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OBJASNIENIA STOSOWANYCH SKROTOW I SYMBOLI

ADP adenozynodifosforan

ATP adenozynotrifosforan

BFOV bis(alfa-furankarboksylato)oksowanad
BMOV bis(maltolato)oksowanadan (IV)

cAMP cykliczny adenozyno-3’,5-monofosforan
DAG diacyloglicerol

GDP guanozyno-5'-difosforan

GLUT transporter glukozy

GPCR receptory sprzezone z biatkami G

G-6-PDH dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa
GSH glutation zredukowany

GSK3 syntaza glikogenu 3

GTP guanozyno-5'-trifosforan

HbA . hemoglobina glikowana

HDL frakcja cholesterolu o wysokiej gestosci
HMWK kininogen wielkoczasteczkowy

IC kwas izocytrynianowy

IDH dehydrogenaza izocytrynianowa

P trisfosforan inozytolu

IRS receptor insulinowy

LDH dehydrogenaza mleczanowa

LDL frakcja cholesterolu o niskiej gestosci

LPS lipopolisacharyd

MAPK kinaza aktywowana mitogenem

MDA dialdehyd malonowy

MLC tancuchy lekkie miozyny

NazVO, ortowanadan sodu

NADH zredukowana forma dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
NADP fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
NADPH zredukowana forma fosforanu dinukleotydu

nikotynamidoadeninowego
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NaVO,
OCS
P2X,
P2Y/ P2Y 1,
PAI-1
PAR
PDGF
PF4
PI3K
PIP,
PKA
PKB/Akt
PKC
PLC
PLT
PTD
PTPN20B
RBC
RhoA
ROCK
ROS
TBARS
TF
TLR
TNF
TP
TRPC
TXA,
VASP
VEGF
VLDL
VO2+
vo,?

metawanadan sodu

system kanalikow otwartych

receptor purynowy dla ATP

receptor purynergiczny dla ADP

inhibitor aktywatora plazminogenu

receptor aktywowany przez proteazy

ptytkopochodny czynnik wzrostu

czynnik ptytkowy 4

kinaza-3 fosfatydyloinozytolu
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan

kinaza biatkowa A

kinaza biatkowa B

kinaza biatkowa C

fosfolipaza C

liczba ptytek krwi

Polskie Towarzystwo Diabetologiczne

biatkowa fosfataza tyrozynowa, typu niereceptorowego 20
liczba krwinek czerwone

biatko z nadrodziny biatek Ras

kinaza zwigzana z biatkiem Rho

reaktywne formy tlenu

zwigzki reagujace z kwasem tiobarbiturowym

czynnik tkankowy

receptory Toll-podobne

czynniki martwicy guza

receptor dla tromboksanu
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tromboksan A,

bialko bioragce udzial w wydtuzaniu filamentéw aktynowych
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WBC
WHO
B-TG

siarczan wanadylu

czynnik von Willebranda
liczba krwinek biatych
Swiatowa Organizacja Zdrowia

B tromboglobulina
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1. STRESZCZENIE

Zwiazki wanadu, stosowane w badaniach klinicznych u pacjentéw z cukrzyca,
wykazuja wilasciwosci insulinomimetyczne i przeciwzakrzepowe, jednakze ich wpltyw na
aktywnos$¢ ptytek krwi wcigz jest niewyjasniony. W przedstawionej rozprawie weryfikowano
hipoteze, ze organiczny bismaltolatooksowanad (BMOV) (0,50 mM) i nieorganiczny chlorek
wanadu (VCl3) (0,50 mM) mogg odgrywac istotng role w regulacji metabolizmu 1 funkcji
ptytek krwi, a takze, czy wykazuja podobne wtasciwosci w plytkach krwi, izolowanych od
0s6b zdrowych 1 pacjentow z cukrzyca typu 2.

Stezenie glukozy w osoczu pacjentéw z cukrzycg typu 2 byto wyzsze o 51%, stezenie
HbA,. przekroczylo cel ogdlny o 31%, a stezenie fruktozaminy bylo wyzsze o 112%,
wzgledem 0s6b zdrowych. Przewlekta hiperglikemia w cukrzycy typu 2 powodowata wzrost
aktywnosci plytkowej heksokinazy, dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej oraz akonitazy,
odpowiednio o 52%, 22% i1 28%. Rownocze$nie, nie obserwowano zmian w produkcji TXA,,
natomiast obserwowano spadek uwalniania cAMP o 29% w aktywowanych trombing
ptytkach pacjentéw z cukrzycg. Jednoczesnie, nie obserwowano wplywu hiperglikemii na
adhezje 1 ksztalt krwinek ptytkowych (ang. spreading), aktywowanych kolagenem lub
fibrynogenem. Natomiast aktywowana trombing agregacja plytek krwi pacjentow z cukrzyca

byta wyzsza 0 20% (p<0,05), w poréwnaniu do oséb zdrowych.

BMOV hamowat aktywno$¢ heksokinazy, dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowe;j,
akonitazy 1 dehydrogenazy izocytrynianowej, zarowno w ptytkach oséb zdrowych oraz w
ptytkach pacjentow z cukrzyca.

Jednoczesnie u 0s6b zdrowych BMOV zmniejszal adhezje, pole powierzchni krwinek
ptytkowych oraz tworzenie agregatow plytkowych o odpowiednio 93%, 76% 1 96% na
powierzchni kolagenu i odpowiednio o 89%, 58% 1 92% na powierzchni fibrynogenu. BMOV
podobnie wplywatl na adhezje, pole powierzchni ptytek oraz tworzenie agregatow plytkowych
u pacjentéw z cukrzyca. Natomiast zwigzek ten redukowat agregacje ptytek krwi indukowang
trombing o 67% (p<0,005), jedynie u pacjentow z cukrzyca.

Jednoczesnie, VCl; nie redukowat adhezji i pola powierzchni ptytek krwi osob
zdrowych, aktywowanych kolagenem badz fibrynogenem. Jednak, VCl; nasilit adhezje,
zar6wno na powierzchni kolagenu jak i1 fibrynogenu, odpowiednio o 55% 1 90% ptytek
izolowanych od pacjentow z cukrzyca. VCl; redukowat agregacje ptytek krwi, indukowang
trombing o 21% (p<0,05), jedynie u pacjentow z cukrzyca.
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Zarowno BMOV jak i VCls hamowaty wydzielanie ATP z aktywowanych plytek krwi
0so6b zdrowych, odpowiednio o 88% 1 67%. Podobne dziatanie zwigzkéw wanadu
obserwowano w plytkach krwi pacjentéw z cukrzyca.

BMOV nasilit produkcje TXA, o 118% w ptytkach pacjentow z cukrzycg. Natomiast
po zastosowaniu VCl; obserwowano cztero- 1 trzykrotny wzrost akumulacji TXA,,
odpowiednio w ptytkach os6b zdrowych i pacjentow z cukrzyca.

Pomimo braku wplywu BMOV na poziom cAMP obserwowano, ze zwigzek ten
zwickszat fosforylacje biatka VASP-Ser'”” w aktywowanych trombing plytkach krwi osob
zdrowych o 28%, a w cukrzycy dwukrotnie. Zas VCls nasilat fosforylacje biatka VASP-Ser'’
jedynie w ptytkach 0s6b zdrowych o 76%.

BMOV silniej redukowat agregacje plytek krwi oraz zwigkszal produkcje TXA, i
aktywacje ptytkowej sygnalizacji zaleznej do cAMP u pacjentow z cukrzyca, w pordwnaniu
do o0so6b zdrowych. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze w warunkach hiperglikemii,
przeciwptytkowe witasciwosci BMOV polegaja na hamowaniu produkcji lipidowych
czynnikow aktywacji ptytek krwi i nasilenia utylizacji cAMP. Natomiast VCl; nasilat adhezje
krwinek plytkowych, co sugeruje proaktywacyjne wlasciwosci nieorganicznego zwiazku
wanadu we wstepnym etapie aktywacji ptytek krwi. Nasilenie produkcji TXA, w
aktywowanych plytkach krwi po zastosowaniu VCls, przy jednoczesnej redukcji agregacji
ptytek krwi, wymaga dalszych weryfikacji w celu pelnego wyjasnienia bezpieczenstwa
stosowania nieorganicznych zwigzkoéw wanadu, zar6wno u osob zdrowych, jak i pacjentow z
cukrzyca.

Przedstawiona praca dostarczyta nowych informacji na temat wptywu réznych form
chemicznych wanadu na funkcje ptytek osob zdrowych oraz pacjentow z cukrzyca typu 2.
Przedstawione wyniki wskazujg na zrdéznicowane dziatanie organicznego i nieorganicznego
zwigzku wanadu na funkcje ptytek krwi, co wymaga przeprowadzenia dalszych badan w celu

weryfikacji czy bytyby one bezpieczne jako leczenie wspomagajace 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 (VCl;)
(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 HbA;. 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 TXA, 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, VCl; did not reduce the collagen- or fibrinogen-induced adhesion
and surface area of healthy individuals. However, VCl; increased adhesion on both collagen
and fibrinogen surfaces by 55% and 90% in diabetic platelets respectively. VCl; reduced
thrombin-induced platelet aggregation by 21% (p<0.05) only in patients with diabetes.
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Both BMOV and VCl; 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 TXA; production by 118% in diabetic platelets. Whereas after the
use of VClj; four- and three-fold increase in accumulation of TXA, 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'”’ protein by 28% in thrombin-activated platelets of
healthy individuals and doubled in diabetic patients. VCl; intensified VASP-Ser'>’ protein
phosphorylation by 76% only in platelets of healthy individuals.

BMOYV reduced platelets aggregation and enhances TXA, 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. VCls, 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 VCl;, increased TXA, 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.

16



1.1. Plytki krwi
1.1.1. Morfologia krwinek ptytkowych

Krwinki ptytkowe, odkryte przez Giulio Bizzozero w 1882 roku, w stanie spoczynku
stanowig bezjadrzaste struktury o $rednicy 2-3 um, dyskoidalnym ksztalcie 1 objetosci okoto 7
um?® [1, 2]. Z jednego megakariocytu powstaje $rednio 10-10° ptytek krwi. Przyczynia si¢ do
tego wysoce wyspecjalizowany proces endomitozy, co usprawnia proces poliploidyzacji
megakariocytéw, syntezy mRNA 1 biatek, niezbednych do prawidtowego funkcjonowania
ptytek krwi [2-4]. Proces ten moze trwaé okolo pieciu dni [5]. Nastepnie, w ciggu kilku
godzin system mikrotubul, obecny w cytoplazmie megakariocytow, ulega reorganizacji,
przesuwajac si¢ do kory megakariocytow 1 umozliwiajac formowanie wypustek
zakonczonych wybrzuszeniem, zwanych proptytkami, do ktorych transportowane sg organella
wewnatrzkomorkowe. Jednoczesnie jadro komérkowe ulega degradacji [4-6].

Nie zostalo jednoznacznie potwierdzone, czy organella megakariocytow
przemieszczaja si¢ samodzielnie czy wskutek ruchow mikrotubul [5-7]. Podejrzewa sie, iz
krwinki plytkowe uzyskuja dyskoidalny ksztalt wskutek oderwania si¢ uformowanej ptytki od
wydtuzonej wypustki cytoplazmatycznej [8]. Proptytki mialyby uwalnia¢ uformowane ptytki
krwi, przesuwajac 1 wydluzajac mikrotubule w mechanizmie zaleznym od biatek
motorycznych, w tym dyneiny, jednakze zaproponowany mechanizm wcigz nie jest
wyjasniony [9]. Inni podkreslaja kluczowa role B;-tubuliny jako czynnika determinujacego
ksztatt ptytek krwi [10]. PB;-tubulina jest gléwng izoformg tubuliny, obecnej w
megakariocytach, a jej udzial w procesie reorganizacji cytoszkieletu i formowania proptytek
wydaje si¢ by¢ kluczowy [11, 12]. Hipoteze powyzsza daja si¢ potwierdza¢ badania zardwno
na myszach, jak tez na ludziach, ktore wskazuja na defekty ilosciowe, strukturalne i
funkcjonalne ptytek krwi, w sytuacji niedoboru B;-tubuliny [11, 12]. Po opuszczeniu szpiku
kostnego, krwinki ptytkowe kraza we krwi obwodowej do 10 dni, o ile nie zostang wczesniej
zuzyte w procesie hemostazy [3, 8].

W btonie komorkowej plytek krwi mozna wyrdzni¢ trzy strefy. Warstwe zewnetrzna,
ztozong z bezpostaciowego glikokaliksu, ktory pokrywa wiasciwg btonge komodrkowa,
zbudowang z dwuwarstwy lipidowej. Pod warstwa zewnetrzng, w cytoplazmie umiejscowiony
jest uktad mikrofilamentéw i mikrotubul, ktory wraz z systemem kanalikow otwartych (ang.
open canalicular system, OCS) tworzy cytoszkielet ptytkowy. Odpowiada on za utrzymanie

ksztattu ptytek krwi w warunkach spoczynkowych oraz zwigckszenie efektywnej powierzchni
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ptytek krwi do wychwytu agonistoéw, w tym kolagenu 1 fibrynogenu, po ich aktywacji.
Umozliwia to uwalnianie substancji efektorowych, takich jak adenozyno-5'-trifosforan (ATP),
adenozyno-5'-difosforan (ADP), serotonina i tromboksan A, (TXA;) [3, 13].

Ptytki krwi pelnia role magazynéw substancji  biologicznie czynnych,
syntetyzowanych przez megakariocyty, badz absorbowanych z osocza i uwalnianych w
okolicach przerwania ciaglo$ci naczynia krwiono$nego. Substancje te zawarte sa w trzech
grupach ziarnisto$ci: ziarnistosci o, ziarnisto$ci gestych i lizosomach, zréznicowanych pod
wzgledem zaréwno struktury, jak tez funkcji petnionych przez zawarte wewnatrz substancje
[13]. I tak, ziarnisto$ci o zawierajg biatka o duzej masie czgsteczkowej, przez co stanowig ok.
10% catkowitej objetosci krwinki pltytkowej. Znajduja si¢ w nich m.in. czynniki krzepnigcia
(czynnik V, VIII, kininogen wielkoczasteczkowy (ang. high molecular weight kininogen,
HMWK), biatko C i S, fibrynogen, inhibitor aktywatora plazminogenu (plasminogen activator
inhibitor-1, PAI-1), biatka adhezyjne ((czynnik von Willebranda, vWF), fibronektyna,
trombospondyna, witronektyna), biatka swoiste plytek ((czynnik ptytkowy 4 (ang. platelet
factor 4, PF4), B tromboglobulina (B-TG)), czynniki wzrostu ((ptytkopochodny czynnik
wzrostu (ang. platelet-derived growth factor, PDGF), podstawowy czynnik wzrostu
fibroblastow (ang. basic fibroblast growth factor, bFGF), czynnik pochodzenia zr¢bowego
(stromal cell-derived factor o, SDFla), czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang.
vascular endothelial growth factor VEGF)), metaloproteazy MMP2 i MMP9 (ang. matrix
metalloproteinase), czy czynniki martwicy guza TNFo, TNFf (ang. tumor necrosis factor) [3,
14]. Ziarnistosci geste stanowig magazyn dla zwigzkow niebiatkowych, bioracych udzial w
procesie aktywacji ptytek krwi, takich jak ATP, ADP, guanozyno-5'-trifosforan (GTP),
uanozyno-5'-difosforan (GDP), serotonina, fosfoinozytole, a takze jony wapnia (Ca’") i
magnezu (Mg®") [2, 3, 13-15]. Tak wiec, proces degranulacji pemi kluczowa role w
mechanizmie formowania si¢ i stabilizacji skrzepu. Lizosomy za$§ stanowig rezerwuar
hydrolaz, zwigzkéw uczestniczacych w eliminacji agregatow ptytkowych we krwi krazacej
[3, 13].

W cytoplazmie ptytek krwi obecne sg tez struktury typowe dla komorek jadrzastych,
takie jak mitochondria, odpowiedzialne za produkcje energii, aparat Golgiego stuzacy do
potranslacyjnej modyfikacji biatek i1 transportu lipidow czy ziarna glikogenu, stuzace jako

material energetyczny [2, 3, 14, 15].
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1.1.2. Receptory krwinek plytkowych

W blonie zewnetrznej ptytek krwi zakotwiczone sg liczne struktury biatkowe 1
glikoproteiny, pelnigce funkcje receptoréw niezbednych do procesu aktywacji, adhezji i
agregacji ptytek krwi [3].

Duza rodzing receptoréw stanowia integryny, heterodimeryczne, transbtonowe bialka,
ztozone z podjednostek o 1 P. Plytki krwi wykazuja ekspresje trzech receptorow
integrynowych z podjednostka B;: fibrynogenowego asf;, lamininowego oef; oraz najlepiej
poznanego receptora kolagenowego a3 [16]. Integryna o,f; bierze udziat w adhezji krwinek
pltytkowych, a jej aktywacja jest determinowana aktywacja integryny dla fibrynogenu o3
[15-19]. Jedna z dwoch integryn zawierajacych podjednostke i, jest o,fs, wiagzaca
fibronektyne, witronektyne i osteospondyne [17]. Natomiast najwieksza ekspresje wykazuje
integryna oypPs; (okreslana rowniez jako glikoproteina GPIIb/Illa), ktéra poprzez
powinowactwo do fibrynogenu, ale takze do vWF, kolagenu, fibronektyny i witronektyny,
petni kluczowa role w procesie tworzenia 1 stabilizacji skrzepu [14, 17, 20]. Co wigcej, dzieki
zdolnosci wigzania vVWF, integryna ag,P3 posredniczy w adhezji ptytek krwi do $rodbtonka
naczyniowego [16]. Kompleks integryna-ligand, na powierzchni btony komorkowej ptytek
krwi, aktywuje szereg procesow wewngtrzkomorkowych w mechanizmie rekrutacji i
aktywacji (ang. outside-in) [15, 16, 21].

Kompleks GPIb-IX-V, nalezacy do rodziny receptorow transbtonowych LRR (ang.
leucine-rich repeats), jest aktywowany przez czynnik von Willebranda i uczestniczy w
procesie adhezji ptytek krwi [15]. Receptor ten sktada sie¢ z podjednostek GPIba, GPIbp,
GPIX 1 GPV, potaczonych ze sobg w stosunku 2:2:2:1, a kazda z nich zawiera domeng¢ o
strukturze transbtonowego biatka, helikalng domeng¢ transblonowa (TM) oraz krotka,
wewnatrzkomorkowa strukture o aktywno$ci enzymatycznej [22]. Gléwna podjednostka
GPIba posiada miejsca wigzace wewnatrzkomorkowe przekazniki, w tym 14-3-3& 1 biatka
wiazace aktyng¢ [22, 23]. Podjednostka GPIbp wiaze kalmoduling oraz TNF, natomiast
ligandy dla GPIX i GPV nie sg poznane [22].

Innym przedstawicielem receptoréw ptytek krwi sg receptory Toll-podobne (ang. Toll-
like receptors, TLRs), w tym TLR4, zlozone z reszty leucynowej, zawierajacej] domeny
zewnatrzblonowe oraz wewnatrzkomorkowe, o charakterze receptora dla interleukiny 1 (ang.
toll/interleukin-1 receptor, TIR). Receptory te wulegaja aktywacji w obecnosci
lipopolisacharydu (LPS), badz w odpowiedzi na wstrzas krwotoczny, aktywujac kaskade
sygnalizacyjng i posredniczac w produkcji cytokin prozapalnych [18, 24, 25].
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Aktywacja 1 agregacja plytek krwi zachodzi poprzez receptory sprz¢zone z biatkami G
(ang. G protein-coupled receptor, GPCR) o charakterze proteaz [16]. Z uwagi na pofatdowana
strukture a-helikalnego peptydu, siedmiokrotnie przechodzacego przez blong komodrkows,
receptory te nazywa si¢ roéwniez siedmiotransblonowymi (7TM) [26]. Regiony
zewnatrzblonowe odpowiadaja za wigzanie ligandow, natomiast wewnatrzbtonowe, poprzez
zmiany konformacyjne, posredniczag w przekazywaniu sygnatow wewnatrzkomorkowych
regulacji funkcji receptora [26, 27]. Heterodimeryczne biatka G sktadaja si¢ z podjednostek a,
B 1y, tworzac z receptorem kompleks i uczestniczac w procesie aktywacji ptytek krwi. Ze
wzgledu na r6znice w konformacji podjednostki o, mozna wyrdzni¢ cztery grupy biatek G:
Gy, Gi213, Gij, poSredniczacych w procesach aktywacji oraz G, uczestniczaca w procesie
hamowania funkcji ptytek krwi, poprzez zwickszenie syntezy cyklicznego adenozyno-3',5'-
monofosforanu (cAMP) (Rys. 1) [26, 27]. Taka struktura przestrzenna biatek G
charakteryzuje receptory trombinowe z rodziny PAR (ang. protease-activated receptors),
bezposrednio zwigzane z biatkami Gq 1 G213, @ prawdopodobnie rowniez z G; (Rys. 1) [15].
Ludzkie ptytki krwi wykazuja ekspresje receptoréw PARI1, aktywowanych niskimi
ste¢zeniami trombiny, a takze PAR4, wymagajacych wysokich jej stezen [16].
Siedmiotransbtonowa strukture wykazuja tez dwa receptory dla ADP, takie jak receptor
purynergiczny, sprzgzony z biatkiem G, (purinergic G protein-coupled receptor, P2Y)), ktory
odpowiada za mobilizacj¢ jondow wapniowych indukowang przez ADP 1 uczestniczy w
procesie zmiany ksztattu i agregacji ptytek krwi (Rys. 1) [15, 16, 28]. Natomiast drugim
receptorem purynergicznym jest P2Y,, zwigzany z biatkiem Giys3, ktory hamuje produkcje
wewnatrzptytkowego cAMP i odpowiada za aktywacje ptytek krwi (Rys. 1) [15, 16, 28].

Receptor dla tromboksanu (ang. thromboxane receptor, TP), aktywowany przez TXA,,
wystepuje w postaci jednej z dwoch izoform: TPa (ekspresja w ptytkach krwi) 1 TP
(ekspresja w komorkach $rédbtonka), roznigcych sig C-koncem regionu cytoplazmatycznego.
TP wigze si¢ ze wspomnianymi powyzej biatkami Gg 1 G213 [16].

Reprezentantem nadrodziny immunoglobulin ptytkowych, aktywowanych kolagenem
jest glikoproteina VI (GP VI), =zlozona z dwoch zewnatrzblonowych domen
immunoglobulinowych, hydrofobowej domeny transblonowej, wiazacej receptor FcRy, oraz
domeny cytoplazmatycznej, wiazacej kinazy Src: Fyn i Lyn (Rys. 1) [23]. Receptor FcRy
faczy si¢ z czasteczka ITAM (ang. immunoreceptor tyrosine-based activation motif), o
sekwencji YxxL, tworzac domeng receptora tyrozynowego [15, 23]. Kolagen inicjuje proces
adhezji gléwnie przy udziale GPVI, a w mniejszym stopniu przez integryne o,f;. GPVI
posiada tez zdolno$¢ wigzania lamininy [23].
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Wazna grupe receptorow plytkowych stanowig selektyny, nalezace do rodziny
receptorow lektynowych typu C i zlokalizowanych w ziarnisto$ciach a oraz ciatkach Weibel-
Palade. Biatka te ztozone s3 z trzech domen: N-koncowej, o charakterze lektyny, zawierajacej
miejsca wigzgce jony wapnia, Srodkowej, wykazujacej podobienstwo do nablonkowego
czynnika wzrostu (ang. epithelial growth factor, EGF), a takze C-koncowej, ktorej rdznej
dlugosci sekwencje przypominaja biatka regulujace uktad dopetniacza. Selektyna P ulega
zmianom konformacyjnym, wskutek aktywacji i degranulacji krwinek ptytkowych trombina,
histaming badz TNF, a powstaly kompleks pelni na powierzchni btony plytkowej rolg
receptora CD62P [29, 30]. Innym przedstawicielem rodziny receptorow lektynowych typu C
jest receptor CLEC-2. N-koncowa domena cytoplazmatyczna tego receptora zawiera jedng
domene¢ YxxL. Pojedyncza domena YxxL okreslana jest jako atypowa (ang. hemilTAM) [31,
32]. Poza tym CLEC-2 charakteryzuje si¢ obecnoscig regionu transbtonowego i C-koncowe;j
domeny zewnatrzkomorkowej, ktorych pobudzenie prowadzi do silnej agregacji ptytek,
wskutek aktywacji $ciezki sygnatowej kinaz Src 1 fosforylacji hemilTAM [31]. Pierwszym
opisanym ligandem dla receptora CLEC-2 byta rodocytyna, inaczej agretyna, obecna w jadzie
zmii malajskiej, natomiast fizjologicznym ligandem jest podoplanina [13, 23, 31].

W btonie krwinek ptytkowych obecne sa kanaly jonowe w postaci receptorow
purynowych P2X;. Przytaczenie ATP do tych receptorow powoduje zmiany konformacyjne w
samym kanale, prowadzac do jego otwarcia, a w konsekwencji do zmiany ksztattu ptytek
krwi. Natomiast ADP prowadzi do zahamowania funkcji receptora P2X; (Ryc. 1) [13, 16].

Glukoza stanowi podstawowy substrat energetyczny dla krwinek plytkowych, a jej
transport do wnetrza ptytek krwi odbywa si¢ gtownie poprzez transporter glukozy typu 3
(ang. glucose transporter 3, GLUT3), niezalezny od insuliny [33, 34]. W warunkach
spoczynkowych 85% transportera GLUT3 jest zlokalizowana w blonie ziarnistosci a [20, 34-
36]. Aktywacja ptytek krwi prowadzi do fuzji ziarnistosci o z blong komorkowa w procesie
degranulacji plytek krwi, co dwukrotnie zwigcksza naptyw glukozy do wnetrza krwinek
ptytkowych [36-38]. Ptytki krwi zawieraja takze minimalne ilo$ci transportera glukozy typu 1
(ang. glucose transporter 1, GLUT1), zlokalizowanego na powierzchni blony komoérkowe;j
[35]. Naptyw glukozy do wnetrza plytek krwi jest regulowany w procesie fosforylacji Akt
(inaczej kinazy bialkowej B, (ang. protein kinase B, PKB)), w obecnosci trombiny 1 insuliny
[35]. Jednakze, kinetyka wychwytu glukozy zalezy od jej st¢zenia w S$rodowisku
pozakomorkowym [35]. I tak, przy bardzo niskich stezeniach glukozy (0,50 mM), trombina i
insulina stymuluja naptyw glukozy do przestrzeni wewnatrzptytkowej, za§ w warunkach

fizjologicznych (5 mM glukoza), insulina hamuje naptyw glukozy do wnetrza aktywowanych
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ptytek krwi [35]. Wiadomo réwniez, ze aktywacja ptytek krwi zalezy od naptywu glukozy do
ich wnetrza przy udziale GLUT3 [36].

W blonie komorkowej plytek krwi obecne sg takze receptory insulinowe IRS-1 i IRS-2
(ang. insulin receptor substrate, IRS), o aktywnosci kinazy tyrozynowej (Rys. 1) [37, 38].
Faczenie receptora z ligandem wymusza translokacje jondw magnezu Mg®" do wnetrza
ptytek, redukujac synteze TXA, [39]. Fosforylacja IRS-1 i IRS-2 prowadzi réwniez do
aktywacji kinazy-3 fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase, PI3K), a nastepnie do fosforylacji PKB, ktora odpowiada za regulacje¢ funkcji krwinek
ptytkowych, w tym ich inaktywacje [40]. Insulina fosforyluje biatka Gj,, W wyniku czego
zwigksza produkcje wewnatrzptytkowego cAMP 1 inaktywuje receptory P2Y,, hamujac
funkcje ptytek i mobilizacje jonow wapniowych [37, 38].

Dlatego wydaje si¢, ze przy deficycie insuliny w cukrzycy moze dochodzi¢ do
zwigkszonego naptywu glukozy do wnetrza ptytek krwi, przyspieszenia jej metabolizmu
energetycznego, nadmiernej aktywacji ptytek krwi 1 powiktan zakrzepowych, obserwowanych

w tej grupie pacjentow [41-43].

1.1.3. Sygnalizacja wewnatrzkomoérkowa krwinek plytkowych

Krwinki ptytkowe odgrywaja kluczowa role¢ w procesie hemostazy. W efekcie
przerwania cigglosci $ciany naczynia krwiono$nego dochodzi do ekspozycji struktur
podsrodbtonkowych o charakterze proagregacyjnym, w tym kolagenu [2, 14].

Piytki  krwi ulegaja  dynamicznym procesom adhezji do powierzchni
podsrédbtonkowej uszkodzonych naczyn krwiono$nych, aktywacji prowadzacej do zmiany
ich ksztattu, degranulacji =ziarnistosci ptytkowych, a w konsekwencji agregacji z
wytworzeniem czopu hemostatycznego, przy wspoludziale osoczowych czynnikéw
krzepniecia [3, 15].

Proces aktywacji krwinek ptytkowych przebiega z udzialem szeregu S$ciezek
sygnalizacyjnych. Do najwazniejszych z nich zaliczamy szlak aktywowany przy udziale
glikoproteiny GPVI i receptora CLEC-2 oraz receptoréw sprz¢zonych z biatkami G (GPCR)
[16, 32].

GPVI fosforyluje ITAM, w powiagzaniu z receptorem FcRy i za posrednictwem kinaz
tyrozynowych Fyn 1 Lyn, z rodziny Src (Rys. 1). Powoduje to aktywacje

wewnatrzptytkowych procesow, ktére prowadza do fosforylacji kinazy tyrozynowej Syk i
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aktywacji fosfolipazy C (PLCy) [15, 19, 44, 45]. Aktywacja $ciezki sygnalowej kinaz Src z
udziatem receptora CLEC-2 zachodzi natomiast poprzez fosforylacje hemITAM, posiadajaca
tylko jeden tancuch YxxL, poniewaz zewnatrzptytkowa domena CLEC-2 nie ma zdolnosci

wigzania reszt weglowodanowych, a tym samym ITAM [16, 23, 45].

W  warunkach sil wysokiego $cinania w lozysku naczyniowym, gdy proces
przylegania ptytek krwi do uszkodzonej struktury naczynia jest utrudniony, w procesie
adhezji uczestniczy vWF, zakotwiczony w warstwie podsrodblonkowej, ktory wigze krwinki
ptytkowe za posrednictwem glikoproteiny GPIba w kompleksie z glikoproteinami GPIbp 1
GPIX [15, 44]. Innym miejscem wigzacym VWF przez plytki krwi jest integryna oup33, ktorej

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

Aktywowane krwinki ptytkowe uwalniajg szereg agonistow adhezji, aktywacji i
agregacji, w tym ADP, czy TXA,, bedacych ligandami dla receptorow sprzezonych z
biatkami G (GPCR). Zwiazane z podjednostka Goq GDP, po przylaczeniu ligandu ulegaja
fosforylacji do aktywnej formy GTP, a nastepnie dysocjacji, uzyskujac zdolno$¢ taczenia si¢ z
efektorem, biatkiem RhoA (biatko z rodziny GTPaz) (Ryc. 1) [15, 46, 47]. Kaskada RhoA-
ROCK-MLC inicjuje poszczegbélne etapy aktywacji ptytek krwi [46]. T tak, aktywacja
indukowana trombing, za po$rednictwem biatka G,q, aktywuje czynniki wymiany nukleotydu
guaniny (GEFs) dla matych biatek G RhoA, tj. pl15RhoGEF, warunkujac powstanie
kompleksu RhoA-GTP, aktywacj¢ kinazy zwigzanej z biatkiem Rho (ang. Rho-associated
protein kinase, ROCK) i fosforylacja tancuchow lekkich miozyny (ang. myosin light chain,
MLC) przez hamowanie niezaleznej od jonow wapnia fosfatazy tancuchow lekkich miozyny
(ang. Ca’"- independent MLC phosphatase, MLCP). Proces ten prowadzi do zmiany ksztattu
ptytek krwi z dyskoidalnego na kulisty i sekrecji ziarnistosci (Ryc. 1) [21, 46-50]. Nastepnie
biatka G,q 1 Gqa13 uczestnicza w procesie faczenia c-Src z domeng cytoplazmatyczng integryny
angbs, co aktywuje kompleks p190RhoGAP 1 w konsekwencji prowadzi do hydrolizy RhoA-
GTP do RhoA-GDP (Ryc. 1) [46, 47]. Efektem tego procesu jest hamowanie aktywnos$ci
biatka Rho, odpowiadajacego za skurcz witdkienek aktynowych, co umozliwia zmiang
ksztattu ptytek krwi (ang. spreading) [15, 49, 50]. Zmiany strukturalne w cytoszkielecie
krwinek ptytkowych i wydtuzona btona komodrkowa skutkuje powstaniem filopodiow i1
lamellipodidéw, co zwigcksza powierzchni¢ adhezyjng plytek krwi [21, 51]. W kolejnym etapie
sygnalizacja wewnatrzptytkowa, zalezna od jonéw wapniowych, aktywuje proteaze kalpainy,
ktéry odcina fragment B3 integryny, prowadzac do utraty aktywnosci c-Src, co prowadzi do

skurczu cytoszkieletu ptytek krwi i retrakcji skrzepu [46].
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W przypadku, gdy rolg¢ efektora petni rodzina biatek Src, §ciezka transdukcji sygnatu
moze przebiega¢ zar6wno w obecnosci, jak 1 z pominigciem biatka G [47]. Biatko G4 bierze
udziat w przekazywaniu sygnatu aktywacji, gldwnie poprzez aktywacj¢ podjednostki 3
fosfolipazy C (PLCP), a w konsekwencji degranulacji ziarnistosci ptytkowych 1 agregacji
(Ryc. 1) [15]. Mechanizm uwalniania ziarnisto$ci ptytkowych zachodzi rowniez w wyniku
fosforylacji kompleksu SNARE (ang. soluble NSF attachment protein receptor), ktory bierze
udzial w fuzji bltony granulocytow z btong komdrkowa plytek krwi [15, 49, 50, 52].

Degranulacje ziarnistosci, aktywacje integryny aypPs, agregacje i proces formowania
skrzepu poprzedza wzrost stezenia wewnatrzptytkowych jonéw wapnia Ca>". Proces ten
inicjuje trisfosforan inozytolu (ang. inositol trisphosphate, IP3), powstaty w wyniku hydrolizy
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, PIP;)
przez fosfolipazy C: PLCy, aktywowana GPVI i CLEC-2 oraz PLCp, aktywowang GPCR
(Rys. 1) [53]. IP; odpowiada za uwalnianie Ca’" z retikulum endoplazmatycznego plytek, a
nagly spadek Ca®" pobudza biatka STIM1 (ang. stromal interaction molecule 1) i Orail (ang.
calcium release-activated calcium channel protein 1), a takze kanaty jonowe indukowane
napigciem (ang. transient receptor potential channels, TRPC), umozliwiajac naplyw jonow z
kompartmentow zewnatrzptytkowych do wewnatrzptytkowych [16, 53-55]. Wzrost st¢zenia
jonow wapniowych aktywuje fosfolipaze A, (ang. phospholipase A,, PLA;), ktora bierze
udziat w syntezie TXA, z fosfolipidow uwolnionych z btony ptytek krwi [56].

W procesie aktywacji krwinek ptytkowych dochodzi réwniez do indukowanej przez
ADP zmiany ksztattu ptytek krwi, poprzez zahamowanie aktywacji kinazy biatkowej A
(PKA). Prowadzi to do redukcji wewnatrzptytkowej produkcji cAMP i hamowania
fosforylacji biatka, stymulowanego rozkurczaniem naczyn krwionos$nych (ang. vasodilator-
stimulated phosphoprotein, VASP), odpowiedzialnego za hamowanie funkcji krwinek
ptytkowych (Rys. 1) [43, 57].

Wazna rolg¢ odgrywa w tym procesie biatko G4, prawdopodobnie poprzez udzial w
aktywacji sygnatow wapniowo-zaleznych w ptytkach krwi [46, 50]. Biatko G;j, zwigzane z
receptorem P2Y, aktywuje PI3K, pobudzajac GTPaz¢ Rablb, wazny aktywator integryn
(Ryc. 1) [15, 46, 49, 50].

W procesie degranulacji uczestniczy takze kinaza bialkowa C (ang. protein kinase C,
PKC), aktywowana przez diacyloglicerol (DAG), powstajagca w wyniku hydrolizy PIP, (Rys.
1). Ptytki krwi zawieraja szereg izoform PKC, w tym dobrze opisane a i B (odpowiednio
wapniowo- 1 DAG-zalezne), ale takze izoformy o, 0, n czy atypowa izoforme¢ { [15, 58].

Ponadto wzrost wewnagtrzkomorkowego wapnia i aktywacja DAG aktywuja kompleks
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CalDAG-GEF1 (ang. calcium and DAG-regulated guanine nucleotide exchange factor 1),
odgrywajacy wazng role¢ w sygnalizacji integrynowej aktywacji-rekrutacji (ang. inside-out)
[15]. Jest to rodzaj oddzialywania, gdzie mechanizmy wewnatrzkomorkowe zwigkszaja
powinowactwo domen integryn na powierzchni blony komorkowej, poprzez zmiang ich
konformacji [15, 21]. Kompleks CalDAG-GEF1 przy udziale PI3K, przeksztalca Rapl z
nieaktywnej formy zwigzanej z GDP do formy aktywnej, wigzacej GTP i1 aktywujacej
integryny [16, 59]. Proces aktywacji ptytek krwi przyczynia si¢ do wzrostu powinowactwa
integryn do ich swoistych ligandow, poprzez zmiany konformacyjne, inicjowane potaczeniem
biatek regulatorowych, takich jak taliny i kindliny, do cytoplazmatycznej domeny B integryn
[15, 16, 59].

Koncowy etap aktywacji krwinek plytkowych to agregacja, w wyniku ktorej
fibrynogen przeksztatca si¢ w stabilng fibryne [43].

1.2. Wplyw cukrzycy na metabolizm plytek krwi

Pacjenci z cukrzyca charakteryzuja si¢ zwickszona podatno$cia na incydenty
zakrzepowe, z uwagi na nasilony proces krzepni¢cia, zaburzenie proceséw trombolitycznych,
dysfunkcje srodblonka naczyniowego i hiperaktywnos¢ ptytek krwi, w wyniku uposledzenia
wewnatrzkomorkowych mechanizmow transdukcji sygnatu [37, 43, 60]. W hiperglikemii
obserwuje si¢ zwigkszone stgzenie czynnikow aktywujacych kaskade krzepnigcia, w tym
czynnikow krzepnigcia VII, VIII, IX 1 XII, fibrynogenu, kalikreiny, vWF, nieaktywnych
enzymatycznie fragmentéw F1+2 protrombiny, ktorych stezenie jest miernikiem aktywacji
krzepnigcia ~ wewnatrznaczyniowego czy kompleksu trombina-antytrombina, przy
jednoczesnym hamowaniu procesow fibrynolizy [60-62]. W krazeniu u pacjentow z
hiperglikemiag wzrasta tez liczba agregatow ptytek krwi, nasila si¢ kurczliwo$¢ ich
cytoszkieletu oraz rosnie st¢zenie produktéw ich aktywacji, w tym TXA,, B-tromboglobuliny
(B-TG) czy czynnika ptytkowego 4 (PF4) [60].

W hiperglikemii obserwuje si¢ roéwniez nasilong trombopoeze, prowadzaca do
powstania plytek o duzej objetosci, co moze by¢ powodowane nasilonym magazynowaniem
zawartosci ziarnistosci w megakariocytach i nadmierng deformacja wewnatrzptytkowych bton
komoérkowych [60, 63]. Tak zdeformowane ptytki krwi staja sie bardziej podatne na
degranulacje [60].
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Hiperglikemia prowadzi do nieenzymatycznej glikacji biatek, rowniez tych
kotwiczacych w blonie komérkowej ptytek, wynikajacych z aktywacji szlakow poliolowych 1
reakcji grup karbonylowych zredukowanych weglowodandw z grupami aminowymi biatek
[43, 64-66]. Proces nieenzymatycznej glikacji 1 powstate koncowe produkty glikacji (ang.
advanced glycation end products, AGE) indukuja zmiany konformacyjne bialek blonowych 1
modyfikuja ich rozmieszczenie, a przez to zmniejszaja ptynnos¢ btony komoérkowej [64, 65,
67]. Zmiany te prowadza do wzrostu wrazliwosci i ekspresji czasteczek adhezyjnych, np. P-
selektyny (CD62) i ligandu CD40 (ang. CD40 ligand, CD40L), nasilajacych aktywacje
ptytek, jak tez do wzrostu wrazliwosci 1 ekspresji receptorow powierzchniowych na
krwinkach ptytkowych, w tym GPIIb/IIla, GPIb-IX-V i GPla/lla, co zwigksza powinowactwo
do wigzania vWF i fibrynogenu, w procesie tworzenia agregatow ptytkowych [43]. Wiadomo,
ze poziom hemoglobiny glikowanej A, (HbA,.) koreluje z poziomem ekspresji receptorow
aktywacji ptytek krwi, tak wigc prawidlowa kontrola glikemii moze ograniczac¢
nadreaktywno$¢ ptytek krwi u pacjentow z cukrzyca [37, 43]. Natomiast nadekspresja
rozpuszczalnej formy antygenu CD40, obserwowana we krwi pacjentdw z cukrzyca, nie tylko
nasila ekspresj¢ P-selektyny, ale moze tez wigza¢ si¢ z udziatem plytek krwi w procesie
zapalnym i podwyzsza¢ stgzenia biatka C reaktywnego (ang. C reactive protein, CRP), gdyz
czasteczki adhezyjne aktywujg leukocyty i komorki $rédbtonka naczyniowego [68, 69]. W
konsekwencji moze to prowadzi¢ do wtérnej aktywacji krwinek ptytkowych w cukrzycy [68].
Hiperglikemia moze rowniez nasilaé ekspresje antygenu CD40 1 prowadzi¢ do
nadreaktywnosci ptytek krwi w mechanizmie niezaleznym od wzrostu wewnatrzptytkowego
stezenia jonow wapnia [69]. Czynnikiem odpowiedzialnym za stan zapalny i dysfunkcje
srodbtonka w tym mechanizmie moze by¢ nadmierna aktywacja PKCp [43].

Procesy nieenzymatycznej glikacji indukujg rowniez zaburzenia homeostazy wapnia,
poprzez zwigkszenie mobilizacji jondw Ca’” z siateczki endoplazmatycznej, w odpowiedzi na
trombing [70]. Wysokie st¢zenie jonow wapnia koreluje ze zmniejszona ptynnoscig btony
ptytek krwi [71].

Podobnie, zwigkszona ekspresja receptoréw P2Y,, w hiperglikemii, prowadzi do
spadku poziomu wewnatrzptytkowego cAMP, powodujac wzrost reaktywnosci krwinek
ptytkowych [28, 43, 71].

W cukrzycy obserwuje si¢ takze wzrost produktu nieenzymatycznej peroksydacji
kwasu arachidonowego i prostaglandyny F2a, ktora jest markerem stresu oksydacyjnego [43].

Tromboksan (TXA;) jest jednym z gtéwnych agonistow krzepnigcia [15, 16]. Wzrost

aktywacji przemiany kwasu arachidonowego, prowadzacy do nasilenia syntezy TXA,, jest
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jednym z zaburzen metabolizmu ptytek krwi, obserwowanych w cukrzycy [72, 73]. Proces ten
prowadzi do fosforylacji biatek sygnalizacyjnych, wzrostu produkcji IP3 i wzrostu mobilizacji
jondéw wapniowych [62]. Aktywacja tego mechanizmu koreluje z hiperglikemig 1 wysokim
stezeniem HbA|., dlatego tez prawidlowa kontrola glikemii moze go ogranicza¢ [62].
Hiperglikemia warunkuje tez wysokie stg¢zenie pochodnej fosfodihydroksyacetonu, ktory
ulegajac redukeji do fosforanu-3-glicerolu, nasila synteze¢ DAG. Ten z kolei aktywuje szlak
kinazy biatkowej C i ptytki krwi [65, 74].

Pacjenci z cukrzyca wykazuja znaczny wzrost st¢zenia trombiny, w poroéwnaniu do
0sob zdrowych [73, 75]. W cukrzycy obserwowana jest rowniez zwigkszona ekspresja
czynnika tkankowego (ang. tissue factor, TF), w odpowiedzi na aktywacje wysokim
stezeniem glukozy oraz insuliny, ktore wykazuja efekt addycyjny i nasilaja proagregacyjne
wiasciwosci TF [73, 76]. Jego nadmierna produkcja zachodzi réwniez wskutek powstajacych
w cukrzycy koncowych produktéw glikacji, poprzez aktywacje NF-kB [77].

U pacjentow z cukrzyca, jak rowniez w stanie przedcukrzycowym, ktorym towarzyszy
otylo§¢, obserwuje si¢ zwigkszenie reaktywnos$ci krwinek ptytkowych, zwigzane z
insulinoopornoscia lub niedoborem tego hormonu [43, 72]. Wydaje si¢, ze insulinooporno$¢
rozwija si¢ wskutek zaburzen funkcji receptora insulinowego IRS, czego nastepstwem jest
zmniejszenie poziomu wewnatrzptytkowego cAMP, wzrost st¢zenia jondw wapnia, a W
konsekwencji nadreaktywnos¢ ptytek krwi [43, 78]. Paradoksalnie, zwickszona aktywacja
ptytek krwi obserwowana jest réwniez u pacjentow stosujacych terapi¢ insulinows, a efekt ten
nasilony jest dodatkowo wskutek upo$ledzenia wrazliwosci krwinek ptytkowych na
srodblonkowy tlenek azotu i prostacykline 1 koreluje z wysokim stezeniem HbA . [43, 79].
Patomechanizm aktywacji krwinek ptytkowych insuling pozostaje nieznany, jednakze
podejrzewa sig, iz moze by¢ zwigzany z dysfunkcja srodbtonka naczyniowego [62, 80].

W  cukrzycy dochodzi réwniez do zaburzen metabolizmu lipidow [81-83].
Triglicerydemia indukuje powstanie lipoprotein o bardzo niskiej gestosci VLDL, ktore
poprzez apolipoproteing E 1 plytkowy receptor dla lipoproteiny o niskiej gestosci LDL
zwigkszaja aktywacje krwinek plytkowych [84]. W stanie przewlektej hiperglikemii glikacji
ulegaja takze czagsteczki LDL (glycLDL), co upo$ledza produkcje tlenku azotu przez
srédblonek naczyniowy i1 zwigksza stezenie jonéw wapniowych w cytoplazmie [86, 87]. W
konsekwencji, wzrost stezenia jonow wapniowych moze powodowac inhibicje aktywnos$ci
fosfatazy blonowej Na /K -ATPazy, pobudzanie Ca*"-ATPazy, nasilajac tworzenie skrzepu.
Oddziatywania te wskazujg na wtasciwosci prozakrzepowe glycLDL u pacjentow z cukrzyca
[83, 84].
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1.3. Wiasciwosci zwigzkow wanadu

Pierwsze wzmianki na temat wanadu datuje si¢ na 1801 r. 1 przypisuje Andresowi
Manuelowi del Rio, jednakze dopiero w 1831 r., Nils Gabriel Sefstrém, nadal mu obecng
nazwe na cze$¢ skandynawskiej bogini pigkna i ptodnosci Vanadis [85, 86]. Potencjalne
terapeutyczne wlasciwosci wanadu w przebiegu wielu schorzen stanowig zrodio
zainteresowania zaréwno lekarzy, jak i pacjentow [87, 88]. Niemniej jego biologiczne i
farmakologiczne znaczenie wcigz nie zostalo dobrze poznane, a stale rosngce stgzenie w
srodowisku wymusza analize witasciwosci fizykochemicznych, ze wzgledu na toksycznosé
wysokich dawek zwigzkéw wanadu [87, 88].

Wanad jest pierwiastkiem §ladowym, nalezacym do IV okresu i grupy Vb uktadu
okresowego, powszechnie wystgpujacym na naszej planecie w postaci soli nieorganicznych
[85, 86, 89]. Kompleksowanie organicznych zwigzkéw wanadu z ligandami, np. maltolem,
zwicksza ich przyswajalno$¢, pozwalajac osiggna¢ taki sam efekt terapeutyczny, jak w
przypadku zwigzkow nieorganicznych, przy zastosowaniu dawek mniejszych nawet o 50%
[90].

Wanad wystepuje na szes$ciu stopniach utlenienia: -1, 0, +2, +3, +4, +5, przy czym
uktady na +4 (wanadyl) i na +5 (wanadan) stopniu utlenienia sg najtrwalsze i najczesciej
spotykane w przyrodzie [91]. Czterowartoéciowa forme wanadylu (VO>") pierwiastek
przyjmuje w $rodowisku kwasnym, natomiast pieciowartosciowa ortowanadanu (VO,>) w
zasadowym, czym wykazuje podobienstwo do fosforanow (PO4>) [85, 92]. Srodowisko
obojetne z kolei determinuje posta¢ anionu kwasu wanadowego (H,VO™) [85, 92, 93].

Zrédlem pierwiastka wanadu w pozywieniu sa m.in. grzyby, zboza, pietruszka, czarny
pieprz, nasiona kopru wtoskiego, szpinak czy owoce morza, dostarczajac przecietnie ok. 10-
160 pg wanadu na dobe [85]. Jednak z uwagi na niskg stabilno$¢ jonéw wanadanowych w
kwasnym $rodowisku zoladka, pierwiastek ten wchtania si¢ jedynie w 1-10 % [85, 92].
Wanad jest wchtaniany do krwioobiegu droga pokarmowa lub oddechowa, gdzie po
przeksztalceniu w kationy wanadylowe, tworzy kompleksy z transferyng i ferrytyna, rzadziej
z albumina czy hemoglobina [85, 86]. Kationy wanadylowe VO*" swobodnie dyfunduja przez
btony komoérkowe, podczas gdy wanadanowe VO, wnikaja do wnetrza komorek droga
kanatow anionowych [86].

Organizm cztowieka zawiera 100-200 pg wanadu, co stanowi wypadkowa jego
wchianiania 1 wydalania [85]. Nieliczne dane literaturowe, dotyczacych farmakokinetyki

wanadu u ludzi, wskazuja, ze st¢zenie tego pierwiastka we krwi stanowi okoto 0,40-2,80 pg/l
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[94]. Warto$ci wyzsze wanadu, bo na poziomie 22 pg/l, odnotowano w moczu, jako ze uktad
moczowy stanowi gldwna droge wydalania pierwiastka, z predkosciag wydalania okolo 8
ng/dobe [91, 94].

Dane literaturowe wskazujg takze, ze w tkankach o zwigkszonej insulinowrazliwosci,
takich jak watroba czy tkanka tluszczowa, wanad jest metabolizowany szybciej [91]. W
stanach patologicznych (w przebiegu nowotwordéw, zakazen czy stanéw zapalnych) wanad
akumuluje si¢ w watrobie, nerkach, ptucach, $ledzionie, tkance thuszczowej, sercu, kosciach i
zgbach [86].

W ostatnich latach podkresla si¢ kluczowa role zwigzkéw wanadu w utrzymaniu
homeostazy ustrojowej, jednak jego rola u ludzi wcigz nie jest do konca wyjasniona.
Spekuluje si¢ na temat wlasciwosci insulinotropowych wanadu i jego zwiazkow, przez co
moze on odgrywac istotng role w regulacji metabolizmu glukozy u pacjentéw z cukrzyca [86,

95].

1.3.1. Rola zwiazkow wanadu w cukrzycy

Pierwsze wzmianki na temat roli wanadu i jego zwigzkéw w cukrzycy pojawity sie juz
w 1899 r., kiedy doustna suplementacja nieorganicznym ortowanadanem sodu Na;VOy
umozliwita redukcje glikozurii u dwoch z trzech pacjentéw chorych na cukrzyce, wiaczonych
do badania [85].

Szereg prac poswigconych wilasciwosciom insulinomimetycznym zwigzkéw wanadu
powstalo jednak niecaty wiek pdzniej [96-100]. Wiele informacji o roli zwigzkoéw wanadu w
cukrzycy dostarczyty badania na zwierzetach [96]. VOSO4, podawany doustnie szczurom z
cukrzycg indukowang streptozotocyng (STZ), w dawkach 5 1 10 mg/kg masy ciata, przez 30
dni, istotnie zmniejszyl hiperglikemie, jednoczes$nie zwigkszajac stezenie insuliny we krwi w
poréwnaniu do kontroli [101]. Zastosowany w podobnym modelu do$wiadczalnym NaVOy,
podawany w wodzie pitnej, w dawce 0,20 mg/ml, obnizal stezenie glukozy we krwi,
zwigkszajac przy tym wrazliwos¢ tkanek na dziatanie insuliny po czterech tygodniach
leczenia, jak rowniez przyspieszat proces glukoneogenezy w hepatocytach szczuréw [102].
Efekt ten utrzymywat si¢ tak dtugo, jak dtugo stosowano suplementacje [102, 103].

Organiczny  bis(alfa-furankarboksylato)oksowanad (IV) (BFOV), podawany
dojelitowo przez cztery tygodnie szczurom z cukrzycg typu 1, indukowang STZ, jak tez z

cukrzycg insulinoniezalezng (ang. non-insulin dependent diabetes mellitus, NIDDM), w
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dawce 0,20 mM/kg masy ciala, istotnie zmniejszyt stezenie glukozy i1 hemoglobiny
glikowanej (HbA;) we krwi [104, 105]. Po zastosowaniu BFOV obserwowano réwniez
spadek stezenia cholesterolu catkowitego 1 triglicerydéw oraz wzrost stezenia cholesterolu
frakcji HDL, co sugeruje udziat zwigzkéw wanadu w regulacji zaburzen metabolizmu lipidow
w cukrzycy [104]. Powyzszy model do$wiadczalny potwierdza takze wptyw organicznego
BFOV na poprawe metabolizmu energetycznego organizmu, poprzez popraw¢ wrazliwosci
tkanek na leptyng, przy jednoczesnym zmniejszeniu jej stezenia [104, 105]. Organiczny
bis(maltolato)oksowanadan (IV) (BMOYV), podawany szczurom z cukrzyca wyindukowang
streptozotocyng (STZ-D), w wodzie pitnej, w dawce 0,60 mM/kg masy ciata, przez 8 tygodni,
poprawial parametry glikemii poprzez zwigkszanie translokacji transportera glukozy GLUT4
w btonie komorek serca [106, 107]. W odpowiedzi na pojedyncze dawki BMOV, réwniez
komorki migéni szkieletowych szczurow z cukrzyca typu 1 zwigkszyty ekspresje GLUT4, co
poprawialo transport i utylizacje glukozy, a efekt utrzymywat si¢ nawet do 72 godzin po
podaniu BMOV [108].
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Ryc. 1. Wplyw zwigzkéw wanadu na sygnalizacje krwinek ptytkowych typu 2.

Receptory sprzezone z biatkami G (GPCR): PAR- receptor aktywowany proteaza, receptor dla trombiny; P2Y;, P2Xi,- receptory purynergiczne; IRS- receptor
insuliny; Ca”'- jony wapnia; IP;- trisfosforan inozytolu; PIP,- fosforan fosfatydyloinozytolu; PLC- kinaza biatkowa C; DAG- diacyloglicerol; RhoA- biatko z rodziny
GTPaz; MLC- tancuchy lekkie miozyny; Syk: kinazy z rodziny Syk; P13-k1B- kinaza fosfatydyloinozytolu; AC- cyklaza adenylowa; cAMP- cykliczny adenozyno-
3',5'-monofosforan; PKAc- kinaza biatkowa A; AKT- kinaza bialkowa; PKG- kinaza biatkowa G; MAPK- kinaza aktywowana mitogenem; IP;- trisfosforan
inozytolu; PTP- biatkowa fosfataza tyrozynowa.



Ostatnie doniesienia literaturowe opisuja takze proby taczenia dekawanadu ze znanym
doustnym lekiem, stosowanym w leczeniu cukrzycy, metforming [109, 110]. Dekawanad
metforminy (Metf-V00,5), podawany szczurom z wyindukowang alloxanem cukrzycg typu 1,
dwa razy w tygodniu, w dawce 4,80 uM/300 g m.c., w ciagu dwoch miesiecy, wykazywat
efekt ochronny na komorki  wysp trzustkowych [109]. U szczuréw z cukrzyca typu 2, Metf-
V10028 podawana dwa razy w tygodniu, w dawce 2,50 uM/300 g, w ciggu dwoch miesiecy,
powodowata normalizacje glikemii i profilu lipidowego [109, 110].

Po doustnym podaniu siarczanu wanadylu VOSO,, w dawkach 100-150 mg/dzien,
przez okres od 3-6 tygodni, u pacjentow z cukrzyca typu 2 obserwowano poprawe
insulinowrazliwosci komoérek watroby 1 miesni szkieletowych, wzgledem grupy kontrolne;,
otrzymujacej placebo, gdzie nie obserwowano zmian [97-100]. Obserwacje te potwierdzono
w badaniu klinicznym 2z udzialem sze$édziesieciu pacjentow z cukrzyca typu 2,
przyjmujacych nieorganiczny metawanadan sodu NaVOy4, w dawce 100 mg/dzien, przez 12
tygodni [111]. Dodatkowo, u pacjentdw z cukrzycag obserwowano nizsze stezenie
hemoglobiny glikowanej HbA,,, frakcji LDL-cholesterolu, triglicerydow 1 obnizenie
wskaznika masy ciala (BMI) [111]. Z drugiej strony, po doustnym podaniu VOSOy4 1 NazVOy,
w dawkach 300 mg/dzien, przez okres 6 tygodni, u pacjentow z cukrzyca typu 2
obserwowano nasilenie procesoOw prooksydacyjnych, na ktoére najbardziej podatna jest frakcja
nie-HDL lipoprotein, mimo, iz w warunkach in vitro zwiagzki wanadu wykazuja wlasciwosci
antyoksydacyjne [112]. Ortowanadan sodu i siarczan wanadylu powodowaty przyspieszenie
syntezy glikogenu oraz inhibicji lipolizy, przy$pieszajac jednocze$nie procesy lipogenezy w
hepatocytach i adipocytach, wyizolowanych od szczuréw [103, 113, 114].

Udzial zwigzkéw wanadu w regulacji metabolizmu glukozy wcigz nie jest jasny i
jednoznaczny. Obecnie badacze przypisujg wtasciwosci insulinomimetyczne soli wanadu, ich
udzialowi w procesie hamowania biatkowej fosfatazy tyrozynowej PTPazy, badZ innych
fosforylaz: Na™, K'- czy Ca*"-ATPazy, w mechanizmie kompetycji enzymatycznej (Ryc. 1)
[115, 116]. Sugeruje sig, iz proces zachodzi poprzez fosforylacj¢ podjednostki B fosfatazy
tyrozynowej (PTP-1p) i prowadzi do aktywacji receptora insulinowego IRS [115, 117, 118].
Inny potencjalny mechanizm dziatania zawigzkéw wanadu jest zwigzany z aktywacja kinazy
PKB/Akt (Ryc. 1) [101, 119]. Pelni ona kluczowa role w metabolizmie glikogenu, jak
rowniez w transporcie glukozy, natomiast stan insulinooporno$ci zaburza jej aktywacje [120,
121].

Zwiazki wanadu aktywuja PKB/Akt, co skutkuje wzrostem wychwytu glukozy przez
GLUTH4, ale takze fosforylacja kinazy syntazy glikogenu 3 (ang. Glycogen synthase kinase 3,
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GSK3), bioracej udziat w syntezie glikogenu [101, 119]. Badacze opisuja takze udzial
zwigzkow wanadu w procesie hamowania agregacji indukowanej PAF, w mechanizmie
aktywacji cAMP/PKA (Ryc. 1) [93, 122]. Inne badania wskazujg jednak, iz mimo fosforylacji
1 aktywacji kinaz aktywowanych mitogenem (ang. mitogen-activated protein kinase, MAPK),
zwigzki wanadu nie uczestniczyly w procesie fosforylacji IR czy IRS-B (Ryc. 1) [123].
Mozna wigc spekulowac, ze podobienstwo zwigzkow wanadu do insuliny w oparciu o
mechanizm dzialania polega na aktywacji drogi zaleznej od MAPK, niezaleznie od
fosforylacji IRS-p [122, 123].

Nieliczne dane literaturowe zwracaja uwage na wystepowanie dziatan niepozadanych,
po zastosowaniu nieorganicznych zwigzkow wanadu, jak biegunki, nudnos$ci, wymioty [96,
97, 99]. Badania na zwierzetach ujawnity, ze efekt toksyczny zalezy od gatunku zwierzgcia,
dawki, drogi i czasu podania oraz stopnia utlenienia jonow wanadowych [124, 125].
Naukowcy podkreslajag jednak wystepowanie efektu toksycznego w warunkach in vitro,
podczas stosowania duzych dawek wanadu, ktéorych osiggniecie nie jest mozliwe w
warunkach in vivo [124]. Jednocze$nie wydaje si¢ tez, ze organiczne zwigzki wanadu,
kompleksowane z maltolem, stanowigcym powszechnie stosowany dodatek do zywnosci,
wykazuja wigksze bezpieczenstwo u zwierzat doswiadczalnych [85, 90, 126].

Ponadto, zwigzki wanadu moga przyczynia¢ si¢ do generowania ROS i1 wykazywac
dziatanie potencjalnie przeciwnowotworowe [86]. W literaturze opisuje si¢ wlasciwosci
przeciwnowotworowe nieorganicznego metawanadu[127-129]. I tak, w badaniach na liniach
komoérkowych raka jajnika 1 jadra, metawanad przy$pieszat generacje ROS, zuzycie
glutationu 1 utraty potencjalu blony mitochondrialnej [127-129]. Przeciwnowotworowe i
antyoksydacyjne wtasciwosci oksydowanadu (IV) pozwolity natomiast stworzy¢ kompleksy z
flawonoidami, wykorzystywane w terapii leczenia nowotworow jako antyoksydanty [130].

Towarzyszaca cukrzycy hiperglikemia moze powodowa¢ zaburzenia metabolizmu
energetycznego zarowno w tkankach insulino-zaleznych jak 1 insulino-niezaleznych.
Mechanizm regulacji glikemii z udziatem zwigzkéw wanadu wciaz nie jest dobrze poznany.
Brak rowniez danych dotyczacych wptywu zwigzkéw wanadu na funkcje i metabolizm
komorek krwi, w tym krwinek ptytkowych. Dlatego tez badania wpltywu zwigzkéw wanadu
na funkcje 1 metabolizm krwinek ptytkowych moga pomoc w wyjasnieniu, czy terapia
suplementacyjna wybranymi zwigzkami wanadu w cukrzycy moze wykazywac potencjalne
korzystne wtasciwosci przeciwptytkowe i przeciwzakrzepowe oraz czy potencjalny efekt

zwigzkéw wanadu jest pozbawiony dziatan niepozadanych.
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2. MATERIALY I METODY

2.1. Grupy doswiadczalne

2.1.1. Kozuchy leukocytarno-plytkowe

Postawione w niniejszej pracy tezy wymagaty zastosowania modelu doswiadczalnego,
odzwierciedlajacego stan podwyzszonego stezenia glukozy. W celu ustalenia warunkow
przeprowadzonych  doswiadczen  wykorzystano  kozuszki  leukocytarno-ptytkowe,
pozyskiwane w procesie aferezy. Plytki krwi izolowano z 80 kozuchow leukocytarno-
ptytkowych (KLP), pochodzacych od honorowych dawcow krwi, kobiet 1 megzczyzn, w wieku
18-65 lat, z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (RCKiK) w Gdansku
(Zgoda RCKiK.Dyr.M-073/17/1J/11).

Zastosowany materiat biologiczny (KLP) byt produktem odpadowym po izolacji z
pelnej krwi krwinek czerwonych oraz osocza. Zawieral on antykoagulant i bufory o
nastepujacym sktadzie 1 koncowym st¢zeniu: 0,04% kwas cytrynowy, 0,32% cytrynian
sodowy, 0,025% fosforan sodowy, 0,32% dekstroza. Ptytki krwi izolowane z KLP zostaly

wykorzystane do ustalenia warunkéw przeprowadzanych doswiadczen.

2.1.2. Pacjenci chorzy na cukrzyce oraz osoby zdrowe

Dos$wiadczenia zostaly przeprowadzone na ptytkach krwi izolowanych z petnej krwi,
pobranej z zyly tokciowej pomiedzy 7.00-9.00, od os6b bedacych na czczo, do probowek
zawierajacych 3,20% cytrynian sodu.

Badania byty prowadzone na ptytkach krwi, pochodzacych od zdrowych ochotnikow
(58 pracownikow 1 studentow Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego) oraz 63 pacjentow z
cukrzyca typu 2, bedacych pod opieka Regionalnego Centrum Diabetologicznego przy
Uniwersyteckim Centrum Klinicznym (UCK) w Gdansku, skad zostali skierowani na
rutynowe badania kontrolne krwi w celu oceny poziomu glikemii, cholesterolu 1
triglicerydow, wykonane w Centralnym Laboratorium Klinicznym UCK w Gdansku.

Pacjenci wiaczeni do badania zostali poinformowani o celu i charakterze badania, a
takze wyrazili pisemng zgod¢ na oddanie dodatkowo 18 ml krwi, przy okazji pobierania krwi

do rutynowych badan, zleconych przez lekarza prowadzacego. Badania uzyskaty zgode
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Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie
Medycznym — NKBBN 206/2012.

Analiza wynikéw zostala przeprowadzona u pacjentow z cukrzyca typu 2 (63
pacjentow) w przedziale wiekowym 46-82 lat, w tym 31 kobiet 1 32 m¢zczyzn, ze srednim
czasem trwania cukrzycy 14,00 + 2,30 lat.

Kontrole stanowita grupa 58 oséb zdrowych, w przedziale wiekowym 50-87 lat, w
tym 27 kobiet 1 31 mezczyzn.

Z badania zostaly wykluczone osoby przyjmujace w przeciggu 14 dni przed
pobraniem krwi leki zaburzajgce funkcje ptytek krwi, np.: niesterydowe leki przeciwzapalne,
inhibitory kanatu wapniowego oraz fosfodiesterazy, a takze modyfikujace funkcje receptorow

ptytkowych.

2.2, Odczynniki i materialy zuzywalne

2.2.1. Odczynniki

Odczynniki zakupione z firmy Sigma Chemicals Co., Poznan, Polska:
glukoza, chlorek magnezu (MgCl,), chlorek wapnia (CaCl,), kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-
piperazynylo]etanosulfonowy  (HEPES), wodorofosforan sodu (NaH,PO, anh),
wodorofosforan sodu uwodniony (Na,HPO4 % 12 H,0), wodorofosforan potasu (KH,POy),
wodoroweglan sodu (NaHCO; anh), kwas cytrynowy, cytrynian sodu, szczawian amonu,
wzorzec immunoglobuliny ludzkiej, bydlgca surowica plodowa (FBS, ang. Fetal Bovine
Serum), albumina surowicy bydlecej (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), adenozynotrdjfosforan (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 catkowity i zredukowany, forskolina, chlorek wanadu (VCls),

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 przeciwciata drugorzedowe IgG skoniugowane z

fosfatazg alkaliczna;

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 (KCIl), kwas solny (HCIl), kwas ortofosforowy (H3;POj),
wodoroweglan sodu (NaHCO3), wodoroweglan potasu (KHCOs), 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 obcigzajacy Laemmli'ego, gradientowe zele
poliakrylamidowe 4-20% Mini-PROTEIN TGX;

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) — biatkowe markery mas o spectrum 10-
260kDa (Spectra Multicolor Broad Range);

Cell Signaling Technology (Danvers, USA) — poliklonalne mysie przeciwciata
pierwszorzedowe, skierowane przeciwko biatkowej kinazie B (PKB), poliklonalne krolicze
przeciwciala pierwszorzedowe, skierowane przeciwko fosforylowanemu biatku VASP,
monoklonalne krolicze przeciwciata pierwszorzedowe, skierowane przeciwko P-tubulinie
ludzkiej;

ABCAM Co (Cambridge, Wielka Brytania) — poliklonalne krélicze przeciwciata
pierwszorzedowe, skierowane przeciwko fosforylowanemu biatku z nadrodziny biatek Ras
(ang. Ras homolog gene family, member A, RhoA), poliklonalne krolicze przeciwciala
pierwszorzgdowe, skierowane przeciwko katalitycznej podjednostce kinazy bialkowej,
zaleznej od cAMP (ang. cAMP-dependent protein kinase, PKAc alfa/beta/gamma),
poliklonalne krolicze przeciwciata pierwszorzedowe, skierowane przeciwko fosforylowanej
formie fosfatazy tancuchow lekkich miozyny (ang. Myosin light-chain kinase, MLC);

Santa Cruz Biotechnology Inc (Santa Cruz, USA) — poliklonalne anty-krolicze
przeciwciata drugorzedowe IgG skoniugowane z fosfataza alkaliczna;

National Diagnostics Inc (Charlotte, USA) — Histomount;

Cloud-Clone Corp (Huston, USA) — zestaw do oznaczania tromboksanu A, (TXA;)
metodg ELISA;
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Cayman Chemical Company (Ann Arbor, USA) — zestaw do oznaczania cyklicznego
adenozyno-3',5'-monofosforanu (cAMP) metodg ELISA;

Biorbyt (Cambridge, Wielka Brytania) — zestaw do oznaczania fruktozaminy metoda
kolorymetryczna;

Life Technologies Polska Sp. Z o.0. (Warszawa, Polska) — zestaw do elektrotransferu

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

2.2.2. Materialy zuzywalne

Kuwety do pomiaru agregacji pochodzity z firmy LabiTec (Ahrensburg, Niemcy).
Proboéwki typu Eppendorf, proboéwki typu Falcon (15 1 50 ml), kuwety do pomiaréw
spektrofotometrycznych, 96-dotkowe ptytki hodowlane ptaskodenne, pipety, a takze
koncoéwki do pipet pochodzity z firmy Saersedt (Stare Babice, Polska). Probowki wirowkowe,
szkietka mikroskopowe podstawowe i1 nakrywkowe oraz inne drobne materiaty zuzywalne

dostarczono z firmy Medlab (Gdynia, Polska).

2.3. Aparatura

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

- Agregometr dwukanalowy 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
naktadka termostatyczng MultiTemplII (ThermoElectron, Niemcy);

- Termo wytrzgsarki: MixMate (Eppendorf, Niemcy); Termomixer Comfort
(Eppendorf, Niemcy); Termomixer Compact (Eppendorf, Niemcy); wytrzasarka typ 357
(Elpin+, Polska);

- Luminometr Junior (Berthold Technology, Niemcy); LS 55 z oprogramowaniem
FLWinLab® Version 4.00.02 (Perkin Elmer Instruments, USA);

- Zestaw do rozdziatu 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 zeli: UVITEC Allince 4.7 z oprogramowaniem UVIband®
(UVITEC, Wielka Brytania);

- Mikroskopy: mikroskop fluorescencyjny firmy Nikon (Precoptic Co, Warszawa,
Polska); odwrécony mikroskop fluorescencyjny 1X83 firmy Olympus (Olympus Polska Sp. z
0.0., 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 zdje¢ mikroskopowych Image J (Java, National Institutes of

Health, USA).

24. Izolacja krwinek plytkowych

2.4.1. Izolacja plytek krwi z kozuszkow leukocytarno-plytkowych (Michno,
2004)

Krwinki ptytkowe izolowano metodg wirowania rdéznicowego w temperaturze
pokojowej. Kozuszek leukocytarno-ptytkowy przenoszono do probowek typu Falcon,
zawierajgcych cytrynian sodu o koncowym stezeniu 3,20% oraz bufor PBS (2,70 mM KClI;
1,20 mM KH,POy4; 0,20 mM MgCl,; 150 mM NaCl; 7,40 mM NaH,PO4; pH=7,40), a
nastgpnie wirowano w temperaturze pokojowej przez 20 minut z predkosciag 100xg w
wirowce 25 Jouan CT 1000 (Thermo Scientific, Gliwice, Polska). Nastepnie, znad osadu,
ztozonego z osadzonych erytrocytéw i leukocytéw, zbierano osocze bogatoptytkowe (PRP) i
przenoszono do 15 ml probdéwek typu Falcon. Dodawano kwas cytrynowy (koncowe stgzenie
0,30 mM) w celu odwracalnego zahamowania aktywnos$ci 1 metabolizmu ptytek krwi, a
nastgpnie wirowano przez 15 minut z predkoscig 100xg w wiréwce MPW 223e (MPW-
Instruments, Warszawa, Polska). Po odwirowaniu, oczyszczony nadsacz bogatoplytkowy
przenoszono do $wiezych probowek typu Falcon i wirowano przez 15 minut z predkoscia

800xg.
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Uzyskane osocze zawieszano w buforze Tyroda, zawierajacym 150 mM NaCl; 5 mM
HEPES; 0,55 mM NaH,PO4 anh; 7 mM NaHCOs; anh; 2,70 mM KCI; 0,50 mM MgCl,; 50
mM glukoza; pH=7,40, natomiast nadsacz odrzucono. Liczbe plytek krwi oceniono w
hemocytometrze Superior (Marienfeld, Niemcy), po uprzednim zawieszeniu komoérek w 1%

roztworze siarczanu amonu.

2.4.2. Izolacja plytek krwi pobranych od pacjentow z cukrzyca i os6b zdrowych

Plytki krwi izolowano z krwi pelnej pobranej do proboéwek zawierajacych 3,20%
cytrynian sodu metoda wirowania roznicowego w temperaturze pokojowej przez 15 minut z
predkoscig 100xg, w wirdwce MPW 223e (MPW-Instruments, Warszawa, Polska). Osocze
bogatoptytkowe przenoszono znad warstwy osadzonych leukocytow 1 erytrocytow do
czystych probowek, dodawano kwas cytrynowy (koncowe stezenie 0,30 mM) i wirowano
przez 20 min z predkoscia 800xg. Nadsacz w postaci osocza ubogoptytkowego (PPP) zebrano
do probowek typu Eppendorf i zamrozono w temperaturze -20°C do momentu wykonania
oznaczenia st¢zenia fruktozaminy, natomiast uzyskane osocze bogatoplytkowe zawieszono w
buforze Tyroda.

Krwinki plytkowe zawieszano w 1% roztworze siarczanu amonu, a ich liczbe oraz
stopien zanieczyszczenia innymi parametrami morfologicznymi oceniono w hemocytometrze

Superior (Marienfeld, Niemcy).

2.4.3. Waeryfikacja procedury izolacji krwinek pltytkowych

Procedura izolacji ptytek krwi, opisana w podrozdziale ,,2.4.1. Izolacja ptytek krwi z

kozuszkow leukocytarno-ptytkowych” oraz ,2.4.2. Izolacja ptytek krwi pobranych od

pacjentdow z cukrzyca i 0sob zdrowych”, pozwolita na uzyskanie zawiesiny komorek,

minimalnie zanieczyszczonej pozostalymi elementami morfotycznymi (Tab. 1).
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Tabela 1. Sktad zawiesiny krwinek ptytkowych otrzymanych metoda wirowan réznicowych w

kozuszkach leukocytarno-ptytkowych i krwi petne;.

Kozuszki leukocytarno- Krwinki plytkowe izolowane z
Parametr
plytkowe krwi pelnej
PLT (x10%/ml) 3,20 £ 0,02 2,90+ 0,14
WBC (x10%/ml) 0,03 + 0,01 0,02 +0,01
RBC (x10%/ml) 0,05 + 0,02 0,04 + 0,02

Wyniki sg warto§ciami $rednimi + standardowy btad $redniej z 10 badan.

Liczba biatych i czerwonych krwinek stanowita odpowiednio 0,70 i 1,40% liczby
krwinek ptytkowych, wyizolowanych z proboéwek zawierajacych 3,20% cytrynian sodu. Dane
te wskazuja na znikomy stopien zanieczyszczenia plytek krwi innymi elementami

morfotycznymi.

2.4.4. Pordownanie funkcji plytek krwi pochodzacych z kozuszkow leukocytarno-

plytkowych i krwi pelnej

Oceny funkcji krwinek ptytkowych dokonano na podstawie pordéwnania zdolno$ci
ptytek krwi pochodzacych z kozuszkow leukocytarno-ptytkowych i1 krwi petnej do agregacji
trombinowej (konicowe stezenie 0,10 JM/ml) i kolagenowej (koncowe stezenie 5 pg/ml) (Tab.
2).
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Tabela 2. Porownanie agregacji plytek krwi izolowanych z kozuszkéw leukocytarno-

ptytkowych 1 pelnej krwi.

Kozuszki Krwinki plytkowe
Parametr
leukocytarno-plytkowe izolowane z krwi pelnej
Agregacja (0,1 JM/ml trombina) 81,70 £ 2,90% 79,90 £+ 2,50%
Agregacja (5 ng/ml kolagen) 72,60 +2,40% 70,90 +2,50%

Wyniki sg warto$ciami $rednimi + standardowy btad $redniej z 10 badan.

Nie wykazano réznic w procesie agregacji ptytek krwi, aktywowanej zaréwno
trombing (0,10 JM/ml), jak 1 kolagenem (5 pg/ml), pomie¢dzy analizowanym materiatem
biologicznym réznego pochodzenia. Jest to zgodne z raportem Reddoch i wsp., w ktorym
wykazano, iz morfologia krwinek ptytkowych, izolowanych z kozuszkow leukocytarno-
ptytkowych, jak tez ich zdolnos$¢ do agregacji zostaty zachowane nawet do pigtego dnia od
pobrania krwi od dawcow 1 mogg by¢ bezpiecznie przetaczane pacjentom [131, 132].

Dane te wskazuja, ze krwinki plytkowe, pochodzace z kozuszkéw leukocytarno-

ptytkowych, stanowig cenny materiat do ustalania warunkow prowadzonych doswiadczen.

2.5. Ocena parametrow laboratoryjnych

Parametry laboratoryjne, wykorzystane do oceny stanu klinicznego pacjentow, zostaly
wykonane w Centralnym Laboratorium Klinicznym Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego
w Gdansku, z zastosowaniem standardowych procedur analitycznych. Krew do badan byta
pobierana z zyty tokciowej, od oséb bedacych na czczo, w godzinach porannych. Badanie
morfologii krwi obwodowej wraz z oceng liczby ptytek (PLT) i ich $rednig objetoscig (MPV)
wykonano na analizatorze hematologicznym HMX (Beckman-Coulter, Miami, Florida, USA).

Oceng stezenia glukozy w osoczu krwi i profilu lipidowego dokonano przy uzyciu
komercyjnego zestawu, na analizatorze Architect 8000 (Abbott, Warszawa, Polska). Frakcje
LDL lipidow wyliczono ze wzoru Friedewalda. Oznaczanie hemoglobiny glikowanej (HbA )
przeprowadzono za pomocg 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 frakcje calkowitej albuminy w surowicy krwi, ktora ulegla
glikacji. Poniewaz okres poéttrwania albuminy wynosi okoto 20 dni, st¢zenie fruktozaminy
odzwierciedla 3 tygodniowe retrospektywne zmiany stezenia glukozy we krwi.

Osocze ubogoptytkowe (PPP), przygotowano zgodnie z podrozdzialem: ,2.4.2.
Izolacja ptytek krwi pobranych od pacjentow z cukrzyca i os6b zdrowych”, a nast¢pnie
postepowano zgodnie z protokotem dolagczonym do zestawu do oznaczania fruktozaminy
firmy Biorbyt (Cambridge, Wielka Brytania). Test opiera si¢ na bezposredniej redukcji
nitrotetraformazolu (NBT) do barwnego formazanu, w $rodowisku alkalicznym (pH=10,30).
Natezenie barwy jest wprost proporcjonalne do stezenia fruktozaminy w probee, ktorej
absorbancj¢ odczytano w spektrofotometrze VICTOR 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer
(Warszawa, Polska), przy dtugosci fali 530 nm. Wyniki wyrazano w umol/l, w odniesieniu do

krzywej wzorcowe;.

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

1981)

Krwinki ptytkowe, uzyskane z kozuszkéw leukocytarno-ptytkowych (Patrz rozdziat:
,»2.4.1. 1zolacja ptytek krwi z kozuszkow leukocytarno-ptytkowych”), zawieszono w buforze
Tyroda, uzyskujac stezenie koncowe 5x10° plytek/ml, po czym inkubowano z analizowanymi
zwigzkami wanadu: (koncowe stezenie 0,50 mM) 1 VCl; (koncowe stezenie 0,50 mM), przez
20 minut, w temperaturze 37°C. Nastepnie proby denaturowano kwasem sulfosalicylowym
(koncowe stezenia 5%), wytrzasano przez 15 minut w 4°C i wirowano przy 3500xg, w
temperaturze 4°C. Uzyskany nadsgcz przenoszono do probdéwek typu Eppendorf. Proby
zobojetniano 2 M NaOH do pH=7,40. Srodowisko do oznaczenia glutationu zawierato: 95
mM K,;HPOy; 0,95 mM EDTA; 0,031 mg.ml DTNB; 0,115 JM reduktazy glutationowe;.

Mieszanina reakcyjna do oznaczenia glutationu utlenionego nie zawierala reduktazy
glutationowej (o koncowym stezeniu 0,115 JM). Préby inkubowano 5 minut, po czym
dodawano 50 pl NADPH (o koficowym stezeniu 48 uM) w celu rozpoczecia reakcji.

Test opiera si¢ na bezposredniej redukcji NBT do barwnego formazanu. Natezenie

barwy jest wprost proporcjonalne do stezenia glutationu w probce, absorbancje ktorej
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odczytano w spektrofotometrze VICTOR 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer (Warszawa,
Polska), przy dtugosci fali 405 nm.

reduktaza
glutationowa
DTNB + H" » 2TNB + NADP"
GSSH/GSH

Wyniki odczytano w odniesieniu do krzywej wzorcowej, natomiast st¢zenie glutationu

zredukowanego wyliczono jako rdznice glutationu catkowitego i utlenionego.

2.7. Adhezja plytek krwi (Roberts, 2009)

Krwinki plytkowe izolowano zgodnie z podrozdziatem ,,2.4.2. Izolacja ptytek krwi
pobranych od pacjentéw z cukrzyca i oséb zdrowych” i zawieszano plytki w stezeniu
koncowym 3x10% ptytek/ml. Pomiaru adhezji dokonano na ptytkach 96-dotkowych, ktoére
byly optaszczone czynnikami adhezyjnymi aktywujacymi ptytki krwi w tym: kolagenem
(koncowe stezenie 5 ug/ml) oraz fibrynogenem (koncowe stezenie 250 pg/ml) 1 inkubowane
przez 24 godziny w temperaturze 4°C.

Kontrolg stanowity dotki pokryte 100% surowica bydleca (FBS, Fetal Bovine Serum).
Po optaszczeniu dotkow ptytek inkubacyjnych wybranymi czynnikami aktywujgcymi ptytki
krwi 1 przemyciem buforem PBS, dodawano 5% FBS 1 inkubowano przez 1 godzing w
temperaturze pokojowej, w celu zablokowania niespecyficznych miejsc wigzacych biatko.
Izolowane krwinki ptytkowe preinkubowano przez 20 min w temperaturze 37°C z RGDS
(koncowe stezenie 0,20 mM), czynnikiem zapobiegajacym agregacji aktywowanych krwinek
ptytkowych. Nastepnie do preinkubowanej zawiesiny ptytek krwi dodawano wybrane zwigzki
wanadu: BMOV (0,50 mM) 1 VCl; (0,50 mM). Tak przygotowang zawiesing plytek krwi
nanoszono na oplaszczone 96-dotkowe ptytki i inkubowano 30 minut w temperaturze 37°C.
Po zakonczonej inkubacji, ptytki przeptukano buforem PBS, celem usunigcia krwinek
ptytkowych, ktore nie ulegly adhezji. Nastepnie plytki krwi inkubowano w 150 pl mieszaniny
zawierajacej bufor cytrynianowy (32 mM kwas cytrynowy, 68 mM cytrynian sodu, pH=5,40),

Triton-X 100 (koncowe stgzenie 0,10%) oraz fosforan p-nitrofenylu (koncowe stezenie 5
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mM), przez 1 godzing, w warunkach bez dostepu $wiatla. Po godzinie przerywano reakcje

przez dodanie 100 pl NaOH (koncowe st¢zenie 2 M).

Intensywnos$¢ zoéltego zabarwienia prob, wprost proporcjonalna do aktywnosci
fosfatazy kwasnej, zostata odczytana spektrofotometrycznie, przy dtugosci fali 405 nm, w
aparacie VICTOR 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer (Warszawa, Polska). Dla kazdego
dwukrotnego oznaczenia prob wyliczono warto$¢ srednig, od ktorej odjeto absorbancj¢ proby,
inkubowanej w dotkach pokrytych 100% FBS, stanowigcej probe slepa.

Otrzymane wartosci zostalty wyrazone jako procent adhezji, gdzie wynik dla préb
kontrolnych, nie inkubowanych ze zwigzkami wanadu przedstawiono jako 100%. Uzyskane

wyniki zostaty przedstawione jako warto$¢ srednia + standardowy btad $rednie;.

2.8. Zmiana ksztaltu plytek krwi z zastosowaniem techniki fluorescencyjnej

Krwinki plytkowe izolowano zgodnie z podrozdziatem ,,2.4.2. Izolacja plytek krwi
pobranych od pacjentéw z cukrzyca i osob zdrowych”, uzyskujac stezenie koncowe 1x10’
ptytek/ml. Mikroskopowe szkietka podstawowe optaszczono kolagenem (koncowe st¢zenie 5
pg/ml), fibrynogenem (koncowe stezenie 250 pg/ml) i 100% FBS, stanowigcym kontrole
negatywna, nastgpnie inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 4°C. Nastepnie szkietka
przeptukano buforem PBS. Niespecyficzne miejsca wigzace biatko blokowano, inkubujac
ptytki inkubacyjne z 5% FBS przez 30 minut w temperaturze pokojowej i ponownie ptukano

4-krotnie w buforze PBS.

Krwinki ptytkowe, inkubowano ze zwigzkami wanadu BMOV (0,50 mM/ml) lub VCl;
(0,50 mM), przez 2 minuty, nastgpnie nanoszono na przygotowane wczesniej szkietka po 100
pl zawiesiny i inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C. Po uplywie tego czasu
szkietka przemywano 3-krotnie buforem PBS, w celu odptukania niezwigzanych krwinek
ptytkowych. Preparaty utrwalano 4% paraformaldehydem przez 15 minut, w temperaturze
pokojowej, 3-krotnie przeptukano buforem PBS i dodano 100 pl Triton-X 100 (koncowe
stezenie 0,30%). Po 5 min inkubacji w temp. pok. szkietka ponownie przemyto 3-krotnie
buforem PBS. Tak przygotowane preparaty mikroskopowe znakowano 100 pl falloidyna
FITC (koncowe stezenie 10 pug/ml), inkubujac przez 45 minut w temperaturze pokojowe;j, bez
dostepu $wiatla. Niezwigzany barwnik odplukano buforem PBS, a preparaty utrwalono

odczynnikiem Histomount i zabezpieczono szkietkiem nakrywkowym.
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Agregaty ptytkowe oceniano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego firmy Nikon
(Precoptic Co, Warszawa, Polska, obiektyw 40x), wyposazonego w kamere do wykonania
zdje¢ Digital Sight DS. 5Mc (Precoptic Co, Warszawa, Polska) oraz odwroconego
mikroskopu fluorescencyjnego I1X83 firmy Olympus (Warszawa, Polska; obiektyw 40x),
wyposazonego w kamere DP27 (Olympus Optical Co, Japan).

Wyniki analizowano na podstawie 10 zdje¢ wykonanych w reprezentacyjnych
czesciach preparatow z pomoca programu Image J (Java, National Institutes of Health,

America).

2.9. Tworzenie agregatow plytek krwi (Roberts, 2009)

Pomiaru tworzenia agregatow krwinek ptytkowych dokonano w analogiczny sposob,
jak w punkcie ,,2.7. Adhezja ptytek krwi (Roberts, 2009)”, z pomini¢gciem preinkubacji z
RGDS (koncowe stezenie 0,20 mM). Otrzymane wartosci wyrazono jako procent tworzenia
agregatow krwinek ptytkowych, a wynik dla prob kontrolnych, nie inkubowanych ze
zwiazkami wanadu, przedstawiono jako 100%. Uzyskane wyniki zostaly przedstawione jako

wartos¢ $rednia + standardowy btad $redniej.

2.10. Wplyw zwiazkéw wanadu na aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej

Istniejg roéwniez doniesienia na temat zdolnosci ortowanadanu sodu, w stezeniach
0,25-1 mM, do hamowania fosfatazy kwasnej w mysich neuronach cholinergicznych

neuroblastoma oraz ludzkich erytrocytach [133].
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Rycina. 2. Wpltyw zwigzkéw wanadu na aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej krwinek plytkowych.

Przedstawione wyniki sa warto$ciami $rednimi + standardowy blad S$redniej z 3 powtorzen.
Krwinki ptytkowe (3x10%/ml) byty aktywowane na powierzchni kolagenu (5 pg/ml) w 37°C
przez 30 min, lizowane Triton-X 100 (koncowe stezenie 0,10%), a nastgpnie inkubowane w
mieszaninie zawierajgcej bufor cytrynianowy (32 mM kwas cytrynowy, 68 mM cytrynian
sodu, pH=5,40), oraz fosforan p-nitrofenylu (koncowe stezenie 5 mM), przez 50 minut, w
warunkach bez dostepu $wiatta. Nastepnie dodawano do mieszaniny plytek 0,50 mM BMOV
lub 0,50 mM VClsna 10 min. Reakcje przerywano dodaniem 0,20 M NaOH.

Dlatego tez, w niniejszej pracy oceniano bezposredni wptyw 0,50 mM BMOV i 0,50
mM VCl; na aktywnos$¢ ptytkowej fosfatazy kwasnej (Ryc. 2).
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2.11. Tworzenie agregatow plytek krwi =z zastosowaniem techniki

fluorescencyjnej

Krwinki plytkowe izolowano zgodnie z podrozdziatem ,,2.4.2. 1zolacja ptytek krwi
pobranych od pacjentéw z cukrzyca i 0sob zdrowych”, uzyskujac stezenie koncowe 3x10°
ptytek/ml. Dalej postgpowano tak, jak w punkcie ,,2.9. Tworzenie agregatow plytek krwi
(Roberts, 2009)”.

Agregaty ptytkowe oceniano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego firmy Nikon
(Precoptic Co, Warszawa, Polska, obiektyw 40x), wyposazonego w kamer¢ do wykonania
zdje¢ Digital Sight DS. 5Mc (Precoptic Co, Warszawa, Polska) oraz odwroconego
mikroskopu fluorescencyjnego IX83 firmy Olympus (Warszawa, Polska; obiektyw 40x),
wyposazonego w kamere DP27 (Olympus Optical Co, Japan).

Wyniki analizowano na podstawie 10 zdje¢ wykonanych w reprezentacyjnych
czeSciach preparatow z pomocag programu Image J (Java, National Institutes of Health,

America).

2.12. Agregacja krwinek plytkowych (Born, 1962)

Zdolnos¢ ptytek krwi do agregacji oznaczono metoda turbidymetryczng, oparta na
pomiarze zmian nat¢zenia $wiatla, przechodzacego przez zawiesing plytek krwi, w
agregometrze dwukanalowym APACT — Automated Platelet Aggregation Coagulation Tracer
(Labor, Hamburg, Niemcy). Krwinki ptytkowe izolowano zgodnie z podrozdzialem ,,2.4.2.
Izolacja ptytek krwi pobranych od pacjentow z cukrzycg i osob zdrowych”, uzyskujac
stezenie koncowe 3x10° ptytek/ml. Pomiaru agregacji dokonano w komercyjnie dostepnych
kuwetach agregacyjnych z mieszadetkiem magnetycznym, w koncowej objetosci 300 pl
srodowiska, zawierajacego bufor Tyroda. Agregometr APACT kalibrowano wzgledem
powietrza, a nast¢pnie zawiesiny ptytek krwi.

Krwinki plytkowe poddawano 2 minutowe] preinkubacji w agregometrze, w
temperaturze 37°C, z analizowanymi zwigzkami wanadu: BMOV (0,50 mM) i VCI; (0,50
mM), przy stalym mieszaniu zawiesiny mieszadlem magnetycznym z predkoscia 3500xg, po
czym aktywowano trombing (0,10 JM/ml) i rejestrowano zmiany natezenia $wiatla
przechodzacego przez kuwete przez 12 minut. Wynik agregacji odczytywano co 2 minuty,

uzyskane wyniki wyrazono jako procent Swiatta przechodzacego przez badang probke.
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2.13.  Oznaczanie ATP (Gorman i wsp. 2003)

Izolowane krwinki ptytkowe pochodzace od oséb zdrowych i pacjentdw z cukrzyca,
zawieszano w buforze Tyroda, uzyskujac stezenie koncowe 3x10° ptytek/ml. Nastepnie phytki
krwi preinkubowano z peptydem antyagregacyjnym RGDS (koncowe st¢zenie 0,20 mM)
przez 20 minut, w 37°C, dodawano, po czym inkubowano ze zwigzkami wanadu: BMOV
(koncowe stgzenie 0,50 mM) i VCl; (koncowe stgzenie 0,50 mM), przez 20 minut, w
temperaturze 37°C. Tak przygotowane krwinki ptytkowe aktywowano trombing (koncowe
stezenie 0,10 JM/ml) przez 5 minut w 37°C.

Nastepnie proby wirowano przez 3 minuty, przy 3500xg, w temperaturze 4°C.
Uzyskany nadsacz przenoszono do $wiezych probowek typu Eppendorf, natomiast osad
zawieszano w wodzie destylowanej, w objetosci analogicznej do odebranego nadsaczu. Proby
gotowano przez 3 minuty w temperaturze 100°C, nastepnie zamrazano w -20°C i
przechowywano nie dluzej niz miesigc do momentu wykonania oznaczenia. W nadsaczu
oceniono ilo§¢ wydzielonego ATP, natomiast osad wykorzystano do pomiaréw
wewnatrzptytkowej puli ATP.

Pomiaru dokonano w obecno$ci lucyferyny, stanowiacej substrat dla enzymu
lucyferazy. Enzym ten katalizuje reakcje adenylacji lucyferyny przez ATP, co prowadzi do
powstania kwantu $wiatta, mierzonego luminometrycznie w luminometrze Junior (Berthold

Technology, Bad Wild-bad, Niemcy).

lucyferaza, Mg**

lucyferyna + ATP + O, ——  lucyferyna + AMP + pirofosforan + CO; + hv

Srodowisko inkubacyjne do pomiaru ATP (V,=0,20 ml) zawieralo w koncowej
objetosci: 25 mmol/l Tris-HCI (pH=7,80), 5 mmol/l MgCl,, 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 §rodowiska inkubacyjnego i1 prowadzono przez 10 sekund, nastepnie dodawano
0,02 ml badanej proby, ponawiajac pomiar. Zawartos¢ ATP w probach odczytano na

podstawie krzywej kalibracyjnej, a wynik zostat wyrazony w nmolach /mg biatka.
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2.14. Oznaczanie zawartosci tromboksanu A, (TXA;) metoda ELISA

Krwinki plytkowe izolowano zgodnie z podrozdziatem ,,2.4.2. Izolacja plytek krwi
pobranych od pacjentéw z cukrzyca i 0sob zdrowych”, uzyskujac stezenie koncowe 5x10°
ptytek/ml. Nastepnie postepowano zgodnie z protokotem opisanym w podrozdziale: ,,2.13.
Oznaczanie ATP (Gorman i1 wsp. 2003)”. Tak przygotowane proby wytrzasano z 5% TCA w
temperaturze 4°C przez 5 minut, celem odbialczenia, a nastepnie wirowano przez 3 minuty,
przy 3500xg, w temperaturze 4°C. Osad odrzucono, natomiast uzyskany nadsacz odbierano
do $wiezych proboéwek typu Eppendorf i zobojetniono poprzez dodanie NaOH (koncowe
stezenie 0,20 M). Uzyskany nadsacz przenoszono na komercyjnie dostepng ptytke 96-
dotkows i dalej postgpowano zgodnie z protokotem, dotaczonym do komercyjnie dostepnego
testu na tromboksan A, (TXA;), w oparciu o metode kompetycyjng ELISA. Zgodnie z zasada
reakcji kompetycji analog TXA,, znakowany biotyng, wigzat si¢ z awidyng, sprzezong z
peroksydaza chrzanowg, uniemozliwiajagc zwigzanie wolnego TXA,. Obserwowano zotte
zabarwienie prob, odwrotnie proporcjonalne do zawartosci wolnego TXA, w ptytkach krwi,
ktore odczytano w spektrofotometrze VICTOR 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer
(Warszawa, Polska), przy diugosci fali 450 nm. Wyniki odczytano na podstawie krzywej

standardowej, wyrazonej w skali logarytmicznej i wyrazono w ng/10°PLT.

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

metoda ELISA

Krwinki plytkowe izolowano zgodnie z podrozdziatem ,,2.4.2. Izolacja ptytek krwi
pobranych od pacjentéw z cukrzyca i osob zdrowych”, uzyskujac stezenie koncowe 3x10°
ptytek/ml. Nastgpnie postepowano zgodnie z protokolem opisanym w podrozdziale: ,,2.13.
Oznaczanie ATP (Gorman 1 wsp. 2003)”. Z tak przygotowanymi probami postgpowano jak w
podrozdziale: ,,2.14. Oznaczanie zawarto$ci tromboksanu A, (TXA;) metoda ELISA”.

Uzyskany nadsgcz nanoszono na komercyjnie dostepng ptytke 96-dotkowsa 1 dalej
postepowano zgodnie z protokotem dotgczonym do testu oznaczania cAMP, w oparciu o
metod¢ kompetycyjng ELISA.

W reakcji tej acetylotiocholina, zwigzana z analogiem cAMP ulegata przeksztatceniu
do kwasu 5-tio-2-nitrobenzoesowego (TNB), obserwowanego w postaci zottego zabarwienia

prob. Katalizatorem reakcji byta acetylocholinoesteraza (AChE).
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Zawarto§¢ TNB byla odwrotnie proporcjonalne do zawarto$ci wolnego cAMP w
ptytkach krwi, ktére odczytano spektrofotometrycznie, przy dtugosci 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, wyrazonej w skali

logarytmicznej i wyrazono w pmolach/10°PLT.

2.16.  PoliloSciowe oznaczanie ekspresji bialek regulujacych funkcje plytek krwi

metodg Western Blot (WB)

Krwinki plytkowe izolowano zgodnie z podrozdziatem ,,2.4.2. Izolacja ptytek krwi
pobranych od pacjentdw z cukrzyca i 0s6b zdrowych”, uzyskujac stezenie koficowe 5x10°
ptytek/ml. Nastepnie ptytki krwi preinkubowano z analizowanymi zwigzkami wanadu:
BMOV (0,50 mM) i VCl; (0,50 mM) przez 2 minut, w temperaturze 37°C, po wczes$niejszej
preinkubacji w obecnosci peptydu antyagregacyjnego RGDS (0,20 mM) i1 aktywowano
trombing (0,10 JM/ml).

Do zawiesiny ptytek krwi dodawano réwng objeto$¢ buforu lizujacego o nastepujacym
sktadzie: 50 mM Tris-HCL, 4% SDS, 20% glicerol 1 5% merkaptoetanol, do uzyskania
koncowego stezenia biatka 0,50-3 mg/ml. Proby zamrazano i przechowywano w temp -20°C
do momentu oznaczenia ( do 1-go miesigca).

Przed rozdziatem elektroforetycznym proby rozmrazano, gotowano w 100°C przez 10
min 1 nanoszono 10-60 pg lizatow komorkowych 1 10 ug mieszaniny bialek wzorcowych na
sciezki elektroforetyczne zelu. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przy uzyciu aparatu
Mini-Protean III (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) na poliakrylamidowym Zelu gradientowym
(4-20%, firmy Bio-Rad, Warszawa, Polska), ktory zanurzono w buforze rozwijajacym,
katodowo-anodowym, o sktadzie: 25 mmol/l Tris (pH=8,30), 192 mmoli/l glicyna i 0,10%

dodecylosiarczan sodu (SDS). Elektroforez¢ prowadzono w czasie 2 godzin, przy statym
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napigciu 90V, w temperaturze pokojowej, w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE).
Nastepnie przeprowadzono suchy elektrotransfer biatek na membrang z polifluorku
winylidenu (PVDF), przy napigciu 20V, w aparacie iBlot Dry Blotting System (Life
Technologies Co., USA), w czasie 8 minut i blokowano niespecyficzne miejsca wigzace
bialka na membranie, przez 90 min, w roztworze zawierajacym 10% roztwor albuminy
surowicy bydlecej (BSA) w buforze TBS-T o sktadzie: 25 mmol/l Tris-HCI (pH=7,40), 134
mmol/l NaCl, 3 mmol/l KC11 0,10% Tween 20. W kolejnym etapie membrang¢ PVDF ptukano
przez 5 minut buforem TBS-T i inkubowano przez noc w 4°C z wybranymi monoklonalnymi
lub poliklonalnymi mysimi i kroliczymi przeciwciatami 1°, zawieszonymi w 2% BSA
zgodnie z zaleceniami producentow, tj: anty-p-Akt (stezenie 1:1000), anty-p-VASP (stezenie
1:1000), anty-B-tubulina, (w stezeniu 1:1000), anty-p-RhoA (stg¢zenie 1:1000), anty-PKAc
alpha/beta/gamma (stgzenie 1:1000) i anty-p-MLC (stezenie 1:2500). Nastepnego dnia
membrang PVDF czterokrotnie ptukano po 15 minut w roztworze TBS-T 1 poddawano 2
godzinnej inkubacji, w temperaturze pokojowej, z odpowiednimi poliklonalnymi
przeciwciatami 2°, skoniugowanymi z fosfatazg alkaliczng i zawieszonymi w 2% BSA TBS.
Nastepnie btony 4-krotnie ptukano po 15 minut w roztworze TBS-T. W koncowym etapie
membrang poliwylidenowa inkubowano w buforze do detekcji fosfatazy alkalicznej,
chronionym przed $wiatlem, o sktadzie 100 mmoli/l Tris-HCI (pH=9,50), 100 mmol/l NaCl, 5
mmol/l MgCl,, 0,33 mg/ml NBT i 0,17 mg/ml BCIP, do momentu pojawienia si¢ prazkéw
biatek (okoto 15 minut).

2.17. Reaktywne zwigzki reagujace z kwasem tiobarbiturowym (TBARS)
(Panse i wsp., 1985)

Po zakonczeniu agregacji krwinek ptytkowych z dodatkiem trombiny (0,10 JM/ml), w
agregometrze, przez 12 minut, w temperaturze 37°C, proby odbiatczano przez dodanie 0,30
ml kwasu trichlorooctowego (stezenie koncowe 10%), nastepnie wytrzgsano przez 20 minut
w 4°C 1 wirowano przez 3 min, 3500xg, w temperaturze 4°C. Uzyskany nadsacz przenoszono
do $wiezych probowek typu Eppendorf, dodawano 200 pl 2% kwasu tiobarbiturowego 1
gotowano przez 15 minut w temperaturze 100°C. Absorbancj¢ mierzono metoda
kolorymetryczng wzgledem proby zerowej, na spektrofotometrze Shimadzu UV 1202
(Shimadzu Europa, Duisburg, Germany), przy dtugosci fali A=535 nm. Akumulacj¢ TBARS

wyrazono jako nmole/12min/mg bialka.

51



2.18.  Bialko calkowite (Bradford, 1976)

Zawarto$¢ biatka w plytkach krwi zostala oznaczono metoda wedlug Bradford
wzgledem krzywej kalibracyjnej, w zakresie stgzen 20-50 mg/ml immunoglobuliny ludzkie;j.
Do 50 pl wzorca badz proby badanej dodano 4,50 ml roztworu bigkitu brylantowego G-250,
inkubowano 10 minut i mieszano. Absorbancj¢ probek odczytywano w spektrofotometrze

Shimadzu UV 1202 (Shimadzu Europa, Duisburg, Niemcy), przy dlugosci fali A=578 nm.

2.19.  Oznaczanie aktywnosci enzymow krwinek plytkowych

Krwinki plytkowe izolowano zgodnie z podrozdziatem ,,2.4.2. Izolacja plytek krwi
pobranych od pacjentéw z cukrzyca i os6b zdrowych”, uzyskujac stezenie koncowe 3x10°
ptytek/ml, po czym inkubowano z analizowanymi zwigzkami wanadu: BMOV (0,50 mM) i
VCl; (0,50 mM) przez 2 minuty, w temperaturze 37°C, po wcze$niejszej preinkubacji z
RGDS (0,20 mM), a nastgpnie aktywowano trombing (0,10 JM/ml).

Tak przygotowang zawiesing ptytek krwi rozcienczano Tritonem X-100 (koncowe
stezenie 0,20%) i inkubowano przez 10 minut, w temperaturze 4°C. Pomiar aktywnosci
enzymow prowadzono w ciggu 2 godzin od zakonczenia 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 srodowiska inkubacyjnego (Vi=0,60 ml), zawierajacego: 100 mmol/l bufor Tris
HCI (pH=7,40), 5 mmol/l glukoze; 0,20 mmol/l MgCl,; 0,25 mmol/l NADPH; 1 J.M. GPDH,
dodawano 0,10 ml badanej proby, zawierajacej 0,05 mg biatka. Reakcje rozpoczynano
dodaniem ATP (o koncowym stgzeniu 1,20 uM/I) i mierzono wzrost absorbancji zwigzany z

redukcja NADPH, przy dtugosci fali A=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"

Aktywnos$¢ enzymu zostata wyrazona w nanomolach zredukowanego NADP/min/mg

biatka, na podstawie wspotczynnika absorbancji molowej dla NADP réwnej 6,22/mol/cm.

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

Do srodowiska inkubacyjnego (Vi=0,70 ml), zawierajagcego: 100 mmol/l bufor Tris
HCI (pH=7,40), 4 mmol/l MgCl,; 0,50 mmol/l NADP dodawano 0,10 ml badanej proby,
zawierajacej 0,05 mg bialtka. Reakcje zapoczatkowano poprzez dodanie glukozo-6-fosforanu
(o koncowym stezeniu 14 pM/l), przy dlugosci fali A=340 nm obserwujac przyrost
absorbancji, wynikajacej 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"

Aktywnos$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej wyrazono w nanomolach
zredukowanego NADP/min/mg biatka, na podstawie wspotczynnika absorbancji molowej dla

NADP rownej 6,22/mol/cm.

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

Do $rodowiska inkubacyjnego (Vi=1,00 ml), zawierajacego: 50 mmol/l bufor Tris-

HCl (pH=7,40), 2 mmol/l MgCl,, 0,10 mmol/l NADH 1 1 JM. dehydrogenazy
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izocytrynianowej, dodano 0,10 ml badanej proby, zawierajacej 0,20 mg biatka. Reakcje
zapoczatkowano dodaniem cis-akonitanu (o koncowym stezeniu 0,20 mM/]) i rejestrowano

wzrost absorbancji w temperaturze 37°C, przy dhugosci fali A=340 nm.

akonitaza
cis-akonitan + H,O » izocytrynian
dehydrogenaza
izocytrynianowa
izocytrynian + NADP" » a-ketoglutaran+ NADPH + H"

Aktywnos$¢ enzymu wyrazono w nmolach zredukowanego NADP/min/mg biatka na

podstawie wspotczynnika absorbancji molowej dla NADP, ktora wynosi 6,22/mol/cm.

2.19.4. Dehydrogenaza izocytrynianowa IDH [EC 1.1.1.42] (Plaut and Aogaichi,
1968)

Do srodowiska inkubacyjnego (V=0,60 ml), zawierajacego: 50 mmol/l bufor Tris-
HCI (pH=7,40), 0,60 mmol/l MgCl,, 0,50 mmol/l NADP, dodano 0,10 ml badanej proby,
zawierajacej 0,05 mg biatka i poddano wstgpnej inkubacji przez 5 minut w temperaturze
37°C. Reakcja zostala zapoczatkowana dodaniem D,L-izocytrynianu (o koncowym stezeniu
0,10 mM/1) i byta prowadzona w temperaturze 37°C przy dlugosci fali A=340 nm.
dehydrogenaza

izocytrynianowa

izocytrynian + NADP" » a-ketoglutaran+ NADPH + H"

Aktywno$¢ enzymu wyrazono w nmolach zredukowanego NADP/min/mg biatka na

podstawie wspotczynnika absorbancji molowej dla NADP, ktora 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 s$rodowiska inkubacyjnego (Vi=1,00 ml) zawierajacego: 125 mmol/l bufor Tris-
HCI (pH=7,40), 0,20 mmol/l NADH dodano 0,05 ml wody destylowanej oraz 0,15 ml badanej
proby, zawierajacej 0,05 mg biatka i inkubowano wstepnie 5 minut w temperaturze 37°C.
Reakcje rozpoczeto dodaniem pirogronianu sodu (o koncowym stezeniu 10 mM/I) i
prowadzono w temperaturze 37°C, mierzac spadek absorbancji, wynikajacy z utleniania

NADH przy dhugosci fali A=340 nm.

dehydrogenaza
mleczanowa

pirogronian + NADH + H" » mleczan + NAD"

Wynik wyrazono w postaci nmoli utlenionego NADH/min/mg biatka, na podstawie
molowego wspotczynnika absorbancji dla NADH: 6,22/mol/cm.

Aktywnos¢ enzymu LDH byla badana zarowno w ptytkach krwi, jak rowniez w
supernatantach, powstatych po zwirowaniu badanych préob, w celu oceny toksycznosci
zwigzkow wanadu. Probe reprezentujacg stuprocentowg $miertelnos¢ krwinek poddano

inkubacji z Tritonem X-100 (koficowe stezenie 0,20%) przez 15 minut, w temperaturze 4°C.

2.20. Dehydrogenaza bursztynianowa SDH [EC 1.3.5.1] (Wang, 2001)

Aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej mozna mierzy¢ posrednio poprzez

konwersje¢ MTT do krysztatoéw formazanu.

dehydrogenaza
bursztynianowa

bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5 » formazan
difenylotetrazoliowy (MTT)

Izolowane krwinki, w stezeniu 6x10’ ptytek/ml inkubowano z analizowanymi
zwigzkami wanadu: BMOV (0,50 mM) i VCI; (0,50 mM) przez 2 minuty, w temperaturze
37°C, po wczesniejszej preinkubacji z RGDS (0,20 mM) i aktywacji trombing (0,10 JM/ml).
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Tak przygotowang zawiesing ptytek krwi (200 pl) przenoszono na ptytke hodowlang
96 dotkowa i1 dodawano 10 pl MTT (o stezeniu wyjSciowym 5 mg/ml). Ptytki inkubowano
przez 3h, w 37°C bez dostepu $wiatla. Nastepnie dodawano 120 ul roztworu solubilizujgcego
(o sktadzie wyjsciowym: 50% DMEF i 20% SDS, pH=4,70). Cato$¢ inkubowano przez 12h w
temperaturze  37°C.  Plytki  wytrzgsano, a nastepnie  oznaczano absorbancje
spektrofotometrycznie, przy dlugosci fali 570 nm. w aparacie VICTOR 1420 Multilabel
Counter, PerkinElmer (Warszawa, Polska). Dla kazdego dwukrotnego oznaczenia prob
wyliczono warto$¢ $rednia, od ktorej odjeto absorbancje proby $lepej, mierzong przy dtugosci
fali 690 nm. Otrzymane warto$ci wyrazono jako procent aktywnos$ci, a wynik dla prob
kontrolnych, nie inkubowanych ze zwigzkami wanadu, przedstawiono jako 100%. Uzyskane

wyniki zostaly przedstawione jako warto$¢ §rednia + standardowy btad $rednie;j.

2.21.  Metody statystyczne

Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + standardowy btad sredniej (SEM). Do
oceny roznic statystycznie znamiennych miedzy grupa badang a kontrolng zastosowano test t-
studenta, a za najmniejszy znamienny poziom istotnosci réznicy uznano p<0,05.

Dystrybucja wynikow byta oceniana testem Kolmogorova-Smirnova; wartos¢ p>0,10
uznawano za wskaznik normalnej dystrybucji. Wspotzaleznos¢ pomiedzy analizowanymi
parametrami oceniano przy pomocy wspotczynnika korelacji liniowej z uzyciem testu
Pearsona.

Obliczenia statystyczne wykonano przy uzyciu programu Graph Pad Prism 5 (Graph

Pad Software, USA).
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3. CEL PRACY

Celem pracy byta weryfikacja hipotezy, ze zwigzki wanadu moga odgrywac istotng

role w regulacji metabolizmu 1 funkcji ptytek krwi u pacjentéw z cukrzyca typu 2.

W tym celu:

e Poréwnano wpltyw zwigzkéw wanadu na funkcje ptytek krwi u oséb zdrowych 1
pacjentdw z cukrzyca typu 2.

e Zbadano wplyw zwigzkow wanadu: organicznego BMOV i nieorganicznego VCl; na
wybrane szlaki metaboliczne przekazywania sygnatu oraz metabolizm energetyczny

ptytek krwi u 0séb zdrowych oraz pacjentow z cukrzyca typu 2.
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka parametrow demograficznych i metabolicznych osob

zdrowych i pacjentow z cukrzyca

Uzyskane wyniki parametréw metabolicznych u pacjentow z cukrzyca oceniane byty
w oparciu o stanowisko Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego (PTD), opublikowanego
w 2018 roku, dotyczacego celow w leczeniu cukrzycy (Supl. 1). Analizujac dane
epidemiologiczne pacjentow z cukrzyca, nalezy bra¢ pod uwage jej ztozony patomechanizm i
dhugoletni rozwdj, znacznie utrudniajagcy oszacowanie momentu zachorowania [ 134, 135].

Sredni wiek pacjentéw z cukrzyca typu 2 byt skorelowany odpowiednio z wiekiem

0s0b zdrowych (Tab. 3).
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Tabela 3. Parametry demograficzne i laboratoryjne gospodarki weglowodanowej i lipidowej

0s6b zdrowych i1 pacjentow chorych na cukrzyce typu 2.

Osoby zdrowe Pacjenci z cukrzycg typu 2
Parametr
K/M K/M
Kobiety/Mezczyzni
Liczba oséb badanych 27/31 31/32
Wiek (lata) 63,30+1,60 65,90+1,60
Czas trwania choroby ]
nie dotyczy 14,00+2,30
(lata)
Glukoza (mg/dl) 89,90+3,40 135,40+7,10%“
Hemoglobina glikowana
<5,90 7,70+0,60
HbA]c (%)
Fruktozamina (umol/l) 176,80+9,40 374,50+13,30%“
Cholesterol calkowity
168,00+8,50 165,10+10,40
(mg/dl)
Cholesterol LDL (mg/dl) 81,70£5,10 85,30£8.50
Cholesterol HDL (mg/dl) 40,70+2,30 41,80+2,40
Trojglicerydy (mg/dl) 82,70+4,10 170,50+22,60%“*

Przedstawione wyniki sg wartosciami §rednimi + standardowy biad $redniej z liczby badan
podanej w tabeli. Warto§¢ hemoglobiny glikowanej w grupach oséb zdrowych jest zgodna z
przyjetym zakresem wartos$ci referencyjnych. Wartosci znamiennie rézne od kontroli w
grupie 0s6b zdrowych: “*p<0,005, ““4p<0,001.

Stezenie glukozy w osoczu u pacjentéw z cukrzyca byto znamiennie wyzsze, o 51%
(p<0,005), wzgledem grupy osob zdrowych (Tab. 3). Jednoczesnie, u 22% z cukrzyca (11%
kobiet 1 11% mezczyzn), stezenie glukozy we krwi bylo ponizej 99 mg/dl, zgodnie ze
stanowiskiem Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego 2018 (Tab. 3, Supl. 1). Stezenie
hemoglobiny glikowanej (HbA,.) przekroczylo cel ogoélny o 31% (p<0,05), u chorych na
cukrzyce, wg PTD dla HbA.: <7,00% u 54% pacjentéw z cukrzyca (27% kobiet i 27%
mezczyzn) (Ryc. 3A, Supl. 1). Jednakze, zgodnie z obowigzujaca obecnie zasadg
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indywidualizacji celéw terapii w cukrzycy, zakres wartosci referencyjnych nalezy
rozpatrywa¢ w szerokim spektrum, a wynik kazdego pacjenta ocenia¢ indywidualnie (PTD
2018). Jednoczesnie, u 10% oséb zdrowych, wartosci HbA . przekroczyty poziom zalecany
dla 0s6b zdrowych (Ryc. 3A, Supl. 1).

Poziom odcigcia dla fruktozaminy, drugiego parametru retrospektywnej oceny
glikemii, ustalono dla wartosci 285 umol/l (Ryc. 3B). Stezenie fruktozaminy bylo znamiennie
wyzsze o 112% (p<0,001), u chorych na cukrzyce, wzgledem grupy osob zdrowych (Ryc. 3B,
Supl. 1). Jednoczesnie, poziom odcigcia dla fruktozaminy byt przekroczony (Ryc. 3B) u 50%
pacjentow z cukrzycg (25% kobiet 1 25% mezczyzn) (Ryc. 3B).
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Rycina 3. Dystrybucja parametrow retrospektywnej oceny glikemii: st¢zenia Hba;. we krwi
(A) 1 fruktozaminy w osoczu (B) 0sdb zdrowych i pacjentéw chorych na cukrzyceg.

Przedstawione wyniki sg wartosciami $rednimi + standardowy blad $redniej z liczby badan,
podanej w tabeli. Wartosci znamiennie rézne od kontroli w grupie osob zdrowych: “p<0,05,

&8&5<0,001.

Stezenie cholesterolu catkowitego, frakcji LDL i HDL byty zblizone w grupie osob
zdrowych 1 pacjentow z cukrzyca (Tab. 3). Stezenie trojglicerydow bylo natomiast
znamiennie wyzsze o 106% (p<0,001) w grupie pacjentow z cukrzyca, wobec grupy osob
zdrowych (Tab. 2).

Uwzgledniajac zakres wartos$ci rekomendowanych przez PTD, prawidlowe wartosci
cholesterolu catkowitego (cholesterol calkowity: <175 mg/dl) obserwowano jedynie u 21%
pacjentow z cukrzyca (10% kobiet i 11% mezczyzn) (Tab. 3, Supl. 1). Frakcja LDL, w
zakresie warto$ci referencyjnych (cholesterol frakcja LDL: <70 mg/dl) wystepowala u 6%
pacjentow z cukrzyca (3% kobiet i 3% mezczyzn) (Tab. 3, Supl. 1). Natomiast cholesterol
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frakcji HDL w zakresie warto$ci referencyjnych (cholesterol frakcja HDL: >40 mg/dl)
obserwowano jedynie u 25% pacjentow z cukrzyca (16% kobiet i 9% megzczyzn) (Tab. 3,
Supl. 1). Wartosci TG w zakresie wartosci rekomendowanych wg PTD (TG: < 150 mg/dl)
obserwowano u 19% pacjentow z cukrzyca (8% kobiet 1 11% mezczyzn) (Tab. 3, Supl. 1).

4.2. Korelacja pomiedzy stezeniem glukozy w osoczu, a agregacja plytek krwi

osob zdrowych i pacjentow z cukrzyca

Wykazano znamienne korelacje pomig¢dzy stezeniem glukozy w osoczu a agregacija
ptytek krwi, indukowang trombing (0,10 JM/ml) w 12 minucie, u oséb zdrowych oraz u
pacjentéw z cukrzyca (Ryc. 4A i B).
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Rycina 4. Korelacja pomigdzy st¢zeniem glukozy w osoczu, a agregacja krwinek ptytkowych.

Dane z Tab. 2, A i B-30 par pomiarow. Warunki do$wiadczalne jak w opisie Tabeli 1.
Znamienno$¢ korelacji pomiedzy stezeniem glukozy w osoczu a agregacja ptytek krwi

(trombina 0,10 JM/ml) u oséb zdrowych byta podobna do tej u pacjentdw z cukrzyca (Ryc.
4A 1 B).
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4.3. Toksycznos¢ i wplyw zwiazkow wanadu na integralnos¢ blon plytek krwi

Szereg doniesien naukowych i1 badan epidemiologicznych wskazuje na toksyczne
dziatanie wysokich stezen zwigzkow wanadu na tkanki i narzady [94, 136]. Dlatego tez, przed
przystapieniem do analizy wplywu wybranych stezen zwigzkow wanadu na funkcje i
metabolizm ptytek krwi, oceniono ich potencjalng cytotoksycznos¢ i zdolnos¢ do
dezintegracji komoérkowej. W tym celu inkubowano ptytki krwi z wybranymi stezeniami
zwigzkéw wanadu i oceniano aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w $rodowisku
pozakomorkowym, co umozliwia ocen¢ dezintegracji bton komorkowych wskutek ich
uszkodzenia [137]. Dodatkowo analizowano aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowe;j
(jako test MTT), ktory umozliwia oceng aktywnosci cytotoksycznej zwigzkdéw in vitro (Wang
2001). Dokonano réwniez oceny stezenia zredukowanego glutationu (GSH), stanowigcego

jeden z istotnych i nieenzymatycznych czynnikéw antyoksydacyjnych w komoérkach [138].
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Rycina. 5. Toksycznos$¢ i wptyw zwigzkow wanadu na integralno$¢ bton ptytek krwi.

Przedstawione wyniki sg warto$ciami $rednimi + standardowy btad $redniej z 3-5 powtdrzen.
Kontrole stanowity krwinki ptytkowe (A: 3x10%ml, B: 3x10°/ml, C: 6x107/ml),
preinkubowane w 37°C, przez 20 min z 0,20 mM RGDS i aktywowane 0,10 JM/ml trombina.
A) Aktywnos¢ LDH oceniono w odniesieniu do kontrolnej 100% lizy krwinek ptytkowych z
uzyciem 0,20% Tritonu. B) Zawarto$¢ glutationu zredukowanego obliczono jako réznice
pomigdzy zawartoscig glutationu catkowitego i utlenionego. C) Aktywno$¢ catkowitego SDH
(jako test MTT).

W warunkach kontrolnych, aktywnos¢ LDH w $rodowisku pozakomoérkowym
wynosita 96,60 = 17,70 nmoli/min/mg biatka, natomiast w przestrzeni wewnatrzkomoérkowe;j
wynosita 1701 +£129,80 nmoli/min/mg biatka. Tak wiec, w warunkach kontrolnych aktywnos$¢
LDH w $rodowisku pozakomoérkowym nie przekraczata 5%.

Nie obserwowano réznic w aktywnosci LDH w nadsaczu plytek krwi po zastosowaniu
zarowno BMOV (0,50 mM), jak i VCl; (0,50 mM), w porownaniu do kontroli (Ryc. 5A).

Zawarto$¢ zredukowanego glutationu (GSH) w warunkach kontrolnych stanowita
52,10 + 12,90 nmoli/10° PLT (Ryc. 5B). Po inkubacji krwinek ptytkowych z organicznym
BMOV (0,50 mM) i nieorganicznym VCl; (0,50 mM) zawarto$¢ zredukowanego GSH nie
ulegata istotnej zmianie (Ryc. 5B).

Zarowno BMOV (0,50 mM), jak 1 VCI;3 (0,50 mM) nie wplywaly na aktywnos$¢
dehydrogenazy bursztynianowej (test MTT), co §wiadczy, ze uzyte stezenia nie wykazujg
wlasciwosci cytotoksycznych w stosunku do plytek krwi (Ryc. 5C).

Podsumowujac, zwiazki wanadu w uzytych st¢zeniach nie wptywaty na

przezywalno$¢, potencjat antyoksydacyjny plytek krwi oraz integralno$¢ ich blony

komorkowej (Ryc. 5).
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4.4. Wplyw zwiazkow wanadu na funkcje plytek krwi osob zdrowych i

pacjentow z cukrzyca

Nieliczne dane literaturowe wskazuja, ze zaré6wno organiczne, jak 1 nieorganiczne
zwigzki wanadu moga regulowa¢ funkcje krwinek ptytkowych, jednakze mechanizm ich
dzialania wcigz nie jest wyjasniony [3, 91]. Niektérzy badacze sugeruja, ze
przeciwzakrzepowe wilasciwosci zwigzkow wanadu s3 zwigzane z ich wplywem na aktywacje
proceséw sygnalizacji wewnatrzptytkowej, zaleznej od cAMP/PKA i prowadzacej do
hamowania aktywnosci ptytek krwi [93].

W celu weryfikacji hipotezy, ze zwigzki wanadu hamujg funkcje krwinek ptytkowych
u pacjentow z cukrzyca, dokonano analizy adhezji, zmiany pola powierzchni phytek,
tworzenia agregatow plytkowych na powierzchni kolagenu (5 pg/ml) i fibrynogenu (250
pg/ml) oraz agregacji po zastosowaniu trombiny (0,10 JM/ml), w obecno$ci organicznego

BMOV (0,50 mM) i nieorganicznego VCls (0,50 mM).

4.4.1. Wplyw zwigzkéw wanadu na adhezj¢ krwinek plytkowych na powierzchni

kolagenu i fibrynogenu u os6b zdrowych i pacjentéw z cukrzycg typu 2

Adhezja krwinek ptytkowych na powierzchni kolagenu (5 pg/ml) byta podobna u 0s6b
zdrowych i1 pacjentow z cukrzycg typu 2 (Ryc. 6A).

BMOV (0,50 mM) w tych warunkach, hamowat adhezje o 93% (p<0,001) w grupie
0s6b zdrowych (Ryc. 6A). Nie obserwowano réznic w adhezji po zastosowaniu VCl; (0,50
mM) w grupie oso6b zdrowych (Ryc. 6A).

U pacjentdw z cukrzyca typu 2, BMOV (0,50 mM) redukowatl adhezj¢ ptytek krwi na
powierzchni kolagenu o 92% (p<0,001) (Ryc. 6A). Z drugiej strony VCls (0,50 mM)
zwickszat adhezje ptytek krwi o 55% (p<0,05) u pacjentow z cukrzycg (Ryc. 6A).
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Rycina 6. Wptyw zwigzkéw wanadu BMOV 1 VCl; na adhezje krwinek ptytkowych na
powierzchni kolagenu (5 pg/ml) i fibrynogenu (250 pg/ml).

Przedstawione wyniki sg warto$ciami $rednimi + standardowy btad S$redniej z 15-20
powtorzen. Krwinki ptytkowe (3x10%/ml) byty preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS
(0,20 mM), nastepnie inkubowane przez 2 minuty, w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM
BMOV lub 0,50 mM VCls, a nast¢pnie aktywowane na powierzchni kolagenu (5 pg/ml) lub
fibrynogenu (250 pg/ml), w 37°C przez 30 min. Warto$ci znamiennie rézne od kontroli:
*p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001.

Adhezja krwinek plytkowych na powierzchni fibrynogenu (250 pg/ml) u pacjentow z
cukrzycg byta porownywalna do adhezji krwinek ptytkowych u 0s6b zdrowych (Ryc. 6B).

BMOV (0,50 mM), hamowat adhezje plytek krwi o 89% (p<0,001), w grupie osob
zdrowych, wzgledem kontroli bez zwigzkéw wanadu (Ryc. 6B). Natomiast nie obserwowano
réznic w adhezji po zastosowaniu VCl; (0,50 mM) w grupie osoéb zdrowych, wzgledem
kontroli bez zwigzkéw wanadu (Ryc. 6B).

W przypadku pacjentow z cukrzycag, BMOV (0,50 mM) redukowal adhezje ptytek
krwi na powierzchni fibrynogenu o 96% (p<0,001), wzgledem kontroli bez zwigzkéw wanadu

(Ryc. 6B). Natomiast VCl; (0,50 mM) zwigkszal adhezj¢ ptytek krwi o 90% (p<0,005), w

grupie pacjentdow z cukrzyca, wobec kontroli bez zwigzkéw wanadu (Ryc. 6B).

Wyniki te wskazuja, ze na powierzchni kolagenu i fibrynogenu organiczny BMOV
redukowat w podobnym stopniu adhezje ptytek krwi zaro6wno u osob zdrowych, jak i

pacjentow z cukrzyca. Natomiast nieorganiczny VCl; nie miat wptywu na proces adhezji
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ptytek krwi pochodzacych od oséb zdrowych, jednakze zwigkszat adhezje ptytek krwi w

cukrzycy (Ryc. 6A 1 B).

4.4.2. Wplyw zwigzkow wanadu na pole powierzchni krwinek plytkowych,

aktywowanych kolagenem i fibrynogenem u oséb zdrowych i pacjentow z

cukrzyca typu 2

Pole powierzchni krwinek ptytkowych, aktywowanych kolagenem (5 pg/ml) byto
poréwnywalne w obu badanych grupach.(Ryc. 7A i B).

BMOV (0,50 mM) istotnie hamowat zdolno$¢ krwinek ptytkowych do zmiany ksztattu
na powierzchni kolagenu (5 upg/ml.). W tych warunkach obserwowano spadek pola
powierzchni krwinek ptytkowych u osob zdrowych o 76% (p<0,001) (Ryc. 7A 1 B).

Zastosowanie VCl; (0,50 mM) nie miato wpltywu na zmian¢ pola powierzchni krwinek

ptytkowych, izolowanych od 0séb zdrowych (Ryc. 7A i B).

A)
Kontrola 0,50 mM BMOV 0,50 mM VCl;
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Ryc. 7. Wplyw zwigzkow wanadu BMOV i1 VCI; na pole powierzchni krwinek plytkowych,
aktywowanych kolagenem (5pg/ml).

A) Krwinki ptytkowe (1x107/ml) byty znakowane 10 uM falloidyna, w 37°C przez 30
min. Zdjecia wykonane przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon ECLIPSE E200
(Precoptic Co, Warszawa, Polska) sa reprezentatywne dla 3 niezaleznych do$wiadczen
(powigkszenie 100x).

B) Przedstawione wyniki sa warto§ciami §rednimi + standardowy btad $redniej z 15-20
powtorzen. Krwinki ptytkowe (1x107/ml) byly inkubowane przez 2 minuty, w warunkach
kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM VCIs, a nastgpnie aktywowane na
powierzchni kolagenu (5 pg/ml) w 37°C przez 30 min. Wartosci znamiennie rézne od
kontroli: *p<0,05, ***p<0,001.

Podobnie u pacjentow z cukrzyca, na powierzchni kolagenu (5 pg/ml), BMOV (0,50
mM) istotnie hamowat zdolno$¢ krwinek ptytkowych do zmiany ksztattu o 68% (p<0,001),
wzgledem kontroli bez zwigzkéw wanadu (Ryc. 7A 1 B). Jednoczesnie, VCl; (0,50 mM)
istotnie nasilat zdolno$¢ krwinek ptytkowych do zmiany ksztattu o 33% (p<0,05) w grupie

pacjentow z cukrzyca (Ryc. 7A 1 B).

Pole powierzchni krwinek ptytkowych, aktywowanych fibrynogenem (250 pg/ml)

byla porownywalne w grupie osob zdrowych oraz oséb z cukrzyca (Ryc. 8A i B).
W tych warunkach dos$wiadczalnych, BMOV (0,50 mM) istotnie zmniejszal pole
powierzchni krwinek ptytkowych u oséb zdrowych o 58% (p<0,005), wzgledem kontroli bez
67



Zdrowi

Cukrzycy

zwigzkoéw wanadu (Ryc. 8A i B). Natomiast VCl; (0,50 mM) w tych warunkach nie wptywat
na zmiang pola powierzchni krwinek plytkowych osob zdrowych (Ryc. 8A 1 B).

0,50 mM VCl;

A)
Kontrola 0,50 mM BMOV
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Rycina 8. Wptyw zwigzkéw wanadu BMOV 1 VCI; na pole powierzchni krwinek
ptytkowych, aktywowanych fibrynogenem (250 pg/ml).

(A) Krwinki ptytkowe (1x10/ml) byty znakowane 10 uM falloidyng, w 37°C przez 30
min. Zdjecia wykonane przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon ECLIPSE E200
(Precoptic Co, Warszawa, Polska) sg reprezentatywne dla 3 niezaleznych dos$wiadczen
(powigkszenie 100x).

(B)  Przedstawione wyniki sg warto$ciami $rednimi + standardowy btad $redniej z 15-20
powtorzen. Krwinki ptytkowe (1x107/ml) byly inkubowane przez 2 minuty, w warunkach
kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV Iub 0,50 mM VClIs, a nastgpnie aktywowane na
powierzchni fibrynogenu (250 pg/ml) w 37°C przez 30 min. Warto$ci znamiennie rézne od
kontroli: **p<0,005.

Podobnie, u pacjentow z cukrzyca typu 2, BMOV (0,50 mM) istotne zmniejszat pole
powierzchni krwinek ptytkowych o 77% (p<0,001) (Ryc. 8A 1 B). Natomiast VCl; (0,50 mM)
nie wykazal wplywu na zmiang pola powierzchni krwinek ptytkowych u tych pacjentow (Ryec.
8A 1B).
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4.4.3. Wplyw zwiazkow wanadu na tworzenie agregatow krwinek plytkowych na

powierzchni kolagenu i fibrynogenu u osob zdrowych i pacjentow z cukrzyca

Tworzenie agregatow ptytkowych na powierzchni kolagenu (5 pg/ml) u pacjentdéw z
cukrzycg byto wieksze o 51% (p<0,05) wzgledem 0s6b zdrowych (Ryc. 9A 1 B).

BMOV (0,50 mM) istotnie redukowat zdolnos¢ krwinek ptytkowych oséb zdrowych
do tworzenia agregatow plytkowych 96% (p<0,001), wzgledem kontroli bez zwigzkéw
wanadu (Ryc. 9A i1 B). Nie obserwowano wptywu VCl; (0,50 mM) na tworzenia agregatow

ptytkowych u 0so6b zdrowych (Ryc. 9A 1 B).
A)
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Rycina 9. Wplyw zwigzkow wanadu BMOV 1 VCI; na tworzenie agregatéw ptytkowych na
powierzchni kolagenu (5 pg/ml).

(A)  Krwinki ptytkowe (3x10%/ml) byty znakowane 10 uM falloidyna, w 37°C przez 30
min. Zdjecia wykonane przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon ECLIPSE E200
(Precoptic Co, Warszawa, Polska) sg reprezentatywne dla 3 niezaleznych do$wiadczen
(powigkszenie 20x).

(B)  Przedstawione wyniki sg warto$ciami $rednimi + standardowy btad $redniej z 15-20
powtorzen. Krwinki ptytkowe (3x10%/ml) byly inkubowane przez 2 minuty, w warunkach
kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV Iub 0,50 mM VClIs, a nastgpnie aktywowane na
powierzchni kolagenu (5 pg/ml) w 37°C przez 30 min. Wartosci znamiennie rézne od
kontroli: ***p<0,001. Warto$ci znamiennie rézne od grupy 0séb zdrowych: p<0,05.

BMOV (0,50 mM) zmniejszal rowniez zdolnos¢ krwinek ptytkowych, izolowanych od
pacjentow z cukrzyca, do tworzenia agregatOw na powierzchni kolagenu (5 ug/ml), 97%
(p<0,001) (Ryc. 9A i B). Natomiast VCl; (0,50 mM) nie mial wptywu na tworzenie
agregatow krwinek ptytkowych pacjentow z cukrzyca (Ryc. 9A i B).

Wyniki te wskazuja, ze BMOV silniej redukowat tworzenie agregatow na powierzchni
kolagenu oraz liczbe plytek krwi, zaangazowanych w tworzenie tych agregatéw u pacjentow z
cukrzyca. (Ryc. 9A i B). Jednocze$nie, w tych samych warunkach doswiadczalnych, VCl; nie
miat istotnego wplywu na tworzenie agregatow ptytek krwi u osob zdrowych i1 pacjentow z
cukrzyca. Jednakze wielkos$¢ agregatéw ptytek krwi i polaczen miedzy nimi, po zastosowaniu

VCl; ulegta redukeji, zard6wno u 0s6b zdrowych, jak i pacjentdw z cukrzyca (Ryc. 9A i B).
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Agregacja krwinek ptytkowych na powierzchni fibrynogenu (250 pg/ml) byla wyzsza
u pacjentow z cukrzyca o 53% (p<0,05), wzgledem kontroli oséb zdrowych (Ryc. 10A 1 B).

W tych samych warunkach doswiadczalnych, BMOV (0,50 mM) istotnie redukowat
zdolnosci krwinek plytkowych oséb zdrowych do tworzenia agregatow ptytkowych o 92%
(p<0,001), wzgledem kontroli bez zwigzkéw wanadu (Ryc. 10A i B). VCI; (0,50 mM) nie

miat wptywu na tworzenie agregatéw ptytkowych zaréwno u 0s6b zdrowych, wobec kontroli
bez zwigzkow wanadu (Ryc. 10A i B).
A)

Kontrola 0,50 mM BMOV 0,50 mM VCl;
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Rycina 10. Wptyw zwiazkoéw wanadu BMOV 1 VCl; na tworzenie agregatow ptytkowych na
powierzchni fibrynogenu (250 pg/ml).

(A)  przedstawione wyniki sa warto$ciami Srednimi + standardowy btad $redniej z 10
powtérzen. Krwinki ptytkowe (3x10%/ml) byly znakowane 10 pM falloidyna, w 37°C przez
30 min. Zdjecia wykonane przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon ECLIPSE E200
(Precoptic Co, Warszawa, Polska) sa reprezentatywne dla 3 niezaleznych doswiadczen
(powigkszenie 20x).

(B)  Przedstawione wyniki sg warto$ciami $rednimi + standardowy btad $redniej z 15-20
powtérzen. Krwinki ptytkowe (3x10%/ml) byly inkubowane przez 2 minuty, w warunkach
kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM VCIs, a nastgpnie aktywowane na
powierzchni fibrynogenu (250 pg/ml) w 37°C przez 30 min. Warto$ci znamiennie rozne od
kontroli: ***p<0,001. Warto$ci znamiennie rézne od grupy oséb zdrowych: p<0,05.

U pacjentéw z cukrzycag, BMOV (0,50 mM) istotne hamowat tworzenie agregatow
ptytkowych na powierzchni fibrynogenu (250 pg/ml) o 96% (p<0,001) (Ryc. 10A i B). W
tych samych warunkach, zastosowanie VCl; (0,50 mM) nie miatlo wpltywu na tworzenie
agregatow krwinek plytkowych pacjentéw z cukrzyca (Ryc. 10A 1 B).

Podsumowujagc, BMOV w podobnym stopniu redukowat tworzenie agregatow
ptytkowych na powierzchni kolagenu i fibrynogenu u 0s6b zdrowych 1 pacjentow z cukrzyca.

Natomiast VCI; nie wptywal na agregacje ptytek krwi zardwno aktywowanych kolagenem jak
i fibrynogenem w obu badanych grupach.
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4.4.4. Wplyw zwiazkow wanadu na agregacje¢ krwinek plytkowych indukowana

trombing u osob zdrowych i pacjentow z cukrzyca typu 2

W poczatkowej, 2 minucie agregacji indukowanej trombing (0,10 JM/ml), agregacja
krwinek ptytkowych byta podobna w grupie 0s6b zdrowych i pacjentdw z cukrzyca typu 2
(Ryc. 11).

Organiczny BMOV (0,50 mM) hamowat agregacje ptytek krwi, izolowanych od oséb
zdrowych o 39% (p<0,05), wzgledem kontroli bez zwigzkéw wanadu (Ryc. 11A). W tych
samych warunkach, nieorganiczny VCls (0,50 mM) redukowal agregacje plytek krwi,
izolowanych od 0séb zdrowych o 57% (p<0,005), wzgledem kontroli bez zwigzkoéw wanadu
(Ryc. 11A).

Natomiast u pacjentéw z cukrzyca organiczny BMOV (0,50 mM) hamowat agregacje
ptytek krwi (trombina 0,10 JM/ml) o 81% (p<0,001), wzgledem kontroli bez zwigzkéw
wanadu (Ryc. 11A). VCl; (0,50 mM) redukowal agregacje ptytek krwi indukowang trombing
(0,10 JM/ml) w grupie pacjentdow z cukrzyca o 38% (p<0,05), wzgledem kontroli bez
zwigzkow wanadu (Ryc. 11A).

Wyniki te wskazuja, ze w poczatkowej fazie agregacji (2 min) BMOV (0,50 mM)
silniej, za§ VCl; (0,50 mM) stabiej, redukowaly agregacj¢ plytek krwi u pacjentow z

cukrzyca, w porownaniu do osob zdrowych (Ryc. 11A).
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Rycina 11. Wplyw zwiazkow wanadu BMOV i VCI; na agregacj¢ krwinek ptytkowych
aktywowanych trombing, w 2 minucie — A i w 12 minucie — B.

Przedstawione wyniki s3 warto§ciami S$rednimi =+ standardowy btad S$redniej z 21-37
powtérzen. Krwinki ptytkowe (3x10%/ml) byly inkubowane przez 2 minuty, w warunkach
kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM VClj, a nastgpnie aktywowane trombing
(0,10 JM/ml). Warto$ci znamiennie rézne od kontroli: *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001.
Warto$ci znamiennie rézne od grupy 0séb zdrowych: "p<0,05.

W koncowym etapie agregacji (12 min) indukowanej trombing (0,1 IU/ml),
obserwowano znamiennie wyzszg agregacj¢ u pacjentow z cukrzyca typu 2 o 20% (p<0,05),
wzgledem grupy oséb zdrowych (Ryc. 11).

Zarowno BMOV (0,5 mM), jak 1 VCl; (0,5 mM) nie miaty wptywu na agregacje
ptytek krwi (trombina 0,1 JM/ml) u 0s6b zdrowych (Ryc. 11B).

Z drugiej jednak strony, BMOV (0,5 mM) redukowat agregacje indukowang trombing
(0,1 JM/ml) w 12 minucie w grupie pacjentéw z cukrzyca o 67% (p<0,005), zas VCl; (0,5
mM) zmniejszyl agregacje ptytek krwi w grupie pacjentow z cukrzycg o 21% (p<0,05),
wzgledem kontroli bez zwigzkoéw wanadu (Ryc. 11B).

Zastosowane zwigzki wanadu silniej redukowaly agregacje indukowana trombing w
ptytkach os6b zdrowych i pacjentdw z cukrzyca w poczatkowej fazie agregacji w poréwnaniu
do fazy koncowej. Rdwnoczesnie organiczny BMOV silniej hamowat agregacje w ptytkach

pacjentow z cukrzyca, w porownaniu do nieorganicznego VCls.
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4.5. Wplyw zwiazkéow wanadu na wydzielanie ATP w plytkach krwi osdéb

zdrowych i pacjentow z cukrzyca typu 2

Wydzielanie ATP z ziarnisto$ci plytkowych, zwigzane z etapem reorganizacji

cytoszkieletu nasila si¢ w warunkach hiperglikemii [21, 62].

Aktywacja krwinek ptytkowych, indukowana trombing (0,10 JM/ml), powodowala
zwigkszenie wydzielanie ATP z plytek krwi pacjentow z cukrzyca typu 2 o 43% (p<0,05),
wzgledem kontroli 0s6b zdrowych (Ryc. 12).
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Rycina 12. Wptyw zwigzkéw wanadu BMOV i1 VCl; na wydzielanie ATP w plytkach krwi

0s0b zdrowych 1 pacjentow z cukrzyca.

Przedstawione wyniki sg warto$ciami $rednimi + standardowy btad $redniej z 10-15
powtérzen. Krwinki ptytkowe (3x10*/ml) byty preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS
(0,20 mM), nastepnie inkubowane przez 2 minuty, w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM
BMOV lub 0,50 mM VCl;, a nastgpnie aktywowane trombing (0,10 JM/ml). Wartosci
znamiennie rézne od kontroli: **p<0,005, ***p<0,001. Warto$ci znamiennie ré6zne od grupy
0s0b zdrowych: "p<0,05.

BMOV (0,50 mM) istotnie zmniejszat wydzielanie ATP w plytkach krwi osob
zdrowych o 88% (p<0,001), wzgledem kontroli bez zwigzkéw wanadu (Ryc. 12). Podobnie,
VCl; (0,50 mM) zmniejszyt degranulacj¢ ATP z krwinek plytkowych w grupie os6b
zdrowych o0 67% (p<0,005), wzgledem kontroli bez zwigzkéw wanadu (Ryc. 12).

76



W podobnym stopniu, BMOV (0,50 mM) hamowat uwalnianie ATP z aktywowanych
trombing (0,10 JM/ml) krwinek ptytkowych pacjentéw z cukrzyca o 88% (p<0,001),
wzgledem kontroli bez zwigzkoéw wanadu (Ryc. 12). VCl; (0,50 mM) hamowat wydzielanie
ATP z aktywowanych trombing (0,10 JM/ml) ptytek krwi u pacjentéw z cukrzyca o 71%
(p<0,001), w porownaniu do kontroli bez zwigzkéw wanadu (Ryc. 12).

Reasumujac, zwigzki wanadu w podobnym stopniu redukowaly wydzielanie ATP w

aktywowanych plytkach krwi 0sob z cukrzyca, w poréwnaniu do oséb zdrowych (Ryc. 12).

4.5.1. Wplyw zwiazkow wanadu na wydzielanie TXA, w plytkach krwi osob

zdrowych i pacjentow z cukrzyca

Tromboksan A, (TXA,) powstaje w ptytkach krwi w szlaku przemian kwasu
arachidonowego, przy udziale PLA, [16]. Z wzgledu na zaangazowanie TXA, w aktywacje
procesu agregacji ptytek krwi, przeanalizowano wpltyw zwigzkéw wanadu na produkcje

TXA, [16, 56].
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Rycina 13. Wpltyw zwigzkéw wanadu BMOV 1 VCl; na produkcje TXA, w ptytkach krwi u

0s0b zdrowych i pacjentow z cukrzyca.

Przedstawione wyniki sg warto$ciami $rednimi + standardowy btad $redniej z 6-7 powtdrzen.
Krwinki ptytkowe (5x10%/ml) byly preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS (0,20 mM),
nastepnie inkubowane przez 2 minuty w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub
0,50 mM VCls, a nastgpnie aktywowane trombing (0,10 JM/ml). Wartosci znamiennie rézne
od kontroli: *p<0,05, **p<0,005.

W aktywowanych trombing (0,10 JM/ml) ptytkach krwi pacjentéw z cukrzyca typu 2,
produkcja TXA, byta poréwnywalna z kontrolg os6b zdrowych (Ryc. 13).

W zawiesinie ptytek krwi osob zdrowych, BMOV (0,50 mM) nie mial wptywu na
produkcje TXA, natomiast VCls (0,50 mM) czterokrotne zwigkszyt produkcje TXA;
(p<0,05) (Ryc. 13).

W aktywowanych trombing ptytkach krwi pacjentéw z cukrzycag, BMOV (0,50 mM)
istotnie nasilit produkcje TXA; o 118% (p<0,05), natomiast VCl; (0,50 mM) trzykrotnie
zwigkszyl produkcje TXA; (p<0,005) (Ryc. 13).
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4.5.2. Wplyw zwiazkow wanadu na wydzielanie cAMP w plytkach krwi oséb

zdrowych i pacjentow z cukrzyca

Aktywacja plytkowej cyklazy adenylowej 1 wzrost syntezy wewnatrzptytkowego
cAMP prowadzi do aktywacji biatkowych kinaz zaleznych od cAMP [43]. Proces ten
warunkuje transport Ca’” do magazynéw wapnia, zapobiegajac spontanicznej aktywacji
ptytek krwi w naczyniu krwiono$nym [43].

Produkcja cAMP w aktywowanych trombing (0,10 JM/ml) krwinkach ptytkowych
pacjentow z cukrzycg typu 2 byta nizsza o 29% (p<0,05), w poréwnaniu do oséb zdrowych
(Ryc. 14). Zastosowanie BMOV (0,50 mM) nie mialo wptywu na produkcje
wewnatrzptytkowego cAMP zaréwno u 0séb zdrowych, jak i pacjentéw z cukrzyca (Ryc. 14).
Z drugiej strony, VCl; (0,50 mM) istotnie redukowal zawarto§¢ cAMP o 24% (p<0,05) w
ptytkach krwi tylko u 0s6b zdrowych (Ryc. 14).
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Rycina 14. Wplyw zwiazkéw wanadu BMOV i VCl; na produkcje cAMP w ptytkach krwi u

0sob zdrowych i1 pacjentow z cukrzyca.

Przedstawione wyniki sa warto$ciami $rednimi + standardowy btad $redniej z 6 powtdrzen.
Krwinki ptytkowe (3x10°/ml) byty preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS (0,20 mM)),
nastepnie inkubowane przez 2 minuty, w warunkach kontrolnych z 0,50 mM BMOYV lub 0,50
mM VCls, a nastgpnie aktywowane trombing (0,10 JM/ml). Wartosci znamiennie rézne od
kontroli: *p<0,05. Wartoéci znamiennie rézne od grupy osob zdrowych: "p<0,05.
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Wydzielanie cAMP byto nizsze w aktywowanych ptytkach pacjentow z cukrzyca.
Organiczny BMOV nie wptywal na ilos¢ wydzielonego cAMP w plytkach krwi.
Nieorganiczny chlorek wanadu redukowal zawartos¢ cAMP w ptytkach krwi izolowanych

jedynie od 0s6b zdrowych.

4.6. Wplyw zwiazkow wanadu na szlaki przekazywania sygnalu w krwinkach

plytkowych os6b zdrowych i pacjentow z cukrzycg typu 2

Szereg doniesien wskazuje na wptyw zwigzkow wanadu na regulacje mechanizmow
sygnalizacyjnych w komoérkach krwi, co wynika z podobienstwa zwigzkow wanadu do
fosforanéw [91, 93, 94]. Dziatanie zwigzkow wanadu moze by¢ zwigzane z aktywacja
biatkowej fosfatazy tyrozynowej (ang. tyrosine-protein phosphatase, PTP), a w konsekwencji

do fosforylacji receptora insulinowego IR (ang. insulin receptor IR) [94].

4.6.1. Wplyw zwigzkow wanadu na mechanizmy przekazywania sygnalu zalezne
od kinazy bialkowej A (PKA) i cAMP w krwinkach plytkowych osob zdrowych

i pacjentéw z cukrzycg

Zalezna od cyklicznego AMP kinaza biatkowa A (PKA) odgrywa istotng role w
procesie hamowania $ciezki sygnatowej kinazy biatkowe] aktywowanej mitogenem (ang.
mitogen-activated protein kinase, MAPK), hamuje réwniez synteze TXA, czy kluczowe w
procesie aktywacji ptytek krwi enzymy, w tym kinazg biatkowa C [43].

Fosforylacja biatkowej kinazy A, cAMP-zaleznej (ang. cAMP-dependent protein
kinase A, PKAc) w ptytkach krwi 0s6b zdrowych i pacjentow z cukrzyca i byta podobna
(Ryc. 15A 1 B).
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Rycina 15. Wplyw zwigzkoéw wanadu na fosforylacje¢ biatka PKAc w krwinkach ptytkowych
0s6b zdrowych i1 pacjentow z cukrzyca.

A - Obraz rozdzialu metoda Western Blot uzyskany dla fosforylacji biatka PKAc, B —
poziomy PKAc wyliczone wzgledem p-tubuliny, wykonywane technika Western Blot.
Zdjecia reprezentatywne dla 3 niezaleznych do$wiadczen. Krwinki ptytkowe (1x107/ml) byty
preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS (0,20 mM), nastgpnie inkubowane przez 2
minuty w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM VClIs, a nastgpnie
aktywowane trombing (0,10 JM/ml). Wartos$ci znamiennie rézne od kontroli: *p<0,05.

Zarowno BMOV (0,50 mM), jak 1 VCl; (0,50 mM) nie mialy wptywu na fosforylacje
PKAc w aktywowanych krwinkach ptytkowych oséb zdrowych (Ryc. 15). Natomiast u
pacjentdw z cukrzyca, zarowno BMOV (0,50 mM) jak i VCl; (0,50 mM) zwigkszaly istotnie
fosforylacje biatka PKAc w ptytkach krwi o 25% (p<0,05), wobec kontroli bez zwigzkow
wanadu (Ryc. 15A i B).
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4.6.2. Wplyw zwiazkow wanadu na mechanizmy przekazywania sygnalu zalezne

od PKB w krwinkach plytkowych osob zdrowych i pacjentow z cukrzyca typu 2

Aktywacja kinazy biatkowej PKB (inaczej Akt) w pozycji seryny 473, w obrgbie
konca karboksylowego, ktora jest zalezna od fosfatazy 3 fosfoinozytolu (ang.
phosphoinositide  3-phosphates, PIP;), prowadzi do fosforylacji szeregu biatek
odpowiedzialnych za aktywacj¢ krwinek ptytkowych [20, 139]. Akt/PKB reguluje réwniez
aktywnos$¢ integryny o3, biorgcej udziat w procesie agregacji ptytek krwi [140].

Nie obserwowano istotnych roznic w fosforylacji PKB-Ser'”? (p-Aktl-Ser'”®) w
aktywowanych trombing (0,10 JM/ml) ptytkach krwi, w grupie pacjentéw z cukrzycg i 0osob
zdrowych (Ryc. 16A 1 B). BMOV (0,50 mM) istotnie zmniejszyt fosforylacje ptytkowej
PKB-Ser'” w grupie 0sob zdrowych o 30% (p<0,05), wobec kontroli bez zwigzkoéw wanadu

(Ryc. 16A i B).
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Rycina 16. Wplyw zwigzkéow wanadu na fosforylacje biatka PKB-Ser'”’ w krwinkach
pltytkowych oséb zdrowych i1 pacjentow z cukrzyca.

A - Obraz rozdzialu metoda Western Blot uzyskany dla fosforylacji biatka PKB-Ser*”*, B -
poziomy p-PKB-Ser*” wyliczone wzgledem poziomu P-tubuliny, wykonywane technika
Western Blot. Zdjecia reprezentatywne dla 3 niezaleznych doswiadczen. Krwinki ptytkowe
(1x10"/ml) byly preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS (0,20 mM), nastepnie
inkubowane przez 2 minuty w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM BMOYV lub 0,50 mM
VCIs, a nastgpnie aktywowane trombing (0,10 JM/ml). Wartosci znamiennie rézne od

kontroli: *p<0,05, **p<0,005.

Podobnie, VCl; (0,50 mM) istotnie zmniejszyt fosforylacj¢ PKB-Ser'”* w grupie 0séb
zdrowych o0 40% (p<0,005), wobec kontroli bez zwigzkow wanadu (Ryc. 16A 1 B).
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Roéwniez u pacjentéw z cukrzyca zarowno BMOV, jak 1 VCl; zmniejszyly fosforylacje
PKB w pozycji seryny 473, jednakze byl to spadek znacznie mniejszy i wynosil o ok. 20%
(p<0,05).

4.6.3. Wplyw zwigzkéw wanadu na mechanizm przekazywania sygnalu zalezny

od RhoA w krwinkach plytkowych oséb zdrowych i pacjentow z cukrzyca

Biatko z rodziny gendéw homologicznych Ras, (ang. Ras homolog gene family,
member A, RhoA) odgrywa kluczowa role w reorganizacji cytoszkieletu aktynowego w
ptytkach krwi [46, 48, 141]. Fosforylacja biatka RhoA w pozycji 188 seryny, zalezna od
cAMP i cGMP, reguluje zatem procesy sekrecji ziarnisto$ci, zmiany ksztattu ptytek krwi,
agregacji i formowania skrzepu [48].

Nie obserwowano istotnych roznic w fosforylacji biatka RhoA-ser'™ w
aktywowanych ptytkach krwi (trombina 0,10 JM/ml) os6b zdrowych i pacjentéw z cukrzyca
(Ryc. 17A 1 B). W tych warunkach, zarowno BMOV (0,5 mM) jak i VCl; (0,5 mM) istotnie
obnizaty fosforylacje biatka p-RhoA-ser'™ w plytkach krwi, w grupie 0séb zdrowych o ok.
35% (P<0,05), wobec kontroli bez zwigzkéw wanadu (Ryc. 17A i B).
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Rycina 17. Wplyw zwigzkéw wanadu na fosforylacje biatka RhoA-Ser'™®® w krwinkach
ptytkowych 0so6b zdrowych i pacjentéw z cukrzyca.

A - Obraz rozdziatu metoda Western Blot uzyskany dla fosforylacji biatka RhoA-Ser'**, B —
poziomy p-RhoA-Ser'®® wyliczone wzgledem poziomu B-tubuliny, wykonywane technika
Western Blot. Zdjecia reprezentatywne dla 3 niezaleznych doswiadczen. Krwinki pltytkowe
(5x10°/ml) byty preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS (0,20 mM), nastegpnie
inkubowane przez 2 minuty, w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub 0,50 mM
VCl;, a nastegpnie aktywowane trombing (0,10 JM/ml). Warto$ci znamiennie rézne od

kontroli: *p<0,05, **p<0,005.

Podobny spadek fosforylacji tego biatka obserwowano w obecnosci BMOV (0,50
mM) w ptytkach krwi, izolowanych od pacjentow z cukrzyca o 30% (p<0,05), wobec kontroli
(Ryc. 17A i B). VCl; (0,50 mM) istotnie redukowal fosforylacje biatka RhoA-Ser'™ w
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ptytkach krwi, w grupie pacjentow z cukrzyca o 47% (p<0,005), wobec kontroli bez
zwigzkéw wanadu (Ryc. 17A 1 B).

Dane te wskazuje, ze zwigzki wanadu w podobny sposéb regulujg fosforylacje biatka
RhoA-Ser'™ w aktywowanych ptytkach u 0sob zdrowych i pacjentéw z cukrzyca. Jednakze
nieorganiczny chlorek wanadu silniej redukowal fosforylacje tego biatka w ptytkach

cukrzycowych.

4.6.4. Wplyw zwigzkow wanadu na mechanizmy przekazywania sygnalu zalezny

od MLC w krwinkach plytkowych oséb zdrowych i pacjentéow z cukrzyca

Biatko tancuchow lekkich miozyny (ang. myosin light chain, MLC) odgrywa
kluczowa rolg¢ w procesach adhezji 1 zmiany ksztaltu komoérek, poniewaz fosforylacja MLC w
pozycji 20 seryny (p-MLC-Ser’”) prowadzi do skurczu wiokien kurczliwych i uczestniczy w
przebudowie cytoszkieletu aktynowego krwinek plytkowych [57, 142].

Nie obserwowano istotnych réznic w fosforylacji biatka MLC-Ser*® w aktywowanych
(trombina 0,10 JM/ml) ptytkach krwi oséb zdrowych i pacjentéw z cukrzyca (Ryc. 18A i B).
BMOV (0,50 mM) istotnie zmniejszyt fosforylacje biatka MLC-Ser®® w ptytkach krwi osob
zdrowych o 35% (p<0,005), wobec kontroli bez zwigzkéw wanadu (Ryc. 18A 1 B). Podobnie,
VCl; (0,50 mM) istotnie zmniejszyt fosforylacje biatka MLC-Ser”™ w plytkach krwi osob
zdrowych o 37% (p<0,005), wobec kontroli bez zwigzkéw wanadu (Ryc. 18A i B).
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Rycina 18. Wplyw zwiazkéw wanadu na fosforylacje biatka MLC-Ser™ w krwinkach
ptytkowych 0s6b zdrowych i pacjentéw z cukrzyca.

A - Obraz rozdziatu metoda Western Blot uzyskany dla fosforylacji biatka MLC-Ser®’, B —
poziomy p-MLC-Ser” wyliczone wzgledem poziomu P-tubuliny, wykonywane technika
Western Blot. Zdjecia reprezentatywne dla 3 niezaleznych doswiadczen. Krwinki plytkowe
(5x10°/ml) byty 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 VCl;, a nast¢pnie
aktywowane trombing (0,10 JM/ml). Wartos$ci znamiennie r6zne od kontroli: **p<0,005.

Natomiast u pacjentow z cukrzyca zaobserwowano silniejszy wptyw zastosowanych
zwigzkéw wanadu na fosforylacje tego biatka. Zahamowanie fosforylacji w tych warunkach

wynosito ok 50% (Ryc. 18A i1 B).
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4.6.5. Wplyw zwiazkow wanadu na mechanizmy przekazywania sygnalu zalezne
od bialka VASP w krwinkach plytkowych osdb zdrowych i pacjentow z
cukrzycg typu 2

VASP jest bialkiem, ktore reguluje dynamike¢ zmian filamentéw aktynowych, ale
takze stanowi substrat dla kinaz biatkowych, zaleznych od cAMP/PKA 1 cGMP/PKG [143].
Fosforylacja VASP jest kluczowa w wydtuzaniu elementéw aktynowych, dlatego tez utrata
ekspresji tego biatka prowadzi do nadmiernej aktywacji ptytek krwi, a w konsekwencji do
rozwoju zakrzepicy, co udowodnity badania na myszach [144]. Fosforylacja biatkka VASP w
pozycji 157 seryny stanowi marker oceny $ciezki sygnalizacyjnej, zaleznej od cAMP/PKA
[145].

Fosforylacja biatka VASP-Ser'”” w aktywowanych trombing (0,10 JM/ml) ptytkach
krwi pacjentéw z cukrzycg byta nizsza o 26% (p<0,05), wzgledem osob zdrowych (Ryc. 19A
i B). BMOV (0,50 mM) istotnie zwickszyt fosforylacje biatka VASP-Ser'>’ w phytkach krwi
0s6b zdrowych o 28% (p<0,05), wobec kontroli bez zwigzkow wanadu (Ryc. 19A 1 B). VCl;
(0,50 mM) réwniez, lecz w sposdb bardziej istotny niz BMOV, zwigkszyt fosforylacje
badanego biatka w ptytkach krwi 0s6b zdrowych o 76% (p<0,005), w poréwnaniu do kontroli
bez zwigzkéw wanadu (Ryc. 19A 1 B).
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Rycina 19. Wplyw zwiazkéw wanadu na fosforylacje biatka VASP-Ser'”’ w krwinkach
ptytkowych 0s6b zdrowych i pacjentéw z cukrzyca.

A - Obraz rozdziatlu metoda Western Blot uzyskany dla fosforylacji biatka VASP-Ser'”’, B —
poziomy VASP-Ser'”” wyliczone wzgledem poziomu B-tubuliny, wykonywane technika
Western Blot. Zdjecia reprezentatywne dla 3 niezaleznych doswiadczen. Kontrolg stanowity
krwinki ptytkowe (1x107/ml) preinkubowane przez 20 min z RGDS (0,20 mM), inkubowane
w warunkach kontrolnych lub z wybranymi zwigzkami wanadu i aktywowane 0,10 JM/ml
trombing. Warto$ci znamiennie rézne od kontroli: *p<0,05, **p<0,005. Warto$ci znamiennie
rézne wzgledem parametrow uzyskanych w grupie 0sob zdrowych: "p<0,05.

Podobnie jak u oso6b zdrowych, BMOV (0,50 mM) zwigkszal fosforylacj¢ bialka
VASP-Ser’®” w aktywowanych ptytkach krwi pacjentow z cukrzyca o 103% (p<0,005),
wobec kontroli bez zwiagzkéw wanadu (Ryc. 19A i B). Natomiast VCls (0,50 mM) nie miat
wplywu na fosforylacje VASP-Ser'>” w ptytkach krwi pacjentow z cukrzyca (Ryc. 19).
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Podsumowujac, fosforylacija VASP w pozycji 157 seryny byla nizsza w
aktywowanych plytkach krwi pacjentow z cukrzyca. Jednoczesnie, BMOV silniej zwigkszat
fosforylacje VASP w ptytkach 0sob z cukrzyca, za§ VCl; zwigkszat fosforylacje VASP
jedynie w ptytkach oso6b zdrowych.

4.7. Wplyw zwigzkow wanadu na akumulacje TBARS w plytkach krwi u os6b

zdrowych i pacjentéw z cukrzycg

Hiperglikemia jest stanem predysponujacym do wzrostu poziomu stresu
oksydacyjnego, co prowadzi do wzmozonej peroksydacji lipidow [146]. W literaturze opisano
hamujacy wptyw nieorganicznych zwigzkow wanadu na peroksydacje lipiddow w moczu u
pacjentow z cukrzyca [147, 148]. Do analizy stopnia peroksydacji lipidéw postuzono si¢

oceng akumulacji reaktywnych zwigzkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS).
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Rycina 20. Wplyw zwigzkéw wanadu BMOV 1 VCl; na akumulacj¢ TBARS w krwinkach
ptytkowych osob zdrowych i pacjentéw z cukrzyca.

Przedstawione wyniki sg warto$ciami $rednimi + standardowy btad $redniej z 20 powtorzen.
Krwinki plytkowe (3x10*/ml) byly inkubowane przez 2 minuty, w warunkach kontrolnych
albo z 0,50 mM BMOYV lub 0,50 mM VCls, a nastepnie aktywowane trombing (0,10 JM/ml).
Wartos$ci znamiennie rézne od kontroli: *p<0,05. Warto$ci znamiennie rézne wzgledem
parametréw uzyskanych w grupie 0sob zdrowych: "p<0,05.

N/A - ang. (not applicable) wyniki nie ujgte w pracy ze wzgledu na mozliwg interferencje
BMOV w spektrofotometryczne oznaczanie TBARS.

Akumulacja reaktywnych zwigzkéw reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
(TBARS) po aktywacji trombing (0,10 JM/ml) byla wyzsza w plytkach krwi pacjentéw z
cukrzycg o 22% (p<0,05), w porownaniu do kontroli o0sdb zdrowych (Ryc. 20).
Nieorganiczny VCl; (0,50 mM) nie wptywal na akumulacji TBARS u o0séb zdrowych (Ryc.
20). Natomiast istotnie zwigkszat akumulacje TBARS w ptytkach krwi, w grupie pacjentéw z

cukrzyca o 43% (p<0,05), w porownaniu do kontroli bez zwigzkéw wanadu (Ryc. 20).
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4.8. Wplyw zwiazkow wanadu na aktywno$¢ enzymow metabolizmu glukozy w

plytkach krwi osob zdrowych i pacjentow z cukrzyca

Celem weryfikacji hipotezy, ze zwigzki wanadu moga regulowa¢ metabolizm
energetyczny krwinek plytkowych, dokonano oceny wptywu BMOV (0,50 mM) 1 VCl; (0,50
mM) na aktywno$¢ wybranych enzymow, uczestniczacych w przemianach energetycznych
ptytek krwi.

Heksokinaza jest pierwszym enzymem w szlaku glikolizy, ktéry posredniczy w
utylizacji glukozy, bedacej podstawowym substratem energetycznym ptytek krwi [149, 150].

Aktywno$¢ heksokinazy w krwinkach ptytkowych aktywowanych trombing (0,10
JM/ml), w grupie pacjentdéw z cukrzyca byla wyzsza o 52% (p<0,005), wobec grupy
kontrolnej os6b zdrowych (Tab. 4). W tych samych warunkach do§wiadczalnych, organiczny
BMOV (0,50 mM) istotnie hamowat aktywno$¢ heksokinazy w ptytkach krwi oséb zdrowych
0 61% (p<0,005), wobec kontroli bez zwigzkow wanadu (Tab. 4). Podobnie, VCl; (0,50 mM)
zmniejszyt aktywno$¢ enzymu w ptytkach krwi osob zdrowych o 46% (p<0,005), wobec
kontroli bez zwigzkéw wanadu (Tab. 4).

BMOV (0,50 mM) hamowat aktywno$¢ heksokinazy w aktywowanych trombing (0,10
JM/ml) ptytkach krwi pacjentow z cukrzyca o 53% (p<0,005), wzgledem kontroli bez
zwiazkow wanadu (Tab. 4). Podobnie, VCI; (0,50 mM), hamowat aktywnos$¢ heksokinazy w
ptytkach krwi pacjentow z cukrzyca o 33% (p<0,05), wobec kontroli bez zwigzkéw wanadu
(Tab. 4).

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G-6-PDH) katalizuje reakcj¢ dehydratacji
glukozo-6-fosforanu w szlaku pentozofosforanowym, z wytworzeniem dwoch czasteczek
NAPDH [149-151]. Enzym pos$rednio uczestniczy takze w redukcji glutationu 1 poprawia
wydajnos$¢ glikolizy [151].

Aktywno$¢ G-6-PDH w aktywowanych trombing (0,10 JM/ml) ptytkach krwi
pacjentow z cukrzyca byta wyzsza o 22% (p<0,05), wobec grupy kontrolnej oséb zdrowych
(Tab. 4). Organiczny BMOV (0,50 mM) istotnie redukowat aktywnos$¢ dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej w ptytkach krwi os6b zdrowych o 54% (p<0,005), wobec kontroli
bez zwigzkéw wanadu (Tab. 4). Podobnie, VCl; (0,50 mM) hamowat aktywno$¢ enzymu w
ptytkach krwi 0sob zdrowych o 48% (p<0,005), wobec kontroli bez zwigzkéw wanadu (Tab.
4).

BMOV (0,50 mM), hamowal aktywnos$¢ G-6-PDH w aktywowanych trombing (0,10
JM/ml) ptytkach krwi pacjentow z cukrzyca o 65% (p<0,005), wzgledem kontroli bez
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zwigzkow wanadu (Tab. 4). VCI; (0,50 mM) redukowat aktywnos$¢ G-6-PDH w ptytkach
krwi pacjentow z cukrzyca o 51% (p<0,005), wobec kontroli bez zwigzkéw wanadu (Tab. 4).

Tabela 4. Wptyw zwigzkow wanadu BMOV 1 VCl; na aktywno$¢ enzymoéw metabolizmu
energetycznego aktywowanych krwinek ptytkowych u os6b zdrowych i pacjentow z

cukrzyca.
Osoby zdrowe Pacjenci z cukrzyca
Heksokinaza (nmole/min/mg biatka)
Kontrola 78,90+2,90 120,10+7,90
BMOV (0,50 mM) 30,50+6,60** 66,30+8,90**
VCl; (0,50 mM) 42,90+7,80%** 80,70+12,80*
Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (nmole/min/mg biatka)
Kontrola 85,80+5,90 104,20+4,60"
BMOVY (0,50 mM) 30,1045,20%* 42,70+7,40%*
VCl; (0,50 mM) 40,40+5,90** 56,30+8,60**
Akonitaza (nmole/min/mg biatka)
Kontrola 6,04+0,30 7,70+0,10"
BMOV (0,50 mM) 1,68+0,20%*** 3,1840,30**
VCl; (0,50 mM) 2,84+0,20%* 4,65+0,40%*
Dehydrogenaza izocytrynianowa (nmole/min/mg biatka)

Kontrola 36,90+1,10 29,90+0,60
BMOV (0,50 mM) 15,90+1,40%* 14,20+2,20%*
VCl; (0,50 mM) 19,7042,20%* 20,50+1,60*

Przedstawione wyniki sg warto$ciami $rednimi + standardowy btad $redniej z 5-6 powtdrzen.
Krwinki ptytkowe (3x10%/ml) byty preinkubowane przez 20 min w 37°C z RGDS (0,20 mM)),
nastgpnie inkubowane przez 2 minuty, w warunkach kontrolnych albo z 0,50 mM BMOV lub
0,50 mM VCls, a nastgpnie aktywowane trombing (0,10 JM/ml). Warto$ci znamiennie rozne
od kontroli: *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001. Wartosci znamiennie rézne od grupy osob
zdrowych: "p<0,05, "' p<0,005.
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Kolejnym istotnym etapem generowania energii jest cykl kwasu cytrynowego, ktdrego
jeden z enzymoéw, akonitaza, katalizuje przeksztalcenie cytrynianu w izocytrynan [149, 150].

Aktywacja krwinek plytkowych trombing (0,10 JM/ml) powodowata wzrost
aktywnosci akonitazy o 28% (p<0,05) w ptytkach krwi pacjentow z cukrzyca, w poréwnaniu
do grupy osob zdrowych (Tab. 4). Organiczny BMOV (0,50 mM) obnizat aktywnos$¢
akonitazy w plytkach krwi oséb zdrowych o 72% (p<0,001), wobec kontroli bez zwigzkow
wanadu (Tab. 4). Podobnie, VCl; (0,50 mM) hamowat aktywno$¢ tego enzymu w ptytkach
krwi 0s6b zdrowych o 53% (p<0,005), wobec kontroli bez zwigzkoéw wanadu (Tab. 4).

BMOV (0,50 mM), hamowal aktywnos$¢ akonitazy w aktywowanych trombing (0,10
JM/ml) ptytkach krwi pacjentow z cukrzyca o 59% (p<0,005), wzgledem kontroli bez
zwigzkéw wanadu (Tab. 4). Podobnie VCl; (0,50 mM) zmniejszat aktywnos$¢ akonitazy w
ptytkach krwi pacjentdw z cukrzyca o 51% (p<0,05), wobec kontroli bez zwigzkéw wanadu
(Tab. 4).

Dehydrogenaza izocytrynianowa (IDH), katalizuje przeksztatcenie izocytrynianu do -
ketoglutaranu w cyklu kwasow trikarboksylowych [149, 150].

Aktywnos¢ IDH w aktywowanych trombing (0,10 JM/ml) krwinkach plytkowych byta
podobna we wszystkich analizowanych grupach (Tab. 4). Organiczny BMOV (0,50 mM)
istotnie zmniejszat aktywno$¢ IDH w aktywowanych trombing (0,10 JM/ml) ptytkach krwi
0sob zdrowych o 57% (p<0,005), wobec kontroli bez zwigzkow wanadu (Tab. 4). W tych
warunkach, VCl; (0,50 mM) zmniejszal aktywnos¢ IDH w phytkach krwi oséb zdrowych o
47% (p<0,005), wobec kontroli bez zwigzkow wanadu (Tab. 4).

BMOV (0,50 mM) hamowat rowniez aktywnos¢ IDH w aktywowanych trombing
(0,10 JM/ml) ptytkach krwi pacjentow z cukrzyca o 53% (p<0,005), wzgledem kontroli bez
zwigzkow wanadu (Tab. 4). Podobnie, VCl; (0,50 mM) hamowat aktywnos$¢ IDH w ptytkach

krwi pacjentow z cukrzyca o 33% (P<0,05), wobec kontroli bez zwigzkéw wanadu (Tab. 4).

Podsumowujac, aktywno$¢ heksokinazy w aktywowanych ptytkach krwi byla wyzsza
w cukrzycy. BMOV silniej hamowal aktywno$¢ heksokinazy w badanych grupach w
poréwnaniu do VCls.

Aktywnos$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej byta wyzsza w ptytkach osob z
cukrzyca. Zarowno BMOV, jak i1 VCl; podobnie redukowaty aktywnos$¢ enzymu w ptytkach
0s6b zdrowych i z cukrzyca.

Aktywnos$¢ akonitazy byt wyzsza w plytkach krwi pacjentow z cukrzyca.

Jednoczesnie, BMOV stabiej hamowat aktywno$¢ akonitazy w ptytkach krwi pacjentow z
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cukrzyca. Podobnie, VCls stabiej redukowat aktywnos¢ akonitazy w ptytkach krwi pacjentéw
w cukrzycy.

Aktywno$¢ dehydrogenazy izocytrynianowej byta podobna w obu badanych grupach.
BMOV silniej hamowat aktywnos¢ ptytkowego IDH we wszystkich analizowanych grupach

w poréwnaniu do VCls.
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5. DYSKUSJA

5.1. Charakterystyka modelu doswiadczalnego

5.1.1. Charakterystyka parametrow metabolicznych os6b zdrowych i pacjentow

z cukrzyca

Sredni czas trwania cukrzycy typu 2 byl dwukrotnie wyzszy w poréwnaniu do
podobnych badan wykonanych 10 lat wczesniej, co moze sugerowac, ze na cukrzyce typu 2
zapadaja coraz miodsi pacjenci (Tab. 3) [41, 135, 152]. Nasze obserwacje potwierdzaja
swiatowy trend zapadalno$ci na cukrzyce typu 2 w coraz mtodszym wieku, co zwieksza
ryzyko rozwoju przewlektych powiktan cukrzycowych (Tab. 3) [152]. Jednak, z drugiej
strony pacjenci sg coraz lepiej wyedukowani, co skutkuje coraz lepsza kontrolg glikemii (Tab.
3) [152].

Srednia warto$¢ glikemii na czczo obserwowana u pacjentéw z cukrzyca byla istotnie
wyzsza, w odniesieniu do grupy kontrolnej os6b zdrowych i wytycznych PTD 1 ADA z 2018
roku, co mogloby sugerowaé trudno$ci w kontroli glikemii, w grupie analizowanych
pacjentow (Tab. 3, Ryc. 3, Supl. 1) [135, 153]. Okoto 20% pacjentow miato stgzenie glukozy
>180 mg/dl, zawyzajac istotnie $rednie jej stezenie w calej analizowanej populacji pacjentow
z cukrzyca (Tab. 3). Jednoczes$nie obserwowana przez nas znamienna korelacja pomigdzy
stezeniem glukozy a agregacja ptytek krwi potwierdza istotng role glukozy w regulacji funkcji
krwinek ptytkowych (Ryec. 3, 4) [154, 155].

Srednie wartosci HbA|. w grupie badanych pacjentow z cukrzyca byly relatywnie
wyréwnane w porownaniu do wartosci, uzyskanych w grupie badanej Michno 1 wsp, co moze
wigzac si¢ z wyrazng retrospektywng poprawa kontroli glikemii, na przestrzeni ostatnich lat
(Tab. 3, Ryc. 3, 4) [41, 156-159]. Fakt, ze réwnoczes$nie rdznice w agregacji krwinek
pltytkowych izolowanych od pacjentow z cukrzyca i os6b zdrowych byly mniejsze w naszej
pracy, w porownaniu do wynikow uzyskanych przez nasz zespoét 10 lat temu, moze
potwierdza¢ fakt, ze ptytki krwi pacjentéw analizowanych w naszej pracy mogly by¢ w
mniejszym stopniu narazone na dlugotrwata hiperglikemig, a w konsekwencji glikacje biatek
(Tab. 3, Ryc. 3, 4) [43, 154, 155].

Jednakze, wcigz obserwowane statystycznie wyzsze warto$ci parametrow
retrospektywnej oceny glikemii, u pacjentéw z cukrzycag wzglgdem osob zdrowych, swiadcza

o ekspozycji ich megakariocytow i1 krwinek ptytkowych na diugotrwata 1 przewlekla
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hiperglikemi¢ (Tab. 3, Ryc. 3-11) [37, 43]. A wigc, proces nieenzymatycznej glikacji biatek
mogl przyczyni¢ si¢ do modyfikacji struktur receptoréw powierzchniowych krwinek
ptytkowych 1 ptytkowych szlakow sygnalizacyjnych, a w konsekwencji zmiany ich
metabolizmu energetycznego 1 funkcji plytek krwi w analizowanej pracy, w populacji
pacjentow z cukrzyca typu 2 (Tab. 3, Ryc. 3, 4) [37, 43].

U pacjentow z cukrzycg S$rednie wartosci cholesterolu catkowitego byly
porownywalne do wartosci obserwowanych u oséb zdrowych, a takze do zakresu normy,
uznanej przez PTD i ADA z 2018 roku (Tab. 3, Supl. 1) [160].

Frakcja cholesterolu LDL byta réwniez poréwnywalna u pacjentéw z cukrzyca typu 2
do os6b zdrowych, co moze wigza¢ si¢ ze standardowym stosowaniem statyn w tej grupie
pacjentdow, z uwagi na choroby wspdtistniejace, czy tez powiklania wynikajace z
dhugoletniego przebiegu cukrzycy (Tab. 3, Supl. 1) [160-162]. Shamir i wsp. zwracajg takze
uwage na fakt, ze prawidlowy profil lipidowy u pacjentow z cukrzyca wigze si¢ z
zadowalajaca kontrolg glikemii (Tab. 3, Supl. 1) [163]. Potwierdzaja to rowniez doniesienia
Wadwy i wsp., ktorzy obserwowali 30% nizsze stezenie cholesterolu LDL u pacjentéw z
cukrzyca, wzgledem os6b zdrowych [164]. Mniej aterogenny profil lipidowy u tych
pacjentow badacze tlumacza zmniejszong syntezg cholesterolu w watrobie, jak réwniez
wieksza swiadomos$cig monitorowania profilu lipidowego (Tab. 3) [165].

Uzyskane wyniki pozostajg jednak w sprzeczno$ci z doniesieniami Guy’a i wsp.,
ktorzy u pacjentow z cukrzycg obserwowali podwyzszone stezenie cholesterolu LDL o
aterogennym charakterze i wigza ten fakt z podwyzszonym st¢zeniem glukozy w osoczu (Tab.
3) [166, 167].

Podobnie, frakcja cholesterolu HDL u pacjentow z cukrzyca byta nizsza wzgledem
zalecen ustalonych przez ADA 1 PTD (Tab. 3, Supl. 1) [160, 168, 169]. Jednoczesnie,
wartosci cholesterolu HDL byly poréwnywalne do oso6b zdrowych, co moze wynika¢ z
nasilenia katabolizmu HDL u os6b w wieku >50 lat (Tab. 3, Supl. 1) [160, 168, 169].

Fakt, ze $rednie ste¢zenie triglicerydow (TG) bylo istotnie wyzsze u pacjentow z
cukrzyca typu 2, mozna ttumaczy¢ tym, ze poprzedzajaca rozwoj cukrzycy insulinooporno$é
moze przyczynia¢ si¢ do nasilenia lipolizy, zwigkszenia syntezy triacylogliceroli w
hepatocytach 1 prowadzi¢ do hipertriglicerydemii (Tab. 3) [170, 171]. Hipertriglicerydemia
przyczynia si¢ do redukcji czastek HDL we krwi, co stanowi czynnik ryzyka rozwoju
miazdzycy w cukrzycy (Tab. 3) [171-174].
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5.2. Wplyw cukrzycy na funkcje plytek krwi

W patomechanizmie zaburzen krzepnigcia u pacjentow z cukrzyca biorg udziat ptytki
krwi, leukocyty, erytrocyty, jak réwniez osoczowe czynniki krzepnigcia i fibrynolizy oraz
srédblonek naczyniowy. Elementy te podlegaja wzajemnej interakcji, dlatego tez w
przedstawionej pracy stosowano izolowane krwinki ptytkowe tak, aby opisane przez nas
procesy obejmowaty modyfikacje dotyczace samych ptytek (Tab. 1, 2) [175].

U pacjentow z cukrzyca nie obserwowano zmian w adhezji i ksztalcie krwinek
ptytkowych (ang. spreading) na powierzchni kolagenu i fibrynogenu oraz agregacji
indukowanej trombing w poczatkowej fazie, w poréwnaniu do os6b zdrowych (Ryc. 6, 7, 8,
11, 14).

Mozna to tlumaczy¢ faktem, ze dlugoletni przebieg cukrzycy oraz choroby
wspotistniejagce moga prowadzi¢ do nadmiernego zuzycia krwinek ptytkowych jeszcze w
naczyniach krwiono$nych, wskutek incydentéw zakrzepowych, dlatego tez w warunkach in
vitro nie mozemy w pelni oceni¢ zdolnosci ptytek krwi do aktywacji (Ryc. 6, 7, 8) [79, 176].

Z drugiej strony, obserwowany przez nas wzrost tworzenia agregatow plytek krwi na
powierzchni kolagenu i fibrynogenu, w grupie pacjentdw z cukrzycg jest zgodny z licznymi
doniesieniami naukowymi (Ryc. 9, 10) [41, 43, 177]. Fakt istnienia korelacji pomiedzy
stezeniem glukozy a agregacja ptytek krwi wskazywalby na role glikacji ptytkowych
receptorow, w tym ptytkowych integryn apf; 1 opPs, uczestniczacych w ich aktywacji i
utrzymywaniu w stanie aktywnos$ci podprogowej, przez co ptytki krwi sa bardziej podatne na
dziatanie agonistow agregacji (Tab. 3, Ryc. 4, 6-10) [43, 177, 178].

Wzrost potencjatu agregacyjnego plytek krwi u pacjentow z cukrzycag typu 2 moze
wigza¢ si¢ takze z obserwowang przez nas nizszg produkcja wewnatrzptytkowego cAMP i
jednoczesnie obnizona fosforylacja biatka VASP-Ser'’, regulujacego dynamike cytoszkieletu
ptytkowego, w mechanizmie zaleznym od cAMP (Ryc. 6, 14, 19) [177, 179]. Obserwacje te
sa zgodne z doniesieniami innych autorow, ktorzy obserwowali wzrost agregacji ptytek krwi,
w ktérych hamowano fosforylacje VASP [179].

W cukrzycy nie obserwowano zmiany pola powierzchni krwinek ptytkowych mimo
zwigkszenia agregacji, co jest zgodne z pracami innych badaczy, ktorzy obserwowali istotng
zmiang powierzchni plytek krwi jedynie u pacjentow z cukrzyca typu 2, powiklanych
retinopatig (Ryc. 7, 8) [180, 181]. Powyzsze dane sg jednak sprzeczne z doniesieniami innych
autorow, ktorzy w szczurzych neutrofilach, w warunkach hiperglikemii, obserwowali

zwiekszong fosforylacje biatka RhoA, ktéra indukuje zmiang ksztattu szeregu komorek, w
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tym ptytek krwi (Ryc. 7, 8, 17, 18) [182-184]. Jednakze w naszych badaniach nie
wykazalismy roznic w fosforylacji RhoA-Ser'®® czy tez MLC-Ser”, zaangazowanych w
proces zmiany ksztattu aktywowanych ptytek krwi pomiedzy plytkami izolowanymi od oséb
zdrowych 1 pacjentow z cukrzycg typu 2 (Ryc. 17, 18). Brak r6znic mogtby wynikaé ze
wzglednie poprawnej, aczkolwiek niewystarczajacej kontroli glikemii, obserwowanej w
badanej grupie pacjentdw z cukrzycg typu 2 (Tab. 2, Ryc. 7, 8, 17, 18) [156, 157].

Natomiast wzrost tworzenia agregatow ptytek krwi na powierzchni kolagenu i
fibrynogenu u pacjentow z cukrzyca jest zgodny z doniesieniami innych autoréw, ktérzy
obserwowali zwigkszenie reaktywnosci krwinek ptytkowych u pacjentéw z cukrzycag i
korelowali to ze zwickszeniem poziomu ekspresji ptytkowych receptoréw powierzchniowych
GPIIb/1lla oraz ze stgzeniem HbA . (Ryc. 3, 4, 9, 10) [43, 185, 186].

Dodatkowo, obserwowany w naszej pracy wzrost koncowej fazy agregacji
indukowanej trombing (0,10 JM/ml) w ptytkach pacjentow z cukrzyca, wzgledem grupy osob
zdrowych, jest zgodny z licznymi doniesieniami innych autorow (Ryc. 11) [187-190].

Fakt istnienia silnej korelacji pomiedzy stezeniem glukozy w osoczu a agregacja
ptytek krwi, wskazywalby na istotng role glukozy jako substratu energetycznego,
niezbednego do aktywacji ptytek krwi (Ryc. 4, 11). Thimaczyloby to zwigkszong
reaktywno$¢ plytek krwi w warunkach zwiekszonej dostepnosci glukozy w hiperglikemii w
cukrzycy [37, 43]. Aczkolwiek, na aktywacje krwinek ptytkowych bezposredni wpltyw moze
mie¢ takze obserwowane w cukrzycy nasilenie stresu oksydacyjnego, przejawiajace si¢
nadprodukcja ROS i RNS oraz zwigkszona podatno$¢ na procesy zapalne [43, 191, 192].

Dodatkowo, zwigkszone wydzielanie ATP z ziarnisto$ci plytek krwi pacjentow z
cukrzycg moze przyczynia¢ si¢ do nasilenia ich aktywacji i nastepnie zwiekszenia agregacji
(Ryc. 6-10, 12) [21, 41, 62]. Mozna tlumaczy¢ to obserwowanym w hiperglikemii
zaburzeniem struktury cytoszkieletu aktynowego 1 przys$pieszeniem procesu degranulacji
dlatego, ze ziarnisto$ci geste ulegaja wowczas znacznemu uwrazliwieniu na agonistow
aktywacji ptytek krwi (Ryc. 7, 9, 11, 12, 19) [193, 194]. Co wigcej, insulinooporno$¢
mogtaby réwniez prowadzi¢ do zaleznej od wzrostu stezenia wewnatrzkomérkowego wapnia,
nasilonej degranulacji krwinek ptytkowych, a w konsekwencji ich nadmiernej aktywacji i

agregacji (Ryc. 7-12) [195].
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5.3. Wplyw cukrzycy na produkcje¢ tromboksanu A; i TBARS w plytkach krwi

Brak wzrostu syntezy TXA, w aktywowanych ptytkach krwi pacjentow z cukrzyca
typu 2 jest niezgodny z danymi literaturowymi (Ryc. 13) [196-198]. Mianowicie w
hiperglikemii obserwuje si¢ wzrost produkcji TXA, w ptytkach pacjentow z cukrzyca, ktory
moze by¢ zwigzany z zaburzeniami gospodarki lipidowej wsrdd tych pacjentéw (Tab. 3).
Obserwowana w naszej pracy hipertriglicerydemia u pacjentow z cukrzyca moglaby
przyczynia¢ si¢ do wzrostu VLDL, ktére zwigkszaja produkcje TXA, w aktywowanych
ptytkach krwi (Tab. 3, Ryc. 9-111 13) [196, 197, 199]. Mogtoby to prowadzi¢ do zwigkszonej
reaktywnos$ci krwinek ptytkowych, nasilenia procesu tworzenia agregatéw plytkowych na
powierzchni kolagenu i fibrynogenu, jak réwniez zwigkszonej agregacji po trombinie w
grupie pacjentow z cukrzyca (Ryc. 9-11113) [196, 197].

Z drugiej strony, powyzsze dane pozostajg jednak w zgodzie z wynikami innych
autorow, w ktorych udowodniono, ze prawidlowa kontrola glikemii oraz wdrozona
prawidlowa terapia insulinowa istotnie przyczyniala si¢ do redukcji TXA, w plytkach krwi
pacjentow z cukrzyca (Tab. 3, Ryc. 13) [63, 72, 178].

Natomiast, wzrost akumulacji TBARS w ptytkach krwi pacjentow z cukrzyca jest
zgodny z doniesieniami innych autoréw, ktorzy obserwowali wzrost peroksydacji lipidow u
pacjentow z cukrzyca, co moglo by¢ spowodowane nasileniem stresu oksydacyjnego i
utrzymywaniem si¢ przewlektego stanu zapalnego w warunkach hiperglikemii (Ryc. 20) [147,

148].

54. Wplyw cukrzycy na metabolizm glukozy w plytkach krwi

Glukoza to podstawowy substrat energetyczny dla krwinek plytkowych, a jej
zwigkszony naptyw do wnetrza megakariocytéw 1 plytek krwi w warunkach hiperglikemii w
cukrzycy moze prowadzi¢ do adaptacyjnych zmian aktywnos$ci ptytkowych enzymow
metabolizmu energetycznego (Tab. 3, 4) [41]. Obserwowany w naszej pracy wzrost
aktywnos$ci heksokinazy i dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, a takze akonitazy w
ptytkach pacjentow z cukrzyca typu 2 potwierdzaja doniesienia literaturowe innych badaczy
(Tab. 3, 4). [41, 158]. Hiperglikemia w cukrzycy i obserwowany wzrost naptywu glukozy do

wnetrza ptytek moze wigzac¢ si¢ ze wzrostem ptytkowej utylizacji glukozy 1 przyspieszeniem
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ptytkowej aktywnos$ci enzymatycznej (Ryc. 3, 4) [158]. Obserwowana w pracy zwigkszona
aktywno$¢ G-6-PDH w ptytkach krwi pacjentow z cukrzyca typu 2 potwierdza powyzsza teze
oraz posrednio moze tlumaczy¢ nasilenie aktywnos$ci plytkowej reduktazy glutationu,
obserwowanej w badaniach di Simplicio 1 wsp. (Tab. 4) [200]. Natomiast wzrost aktywnos$ci
mitochondrialnej akonitazy w ptytkach pacjentéw z cukrzyca moze wynika¢ z nasilenia
ptytkowego metabolizmu acetylo-CoA w cyklu Krebsa, ktory moze by¢ nastgpnie
utylizowany do syntezy ptytkowych czynnikow aktywacji ptytek krwi (Tab. 4) [159, 201].

Brak zmian w aktywno$ci catkowitej IDH w plytkach oséb z cukrzyca, moze
wskazywaé, ze ta droga metaboliczna nie podlega adaptacyjnym zmianom w warunkach
hiperglikemii (Tab. 4). Z drugiej strony, enzym ten znajduje si¢ w dwu kompartmentach
komorkowych: aktywnym metabolicznie mitochondrialnym i w ziarnistosciach a (Tab. 4)
[202]. Dlatego tez wydaje si¢, ze jedynie analiza IDH w izolowanych przedzialach ptytek
krwi umozliwitaby prawidlowa ocen¢ udziatu dehydrogenazy izocytrynianowej w ptytkowym

metabolizmie energetycznym, w warunkach hiperglikemii w cukrzycy (Tab. 4) [202].

W warunkach hiperglikemii moze dochodzi¢ do zwigkszonego naptywu glukozy do
wnetrza ptytek krwi i zwigkszenia ich aktywacji, a w konsekwencji agregacji i powiktan
zakrzepowych (Ryc. 9, 10, 11) [41, 121, 159, 201]. Wiadomo, ze w transporcie glukozy ze
srodowiska pozakomoérkowego do wnetrza ptytek krwi, przy udziale niezaleznego od insuliny
transportera GLUT3 i zaleznego od insuliny GLUT4, wazng rol¢ odgrywa fosforylacja PKB-

473
Ser

473
Ser

[35, 38]. W niniejszej pracy nie obserwowano istotnych réznic w fosforylacji PKB-
, w aktywowanych trombing ptytkach krwi pomigdzy osobami zdrowymi 1 pacjentami z
cukrzycg typu 2 (Ryc. 16) [35, 38]. Moze to wynika¢ z faktu, ze hiperaktywacja ptytek krwi
w hiperglikemii jest niezalezna od fosforylacji PKB (Ryc. 11, 16) [35]. Dodatkowo,
obserwowany przez nas brak wplywu insuliny (5 pmol/ml) na agregacje ptytek krwi
indukowanej trombing (0,10 JM/ml) moglby wskazywac, ze w aktywowanych ptytkach krwi
transport 1 utylizacja glukozy oraz ich aktywno$¢ sa niezalezne od insuliny (dane
niepublikowane) (Ryc. 1) [37]. Co wigcej, u pacjentdéw z cukrzycg typu 2, przyjmujacych
insuling lacznie z doustnymi lekami hipoglikemizujacymi, rdwniez nie obserwowaliSmy
zmian w fosforylacji pltytkowej PKB, co jest zgodne z danymi Rauchfuss i wsp., w ktorych
nie obserwowano zwickszenia fosforylacji PKB w ptytkach krwi, po zastosowaniu insuliny

(Ryc. 16, dane niepublikowane) [203].

Dane te potwierdzaja, ze transport glukozy w aktywowanych ptytkach krwi jest
niezalezny od insuliny [37, 203].
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5.5. Wplyw zwiazkéow wanadu na metabolizm i funkcje plytek krwi w

cukrzycy typu 2

5.5.1. Weryfikacja zakresu stezen i toksycznosci zwigzkow wanadu

Szereg doniesien literaturowych opisuje toksyczne Ilub nekrotyczne dziatanie
zwigzkéw wanadu na komorki, tkanki i narzady zarowno u zwierzat, jak i ludzi [85, 90, 124,
125]. Zastosowane Ww naszej pracy stezenia organicznego BMOV (0,50 mM) i
nieorganicznego VCls (0,50 mM) byly nizsze, wzgledem st¢zen stosowanych w badaniach
klinicznych poniewaz w zastosowanym modelu doswiadczalnym stosowano izolowane ptytki
krwi, w warunkach in vitro, podczas gdy w badaniach klinicznych stosowano doustng
suplementacje zwigzkéw wanadu (Ryc. 6-11) [90]. Z drugiej jednak strony, zastosowane
stezenia przekraczaly zakresy stezen (10-30 uM), niezbednych do aktywacji
mitochondrialnych biatkowych kinaz tyrozynowych PTP [204].

Fakt, ze aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej w §rodowisku pozakomorkowym, po
zastosowaniu zwigzkow wanadu byla porownywalna do warunkéw kontrolnych moze
sugerowaé, ze zwigzki wanadu, w stezeniach uzytych w naszych dos$wiadczeniach, nie
powoduja uszkodzenia btony komoérkowej, co sugeruje, ze nie powodowaly nekrozy (Ryc. 5).
Jest to zgodne ze spostrzezeniami innych autoréw, ktorzy nie obserwowali cytotoksycznosci
po zastosowaniu jonéw wanadanowych na linii psich nefronéw typu MDCK (Ryc. 5) [205].
Poza tym, wybrane kompleksy zwigzkéw wanadu, w tym organicznych zwigzkéw wanadu,
polaczonych z maltolem w podobnych dawkach, byty uznane za bezpieczne w
do$wiadczeniach in vivo na szczurach (Ryc. 5) [90, 206-209]. Za bezpieczenstwem
zastosowanych dawek przemawia takze brak wpltywu zwigzkow wanadu na
wewnatrzkomorkowa zawarto$¢ zredukowanego glutationu, co moze tez swiadczy¢ o tym, ze
antyagregacyjne dziatanie zwigzkéw wanadu na ptytki krwi nie byto wynikiem hamowania
ich aktywnosci wskutek zaburzen réwnowagi redukcyjnej i zwigkszenia stresu oksydacyjnego
(Ryc. 5, 6-11) [210-212]. Fakt, ze analizowane przez nasz zespdt stezenia zwigzkow wanadu
nie miaty wptywu na redukcj¢ aktywnosci catkowitego SDH w tescie MTT oraz aktywnosci
fosfatazy kwasnej, potwierdza, ze nie wykazuja one dziatania cytotoksycznego (Ryc. 2) [133].
Dodatkowo, antyagregacyjne dziatanie zawigzkow wanadu stosowanych w naszej pracy bylo
silniejsze w poczatkowej fazie agregacji (2 minuta), w porownaniu do fazy koncowej (12
minuta), co moze $wiadczy¢ o tym, ze dzialanie zwigzkow wanadu jest czeSciowo lub

catkowicie odwracalne (Ryc. 5, 11) [90, 133].
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Brak wptywu zwigzkéw wanadu na wewnatrzkomorkowa réwnowage oksydacyjno-
redukcyjng pozostaje jednak w sprzeczno$ci z doniesieniami Soaresa i1 wsp., ktorzy
obserwowali zaburzenia mitochondrialnego potencjatu transbtonowego, rozpad cytochromu c,
a w konsekwencji apoptoze szczurzych hepatocytow, po doustnym podaniu zaledwie 5,40 +
2,50 uM dawki dekawanadu (Ryc. 5) [94, 213-215]. Dodatkowo, dalszych weryfikacji
metodycznych wymagajg nasze dane, w ktorych obserwowano istotnie nasilenie akumulacji
TBARS w plytkach krwi pacjentéw z cukrzyca po zastosowaniu BMOV (Ryec. 20). Wiadomo
jednak, ze 12 1 24 godzinna ekspozycja hepatocytéw na BMOV badz dekawanad w
warunkach in vitro, wywolala wzrost peroksydacji lipidow o odpowiednio 55% 1 80% w
mitochondriach tych komorek [214, 216]. Moglyby to wskazywa¢ na prooksydacyjne
dziatanie zwigzkéw wanadu na plytki krwi, w szczegdlnosci w hiperglikemii (Ryc. 20) [214,
216, 217].

Prawdopodobnie efekt toksyczny zwigzkéw wanadu zalezy nie tylko od ich stezenia,
ale takze od czasu ekspozycji, sposobu podania, analizowanej frakcji komoérkowej, typu
tkanki 1 gatunku zwierzecia [214]. Dlatego tez, wskazane jest, aby kazdy zwigzek wanadu byt
zweryfikowany pod wzgledem cytotoksyczno$ci, celem ustalenia optymalnych i
bezpiecznych dawek zwiazkéw wanadu, zar6wno u oséb zdrowych, jak i u pacjentow z
cukrzyca.

Trudno$¢ w ustaleniu potencjalnie pro- badz antyoksydacyjnego charakteru zwigzkow
wanadu i roznic ich dziatania w plytkach oséb zdrowych i z cukrzycg sugeruje zachowanie

ostrozno$ci w stosowaniu suplementéw zwigzkoéw wanadu (Ryc. 20).

5.5.2. Wplyw zwiazkéw wanadu na funkcje plytek krwi pacjentow z cukrzyca

Nieliczne doniesienia literaturowe opisuja hamujacy wpltyw organicznego zwigzku
wanadu: BMOV, jak 1 szeregu nieorganicznych zwigzkéw wanadu, w tym siarczanu
wanadylu, ortowanadanu i metawanadanu na agregacje plytek krwi, co tlumaczy si¢
zmniejszeniem aktywacji receptorow ptytkowych, tj. GP Ib, GP IIb/Illa, GPVI czy P2Y,,
[43, 93, 218, 219]. Uzyskane przez nas wyniki potwierdzaja te obserwacje, poniewaz
zastosowane: zarowno organiczny BMOV (0,50 mM), jak i nieorganiczny VCl; (0,50 mM),
istotnie hamowaly agregacje¢ plytek krwi indukowanych trombing, co moze §wiadczy¢ o tym,
ze dziatanie zwigzkow wanadu jest zalezne od inaktywacji mechanizmow przekazywania

sygnatu zaleznych od receptorow PAR 1 14 (Ryc. 9-11). W odpowiedzi na trombing zwigzki
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wanadu reguluja dziatanie bialek Gi, 1 Ggq 1 moga przyczynia¢ si¢ do wzrostu cAMP przez
inaktywacje¢ fosfodiesteraz plytkowych oraz jednoczesne hamowanie fosfolipazy C i1
hamowanie mobilizacji Ca*" z magazynéw wewnatrzptytkowych, (Ryc. 1, 14, 20) [43, 90, 91,
133, 220, 221]. Brak wptywu zwigzkéw wanadu na wydzielanie wewnatrzplytkowego cAMP
przy jednoczesnym znamiennym nasileniu fosforylacji VASP mogtoby $§wiadczy¢ o tym, Ze
zwiazki wanadu nasilajg utylizacje cAMP w aktywowanych ptytkach krwi (Ryc. 141 19).

W przedstawionej pracy obserwowali§my redukcje adhezji, powierzchni (ang.
spreading) i tworzenia agregatow ptytkowych, aktywowanych kolagenem i fibrynogenem
ptytek krwi przez BMOV, zarowno w grupie osob zdrowych, jak i pacjentow z cukrzyca
(Ryc. 6-11) [91, 93] Dane te wskazuja na istotne, anty-aktywacyjne wlasciwosci
organicznego BMOV na funkcje ptytek krwi, w mechanizmie zaleznym od hamowania
integryn oyB;, opfs oraz oyppPs (Rye. 6-11) [179, 222]. Co wigcej fakt, ze BMOV
rownoczesnie redukowal fosforylacje RhoA 1 MLC w aktywowanych plytkach krwi obu
badanych grup moze swiadczy¢, ze mechanizm dziatania BMOV jest zalezny od regulacji
Sciezek sygnalizacyjnych, odpowiedzialnych za regulacje ksztalttu ptytek krwi i reorganizacje
ich cytoszkieletu (Ryc. 6-8, 17, 18). Jest to zgodne z doniesieniami innych autoréw, ktorzy
obserwowali podobne zmiany morfologiczne w komorkach glejaka, raka prostaty i ptytek
krwi, w ktérych zahamowano aktywno$¢ lub fosforylacje RhoA [63, 242, 243, 244].
Jednoczesnie obserwowany wzrost fosforylacji VASP w aktywowanych plytkach krwi osob
zdrowych 1 pacjentdw z cukrzyca, po zastosowaniu BMOV wskazuje, ze hamowanie funkcji
ptytek krwi przez organiczne zwigzki wanadu moze by¢ tez regulowane w mechanizmie
ptytkowej sygnalizacji, zaleznej od cAMP (Ryc. 1, 6, 7, 8, 14, 19, 20) [179, 222].

Z drugiej strony, nasilenie adhezji i zwigkszenie powierzchni krwinek ptytkowych u
pacjentow z cukrzyca, aktywowanych kolagenem przez VCls, sugeruje proaktywacyjne
wlasciwosci nieorganicznego zwigzku wanadu we wstepnym etapie aktywacji ptytek krwi, w
warunkach hiperglikemii (Ryc. 6-8) [222]. Jednocze$nie, obserwowany przez nas brak
wplywu VCl; na ksztalt krwinek ptytkowych u pacjentow z cukrzyca, aktywowanych
fibrynogenem oraz na tworzenie agregatow ptytek krwi moze wskazywac, ze VCl; nie ma
wplywu na ostateczny etap aktywacji krwinek plytkowych w mechanizmie aktywacji
ptytkowych integryn o,B; 1 ofs badz amP; (Ryc. 9, 10). Natomiast jednocze$nie
obserwowany w naszej pracy spadek fosforylacji RhoA i MLC w ptytkach krwi obu
badanych grup po zastosowaniu VCls moze sugerowaé, ze wewnatrzpltytkowy mechanizm
przekazywania sygnatéw poprzez RhoA i MLC nie odgrywa jednak istotnej roli w regulacji
adhezji 1 zmiany ksztattu ptytek krwi (Ryc. 17, 18).
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Natomiast jednoczesny brak zmian w fosforylacji VASP-Ser'”’

w cukrzycowych
ptytkach krwi po zastosowaniu VCls;, moze $wiadczy¢ o tym, Ze nieorganiczny zwigzek
wanadu nie ma wptywu na regulacj¢ $ciezki sygnalizacyjnej zaleznej od wewnatrzptytkowego
cAMP w warunkach hiperglikemii (Ryc. 1, 6, 7, 8 1 20). Dane te mogg tez wskazywac, ze
wptyw VCl; na fosforylacje VASP w warunkach hiperglikemii moze by¢ niewystraczajacy,
aby hamowac¢ wstepny etap aktywacji ptytek krwi (Ryc. 1, 6, 7, 8, 19) [222-224].

W naszych badaniach BMOV i VCl; mialy odmienny wplyw na funkcje ptytek krwi
(Ryc. 6-11). Moze to by¢ zwigzane z odmiennymi wlasciwosciami chemicznymi,
wynikajacymi z ich odmiennej struktury przestrzennej, czy obecnosci tlenu, ktére moga miec

istotne znaczenie w oddzialywaniu zwigzkéw wanadu z receptorami krwinek ptytkowych

(Ryc. 6-11) [86, 210].

5.5.3. Wplyw zwiagzkéw wanadu na wydzielanie ATP z plytek pacjentow z
cukrzyca

Obserwowana w naszej pracy redukcja wydzielania ATP do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej z aktywowanych trombing ptytek krwi oséb zdrowych i pacjentéw z
cukrzyca, zarowno przez BMOV, jak 1 VCI; moze $wiadczy¢ o tym, ze zwiazki wanadu moga
blokowa¢ wydzielanie ATP z ziarnistosci ptytkowych (Ryc. 11, 12, 14, 17, 18) [41, 91, 225].
Nasze obserwacje sg zgodne z doniesieniami Gonzalez-Villalva, gdzie obserwowano redukcje
agregacji ptytek krwi i wydzielania ATP, w mechanizmie zaleznym od cAMP, w mysich
ptytkach krwi (Ryc. 11, 12, 14, 17, 18) [41, 91, 225]. Zmniejszenie uwalniania zawarto$ci
ziarnisto$ci ptytkowych, obserwowane po zastosowaniu zar6wno organicznego BMOV, jak i
nieorganicznego VCl;, moze wynika¢ z ich wplywu na reorganizacj¢ cytoszkieletu
komoérkowego, zaleznego miedzy innymi od fosforylacji biatka RhoA-Ser'®® i MLC-Ser®,
niezbgdnych w procesie degranulacji ptytek krwi (Ryc. 1, 12, 17, 18) [226].

Co wigcej, nasze obserwacje sa zgodne z wczesniejszymi danymi innych autoréw,
ktorzy obserwowali zniesienie procesu adhezji 1 agregacji krwinek plytkowych oraz
uposledzenie tworzenia skrzepu zarowno w warunkach in vivo, jak 1 in vitro, u myszy
pozbawionych ziarnistosci gestych (Ryc. 6, 9, 10, 11) [227]. A zatem, zwigzki wanadu moga
by¢ odpowiedzialne za regulacje $ciezek sygnalizacyjnych, bioracych udziat w procesie

degranulacji (Ryc. 1, 12, 17, 18) [225, 227].
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Fakt, ze zwigzki wanadu prawie dwukrotnie stabiej redukowaly ptytkowa fosforylacje
MLC-Ser”™, w porownaniu do wydzielania ATP w obu badanych grupach moze §wiadczy¢ o
tym, ze zwigzki wanadu hamuja degranulacj¢ w aktywowanych ptytkach krwi réwniez w

mechanizmach niezaleznych od fosforylacji MLC (Ryc. 12, 18) [48, 57, 139].

5.54. Wplyw zwiazkow wanadu na produkcje tromboksanu A, i TBARS w
plytkach krwi pacjentow z cukrzyca

Obserwowany przez nas wzrost uwalniania TXA, z aktywowanych ptytek krwi oséb
zdrowych 1 pacjentow z cukrzyca, po zastosowaniu BMOYV i chlorku wanadu moze §wiadczy¢
o proaktywacyjnych wtasciwosciach badanych zwigzkow wanadu, co potwierdzaja
doniesienia Korbeckiego 1 wsp., opisujace zwiekszenie ekspresji cyklooksygenazy 1, a wiec
posrednio réwniez syntezy tromboksanu A, w komorkach linii ludzkich monocytéow (ang.
monocytic line THP-1), po zastosowaniu nieorganicznego ortowanadanu sodu (Ryc. 13) [210,
228].

Co wigcej, VCl; istotnie zwigkszat akumulacje TBARS w ptytkach pacjentow z
cukrzyca (Ryc. 20). Podobne wyniki obserwowano w osoczu u szczurOw z cukrzyca
wyindukowang streptozotocyna, po zastosowaniu nieorganicznego siarczanu wanadylu [148].
Réwniez inni autorzy obserwowali wzrost peroksydacji lipidow w mitochondriach
hepatocytow, po zastosowaniu BMOV badz dekawanadu w warunkach in vitro [214, 216].
Powyzsze dane moga wskazywaé na prooksydacyjne dziatanie zwigzkoéw wanadu (Ryc. 20)
[214, 216, 217].

Nasilenie produkcji TXA, i TBARS w aktywowanych ptytkach krwi po zastosowaniu
VClIs, przy jednoczesnej redukcji agregacji plytek krwi, jest niejasna i wymaga dalszych
weryfikacji, w celu pelnego wyjasnienia bezpieczenstwa stosowania zwigzkow wanadu,

zarOwno u 0sob zdrowych, jak i pacjentow z cukrzycag (Ryc. 13, 20) [71, 214, 216].
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5.5.5. Wplyw zwiazkéw wanadu na przekazywanie sygnalu zaleznego od

wewnatrzplytkowego cAMP u pacjentow z cukrzyca

W naszych badaniach poziom wewnatrzptytkowego cAMP nie zmienial si¢ w obecnosci
BMOV, dodatkowo inhibicja rozpadu cAMP nie wplywata na jego poziom przy
jednoczesnym wzroscie fosforylacji VASP (Ryc. 14, dane niepublikowane). Wyniki te
swiadczg o mozliwym przys$pieszonym zuzyciu cAMP do fosforylacji biatek regulatorowych,
w tym VASP i PKA w aktywowanych ptytkach krwi po zastosowaniu zwigzkow wanadu
(Ryc. 14, 15, 19) [93, 122]. Co wigcej, BMOV redukowat tworzenie agregatow plytek krwi, a
wiec hamowat ich aktywno$¢ w mechanizmie zaleznym od cAMP, a wigc 1 fosforylacji PKA 1
VASP (Ryc. 9, 10, 14, 15, 19) (dane niepublikowane) [87, 116]. Pelne wyjasnienie tej
hipotezy wymaga uzycia inhibitora fosforylacji VASP.

Fakt, Ze poziom fosforylacji VASP po zastosowaniu BMOV byt znamiennie wyzszy w
aktywowanych ptytkach pacjentow z cukrzyca moze $wiadczy¢ o tym, ze w warunkach
hiperglikemii BMOV moze redukowa¢ aktywno$¢ plytek krwi w mechanizmie zaleznym od
cAMP (Ryc. 6-11, 14, 19).

Z drugiej strony, obserwowany przez nas spadek wewnatrzptytkowego cAMP przy
jednoczesnym zwigkszeniu fosforylacji PKAc oraz hamowaniu agregacji plytek krwi
pacjentow z cukrzyca po zastosowaniu nieorganicznego VCl; moze sugerowaé, ze
nieorganiczny zwigzek wanadu hamuje funkcje ptytek krwi poprzez bezposredni wptyw na
aktywnos$¢ PKAc (Ryc. 14, 15).

Uzyskane wyniki wskazujace na przeciwptytkowe wilasciwosci zwigzkow wanadu,
zalezne od cAMP, pozostaja w zgodzie z doniesieniami innych badaczy, ktérzy po
zastosowaniu nieorganicznego zwigzku wanadu (siarczanu wanadylu) w szczurzych
komorkach nadnercza obserwowali aktywacje Sciezek sygnalizacyjnych regulowanych przez

cAMP (Ryc. 14) [91, 229, 230].

5.6. Wplyw zwigzkow wanadu na aktywnos$¢ enzymow metabolizmu glukozy w

plytkach krwi u pacjentow z cukrzyca

Zaréwno organiczny BMOV, jak 1 nieorganiczny VCl; hamowaty aktywnosci
enzyméw metabolizmu glukozy i fosforylacje PKB-Ser'”® w aktywowanych ptytkach krwi
0s0b zdrowych i pacjentow z cukrzyca (Tab. 4, Ryc. 16).
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Nasze wyniki sg sprzeczne z doniesieniami Hiromury i wsp. ktdrzy obserwowali

nasilenie fosforylacji PKB-Ser*”

, po doustnej terapii organicznymi zwigzkami wanadu, u
myszy z wyindukowang streptozotocyng cukrzyca [119]. Réwniez eksperymenty na
adipocytach wskazaty, ze organiczne zwigzki wanadu, w tym BMOV nasilaly fosforylacje
PKB w pozycji 473 seryny [119, 231, 232].

Co wigcej, doswiadczenia in vitro, jak tez badania na zwierzgtach, wykazaty nasilenie
transportu glukozy i jej utylizacj¢ w migsniach i tkance tluszczowej oraz wzrost syntezy
glikogenu w hepatocytach szczurow, po zastosowaniu nieorganicznych zwigzkéw wanadu, w
tym siarczanu wanadylu 1 ortowanadanu [85, 113]. Dodatkowo, zastosowanie
nieorganicznego VO(alx), u myszy z wyindukowang streptozotocyng cukrzycg nasilato
fosforylacje¢ PKB i GSK-3 w tkance mig$niowej, a tym samym redukowalo stezenie glukozy
we krwi, co wskazuje na kluczowa role fosforylacji PKB w metabolizmie glukozy, w
odpowiedzi na kompleksy wanadowe [105, 119].

Niezgodno$¢ uzyskanych przez nas wynikow z danymi literaturowymi moze byc¢
zwigzana z faktem, Ze zastosowanie modelu zwierzgcego lub hodowli komodrkowych
umozliwia prowadzenie nawet kilkunastodniowej, przewlektej obserwacji wptywu ekspozycji
zwigzkéw wanadu na komorki 1 zwierzgta do§wiadczalne [41, 85, 113, 159]. Natomiast w
naszych do$wiadczeniach izolowane plytki krwi byly poddane krotkiej ekspozycji na zwigzki
wanadu, gdyz zachowuja one metabolizm energetyczny i funkcje do kilku godzin od ich
izolacji z krwi pelnej (Tab. 4, Ryc. 16) [85, 113]. Rozbiezno$¢ ta moze wynika¢ réwniez z
faktu, ze przytoczone dane literaturowe dotyczyly komorek i tkanek insulinozaleznych,
podczas gdy ptytki krwi sg komoérkami insulinoniezaleznymi [41, 43, 85, 113, 159]. I tak,
okazuje sie, ze obserwowany przez nas spadek ptytkowego metabolizmu energetycznego po
zastosowaniu zwigzkow wanadu jest zgodny z danymi innych autoréw, w ktérych metawanad
redukowatl aktywnos$ci enzymow mitochondrialnych, w tym akonitazy w komodrkach
insulinoniezaleznych typu neuroblastoma [233]. A zatem obserwowany w naszej pracy
spadek aktywnosci ptytek krwi po zastosowaniu BMOV moze §wiadczy¢ o hamowaniu przez
organiczny zwigzek wanadu aktywnos$ci enzymow, odpowiedzialnych za utylizacje, transport
glukozy, jak rowniez za produkcj¢ lipidowych czynnikow aktywacji ptytek krwi 1 uwalniania
zawartos$ci ziarnisto$ci (Tab. 4, Ryc. 6-11, 13, 16). Silniejsza redukcja przez BMOV agregacji
ptytek krwi pacjentow z cukrzyca, w poréwnaniu do osoéb zdrowych, przy jednoczesnym
podobnym hamowaniu aktywnosci enzymoéw, odpowiedzialnych za utylizacje glukozy i
produkcje energii ich metabolizmu energetycznego, w obu badanych grupach moze jednak

swiadczy¢ o tym, ze w warunkach hiperglikemii zwigzki wanadu hamujg aktywnos¢ ptytek
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krwi jeszcze w innych mechanizmach niezaleznych od redukcji ich metabolizmu
energetycznego (Tab. 4, Ryc. 11) [41]. Swiadczy o tym dzialanie VCls, ktory istotnie
hamowal metabolizm energetyczny plytek krwi w obu badanych grupach, aczkolwiek
wykazywal stabsze wlasciwosci antyagregacyjne (Tab. 4, Ryc. 6-10, 11) [41, 201].
Niewykluczone, ze przyczyng roznic w antyplytkowym dziataniu nieorganicznego VCls i
organicznego BMOV jest rozny stopien nasilenia przez ten zwigzek produkcji TXA; albo tez
regulacji sygnalizacji pltytkowej zaleznej od cAMP, w tym fosforylacji VASP (Ryc. 11, 13,
14, 19). Thumaczyloby to znamienny wzrost fosforylacji VASP i syntezy TXA, przy znacznej
redukcji aktywnosci ptytek krwi przez BMOV 1 jednoczesny brak zmian w fosforylacji
VASP, a takze nasilenie akumulacji TXA, przy nieznacznym dzialaniu antyagregacyjnym po
zastosowaniu VCls (Ryc. 7-10, 13, 19).

Powyzsze obserwacje potwierdzajg teze, ze obserwowany wzrost aktywnos$ci ptytek
krwi 1 powiklan zakrzepowych, obserwowanych w cukrzycy typu 2 jest zwigzany przede
wszystkim z zmniejszong dostepnoscia cAMP do fosforylacji kluczowych enzymoéw,
niezb¢dnych do hamowania nadmiernej aktywnosci ptytek krwi w warunkach hiperglikemii w

krazeniu (Ryc. 1, 9-11, 13, 19) [37, 43, 60].

Epidemia cukrzycy wcigz stanowi istotny problem cywilizacyjny, sklaniajacy do
poszukiwania rozwigzan poprawiajacych skuteczno$¢ jej leczenia. Zwigzki wanadu jako
suplementy, z uwagi na ich wlasciwos$ci insulinomimetyczne, potencjalnie moglyby znaczaco
wspomoc istniejace terapie (Ryc. 1, 6, 14, 16, 19) [85, 96, 99, 100, 108]. Nasze dane
poréwnawcze w ptytkach krwi dla dwu r6znych zwigzkéw wanadu wskazuja na to, ze bytyby
one uzyteczne jako terapia wspomagajgca w redukcji czgstosci powiktan zakrzepowych.
Nalezy jednak zachowac ostrozno$¢ szczegdlnie w stosowaniu nieorganicznych zwigzkow
wanadu. Dodatkowo, wcigz nie znamy dtugoterminowych efektow leczenia wanadem.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy, wskazujace na rdznice w dziataniu
zwigzkéw wanadu na plytki osob zdrowych i pacjentow z cukrzyca, wydaja si¢ stanowic
argument za tym, ze niezbgdne sg dalsze badania dotyczace bezpieczenstwa, odstepow

terapeutycznych i dawek toksycznych u réznych grup pacjentow.
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6. WNIOSKI

Przedstawione wyniki wskazuja na udzial zwigzkdéw wanadu w regulacji metabolizmu 1

funkcji ptytek krwi u 0s6b zdrowych oraz pacjentow z cukrzyca typu 2.

1.

Przewlekla hiperglikemia i zaburzenia gospodarki lipidowej w cukrzycy typu 2
prowadza do nadmiernej aktywnos$ci enzyméw zwigzanych z metabolizmem glukozy,
akumulacji TBARS oraz do zaburzen mechanizméw sygnalizacji zaleznej od cAMP.
Moze to prowadzi¢ do zwigkszonej degranulacji ptytek krwi i uwalniania czynnikow
proptytkowych, a w konsekwencji do nadmiernej aktywnosci ptytek krwi u pacjentow
z cukrzyca.

Organiczny zwigzek wanadu BMOV oraz chlorek wanadu hamujg aktywnos$¢
enzymoéw odpowiedzialnych za utylizacje i1 transport glukozy, jak rowniez redukuja
aktywno$¢ ptytek krwi zaréwno osob zdrowych, jak 1 pacjentéw z cukrzyca,
prawdopodobnie poprzez blokowanie integryn o, azf3, amPs oraz receptorow PAR,
w mechanizmie zaleznym od redukcji fosforylacji enzyméw RhoA 1 MLC,
odpowiedzialnych za ksztalt plytek krwi, reorganizacj¢ ich cytoszkieletu 1

degranulacje.

. Zahamowanie przez BMOV agregacji aktywowanych plytek krwi, przy jednoczesnym

wzro$cie fosforylacji biatkka VASP, moze wskazywaé¢ na udziat w tym procesie
sygnalizacji zaleznej od cAMP.

BMOV silniej hamuje agregacje plytek krwi u pacjentdow z cukrzyca, nasilajac
jednoczesnie aktywacje ptytkowej sygnalizacji zaleznej do cAMP. Moze to $wiadczy¢
o tym, ze w warunkach hiperglikemii, przeciwptytkowe dzialanie BMOV wynika z
przy$pieszonego zuzycia cAMP do fosforylacji biatka VASP-Ser'’.

Nasilenie produkcji TXA, 1 TBARS w aktywowanych ptytkach krwi po zastosowaniu
VCls, przy jednoczesnej redukcji agregacji plytek krwi, jest niejasne i wymaga
dalszych weryfikacji, w celu pelnego wyjasnienia bezpiecznego stosowania tego
zwiazku, zardwno u 0so6b zdrowych, jak i pacjentow z cukrzycag.

BMOV 1 VCl; wykazuja odmienny wptyw na funkcje plytek krwi. Moze to by¢
zwigzane z ich wlasciwosciami chemicznymi, ktore moga miec istotne znaczenie w
oddzialywaniu zwigzkéw wanadu z receptorami oraz enzymami krwinek ptytkowych.
Co wiecej, wptyw BMOYV badz VCl; zalezy od ekspozycji ptytek krwi na przewlekta
hiperglikemig.
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Suplement 1. Cele wyrdwnania gospodarki weglowodanowo-lipidowej u pacjentow chorych

na cukrzyce.
Parametr Cele Komentarz
Hemoglobina glikowana
<7% - cel ogolny
HbA. (%)
- u pacjentdéw z cukrzyca typu 1, gdy nie ma
<6,50% ryzyka hipoglikemii,
- u pacjentdéw z krétkotrwatg cukrzyca typu 2,
- u pacjentow w zaawansowanym wieku i/lub
<8,00% z makroangiopatig i/lub chorobami
towarzyszacymi,
Cholesterol calkowity
<175 mg/dl
(mg/dl)
Cholesterol LDL (mg/dl) <70 mg/dl
- dopuszczalne u mtodych pacjentow (<40 r.
<100 mg/dl
z.) z cukrzyca typu 1,
Cholesterol HDL (mg/dl) > 50 mg/dl - u kobiet
> 40 mg/dl - U megzZczyzn
Triglicerydy (mg/dl) < 150 mg/dl

Przedstawione wyniki pochodzg z ,,Zalecen klinicznych dotyczacych postgpowania u chorych
na cukrzyce 2018, opublikowanych przez Polskie Towarzystwo Diabetologiczne w 2018

roku.
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