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1. STRESZCZENIE 

 

Związki wanadu, stosowane w badaniach klinicznych u pacjentów z cukrzycą, 

wykazują właściwości insulinomimetyczne i przeciwzakrzepowe, jednakże ich wpływ na 

aktywność płytek krwi wciąż jest niewyjaśniony. W przedstawionej rozprawie weryfikowano 

hipotezę, że organiczny bismaltolatooksowanad (BMOV) (0,50 mM) i nieorganiczny chlorek 

wanadu (VCl3) (0,50 mM) mogą odgrywać istotną rolę w regulacji metabolizmu i funkcji 

płytek krwi, a także, czy wykazują podobne właściwości w płytkach krwi, izolowanych od 

osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą typu 2. 

Stężenie glukozy w osoczu pacjentów z cukrzycą typu 2 było wyższe o 51%, stężenie 

HbA1c przekroczyło cel ogólny o 31%, a stężenie fruktozaminy było wyższe o 112%, 

względem osób zdrowych. Przewlekła hiperglikemia w cukrzycy typu 2 powodowała wzrost 

aktywności płytkowej heksokinazy, dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej oraz akonitazy, 

odpowiednio o 52%, 22% i 28%. Równocześnie, nie obserwowano zmian w produkcji TXA2, 

natomiast obserwowano spadek uwalniania cAMP o 29% w aktywowanych trombiną 

płytkach pacjentów z cukrzycą. Jednocześnie, nie obserwowano wpływu hiperglikemii na 

adhezję i kształt krwinek płytkowych (ang. spreading), aktywowanych kolagenem lub 

fibrynogenem. Natomiast aktywowana trombiną agregacja płytek krwi pacjentów z cukrzycą 

była wyższa o 20% (p<0,05), w porównaniu do osób zdrowych. 

BMOV hamował aktywność heksokinazy, dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, 

akonitazy i dehydrogenazy izocytrynianowej, zarówno w płytkach osób zdrowych oraz w 

płytkach pacjentów z cukrzycą. 

Jednocześnie u osób zdrowych BMOV zmniejszał adhezję, pole powierzchni krwinek 

płytkowych oraz tworzenie agregatów płytkowych o odpowiednio 93%, 76% i 96% na 

powierzchni kolagenu i odpowiednio o 89%, 58% i 92% na powierzchni fibrynogenu. BMOV 

podobnie wpływał na adhezję, pole powierzchni płytek oraz tworzenie agregatów płytkowych 

u pacjentów z cukrzycą. Natomiast związek ten redukował agregację płytek krwi indukowaną 

trombiną o 67% (p<0,005), jedynie u pacjentów z cukrzycą. 

Jednocześnie, VCl3 nie redukował adhezji i pola powierzchni płytek krwi osób 

zdrowych, aktywowanych kolagenem bądź fibrynogenem. Jednak, VCl3 nasilił adhezję, 

zarówno na powierzchni kolagenu jak i fibrynogenu, odpowiednio o 55% i 90% płytek 

izolowanych od pacjentów z cukrzycą. VCl3 redukował agregację płytek krwi, indukowaną 

trombiną o 21% (p<0,05), jedynie u pacjentów z cukrzycą. 
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Zarówno BMOV jak i VCl3 hamowały wydzielanie ATP z aktywowanych płytek krwi 

osób zdrowych, odpowiednio o 88% i 67%. Podobne działanie związków wanadu 

obserwowano w płytkach krwi pacjentów z cukrzycą. 

BMOV nasilił produkcję TXA2 o 118% w płytkach pacjentów z cukrzycą. Natomiast 

po zastosowaniu VCl3 obserwowano cztero- i trzykrotny wzrost akumulacji TXA2, 

odpowiednio w płytkach osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą. 

Pomimo braku wpływu BMOV na poziom cAMP obserwowano, że związek ten 

zwiększał fosforylację białka VASP-Ser
157

 w aktywowanych trombiną płytkach krwi osób 

zdrowych o 28%, a w cukrzycy dwukrotnie. Zaś VCl3 nasilał fosforylację białka VASP-Ser
157 

jedynie w płytkach osób zdrowych o 76%. 

BMOV silniej redukował agregację płytek krwi oraz zwiększał produkcję TXA2 i 

aktywację płytkowej sygnalizacji zależnej do cAMP u pacjentów z cukrzycą, w porównaniu 

do osób zdrowych. Może to świadczyć o tym, że w warunkach hiperglikemii, 

przeciwpłytkowe właściwości BMOV polegają na hamowaniu produkcji lipidowych 

czynników aktywacji płytek krwi i nasilenia utylizacji cAMP. Natomiast VCl3 nasilał adhezję 

krwinek płytkowych, co sugeruje proaktywacyjne właściwości nieorganicznego związku 

wanadu we wstępnym etapie aktywacji płytek krwi. Nasilenie produkcji TXA2 w 

aktywowanych płytkach krwi po zastosowaniu VCl3, przy jednoczesnej redukcji agregacji 

płytek krwi, wymaga dalszych weryfikacji w celu pełnego wyjaśnienia bezpieczeństwa 

stosowania nieorganicznych związków wanadu, zarówno u osób zdrowych, jak i pacjentów z 

cukrzycą. 

Przedstawiona praca dostarczyła nowych informacji na temat wpływu różnych form 

chemicznych wanadu na funkcje płytek osób zdrowych oraz pacjentów z cukrzycą typu 2. 

Przedstawione wyniki wskazują na zróżnicowane działanie organicznego i nieorganicznego 

związku wanadu na funkcje płytek krwi, co wymaga przeprowadzenia dalszych badań w celu 

weryfikacji czy byłyby one bezpieczne jako leczenie wspomagające w cukrzycy. 
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2. ABSTRACT 

 

Vanadium compounds, being used in clinical trials in diabetic patients, exert 

insulinomimetic and antithrombotic properties, however their influence on platelet function 

and metabolism is still unclear. In the presented dissertation, the hypothesis that organic 

bis(maltolato)oxovanadium (BMOV) (0.50 mM) and inorganic vanadium chloride (VCl3) 

(0.50 mM) can play an important role in the regulation of platelet metabolism and function 

was verified. Also the hypothesis that they show similar properties in blood platelets isolated 

from healthy people and patients with type 2 diabetes was verified. 

The plasma glucose concentration of patients with type 2 diabetes was higher by 51%, 

concentration of HbA1c exceeded the general goal by 31%, and the fructosamine 

concentration was higher by 112% compared to healthy people. Chronic hyperglycemia in 

type 2 diabetes resulted in increased activity of the platelet hexokinase, glucose-6-phosphate 

dehydrogenase and aconitase by 52%, 22% and 28%, respectively. At the same time, no effect 

of TXA2 production was observed, while the release of cAMP decreased by 29% in the 

thrombin-activated platelets of diabetic patients was observed. At the same time, no effect of 

hyperglycaemia on the adhesion and platelets shape change (spreading) in collagen or 

fibrinogen activated platelets was observed. In contrast, thrombin-activated platelet 

aggregation in diabetic patients was higher by 20% (p<0.05) compared to healthy subjects. 

BMOV inhibited the activity of hexokinase, glucose-6-phosphate dehydrogenase, 

aconitase and isocitrate dehydrogenase both in platelets of healthy individuals and diabetic 

patients, respectively. 

Simultaneously, BMOV reduced adhesion, surface area and platelet aggregates 

formation of healthy people by 93%, 76% and 96% on the collagen surface, respectively and 

by 89%, 58% and 92% on the fibrinogen surface, respectively. Similarly BMOV reduced the 

adhesion, surface area and platelet aggregates formation of diabetic patients. However, this 

compound reduced thrombin-induced aggregation by 67% (p <0.005) only in patients with 

diabetes mellitus. 

At the same time, VCl3 did not reduce the collagen- or fibrinogen-induced adhesion 

and surface area of healthy individuals. However, VCl3 increased adhesion on both collagen 

and fibrinogen surfaces by 55% and 90% in diabetic platelets respectively. VCl3 reduced 

thrombin-induced platelet aggregation by 21% (p<0.05) only in patients with diabetes. 
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Both BMOV and VCl3 inhibited the ATP secretion from activated platelets of healthy 

individuals by 88% and 67%, respectively. Similar effects of vanadium compounds were 

observed in blood platelets of diabetic patients. 

BMOV increased TXA2 production by 118% in diabetic platelets. Whereas after the 

use of VCl3 four- and three-fold increase in accumulation of TXA2 in healthy individuals and 

diabetic patients respectively, was observed. 

Despite of no effect of BMOV on cAMP concentration, this vanadium compound 

increased phosphorylation of VASP-Ser
157

 protein by 28% in thrombin-activated platelets of 

healthy individuals and doubled in diabetic patients. VCl3 intensified VASP-Ser
157

 protein 

phosphorylation by 76% only in platelets of healthy individuals. 

BMOV reduced platelets aggregation and enhances TXA2 production and activation of 

cAMP-dependent signaling in diabetic patients, compared to healthy controls. This may 

indicate that under hyperglycaemic conditions, anti-platelet properties of BMOV consist in 

inhibiting the production of lipid platelet activation factors and accelerating the cAMP 

utilization. VCl3, on the other hand, intensified the adhesion of platelets, suggesting 

proaggregative properties of an inorganic vanadium compound in the initial stage of platelet 

activation. After use of VCl3, increased TXA2 production in activated platelets with 

simultaneous reduction of platelet aggregation requires further verification to fully explain the 

safety of inorganic vanadium compounds in both healthy and diabetic patients. 

Presented disertation provided new information on the effects of various vanadium 

chemical forms on the blood platelets’ functions of healthy individuals and patients with type 

2 diabetes. Presented data indicate different effect of organic and inorganic vanadium 

compound on platelet function, that is why further analysis to verify their safeness as 

supplement treatment in diabetes are required. 
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1.1. Płytki krwi 

 

1.1.1. Morfologia krwinek płytkowych 

 

Krwinki płytkowe, odkryte przez Giulio Bizzozero w 1882 roku, w stanie spoczynku 

stanowią bezjądrzaste struktury o średnicy 2-3 µm, dyskoidalnym kształcie i objętości około 7 

µm3
 [1, 2]. Z jednego megakariocytu powstaje średnio 10

2
-10

3
 płytek krwi. Przyczynia się do 

tego wysoce wyspecjalizowany proces endomitozy, co usprawnia proces poliploidyzacji 

megakariocytów, syntezy mRNA i białek, niezbędnych do prawidłowego funkcjonowania 

płytek krwi [2-4]. Proces ten może trwać około pięciu dni [5]. Następnie, w ciągu kilku 

godzin system mikrotubul, obecny w cytoplazmie megakariocytów, ulega reorganizacji, 

przesuwając się do kory megakariocytów i umożliwiając formowanie wypustek 

zakończonych wybrzuszeniem, zwanych propłytkami, do których transportowane są organella 

wewnątrzkomórkowe. Jednocześnie jądro komórkowe ulega degradacji [4-6]. 

Nie zostało jednoznacznie potwierdzone, czy organella megakariocytów 

przemieszczają się samodzielnie czy wskutek ruchów mikrotubul [5-7]. Podejrzewa się, iż 

krwinki płytkowe uzyskują dyskoidalny kształt wskutek oderwania się uformowanej płytki od 

wydłużonej wypustki cytoplazmatycznej [8]. Propłytki miałyby uwalniać uformowane płytki 

krwi, przesuwając i wydłużając mikrotubule w mechanizmie zależnym od białek 

motorycznych, w tym dyneiny, jednakże zaproponowany mechanizm wciąż nie jest 

wyjaśniony [9]. Inni podkreślają kluczową rolę β1-tubuliny jako czynnika determinującego 

kształt płytek krwi [10]. β1-tubulina jest główną izoformą tubuliny, obecnej w 

megakariocytach, a jej udział w procesie reorganizacji cytoszkieletu i formowania propłytek 

wydaje się być kluczowy [11, 12]. Hipotezę powyższą dają się potwierdzać badania zarówno 

na myszach, jak też na ludziach, które wskazują na defekty ilościowe, strukturalne i 

funkcjonalne płytek krwi, w sytuacji niedoboru β1-tubuliny [11, 12]. Po opuszczeniu szpiku 

kostnego, krwinki płytkowe krążą we krwi obwodowej do 10 dni, o ile nie zostaną wcześniej 

zużyte w procesie hemostazy [3, 8]. 

W błonie komórkowej płytek krwi można wyróżnić trzy strefy. Warstwę zewnętrzną, 

złożoną z bezpostaciowego glikokaliksu, który pokrywa właściwą błonę komórkową, 

zbudowaną z dwuwarstwy lipidowej. Pod warstwą zewnętrzną, w cytoplazmie umiejscowiony 

jest układ mikrofilamentów i mikrotubul, który wraz z systemem kanalików otwartych (ang. 

open canalicular system, OCS) tworzy cytoszkielet płytkowy. Odpowiada on za utrzymanie 

kształtu płytek krwi w warunkach spoczynkowych oraz zwiększenie efektywnej powierzchni 
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płytek krwi do wychwytu agonistów, w tym kolagenu i fibrynogenu, po ich aktywacji. 

Umożliwia to uwalnianie substancji efektorowych, takich jak adenozyno-5′-trifosforan (ATP), 

adenozyno-5′-difosforan (ADP), serotonina i tromboksan A2 (TXA2) [3, 13]. 

Płytki krwi pełnią rolę magazynów substancji biologicznie czynnych, 

syntetyzowanych przez megakariocyty, bądź 
absorbowanych z osocza i uwalnianych w 

okolicach przerwania ciągłości naczynia krwionośnego. Substancje te zawarte są w trzech 

grupach ziarnistości: ziarnistości α, ziarnistości gęstych i lizosomach, zróżnicowanych pod 

względem zarówno struktury, jak też funkcji pełnionych przez zawarte wewnątrz substancje 

[13]. I tak, ziarnistości α zawierają białka o dużej masie cząsteczkowej, przez co stanowią ok. 

10% całkowitej objętości krwinki płytkowej. Znajdują się w nich m.in. czynniki krzepnięcia 

(czynnik V, VIII, kininogen wielkocząsteczkowy (ang. high molecular weight kininogen, 

HMWK), białko C i S, fibrynogen, inhibitor aktywatora plazminogenu (plasminogen activator 

inhibitor-1, PAI-1), białka adhezyjne ((czynnik von Willebranda, vWF), fibronektyna, 

trombospondyna, witronektyna), białka swoiste płytek ((czynnik płytkowy 4 (ang. platelet 

factor 4, PF4), β tromboglobulina (β-TG)), czynniki wzrostu ((płytkopochodny czynnik 

wzrostu (ang. platelet-derived growth factor, PDGF), podstawowy czynnik wzrostu 

fibroblastów (ang. basic fibroblast growth factor, bFGF), czynnik pochodzenia zrębowego 

(stromal cell-derived factor α, SDF1α), czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (ang. 

vascular endothelial growth factor VEGF)), metaloproteazy MMP2 i MMP9 (ang. matrix 

metalloproteinase), czy czynniki martwicy guza TNFα, TNFβ (ang. tumor necrosis factor) [3, 

14]. Ziarnistości gęste stanowią magazyn dla związków niebiałkowych, biorących udział w 

procesie aktywacji płytek krwi, takich jak ATP, ADP, guanozyno-5′-trifosforan (GTP), 

uanozyno-5′-difosforan (GDP), serotonina, fosfoinozytole, a także jony wapnia (Ca
2+

) i 

magnezu (Mg
2+

) [2, 3, 13-15]. Tak więc, proces degranulacji pełni kluczową rolę w 

mechanizmie formowania się i stabilizacji skrzepu. Lizosomy zaś stanowią rezerwuar 

hydrolaz, związków uczestniczących w eliminacji agregatów płytkowych we krwi krążącej 

[3, 13]. 

W cytoplazmie płytek krwi obecne są też struktury typowe dla komórek jądrzastych, 

takie jak mitochondria, odpowiedzialne za produkcję energii, aparat Golgiego służący do 

potranslacyjnej modyfikacji białek i transportu lipidów czy ziarna glikogenu, służące jako 

materiał energetyczny [2, 3, 14, 15]. 
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1.1.2. Receptory krwinek płytkowych 

 

W błonie zewnętrznej płytek krwi zakotwiczone są liczne struktury białkowe i 

glikoproteiny, pełniące funkcję receptorów niezbędnych do procesu aktywacji, adhezji i 

agregacji płytek krwi [3]. 

Dużą rodzinę receptorów stanowią integryny, heterodimeryczne, transbłonowe białka, 

złożone z podjednostek α i β. Płytki krwi wykazują ekspresję trzech receptorów 

integrynowych z podjednostką β1: fibrynogenowego α5β1, lamininowego α6β1 oraz najlepiej 

poznanego receptora kolagenowego α2β1 [16]. Integryna α2β1 bierze udział w adhezji krwinek 

płytkowych, a jej aktywacja jest determinowana aktywacją integryny dla fibrynogenu αIIbβ3 

[15-19]. Jedną z dwóch integryn zawierających podjednostkę β3, jest αvβ3, wiążąca 

fibronektynę, witronektynę i osteospondynę [17]. Natomiast największą ekspresję wykazuje 

integryna αIIbβ3 (określana również jako glikoproteina GPIIb/IIIa), która poprzez 

powinowactwo do fibrynogenu, ale także do vWF, kolagenu, fibronektyny i witronektyny, 

pełni kluczową rolę w procesie tworzenia i stabilizacji skrzepu [14, 17, 20]. Co więcej, dzięki 

zdolności wiązania vWF, integryna αIIbβ3 pośredniczy w adhezji płytek krwi do śródbłonka 

naczyniowego [16]. Kompleks integryna-ligand, na powierzchni błony komórkowej płytek 

krwi, aktywuje szereg procesów wewnątrzkomórkowych w mechanizmie rekrutacji i 

aktywacji (ang. outside-in) [15, 16, 21]. 

Kompleks GPIb-IX-V, należący do rodziny receptorów transbłonowych LRR (ang. 

leucine-rich repeats), jest aktywowany przez czynnik von Willebranda i uczestniczy w 

procesie adhezji płytek krwi [15]. Receptor ten składa się z podjednostek GPIbα, GPIbβ, 

GPIX i GPV, połączonych ze sobą w stosunku 2:2:2:1, a każda z nich zawiera domenę o 

strukturze transbłonowego białka, helikalną domenę transbłonową (TM) oraz krótką, 

wewnątrzkomórkową strukturę o aktywności enzymatycznej [22]. Główna podjednostka 

GPIbα posiada miejsca wiążące wewnątrzkomórkowe przekaźniki, w tym 14-3-3ξ i białka 

wiążące aktynę [22, 23]. Podjednostka GPIbβ wiąże kalmodulinę oraz TNF, natomiast 

ligandy dla GPIX i GPV nie są poznane [22]. 

Innym przedstawicielem receptorów płytek krwi są receptory Toll-podobne (ang. Toll-

like receptors, TLRs), w tym TLR4, złożone z reszty leucynowej, zawierającej domeny 

zewnątrzbłonowe oraz wewnątrzkomórkowe, o charakterze receptora dla interleukiny 1 (ang. 

toll/interleukin-1 receptor, TIR). Receptory te ulegają aktywacji w obecności 

lipopolisacharydu (LPS), bądź w odpowiedzi na wstrząs krwotoczny, aktywując kaskadę 

sygnalizacyjną i pośrednicząc w produkcji cytokin prozapalnych [18, 24, 25]. 
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Aktywacja i agregacja płytek krwi zachodzi poprzez receptory sprzężone z białkami G 

(ang. G protein-coupled receptor, GPCR) o charakterze proteaz [16]. Z uwagi na pofałdowaną 

strukturę α-helikalnego peptydu, siedmiokrotnie przechodzącego przez błonę komórkową, 

receptory te nazywa się również siedmiotransbłonowymi (7TM) [26]. Regiony 

zewnątrzbłonowe odpowiadają za wiązanie ligandów, natomiast wewnątrzbłonowe, poprzez 

zmiany konformacyjne, pośredniczą w przekazywaniu sygnałów wewnątrzkomórkowych 

regulacji funkcji receptora [26, 27]. Heterodimeryczne białka G składają się z podjednostek α, 

β i γ, tworząc z receptorem kompleks i uczestnicząc w procesie aktywacji płytek krwi. Ze 

względu na różnice w konformacji podjednostki α, można wyróżnić cztery grupy białek G: 

Gq, G12/13, Gi/z, pośredniczących w procesach aktywacji oraz Gs, uczestniczącą w procesie 

hamowania funkcji płytek krwi, poprzez zwiększenie syntezy cyklicznego adenozyno-3′,5′-

monofosforanu (cAMP) (Rys. 1) [26, 27]. Taka struktura przestrzenna białek G 

charakteryzuje receptory trombinowe z rodziny PAR (ang. protease-activated receptors), 

bezpośrednio związane z białkami Gq i G12/13, a prawdopodobnie również z Gi (Rys. 1) [15]. 

Ludzkie płytki krwi wykazują ekspresję receptorów PAR1, aktywowanych niskimi 

stężeniami trombiny, a także PAR4, wymagających wysokich jej stężeń [16]. 

Siedmiotransbłonową strukturę wykazują też dwa receptory dla ADP, takie jak receptor 

purynergiczny, sprzężony z białkiem Gq, (purinergic G protein-coupled receptor, P2Y1), który 

odpowiada za mobilizację jonów wapniowych indukowaną przez ADP i uczestniczy w 

procesie zmiany kształtu i agregacji płytek krwi (Rys. 1) [15, 16, 28]. Natomiast drugim 

receptorem purynergicznym jest P2Y12, związany z białkiem Gi2/3, który hamuje produkcję 

wewnątrzpłytkowego cAMP i odpowiada za aktywację płytek krwi (Rys. 1) [15, 16, 28]. 

Receptor dla tromboksanu (ang. thromboxane receptor, TP), aktywowany przez TXA2, 

występuje w postaci jednej z dwóch izoform: TPα (ekspresja w płytkach krwi) i TPβ 

(ekspresja w komórkach śródbłonka), różniących się C-końcem regionu cytoplazmatycznego. 

TP wiąże się ze wspomnianymi powyżej białkami Gq i G12/13 [16]. 

Reprezentantem nadrodziny immunoglobulin płytkowych, aktywowanych kolagenem 

jest glikoproteina VI (GP VI), złożona z dwóch zewnątrzbłonowych domen 

immunoglobulinowych, hydrofobowej domeny transbłonowej, wiążącej receptor FcRγ, oraz 

domeny cytoplazmatycznej, wiążącej kinazy Src: Fyn i Lyn (Rys. 1) [23]. Receptor FcRγ 

łączy się z cząsteczką ITAM (ang. immunoreceptor tyrosine-based activation motif), o 

sekwencji YxxL, tworząc domenę receptora tyrozynowego [15, 23]. Kolagen inicjuje proces 

adhezji głównie przy udziale GPVI, a w mniejszym stopniu przez integrynę α2β1. GPVI 

posiada też zdolność wiązania lamininy [23]. 
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Ważną grupę receptorów płytkowych stanowią selektyny, należące do rodziny 

receptorów lektynowych typu C i zlokalizowanych w ziarnistościach α oraz ciałkach Weibel-

Palade. Białka te złożone są z trzech domen: N-końcowej, o charakterze lektyny, zawierającej 

miejsca wiążące jony wapnia, środkowej, wykazującej podobieństwo do nabłonkowego 

czynnika wzrostu (ang. epithelial growth factor, EGF), a także C-końcowej, której różnej 

długości sekwencje przypominają białka regulujące układ dopełniacza. Selektyna P ulega 

zmianom konformacyjnym, wskutek aktywacji i degranulacji krwinek płytkowych trombiną, 

histaminą bądź TNF, a powstały kompleks pełni na powierzchni błony płytkowej rolę 

receptora CD62P [29, 30]. Innym przedstawicielem rodziny receptorów lektynowych typu C 

jest receptor CLEC-2. N-końcowa domena cytoplazmatyczna tego receptora zawiera jedną 

domenę YxxL. Pojedyncza domena YxxL określana jest jako atypowa (ang. hemiITAM) [31, 

32]. Poza tym CLEC-2 charakteryzuje się obecnością regionu transbłonowego i C-końcowej 

domeny zewnątrzkomórkowej, których pobudzenie prowadzi do silnej agregacji płytek, 

wskutek aktywacji ścieżki sygnałowej kinaz Src i fosforylacji hemiITAM [31]. Pierwszym 

opisanym ligandem dla receptora CLEC-2 była rodocytyna, inaczej agretyna, obecna w jadzie 

żmii malajskiej, natomiast fizjologicznym ligandem jest podoplanina [13, 23, 31]. 

W błonie krwinek płytkowych obecne są kanały jonowe w postaci receptorów 

purynowych P2X1. Przyłączenie ATP do tych receptorów powoduje zmiany konformacyjne w 

samym kanale, prowadząc do jego otwarcia, a w konsekwencji do zmiany kształtu płytek 

krwi. Natomiast ADP prowadzi do zahamowania funkcji receptora P2X1 (Ryc. 1) [13, 16]. 

Glukoza stanowi podstawowy substrat energetyczny dla krwinek płytkowych, a jej 

transport do wnętrza płytek krwi odbywa się głównie poprzez transporter glukozy typu 3 

(ang. glucose transporter 3, GLUT3), niezależny od insuliny [33, 34]. W warunkach 

spoczynkowych 85% transportera GLUT3 jest zlokalizowana w błonie ziarnistości α [20, 34-

36]. Aktywacja płytek krwi prowadzi do fuzji ziarnistości α z błoną komórkową w procesie 

degranulacji płytek krwi, co dwukrotnie zwiększa napływ glukozy do wnętrza krwinek 

płytkowych [36-38]. Płytki krwi zawierają także minimalne ilości transportera glukozy typu 1 

(ang. glucose transporter 1, GLUT1), zlokalizowanego na powierzchni błony komórkowej 

[35]. Napływ glukozy do wnętrza płytek krwi jest regulowany w procesie fosforylacji Akt 

(inaczej kinazy białkowej B, (ang. protein kinase B, PKB)), w obecności trombiny i insuliny 

[35]. Jednakże, kinetyka wychwytu glukozy zależy od jej stężenia w środowisku 

pozakomórkowym [35]. I tak, przy bardzo niskich stężeniach glukozy (0,50 mM), trombina i 

insulina stymulują napływ glukozy do przestrzeni wewnątrzpłytkowej, zaś w warunkach 

fizjologicznych (5 mM glukoza), insulina hamuje napływ glukozy do wnętrza aktywowanych 
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płytek krwi [35]. Wiadomo również, że aktywacja płytek krwi zależy od napływu glukozy do 

ich wnętrza przy udziale GLUT3 [36]. 

W błonie komórkowej płytek krwi obecne są także receptory insulinowe IRS-1 i IRS-2 

(ang. insulin receptor substrate, IRS), o aktywności kinazy tyrozynowej (Rys. 1) [37, 38]. 

Łączenie receptora z ligandem wymusza translokację jonów magnezu Mg2+
 do wnętrza 

płytek, redukując syntezę TXA2 [39]. Fosforylacja IRS-1 i IRS-2 prowadzi również do 

aktywacji kinazy-3 fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-

kinase, PI3K), a następnie do fosforylacji PKB, która odpowiada za regulację funkcji krwinek 

płytkowych, w tym ich inaktywację [40]. Insulina fosforyluje białka Giα, w wyniku czego 

zwiększa produkcję wewnątrzpłytkowego cAMP i inaktywuje receptory P2Y12, hamując 

funkcję płytek i mobilizację jonów wapniowych [37, 38]. 

Dlatego wydaje się, że przy deficycie insuliny w cukrzycy może dochodzić do 

zwiększonego napływu glukozy do wnętrza płytek krwi, przyspieszenia jej metabolizmu 

energetycznego, nadmiernej aktywacji płytek krwi i powikłań zakrzepowych, obserwowanych 

w tej grupie pacjentów [41-43]. 

 

 

1.1.3. Sygnalizacja wewnątrzkomórkowa krwinek płytkowych 

 

Krwinki płytkowe odgrywają kluczową rolę w procesie hemostazy. W efekcie 

przerwania ciągłości ściany naczynia krwionośnego dochodzi do ekspozycji struktur 

podśródbłonkowych o charakterze proagregacyjnym, w tym kolagenu [2, 14]. 

Płytki krwi ulegają dynamicznym procesom adhezji do powierzchni 

podśródbłonkowej uszkodzonych naczyń krwionośnych, aktywacji prowadzącej do zmiany 

ich kształtu, degranulacji ziarnistości płytkowych, a w konsekwencji agregacji z 

wytworzeniem czopu hemostatycznego, przy współudziale osoczowych czynników 

krzepnięcia [3, 15]. 

Proces aktywacji krwinek płytkowych przebiega z udziałem szeregu ścieżek 

sygnalizacyjnych. Do najważniejszych z nich zaliczamy szlak aktywowany przy udziale 

glikoproteiny GPVI i receptora CLEC-2 oraz receptorów sprzężonych z białkami G (GPCR) 

[16, 32]. 

GPVI fosforyluje ITAM, w powiązaniu z receptorem FcRγ i za pośrednictwem kinaz 

tyrozynowych Fyn i Lyn, z rodziny Src (Rys. 1). Powoduje to aktywację 

wewnątrzpłytkowych procesów, które prowadzą do fosforylacji kinazy tyrozynowej Syk i 
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aktywacji fosfolipazy C (PLCγ) [15, 19, 44, 45]. Aktywacja ścieżki sygnałowej kinaz Src z 

udziałem receptora CLEC-2 zachodzi natomiast poprzez fosforylację hemITAM, posiadającą 

tylko jeden łańcuch YxxL, ponieważ zewnątrzpłytkowa domena CLEC-2 nie ma zdolności 

wiązania reszt węglowodanowych, a tym samym ITAM [16, 23, 45]. 

W warunkach sił wysokiego ścinania w łożysku naczyniowym, gdy proces 

przylegania płytek krwi do uszkodzonej struktury naczynia jest utrudniony, w procesie 

adhezji uczestniczy vWF, zakotwiczony w warstwie podśródbłonkowej, który wiąże krwinki 

płytkowe za pośrednictwem glikoproteiny GPIbα w kompleksie z glikoproteinami GPIbβ i 

GPIX [15, 44]. Innym miejscem wiążącym vWF przez płytki krwi jest integryna αIIbβ3, której 

ligandem jest fibrynogen, kluczowy w procesie agregacji [19]. 

Aktywowane krwinki płytkowe uwalniają szereg agonistów adhezji, aktywacji i 

agregacji, w tym ADP, czy TXA2, będących ligandami dla receptorów sprzężonych z 

białkami G (GPCR). Związane z podjednostką Gαq GDP, po przyłączeniu ligandu ulegają 

fosforylacji do aktywnej formy GTP, a następnie dysocjacji, uzyskując zdolność łączenia się z 

efektorem, białkiem RhoA (białko z rodziny GTPaz) (Ryc. 1) [15, 46, 47]. Kaskada RhoA-

ROCK-MLC inicjuje poszczególne etapy aktywacji płytek krwi [46]. I tak, aktywacja 

indukowana trombiną, za pośrednictwem białka Gaq, aktywuje czynniki wymiany nukleotydu 

guaniny (GEFs) dla małych białek G RhoA, tj. p115RhoGEF, warunkując powstanie 

kompleksu RhoA-GTP, aktywację kinazy związanej z białkiem Rho (ang. Rho-associated 

protein kinase, ROCK) i fosforylacją łańcuchów lekkich miozyny (ang. myosin light chain, 

MLC) przez hamowanie niezależnej od jonów wapnia fosfatazy łańcuchów lekkich miozyny 

(ang. Ca
2+

- independent MLC phosphatase, MLCP). Proces ten prowadzi do zmiany kształtu 

płytek krwi z dyskoidalnego na kulisty i sekrecji ziarnistości (Ryc. 1) [21, 46-50]. Następnie 

białka Gaq i Gα13 uczestniczą w procesie łączenia c-Src z domeną cytoplazmatyczną integryny 

αIIβb3, co aktywuje kompleks p190RhoGAP i w konsekwencji prowadzi do hydrolizy RhoA-

GTP do RhoA-GDP (Ryc. 1) [46, 47]. Efektem tego procesu jest hamowanie aktywności 

białka Rho, odpowiadającego za skurcz włókienek aktynowych, co umożliwia zmianę 

kształtu płytek krwi (ang. spreading) [15, 49, 50]. Zmiany strukturalne w cytoszkielecie 

krwinek płytkowych i wydłużona błona komórkowa skutkuje powstaniem filopodiów i 

lamellipodiów, co zwiększa powierzchnię adhezyjną płytek krwi [21, 51]. W kolejnym etapie 

sygnalizacja wewnątrzpłytkowa, zależna od jonów wapniowych, aktywuje proteazę kalpainy, 

który odcina fragment β3 integryny, prowadząc do utraty aktywności c-Src, co prowadzi do 

skurczu cytoszkieletu płytek krwi i retrakcji skrzepu [46]. 
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W przypadku, gdy rolę efektora pełni rodzina białek Src, ścieżka transdukcji sygnału 

może przebiegać zarówno w obecności, jak i z pominięciem białka G [47]. Białko Gq bierze 

udział w przekazywaniu sygnału aktywacji, głównie poprzez aktywację podjednostki β 

fosfolipazy C (PLCβ), a w konsekwencji degranulacji ziarnistości płytkowych i agregacji 

(Ryc. 1) [15]. Mechanizm uwalniania ziarnistości płytkowych zachodzi również w wyniku 

fosforylacji kompleksu SNARE (ang. soluble NSF attachment protein receptor), który bierze 

udział w fuzji błony granulocytów z błoną komórkową płytek krwi [15, 49, 50, 52]. 

Degranulację ziarnistości, aktywację integryny αIIbβ3, agregację i proces formowania 

skrzepu poprzedza wzrost stężenia wewnątrzpłytkowych jonów wapnia Ca
2+

. Proces ten 

inicjuje trisfosforan inozytolu (ang. inositol trisphosphate, IP3), powstały w wyniku hydrolizy 

fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, PIP2) 

przez fosfolipazy C: PLCγ, aktywowaną GPVI i CLEC-2 oraz PLCβ, aktywowaną GPCR 

(Rys. 1) [53]. IP3 odpowiada za uwalnianie Ca
2+

 z retikulum endoplazmatycznego płytek, a 

nagły spadek Ca2+
 pobudza białka STIM1 (ang. stromal interaction molecule 1) i Orai1 (ang. 

calcium release-activated calcium channel protein 1), a także kanały jonowe indukowane 

napięciem (ang. transient receptor potential channels, TRPC), umożliwiając napływ jonów z 

kompartmentów zewnątrzpłytkowych do wewnątrzpłytkowych [16, 53-55]. Wzrost stężenia 

jonów wapniowych aktywuje fosfolipazę A2 (ang. phospholipase A2, PLA2), która bierze 

udział w syntezie TXA2 z fosfolipidów uwolnionych z błony płytek krwi [56]. 

W procesie aktywacji krwinek płytkowych dochodzi również do indukowanej przez 

ADP zmiany kształtu płytek krwi, poprzez zahamowanie aktywacji kinazy białkowej A 

(PKA). Prowadzi to do redukcji wewnątrzpłytkowej produkcji cAMP i hamowania 

fosforylacji białka, stymulowanego rozkurczaniem naczyń krwionośnych (ang. vasodilator-

stimulated phosphoprotein, VASP), odpowiedzialnego za hamowanie funkcji krwinek 

płytkowych (Rys. 1) [43, 57]. 

Ważną rolę odgrywa w tym procesie białko Gq, prawdopodobnie poprzez udział w 

aktywacji sygnałów wapniowo-zależnych w płytkach krwi [46, 50]. Białko Gi, związane z 

receptorem P2Y12 aktywuje PI3K, pobudzając GTPazę Rab1b, ważny aktywator integryn 

(Ryc. 1) [15, 46, 49, 50]. 

W procesie degranulacji uczestniczy także kinaza białkowa C (ang. protein kinase C, 

PKC), aktywowana przez diacyloglicerol (DAG), powstająca w wyniku hydrolizy PIP2 (Rys. 

1). Płytki krwi zawierają szereg izoform PKC, w tym dobrze opisane α i β (odpowiednio 

wapniowo- i DAG-zależne), ale także izoformy δ, θ, η czy atypową izoformę ζ [15, 58]. 

Ponadto wzrost wewnątrzkomórkowego wapnia i aktywacja DAG aktywują kompleks 
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CalDAG-GEF1 (ang. calcium and DAG-regulated guanine nucleotide exchange factor 1), 

odgrywający ważną rolę w sygnalizacji integrynowej aktywacji-rekrutacji (ang. inside-out) 

[15]. Jest to rodzaj oddziaływania, gdzie mechanizmy wewnątrzkomórkowe zwiększają 

powinowactwo domen integryn na powierzchni błony komórkowej, poprzez zmianę ich 

konformacji [15, 21]. Kompleks CalDAG-GEF1 przy udziale PI3K, przekształca Rap1 z 

nieaktywnej formy związanej z GDP do formy aktywnej, wiążącej GTP i aktywującej 

integryny [16, 59]. Proces aktywacji płytek krwi przyczynia się do wzrostu powinowactwa 

integryn do ich swoistych ligandów, poprzez zmiany konformacyjne, inicjowane połączeniem 

białek regulatorowych, takich jak taliny i kindliny, do cytoplazmatycznej domeny β integryn 

[15, 16, 59]. 

Końcowy etap aktywacji krwinek płytkowych to agregacja, w wyniku której 

fibrynogen przekształca się w stabilną fibrynę [43]. 

 

 

1.2. Wpływ cukrzycy na metabolizm płytek krwi 

 

Pacjenci z cukrzycą charakteryzują się zwiększona podatnością na incydenty 

zakrzepowe, z uwagi na nasilony proces krzepnięcia, zaburzenie procesów trombolitycznych, 

dysfunkcję śródbłonka naczyniowego i hiperaktywność płytek krwi, w wyniku upośledzenia 

wewnątrzkomórkowych mechanizmów transdukcji sygnału [37, 43, 60]. W hiperglikemii 

obserwuje się zwiększone stężenie czynników aktywujących kaskadę krzepnięcia, w tym 

czynników krzepnięcia VII, VIII, IX i XII, fibrynogenu, kalikreiny, vWF, nieaktywnych 

enzymatycznie fragmentów F1+2 protrombiny, których stężenie jest miernikiem aktywacji 

krzepnięcia wewnątrznaczyniowego czy kompleksu trombina-antytrombina, przy 

jednoczesnym hamowaniu procesów fibrynolizy [60-62]. W krążeniu u pacjentów z 

hiperglikemią wzrasta też liczba agregatów płytek krwi, nasila się kurczliwość ich 

cytoszkieletu oraz rośnie stężenie produktów ich aktywacji, w tym TXA2, β-tromboglobuliny 

(β-TG) czy czynnika płytkowego 4 (PF4) [60]. 

W hiperglikemii obserwuje się również nasiloną trombopoezę, prowadzącą do 

powstania płytek o dużej objętości, co może być powodowane nasilonym magazynowaniem 

zawartości ziarnistości w megakariocytach i nadmierną deformacją wewnątrzpłytkowych błon 

komórkowych [60, 63]. Tak zdeformowane płytki krwi stają się bardziej podatne na 

degranulację [60]. 
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Hiperglikemia prowadzi do nieenzymatycznej glikacji białek, również tych 

kotwiczących w błonie komórkowej płytek, wynikających z aktywacji szlaków poliolowych i 

reakcji grup karbonylowych zredukowanych węglowodanów z grupami aminowymi białek 

[43, 64-66]. Proces nieenzymatycznej glikacji i powstałe końcowe produkty glikacji (ang. 

advanced glycation end products, AGE) indukują zmiany konformacyjne białek błonowych i 

modyfikują ich rozmieszczenie, a przez to zmniejszają płynność błony komórkowej [64, 65, 

67]. Zmiany te prowadzą do wzrostu wrażliwości i ekspresji cząsteczek adhezyjnych, np. P-

selektyny (CD62) i ligandu CD40 (ang. CD40 ligand, CD40L), nasilających aktywację 

płytek, jak też do wzrostu wrażliwości i ekspresji receptorów powierzchniowych na 

krwinkach płytkowych, w tym GPIIb/IIIa, GPIb-IX-V i GPIa/IIa, co zwiększa powinowactwo 

do wiązania vWF i fibrynogenu, w procesie tworzenia agregatów płytkowych [43]. Wiadomo, 

że poziom hemoglobiny glikowanej A1c (HbA1c) koreluje z poziomem ekspresji receptorów 

aktywacji płytek krwi, tak więc prawidłowa kontrola glikemii może ograniczać 

nadreaktywność płytek krwi u pacjentów z cukrzycą [37, 43]. Natomiast nadekspresja 

rozpuszczalnej formy antygenu CD40, obserwowana we krwi pacjentów z cukrzycą, nie tylko 

nasila ekspresję P-selektyny, ale może też wiązać się z udziałem płytek krwi w procesie 

zapalnym i podwyższać stężenia białka C reaktywnego (ang. C reactive protein, CRP), gdyż 

cząsteczki adhezyjne aktywują leukocyty i komórki śródbłonka naczyniowego [68, 69]. W 

konsekwencji może to prowadzić do wtórnej aktywacji krwinek płytkowych w cukrzycy [68]. 

Hiperglikemia może również nasilać ekspresję antygenu CD40 i prowadzić do 

nadreaktywności płytek krwi w mechanizmie niezależnym od wzrostu wewnątrzpłytkowego 

stężenia jonów wapnia [69]. Czynnikiem odpowiedzialnym za stan zapalny i dysfunkcję 

śródbłonka w tym mechanizmie może być nadmierna aktywacja PKCβ [43]. 

Procesy nieenzymatycznej glikacji indukują również zaburzenia homeostazy wapnia, 

poprzez zwiększenie mobilizacji jonów Ca2+
 z siateczki endoplazmatycznej, w odpowiedzi na 

trombinę [70]. Wysokie stężenie jonów wapnia koreluje ze zmniejszoną płynnością błony 

płytek krwi [71]. 

Podobnie, zwiększona ekspresja receptorów P2Y12 w hiperglikemii, prowadzi do 

spadku poziomu wewnątrzpłytkowego cAMP, powodując wzrost reaktywności krwinek 

płytkowych [28, 43, 71]. 

W cukrzycy obserwuje się także wzrost produktu nieenzymatycznej peroksydacji 

kwasu arachidonowego i prostaglandyny F2α, która jest markerem stresu oksydacyjnego [43]. 

Tromboksan (TXA2) jest jednym z głównych agonistów krzepnięcia [15, 16]. Wzrost 

aktywacji przemiany kwasu arachidonowego, prowadzący do nasilenia syntezy TXA2, jest 
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jednym z zaburzeń metabolizmu płytek krwi, obserwowanych w cukrzycy [72, 73]. Proces ten 

prowadzi do fosforylacji białek sygnalizacyjnych, wzrostu produkcji IP3 i wzrostu mobilizacji 

jonów wapniowych [62]. Aktywacja tego mechanizmu koreluje z hiperglikemią i wysokim 

stężeniem HbA1c, dlatego też prawidłowa kontrola glikemii może go ograniczać [62]. 

Hiperglikemia warunkuje też wysokie stężenie pochodnej fosfodihydroksyacetonu, który 

ulegając redukcji do fosforanu-3-glicerolu, nasila syntezę DAG. Ten z kolei aktywuje szlak 

kinazy białkowej C i płytki krwi [65, 74]. 

Pacjenci z cukrzycą wykazują znaczny wzrost stężenia trombiny, w porównaniu do 

osób zdrowych [73, 75]. W cukrzycy obserwowana jest również zwiększona ekspresja 

czynnika tkankowego (ang. tissue factor, TF), w odpowiedzi na aktywację wysokim 

stężeniem glukozy oraz insuliny, które wykazują efekt addycyjny i nasilają proagregacyjne 

właściwości TF [73, 76]. Jego nadmierna produkcja zachodzi również wskutek powstających 

w cukrzycy końcowych produktów glikacji, poprzez aktywację NF-kB [77]. 

U pacjentów z cukrzycą, jak również w stanie przedcukrzycowym, którym towarzyszy 

otyłość, obserwuje się zwiększenie reaktywności krwinek płytkowych, związane z 

insulinoopornością lub niedoborem tego hormonu [43, 72]. Wydaje się, że insulinooporność 

rozwija się wskutek zaburzeń funkcji receptora insulinowego IRS, czego następstwem jest 

zmniejszenie poziomu wewnątrzpłytkowego cAMP, wzrost stężenia jonów wapnia, a w 

konsekwencji nadreaktywność płytek krwi [43, 78]. Paradoksalnie, zwiększona aktywacja 

płytek krwi obserwowana jest również u pacjentów stosujących terapię insulinową, a efekt ten 

nasilony jest dodatkowo wskutek upośledzenia wrażliwości krwinek płytkowych na 

śródbłonkowy tlenek azotu i prostacyklinę i koreluje z wysokim stężeniem HbA1c [43, 79]. 

Patomechanizm aktywacji krwinek płytkowych insuliną pozostaje nieznany, jednakże 

podejrzewa się, iż może być związany z dysfunkcją śródbłonka naczyniowego [62, 80]. 

W cukrzycy dochodzi również do zaburzeń metabolizmu lipidów [81-83]. 

Triglicerydemia indukuje powstanie lipoprotein o bardzo niskiej gęstości VLDL, które 

poprzez apolipoproteinę E i płytkowy receptor dla lipoproteiny o niskiej gęstości LDL 

zwiększają aktywację krwinek płytkowych [84]. W stanie przewlekłej hiperglikemii glikacji 

ulegają także cząsteczki LDL (glycLDL), co upośledza produkcję tlenku azotu przez 

śródbłonek naczyniowy i zwiększa stężenie jonów wapniowych w cytoplazmie [86, 87]. W 

konsekwencji, wzrost stężenia jonów wapniowych może powodować inhibicję aktywności 

fosfatazy błonowej Na+
/K

+
-ATPazy, pobudzanie Ca

2+
-ATPazy, nasilając tworzenie skrzepu. 

Oddziaływania te wskazują na właściwości prozakrzepowe glycLDL u pacjentów z cukrzycą 

[83, 84]. 
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1.3. Właściwości związków wanadu 

 

Pierwsze wzmianki na temat wanadu datuje się na 1801 r. i przypisuje Andresowi 

Manuelowi del Rio, jednakże dopiero w 1831 r., Nils Gabriel Sefström, nadał mu obecną 

nazwę na cześć skandynawskiej bogini piękna i płodności Vanadis [85, 86]. Potencjalne 

terapeutyczne właściwości wanadu w przebiegu wielu schorzeń stanowią źródło 

zainteresowania zarówno lekarzy, jak i pacjentów [87, 88]. Niemniej jego biologiczne i 

farmakologiczne znaczenie wciąż nie zostało dobrze poznane, a stale rosnące stężenie w 

środowisku wymusza analizę właściwości fizykochemicznych, ze względu na toksyczność 

wysokich dawek związków wanadu [87, 88]. 

Wanad jest pierwiastkiem śladowym, należącym do IV okresu i grupy Vb układu 

okresowego, powszechnie występującym na naszej planecie w postaci soli nieorganicznych 

[85, 86, 89]. Kompleksowanie organicznych związków wanadu z ligandami, np. maltolem, 

zwiększa ich przyswajalność, pozwalając osiągnąć taki sam efekt terapeutyczny, jak w 

przypadku związków nieorganicznych, przy zastosowaniu dawek mniejszych nawet o 50% 

[90]. 

Wanad występuje na sześciu stopniach utlenienia: -1, 0, +2, +3, +4, +5, przy czym 

układy na +4 (wanadyl) i na +5 (wanadan) stopniu utlenienia są najtrwalsze i najczęściej 

spotykane w przyrodzie [91]. Czterowartościową formę wanadylu (VO
2+

) pierwiastek 

przyjmuje w środowisku kwaśnym, natomiast pięciowartościową ortowanadanu (VO4
-3

) w 

zasadowym, czym wykazuje podobieństwo do fosforanów (PO4
-3

) [85, 92]. Środowisko 

obojętne z kolei determinuje postać anionu kwasu wanadowego (H2VO
4-

) [85, 92, 93]. 

Źródłem pierwiastka wanadu w pożywieniu są m.in. grzyby, zboża, pietruszka, czarny 

pieprz, nasiona kopru włoskiego, szpinak czy owoce morza, dostarczając przeciętnie ok. 10-

160 µg wanadu na dobę [85]. Jednak z uwagi na niską stabilność jonów wanadanowych w 

kwaśnym środowisku żołądka, pierwiastek ten wchłania się jedynie w 1-10 % [85, 92]. 

Wanad jest wchłaniany do krwioobiegu drogą pokarmową lub oddechową, gdzie po 

przekształceniu w kationy wanadylowe, tworzy kompleksy z transferyną i ferrytyną, rzadziej 

z albuminą czy hemoglobiną [85, 86]. Kationy wanadylowe VO
2+

 swobodnie dyfundują przez 

błony komórkowe, podczas gdy wanadanowe VO4
-3

 wnikają do wnętrza komórek drogą 

kanałów anionowych [86]. 

Organizm człowieka zawiera 100-200 µg wanadu, co stanowi wypadkową jego 

wchłaniania i wydalania [85]. Nieliczne dane literaturowe, dotyczących farmakokinetyki 

wanadu u ludzi, wskazują, że stężenie tego pierwiastka we krwi stanowi około 0,40-2,80 µg/l 
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[94]. Wartości wyższe wanadu, bo na poziomie 22 µg/l, odnotowano w moczu, jako że układ 

moczowy stanowi główną drogę wydalania pierwiastka, z prędkością wydalania około 8 

µg/dobę [91, 94]. 

Dane literaturowe wskazują także, że w tkankach o zwiększonej insulinowrażliwości, 

takich jak wątroba czy tkanka tłuszczowa, wanad jest metabolizowany szybciej [91]. W 

stanach patologicznych (w przebiegu nowotworów, zakażeń czy stanów zapalnych) wanad 

akumuluje się w wątrobie, nerkach, płucach, śledzionie, tkance tłuszczowej, sercu, kościach i 

zębach [86]. 

W ostatnich latach podkreśla się kluczową rolę związków wanadu w utrzymaniu 

homeostazy ustrojowej, jednak jego rola u ludzi wciąż nie jest do końca wyjaśniona. 

Spekuluje się na temat właściwości insulinotropowych wanadu i jego związków, przez co 

może on odgrywać istotną rolę w regulacji metabolizmu glukozy u pacjentów z cukrzycą [86, 

95]. 

 

 

1.3.1. Rola związków wanadu w cukrzycy 

 

Pierwsze wzmianki na temat roli wanadu i jego związków w cukrzycy pojawiły się już 

w 1899 r., kiedy doustna suplementacja nieorganicznym ortowanadanem sodu Na3VO4 

umożliwiła redukcję glikozurii u dwóch z trzech pacjentów chorych na cukrzycę, włączonych 

do badania [85]. 

Szereg prac poświęconych właściwościom insulinomimetycznym związków wanadu 

powstało jednak niecały wiek później [96-100]. Wiele informacji o roli związków wanadu w 

cukrzycy dostarczyły badania na zwierzętach [96]. VOSO4, podawany doustnie szczurom z 

cukrzycą indukowaną streptozotocyną (STZ), w dawkach 5 i 10 mg/kg masy ciała, przez 30 

dni, istotnie zmniejszył hiperglikemię, jednocześnie zwiększając stężenie insuliny we krwi w 

porównaniu do kontroli [101]. Zastosowany w podobnym modelu doświadczalnym NaVO4, 

podawany w wodzie pitnej, w dawce 0,20 mg/ml, obniżał stężenie glukozy we krwi, 

zwiększając przy tym wrażliwość tkanek na działanie insuliny po czterech tygodniach 

leczenia, jak również przyśpieszał proces glukoneogenezy w hepatocytach szczurów [102]. 

Efekt ten utrzymywał się tak długo, jak długo stosowano suplementację [102, 103]. 

Organiczny bis(alfa-furankarboksylato)oksowanad (IV) (BFOV), podawany 

dojelitowo przez cztery tygodnie szczurom z cukrzycą typu 1, indukowaną STZ, jak też z 

cukrzycą insulinoniezależną (ang. non-insulin dependent diabetes mellitus, NIDDM), w 
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dawce 0,20 mM/kg masy ciała, istotnie zmniejszył stężenie glukozy i hemoglobiny 

glikowanej (HbA1c) we krwi [104, 105]. Po zastosowaniu BFOV obserwowano również 

spadek stężenia cholesterolu całkowitego i triglicerydów oraz wzrost stężenia cholesterolu 

frakcji HDL, co sugeruje udział związków wanadu w regulacji zaburzeń metabolizmu lipidów 

w cukrzycy [104]. Powyższy model doświadczalny potwierdza także wpływ organicznego 

BFOV na poprawę metabolizmu energetycznego organizmu, poprzez poprawę wrażliwości 

tkanek na leptynę, przy jednoczesnym zmniejszeniu jej stężenia [104, 105]. Organiczny 

bis(maltolato)oksowanadan (IV) (BMOV), podawany szczurom z cukrzycą wyindukowaną 

streptozotocyną (STZ-D), w wodzie pitnej, w dawce 0,60 mM/kg masy ciała, przez 8 tygodni, 

poprawiał parametry glikemii poprzez zwiększanie translokacji transportera glukozy GLUT4 

w błonie komórek serca [106, 107]. W odpowiedzi na pojedyncze dawki BMOV, również 

komórki mięśni szkieletowych szczurów z cukrzycą typu 1 zwiększyły ekspresję GLUT4, co 

poprawiało transport i utylizację glukozy, a efekt utrzymywał się nawet do 72 godzin po 

podaniu BMOV [108]. 
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Ryc. 1. Wpływ związków wanadu na sygnalizację krwinek płytkowych typu 2. 

Receptory sprzężone z białkami G (GPCR): PAR- receptor aktywowany proteazą, receptor dla trombiny; P2Y1, P2X12- receptory purynergiczne; IRS- receptor 

insuliny; Ca
2+

- jony wapnia; IP3- trisfosforan inozytolu; PIP2- fosforan fosfatydyloinozytolu; PLC- kinaza białkowa C; DAG- diacyloglicerol; RhoA- białko z rodziny 
GTPaz; MLC- łańcuchy lekkie miozyny; Syk: kinazy z rodziny Syk; PI3-κ1B- kinaza fosfatydyloinozytolu; AC- cyklaza adenylowa; cAMP- cykliczny adenozyno-

3′,5′-monofosforan; PKAc- kinaza białkowa A; AKT- kinaza białkowa; PKG- kinaza białkowa G; MAPK- kinaza aktywowana mitogenem; IP3- trisfosforan 

inozytolu; PTP- białkowa fosfataza tyrozynowa. 
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Ostatnie doniesienia literaturowe opisują także próby łączenia dekawanadu ze znanym 

doustnym lekiem, stosowanym w leczeniu cukrzycy, metforminą [109, 110]. Dekawanad 

metforminy (Metf-V10O28), podawany szczurom z wyindukowaną alloxanem cukrzycą typu 1, 

dwa razy w tygodniu, w dawce 4,80 µM/300 g m.c., w ciągu dwóch miesięcy, wykazywał 

efekt ochronny na komórki β wysp trzustkowych [109]. U szczurów z cukrzycą typu 2, Metf-

V10O28 podawana dwa razy w tygodniu, w dawce 2,50 µM/300 g, w ciągu dwóch miesięcy, 

powodowała normalizację glikemii i profilu lipidowego [109, 110]. 

Po doustnym podaniu siarczanu wanadylu VOSO4, w dawkach 100-150 mg/dzień, 

przez okres od 3-6 tygodni, u pacjentów z cukrzycą typu 2 obserwowano poprawę 

insulinowrażliwości komórek wątroby i mięśni szkieletowych, względem grupy kontrolnej, 

otrzymującej placebo, gdzie nie obserwowano zmian [97-100]. Obserwacje te potwierdzono 

w badaniu klinicznym z udziałem sześćdziesięciu pacjentów z cukrzycą typu 2, 

przyjmujących nieorganiczny metawanadan sodu NaVO4, w dawce 100 mg/dzień, przez 12 

tygodni [111]. Dodatkowo, u pacjentów z cukrzycą obserwowano niższe stężenie 

hemoglobiny glikowanej HbA1c, frakcji LDL-cholesterolu, triglicerydów i obniżenie 

wskaźnika masy ciała (BMI) [111]. Z drugiej strony, po doustnym podaniu VOSO4 i Na3VO4, 

w dawkach 300 mg/dzień, przez okres 6 tygodni, u pacjentów z cukrzycą typu 2 

obserwowano nasilenie procesów prooksydacyjnych, na które najbardziej podatna jest frakcja 

nie-HDL lipoprotein, mimo, iż w warunkach in vitro związki wanadu wykazują właściwości 

antyoksydacyjne [112]. Ortowanadan sodu i siarczan wanadylu powodowały przyśpieszenie 

syntezy glikogenu oraz inhibicji lipolizy, przyśpieszając jednocześnie procesy lipogenezy w 

hepatocytach i adipocytach, wyizolowanych od szczurów [103, 113, 114]. 

Udział związków wanadu w regulacji metabolizmu glukozy wciąż nie jest jasny i 

jednoznaczny. Obecnie badacze przypisują właściwości insulinomimetyczne soli wanadu, ich 

udziałowi w procesie hamowania białkowej fosfatazy tyrozynowej PTPazy, bądź innych 

fosforylaz: Na
+-

, K
+
- czy Ca

2+
-ATPazy, w mechanizmie kompetycji enzymatycznej (Ryc. 1) 

[115, 116]. Sugeruje się, iż proces zachodzi poprzez fosforylację podjednostki β fosfatazy 

tyrozynowej (PTP-1β) i prowadzi do aktywacji receptora insulinowego IRS [115, 117, 118]. 

Inny potencjalny mechanizm działania zawiązków wanadu jest związany z aktywacją kinazy 

PKB/Akt (Ryc. 1) [101, 119]. Pełni ona kluczową rolę w metabolizmie glikogenu, jak 

również w transporcie glukozy, natomiast stan insulinooporności zaburza jej aktywację [120, 

121]. 

Związki wanadu aktywują PKB/Akt, co skutkuje wzrostem wychwytu glukozy przez 

GLUT4, ale także fosforylacją kinazy syntazy glikogenu 3 (ang. Glycogen synthase kinase 3, 
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GSK3), biorącej udział w syntezie glikogenu [101, 119]. Badacze opisują także udział 

związków wanadu w procesie hamowania agregacji indukowanej PAF, w mechanizmie 

aktywacji cAMP/PKA (Ryc. 1) [93, 122]. Inne badania wskazują jednak, iż mimo fosforylacji 

i aktywacji kinaz aktywowanych mitogenem (ang. mitogen-activated protein kinase, MAPK), 

związki wanadu nie uczestniczyły w procesie fosforylacji IR czy IRS-β (Ryc. 1) [123]. 

Można więc spekulować, że podobieństwo związków wanadu do insuliny w oparciu o 

mechanizm działania polega na aktywacji drogi zależnej od MAPK, niezależnie od 

fosforylacji IRS-β [122, 123]. 

Nieliczne dane literaturowe zwracają uwagę na występowanie działań niepożądanych, 

po zastosowaniu nieorganicznych związków wanadu, jak biegunki, nudności, wymioty [96, 

97, 99]. Badania na zwierzętach ujawniły, że efekt toksyczny zależy od gatunku zwierzęcia, 

dawki, drogi i czasu podania oraz stopnia utlenienia jonów wanadowych [124, 125]. 

Naukowcy podkreślają jednak występowanie efektu toksycznego w warunkach in vitro, 

podczas stosowania dużych dawek wanadu, których osiągnięcie nie jest możliwe w 

warunkach in vivo [124]. Jednocześnie wydaje się też, że organiczne związki wanadu, 

kompleksowane z maltolem, stanowiącym powszechnie stosowany dodatek do żywności, 

wykazują większe bezpieczeństwo u zwierząt doświadczalnych [85, 90, 126]. 

Ponadto, związki wanadu mogą przyczyniać się do generowania ROS i wykazywać 

działanie potencjalnie przeciwnowotworowe [86]. W literaturze opisuje się właściwości 

przeciwnowotworowe nieorganicznego metawanadu[127-129]. I tak, w badaniach na liniach 

komórkowych raka jajnika i jądra, metawanad przyśpieszał generację ROS, zużycie 

glutationu i utraty potencjału błony mitochondrialnej [127-129]. Przeciwnowotworowe i 

antyoksydacyjne właściwości oksydowanadu (IV) pozwoliły natomiast stworzyć kompleksy z 

flawonoidami, wykorzystywane w terapii leczenia nowotworów jako antyoksydanty [130]. 

Towarzysząca cukrzycy hiperglikemia może powodować zaburzenia metabolizmu 

energetycznego zarówno w tkankach insulino-zależnych jak i insulino-niezależnych. 

Mechanizm regulacji glikemii z udziałem związków wanadu wciąż nie jest dobrze poznany. 

Brak również danych dotyczących wpływu związków wanadu na funkcje i metabolizm 

komórek krwi, w tym krwinek płytkowych. Dlatego też badania wpływu związków wanadu 

na funkcje i metabolizm krwinek płytkowych mogą pomóc w wyjaśnieniu, czy terapia 

suplementacyjna wybranymi związkami wanadu w cukrzycy może wykazywać potencjalne 

korzystne właściwości przeciwpłytkowe i przeciwzakrzepowe oraz czy potencjalny efekt 

związków wanadu jest pozbawiony działań niepożądanych. 
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2. MATERIAŁY I METODY 

 

2.1. Grupy doświadczalne 

 

2.1.1. Kożuchy leukocytarno-płytkowe 

 

Postawione w niniejszej pracy tezy wymagały zastosowania modelu doświadczalnego, 

odzwierciedlającego stan podwyższonego stężenia glukozy. W celu ustalenia warunków 

przeprowadzonych doświadczeń wykorzystano kożuszki leukocytarno-płytkowe, 

pozyskiwane w procesie aferezy. Płytki krwi izolowano z 80 kożuchów leukocytarno-

płytkowych (KLP), pochodzących od honorowych dawców krwi, kobiet i mężczyzn, w wieku 

18-65 lat, z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (RCKiK) w Gdańsku 

(Zgoda RCKiK.Dyr.M-073/17/JJ/11). 

Zastosowany materiał biologiczny (KLP) był produktem odpadowym po izolacji z 

pełnej krwi krwinek czerwonych oraz osocza. Zawierał on antykoagulant i bufory o 

następującym składzie i końcowym stężeniu: 0,04% kwas cytrynowy, 0,32% cytrynian 

sodowy, 0,025% fosforan sodowy, 0,32% dekstroza. Płytki krwi izolowane z KLP zostały 

wykorzystane do ustalenia warunków przeprowadzanych doświadczeń. 

 

 

2.1.2. Pacjenci chorzy na cukrzycę oraz osoby zdrowe 

 

Doświadczenia zostały przeprowadzone na płytkach krwi izolowanych z pełnej krwi, 

pobranej z żyły łokciowej pomiędzy 7.00-9.00, od osób będących na czczo, do probówek 

zawierających 3,20% cytrynian sodu. 

Badania były prowadzone na płytkach krwi, pochodzących od zdrowych ochotników 

(58 pracowników i studentów Gdańskiego Uniwersytetu Medycznego) oraz 63 pacjentów z 

cukrzycą typu 2, będących pod opieką Regionalnego Centrum Diabetologicznego przy 

Uniwersyteckim Centrum Klinicznym (UCK) w Gdańsku, skąd zostali skierowani na 

rutynowe badania kontrolne krwi w celu oceny poziomu glikemii, cholesterolu i 

triglicerydów, wykonane w Centralnym Laboratorium Klinicznym UCK w Gdańsku. 

Pacjenci włączeni do badania zostali poinformowani o celu i charakterze badania, a 

także wyrazili pisemną zgodę na oddanie dodatkowo 18 ml krwi, przy okazji pobierania krwi 

do rutynowych badań, zleconych przez lekarza prowadzącego. Badania uzyskały zgodę 
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Niezależnej Komisji Bioetycznej do Spraw Badań Naukowych przy Gdańskim Uniwersytecie 

Medycznym – NKBBN 206/2012. 

Analiza wyników została przeprowadzona u pacjentów z cukrzycą typu 2 (63 

pacjentów) w przedziale wiekowym 46-82 lat, w tym 31 kobiet i 32 mężczyzn, ze średnim 

czasem trwania cukrzycy 14,00 ± 2,30 lat. 

Kontrolę stanowiła grupa 58 osób zdrowych, w przedziale wiekowym 50-87 lat, w 

tym 27 kobiet i 31 mężczyzn. 

Z badania zostały wykluczone osoby przyjmujące w przeciągu 14 dni przed 

pobraniem krwi leki zaburzające funkcje płytek krwi, np.: niesterydowe leki przeciwzapalne, 

inhibitory kanału wapniowego oraz fosfodiesterazy, a także modyfikujące funkcję receptorów 

płytkowych. 

 

 

2.2. Odczynniki i materiały zużywalne 

 

2.2.1. Odczynniki 

 

Odczynniki zakupione z firmy Sigma Chemicals Co., Poznań, Polska: 

glukoza, chlorek magnezu (MgCl2), chlorek wapnia (CaCl2), kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-

piperazynylo]etanosulfonowy (HEPES), wodorofosforan sodu (NaH2PO4 anh), 

wodorofosforan sodu uwodniony (Na2HPO4 × 12 H2O), wodorofosforan potasu (KH2PO4), 

wodorowęglan sodu (NaHCO3 anh), kwas cytrynowy, cytrynian sodu, szczawian amonu, 

wzorzec immunoglobuliny ludzkiej, bydlęca surowica płodowa (FBS, ang. Fetal Bovine 

Serum), albumina surowicy bydlęcej (BSA, ang. Bovine Serum Albumin), trombina, 

fibrynogen, kwas 2-tiobarbiturowy (TBA), dimetylosulfotlenek (DMSO), p-

nitrofenylofosforan, falloidyna znakowana izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC – ang. 

fluorescein isothiocyanate), paraformaldehyd, Trisma base, zredukowana forma dinukleotydu 

nikotynoamidoadeninowego (NADH), adenozynotrójfosforan (ATP), ditiotreitol (DTT), kwas 

izocytrynianowy (IC), dehydrogenaza izocytrynianowa (IDH), cis-akonitan, siarczan 

dodecylu (SDS), glicyna, lucyferyna, lucyferaza, kinaza pirogronianowa, pirogronian, 

fosforan bromo-4-chloro-3-indolylu (BCIP), N,N-dimetylformamid (DMF), azydek sodu, 

kwas 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoesowy (DNTB), glukozo-6-fosforan, dehydrogenaza glukozo-

6-fosforanowa, glutation całkowity i zredukowany, forskolina, chlorek wanadu (VCl3), 

TWEEN 20, bromek 3-[4,5-dimetylotiazol-2-yl]-2,5-difenylotetrazolu (MTT), N,N-dimetylo-
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formamid (DMF), poliklonalne anty-mysie przeciwciała drugorzędowe IgG skoniugowane z 

fosfatazą alkaliczną; 

 

Odczynniki zakupione w: 

Chrono-Log (Warszawa, Polska) – kolagen typu 1; 

Enzo Life Science (New York, USA) – bis(maltolato)oksowanadan (IV) (BMOV); 

Fluka (Fluka Chemie, Buchs, Szwajcaria) – Triton X-100, merkaptoetanol, kwas 

trichlorooctowy (TCA); 

Avantor Performance Materials POCH (Gliwice, Polska) – alkohol etylowy, chlorek 

sodu (NaCl), chlorek potasu (KCl), kwas solny (HCl), kwas ortofosforowy (H3PO4), 

wodorowęglan sodu (NaHCO3), wodorowęglan potasu (KHCO3), wersenian sodu (EDTA); 

ICN Biomedicals Inc. (Ohio, USA) – Coomassie Brilant Blue G250; 

Tocris Bioscience (Abingdon, UK) – tetraeptyd RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser); 

Bio-Rad (Warszawa, Polska) – bufor obciążający Laemmli'ego, gradientowe żele 

poliakrylamidowe 4-20% Mini-PROTEIN TGX; 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) – białkowe markery mas o spectrum 10-

260kDa (Spectra Multicolor Broad Range); 

Cell Signaling Technology (Danvers, USA) – poliklonalne mysie przeciwciała 

pierwszorzędowe, skierowane przeciwko białkowej kinazie B (PKB), poliklonalne królicze 

przeciwciała pierwszorzędowe, skierowane przeciwko fosforylowanemu białku VASP, 

monoklonalne królicze przeciwciała pierwszorzędowe, skierowane przeciwko β-tubulinie 

ludzkiej; 

ABCAM Co (Cambridge, Wielka Brytania) – poliklonalne królicze przeciwciała 

pierwszorzędowe, skierowane przeciwko fosforylowanemu białku z nadrodziny białek Ras 

(ang. Ras homolog gene family, member A, RhoA), poliklonalne królicze przeciwciała 

pierwszorzędowe, skierowane przeciwko katalitycznej podjednostce kinazy białkowej, 

zależnej od cAMP (ang. cAMP-dependent protein kinase, PKAc alfa/beta/gamma), 

poliklonalne królicze przeciwciała pierwszorzędowe, skierowane przeciwko fosforylowanej 

formie fosfatazy łańcuchów lekkich miozyny (ang. Myosin light-chain kinase, MLC); 

Santa Cruz Biotechnology Inc (Santa Cruz, USA) – poliklonalne anty-królicze 

przeciwciała drugorzędowe IgG skoniugowane z fosfatazą alkaliczną; 

National Diagnostics Inc (Charlotte, USA) – Histomount; 

Cloud-Clone Corp (Huston, USA) – zestaw do oznaczania tromboksanu A2 (TXA2) 

metodą ELISA; 
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Cayman Chemical Company (Ann Arbor, USA) – zestaw do oznaczania cyklicznego 

adenozyno-3′,5′-monofosforanu (cAMP) metodą ELISA; 

Biorbyt (Cambridge, Wielka Brytania) – zestaw do oznaczania fruktozaminy metodą 

kolorymetryczną; 

Life Technologies Polska Sp. Z o.o. (Warszawa, Polska) – zestaw do elektrotransferu 

białek (iBlot®
 Gel Transfer Stacks PVDF, regular size); 

 

 

2.2.2. Materiały zużywalne 

 

Kuwety do pomiaru agregacji pochodziły z firmy LabiTec (Ahrensburg, Niemcy). 

Probówki typu Eppendorf, probówki typu Falcon (15 i 50 ml), kuwety do pomiarów 

spektrofotometrycznych, 96-dołkowe płytki hodowlane płaskodenne, pipety, a także 

końcówki do pipet pochodziły z firmy Saersedt (Stare Babice, Polska). Probówki wirówkowe, 

szkiełka mikroskopowe podstawowe i nakrywkowe oraz inne drobne materiały zużywalne 

dostarczono z firmy Medlab (Gdynia, Polska). 

 

 

2.3. Aparatura 

 

- Wirówki: 25 Jouan CT 1000 (Thermo Scientific, Gliwice, Polska); MPW-223e 

(MPW-Instruments, Warszawa, Polska); 

- Agregometr dwukanałowy APACT – Automated Platelet Aggregation Coagulation 

Tracer (Labor, Hamburg, Niemcy); 

- Spektrofotometry: UV-1202 Spectrophotometr (Shimadzu, Japan); Victor 3, 1420 

Multilabel Counter (Perkin Elmer, USA); Ultraspec 3100 Pro (Amersham Biosciences, UK) z 

nakładką termostatyczną MultiTempIII (ThermoElectron, Niemcy); 

- Termo wytrząsarki: MixMate (Eppendorf, Niemcy); Termomixer Comfort 

(Eppendorf, Niemcy); Termomixer Compact (Eppendorf, Niemcy); wytrząsarka typ 357 

(Elpin+, Polska); 

- Luminometr Junior (Berthold Technology, Niemcy); LS 55 z oprogramowaniem 

FLWinLab
®
 Version 4.00.02 (Perkin Elmer Instruments, USA); 

- Zestaw do rozdziału elektroforetycznego: Mini-Protean III (Bio-Rad, Polska); 
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- Zestaw do suchego transferu: iBlot Dry Blotting System (Life Technologies Co., 

USA); 

- System do dokumentacji żeli: UVITEC Allince 4.7 z oprogramowaniem UVlband®
 

(UVITEC, Wielka Brytania); 

 - Mikroskopy: mikroskop fluorescencyjny firmy Nikon (Precoptic Co, Warszawa, 

Polska); odwrócony mikroskop fluorescencyjny IX83 firmy Olympus (Olympus Polska Sp. z 

o.o., Warszawa, Polska); 

 - pH-metr: AD100 (ADWA, Polska); 

- analizator hematologiczny HMX (Beckman- Coulter, Miami, Florida, USA); 

 - analizator biochemiczny Architect 8000 (Abbott, Warszawa, Polska); 

 - Variant II Hemoglobin Testing System do oznaczania hemoglobiny glikowanej (Bio-

Rad Laboratories, GMBH, Monachium, Niemcy); 

- program do oceny zdjęć mikroskopowych Image J (Java, National Institutes of 

Health, USA). 

 

 

2.4. Izolacja krwinek płytkowych 

 

2.4.1. Izolacja płytek krwi z kożuszków leukocytarno-płytkowych (Michno, 

2004) 

 

Krwinki płytkowe izolowano metodą wirowania różnicowego w temperaturze 

pokojowej. Kożuszek leukocytarno-płytkowy przenoszono do probówek typu Falcon, 

zawierających cytrynian sodu o końcowym stężeniu 3,20% oraz bufor PBS (2,70 mM KCl; 

1,20 mM KH2PO4; 0,20 mM MgCl2; 150 mM NaCl; 7,40 mM NaH2PO4; pH=7,40), a 

następnie wirowano w temperaturze pokojowej przez 20 minut z prędkością 100×g w 

wirówce 25 Jouan CT 1000 (Thermo Scientific, Gliwice, Polska). Następnie, znad osadu, 

złożonego z osadzonych erytrocytów i leukocytów, zbierano osocze bogatopłytkowe (PRP) i 

przenoszono do 15 ml probówek typu Falcon. Dodawano kwas cytrynowy (końcowe stężenie 

0,30 mM) w celu odwracalnego zahamowania aktywności i metabolizmu płytek krwi, a 

następnie wirowano przez 15 minut z prędkością 100×g w wirówce MPW 223e (MPW-

Instruments, Warszawa, Polska). Po odwirowaniu, oczyszczony nadsącz bogatopłytkowy 

przenoszono do świeżych probówek typu Falcon i wirowano przez 15 minut z prędkością 

800×g. 
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Uzyskane osocze zawieszano w buforze Tyroda, zawierającym 150 mM NaCl; 5 mM 

HEPES; 0,55 mM NaH2PO4 anh; 7 mM NaHCO3 anh; 2,70 mM KCl; 0,50 mM MgCl2; 50 

mM glukoza; pH=7,40, natomiast nadsącz odrzucono. Liczbę płytek krwi oceniono w 

hemocytometrze Superior (Marienfeld, Niemcy), po uprzednim zawieszeniu komórek w 1% 

roztworze siarczanu amonu. 

 

 

2.4.2. Izolacja płytek krwi pobranych od pacjentów z cukrzycą i osób zdrowych 

 

 Płytki krwi izolowano z krwi pełnej pobranej do probówek zawierających 3,20% 

cytrynian sodu metodą wirowania różnicowego w temperaturze pokojowej przez 15 minut z 

prędkością 100×g, w wirówce MPW 223e (MPW-Instruments, Warszawa, Polska). Osocze 

bogatopłytkowe przenoszono znad warstwy osadzonych leukocytów i erytrocytów do 

czystych probówek, dodawano kwas cytrynowy (końcowe stężenie 0,30 mM) i wirowano 

przez 20 min z prędkością 800×g. Nadsącz w postaci osocza ubogopłytkowego (PPP) zebrano 

do probówek typu Eppendorf i zamrożono w temperaturze -20°C do momentu wykonania 

oznaczenia stężenia fruktozaminy, natomiast uzyskane osocze bogatopłytkowe zawieszono w 

buforze Tyroda. 

Krwinki płytkowe zawieszano w 1% roztworze siarczanu amonu, a ich liczbę oraz 

stopień zanieczyszczenia innymi parametrami morfologicznymi oceniono w hemocytometrze 

Superior (Marienfeld, Niemcy). 

 

 

2.4.3. Weryfikacja procedury izolacji krwinek płytkowych 

 

Procedura izolacji płytek krwi, opisana w podrozdziale „2.4.1. Izolacja płytek krwi z 

kożuszków leukocytarno-płytkowych” oraz „2.4.2. Izolacja płytek krwi pobranych od 

pacjentów z cukrzycą i osób zdrowych”, pozwoliła na uzyskanie zawiesiny komórek, 

minimalnie zanieczyszczonej pozostałymi elementami morfotycznymi (Tab. 1). 
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Tabela 1. Skład zawiesiny krwinek płytkowych otrzymanych metodą wirowań różnicowych w 

kożuszkach leukocytarno-płytkowych i krwi pełnej. 

Parametr 
Kożuszki leukocytarno-

płytkowe 

Krwinki płytkowe izolowane z 

krwi pełnej 

PLT (×10
8
/ml) 3,20 ± 0,02 2,90 ± 0,14 

WBC (×10
8
/ml) 0,03 ± 0,01 0,02 ± 0,01 

RBC (×10
8
/ml) 0,05 ± 0,02 0,04 ± 0,02 

 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 10 badań. 
 

Liczba białych i czerwonych krwinek stanowiła odpowiednio 0,70 i 1,40% liczby 

krwinek płytkowych, wyizolowanych z probówek zawierających 3,20% cytrynian sodu. Dane 

te wskazują na znikomy stopień zanieczyszczenia płytek krwi innymi elementami 

morfotycznymi. 

 

 

2.4.4. Porównanie funkcji płytek krwi pochodzących z kożuszków leukocytarno-

płytkowych i krwi pełnej 

 

Oceny funkcji krwinek płytkowych dokonano na podstawie porównania zdolności 

płytek krwi pochodzących z kożuszków leukocytarno-płytkowych i krwi pełnej do agregacji 

trombinowej (końcowe stężenie 0,10 JM/ml) i kolagenowej (końcowe stężenie 5 μg/ml) (Tab. 

2). 
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Tabela 2. Porównanie agregacji płytek krwi izolowanych z kożuszków leukocytarno-

płytkowych i pełnej krwi. 

Parametr 
Kożuszki 

leukocytarno-płytkowe 

Krwinki płytkowe 

izolowane z krwi pełnej 

Agregacja (0,1 JM/ml trombina) 81,70 ± 2,90% 79,90 ± 2,50% 

Agregacja (5 μg/ml kolagen) 72,60 ± 2,40% 70,90 ± 2,50% 

 

Wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 10 badań. 
 

Nie wykazano różnic w procesie agregacji płytek krwi, aktywowanej zarówno 

trombiną (0,10 JM/ml), jak i kolagenem (5 μg/ml), pomiędzy analizowanym materiałem 

biologicznym różnego pochodzenia. Jest to zgodne z raportem Reddoch i wsp., w którym 

wykazano, iż morfologia krwinek płytkowych, izolowanych z kożuszków leukocytarno-

płytkowych, jak też ich zdolność do agregacji zostały zachowane nawet do piątego dnia od 

pobrania krwi od dawców i mogą być bezpiecznie przetaczane pacjentom [131, 132]. 

Dane te wskazują, że krwinki płytkowe, pochodzące z kożuszków leukocytarno-

płytkowych, stanowią cenny materiał do ustalania warunków prowadzonych doświadczeń. 

 

 

2.5. Ocena parametrów laboratoryjnych 

 

Parametry laboratoryjne, wykorzystane do oceny stanu klinicznego pacjentów, zostały 

wykonane w Centralnym Laboratorium Klinicznym Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego 

w Gdańsku, z zastosowaniem standardowych procedur analitycznych. Krew do badań była 

pobierana z żyły łokciowej, od osób będących na czczo, w godzinach porannych. Badanie 

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

wykonano na analizatorze hematologicznym HMX (Beckman-Coulter, Miami, Florida, USA). 

Ocenę stężenia glukozy w osoczu krwi i profilu lipidowego dokonano przy użyciu 

komercyjnego zestawu, na analizatorze Architect 8000 (Abbott, Warszawa, Polska). Frakcję 

LDL lipidów wyliczono ze wzoru Friedewalda. Oznaczanie hemoglobiny glikowanej (HbA1c) 

przeprowadzono 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). 
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2.5.1. Pomiar fruktozaminy 

 

Fruktozamina stanowi frakcję całkowitej albuminy w surowicy krwi, która uległa 

glikacji. Ponieważ okres półtrwania albuminy wynosi około 20 dni, stężenie fruktozaminy 

odzwierciedla 3 tygodniowe retrospektywne zmiany stężenia glukozy we krwi. 

Osocze ubogopłytkowe (PPP), przygotowano zgodnie z podrozdziałem: „2.4.2. 

Izolacja płytek krwi pobranych od pacjentów z cukrzycą i osób zdrowych”, a następnie 

postępowano zgodnie z protokołem dołączonym do zestawu do oznaczania fruktozaminy 

firmy Biorbyt (Cambridge, Wielka Brytania). Test opiera się na bezpośredniej redukcji 

nitrotetraformazolu (NBT) do barwnego formazanu, w środowisku alkalicznym (pH=10,30). 

Natężenie barwy jest wprost proporcjonalne do stężenia fruktozaminy w próbce, której 

absorbancję odczytano w spektrofotometrze VICTOR 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer 

(Warszawa, Polska), przy długości fali 530 nm. Wyniki wyrażano w µmol/l, w odniesieniu do 

krzywej wzorcowej. 

 

 

2.6. Oznaczanie glutationu całkowitego i zredukowanego (Akerboom i wsp. 

1981) 

 

Krwinki płytkowe, uzyskane z kożuszków leukocytarno-płytkowych (Patrz rozdział: 

„2.4.1. Izolacja płytek krwi z kożuszków leukocytarno-płytkowych”), zawieszono w buforze 

Tyroda, uzyskując stężenie końcowe 5×10
8
 płytek/ml, po czym inkubowano z analizowanymi 

związkami wanadu: (końcowe stężenie 0,50 mM) i VCl3 (końcowe stężenie 0,50 mM), przez 

20 minut, w temperaturze 37
o
C. Następnie próby denaturowano kwasem sulfosalicylowym 

(końcowe stężenia 5%), wytrząsano przez 15 minut w 4°C i wirowano przy 3500×g, w 

temperaturze 4
o
C. Uzyskany nadsącz przenoszono do probówek typu Eppendorf. Próby 

zobojętniano 2 M NaOH do pH=7,40. Środowisko do oznaczenia glutationu zawierało: 95 

mM K2HPO4; 0,95 mM EDTA; 0,031 mg.ml DTNB; 0,115 JM reduktazy glutationowej. 

Mieszanina reakcyjna do oznaczenia glutationu utlenionego nie zawierała reduktazy 

glutationowej (o końcowym stężeniu 0,115 JM). Próby inkubowano 5 minut, po czym 

dodawano 50 µl NADPH (o końcowym stężeniu 48 µM) w celu rozpoczęcia reakcji. 

Test opiera się na bezpośredniej redukcji NBT do barwnego formazanu. Natężenie 

barwy jest wprost proporcjonalne do stężenia glutationu w próbce, absorbancję której 



43 

 

odczytano w spektrofotometrze VICTOR 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer (Warszawa, 

Polska), przy długości fali 405 nm. 

 

         reduktaza 

      glutationowa 

DTNB + H
+
                        2TNB + NADP

+
 

       GSSH/GSH 

 

 

Wyniki odczytano w odniesieniu do krzywej wzorcowej, natomiast stężenie glutationu 

zredukowanego wyliczono jako różnicę glutationu całkowitego i utlenionego. 

 

 

2.7. Adhezja płytek krwi (Roberts, 2009) 

 

Krwinki płytkowe izolowano zgodnie z podrozdziałem „2.4.2. Izolacja płytek krwi 

pobranych od pacjentów z cukrzycą i osób zdrowych” i zawieszano płytki w stężeniu 

końcowym 3×10
8
 płytek/ml. Pomiaru adhezji dokonano na płytkach 96-dołkowych, które 

były opłaszczone czynnikami adhezyjnymi aktywującymi płytki krwi w tym: kolagenem 

(końcowe stężenie 5 μg/ml) oraz fibrynogenem (końcowe stężenie 250 μg/ml) i inkubowane 

przez 24 godziny w temperaturze 4°C. 

Kontrolę stanowiły dołki pokryte 100% surowicą bydlęcą (FBS, Fetal Bovine Serum). 

Po opłaszczeniu dołków płytek inkubacyjnych wybranymi czynnikami aktywującymi płytki 

krwi i przemyciem buforem PBS, dodawano 5% FBS i inkubowano przez 1 godzinę w 

temperaturze pokojowej, w celu zablokowania niespecyficznych miejsc wiążących białko. 

Izolowane krwinki płytkowe preinkubowano przez 20 min w temperaturze 37°C z RGDS 

(końcowe stężenie 0,20 mM), czynnikiem zapobiegającym agregacji aktywowanych krwinek 

płytkowych. Następnie do preinkubowanej zawiesiny płytek krwi dodawano wybrane związki 

wanadu: BMOV (0,50 mM) i VCl3 (0,50 mM). Tak przygotowaną zawiesinę płytek krwi 

nanoszono na opłaszczone 96-dołkowe płytki i inkubowano 30 minut w temperaturze 37ºC. 

Po zakończonej inkubacji, płytki przepłukano buforem PBS, celem usunięcia krwinek 

płytkowych, które nie uległy adhezji. Następnie płytki krwi inkubowano w 150 μl mieszaniny 

zawierającej bufor cytrynianowy (32 mM kwas cytrynowy, 68 mM cytrynian sodu, pH=5,40), 

Triton-X 100 (końcowe stężenie 0,10%) oraz fosforan p-nitrofenylu (końcowe stężenie 5 
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mM), przez 1 godzinę, w warunkach bez dostępu światła. Po godzinie przerywano reakcję 

przez dodanie 100 μl NaOH (końcowe stężenie 2 M). 

Intensywność żółtego zabarwienia prób, wprost proporcjonalna do aktywności 

fosfatazy kwaśnej, została odczytana spektrofotometrycznie, przy długości fali 405 nm, w 

aparacie VICTOR 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer (Warszawa, Polska). Dla każdego 

dwukrotnego oznaczenia prób wyliczono wartość średnią, od której odjęto absorbancję próby, 

inkubowanej w dołkach pokrytych 100% FBS, stanowiącej próbę ślepą. 

Otrzymane wartości zostały wyrażone jako procent adhezji, gdzie wynik dla prób 

kontrolnych, nie inkubowanych ze związkami wanadu przedstawiono jako 100%. Uzyskane 

wyniki zostały przedstawione jako wartość średnia ± standardowy błąd średniej. 

 

 

2.8. Zmiana kształtu płytek krwi z zastosowaniem techniki fluorescencyjnej 

 

Krwinki płytkowe izolowano zgodnie z podrozdziałem „2.4.2. Izolacja płytek krwi 

pobranych od pacjentów z cukrzycą i osób zdrowych”, uzyskując stężenie końcowe 1×10
7
 

płytek/ml. Mikroskopowe szkiełka podstawowe opłaszczono kolagenem (końcowe stężenie 5 

μg/ml), fibrynogenem (końcowe stężenie 250 μg/ml) i 100% FBS, stanowiącym kontrolę 

negatywną, następnie inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 4
o
C. Następnie szkiełka 

przepłukano buforem PBS. Niespecyficzne miejsca wiążące białko blokowano, inkubując 

płytki inkubacyjne z 5% FBS przez 30 minut w temperaturze pokojowej i ponownie płukano 

4-krotnie w buforze PBS. 

Krwinki płytkowe, inkubowano ze związkami wanadu BMOV (0,50 mM/ml) lub VCl3 

(0,50 mM), przez 2 minuty, następnie nanoszono na przygotowane wcześniej szkiełka po 100 

μl zawiesiny i inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37ºC. Po upływie tego czasu 

szkiełka przemywano 3-krotnie buforem PBS, w celu odpłukania niezwiązanych krwinek 

płytkowych. Preparaty utrwalano 4% paraformaldehydem przez 15 minut, w temperaturze 

pokojowej, 3-krotnie przepłukano buforem PBS i dodano 100 μl Triton-X 100 (końcowe 

stężenie 0,30%). Po 5 min inkubacji w temp. pok. szkiełka ponownie przemyto 3-krotnie 

buforem PBS. Tak przygotowane preparaty mikroskopowe znakowano 100 μl falloidyną 

FITC (końcowe stężenie 10 μg/ml), inkubując przez 45 minut w temperaturze pokojowej, bez 

dostępu światła. Niezwiązany barwnik odpłukano buforem PBS, a preparaty utrwalono 

odczynnikiem Histomount i zabezpieczono szkiełkiem nakrywkowym. 
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Agregaty płytkowe oceniano przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego firmy Nikon 

(Precoptic Co, Warszawa, Polska, obiektyw 40x), wyposażonego w kamerę do wykonania 

zdjęć Digital Sight DS. 5Mc (Precoptic Co, Warszawa, Polska) oraz odwróconego 

mikroskopu fluorescencyjnego IX83 firmy Olympus (Warszawa, Polska; obiektyw 40x), 

wyposażonego w kamerę DP27 (Olympus Optical Co, Japan). 

Wyniki analizowano na podstawie 10 zdjęć wykonanych w reprezentacyjnych 

częściach preparatów z pomocą programu Image J (Java, National Institutes of Health, 

America). 

 

 

2.9. Tworzenie agregatów płytek krwi (Roberts, 2009) 

 

Pomiaru tworzenia agregatów krwinek płytkowych dokonano w analogiczny sposób, 

jak w punkcie „2.7. Adhezja płytek krwi (Roberts, 2009)”, z pominięciem preinkubacji z 

RGDS (końcowe stężenie 0,20 mM). Otrzymane wartości wyrażono jako procent tworzenia 

agregatów krwinek płytkowych, a wynik dla prób kontrolnych, nie inkubowanych ze 

związkami wanadu, przedstawiono jako 100%. Uzyskane wyniki zostały przedstawione jako 

wartość średnia ± standardowy błąd średniej. 

 

 

2.10. Wpływ związków wanadu na aktywność fosfatazy kwaśnej 

 

Istnieją również doniesienia na temat zdolności ortowanadanu sodu, w stężeniach 

0,25-1 mM, do hamowania fosfatazy kwaśnej w mysich neuronach cholinergicznych 

neuroblastoma oraz ludzkich erytrocytach [133]. 
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Rycina. 2. Wpływ związków wanadu na aktywność fosfatazy kwaśnej krwinek płytkowych. 

Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 3 powtórzeń. 
Krwinki płytkowe (3x108/ml) były aktywowane na powierzchni kolagenu (5 µg/ml) w 37°C 
przez 30 min, lizowane Triton-X 100 (końcowe stężenie 0,10%), a następnie inkubowane w 

mieszaninie zawierającej bufor cytrynianowy (32 mM kwas cytrynowy, 68 mM cytrynian 
sodu, pH=5,40), oraz fosforan p-nitrofenylu (końcowe stężenie 5 mM), przez 50 minut, w 

warunkach bez dostępu światła. Następnie dodawano do mieszaniny płytek 0,50 mM BMOV 

lub 0,50 mM VCl3 na 10 min. Reakcję przerywano dodaniem 0,20 M NaOH. 

 

Dlatego też, w niniejszej pracy oceniano bezpośredni wpływ 0,50 mM BMOV i 0,50 

mM VCl3 na aktywność płytkowej fosfatazy kwaśnej (Ryc. 2). 
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2.11. Tworzenie agregatów płytek krwi z zastosowaniem techniki 

fluorescencyjnej 

 

Krwinki płytkowe izolowano zgodnie z podrozdziałem „2.4.2. Izolacja płytek krwi 

pobranych od pacjentów z cukrzycą i osób zdrowych”, uzyskując stężenie końcowe 3×10
8
 

płytek/ml. Dalej postępowano tak, jak w punkcie „2.9. Tworzenie agregatów płytek krwi 

(Roberts, 2009)”. 

Agregaty płytkowe oceniano przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego firmy Nikon 

(Precoptic Co, Warszawa, Polska, obiektyw 40x), wyposażonego w kamerę do wykonania 

zdjęć Digital Sight DS. 5Mc (Precoptic Co, Warszawa, Polska) oraz odwróconego 

mikroskopu fluorescencyjnego IX83 firmy Olympus (Warszawa, Polska; obiektyw 40x), 

wyposażonego w kamerę DP27 (Olympus Optical Co, Japan). 

Wyniki analizowano na podstawie 10 zdjęć wykonanych w reprezentacyjnych 

częściach preparatów z pomocą programu Image J (Java, National Institutes of Health, 

America). 

 

 

2.12. Agregacja krwinek płytkowych (Born, 1962) 

 

Zdolność płytek krwi do agregacji oznaczono metodą turbidymetryczną, opartą na 

pomiarze zmian natężenia światła, przechodzącego przez zawiesinę płytek krwi, w 

agregometrze dwukanałowym APACT – Automated Platelet Aggregation Coagulation Tracer 

(Labor, Hamburg, Niemcy). Krwinki płytkowe izolowano zgodnie z podrozdziałem „2.4.2. 

Izolacja płytek krwi pobranych od pacjentów z cukrzycą i osób zdrowych”, uzyskując 

stężenie końcowe 3×10
8
 płytek/ml. Pomiaru agregacji dokonano w komercyjnie dostępnych 

kuwetach agregacyjnych z mieszadełkiem magnetycznym, w końcowej objętości 300 μl 

środowiska, zawierającego bufor Tyroda. Agregometr APACT kalibrowano względem 

powietrza, a następnie zawiesiny płytek krwi. 

Krwinki płytkowe poddawano 2 minutowej preinkubacji w agregometrze, w 

temperaturze 37ºC, z analizowanymi związkami wanadu: BMOV (0,50 mM) i VCl3 (0,50 

mM), przy stałym mieszaniu zawiesiny mieszadłem magnetycznym z prędkością 3500×g, po 

czym aktywowano trombiną (0,10 JM/ml) i rejestrowano zmiany natężenia światła 

przechodzącego przez kuwetę przez 12 minut. Wynik agregacji odczytywano co 2 minuty, 

uzyskane wyniki wyrażono jako procent światła przechodzącego przez badaną próbkę. 
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2.13. Oznaczanie ATP (Gorman i wsp. 2003) 

 

Izolowane krwinki płytkowe pochodzące od osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą, 

zawieszano w buforze Tyroda, uzyskując stężenie końcowe 3×10
8
 płytek/ml. Następnie płytki 

krwi preinkubowano z peptydem antyagregacyjnym RGDS (końcowe stężenie 0,20 mM) 

przez 20 minut, w 37
o
C, dodawano, po czym inkubowano ze związkami wanadu: BMOV 

(końcowe stężenie 0,50 mM) i VCl3 (końcowe stężenie 0,50 mM), przez 20 minut, w 

temperaturze 37
o
C. Tak przygotowane krwinki płytkowe aktywowano trombiną (końcowe 

stężenie 0,10 JM/ml) przez 5 minut w 37
o
C. 

Następnie próby wirowano przez 3 minuty, przy 3500×g, w temperaturze 4o
C. 

Uzyskany nadsącz przenoszono do świeżych probówek typu Eppendorf, natomiast osad 

zawieszano w wodzie destylowanej, w objętości analogicznej do odebranego nadsączu. Próby 

gotowano przez 3 minuty w temperaturze 100
oC, następnie zamrażano w -20

o
C i 

przechowywano nie dłużej niż miesiąc do momentu wykonania oznaczenia. W nadsączu 

oceniono ilość wydzielonego ATP, natomiast osad wykorzystano do pomiarów 

wewnątrzpłytkowej puli ATP. 

Pomiaru dokonano w obecności lucyferyny, stanowiącej substrat dla enzymu 

lucyferazy. Enzym ten katalizuje reakcję adenylacji lucyferyny przez ATP, co prowadzi do 

powstania kwantu światła, mierzonego luminometrycznie w luminometrze Junior (Berthold 

Technology, Bad Wild-bad, Niemcy). 

 

            lucyferaza, Mg
2+

 

lucyferyna + ATP + O2                           lucyferyna + AMP + pirofosforan + CO2 + hυ 

 

 

Środowisko inkubacyjne do pomiaru ATP (Vk=0,20 ml) zawierało w końcowej 

objętości: 25 mmol/l Tris-HCl (pH=7,80), 5 mmol/l MgCl2, 0,10 mmol/l EDTA, 1,00 mmol/l, 

DTT, 0,50 mmol/l lucyferyny i 6 JM lucyferazy [EC 1.13.12.7]. Pomiar rozpoczynano od 

analizy emisji środowiska inkubacyjnego i prowadzono przez 10 sekund, następnie dodawano 

0,02 ml badanej próby, ponawiając pomiar. Zawartość ATP w próbach odczytano na 

podstawie krzywej kalibracyjnej, a wynik został wyrażony w nmolach /mg białka. 

 

 



49 

 

2.14. Oznaczanie zawartości tromboksanu A2 (TXA2) metodą ELISA 

 

Krwinki płytkowe izolowano zgodnie z podrozdziałem „2.4.2. Izolacja płytek krwi 

pobranych od pacjentów z cukrzycą i osób zdrowych”, uzyskując stężenie końcowe 5×10
8
 

płytek/ml. Następnie postępowano zgodnie z protokołem opisanym w podrozdziale: „2.13. 

Oznaczanie ATP (Gorman i wsp. 2003)”. Tak przygotowane próby wytrząsano z 5% TCA w 

temperaturze 4
o
C przez 5 minut, celem odbiałczenia, a następnie wirowano przez 3 minuty, 

przy 3500×g, w temperaturze 4
o
C. Osad odrzucono, natomiast uzyskany nadsącz odbierano 

do świeżych probówek typu Eppendorf i zobojętniono poprzez dodanie NaOH (końcowe 

stężenie 0,20 M). Uzyskany nadsącz przenoszono na komercyjnie dostępną płytkę 96-

dołkową i dalej postępowano zgodnie z protokołem, dołączonym do komercyjnie dostępnego 

testu na tromboksan A2 (TXA2), w oparciu o metodę kompetycyjną ELISA. Zgodnie z zasadą 

reakcji kompetycji analog TXA2, znakowany biotyną, wiązał się z awidyną, sprzężoną z 

peroksydazą chrzanową, uniemożliwiając związanie wolnego TXA2. Obserwowano żółte 

zabarwienie prób, odwrotnie proporcjonalne do zawartości wolnego TXA2 w płytkach krwi, 

które odczytano w spektrofotometrze VICTOR 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer 

(Warszawa, Polska), przy długości fali 450 nm. Wyniki odczytano na podstawie krzywej 

standardowej, wyrażonej w skali logarytmicznej i wyrażono w ng/108
PLT. 

 

 

2.15. Oznaczanie poziomu cyklicznego adenozyno-3′,5′-monofosforanu (cAMP) 

metodą ELISA 

 

Krwinki płytkowe izolowano zgodnie z podrozdziałem „2.4.2. Izolacja płytek krwi 

pobranych od pacjentów z cukrzycą i osób zdrowych”, uzyskując stężenie końcowe 3×10
9
 

płytek/ml. Następnie postępowano zgodnie z protokołem opisanym w podrozdziale: „2.13. 

Oznaczanie ATP (Gorman i wsp. 2003)”. Z tak przygotowanymi próbami postępowano jak w 

podrozdziale: „2.14. Oznaczanie zawartości tromboksanu A2 (TXA2) metodą ELISA”. 

Uzyskany nadsącz nanoszono na komercyjnie dostępną płytkę 96-dołkową i dalej 

postępowano zgodnie z protokołem dołączonym do testu oznaczania cAMP, w oparciu o 

metodę kompetycyjną ELISA. 

W reakcji tej acetylotiocholina, związana z analogiem cAMP ulegała przekształceniu 

do kwasu 5-tio-2-nitrobenzoesowego (TNB), obserwowanego w postaci żółtego zabarwienia 

prób. Katalizatorem reakcji była acetylocholinoesteraza (AChE). 
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Zawartość TNB była odwrotnie proporcjonalne do zawartości wolnego cAMP w 

płytkach krwi, które odczytano spektrofotometrycznie, przy długości fali 405 nm, w aparacie 

VICTOR 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer (Warszawa, Polska). 

 

      acetylocholinoesteraza 

acetylotiocholina                                      kwas octowy + tiocholina 

 

tiocholina + DTNB            2-nitrobenzoeso-5-merkaptocholina + TNB 

 

 

Wyniki odczytano na podstawie krzywej standardowej, wyrażonej w skali 

logarytmicznej i wyrażono w pmolach/109
PLT. 

 

 

2.16. Półilościowe oznaczanie ekspresji białek regulujących funkcje płytek krwi 

metodą Western Blot (WB) 

 

Krwinki płytkowe izolowano zgodnie z podrozdziałem „2.4.2. Izolacja płytek krwi 

pobranych od pacjentów z cukrzycą i osób zdrowych”, uzyskując stężenie końcowe 5×10
8
 

płytek/ml. Następnie płytki krwi preinkubowano z analizowanymi związkami wanadu: 

BMOV (0,50 mM) i VCl3 (0,50 mM) przez 2 minut, w temperaturze 37
o
C, po wcześniejszej 

preinkubacji w obecności peptydu antyagregacyjnego RGDS (0,20 mM) i aktywowano 

trombiną (0,10 JM/ml). 

Do zawiesiny płytek krwi dodawano równą objętość buforu lizującego o następującym 

składzie: 50 mM Tris-HCL, 4% SDS, 20% glicerol i 5% merkaptoetanol, do uzyskania 

końcowego stężenia białka 0,50-3 mg/ml. Próby zamrażano i przechowywano w temp -20
o
C 

do momentu oznaczenia ( do 1-go miesiąca). 

Przed rozdziałem elektroforetycznym próby rozmrażano, gotowano w 100o
C przez 10 

min i nanoszono 10-60 μg lizatów komórkowych i 10 μg mieszaniny białek wzorcowych na 

ścieżki elektroforetyczne żelu. Rozdział elektroforetyczny prowadzono przy użyciu aparatu 

Mini-Protean III (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) na poliakrylamidowym żelu gradientowym 

(4-20%, firmy Bio-Rad, Warszawa, Polska), który zanurzono w buforze rozwijającym, 

katodowo-anodowym, o składzie: 25 mmol/l Tris (pH=8,30), 192 mmoli/l glicyna i 0,10% 

dodecylosiarczan sodu (SDS). Elektroforezę prowadzono w czasie 2 godzin, przy stałym 
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napięciu 90V, w temperaturze pokojowej, w warunkach denaturujących (SDS-PAGE). 

Następnie przeprowadzono suchy elektrotransfer białek na membranę z polifluorku 

winylidenu (PVDF), przy napięciu 20V, w aparacie iBlot Dry Blotting System (Life 

Technologies Co., USA), w czasie 8 minut i blokowano niespecyficzne miejsca wiążące 

białka na membranie, przez 90 min, w roztworze zawierającym 10% roztwór albuminy 

surowicy bydlęcej (BSA) w buforze TBS-T o składzie: 25 mmol/l Tris-HCl (pH=7,40), 134 

mmol/l NaCl, 3 mmol/l KCl i 0,10% Tween 20. W kolejnym etapie membranę PVDF płukano 

przez 5 minut buforem TBS-T i inkubowano przez noc w 4
o
C z wybranymi monoklonalnymi 

lub poliklonalnymi mysimi i króliczymi przeciwciałami 1o
, zawieszonymi w 2% BSA 

zgodnie z zaleceniami producentów, tj: anty-p-Akt (stężenie 1:1000), anty-p-VASP (stężenie 

1:1000), anty-β-tubulina, (w stężeniu 1:1000), anty-p-RhoA (stężenie 1:1000), anty-PKAc 

alpha/beta/gamma (stężenie 1:1000) i anty-p-MLC (stężenie 1:2500). Następnego dnia 

membranę PVDF czterokrotnie płukano po 15 minut w roztworze TBS-T i poddawano 2 

godzinnej inkubacji, w temperaturze pokojowej, z odpowiednimi poliklonalnymi 

przeciwciałami 2o, skoniugowanymi z fosfatazą alkaliczną i zawieszonymi w 2% BSA TBS. 

Następnie błony 4-krotnie płukano po 15 minut w roztworze TBS-T. W końcowym etapie 

membranę poliwylidenową inkubowano w buforze do detekcji fosfatazy alkalicznej, 

chronionym przed światłem, o składzie 100 mmoli/l Tris-HCl (pH=9,50), 100 mmol/l NaCl, 5 

mmol/l MgCl2, 0,33 mg/ml NBT i 0,17 mg/ml BCIP, do momentu pojawienia się prążków 

białek (około 15 minut). 

 

 

2.17. Reaktywne związki reagujące z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) 

(Panse i wsp., 1985) 

 

Po zakończeniu agregacji krwinek płytkowych z dodatkiem trombiny (0,10 JM/ml), w 

agregometrze, przez 12 minut, w temperaturze 37ºC, próby odbiałczano przez dodanie 0,30 

ml kwasu trichlorooctowego (stężenie końcowe 10%), następnie wytrząsano przez 20 minut 

w 4°C i wirowano przez 3 min, 3500×g, w temperaturze 4°C. Uzyskany nadsącz przenoszono 

do świeżych probówek typu Eppendorf, dodawano 200 μl 2% kwasu tiobarbiturowego i 

gotowano przez 15 minut w temperaturze 100ºC. Absorbancję mierzono metodą 

kolorymetryczną względem próby zerowej, na spektrofotometrze Shimadzu UV 1202 

(Shimadzu Europa, Duisburg, Germany), przy długości fali λ=535 nm. Akumulację TBARS 

wyrażono jako nmole/12min/mg białka. 
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2.18. Białko całkowite (Bradford, 1976) 

 

Zawartość białka w płytkach krwi została oznaczono metodą według Bradford 

względem krzywej kalibracyjnej, w zakresie stężeń 20-50 mg/ml immunoglobuliny ludzkiej. 

Do 50 μl wzorca bądź próby badanej dodano 4,50 ml roztworu błękitu brylantowego G-250, 

inkubowano 10 minut i mieszano. Absorbancję próbek odczytywano w spektrofotometrze 

Shimadzu UV 1202 (Shimadzu Europa, Duisburg, Niemcy), przy długości fali λ=578 nm. 

 

 

2.19. Oznaczanie aktywności enzymów krwinek płytkowych 

 

Krwinki płytkowe izolowano zgodnie z podrozdziałem „2.4.2. Izolacja płytek krwi 

pobranych od pacjentów z cukrzycą i osób zdrowych”, uzyskując stężenie końcowe 3×10
8
 

płytek/ml, po czym inkubowano z analizowanymi związkami wanadu: BMOV (0,50 mM) i 

VCl3 (0,50 mM) przez 2 minuty, w temperaturze 37
oC, po wcześniejszej preinkubacji z 

RGDS (0,20 mM), a następnie aktywowano trombiną (0,10 JM/ml). 

Tak przygotowaną zawiesinę płytek krwi rozcieńczano Tritonem X-100 (końcowe 

stężenie 0,20%) i inkubowano przez 10 minut, w temperaturze 4
o
C. Pomiar aktywności 

enzymów prowadzono w ciągu 2 godzin od zakończenia preparatyki, w temperaturze 37°C, 

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

Wielka Brytania). 

 

 

2.19.1. Heksokinaza (6-fosfotransferaza ATP-D-heksoza) [EC 2.7.1.1] 

(Skibowska, 2003) 

 

Do środowiska inkubacyjnego (Vk=0,60 ml), zawierającego: 100 mmol/l bufor Tris 

HCl (pH=7,40), 5 mmol/l glukozę; 0,20 mmol/l MgCl2; 0,25 mmol/l NADPH; 1 J.M. GPDH, 

dodawano 0,10 ml badanej próby, zawierającej 0,05 mg białka. Reakcję rozpoczynano 

dodaniem ATP (o końcowym stężeniu 1,20 µM/l) i mierzono wzrost absorbancji związany z 

redukcją NADPH, przy długości fali λ=340 nm. 
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         heksokinaza 

     glukoza + ATP                                 glukozo-6-fosforan + ADP + H
+
 

 

       dehydrogenaza  

   glukozo-6-fosforanowa 

  glukozo-6-fosforan + NADP
+
                           6-fosfo-D-glukono-1,5-lakton + NADPH + H

+
 

 

 

Aktywność enzymu została wyrażona w nanomolach zredukowanego NADP/min/mg 

białka, na podstawie współczynnika absorbancji molowej dla NADP równej 6,22/mol/cm. 

 

 

2.19.2. Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa GPDH [EC 1.1.1.49] (Glock i Mc. 

Lean, 1953) 

 

Do środowiska inkubacyjnego (Vk=0,70 ml), zawierającego: 100 mmol/l bufor Tris 

HCl (pH=7,40), 4 mmol/l MgCl2; 0,50 mmol/l NADP dodawano 0,10 ml badanej próby, 

zawierającej 0,05 mg białka. Reakcję zapoczątkowano poprzez dodanie glukozo-6-fosforanu 

(o końcowym stężeniu 14 µM/l), przy długości fali λ=340 nm obserwując przyrost 

absorbancji, wynikającej z redukcji NADP do NADPH, w procesie utleniania glukozo-6-

fosforanu do 6-fosfoglukonianu. 

 

       dehydrogenaza 

   glukozo-6-fosforanowa 

  glukozo-6-fosforan + NADP
+
                           6-fosfo-D-glukono-1,5-lakton + NADPH + H

+
 

 

 

Aktywność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej wyrażono w nanomolach 

zredukowanego NADP/min/mg białka, na podstawie współczynnika absorbancji molowej dla 

NADP równej 6,22/mol/cm. 

 

 

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

 

Do środowiska inkubacyjnego (Vk=1,00 ml), zawierającego: 50 mmol/l bufor Tris-

HCl (pH=7,40), 2 mmol/l MgCl2, 0,10 mmol/l NADH i 1 J.M. dehydrogenazy 
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izocytrynianowej, dodano 0,10 ml badanej próby, zawierającej 0,20 mg białka. Reakcję 

zapoczątkowano dodaniem cis-akonitanu (o końcowym stężeniu 0,20 mM/l) i rejestrowano 

wzrost absorbancji w temperaturze 37
oC, przy długości fali λ=340 nm. 

 
   akonitaza 

 cis-akonitan + H2O                             izocytrynian 

 

            dehydrogenaza 

               izocytrynianowa 

               izocytrynian + NADP
+
         α-ketoglutaran+ NADPH + H

+
 

 

 

Aktywność enzymu wyrażono w nmolach zredukowanego NADP/min/mg białka na 

podstawie współczynnika absorbancji molowej dla NADP, która wynosi 6,22/mol/cm. 

 

 

2.19.4. Dehydrogenaza izocytrynianowa IDH [EC 1.1.1.42] (Plaut and Aogaichi, 

1968) 

 

 Do środowiska inkubacyjnego (Vk=0,60 ml), zawierającego: 50 mmol/l bufor Tris-

HCl (pH=7,40), 0,60 mmol/l MgCl2, 0,50 mmol/l NADP, dodano 0,10 ml badanej próby, 

zawierającej 0,05 mg białka i poddano wstępnej inkubacji przez 5 minut w temperaturze 

37
oC. Reakcja została zapoczątkowana dodaniem D,L-izocytrynianu (o końcowym stężeniu 

0,10 mM/l) i była prowadzona w temperaturze 37oC przy długości fali λ=340 nm. 

 
    dehydrogenaza 

     izocytrynianowa 

     izocytrynian + NADP
+
                 α-ketoglutaran+ NADPH + H

+
 

 

 

Aktywność enzymu wyrażono w nmolach zredukowanego NADP/min/mg białka na 

podstawie współczynnika absorbancji molowej dla NADP, która wynosi 6,22/mol/cm. 
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2.19.5. Dehydrogenaza mleczanowa LDH [EC 1.1.1.27] (Koh and Choi,1987) 

 

Do środowiska inkubacyjnego (Vk=1,00 ml) zawierającego: 125 mmol/l bufor Tris-

HCl (pH=7,40), 0,20 mmol/l NADH dodano 0,05 ml wody destylowanej oraz 0,15 ml badanej 

próby, zawierającej 0,05 mg białka i inkubowano wstępnie 5 minut w temperaturze 37o
C. 

Reakcję rozpoczęto dodaniem pirogronianu sodu (o końcowym stężeniu 10 mM/l) i 

prowadzono w temperaturze 37
oC, mierząc spadek absorbancji, wynikający z utleniania 

NADH przy długości fali λ=340 nm. 

 
         dehydrogenaza 

   mleczanowa 

pirogronian + NADH + H
+
                              mleczan + NAD

+
 

 

 

Wynik wyrażono w postaci nmoli utlenionego NADH/min/mg białka, na podstawie 

molowego współczynnika absorbancji dla NADH: 6,22/mol/cm. 

Aktywność enzymu LDH była badana zarówno w płytkach krwi, jak również w 

supernatantach, powstałych po zwirowaniu badanych prób, w celu oceny toksyczności 

związków wanadu. Próbę reprezentującą stuprocentową śmiertelność krwinek poddano 

inkubacji z Tritonem X-100 (końcowe stężenie 0,20%) przez 15 minut, w temperaturze 4
o
C. 

 

 

2.20. Dehydrogenaza bursztynianowa SDH [EC 1.3.5.1] (Wang, 2001) 

 

Aktywność dehydrogenazy bursztynianowej można mierzyć pośrednio poprzez 

konwersję MTT do kryształów formazanu. 

 

   dehydrogenaza 

bursztynianowa 

bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5                                    formazan 

difenylotetrazoliowy (MTT) 

 

 

Izolowane krwinki, w stężeniu 6×10
7
 płytek/ml inkubowano z analizowanymi 

związkami wanadu: BMOV (0,50 mM) i VCl3 (0,50 mM) przez 2 minuty, w temperaturze 

37
o
C, po wcześniejszej preinkubacji z RGDS (0,20 mM) i aktywacji trombiną (0,10 JM/ml). 
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Tak przygotowaną zawiesinę płytek krwi (200 µl) przenoszono na płytkę hodowlaną 

96 dołkową i dodawano 10 µl MTT (o stężeniu wyjściowym 5 mg/ml). Płytki inkubowano 

przez 3h, w 37
o
C bez dostępu światła. Następnie dodawano 120 µl roztworu solubilizującego 

(o składzie wyjściowym: 50% DMF i 20% SDS, pH=4,70). Całość inkubowano przez 12h w 

temperaturze 37
o
C. Płytki wytrząsano, a następnie oznaczano absorbancję 

spektrofotometrycznie, przy długości fali 570 nm. w aparacie VICTOR 1420 Multilabel 

Counter, PerkinElmer (Warszawa, Polska). Dla każdego dwukrotnego oznaczenia prób 

wyliczono wartość średnią, od której odjęto absorbancję próby ślepej, mierzoną przy długości 

fali 690 nm. Otrzymane wartości wyrażono jako procent aktywności, a wynik dla prób 

kontrolnych, nie inkubowanych ze związkami wanadu, przedstawiono jako 100%. Uzyskane 

wyniki zostały przedstawione jako wartość średnia ± standardowy błąd średniej. 

 

 

2.21. Metody statystyczne 

 

Wyniki przedstawiono jako wartości średnie ± standardowy błąd średniej (SEM). Do 

oceny różnic statystycznie znamiennych między grupą badaną a kontrolną zastosowano test t-

studenta, a za najmniejszy znamienny poziom istotności różnicy uznano p<0,05. 

Dystrybucja wyników była oceniana testem Kolmogorova-Smirnova; wartość p>0,10 

uznawano za wskaźnik normalnej dystrybucji. Współzależność pomiędzy analizowanymi 

parametrami oceniano przy pomocy współczynnika korelacji liniowej z użyciem testu 

Pearsona. 

Obliczenia statystyczne wykonano przy użyciu programu Graph Pad Prism 5 (Graph 

Pad Software, USA). 
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3. CEL PRACY 

 

Celem pracy była weryfikacja hipotezy, że związki wanadu mogą odgrywać istotną 

rolę w regulacji metabolizmu i funkcji płytek krwi u pacjentów z cukrzycą typu 2. 

 

W tym celu: 

 

· Porównano wpływ związków wanadu na funkcje płytek krwi u osób zdrowych i 

pacjentów z cukrzycą typu 2. 

· Zbadano wpływ związków wanadu: organicznego BMOV i nieorganicznego VCl3 na 

wybrane szlaki metaboliczne przekazywania sygnału oraz metabolizm energetyczny 

płytek krwi u osób zdrowych oraz pacjentów z cukrzycą typu 2. 
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4. WYNIKI 

 

4.1. Charakterystyka parametrów demograficznych i metabolicznych osób 

zdrowych i pacjentów z cukrzycą 

 
Uzyskane wyniki parametrów metabolicznych u pacjentów z cukrzycą oceniane były 

w oparciu o stanowisko Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego (PTD), opublikowanego 

w 2018 roku, dotyczącego celów w leczeniu cukrzycy (Supl. 1). Analizując dane 

epidemiologiczne pacjentów z cukrzycą, należy brać pod uwagę jej złożony patomechanizm i 

długoletni rozwój, znacznie utrudniający oszacowanie momentu zachorowania [134, 135]. 

Średni wiek pacjentów z cukrzycą typu 2 był skorelowany odpowiednio z wiekiem 

osób zdrowych (Tab. 3). 
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Tabela 3. Parametry demograficzne i laboratoryjne gospodarki węglowodanowej i lipidowej 

osób zdrowych i pacjentów chorych na cukrzycę typu 2. 

 Osoby zdrowe Pacjenci z cukrzycą typu 2 

Parametr 

Kobiety/Mężczyźni 

K/M K/M 

Liczba osób badanych 27/31 31/32 

Wiek (lata) 63,30±1,60 65,90±1,60 

Czas trwania choroby 

(lata) 
nie dotyczy 14,00±2,30 

Glukoza (mg/dl) 89,90±3,40 135,40±7,10
&&

 

Hemoglobina glikowana 

HbA1c (%) 
≤ 5,90 7,70±0,60 

Fruktozamina (μmol/l) 176,80±9,40        374,50±13,30
&&&

 

Cholesterol całkowity 

(mg/dl) 
168,00±8,50 165,10±10,40 

Cholesterol LDL (mg/dl) 81,70±5,10 85,30±8,50 

Cholesterol HDL (mg/dl) 40,70±2,30 41,80±2,40 

Trójglicerydy (mg/dl) 82,70±4,10       170,50±22,60
&&&

 

 

Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z liczby badań 
podanej w tabeli. Wartość hemoglobiny glikowanej w grupach osób zdrowych jest zgodna z 
przyjętym zakresem wartości referencyjnych. Wartości znamiennie różne od kontroli w 
grupie osób zdrowych: &&

p<0,005, 
&&&

p<0,001. 

 

Stężenie glukozy w osoczu u pacjentów z cukrzycą było znamiennie wyższe, o 51% 

(p<0,005), względem grupy osób zdrowych (Tab. 3). Jednocześnie, u 22% z cukrzycą (11% 

kobiet i 11% mężczyzn), stężenie glukozy we krwi było poniżej 99 mg/dl, zgodnie ze 

stanowiskiem Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego 2018 (Tab. 3, Supl. 1). Stężenie 

hemoglobiny glikowanej (HbA1c) przekroczyło cel ogólny o 31% (p<0,05), u chorych na 

cukrzycę, wg PTD dla HbA1c: <7,00% u 54% pacjentów z cukrzycą (27% kobiet i 27% 

mężczyzn) (Ryc. 3A, Supl. 1). Jednakże, zgodnie z obowiązującą obecnie zasadą 
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indywidualizacji celów terapii w cukrzycy, zakres wartości referencyjnych należy 

rozpatrywać w szerokim spektrum, a wynik każdego pacjenta oceniać indywidualnie (PTD 

2018). Jednocześnie, u 10% osób zdrowych, wartości HbA1c przekroczyły poziom zalecany 

dla osób zdrowych (Ryc. 3A, Supl. 1). 

Poziom odcięcia dla fruktozaminy, drugiego parametru retrospektywnej oceny 

glikemii, ustalono dla wartości 285 µmol/l (Ryc. 3B). Stężenie fruktozaminy było znamiennie 

wyższe o 112% (p<0,001), u chorych na cukrzycę, względem grupy osób zdrowych (Ryc. 3B, 

Supl. 1). Jednocześnie, poziom odcięcia dla fruktozaminy był przekroczony (Ryc. 3B) u 50% 

pacjentów z cukrzycą (25% kobiet i 25% mężczyzn) (Ryc. 3B). 
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Rycina 3. Dystrybucja parametrów retrospektywnej oceny glikemii: stężenia Hba1c we krwi 

(A) i fruktozaminy w osoczu (B) osób zdrowych i pacjentów chorych na cukrzycę. 
Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z liczby badań, 

podanej w tabeli. Wartości znamiennie różne od kontroli w grupie osób zdrowych: &
p<0,05, 

&&&
p<0,001. 

 

Stężenie cholesterolu całkowitego, frakcji LDL i HDL były zbliżone w grupie osób 

zdrowych i pacjentów z cukrzycą (Tab. 3). Stężenie trójglicerydów było natomiast 

znamiennie wyższe o 106% (p<0,001) w grupie pacjentów z cukrzycą, wobec grupy osób 

zdrowych (Tab. 2). 

Uwzględniając zakres wartości rekomendowanych przez PTD, prawidłowe wartości 

cholesterolu całkowitego (cholesterol całkowity: <175 mg/dl) obserwowano jedynie u 21% 

pacjentów z cukrzycą (10% kobiet i 11% mężczyzn) (Tab. 3, Supl. 1). Frakcja LDL, w 

zakresie wartości referencyjnych (cholesterol frakcja LDL: <70 mg/dl) występowała u 6% 

pacjentów z cukrzycą (3% kobiet i 3% mężczyzn) (Tab. 3, Supl. 1). Natomiast cholesterol 
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frakcji HDL w zakresie wartości referencyjnych (cholesterol frakcja HDL: >40 mg/dl) 

obserwowano jedynie u 25% pacjentów z cukrzycą (16% kobiet i 9% mężczyzn) (Tab. 3, 

Supl. 1). Wartości TG w zakresie wartości rekomendowanych wg PTD (TG: < 150 mg/dl) 

obserwowano u 19% pacjentów z cukrzycą (8% kobiet i 11% mężczyzn) (Tab. 3, Supl. 1). 

 

 

4.2. Korelacja pomiędzy stężeniem glukozy w osoczu, a agregacją płytek krwi 

osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą 

 

Wykazano znamienne korelacje pomiędzy stężeniem glukozy w osoczu a agregacją 

płytek krwi, indukowaną trombiną (0,10 JM/ml) w 12 minucie, u osób zdrowych oraz u 

pacjentów z cukrzycą (Ryc. 4A i B). 
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Rycina 4. Korelacja pomiędzy stężeniem glukozy w osoczu, a agregacją krwinek płytkowych. 

Dane z Tab. 2, A i B-30 par pomiarów. Warunki doświadczalne jak w opisie Tabeli 1. 

 

Znamienność korelacji pomiędzy stężeniem glukozy w osoczu a agregacją płytek krwi 

(trombina 0,10 JM/ml) u osób zdrowych była podobna do tej u pacjentów z cukrzycą (Ryc. 

4A i B). 
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4.3. Toksyczność i wpływ związków wanadu na integralność błon płytek krwi 

 

Szereg doniesień naukowych i badań epidemiologicznych wskazuje na toksyczne 

działanie wysokich stężeń związków wanadu na tkanki i narządy [94, 136]. Dlatego też, przed 

przystąpieniem do analizy wpływu wybranych stężeń związków wanadu na funkcję i 

metabolizm płytek krwi, oceniono ich potencjalną cytotoksyczność i zdolność do 

dezintegracji komórkowej. W tym celu inkubowano płytki krwi z wybranymi stężeniami 

związków wanadu i oceniano aktywność dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w środowisku 

pozakomórkowym, co umożliwia ocenę dezintegracji błon komórkowych wskutek ich 

uszkodzenia [137]. Dodatkowo analizowano aktywność dehydrogenazy bursztynianowej 

(jako test MTT), który umożliwia ocenę aktywności cytotoksycznej związków in vitro (Wang 

2001). Dokonano również oceny stężenia zredukowanego glutationu (GSH), stanowiącego 

jeden z istotnych i nieenzymatycznych czynników antyoksydacyjnych w komórkach [138]. 
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Rycina. 5. Toksyczność i wpływ związków wanadu na integralność błon płytek krwi. 

Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 3-5 powtórzeń. 
Kontrolę stanowiły krwinki płytkowe (A: 3x108

/ml, B: 3x10
9
/ml, C: 6x10

7
/ml), 

preinkubowane w 37°C, przez 20 min z 0,20 mM RGDS i aktywowane 0,10 JM/ml trombiną. 
A) Aktywność LDH oceniono w odniesieniu do kontrolnej 100% lizy krwinek płytkowych z 
użyciem 0,20% Tritonu. B) Zawartość glutationu zredukowanego obliczono jako różnicę 
pomiędzy zawartością glutationu całkowitego i utlenionego. C) Aktywność całkowitego SDH 
(jako test MTT). 

 

W warunkach kontrolnych, aktywność LDH w środowisku pozakomórkowym 

wynosiła 96,60 ± 17,70 nmoli/min/mg białka, natomiast w przestrzeni wewnątrzkomórkowej 

wynosiła 1701 ±129,80 nmoli/min/mg białka. Tak więc, w warunkach kontrolnych aktywność 

LDH w środowisku pozakomórkowym nie przekraczała 5%. 

Nie obserwowano różnic w aktywności LDH w nadsączu płytek krwi po zastosowaniu 

zarówno BMOV (0,50 mM), jak i VCl3 (0,50 mM), w porównaniu do kontroli (Ryc. 5A). 

Zawartość zredukowanego glutationu (GSH) w warunkach kontrolnych stanowiła 

52,10 ± 12,90 nmoli/10
9
 PLT (Ryc. 5B). Po inkubacji krwinek płytkowych z organicznym 

BMOV (0,50 mM) i nieorganicznym VCl3 (0,50 mM) zawartość zredukowanego GSH nie 

ulegała istotnej zmianie (Ryc. 5B). 

Zarówno BMOV (0,50 mM), jak i VCl3 (0,50 mM) nie wpływały na aktywność 

dehydrogenazy bursztynianowej (test MTT), co świadczy, że użyte stężenia nie wykazują 

właściwości cytotoksycznych w stosunku do płytek krwi (Ryc. 5C). 

Podsumowując, związki wanadu w użytych stężeniach nie wpływały na 

przeżywalność, potencjał antyoksydacyjny płytek krwi oraz integralność ich błony 

komórkowej (Ryc. 5). 
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4.4. Wpływ związków wanadu na funkcje płytek krwi osób zdrowych i 

pacjentów z cukrzycą 

 
Nieliczne dane literaturowe wskazują, że zarówno organiczne, jak i nieorganiczne 

związki wanadu mogą regulować funkcje krwinek płytkowych, jednakże mechanizm ich 

działania wciąż nie jest wyjaśniony [3, 91]. Niektórzy badacze sugerują, że 

przeciwzakrzepowe właściwości związków wanadu są związane z ich wpływem na aktywację 

procesów sygnalizacji wewnątrzpłytkowej, zależnej od cAMP/PKA i prowadzącej do 

hamowania aktywności płytek krwi [93]. 

W celu weryfikacji hipotezy, że związki wanadu hamują funkcje krwinek płytkowych 

u pacjentów z cukrzycą, dokonano analizy adhezji, zmiany pola powierzchni płytek, 

tworzenia agregatów płytkowych na powierzchni kolagenu (5 μg/ml) i fibrynogenu (250 

μg/ml) oraz agregacji po zastosowaniu trombiny (0,10 JM/ml), w obecności organicznego 

BMOV (0,50 mM) i nieorganicznego VCl3 (0,50 mM). 

 

 

4.4.1. Wpływ związków wanadu na adhezję krwinek płytkowych na powierzchni 

kolagenu i fibrynogenu u osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą typu 2 

 
Adhezja krwinek płytkowych na powierzchni kolagenu (5 µg/ml) była podobna u osób 

zdrowych i pacjentów z cukrzycą typu 2 (Ryc. 6A). 

BMOV (0,50 mM) w tych warunkach, hamował adhezję o 93% (p<0,001) w grupie 

osób zdrowych (Ryc. 6A). Nie obserwowano różnic w adhezji po zastosowaniu VCl3 (0,50 

mM) w grupie osób zdrowych (Ryc. 6A). 

U pacjentów z cukrzycą typu 2, BMOV (0,50 mM) redukował adhezję płytek krwi na 

powierzchni kolagenu o 92% (p<0,001) (Ryc. 6A). Z drugiej strony VCl3 (0,50 mM) 

zwiększał adhezję płytek krwi o 55% (p<0,05) u pacjentów z cukrzycą (Ryc. 6A). 
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Rycina 6. Wpływ związków wanadu BMOV i VCl3 na adhezję krwinek płytkowych na 

powierzchni kolagenu (5 µg/ml) i fibrynogenu (250 µg/ml). 

Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 15-20 

powtórzeń. Krwinki płytkowe (3x108/ml) były preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS 
(0,20 mM), następnie inkubowane przez 2 minuty, w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM 

BMOV lub 0,50 mM VCl3, a następnie aktywowane na powierzchni kolagenu (5 µg/ml) lub 

fibrynogenu (250 µg/ml), w 37°C przez 30 min. Wartości znamiennie różne od kontroli: 
*p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001. 

 

Adhezja krwinek płytkowych na powierzchni fibrynogenu (250 µg/ml) u pacjentów z 

cukrzycą była porównywalna do adhezji krwinek płytkowych u osób zdrowych (Ryc. 6B). 

BMOV (0,50 mM), hamował adhezję płytek krwi o 89% (p<0,001), w grupie osób 

zdrowych, względem kontroli bez związków wanadu (Ryc. 6B). Natomiast nie obserwowano 

różnic w adhezji po zastosowaniu VCl3 (0,50 mM) w grupie osób zdrowych, względem 

kontroli bez związków wanadu (Ryc. 6B). 

W przypadku pacjentów z cukrzycą, BMOV (0,50 mM) redukował adhezję płytek 

krwi na powierzchni fibrynogenu o 96% (p<0,001), względem kontroli bez związków wanadu 

(Ryc. 6B). Natomiast VCl3 (0,50 mM) zwiększał adhezję płytek krwi o 90% (p<0,005), w 

grupie pacjentów z cukrzycą, wobec kontroli bez związków wanadu (Ryc. 6B). 

 

Wyniki te wskazują, że na powierzchni kolagenu i fibrynogenu organiczny BMOV 

redukował w podobnym stopniu adhezję płytek krwi zarówno u osób zdrowych, jak i 

pacjentów z cukrzycą. Natomiast nieorganiczny VCl3 nie miał wpływu na proces adhezji 
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płytek krwi pochodzących od osób zdrowych, jednakże zwiększał adhezję płytek krwi w 

cukrzycy (Ryc. 6A i B). 

 

 

4.4.2. Wpływ związków wanadu na pole powierzchni krwinek płytkowych, 

aktywowanych kolagenem i fibrynogenem u osób zdrowych i pacjentów z 

cukrzycą typu 2 

 

Pole powierzchni krwinek płytkowych, aktywowanych kolagenem (5 μg/ml) było 

porównywalne w obu badanych grupach.(Ryc. 7A i B). 

BMOV (0,50 mM) istotnie hamował zdolność krwinek płytkowych do zmiany kształtu 

na powierzchni kolagenu (5 μg/ml.). W tych warunkach obserwowano spadek pola 

powierzchni krwinek płytkowych u osób zdrowych o 76% (p<0,001) (Ryc. 7A i B). 

Zastosowanie VCl3 (0,50 mM) nie miało wpływu na zmianę pola powierzchni krwinek 

płytkowych, izolowanych od osób zdrowych (Ryc. 7A i B). 

A) 
Kontrola         0,50 mM BMOV        0,50 mM VCl3 
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Ryc. 7. Wpływ związków wanadu BMOV i VCl3 na pole powierzchni krwinek płytkowych, 

aktywowanych kolagenem (5µg/ml). 

A) Krwinki płytkowe (1x107/ml) były znakowane 10 µM falloidyną, w 37°C przez 30 
min. Zdjęcia wykonane przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon ECLIPSE E200 

(Precoptic Co, Warszawa, Polska) są reprezentatywne dla 3 niezależnych doświadczeń 
(powiększenie 100x). 
 

B) Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 15-20 

powtórzeń. Krwinki płytkowe (1x107/ml) były inkubowane przez 2 minuty, w warunkach 
kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM VCl3, a następnie aktywowane na 
powierzchni kolagenu (5 µg/ml) w 37°C przez 30 min. Wartości znamiennie różne od 
kontroli: *p<0,05, ***p<0,001. 

 

Podobnie u pacjentów z cukrzycą, na powierzchni kolagenu (5 µg/ml), BMOV (0,50 

mM) istotnie hamował zdolność krwinek płytkowych do zmiany kształtu o 68% (p<0,001), 

względem kontroli bez związków wanadu (Ryc. 7A i B). Jednocześnie, VCl3 (0,50 mM) 

istotnie nasilał zdolność krwinek płytkowych do zmiany kształtu o 33% (p<0,05) w grupie 

pacjentów z cukrzycą (Ryc. 7A i B). 

 

Pole powierzchni krwinek płytkowych, aktywowanych fibrynogenem (250 μg/ml) 

była porównywalne w grupie osób zdrowych oraz osób z cukrzycą (Ryc. 8A i B). 

W tych warunkach doświadczalnych, BMOV (0,50 mM) istotnie zmniejszał pole 

powierzchni krwinek płytkowych u osób zdrowych o 58% (p<0,005), względem kontroli bez 
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związków wanadu (Ryc. 8A i B). Natomiast VCl3 (0,50 mM) w tych warunkach nie wpływał 

na zmianę pola powierzchni krwinek płytkowych osób zdrowych (Ryc. 8A i B). 

A) 
Kontrola         0,50 mM BMOV         0,50 mM VCl3 
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Rycina 8. Wpływ związków wanadu BMOV i VCl3 na pole powierzchni krwinek 

płytkowych, aktywowanych fibrynogenem (250 µg/ml). 

(A)  Krwinki płytkowe (1x107/ml) były znakowane 10 µM falloidyną, w 37°C przez 30 
min. Zdjęcia wykonane przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon ECLIPSE E200 
(Precoptic Co, Warszawa, Polska) są reprezentatywne dla 3 niezależnych doświadczeń 
(powiększenie 100x). 
 

(B) Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 15-20 

powtórzeń. Krwinki płytkowe (1x107/ml) były inkubowane przez 2 minuty, w warunkach 
kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM VCl3, a następnie aktywowane na 
powierzchni fibrynogenu (250 µg/ml) w 37°C przez 30 min. Wartości znamiennie różne od 
kontroli: **p<0,005. 

 

Podobnie, u pacjentów z cukrzycą typu 2, BMOV (0,50 mM) istotne zmniejszał pole 

powierzchni krwinek płytkowych o 77% (p<0,001) (Ryc. 8A i B). Natomiast VCl3 (0,50 mM) 

nie wykazał wpływu na zmianę pola powierzchni krwinek płytkowych u tych pacjentów (Ryc. 

8A i B). 
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4.4.3. Wpływ związków wanadu na tworzenie agregatów krwinek płytkowych na 

powierzchni kolagenu i fibrynogenu u osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą 

 

Tworzenie agregatów płytkowych na powierzchni kolagenu (5 μg/ml) u pacjentów z 

cukrzycą było większe o 51% (p<0,05) względem osób zdrowych (Ryc. 9A i B). 

BMOV (0,50 mM) istotnie redukował zdolność krwinek płytkowych osób zdrowych 

do tworzenia agregatów płytkowych 96% (p<0,001), względem kontroli bez związków 

wanadu (Ryc. 9A i B). Nie obserwowano wpływu VCl3 (0,50 mM) na tworzenia agregatów 

płytkowych u osób zdrowych (Ryc. 9A i B). 

A) 
Kontrola         0,50 mM BMOV        0,50 mM VCl3 
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Rycina 9. Wpływ związków wanadu BMOV i VCl3 na tworzenie agregatów płytkowych na 

powierzchni kolagenu (5 µg/ml). 

(A) Krwinki płytkowe (3x108/ml) były znakowane 10 µM falloidyną, w 37°C przez 30 
min. Zdjęcia wykonane przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon ECLIPSE E200 

(Precoptic Co, Warszawa, Polska) są reprezentatywne dla 3 niezależnych doświadczeń 
(powiększenie 20x). 
 

(B) Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 15-20 

powtórzeń. Krwinki płytkowe (3x108/ml) były inkubowane przez 2 minuty, w warunkach 

kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM VCl3, a następnie aktywowane na 
powierzchni kolagenu (5 µg/ml) w 37°C przez 30 min. Wartości znamiennie różne od 
kontroli: ***p<0,001. Wartości znamiennie różne od grupy osób zdrowych: 

+
p<0,05. 

 

BMOV (0,50 mM) zmniejszał również zdolność krwinek płytkowych, izolowanych od 

pacjentów z cukrzycą, do tworzenia agregatów na powierzchni kolagenu (5 μg/ml), 97% 

(p<0,001) (Ryc. 9A i B). Natomiast VCl3 (0,50 mM) nie miał wpływu na tworzenie 

agregatów krwinek płytkowych pacjentów z cukrzycą (Ryc. 9A i B). 

Wyniki te wskazują, że BMOV silniej redukował tworzenie agregatów na powierzchni 

kolagenu oraz liczbę płytek krwi, zaangażowanych w tworzenie tych agregatów u pacjentów z 

cukrzycą. (Ryc. 9A i B). Jednocześnie, w tych samych warunkach doświadczalnych, VCl3 nie 

miał istotnego wpływu na tworzenie agregatów płytek krwi u osób zdrowych i pacjentów z 

cukrzycą. Jednakże wielkość agregatów płytek krwi i połączeń między nimi, po zastosowaniu 

VCl3 uległa redukcji, zarówno u osób zdrowych, jak i pacjentów z cukrzycą (Ryc. 9A i B). 
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Agregacja krwinek płytkowych na powierzchni fibrynogenu (250 μg/ml) była wyższa 

u pacjentów z cukrzycą o 53% (p<0,05), względem kontroli osób zdrowych (Ryc. 10A i B). 

W tych samych warunkach doświadczalnych, BMOV (0,50 mM) istotnie redukował 

zdolności krwinek płytkowych osób zdrowych do tworzenia agregatów płytkowych o 92% 

(p<0,001), względem kontroli bez związków wanadu (Ryc. 10A i B). VCl3 (0,50 mM) nie 

miał wpływu na tworzenie agregatów płytkowych zarówno u osób zdrowych, wobec kontroli 

bez związków wanadu (Ryc. 10A i B). 

A) 
Kontrola         0,50 mM BMOV        0,50 mM VCl3 
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Rycina 10. Wpływ związków wanadu BMOV i VCl3 na tworzenie agregatów płytkowych na 

powierzchni fibrynogenu (250 μg/ml). 

(A) przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 10 
powtórzeń. Krwinki płytkowe (3x108/ml) były znakowane 10 µM falloidyną, w 37°C przez 
30 min. Zdjęcia wykonane przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon ECLIPSE E200 
(Precoptic Co, Warszawa, Polska) są reprezentatywne dla 3 niezależnych doświadczeń 
(powiększenie 20x). 
 

(B) Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 15-20 

powtórzeń. Krwinki płytkowe (3x108/ml) były inkubowane przez 2 minuty, w warunkach 
kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM VCl3, a następnie aktywowane na 
powierzchni fibrynogenu (250 µg/ml) w 37°C przez 30 min. Wartości znamiennie różne od 
kontroli: ***p<0,001. Wartości znamiennie różne od grupy osób zdrowych: +p<0,05. 

 

U pacjentów z cukrzycą, BMOV (0,50 mM) istotne hamował tworzenie agregatów 

płytkowych na powierzchni fibrynogenu (250 μg/ml) o 96% (p<0,001) (Ryc. 10A i B). W 

tych samych warunkach, zastosowanie VCl3 (0,50 mM) nie miało wpływu na tworzenie 

agregatów krwinek płytkowych pacjentów z cukrzycą (Ryc. 10A i B). 

Podsumowując, BMOV w podobnym stopniu redukował tworzenie agregatów 

płytkowych na powierzchni kolagenu i fibrynogenu u osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą. 

Natomiast VCl3 nie wpływał na agregację płytek krwi zarówno aktywowanych kolagenem jak 

i fibrynogenem w obu badanych grupach. 
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4.4.4. Wpływ związków wanadu na agregację krwinek płytkowych indukowaną 

trombiną u osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą typu 2 

 
W początkowej, 2 minucie agregacji indukowanej trombiną (0,10 JM/ml), agregacja 

krwinek płytkowych była podobna w grupie osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą typu 2 

(Ryc. 11). 

Organiczny BMOV (0,50 mM) hamował agregację płytek krwi, izolowanych od osób 

zdrowych o 39% (p<0,05), względem kontroli bez związków wanadu (Ryc. 11A). W tych 

samych warunkach, nieorganiczny VCl3 (0,50 mM) redukował agregację płytek krwi, 

izolowanych od osób zdrowych o 57% (p<0,005), względem kontroli bez związków wanadu 

(Ryc. 11A). 

Natomiast u pacjentów z cukrzycą organiczny BMOV (0,50 mM) hamował agregację 

płytek krwi (trombina 0,10 JM/ml) o 81% (p<0,001), względem kontroli bez związków 

wanadu (Ryc. 11A). VCl3 (0,50 mM) redukował agregację płytek krwi indukowaną trombiną 

(0,10 JM/ml) w grupie pacjentów z cukrzycą o 38% (p<0,05), względem kontroli bez 

związków wanadu (Ryc. 11A). 

Wyniki te wskazują, że w początkowej fazie agregacji (2 min) BMOV (0,50 mM) 

silniej, zaś VCl3 (0,50 mM) słabiej, redukowały agregację płytek krwi u pacjentów z 

cukrzycą, w porównaniu do osób zdrowych (Ryc. 11A). 
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Rycina 11. Wpływ związków wanadu BMOV i VCl3 na agregację krwinek płytkowych 

aktywowanych trombiną, w 2 minucie – A i w 12 minucie – B. 

Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 21-37 

powtórzeń. Krwinki płytkowe (3x108/ml) były inkubowane przez 2 minuty, w warunkach 
kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM VCl3, a następnie aktywowane trombiną 
(0,10 JM/ml). Wartości znamiennie różne od kontroli: *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001. 

Wartości znamiennie różne od grupy osób zdrowych: +p<0,05. 

 

W końcowym etapie agregacji (12 min) indukowanej trombiną (0,1 IU/ml), 

obserwowano znamiennie wyższą agregację u pacjentów z cukrzycą typu 2 o 20% (p<0,05), 

względem grupy osób zdrowych (Ryc. 11). 

Zarówno BMOV (0,5 mM), jak i VCl3 (0,5 mM) nie miały wpływu na agregację 

płytek krwi (trombina 0,1 JM/ml) u osób zdrowych (Ryc. 11B). 

Z drugiej jednak strony, BMOV (0,5 mM) redukował agregację indukowaną trombiną 

(0,1 JM/ml) w 12 minucie w grupie pacjentów z cukrzycą o 67% (p<0,005), zaś VCl3 (0,5 

mM) zmniejszył agregację płytek krwi w grupie pacjentów z cukrzycą o 21% (p<0,05), 

względem kontroli bez związków wanadu (Ryc. 11B). 

Zastosowane związki wanadu silniej redukowały agregację indukowaną trombiną w 

płytkach osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą w początkowej fazie agregacji w porównaniu 

do fazy końcowej. Równocześnie organiczny BMOV silniej hamował agregację w płytkach 

pacjentów z cukrzycą, w porównaniu do nieorganicznego VCl3. 
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4.5. Wpływ związków wanadu na wydzielanie ATP w płytkach krwi osób 

zdrowych i pacjentów z cukrzycą typu 2 

 

Wydzielanie ATP z ziarnistości płytkowych, związane z etapem reorganizacji 

cytoszkieletu nasila się w warunkach hiperglikemii [21, 62]. 

Aktywacja krwinek płytkowych, indukowana trombiną (0,10 JM/ml), powodowała 

zwiększenie wydzielanie ATP z płytek krwi pacjentów z cukrzycą typu 2 o 43% (p<0,05), 

względem kontroli osób zdrowych (Ryc. 12). 
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Rycina 12. Wpływ związków wanadu BMOV i VCl3 na wydzielanie ATP w płytkach krwi 

osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą. 

Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 10-15 

powtórzeń. Krwinki płytkowe (3x108/ml) były preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS 
(0,20 mM), następnie inkubowane przez 2 minuty, w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM 

BMOV lub 0,50 mM VCl3, a następnie aktywowane trombiną (0,10 JM/ml). Wartości 
znamiennie różne od kontroli: **p<0,005, ***p<0,001. Wartości znamiennie różne od grupy 
osób zdrowych: +p<0,05. 

 

BMOV (0,50 mM) istotnie zmniejszał wydzielanie ATP w płytkach krwi osób 

zdrowych o 88% (p<0,001), względem kontroli bez związków wanadu (Ryc. 12). Podobnie, 

VCl3 (0,50 mM) zmniejszył degranulację ATP z krwinek płytkowych w grupie osób 

zdrowych o 67% (p<0,005), względem kontroli bez związków wanadu (Ryc. 12). 
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W podobnym stopniu, BMOV (0,50 mM) hamował uwalnianie ATP z aktywowanych 

trombiną (0,10 JM/ml) krwinek płytkowych pacjentów z cukrzycą o 88% (p<0,001), 

względem kontroli bez związków wanadu (Ryc. 12). VCl3 (0,50 mM) hamował wydzielanie 

ATP z aktywowanych trombiną (0,10 JM/ml) płytek krwi u pacjentów z cukrzycą o 71% 

(p<0,001), w porównaniu do kontroli bez związków wanadu (Ryc. 12). 

Reasumując, związki wanadu w podobnym stopniu redukowały wydzielanie ATP w 

aktywowanych płytkach krwi osób z cukrzycą, w porównaniu do osób zdrowych (Ryc. 12). 

 

 

4.5.1. Wpływ związków wanadu na wydzielanie TXA2 w płytkach krwi osób 

zdrowych i pacjentów z cukrzycą 

 

Tromboksan A2 (TXA2) powstaje w płytkach krwi w szlaku przemian kwasu 

arachidonowego, przy udziale PLA2 [16]. Z względu na zaangażowanie TXA2 w aktywację 

procesu agregacji płytek krwi, przeanalizowano wpływ związków wanadu na produkcję 

TXA2 [16, 56]. 
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Rycina 13. Wpływ związków wanadu BMOV i VCl3 na produkcję TXA2 w płytkach krwi u 

osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą. 

Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 6-7 powtórzeń. 

Krwinki płytkowe (5x108/ml) były preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS (0,20 mM), 

następnie inkubowane przez 2 minuty w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 

0,50 mM VCl3, a następnie aktywowane trombiną (0,10 JM/ml). Wartości znamiennie różne 

od kontroli: *p<0,05, **p<0,005. 

 

W aktywowanych trombiną (0,10 JM/ml) płytkach krwi pacjentów z cukrzycą typu 2, 

produkcja TXA2 była porównywalna z kontrolą osób zdrowych (Ryc. 13). 

W zawiesinie płytek krwi osób zdrowych, BMOV (0,50 mM) nie miał wpływu na 

produkcję TXA2, natomiast VCl3 (0,50 mM) czterokrotne zwiększył produkcję TXA2 

(p<0,05) (Ryc. 13). 

W aktywowanych trombiną płytkach krwi pacjentów z cukrzycą, BMOV (0,50 mM) 

istotnie nasilił produkcję TXA2 o 118% (p<0,05), natomiast VCl3 (0,50 mM) trzykrotnie 

zwiększył produkcję TXA2 (p<0,005) (Ryc. 13). 
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4.5.2. Wpływ związków wanadu na wydzielanie cAMP w płytkach krwi osób 

zdrowych i pacjentów z cukrzycą 

 

Aktywacja płytkowej cyklazy adenylowej i wzrost syntezy wewnątrzpłytkowego 

cAMP prowadzi do aktywacji białkowych kinaz zależnych od cAMP [43]. Proces ten 

warunkuje transport Ca
2+

 do magazynów wapnia, zapobiegając spontanicznej aktywacji 

płytek krwi w naczyniu krwionośnym [43]. 

Produkcja cAMP w aktywowanych trombiną (0,10 JM/ml) krwinkach płytkowych 

pacjentów z cukrzycą typu 2 była niższa o 29% (p<0,05), w porównaniu do osób zdrowych 

(Ryc. 14). Zastosowanie BMOV (0,50 mM) nie miało wpływu na produkcję 

wewnątrzpłytkowego cAMP zarówno u osób zdrowych, jak i pacjentów z cukrzycą (Ryc. 14). 

Z drugiej strony, VCl3 (0,50 mM) istotnie redukował zawartość cAMP o 24% (p<0,05) w 

płytkach krwi tylko u osób zdrowych (Ryc. 14). 
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Rycina 14. Wpływ związków wanadu BMOV i VCl3 na produkcję cAMP w płytkach krwi u 

osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą. 

Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 6 powtórzeń. 
Krwinki płytkowe (3x109/ml) były preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS (0,20 mM), 

następnie inkubowane przez 2 minuty, w warunkach kontrolnych z 0,50 mM BMOV lub 0,50 

mM VCl3, a następnie aktywowane trombiną (0,10 JM/ml). Wartości znamiennie różne od 
kontroli: *p<0,05. Wartości znamiennie różne od grupy osób zdrowych: +p<0,05. 
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Wydzielanie cAMP było niższe w aktywowanych płytkach pacjentów z cukrzycą. 

Organiczny BMOV nie wpływał na ilość wydzielonego cAMP w płytkach krwi. 

Nieorganiczny chlorek wanadu redukował zawartość cAMP w płytkach krwi izolowanych 

jedynie od osób zdrowych. 

 

 

4.6. Wpływ związków wanadu na szlaki przekazywania sygnału w krwinkach 

płytkowych osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą typu 2 

 

Szereg doniesień wskazuje na wpływ związków wanadu na regulację mechanizmów 

sygnalizacyjnych w komórkach krwi, co wynika z podobieństwa związków wanadu do 

fosforanów [91, 93, 94]. Działanie związków wanadu może być związane z aktywacją 

białkowej fosfatazy tyrozynowej (ang. tyrosine-protein phosphatase, PTP), a w konsekwencji 

do fosforylacji receptora insulinowego IR (ang. insulin receptor IR) [94]. 

 

 

4.6.1. Wpływ związków wanadu na mechanizmy przekazywania sygnału zależne 

od kinazy białkowej A (PKA) i cAMP w krwinkach płytkowych osób zdrowych 

i pacjentów z cukrzycą 

 

Zależna od cyklicznego AMP kinaza białkowa A (PKA) odgrywa istotną rolę w 

procesie hamowania ścieżki sygnałowej kinazy białkowej aktywowanej mitogenem (ang. 

mitogen-activated protein kinase, MAPK), hamuje również syntezę TXA2 czy kluczowe w 

procesie aktywacji płytek krwi enzymy, w tym kinazę białkową C [43]. 

Fosforylacja białkowej kinazy A, cAMP-zależnej (ang. cAMP-dependent protein 

kinase A, PKAc) w płytkach krwi osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą i była podobna 

(Ryc. 15A i B). 
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Rycina 15. Wpływ związków wanadu na fosforylację białka PKAc w krwinkach płytkowych 

osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą. 

A - Obraz rozdziału metodą Western Blot uzyskany dla fosforylacji białka PKAc, B – 

poziomy PKAc wyliczone względem β-tubuliny, wykonywane techniką Western Blot. 
Zdjęcia reprezentatywne dla 3 niezależnych doświadczeń. Krwinki płytkowe (1x107/ml) były 
preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS (0,20 mM), następnie inkubowane przez 2 

minuty w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM VCl3, a następnie 
aktywowane trombiną (0,10 JM/ml). Wartości znamiennie różne od kontroli: *p<0,05. 

 

Zarówno BMOV (0,50 mM), jak i VCl3 (0,50 mM) nie miały wpływu na fosforylację 

PKAc w aktywowanych krwinkach płytkowych osób zdrowych (Ryc. 15). Natomiast u 

pacjentów z cukrzycą, zarówno BMOV (0,50 mM) jak i VCl3 (0,50 mM) zwiększały istotnie 

fosforylację białka PKAc w płytkach krwi o 25% (p<0,05), wobec kontroli bez związków 

wanadu (Ryc. 15A i B). 
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4.6.2. Wpływ związków wanadu na mechanizmy przekazywania sygnału zależne 

od PKB w krwinkach płytkowych osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą typu 2 

 

Aktywacja kinazy białkowej PKB (inaczej Akt) w pozycji seryny 473, w obrębie 

końca karboksylowego, która jest zależna od fosfatazy 3 fosfoinozytolu (ang. 

phosphoinositide 3-phosphates, PIP3), prowadzi do fosforylacji szeregu białek 

odpowiedzialnych za aktywację krwinek płytkowych [20, 139]. Akt/PKB reguluje również 

aktywność integryny αIIbβ3, biorącej udział w procesie agregacji płytek krwi [140]. 

Nie obserwowano istotnych różnic w fosforylacji PKB-Ser
473

 (p-Akt1-Ser
473

) w 

aktywowanych trombiną (0,10 JM/ml) płytkach krwi, w grupie pacjentów z cukrzycą i osób 

zdrowych (Ryc. 16A i B). BMOV (0,50 mM) istotnie zmniejszył fosforylację płytkowej 

PKB-Ser
473

 w grupie osób zdrowych o 30% (p<0,05), wobec kontroli bez związków wanadu 

(Ryc. 16A i B). 
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Rycina 16. Wpływ związków wanadu na fosforylację białka PKB-Ser
473

 w krwinkach 

płytkowych osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą. 

A - Obraz rozdziału metodą Western Blot uzyskany dla fosforylacji białka PKB-Ser
473

, B - 

poziomy p-PKB-Ser
473

 wyliczone względem poziomu β-tubuliny, wykonywane techniką 
Western Blot. Zdjęcia reprezentatywne dla 3 niezależnych doświadczeń. Krwinki płytkowe 
(1x10

7/ml) były preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS (0,20 mM), następnie 
inkubowane przez 2 minuty w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM 

VCl3, a następnie aktywowane trombiną (0,10 JM/ml). Wartości znamiennie różne od 
kontroli: *p<0,05, **p<0,005. 

 

Podobnie, VCl3 (0,50 mM) istotnie zmniejszył fosforylację PKB-Ser
473

 w grupie osób 

zdrowych o 40% (p<0,005), wobec kontroli bez związków wanadu (Ryc. 16A i B). 
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Również u pacjentów z cukrzycą zarówno BMOV, jak i VCl3 zmniejszyły fosforylację 

PKB w pozycji seryny 473, jednakże był to spadek znacznie mniejszy i wynosił o ok. 20% 

(p<0,05). 

 

 

4.6.3. Wpływ związków wanadu na mechanizm przekazywania sygnału zależny 

od RhoA w krwinkach płytkowych osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą 

 

Białko z rodziny genów homologicznych Ras, (ang. Ras homolog gene family, 

member A, RhoA) odgrywa kluczową rolę w reorganizacji cytoszkieletu aktynowego w 

płytkach krwi [46, 48, 141]. Fosforylacja białka RhoA w pozycji 188 seryny, zależna od 

cAMP i cGMP, reguluje zatem procesy sekrecji ziarnistości, zmiany kształtu płytek krwi, 

agregacji i formowania skrzepu [48]. 

Nie obserwowano istotnych różnic w fosforylacji białka RhoA-ser
188

 w 

aktywowanych płytkach krwi (trombina 0,10 JM/ml) osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą 

(Ryc. 17A i B). W tych warunkach, zarówno BMOV (0,5 mM) jak i VCl3 (0,5 mM) istotnie 

obniżały fosforylację białka p-RhoA-ser
188

 w płytkach krwi, w grupie osób zdrowych o ok. 

35% (P<0,05), wobec kontroli bez związków wanadu (Ryc. 17A i B).  
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Rycina 17. Wpływ związków wanadu na fosforylację białka RhoA-Ser

188
 w krwinkach 

płytkowych osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą. 

A - Obraz rozdziału metodą Western Blot uzyskany dla fosforylacji białka RhoA-Ser
188

, B – 

poziomy p-RhoA-Ser
188

 wyliczone względem poziomu β-tubuliny, wykonywane techniką 
Western Blot. Zdjęcia reprezentatywne dla 3 niezależnych doświadczeń. Krwinki płytkowe 
(5x10

9/ml) były preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS (0,20 mM), następnie 
inkubowane przez 2 minuty, w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM 

VCl3, a następnie aktywowane trombiną (0,10 JM/ml). Wartości znamiennie różne od 
kontroli: *p<0,05, **p<0,005. 

 

Podobny spadek fosforylacji tego białka obserwowano w obecności BMOV (0,50 

mM) w płytkach krwi, izolowanych od pacjentów z cukrzycą o 30% (p<0,05), wobec kontroli 

(Ryc. 17A i B). VCl3 (0,50 mM) istotnie redukował fosforylację białka RhoA-Ser
188

 w 
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płytkach krwi, w grupie pacjentów z cukrzycą o 47% (p<0,005), wobec kontroli bez 

związków wanadu (Ryc. 17A i B). 

Dane te wskazuję, że związki wanadu w podobny sposób regulują fosforylację białka 

RhoA-Ser
188

 w aktywowanych płytkach u osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą. Jednakże 

nieorganiczny chlorek wanadu silniej redukował fosforylację tego białka w płytkach 

cukrzycowych. 

 

 

4.6.4. Wpływ związków wanadu na mechanizmy przekazywania sygnału zależny 

od MLC w krwinkach płytkowych osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą 

 

Białko łańcuchów lekkich miozyny (ang. myosin light chain, MLC) odgrywa 

kluczową rolę w procesach adhezji i zmiany kształtu komórek, ponieważ fosforylacja MLC w 

pozycji 20 seryny (p-MLC-Ser
20) prowadzi do skurczu włókien kurczliwych i uczestniczy w 

przebudowie cytoszkieletu aktynowego krwinek płytkowych [57, 142]. 

Nie obserwowano istotnych różnic w fosforylacji białka MLC-Ser
20

 w aktywowanych 

(trombina 0,10 JM/ml) płytkach krwi osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą (Ryc. 18A i B). 

BMOV (0,50 mM) istotnie zmniejszył fosforylację białka MLC-Ser
20

 w płytkach krwi osób 

zdrowych o 35% (p<0,005), wobec kontroli bez związków wanadu (Ryc. 18A i B). Podobnie, 

VCl3 (0,50 mM) istotnie zmniejszył fosforylację białka MLC-Ser
20

 w płytkach krwi osób 

zdrowych o 37% (p<0,005), wobec kontroli bez związków wanadu (Ryc. 18A i B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



87 

 

A) 

Zdrowi                    Cukrzycy 

         K            BMOV          VCl3                   K              BMOV           VCl3 

          0,50 mM       0,50 mM                              0,50 mM        0,50 mM 

      p-MLC-Ser
20

 

      β-tubulina 

B) 

zdrowi cukrzycy
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

Kontrola 0,50 mM BMOV 0,50 mM VCl3

**

**

p
-M

LC
-S

e
r2

0
/ b

-t
u

b
u

li
n

a

 
Rycina 18. Wpływ związków wanadu na fosforylację białka MLC-Ser

20
 w krwinkach 

płytkowych osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą. 

A - Obraz rozdziału metodą Western Blot uzyskany dla fosforylacji białka MLC-Ser
20

, B – 

poziomy p-MLC-Ser
20

 wyliczone względem poziomu β-tubuliny, wykonywane techniką 
Western Blot. Zdjęcia reprezentatywne dla 3 niezależnych doświadczeń. Krwinki płytkowe 
(5x10

9/ml) były preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS (0,20 mM), inkubowane przez 

2 minuty, w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM VCl3, a następnie 
aktywowane trombiną (0,10 JM/ml). Wartości znamiennie różne od kontroli: **p<0,005. 

 

Natomiast u pacjentów z cukrzycą zaobserwowano silniejszy wpływ zastosowanych 

związków wanadu na fosforylację tego białka. Zahamowanie fosforylacji w tych warunkach 

wynosiło ok 50% (Ryc. 18A i B). 
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4.6.5. Wpływ związków wanadu na mechanizmy przekazywania sygnału zależne 

od białka VASP w krwinkach płytkowych osób zdrowych i pacjentów z 

cukrzycą typu 2 

 

VASP jest białkiem, które reguluje dynamikę zmian filamentów aktynowych, ale 

także stanowi substrat dla kinaz białkowych, zależnych od cAMP/PKA i cGMP/PKG [143]. 

Fosforylacja VASP jest kluczowa w wydłużaniu elementów aktynowych, dlatego też utrata 

ekspresji tego białka prowadzi do nadmiernej aktywacji płytek krwi, a w konsekwencji do 

rozwoju zakrzepicy, co udowodniły badania na myszach [144]. Fosforylacja białka VASP w 

pozycji 157 seryny stanowi marker oceny ścieżki sygnalizacyjnej, zależnej od cAMP/PKA 

[145]. 

Fosforylacja białka VASP-Ser
157

 w aktywowanych trombiną (0,10 JM/ml) płytkach 

krwi pacjentów z cukrzycą była niższa o 26% (p<0,05), względem osób zdrowych (Ryc. 19A 

i B). BMOV (0,50 mM) istotnie zwiększył fosforylację białka VASP-Ser
157

 w płytkach krwi 

osób zdrowych o 28% (p<0,05), wobec kontroli bez związków wanadu (Ryc. 19A i B). VCl3 

(0,50 mM) również, lecz w sposób bardziej istotny niż BMOV, zwiększył fosforylację 

badanego białka w płytkach krwi osób zdrowych o 76% (p<0,005), w porównaniu do kontroli 

bez związków wanadu (Ryc. 19A i B). 
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Rycina 19. Wpływ związków wanadu na fosforylację białka VASP-Ser

157
 w krwinkach 

płytkowych osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą. 

A - Obraz rozdziału metodą Western Blot uzyskany dla fosforylacji białka VASP-Ser
157

, B – 

poziomy VASP-Ser
157

 wyliczone względem poziomu β-tubuliny, wykonywane techniką 
Western Blot. Zdjęcia reprezentatywne dla 3 niezależnych doświadczeń. Kontrolę stanowiły 
krwinki płytkowe (1x10

7
/ml) preinkubowane przez 20 min z RGDS (0,20 mM), inkubowane 

w warunkach kontrolnych lub z wybranymi związkami wanadu i aktywowane 0,10 JM/ml 

trombiną. Wartości znamiennie różne od kontroli: *p<0,05, **p<0,005. Wartości znamiennie 
różne względem parametrów uzyskanych w grupie osób zdrowych: +p<0,05. 

 

Podobnie jak u osób zdrowych, BMOV (0,50 mM) zwiększał fosforylację białka 

VASP-Ser
157

 w aktywowanych płytkach krwi pacjentów z cukrzycą o 103% (p<0,005), 

wobec kontroli bez związków wanadu (Ryc. 19A i B). Natomiast VCl3 (0,50 mM) nie miał 

wpływu na fosforylację VASP-Ser
157

 w płytkach krwi pacjentów z cukrzycą (Ryc. 19). 
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Podsumowując, fosforylacja VASP w pozycji 157 seryny była niższa w 

aktywowanych płytkach krwi pacjentów z cukrzycą. Jednocześnie, BMOV silniej zwiększał 

fosforylację VASP w płytkach osób z cukrzycą, zaś VCl3 zwiększał fosforylację VASP 

jedynie w płytkach osób zdrowych. 

 

 

4.7. Wpływ związków wanadu na akumulację TBARS w płytkach krwi u osób 

zdrowych i pacjentów z cukrzycą 

 

Hiperglikemia jest stanem predysponującym do wzrostu poziomu stresu 

oksydacyjnego, co prowadzi do wzmożonej peroksydacji lipidów [146]. W literaturze opisano 

hamujący wpływ nieorganicznych związków wanadu na peroksydację lipidów w moczu u 

pacjentów z cukrzycą [147, 148]. Do analizy stopnia peroksydacji lipidów posłużono się 

oceną akumulacji reaktywnych związków reagujących z kwasem tiobarbiturowym (TBARS). 
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Rycina 20. Wpływ związków wanadu BMOV i VCl3 na akumulację TBARS w krwinkach 

płytkowych osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą. 

Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 20 powtórzeń. 
Krwinki płytkowe (3x108/ml) były inkubowane przez 2 minuty, w warunkach kontrolnych 

albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM VCl3, a następnie aktywowane trombiną (0,10 JM/ml). 

Wartości znamiennie różne od kontroli: *p<0,05. Wartości znamiennie różne względem 
parametrów uzyskanych w grupie osób zdrowych: +p<0,05. 

N/A - ang. (not applicable) wyniki nie ujęte w pracy ze względu na możliwą interferencję 
BMOV w spektrofotometryczne oznaczanie TBARS. 

 

Akumulacja reaktywnych związków reagujących z kwasem tiobarbiturowym 

(TBARS) po aktywacji trombiną (0,10 JM/ml) była wyższa w płytkach krwi pacjentów z 

cukrzycą o 22% (p<0,05), w porównaniu do kontroli osób zdrowych (Ryc. 20). 

Nieorganiczny VCl3 (0,50 mM) nie wpływał na akumulacji TBARS u osób zdrowych (Ryc. 

20). Natomiast istotnie zwiększał akumulację TBARS w płytkach krwi, w grupie pacjentów z 

cukrzycą o 43% (p<0,05), w porównaniu do kontroli bez związków wanadu (Ryc. 20). 
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4.8. Wpływ związków wanadu na aktywność enzymów metabolizmu glukozy w 

płytkach krwi osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą 

 

Celem weryfikacji hipotezy, że związki wanadu mogą regulować metabolizm 

energetyczny krwinek płytkowych, dokonano oceny wpływu BMOV (0,50 mM) i VCl3 (0,50 

mM) na aktywność wybranych enzymów, uczestniczących w przemianach energetycznych 

płytek krwi. 

Heksokinaza jest pierwszym enzymem w szlaku glikolizy, który pośredniczy w 

utylizacji glukozy, będącej podstawowym substratem energetycznym płytek krwi [149, 150]. 

Aktywność heksokinazy w krwinkach płytkowych aktywowanych trombiną (0,10 

JM/ml), w grupie pacjentów z cukrzycą była wyższa o 52% (p<0,005), wobec grupy 

kontrolnej osób zdrowych (Tab. 4). W tych samych warunkach doświadczalnych, organiczny 

BMOV (0,50 mM) istotnie hamował aktywność heksokinazy w płytkach krwi osób zdrowych 

o 61% (p<0,005), wobec kontroli bez związków wanadu (Tab. 4). Podobnie, VCl3 (0,50 mM) 

zmniejszył aktywność enzymu w płytkach krwi osób zdrowych o 46% (p<0,005), wobec 

kontroli bez związków wanadu (Tab. 4). 

BMOV (0,50 mM) hamował aktywność heksokinazy w aktywowanych trombiną (0,10 

JM/ml) płytkach krwi pacjentów z cukrzycą o 53% (p<0,005), względem kontroli bez 

związków wanadu (Tab. 4). Podobnie, VCl3 (0,50 mM), hamował aktywność heksokinazy w 

płytkach krwi pacjentów z cukrzycą o 33% (p<0,05), wobec kontroli bez związków wanadu 

(Tab. 4). 

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G-6-PDH) katalizuje reakcję dehydratacji 

glukozo-6-fosforanu w szlaku pentozofosforanowym, z wytworzeniem dwóch cząsteczek 

NAPDH [149-151]. Enzym pośrednio uczestniczy także w redukcji glutationu i poprawia 

wydajność glikolizy [151]. 

Aktywność G-6-PDH w aktywowanych trombiną (0,10 JM/ml) płytkach krwi 

pacjentów z cukrzycą była wyższa o 22% (p<0,05), wobec grupy kontrolnej osób zdrowych 

(Tab. 4). Organiczny BMOV (0,50 mM) istotnie redukował aktywność dehydrogenazy 

glukozo-6-fosforanowej w płytkach krwi osób zdrowych o 54% (p<0,005), wobec kontroli 

bez związków wanadu (Tab. 4). Podobnie, VCl3 (0,50 mM) hamował aktywność enzymu w 

płytkach krwi osób zdrowych o 48% (p<0,005), wobec kontroli bez związków wanadu (Tab. 

4). 

BMOV (0,50 mM), hamował aktywność G-6-PDH w aktywowanych trombiną (0,10 

JM/ml) płytkach krwi pacjentów z cukrzycą o 65% (p<0,005), względem kontroli bez 
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związków wanadu (Tab. 4). VCl3 (0,50 mM) redukował aktywność G-6-PDH w płytkach 

krwi pacjentów z cukrzycą o 51% (p<0,005), wobec kontroli bez związków wanadu (Tab. 4). 

 

Tabela 4. Wpływ związków wanadu BMOV i VCl3 na aktywność enzymów metabolizmu 

energetycznego aktywowanych krwinek płytkowych u osób zdrowych i pacjentów z 

cukrzycą. 

 Osoby zdrowe Pacjenci z cukrzycą 

Heksokinaza (nmole/min/mg białka) 

Kontrola 78,90+2,90 120,10+7,90
++

 

BMOV (0,50 mM) 30,50+6,60** 66,30+8,90** 

VCl3 (0,50 mM) 42,90+7,80** 80,70+12,80* 

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (nmole/min/mg białka) 

Kontrola 85,80+5,90 104,20+4,60
+
 

BMOV (0,50 mM) 30,10+5,20** 42,70+7,40** 

VCl3 (0,50 mM) 40,40+5,90** 56,30+8,60** 

Akonitaza (nmole/min/mg białka) 

Kontrola 6,04+0,30 7,70+0,10
+
 

BMOV (0,50 mM) 1,68+0,20*** 3,18+0,30** 

VCl3 (0,50 mM) 2,84+0,20** 4,65+0,40* 

Dehydrogenaza izocytrynianowa (nmole/min/mg białka) 

Kontrola 36,90+1,10 29,90+0,60 

BMOV (0,50 mM) 15,90+1,40** 14,20+2,20** 

VCl3 (0,50 mM) 19,70+2,20** 20,50+1,60* 

 

Przedstawione wyniki są wartościami średnimi ± standardowy błąd średniej z 5-6 powtórzeń. 
Krwinki płytkowe (3x108/ml) były preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS (0,20 mM), 

następnie inkubowane przez 2 minuty, w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 

0,50 mM VCl3, a następnie aktywowane trombiną (0,10 JM/ml). Wartości znamiennie różne 
od kontroli: *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001. Wartości znamiennie różne od grupy osób 
zdrowych: 

+
p<0,05, 

++
p<0,005. 



94 

 

Kolejnym istotnym etapem generowania energii jest cykl kwasu cytrynowego, którego 

jeden z enzymów, akonitaza, katalizuje przekształcenie cytrynianu w izocytrynan [149, 150]. 

Aktywacja krwinek płytkowych trombiną (0,10 JM/ml) powodowała wzrost 

aktywności akonitazy o 28% (p<0,05) w płytkach krwi pacjentów z cukrzycą, w porównaniu 

do grupy osób zdrowych (Tab. 4). Organiczny BMOV (0,50 mM) obniżał aktywność 

akonitazy w płytkach krwi osób zdrowych o 72% (p<0,001), wobec kontroli bez związków 

wanadu (Tab. 4). Podobnie, VCl3 (0,50 mM) hamował aktywność tego enzymu w płytkach 

krwi osób zdrowych o 53% (p<0,005), wobec kontroli bez związków wanadu (Tab. 4). 

BMOV (0,50 mM), hamował aktywność akonitazy w aktywowanych trombiną (0,10 

JM/ml) płytkach krwi pacjentów z cukrzycą o 59% (p<0,005), względem kontroli bez 

związków wanadu (Tab. 4). Podobnie VCl3 (0,50 mM) zmniejszał aktywność akonitazy w 

płytkach krwi pacjentów z cukrzycą o 51% (p<0,05), wobec kontroli bez związków wanadu 

(Tab. 4). 

Dehydrogenaza izocytrynianowa (IDH), katalizuje przekształcenie izocytrynianu do α-

ketoglutaranu w cyklu kwasów trikarboksylowych [149, 150]. 

Aktywność IDH w aktywowanych trombiną (0,10 JM/ml) krwinkach płytkowych była 

podobna we wszystkich analizowanych grupach (Tab. 4). Organiczny BMOV (0,50 mM) 

istotnie zmniejszał aktywność IDH w aktywowanych trombiną (0,10 JM/ml) płytkach krwi 

osób zdrowych o 57% (p<0,005), wobec kontroli bez związków wanadu (Tab. 4). W tych 

warunkach, VCl3 (0,50 mM) zmniejszał aktywność IDH w płytkach krwi osób zdrowych o 

47% (p<0,005), wobec kontroli bez związków wanadu (Tab. 4). 

BMOV (0,50 mM) hamował również aktywność IDH w aktywowanych trombiną 

(0,10 JM/ml) płytkach krwi pacjentów z cukrzycą o 53% (p<0,005), względem kontroli bez 

związków wanadu (Tab. 4). Podobnie, VCl3 (0,50 mM) hamował aktywność IDH w płytkach 

krwi pacjentów z cukrzycą o 33% (P<0,05), wobec kontroli bez związków wanadu (Tab. 4). 

 

Podsumowując, aktywność heksokinazy w aktywowanych płytkach krwi była wyższa 

w cukrzycy. BMOV silniej hamował aktywność heksokinazy w badanych grupach w 

porównaniu do VCl3. 

Aktywność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej była wyższa w płytkach osób z 

cukrzycą. Zarówno BMOV, jak i VCl3 podobnie redukowały aktywność enzymu w płytkach 

osób zdrowych i z cukrzycą. 

Aktywność akonitazy był wyższa w płytkach krwi pacjentów z cukrzycą. 

Jednocześnie, BMOV słabiej hamował aktywność akonitazy w płytkach krwi pacjentów z 
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cukrzycą. Podobnie, VCl3 słabiej redukował aktywność akonitazy w płytkach krwi pacjentów 

w cukrzycy. 

Aktywność dehydrogenazy izocytrynianowej była podobna w obu badanych grupach. 

BMOV silniej hamował aktywność płytkowego IDH we wszystkich analizowanych grupach 

w porównaniu do VCl3. 
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5. DYSKUSJA 

 
5.1. Charakterystyka modelu doświadczalnego 

 

5.1.1. Charakterystyka parametrów metabolicznych osób zdrowych i pacjentów 

z cukrzycą 

 

Średni czas trwania cukrzycy typu 2 był dwukrotnie wyższy w porównaniu do 

podobnych badań wykonanych 10 lat wcześniej, co może sugerować, że na cukrzycę typu 2 

zapadają coraz młodsi pacjenci (Tab. 3) [41, 135, 152]. Nasze obserwacje potwierdzają 

światowy trend zapadalności na cukrzycę typu 2 w coraz młodszym wieku, co zwiększa 

ryzyko rozwoju przewlekłych powikłań cukrzycowych (Tab. 3) [152]. Jednak, z drugiej 

strony pacjenci są coraz lepiej wyedukowani, co skutkuje coraz lepszą kontrolą glikemii (Tab. 

3) [152]. 

Średnia wartość glikemii na czczo obserwowana u pacjentów z cukrzycą była istotnie 

wyższa, w odniesieniu do grupy kontrolnej osób zdrowych i wytycznych PTD i ADA z 2018 

roku, co mogłoby sugerować trudności w kontroli glikemii, w grupie analizowanych 

pacjentów (Tab. 3, Ryc. 3, Supl. 1) [135, 153]. Około 20% pacjentów miało stężenie glukozy 

>180 mg/dl, zawyżając istotnie średnie jej stężenie w całej analizowanej populacji pacjentów 

z cukrzycą (Tab. 3). Jednocześnie obserwowana przez nas znamienna korelacja pomiędzy 

stężeniem glukozy a agregacją płytek krwi potwierdza istotną rolę glukozy w regulacji funkcji 

krwinek płytkowych (Ryc. 3, 4) [154, 155]. 

Średnie wartości HbA1c w grupie badanych pacjentów z cukrzycą były relatywnie 

wyrównane w porównaniu do wartości, uzyskanych w grupie badanej Michno i wsp, co może 

wiązać się z wyraźną retrospektywną poprawą kontroli glikemii, na przestrzeni ostatnich lat 

(Tab. 3, Ryc. 3, 4) [41, 156-159]. Fakt, że równocześnie różnice w agregacji krwinek 

płytkowych izolowanych od pacjentów z cukrzycą i osób zdrowych były mniejsze w naszej 

pracy, w porównaniu do wyników uzyskanych przez nasz zespół 10 lat temu, może 

potwierdzać fakt, że płytki krwi pacjentów analizowanych w naszej pracy mogły być w 

mniejszym stopniu narażone na długotrwałą hiperglikemię, a w konsekwencji glikację białek 

(Tab. 3, Ryc. 3, 4) [43, 154, 155]. 

Jednakże, wciąż obserwowane statystycznie wyższe wartości parametrów 

retrospektywnej oceny glikemii, u pacjentów z cukrzycą względem osób zdrowych, świadczą 

o ekspozycji ich megakariocytów i krwinek płytkowych na długotrwałą i przewlekłą 
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hiperglikemię (Tab. 3, Ryc. 3-11) [37, 43]. A więc, proces nieenzymatycznej glikacji białek 

mógł przyczynić się do modyfikacji struktur receptorów powierzchniowych krwinek 

płytkowych i płytkowych szlaków sygnalizacyjnych, a w konsekwencji zmiany ich 

metabolizmu energetycznego i funkcji płytek krwi w analizowanej pracy, w populacji 

pacjentów z cukrzycą typu 2 (Tab. 3, Ryc. 3, 4) [37, 43]. 

U pacjentów z cukrzycą średnie wartości cholesterolu całkowitego były 

porównywalne do wartości obserwowanych u osób zdrowych, a także do zakresu normy, 

uznanej przez PTD i ADA z 2018 roku (Tab. 3, Supl. 1) [160]. 

Frakcja cholesterolu LDL była również porównywalna u pacjentów z cukrzycą typu 2 

do osób zdrowych, co może wiązać się ze standardowym stosowaniem statyn w tej grupie 

pacjentów, z uwagi na choroby współistniejące, czy też powikłania wynikające z 

długoletniego przebiegu cukrzycy (Tab. 3, Supl. 1) [160-162]. Shamir i wsp. zwracają także 

uwagę na fakt, że prawidłowy profil lipidowy u pacjentów z cukrzycą wiąże się z 

zadowalającą kontrolą glikemii (Tab. 3, Supl. 1) [163]. Potwierdzają to również doniesienia 

Wadwy i wsp., którzy obserwowali 30% niższe stężenie cholesterolu LDL u pacjentów z 

cukrzycą, względem osób zdrowych [164]. Mniej aterogenny profil lipidowy u tych 

pacjentów badacze tłumaczą zmniejszoną syntezą cholesterolu w wątrobie, jak również 

większą świadomością monitorowania profilu lipidowego (Tab. 3) [165]. 

Uzyskane wyniki pozostają jednak w sprzeczności z doniesieniami Guy’a i wsp., 

którzy u pacjentów z cukrzycą obserwowali podwyższone stężenie cholesterolu LDL o 

aterogennym charakterze i wiążą ten fakt z podwyższonym stężeniem glukozy w osoczu (Tab. 

3) [166, 167]. 

Podobnie, frakcja cholesterolu HDL u pacjentów z cukrzycą była niższa względem 

zaleceń ustalonych przez ADA i PTD (Tab. 3, Supl. 1) [160, 168, 169]. Jednocześnie, 

wartości cholesterolu HDL były porównywalne do osób zdrowych, co może wynikać z 

nasilenia katabolizmu HDL u osób w wieku >50 lat (Tab. 3, Supl. 1) [160, 168, 169]. 

Fakt, że średnie stężenie triglicerydów (TG) było istotnie wyższe u pacjentów z 

cukrzycą typu 2, można tłumaczyć tym, że poprzedzająca rozwój cukrzycy insulinooporność 

może przyczyniać się do nasilenia lipolizy, zwiększenia syntezy triacylogliceroli w 

hepatocytach i prowadzić do hipertriglicerydemii (Tab. 3) [170, 171]. Hipertriglicerydemia 

przyczynia się do redukcji cząstek HDL we krwi, co stanowi czynnik ryzyka rozwoju 

miażdżycy w cukrzycy (Tab. 3) [171-174]. 
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5.2. Wpływ cukrzycy na funkcje płytek krwi 

 

W patomechanizmie zaburzeń krzepnięcia u pacjentów z cukrzycą biorą udział płytki 

krwi, leukocyty, erytrocyty, jak również osoczowe czynniki krzepnięcia i fibrynolizy oraz 

śródbłonek naczyniowy. Elementy te podlegają wzajemnej interakcji, dlatego też w 

przedstawionej pracy stosowano izolowane krwinki płytkowe tak, aby opisane przez nas 

procesy obejmowały modyfikacje dotyczące samych płytek (Tab. 1, 2) [175]. 

U pacjentów z cukrzycą nie obserwowano zmian w adhezji i kształcie krwinek 

płytkowych (ang. spreading) na powierzchni kolagenu i fibrynogenu oraz agregacji 

indukowanej trombiną w początkowej fazie, w porównaniu do osób zdrowych (Ryc. 6, 7, 8, 

11, 14). 

Można to tłumaczyć faktem, że długoletni przebieg cukrzycy oraz choroby 

współistniejące mogą prowadzić do nadmiernego zużycia krwinek płytkowych jeszcze w 

naczyniach krwionośnych, wskutek incydentów zakrzepowych, dlatego też w warunkach in 

vitro nie możemy w pełni ocenić zdolności płytek krwi do aktywacji (Ryc. 6, 7, 8) [79, 176]. 

Z drugiej strony, obserwowany przez nas wzrost tworzenia agregatów płytek krwi na 

powierzchni kolagenu i fibrynogenu, w grupie pacjentów z cukrzycą jest zgodny z licznymi 

doniesieniami naukowymi (Ryc. 9, 10) [41, 43, 177]. Fakt istnienia korelacji pomiędzy 

stężeniem glukozy a agregacją płytek krwi wskazywałby na rolę glikacji płytkowych 

receptorów, w tym płytkowych integryn α2β1 i α2β3, uczestniczących w ich aktywacji i 

utrzymywaniu w stanie aktywności podprogowej, przez co płytki krwi są bardziej podatne na 

działanie agonistów agregacji (Tab. 3, Ryc. 4, 6-10) [43, 177, 178]. 

Wzrost potencjału agregacyjnego płytek krwi u pacjentów z cukrzycą typu 2 może 

wiązać się także z obserwowaną przez nas niższą produkcją wewnątrzpłytkowego cAMP i 

jednocześnie obniżoną fosforylacją białka VASP-Ser
157, regulującego dynamikę cytoszkieletu 

płytkowego, w mechanizmie zależnym od cAMP (Ryc. 6, 14, 19) [177, 179]. Obserwacje te 

są zgodne z doniesieniami innych autorów, którzy obserwowali wzrost agregacji płytek krwi, 

w których hamowano fosforylację VASP [179]. 

W cukrzycy nie obserwowano zmiany pola powierzchni krwinek płytkowych mimo 

zwiększenia agregacji, co jest zgodne z pracami innych badaczy, którzy obserwowali istotną 

zmianę powierzchni płytek krwi jedynie u pacjentów z cukrzycą typu 2, powikłanych 

retinopatią (Ryc. 7, 8) [180, 181]. Powyższe dane są jednak sprzeczne z doniesieniami innych 

autorów, którzy w szczurzych neutrofilach, w warunkach hiperglikemii, obserwowali 

zwiększoną fosforylację białka RhoA, która indukuje zmianę kształtu szeregu komórek, w 
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tym płytek krwi (Ryc. 7, 8, 17, 18) [182-184]. Jednakże w naszych badaniach nie 

wykazaliśmy różnic w fosforylacji RhoA-Ser
188 czy też MLC-Ser

20
, zaangażowanych w 

proces zmiany kształtu aktywowanych płytek krwi pomiędzy płytkami izolowanymi od osób 

zdrowych i pacjentów z cukrzycą typu 2 (Ryc. 17, 18). Brak różnic mógłby wynikać ze 

względnie poprawnej, aczkolwiek niewystarczającej kontroli glikemii, obserwowanej w 

badanej grupie pacjentów z cukrzycą typu 2 (Tab. 2, Ryc. 7, 8, 17, 18) [156, 157]. 

Natomiast wzrost tworzenia agregatów płytek krwi na powierzchni kolagenu i 

fibrynogenu u pacjentów z cukrzycą jest zgodny z doniesieniami innych autorów, którzy 

obserwowali zwiększenie reaktywności krwinek płytkowych u pacjentów z cukrzycą i 

korelowali to ze zwiększeniem poziomu ekspresji płytkowych receptorów powierzchniowych 

GPIIb/IIIa oraz ze stężeniem HbA1c (Ryc. 3, 4, 9, 10) [43, 185, 186]. 

Dodatkowo, obserwowany w naszej pracy wzrost końcowej fazy agregacji 

indukowanej trombiną (0,10 JM/ml) w płytkach pacjentów z cukrzycą, względem grupy osób 

zdrowych, jest zgodny z licznymi doniesieniami innych autorów (Ryc. 11) [187-190]. 

Fakt istnienia silnej korelacji pomiędzy stężeniem glukozy w osoczu a agregacją 

płytek krwi, wskazywałby na istotną rolę glukozy jako substratu energetycznego, 

niezbędnego do aktywacji płytek krwi (Ryc. 4, 11). Tłumaczyłoby to zwiększoną 

reaktywność płytek krwi w warunkach zwiększonej dostępności glukozy w hiperglikemii w 

cukrzycy [37, 43]. Aczkolwiek, na aktywację krwinek płytkowych bezpośredni wpływ może 

mieć także obserwowane w cukrzycy nasilenie stresu oksydacyjnego, przejawiające się 

nadprodukcją ROS i RNS oraz zwiększona podatność na procesy zapalne [43, 191, 192]. 

Dodatkowo, zwiększone wydzielanie ATP z ziarnistości płytek krwi pacjentów z 

cukrzycą może przyczyniać się do nasilenia ich aktywacji i następnie zwiększenia agregacji 

(Ryc. 6-10, 12) [21, 41, 62]. Można tłumaczyć to obserwowanym w hiperglikemii 

zaburzeniem struktury cytoszkieletu aktynowego i przyśpieszeniem procesu degranulacji 

dlatego, że ziarnistości gęste ulegają wówczas znacznemu uwrażliwieniu na agonistów 

aktywacji płytek krwi (Ryc. 7, 9, 11, 12, 19) [193, 194]. Co więcej, insulinooporność 

mogłaby również prowadzić do zależnej od wzrostu stężenia wewnątrzkomórkowego wapnia, 

nasilonej degranulacji krwinek płytkowych, a w konsekwencji ich nadmiernej aktywacji i 

agregacji (Ryc. 7-12) [195]. 
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5.3. Wpływ cukrzycy na produkcję tromboksanu A2 i TBARS w płytkach krwi 

 

Brak wzrostu syntezy TXA2 w aktywowanych płytkach krwi pacjentów z cukrzycą 

typu 2 jest niezgodny z danymi literaturowymi (Ryc. 13) [196-198]. Mianowicie w 

hiperglikemii obserwuje się wzrost produkcji TXA2 w płytkach pacjentów z cukrzycą, który 

może być związany z zaburzeniami gospodarki lipidowej wśród tych pacjentów (Tab. 3). 

Obserwowana w naszej pracy hipertriglicerydemia u pacjentów z cukrzycą mogłaby 

przyczyniać się do wzrostu VLDL, które zwiększają produkcję TXA2 w aktywowanych 

płytkach krwi (Tab. 3, Ryc. 9-11 i 13) [196, 197, 199]. Mogłoby to prowadzić do zwiększonej 

reaktywności krwinek płytkowych, nasilenia procesu tworzenia agregatów płytkowych na 

powierzchni kolagenu i fibrynogenu, jak również zwiększonej agregacji po trombinie w 

grupie pacjentów z cukrzycą (Ryc. 9-11 i 13) [196, 197]. 

Z drugiej strony, powyższe dane pozostają jednak w zgodzie z wynikami innych 

autorów, w których udowodniono, że prawidłowa kontrola glikemii oraz wdrożona 

prawidłowa terapia insulinowa istotnie przyczyniała się do redukcji TXA2 w płytkach krwi 

pacjentów z cukrzycą (Tab. 3, Ryc. 13) [63, 72, 178]. 

Natomiast, wzrost akumulacji TBARS w płytkach krwi pacjentów z cukrzycą jest 

zgodny z doniesieniami innych autorów, którzy obserwowali wzrost peroksydacji lipidów u 

pacjentów z cukrzycą, co mogło być spowodowane nasileniem stresu oksydacyjnego i 

utrzymywaniem się przewlekłego stanu zapalnego w warunkach hiperglikemii (Ryc. 20) [147, 

148]. 

 

 

5.4. Wpływ cukrzycy na metabolizm glukozy w płytkach krwi 

 

Glukoza to podstawowy substrat energetyczny dla krwinek płytkowych, a jej 

zwiększony napływ do wnętrza megakariocytów i płytek krwi w warunkach hiperglikemii w 

cukrzycy może prowadzić do adaptacyjnych zmian aktywności płytkowych enzymów 

metabolizmu energetycznego (Tab. 3, 4) [41]. Obserwowany w naszej pracy wzrost 

aktywności heksokinazy i dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, a także akonitazy w 

płytkach pacjentów z cukrzycą typu 2 potwierdzają doniesienia literaturowe innych badaczy 

(Tab. 3, 4). [41, 158]. Hiperglikemia w cukrzycy i obserwowany wzrost napływu glukozy do 

wnętrza płytek może wiązać się ze wzrostem płytkowej utylizacji glukozy i przyspieszeniem 
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płytkowej aktywności enzymatycznej (Ryc. 3, 4) [158]. Obserwowana w pracy zwiększona 

aktywność G-6-PDH w płytkach krwi pacjentów z cukrzycą typu 2 potwierdza powyższą tezę 

oraz pośrednio może tłumaczyć nasilenie aktywności płytkowej reduktazy glutationu, 

obserwowanej w badaniach di Simplicio i wsp. (Tab. 4) [200]. Natomiast wzrost aktywności 

mitochondrialnej akonitazy w płytkach pacjentów z cukrzycą może wynikać z nasilenia 

płytkowego metabolizmu acetylo-CoA w cyklu Krebsa, który może być następnie 

utylizowany do syntezy płytkowych czynników aktywacji płytek krwi (Tab. 4) [159, 201]. 

Brak zmian w aktywności całkowitej IDH w płytkach osób z cukrzycą, może 

wskazywać, że ta droga metaboliczna nie podlega adaptacyjnym zmianom w warunkach 

hiperglikemii (Tab. 4). Z drugiej strony, enzym ten znajduje się w dwu kompartmentach 

komórkowych: aktywnym metabolicznie mitochondrialnym i w ziarnistościach α (Tab. 4) 

[202]. Dlatego też wydaje się, że jedynie analiza IDH w izolowanych przedziałach płytek 

krwi umożliwiłaby prawidłową ocenę udziału dehydrogenazy izocytrynianowej w płytkowym 

metabolizmie energetycznym, w warunkach hiperglikemii w cukrzycy (Tab. 4) [202]. 

W warunkach hiperglikemii może dochodzić do zwiększonego napływu glukozy do 

wnętrza płytek krwi i zwiększenia ich aktywacji, a w konsekwencji agregacji i powikłań 

zakrzepowych (Ryc. 9, 10, 11) [41, 121, 159, 201]. Wiadomo, że w transporcie glukozy ze 

środowiska pozakomórkowego do wnętrza płytek krwi, przy udziale niezależnego od insuliny 

transportera GLUT3 i zależnego od insuliny GLUT4, ważną rolę odgrywa fosforylacja PKB-

Ser
473

 [35, 38]. W niniejszej pracy nie obserwowano istotnych różnic w fosforylacji PKB-

Ser
473

, w aktywowanych trombiną płytkach krwi pomiędzy osobami zdrowymi i pacjentami z 

cukrzycą typu 2 (Ryc. 16) [35, 38]. Może to wynikać z faktu, że hiperaktywacja płytek krwi 

w hiperglikemii jest niezależna od fosforylacji PKB (Ryc. 11, 16) [35]. Dodatkowo, 

obserwowany przez nas brak wpływu insuliny (5 µmol/ml) na agregację płytek krwi 

indukowanej trombiną (0,10 JM/ml) mógłby wskazywać, że w aktywowanych płytkach krwi 

transport i utylizacja glukozy oraz ich aktywność są niezależne od insuliny (dane 

niepublikowane) (Ryc. 1) [37]. Co więcej, u pacjentów z cukrzycą typu 2, przyjmujących 

insulinę łącznie z doustnymi lekami hipoglikemizującymi, również nie obserwowaliśmy 

zmian w fosforylacji płytkowej PKB, co jest zgodne z danymi Rauchfuss i wsp., w których 

nie obserwowano zwiększenia fosforylacji PKB w płytkach krwi, po zastosowaniu insuliny 

(Ryc. 16, dane niepublikowane) [203]. 

Dane te potwierdzają, że transport glukozy w aktywowanych płytkach krwi jest 

niezależny od insuliny [37, 203]. 
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5.5. Wpływ związków wanadu na metabolizm i funkcje płytek krwi w 

cukrzycy typu 2 

 

5.5.1. Weryfikacją zakresu stężeń i toksyczności związków wanadu 

 

Szereg doniesień literaturowych opisuje toksyczne lub nekrotyczne działanie 

związków wanadu na komórki, tkanki i narządy zarówno u zwierząt, jak i ludzi [85, 90, 124, 

125]. Zastosowane w naszej pracy stężenia organicznego BMOV (0,50 mM) i 

nieorganicznego VCl3 (0,50 mM) były niższe, względem stężeń stosowanych w badaniach 

klinicznych ponieważ w zastosowanym modelu doświadczalnym stosowano izolowane płytki 

krwi, w warunkach in vitro, podczas gdy w badaniach klinicznych stosowano doustną 

suplementację związków wanadu (Ryc. 6-11) [90]. Z drugiej jednak strony, zastosowane 

stężenia przekraczały zakresy stężeń (10-30 μM), niezbędnych do aktywacji 

mitochondrialnych białkowych kinaz tyrozynowych PTP [204]. 

Fakt, że aktywność dehydrogenazy mleczanowej w środowisku pozakomórkowym, po 

zastosowaniu związków wanadu była porównywalna do warunków kontrolnych może 

sugerować, że związki wanadu, w stężeniach użytych w naszych doświadczeniach, nie 

powodują uszkodzenia błony komórkowej, co sugeruje, że nie powodowały nekrozy (Ryc. 5). 

Jest to zgodne ze spostrzeżeniami innych autorów, którzy nie obserwowali cytotoksyczności 

po zastosowaniu jonów wanadanowych na linii psich nefronów typu MDCK (Ryc. 5) [205]. 

Poza tym, wybrane kompleksy związków wanadu, w tym organicznych związków wanadu, 

połączonych z maltolem w podobnych dawkach, były uznane za bezpieczne w 

doświadczeniach in vivo na szczurach (Ryc. 5) [90, 206-209]. Za bezpieczeństwem 

zastosowanych dawek przemawia także brak wpływu związków wanadu na 

wewnątrzkomórkową zawartość zredukowanego glutationu, co może też świadczyć o tym, że 

antyagregacyjne działanie związków wanadu na płytki krwi nie było wynikiem hamowania 

ich aktywności wskutek zaburzeń równowagi redukcyjnej i zwiększenia stresu oksydacyjnego 

(Ryc. 5, 6-11) [210-212]. Fakt, że analizowane przez nasz zespół stężenia związków wanadu 

nie miały wpływu na redukcję aktywności całkowitego SDH w teście MTT oraz aktywności 

fosfatazy kwaśnej, potwierdza, że nie wykazują one działania cytotoksycznego (Ryc. 2) [133]. 

Dodatkowo, antyagregacyjne działanie zawiązków wanadu stosowanych w naszej pracy było 

silniejsze w początkowej fazie agregacji (2 minuta), w porównaniu do fazy końcowej (12 

minuta), co może świadczyć o tym, że działanie związków wanadu jest częściowo lub 

całkowicie odwracalne (Ryc. 5, 11) [90, 133]. 
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Brak wpływu związków wanadu na wewnątrzkomórkową równowagę oksydacyjno-

redukcyjną pozostaje jednak w sprzeczności z doniesieniami Soaresa i wsp., którzy 

obserwowali zaburzenia mitochondrialnego potencjału transbłonowego, rozpad cytochromu c, 

a w konsekwencji apoptozę szczurzych hepatocytów, po doustnym podaniu zaledwie 5,40 ± 

2,50 μM dawki dekawanadu (Ryc. 5) [94, 213-215]. Dodatkowo, dalszych weryfikacji 

metodycznych wymagają nasze dane, w których obserwowano istotnie nasilenie akumulacji 

TBARS w płytkach krwi pacjentów z cukrzycą po zastosowaniu BMOV (Ryc. 20). Wiadomo 

jednak, że 12 i 24 godzinna ekspozycja hepatocytów na BMOV bądź dekawanad w 

warunkach in vitro, wywołała wzrost peroksydacji lipidów o odpowiednio 55% i 80% w 

mitochondriach tych komórek [214, 216]. Mogłyby to wskazywać na prooksydacyjne 

działanie związków wanadu na płytki krwi, w szczególności w hiperglikemii (Ryc. 20) [214, 

216, 217]. 

Prawdopodobnie efekt toksyczny związków wanadu zależy nie tylko od ich stężenia, 

ale także od czasu ekspozycji, sposobu podania, analizowanej frakcji komórkowej, typu 

tkanki i gatunku zwierzęcia [214]. Dlatego też, wskazane jest, aby każdy związek wanadu był 

zweryfikowany pod względem cytotoksyczności, celem ustalenia optymalnych i 

bezpiecznych dawek związków wanadu, zarówno u osób zdrowych, jak i u pacjentów z 

cukrzycą. 

Trudność w ustaleniu potencjalnie pro- bądź antyoksydacyjnego charakteru związków 

wanadu i różnic ich działania w płytkach osób zdrowych i z cukrzycą sugeruje zachowanie 

ostrożności w stosowaniu suplementów związków wanadu (Ryc. 20). 

 

 

5.5.2. Wpływ związków wanadu na funkcje płytek krwi pacjentów z cukrzycą 

 

Nieliczne doniesienia literaturowe opisują hamujący wpływ organicznego związku 

wanadu: BMOV, jak i szeregu nieorganicznych związków wanadu, w tym siarczanu 

wanadylu, ortowanadanu i metawanadanu na agregację płytek krwi, co tłumaczy się 

zmniejszeniem aktywacji receptorów płytkowych, tj. GP Ib, GP IIb/IIIa, GPVI czy P2Y12, 

[43, 93, 218, 219]. Uzyskane przez nas wyniki potwierdzają te obserwacje, ponieważ 

zastosowane: zarówno organiczny BMOV (0,50 mM), jak i nieorganiczny VCl3 (0,50 mM), 

istotnie hamowały agregację płytek krwi indukowanych trombiną, co może świadczyć o tym, 

że działanie związków wanadu jest zależne od inaktywacji mechanizmów przekazywania 

sygnału zależnych od receptorów PAR 1 i 4 (Ryc. 9-11). W odpowiedzi na trombinę związki 
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wanadu regulują działanie białek Giα i Gsα i mogą przyczyniać się do wzrostu cAMP przez 

inaktywację fosfodiesteraz płytkowych oraz jednoczesne hamowanie fosfolipazy C i 

hamowanie mobilizacji Ca
2+

 z magazynów wewnątrzpłytkowych, (Ryc. 1, 14, 20) [43, 90, 91, 

133, 220, 221]. Brak wpływu związków wanadu na wydzielanie wewnątrzpłytkowego cAMP 

przy jednoczesnym znamiennym nasileniu fosforylacji VASP mogłoby świadczyć o tym, że 

związki wanadu nasilają utylizację cAMP w aktywowanych płytkach krwi (Ryc. 14 i 19). 

W przedstawionej pracy obserwowaliśmy redukcję adhezji, powierzchni (ang. 

spreading) i tworzenia agregatów płytkowych, aktywowanych kolagenem i fibrynogenem 

płytek krwi przez BMOV, zarówno w grupie osób zdrowych, jak i pacjentów z cukrzycą 

(Ryc. 6-11) [91, 93] Dane te wskazują na istotne, anty-aktywacyjne właściwości 

organicznego BMOV na funkcje płytek krwi, w mechanizmie zależnym od hamowania 

integryn α2β1, α2β3 oraz αIIbβ3 (Ryc. 6-11) [179, 222]. Co więcej fakt, że BMOV 

równocześnie redukował fosforylację RhoA i MLC w aktywowanych płytkach krwi obu 

badanych grup może świadczyć, że mechanizm działania BMOV jest zależny od regulacji 

ścieżek sygnalizacyjnych, odpowiedzialnych za regulację kształtu płytek krwi i reorganizację 

ich cytoszkieletu (Ryc. 6-8, 17, 18). Jest to zgodne z doniesieniami innych autorów, którzy 

obserwowali podobne zmiany morfologiczne w komórkach glejaka, raka prostaty i płytek 

krwi, w których zahamowano aktywność lub fosforylację RhoA [63, 242, 243, 244]. 

Jednocześnie obserwowany wzrost fosforylacji VASP w aktywowanych płytkach krwi osób 

zdrowych i pacjentów z cukrzycą, po zastosowaniu BMOV wskazuje, że hamowanie funkcji 

płytek krwi przez organiczne związki wanadu może być też regulowane w mechanizmie 

płytkowej sygnalizacji, zależnej od cAMP (Ryc. 1, 6, 7, 8, 14, 19, 20) [179, 222]. 

Z drugiej strony, nasilenie adhezji i zwiększenie powierzchni krwinek płytkowych u 

pacjentów z cukrzycą, aktywowanych kolagenem przez VCl3, sugeruje proaktywacyjne 

właściwości nieorganicznego związku wanadu we wstępnym etapie aktywacji płytek krwi, w 

warunkach hiperglikemii (Ryc. 6-8) [222]. Jednocześnie, obserwowany przez nas brak 

wpływu VCl3 na kształt krwinek płytkowych u pacjentów z cukrzycą, aktywowanych 

fibrynogenem oraz na tworzenie agregatów płytek krwi może wskazywać, że VCl3 nie ma 

wpływu na ostateczny etap aktywacji krwinek płytkowych w mechanizmie aktywacji 

płytkowych integryn α2β1 i α2β3 bądź αIIbβ3 (Ryc. 9, 10). Natomiast jednocześnie 

obserwowany w naszej pracy spadek fosforylacji RhoA i MLC w płytkach krwi obu 

badanych grup po zastosowaniu VCl3 może sugerować, że wewnątrzpłytkowy mechanizm 

przekazywania sygnałów poprzez RhoA i MLC nie odgrywa jednak istotnej roli w regulacji 

adhezji i zmiany kształtu płytek krwi (Ryc. 17, 18). 
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Natomiast jednoczesny brak zmian w fosforylacji VASP-Ser
157

 w cukrzycowych 

płytkach krwi po zastosowaniu VCl3, może świadczyć o tym, że nieorganiczny związek 

wanadu nie ma wpływu na regulację ścieżki sygnalizacyjnej zależnej od wewnątrzpłytkowego 

cAMP w warunkach hiperglikemii (Ryc. 1, 6, 7, 8 i 20). Dane te mogą też wskazywać, że 

wpływ VCl3 na fosforylację VASP w warunkach hiperglikemii może być niewystraczający, 

aby hamować wstępny etap aktywacji płytek krwi (Ryc. 1, 6, 7, 8, 19) [222-224]. 

W naszych badaniach BMOV i VCl3 miały odmienny wpływ na funkcje płytek krwi 

(Ryc. 6-11). Może to być związane z odmiennymi właściwościami chemicznymi, 

wynikającymi z ich odmiennej struktury przestrzennej, czy obecności tlenu, które mogą mieć 

istotne znaczenie w oddziaływaniu związków wanadu z receptorami krwinek płytkowych 

(Ryc. 6-11) [86, 210]. 

 

 

5.5.3. Wpływ związków wanadu na wydzielanie ATP z płytek pacjentów z 

cukrzycą 

 

Obserwowana w naszej pracy redukcja wydzielania ATP do przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej z aktywowanych trombiną płytek krwi osób zdrowych i pacjentów z 

cukrzycą, zarówno przez BMOV, jak i VCl3 może świadczyć o tym, że związki wanadu mogą 

blokować wydzielanie ATP z ziarnistości płytkowych (Ryc. 11, 12, 14, 17, 18) [41, 91, 225]. 

Nasze obserwacje są zgodne z doniesieniami González-Villalva, gdzie obserwowano redukcję 

agregacji płytek krwi i wydzielania ATP, w mechanizmie zależnym od cAMP, w mysich 

płytkach krwi (Ryc. 11, 12, 14, 17, 18) [41, 91, 225]. Zmniejszenie uwalniania zawartości 

ziarnistości płytkowych, obserwowane po zastosowaniu zarówno organicznego BMOV, jak i 

nieorganicznego VCl3, może wynikać z ich wpływu na reorganizację cytoszkieletu 

komórkowego, zależnego między innymi od fosforylacji białka RhoA-Ser
188

 i MLC-Ser
20

, 

niezbędnych w procesie degranulacji płytek krwi (Ryc. 1, 12, 17, 18) [226]. 

Co więcej, nasze obserwacje są zgodne z wcześniejszymi danymi innych autorów, 

którzy obserwowali zniesienie procesu adhezji i agregacji krwinek płytkowych oraz 

upośledzenie tworzenia skrzepu zarówno w warunkach in vivo, jak i in vitro, u myszy 

pozbawionych ziarnistości gęstych (Ryc. 6, 9, 10, 11) [227]. A zatem, związki wanadu mogą 

być odpowiedzialne za regulację ścieżek sygnalizacyjnych, biorących udział w procesie 

degranulacji (Ryc. 1, 12, 17, 18) [225, 227]. 
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Fakt, że związki wanadu prawie dwukrotnie słabiej redukowały płytkową fosforylację 

MLC-Ser
20

, w porównaniu do wydzielania ATP w obu badanych grupach może świadczyć o 

tym, że związki wanadu hamują degranulację w aktywowanych płytkach krwi również w 

mechanizmach niezależnych od fosforylacji MLC (Ryc. 12, 18) [48, 57, 139]. 

 

 

5.5.4. Wpływ związków wanadu na produkcję tromboksanu A2 i TBARS w 

płytkach krwi pacjentów z cukrzycą 

 

Obserwowany przez nas wzrost uwalniania TXA2 z aktywowanych płytek krwi osób 

zdrowych i pacjentów z cukrzycą, po zastosowaniu BMOV i chlorku wanadu może świadczyć 

o proaktywacyjnych właściwościach badanych związków wanadu, co potwierdzają 

doniesienia Korbeckiego i wsp., opisujące zwiększenie ekspresji cyklooksygenazy 1, a więc 

pośrednio również syntezy tromboksanu A2 w komórkach linii ludzkich monocytów (ang. 

monocytic line THP-1), po zastosowaniu nieorganicznego ortowanadanu sodu (Ryc. 13) [210, 

228]. 

Co więcej, VCl3 istotnie zwiększał akumulację TBARS w płytkach pacjentów z 

cukrzycą (Ryc. 20). Podobne wyniki obserwowano w osoczu u szczurów z cukrzycą 

wyindukowaną streptozotocyną, po zastosowaniu nieorganicznego siarczanu wanadylu [148]. 

Również inni autorzy obserwowali wzrost peroksydacji lipidów w mitochondriach 

hepatocytów, po zastosowaniu BMOV bądź dekawanadu w warunkach in vitro [214, 216]. 

Powyższe dane mogą wskazywać na prooksydacyjne działanie związków wanadu (Ryc. 20) 

[214, 216, 217]. 

Nasilenie produkcji TXA2 i TBARS w aktywowanych płytkach krwi po zastosowaniu 

VCl3, przy jednoczesnej redukcji agregacji płytek krwi, jest niejasna i wymaga dalszych 

weryfikacji, w celu pełnego wyjaśnienia bezpieczeństwa stosowania związków wanadu, 

zarówno u osób zdrowych, jak i pacjentów z cukrzycą (Ryc. 13, 20) [71, 214, 216]. 
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5.5.5. Wpływ związków wanadu na przekazywanie sygnału zależnego od 

wewnątrzpłytkowego cAMP u pacjentów z cukrzycą 

 

W naszych badaniach poziom wewnątrzpłytkowego cAMP nie zmieniał się w obecności 

BMOV, dodatkowo inhibicja rozpadu cAMP nie wpływała na jego poziom przy 

jednoczesnym wzroście fosforylacji VASP (Ryc. 14, dane niepublikowane). Wyniki te 

świadczą o możliwym przyśpieszonym zużyciu cAMP do fosforylacji białek regulatorowych, 

w tym VASP i PKA w aktywowanych płytkach krwi po zastosowaniu związków wanadu 

(Ryc. 14, 15, 19) [93, 122]. Co więcej, BMOV redukował tworzenie agregatów płytek krwi, a 

więc hamował ich aktywność w mechanizmie zależnym od cAMP, a więc i fosforylacji PKA i 

VASP (Ryc. 9, 10, 14, 15, 19) (dane niepublikowane) [87, 116]. Pełne wyjaśnienie tej 

hipotezy wymaga użycia inhibitora fosforylacji VASP. 

Fakt, że poziom fosforylacji VASP po zastosowaniu BMOV był znamiennie wyższy w 

aktywowanych płytkach pacjentów z cukrzycą może świadczyć o tym, że w warunkach 

hiperglikemii BMOV może redukować aktywność płytek krwi w mechanizmie zależnym od 

cAMP (Ryc. 6-11, 14, 19). 

Z drugiej strony, obserwowany przez nas spadek wewnątrzpłytkowego cAMP przy 

jednoczesnym zwiększeniu fosforylacji PKAc oraz hamowaniu agregacji płytek krwi 

pacjentów z cukrzycą po zastosowaniu nieorganicznego VCl3 może sugerować, że 

nieorganiczny związek wanadu hamuje funkcje płytek krwi poprzez bezpośredni wpływ na 

aktywność PKAc (Ryc. 14, 15). 

Uzyskane wyniki wskazujące  na przeciwpłytkowe właściwości związków wanadu, 

zależne od cAMP, pozostają w zgodzie z doniesieniami innych badaczy, którzy po 

zastosowaniu nieorganicznego związku wanadu (siarczanu wanadylu) w szczurzych 

komórkach nadnercza obserwowali aktywację ścieżek sygnalizacyjnych regulowanych przez 

cAMP (Ryc. 14) [91, 229, 230]. 

 

 

5.6. Wpływ związków wanadu na aktywność enzymów metabolizmu glukozy w 

płytkach krwi u pacjentów z cukrzycą 

 

Zarówno organiczny BMOV, jak i nieorganiczny VCl3 hamowały aktywności 

enzymów metabolizmu glukozy i fosforylację PKB-Ser
473

 w aktywowanych płytkach krwi 

osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą (Tab. 4, Ryc. 16). 
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Nasze wyniki są sprzeczne z doniesieniami Hiromury i wsp. którzy obserwowali 

nasilenie fosforylacji PKB-Ser
473

, po doustnej terapii organicznymi związkami wanadu, u 

myszy z wyindukowaną streptozotocyną cukrzycą [119]. Również eksperymenty na 

adipocytach wskazały, że organiczne związki wanadu, w tym BMOV nasilały fosforylację 

PKB w pozycji 473 seryny [119, 231, 232]. 

Co więcej, doświadczenia in vitro, jak też badania na zwierzętach, wykazały nasilenie 

transportu glukozy i jej utylizację w mięśniach i tkance tłuszczowej oraz wzrost syntezy 

glikogenu w hepatocytach szczurów, po zastosowaniu nieorganicznych związków wanadu, w 

tym siarczanu wanadylu i ortowanadanu [85, 113]. Dodatkowo, zastosowanie 

nieorganicznego VO(alx)2 u myszy z wyindukowaną streptozotocyną cukrzycą nasilało 

fosforylację PKB i GSK-3 w tkance mięśniowej, a tym samym redukowało stężenie glukozy 

we krwi, co wskazuje na kluczową rolę fosforylacji PKB w metabolizmie glukozy, w 

odpowiedzi na kompleksy wanadowe [105, 119]. 

Niezgodność uzyskanych przez nas wyników z danymi literaturowymi może być 

związana z faktem, że zastosowanie modelu zwierzęcego lub hodowli komórkowych 

umożliwia prowadzenie nawet kilkunastodniowej, przewlekłej obserwacji wpływu ekspozycji 

związków wanadu na komórki i zwierzęta doświadczalne [41, 85, 113, 159]. Natomiast w 

naszych doświadczeniach izolowane płytki krwi były poddane krótkiej ekspozycji na związki 

wanadu, gdyż zachowują one metabolizm energetyczny i funkcje do kilku godzin od ich 

izolacji z krwi pełnej (Tab. 4, Ryc. 16) [85, 113]. Rozbieżność ta może wynikać również z 

faktu, że przytoczone dane literaturowe dotyczyły komórek i tkanek insulinozależnych, 

podczas gdy płytki krwi są komórkami insulinoniezależnymi [41, 43, 85, 113, 159]. I tak, 

okazuje się, że obserwowany przez nas spadek płytkowego metabolizmu energetycznego po 

zastosowaniu związków wanadu jest zgodny z danymi innych autorów, w których metawanad 

redukował aktywności enzymów mitochondrialnych, w tym akonitazy w komórkach 

insulinoniezależnych typu neuroblastoma [233]. A zatem obserwowany w naszej pracy 

spadek aktywności płytek krwi po zastosowaniu BMOV może świadczyć o hamowaniu przez 

organiczny związek wanadu aktywności enzymów, odpowiedzialnych za utylizację, transport 

glukozy, jak również za produkcję lipidowych czynników aktywacji płytek krwi i uwalniania 

zawartości ziarnistości (Tab. 4, Ryc. 6-11, 13, 16). Silniejsza redukcja przez BMOV agregacji 

płytek krwi pacjentów z cukrzycą, w porównaniu do osób zdrowych, przy jednoczesnym 

podobnym hamowaniu aktywności enzymów, odpowiedzialnych za utylizację glukozy i 

produkcję energii ich metabolizmu energetycznego, w obu badanych grupach może jednak 

świadczyć o tym, że w warunkach hiperglikemii związki wanadu hamują aktywność płytek 
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krwi jeszcze w innych mechanizmach niezależnych od redukcji ich metabolizmu 

energetycznego (Tab. 4, Ryc. 11) [41]. Świadczy o tym działanie VCl3, który istotnie 

hamował metabolizm energetyczny płytek krwi w obu badanych grupach, aczkolwiek 

wykazywał słabsze właściwości antyagregacyjne (Tab. 4, Ryc. 6-10, 11) [41, 201]. 

Niewykluczone, że przyczyną różnic w antypłytkowym działaniu nieorganicznego VCl3 i 

organicznego BMOV jest różny stopień nasilenia przez ten związek produkcji TXA2 albo też 

regulacji sygnalizacji płytkowej zależnej od cAMP, w tym fosforylacji VASP (Ryc. 11, 13, 

14, 19). Tłumaczyłoby to znamienny wzrost fosforylacji VASP i syntezy TXA2 przy znacznej 

redukcji aktywności płytek krwi przez BMOV i jednoczesny brak zmian w fosforylacji 

VASP, a także nasilenie akumulacji TXA2 przy nieznacznym działaniu antyagregacyjnym po 

zastosowaniu VCl3 (Ryc. 7-10, 13, 19). 

Powyższe obserwacje potwierdzają tezę, że obserwowany wzrost aktywności płytek 

krwi i powikłań zakrzepowych, obserwowanych w cukrzycy typu 2 jest związany przede 

wszystkim z zmniejszoną dostępnością cAMP do fosforylacji kluczowych enzymów, 

niezbędnych do hamowania nadmiernej aktywności płytek krwi w warunkach hiperglikemii w 

krążeniu (Ryc. 1, 9-11, 13, 19) [37, 43, 60]. 

 

 

Epidemia cukrzycy wciąż stanowi istotny problem cywilizacyjny, skłaniający do 

poszukiwania rozwiązań poprawiających skuteczność jej leczenia. Związki wanadu jako 

suplementy, z uwagi na ich właściwości insulinomimetyczne, potencjalnie mogłyby znacząco 

wspomóc istniejące terapie (Ryc. 1, 6, 14, 16, 19) [85, 96, 99, 100, 108]. Nasze dane 

porównawcze w płytkach krwi dla dwu różnych związków wanadu wskazują na to, że byłyby 

one użyteczne jako terapia wspomagająca w redukcji częstości powikłań zakrzepowych. 

Należy jednak zachować ostrożność szczególnie w stosowaniu nieorganicznych związków 

wanadu. Dodatkowo, wciąż nie znamy długoterminowych efektów leczenia wanadem. 

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy, wskazujące na różnice w działaniu 

związków wanadu na płytki osób zdrowych i pacjentów z cukrzycą, wydają się stanowić 

argument za tym, że niezbędne są dalsze badania dotyczące bezpieczeństwa, odstępów 

terapeutycznych i dawek toksycznych u różnych grup pacjentów. 
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6. WNIOSKI 

 

Przedstawione wyniki wskazują na udział  związków wanadu w regulacji metabolizmu i 

funkcji płytek krwi u osób zdrowych oraz pacjentów z cukrzycą typu 2. 

1. Przewlekła hiperglikemia i zaburzenia gospodarki lipidowej w cukrzycy typu 2 

prowadzą do nadmiernej aktywności enzymów związanych z metabolizmem glukozy, 

akumulacji TBARS oraz do zaburzeń mechanizmów sygnalizacji zależnej od cAMP. 

Może to prowadzić do zwiększonej degranulacji płytek krwi i uwalniania czynników 

propłytkowych, a w konsekwencji do nadmiernej aktywności płytek krwi u pacjentów 

z cukrzycą. 

2. Organiczny związek wanadu BMOV oraz chlorek wanadu hamują aktywność 

enzymów odpowiedzialnych za utylizację i transport glukozy, jak również redukują 

aktywność płytek krwi zarówno osób zdrowych, jak i pacjentów z cukrzycą, 

prawdopodobnie poprzez blokowanie integryn α2β1, α2β3, αIIbβ3 oraz receptorów PAR, 

w mechanizmie zależnym od redukcji fosforylacji enzymów RhoA i MLC, 

odpowiedzialnych za kształt płytek krwi, reorganizację ich cytoszkieletu i 

degranulację. 

3. Zahamowanie przez BMOV agregacji aktywowanych płytek krwi, przy jednoczesnym 

wzroście fosforylacji białka VASP, może wskazywać na udział w tym procesie 

sygnalizacji zależnej od cAMP. 

4. BMOV silniej hamuje agregację płytek krwi u pacjentów z cukrzycą, nasilając 

jednocześnie aktywację płytkowej sygnalizacji zależnej do cAMP. Może to świadczyć 

o tym, że w warunkach hiperglikemii, przeciwpłytkowe działanie BMOV wynika z 

przyśpieszonego zużycia cAMP do fosforylacji białka VASP-Ser
157

. 

5. Nasilenie produkcji TXA2 i TBARS w aktywowanych płytkach krwi po zastosowaniu 

VCl3, przy jednoczesnej redukcji agregacji płytek krwi, jest niejasne i wymaga 

dalszych weryfikacji, w celu pełnego wyjaśnienia bezpiecznego stosowania tego 

związku, zarówno u osób zdrowych, jak i pacjentów z cukrzycą. 

6. BMOV i VCl3 wykazują odmienny wpływ na funkcje płytek krwi. Może to być 

związane z ich właściwościami chemicznymi, które mogą mieć istotne znaczenie w 

oddziaływaniu związków wanadu z receptorami oraz enzymami krwinek płytkowych. 

Co więcej, wpływ BMOV bądź VCl3 zależy od ekspozycji płytek krwi na przewlekłą 

hiperglikemię. 
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Suplement 1. Cele wyrównania gospodarki węglowodanowo-lipidowej u pacjentów chorych 

na cukrzycę. 

Parametr Cele Komentarz 

Hemoglobina glikowana 

HbA1c (%) 
< 7% - cel ogólny 

 < 6,50% 

- u pacjentów z cukrzycą typu 1, gdy nie ma 

ryzyka hipoglikemii, 

- u pacjentów z krótkotrwałą cukrzycą typu 2, 

 < 8,00% 

- u pacjentów w zaawansowanym wieku i/lub 

z makroangiopatią i/lub chorobami 

towarzyszącymi, 

Cholesterol całkowity 

(mg/dl) 
< 175 mg/dl  

Cholesterol LDL (mg/dl) < 70 mg/dl  

 < 100 mg/dl 
- dopuszczalne u młodych pacjentów (< 40 r. 

ż.) z cukrzycą typu 1, 

Cholesterol HDL (mg/dl) > 50 mg/dl - u kobiet 

 > 40 mg/dl - u mężczyzn 

Triglicerydy (mg/dl) < 150 mg/dl  

 

Przedstawione wyniki pochodzą z „Zaleceń klinicznych dotyczących postępowania u chorych 
na cukrzycę 2018”, opublikowanych przez Polskie Towarzystwo Diabetologiczne w 2018 

roku. 
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