krwinkach płytkowych 

W nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych 0.1 mM 3-BrPG 

powodował spadek zawartości mitochondrialnego acetylo-CoA o 33% (Tabela 14). 

Natomiast w nieaktywowanych płytkach osób z cukrzycą spadek zawartości 

mitochondrialnego i cytoplazmatycznego acetylo-CoA był wyższy i wynosił 

odpowiednio 68% i 63% (Tabela 14). W rezultacie 3-BrPG powodował obniżenie 

acetylo-CoA w przedziałach subkomórkowych krwinek płytkowych osób z cukrzycą do 

poziomu zbliżonego do wartości stwierdzanych w traktowanych inhibitorem płytkach 

osób zdrowych.  W aktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych 3-BrPG nie 

obniżał poziomu acetylo-CoA w mitochondriach i cytoplamazmie (Tabela 14). 

Natomiast w aktywowanych krwinkach płytkowych osób z cukrzycą obserwowano 

znaczne zmniejszenie supresyjnego wpływu 3-BrPG na zawartość acetylo-CoA w obu 

przedziałach komórkowych (Tabela 14).  
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Tabela 14. Wpływ 3-BrPG na wewnątrzkomórkową dystrybucję acetylo-CoA w 

krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą. 

 

Warunki 

Frakcja płytkowa 

 

Zdrowi 

Względna zawartość

 

Cukrzycy 

acetylo-CoA (%) 

Całe płytki 

Nieaktywowane 

 

 

 

Kontrola 100.0±3.9 148.1±7.0* 

0.1mM 3-BrPG                 67.4±2.3‡ 81.4±4.0*‡ 

Aktywowane   

Kontrola 71.4±5.3† 90.6±4.0*† 

0.1mM 3-BrPG 53.9±4.0 66.6±8.4 

Mitochondria 

Nieaktywowane 

 

 

 

Kontrola 100.0±7.0 138.9±5.1* 

0.1mM 3-BrPG 67.4±5.2‡ 68.1±5.8‡ 

Aktywowane   

Kontrola 63.7±7.0† 71.2±9.6† 

0.1mM 3-BrPG 43.7±9.2 62.4±6.2 

Cytoplazma 

Nieaktywowane 

  

Kontrola 100.0±16 170.0±16* 

0.1mM 3-BrPG 82.9±7.7 107±13‡ 

Aktywowane   

Kontrola 102.3±17 120.0±11† 

0.1mM 3-BrPG 84.9±2.0 93.8±4.4‡ 

 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 9-11 badań wykonanych 
podwójnie. Aktywacja krwinek płytkowych 0.1JM/ml trombiny w obecności 2.5mM 
GPRP (patrz. str. 49). Wartość 100% odpowiada poziomowi acetylo-CoA: całkowitego 
12.2±0.6, mitochondrialnego 8.8±0.7 i cytoplazmatycznego 3.4±0.6  pmoli/mg białka  
w nieaktywowanych płytkach osób zdrowych. Znamiennie różne od: osób zdrowych         
*p<0.01; od warunków bez aktywacji † p<0.01; od warunków bez 3-BrPG ‡p<0.05. 
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5.9.6. Wpływ 3-BrPG na zawartość ATP i ADP w aktywowanych i nieaktywowanych 

krwinkach płytkowych 

Zawartość ATP w nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób z cukrzycą wynosiła 

160% zawartości tego nukleotydu w płytkach osób zdrowych (Ryc. 19). W 

nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych 3-BrPG obniżał poziom ATP 

o 40%. W krwinkach płytkowych osób z cukrzycą spadek ten był dwukrotnie większy. 

W płytkach aktywowanych obu grup 3-BrPG powodował spadek zawartości ATP do 

około 20% jego poziomu w nieaktywowanych płytkach osób zdrowych (Ryc. 19). 

Równocześnie w aktywowanych krwinkach płytkowych osób z cukrzycą, 3-BrPG 

spowodował ponad dwukrotnie większe zahamowanie wydzielania ATP w porównaniu 

z płytkami osób zdrowych (Ryc. 19).  
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Ryc. 19. Wpływ 3-BrPG na zawartość i wydzielanie ATP w nieaktywowanych  

 i aktywowanych trombiną krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 7-11 badań wykonanych 
podwójnie. Aktywacja 0.1JM/ml trombiny w obecności 2.5mM GPRP (patrz str. 49),   
3-BrPG 0.1mM. Wartość 100% w płytkach osób zdrowych odpowiada poziomowi ATP 
w nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych równemu 26.8±2.0 
nmoli/mg białka oraz wydzielaniu ATP z aktywowanych trombiną krwinek płytkowych 
osób zdrowych równemu 13.9±1.1 nmoli/30min/mg białka. Znamiennie różne od: osób 
zdrowych *p<0.005; od warunków bez inhibitora +p<0.05, ++p<0.005. 
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Takie zróżnicowane działanie 3-BrPG na płytki krwi osób zdrowych i z cukrzycą 

powodowało wyrównanie poziomów ATP w płytkach obu badanych grup zarówno w 

warunkach spoczynkowych jak i po aktywacji. Zawartość ATP w krwinkach 

płytkowych osób z cukrzycą po dodaniu 3-BrPG była więc taka sama jak w krwinkach 

płytkowych osób zdrowych (Ryc. 19). 

3-BrPG nie powodował istotnego spadku zawartości ADP w aktywowanych i 

nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych i chorych na cukrzycę. Nie 

miał on również wpływu na uwalnianie ADP z krwinek płytkowych obu grup (Ryc. 20). 
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Ryc. 20 Wpływ 3-BrPG na zawartość i uwalnianie ADP w nieaktywowanych                 

i aktywowanych trombiną krwinkach płytkowych. 

Wyniki są wartościami  średnimi ± standardowy błąd średniej z 7-11 badań 
wykonanych podwojnie. Aktywacja 0.1JM/ml trombiny w obecności 2.5mM GPRP 
(patrz str. 49), 3-BrPG 0.1mM. Wartość 100% w płytkach osób zdrowych odpowiada 
poziomowi ADP w nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych równemu 
18.7±2.5 nmoli/mg białka oraz wydzielaniu ADP z aktywowanych trombiną krwinek 
płytkowych osób zdrowych równemu 11.4±0.79 nmoli/mg białka. Znamiennie różne 
od: osób zdrowych *p<0.05. 
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5.9.7. Wpływ 3-BrPG na funkcję aktywowanych i nieaktywowanych krwinek 

płytkowych 

3-BrPG powodował spadek agregacji krwinek płytkowych osób zdrowych w warunkach 

spoczynkowych i po aktywacji odpowiednio o 32% i 26% (Ryc. 21). Inhibicyjny wpływ 

3-BrPG był ponad dwukrotnie większy w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą (Ryc. 

21). W konsekwencji 3-BrPG hamował agregację płytek pacjentów z cukrzycą do 

wartości stwierdzanych w  płytkach osób zdrowych (Ryc. 21).  
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Ryc. 21. Wpływ 3-BrPG na spoczynkową i indukowaną trombiną agregację krwinek 

płytkowych. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 7-11 badań. Aktywacja 
0.1JM/ml trombiny; 3-BrPG 0.1 mM. Znamiennie różne od: osób zdrowych *p<0.05; 
od warunków bez inhibitora +p<0.05, ++p<0.005. 
 
Akumulacja TBARS w nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób z cukrzycą była 

równa 180% akumulacji w płytkach osób zdrowych (Ryc. 22). 3-BrPG obniżał 

akumulację TBARS w nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych o 24%  

i powodował czterokrotnie  większą inhibicję ich akumulacji w płytkach  osób z 

cukrzycą (Ryc. 22). Po aktywacji trombiną 3-BrPG powodował zmniejszenie 

akumulacji TBARS w płytkach osób zdrowych i z cukrzycą odpowiednio o 19 i 43% 

(Ryc. 22). W konsekwencji, w obecności tego inhibitora  akumulacja TBARS w 

krwinkach płytkowych osób z cukrzycą obniżała się do wartości zbliżonej do ich 

akumulacji w płytkach osób zdrowych (Ryc. 22).  
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Ryc. 22. Wpływ 3-BrPG na akumulację TBARS w aktywowanych i nieaktywowanych 

krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 7-11 badań wykonanych 
podwójnie. Aktywacja 0.1JM/ml trombiny; 3-BrPG 0.1 mM. Za 100% przyjęto 
szybkość akumulacji TBARS w nieaktywowanych płytkach osób zdrowych równą 
0.63±0.04 nmoli/10min/mg białka. Znamiennie różne od: osób zdrowych *p<0.05; od 
warunków bez inhibitora +p<0.05, ++p<0.005.  
 
5.10. Wpływ 3-nitropropionianu (3-NPA) na metabolizm energetyczny i funkcję 

krwinek płytkowych 

5.10.1. Wpływ stężenia 3-NPA na aktywność dehydrogenazy bursztynianowej (SDH) 

krwinek płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą 

Aktywność dehydrogenazy bursztynianowej (SDH) w krwinkach płytkowych osób 

zdrowych wynosiła 3.55 nmola/min/mg białka. Cukrzyca nie powodowała istotnego 

wzrostu aktywności tego enzymu (Ryc. 23 A). W obu grupach doświadczalnych, 3-

NPA powodował podobną, zależną od stężenia inhibicję aktywności tego enzymu. 

Inhibicja wynosiła około 35 %, a przy 10 mM wzrastała do około 64 % (Ryc. 23 A).  
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Ryc. 23. Wpływ wzrastających stężeń 3-NPA na aktywność SDH w krwinkach 

płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą (A). Wykres Dixona inhibicji SDH przez 3-

NPA (B). 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 5-7 badań wykonanych 
podwójnie. Znamiennie różne od warunków bez inhibitora: +p<0.05. 

 

Stała inhibitorowa dla 3-NPA wynosiła około 1.0 mM, zarówno dla enzymu 

pochodzącego z płytek osób zdrowych, jak i z cukrzycą (Ryc. 23 B). 
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5.10.2. Wpływ 3-NPA na poziom acetylo-CoA w krwinkach płytkowych 

W warunkach kontrolnych poziom acetylo-CoA w krwinkach płytkowych osób z 

cukrzycą był wyższy niż w płytkach osób zdrowych. 3-NPA w stężeniach do 0.5 mM 

nie powodował istotnych zmian poziomu acetylo-CoA  ani w krwinkach płytkowych 

osób zdrowych ani  z cukrzycą (Ryc. 24). Zwiększenie stężenia 3-NPA do 10mM 

powodowało wzrost  poziomu acetylo-CoA w płytkach osób zdrowych o 27%, a w 

krwinkach płytkowych osób z cukrzycą o 24% (Ryc. 24).  
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Ryc. 24. Wpływ wzrastających stężeń 3-NPA na poziom acetylo-CoA                   

w nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 5-7 badań wykonanych 
podwójnie. Wartość 100% odpowiada poziomowi całkowitego acetylo-CoA w płytkach 
osób zdrowych równemu 15.4±3.5 nmoli/mg białka. Znamienne różne od: osób 
zdrowych * p<0.005; od warunków bez inhibitora + p<0.05. 

 

5.10.3. Wpływ stężenia 3-NPA na zawartość ATP i ADP w krwinkach płytkowych 

Poziom ATP i ADP w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą był o około 40% wyższy 

niż w płytkach osób zdrowych. Wzrost stężenia 3-NPA do 0.5 mM powodował spadek 

zawartości ATP w nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych                 
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Ryc. 25. Wpływ wzrastających stężeń 3-NPA na poziom ATP (A) i ADP (B)                

w  nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 5-7 badań wykonanych 
podwójnie. Wartość 100% odpowiada poziomowi ATP 26.8±1.2 i ADP 15.4±1.8 
nmoli/mg białka w nieaktywowanych płytkach osób zdrowych. Znamiennie różne od: 
osób zdrowych * p<0.005; od warunków bez inhibitora +p<0.05. 
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i z cukrzycą odpowiednio o 25% i 31% (Ryc. 25 A). Wzrost stężenia 3-NPA do 10mM 

nie powodował dalszego obniżenia poziomu ATP w obu badanych grupach. 

Jednocześnie ze spadkiem poziomu ATP, 3-NPA powodował wzrost poziomu ADP w 

płytkach obu grup (Ryc. 25 A i B). I tak przy 1mM stężeniu 3-NPA poziom ADP w 

płytkach osób zdrowych i z cukrzycą wzrastał odpowiednio o 23% i 26% (Ryc. 25 B). 

Zwiększenie stężenia 3-NPA do 10mM nie powodowało dalszego wzrostu stężenia 

ADP w płytkach krwi (Ryc. 25 B). Na podstawie uzyskanych wyników w badaniach 

agregacji i akumulacji TBARS użyto 10mM stężenia 3-NPA. 

 

5.10.4. Wpływ 3-NPA na funkcję krwinek płytkowych 

Nitropropionian w stęzeniu 10 mM nie wpływał na agregację krwinek płytkowych oraz 

akumulację TBARS obu grupach doświadczalnych zarówno w warunkach 

spoczynkowych jak i po aktywacji trombiną (Ryc. 26 i 27). 
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Ryc. 26. Wpływ 10mM 3-NPA na spoczynkową i indukowaną trombiną agregację 

krwinek płytkowych. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 7 badań wykonanych 
podwójnie. Aktywacja 0.1JM/ml trombiny; 3-NPA 10 mM. Znamienne różne od: osób 
zdrowych *p<0.05. 
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Ryc. 27. Wpływ 10mM 3-NPA na spoczynkową i indukowaną trombiną akumulację 

TBARS w krwinkach płytkowych. 

Wyniki są wartościami średnimi ±  standardowy błąd średniej z 7 badań wykonanych 
podwójnie. Za 100% przyjęto szybkość akumulacji TBARS w nieaktywowanych 
płytkach osób zdrowych równą 0.49±0.02 nmoli/10min/mg białka. Aktywacja 0.1JM/ml 
trombiny; 3-NPA 10mM. Znamiennie różne od: osób zdrowych *p<0.05. 

 

5.11. Wpływ L-karnityny na metabolizm energetyczny i funkcję krwinek płytkowych 

Wiadomo, że pochodne L-karnityny zwiększają zawartość i szybkość syntezy acetylo-

CoA oraz aktywność neuroprzekaźnikową w neuronach cholinergicznych mózgu 

(Szutowicz i wsp. 2005). Z drugiej strony wykazano, że estry L-karnityny mogą 

zmniejszać nadmierną aktywność płytek krwi chorych na cukrzycę (Pignatelli i wsp. 

2003). Dlatego w tej pracy zweryfikowano hipotezę, czy w krwinkach płytkowych L-

karnityna poprzez zmianę poziomu acetylo-CoA może modyfikować ich parametry 

metaboliczne i czynnościowe. 

 

5.11.1. Wpływ stężenia L-karnityny na poziom acetylo-CoA  w  krwinkach płytkowych 

W nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób z cukrzycą  stężenia L-karnityny 

wzrastające do 2.5mM powodowały stopniowy wzrost poziomu acetylo-CoA do 

wartości o 81% wyższej niż w warunkach kontrolnych. Dalszy wzrost stężenia L-

karnityny do 10mM nie powodował  zmian  poziomu acetylo-CoA (Ryc. 28). U osób 
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zdrowych 2.5mM L-karnityna nie wpływała, a 10mM powodowała nieznaczny, 20% 

wzrost poziomu acetylo-CoA (Ryc. 28). Tak więc w obecności 2.5 mM L-karnityny 

krwinki płytkowe osób z cukrzycą zawierały prawie trzy razy więcej acetylo-CoA niż 

płytki osób zdrowych (Ryc. 28). Dlatego w dalszych doświadczeniach używano 2.5mM 

L-karnityny. 
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Ryc. 28. Zależny od stężenia wpływ L-karnityny na poziom acetylo-CoA                  

w nieaktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 4-5 badań wykonanych 
podwójnie. Wartość 100% odpowiada poziomowi całkowitego acetylo-CoA 
całkowitego 16.1±0.9 pmoli/mg białka w nieaktywowanych płytkach osób zdrowych 
Znamiennie różne od: osób zdrowych *p<0.01; od warunków bez L-karnityny +p<0.01. 

 

5.11.2. Wpływ L-karnityny na wewnątrzkomórkową dystrybucję acetylo-CoA w 

krwinkach płytkowych 

W krwinkach płytkowych osób zdrowych 2.5 mM L-karnityna nie wpływała na 

zawartość mitochondrialnego i cytoplazmatycznego acetylo-CoA  (Ryc. 29). Natomiast 

w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą 2.5 mM L-karnityna powodowała 

odpowiednio 27% i 97% wzrost poziomu mitochondrialnego i cytoplazmatycznego 

acetylo-CoA (Ryc.29). W efekcie w obecności L-karnityny poziomy mitochondrialnego 

i cytoplazmatycznego acetylo-CoA w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą były 

odpowiednio o 94% i 147% wyższe niż w płytkach osób zdrowych (Ryc. 29).  
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Ryc. 29 Wpływ L-karnityny na wewnątrzpłytkową dystrybucję acetylo-CoA w 

krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 14 badań wykonanych 
podwójnie. Wartość 100% odpowiada poziomowi acetylo-CoA: mitochondrialnego 
8.3±0.7 i cytoplazmatycznego 6.6±0.7 pmoli/mg białka w nieaktywowanych płytkach 
osób zdrowych. Środowisko zawierało 2.5mM glukozę, 2.5mM L-karnitynę. 
Znamiennie różne od: krwinek płytkowych osób zdrowych *p<0.001; od warunków 
kontrolnych +p<0.001. 
 

5.11.3. Wpływ L-karnityny na zawartość ATP i ADP w krwinkach płytkowych    

L-karnityna w stężeniu 2.5mM nie zmieniała zawartości ATP i ADP w krwinkach 

płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą, zarówno w warunkach spoczynkowych, jak i 

po aktywacji trombiną (Tabela 15). 
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Tabela 15. Wpływ L-karnityny na zawartość ATP i ADP w krwinkach płytkowych osób 

zdrowych i z cukrzycą. 
 

 

Warunki 

Nukleotydy 

 

Zdrowi 

 

Względna

 

Cukrzycy 

 

zawartość (%) 

Płytki nieaktywowane 

ATP 

Kontrola 

2.5mM L-karnityna 

 

 

100±5 

95±7 

 

 

173±8* 

156±13* 

ADP 

Kontrola 

2.5mM L-karnityna 

 

100±12 

101±8 

 

162±9* 

160±12* 

 

Płytki aktywowane 

ATP 

Kontrola 

2.5mM L-karnityna 

 

 

 

61±9+ 

54±5+ 

 

 

 

67±7+ 

66±6+ 

ADP 

Kontrola 

2.5mM L-karnityna 

 

 

66±7+ 

67±13+ 

 

77±9+ 

75±11+ 

 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 5 doświadczeń 
wykonanych podwójnie. Aktywacja 0.1JM/ml trombiny i w obecności 2.5mM GPRP 
(patrz str. 49). Wartość 100% odpowiada poziomowi ATP  26.8±2.3 i ADP 15.4±3.5 
nmoli/mg białka w nieaktywowanych płytkach osób zdrowych. Znamiennie różne od: 
krwinek płytkowych osób zdrowych *p<0.001; od wartości bez aktywacji +p< 0.01. 
 
 
5.11.4. Wpływ L-karnityny na funkcję krwinek płytkowych 

W krwinkach płytkowych pacjentów z cukrzycą 2.5mM L-karnityna powodowała 

trzykrotnie wyższy wzrost agregacji spontanicznej niż w płytkach osób zdrowych (Ryc. 

30). 2.5mM L-karnityna zwiększała również o 10% agregację płytek osób z cukrzycą po 

aktywacji trombiną (Ryc. 30). L-karnityna nie wpływała na agregację aktywowanych 

płytek osób zdrowych. 
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Ryc. 30. Wpływ 2.5mM L-karnityny na agregację spontaniczną i aktywowaną trombiną 

krwinek płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 14 badań wykonanych 
podwójnie. Środowisko zawierało 2.5mM glukozę, aktywacja 0.1JM/ml trombiny. 
Znamiennie różne od: krwinek płytkowych osób zdrowych *p<0.05, **p<0.001; od 
warunków kontrolnych +p<0.001. 
 

Również aktywacja akumulacji TBARS przez L-karnitynę w nieaktywowanych i 

aktywowanych krwinkach płytkowych osób z cukrzycą była 4-5 wyższa niż w 

krwinkach płytkowych osób zdrowych (Ryc. 31).  
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Ryc. 31. Wpływ 2.5mM L-karnityny i na akumulację TBARS w krwinkach płytkowych 

osób zdrowych i z cukrzycą. 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 12 badań wykonanych 
podwójnie. Za 100% przyjęto akumulację TBARS w nieaktywowanych płytkach osób 
zdrowych równą 0.51±0.03 nmola/10min/mg białka. Środowisko zawierało 2.5mM 
glukozę; aktywacja 0.1JM/ml trombiny. Znamiennie różne od: krwinek płytkowych 
osób zdrowych *p<0.05; od warunków kontrolnych +p<0.001, ++p<0.001. 
 

5.11.5. Wpływ L-karnityny na inhibicyjny wpływ 3-BrPG na parametry metaboliczne i 

funkcję krwinek płytkowych. 

L-karnityna nie odwracała inhibicyjnego wpływu 3-BrPG na poziom acetylo-CoA, 

ATP/ADP i funkcję krwinek płytkowych zarówno w grupie osób zdrowych jak i z 

cukrzycą (Tabela 16). 
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Tabela 16.  Wpływ L-karnityny i 3-BrPG na parametry metaboliczne i funkcję krwinek 

płytkowych. 
 

 

Parametr/Warunki 

 

Zdrowi 

Wartość 

 

Cukrzycy 

względna (%) 

Acetylo-CoA 

           Płytki nieaktywowane 

0.1mM 3-BrPG 

0.1mM 3-BrPG+2.5mM L-karnityna 

Płytki aktywowane 

0.1mM 3-BrPG 

0.1mM 3-BrPG+2.5mM L-karnityna 

 

 

100±3 

98.2±7.1 

 

54.0±8 

69.2±8 

 

 

121±5* 

122±7 

 

68.7±7 

81.1±8 

ATP (%) 

           Płytki nieaktywowane 

0.1mM 3-BrPG 

0.1mM 3-BrPG+2.5mM L-karnityna 

 

 

100±10 

106±8 

 

 

118±14 

123±10 

Płytki aktywowane 

0.1mM 3-BrPG 

0.1mM 3-BrPG+2.5mM L-karnityna 

 

27.3±3.3 

32.8±3.94 

 

31.9±3.9 

37.0±4.5 

Agregacja (%) 

Płytki nieaktywowane 

0.1mM 3-BrPG 

0.1mM 3-BrPG+2.5mM L-karnityna 

 

 

6.8±0.8 

7.8±1.2 

 

 

8.6±0.8 

10.1±1.1 

Płytki aktywowane 

0.1mM 3-BrPG 

0.1mM 3-BrPG+2.5mM L-karnityna 

 

52.6±1.4 

55.6±2.2 

 

50.9±2.7 

56.0±2.8 
 

Wyniki są wartościami średnimi±standardowy błąd średniej z 6 badań wykonanych 
podwójnie. Za 100% przyjęto poziom całkowitego acetylo-CoA w nieaktywowanych 
płytkach krwi osób zdrowych po zastosowaniu 0.1mM 3-BrPG 8.2±0.4 pmoli/mg 
białka, poziom ATP w nieaktywowanych płytkach krwi osób zdrowych po 
zastosowaniu 3-BrPG 16.1±3 nmoli/mg białka. Środowisko zawierało 2.5mM glukozę; 
aktywacja 0.1JM/ml trombiny w obecności 2.5mM GPRP (patrz str. 49). Znamiennie 
różne od: krwinek płytkowych osób zdrowych *p<0.05. 
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5.12. Wpływ SB-204990 i (-)Hydroksycytrynianu na metabolizm i funkcję krwinek 

płytkowych 

5.12.1. Wpływ SB-204990 i (-)Hydroksycytrynianu na aktywność liazy ATP-

cytrynianowej w krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą 

Liaza ATP-cytrynianowa jest enzymem cytoplazmatycznym odtwarzającym acetylo-

CoA z cytrynianu, transportowanego przez błonę mitochondrialną do cytoplazmy 

(Pearce i wsp. 1998, Szutowicz i wsp. 1970, 1981). SB-204990 powoduje 

nieodwracalną, a (-)HC odwracalną inhibicję liazy ATP-cytrynianowej (Pearce i wsp. 

1998). Dlatego więc zbadanie wpływu (-)HC i SB 204990 na agregację i akumulację 

TBARS w płytkach krwi pomogłoby wyjaśnić znaczenie tej drogi syntezy 

cytoplazmatycznego acetylo-CoA dla regulacji aktywności krwinek płytkowych. 

 

Tabela. 17. Wpływ SB-204990 i (-)HC na aktywność liazy ATP-cytrynianowej w 

krwinkach płytkowych u osób zdrowych i z cukrzycą. 
 

 

Warunki inkubacji 

 
Zdrowi 

 
Aktywność liazy ATP-

(nmoli/min/

 
Cukrzycy 

 
cytrynianowej 

mg białka) 
  

 
bez inhibitora 

 
2.98±0.27 

 
4.51±0.0.30* 

 

+ SB-204990 0.1mM 
 

 
1.90±0.21+ 

 

 
1.84±0.21+ 

 
 

(-)HC 1.0mM 
 

 
0*+ 

 
0*+ 

 
 
Wyniki przedstawiono jako wartość średnią ± standardowy błąd średniej z 10-12 badań 
wykonanych podwójnie. W nawiasach podano zakresy otrzymanych wartości. 
Znamiennie różne od: krwinek płytkowych osób zdrowych *p<0.05; znamiennie różne 
od warunków bez inhibitora +p<0.001. 
 

Aktywność specyficzna liazy ATP-cytrynianowej w krwinkach płytkowych osób 

zdrowych wynosiła 2.98 nmoli/min/mg białka (Tabela 17). W homogenatach 

nieaktywowanych krwinek płytkowych osób z cukrzycą aktywność tego enzymu była o 

51% wyższa niż u osob zdrowych (p<0.05) (Tabela 17). SB-204990 obniżał aktywność 

liazy ATP-cytrynianowej, zarówno w krwinkach płytkowych osób cukrzycowych jak    
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i zdrowych, odpowiednio o 59% i 36%. (Tabela 17). W efekcie aktywności enzymu w 

obecności tego inhibitora w cukrzycowych i kontrolnych krwinkach płytkowych były 

podobne (Tabela 18). (-) HC powodował całkowite zahamowanie aktywności liazy 

ATP-cytrynianowej w płytkach obu grup. 

 

5.12.2. Wpływ SB-204990 i (-) HC na aktywność krwinek płytkowych 

Ani SB-204990, ani (-)HC nie wpływały na akumulację TBARS w nieaktywowanych 

krwinkach płytkowych osób zdrowych i u pacjentów z cukrzycą (Tabela 18). Związki te 

powodowały 30-40% inhibicję akumulacji TBARS po aktywacji trombiną. (-)HC 

obniżał akumulację TBARS w płytkach osób z cukrzycą, a nie wpływał na ich 

akumulację w płytkach osób zdrowych  (Tabela 18). 
 

Tabela 18. Wpływ SB i (-)HC na akumulację TBARS w nieaktywowanych                   

i aktywowanych krwinkach płytkowych. 

 

Warunki 

 

Zdrowi 

Akumulacja

 

Cukrzycy 

względna (%) 

Płytki nieaktywowane 

Kontrola 

 

100±11.3 

 

163±17.8* 

SB-204990 0.1mM 88.7±8.1 132±9.7+ 

(-)HC 1mM 93.5±4.8 119±4.8+ 

Płytki aktywowane 

Kontrola 

 

451±35 

 

613±31* 

SB-204990 0.1mM 210±29++ 253±31++ 

(-)HC 1mM 403±24 453±40+ 

 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 11-18 badań 
wykonanych podwójnie. Za 100% przyjęto szybkość akumulacji TBARS w 
nieaktywowanych płytkach osób zdrowych równą 0.62±0.07 nmoli/10min/mg białka. 
Aktywacja 0.1JM/ml trombiny. Znamiennie różne od: krwinek płytkowych osób 
zdrowych *p<0.01; od warunków kontrolnych +p<0.01, ++p<0.001. 
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Natomiast SB-204990 w aktywowanych płytkach krwi osób z cukrzycą powodował 

niemal 2 razy większą inhibicję akumulacji TBARS niż w płytkach krwi osób zdrowych 

(Tabela 18).  

Zarówno SB-204990 jak i (-)HC nie hamowały agregacji spoczynkowej w płytkach obu 

grup (Ryc. 32). Natomiast w aktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych i z 

cukrzycą oba inhibitory powodowały odpowiednio 30 i 47% zahamowanie agregacji 

(Ryc. 32).  
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Ryc. 32. Wpływ SB-204990 i (-)HC na agregację spontaniczną i aktywowaną trombiną 

w krwinkach płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą.  

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 12-24 badań 
wykonanych podwójnie. Aktywacja 0.1JM/ml trombiny. Znamiennie różne od: krwinek 
płytkowych osób zdrowych *p<0.001; od warunków kontrolnych +p<0.001. 
 
Przedstawione wyniki wykazały, że cukrzyca powoduje zmiany w metabolizmie reszt 

acetylowych i metabolizmie energetycznym krwinek płytkowych. Zmiany te mogą być 

przyczyną nadmiernej aktywności płytek krwi u pacjentów z cukrzycą. Stopień 

zaburzeń metabolizmu i czynności w płytkach krwi może zależeć od stopnia kontroli 

glikemii w tej chorobie. 
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6. DYSKUSJA  
6.1. Charakterystyka grup doświadczalnych 

Pacjenci z cukrzycą typu 2 byli starsi od pacjentów z cukrzycą typu 1 średnio o 16 lat. 

Wiadomo również, że mechanizm cukrzycy typu 2 jest inny niż typu 1. Średni czas 

trwania choroby w grupie pacjentów z cukrzycą typu 1 był o 14 lat dłuższy niż w grupie 

2 (Tabela 1). Wynika to z faktu ujawniania się cukrzycy typu 1 w wieku kilkunastu lat, 

a cukrzycy typu 2 powyżej 40 lat. Uzasadniało to również wstępny podział osób z 

cukrzycą na dwie podgrupy doświadczalne i oddzielną analizę statystyczną 

uzyskiwanych wyników badań (Tabela 1, 2, 3, 5, 8, 9, Ryc. 2, 3, 5, 6, 7, 9, 10, 12). 

Okazało się jednak, że parametry kontroli glikemii, metabolizmu acetylo-CoA, 

metabolizmu energetycznego i funkcji krwinek płytkowych w obu grupach chorych na 

cukrzycę miały takie same wartości średnie i dystrybucję wyników. Pozwoliło to na 

przeprowadzenie analizy współzależności (korelacji) między parametrami kontroli 

glikemii, metabolizmu i funkcji płytek krwi w ramach jednej połączonej grupy osób z 

cukrzycą (Tabela 6, 7, 10, 11-18 Ryc. 4, 8, 11, 13-32). Również badania wpływu 

inhibitorów/aktywatorów na metabolizm acetylo-CoA i poziom ATP można było 

analizować łącznie w płytkach krwi od pacjentów z obu typami cukrzycy (Tabela 14-

19, Ryc. 13-32).  

Zaburzenia krzepnięcia krwi w cukrzycy są wypadkową zmian patologicznych w 

płytkach krwi, osoczowych czynnikach krzepnięcia i fibrynolizy, środbłonku 

naczyniowym jak również w krwinkach białych i czerwonych. Istotnym czynnikiem są 

tu zmiany we wzajemnym oddziaływaniu wyżej wymienionych elementów układu 

krzepnięcia i fibrynolizy spowodowane nadmierną glikacją białek (Winocour, 1992, 

Vericel i wsp. 2004). Dlatego w naszych doświadczeniach posługiwaliśmy się 

izolowanymi krwinkami płytkowymi w celu wykluczenia oddziaływania osocza krwi i 

innych elementów morfotycznych na ich funkcję i metabolizm (Heptinstall i wsp. 

2005). Stąd opisane przez nas zaburzenia metabolizmu i funkcji płytek krwi w cukrzycy 

można przypisać zmianom zachodzącym w samych płytkach krwi podczas ich ekspresji 

na hiperglikemię. 

Hiperglikemia na czczo, której średnie stężenie wynosiło 167 mg/dl nie może być 

wykładnikiem średniego poziomu glikemii w dłuższym okresie czasu. Tłumaczy to brak 

korelacji między poziomem glikemii na czczo i parametrami funkcji płytek w cukrzycy 

(Skibowska i wsp. 2000, 2003). Zalecane stężenie HbA1c we krwi prawidłowo 
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leczonych pacjentów z cukrzycą powinno wynosić poniżej 6.5% (Polskie Towarzystwo 

Diabetologiczne, 2006). W naszych badaniach wykazaliśmy, że 87% pacjentów z 

cukrzycą typu 1 i 2 wykazywało wartości wyższe niż pożądane dla tego parametru 

(Ryc. 2 A). Jednocześnie u 86% pacjentów z cukrzycą typu 1 i u 92% z cukrzycą typu 2 

stężenie fruktozaminy w osoczu było wyższe od poziomu odcięcia dla osób zdrowych 

(Ryc. 2 B) (Baker i wsp. 1994). Podobne poziomy parametrów wskaźnikowych 

wyrównania stanu długotwałej, średniej glikemii (HbA1c, fruktozaminy) w grupach 

pacjentów z cukrzycą typu 1 i 2 mogą świadczyć o tym, że niezależnie od 

zastosowanego sposobu leczenia nadmierna glikacja białek krwinek płytkowych i 

osocza w równym stopniu dotyczyła pacjentów z obu typami cukrzycy (Tabela 1, Ryc. 

2 A i B). Należy jednak zwrocić uwagę na fakt, że w stosunku do badań prowadzonych 

4-5 lat wcześniej, parametry kontroli glikemii u pacjentów z cukrzycą uległy poprawie 

(Skibowska i wsp. 2000, 2003). I tak: średni poziom HbA1c obniżył się z 8.9 do 8.3%, a 

fruktozaminy z 389 do 346 µmoli/L. Wskazuje to na poprawę skuteczności terapii 

cukrzycy wśród pacjentów naszej Przychodni Diabetologicznej (Tabela 1, Ryc. 2 A i B) 

(Skibowska i wsp. 2000, 2003). Obniżeniu uległy również poziomy cholesterolu LDL i 

triglicerydów u pacjentów z cukrzycą (Tabela 1) (Skibowska i wsp. 2000, 2003). 

Przewlekła hiperglikemia w cukrzycy może prowadzić również do nieenzymatycznej 

glikacji białek płytek krwi i modyfikacji struktury receptorów powierzchniowych oraz 

ich metabolizmu (Hasegawa i wsp. 2002, Skibowska i wsp. 2003, Watała i wsp. 1996, 

Winocour, 1992). W grupie przebadanych pacjentów z cukrzycą obu typów poziomy 

HbA1c i fruktozaminy były wyższe niż w populacji osób zdrowych (Tabela 1, Ryc. 2). 

Świadczy to o tym, że zarówno megakariocyty jak i krwinki płytkowe były 

eksponowane na wyższy poziom glukozy w czasie około 10-14 dniowego czasu 

przeżycia tych ostatnich w krwioobiegu (Tabela 1, Ryc. 2 A i B). Mogło to istotnie 

modyfikować zarówno ich metabolizm, jak i funkcję płytek krwi (Tabela 5, 6, 7, 8, 9, 

Ryc. 5, 6,  9, 10).  

U pacjentów z cukrzycą typu 1 poziomy cholesterolu całkowitego i jego frakcji LDL 

były nieznacznie wyższe od niskich wartości pożądanych dla osób z cukrzycą. Nie 

różniły się jednak statystycznie od wartości oczekiwanej dla osób zdrowych w 

podobnym przedziale wiekowym (Tabela 1) (Polskie Towarzystwo Diabetologiczne, 

2006) . Z drugiej strony u osób z cukrzycą typu 2 poziomy cholesterolu całkowitego 

oraz LDL były wyższe od wartości pożądanych, ale nie różniły się od wartości w 

odpowiednio dobranej grupie wiekowej osób zdrowych (Tabela 1). Wskazuje to, że 
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przy stosowanym leczeniu, wiek a nie hiperglikemia był istotnym czynnikiem 

powodującym hipercholesterolemię w cukrzycy typu 2 (Tabela 1) (Pesce i Kaplan, 

1987). U pacjentów z cukrzycą typu 1 stężenie triglicerydów było nieznacznie wyższe 

niż w odpowiedniej grupie osób zdrowych, ale mieściło się w granicach wartości 

zalecanych dla ogólnej populacji. Z drugiej strony, u pacjentów z cukrzycą typu 2 

średnie stężenie triglicerydów było wyższe od wartości pożądanej (<150mg/dl) i 

wyższe niż u osób zdrowych w tym samym przedziale wiekowym (Tabela 1, p<0.001) 

oraz u pacjentów z cukrzycą typu 1 (Tabela 1, p<0.001). Ta różnica między obu typami 

cukrzycy może wynikać z faktu, że u osób z cukrzycą typu 1 egzogenna insulina 

stymuluje wychwyt triglicerydów z łożyska naczyniowego i zwiększa ich metabolizm w 

tkance tłuszczowej (Eckel i wsp. 1989). Natomiast u pacjentów z cukrzycą typu 2 przy 

istniejącej insulinooporności, wysoki poziom insuliny nie wystarczał do stymulacji  

wychwytu glukozy i triglicerydów przez tkanki, był natomiast wystarczający do  

stumulacji lipogenezy w wątrobie (Tabela 1) (Utzschneider i wsp. 2006). 

Nieobecność różnic w liczbie krwinek płytkowych we krwi między pacjentami z 

cukrzycą typu 1 i 2, a osobami zdrowymi 1 i 2 grupy świadczy o tym, że cukrzyca nie 

upośledza procesu wytwarzania płytek krwi. Nie wyklucza to ewentualnego udziału 

zmian struktury i metabolizmu krwinek płytkowych w ich nadmiernej reaktywności w 

cukrzycy (Tabela 2) (Skibowska i wsp. 2003, Vericel i wsp. 2004).  

Jednocześnie uważa się, że w cukrzycy dochodzi do zwiększonego wyrzutu młodszych 

krwinek płytkowych o zwiększonej objętości i reaktywności (Watała i wsp. 1991). Co 

więcej inni badacze wykazali zależność pomiędzy wzrostem MPV, a wystąpieniem 

powikłań o charakterze mikroangiopatii (Papanas i wsp. 2004). Nasze badania nie 

potwierdziły tych obserwacji, gdyż średnia objętość krwinek płytkowych (MPV) była 

podobna we wszystkich analizowanych grupach (Tabela 2). Nieobecność różnic           

w MPV w badanych grupach można tłumaczyć wykluczeniem z naszych badań 

pacjentów z jawną mikro i makroangiopatią (Tabela 2). Z drugiej strony inni autorzy 

sugerują, że zwiększona reaktywność płytek w cukrzycy może wynikać ze zmian nie 

związanych z ich objętością. Jako przyczyny wymienia się wzrost oporności płytek krwi 

na insulinę, zwiększoną aktywację receptorów purynowych czy też obecność 

mikrocząstek płytkowych (Ferreira i wsp. 2006, Tan i wsp. 2005). Podkreśla się 

również rolę leukocytów i erytrocytów w aktywacji krwinek płytkowych, które poprzez 

ekto-ATP-azy mogą zwiększać poziom zewnątrzkomórkowego ADP (Heptinstall i wsp. 

2005). Jednakże fakt, że stopień zanieczyszczenia uzyskanych przez nas preparatów 
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izolowanych krwinek płytkowych osób zdrowych i z cukrzycą przez leukocyty był 

mniejszy niż 0.1 %, a przez erytrocyty mniejszy niż 3.2% wyklucza udział tych ekto-

ATP-az w powstawaniu różnic aktywności płytek krwi między tymi grupami 

doświadczalnymi (Tabela 3) (Heptinstall i wsp. 2005). Nasze badania wskazują 

natomiast na istotną rolę akumulacji endogennego ATP/ADP w powstawaniu 

nadmiernej aktywacji płytek w cukrzycy (Ryc. 6, 7, 8). 

 

6.1.1. Weryfikacja metody izolacji płytek krwi i mitochondriów plytkowych. 

Zastosowana w pracy procedura izolacji płytek z krwi pobranej na EDTA różniła się od 

powszechnie stosowanej metody izolacji płytek z krwi cytrynianowej (Materiały i 

metody, patrz str. 43). Metodę taką zastosowano w celu wykluczenia interferencji 

cytrynianu z oznaczaniem acetylo-CoA metodą cyklizacyjną (Skibowska i wsp. 2003, 

Szutowicz i Bielarczyk, 1987). Fakt, że odzysk płytek krwi wynosił około 62% wynikał 

z procedury jednorazowego przemywania krwi względnie małą objętością roztworu 

płuczącego (Tabela 3) (Materiały i metody, patrz str. 43). Jednakże objętość 

izolowanych płytek równa objętości płytek we krwi pełnej wskazuje, że stosowana 

nietypowa procedura izolacji pozwalała na izolację reprezentatywnej populacji płytek 

(Tabela 3). Można również sądzić, że EDTA i temperatura +40C nie powodowała ich 

pęcznienia podczas izolacji. Jednocześnie izolowane przez nas płytki z krwi pobieranej 

na EDTA wykazywały taki sam poziom agregacji jak płytki izolowane z krwi pobranej 

na 3.2% cytrynian sodu (Pignatelli i wsp. 1995), (badania niepublikowane). Świadczy to 

o tym, że stosowana procedura nie upośledzała funkcji płytek. Takie stwierdzenie 

pozostaje również w zgodzie z faktem, że wartości agregacji spoczynkowej i 

stymulowanej trombiną były porównywalne z wynikami uzyskiwanymi na płytkach 

izolowanych z osocza cytrynianowego przez innych autorów (Haseruck i wsp. 2004, 

Jarvis i wsp. 2003).  

Digitonina powoduje rozpuszczenie bogatych w sfingomielinę i cholesterol błon 

plazmatycznych, a pozostawia nietknięte błony mitochondrialne zawierające duże ilości 

kardiolipin i cholesterolu (Szutowicz i Bielarczyk, 1987). Fakt, ze zastosowane stężenie 

digitoniny (1.2 mg/ml) uwolniło do nadsączu prawie 85 % aktywności dehydrogenazy 

mleczanowej i tylko 15% dehydrogenazy glutaminianowej wskazuje, że rozpuszczenie 

błon plazmatycznych nie powodowało istotnego uszkodzenia integralności błon 

izolowanych mitochondriów. Zastosowana procedura daje wyniki porównywalne z 

uzyskanymi innymi metodami (D’Argenio i wsp. 2006). Tym samym model ten mógł 
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być użyty do badań subkomórkowej dystrybucji acetylo-CoA  w płytkach krwi (Tabela 

4 i 5).  

 

6.2. Wpływ cukrzycy na aktywność enzymów metabolizmu energetycznego i acetylo-

CoA krwinek płytkowych. 

Zwiększony poziom HbA1c we krwi i fruktozaminy w osoczu pacjentów z cukrzycą 

(Tabela 1, Ryc. 2 A i B) wskazuje na to, że zarówno megakariocyty w szpiku, jak i 

krwinki płytkowe były eksponowane na przewlekłą hiperglikemię w trakcie ich życia w 

krwioobiegu. Obserwowany wzrost aktywności syntazy kwasów tłuszczowych, 

dehydrogenazy α-ketoglutaranowej, akonitazy, liazy ATP-cytrynianowej i 

dehydrogenzay glukozo-6-fosforanowej może świadczyć o adaptacyjnym wzroście 

poziomu białek tych enzymów lub/i ich aktywności w odpowiedzi na hiperglikemię 

(Tabela 6). Przypuszczalnie miało to miejsce na poziomie megakariocytów pacjentów z 

cukrzycą. Zwiększony napływ glukozy poprzez Glut3 mógł aktywować ekspresję 

genów tych w enzymów komórkach prekursorowych płytek krwi (Craik i wsp. 1995, 

Sorbara i wsp. 1997). Nie można też wykluczyć modyfikacji posttranlacyjnych przez 

wzmożoną glikację tych enzymów w dojrzałych płytkach. Wyniki te są zgodne z 

danymi z naszych wcześniejszych prac, w których wykazano wzrost aktywności 

heksokinazy, PDH i liazy ATP-cytrynianowej w płytkach osób z cukrzycą typu 1 

(Tabela 6) (Skibowska i wsp. 2003). Można przypuszczać, że adaptacyjna aktywacja 

aktywności szeregu enzymów glikolizy i metabolizmu acetylo-CoA spowodowała 

wzrost poziomu acetylo-CoA w płytkach krwi (Tabela 5, 6, Ryc. 3 i 4). Zwiększenie 

stężenia tego metabolitu mogłoby z kolei aktywować ekspresję genów odpowiadających 

za zwiększenie poziomu syntezy enzymów związanych z metabolizmem glukozy i 

acetylo-CoA, tworząc swoisty rodzaj sprzężenia dodatniego. Hipoteza ta byłaby zgodna 

z obserwacjami, że stres metaboliczny wynikający także z hiperglikemii może 

regulować intensywność transkrypcji wielu genów poprzez zmiany poziomu acetylo-

CoA w komórkach (Choi i wsp. 2005). Zgodnie z tą hipotezą inni autorzy, wykazali 

wyższą aktywność dehydrogenazy mleczanowej w populacji płytek cukrzycowych o 

małej gęstości (Zappacosta i wsp. 1995) oraz palmitoilotransferazy karnitynowej I w 

płytkach nieaktywowanych i aktywowanych trombiną (Iida i wsp. 1993). Z drugiej 

strony inne dane sugerują, że w płytkach osób z cukrzycą może dochodzić raczej do 

zmniejszenia napływu glukozy do ich wnętrza wskutek zmniejszenia powinowactwa 
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glukozy do związanej z błoną mitochondrialną heksokinazy (Leoncini i wsp. 1987). 

Przyczyny tych rozbieżności pozostają niewyjaśnione. 

Zwiększona aktywność G-6-PDH w płytkach osób z cukrzycą może powodować wzrost 

syntezy NADPH, który następnie może być użyty do syntezy kwasów tłuszczowych 

(Tabela 6). Zwiększona aktywność syntetazy kwasów tłuszczowych wydaje się być 

zgodna z tymi danymi (Tabela 6). Wykazany wzrost aktywności G-6-PDH może 

również być pośrednio związany z opisanym przez innych autorów wzrostem 

aktywności reduktazy glutationu w płytkach pacjentów z cukrzycą typu 2 (Tabela 6) (Di 

Simplicio i wsp. 1995). Jednocześnie spadek poziomu glukozo-6-fosforanu w płytkach 

osób z cukrzycą może świadczyć o zwiększonym jego zużyciu przez G-6-PDH a 

następnie w szlaku pentozomonofosforanowym (Tabela 6 i 7) (Kotelba-Witkowska, 

1984). Wzrost akumulacji mleczanu w krwinkach płytkowych po zastosowaniu 

trombiny wskazuje, że również aktywacja glikolizy może być nienzymatycznym 

czynnikiem obniżającym poziom G-6-P (Tabela 7) (Kotelba-Witkowska, 1984). G-6-P 

jest znanym aktywatorem elementu odpowiedzi na glukozę, który aktywuje szereg 

promotorów genów enzymów metabolizmu acetylo-CoA i syntezy lipidów. Jednakże w 

przypadku krwinek płytkowych pacjentów z cukrzycą, aktywacja liazy ATP-

cytrynianowej, syntetazy kwasów tłuszczowych, PDH była zależna od innego 

mechanizmu, ponieważ poziom G-6-P ulegał w nich znacznemu obniżeniu (Tabela 7). 

Spadek zawartości glukozo-6-fosforanu o 43% w obu badanych grupach płytek krwi po 

aktywacji trombiną może również świadczyć o zwiększonym jego zużyciu przez 

zaktywowane płytki w szlaku glikolitycznym (Tabela 7). To z kolei może ułatwiać 

transport glukozy do wnętrza krwinek płytkowych. Wykazano bowiem, że w 

aktywowanych krwinkach płytkowych dochodziło do ponad dwukrotnego wzrostu 

napływu glukozy do ich wnętrza oraz wzrostu aktywności fosfofruktokinazy i kinazy 

pirogronianowej (Heijnen  i wsp. 1997, Iida i wsp. 1993, Sorbara i wsp. 1997). Wzrost 

aktywności enzymów mitochondrialnych: akonitazy i dehydrogenzay α-

ketoglutaranowej w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą może wiązać się ze 

zwiększonym obrotem acetylo-CoA w cyklu kwasów trójkarboksylowych (Tabela 5 i 

6). Nieobecność zmian w aktywności syntazy cytrynianowej w płytkach krwi osób z 

cukrzycą może wynikać z faktu, że nie podlega ona regulacji przy zmianie metabolizmu 

glukozy. Oprócz tego ze względu na wysoką aktywność specyficzną nie jest to enzym 

regulujący szybkość cyklu kwasów trójkarboksylowych w płytkach krwi (Tabela 6). 

Świadczy to również o selektywnej  aktywacji przez przewlekłą hiperglikemię 
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enzymów związanych z metabolizmem energetycznym i acetylo-CoA. 

 

6.3. Wpływ cukrzycy na poziom i dystrybucję acetylo-CoA w krwinkach płytkowych 

Wykazany w tej pracy wzrost poziomu całkowitego i mitochondrialnego acetylo-CoA 

w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą typu 1 i 2 jest zgodny z wcześniejszymi 

doniesieniami dotyczącymi cukrzycy typu 1 (Tabela 5, Ryc. 3) (Skibowska i wsp. 

2003). Może być on związany z adaptacyjnymi zmianami poziomu aktywności 

enzymów związanych ze zużyciem glukozy w cytoplazmie i metabolizmem acetylo-

CoA we frakcji mitochondrialnej, do których zaliczane są: heksokinaza i dehydrogenaza 

pirogronianowa (Tabela 5 i 6) (Skibowska i wsp. 2003). Stwierdzone przez nas 

zwiększenie poziomu cytoplazmatycznego acetylo-CoA w krwinkach płytkowych osób 

z cukrzycą może wynikać ze wzrostu aktywności liazy ATP-cytrynianowej, enzymu 

odpowiedzialnego za pośredni transport acetylo-CoA z frakcji mitochondrialnej do 

cytoplazmatycznej (Tabela 5 i 6) (Szutowicz i wsp. 1981). Jednakże aktywacja tej drogi 

transportu w cukrzycy zależy od przyśpieszenia syntezy acetylo-CoA w mitochondriach 

płytek. Świadczy o tym spadek poziomu cytoplazmatycznego acetylo-CoA w płytkach 

osób z cukrzycą po zahamowaniu aktywności dehydrogenazy pirogronianowej przez 3-

BrPG (Tabela 14). Tak więc, inhibicja PDH w płytkach cukrzycowych powodowałaby 

spadek mitochondrialnego acetylo-CoA do poziomu grupy kontrolnej a to z kolei 

dawałoby ,,normalizację’’ poziomu tego metabolitu w cytoplazmie (Tabela 14). 

Mechanizm względnej niewrażliwości mitochondrialnego i cytoplazmatycznego 

acetylo-CoA  w płytkach osób zdrowych na inhibicję 3-BrPG pozostaje niewyjaśniony 

(Tabela 14). Po aktywacji krwinek płytkowych obserwowano spadek poziomu 

całkowitego, mitochondrialnego i cytoplazmatycznego acetylo-CoA zarówno w 

płytkach osób zdrowych jak i pacjentów z cukrzycą (Tabela 5). Świadczy to o tym, że w 

zaktywowanych płytkach krwi dochodzi do przyśpieszenia transportu acetylo-CoA z 

przedziału mitochondrialnego do cytoplazmatycznego, gdzie może on być zużywany do 

syntezy czynników aktywacji płytek takich jak tromboksan A2 (MDA/TBARS) czy też 

czynnik aktywujący płytki (PAF). Stwierdzony przez nas większy spadek poziomu 

acetylo-CoA w aktywowanych płytkach pacjentów z cukrzycą niż u osób zdrowych 

może wiązać się ze zwiększoną produkcją tromboksanu A2/MDA, PAF i zwiększoną 

ich agregacją (Tabela 5, 8 i 9 Ryc. 9 i 10) (Collins, 2004). Obserwowana przez nas 

aktywacja syntetazy kwasów tłuszczowych przy zwiększonym transporcie i poziomie 

acetylo-CoA w cytoplazmie, w płytkach osób chorych na cukrzycę zapewniałaby 
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wzrost syntezy de novo kwasów tłuszczowych (Tabela 5 i 6). Istnienie korelacji 

pomiędzy stężeniem frutozaminy, a poziomem całkowitego acetylo-CoA w płytkach 

osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą może być pośrednim dowodem na to, że poziom 

glikacji białek jest zależny od średniego poziomu glikemii i  modyfikuje przemianę tego 

metabolitu w płytkach krwi (Tabela 5, Ryc. 4 A i B). Nie jest więc wykluczone, że 

zależnie od średniego stężenia glukozy, zmiany szybkości jej napływu do wnętrza 

płytek odgrywają istotną rolę w mechanizmie prowadzącym do wzrostu poziomu 

acetylo-CoA w płytkach niezależnie od współistnienia innych zmian patologicznych. 

Obserwowana wyższa znamienność korelacji pomiędzy stężeniem fruktozaminy w 

osoczu pacjentów z cukrzycą, a poziomem acetylo-CoA (Ryc. 4 A i B) jest zgodna z 

hipotezą, że zwiększone zużycie glukozy i glikacja białek mogą powodować 

adaptacyjną aktywację enzymów związanych z metabolizmem acetylo-CoA w 

cukrzycy.  

Nieobecność różnic w poziomie i dystrybucji acetylo-CoA w płytkach pomiędzy 

cukrzycą typu 1 i 2 może być spowodowana tym, że to nie sposób leczenia cukrzycy, a 

stopień przewlekłej hiperglikemii jest istotnym czynnikiem modyfikującym metabolizm 

reszt acetylowych w płytkach krwi w cukrzycy (Tabela 5, Ryc. 3). Jednocześnie 

znamienna korelacja między stężeniem fruktozaminy i poziomem acetylo-CoA w 

płytkach świadczy, że długoterminowe utrzymanie odpowiednio niskiego poziomu 

glukozy w osoczu pacjentów z cukrzycą mogłoby być istotnym czynnikiem w 

normalizacji metabolizmu płytek krwi, niezależnie od zastosowanej terapii i zmian 

poziomu lipidów (Ryc. 4, Tabela 1). Istnieją bowiem doniesienia o oporności płytek 

krwi osób z cukrzycą typu 2 na działanie insuliny, która hamuje aktywność płytek krwi 

osób zdrowych natomiast wykazuje niewielki wpływ na płytki pacjentów z cukrzycą 

(Ferreira i wsp. 2005, 2006).  

  

6.4. Wpływ cukrzycy na zawartość i uwalnianie ATP i ADP w krwinkach płytkowych 

Wyniki oznaczeń poziomu ATP i ADP w płytkach osób zdrowych były porównywalne 

z danymi przedstawianymi w innych pracach (Collier i wsp. 1986, D’Souza i wsp. 

1977, Gulliksson i wsp. 2002). Wskazuje to, że stosowana przez nas metoda izolacji i 

inkubacji krwinek płytkowych zapewnia stabilność znajdujących się w nich puli 

nukleotydów adenylowych, a płytki izolowane naszą metodą stanowiły odpowiedni 

materiał do badań nad wewnątrzpłytkową dystrybucją tych nukleotydów zarówno u 

ludzi zdrowych jak i chorych na cukrzycę (Ryc. 5, 6, 7).  
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Zwiększone zużycie glukozy i wzrost aktywności enzymów związanych                   

z metabolizmem reszty acetylowej w mitochondriach krwinek płytkowych mogą 

zwiększać poziom acetylo-coA w mitochondriach, a tym samym szybkość cyklu 

kwasow trójkarboksylowych i syntezy ATP i ADP (Tabela 5, 6, 8 i 9, Ryc. 5, 6, 7). 

Istnienie znamiennej korelacji między stężeniem fruktozaminy, a poziomem ATP w 

nieaktywowanych płytkach krwi zarówno osób zdrowych jak i pacjentów z cukrzycą 

może być pośrednim dowodem na to, że istotnie, średnia wartość glikemii ma wpływ na 

zawartość ATP w płytkach krwi (Ryc. 8 A i B).  

Z drugiej strony przedstawione dane są sprzeczne z wynikami innych badaczy, którzy 

nie obserwowali zmian w poziomie płytkowego ATP i ADP w grupie dzieci z cukrzycą 

(Collier i wsp. 1986). Różnice te mogą wynikać z faktu, że autorzy ci izolowali płytki 

krwi na gradiencie Percollu, w środowisku zawierającym 10mM EDTA, podczas gdy w 

naszych doświadczenia stosowaliśmy standardowe wirowanie, przy 100xg w obecności 

0.1 mM EDTA (patrz str. 43). Z drugiej strony nasze wyniki są zgodne z doniesieniami 

wykazującymi, że we wrodzonych lub nabytych niedoborach energetycznych w 

krwinkach płytkowych można obserwować zmniejszenie puli ATP/ADP w 

ziarnistościach gęstych (Ryc. 17, 20, 26 A) (Akkerman i wsp. 1984, Leoncini i Maresca, 

1984).  

Obserwowany spadek poziomu ATP i ADP po aktywacji płytek krwi osób zdrowych     

i pacjentów z cukrzycą może wynikać z sekrecji obu nukleotydów z ziarnistości gęstych 

(Ryc. 5, 6, 19, 20). Natomiast całkowita zawartość ATP/ADP w krwinkach płytkowych 

wykazana w naszych doświadczeniach była sumą zarówno puli wydzielniczej 

(pęcherzykowej) jak i metabolicznej-mitochondrialnej i cytoplazmatycznej (Ryc. 5 i 6) 

(Leoncini i Maresca, 1984, Sanchez, 1985). Ilość ATP/ADP wydzielonego z krwinek 

płytkowych w trakcie ich aktywacji trombiną odpowiadać może wielkości puli 

pęcherzykowej/magazynowej (Ryc. 5, 6, 19 i 20). Natomiast frakcja nukleotydów, która 

pozostawała w płytkach po aktywacji odpowiadałaby sumie nukleotydów znajdujących 

się w przedziale mitochondrialnym i cytoplazmatycznym (Ryc. 5, 6, 19 i 20). 

Przedstawione dane wskazują, że zawartość ATP/ADP w puli wydzielniczej w płytkach 

pacjentów z cukrzycą była większa niż u osób zdrowych (Ryc. 5 i 6). Natomiast 

zawartość ATP/ADP w puli cytoplazmatycznej i mitochondrialnej nie była zwiększona, 

gdyż poziom ATP/ADP w zaktywowanych płytkach pacjentów z cukrzycą był podobny 

do poziomu tych nukleotydów u osób zdrowych (Ryc. 5 i 6).  
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Suma ATP i ADP wydzielonych z płytek krwi była równa ich sumarycznemu ubytkowi 

z płytek krwi. Wskazuje to na pełny odzysk wydzielonego ATP i ADP oraz, że w tych 

warunkach doświadczalnych nie dochodziło do ich rozpadu do AMP i adenozyny (Ryc. 

5 i 6). Może być to związane z tym, że w oczyszczonych preparatach płytek krwi nie 

stwierdza się enzymów degradujących ATP i ADP do AMP i adenozyny, pochodzących 

z leukocytów i erytrocytów (Stafford i wsp. 2003). Aktywność enzymów płytkowych 

związanych z rozkładem ATP takich jak: apyraza czy cyklaza adenylanowa jest zbyt 

niska do istotnej degradacji ATP i ADP (Ryc. 5 i 6) (Kotelba-Witkowska, 1984, Glenn  

i wsp. 2005, Heptinstall i wsp. 2005). Powyższe dane są zgodne z naszą hipotezą, że 

zwiększona aktywność krwinek płytowych u pacjentów z cukrzycą może wynikać ze 

zwiększonej dostępności acetylo-CoA, który w cytoplazmie może być substratem do 

produkcji tromboksanu A2/MDA i innych reaktywnych związków reagujących z 

kwasem tiobarbiturowym, a w mitochondriach, prekursorem cytrynianu-substratu cyklu 

kwasów trójkarboksylowych. Zwiększona synteza ATP/ADP w mitochondriach może 

powodować przyśpieszenie ich transportu do cytoplazmy, a następnie akumulacji w 

ziarnistościach gęstych. Wskutek tego, w trakcie aktywacji dochodziłoby do 

zwiększenia sekrecji ATP/ADP i nadmiernej agregacji krwinek płytkowych w 

przebiegu cukrzycy (Tabela 8, Ryc. 9). Dodatkowo, zwiększone wydzielanie ATP z 

płytek pacjentów z cukrzycą może wzmacniać agregację poprzez rozpad ATP do ADP 

katalizowany przez ekto-ATP-azy obecne na powierzchni płytek. Wskazuje na to 

ujemny odzysk wydzielonego ATP i dodatni odzysk dla ADP (Ryc. 5 i 6). Co więcej, 

ATP może bezpośrednio aktywować płytki przez pobudzenie receptora P2X1 i 

zwiększenie wychwytu serotoniny (Gachet i wsp. 2006, Morimoto i wsp. 1996). 

Mogłoby to tłumaczyć istnienie silniejszej korelacji pomiędzy ATP, a nie ADP a 

funkcją krwinek płytkowych pacjentów z cukrzycą (Tabela 12 i 13).  

Suramina jest niespecyficznym antagonistą receptorów purynergicznych (Park i 

Hourani, 1999, Watling, 2001). Zahamowanie przez trombinę wzrostu akumulacji 

TBARS i agregacji przez trombinę w obu grupach doświadczalnych wskazuje, że 

pobudzenie receptorów purynergicznych przez wydzielone ATP/ADP stanowi istotny 

element dodatniego sprzężenia w wywołanej trombiną aktywacji krwinek płytkowych 

(Ryc. 13 A, B, C, D) (Gachet i wsp. 2006, Holinstat i wsp. 2006, Kahner i wsp. 2006). 

W płytkach krwi pacjentów z cukrzycą zwiększenie puli ATP/ADP w ziarnistościach 

wydzielniczych, indukowane przez zwiększony metabolizm acetylo-CoA w 

mitochondriach, bierze udział w ich nadmiernej aktywności (Ryc. 3, 5, 6, 7, 9, 10, 
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Tabela 5, 8, 9). Tym samym nadmiar ATP/ADP może być istotnym elementem 

mechanizmu zwiększonej reaktywności krwinek płytkowych w cukrzycy. Jednakże 

suramina nie znosiła całkowicie aktywującego efektu trombiny co może świadczyć o 

tym, że część aktywności pobudzonych płytek zależy od innych dróg metabolicznych 

niezależnych od receptorów purynergicznych (Ryc. 13 A, B, C, D). Suramina nie 

odwracała całkowicie aktywowanego przez trombinę spadku poziomu ATP w płytkach, 

który pozostawał poniżej wartości obserwowanej w płytkach krwi w warunkach 

spoczynkowych (Ryc. 13 A). Nie hamowała również całkowicie aktywacji syntezy 

TBARS przez trombinę (Ryc. 13 A i D). Wskazuje to, że poza pobudzeniem receptorów 

purynergicznych przez ATP inne mechanizmy były zaangażowane w powstawanie 

nadmiernej aktywacji płytek krwi w cukrzycy. Wydaje się, że aktywacja receptora 

purynergicznego w aktywowanych trombiną płytkach krwi osób  z cukrzycą była 

dwukrotnie większa niż w płytkach osob zdrowych  (Ryc. 13 A, C i D). Świadczy o tym 

fakt, że suramina powodowała dwukrotnie wyższe odwrócenie spadku zawartości ATP 

w aktywowanych trombiną płytkach osób z cukrzycą niż w płytkach osób zdrowych 

(Ryc. 13 A). Natomiast brak wpływu suraminy na poziom ATP, ADP oraz agregację i 

akumulację TBARS w nieaktywowanych krwinkach płytkowych obu grup może 

wynikać z minimalnej sekrecji ATP i ADP z ziarnistości płytek krwi w warunkach 

spoczynkowych (Ryc. 5, 6, 13 A, B, C, D). Z drugiej strony obserwowany przez nas 

brak wpływu klopidogrelu in vitro na aktywność płytek można wytłumaczyć tym, że 

jest on nieaktywną substancją, która musi być metabolizowana in vivo do aktywnego 

antagonisty przez enzymy mikrosomalne wątroby (Pereillo i wsp. 2002, dane nie 

publikowane). Przedstawione dane świadczą o tym, że zwiększona akumulacja i 

wydzielanie ATP/ADP w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą ma istotny wpływ na 

ich zwiększoną aktywność w cukrzycy. 

 

6.5. Wpływ cukrzycy na funkcję krwinek płytkowych 

6.5.1. Wpływ cukrzycy na agregację krwinek płytkowych 

Obserwowany przez nas wzrost agregacji spoczynkowej i po aktywacji trombiną jest 

zgodny z doniesieniami innych autorów (Tabela 8, Ryc. 9) (Iwase i wsp. 1998, Watała i 

wsp. 1996, Winocour, 1992, 1994, Vericel i wsp. 2004). Fakt istnienia dodatniej 

korelacji pomiędzy stężeniem fruktozaminy, a poziomem acetylo-CoA oraz agregacją 

spontaniczną i po trombinie w krwinkach płytkowych osób z cukrzycą wskazywałaby 

na istotną rolę glikacji białek płytek krwi w indukowaniu ich nadmiernej aktywności 
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(Tabela 10 i 11). Świadczy to o tym, że to hiperglikemia, a nie cholestrol całkowity, 

LDL czy triglicerydy miały istotny wpływ na modyfikację funkcji krwinek płytkowych 

(Tabela 1, 8, 9, Ryc. 9 i 10). Wskazuje na to fakt, że w obu typach cukrzycy niezależnie 

od poziomu lipidów w osoczu dystrybucja i średnia wartość agregacji spontanicznej i 

aktywowanej trombiną były podobne (Ryc. 9, Tabela 1 i 8).  

Istnienie znamiennej korelacji pomiędzy poziomem acetylo-CoA, a aktywowaną 

trombiną agregacją płytek krwi obu grup cukrzyków potwierdza znaczenie tego 

metabolitu w regulacji ich funkcji (Tabela 11). Istnieje także korelacja między agregacją 

a poziomem ATP w płytkach (Tabela 12 i 13). Dlatego można sądzić, że agregacja 

płytek krwi jest wypadkową zmian ich metabolizmu energetycznego zależnego od 

dostępności acetylo-CoA w mitochondriach (Tabela 5). Wskazuje na to istnienie 

korelacji pomiędzy poziomami ATP/ADP i sumą ATP+ADP, a agregacją spoczynkową 

i aktywowaną trombiną (Tabela 12). Zwiększona agregacja płytek krwi pacjentów z 

cukrzycą jest związana ze wzrostem wewnątrzpłytkowego poziomu obu nukleotydów 

(Tabela 8, Ryc. 5, 6, 9). Świadczy o tym również znamienna korelacja pomiędzy ilością 

wydzielonego z płytek krwi pacjentów z cukrzycą ATP i sumy ATP+ADP, a agregacją 

w obecności trombiny (Tabela 13). Dane dotyczące hamującego wpływu suraminy na 

wydzielanie ATP/ADP i agregację krwinek płytkowych potwierdzają naszą hipotezę o 

zależności funkcji płytek od wydzielonych z ich ziarnistości nukleotydów purynowych 

(Ryc. 13 A, B, C). Wiadomo bowiem, że egzogenne nukleotydy ATP i ADP indukują 

aktywację krwinek płytkowych zależnie od stężenia (Heptinstall i wsp. 2005). Zgodnie 

z tym doniesieniem, zależność ta ujawniała się szczególnie wyraźnie przy nadmiernej 

akumulacji endogennego ATP/ADP w płytkach pacjentów z cukrzycą (Tabela 10 i 11, 

Ryc. 5, 6, 7). 

 

6.5.2. Wpływ cukrzycy na akumulację TBARS 

Wzrost akumulacji TBARS w cukrzycy odzwierciedla wzrost syntezy TBARS, który 

jest metabolitem powstającym w równomolowych ilościach z TXA2 (Makris i wsp. 

1985). Zmiany syntezy TBARS są proporcjonalne do zmian syntezy MDA i innych 

peroksydowanych związków w płytkach krwi reagującymi z kwasem tiobarbiturowym. 

Dlatego obserwowany przez nas wzrost akumulacji TBARS w płytkach pacjentów z 

cukrzycą odzwierciedla jednocześnie zwiększenie syntezy TXA2 i MDA.  

Przewlekła hiperglikemia może być jednym z istotnych czynników odpowiedzialnych 

za wzrost akumulacji TBARS w płytkach osób z cukrzycą zarówno w warunkach 
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spoczynkowych, jak i po aktywacji trombiną (Ryc. 10). Świadczy o tym znamienna 

korelacja pomiędzy stężeniem fruktozaminy w osoczu, a akumulacją TBARS w 

płytkach krwi obu grup doświadczalnych (Tabela 9 i 10, Ryc. 10). Dane te są zgodne z 

innymi pracami wykazującymi aktywujący wpływ cukrzycy na syntezę TXA2, 

peroksydowanych lipidów i czynników aktywujących płytki krwi (Angiolillo i wsp. 

2006, Brownlee, 1994, Halushka i wsp. 1997, Vericel i wsp. 2004). Obserwowali oni 

również korelację pomiędzy stężeniem HbA1c i TXA2 we krwi pacjentów z cukrzycą 

(Noberasco i wsp. 1991).  

Z drugiej strony inni autorzy wykazywali obniżenie wewnątrzpłytkowej akumulacji 

MDA u pacjentów z cukrzycą (Zozulińska i Zawilska, 1991). Sugerowali oni, że 

zjawisko to może być związane z występowaniem u pacjentów z cukrzycą zaburzeń 

lipidowych niezależnych od hiperglikemii oraz z różnego stopnia kontroli glikemii 

(Zozulińska i Zawilska, 1991). Ostatnie doniesienia wykazują zależność między 

hiperlipidemią, a akumulacją TBARS (Palmieri i wsp. 2006).  

Nasze badania wykazały jednak, że wartości średnie i dystrybucja wyników akumulacji 

TBARS w płytkach krwi były podobne dla obu typów cukrzycy, mimo występujących 

między nimi różnic parametrów gospodarki lipidowej (Tabela 1, Ryc. 10). Może to 

wynikać z faktu, że nasze doświadczenia były prowadzone na płytkach wyizolowanych 

z osocza, co eliminowało ewentualny udział egzogennych lipidów osoczowych             

w modyfikacji funkcji krwinek płytkowych. W tych warunkach akumulacja TBARS w 

nieaktywowanych płytkach krwi, jak i po ich aktywacji zależała bowiem wyłącznie od  

zmian wewnątrzpłytkowego metabolizmu glukozy. Świadczy o tym obserwowana przez 

nas znamienna korelacja pomiędzy poziomem całkowitego acetylo-CoA, a akumulacją 

TBARS w płytkach osób z cukrzycą zarówno w warunkach spoczynkowych jak i po 

aktywacji trombiną (Tabela 11). Znamienność korelacji pomiędzy poziomem 

całkowitego acetylo-CoA i akumulacją TBARS była silniejsza niż korelacji pomiędzy 

poziomem acetylo-CoA, a agregacją płytek krwi zarówno bez, jak i po aktywacji 

trombiną (Tabela 11). Może to wynikać z faktu, że acetylo-CoA jest bezpośrednim 

prekursorem PAF i kwasów tłuszczowych, których peroksydacja zwiększa akumulację 

TBARS. Natomiast agregacja nie jest stymulowana bezpośrednio przez acetylo-CoA 

lecz przez zależny od niego wzrost poziomu (syntezy) ATP/ADP i lipidowych 

aktywatorów krwinek płytkowych (Ryc. 5, 6, 9, 10 Tabela 8, 9, 11). Świadczy o tym 

istnienie korelacji między poziomem ATP/ADP i sumą ATP i ADP oraz wydzielanem 

tych nukleotydów, a akumulacją TBARS w nieaktywowanych i aktywowanych 
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płytkach krwi osób z cukrzycą (Tabela 12). Hipotezę tą potwierdza też fakt,  że w 

płytkach osób z cukrzycą suramina powodowała ponad dwukrotnie większy spadek 

syntezy TBARS niż w płytkach osób zdrowych (Ryc. 13).  

 

6.6. Wpływ cukrzycy na poziom transportera glukozy Glut3 krwinek płytkowych 

Glukoza jest podstawowym substratem energetycznym, a Glut3 jest jej głównym 

transporterem do wnętrza krwinek płytkowych (Craik i wsp. 1995, Heijen i wsp. 1997). 

Krwinki płytkowe ssaków mają zdolność adaptacji do hiperglikemii poprzez 

zwiększenie transportu glukozy (Bashan i wsp. 1993, Khayat i wsp. 1998). Nasze 

wyniki wykazujące adaptacyjny wzrost aktywności enzymów związanych z 

metabolizmem reszty acetylowej i produkcją energii w krwinkach płytkowych ludzi z 

cukrzycą są zgodne z tymi doniesieniami (Tabela 5 i 6). Z drugiej strony całkowity 

poziom transportera Glut3 w krwinkach płytkowych pacjentów z cukrzycą nie ulegał 

podwyższeniu (Ryc. 11 i 12). Ta sprzeczność może wynikać z faktu, że przedstawione 

tu badania nie uwzględniały dystrybucji białka transportera Glut3 między błonami 

plazmatycznymi i strukturami wewnątrzpłytkowymi (Ryc. 11 i 12). Wiadomo bowiem, 

że w płytkach nieaktywowanych około 75% transporterów Glut3 znajduje się w 

ziarnistościach alfa (Craik i wsp. 1995, Heijen i wsp. 1997). Aktywacja krwinek 

płytkowych trombiną prowadzi do eksternalizacji transportera i zwiększenia napływu 

glukozy do ich wnętrza (Craik i wsp. 1995, Heijen i wsp. 1997). Można jedynie 

przypuszczać, że aktywacja trombiną płytek krwi pacjentów z cukrzycą będzie 

powodować znacznie większą niż w płytkach osób zdrowych eksternalizację 

transportera Glut3 i tym samym przyśpieszy zużycie glukozy (Bashan i wsp. 1993, 

Khayat i wsp. 1998). Takie badania nie zostały jak dotąd wykonane.  

Istnieją dane, że w krwinkach płytkowych obecny jest jeszcze inny dodatkowy 

mechanizm regulacji transportu glukozy (Ferreira i wsp. 2005). Wiadomo bowiem, że 

napływ glukozy w aktywowanych trombiną krwinkach płytkowych jest regulowany 

przez kinazę białkową B, dla której przy fizjologicznych stężeniach glukozy insulina 

staje się inhibitorem. Dlatego przy względnym lub bezwzględnym niedoborze insuliny              

w cukrzycy napływ glukozy do wnętrza krwinek płytkowych mógłby być zwiększony 

(Ferreira i wsp. 2005). Zwiększony napływ glukozy do wnętrza megakariocytów 

prowadziłby do wzrostu aktywności PDH i innych enzymów metabolizmu acetylo-CoA 

(Tabela 6, Ryc. 14). Weryfikacja tej hipotezy wymagałaby zbadania wewnątrzpłytkowej 

dystrybucji transporterów Glut3 i wykazania ich związku ze zmianami metabolizmu 
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acetylo-CoA w płytkach krwi w przebiegu cukrzycy. 

  

6.7. Wpływ L-karnityny na metabolizm energetyczny i funkcję krwinek płytkowych 

L-karnityna zwiększa podaż acetylo-CoA do syntezy kwasów tłuszczowych w wątrobie 

oraz acetylocholiny w mózgu szczura poprzez aktywację jego transportu z przedziału 

mitochondrialnego do cytoplazmatycznego za pośrednictwem acetylotransferazy 

karnitynowej (Bremer, 1983, Giret i Villanueva. 1981, Ricny i wsp. 1992). L-karnityna 

w obecności glukozy nie miała jednak istotnego wpływu na poziom acetylo-CoA i 

funkcję krwinek płytkowych osób zdrowych (Ryc. 28, 29, 30 i 31). Stwierdzony przez 

nas brak wpływu L-karnityny na płytki osób zdrowych może świadczyć o tym, że droga 

transportu acetylo-CoA poprzez acetylotransferazę karnitynową nie odgrywa roli w 

regulacji funkcji płytek krwi w warunkach fizjologicznych (Ryc. 28, 29, 30, 31). Dane 

te są zgodne z doniesieniami innych autorów, którzy wykazali brak wpływu propionylo-

L-karnityny na syntezę PAF i metabolizm kwasu arachidonowego w płytkach osób 

zdrowych (Pignatelli i wsp. 2003, Triggiani i wsp. 1999). Pozwala to sądzić, że ta droga 

transportu acetylo-CoA jest w warunkach fizjologicznych nieaktywna, pomimo 

obecności aktywności acetylotransferazy karnitynowej. Może to wynikać z faktu, że 

przy fizjologicznym stężeniu acetylo-CoA  w krwinkach płytkowych jest on zużywany 

głównie w cyklu kwasów trójkarboksylowych i nie jest dostępny dla acetylotransferazy 

karnitynowej. Maksymalny, 81 % wzrost poziomu acetylo-CoA w płytkach pacjentów z 

cukrzycą był obserwowany przy 2.5 mM stężeniu L-karnityny. Natomiast fizjologiczne 

stężenia L-karnityny w tkance mózgowej było nieco niższe i wynosiło średnio 0.75 

µmol/g, a w mięśniach szkieletowych 1.64 µmol/g. W surowicy krwi stężenie L-

karnityny waha się od 21 do 67 µmol/l (Ryc. 28) (Angelini i wsp. 1992, Haeckel i wsp. 

1990). Jednak już 50 µmolowe,  stężenie L-karnityny odpowiadające jej poziomowi w 

płynie pozakomórkowym powodowało 19 % wzrost poziomu acetylo-CoA w płytkach 

krwi pacjentów z cukrzycą (Ryc. 28). Stąd można wnioskować, że odkryte przez nas 

zjawisko, może mieć istotne znaczenie w patomechanizmie nadmiernej reaktywności 

krwinek płytkowych in vivo w przebiegu cukrzycy. Fakt, że L-karnityna zwiększała 

poziom całkowitego i cytoplazmatycznego acetylo-CoA w płytkach osób z cukrzycą w 

środowisku zawierającym glukozę może świadczyć o tym, że przewlekła hiperglikemia 

aktywuje przepływ reszt acetylowych przez drogę acetylo-transferazy karnitynowej 

(Ryc. 28, 29). Jednak cukrzyca powodowała aż 4 krotny wzrost poziomu acetylo-CoA 

w cytoplazmie płytek krwi przy zaledwie 20% zwiększeniu aktywności 
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acetylotransferazy karnitynowej (Ryc. 28 i 29) (Skibowska, 2000). Sugeruje to, że nie 

tyle wzrost aktywności acetylo-transferazy karnitynowej, a zwiększenie dostępności 

acetylo-CoA dla tego enzymu w mitochondriach może przyśpieszać jego transport do 

przedziału cytoplazmatycznego (Ryc. 29). Za takim wyjaśnieniem tego zjawiska 

przemawia fakt, że poziom acetylo-CoA w mitochondriach krwinek płytkowych 

pacjentów z cukrzycą był o 69% wyższy niż w grupie osób zdrowych i ulegał 

podwyższeniu o dalsze 27%  w obecności L-karnityny (Tabela 5, Ryc. 29). Zgodnie z 

naszą hipotezą zwiększenie przez L-karnitynę agregacji i akumulacji TBARS w 

nieaktywowanych krwinkach płytkowych pacjentów z cukrzycą mogło być związane ze 

zwiększoną dostępnością acetylo-CoA w przedziale cytoplazmatycznym (Tabela 5, 

Ryc. 29, 30 i 31). Co więcej, dane te wskazują, że wysoki poziom cytoplazmatycznego 

acetylo-CoA w warunkach spoczynkowych może być przyczyną zwiększonej 

odpowiedzi krwinek płytkowych pacjentów z cukrzycą na trombinę (Tabela 8, 9, Ryc. 

9, 10, 29, 30 i 31). Aktywacja krwinek płytkowych pacjentów z cukrzycą przez 

trombinę powodowała spadek poziomu acetylo-CoA do poziomu wykazywanego u 

ludzi zdrowych (Tabela 5). Może to świadczyć o zużyciu ,,nadmiaru’’ acetylo-CoA 

przy nadmiernej aktywacji krwinek płytkowych w cukrzycy (Tabela 5, 8, 9 Ryc. 3, 9, 

10, 28-31). Interpretacja taka jest zgodna z wykazanymi  w tej pracy znamiennymi 

korelacjami pomiędzy poziomem acetylo-CoA, a akumulacją TBARS i agregacją płytek 

krwi pacjentów z cukrzycą (Tabela 11).  

Dane te są niezgodne z doniesieniami innych autorów (Pignatelli i wsp. 2003). 

Wykazali oni, że przyjmowanie propionylo-L-karnityny przez pacjentów z cukrzycą 

powodowało zahamowanie agregacji płytek krwi aktywowanych kolagenem poprzez 

zmniejszenie szybkości utleniania kwasu arachidonowego i syntezy reaktywnych form 

tlenu (Pignatelli i wsp. 2003). Rozbieżność ta może wynikać z faktu, że nasze badania z 

L-karnityną były  wykonywane  w warunkach in vitro, z użyciem trombiny, a nie 

kolagenu jako aktywatora (Ryc. 30 i 31). Nasze badania są natomiast zgodne z pracami, 

które wykazywały zmniejszenie agregacji płytek krwi in vitro przez inhibitory acylo-

transferazy karnitynowej I. Ich autorzy sugerowali, że wzrost metabolizmu acylo-

karnityny może raczej zwiększać, a nie zmniejszać aktywność krwinek płytkowych 

(Willoughby i wsp. 1998). Wydaje się, że zbadanie wpływu tych inhibitorów na poziom 

acetylo-CoA w płytkach osób z cukrzycą in vitro mogłoby  zweryfikować naszą teorię o 

zwiększonym przepływie tego metabolitu poprzez drogę acetylo-transferazy 

karnitynowej w cukrzycy. Z drugiej strony, zwiększenie przez L-karnitynę poziomu 
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acetylo-CoA w cytoplazmie i zwiększenie aktywności płytek krwi pacjentów z cukrzycą 

stanowi pośredni dowód na istnienie aktywacji tego transportu przez błonę 

mitochondrialną (Ryc. 29, 30 i 31).  

Brak wpływu L-karnityny na poziom ATP w krwinkach płytkowych obu badanych grup 

może wynikać z tego, że stymuluje ona głównie transport acetylo-CoA do cytoplazmy 

(Tabela 16). Świadczy to o tym fakt, że w płytkach pacjentów z cukrzycą, L-karnityna 

powodowała wyższy, względny wzrost acetylo-CoA w cytoplazmie niż w 

mitochondriach (Ryc. 29). Przedstawione dane pozwalają na przybliżoną ocenę wpływu 

L-karnityny na wielkość przyrostu puli acetylo-CoA w poszczególnych przedziałach 

komórkowych krwinek płytkowych (Ryc. 30). Zawartość białka mitochondrialnego w 

płytkach krwi stanowi tylko 25 % białka całkowitego płytek (Tabela 4). Dlatego w 

liczbach bezwzględnych, L-karnityna powodowała sześciokrotnie większy przyrost 

pozamitochondrialnej niż mitochondrialnej puli acetylo-CoA (Ryc. 29). Wskazuje to, że 

w krwinkach płytkowych pacjentów z cukrzycą, tak jak i w innych tkankach, L-

karnityna zwiększa transport acetylo-CoA do cytoplazmy (Ryc. 29) (Bremer, 1983). Z 

drugiej strony wzrost poziomu acetylo-CoA w mitochondriach płytek krwi pacjentów z 

cukrzycą może wynikać z przyśpieszenia przez L-karnitynę transportu wolnych kwasów 

tłuszczowych do mitochondriów, gdzie w procesie β-oksydacji dostarczałby one 

dodatkowych ilości acetylo-CoA. Ta dodatkowa zależna od L-karnityny pula 

mitochondrialnego acetylo-CoA w płytkach krwi pacjentów z cukrzycą byłaby przy tym 

dostępna dla acetylotransferazy karnitynowej i transportowana głównie do przedziału 

cytoplazmatycznego (Ryc. 29). O niedostępności puli mitochondrialnego acetylo-CoA 

zależnego od L-karnityny dla cyklu kwasów trójkarboksylowych świadczyłby również 

fakt, że związek ten nie zwiększał poziomu acetylo-CoA i ATP w płytkach, w których 

aktywność PDH została zahamowana przez 3-BrPG (Tabela 17). Tak więc podawanie 

L-karnityny pacjentom z cukrzycą może mieć efekt uboczny w postaci zwiększenia 

tendencji krwinek płytkowych do aktywacji. Ewentualne korzystne działanie tego 

związku może wiązać się z poprawą metabolizmu energetycznego innych tkanek takich 

jak: mięśnie, tkanka tłuszczowa i wątroba. Istotnym pozytywnym efektem byłoby 

również przyśpieszenie spalania kwasów tłuszczowych w procesie mitochondrialnej i 

mikrosomalnej  β-oksydacji (Bremer, 1983). 
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6.8. Wpływ inhibitorów przemian energetycznych na funkcję krwinek płytkowych 

6.8.1. Wpływ 3-bromopirogronianu na przemiany energetyczne i funkcję krwinek 

plytkowych 

Inhibicja PDH hamowała szereg dróg metabolicznych i funkcję w różnych tkankach, 

które zależą od podaży acetylo-CoA do cytoplazmy (Bielarczyk i Szutowicz, 1989, 

Burton i wsp. 1995, Dutschke i wsp. 1994). I tak, inhibicja PDH hamowała syntezę         

i wydzielanie acetylocholiny w neuronach cholinergicznych (Bielarczyk i Szutowicz, 

1989, Burton i wsp. 1995). Istotnym następstwem inhibicji było również ograniczenie 

dostępności acetylo-CoA dla cyklu kwasów trójkarboksylowych i obniżenie zawartości 

ATP w komórkach (Bielarczyk i Szutowicz, 1989, Burton i wsp. 1995, Dutschke i wsp. 

1994). Płytki krwi posiadają duże pule pozamitochondrialnego ATP/ADP, które są 

zgromadzone w ziarnistościach wydzielniczych i spełniają istotną rolę w ich aktywacji  

i agregacji (White, 2002). Przedstawione w tej pracy doświadczenia z użyciem 

inhibitorów mitochondrialnego metabolizmu acetylo-CoA miały na celu wykazanie 

współzależności między jego syntezą i zużyciem acetylo-CoA w mitochondriach, a 

funkcją płytek krwi w cukrzycy (Ryc. 14, 15, 17, 18, 21 i 22, Tabela 14).  

Inhibicyjny wpływ 3-BrPG na aktywność PDH w krwinkach płytkowych osób 

zdrowych i z cukrzycą  jest  zgodny z doniesieniami innych autorów (Ryc.14). 

Wykazali oni podobne działanie tego związku na aktywność PDH w komórkach 

neuronalnych i nowotworowych (Bielarczyk i Szutowicz, 1989, Burton i wsp. 1995, 

Dutschke i wsp. 1994).  

Dwufazowy charakter krzywych inhibicji PDH przez 3-BrPG świadczy o istnieniu 

przynajmniej dwóch miejsc wiążących, odpowiednio o wysokim i niskim 

powinowactwie do tego inhibitora (Ryc. 14 A, B i C). Przypuszczalnie miejsca te są 

zlokalizowane odpowiednio na podjednostkach E1 i E2  kompleksu PDH (Apfel i wsp. 

1984, Lowe i Perham, 1984). I tak, w płytkach krwi jedno z miejsc wiążących miało 

wysokie powinowactwo (Ki=0.03, Ryc. 14 C), zaś drugie- niskie powinowactwo 

(Ki=0.75) do 3-BrPG (Ryc. 14 B). Nasze doświadczenia nie pozwalają jednak na 

identyfikację, która z podjednostek cechuje się niskim, a która wysokim 

powinowactwem do tego inhibitora. Podobne wartości Ki  dla miejsc o wysokim i 

niskim powinowactwie 3-BrPG do PDH płytek osób zdrowych i z cukrzycą wskazują, 

że przewlekła hiperglikemia i ewentualna glikacja białek płytkowych nie modyfikowały 

powinowactwa enzymu do tego inhibitora (Tabela 1, Ryc. 2, 14). Jednakże 3-BrPG miał 

większy inhibicyjny wpływ na aktywność tego enzymu w płytkach osób z cukrzycą niż 
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u osób zdrowych (Ryc. 14). Może to wynikać z faktu, że wobec wyższej aktywności 

PDH w płytkach krwi pacjentów z cukrzycą, podobna procentowo inhibicja aktywności 

przez 3-BrPG dawała większy bezwzględny spadek aktywności PDH (Ryc. 14). W 

rezultacie przy wysokich stężeniach 3-BrPG aktywności PDH w obu badanych grupach 

stawały się porównywalne (Ryc. 14). Świadczy to o tym, że ,,nadmiar’’ acetylo-CoA w 

płytkach pacjentów z cukrzycą jest spowodowany zwiększoną aktywnością tego 

enzymu (Tabela 5, Ryc. 3 i 14).  

W płytkach osób zdrowych w warunkach spoczynkowych, 3-BrPG w stężeniu 0.1mM 

powodował spadek poziomu acetylo-CoA jedynie we frakcji mitochondrialnej 

natomiast w płytkach osób z cukrzycą zarówno we frakcji mitochondrialnej jak              

i cytoplazmatycznej (Tabela 14). Wyraźniejszy supresyjny wpływ 3-BrPG na poziom 

acetylo-CoA w płytkach osób z cukrzycą  można tłumaczyć większą wrażliwością PDH 

na ten inhibitor (Tabela 14). Poprzez ograniczenie syntezy acetylo-CoA                  

w mitochondriach, 3-BrPG ograniczałby  wtórnie poziom cytoplazmatycznego acetylo-

CoA wskutek zmniejszenia jego dostępności dla układów jego transportu przez błonę 

mitochondrilaną (Tabela 5 i 14, Ryc. 3). W płytkach krwi aktywowanych trombiną 

zanik lub zmniejszenie supresyjnego działania 3-BrPG na poziom acetylo-CoA wynika 

z faktu, że już sama aktywacja powodowała przesunięcie tego metabolitu z 

mitochondriów do cytoplazmy i jego zużycie w procesach aktywacji. Tym samym nie 

dochodziło do dalszego obniżenia acetylo-CoA przez 3-BrPG (Tabela 14). Obniżenie 

przez 3-BrPG zawartości ATP w płytkach krwi obu grup zarówno w warunkach 

spoczynkowych, jak i po aktywacji oraz spadek ilości wydzielanego ATP z 

aktywowanych płytek krwi może świadczyć o tym, że cykl kwasów trójkarboksylowych 

pełni ważną rolę w syntezie płytkowego ATP i jego transporcie do puli wydzielniczej    

(Ryc. 5, 7, 16 i 19). Fakt, że po 3-BrPG spadek ATP był dwukrotnie większy w 

płytkach osób z cukrzycą niż w płytkach osób zdrowych przemawia za jego istotną rolą 

w odpowiedzi płytek krwi na hiperglikemię (Tabela 1, Ryc. 5, 7, 16, 19). 

Obserwowany 40% spadek poziomu ATP w nieaktywowanych krwinkach płytkowych 

osób zdrowych w obecności 3-BrPG jest zgodny z obserwacjami innych autorów, 

którzy wykazali, że cykl kwasów trójkarboksylowych i sprzężony z nim łańcuch 

oddechowy dostarczają około 50% płytkowego ATP (Ryc. 19) (Brown i wsp. 1999).     

Z kolei ponad 60% spadek poziomu ATP w płytkach pacjentów z cukrzycą po dodaniu 

3-BrPG świadczy o tym, że patologia ta powoduje znacznie większe uzależnienie 

syntezy tego metabolitu od utleniania acetylo-CoA w cyklu kwasów 
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trójkarboskylowych (Ryc. 19). Zgodnie z tym, odpowiednio wysoka inhibicja agregacji 

i akumulacji TBARS w płytkach pacjentów z cukrzycą przez 3-BrPG, świadczy o tym, 

że wzrost tych parametrów w cukrzycy zależy od wzmożonej produkcji acetylo-CoA 

przez PDH i związanej z tym aktywacji syntezy ATP (Ryc. 16-19, 21 i 22). Dane te 

pozostają również w zgodzie z doniesieniami, wykazującymi brak wpływu 3-BrPG na 

szybkość szlaku glikolitycznego, który w płytkach krwi dostarcza około 50% 

syntetyzowanego ATP (Brown i wsp. 1994, Ramsey i wsp. 2006). Brak wpływu 3-

BrPG na poziom i uwalnianie ADP w nieaktywowanych płytkach krwi obu badanych 

grup może świadczyć o tym, że jego poziom jest bardziej stabilny niż ATP i nie zależy 

od krótkoterminowych zmian produkcji energii w płytkach krwi (Ryc. 20). Może to 

również wynikać z faktu, że przy zahamowaniu metabolizmu acetylo-CoA, część ATP 

ulegała prawdopodobnie rozłożeniu do ADP (Heptinstall i wsp. 2005). 

Wcześniejsze dane sugerują, że ilość ATP zsyntetyzowanego w cyklu glikolitycznym 

wydaje się być wystarczająca do agregacji wywołanej trombiną (Tomasiak i wp. 2004). 

Nie jest to zgodne z obserwowaną przez nas inhibicją przez 3-BrPG agregacji                 

i akumulacji TBARS w aktywowanych trombiną płytkach osób zdrowych (Ryc.17, 18, 

21, 22). Glikoliza nie zabezpieczała 50% funkcji płytek osób z cukrzycą, w których 

spadek agregacji po zastosowaniu 3-BrPG był dwukrotnie wyższy niż w płytkach osób 

zdrowych (Ryc. 18 i 21). Nasze badania wykazały bowiem, że w nieaktywowanych 

krwinkach płytkowych osób zdrowych przy 30% spadku ATP obserwowano podobny 

stopień spadku agregacji i akumulacji TBARS (Ryc. 16-18, 19, 21 i 22). Wskazuje to, 

że przynajmniej w 30% funkcja płytek krwi osób zdrowych zależy od procesów 

oksydacyjnych. Co więcej, w nieaktywowanych płytkach krwi pacjentów z cukrzycą 

zahamowanie utleniania pirogronianu przez 3-BrPG powodowało znacznie większy 

spadek zawartości ATP i odpowiednią do tego inhibicję agregacji spoczynkowej i 

akumulacji TBARS (Ryc. 16-19, 21 i 22). Natomiast w aktywowanych krwinkach 

płytkowych, 3-BrPG powodował 80% spadek całkowitego poziomu ATP, zarówno u 

osób zdrowych, jak i z cukrzycą, powodując jednocześnie relatywnie mniejszy spadek 

agregacji i akumulacji TBARS (Ryc. 19, 21 i 22). Z drugiej strony spadek agregacji i 

akumulacji TBARS w płytkach pacjentów z cukrzycą był ponad dwa razy większy niż 

w płytkach osób zdrowych. Mogło to być spowodowane tym, że nadmiernie 

zwiększona funkcja zależała głównie od syntezy ATP w cyklu kwasów 

trójkarbosylowych (Tabela 6, Ryc. 19, 21 i 22). Należy wziąć również pod uwagę 

możliwość, że inhibicja funkcji płytek przez 3-BrPG mogła wynikać z zahamowania 
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przez ten inhibitor wydzielania ATP niezależnie od tego czy pochodził on ze szlaku 

glikolizy czy cyklu kwasów trójkarboksylowych (Tabela 6, Ryc. 19, 21, 22).  

 

6.9. Wpływ 3-nitropropionianu na metabolizm energetyczny i funkcję krwinek 

płytkowych 

Cukrzyca nie powodowała wzrostu aktywności dehydrogenazy bursztynianowej (SDH) 

w krwinkach płytkowych (Ryc. 23). Wskazuje to, że poziom tego enzymu nie podlega 

zmianom adaptacyjnym pod wpływem przewleklej hiperglikemii. Tym samym SDH nie 

odgrywałaby istotnej roli w mechanizmie zwiększonej aktywności płytek krwi w 

cukrzycy. Wskazuje na to również fakt, że 10mM 3-NPA, który powodował 

zahamowanie aktywności SDH nie wpływał na funkcję krwinek płytkowych. 

Równoczesny nieznaczny wzrost poziomu acetylo-CoA mógł wynikać z jego 

zmniejszonego zużycia w cyklu kwasów trójkarboksylowych przy niezmienionej 

syntezie przez PDH (Greene i wsp. 1998, Zeevalk i wsp. 1995) (Ryc. 23-27). Fakt, że 

wywołany przez 3-NPA względny wzrost poziomu acetylo-CoA w płytkach obu 

badanych grup był podobny, przemawia za tym, że SDH nie bierze udziału w 

powstawaniu zwiększonej puli ATP w płytkach cukrzycowych (Ryc. 24). Brak 

istotnego wpływu 3-NPA na funkcję krwinek płytkowych, może również wynikać z 

tego, że spadkowi poziomu ATP towarzyszył jednocześnie wzrost poziomu ADP (Ryc. 

25 A i B, 26 i 27). Tym samym pula nukleotydów zaangażowanych w aktywację 

receptorów purynergicznych nie uległa zmianie w obecności 3-NPA. Pozwalałoby to na 

utrzymanie stałego poziomu agregacji i akumulacji TBARS w obecności tego inhibitora 

(Ryc. 27 i 28). W płytkach aktywowanych obu grup doświadczalnych czynnikiem 

sprzyjającym podtrzymywaniu funkcji płytek w obecności 3-NPA był również 

nieznaczny wzrost stężenia acetylo-CoA (Ryc. 25, 27 i 28). Utrzymywałoby to 

przypuszczalnie pulę lipidowych aktywatorów płytek krwi na niezmienionym poziomie 

(Ryc. 26 i 27). Dane te wskazują, że etap dehydrogenazy bursztynianowej nie odgrywa 

roli w mechanizmie powstawania zwiększonej aktywności płytek krwi w cukrzycy 

(Tabela 5, 8 i 9, Ryc. 23, 26 i 27). 

 

6.10. Wpływ inhibitorów liazy ATP-cytrynianowej na metabolizm i funkcję krwinek 

płytkowych 

Badania porównawcze przeprowadzone na krwinkach płytkowych osób chorych na 

cukrzycę i zdrowych z użyciem inhibitorów liazy ATP-cytrynianowej ((-)HC i SB- 
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204990) wykazały, że wydajność tej drogi metabolicznej transportu reszt acetylowych 

zwiększa się w przebiegu cukrzycy (Tabela 17). Są one zgodne z badaniami wiążącymi 

aktywację płytek krwi z transportem acetylo-CoA do cytoplazmy (Tabela 5, 8, 9, Ryc. 

29, 30 i 31). Wzrost aktywności liazy ATP-cytrynianowej może  być zarówno 

wynikiem posttranslacyjnej modyfikacji, jak i zwiększonej syntezy (Pearce i wsp. 1997, 

Skibowska, 2000). Zgodnie z przewidywaniami zarówno SB jak i (-)HC hamowały 

aktywność liazy ATP-cytrynianowej w homogenatach płytek krwi obu badanych grup 

(Tabela 17). Powyższe obserwacje są zgodne z wynikami badań wykazującymi spadek 

poziomu acetylo-CoA i wzrost akumulacji cytrynianu w zakończeniach nerwowych 

mózgu i wątrobie w obecności (-)HC (Bielarczyk i Szutowicz, 1989, Szutowicz i 

Angielski, 1970, Pearce i wsp. 1998).  

Pozostaje jednak niewyjaśnionym fakt, dwukrotnie większej inhibicji aktywności liazy 

ATP-cytrynianowej w płytkach cukrzycowych przez SB (Tabela 17). Wynik ten 

niezależnie od mechanizmu inhibicji wskazuje na to, że za podwyższenie poziomu 

cytoplazmatycznego acetylo-CoA w płytkach pacjentów z cukrzycą odpowiedzialny był 

wzrost aktywności liazy ATP-cytrynianowej (Tabela 5 i 17). Z kolei obniżenie przez SB 

i (-)HC agregacji i akumulacji TBARS w aktywowanych trombiną płytkach pacjentów z 

cukrzycą do poziomu płytek osób zdrowych, świadczy o tym, że ,,nadmiar’’ acetylo-

CoA generowany przez ten enzym w cytoplazmie jest odpowiedzialny za nadmierną 

reaktywność pobudzonych płytek krwi w cukrzycy (Tabela 8, 9 i 18). Natomiast brak 

wpływu SB i (-)HC na aktywność płytek w warunkach spoczynkowych wskazuje, że 

droga transportu acetylo-CoA przez liazę ATP-cytrynianową ma istotne znaczenie dla 

funkcji płytek wyłącznie podczas ich aktywacji (Tabela 5, 17 i 18). Fakt, że ani SB, ani 

(-)HC nie powodowały całkowitej, a jedynie 60-70% inhibicję aktywacji płytek krwi 

przez trombinę, wskazuje, że oprócz podaży cytoplazmatycznego acetylo-CoA inne 

czynniki determinują odpowiedź płytek na bodźce aktywujące (Tabela 17 i 18). Nie 

wyklucza to faktu, że droga liazy ATP-cytrynianowej w krwinkach płytkowych spełnia 

ważną rolę w patomechanizmie nadkrzepliwości u pacjentów z cukrzycą.  

W podsumowaniu, można postawić tezę, że przewlekła hiperglikemia powoduje 

adaptacyjną aktywację szeregu enzymów zaangażowanych w przemianę glukozy do 

acetylo-CoA. Wzrost poziomu mitochondrialnego acetylo-CoA zwiększa jego zużycie 

w cyklu kwasów trójkarboksylowych oraz cytoplazmatycznych procesach syntezy 

lipidowych aktywatorów płytek krwi. Tym samym zaburzenia metabolizmu acetylo-
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CoA i ATP mogą być ważnym elementem mechanizmu łączącego przewlekłą 

hiperglikemię z nadmierną aktywnością płytek krwi w cukrzycy. 
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7. WNIOSKI 

 
Przedstawione wyniki pozwalają na sformułowanie zintegrowanej hipotezy dotyczącej 

nadmiernej aktywności płytek wynikającej ze zmian metabolizmu acetylo-CoA              

i  metabolizmu energetycznego.  

1. Przewlekła hiperglikemia w cukrzycy powoduje adaptacyjny wzrost 

aktywności enzymów cyklu glikolitycznego, dehydrogenazy 

pirogronianowej, innych enzymów metabolizmu acetylo-CoA i cyklu 

kwasów trójkarboksylowych. 

2. Wzrost aktywności PDH prowadzi do zwiększenia poziomu acetylo-CoA w 

mitochondriach i cytoplazmie płytek krwi pacjentów z cukrzycą. 

3. Wzrost poziomu acetylo-CoA w mitochondriach aktywuje syntezę 

cytrynianu i cykl kwasów trójkarboksylowych oraz transport tego 

metabolitu do cytoplazmy. 

4. Aktywacja cyklu kwasów trójkarboksylowych zwiększa syntezę ATP/ADP 

w mitochondriach i przyśpiesza ich akumulację w ziarnistościach 

wydzielniczych pacjentów z cukrzycą. Poprzez zwiększenie poziomu i 

wydzielania ATP/ADP w aktywowanych trombiną krwinkach płytkowych, 

cukrzyca może przez wzrost aktywacji receptorów purynergicznych 

powodować nadmierną reaktywność płytek krwi  w przebiegu tej choroby. 

5. Zwiększenie poziomu acetylo-CoA w mitochondriach płytek krwi 

pacjentów z cukrzycą, zwiększa jego transport do cytoplazmy za 

pośrednictwem acetylo-transferazy karnitynowej. Tłumaczy to stymulujący 

wpływ L-karnityny na poziom cytoplazmatycznego acetylo-CoA                  

i aktywność płytek krwi w cukrzycy. 

6. Zwiększenie syntezy cytrynianu i aktywacja drogi liazy ATP-cytrynianowej 

w płytkach krwi pacjentów z cukrzycą mogły być przyczyną wzrostu 

poziomu cytoplazmatycznego acetylo-CoA. 

7. Istnienie znamiennych korelacji między poziomem acetylo-CoA, ATP         

i parametrami funkcji płytek krwi w cukrzycy wskazuje, że poszczególne 

komponenty metabolizmu acetylo-CoA tworzą jednostkę czynnościową 

odpowiadającą w sposób skoordynowany na przewlekłą hiperglikemię. 
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8. Zmiany metabolizmu acetylo-CoA spełniają kluczową rolę                   

w patomechanizmie nadmiernej aktywności krwinek płytkowych                 

u pacjentów z cukrzycą. 
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