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1. WSTEP

Miazdzycg nazywany jest przewlekty i uogélniony stan zapalny tetnic, w wyniku ktorego
pojawiaja si¢ zmiany zwyrodnieniowo-wytworcze w btonie wewnetrznej 1 srodkowej aorty,
tetnic wiencowych, moézgowych i1 konczyn, (tzw. makroangiopatie). Do najwazniejszych
powiktan narzagdowych miazdzycy zaliczamy chorobg wiencows, udar niedokrwienny mozgu
oraz przewlekle niedokrwienie kofczyn dolnych!. Najczesciej wystepuje jako miazdzyca
zarostowa (MZ) lub miazdzycowe powiklania cukrzycy typu 2 (tzw. makroangiopatia
cukrzycowa, MC; dotyczy zmian miazdzycowych rozsianych w réznych odcinkach tetnic). Oba
te powiktania nalezg do chordb cywilizacyjnych XXI wieku 1 uwazane sg za zasadniczy,
globalny 1 wciaz narastajagcy problem zdrowotny. Przeprowadzona metaanaliza wykazata,
ze choroba niedokrwienna konczyn dolnych oraz choroba t¢tnic obwodowych (ang. Peripherial
Artery Disease, PAD) manifestuje si¢ jako przewleklty proces miazdzycowy we wszystkich
populacjach?. Zwickszony wzrost zachorowalnosci obserwowany jest w krajach
niskorozwinigtych, co wyraznie wskazuje, ze choroba ta dotyczy juz nie tylko krajow
wysokorozwinietych, ale jest schorzeniem o zasiegu globalnym?. W 2000 roku szacowana
liczba 0s6b z PAD wynosita okoto 164 mln, natomiast w roku 2010 wzrosta do ok. 202 mln na
catym $wiecie'®. Badania epidemiologiczne wykazuja, ze przewlekle niedokrwienie konczyn
dolnych stwierdza si¢ u okoto 5% populacji powyzej 50 roku zycia. Czgsto$¢ zachorowan
u mezezyzn jest prawie trzykrotnie wicksza niz u kobiet, ale po 70-tym roku zycia staje si¢
niemal identyczna u obu pici. W Polsce do lekarza tylko po pierwsza porad¢ zglasza si¢
corocznie 40 000 chorych z miazdzyca tg¢tnic konczyn dolnych. U okoto 40% chorych
z niedokrwieniem konczyn wspdtistnieje nadcisnienie tgtnicze, u 25% choroba niedokrwienna

serca, a u 10 do 15% miazdzyca tetnic moézgowia.

Miazdzyca byla dawniej postrzegana jako nieodwracalny 1 nieunikniony proces
0 charakterze zwyrodnieniowym, obecnie — przeciwnie — coraz bardziej dostrzegany jest jej
zmienny przebieg. Badania 1 dane kliniczne wykazuja, ze blaszka miazdzycowa ewoluuje
w wielu kierunkach — moze ulega¢ progresji, regresji, a nawet zmienia¢ swoje wlasciwosci,
wplywajac na przebieg choroby*. W przewleklym niedokrwieniu tetniczym, zgodnie
z klasyfikacja Fountaine’a, wyrdznia si¢ 4 klasyczne okresy:
Okres | — skapo objawowy lub bezobjawowy; dolegliwos$ci stabo wyrazone i niespecyficzne
(dretwienia 1 mrowienia konczyn, zwigkszona wrazliwo$¢ na zimno 1 mgczliwos¢ konczyn),

zazwyczaj sg lekcewazone przez pacjentow.



Okres Il —bolow wysitkowych czyli chromania przestankowego, specyficznego rodzaju bolu,
ktoéry powstaje z powodu niedoboru tlenu w pracujacych migé$niach. Charakteryzuje si¢ on
regularnoscig tzn. po wykonaniu okreslonej ilosci krokow, zmusza chorego do przerwania
wysitku 1 odpoczynku, po ktorym chory kontynuuje marsz do wystgpienia kolejnego ataku
bolu. Arbitralnie przyjeto okres II dzieli¢ na dwa podokresy:

Il a — chromanie przestankowe powyzej 200 m

Il b — chromanie przestankowe ponizej 200 m
Okres 111 — bolow spoczynkowych, poczatkowo jedynie nocnych, z czasem (wraz
z narastajacym deficytem ukrwienia), rozciagajacych si¢ na calg dobe; z najwigksza
intensywnoscig wystepuja w obwodowych czgéciach konczyn, czyli w palcach i w stopach.
Okres 1V — martwicy i/lub owrzodzen niedokrwiennych, ktérym towarzyszg bole

6

spoczynkowe o duzym nasileniu®®.

Dolegliwosci subiektywne pacjenta zostaja obiektywizowane przez badania fizykalne:

ogladanie konczyn dolnych
e palpacje tetnic: rutynowe badanie obejmuje aorte¢ brzuszna, tetnice udowe
1 podkolanowe oraz tetnice piszczelowe tylne i tetnice grzbietowe stopy
e ostuchiwanie: aorty, tetnic biodrowych, udowych wspolnych i powierzchniowych
wzdtuz ich przebiegu
e proba czynno$ciowa Ratschowa — badanie pozwalajgce okresli¢, poziom zamknigcia
swiatta tgtnicy w konczynie dolnej lub obreczy barkowe;.
W kolejnym etapie diagnostyki wykonuje sig:
e prob¢e marszowg na biezni ruchomej wedlug dostosowanego do badania konczyn
dolnych protokotu
e segmentarny pomiar ci$nien skurczowych na konczynach dolnych metoda Dopplera,
z ktorego wylicza si¢ wskaznik kostka/ramig¢ (K/R).
W warunkach prawidtlowych wspotczynnik K/R jest rowny lub wigkszy od 1,0. Wartosci
wspotczynnika ponizej 1,0 $wiadcza o hemodynamicznie istotnych zwezeniach lub
niedroznosciach w tetniczym uktadzie konczyn dolnych. U chorych w I okresie wspotczynnik
K/R wynosi 0,89-0,7; u chorych z chromaniem przestankowym 0,69-0,41; u pacjentow
z boélami spoczynkowymi 0,4-0,2; w konczynach z martwica Iub owrzodzeniami
niedokrwiennymi ponizej 0,2’
Obraz kliniczny MZ zalezy od dlugosci niedroznego odcinka tetnicy, stopnia rozwoju

krazenia obocznego oraz postaci niedrozno$ci, np.: aortalno-biodrowa obejmuje koncowy



odcinek aorty brzusznej oraz tetnice biodrowe, udowo-podkolanowa umiejscowiona jest
w kanale przywodzicieli tetnicy udowej powierzchownej, obwodowa pojawia si¢ w tetnicach
goleni ponizej tetnicy podkolanowej, w niedroznosci wielopoziomowej zmiany miazdzycowe
pojawiaja si¢ po tej samej stronie na réznych poziomach i s3 oddzielone wyraznie droznymi

odcinkami t¢tnicy.

1.1. Miazdzyca zarostowa a makroangiopatia cukrzycowa

Czynniki ryzyka miazdzycy

Gloéwng przyczyng miazdzycy jest dysfunkcja $rodbtonka naczyniowego spowodowana
gromadzeniem si¢ czasteczek cholesterolu 1 lipidéw w btonie srodkowej 1 wewngtrznej tetnic,
co indukuje reakcje zapalna, prowadzaca do powstawania tzw. blaszki miazdzycowe;.
Procesowi temu sprzyjaja roézne czynniki, ktéore podzielono na modyfikowalne
i niemodyfikowalne®8, Do czynnikéw modyfikowalnych zalicza sie: nikotynizm,
hiperlipidemig, nadcisnienie tetnicze, obnizone stezenie lipoprotein o wysokiej gestosci (ang.
High Density Lipoprotein, HDL), otylo$¢ brzuszng, cukrzyce, aktywacje czynnikow stanu
zapalnego i matg aktywno$¢ fizyczna, a takze warunki socjoekonomiczne, stres i depresje®?.
Wiadomo, ze dym tytoniowy uszkadza $rodblonek naczyniowy, prowadzac do zmniejszenia
produkc;ji tlenku azotu (NO), a tym samym zmniejszenia elastycznosci §cian naczyn. Sktadniki
zawarte w dymie tytoniowym sprzyjaja takze zwigkszeniu ekspresji czasteczek adhezyjnych
oraz agregacji i adhezji ptytek krwi oraz powstawaniu wolnych rodnikoéw?!. Istnieje wyrazny
zwiazek miedzy paleniem papieroséw a incydentami sercowo-naczyniowymit2. Nikotynizm
jest gldéwnym czynnikiem prowadzacym do uszkodzenia $réodbtonka naczyniowego.
W hiperlipidemii, czyli zwigkszonej ilosci cholesterolu catkowitego, trojglicerydow
i lipoproteiny o niskiej gestosci (ang. Low Density Lipoprotein, LDL), znaczenie maja przede
wszystkim czasteczki LDL, ktore po przytaczeniu si¢ do srédblonka naczyn ulegaja oksydacji
(powstaje oxLDL). Powoduje to aktywacje uktadu immunologicznego — monocyty/makrofagi
pochtaniajg oxLDL tworzac komorki piankowate, ktore wraz z ptytkami krwi formuja blaszke
miazdzycowg. Powodem hiperlipidemii moze by¢ niewlasciwa dieta, jak réwniez
uwarunkowania genetyczne i zaburzenia metabolizmu watroby®®. Ponadto, dynamiczny
1 wzmozony przeplyw krwi przez naczynie te¢tnicze (nadci$nienie tetnicze) powoduje
uszkodzenie $rodblonka naczyniowego i inicjuje przytaczanie si¢ LDL do $rodbtonka. Wzrost

ci$nienia skurczowego powyzej 140 mmHg zwigksza ryzyko wystgpowania chorob sercowo-



naczyniowych4, Wiadomo réwniez, Ze pacjenci z rozpoznang cukrzycg s3 narazeni czesciej na
wystapienie miazdzycy przed 50 r.z. 1° — wskutek hiperglikemii intensywnie zachodzi zjawisko
glikacji bialek i wzrasta aktywno$¢ markeréw stanu zapalnego m.in. czynnika martwicy
nowotworu o, (ang. Tumor Necrosis Factor o, TNF-a), interleukiny 6 (ang. Interleukin 6, IL-
6), D-dimerdow i fibrynogenu, co doprowadza do powstania mikro — i makroangiopatii. ROwniez
otytos¢, czyli przyrost wewnatrzbrzusznej tkanki thuszczowej (wisceralnej), wzmaga synteze
markeréw stanu zapalnego, tj.: IL-6 oraz TNF-a!®. Ponadto z otyloscia czgsto wspotwystepuja
inne czynniki ryzyka, tj.: cukrzyca, nadcis$nienie tetnicze i hiperlipidemia. Wykazano,
ze w przebiegu nadcis$nienia tetniczego, cukrzycy, otylosci oraz ostrych standw zapalnych
obserwuje si¢ zwickszong aktywnos$¢ biatek ostrej fazy stanu zapalnego, szczegolnie
fibrynogenu i reaktywnego biatka C (ang. C-reactive protein, CRP), ktore promujg rozwoj
odpowiedzi zapalnej w $cianie naczyn tetniczych. Biatka te przyczyniaja si¢ roéwniez
do powstawania pgknig¢ w blaszce miazdzycowej, agregacji ptytek krwi oraz tworzenia
zakrzepow w $cianach naczyn!’. Nadmierne spozywanie alkoholu etylowego sprzyja
powstawaniu  nadci$nienia  tetniczego krwi oraz  zwigksza aktywno$¢  uktadu
immunologicznego, co bezposrednio wpltywa na kondycje $rodblonka naczyniowego.
Niewielkie iloéci etanolu mogg natomiast dziata¢ protekcyjnie na uktad sercowo-naczyniowy,
poprzez zwickszenie stezenia HDL oraz wrazliwoéci na insuling’®. Do czynnikéw
niemodyfikowalnych naleza: wiek, pte¢ oraz czynniki genetyczne. Obecnie wiadomo,
ze rozw0j miazdzycy dotyczy zardwno kobiet, jak 1 mezczyzn, przy czym U kobiet miazdzyca
najczesciej rozwija si¢ po okresie menopauzy, podczas gdy u mezczyzn pojawia si¢ znacznie
wezesniejt. Sktonnos¢ do hipercholesterolemii jest dziedziczona i wynika z mutacji genu
kodujacego receptor dla LDL (ang. Low Density Lipoprotein Gene, LDLG). Wysokie st¢zenia
LDL prowadza do wystepowania chordb sercowo-naczyniowych w bardzo mtodym wieku?.
Ponadto mutacje moga pojawi¢ si¢ w genach kodujacych biatka uktadu immunologicznego,
zaangazowanych w formowanie blaszki miazdzycowe] wskutek nasilonego stanu zapalnego
tetnic np. zmiana ekspresji genu DEGs (ang. Differentially Expressed Genes), powigzana
z odpowiedzig immunologiczng i przewlektym stanem zapalnym?!, pojawia si¢ wraz ze zmiang
rozwoju blaszki miazdzycowej 1 pozwala na réznicowanie choroby. Rozwojowi miazdzycy
sprzyjaja réwniez genetyczne zaburzenia czynnikéw krzepnigcia krwi oraz czynnikow

regulujacych uktad renina-angiotensyna-aldosteron, powodujac nadcisnienie tetnicze??.

Podejmowanie dzialan prewencyjnych, majacych na celu eliminacj¢ (lub co najmniej

maksymalna redukcje) wplywu poszczegdlnych czynnikdw pozwala na zmniejszenie ryzyka



zdarzenia sercowo-naczyniowego. Ponadto opracowano system oceny ryzyka zgonu w ciggu
10 lat z powodu chorob uktadu sercowo-naczyniowego dla populacji zdrowej (ang. Systematic
COronary Risk Evaluation, SCORE), w ktorym uwzglgdniono pi¢é¢ czynnikow: wiek, plec,
palenie papierosOw, ci$nienie t¢tnicze skurczowe krwi [mmHg] oraz st¢zenie cholesterolu

catkowitego [mmol/l] (Rycina 1.1).
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Rycina.l.1. Tablica SCORE 10-letnie ryzyko incydentu sercowo-naczyniowego zakonczonego zgonem
w zalezno$ci od plci, wieku, cis$nienia tetniczego skurczowego, st¢zenia cholesterolu catkowitego
i palenia papieroséw (wg ESC 2003) [Zrédlo: Narodowy Instytut Kardiologii. Parstwowy Instytut
Badawczy. www.ikard.pl/karta-ryzyka-score.html ]

Warto$¢ ryzyka > 5% okreslane jest jako wysokie. Osoby z choroba sercowo-naczyniowa
i/lub z cukrzyca maja duze ryzyko sercowo-naczyniowe niezaleznie od innych czynnikéw

ryzyka.


http://www.ikard.pl/karta-ryzyka-score.html

Miazdzyca zarostowa

Miazdzyca zarostowa konczyn dolnych (MZ) to przewlekta choroba
o wieloczynnikowej etiologii, dotyczaca tetnic elastycznych i duzych tetnic mig¢sniowych,
cechujaca si¢ gromadzeniem blaszek miazdzycowych, a nastepnie ich erozjg lub pekaniem,
szczegolnie tych o wysokim ryzyku, zwanych "wrazliwymi". Podstawg choroby jest ztozony,
wieloczynnikowy proces zapalny prowadzacy do uszkodzenia $cian naczyn i powstawania
blaszek  miazdzycowych ~w  wyniku  dynamicznych  czynnikéw  lokalnych
i ogdlnoustrojowych?. Mechanizmy zapalne odgrywaja role nie tylko w poczatkowym etapie
powstawania miazdzycy, ale takze w jej postepie i w procesie peknigcia blaszki miazdzycowe;j,
co prowadzi do wystgpienia ostrych powiktan klinicznych?. W MZ wystepuja niedroznosci lub
zwezenia naczyn tetniczych w obszarze od prenerkowego odcinka aorty do tetnic stop
1 przewleklego niedokrwienia konczyn dolnych. Miazdzyca jest przyczyna 98% przypadkoéw
niedokrwienia konczyn dolnych??,

Uszkodzenie $rodbtonka w sferze czynnosciowej, indukujace powstawanie zmiany
miazdzycowej, mogg wywotac: toksyczne sktadniki dymu tytoniowego, stres oksydacyjny
zwigzany z nadmiernym powstaniem reaktywnych form tlenu, przeciwciata powstate wskutek
obecnosci patogenu np. Chlamydia pneumoniae, koncowe produkty zaawansowanej glikacji
(ang. Advanced Glycation End-Products, AGEs) intensywnie formowane w zaburzeniach
metabolizmu weglowodanéw np. w przebiegu cukrzycy oraz zmodyfikowane LDL

w hipercholesterolemii?®.

Makroangiopatia cukrzycowa

Makroangipoatia cukrzycowa (MC) uwazana jest za miazdzyce wtérna do cukrzycy?’,
ktore obeymuje wieloaspektowe mechanizmy molekularne, prowadzace do dysfunkc;ji
i uszkodzenia duzych naczyn krwionosnych?®. Czesto przyczynia sie do zaburzen naczyn
mozgowych, powoduje chorobe niedokrwienng serca, chorobe tetnic obwodowych lub inne
choroby naczyniowe, ktore sa glownymi przyczynami obnizania jakosCi zycia pacjentow,
anawet ich zgonow?’. Klinicznie MC ujawnia si¢ jako choroba wieficowa, udar mozgu lub
przewlekte niedokrwienie konczyn dolnych. U 0so6b chorych na cukrzyce (ang. Diabetes
Mellitus, DM) zmiany miazdzycowe charakteryzuja si¢ wczesnym i dynamicznym przebiegiem
oraz zdecydowanie gorszym rokowaniem — u pacjentéw z cukrzycg zapadalno$¢ i $miertelno$¢
na chorobg niedokrwienng serca jest 3-6-krotnie wyzsze niz u 0s6b z MZ, a ryzyko amputacji

konczyny jest nawet 13-krotnie wyzsze. Nie bez znaczenia jest rowniez fakt, iz leczenie



cukrzycy i jej powiktan naczyniowych jest kosztowne — w 2019 roku stanowilo ponad 10%
poniesionych wydatkow na opieke zdrowotng w Polsce®?°. Zrozumienie skomplikowanych
procesOéw inicjujacych i przyczyniajacych sie do rozwoju MC ma kluczowe znaczenie dla

opracowania skutecznych narzedzi diagnostycznych i interwencji terapeutycznych?,

Miazdzyca tetnic konczyn dolnych w cukrzycy najczgsciej dotyczy tetnic ponizej
kolana i matych tgtnic stopy oraz tetnicy glebokiej uda. Ma ona charakter wieloodcinkowy,
rozsiany, zwykle szybko postgpuje 1 powoduje znaczne nasilone powiktania niedokrwienne
i martwicze, prowadzace do zespotu stopy cukrzycowej®. U chorych na cukrzyce wystepuje
rowniez miazdzyca typu Monckeberga, polegajaca na zwyrodnieniowym zwapnieniu blony

srodkowej tetnic w nastepstwie zaniku mie$ni gladkich i rozplemu wiokien kolagenowych®.

Istnieja pewne roznice dotyczace obrazu klinicznego oraz naturalnego przebiegu
miazdzycy tetnic konczyn dolnych u chorych z cukrzyca w poréwnaniu z osobami bez
cukrzycy. W cukrzycy zmiany miazdzycowe rozwijaja si¢ wczesniej (u osob znacznie
mtodszych, przy czym wyrdwnane jest ryzyko u obu pici — brak ochronnego wptywu pfci
zenskiej u kobiet w okresie przedmenopauzalnym)®. Zmiany w tetnicach o mniejszej $rednicy
maja charakter rozsiany, nierzadko s3a wieloodcinkowe. Wykazane jest: uposledzenie
powstawania krazenia obocznego wskutek mikroangiopatii, zaburzenia reaktywnos$ci naczyn
i adaptacji ukladu krazenia spowodowane neuropatia wegetatywna, bezbdolowy przebieg
zespoldow miazdzycowych tj. choroby wiencowej, PAD oraz czestsze wspdtistnienie
nadci$nienia tetniczego i otytoéci®2. MC jest zaburzeniem bardzo ztozonym. Poszukiwane sa
wcigz nowe czynniki zaangazowane w patogeneze powiktan naczyniowych cukrzycy, bedace
celem diagnostycznym badz terapeutycznym, umozliwiajacym najlepiej jednoczesne podwojne

dziatanie — przeciwcukrzycowe i przeciwmiazdzycowe.

W patomechanizmie wczesnych stadidow aterogenezy w cukrzycy obserwowana jest
intensyfikacja produkcji wolnych form tlenu zwigzana z nadmiernym formowaniem AGEs,
aktywacja prozapalnego jadrowego czynnika transkrypcji tancucha xappa B (ang. Nuclear
Factor  kappa-light-chain, NF-xB), wzrost przemian diacyloglicerolu, szlaku
heksozaminowego oraz poliolowego (Rycina 1.2).
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Rycina 1.2. Mechanizmy dysfunkcji $rodbtonka wywotanej ROS w powiktaniach naczyniowych DM.
Skréty: ROS — reaktywne formy tlenu; APN — adiponektyna; Nox — oksydaza fosforanowa dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego; ER — siateczka $rodplazmatyczna; MAPK — kinaza biatkowa aktywowana
mitogenami; PPARS — receptor 6 aktywowany przez proliferatory peroksysoméw; PI3K — 3-kinaza
fosfatydyloinozytolu; Akt — kinaza biatkowa B; PKC — kinaza biatkowa C; NF-kB — czynnik jadrowy
kappa B; TNF-a — czynnik martwicy nowotworu a; IKK — hamowanie kinazy NF-kB (IkB); Grb —
biatko zwigzane z receptorem czynnika wzrostu; SGLT2 — transporter sodu i glukozy2; DAG —
diacyloglicerol; FFA — wolne kwasy tlhuszczowe; ERKI1 — kinaza regulowana sygnatem
zewnatrzkomorkowym 1; AGE — koncowe produkty zaawansowanej glikacji; RAGE — receptor dla
AGE; glyLDL — glikowane lipoproteiny o matej gestosci; ox-LDL — utlenione lipoproteiny o mate;j
gestosci; LOX-1 — lektynopodobny receptor ox-LDL-1; ET-1 — endotelina-1; EMP — mikroczastki
srodbtonka; VCAM-1 — czasteczka adhezyjna komorek naczyniowych-1; VEGF — czynnik wzrostu
srodbtonka naczyniowego; VWF — czynnik von Willebranda; eNOS — $roédbtonkowa syntaza tlenku
azotu; ICAM-1 — czasteczka adhezji komorek miedzykomérkowych-1%,

Efektem tych przemian jest dysfunkcja $rodbtonka (doktadniej opisana w rozdziale
»Dodatek™), ujawniajgca si¢ przewaga produkcji czynnikoOw naczyniokurczacych nad
wazodylatacyjnymi, a takze zwigkszong aktywno$cig prozakrzepowa endotelium
naczyniowego. W kolejnych etapach, podobnie jak w przypadku przebiegu pierwotnej formy
miazdzycy, pod wplywem utrzymujacego si¢ procesu zapalnego, w blonie wewngtrznej
odktadajg si¢ ciala thuszczowe, dochodzi do nadmiernej produkcji substancji pozakomoérkowe;,
proliferacji i migracji komorek migéni gladkich naczyn (ang. Vascular SMooth Cells,
VSMCs)3*. Dodatkowo intensywnie zachodzaca synteza substancji zmniejszajacych stabilnos¢
blaszki, takich jak metaloproteinazy (ang. Matrix Metalloproteinase, MMP), powoduje
peknigcia blaszki miazdzycowej, przerwanie ciaglo$ci $rodblonka, aktywacje procesow
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zakrzepowych — co ostatecznie prowadzi do stopniowego zamykania $wiatla naczynia™.

Na podstawie wynikéw badan DCCT (ang. Diabetes Control and Complications Trial) oraz



Kumamato Study stwierdzono, iz sama redukcja hiperglikemii nie powstrzymuje progresji
makroangiopatii®®. Ponadto, u chorych na cukrzyce typu 2 (T2DM), aterogenne procesy ulegaja
nasileniu przy wspoOlistnieniu zaburzen tworzacych zesp6t metaboliczny tj. otylosci,
insulinoopornosci, nadcisnienia tetniczego, dyslipdemii czy hiperurykemii. Powyzsze
spostrzezenia zostaly uwzglednione w wytycznych towarzystw diabetologicznych — aktualnie
wyrownanie metaboliczne cukrzycy to nie tylko stan normoglikemii, ale roéwniez
normolipidemii, normotensji, a takze utrzymywanie prawidlowej masy ciata®.

W cukrzycy stres oksydacyjny wywotany hiperglikemia, hiperlipidemiag, zwickszong
rezystyna i insulinoopornoscig prowadzi do dysfunkcji komodrek $rdédbtonka, co przyspiesza
wystepowanie 1 rozwdj powiklan naczyniowych cukrzycy roéznymi mechanizmami,

przedstawionymi w Tabeli 1.1.

Tabela 1.1. Mechanizmy sprzyjajace rozwojowi miazdzycy u chorych na cukrzyce®

Czynnik ryzyka HMechanizm oddziatywania
e glikacja
e oksydacja
hiperglikemia e pobudzenie czynnikdw wzrostowych

e stres oksydacyjny
e nasilanie procesu zapalhego

e zgrubienie blony podstawnej naczyn

hiperinsulinemia e proliferacja miocytow
e zwigkszenie stgzenia PAI-1
I insulinoopornos¢ e  dziatanie aterogenne proinsuliny

e mate, geste LDL i LDL

o hipertriglicerydemia

e zmniejszenie HDL-C
zaburzenia lipidowe e zwigkszenie stezenia LDL-C
e modyfikacje czasteczek LDL
e modyfikacja HDL

e dyslipidemia

otylo$¢ brzuszna A
¢ insulinooporno$¢

e uposledzenie fibrynolizy (wzrost PAI-1)
trombofilia cukrzycowa e trombogeneza (nasilenie agregacji i adhezji plytek, zwickszenie
stezenia fibrynogenu)

e nasilenie procesu zapalnego
stres oksydacyjny e uszkodzenie $rodbtonka
e oksydacja lipidow

e  Utrata adaptacji uktadu krgzenia

neuropatia autonomiczna RS T
e sprzyjanie mikroangiopatii




e zwigkszona reaktywno$¢ naczyn na bodzce skurczowe
e nadci$nienie tetnicze
e utrata regulacji naczynioruchowej

uposledzenie reaktywnosci
naczyn

e nadci$nienie tg¢tnicze
uposledzenie czynnosci nerek e zaburzenia czynno$ci $rodblonka
e nasilona oksydacja

Wykazano, ze w cukrzycy, oprocz klasycznych czynnikéw ryzyka, inne, dodatkowe
czynniki sprzyjaja rozwojowi miazdzycy®’ np. homocysteina, trojglicerydy, nie-HDL,
lipoproteina (a) (ang. Lipoprotein (a), Lp(a)), male geste LDL, wysokowrazliwe biatko C-
reaktywne (ang. High Sensitive Reactive C-protein, hsCRP) oraz inne czynniki prozapalne
i prozakrzepowe, tj.: fibrynogen, IL-1, IL-6, czynnik martwicy nowotworu (ang. Tumor
Necrosis Factor a, TNF-0), czasteczka adhezji miedzykomorkowej (ang. Intercellular
Adhesion Molecule 1, CD54 — ICAM-1), czasteczka adhezyjna komoérek naczyniowych 1 (ang.
Vascular Cell Adhesion Molecule 1, CD106 — VCAM-1), selektyny P i E oraz inhibitor
aktywatora plazminogenu typu 1 (ang. Plasminogen Activator Inhibitor Type 1, PAI-1).
W przypadku cukrzycy synteza tych czynnikow jest wzmagana hiperglikemia, podwyzszonym
stezeniem hemoglobiny glikowanej (ang. Hemoglobin Alc, HbAlc¢), insulinoopornoscig tkanek
obwodowych, hiperinsulinemig, mikroalbuminuria, biatkomoczem oraz trombofilig®. Cukrzyca

istotnie przyspiesza rozw0j miazdzycy 1 stanowi niezalezny czynnik ryzyka.

1.2. Hemostaza w miazdzycy, rola plytek i mikroplytek krwi

Hemostaza jest zespotem proceséw majacych na celu utrzymywanie krwi w tozysku
naczyniowym w stanie ptynnym oraz zapobieganie jej wynaczynieniu wskutek uszkodzenia
naczynia poprzez formowanie skrzepu ptytkowego przeksztatcanego nastepnie w skrzep
fibrynowy. W hemostazie kluczowsg rol¢ odgrywaja: ptytki krwi (ang. Platelet, PLT), Sciana
naczyn krwiono$nych, osoczowy uktad krzepnigcia, endogenne inhibitory krzepnigcia 1 uktad
fibrynolizy. Istotnym czynnikiem jest takze strumien przeptywajacej krwi%®. Hemostaza
najczesciej przebiega procesami krzepnigcia i1 fibrynolizy, ktore zachodza jednoczes$nie
1 pozostaja ze sobg w rownowadze. Dominacja ktorego$ z nich jest natomiast rezultatem
przewagi aktywnos$ci enzymow tego procesu nad aktywnoscig enzyméw drugiego procesu®.

Doktadny opis procesow krzepnigcia i fibrynolizy znajduje si¢ w rozdziale ,,Dodatek”

niniejszej pracy.
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Plytki krwi (PLT)

Istotng rol¢ w hemostazie odgrywaja PLT, czyli elementy morfotyczne zaangazowane
przede wszystkim w formowanie pierwotnego czopu hemostatycznego. Z uwagi na obecnos¢
adhezyjnych glikoprotein (ang. Glycoprotein, GP) w btonach komoérkowych tych krwinek,
wykazujacych dziatanie receptorowe, mozliwe jest wigzanie si¢ PLT do r6znych molekut np.
glikoproteina la (GPla) wigze si¢ do kolagenu — gléwnego sktadnika warstwy
podsrodbtonkowej, glikoproteina Ib (GPIb) oraz kompleks glikoprotein IIb/Illa (GPIIb/111a)
uczestniczg w wigzaniu PLT z czynnikiem von Willebranda (ang. von Willebrand Factor,
vWF), wydzielanego w ziarnisto$ciach zard6wno PLT jak 1 $rédblonka, niezbgdnego
do prawidlowej adhezji PLT do kolagenu (Rycina 1.3). Ponadto GPIIb/IIla jest takze
receptorem dla fibrynogenu, ktorego jedna czasteczka wigze dwie PLT w procesie agregacji“C.
Glikoproteiny sa receptorami dla licznych czynnikow aktywujacych lub hamujacych czynnosé
PLT.

GP1b/IX/V (CD42b/CD42a/V)
Receptor dla vWF 1 Mac-1

GPIba
GPI CD154
. D13
%E«%}GPV (CD40L)
B3 % - .o 7
, C © 5 GPVI

. ’ > 1 FCRy laficuch
e "

LAMP2 (CD107b) .|

( < . ()
LAMP3 (CD63) == ====4 @ , 2 ® @l o5
( . /‘.' “. -~

in
\"Avay) L
PAR-11PAR-4
Receptor dla trombiny P-Selektyna
(CD62)

Rycina 1.3. Budowa plytki krwi*'. Glikoproteiny btonowe ptytek krwi obejmuja GPIA, GPIIb/Illa
(allbb3) lub VLA-5 (receptor fibrynogenu); GPIb/IX/V (receptor vW i Mac-1); GPIc'-lla lub VLA-6
(receptor lamininy); 1 a2bl GPVI (receptor kolagenowy). Granulki alfa zawierajg P-selektyneg;
wspotezynnik ptytek krwi 4; czynnik transformujacy-bl; chemokiny; proteoglikan; Ptytkowy czynnik
wzrostu; inhibitor a2-plazminy; witronektyna; laminina; CD63; TGFbeta; CLEC-2; trombospondyna;
fibronektyna; B-tromboglobulina; vWF; fibrynogen; czynniki krzepnigcia V, XI i XIII; integryny;
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trombocydyny; proteazy; trombina; protrombina; kininogeny; receptory rodziny immunoglobulin;
receptory z rodziny powtdrzen bogatych w leucyng; oraz inne czynniki prozapalne
i immunomodulujace. Geste granulki zawieraja ADP, ATP, wapn, serotoning, histaming, dopaming,
fosforany, eikozanoidy. Receptory dla glownego agonisty obejmujg P2X, P2Y1 i P2Y 12 (ADP); TPa-
R i TPb-R (TXA2); PAR-1 i PAR-4 (trombina); PAFR (czynnik aktywujacy ptytki krwi); 5-HT2A
(serotonina); receptory epinefryny (katecholaminy); receptory Fc i dopelniacza C3a/C5a; oraz TLR,
CD40, CD40L, ICAM-2, DC-SIGN, JAM-A i FcyRIl. Metabolity migdzy ptytkami to TXA2,
sfingozyno-1-fosforan, PAF, glikogen, czynnik plytkowy 4 (PF-4), RANTES, peptyd aktywujacy
tkanke taczng 3 (CTAP-3), zasadowe biatko ptytek krwi, tymozyna B-4 (TpB- 4), fibrynopeptyd B (FP-
B) i fibrynopeptyd A (FP-A)*

Blona komérkowa PLT tworzy uktad kanalikéw skierowanych ku cytoplazmie, przez
ktore uwalniane sa na zewnatrz skladniki ziarnistoSci wewnatrzptytkowych, takich jak:
a, ziarnisto$ci geste, lizosomy, peroksysomy. Najliczniejsze ziarnisto$ci o zawierajg czynnik
ptytkowy (ang. Platelet Factor 4, PF4), ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. Platelet-
Derived Growth Factor, PDGF), B-trombomoduling, fibrynogen, czynnik von Willebranda
(ang. von Willebrand Factor, VWF), czynnik krzepnigcia V, wielkoczgsteczkowy kininogen,
fibronektyne, al-antytrypsyng. W ziarnisto$ciach gestych magazynowane sag ADP, ATP,
serotonina, katecholaminy, jony wapnia i magnezu®®#?, Elementy ziarnisto$ci a.i & s3 uwalniane
do otoczenia w wyniku aktywacji PLT, ktora nastepuje po ich przylaczeniu si¢ do macierzy
podsrodbtonkowej. Aktywowane PLT prezentuja na swojej powierzchni selektyne P oraz
ujemnie natadowane fosfolipidy, ktore lacza sie z czynnikami krzepniecia*’. Wewnatrz
cytoplazmy, bezposrednio pod blong komorkowa, znajduja si¢ biatka widknikowe
o wlasciwosciach kurczliwych, takie jak miozyna, aktyna oraz tubulina a i B, ktore tworza
cytoszkielet ptytki, ktéry warunkuje dyskoidalny ksztalt ptytki w stanie spoczynku oraz zmiane
ksztaltu podczas ich aktywacji®?, czyli przemieszczenia sie glikoprotein miedzy btong
zewnetrzng 1 wewnetrzng. Giéwna funkcja PLT jest wytworzenie mechanicznego czopu
uniemozliwiajacego swobodny wyptyw krwi z uszkodzonego naczynia krwiono$nego.
W naczyniach, gdzie przeptyw krwi generuje znaczng site $cinajaca (ang. High Shear), np.
w duzych tetnicach, ptytki taczg si¢ z macierza podsrédbtonkowq poprzez czynnik vWF — za te
interakcj¢ odpowiada kompleks Ib/IX/V. W naczyniach, gdzie przeptyw krwi jest wolniejszy,
ptytki tacza si¢ bezposrednio z kolagenem poprzez swodj receptor GP la/lla. Silniejsze
przytwierdzenie ptytek do uszkodzonej $ciany naczyniowej zachodzi dzigki dodatkowemu
zwigzaniu GPIIb/Illa z vWF, a takze GPVI 1 integryny al/B2 z kolagenem oraz innymi
elementami macierzy podsrodbtonkowej. W wyniku tych interakcji plytki ulegaja aktywacji.
Aktywowane PLT zmieniaja swoja morfologie, stajac si¢ nieregularnymi krwinkami z licznie

wystepujacymi wypustkami (Rycina 1.4). Jednoczesnie dochodzi do uwolnienia na zewnatrz
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przez system kanalikow réznych substancji zgromadzonych w wewnetrznych ziarnisto$ciach
ptytek. Efektem aktywacji plytek jest m.in. zmiana konformacji GPIIb/Illa, receptora dla
fibrynogenu, ktérego dimeryczna forma pozwala na potaczenie dwoch ptytek krwi.

Rycina 1.4. Obraz aktywowanej ptytki krwi [https://ouhsc.edu/platelets/index.html]

Aktywacja PLT jest procesem zlozonym, w ktory zaangazowane s rozne czynniki
uktadu krzepnigcia i fibrynolizy. W wyniku uszkodzenia §réodbtonka naczyniowego PLT
zaczynaja przylega¢ do bialek adhezyjnych tj. kolagenu, fibronektyny i lamininy*® (I etap
procesu pierwotnej hemostazy), zapewniajac przez to ochrong przed nadmierng utratg krwi®*,
Dodatkowo dochodzi do miejscowego zwezenia przepltywu krwi, co ulatwia aktywacje PLT
i ogranicza utrate krwi®. W $rodblonku produkowane sa czynniki, ktére biorg udzial
w procesach krzepnigcia 1 fibrynolizy np. czynnik tkankowy (TF), inicjuje proces krzepnigcia
krwi®®, przy czym prawidtowo funkcjonujacy $rodblonek naczyniowy wykazuje takze silne
wlasciwos$ci antykoagulacyjne, umozliwiajace utrzymanie ptynnosci krwi w obiegu. Komorki
srodbtonka naczyniowego sa takze miejscem produkcji aktywatorow 1 inhibitoréw
plazminogenu, vVWF oraz czynnikow regulujacych napigcie naczyniowe oraz wplywajacych na
adhezj¢, aktywacje i agregacje PLT, takich jak: prostacyklina, tlenek azotu (NO), endotelina
i czynnik aktywujacy ptytki (ang. Platelet Activity Factor, PAF). Prostacyklina i NO
rozszerzaja naczynia krwiono$ne poprzez relaksacje miesni gladkich, prowadzac do obnizenia
ci$nienia tetniczego krwi. Endotelina, z kolei, wykazuje dziatanie przeciwnie skurczowe
na naczynia. Prostacyklina jest silnym inhibitorem aktywacji i agregacji ptytek, a NO hamuje
ich adhezje*. Endotelina nie ma wptywu na aktywnoéé PLT. Komérki érédbtonka produkuja
| prezentuja na swojej powierzchni trombomoduling (ang. Thrombomodulin, TM) oraz receptor
dla endotelialnego biatka C (ang. Endothelial Protein C Receptor, EPCR), co wspoétdziata
w antykoagulacyjnym uktadzie biatka C. Na powierzchni $rédbtonka znajduja si¢ rowniez
ektonukleotydazy, rozktadajace ADP do adenozyny, ktora hamuje agregacje¢ PLT.
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PLT i mechanizmy krzepnigcia stanowig istotny czynnik wplywajacy na rozwoj
miazdzycy oraz powstawanie zakrzepow zwigzanych z ta choroba®’. W destabilizacji blaszki
miazdzycowej znaczaca rolg odgrywajg mikropeknigcia i nastepujaca po nich zakrzepica, ktére
prowadza do wzrostu i destabilizacji zmian miazdzycowych®. Modulacja procesu
miazdzycowego zaangazowana jest zarbwno w hemostatyczne, jak i niehemostatyczne
(prozapalne) dziatania bialek uktadu hemostazy. We wczesnych stadiach zmian zapalnych,
lokalne tworzenie trombiny lub fibryny moze by¢ powigzane z naturalnym mechanizmem
obronnym organizmu. Nastepnie zaobserwowa¢ mozna wieloaspektowg role hemostazy
w inicjacji 1 progresji rozwoju blaszki miazdzycowej. Biatka tego ukladu odgrywaja
strategiczng rol¢ w utrzymaniu lub obnizaniu stabilno$ci blaszki, co ostatecznie prowadzi do

powiktan zakrzepowych.

PLT odgrywaja istotng rolg w promowaniu procesOw zwigzanych z miazdzyca
i stanowia potaczenie miedzy procesami hemostazy a miazdzycowym stanem zapalnym®’.
Glownym mechanizmem adhezji ptytek do uszkodzonego $rddbtonka naczyniowego jest
wiazanie wydzielanego w ziarnistosciach zardwno przez PLT jak i §rédbtonek czynnika von
Willebranda (ang. von Willebrand factor, VWF) z jego receptorem oraz GPI znajdujacg si¢
na PLT. Trwala adhezja jest osiggana poprzez integryne 3. Po przylaczeniu do powierzchni
ciany naczynia, ptytki uwalniajag mediatory pro-aterogenne, tj. cytokiny, chemokiny, czynniki
wzrostu, czasteczki adhezyjne oraz czynniki krzepniecia. Zwigkszenie ekspresji selektyny P
zarowno na powierzchni PLT, jak 1 na komoérkach $rodblonka, prowadzi do wzmozonych
interakcji z glikoproteinowym ligandem selektyny P typu 1, obecnym na powierzchni
krazacych LEU. Potaczenie PLT z LEU (monocytami lub granulocytami obojetnochtonnymi),
komorkami dendrytycznymi oraz komdrkami progenitorowymi, prowadzi do formowania si¢
agregatow komorkowych. Te agregaty wspieraja dalsza aktywacje, adhezj¢ 1 transmigracje

leukocytow — prowadzac do rozwoju i progresji blaszki miazdzycowej*.

1.2.2. Mikroplytki (PMP)

Mikroczasteczki btonowe (ang. Microparticles, MP) sa to pecherzyki btonowe
o $rednicy od 0,1 do 1,0 um wydzielane przez ptytki krwi, erytrocyty, monocyty, limfocyty

oraz komorki §rédbtonka (Rycina 1.5).
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Rycina 1.5. Zdjecie z mikroskopu fluorescencyjnego oraz skaningowego przedstawiajace aktywowane
ptytki krwi oraz komorki §rodblonka, ktore wydzielaja pozakomorkowe mikropecherzyki (ang.
Extracellular Vesicles - EVs) [https://chaos.if.uj.edu.pl/~kuba/KWK/files/Sympozjum_Kaminska.pdf]

MP charakteryzuja si¢ brakiem jadra komodrkowego oraz niezdolnoscia do syntezy
wlasnych biatek, ale mogg zawiera¢ réznorodne biologicznie aktywne substancje, takie jak
enzymy, biatka blonowe, materiat genetyczny, biatka adhezyjne, czynniki krzepnigcia oraz
lipidy btonowe. Pochodzenie mikroczasteczek ustalono na podstawie ekspresji antygenow
powierzchniowych (ang. Clusters of Differentiation, CD) charakterystycznych dla komorek,
z ktorych powstaty: MP pochodzenia erytrocytarnego — CD235+; PMP pochodzace z ptytek
krwi — CD42a+; MP z leukocytow — CD45+ oraz MP pochodzace z komorek $rodblonka
naczyniowego — CD144+%. Proces uwalniania mikroczasteczek z komorek eukariotycznych
jest naturalnym, fizjologicznym zjawiskiem, ktore wystepuje podczas dojrzewania i starzenia
sie komoérek®. MP reguluja i koordynuja wiele proceséw: stan zapalny, neoangiogeneze,
krzepnigcie 1 fibrynoliz¢. Lacza rowniez proces krzepnigcia z lokalnym stanem zapalnym.
Ponadto, odgrywaja istotng role w Wystepowaniu nowotworéw®2. PMP sa biomarkerami
aktywacji PLT oraz nasilenia procesu zapalnego. PMP wykazujg podobienstwo do egzosomow,
ktore rowniez sa wydzielane przez rozne komorki. Réznice miedzy tymi dwoma grupami

pecherzykéw przedstawiono w Tabeli 1.2.

Tabela 1.2. Poréwnanie egzosomow i MP*®

Egzosomy Mikroczasteczki
Rozmiar 30-100 nm 100nm - ITpm
Sklad cholesterol sfingomielina
lipidowy sfingomielina ps, pa
ceramidy, ps kwas arachidonowy
tratwy lipidowe
Bialka DNA, mRNA, microRNA, integryny, cell adhesion proteins
biatka z rodziny tertraspanin (CD9, CD81, D63), (VE-cadherin, E-selectin, sialomucin),
biatka szoku cieplnego (HSPs), DNA, mRNA, miRNA
GTPazy, aneksyna, flotilina

Mikroczasteczki ptytkowe (ang. Platelet Microparticles, PMP) powstajg w procesie
fizjologicznego krzepniecia. Stanowig one od 70% do 90% wszystkich MP obecnych
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we krwi®3, zawierajg duzg ilo$¢ fosfolipidow, istotnych dla procesu krzepnigcia. Podobnie jak
PLT, PMP eksponuja na swojej powierzchni miejsca wigzace kolagen i vWF, co umozliwia im
adhezje do fibryny, a w konsekwencji przyspiesza tworzenie si¢ skrzepu®*. W warunkach
prokoagulacyjnych lub podczas przewleklych stanow zapalnych obserwuje si¢ zwigkszone
uwalnianie PMP z aktywowanych lub apoptotycznych komorek®. Przed przebudows blony
komorkowej i uwalnianiem PMP, w PLT nastepuje wewnatrzkomorkowy wzrost stezenia Ca2",
Jest to reakcja na zwigkszenie sily Scinajacej, a takze na obecno$¢ wolnych rodnikow
tlenowych, adenozynodifosforanu (ang. Adenosine Diphosphate, ADP), uwalnianego przez
aktywowane PLT, oraz ekspresje¢ ligandu CD40 na powierzchni aktywowanych limfocytow
T, W efekcie nastgpuje aktywacja enzymow zaleznych od wapnia, zaklocajacych
asymetryczny rozktad fosfolipidéw w blonie komoérkowej, co prowadzi do przeniesienia
fosfatydyloseryny z wnetrza na zewnatrz komorki*®. Jednoczesnie dochodzi do destabilizacji
cytoszkieletu, co umozliwia formowanie si¢ i odtaczanie pgcherzykow mikroczasteczek z btony

komorkowej*® (Rycina 1.6).

JiScrambil'a’sepsss
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Rycina 1.6. Regulacja i fizjologia paczkowania blony komorkowej i tworzenia mikroczgstek®’

Przedstawiony na Rycinie 1.6 model obrazuje etapy prowadzace do uwalniania PMP.
Na poczatku nastgpuje stymulacja PLT poprzez wigzanie ligandu z receptorem (la) lub
aktywacje kanatu wapniowego (1b). Receptor przekazuje sygnat w kierunku komorki (2a) i/lub
nastepuje naptyw wapnia (2b). Zwiekszony poziom wapnia aktywuje kalpaing, ktora hamuje
F-aktyne 1 uwalnia spektryne z przedzialéw podbtonowych (3a, 3b) lub wywotuje fosforylacje
RhoA (4). Asymetria lipidéw blonowych jest regulowana przez dziatania kooperacyjne trzech

transporterow: (flippazy) zaleznej od ATP translokazy specyficznej dla aminofosfolipidow,
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ktora szybko transportuje PS i PE z zewnatrz komorki do jej wnetrza, zalezng od ATP
nieswoistg flopaz¢ lipidowa, ktoéra powoli transportuje lipidy z wewngtrznej do zewnetrzne;j
czesci komorki; i zalezna od Ca?* niespecyficzna skramblaza lipidowa, ktora umozliwia losowe
przemieszczanie si¢ lipidow pomiedzy obydwoma listkami (5). W ostatnim etapie nastepuja
skurcze miozyny II°7.

Aminofosfolipidy obecne na powierzchni PMP oraz mikroczasteczek pochodzacych
z komorek $rodbtonka (ang. Endothelial Microparticles, EMP) posiadajg liczne miejsca
wigzgce czynniki [Xa, VIII, Vai Ila. W konsekwencji, aktywacja bialek krzepni¢cia krwi moze
wiec zachodzi¢ nie tylko na catych plytkach, lecz takze na mikroczasteczkach®®. Czynnik Va,
bedacy czescig kompleksu, wraz z czynnikiem Xa, tworzy kompleks protrombinazy, ktory
W obecno$ci jonéw wapnia uczestniczy w przeksztalcaniu protrombiny do trombiny,
kluczowego enzymu procesu krzepnigcia, ktory przeksztatca fibrynogen w fibryne®®. Podobnie
vWF zwigzany z EMP tlatwiej laczy si¢ z receptorami vWF na PLT niz sam vWF®,
Na aktywno$¢ prokoagulacyjng PMP wptywa obecno$¢ na ich powierzchni selektyny P, TF,
a na powierzchni mikroczasteczek pochodzacych z monocytow obecnos¢ glikoproteinowego
ligandu-1 selektyny P (ang. P-selectin glycoprotein ligand 1, PSGL-1)°t. W warunkach
fizjologicznych krazace mikroczasteczki pelnia réwniez funkcje antykoagulacyjng.
Mikroczasteczki z wyeksponowang na powierzchni fosfatydyloseryng biorg udzial w tworzeniu
trombiny, ktora aktywuje biatko C, uczestniczace w degradacji czynnikéw krzepnigcia Va

i VINa®,

PMP czgsciej wigza si¢ z granulocytami niz z limfocytami, przy czym w obu
przypadkach powoduja zwigkszong ekspresje molekuty adhezyjnej CD11b oraz zwigkszong ich
aktywnos$¢ fagocytarng. Markery stanow zapalnych, uznawane za rozpuszczalne molekuty, sa
zwigzane z mikroczasteczkami, jak czasteczka adhezyjna komorek srédbtonka ptytek krwi 1
(ang. Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1, CD31 — PECAM-1). Badania
przeprowadzone z udziatem MP ludzkich komorek srodbtonka zyty pepowinowej (ang. Human
Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC) wykazaly zwigkszong ekspresje molekuty
adhezyjnej ICAM-1%2, Badania in vitro udowodnity natomiast, ze EMP po stymulacji TNF-o
tacza si¢ z ludzkimi monocytami poprzez ICAM-1, a takze stymuluja powstawanie TF®,
Mikroczastki uwalniane z komoérek wielojadrzastych moga indukowa¢ uwalnianie cytokin
prozapalnych z komoérek $rodbtonka®®. W procesie apoptozy istotny jest wzrost stezenia
wewnatrzkomoérkowego Ca®* oraz aktywno$é enzyméw proteolitycznych, co prowadzi

do degradacji DNA, biatek oraz uwalniania mikroczasteczek btonowych®?.
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1.3. RECEPTORY AKTYWOWANE PROTEOLITYCZNIE (PAR)

Receptory sprzezone z bialkiem G (ang. G protein-coupled receptors, GPCR) s3
najliczniejszg nadrodzing receptorow powierzchniowych komorek, kluczowych dla transdukcji
sygnalu w organizmie®®. Jednym z nich jest receptor aktywowany trombina (ang. Protease-
Activated Receptor, PAR-1), ktory odgrywa istotng role w szlaku sygnatowym trombiny®%’
Aktywowany trombing PAR-1 ulega ekspresji na powierzchni réznorodnych typow komorek,
gléwnie zwigzanych ze S$ciang naczynia krwionos$nego (komorki $rodbtonka, fibroblasty,
miocyty), we wszystkich rodzajach krwinek (ptytki krwi, neutrofile, makrofagi)®, w nabtonku,
neuronach, astrocytach, a takze w komoérkach uktadu odpornosciowego® oraz w komorkach
tucznych i makrofagach, znajdujacych sie w mikroérodowisku nowotworow® %"t PAR-1
wykazuje umiarkowane powinowactwie do trombiny (Kd ~10 nM) 1 wystepuje na powierzchni
komérek w liczbie: 1500 — 2000 kopii’2. Sktada sie z 415 aminokwaséw, jest pojedynczym
tancuchem polipeptydowym zawierajacym siedem domen transblonowych o charakterze
hydrofobowym, z ktérych pi¢¢ to domeny funkcyjne: N-koncowa, zewnatrzkomorkowa,
domena transbtonowa zbudowana z siedmiu a-helis, domena wewngtrzkomorkowa oraz C-
koncowa, ktora jest cytoplazmatyczna i umozliwia wigzanie biatek G® (Rycina 1.7). Miejsce
oddziatywania trombiny z receptorem PAR-1 zlokalizowane jest w domenie typu
hirudynowego. Zewnatrzkomorkowy koniec aminowy PAR-1 zawiera potencjalne miejsca dla
fosforylacji, palmitylacji oraz N-glikozylacji, a takze istotne miejsce trawienia dla trombiny.
W wyniku trawienia PAR-1 w pozycji Arg 41 i Ser 42 ujawnia si¢ ukryty ligand, ktory ma
charakterystyczng sekwencje SFLLRN, ktory rozpoczyna si¢ od Ser 42 (miejsca trawienia np.

trombing).

trombina
"R

NIEAKTYWOWA AKTYWOWANY
PAR-1 € PAR-1
Rycina 1.7. Budowa i aktywacja receptora dla trombiny PAR-17
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Aktywacja receptorow PAR prowadzi do inicjacji wewnatrzkomoérkowych szlakow
sygnatowych, ktore moga podaza¢ réznymi drogami, zaleznie od rodzaju biatka G
zaangazowanego w ten proces. To zroznicowanie reakcji komdrkowej na dzialanie trombiny
wynika z tej réznorodnosci sygnatéow’®. Aktywowane PAR inicjuja procesy prowadzace

do uwalniania czynnikdéw zapalnych, rekrutacji leukocytow, a takze powstawania obrzeku.

Zidentyfikowano cztery typy receptorow PAR: PAR-1, PAR-2, PAR-3 i PAR-4, ktore
wykazuja miedzy sobg okoto 30% homologii. Istnieja réznice w sekwencji N-koncowej
(zewnetrzno-komorkowej), ktora zawiera miejsce wigzania proteaz i hydrolizy wigzania
peptydowego, co decyduje o tym, jaka proteaza jest zdolna do aktywacji danego receptora.
Trombina jest w stanie aktywowa¢ PAR-1, PAR-3 i PAR-4, podczas gdy glownym
aktywatorem PAR-2 jest trypsyna’. PAR mogg by¢ aktywowane przez roézne proteazy,
zaleznie od $rodowiska i obecnosci kofaktorow’>. Proteazy aktywujace poszczegolne receptory

PAR przedstawiono w Tabeli 1.3.

Tabela 1.3. Specyficzno$¢ proteaz wzgledem receptorow PAR™

PAR-1 PAR-2 PAR-3 PAR-4
Trombina Tryptaza Trombina Trombina
Czynnik XA Trypsyna Trypsyna
APC Kalikreina 14 Kalikreina 14
Proteaza Granzym A Czynnik Xa Katepsyna G
aktywujaca Gingipaina R Gingipaina R Gingipaina R
Trypsyna MT-SP1
MMP Proteinaza-3
Czynnik Vlla

Trombina nie jest ligandem dla PAR, ale proteaza, ktoéra poprzez przecigcie
zewnatrzkomoérkowej, N-terminalnej domeny receptora, prowadzi do utworzenia nowego
N-konca. Nowa, N-koncowa domena taczy si¢ ze srodkowa petla zewnatrzkomérkowa tego
samego receptora, co skutkuje aktywacja receptora’®. By¢ moze uwolniony oligopeptyd petni
jakas fizjologiczna rolg, ale brak na to jednoznacznych dowodow. Szczegdlowy mechanizm
aktywacji PAR zostal doktadnie poznany dla interakcji PAR-1 i trombiny. Wigzanie tego
enzymu prowadzi do powstania natadowanej ujemnie czgsci czgsteczki receptora
(homologicznej do domeny hirudynowej) oraz konserwatywnego obszaru w czasteczce
a-trombiny, znanego jako nmiejsce wigzace aniony (ang. Anion-Binding Site).
W PAR-1, po aktywowaniu, wigzanie migdzy Arg4l a Serd2 w sekwencji TLDPRSFLLR
zostaje przerwane (Rycina 1.7). Powstata, odstoni¢ta sekwencja, staje si¢ "zwigzanym"
ligandem, ktory wewnatrzkomérkowo wigze si¢ z reszta 42SFLLRN47 w konserwatywnym

regionie drugiej petli receptora, co prowadzi do aktywacji transblonowej sygnalizacji
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komorkowej’’. PAR-3 ulega aktywacji poprzez przecigcie wigzania pomiedzy Lys a Thr
w sekwencji TLPIKTFRGA. Natomiast aktywacja PAR-4 zachodzi dzigki przecigciu wigzania
miedzy Arg a Gly w sekwencji LPAPRGYGQV’8. PAR-1 ma dtuzszy koniec N w poréwnaniu
z PAR-4 (81 aminokwaséw w porownaniu z 65 aminokwasami).

Rozszczepienie trombiny skraca domeng¢ PAR-1 o 20 aminokwasow, odstania
sekwencje ligandu zwigzanego SFLLRN. PAR-1 zawiera sekwencj¢ podobng do hirudyny,
ktora oddzialuje z miejscem zewngtrznym I trombiny 1 blokuje enzym w jego aktywnej
konformacji. W rezultacie PAR-1 jest substratem, ktéry moze by¢ aktywowany przez
subnanomolowe stezenia trombiny’®. Wigzanie trombiny z receptorem jest nieodwracalne
| zawsze wystepuje w stosunku 1:1, co oznacza, ze stopien aktywacji komorek zalezy
od miejscowego stezenia trombiny’*.

Aktywacja PAR-1 moze roéwniez by¢ inicjowana przez aktywne biatko C (ang.
Activated Protein C, APC), przy czym w przypadku aktywacji przez trombing efektem jest stan
zapalny, a interakcja z APC wlacza mechanizmy cytoprotekcyjne (przebiegajace z nizsza
wydajnoscig katalityczng niz z udziatem trombiny)’® APC trawi PAR-1 albo przy Arg41 albo
przy Arg46 (preferowane) 8. Poréwnanie aktywacji PAR-1 przez trombine i przez APC

przedstawiono na Rycinie 1.8.

Trombina
x D)

&
Aktywacja Sciezki zaleznej Aktywacja $ciezki zaleznej
od biatka G od pB-arestyny
ERK1/2 PI3K/Akt

Racl

L Efekt J
cytoprotekcyjn

Rycina 1.8. Poréwnanie mechanizmow aktywowania PAR-1 przez trombing i przez APC [autorska
ilustracja]
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Trombina rozszczepia PAR-1 w miejscu R41-S42, co przede wszystkim inicjuje szlaki
sygnatowe biatka G, prowadzac do sygnalizacji prozapalnej, zaktoca bariery oraz zwigksza
przepuszczalnosci komorek. Aktywowany przez trombing zwigzang z trombomoduling (TM)
APC (zwigzany z EPCR) rozszczepia natomiast PAR-1 w miejscu R46-N47. Zwigzany ligand
(wygenerowany w reakcji z udzialem APC) inicjuje szlaki P-arestyny i odpowiedz
przeciwzapalng oraz zakloca bariery $érédblonka (wzrost  przepuszczalnosci)”.
W warunkach fizjologicznych, endotelialny receptor biatka C (EPCR) pelni istotng role jako
kofaktor wspomagajacy ciecie PAR-1 przez APC®. Trombina, biatko C, trombomodulina
i GPCR wspotokuja sic z PAR-1 na powierzchni komorek §rodbtonka®.

Proces aktywacji PAR-1 moze réwniez by¢ inicjowany przez metaloproteinazy
macierzy (MMP-1), przy czym przebiega on odmiennym mechanizmem niz z udzialem
trombiny. PAR-1 jest rozszczepiany w miejscu D39-P40, generujac ligand o dlugosci tancucha
o 2 aminokwasy wiekszej niz ten wytworzony przez trombin¢ (PR-SFLLRN). Aktywowany
ligand aktywuje biatko G12/13, Rho-GTP, prowadzi do fosforylacji p38 oraz uruchamia szlak
sygnalizacji MAPK. Ten proces zmienia ksztatt ptytek oraz ich ruchliwos¢, cho¢ w mniejszym

stopniu niz aktywacja PAR-1 za posrednictwem trombiny®®.

Regulacja PAR-1

Sygnat transdukcji zaczyna si¢ od potaczenia biatka G z aktywowanym receptorem PAR
w domenie cytoplazmatycznej. PAR-1, PAR-2 i PAR-4 oddziatujg zaréwno z podjednostkami
Gai, jak 1 Gag, co prowadzi do roznorodnych efektow w komorce. Gaq petni gtoéwna role jako
ligand, aktywujac szlak fosfolipazy C. To uruchamia uwalnianie 1,4,5-trifosforanu inozytolu
(IP3), co zwicksza stezenie Ca’?" w cytozolu, oraz diacyloglicerolu (DAG), ktory w blonie
komorkowej aktywuje kinaze biatkowa C (PKC). Jony wapnia i PKC aktywuja nastgpnie szereg
szlakow komorkowych, w tym szlak biatek aktywowanych mitogenami (ang. Mitogen-
Activated Protein. MAPK), regulowany przez wapn i kinaze biatkowg C. Bialko MAPK, takie
jak ERK1/2, kontroluje aktywno$¢ wielu substratow 1 odgrywa kluczowa role w procesach
podziatu i réznicowania komorek®®. Podjednostka Gai z kolei dziala jako inhibitor cyklazy
adenylowej, co prowadzi do zmniejszenia syntezy cAMP, powodujac uwolnienie kwasu
arachidonowego przez fosfolipazg A2, a w konsekwencji wzrost stezenia prostaglandyn E i F
poprzez aktywacje cyklooksygenazy. Podjednostki GBY kompleksow biatek G natomiast tacza

receptory PAR z bialkami efektorowymi np. kanatami potasowymi, niereceptorowymi
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kinazami tyrozynowymi oraz kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, wptywajac na reorganizacje
cytoszkieletu i mobilno$¢ komodrek. Receptor PAR-1 jest zdolny do interakcji zar6wno
z podjednostkami Gal2, jak i Gal3. Obie te podjednostki oddziatujg z czynnikiem wymiany
guaninina-nukleotydy (ang. Guaninie-Nucleotide Exchange Factor, GEF), ktére aktywuje

biatko Rho, wplywajac na morfologie komoérki oraz jej migracje®.

PAR wiazg si¢ z trombing nieodwracalnie. Zakonczenie przekazywania sygnatu przez
PAR zachodzi poprzez klasyczny mechanizm desensytyzacji receptorow. Do aktywnego
receptora PAR-1 przytaczaja si¢ kinazy receptoréw G (ang. G protein-coupled receptor kinase,
GRK), z ktorych najwigksze znaczenie maja GRK2 i GRK3, bedace kinazami serynowo-
treoninowymi. Te kinazy powoduja fosforylacje wewnatrzkomorkowego C-konca receptora.
W efekcie dochodzi do translokacji 1 przylaczenia si¢ B-arestyny do fosforylowanego konca
receptora, co blokuje interakcje receptora z biatkiem G i tym samym hamuje przekazywanie
sygnalu®®, Wigzanie p-arestyny zapobiega tworzeniu dodatkowych komplekséw biatkowych
miedzy PAR a biatkiem G, co prowadzi do ich szybkiego roztaczenia w ciagu kilku sekund®.
Uwolnione receptory sa internalizowane w ciggu kilku minut za posrednictwem
B-arestyny oraz innych bialek adaptorowych, takich jak klatryna i biatka adaptorowe 2 (ang.
Andaptor Protein 2, AP2). Proces paczkowania pecherzyka pokrytego klatryng
z blony komoérkowej oraz fuzj¢ pecherzyka z wczesnym endosomem koordynuje GTPaza
dynaminy®’. Nastepnie zostaja one zdegradowane lizosomalnie wewnatrz komorki.
Uszkodzone receptory sa zastgpowane przez nowe, pochodzace z systemu bton
wewnatrzkomoérkowych’. W przypadku braku bodzca, receptory PAR kraza ciagle miedzy
btong komorkowa a wewnegtrznym przedzialem komorki, co utrzymuje stabilng pule

receptoréw na powierzchni.

Rola PAR-1

PAR-1 ma dziatanie prozapalne. Jego oddziatywanie z trombing w warunkach in vivo
indukuje ekspresje na powierzchni komorek srodbtonka takich czgsteczek jak P-selektyna i E-
selektyna, oraz bialek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1. Dochodzi takze do produkcji
prozapalnych cytokin, takich jak IL-6 i IL-8 oraz czynnikow aktywujacych plytki (np. PAF),
biatek chemotaktycznych dla monocytow (MCP-1) oraz aktywacji cyklooksygenazy 2 (ang.
Cyclooxygenase 2, COX-2)8, Czynniki chemotaktyczne stymuluja migracje PLT i leukocytow
do miejsca ich uwalniania. Z kolei E-selektyna, ICAM-1 i VCAM-1 umozliwiaja

przemieszczanie si¢ (,toczenie”) granulocytow, limfocytow, makrofagow i ptytek krwi
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po powierzchni komérek $rodbtonka®®°t. Stymulacja PAR-1 w monocytach prowadzi z kolei
do wzmozonego uwalniania cytokin prozapalnych (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8 i MCP-1),
jednoczesnie zmniejszajgc wydzielanie IL-12. Podobnie na limfocytach T aktywowany PAR-1

pobudza proliferacje tych krwinek oraz produkcje cytokin o charakterze prozapalnym.

Gléwnym mechanizmem odpowiedzi zapalnej wywotanej przez trombing jest
aktywacja jadrowego czynnika transkrypcyjnego kB (ang. Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-
Enhancer of Activated B cells, NF-kB), przez degradacj¢ fosforylowanego IkB
za posrednictwem proteasomow. Zdezaktywowana IkB prowadzi do ekspresji czynnikow
prozapalnych, takich jak ICAM-1, VCAM-1, IL-1, IL-6, IL-8, TNFa, MCP-1 i PAF2, Ponadto,
trombina stymuluje ekspresje czynnika przyspieszajacego rozktad (ang. Decay accelerating
factor, DAF) w komorkach $rodbtonka, co zwigcksza szybko$¢ rozktadu sktadowych C3 i C5
uktadu dopetniacza®®. Ponadto (jak wspomniano wczesniej) trombina, poprzez aktywacje
biatka C, wywiera réwniez dzialanie przeciwzapalne. Aktywne biatkko C (APC) tworzy
kompleks z receptorami dla biatka C (EPCR) na komorkach $rodbtonka,
co prowadzi do zmniejszenia produkcji cytokin prozapalnych przez te komorki. Dodatkowo,
APC oddzialuje z monocytami, hamujac wzrost st¢zenia wapnia wewnatrzkomorkowego oraz
blokujac szlak NFkB®. PAR-1 pehi rowniez istotne role w procesach naprawczych. Aktywna
trombina wytworzona w reakcji na uszkodzenie naczynia pobudza proliferacj¢ oraz migracje
komorek $rodbtonka, nablonka, fibroblastow oraz komorek migsni gladkich naczyn
krwionosnych. Ponadto, trombina stymuluje ruchliwo$¢ komorek oraz produkcje macierzy
zewnatrzkomoérkowej, co sprzyja procesom remodelowania tkanek®. Aktywacja receptorow
PAR pobudza fibroblasty do wydzielania czynnika wzrostu tkanki tacznej (ang. Connective
Tissue Growth Factor, CTGF), ktory jest czynnikiem stymulujagcym ich wzrost oraz produkcje
kolagenu i fibronektyny®. Podobnie, komorki migsni gtadkich pod wptywem tego samego
mechanizmu ulegaja proliferacji oraz produkuja czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego
(ang. Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF), gtowny stymulator wzrostu komorek
srodbtonka®®. Ponadto takze PLT aktywowane przez trombing wydzielaja VEGF.
W komorkach $rodbtonka natomiast, trombina stymuluje ekspresje receptora dla czynnika
wzrostu srodbtonka (ang. Vascular Endothelial Growth Factor Receptor, VEGFR), co skutkuje
zwigkszong reakcja tych komorek na czynniki wzrostu 1 promuje naprawe uszkodzonego

naczynia®’.

PAR-1 wptywa takze na proces krzepnigcia krwi i regulacj¢ przeplywu strumienia krwi.

Receptor ten wystepuje na powierzchni PLT® a jego oddzialywanie z trombing prowadzi
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do aktywacji PLT (nawet przy bardzo niskich stezeniach trombiny) tj. zmiany ksztattu PLT,
uwalniania zawartosci ziarnistosci plytkowych oraz agregacji ptytek %°. Wynika to z tego,
ze PAR-1 wiaze si¢ z trzema rodzajami bialek G: G12, Gq i Gi. Poprzez biatko G12 aktywuje
sie szlak kinazy Rho, ktory wywoluje zmiany w ksztalcie ptytek®®. Biatko Gq stymuluje
aktywno$¢ fosfolipazy CP (PLCP), co prowadzi do hydrolizy fosfatydyloinozytolu-4,5-
difosforanu do diacyloglicerolu (DAG) i inozytolo-1,4,5-trifosforanu (IP3). IP3 powoduje
wzrost stezenia jonoOw wapnia w komorce, podczas gdy DAG aktywuje kinazg biatkowg typu
C (PKC), ktora przy wzroscie stezenia wapnia inicjuje procesy zmieniajgce ksztatt PLT, ich
agregacje i uwalnianie zawartoéci ziarnistosci wewnatrzkomérkowych!®. Zmiana ksztattu
ptytek wynika z przemodelowania cytoszkieletu, co jest kontrolowane przez kinaze tancucha
lekkiego miozyny (MLCK), dziatajaca pod wplywem jonéw wapnia. Proces sekrecji zachodzi
w wyniku fosforylacji plekstryny przez PKC w obecnosci jondw wapnia, co prowadzi
do uwolnienia zawartosci ziarnisto$ci ptytkowych oraz eksponowania selektyny P. Integryna
allbB3 ulega aktywacji przez PKC i jony wapnia, co umozliwia trwate wigzanie fibrynogenu
i prowadzi do tworzenia agregatow. Ponadto, trombina oddziatuje z ptytkami poprzez receptory
zlokalizowane w kompleksie GPIb-IX-V. Potaczenie z GPIba, obecnym w tym kompleksie,
utatwia trombinie efektywng aktywacje receptoréw PAR-1 i PAR-41%%,

Regulacja przeptywu krwi poprzez receptory PAR zachodzi w warunkach
patologicznych, np. w stanach zapalnych lub w obecnosci toksyn. Obserwuje si¢ wtedy
zwigkszong aktywno$¢ proteaz we krwi oraz wzmozong ekspresj¢ genow kodujacych receptory
PAR. Trombina, dziatajac poprzez receptory PAR-1 obecne na komorkach $rodbtonka oraz
komorkach mies$ni gltadkich naczyn krwionosnych, moze wplywac na regulacje napigcia Sciany
naczyfh krwiono$nych®. Redukcja napigcia naczyh krwiono$nych przez s$rodblonek jest
rezultatem dzialania tlenku azotu (NO) oraz prostacykliny (PGI2). NO odpowiada za wczesng
odpowiedz, podczas gdy prostacyklina jest kluczowa dla pdznej relaksacji $rodbtonkal®.
Aktywacja PAR-1 prowadzi do wzrostu stezenia Ca2+, co stymuluje aktywnos$¢ srodblonkowej
syntazy tlenku azotu (eNOS) i skutkuje zwigkszong produkcjg NO z argininy.

PAR-1 moze rowniez bra¢ udzial w procesach nowotworowych. Zauwazono, ze w wielu
zmienionych nowotworowo typach komodrek zwigkszona jest ekspresja PAR-1, ktora Scisle

103 Obserwacja ta wynika z tego, ze interakcja PAR-1 z trombina

koreluje z agresywnoscig guza
wywotuje aktywacje szlakéw Ras, PKC i MAPK, prowadzac do wzrostu komorek
nowotworowych i zwiekszenia ich zdolno$¢ do progresji choroby!®. Istotnym aspektem
zwigzanym z trombing w procesie nowotworzenia jest powstawanie nowych naczyn

krwiono$nych wokot guza. Receptory PAR, po ich aktywacji, stymuluja ekspresje genow
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kodujacych czynniki wzrostu takie jak VEGF, PDGF, TGF-B, podstawowy czynnik wzrostu
fibroblastow (ang. Basic Fibroblast Growth Factor, bFGF) oraz receptora VEGFR. Wzrost
ekspresji VEGFR-2 w komorkach $rodbtonka jest kluczowy dla procesu angiogenezy, podczas
gdy wzrost ekspresji avp3 w komoérkach nowotworowych stuzy jako wskaznik angiogenezy.
Ponadto, trombina indukuje aktywacj¢ metaloproteinaz wydzielanych przez srédbtonek, przede
wszystkim MMP-1 i MMP-2, ktore degraduja kolagen IV. Ten proces zwigzany z lokalng
degradacja btony podstawnej utatwia migracje komoérek nowotworowych®,

Ponadto PAR obecne w komoérkach uktadu nerwowego: neuronach, astrocytach
I oligodendrocytach, petnig istotng role w ich normalnym funkcjonowaniu oraz w patogenezie
choréb neurodegeneracyjnych. W przypadku wyzszych stezen trombiny dochodzi
do uszkodzenia i $mierci komorek uktadu nerwowego. W chorobie Alzheimera zaobserwowano
obnizony poziom endogennych inhibitoréw trombiny, takich jak antytrombiny. Aktywacja
szlaku RhoA przez hydrolize¢ PAR-1 prowadzi do indukcji apoptozy w komorkach
neuronalnych!®. Zwickszenie stezenia Ca2+ wewnatrzkomorkowego wywotane aktywacja
PAR-1 prowadzi do uwalniania glutaminianu z astrocytow'®’. Ten proces aktywuje szlaki ERK

1/2 i NFxB, co skutkuje aktywacja mikroglejul®.

Trombina stymuluje rowniez szlak
prozapalnych cytokin, takich jak IL-1, IL-6, TNF-a oraz arachidonian. W przypadku choréb
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera i Parkinsona, obserwuje si¢ indukcje
syntezy tlenku azotu (NO). Aktywacja szlaku ERK 1/2 powoduje proliferacj¢ astrocytow,
co potwierdza role aktywacji PAR-1 w uszkodzeniu moézgu i jego neurodegeneracjil®.
Trombina dodatkowo aktywuje metaloproteinaze 2, ktora moze ostabia¢ bariery krew-mozg,
a nawet prowadzi¢ do ich przerwania. Niskie st¢zenia trombiny mogg mie¢ dziatanie ochronne,
chronigc przed uszkodzeniami wywotanymi przez glutaminian, B-amyloid, reaktywne formy

tlenu oraz hipoglikemig.

Polimorfizmy PAR-1

Polimorfizmem pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polymorphisms,
SNP) jest mutacja genetyczna, powstala przez zmiang pojedynczego nukleotydu w sekwencji
DNA poprzez usunigcie lub zamiang na inny. Chociaz tego rodzaju mutacje sa kluczowe,
to rzadko kiedy przeprowadzane sg badania genetyczne, gdyz ich wykrywanie wymaga

zastosowania precyzyjnych technik detekcji o wysokiej wydajnosci i doktadnosci'®.

Wigkszos¢ genow kodujacych receptory plytkowe zostata zsekwencjonowana,

co umozliwia identyfikacj¢ polimorfizméw w ich rejonach kodujacych i regulatorowych.
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Odkryto takze konsekwencje tych polimorfizméw dla funkcji PLT oraz ich roli
w predyspozycjach do nadmiernego krwawienia lub tworzenia zakrzepow — trombina aktywuje
zaro6wno komorki srodbtonka, jak 1 PLT za posrednictwem PAR-1, a gesto$¢ tego receptora na
powierzchni komorki moze miec istotne konsekwencje dla hemostazy lub ryzyka nadmiernego

krwawienia. Ludzki PAR-1 jest kodowany przez gen F2R (Rycina 1.9).
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Rycina 1.9. Lokalizacja genomowa genu PAR-1 - 15g11.2 [https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=F2R]

Gen PAR-1 ma dlugo$¢ okoto 27 kb i sktada si¢ z 2 egzondow rozdzielonych duzym
intronem (~22 kb). Znajduje sie na chromosomie 5q11.2-q13.3'%1!1, Pierwszy egzon koduje
sekwencje¢ peptydu sygnalowego oraz N-koncowa sekwencje receptora, podczas gdy drugi,
wiekszy egzon koduje pozostatg czesé receptoral!! (Rycina 1.9.). Badania sekwencji regionu
regulacyjnego nie wykazaty obecnosci charakterystycznych sekwencji TATA i CAAT, ktére
czesto s3 typowe dla genéw kodujacych receptory sprzezone z biatkiem G2, Znaleziono
natomiast wiele potencjalnych motywow regulatorowych, takich jak SP1, Ets, TEF-1 (czynnik
wzmacniajacy transkrypcje-1) i GATA. Analiza funkcjonalna promotora wykazata, ze dwie
sekwencje, SP-1 i AP-1 (biatko aktywatora 1), odgrywajg istotng rol¢ w jego podstawowej
aktywnoscil®®. Analiza zmian genetycznych w genie PAR-1 oraz ich rola w kontrolowaniu
zarowno podstawowej, jak i1 indukowanej transkrypcji, moze mie¢ istotny wplyw na ryzyko
wystgpienia zakrzepicy. W ramach obszernego badania klinicznego PATHROS (Paris
Thrombosis  Study) przeprowadzono poszukiwania polimorfizméw w  obszarach
regulatorowych genu PAR-1, w tym w jego promotorze oraz obszarze granicznym mi¢dzy
egzonem a intronem, ktére moga mie¢ wplyw na ekspresje tego genu''*. W obszarze
regulatorowym 5' zidentyfikowano dwa polimorfizmy. Pierwszy z nich to zamiana C/T, ktora
zlokalizowana jest w 1426 pz powyzej miejsca startu transkrypcji (-1426 C/T). Drugi
polimorfizm to insercja 13 par =zasad przed sekwencja w pozycji -506:
5'-CGGCCGCGGGAAG-3' (-506 I/D; gdzie I oznacza insercje, a D delecje)!**1°. Polimorfizm
moze rowniez wystapi¢ w sekwencji intronowej (IVS), gdzie zidentyfikowano transwersje A/T,

znajdujaca sie 14 nukleotydow powyzej miejsca startu egzonu 2 (IVSn-14 A/T)14,
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2. CEL PRACY

Cukrzyca, miazdzyca i ich powiklania nalezg do globalnych chorob, gdyz dotycza
spoteczenstw wszystkich krajow. Sg one postrzegane jako wspotczesne choroby cywilizacyjne,
zwigzane ze zmiang trybu zycia — ograniczong aktywnos$cig fizyczng i1 stosowaniem
wysokokalorycznej diety. Obecnie prowadzone sg liczne badania nad procesami przewlektych
powiktan cukrzycy typu 2 (T2DM) i miazdzycy oraz podejmowane sg proby zahamowania ich

postepu. Zwraca si¢ szczegolng uwage na:

e Poszukiwanie znaczenia biatek zaangazowanych w molekularne mechanizmy
charakterystyczne dla przebiegu chordb o charakterze zapalno-zakrzepowym.

e QOceng aktywacji komorek prozapalnych, m.in. ptytek krwi i mikroptytek.

e Analize intensyfikacji syntezy i wydzielania cytokin, chemokin, adheryn, wolnych
rodnikow, wzmagajacych naptyw prozapalnych komorek, aktywacje procesu adhez;ji
oraz stymulacj¢ 1 agregacje plytek krwi, uszkodzenie §rodbtonka naczyn i uwalnianie
substancji trombogennych.

e Aktywacje lub represj¢ gendow odpowiedzialnych za reakcje komorkowe

1 miedzykomorkowe.

W oparciu o przedstawione zalozenia przyjeto nastepujace cele badawcze:

1. Dokonanie oceny ekspresji powierzchniowego biatka PAR-1 w ptytkach krwi.

2. Wykazanie wplywu polimorfizméw genetycznych PAR-1 na rozwoj i rokowania
w przebiegu w/w chorob.

3. Analiza korelacji poziomu biatka PAR-1 z metabolicznymi parametrami miazdzycy
zarostowej oraz makroangiopatii cukrzycowej w grupach chorych.

4. Ustalenie roli PAR-1 w procesie chorobowym.

5. Ustalenie roli mikroptytek w patogenezie procesu miazdzycowego.

6. Ustalenie przydatnosci cytometrycznego badania mikroptytek w diagnostyce chorob

zakrzepowych.
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3. MATERIALY I METODY
3.1. Charakterystyka i ocena kliniczna grupy badanej i grupy kontrolnej

Grupe badang stanowily surowice krwi/osocza pobrane od 95 pacjentow Kliniki
Angiologii, Nadci$nienia T¢tniczego 1 Diabetologii Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego
we Wroctawiu: 34 chorych z MC w przebiegu T2DM ($rednia wieku 60,88 + 7,51 lat), 43
chorych z MZ ($rednia wicku 56,69 + 5,72 lat) oraz 18 0sob bez cukrzycy i miazdzycy — grupa
kontrolna ($rednia wieku 57,50 + 2,12 lat). Do badan zakwalifikowano mozliwie najmtodszg
grupe chorych z obwodowa niewydolnos$cig tetnicza (PAOD) w stadium IIB wg Fontaine’a
(ABI<0,5). Chorzy na T2DM przyjmowali insulinoterapi¢ w skojarzeniu z doustnymi lekami
hipoglikemizujacymi. U wszystkich badanych wykluczono obecnos¢ ostrego lub przewleklego
stanu zapalnego, a przede wszystkim martwicy tkankowej oraz rozpoznanej choroby
nowotworowej. Wszyscy pacjenci wyrazili $wiadoma zgode na udziat w badaniu, a badanie
zostato zatwierdzone przez Komisje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu

(Nr KB — 174/2011). Og6lng charakterystyke badanych grup przedstawiono w Tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Charakterystyka badanych grup

Chorzy z MC Chorzy z MZ Grupa kontrolna
(n=34) (n=43) (n=18)
Wiek [§rednia + SD/ lat] 60,88 + 7,51 56,69 +5,72 57,50 +£2,12
Kobiety/Mezczyzni [n] 15/19 12/31 14/4
0, 0, 0,
Osoby palace papierosy 24% (8/34) 51% (22/43) 33% (6/18)
Czas trwania cukrzycy 6.9+ 6.4 -
[$rednia + SD/ lat] ’
Miazdzyca t. wiencowych 62% (21/34) 59% (25/43 )
Miazdzyca t. mézgowych 3% (1/34) 11% (5/43)
Miazdzyca t. obwodowych 21% (7/34) 100% (43/43)
(konczyn dolnych)
Nefropatia 24% (8/34) .
Retinopatia 8% (3/34) -
Polineuropatia 11% (4/34) -

N - liczba pacjentow
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Podstawowymi kryteriami wiaczenia do badan chorych z makroangiopatig cukrzycowa byty:

1)
2)
3)
4)
5)

6)

wiek 45 — 65 lat

terapia doustnymi lekami przeciwcukrzycowymi i/ lub insuling
podwyzszone st¢zenie hemoglobiny glikowanej (HbA1C) > 6,1%.

czas trwania choroby powyzej 5 lat

Klasyfikacja zaburzen glikemii zaproponowana przez Polskie Towarzystwo
Diabetologiczne (PTD) w 2023 r. przedstawiona w Tabeli 3.2.

klasyfikacja zaburzen metabolicznych, kryteridow rozpoznania zespotu
metabolicznego, w oparciu 0 wytyczne Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang.
World Health Organization, WHO) oraz Narodowego Programu Edukacji
Cholesterolowej Panelu I1I Leczenia Dorostych (ang. National Cholesterol
Education Program, NCEP; Adult Treatment Panel 111, ATP Ill); przedstawiona
w Tabeli 3.3.

Inne przewlekte powiktania cukrzycy:

* nefropati¢ cukrzycowa rozpoznawano na podstawie utrzymujacego si¢ (dwukrotny pomiar)

wydalania albumin z moczem (dobowa zbidérka moczu) w ilosci przekraczajacej 30mg/dobe

przy nieobecnos$ci innych chorob nerek

* retinopatia cukrzycowa byla stwierdzana na podstawie dokumentacji okulistycznej

pacjentow

* polineuropati¢ cukrzycowg ustalono w oparciu o badanie neurologiczne chorych

Podstawowymi kryteriami wiaczenia do badan chorych z miazdzyca zarostowa byly:

1)
2)
3)
4)

5)

wiek 40 — 65 lat

czas trwania choroby powyzej 5 lat

Kliniczne i biochemiczne cechy zespotu metabolicznego wedtug NCEP i ATP III
wskaznik kostka — rami¢ < 0,9 (stopien II B niewydolnosci tetniczej wg. Fontaine'a
- dystans chromania przestankowego ponizej 200 m); segmentarny pomiar ci$nien
metoda Dopplera aparatem Sonodop 4000 typ DSM2P firmy Sonotechnik GMBH
dystans chromania ustalony probg marszowg na biezni ruchomej Tackmaster przy

predkosci 3,2 km/h 1 kacie nachylenia biezni 12 %.

Grupe kontrolng stanowito 18 zdrowych osob, w wieku od 44 do 65 r.z. (Srednia

wieku 57,50 + 2,12 lat), nie podajace w wywiadzie wystgpowania cukrzycy u krewnych
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pierwszego stopnia. Byly to osoby wolne od chordb ogdlnoustrojowych, a przede wszystkim:

nadci$nienia tetniczego, chordb sercowo-naczyniowych, choréb ptuc, nerek i1 procesu

nowotworowego (Tabela 3.1).

Tabela 3.2. Klasyfikacja zaburzen glikemii wedlug Polskiego Towarzystwa Diabetologicznej (PTD),

2023

Oznaczenie

Stezenie glukozy w osoczu

Interpretacja

Glikemia przygodna —
oznaczona w probcee krwi
chorego pobranej o dowolnej
porze dnia, niezaleznie od pory

ostatnio spozytego positku

> 200 mg/dl
(> 11,1 mmol/1)

Rozpoznanie cukrzycy jezeli u
chorego wystepuja typowe objawy
choroby (wzmozone pragnienie,
wielomocz, ostabienie, spadek

masy ciata)

Glikemia na czczo — oznaczona
w probcee krwi pobranej 8-14

godzin od ostatniego positku

70 —99 mg/dl (3,9 — 5,5 mmol/l)

100 — 125 mg/dI (5,6 — 6,9 mmol/l)

> 126 mg/dl (= 7,0 mmol/l)

Prawidlowa glikemia na czczo

Nieprawidtowa glikemia na czczo
(IFG)

Cukrzyca

Glikemia w 120 min.
doustnego testu obcigzenia

glukoza (OGTT)

< 140 mg/dl (< 7,8 mmol/l)

140-199 mg/dl (7,8 — 11,0 mmol/l)

> 200 mg/dl (= 11,1 mmol/l)

Prawidlowa tolerancja glukozy

Nieprawidlowa tolerancja glukozy

(IGT)

Cukrzyca

Tabela 3.3. Kryteria rozpoznania zespotu metabolicznego wedtug WHO oraz NCEP i ATP III

Kryteria zespolu
metabolicznego

Wedlug zmodyfikowanego stanowiska

WHO (1999)

Wedtug NCEP ATP 111 (2001)

Glikemia ¢

e cukrzycatypu 2
nieprawidlowa glikemia na czczo
e nieprawidlowa tolerancja

glukozy

glikemia na czczo > 110 mg/dI

e BMI >30 kg/m?

e  stosowanie lekow

§& talia mezczyzni > 102 cm
Otylos¢ e  WHR mezczyzni > 0,93 . ¢ . Y
. talia kobiety > 88 cm
e WHR kobiety > 0,85
NadciSnienie o >140/90 mmHg lub > 130/85 mmHg lub
tetnicze

stosowanie lekow hypotensyjnych

30




hypotensyjnych

e TG>150 mg/dl e TG >150 mg/dl
Dyslipidemia

e  HDL mezczyzni < 40 mg/dl i

. e HDL mezczyzni < 40 mg/dl
o HDL kobiety < 35 mg/dl .
e HDL kobiety < 50 mg/dl

Mikroalbuminuria e  mikroalbuminuria > 20 pg/min.

e albuminuria/kreatynia > 30 mg/d
Rozpoznawany, Hiperglikemia . .

. . . Minimum 3 kryteria

gdy + minimum 2 inne kryteria

Pacjentom wykonano standardowe badania laboratoryjne obejmujace:

1) badania biochemiczne: gospodarka lipidowa, st¢zenie kwasu moczowego, biatko
catkowite, glukoza

2) ocen¢ parametrow hemostazy: kompleks trombina-antytrombina (ang. Thrombin-
Antithrombin Complex — TAT), czynnik von Willebrand’a (ang. von Willebrand factor — vVWF),
ptytkowy czynnik wzrostu (ang. Platelet-Derived Growth Factor — PDGF), biatko
chemotaktyczne dla monocytow (ang. Monocyte Chemoattractant Protein-1 — MCP-1),
rozpuszczalna forma ptytkowo-srodbtonkowego czynnika adhezyjnego (ang. Soluble Platelet-
Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 — sPECAM-1), aktywowany trombing inhibitor
fibrynolizy (ang. Thrombin Activatable Fibrinolysis Inhibitor — TAFI)

3) ocene stanu zapalnego: interleukina 6 (ang. Interleukin-6 — IL-6), fibrynogen,
wysoce czute biatko C reaktywne (ang. high-sensitive C-Reactive Protein — hsCRP).

3.2. Okreslanie poziomu aktywacji receptora PAR-1 w cytometrii przeplywowej
Izolacja i okreslenie liczby plytek krwi (PLT)

Celem otrzymania osocza bogatoptytkowego (ang. Platelet-Rich Plasma — PRP)
do probowki z 3.2% cytrynianem sodu (BDVacutainer 9NC 0.105M Buff. NasCitrate; UK)
pobierano 5 mL krwi zylnej. Probg wirowano (MPW-360 z rotorem horyzontalnym, IKA,
Polska) w temperaturze pokojowej, przez 5 minut przy 1000 RPM a nastepnie oddzielano

powstate osocze od warstwy krwinek czerwonych. Celem okre$lenia liczby PLT, z pobranej

31



proby pobierano do menzera z biatym koralikiem okreslong objeto$¢ osocza bogatoptytkowego,
probe dopelniano taka sama objetoscia prokainy, mieszano i inkubowano przez 10 min.
w temperaturze pokojowej. Nastepnie okreslong objetos¢ proby nanoszono na komor¢ Thoma,
inkubowano w wilgotnej kamerze przez 10 minut i liczono widoczne PLT w pieciu krzyzach
siatki. Oceny ilo$ciowej dokonywano za pomocg mikroskopu $swietlnego Jenomed (Carl Zeiss,

Niemcy).

Celem otrzymania osocza ubogoptytkowego (ang. Platelet-Poor Plasma, PPP), probe
PRP dodatkowo wirowano (MPW-310, IKA, Polska) w temperaturze pokojowej przez 15 minut
przy 3000 x g. Nastepnie osocze delikatnie przenoszono do plastikowej probowki,
a W nastgpnej kolejnosci okreslong objetos¢ proby nanoszono na komorg Thoma, i inkubowano
w wilgotnej kamerze przez 10 minut; widoczne PLT liczono w pigciu krzyzach siatki. Oceny

ilosciowej dokonywano za pomoca mikroskopu $wietlnego Jenomed (Carl Zeiss, Niemcy).

Aktywacja plytek krwi za pomocg peptydu aktywujacego receptor trombinowy (TRAP)

500 pl bogatoptytkowego osocza rozpipetowano po 200 pl i do kazdej proby dodano
po 2 ul eptyfibatydu o st¢zeniu 4 pg/ml. Otrzymane proby inkubowano przez 3 minuty celem
ograniczenia powstawania agregatow ptytkowych. Nastepnie do kazdej z nich dodano po 25 ul
roztworu peptydu aktywujacego receptor trombinowy TRAP 80 uM (Thrombin Receptor
Activator Peptid 6, Sigma-Aldrich, nr T1573, St. Louis, MO,USA) oraz inkubowano bez
dostgpu $wiatta przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Zaktywowany materiat poddawano

procedurze oznaczen cytometrycznych.
Wyznakowania PLT przeciwcialami PAR-1-APC

Do plastikowych probéwek rozpipetowano po 5 pl: I) izolowanych PLT; II)
izolowanych PLT, aktywowanych za pomoca TRAP. Proby inkubowano przez 40 minut
W temperaturze pokojowej bez dostepu §wiatta. Nastepnie:

) do proby badanej PAR-1 bez aktywacji PLT dodano 5 pl przeciwciat PAR-1-APC
W stezeniu 5 pg /5x10° komoérek (Allophycocyanin (APC)-conjugated mouse
monoclonal anti-human PAR-1; clone# 731115; mouse isotype: 1gGl, R&D
Systems, Minneapolis, Kanada) oraz 5 ul przeciwciat CD61-FITC (Monoclonal
Mouse Anti-Human CD61, Platelet Glycoprotein Il1a/FITC, Clone Y2/51,
code:F0803, DakoCytomation, Glostrup, Dania)

1) do proby badanej PAR-1 po aktywacji PLT za pomoca TRAP dodano 5 pul
przeciwciat PAR-1-APC w stezeniu 5 pg /5x10° komoérek (Allophycocyanin
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(APC)-conjugated mouse monoclonal anti-human PAR-1; clone# 731115; mouse
isotype: IgG1, R&D Systems, Minneapolis, Kanada) oraz 5 ul przeciwcial CD61-
FITC (Monoclonal Mouse Anti-Human CD61, Platelet Glycoprotein Illa/FITC,
Clone Y2/51, code:F0803, DakoCytomation, Glostrup, Dania)

[11)  do proby badanej PAR-1 po aktywacji PLT za pomoca TRAP, bedacej negatywna
kontrolg izotypowa, dodano 5 pul przeciwciatl IgG1 gotowych do uzycia (Negative
Control Mouse 1gG1, code:X0931, DakoCytomation, Glostrup, Dania)

IV)  do proby wybidrczego markera ptytek dodano 5 pl przeciwciat CD61 — FITC
(Monoclonal Mouse Anti-Human CD61, Platelet Glycoprotein I11a/FITC, Clone
Y2/51, code:F0803, DakoCytomation, Glostrup, Dania)

Sporzadzone proby zadano roztworem zawierajacym: 1) 1 ml buforu fosforanowego bez
Ca?* Mg?*, PBS pH 7.4 (Sigma-Aldrich, nr T1573, St. Louis, MO,USA); 2) 0,5% roztwor
albuminy wotowej BSA (Albumin Bovin Serum Minimun 98% no.cat.A-7030-10G, Sigma-
Aldrich, nr T1573, St. Louis, MO,USA); 3) 2 mM kwas wersenianowy EDTA (Sigma-Aldrich,
nr T1573, St. Louis, MO,USA), a nast¢gpnie wirowano ((MPW-360 z rotorem horyzontalnym,
IKA, Polska) w temperaturze pokojowej przez 5 minut przy 1500xg, a potem usunigto z nich
nadsacz. Powstale osady wybarwionych komérek zawieszano w 1 ml PBS bez Ca?* Mg?*, pH
7,4, a potem przenoszono do probdéwek do systemu sortowania komodrek aktywowanych
fluorescencja (ang. Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS), czyli cytometrii
przeptywowej. Odczyt 1 analizg probek przeprowadzano za pomoca cytometru przeptywowego

(BD FACSCanto™ Clinical Flow Cytometry System, BD Biosciences, San Jose, Kanada).

Okreslanie ekspresji PAR-1 na poziomie transkrypcji

W celu okreslenia poziomu ekspresji genow PAR-1 oraz kontrolnego p-aktyny
wyizolowane z ludzkich limfocytow mRNA (przechowywane w -80°C) poddano reakcji
odwrotnej transkrypcji tancuchowej reakcji polimeryzacji (ang. Reverse Transcriptase PCR,
RT-PCR). Doswiadczenie to przeprowadzono zgodnie z procedura opisang przez producenta
testu (TagMan®Revers Transcription Reagents no.cat. N808234, Applera, Warszawa, Polska).
Kazda z mieszanin reakcyjnych (25 pl) zawierata: matrycg bedaca wyizolowanym mRNA
z proby krwi pacjenta (1 — 3 pl w zaleznosci od stgzenia mRNA); 0,5 uM dNTP: dATP, dGTP,
dCTP i dTTP (5 ul); 55 mM MgCl> (5 ul); 50 U odwrotng transkryptaze (0,63 pl); bufor dla
reakcji PCR (2,5 ul); 2,5 uM roztwoér losowych heksametrow (1,25); 20U/I inhibitor RNazy
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(0,5 pl) oraz HoORrnase free (11,5 — 13,5 ul). Reakcje prowadzono w 30 cyklach, sktadajacych si¢
z inkubacji prowadzonej przez 10 minut w 25°C, 30 minutowej prolongacji prowadzonej
w 48 °C oraz 5 minutowej dezaktywacji w 95°C. Rownolegle, w tych samych warunkach czasu
i temperatury prowadzono reakcj¢ RT-PCR dla genu referencyjnego p-aktin . Uzyskane cDNA
poddawano nastgpnie reakcji PCR zgodnie z procedurg opisang przez producenta zestawu
(TagMan®Fast Universal PCR Master Mix, No AmpErase®UNG nr.cat. 4352042, Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, GA, USA).

3.3. Badania polimorfizméw w obrebie genu PAR-1
Izolacja DNA z krwi pelnej

W celu okreslenia polimorfizmow genetycznych w obrebie genu PAR-1 [tj. 506 I/D
(dbSNP: rs35900074), 1426 C/T (dbSNP: rs32934), IVSn-14 (dbSNP: rs168753)] w grupie
badanej i kontrolnej konieczne bylo wyizolowanie DNA z prob krwi wszystkich pacjentow.
Proby te (uprzednio pobrane do probowek z EDTA (BD, Vacutainer K3E 7,2mg,Wokingham,
UK) w objetosci 100 ul i mrozone w temp. - 80°C) poddawano procedurze opisanej przez
producenta (Blood Mini no.cat. 022-50, firma A&A BIOTECHNOLOGY, Gdansk, Polska).
Po przeprowadzonym eksperymencie dokonano spektrofotometrycznie oceny ilosciowej
i jakosciowej DNA w kazdej z nich za pomocg spektrofotometru UV-VIS (Semco S91E,

Warszawa, Polska) zgodnie z zasada:

Ocena ilosciowa:

1A260 Unit of dsDNA = 50 pg/ml H2O

1A260 Unit of ssDNA = 33 ug/ml H.0

Stezenie DNA w badanych probkach o objetosci = 50 pl £2ul, wahato si¢ od 350 do 980 pg/ml
Ocena jakosciowa:

Oceng jakosci czystosci probki dokonano przez wyliczenie stosunku Azeo /A 280 (Warto$¢
oczekiwana: 1.8 — 2,05). Wszystkie odczyty badanych probek miescily si¢ w granicach
wartosci 1.8 — 2.0

Synteza primerow do PCR
Syntezy par praimeroéw forward/reverse dla polimorfizméw genu PAR-1, tj: -506 1/D
(mieszanina alleli 1'i D), —1426 C/T, - IVSn-14 A/T oraz genu refencyjnego B-aktin (o statym,

znanym poziomie ekspresji, pozwalajacego na kontrole tancuchowej reakcji polimerazy PCR)
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przeprowadzono w Pracowni Sekwencjonowania DNA IBB PAN; Oligo.PL.
Dla polimorfizméw -506 1/D oraz —1426 C/T planowano przeprowadzenie tylko klasycznego
PCR (z uzyciem tylko jednej paro6w primeréw), natomiast dla polimorfizmu - 1VSn-14 A/T,
z uwagi na specyfike sekwencji DNA genu (tj. blisko$ci miejsca startu transkrypcji a lokalizacja
szukanego miejsca transwersji), konieczne bylo przeprowadzenie podwoéjnego PCR, z uzyciem
dwoch par primerdw. W pierwszej reakcji PCR amplifikacji poddawano dtuzszy fragment,
a w drugiej — otrzymany produkt (ktory dodatkowo oczyszczano przed kolejnym PCR).
Sekwencje primeréw, temperatury przytaczania ich do matryc oraz wielkosci otrzymywanych

produktow przedstawiono w Tabeli 3.4.

Tabela 3.4. Sekwencje zaprojektowanych starterow reakcji PCR

. . temperatura wielko$¢
Sekwencja starterow .
przylaczania produktu
506 1/D 61 °C 123 pz (allel 1)

55 °C 110 pz (allel D)
forward
5- CTGTCGACGTCTCCACATCCCAGGA -3
reverse
5°- CGAAGCTGTCAGTGACTCACACTGG -3°
1426 CIT 53°C 430 pz
forward
5- AACTGGGTACTTCCGCAATTT -3
reverse
5-TGCTAAGGGCCCCCAGGGGCGTCGCGGCTGGGGGTGGCC-3
IVSn-14 AIT 57 °C
forward
IVSF 5-TTGTCGCTTTTGCCTTGTTG -3°
reverse
IVSR 5- GGGAGCACAGACACAAACAG -3
67°C 270 pz
forward

IVSF/ISNP 5- GCGTTCACTTTTTACATTTAAAATTTTTTT -3°
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reverse
IVSF/ISNP 5 - GCTTTTGATTCTGAAAAATAAAAT-3
- p-aktin - gen referencyjny 66 °C 587 pz
forward
B-aktinaF: 5 CCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGAC 3'
reverse

B-aktinaR: 5' AGGGTACATGGTGGTGCCGCCAGAC 3'

Polimorfizm 506 1/D
(Insercja w pozycji 506, 13 pz, dwa allele: 1 i D)

W celu wykazania insercji w genie PAR-1 w pozycji —506 (13 pz) fragment genu PAR-1
amplifikowano z uzyciem specyficznych starterow flankujacych miejsce polimorficzne
(sekwencje primerow przedstawiono w Tabeli 3.4). Mieszanina reakcyjna (25 pl) zawierata:
0,2 uM primera forward (1 pl); 0,2 uM primera reverse (1 pl); matrycg bedaca wyizolowanym
DNA z proby krwi pacjenta (1,5 ul); 0,2 mM dNTP: dATP, dGTP, dCTP i dTTP (1 ul) (Sigma-
Aldrich, nr T1573, St. Louis, MO,USA); 1,25 mM MgCl> (1 ul); 0,5U polimerazy Taq (0,5 ul)
(BioLabs, MA, UK); bufor dla reakcji PCR (2,5 pl) oraz H2Omilig (16,5 pl). Reakcj¢ PCR
prowadzono w 30 cyklach w nastepujacych warunkach czasu 1 temperatury: wstgpna
denaturacja (94°C, 3 min.), denaturacja wilasciwa (94°C, 30 s.), hybrydyzacja matrycy
z primerami (56°C, 30 s.), polimeryzacja (72°C, 1,15 min.), prolongacja (72°C, 2 min.).
Po zakonczeniu reakcji PCR proby trzymano w temperaturze 4 °C. Rownolegle, w tych samych
warunkach czasu i temperatury prowadzono reakcje PCR dla genu referencyjnego -aktin.

Produkt PCR rozdzielano metodg elektroforezy w 3% zelu agarozowym zawierajacym
bromek etydyny (0,5 pg/ml). Prowadzono ja pod napigciem 80 V przez 1 godzing 20 minut
w temperaturze pokojowej. Detekcje produktow prowadzono w $swietle UV (Gel Logic 100
system, Kodak, NY, USA). Spodziewano si¢ obecnosci produktow o nastepujacej liczbie par
zasad: 103 pz 1 90 pz (I/D), 169 pz i 123 pz (II), 169 pz i 110 pz (DD), 568 pz (B-Aktin).

Polimorfizm 1426 C/T

(Tranzycja C —T, 1426 nukleotyd, w gore startu translacji, w regionie regulatorowym —

zmiana generuje miejsce restrykcyjne dla enzymu Mval — enzym trawi amplifikowang
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sekwencje na dwa fragmenty: 391 pz i 39 pz., natomiast allel typu dzikiego pozostaje

niestrawiony)

Analize polimorfizmu —1426 C/T przeprowadzono metoda PCR-RFLP. Fragment genu

PAR-1, w ktorym mogt potencjalnie wystgpowac polimorfizm typu SNP, powielano z uzyciem
starterow forward i reverse, ktorych sekwencje przedstawiono w Tabeli 3.4. Mieszaning
reakcyjng (25 pl) sporzadzono poprzez potaczenie ze soba: 0,5 pl polimerazy (BIOTOOLS
B&M Labs,S.A.10.036, Madryt, Hiszpania); 50 mM MgCl; (1 ul); mieszaniny d-NTPs Mix
5U/ul (1 pul); buforu dla reakcji PCR (2,5 pl); H20miiig (16,5 pl) oraz 1,5 pl matrycy otrzymanej
po uprzednim trawieniu 4 pl wyizolowanego DNA (z krwi pacjenta) enzymem restrykcyjnym
Mval (1U, Fermentas, no.cat.ER0551, Multiscan FC Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
GA, USA) w objetosci 2 pl buforu Tango i 12 pul H2Omiliq W temperaturze 37°C przez 2 godziny.
Reakcj¢ PCR prowadzono w 30 cyklach w nastgpujacych warunkach czasu
i temperatury: wstepna denaturacja (94°C, 3 min.), denaturacja witasciwa (94°C, 30 s.),
hybrydyzacja matrycy z primerami (56°C, 30 s.), polimeryzacja (72°C, 1,15 min.), prolongacja
(72°C, 2 min.). Po zakonczeniu reakcji PCR proby trzymano w temperaturze 4°C. Rownolegle,
w tych samych warunkach czasu i1 temperatury prowadzono reakcj¢ PCR dla genu
referencyjnego p-aktin.
Produkt PCR rozdzielano metoda elektroforezy w 3% zelu agarozowym zawierajacym bromek
etydyny (0,5 pg/ml). Prowadzono ja pod napigciem 75 V przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej. Detekcj¢ produktow prowadzono w swietle UV (Gel Logic 100 system, Kodak,
NY, USA). Spodziewano si¢ obecnosci produktow o nastepujacej liczbie par zasad: 430 pz
(CC), 430 pz i 391 pz (CT), 391 pz i 39 pz (TT), 567 pz (B-Aktin).

Polimorfizm 1VSn-14 A/T

(Transwersja A —T w sekwencji posredniej (IVS), ktora znajduje si¢ 14 nuklotydow w gore od

miejsca startu eksonu 2)

Polimorficzne 1VSn-14 A/T w genie PAR-1 oznaczano technikg SNaPshot (reakcja
wydtuzania o 1 nukleotyd). W pierwszym etapie amplifikacji poddawano dtuzszy fragment
genu, ktory byl hybrydyzowany z parg starterow IVSF i IVSR (Tabela 3.4.). Mieszanina
reakcyjna (25 ul) zawierata: 0,2 uM primera forward (1 pl), 0,2 uM primera reverse (1 ul);
matryce bedacg wyizolowanym DNA z proby krwi pacjenta (1,5 ul); 0,2 mM dNTP: dATP,
dGTP, dCTP i dTTP (1 ul) (Sigma-Aldrich, nr T1573, St. Louis, MO,USA); 1,25 mM MgCl»
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(1 wl); 0,5U polimerazy Taq (0,3 ul) (BioLabs, MA, UK); bufor dla reakcji PCR (2,5 pl) oraz
H2Omiliq (16,7 wul). Wstepna reakcje PCR prowadzono w 35 cyklach programu w nastepujacych
warunkach czasu i temperatury: denaturacja wiasciwa (96°C, 10 s.), hybrydyzacja matrycy
z primerami (53°C, 30s.), polimeryzacja (60°C, 30 s.), pauza (4°C, 2 min.). Sprawdzenia sktadu
otrzymanej mieszaniny produktow reakcji PCR dokonano za pomoca poziome;j elektroforezy
w 1% zelu agarozowym w nastepujacych warunkach napigcia, czasu i temperatury: 75 V,
1 godzina, temperatura pokojowa. Celem kolejnego etapu bylo usuni¢cie pojedynczych
nukleotydow i nadmiaru primerow z mieszaniny reakcyjnej (4 ul), ktérego dokonano z uzyciem
mieszaniny (1,1 ul) enzymow restrykcyjnych: fostatazy alkalicznej (1 pl), elimujacej niezuzyte
dNTP (Shrimp Alkaline Phosphatase, SAP Fermentas, Wilno, Litwa) i egzonukleazy (0,1 ul)
usuwajgce] nadmiar praimeréw z mieszaniny produktéw (Exol, Exonuclease I, Fermentas,
Wilno, Litwa). Reakcj¢ trawienia prowadzono przez 30 min w temp. 37°C, a inaktywacji
enzymow dokonano poprzez 15 minutowa denaturacje w temperaturze 80°C. Proby
przechowywano w 4°C. Kolejnym etapem bylo przeprowadzenie reakcji PCR z uzyciem
drugiej pary starterow IVSF/SNP i IVSR/SNP (Tabela 3.4.), komplementarnych do sekwencji
sgsiadujacej z zmiang SNP w tzw. reakcji minisekwencjonowania, ktoéra przeprowadzono
z wykorzystaniem zestawu SNaPshot Multiplex Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, GA, USA). Mieszanina reakcyjna (5 ul) zawierata: 1 ul trawionego
produktu PCR; 0,1 uM starteru farward i reverse (1 pl), miks reakcyjne; (1,5 pl) 1 H2Omiiig
(2,5 pl). Reakcja przeprowadzana byta w 25 cyklach, w nastgpujacych warunkach: denaturacja:
96°C, 10 s.; hybrydyzacja ze starterami: 57°C, 30 s. i elongacja: 60°C, 30 s. Nieprzereagowane
dideoksynukleotydy (ddNTPs) trawiono po zakonczeniu PCR za pomocg 1U SAP poprzez
inkubacj¢ w temperaturze 37°C w czasie 30 min., a inaktywacje enzymow poprzez
15 minutowa denaturacj¢ w temperaturze 80°C. Po zakonczeniu reakcji proby przygotowano
do naniesienia na kapilary: do 10 pl mieszaniny formamidu, zawierajacej standard masy LI1Z
120 (Applied Biosystems, no. cat. 4324287, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, GA,
USA) dodano 1 ul produktu otrzymanego w PCR SNaPshot (poddanego dziataniu enzymow
restrykcyjnych) 1 denaturowano ja przez 5 min. w 95°C. Rozdziat i detekcje produktow
przeprowadzano za pomocg elektroforezy kapilarnej w analizatorze genetycznym (ABI PRISM
3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, GA,
USA). Wyniki analizowano wobec tzw. wewngtrznego standardu wielkosci (GeneScan
120LI1Z-Size Standard 800Loads, Applera Polska, no.cat.4324287, Warszawa, Polska)
z uzyciem odpowiedniego programu (GeneMapperID v3.2 software, Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, GA, USA).
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3.4. Okreslanie agregacji plytek krwi

Agregometria optyczna oparta na pomiarze $wiatla widzialnego (ang. Light
Transmission Aggregometry, LTA) uwazana jest za ztoty standard diagnostyki zaburzen funkcji
PLT. Do probki osocza bogatoptytkowego (PRP) dodawany jest w odpowiednim stezeniu
agonista agregacji PLT, czynnik inicjujacy tworzenie si¢ agregatow ptytkowych tj. TRAP, ADP
lub kolagen. Wskutek interakcji PLT z agonista dochodzi do aktywacji i nastgpnie do agregacji
PLT. Powstaniu agregatow ptytkowych towarzyszy proporcjonalny wzrost przepuszczalnosci
Swiatla przechodzacego przez kuwety pomiarowe.

W celu okreslenia zdolnosci PLT do agregacji w kazdej z probek osocza (zawierajacej
wyizolowane PLT) zastosowano metod¢ pomiaru metnosci roztworu osocza. Agregacja PLT
w tych probkach byla wywotano czynnikiem inicjujacym tj. TRAP, ADP lub kolagenem —
wskutek dodania czynnika dochodzito do tworzenia si¢ skupisk PLT (agregatow),
co zwigkszalo przepuszczalno§¢ $wiatla przez osocze. Staty pomiar ilosci $wiatta
przechodzacego przez osocze pozwalal na sporzadzanie krzywej agregacyjnej,
przedstawiajacej podatno$¢ PLT na dzialanie aktywatorow. Wysokie wartosci procentowe
progéw agregacyjnych na dany czynnik $§wiadczyly o podwyzszonej podatnosci PLT
na agregacj¢, czyli wskazywaly na aktywacje PLT u danego pacjenta. Obnizenie poziomu
agregacji mogto by¢ natomiast spowodowane zazywaniem przez pacjenta niesteroidowych
lekow przeciwzapalnych lub dysfunkcja (wrodzong badz nabyta) PLT.

W pierwszym etapie stezenie PLT w osoczu (pobranym uprzednio do probowek
z cytrynianem sodu) doprowadzano do wartosci 250 000 PLT w 250 ul poprzez rozcienczanie
osocza bogatoptytkowego (PRP) autologicznym ubogoptytkowym (PPP). Kontrolg stanowito
250 pl PPP. Nastgpnie do ustabilizowanego ukladu eksperymentalnego wprowadzano 25 pl
czynnika agregacyjnego, w ustalonym wcze$niej stezeniu (ADP, TRAP lub kolagenu). Pomiar
agregacji prowadzono przez 7 min. Procedury wirowan przeprowadzano na wirowce MPW-
360 z rotorem horyzontalnym (IKA, Polska). Oceny ilosciowe dokonywano w mikroskopie
swietlnym Jenomed (Carl Zeiss, Niemcy). Ocena agregacji PLT odbywatla si¢ za pomoca
agregometru APACT (LAbor, Hamburg, Niemcy).

Okreslenie typu agregacji PLT in vitro jest proba scharakteryzowania zdolnosci ptytek
do tworzenia gtdéwnego czopu hemostatycznego in vivo. Agregacje pod wplywem kolagenu
(Cat.385. Chrono-Log, Havertown, PA,USA) w stezeniu 5 ug/ml stosuje si¢ dla oceny ogdlnej
zdolnosci agregacji PLT. Wystepowanie fazy op6znienia do 1 min. jest typowym zjawiskiem

w przypadku tego agonisty i skutkuje uprzednim wydzielaniem ATP w stosunku do procesu
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agregacji ptytek. Kolagen aktywuje proces agregacji plytek poprzez aktywacj¢ gldwnych
receptorow plytkowych — glikoproteiny VI (GP VI) na powierzchni ptytek krwi (wartosci
referencyjne agregacji: 70-100%).

Adenozynodifosforan jest naturalnym agonistg agregacji PLT i aktywuje je poprzez
oddziatywanie ze swoistymi receptorami purynergicznymi — P2Y1 oraz P2Y12. Stymulacja PLT
za pomocg ADP (Cat.384. Chrono-Log, Havertown,PA,USA) w stezeniu 5 — 20 uM,
poczatkowo prowadzi do wzrostu stezenia wapnia (Ca®") w cytoplazmie, czemu towarzyszy
zahamowanie czynno$ci cyklazy adenylowej (AC). W efekcie nie dochodzi do syntezy
inhibitora procesu agregacji — cyklicznego monofosforanu adenozyny (CAMP).
Za wewnatrzkomérkowy wzrost Ca?" wywotany stymulacja ADP odpowiada aktywacja
blonowych kanalow wapiennych (ich role pelni purynergiczny receptor P2X1)
1 naptyw jondw wapnia ze srodowiska zewnetrznego do cytoplazmy PLT. Ze wzgledu na fakt,
ze ADP jest magazynowany w ziarnisto$ciach gestych PLT, w wyniku ich aktywacji dochodzi
do uwolnienia zawartosci ziarnistosci (w tym ADP), ktore wzmacniajg agregacje i powoduja
powstanie drugiej fazy krzywej agregacji. Zaburzenie szlaku aktywacji PLT przez ADP
powoduje nieprawidtowa odpowiedz na pozostatych agonistow (norma agregacji: 70-90%).

Agregacja ptytek krwi obserwowana po dodaniu peptydu aktywujacego receptor
trombinowy TRAP (Thrombin Receptor Activator Peptid 6, Sigma-Aldrich, nr T1573, St.
Louis, MO,USA) w stezeniu 10 uM/200 ul materiatu badanego (PLT 250000/200ul osocza
PRP) wywotujacego to zjawisko, mierzona jest metoda procentowej zmiany metnosci probki
oraz czasu tej reakcji. TRAP, wywoluje aktywacje, nastepnie adhezje oraz agregacje¢ PLT
poprzez receptor ptytkowy — tromboksan - TXA2 (Norma agregacji: 80-100%).

Obrazowanie mikroplytek w cytometrii przeplywowej

Obraz mikroptytek w preparacie byl oceniany za pomoca cytometru przeptywowego.
Material komérkowy odpowiednio wybarwiano celem wizualizacji adhezyjnego receptora
integryny GP3A 1 B3 (CD61). Odczyt procentowy poszukiwanych jednostek prowadzono
po uprzednim ustawieniu odpowiedniej ,.bramki gestosci 1 wielkosci komorek”, zgodnej
z danymi literaturowymi, okre$lajacymi potozenie badanych mikroptytek w preparacie.

Wartosci wyrazono w ilo$ci barwionych struktur ocenianych w 10 000 wezytow.
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3.5. Oceny ilosciowe wybranych parametré6w hemostazy i stanu zapalnego
Czynnik von Willebranda vWF

Oceny ilosciowej czynnika von Willebranda (vVWF) w probkach osocza pacjentow
dokonywano =za pomocg testu immunoenzymatycznego EIA (Asserachrom vWF,
no.cat.11875396, Diagnostica Stago, Asnicres-sur-Seine, Francja) do badan diagnostycznych
(zakres normy: 50-160%). W celu przygotowania proby do eksperymentu mieszano 1 czgs$¢
osocza krwi pacjenta pobranej do probowki z 3.2% cytrynianem sodu z 9 czg¢$ciami krwi zylnej
pacjenta, natychmiast wirowano (MPW-310, IKA, Polska) przy 2500 x g w temperaturze
pokojowej przez 15 min. i przechowywano w -40°C. Przed eksperymentem proby rozmrazano
poprzez 10 minutowa inkubacje w 37°C oraz rozcienczano 51 razy. Test EIA przeprowadzano
zgodnie z  wytycznymi  producenta, przestrzegajac warunkow  inkubacji
i ptukania (no.cat.11875396). Warto$ci absorbancji oznaczono fotometrycznie (Multiscan FC

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, GA, USA), przy dlugosci fali 492 nm.

Kompleks trombina-antytrombina 111 (TAT)

Oceny ilo$ciowej czynnika kompleksu trombina-antytrombina III (TAT) w probkach
0S0cza pacjentdow dokonywano za pomocg testu immunoenzymatycznego ELISA (Enzygnost
TAT micro, no.cat. OWMG G15E4141 S/CS, Dade Behring, Frankfurt, Niemcy). W celu
przygotowania proby do eksperymentu mieszano 1 czg$¢ osocza krwi pacjenta pobrane]
do probowki z 3.2% cytrynianem sodu z 9 czg$ciami krwi Zylnej pacjenta, natychmiast
wirowano (MPW-310, IKA, Polska) przy 1500 x g w temperaturze pokojowej przez 15 min.
I przechowywano w -40°C. Test ELISA przeprowadzano zgodnie z wytycznymi producenta,
przestrzegajac warunkow inkubacji 1 plukania (OWMG G15E4141 S/CS). WartoSci
absorbancji oznaczono fotometrycznie (Multiscan FC Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
GA, USA), przy dtugosci fali 492 nm.

Plytkowy czynnik wzrostu PDGF

Oceny ilosciowej izoformy AB plytkowego czynnika wzrostu (PDGF) w probkach
osocza pacjentow dokonywano na ptytkach ELISA (Quantikine® Human PDGF-AB,
no.cat. DHDOOB, R&D Systems, Minneapolis, Kanada) do badan diagnostycznych (zakres
normy: 1,0 — 4,1 ng/l), optaszczonych monoklonalnymi przeciwcialami anty-PDGF-AB.
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Do eksperymentu uzywano probek krwi zylnej pobranych do probowek z EDTA,
umieszczonych na lodzie, ktore natychmiast wirowano (MPW-310, IKA, Polska)
w temperaturze 2 — 8°C przy 1000 x g w przez 15 min. i przechowywano w -40°C. Przed
eksperymentem proby rozmrazano oraz rozcienczano 50 razy za pomocg buforu Calibrator

Diluent RD6-11, dotaczonego do zestawu ELISA.

Test ELISA przeprowadzano zgodnie z wytycznymi producenta, przestrzegajac
warunkow inkubacji 1 ptukania (no.cat. DHDOOB). Wartosci absorbancji oznaczono
fotometrycznie (Multiscan FC Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, GA, USA), przy
dtugosci fali 450 nm.

Monocytarna proteina 1 (MCP-1)

Oceny iloSciowej monocytarnej proteiny 1 (MCP-1) w probkach surowicy krwi
pacjentdow dokonywano za pomoca testu immunoenzymatycznego ELISA (Human MCP-1,
no.cat. BMS281CE, Bender MedSystems, Wieden, Austria), przeznaczonego do badan
naukowych (zakres normy: brak). Do eksperymentu uzywano krwi zylnej pobranych
do probowek ,na skrzep”, ktore po wykrzepieniu wirowano (MPW-310, IKA, Polska)
w temperaturze pokojowej przy 700 x g w przez 10 min. i przechowywano w -40°C. Przed
eksperymentem proby rozmrazano oraz rozcienczano 5 razy za pomoca buforu testowego

(assay buffer), dotaczonego do zestawu ELISA.

Test ELISA przeprowadzano zgodnie z wytycznymi producenta, na ptytkach
optaszczonymi przeciwciatami monoklonalnymi anty-MCP-1, przestrzegajac warunkow
inkubacji i ptukania (no.cat. BMS281CE). Wartosci absorbancji oznaczono fotometrycznie
(Multiscan FC Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, GA, USA), przy dtugosci fali 450 nm.

Interleukina 6 (IL-6)

Oceny ilosciowej interleukiny 6 (IL-6) w probkach surowicy krwi pacjentow
dokonywano za pomocg testu immunoenzymatycznego ELISA, (Human II-6,
no.cat. BMS213/2CE, Bender MedSystems, Wieden, Austria), przeznaczonego do badan
naukowych (zakres normy: brak). Do eksperymentu uzywano probek krwi zylnej pobranych

do probowek ,na skrzep”, ktore po wykrzepieniu wirowano (MPW-310, IKA, Polska)
w temperaturze pokojowej przy 700 x g w przez 10 min. i przechowywano w -40°C. Przed

eksperymentem proby rozmrazano oraz rozcienczano 2 razy za pomoca buforu testowego
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(assay buffer), dolaczonego do zestawu ELISA. Test ELISA przeprowadzano zgodnie
z wytycznymi producenta, na ptytkach optaszczonymi przeciwciatami monoklonalnymi anty-
Il-6, przestrzegajac warunkéw inkubacji i plukania (no.cat.BMS213/2CE). WartoSci
absorbancji oznaczono fotometrycznie (Multiscan FC Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
GA, USA), przy dtugosci fali 450 nm.

Rozpuszczalne czasteczki adhezji komorkowej plytkowo-srodblonkowej typ 1
(SPECAM-1)

Oceny ilosciowej rozpuszczalnych czasteczek adhezji komodrkowej plytkowo-
srédbtonkowej typ 1 (SPECAM-1) w probkach surowicy krwi pacjentéw dokonywano
za pomocg testu immunoenzymatycznego ELISA, (Human sPECAM-1, no.cat.BMS229,
Bender MedSystems, Wieden, Austria) przeznaczonego do badan naukowych (zakres normy:
brak). Do eksperymentu uzywano probek krwi zylnej pobranych do probéwek ,,na skrzep”,
ktore po wykrzepieniu wirowano (MPW-310, IKA, Polska) w temperaturze pokojowej przy
700 x g w przez 10 min. i przechowywano w -40°C. Przed eksperymentem proby rozmrazano
oraz rozcienczano 10 razy za pomocg buforu prébkowego (sample dilluent), dotaczonego
do zestawu ELISA. Test ELISA przeprowadzano zgodnie z wytycznymi producenta, na
ptytkach optaszczonymi przeciwcialami monoklonalnymi anty-SPECAM-1, przestrzegajac
warunkow inkubacji 1 plukania (no.cat. BMS229). Warto$ci absorbancji oznaczono
fotometrycznie (Multiscan FC Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, GA, USA), przy
dtugosci fali 450 nm.

Czynnik aktywujacy plytki (PAF-AH)

Oceny poziomu aktywnosci czynnika aktywujacego plytki (PAF-AH) w probkach
surowicy krwi pacjentow dokonywano za pomocg testu immunoenzymatycznego ELISA, (PAF
Acetylhydrolase Assay Kit, no.cat. 760901, Cayman Chemical Company, Michigan, USA)
przeznaczonego do badan naukowych (zakres normy: brak). W celu przygotowania proby do
eksperymentu mieszano 1 cze$¢ osocza krwi pacjenta pobranej do probowki z 3.2%
cytrynianem sodu z 9 czgsciami krwi zylnej pacjenta, natychmiast wirowano (MPW-310, IKA,
Polska) przy 1500 x g w temperaturze pokojowej przez 15 min. i przechowywano w -40°C.
Przed eksperymentem proby rozmrazano 1 poddawano saczeniu molekularnemu przy uzyciu
kolumn cut-off 30 kDa (Amicon® Ultra Centrifugal Filter, 30 kDa MWCO Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO,USA) celem kondensacji badanego enzymu w probce. W celu okreslenia

aktywnoS$ci enzymatycznej zewnatrzkomorkowej PAF-AH na plytke ELISA nanoszono po 10
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ul: proby kontroli nieenzymatycznej, kontroli pozytywnej oraz probki materiatu biologicznego,
ktére nastgpnie zadawano 10 pl kwasu 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoesowego (DTNB) oraz 5 ul
buforu do oznaczen. Reakcj¢ inicjowano poprzez podanie 200 ul roztworu substratu i mieszano.

Absorbancje mierzono przy dlugosci fali 405 — 414 nm w 5 punktach pomiaru co 60 sekund.

Inhibitor fibrynolizy aktywowany trombina (TAFI)

Oceny ilosciowej inhibitora fibrynolizy aktywowanego trombing (TAFI) w probkach
osocza pacjentow dokonywano za pomocg testu immunoenzymatycznego ELISA
(IMUCLONE ®TAFI ELISA, no.cat.873, American Diagnostica inc., NY, USA) do badan
naukowych (zakres normy: brak). W celu przygotowania proby do eksperymentu mieszano
1 cz¢$¢ osocza krwi pacjenta pobranej do probowki z 3.2% cytrynianem sodu z 9 cze$ciami
krwi zylnej pacjenta, natychmiast wirowano (MPW-310, IKA, Polska) przy 1500 x g
w temperaturze pokojowej przez 15 min. i przechowywano w -40°C. Przed eksperymentem
proby rozmrazano poprzez 10 minutowg inkubacj¢ w 37°C oraz rozcienczano 50 razy za
pomocg roztworu Sample Diluent-F, dolaczonego do zestawu. Test ELIA przeprowadzano
zgodnie z wytycznymi producenta, przestrzegajac warunkéw inkubacji 1 ptukania (no.cat.873).
Wartosci absorbancji oznaczono fotometrycznie (Multiscan FC Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, GA, USA), przy dtugosci fali 450 nm.

3.6. Diagnostyczne parametry biochemiczne

Podczas hospitalizacji pacjentom standardowo oznaczano nastepujgce parametry
diagnostyki laboratoryjnej: morfologia 5-diff (16-parametrowy analizator hematologicznego
ABX MICROS OT, Horiba Medical, Japonia odczynnikami firmy ABX ROCHE Diagnostic
Systems, Szwajcaria), metabolity azotowe (mocznik, kreatynina), parametry gospodarki
lipidowej (cholesterol catkowity, frakcje LDL i HDL, triglicerydy) wyktadniki stanu zapalnego
(hsCRP, OB.), fibrynogen, kwas moczowy, biatko catkowite, glukoza, parametry krzepniecia
(czas APTT, czas protrombinowy, INR). Okres$lano takze dystans chromania oraz wskaznik
kostka — rami¢. Badania diagnostyczne byly wykonane w Laboratorium Diagnostycznym

Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu.
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3.7. Opracowanie statystyczne wynikow

Statystykami opisowymi w pracy byly: $rednia, odchylenie standardowe, mediana,
maksimum, minimum. Dla wszystkich testow przyjeto poziom istotnosci 0=0,05.
Do weryfikacji normalnosci rozktadu cech wykorzystywano test W Shapiro-Wilk. Do oceny
roznic rozktadu cech pomiedzy analizowanymi grupami wykorzystywano test Wilcoxona dla
sumy rang oraz t-test Welch’a dla zmiennych niepowigzanych. Niezalezno$¢ cech

jakosciowych weryfikowano testem Chi-kwadrat.

Ponadto, réznice miedzy MC oraz MZ badano za pomocg modelowania szansy
wystepowania miazdzycy wsrod uczestnikow badania chorujacych na jedng ze wspomnianych
choréb. W tym celu postuzono si¢ regresja logistyczna: jednowymiarowa, wielowymiarowg
opartg na efektach (zmiennych) oraz wielowymiarowa opartg na efektach oraz interakcjach (2.
stopnia) mi¢dzy nimi. Do tej analizy wykorzystano program Statistica 13.3 na licencji
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu. Przed wykonaniem analizy
dokonano czyszczenia danych z wartosci ekstremalnych (poprzez usunigcie danego rekordu
z bazy przeznaczonej do dalszej analizy). Ponadto, sprawdzono spelnienie zatozen o liniowosci
wzgledem logarytmu analizowanej szansy (test Boxa-Tidwella). Wszystkie zmienne ilo§ciowe
zostaty scentrowane na mediane w celu lepszego dopasowania funkcji logitowej do danych.
Budowa modelu  wielowymiarowego  opartego na  efektach  byla  oparta
na wyltonieniu najbardziej wielowymiarowo-istotnych zmiennych za pomocg iteracji (metoda
krokowa wsteczna, kryterium wlaczania/wytgczania: p = 0,05; Tabela 4.4.). Decyzja
0 wilagczeniu zmiennych do modelu byla oparta na statystyce Walda. W przypadku usuwania
zmiennych z modelu postuzono si¢ statystyka S Lagrange’a (tzw. ,,Score test”). Modele
wielowymiarowe przedstawiajagce wybrane interakcje 2. stopnia stworzono poprzez wstepna
oceng istotnosci wszystkich mozliwych interakcji wzglgdem modelu naiwnego (test LR typu
1), a nastepnie — wybraniu tych interakcji, ktore pozostawaty istotne w modelu czynnikowym
(tj. jesli efektami sg A oraz B, to model zawiera: A, B oraz interakcj¢ A*B). Wizualizacje
danych zostaty wykonane w Pythonie 3.10.7 (pakiety: pandas 1.4.4, numpy 1.21.4, matplotlib
3.5.3, seaborn 0.11.2).
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4. WYNIKI | ICH OMOWIENIE

4.1. Ocena antropometryczna, laboratoryjna i kliniczna miazdzycy zarostowej (MZ)

w porownaniu i makroangiopatii cukrzycowej (MC)

Badaniem objeto 95 pacjentdw, ktorych ogolng charakterystyke przedstawiono
w punkcie 3.1. niniejszej pracy. Grupe badang stanowit materiat biologiczny (krew, mocz)
pobrany od 43 pacjentéw z miazdzyca zarostowg (MZ) oraz od 34 pacjentow z makroangiopatia
cukrzycowg (MC), natomiast grupe kontrolng — material pobrany od 18 ochotnikow (Kontrola).
W celu dokonania wstepnej oceny klinicznej pacjentéw okreslono podstawowe parametry
antropometryczne: wiek, stosunek obwodu talii do obwodu bioder (ang. Waist-Hip Ratio,
WHR), wskaznik masy ciata (ang. Body Mass Index, BMI) oraz skurczowe i rozkurczowe
ci$nienie tetnicze krwi. Dokonano rowniez analizy porownawczej migdzy badanymi grupami,
by sprawdzi¢ wystepowanie rdznic istotnych statystycznie dla kazdego z okreslanych
parametréw. Szczegdtowe wyniki analizy przedstawiono w Tabeli 4.1.
Tabela 4.1. Porownanie warto$ci wybranych parametrow antropometrycznych oraz biochemicznych

wyktadnikéw progresji makroangiopatii cukrzycowej i miazdzycy zarostowej w grupie badanej
i kontrolnej

Wybrane parametry antropometryczne oraz wartosci ci$nienia tetniczego krwi

1. Pacjenci z MC 2. Pacjenci z MZ 3. Grupa kontrolna

=34 =43 =18 P P P
Badane parametry (n=34) (n=43) (n=18)
1v2 1v3 2v3
$rednia = SD Srednia = SD Srednia = SD

Cisnienie 132,32 = 854 131,16 + 9,31 12822 + 4,40 0831 | 0245 | 0456
skurczowe[mmHg]

CiSnienie 80,44 + 6,20 79,63 = 8,03 7833 = 594 | 0881 | 0593 | 0,808
rozkurczowe[mmHg]

BMI [kg/m?] 3259 + 6,72 2756 + 4,02 2594 + 7,92 <0,001 <0,001 ] 0,368

WHR 0,96 + 0,07 0,85 + 0,05 0,80 + 0,09 0,193 <0,001 ] 0,570

Wiek [lata] 60,88 + 7,51 56,69 =+ 5,72 5750 + 2,12 0,388 0,304 0,640

Biochemiczne wykladniki progresji makroangiopatii cukrzycowej i miazdzycy zarostowej

PT [%]

105,47 + 856

103,16 + 7,57

102,22 + 7,67

0,282

0,154

0,660

Fibrynogen [g/l]

4,13 + 0,554

441 + 1,09

437 + 121

0,305

0,349

0,875
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Ch“'e“[er;‘;'/;a'k"w“y 19474 + 58,09 19593 + 5571 18994 + 5109 | 093 | 0749 | 0,709
Cholesterol HDL 42,94 + 10,75 4431 + 9,73 6431 + 853 | 0609 | <0001 <0001

[mg/dl]
Cholesterol LDL 11003 + 40,88 12456 + 45,12 11146 + 2536 | 0214 | 0895 | 0,234

[mg/dl]
Triglicerydy [mg/dI] 22044 + 250,65 14128 + 62,07 8679 + 725 | 0061 | 0002 | 0196
Glukoza [mg/dI] 13494 + 4124 9340 + 1027 9400 + 346 | <0001 | <0001 0930
Kwas moczowy [mg/dl] 591 + 165 543 + 129 530 + 071 | o018 | 0118 | 0,733
ALAT [U/l] 28,62 + 29,31 26,35 + 1541 2233 + 1340 | 0691 | 0303 | 0482
AspAT [U/] 26,98 + 13,69 2580 + 1592 2342 + 761 | 0752 | 0374 | 0526
GGTP [U/l] 4567 + 6523 4357 + 5458 2094 + 2223 | 0886 | 0316 | 0354
Mocznik [mg/dI] 34,74 + 1142 2280 + 12,65 3020 + 990 | 0001 | 0260 | 0,024
Kreatynina [mg/dl] 1,01 0,21 1,44 1,42 1,29 1,16 0,179 0,356 | 0,611
Biatko calkowite [g/dl] 6,74 + 121 6,86 + 049 690 + 054 | 0624 | 0505 | 0824
0B [mm] 1491 + 1510 1258 + 10,68 1022 + 604 | 0467 | 0169 | 0461

Srednie warto$ci biochemicznyc

h wykladnikow oceny ukladu homeostazy organizmu

VWF [%] 174,36 33,24 153,45 28,12 125,89 31,80 0,013 <0,001 | 0,001
PDGF [pg/ml] 20914,02 8505,66 | 22806,36 649429 | 16416,94 1342’ 0,346 0,027 | 0,002
TAT [ug/l] 3,62 1,18 3,34 1,54 1,77 0,44 0,415 <0,001 | <0,001

IL-6 [pg/ml] 3,17 1,53 2,80 1,59 1,81 0,81 0,340 0,001 | 0,013
MCP-1 [pg/ml] 344,45 28,70 377,50 152,37 282,21 68,00 0,259 0,035 | 0,002
SPECAM-1 [ng/ml] 44,43 13,72 43,19 6,89 46,50 4,26 0,855 0,761 | 0,475
TAFI [%] 108,70 33,68 98,62 32,15 76,59 8,09 0,168 <0,001 | 0,009
PAF-AH pmol/min/ml 0,14 0,04 0,15 0,04 0,14 0,02 0,339 0,360 | 0,078
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Poroéwnanie wartosci dla losowo wybranego parametru (BMI) pacjentow z MC, MZ

lub z grupy kontrolnej przedstawiono na Rycinie 4.1.

40
38 o
36
34

w

o N
|
|

(e}

BMI [kg/m?]
NN or\)o w

~

N
N

= N
o O
[¢]

16

MC KONTROLA MZ

Rycina 4.1. Wartosci BMI pacjentow z makroangiopatia cukrzycowa (MC), grupy kontrolnej
(KONTROLA) oraz z miazdzyca zarostowa (MZ)

Zestawienie wybranych parametrow antropometrycznych badanych grup chorych
i grupy kontrolnej, wykazato:

e Znaczaco nizsze wartosci BMI (27,56+4,02 vs. 32,59+6,72 kg/m?; p<0,001) u chorych
z MZ w poréwnaniu do chorych z MC,

e istotnie wyzsze wartosci BMI (32,59+6,72 vs. 25,94+7,92 kg/m?, p<0,001) i WHR
(0,96+0,07 vs. 0,80+0,09; p<0,001) u chorych z MC w poréwnaniu do grupy kontrolnej,

e ponadto nie zaobserwowano zadnych istotnych réznic dla pozostalych parametrow
wyznaczonych w analizie poréwnujacej badane grupy i grup¢ kontrolna, przy czym
tylko u 6 z 95 uczestnikdw rozpoznano nadci$nienie tetnicze (wartosci >140/90 mmHg),
ktorego zakres referencyjny zostal opisany w zaleceniach 7 Raportu Join National
Committee on Prevention, Detection, Evaluation and Treatment of High Blood Pressure
(INCT7).

Podobng analiz¢ porownawcza migdzy pacjentami z MZ, MC i z grupy kontrolnej
przeprowadzono dla nastepujacych biochemicznych czynnikow progresji miazdzycy: stezenia
fibrynogenu, cholesterolu catkowitego, cholesterolu HDL, cholesterolu LDL, trojglicerydow,

glukozy, kwasu moczowego, mocznika, kreatyniny, biatka catkowitego, a takze aktywnosci
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aminotransferazy alaninowej (ALAT), aminotransferazy asparaginowej (AspAT) oraz
gammaglutamylotransferazy (GGTP), wspolczynnik protrombinowy oraz dla odczynu

Biernackiego (OB). Wyniki przedstawiono na Rycinie 4.2.
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Rycina 4.2. Warto$ci stezenia glukozy, mocznika, HDL i trojglicerydow w probach krwi pacjentow
z makroangiopatig cukrzycowa (MC) grupy kontrolnej (KONTROLA) oraz z miazdzyca zarostowa
(M2)

Analiza statystyczna wykazata:

e istotniec wyzsze st¢zenie mocznika (34,74+11,42 vs. 22,80+12,65 mg/dl; p<0,001)
w grupie z MC w poréwnaniu z MZ, co wskazuje na czgstsze wystepowanie zaburzen
czynnosci nerek,

e istotnie nizsza glikemie (93,40+£10,27 vs. 134,94+41,24 mg/dl; p<0,001) w grupie z MZ
w porownaniu z MC, co jest oczywiste z uwagi na etiologi¢ zaburzenia,

e 7Znaczacy redukcje frakcji HDL (44,31+9,73 vs. 64,31+£8,53 mg/dl; p<0,001) oraz
istotnie nizsze stezenie mocznika (22,80+£12,65 mg/dl vs. 30,204+9,90 mg/dl; p=0,024)

u chorych z MZ w poréwnaniu z grupg kontrolna,

49



e istotniec wyzsze stezenie glikemii na czczo (134,94+41,24 vs. 94,00+3,46 mg/dl;
p<0,001) oraz wzrost stezenia trojglicerydow (220,444+250,65 vs. 86,79+7,25 mg/dl;
p<0,001) u chorych z MC w poréwnaniu z grupa os6b zdrowych,

e 7naczacy redukcje frakcji HDL cholesterolu (42,94+10,75 vs. 64,31£8,53 mg/dl;
p<0,001) u chorych z MC w poréwnaniu z grupa oséb zdrowych.

Poziom zaawansowania niedroznos$ci tetnic obwodowych zostat opisany dystansem

chromania przestankowego oraz warto$cig wspotczynnika kostka-ramig (Tabela 4.2.).

Tabela 4.2. Parametry niedokrwienia konczyn dolnych

aBrz(:r?Qter 1. Pacjenci z MC 2. Pacjenciz MZ s(')rﬁ:gﬁ% p p p
parametry - (n=34) (n=43) : 1v2]|1v3|2v3
surowicy krwi (n=18)
DYBELE 9852 + 7383 14789 £ 94,92 e 0,014] ----
chromania [m]
Wspol kostka - 1 20 08 0,68 + 023]| 075 + 021 0413]|0,755|0,290
ramie prawe
Wspdl. kostka - 1 20, 25 0,61 + 029069 + 023]0070]0345|0:327
rami¢ lewe

Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono:

e ZnaczacO wyzsze wartosci dystansu chromania u chorych z MZ w stosunku do
pacjentow z MC (147,89+94,92 vs. 98,52+73,83 m; p=0,014), przy czym w grupie
kontrolnej nie przeprowadzano tego badania,

e Dbrak istotnych réznic migdzy wartosciami wspotczynnika kostka-rami¢ prawej jak

i lewej strony.

Analogiczne analizy przeprowadzono w grupach kobiet i w grupach me¢zczyzn. Analiza
z uwzglednieniem ptci wykazata:
e Znaczgco nizsze stezenie HDL (50,07+10,72 vs. 62,58+8,59, mg/dl; p<0,001) w grupie
pacjentek z MC w poréwnaniu do pacjentek z MZ,
e 7Znaczaco nizsze stezenie HDL (40,56+9, 07 vs.50,07+10,72 mg/dl; p=0,012) w grupie
kobiet z MZ w poréwnaniu do kobiet z grupy kontrolne;j,
e 7Znaczaco nizsze stezenie HDL (70,35+5,47 vs. 42,08+8,49 mg/dl; p<0,001) w grupie

me¢zczyzn z MC w poréwnaniu do mezczyzn z grupy kontrolnej,
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e 7naczaco nizsze stezenie HDL (70,35+5,47 vs. 44,83+11,80 mg/dl; p<0,001) w grupie
mezezyzn z MZ w porownaniu do mezczyzn z grupy kontrolnej,

e 7naczaco wyzsze stezenie LDL (119,20+17,37 vs. 131,58+44,44, mg/dl; p=0,013)
u kobiet z MZ w poréwnaniu do kobiet z MC, co wynikalo ze stosowanej przez kobiety
z cukrzycg terapii hipolipemizujacej,

e Znaczaco nizsze st¢zenie kwasu moczowego (4,88+1,09 vs. 5,76+1,20 mg/dl; p=0,034)
w grupie kobiet z MZ w poréwnaniu do kobiet z MC,

e Znaczaco nizsze stezenie glukozy (96,25+£10,64 vs. 140,53+£53,16, mg/dl; p<0,001)
w grupie kobiet z MZ w poréwnaniu do kobiet z MC,

e istotnie nizsze stezenia glukozy (92,29+10,08 vs. 130,53+29,54 mg/dl; p<0,001)
Ww grupie m¢zczyzn z MZ w poréwnaniu z grupa mezczyzn z MC,

e Znaczaco nizsze stezenie HDL (40,56+9,07 vs. 62,58+8,59 mg/dl; p<0,001) w grupie
kobiet z MC w poréwnaniu do kobiet z grupy kontrolnej,

e Znaczgco wyzsze stezenie glukozy (140,53+53,16 vs. 94,07+3,05 mg/dl; p<0,001)
w grupie pacjentek z MC w pordwnaniu do pacjentek grupy kontrolnej,

e istotnie wyzsze st¢zenia glukozy (130,53+29,54 vs. 93,75+3,86, mg/dl; p<0,001)

w grupie m¢zezyzn z MC w poréwnaniu z grupa kontrolna.

4.2. Ocena poziomu aktywacji powierzchniowego PAR-1

W celu okreslenia poziomu aktywacji PAR-1 (znajdujacych si¢ na powierzchni PLT)
przez TRAP przeprowadzono badanie laboratoryjne polegajace na okreslaniu st¢zenia PAR-1
za pomoca wyznakowanych przeciwciat PAR-1-APC w probach osocza zar6wno
z aktywowanymi jak i nieaktywowanymi PLT. Eksperymentowi rownolegle poddawano proby
kontrolne celem detekcji ewentualnych reakcji krzyzowych mogacych zachodzi¢ miedzy
sktadnikami probek materiatu biologicznego z przeciwciatami PAR-1-APC. Oceny poziomu
aktywowanych i nieaktywowanych PAR-1 dokonywano za pomocg cytometrii przeptywowe;j
(Rycina 4.3.).
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Rycina 4.3. Analiza cytometryczna (SSC i FCS) izolowanych preparatow ludzkich ptytek krwi
spoczynkowych (A i D), wybramkowanych i wyznakowanych PAR-1 bez aktywacji (B i E) oraz
wybramkowanych i wyznakowanych na PAR-1 i aktywowanych 10 uM TRAP (C i F); wyznakowanych
przeciwciatami anty CD61-FITC oraz PAR-1-APC. Poziom ekspresji PAR-1 odczytano z bramek P1.
Markerami M1 i M2 oznaczono bramki dla mikroptytek i normoptytek, analizie PAR-1 poddawano
zsumowang populacje. Przykladowy obraz analiz pacjenta obcigzonego makroangiopatig cukrzycowa

Analiza cytometryczna obejmowata wstepna identyfikacje 1 lokalizacje ptytek krwi
wedtug wartosci FSC (rozrzut przedni, ang. Forward Scatter, FSC), r6znicujac struktury pod
wzgledem wielko$ci oraz wartosci SSC (rozrzut bocznym, ang. Side Scatter, SSC), réznicujac
struktury pod wzgledem gestosci wewnetrznych ziarnistosci. W tym celu ustawiono bramke R2
w statystycznych analizach programu cytometru FACS Canto BD; automatycznie zostata
zliczona ilo$¢ zarejestrowanych zdarzen w przeptywie 10 000 obiektow komodrkowych.
Nastgpnie analizowano poziom $wiecenia PAR-1 znakowanego APC na powierzchni ptytek
krwi, znakowanych CDG61-FITC; w tym celu ustawiono bramke¢ P1. Dla ustalenia
wlasciwej/zadanej populacji ptytek krwi analizowano markery M1 i M2 dla badanych struktur.

Analizy danych dokonywano dla poszczegdlnych pacjentéw w dwoch modelach badawczych:
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w izolowanych ptytkach krwi przed i po aktywacji TRAP. Przedstawione obrazy sugeruja
znaczny wzrost ilo$ci wyznakowanych receptorow PAR-1 na powierzchni ptytek krwi po ich
stymulacji TRAP. Obserwowany wzrost poziomu aktywacji receptora PAR-1 szczegdlnie

widoczny byt w przypadku pacjentéw z makroangiopatig cukrzycowa.

Analizie porownawczej poddano wyniki przedstawiajace poziom ekspresji PAR-1
przed i po dodaniu TRAP w prébkach osocza krwi pochodzacych od pacjentow z MC, MZ
1 grupg kontrolng. Wiadomym byto, ze osocza tych pacjentow nie roznity si¢ znaczgco zardGwno
liczbg PLT (248,59+66,72; 271,56+74,02; 252,94+97,92, odpowiednio) jak i $rednig objetoscia
ptytek krwi, MPV (10,56+1,24; 10,10£1,15; 9,63+1,09, odpowiednio). Analiz¢ poréwnawcza,
opisujgcg poziom ekspresji PAR-1 na ptytkach aktywowanych jak i nieaktywowanych
za pomocg TRAP w osoczach pacjentow MC, MZ i grupy kontrolnej przedstawiono na Rycinie
4.4.
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Rycina 4.4. Odsetkowy udziat receptora PAR-1 przed i po dodaniu peptydu aktywujacego receptor
trombinowy (TRAP) w probach krwi pacjentéw z makroangiopatig cukrzycowa (MC), grupy kontrolnej
(KONTROLA) oraz z miazdzyca zarostowa (MZ)

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata:
e poziom ekspresji PAR-1 bez aktywacji za pomoca TRAP nie roznit si¢ istotnie
W osoczach grupy pacjentow z MC, MZ 1 grupy kontrolne;j
e istotny wzrost poziomu ekspresji PAR-1 aktywowanych TRAP w grupie pacjentow MC
w porownaniu do MZ i grupy kontrolnej (25,31+10,18 vs. 18,63+£12,98 vs. 17,14+8,72
%; p=0,030, p=0,011, odpowiednio).
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Wyniki te wskazujg na istotng rol¢ patomechanizmu z udzialem PAR-1 i trombiny w inicjacji

1 rozwoju miazdzycy na tle makroangiopatii cukrzycowe;.

Analogiczng analize przeprowadzono w tych samych grupach pacjentow tj. z MC, MZ i grupy

kontrolnej, z uwzglednieniem pici.

W analizie statystycznej wykazano:

w grupie kobiet nie zaobserwowano znaczacej roznicy poziomu ekspresji PAR-1
w grupach zarowno przed (8,85+8,96 vs. 4,61+4,41 vs. 7,74+6,30 %, p=0,100, p=0,682,
odpowiednio) jak i po aktywacji PLT za pomocg TRAP (21,69+10,08 vs. 21,85+11,96
vs. 15,54+£8,56 %; p=0,925, p=0,157, odpowiednio),

wsrod mezezyzn wykazano natomiast znaczacy wzrost poziomu PAR-1 bez aktywacji
TRAP w grupie z MC pordéwnaniu do grupy kontrolnej (12,42+8,82 vs. 5,27+4,01%);
p=0,043) oraz w grupie z MZ w poréwnaniu do grupy kontrolnej (11,56+7,12
Vvs. 5,27+4,01%; p=0,046),

ponadto wykazano znaczacy wzrost ekspresji PAR-1 po aktywacji TRAP w grupie
me¢zezyzn z MC w  poréwnaniu do grupy mezczyzn z MZ (27,48+10,03
vs. 18,18+13,16%; p=0,046).

Dodatkowo przeprowadzono analize porownawczg poziomu ekspresji PAR-1 przed i po

aktywacji TRAP w poszczegdlnych grupach schorzen (MC, MZ i grupie kontrolnej),

z uwzglednieniem plci. W analizie statystyczne;j:

wykazano, ze poziom ekspresji PAR-1 przed aktywacja TRAP w grupie kobiet z MZ
byt znaczaco nizszy niz w grupie mezczyzn z MZ (4,11+4,18 vs. 11,85+7,05%;
p<0,001) jak i wszystkich pacjentoéw z MZ (4,11£4,18 vs. 9,69+7,24%; p=0,008),

w pozostatych grupach nie zachodzily zmiany pozioméw ekspresji PAR-1 istotne
statystycznie (zarowno przed jak i1 po aktywacji za pomoca TRAP), cho¢ w grupie
kobiet z MC zaobserwowano nieznaczne obnizenie poziomu ekspresji biatka PAR-1
w porownaniu do grupy mezczyzn z MC 1 do grupy wszystkich pacjentéw z MC;

zaleznos¢ taka nie zachodzita w grupie kontrolne;.

Okreslenie ekspresji PAR-1 na poziomie transkrypcji

Ekspresja PAR-1 moze by¢ regulowana na poziomie transkrypcji. W celu dokonania

iloSciowej oceny ekspresji genow na poziomie mRNA przeprowadzono RT-PCR w czasie
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rzeczywistym. Eksperymentowi poddano materiat pochodzacy od 85 pacjentow — tylko z tylu
probek mozliwe byto pozyskanie wystarczajacej ilosci materiatu do dokonania wiarygodnej

oceny ilosciowej NPAR-1 (warto$¢ ACt ponizej 30). Wyniki przedstawiono w Tabeli 4.3.

Tabela 4.3. Poziom ekspresji genéw PAR-1, i genu referencyjnego B-aktyny [ACr] w krwi pelnej

Pacjenci Pacjenci Grupa kontrolna
MC (n=30 MZ (n=38 n=17
Badane parametry ( ) ( ) ( ) p=1v2]|p=1v3]|p=2v3
1 2 3
PARL [ACT] 112 + 041|172 + 1,67| 067 + 0,03 0,667 0,888 0,479

p-aktyna [ACT] 0,07 + 0,13|0,06 + 0,07| 0,07 + 0,05 0,993 0,999 0,992

Wartosci NPAR-1 wahaly si¢ od 0,03 do 1,72. Nie wykazano jednak Zzadnej roznicy
istotnej statystycznie. Otrzymane wartosci nie korelowaty rowniez ani z liczbg receptorow

PAR-1 ani z polimorfizmami.

4.3. Okreslenie polimorfizmow genu PAR-1

Predyspozycje ptytkowego receptora PAR-1 do wzmozonej ckspresji w wyniku
aktywacji substytutem trombiny tj. TRAP mogly wynika¢ z mutacji mogacych pojawiaé si¢
w genie kodujacym PAR-1, np.: 506 I/D (insercji w pozycji 506, 13 pz, dotyczaca dwoch alleli:
| oraz D), 1426 C/T (tranzycji C —T), IVSn-14 (transwersji A —T w sekwencji posredniej
IVS). W celu sprawdzenia obecnos$ci mutacji w genie kodujacym PAR-1 reakcjom PCR
poddano (uprzednio oczyszczone i wyizolowane z prob osocza pacjentow) czasteczki DNA
zawierajace odpowiedni fragment genu PAR-1 (jako tzw. matrycy). Reakcje PCR byly
prowadzone w warunkach odpowiednich dla amplifikacji danego fragmentu genu PAR-1 (tj.
obejmujgcego miejsce potencjalnej mutacji charakteryzujacej dany polimorfizm). Otrzymane
produkty poddawano albo elektroforezie w zelu agarozowym (506 I/D, 1426 C/T) albo
elektroforezie kapilarnej w analizatorze genetycznym (IVSn-14) celem potwierdzenia
lub wykluczenia wystepowania danej mutacji — czyli okreslenia wariantu polimorfizmu genu.
Zdjecie przyktadowych trzech mozliwych wariantow polimorfizmu 506 1/D genu PAR-1
przedstawiono na Rycina 4.5A.
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Rycina 4.5A. Rozdziat w 3 % zelu agarozowym produktow amplifikacji genu PAR-1 z polimorfizmem
—506 I/D. Sciezki: 1 —homozygota I/1, 2 — heterozygota I/D, 3 —homozygota D/D, M — marker wielko$ci
GeneRuler™ 50bp DNA.Ladder (Fermentas)

Analiza przedstawionych zeli potwierdzita mozliwos¢ wystgpowania W materiale
pochodzacym od pacjentow grupy objetych niniejszym badaniem trzech wariantow
polimorfizmu 506 I/D w genie kodujacym PAR-1 tj. homozygoty I/l (Sciezka nr 1),
heterozygoty 1/D ($ciezka nr 2) oraz homozygoty D/D (Sciezka nr 3). Odsetkowy udziat
poszczegolnych polimorfizméw w grupach pacjentow z MC, MZ i w grupie kontrolnej
przedstawiono na Rycinie 4.5B.
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Rycina 4.5B. Odsetkowy udzial wariantow polimorfizmu -506 I/D genu PAR-1: homozygota D/D
(kolor niebieski), heterozygota I/D (kolor czerwony), homozygota I/1 (kolor zielony)

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze najwigkszy procentowy udziat
heterozygoty -506 I/D w relacji do homozygoty -506D/D byt w grupie z MZ. Odsetek wariantu
IT wystgpowal rzadko w kazdej z badanych grup (< 10,0%). W kazdej z grup dominowaty
homozygoty 506 D/D.
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W zaprojektowanym eksperymencie, ktorego celem bylo sprawdzenie obecnos$ci
mozliwych wariantow polimorfizmu -1426 C/T w genach PAR-1 (wyizolowanych z materiatu
pochodzacego od pacjentdow objetych niniejszym badaniem), wykorzystano wlasciwosé
molekularng fragmentu PAR-1, wynikajgcg z mutacji -1426 C/T — zmiana cytozyny na tymine
W pozycji -1426 generuje miejsce restrykcyjne dla enzymu Mval. Zmutowana sekwencja moze
wigc by¢ rozcinana przez ten enzym na dwa fragmenty (o dtugosci 391 pz i 39 pz). Allel typu
dzikiego nie ulega natomiast restrykcji (430 pz). Przyktadowe produkty otrzymane w wyniku
amplifikacji matrycy DNA, poddawanej nast¢pnie dziataniu Mval, przedstawiono na Rycina
4.6A.
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Rycina 4.6A. Wynik trawienia restrykcyjnego enzymem Mval produktow PCR celem sprawdzenia
wystepowania polimorfizmu -1426 C/T genu PAR-1. Sciezki: 1 — 6 homozygoty C/C, M — marker
wielkosci GeneRuler™ 100bp DNA.Ladder (Fermentas)

Analiza sze$ciu losowo przedstawionych produktéw otrzymanych w wyniku reakcji PCR
I trawieniu enzymem restrykcyjnym Mval matryc DNA wyizolowanych i oczyszczonych
z materialu biologicznego pacjentéw objetych niniejszym badaniem, wykazata obecno$¢
jedynie homozygoty C/C — w zadnej z prob nie stwierdzono polimorfizmu -1426 C/T.

Procentowy udzial poszczegolnych wariantow polimorfizmu -1426 C/T genu PAR-1
przedstawiono na Rycinie 4.6B.

-1426 CI/T
= 100,0
1000 571 94,4
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0 29 o0 0,0 0,0 >6 0,0
0,0

Makroangiopatia Miazdzyca zarostowa Grupa kontrolna
cukrzycowa

BCC mCT =TT

Rycina 4.6B. Odsetkowy udziat wariantoéw polimorfizmu -1426 C/T genu PAR-1: homozygota C/C
(kolor niebieski), heterozygota C/T (kolor czerwony), homozygota T/T (kolor zielony)
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Analiza produktow PCR genu PAR-1 z potencjalng mutacja -1426 C/T (pozyskanych
z prob materialu  biologicznego wszystkich pacjentow poddanych niniejszemu
eksperymentowi) potwierdzita, ze w kazdej z badanych grup najwyzszy udzial procentowy
stanowity homozygoty CC, heterozygoty CT wyst¢powaty bardzo rzadko, a homozygoty TT

nie wystgpowalty natomiast wcale.

Genotypowanie polimorfizméw IVSn-14 A/T genu PAR-1 przeprowadzano metoda
SNaPshot, polegajacej na rozdziale i detekcji produktow za pomocg elektroforezy kapilarnej
wobec wewngetrznego standardu wielkos$ci, wykazalo, ze mozliwymi wariantami tego
polimorfizmu sg: homozygota typu dzikiego (AA), B — heterozygota (AT), C — homozygota
zmutowana (TT). Przyktadowe warianty rozdziatu produktow polimorfizmu IVSn-14 A/T genu
PAR-1 przedstawiono na Rys 4.7A.

Rycina 4.7A. Przyktadowe rozdziaty produktow amplifikacji fragmentu DNA obejmujacego miejsce
polimorfizmu 1VSn-14 A/T genu PAR-1 metoda SNaPshot. Allele okre$lano na podstawie wielko$ci
starterow i koloréw znakowanych fluorescencyjnie ddNTPs (terminatorow) wiaczanych podczas reakcji
wydluzania starterow. A — czerwony pik, homozygota typu dzikiego (AA); B — zielony i czerwony pik,
heterozygota (AT); C — zielony pik, homozygota zmutowana (TT)

Analiza otrzymanych wynikéw metoda SNaPshot wykazata mozliwo$¢ istnienia trzech
wariantow polimorfizmu IVSn-14 A/T genu PAR-1 tj. homozygoty typu dzikiego (AA),
heterozygoty (AT) oraz homozygoty (TT).
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Procentowy udzial poszczegdlnych wariantow polimorfizmu IVS-14 A/T genu PAR-1

przedstawiono na Rycinie 4.7B.

IVS-14 A/IT
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Makroangiopatia Miazdzyca zarostowa Grupa kontrolna
cukrzycowa

HAA BAT @TT

Rycina 4.7B. Odsetkowy udziat wariantéw polimorfizmu IVS-14 A/T genu PAR-1: homozygota A/A
(kolor niebieski), heterozygota A/T (kolor czerwony), homozygota T/T (kolor zielony)

Analiza wynikéw pokazata, ze procentowy udzial homozygoty AA byt najwigkszy

W kazdej z badanych grup, heterozygota AT wystepowala rzadziej i z poréwnywalng czesto$cia

w kazdej z grup, natomiast homozygota TT bardzo rzadko wystgpowata w polimorfizmie
IVS 14 A/T genu PAR-1.

W przeprowadzonej analizie:

wykazano, ze czestotliwosci alleliczne 1426 T, 506 I i IVSn-14 T wynosily
odpowiednio: 0,028, 0,27 i 0,194 i byly analogiczne do czestotliwosci allelicznej
uzyskanej] w badaniu przeprowadzonym z udziatem znaczniej wigkszej grupy
pacjentow (n=1214), w ktérym wynosity odpowiednio: 0,041, 0,256 10,1854,

nie zanotowano istotnego odchylenia od réwnowagi Hardy’ego — Weinberga
dla badanych polimorfizméw w badanej populaciji,

nie stwierdzono rowniez statystycznie istotnej roznicy wystgpowania genotypow -
1426 C/T miedzy grupa MZ i grupa kontrolng oraz migdzy MC i grupa kontrolna,
wykazano natomiast statystycznie istotng roéznice miedzy wystepowaniem genotypu
IVS-14 AIT (p=0,015) w grupach MZ i MC w poroéwnaniu do grupy kontrolnej ze
wzgledu na zwigkszong czgstos¢ wystepowania genotypu AA (p=0,001),

wykazano istotng réznice czestosci wystepowania genotypu -506 I/D (p=0,001) miedzy
pacjentami z MC i grupg kontrolng, a pacjentami z MZ.
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Przeprowadzono roéwniez analizg, ktorej celem byto okreslenie dominujacych genotypow
w grupie pacjentow z MC, MZ i grupa kontrolng. Zestawienie odsetkowego udziatu genotypow
(-506, -1426, 1VSn-14) w badanych schorzeniach i w grupie kontrolnej przedstawiono
na Rycinie 4.8.

MC AACCDD AACCID ATCCDD AACCIl  ATCCID  TTCCDD
14 (41%) 12 (35%) 4(11%) 0(0%) 2 (6%) 2 (6%)
MZ AACCDD AACCID ATCCDD AACCI  ATCCID  TTCCDD
13 (30%) 15(34%) 8(21%) 4(10%) 2 (4%) 0 (0%)

Kontrola ~ AACCDD AACCID ATCCDD AACCII ATCCID TTCCDD

7(40%) 4(22%) 3(17%) 0(0%) 2 (12%) 1 (6%)

Rycina 4.8. Zestawienie wynikow badan w makroangiopatii cukrzycowej (MC), miazdzycy
zastoinowej (MZ) i w grupie kontrolnej (Kontrola)

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze w obrebie trzech polimorfiz-
moéw genu PAR-1 w MC dominuje genotyp AACCDD (41%), podobnie jak w kontroli
(40%), natomiast w MZ: AACCID (34%).

4.4. Ocena agregacji mikroplytek (PMP) i plytek krwi (PLT)

Mikroptytki (PMP) sa uwazane za biomarkery aktywacji PLT i nasilenia stanu zapalnego.
Na ich powierzchni, podobnie jak na powierzchni PLT, znajduja si¢ miejsca wigzace kolagen

I VWF (ktory moze by¢ wydzielany w postaci ziarnisto$ci zarowno przez PLT jak i srodbtonek),
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co umozliwia im adhezj¢ do fibryny oraz agregacj¢ z innymi PLT i PMP. Ponadto aktywowane
PLT i PMP odgrywaja istotng rolg¢ w tworzeniu si¢ skrzepu.

Okreslenie typu agregacji PLT w materiale biologicznym umozliwia okreslenie
predyspozycji PLT do tworzenia gldéwnego czopu hemostatycznego formowanego in vivo. PLT
moga by¢ aktywowane za pomocg réznych elementow hemostazy m.in. kolagenu (aktywuje
proces agregacji PLT poprzez aktywacje gtownych receptoréw ptytkowych — glikoproteiny VI
(GP VI) na powierzchni PLT), adenozynodifosforanu, ADP (aktywuje PLT poprzez
oddziatywanie z receptorami purynergicznymi — P2Y1 oraz P2Y12) oraz trombiny (aktywacja
PLT poprzez receptor ptytkowy — tromboksan, TXA2). W przedstawionej pracy podjgto probe
okreslenia poziomu nie tylko nieaktywnych i aktywowanych PLT w osoczu pacjentow z MZ
w poréwnaniu do 0socza pacjentow z MC oraz pobranego od grupy kontrolnej, ale rowniez
podjeto probe sprawdzenia znaczenia aktywowanych PMP w badanych grupach (autorski
pomyst). Aktywacje PLT prowadzono za pomoca kolagenu, ADP oraz peptydu aktywujacego
receptor trombinowy, TRAP (analogu trombiny), natomiast PMP tylko za pomoca TRAP.

Uzyskane wyniki przedstawiono na Rycinie 4.9.

A) B)
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o & J gl o 0] é I
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MC MZ [ PLT aktywowane [%)] 0 + + ° odstajgce
KONTROLA o Odstajace MC KONTROLA Mz E mikropt.akt %

Rycina 4.9. Udziat procentowy: A) ptytek krwi; B) mikroptytek przed i po aktywacji TRAP w grupach
pacjentéw z makroangiopatig cukrzycowa (MC), kontroli (KONTROLA) i z miazdzyca zarostowa (MZ)

Na podstawie otrzymanych wynikow wykazano istnienie istotnych réznic w udziatach
procentowych PMP aktywowanych za pomoca TRAP w grupach pacjentow z MZ, MC i grupy
kontrolnej. Wykazano:

e znaczaco nizszy poziom aktywowanych PMP u pacjentow z MZ w poroéwnaniu do

pacjentow z MC (15,56+13,82 vs. 23,25+15,95%; p=0,045),
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e istotny wzrost poziomu zar6wno nieaktywowanych (19,21£14,33, vs. 9,59+5,80%;
p=0,007) jak i aktywowanych mikroptytek (23,25+15,95 vs. 11,51+10,70%; p=0,003)

u pacjentéw z MC w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

Nie wykazano natomiast r6znicy istotnej statystycznie pomig¢dzy:
e poziomem aktywowanych PMP w grupie z MZ i w grupie kontrolnej,
e poziomem PLT w badanych grupach (tj. z MZ, MC i kontrolg) przed i po aktywacji
kolagenem, ADP lub TRAP.

Dodatkowo przeprowadzono analize z uwzglednieniem pfci, ktéra wykazata:

e znaczacy wzrost poziomow nieaktywowanych (19,5+10,15 vs. 9,01+6,01%; p=0,021)
jak i aktywowanych mikroptytek (25,57£11,13 vs. 11,11£10,40%; p=0,002) w grupie
kobiet z MC w poréwnaniu do kobiet grupy kontrolnej,

e istotny wzrost poziomu nieaktywowanych (16,00+7,82, vs. 9,01+6,01%; p=0,022),
aktywowanych mikroptytek (22,82+10,55 wvs. 11,11+10,40%; p=0,012) oraz
aktywowanych agregatow ptytkowych (15,90+8,44 vs. 8,42+8,97%; p=0,038) w grupie
kobiet z MZ w poréwnaniu do kobiet z grupy kontrolne;j,

e znaczacy wzrost poziomu aktywowanych agregatow plytkowych (2,79+1,29 vs.
1,04+1,98%; p=0,038) u me¢zczyzn z MC w poréwnaniu do mezczyzn z grupy
kontrolnej,

Nie wykazano zadnej znaczacej roznicy pomigdzy poziomami: aktywowanych PMP,
nieaktywowanych PMP, aktywowanych agregatow PLT, nieaktywowanych agregatow PLT ani
w grupie kobiet z MZ w poréwnaniu do kobiet z MC, ani w grupie me¢zczyzn z MZ

w poréwnaniu do mezczyzn z MC.

W analizie statystycznej przeprowadzonej z uwzglednieniem pici w danym schorzeniu
wykazano istotne roznice w poziomach aktywowanych i nieaktywowanych PLT i PMP jedynie
wsrod pacjentow z MZ. Wykazano:
e 7znaczaco wyzszy poziom aktywowanych PMP (22,22+11,38 vs. 12,98+13,98%;
p=0,036) oraz aktywowanych agregatow PLT (16,74+11,32 vs. 8,89+6,13%; p=0,003)
w grupie kobiet z MZ w poréwnaniu do grupy m¢zczyzn z MZ,

e 7ZnaczacO wyzszy poziom aktywowanych agregatow PLT w grupie kobiet z MZ
w porownaniu do grupy wszystkich pacjentow z MZ (16,74+11,32 vs. 11,13+8,59%;
p=0,029).
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Nie zaobserwowano zadnych istotnych réznic w poziomach aktywowanych
I nieaktywowanych PLT i PMP w analizach z uwzglednieniem plci i schorzen w zaleznosci od

zastosowanego czynnika aktywujacego tj. kolagenu, ADP, czy TRAP.

Dodatkowo dokonano obrazowania adhezyjnego receptora — integryny GP3A i B3
(CD61) na powierzchni aktywowanych i1 nieaktywowanych PLT, ktory wraz z CD41 tworzy
kompleks glikoproteinowy Ilb — Illa — istotny mediator agregacji ptytek krwi. Ocene ilo§ciowa
PMP w populacji PLT przedstawiono na Rycinie 4.10.
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Rycina 4.10. Analiza cytometryczna ekspresji PAR-1 w ludzkich ptytkach spoczynkowych (A) oraz
ptytkach aktywowanych 10uM TRAP (B). Plytki krwi wybramkowano na obecno$¢ antygenu CD61-
FITC i wyznakowano przeciwcialami skierowanymi przeciw antygenowi PAR-1-APC. Umownie
zaznaczone regiony P4, P3, Plodnosza si¢ odpowiednio do mikroptytek, normoptytek i agregatéw
ptytkowych. Obraz pacjenta z MC

Analiza cytometryczna obejmowata wstgpng identyfikacje i lokalizacje ptytek krwi
wedtug wartosci FSC (rozrzut przedni, ang. Forward Scatter, FSC), réznicujac struktury
pod wzgledem wielkosci oraz wartosci SSC (rozrzut bocznym, ang. Side Scatter, SSC),
roznicujac struktury pod wzgledem gestosci wewnetrznych ziarnistosci. W tym celu ustawiano
bramke R2 w statystycznych analizach programu cytometru FACS Canto BD, ilos¢
zarejestrowanych zdarzen zostata zliczona automatycznie w przeptywie 10 000 obiektow
komorkowych. Nastepnie analizowano poziom $wiecenia PAR-1 znakowanego APC na
powierzchni plytek krwi, znakowanych CD61-FITC, w tym celu ustawiono bramke P1. Dla
ustalenia wlasciwej/zadanej populacji ptytek krwi analizowano markery M1 1 M2 dla badanych
struktur. Analizy danych dokonywano dla poszczegdlnych pacjentéw w dwdch modelach
badawczych, w izolowanych ptytkach krwi przed i po aktywacji TRAP. Przedstawione obrazy

sugeruja znaczny wzrost ilosci wyznakowanych receptorow PAR-1 na powierzchni ptytek krwi
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po ich stymulacji TRAP. Obserwowany wzrost poziomu aktywacji receptora PAR-1

szczegolnie widoczny byl w przypadku pacjentéw z MC.

4.5. Analiza ilosciowa wybranych czynnikow hemostazy i stanu zapalnego

W przedstawionej pracy podjeto rowniez probe okreslenia zwigzku pomiedzy poziomem
zaktywowanych PAR-1 a stezeniami czynnikow hemostazy i stanu zapalnego, ktorych
wzmozone dziatanie moze by¢ wynikiem toczacych si¢ patomechanizmow aterogennych.
W tym celu, w pierwszym etapie badan dokonano oceny ilosciowej nastepujacych parametrow:
czynnika von Willebranda (VWF), kompleksu trombina-antytrombina I11 (TAT), interleukiny
6 (IL-6), ptytkowego czynnika wzrostu (PDGF), monocytarnej proteiny 1 (MCP-1),
rozpuszczalnej czasteczki adhezji komorkowej ptytkowo-srodblonkowej typ 1 (sSPECAM-1),
czynnika aktywujacego ptytki (PAF-AH) oraz inhibitora fibrynolizy aktywowanego trombing
(TAFI). Czynniki wybrano tak, by byto mozliwe wskazanie zmian pojawiajacych si¢ W roznych
etapach patomechanizmu miazdzycy tj. aktywacji ptytek (TAT, TAFI), adhezji PLT
do $rodbtonka (VWF), rozwijanie stanu zapalnego (IL-6), indukowanie wytwarzania komorek
piankowatych (chemokina MCP-1) oraz procesu pekania blaszki miazdzycowej, zwigzanego
z neowaskularyzacja (PDGF). Wyniki analizy ilosciowej przyktadowych czynnikow

przedstawiono na Rycinie 4.11., natomiast szczegélowg analiz¢ w Tabeli 4.1.
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Rycina 4.11. Ocena ilo$ciowa zawarto$ci czynnikoéw hemostazy i stanu zapalnego: stezenia kompleksu
trombina-antytrombina III (TAT), stezenia interleukiny 6 (IL-6), procentowego udzialu czynnika von
Willebranda (VWF), procentowego udziatu inhibitora fibrynolizy aktywowanego trombing (TAFT),
stezenia ptytkowego czynnika wzrostu (PDGF), stezenia monocytarnej proteiny 1 (MCP-1) oraz
stezenia rozpuszczalnej czasteczki adhezji komorkowej ptytkowo-srodbtonkowej typ 1 (SPECAM-1) w
probach krwi pacjentéw z makroangiopatig cukrzycows (MC), grupy kontrolnej (KONTROLA) oraz z
miazdzycg zarostowa (MZ)

Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej stwierdzono:

e istotnie nizsze stgzenie VWF w grupie pacjentow z MZ w poroéwnaniu do grupy
pacjentow z MC (153,45+28,12 vs. 174,36+33,24%; p=0,013),

e nie wykazano natomiast zadnych statystycznie istotnych réznic w ilosciowych
oznaczeniach pozostatych czynnikow hemostazy w grupie pacjentéw z MZ wzgledem
grupy pacjentéw z MC,

e istotny wzrost: vWF (153,45+28,12 vs. 125,894+31,80%; p<0,001), PDGF (22,06+6,5
vs. 16,42+7,44 ng/ml; p=0,002), TAT (3,34+1,54 vs. 1,77+0,44 ng/ml; p<0,001), IL-6
(2,80£1,59 vs. 1,81+0,81 pg/ml; p=0,013), MCP-1 (377,5+£152,37 vs. 282,21+68,00
pg/ml; p=0,002) oraz TAFI (98,62+32,15 vs. 76,59+£8,09%; p=0,009) w grupie

pacjentow z MZ w pordwnaniu do grupy kontrolnej,
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zaobserwowano znaczacy wzrost: VWF (174,36+33,24 vs. 125,894+31,80%; p<0,001),
PDGF (20,91+8,5 vs. 8,64+7,44 ng/ml; p=0,027), TAT (3,62+1,18 vs. 1,77+0,44 ng/ml;
p<0,001), IL-6 (3,17£1,53 vs. 1,81+£0,81 pg/ml; p=0,001), MCP-1 (344,45+28,70 vs.
282,21+68,00 pg/ml; p=0,035) oraz TAFI (108,7+£33,68 vs. 76,59+8,09%; p<0,001)

w grupie pacjentdéw z MC w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

Analiza statystyczna z uwzglednieniem pici wykazata:

znaczgco wyzsze stezenie TAT (3,63£1,67 vs. 1,78+0,47 pg/ml; p<0,001), IL-6
(3,21£1,82 vs. 1,92+0,88 pg/ml; p=0,34), MCP-1 (353,69+98,58 vs. 272,39+69,07
pg/ml; p=0,005) oraz TAFI (108,97+35,43 vs. 76,40+7,48%; p = 0,026) w grupie kobiet
z MZ w poréwnaniu do kobiet grupy kontrolne;j,

znaczaco wyzsze poziomy: TAT (3,22+1,50 vs. 1,77+0,35 ug/ml; p=0,020), PDGF
(23,1346,24 vs. 12,75+7,99 ng/ml; p=0,004), VWF (154,10+26,91 vs. 88,03£8,03%);
p<0,001) w grupie m¢zczyzn z MZ w poréwnaniu do mezczyzn grupy kontrolnej,
znaczaco nizsze stezenie SPECAM-1 (42,98+6,98 vs. 52,51+2,80 ng/ml; p<0,001)
w grupie m¢zezyzn z MZ w porownaniu do m¢zczyzn z grupy kontrolnej,

znaczaco wyzsze poziomy: VWF (172,34+29,94 vs. 88,03+8,03%; p<0,001), PDGF
(19,87+8,39 vs. 12,75£7,99 ng/ml; p=0,04), TAT (3,59+0,94 vs. 1,77+0,35 pg/ml;
p=0,005), IL-6 (3,08+1,38 vs. 1,44+0,35 pg/ml; p=0,34), TAFI (106,46+26,66
vs. 77,24+11,31%; p = 0,041) w grupie mezczyzn z MC w porownaniu do mezczyzn
grupy kontrolnej,

znaczgco nizsze stezenie SPECAM-1 (39,91+4,62 vs. 52,51+£2,80 ng/ml; p<0,001)
w grupie m¢zczyzn z MC w porownaniu do mezczyzn z grupy kontrolnej,

ponadto nie wykazano Zadnej istotnej réznicy w poziomach wszystkich oznaczanych

czynnikdw hemostazy miedzy MZ i MC zaréwno wsrod kobiet jak 1 wsrdd mezezyzn.

Analiza statystyczna z uwzglednieniem plci w schorzeniach wykazata:

znaczgco nizsze stezenie SPECAM-1 (39,91+4,62 vs. 50,16+18,79 ng/ml; p=0,002)
u me¢zezyzn z MC w poréwnaniu do grupy wszystkich badanych pacjentow z MC,

znaczaco wyzsze stezenie SPECAM-1 (52,514£2,80 vs. 46,50+4,26 ng/ml; p=0,007)
u me¢zezyzn z grupy kontrolnej w poréwnaniu do wszystkich oséb z grupy kontrolnej
oraz u mezczyzn z grupy kontrolnej w poréwnaniu do grupy kobiet (52,51+2,80

vs. 48,35+4,02 ng/ml; p=0,048),
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e znaczaco wyzsze stezenie VWF (136,71£27,21 vs. 88,03+8,03%; p=0,002) w grupie
kobiet z grupy kontrolnej w poréwnaniu do grupy mezczyzn z grupy kontrolnej,

e znaczaco nizsze stezenie VWF (88,03+£8,03 vs. 125,89+31,80%; p=0,012) w grupie
mezczyzn Z grupy kontrolnej w porownaniu do wszystkich osob z grupy kontrolnej,

e ponadto nie wykazano istotnych roéznic w poziomach oznaczanych czynnikow

hemostazy miedzy grupa kobiet, m¢zczyzn i wszystkich pacjentow z MZ.

4.6. Badanie réznic miedzy miazdzyca zarostowa (MZ), a makroangiopatia cukrzycowa
(MC) poprzez analize zwigzku zmiennych z szansa wystepowania miazdzycy —

wsrod chorych na jedng ze wspomnianych choréb
Analiza efektow gléwnych

W celu sprawdzenia istnienia réznic w zmiennych jako$ciowych 1 iloSciowych,
charakteryzujacych MC i MZ, przeanalizowano szans¢ wystepowania MC w grupie pacjentow
z MC 1 MZ. W ten sposob dokonano rdéznicowania migdzy oboma schorzeniami. Wyniki

analizy przedstawiono w Tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Analiza efektow gtdéwnych

kBadana_l Kategoria b Bi blad Statystyka D islgﬁé (9)5R° /0 9250
ategoria | odniesienia standardowy Walda (OR) cl cl

Pleé M Nie 0,813 0,511 2530 | 01117 | 2256 | 0,828 | 6,145
Polimorfizm PAR-1:
:Zgggggo(ﬁz(goce /'T’)E”)' 4 Nie 0,208 0,563 0137 | 07116 | 1232 | 0408 | 3715
rs168753 (1VSn-14)
Wyraz wolny Nie 0,431 0,356 1,462 0,2266 1,538 0,765 | 3,093
P a00074-1/D 8 Nie 0,431 0,482 0799 | 03713 | 0650 | 0,253 | 1671
Nikotynizm Tak Nie 1324 0,534 6,43 | 00132 | 3,759 | 1,319 | 10714
VWF [%] - - 0,023 0,009 6,927 | 00085 | 0977 | 0,961 | 0994
PDGF [pg/ml] - - 0,000 0,000 1452 | 02283 | 1,000 | 1,000 | 1,000
TAT [ng/L] - - 0,118 0,169 0485 | 04861 | 0889 | 0,638 | 1,239
IL-6 [pg/ml] - - 0,159 0,161 0983 | 03216 | 0853 | 0,623 | 1,168
MCP-1 [pg/ml] - - 0,631 1,050 0361 | 05477 | 1880 | 0,240 | 14710
SPECAM-1 [ng/ml] - - 0,311 1,184 0069 | 07920 | 0733 | 0,072 | 7464
TAFI [%] - - 0,011 0,008 1968 | 0,606 | 0,990 | 0,975 | 1,004
PAF [sumol/min/ml] - - 0,446 0,377 1401 | 02365 | 1,562 | 0,746 | 3270
PLT[G/] - - 0,004 0,004 1508 | 02195 | 1,004 | 0,997 | 1011
MPV [fl] - - 0,366 0,211 2999 | 00833 | 0693 | 0458 | 1,049
PT [%] - - 20,040 0,030 1810 | 01785 | 0,960 | 0,905 | 1019
Fibrynogen [g/1] - - 1,324 1234 1151 | 02833 | 3,758 | 0335 | 42211
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Cholesterol

catkowity [m/di] - - -0,001 0,004 0,113 07362 | 0999 | 0990 | 1,007
HDL [mg/dI] ; ; 0,011 0,023 0,231 06310 | 1,011 | 0,966 | 1,058
LDL [mg/dI] - - 0,007 0,006 1,320 02506 | 1,007 | 0,995 | 1,018
Trojglicerydy . . -0,010 0,005 4523 00334 | 0990 | 0980 | 0,999
[mg/dl]

hsCRP [mg/l] - - 0,004 0,062 0,005 09427 | 1,004 | 0,890 | 1,134
Glukoza [mg/dI] ; ; 0,251 0,168 2,222 01361 | 0778 | 0559 | 1,082
Kwas moczowy ; ; 0,213 0,288 0,548 04593 | 1238 | 0,704 | 2,177
[mg/dl]

E‘fgﬁ" calkowite - - 0213 0,288 0,548 04593 | 1238 | 0704 | 2,177
Agregacja PLT z ) ) )

ADP (%] 0,005 0,016 0,108 07429 | 0995 | 0,965 | 1,026
Agregacja PLT z - - 20,007 0,026 0064 | 08008 | 0993 | 0944 | 1,045
kolagenem [%0]

Agregacja PLT z B B )

TRAD %] 4,408 4,470 0,972 03241 | 0012 | 0,000 | 77.756
Czas max, agegacji B B ]

TRAP [ 0,005 0,014 0,124 07249 | 0995 | 0968 | 1,023
Czas max, agegaci - - -0,017 0,016 1,223 02688 | 0983 | 0,953 | 1,013
ADP [s]

Czas max, agegaci - - 0,001 0,008 0,011 09164 | 1,001 | 0,986 | 1,016
kolagen [s]

Mikroplytki [%] - - -0,040 0,021 3,821 00506 | 0961 | 0,923 | 1,000
Mikroplytki - - -0,052 0,020 6,663 0,0098 | 0949 | 0,913 | 0,988
aktywowane [%]

Agregaty PLT [%] - - -0,077 0,146 0,280 05964 | 0925 | 0,695 | 1,233
Agregaty PLT ) ) ]

atkywowane [%] 0,010 0,028 0,135 07129 | 0990 | 0,936 | 1,046
PAR-1 [%] - - -0,008 0,031 0,066 07972 | 0992 | 0933 | 1,055
PAR-1+TRAP [%] - - -0,048 0,022 4,920 00265 | 0953 | 0913 | 0,994
CiSnienie skurczowe . . 20,019 0,026 0,499 04798 | 0981 | 0932 | 1,034
[mmHg]

Cis$nienie

rozkurczowe - - -0,005 0,037 0,019 0,8916 0,995 0,926 1,070
[mmHg]

Wiek [lata] - - -0,127 0,044 8,406 0,0037 | 0881 | 0,809 | 0,960
BMI [kg/m?] ; ; 0,243 0,086 7,937 00048 | 0784 | 0663 | 0,929
ALAT [U/L] - - 0,011 0,017 0,458 04987 | 1,011 | 0979 | 1,045
AspAT [U/L] - - 0,002 0,017 0,012 09135 | 1,002 | 0,970 | 1,035
GGTP [U/l] - - 0,002 0,006 0,135 07135 | 1,002 | 0991 | 1,013
Mocznik [mg/dl] ; ; -0,087 0,025 12,080 00005 | 0917 | 0873 | 0963
Kreatynina [mg/dl] - - -0,632 1,563 0,164 0,6859 0,532 0,025 | 11,369

Zmiennymi majacymi istotny jednowymiarowy wplyw na réznicowanie migdzy MZ
i MC (Tabela 4.4.) byty: palenie tytoniu (p = 0,013), stezenie vVWF (p = 0,009) oraz
trojglicerydow (p = 0,033), wzgledna ilo$¢ aktywowanych mikroptytek (p = 0,010), stezenie
PAR-1+TRAP (p = 0,027), wiek (p = 0,004), BMI (p = 0,005), stezenie mocznika (p < 0,001).

Krotno$¢ zmiany szansy wystgpowania MZ wzgledem szansy wystepowania MC
(okreslany dalej w tekscie jako ‘iloraz szans’ (z ang. Odds Ratio, OR) wynosita: 3,760
(nikotynizm vs. brak nikotynizmu), 0,977 (z kazdym wzrostem st¢zenia VWF o 1 punkt
procentowy), 0,990 (z kazdym wzrostem stezenia trojglicerydéow o 1 mg/dl), 0,949 (z kazdym
wzrostem ilo$ci wzglednej aktywowanych mikroptytek o 1 punkt procentowy), 0,953
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(z kazdym wzrostem PAR-1+TRAP 0 1 punkt procentowy), 0,881 (z kazdym wzrostem wieku
0 1 rok), 0,784 (z kazdym wzrostem BMI o 1) oraz 0,917 (z kazdym wzrostem st¢zenia
mocznika o 1 mg/dl). Nastepnie, metodg krokows, opracowano model wielowymiarowy
(Rycina 4.12.). Stworzony (iteracyjnie, bez interakcji) model wielowymiarowy wykorzystywat
informacje¢ o: stezeniu trojglicerydow (TG), wieku pacjenta, ste¢zeniu czynnika von Willebranda

(VWEF) oraz czasu protrombinowego (PT, %) — w celu roznicowania MZ i MC.

PT [%] 1 i [0.989, 0.900, 0.819]
VWF [%] 1 d [0.989, 0.964, 0.940]
Wiek [lata]{ + [0.873, 0.743, 0.632]
TG [mg/dI] - H [0.996, 0.982, 0.967]
Wyraz wolny [5.580, 2.559, 1.173]

1 2 3 4 5
Szansa na MZ wsréd populacji z MZ i MC, oraz 95% przedziat ufnosci tej szansy

Rycina 4.12. Wielowymiarowy wptyw czasu protrombinowego (PT, %), procentowego udziatu
czynnika von Willenbranda (VWF, %), wieku (lata), stezenia trojglicerydéw (TG, mg/dl) na szans¢ na
wystepowanie miazdzycy zarostowej (MZ) wsrod populacji chorych na miazdzyce zarostowa lub
makroangiopati¢ cukrzycowg (MZ i MC)

Zgodnie z tym modelem, w$rod osob chorych na jedng z tych choréob (MZ badz MC),
,,bazowa” szansa na wystgpowanie MZ wynosita 2,559 (pacjent referencyjny: wiek 58 lat, TG
126 mg/dl, vWF 154%, PT 104%). Kazda kolejna zmiana o jedng jednostke ktorejkolwiek
z tych zmiennych powodowata zmniejszenie tej szansy o okoto: 1,83% (TG), 34,59% (wiek),
3,73% (VWF) oraz 11,11% (PT).

Analiza interakcji

W celu sprawdzenia istnienia wieloczynnikowych roznic pomiedzy MZ 1 MC
przeprowadzono analiz¢ interakcji. W pierwszym jej etapie dokonano selekcji interakcji, ktore
istotnie wnosityby informacj¢ w kontekscie roznicowania dwdch schorzen, wzglgdem modelu
naiwnego (nie zawierajacego zmiennych), ktorych szczegétowe wyniki przedstawiono
w Tabeli D.2. W trakcie analizy interakcji wyloniono nastepujgce interakcje 2. stopnia: ilo$¢
mikroptytek z PAR-1+TRAP (LR p = 0,006, w modelu czynnikowym p = 0,020, Rycina 4.12A-
D), ilo$¢ mikroptytek z BMI (LR p = 0,012, w modelu czynnikowym p = 0,029, Rycina 4.12E-
F) oraz wiek z paleniem tytoniu (LR p = 0,031, w modelu czynnikowym p = 0,035).
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Rycina 4.13. Analiza wielowymiarowa: A-D) Ilo§¢ mikroptytek z PAR-1+TRAP; E-F) ilos¢
mikroptytek z BMI (Rycina 4.12E-F) oraz wiek z paleniem tytoniu
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U pacjenta ze wzgledng iloscig mikroptytek rowna 10,90%, wzrost PAR-1+TRAP1 0 1
punkt procentowy powodowal zmniejszenie szansy na wystepowanie MZ o 5,93%. Cho¢
wptyw wzrostu ilo$ci mikroptytek (o 1 punkt procentowy), sam z siebie, nie powodowat
istotnych zmian wspomnianej szansy (p = 0,103), 1,005-krotnie modulowat on zmiang¢ szansy
wynikajaca ze wzrostu PAR-1+TRAP1 (Rycina 4.13A-D, Tabela D.2.).

U pacjenta ze odsetkiem mikroptytek rownym 10,90%, wzrost BMI o 1 powodowat
zmniejszenie szansy na wystepowanie MZ o 24,84%. Cho¢ wplyw wzrostu odsetka
mikroptytek (o 1 punkt procentowy), sam z siebie, nie powodowal istotnych zmian
wspomnianej szansy (p = 0,162), 1,022-krotnie modulowal on zmiang¢ szansy wynikajacg
ze wzrostu BMI (Rycina 4.13E-F, Tabela D.2.).

U pacjenta w wieku 58 lat, palenie byto zwigzane 3,352-krotnie wigkszg szansg wystepowania
MZ. Wsrdéd osob niepalacych, z kazdym wzrostem wieku o 1 rok wspomniana szansa
zmniejszata si¢ 0 22,10%. Wzrost jednego parametru 1,22-krotnie (o 22%) modulowat wptyw

drugiego na te szanse.
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5. DYSKUSJA

Miazdzyca zarostowa (inaczej miazdzyca konczyn dolnych) jest typem miazdzycy
tetnic obwodowych (PAD), ktérej objawy takie jak: bol spoczynkowy, niegojace si¢
owrzodzenia i zgorzel zwigzane z przewlekltym niedokrwieniem (tj. IIl i IV stopien Fontaine’a
lub kategoria Rutherforda) okresla si¢ jako przewlekte niedokrwienie zagrazajace konczynom
(ang. Chronic Limb-Threatening Ischemia, CLTI), Ilub (formalnie) krytycznym
niedokrwieniem konczyn (ang. Critical Limb Ischemia, CLI). Jest to stan znaczaco
pogarszajacy jako$¢ zycia i funkcjonowania, czesto prowadzacy do $miercil’®. Z uwagi na
rozleglos¢ choroby, anatomiczng lokalizacj¢ zmian czy rozlegle choroby wspotistniejace
rewaskularyzacja jest przeciwwskazana az u 40% pacjentow. Wobec braku metod leczenia
stosowanym rozwigzaniem terapeutycznym pozostaje amputacja konczyny, ktéra jednakze
wigze si¢ z jeszcze gorszym rokowaniem: $miertelnos¢ okoltooperacyjna wynosi 5-20%, u 30%
pacjentow konieczna jest druga amputacja, a pelng sprawno$¢ ruchowg osiaga si¢ jedynie u 25—
50% chorych?®,

Jedna z najbardziej znaczacych chorob wspotistniejacych, ktora nasila i przyspiesza
rozwdj zmian miazdzycowych, jest cukrzyca. Wskutek toczacych si¢ standéw zapalnych,
spowodowanych i nasilanych przede wszystkim hiperglikemia, akumulacja koncowych
produktow zaawansowanej glikacji (ang. Advanced Glycation-End Products, AGES)
W $cianach naczyn oraz podwyzszonym stezeniem reaktywnych form tlenu, dochodzi do
inicjowania w réznych odcinkach ro6znych tetnic procesoOw miazdzycogennych tzw.
makroangiopatii cukrzycowej (MC). Rozsiany charakter MC wynika przede wszystkim
z relatywnie duzej powierzchni obwodowego tozyska naczyniowego, co ma swoje
konsekwencje w postepie innych patologii m.in. wzrasta ryzyko postepu choroby
niedokrwiennej  serca, chordb  naczyniowych, ukladu naczyniowo-mdzgowego,
neurologicznych oraz CLTI'Y. Ponadto u pacjentéw z cukrzyca wraz z wiekiem, czasem
trwania choroby i obecno$cig neuropatii obwodowej wzrasta ryzyko PAD "8, Wynika to m.in.
ze stanOw zapalnych $ciany naczynh krwionosnych, zmian funkcjonalnych elementow
morfotycznych krwi oraz zmian hemostatycznych (tj. zaburzenh w wydzielaniu czynnikow
hemostazy). Przebieg miazdzycy jest cigzszy, zmiany pojawiaja si¢ wczesniej, a objawy
niedokrwienia znacznie szybciej nasilajg si¢.

W zwigzku z tym, ze przebieg zardowno miazdzycy zarostowej jak 1 makroangiopatii
cukrzycowej czesto jest cigzki (obie te choroby prowadzg do podobnych klinicznych objawow

- niedokrwienie konczyn dolnych, choroba wiencowa czy udar moézgu), ajednoczes$nie
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etiologia i mechanizmy patofizjologiczne obu z nich sa rdézne - istnieje konieczno$¢
podejmowania prob nad typowaniem wczesnych markerow kazdego z tych schorzen.
Pozyskiwana wiedza przyczynia si¢ nie tylko do lepszego diagnozowania miazdzycy, ale
roOwniez na poznawanie mechanizméw, ktore zachodza podczas poszczegdlnych zmian
angiologicznych, a w dalszej konsekwencji — na typowanie nowych celi terapeutycznych.
Ponadto by¢ moze umozliwi opracowywanie strategii opdzniania klinicznych objawow. Wciaz
jednak znanych jest zbyt malo narzedzi molekularnych, ktore pozwalatyby na typowanie
glownych elementéw determinujacych rozwoj danego etapu patomechanizmu makroangiopatii
cukrzycowej czy miazdzycy zarostowe;.

Wiadomym jest, ze rézne czynniki, zaangazowane w odmienne procesy biochemiczne,
moga mie¢ wlasciwosci miazdzycogenne m.in. czynniki zapalne, zmodyfikowane LDL,
elementy morfotyczne, produkty stresu oksydacyjnego, czy glikacji. Mnogos¢ zwiazkow
zaangazowanych w patomechanizmy aterogenne oraz szlakow biochemicznych, ktore
zachodza z ich udzialem, sprawia, ze miazdzyca jest procesem ztozonym. Klasyfikacja
miazdzycy na rézne podtypy jak np. miazdzyca zarostowa, czy makroangiopatia cukrzycowa
pozwala na systematyzacje tego zaburzenia ze wzgledu na etiologi¢. Prowadzone prace
obejmujag  zarowno  poszukiwanie istotnych zwigzkow  pomiedzy  parametrami
antropometrycznymi, laboratoryjnymi i obrazowymi (ktore sg istotnic powigzane
Z pojawianiem si¢ miazdzycy zarostowej i makroangiopatii cukrzycowej) jak i okreSlanie
zwigzku wystepowania kazdego z tych schorzen z nowymi, potencjalnymi markerami,
zaangazowanymi w kluczowe etapy rozwijania si¢ zmian aterogennych ( tj. aktywacje ptytek
krwi, inicjacje 1 progresj¢ stanu zapalnego oraz w procesy je nasilajace jak np. zaburzenia
hemostazy, krzepnigcia, fibrynolizy). Okreslenie udzialu poszczegélnych metabolitow m.in.
ich stezenia, czy aktywnos$ci umozliwia w konsekwencji lepsze poznanie patomechanizmoéw

inicjujacych 1 majacych znaczacg role w poszczegdlnych podtypach miazdzycy.

5.1. Porownanie miazdzycy zarostowej i makroangiopatii cukrzycowej w kontekscie

oceny antropometrycznej, laboratoryjnej i klinicznej

Do parametrow antropometrycznych, okreslanych w diagnostyce klinicznej naleza:
wzrost, masa ciata, indeks masy ciata (ang. Body Mass Index, BMI), obwdd talii, obwod bioder,
stosunek obwodu talii do obwodu bioder (ang. Waist-Hip Ratio, WHR), obwod klatki
piersiowej, procentowa zawarto$¢ tkanki tluszczowej oraz procentowa zawarto$¢ masy

migsniowej. Powszechnie wiadomo, ze zarowno nadwaga jak i otyto$¢ (opisywane za pomoca
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BMI i masy ciata) sa silnie zwigzane z ryzykiem miazdzycy — nadmiar tkanki tluszczowej
obcigza serce 1 moze prowadzi¢ do rozwoju chordb sercowo-naczyniowych, gdyz tkanka
tluszczowa trzewna promuje stan zapalny i zaburzenia metaboliczne!®. Podobnie otytosé
centralna, mierzona obwodem talii 1 WHR, jest silnie zwigzana z ryzykiem miazdzycy, gdyz
tkanka thuszczowa zgromadzona w jamie brzusznej] wykazuje wigksza aktywnos¢
metaboliczng, moze indukowaé stany zapalne i przyczynia¢ si¢ do insulinoopornosci, ktéra
najczesciej prowadzi do T2DM, a w dalszej konsekwencji do rozwoju makroangiopatii
cukrzycowej'®. Niska masa migéniowa rowniez moze zwiekszaé ryzyko rozwoju miazdzycy
z uwagi na fakt, ze to wlasnie migénie odgrywaja kluczowa role w metabolizmie glukozy

i thuszczow.

W przedstawionej pracy wykazano istotne roznice w wartoSciach BMI i WHR
u pacjentow z powiklaniami naczyniowymi w poréwnaniu do o0séb zdrowych, bedacych
w podobnym wieku i tej samej populacji etnicznej. Warto$ci obu parametréw byty znaczaco
wyzsze w grupach osob zarowno z MZ jak i z MC niz w grupie kontrolnej. Wyniki te sg zgodne
z rezultatami badan prowadzonych przez inne zespoty badawcze, w ktorych udowodniono, ze
postep miazdzycy jest zwigzany z BMI — wykazano, ze wzrost BMI o kazda jedna jednostke
powyzej normy powoduje wzrost ryzyka wystapienia miazdzycy i choroby niedokrwiennej
serca 0 10%. Ponadto wzrost masy ciata o 10 kg zwigksza ryzyko miazdzycy i choroby
wiencowej o 12%*°. Wiadomo takze, Ze sztywnos¢ tetnic — stymulujgca nadmierng produkcje
1 odkladania si¢ kolagenu w tkankach, prowadzaca do postgpu miazdzycy — wzrasta
U pacjentow z otytoscia (BMI > 40 kg/m?)!%, Rozwijanie sig¢ stanéw zapalnych w naczyniach
krwionosnych w otyto$ci spowodowane jest m.in. aktywacja adipokin i cytokin oraz
zwigkszeniem poziomu aldosteronu we krwi. Adipokiny i cytokiny, np. IL-1p, IL-18 i TNF
prowadza do dysfunkcji komorek $rodbtonka oraz zwigkszaja przepuszczalnos¢ potaczen
mig¢dzy endoteliocytami. Podwyzszony poziom aldosteronu zwigksza natomiast objetos¢ krwi,
promuje agregacje ptytek, dysfunkcje srodbtonka naczyniowego, zakrzepice 1 widknienie.
Ponadto adipokiny leptyna, rezystyna, IL-6 i biatko chemotaktyczne monocytow ,,zwabiajg”
monocyty/makrofagi do tkanki ttuszczowej (w otytosci makrofagi stanowia nawet do 40%
wszystkich komorek tkanki thuszczowej)*?!, indukujac: zapalenie tkanki thuszczowej trzewne;,
zapalenie tkanek ogdlnoustrojowych, stres oksydacyjny, oksydacj¢ lipidow, insulinoopornosc,
dysfunkcje $rodblonka i nadkrzepliwo$¢ — procesy wplywajace na rozwdj miazdzycy®.
Otytos¢ przyspiesza takze pojawienie si¢ objawow klinicznych insulinoopornosci i cukrzycy

typu 2, ktore sa dodatkowymi czynnikami indukujacymi i rozwijajacymi przewlekle stany
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zapalne, powodujace w konsekwencji MC?, W otytosci makrofagi tkanki thuszczowej ulegaja
polaryzacji w prozapalne makrofagi M1, ktoére nastepnie zaczynaja wydziela¢ cytokiny
prozapalne, przez co mogg zaburza¢ sygnalizacje¢ insulinowa, indukujgc tym samym
insulioopornos¢. Wysokie wartosci BMI w TIDM réwniez przyspieszaja rozwoj makro-
i mikroangiopatii*?>. W przedstawionej pracy wykazano, ze wartoé¢ BMI byta znaczaco
wyzszy w grupie z MC w poréwnaniu do grupy z MZ oraz w porownaniu do grupy kontrolne;j.
Analogiczng zaleznos¢ jak dla BMI zaobserwowano rowniez dla WHR. W zwigzku z tym, ze
obecnie az dwa miliardy dorostych ludzi na catym $wiecie (30% S$wiatowej populacji), ma
nadwagg lub otytos¢ (co odpowiada za ponad 3,4 miliona zgonow rocznie) 1 wiadomym jest,
ze otylos¢ jest niezaleznym czynnikiem zwigkszajagcym ryzyko miazdzycy, konieczne jest
podejmowanie dziatan skutecznego obnizania wartosci BMI 1 WHR u pacjentéw z otytoscia.
Zwiazek otylosci, zapalenia tkanki thuszczowej 1 choréb metabolicznych sprawia, ze szlaki
zapalne sg jednym z celi terapeutycznych w leczeniu powiktan metabolicznych takich jak

makroangiopatia cukrzycowa, miazdzyca zarostowa i inne patologie zwigzane z otytoscig!?.

Kluczowsa role wsrdd zaburzen metabolicznych charakteryzujacych cukrzyce, ktére
wptywaja na postep miazdzycy, odgrywa dlugotrwata ekspozycja na hiperglikemi¢
I insulinooporno$é, zwlaszcza w polaczeniu z takimi czynnikami ryzyka jak: otylo$é,
nadci$nienie tetnicze i dyslipidemia. Badania laboratoryjne i kliniczne prowadzone w wielu
osrodkach badawczych jednomys$lnie potwierdzaja, ze rozwo] MC jest spowodowany:
nadprodukcja reaktywnych form tlenu, stresem oksydacyjnym, intensywnym formowaniem
I aktywacja roznych AGEs, oddziatywaniem AGE-RAGE, przeptywem polioli i heksozaminy,
czy aktywacja kinazy biatkowej C. Procesy te prowadza do przewleklego zapalenia naczyn?’.
Obecnie uznaje si¢, ze utrzymujaca si¢ hiperglikemia jest gtoéwna przyczyna rozwoju
waskulopatii w T2DM — hiperglikemia stymuluje apoptozg, zmniejsza replikacje komorek
srodbtonka (EC) i przyspiesza postep miazdzycy'?®. Ponadto insulinooporno$¢ hepatocytow
I miocytow jest zardOwno gldwng przyczyng wystgpienia i postepu cukrzycy, jak i istotnym
czynnikiem ryzyka wystapienia 1 postepu innych schorzen miazdzycowych, takich jak
nadcisnienie i dyslipidemia'®. Do najbardziej znaczacych czynnikow rozwoju miazdzycy,
pojawiajacych si¢ w cukrzycy, naleza przede wszystkim: czas trwania cukrzycy, stezenie
HbAc, obecno$¢ zwapnien btony srodkowej tetnic. Czynniki te nawet 3-krotnie zwigkszaja
ryzyko zgonu z powodu choroby niedokrwiennej serca w pordwnaniu do stanu bez zaburzen

5

gospodarki weglowodanowej'®. W zwigzku z powyzszym oczywistym parametrem

réznicujacym pacjentow z MC od pacjentow z MZ badz od osob zdrowych jest stgzenie

75



glukozy. W przedstawionej pracy wykazano istotnie nizsza glikemi¢ w grupie pacjentow z MZ
w poréwnaniu do grupy pacjentoéw z MC oraz istotnie wyzsze st¢zenie glukozy w grupie oso6b
z MC w porownaniu do grupy kontrolnej. Analiza poréwnawcza wartosci glikemii
Z uwzglednieniem podzialu na pte¢ rowniez wykazata, ze w grupie kobiet 1 w grupie mezczyzn
wystepuje znaczaco nizsze stezenie glukozy w grupie pacjentek z MZ w pordwnaniu do
pacjentek z MC oraz, analogicznie, znaczaco nizsze stezenie glukozy w grupie me¢zczyzn z MZ
w poréwnaniu z grupg me¢zczyzn z MC. Takie same zaleznos$ci zachodzity w grupie pacjentek
z MC w porownaniu do kobiet z grupy kontrolnej oraz w grupie m¢zczyzn z MC w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Z uwagi na brak danych dotyczacych wartosci HbA1C nie bylo mozliwe
sprawdzenie znaczenia tego parametru w roznicowaniu MZ od MC i MC od grupy kontrolne;.
Wykazano natomiast istotnie niZsze st¢zenie mocznika w grupie pacjentow z MZ
w porownaniu do grupy pacjentow z MC, wynikajace najprawdopodobniej z zaburzen
czynno$ci nerek W MC. Zwigzek wzrostu st¢zenia mocznika w zaburzeniach naczyniowych
zostal juz zaobserwowany wczesniej w badaniach prowadzonych przez inne zespoly
badawcze'?®1?’, W przedstawionej pracy zaobserwowano takze znaczaca redukcje HDL
u chorych z MZ i u chorych z MC w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Zalezno$¢ ta jest
powszechnie wykazywana w innych badaniach naukowych!?®. Ponadto w grupie z MC
wykazano znaczgco wyzsze stgzenie trojglicerydéw niz w grupie kontrolnej, co réwniez jest
powszechnie obserwowana zaleznoécig??®*'*°. Nalezy takze wyjasni¢, ze znaczaco wyzsze
stezenie LDL u kobiet z MZ w poréwnaniu do kobiet z MC, wynikato natomiast ze stosowane;j
przez kobiety z cukrzyca terapii hipolipemizujacej. Ponadto w cukrzycy czgsto obserwowane
jest podwyzszenie stezenia kwasu moczowego w pordéwnaniu do stanu bez zaburzen
weglowodanowych. Wykazano, ze w T2DM poziom kwasu moczowego jest istotnie
powigzany z mikroalbuminurig nawet u pacjentow z prawidlowym poziomem kreatyniny
w surowicy'®, co moze byé wazne we wezesnym wykrywaniu cukrzycowej choroby nerek.
Poziom kwasu moczowego moze by¢ potencjalnym narzedziem przesiewowym

umozliwiajacym wczesne wykrycie cukrzycowej choroby nerek®:,

5.2. Ocena poziomu aktywacji powierzchniowego PAR-1

PLT odgrywaja istotng role¢ w mechanizmach progresji miazdzycy — cho¢ wiadomym
jest, ze zarowno ich aktywacja (np. trombing) jak i agregacja wykazuje dzialanie
miazdzycogenne, to wciaz nie do konca jest znane znaczenie tych procesoOw w miazdzycy

0 odmiennej etiologii np. makroagniopatii cukrzycowej, czy miazdzycy zarostowej. Jak dotad
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wykazano, ze inicjacja i rozwoj miazdzycy na drodze aktywacji czynnikow indukujacych
adhezje PLT do $rodblonka polega na oddziatywaniu PAR (receptoréw trombinowych
aktywowanych przez proteazy) z trombing — ekspresja PAR-1 wzrasta wraz z post¢pem

132 W receptorach tych

miazdzycy’, co jest zwiazane ze wzmozonym wydzielaniem trombiny
upatruje si¢ wrecz kluczowe cele terapeutyczne i diagnostyczne, mogace spowalnia¢ procesy
miazdzycogenne, co wynika z ich wtasciwosci molekularnych. PAR naleza do transbtonowych
receptorow sprzezonych z biatkiem G, ktéore sg w unikalny sposob aktywowane przez
proteolityczne rozszczepienie ich zewnatrzkomorkowej czesci. To rozszcezepienie ,,demaskuje”
nowy N-koniec, pelnigcy role ,,uwigzanego” ligandu, ktory wigzac si¢ z drugg domeng
zewnatrzkomorkowa biatka powoduje roznorodne odpowiedzi komorkowe. Fizjologicznie
PAR-1 ulega ekspresji w roznych tkankach, w tym na powierzchni komoérek naczyn
krwionosnych, neuronow, fibroblastow, komoérek nabltonkowych. Nadekspresje PAR-1
wykazano natomiast w niektorych zaburzeniach metabolicznych jak miazdzyca oraz W réznych
ludzkich nowotworach, np. na powierzchni komorek raka piersi, okreznicy, prostaty, przetyku,
jajnika, a takze w czerniaku i w agresywnych biataczkach (w tym w fazie przetomu), w ktorych
jest negatywnym czynnikiem prognostycznym?®3, PAR-1 bierze takze udziat w kilku reakcjach
pronowotworowych — jest np. zwigzany z pierwotnym wzrostem, agresywna inwazyjnoscia,
przerzutami i angiogeneza™®. Ponadto wiadomo, ze PAR-1 jest receptorem obecnym na
komorkach $rodbtonka naczyn i komorkach migéni gtadkich oraz na powierzchni elementow
morfotycznych np. LEU, PLT. Aktywowane trombocyty indukuja wzmozong synteze
chemokin, ktora jest Scisle powigzana ze zwigkszong ekspresja czasteczek adhezyjnych,
glownie E-selektyny, VCAM-1 i ICAM-1**. PAR-1 przyczynia sie do zaburzen
naczyniowych, poniewaz posredniczy w odpowiedzi komorkowej wywolanej reakcja
z trombing i pokrewnymi proteazami. Agonistg receptora PAR-1 jest rowniez TRAP (peptyd
aktywujacy receptor trombinowy) — substytut trombiny. Aktywacja PAR-1 przez trombing, czy
TRAP prowadzi do aktywacji receptorow GPIIb/Illa, dzigki czemu mozliwe jest zwigzanie
PLT z czynnikiem von Willebranda, warunkujacym adhezj¢ PLT do kolagenu. Nie do konca
jednak poznane jest, w ktorym podtypie miazdzycy aktywacja PLT poprzez oddziatywanie
PAR-1 z trombing odgrywa kluczowa rolg.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze poziom ekspresji PAR-1 na PLT nie
poddawanych dziataniu TRAP byt poréwnywalny w osoczach pacjentow z MZ, MC i grupy

kontrolnej. Zastosowanie TRAP spowodowato jednak znaczacy wzrost st¢zenia PAR-1 na PLT

pacjentow z MC nie tylko w porownaniu do PLT oséb z grupy kontrolnej, ale nawet

77



do pacjentow z MZ. Wyniki te wskazuja, ze by¢ moze interakcja ptytkowych PAR-1 i trombiny
pehi istotng rol¢ w inicjacji i rozwoju miazdzycy na tle przede wszystkim makroangiopatii
cukrzycowej. Obserwacje t¢ nalezatoby jednak potwierdzi¢ poprzez przeprowadzenie badania
na znacznie wigkszej liczbie prob osoczy bogatoptytkowych pacjentow z MC i MZ. Ponadto
analiza statystyczna z uwzglednieniem plci wykazala znaczaco wyzszy poziom ekspresji
PAR-1 na PLT m¢zczyzn z MZ w poréwnaniu do kobiet z MZ i znaczgco nizszy w poroéwnaniu
do mezczyzn z MC. Sugeruje to znaczgco wyzszg predyspozycje PLT me¢zczyzn z MZ do
aktywacji z udziatem trombiny niz PLT kobiet z MZ, przy czym jest ona znaczgco nizsza niz
umezczyzn z MC. Z uwagi na fakt, Zze interakcja ptytkowego PAR-1 z trombing indukuje
zmiany ksztalttu PLT i zapoczatkowuje uwalnianie Ca®" i innych zwigzkéw z ziarnistosci
cytoplazmy, zwickszajac w ten sposob wiasciwosci agregacyjne PLT***, w wielu badaniach
sugerowane jest, ze ten pierwszy etap kaskady prowadzacej do agregacji PLT jest kluczowy,
a PAR-1 stanowi zaréwno cel diagnostyczny jak i terapeutyczny. Obecnie wprowadzono juz
kilka narz¢dzi molekularnych, ktéore hamuja lub nawet uniemozliwiaja oddziatywanie PAR-1
z trombing™®®. Znane s np. przeciwciala zaklocajace proteolize, przez co uniemozliwiaja
aktywacje receptora’®®3’. Epitopami dla tych przeciwcial sa biatka kodowane przez sekwencje
egzodomeny PAR-1 tj. sekwencja kodujaca miejsce proteolizy dla trombiny oraz sekwencja
kodujaca fragment podobny do hirudyny 3. Mozliwe jest rowniez ortosteryczne zaklocanie
interakcji ,,zwigzany” ligand (nowy N-koniec utworzony w wyniku dzialania trombiny)
| miejsce wigzania ligandu poprzez stosowanie mimetykow peptydowych jak np. worapaksar
(SCH-530348), antagonista PAR-1. Worapaksar w badaniach przedklinicznych wykazywat
dziatanie przeciwptytkowe tj. hamowat in vitro agregacje ludzkich PLT indukowang przez
10 nM trombing lub 15 uM peptyd aktywujacy receptor trombiny o wysokim powinowactwie
(ang. high affinity Thrombin Receptor Activating Peptide, haTRAP)!%. Obecnie worapaksar
jest wprowadzony jako pierwszy lek w klasie antagonistow PAR-1, ktory moze by¢ stosowany
przez pacjentow z pozytywnym wywiadem zawalu mig$nia sercowego lub PAD, nawet
W potaczeniu z aspiryng i/lub klopidogrelem celem zmniejszenia ryzyka sercowo-
naczyniowego u pacjentow'®. Z uwagi na to, Ze worapaksar jest przeciwwskazany u pacjentow
z historia udaru moézgu, przemijajacego napadowego niedokrwienia, krwotoku
srodczaszkowego, oraz u pacjentow z masg ciata ponizej 60 kg (z powodu zwigkszonego ryzyka
krwawien do mozgu, ktore potencjalnie przewyzsza ryzyko korzysci terapeutycznych)
konieczne jest prowadzenie badan nad poszukiwaniem nowych antagonistow PAR-14,
Blokowanie skutkoéw interakcji trombiny z PAR-1 moze zachodzi¢ rowniez na etapie

hamowania rekrutacji biatek G do wewnatrzkomorkowej petli trzeciej (ICL3) PAR-1 przez
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np. pepducyny*#142 Te struktury, penetrujace palmitoilowane peptydy, moga by¢ tak
projektowane, by pasowaly do sekwencji takich jak PAR-1 (pepducyna P1pal-12, P1pal-7), czy
PAR-4 (pepducyna P4pal-10). Na podstawie badan przeprowadzonych in vitro stwierdzono, ze
pepducyny moga by¢ wiaczane do btony komoérkowej tworzgce obszar odpowiadajacy interakcji
miedzy biatkiem G a GPCR, zaburzajac przez to sygnalizacj¢ komorkowa, np. P1pal-12 usuwa
wolne biatko G z cytozolu, co zaktoca rekrutacje biatlek G do PAR-1%2, Obecnie P1pal-7 jest
juz natomiast wprowadzona jako lek (PZ128) przeciwzakrzepowy w leczeniu stanéw
nieostrych w ramach wiencowych interwencji przezskornych (TRIP-PCI). Zauwazono
réwniez, ze takie zwigzki jak parmoduliny, ktére sa ukierunkowane na cytoplazmatyczng
powierzchni¢ PAR-1 (nie modyfikujac przy tym endogennego miejsca wigzania ligandu
po stronie zewnatrzkomorkowej) selektywnie blokuja wewnatrzkomérkowy przeptyw wapnia,
w ktérym posredniczy o§ PAR-1-Gq. Takie dziatanie hamuje agregacje PLT, jednoczesnie
jednak nie wptywajac na zmiang ksztattu PLT — zmianom nie ulega aktywno$¢ RhoA poprzez
0§ PAR-1-G13, determinujgca zmiane¢ ksztattu PLT. Wiadomym jest rowniez, ze aktywacja
PAR-1 zlokalizowanych na powierzchni komorek $rodbtonka i1 komorek migsniowych
naczynia przyczynia si¢ do jego skurczu i zwgzenia oraz prowadzi do uwolnienia VWF,
endoteliny, tlenku azotu (NO) i czynnika ptytkowego (PGI2), co by¢ moze jest zwigzane
ze wzrostem stezenia cyklicznego monofosforanu adenozyny (caMP)!*4. Jak dotad wykazano,
ze poza hamowaniem aktywno$ci PLT w modelach chorob zakrzepowo-zatorowych in vitro
i in vivo, antagoni$ci PAR-1 stuza jako sondy do badania mechanizmow aktywacji PAR-1,
w ktoérych bierze udziat ,,zwigzany” ligand**®. Ponadto w $rédbtonku, parmoduliny hamuja
efekt prozapalny, w ktérym posredniczy PAR-1, nie majac wptywu na szlak ochronny APC’°.
Potwierdzenie istotnego wptywu aktywacji PLT zwlaszcza w makroangiopatii cukrzycowej
poprzez przeprowadzenie badan na znacznie wigkszej grupie pacjentow niz w przedstawionej
pracy, by¢ moze spowoduje, ze dostepne juz leki hamujace interakcj¢ PAR-1/trombina beda
wprowadzane do farmakoterapii na wczesnych etapach makroangiopatii cukrzycowej.

5.3. Okreslenie polimorfizméw genu PAR-1

Wigkszo$¢ gendw kodujacych receptory obecne na PLT zostala juz zsekwencjonowana,
co pozwolito na okreslenie rodzajow polimorfizméw wystepujacych w regionach kodujacych
i regulujacych (czyli w tych miejscach genu, w ktorych najczeSciej pojawiaja si¢ mutacje).
Prowadzone przez rozne zespoly badania przyczyniaja si¢ do ciggtego poznawania

konsekwencji tych polimorfizmow dla funkcji PLT i ich udzialu w predyspozycjach
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do nadmiernych krwawien lub tworzenia si¢ skrzeplin. Zazwyczaj wysoka gestos¢ receptorow
jest zwigzana ze zwigkszonym ryzykiem zakrzepicy, natomiast niska ich gestos¢ —

z nadmiernym krwawieniem4®

. Wykazano np., ze roznice w gestosci integryny 21
na powierzchni PLT, wystepujace u osob zdrowych, korelujg ze stopniem adhezji do
kolagenu'#’. Rézna gesto$é receptorow na powierzchni PLT moze byé skutkiem nie tylko
toczacego si¢ jakiego$ patomechanizmu, ale rowniez moze wynika¢ z mutacji, ktdre pojawiaja
si¢ w genach kodujacych te receptory. Zauwazono, ze dla PAR-1 zakres jego ekspresji na PLT
wykazuje migdzyosobniczg zmiennos¢ liczby receptoréw, przy zachowaniu stabilnej gestosci
receptora w czasie, co wskazuje na istnienie mutacji genetycznych w genie kodujacym PAR-
1147, Obecnie znane sg trzy polimorfizmy genu kodujacego PAR-1: w regionie 5 regulatorowym
zidentyfikowano dwa z nich, tj. przejscie CT o 1426 parach zasad (bp) powyzej miejsca startu
transkrypcji (1426 C/T) oraz powtorzenie o dlugosci 13 bp (I) poprzedniej sekwencji 506 5-
CGGCCGCGGGAAG-3 (506 1/D), natomiast trzeci polimorfizm (transwersje AT),
zlokalizowano w sekwencji interweniujacej (IVS), 14 nukleotydow powyzej miejsca
startowego egzonu 2 (IVSn 14 A/T). Czgsto$¢ wystepowania mutacji w danym fragmencie
genu kodujacego PAR-1 jest réozna w roznych jednostkach chorobowych. Oszacowano,
ze czestos¢ wystgpowania alleli: 1VS-14T, 1426 T oraz -506 w grupie os6b zdrowych wynosi
odpowiednio: 0,185, 0,041 i 0,256 . Podobna warto$¢ dla polimorfizmu -5061/D w grupie
0sob zdrowych zostala wyznaczona przez inny zesp6ét badawczy i wynosita ona 0,274,
W przestawionej pracy wykazano, ze czestotliwosci alleliczne 1VSn-14 T, 1426 T, 506 |
wynosity odpowiednio: i 0,194, 0,028, 0,27. Warto$¢ czgstosci wystepowania allelu T w grupie
kontrolnej byta nizsza i wynosita 0,028, co by¢ moze wynikato ze zbyt niskiej liczebnosci

grupy.

Polimorfizm insercji 13 bp, oznaczany jako -506 I/D (F2R, rs 35900074) nie jest zwigzany
z fenotypem ptytkowym PAR-1''°. W przedstawionej pracy wykazano wystepowanie trzech
wariantow polimorfizmu -506 I/D w genie kodujacym PAR-1 tj. homozygoty I/1, heterozygoty
I/D oraz homozygoty D/D. Stwierdzono, ze najwigkszy procentowy udziat heterozygoty -506
I/D byt rozpoznawany w grupie z MZ. Odsetek wariantu 506 I/I wystepowat rzadko, natomiast
homozygoty —506 D/D dominowatly w kazdej z grup tj. grupie z MC, z MZ i grupie kontrolnej.
Wyniki te wskazuja, ze wystepowanie wariantu heterozygoty I/D w pozycji -506 1/D genu
PAR-1 moze w konsekwencji by¢ zwigzane z nizszg podatnoscig na aktywacje plytkowych
PAR-1 wskutek dziatania trombiny. W konsekwencji by¢ moze rowniez i ta mutacja (oprocz

statej ekspozycji PLT na hiperglikemi¢ w MC) przyczynia si¢ do wolniejszego przebiegu
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procesOw miazdzycogennych w MZ w poréwnaniu do MC. Wyniki te zostaly réwniez
potwierdzone w innym badaniu przedstawionym w niniejszej pracy, ktorego celem byto
okreslenie poziomu ekspresji PAR-1 aktywowanego TRAP w zaleznosci od danego genotypu
tj.DD, I/D i ll. Zauwazono, ze poziom ekspresji PAR-1 u pacjentow z MC jest wyraznie wyzszy
w przypadku genotypu DD, szczegolnie w grupie u me¢zczyzn. Sugeruje to istotny wpltyw
polimorfizmu -506 DD na znaczacy wzrost ekspresji genu PAR-1 w grupie chorych z MC oraz
MZ. Obserwacja ta jest zgodna z wnioskami, ktore wyciagnigto na podstawie badan
przeprowadzonych przez inny zespot, w ktorych wykazano, iz allel I w homozygotach I/1 jest
mniej powszechny w grupie mezczyzn z chorobg zakrzepowo-zatorowa niz w grupie mezczyzn
kontrolnych. Dodatkowo, stwierdzono obnizenie poziomu fragmentéw protrombiny F1+2
u homozygotycznych nosicieli allelu -506 1. Te dane sugerujg potencjalne dziatanie ochronne
polimorfizmu insercji -506 I u mezczyzn dotknietych Zylng chorobg zakrzepowo-zatorowa!4.
Wykazano takze, ze allel D wptywa na lepsze rokowania przezycia chorych i mniejsze ryzyko
nawrotu choroby pacjentek z rakiem piersi'#°, a takze daje lepsze rokowania przezycia chorych
1 mniejsze ryzyko nawrotu choroby. Ponadto wykazano, ze genotyp DD w grupie os6b
zdrowych jest znacznie wyzszy niz w grupie badanej*®, co jest zgodne z wynikami
przedstawionymi w niniejszej pracy — w grupie kontrolnej zaobserwowano znacznie wyzsza

czestos¢ wystepowania allelu D niz grupy badanych chorych (z MZ lub z MC).

Polimorfizm -1426 C/T (F2R, rs 32934), podobnie jak polimorfizm -506 I/D nie jest
powigzany z fenotypem ptytkowym PAR-1!'°. Ponadto badania prowadzone przez roézne
zespoly dotyczace polimorfizmu -1426 C/T wskazuja, ze cze$¢ wystgpowania allelu T
w miejscu allelu C zdarza si¢ bardzo rzadko (0,041). W przedstawionej pracy znaczaca liczba
probek wykazywata obecno$¢ jedynie homozygoty C/C, natomiast polimorfizmu -1426 C/T
pojawil sie tylko raz. Jest to zgodne z obserwacjami innych zespotow badawczych,
wskazujacych na to, ze w malej grupie badanej moga w ogble nie wystgpowaé 0soby

z genotypem CT lub TT.

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu IVS-14 A/T w genie PAR-1 moze wptywaé
na gestosé receptorow na PLT oraz na ich funkcje w grupie zdrowych ochotnikow °. Allel T
(o czgstosci allelicznej 0,14) jest zwigzany z nizsza ekspresja PAR-1 na powierzchni PLT oraz
powoduje zmniejszong odpowiedZz PLT na aktywacje peptydem SFLLRN (agonisty konca
aminowego PAR-1) w poréwnaniu z allelem A '°. Ponadto réznice w odpowiedzi PLT
na SFLLRN u zdrowych osob sg skorelowane ze zmiennos$cig gestosci PAR-1 na powierzchni

PLT, a roznica ta przynajmniej cze§ciowo wynika z dziedziczenia jednego z polimorfizmow
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PAR-1%. Wykazano takze, Ze liczba PAR-1 na powierzchni PLT jest powigzana z zmienno$cig
intronowg sekwencji IVSn 14 A/T oraz, potwierdzono jej wptyw na regulacj¢ odpowiedzi PLT
na SFLLRN w kontekscie agregacji i ekspresji selektyny P. Zmienno$¢ intronowa IVSn 14 A/T
moze zatem mie¢ znaczenie Kkliniczne. Badania przeprowadzone na zwierzetach
z antagonistami PAR-1 sugeruja, ze mniejsza dostepnos¢ PAR-1 moze zwigksza¢ sktonnosé do
krwawien. Zatem odziedziczone roznice w gestosci receptoroOw moga mie¢ znaczenie kliniczne
u osob, u ktérych ryzyko krwawienia jest juz zwiekszone, na przyktad u oséb z tagodng
hemofilig lub chorobg von Willebranda, a takze u pacjentow poddawanych zabiegom
chirurgicznym. Wieloczynnikowa analiza regresji Coxa wykazala, ze posiadanie allelu T
w genie kodujacym PAR-1 jest niezaleznym czynnikiem predykcyjnym ztozonych zdarzen

niedokrwiennych, nawet po uwzglednieniu innych czynnikéw ryzyka®>°

— ryzyko zwigzane
z wystgpieniem zdarzen niedokrwiennych jest nizsze w przypadku nosicieli allelu T. Badania
przeprowadzone na prébach osocza nosicieli allelu T (czgstos¢ 14,8%) celem sprawdzenia
wystepowania nizszego ryzyka zdarzen zakrzepowych i1 wigkszego ryzyka krwawienia
po dokonanym zabiegu PCI (z powodu niestabilnej lub stabilnej choroby wiencowej), nie
wykazaty wplywu réznic genotypowych na czgsto$¢ wystgpowania zdarzen sercowo-
naczyniowych (odpowiednio 33,7%, 28,8% 1 31,6% dla genotypow A/A, A/T 1 T/T, p = 0,50)
ani krwawien (odpowiednio 15,7%, 14,7% i 18,8% dla genotypéw A/A, A/T i T/T, p = 0,90).
W modelu regresji Coxa uwzgledniajacym wiek, rase, pte¢, BMI i palenie tytoniu, nosicielstwo
allelu T nie byto powigzane ani z zdarzeniami sercowo-naczyniowymi (HR 1,19, 95% CI 0,89-
1,59, p = 0,23), ani z krwawieniem (HR 0,73, 95% CI 0,37-1,4, p = 0,34)"!. U pacjentow
z zawatem serca typu STEMI, ktorzy zostali poddani procedurze PCI wykazano, natomiast,
ze posiadanie co najmniej jednej kopii allelu T jest zwigzane ze znacznie nizszym ryzykiem
wystgpienia zespohu niedokrwienia w poréwnaniu z nosicielami homozygot dla allelu A2,
Ponadto, polimorfizm intronowy 1VSn 14 A/T moze wptywac na szybko$¢ przetwarzania
mRNA lub zwicksza¢ efektywno$é transkrypcji oraz ilo§¢ syntetyzowanego biatkal®®,
Wykazano, ze obecnos$¢ allelu T jest powigzana nie tylko z nizszg ekspresja PAR-1 na
powierzchni PLT, ale takze z nizszg agregacja PLT, zmniejszong odpowiedzig komorkowa na
peptyd aktywujacy PAR-1 oraz zmniejszong aktywnoS$cia prokoagulacyjna. Potencjalnie
zwigzek migdzy polimorfizmem 1VS-14 A/T a fenotypem ptytkowym PAR-1 moze wynikaé
z wptywu na splicing introndw. Miejsce zmiany sekwencji znajduje si¢ w sekwencji posredniej
(IVS), 14 nukleotydow powyzej miejsca startowego egzonu 2, co moze wplywac na proces

rozpoznawania miejsca splicingu. Nie stwierdzono jednak roznic w sekwencji w regionie

polaczenia egzondow 2 na cDNA PLT miedzy osobnikami homozygotycznymi dla allelu A,
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heterozygotycznymi i homozygotycznymi dla allelu T*°. Ekspresja PAR-1 moze by¢ réwniez
kontrolowana na etapie transkrypcji. Analiza ilosciowa ekspresji genéw na poziomie mRNA
nie wykazata jednak korelacji ani z liczbg receptoréw PAR-1, ani z polimorfizmem intronowym
IVS-14 A/T'®, Zauwazono natomiast, ze u homozygot dla allelu A obserwowana jest
zwigkszona agregacja PLT oraz odpowiedZ prokoagulacyjna. Klopidogrel skutecznie hamuje
jednak t¢ odpowiedz, niezaleznie od genotypu PAR-1, przy czym dla allelu A znacznie cz¢sciej
obserwowane jest utrzymywanie si¢ wyzsze] reaktywnosci PLT, pomimo leczenia
klopidogrelem, co zwigksza ryzyko zdarzen zakrzepowo-zatorowych i wymusza koniecznosé¢
stosowania dodatkowego leczenia przeciwptytkowego™®2. W przedstawionej pracy
zaobserwowano takie same zalezno$ci migdzy wystepowaniem homozygot A/A i heterozygot
A/T jak w powyzej opisanych badaniach naukowych. Wykazano, ze procentowy udziat
homozygoty AA jest najwickszy w kazdej z badanych grup, heterozygota AT wystgpowata
rzadziej i z porownywalng czestoscig w kazdej z grup, natomiast homozygota TT wystgpowata
bardzo rzadko. Wykazano takze, ze homozygota AA w polimorfizmie 1VS-14 genu PAR-1
wystepowata znaczaco czesciej w grupie pacjentow z MC 1 MZ w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Wskazuje to na silniejsze sktonnosci do aktywacji i agregacji PLT w MC i MZ niz

u 0s6b zdrowych.

5.4. Ocena agregacji mikroplytek (PMP) i plytek krwi (PLT)

Mikroczasteczki pochodzace z PLT (PMP) i mikroczasteczki pochodzace ze $rodbtonka
(EMP) odgrywaja istotng role w procesie angiogenezy™®, poniewaz sa nos$nikami sygnalow
miedzykomodrkowych. Biorg one udziat we wszystkich etapach angiogenezy, wiaczajac w to
proliferacje, migracje oraz tworzenie struktur podobnych do naczyn krwionosnych, poprzez
stymulowanie ruchu komorek $rodblonka i formowanie nowych naczyn®’. W stanach
zaburzonej funkcji $rdédbtonka oraz w stanach zapalnych, jak choroba wiencowa czy
mikroangiopatie zakrzepowe, zaobserwowano znaczacy wzrost stezenia PMP, EMP
I monocytow. W przypadku chor6b naczyniowych mozna zaobserwowac zmiany w zawartosci
mikroczasteczek. Krazace mikroczasteczki odzwierciedlajg procesy aktywacji komorek oraz
uszkodzenia zaréwno krazacych, jak i statych komérek uktadu naczyniowego®®!. EMP
posiadajg ekspresje molekut adhezyjnych, a najbardziej charakterystyczne dla nich sa
kombinacje antygenow CD105+/CD144+. Wzrost populacji mikroczgsteczek wykazujacych
ten zestaw antygenéw moze $§wiadczy¢ o uszkodzeniu naczyn, co z kolei zwigksza ryzyko
powiktan zakrzepowych. EMP wykazuja réwniez ekspresje multimerow vWF°, U pacjentéw

z réznym stopniem zaawansowania choroby wiencowej obserwuje si¢ wzrost EMP (CD31+,
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CD42-)%. Wykazano bezposrednia zalezno$¢ pomiedzy liczbg tych mikroczasteczek
a obrazem naczyn uzyskiwanym w angiografii, zwlaszcza w przypadku zwe¢zenia lewej tetnicy
wiencowej zstepujacej w poréwnaniu z liczbg mikroczasteczek u chorych ze zwezeniem prawe;j
tetnicy wiencowej. Ponadto, wzrost liczby EMP (CD31+, aneksyna V+) koreluje z dysfunkcjg
srodbtonka, co mozna oceni¢ angiograficznie poprzez obnizenie napigcia naczyn w odpowiedzi
na podanie acetylocholiny®®’.

Wzrost poziomu PMP stwierdza si¢ natomiast przede wszystkim w przypadkach
zamkni¢cia naczyh moézgowych, co moze wskazywa¢ na aktywacja PLT w malych
naczyniach®, W stabilnej chorobie wiencowej zaobserwowano wzrost liczby PMP (CD61+,

156 Natomiast u pacjentéow z tetniakiem

CD42b+), co moze sygnalizowac¢ stan prozakrzepowy
aorty brzusznej na powierzchni PMP zauwazono aktywny TF, co sugeruje interakcje PLT
z mikroczgsteczkami pochodzenia monocytarnego oraz ich udziat w procesie tworzenia
zakrzepu®®®. Wzrost subpopulacji PMP oznaczanych jako CD63+ i Selektyna P+ u 0sob z PAD
oraz zawalem serca koreluje z wczesng faza zawatu serca i miazdzyca tetnic'®. Wysokie
stezenie PMP oznaczanych jako CD62+ 1 CD63+ obserwowane jest u pacjentow z chromaniem
przestankowym oraz u osob, ktore doswiadczyty incydentéw niedokrwienia®?.,

Na podstawie otrzymanych wynikow przedstawionych w niniejszej pracy wykazano
istnienie istotnych roznic w udziatach procentowych aktywowanych PMP aktywowanych
w grupach pacjentow z MZ, MC 1 grupy kontrolnej. Wykazano znaczgco nizszy poziom
aktywowanych PMP u pacjentow z MZ w poréwnaniu do pacjentéw z MC oraz istotny wzrost
poziomu zarowno nieaktywowanych jak 1 aktywowanych PMP u pacjentow z MC
w porownaniu do grupy kontrolnej. Analiza z uwzglednieniem ptci wykazata znaczacy wzrost
poziomoéw nieaktywowanych i aktywowanych PMP w grupie kobiet z MC w poréwnaniu
do kobiet grupy kontrolnej, istotny wzrost poziomu nieaktywowanych i aktywowanych PMP
oraz aktywowanych agregatow ptytkowych w grupie kobiet z MZ w poréwnaniu do kobiet z
grupy kontrolnej oraz znaczacy wzrost poziomu aktywowanych agregatow plytkowych u
me¢zezyzn z MC w poréwnaniu do mezczyzn z grupy kontrolnej. W analizie statystycznej
przeprowadzonej z uwzglgdnieniem pici w danym schorzeniu wykazano natomiast znaczaco
wyzszy poziom aktywowanych PMP oraz aktywowanych agregatoéw PLT w grupie kobiet
Z MZ w porownaniu do grupy mezczyzn z MZ oraz do grupy wszystkich pacjentow z MZ.
Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wiec stwierdzi¢, ze prawdopodobnym jest,
ze PMP sa markerem pozwalajacym na réznicowanie pacjentow z MC od pacjentow z MZ.

Otrzymane wyniki sg zgodne z obserwacjami innych zespotéw badawczych, ktore rdwniez

wykazaty wzrost liczby krazacych PMP w roznych chorobach ukladowych, zwlaszcza
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w cukrzycy. Sugeruje to aktywacje komorek, z ktorych si¢ wywodza oraz udzial

mikroczasteczek w niszczeniu $rodblonka®®?

. W T1DM obserwowany jest podwyzszony
poziom PMP, EMP imikroczgsteczek z eksponowang fosfatydyloseryng oraz wzrost
prokoagulacyjnej aktywnos$ci mikroczasteczek'®3, ktore koreluja ze stezeniem HbA1c. Sugeruje
to wystepowanie zwigzku z gospodarka weglowodanowa. W T2DM zaobserwowano jedynie
istotnie wyzsza calkowita liczbe mikroczasteczek z eksponowang fosfatydyloseryna, ale
nie wykazano ich aktywnosci prokoagulacyjnej. Nie zaobserwowano tez wzrostu liczby PMP
(CD42+ i CDA4la+) ani liczby monocytarnych mikroptytek oznaczanych jako CD14+. Brak
obserwowanej zalezno$ci pomiedzy PMP w T2DM najprawdopodobniej wynika z tego,
ze badana grupa pacjentow nie wykazywata powiktan o charakterze makroangiopatii (by¢ moze
okres trwania cukrzycy byt krotki). W dostepnej, biezacej literaturze nie ma natomiast
informacji o tym, by jakikolwiek zespot naukowcéw podjat temat sprawdzenia zalezno$ci
wzrostu liczby PMP od stopnia zaawansowania makroangiopatii cukrzycowej. Wiadomym jest
jedynie, ze u pacjentow z T2DM obserwowane jest wysokie stezenie aktywowanych PLT4)
ktore w miejscu uszkodzenia $ciany naczyniowej powoduja interakcje licznych
glikoproteinowych receptoréw ptytkowych z widéknami kolagenu®. Jak dotad nie wykazano
natomiast podwyzszonego stg¢zenie aktywowanych PMP w T2DM. Przedstawiona w pracy
obserwacja, wskazujaca na znaczaco wyzszy poziom aktywowanych PMP u pacjentow z MC
w porownaniu do pacjentdéw z MZ, jest pionierskim odkryciem, ktory wymaga potwierdzenia
poprzez przeprowadzenie analogicznych eksperymentdow na znacznie wigkszej grupie
pacjentow z MZ 1 MC. Otrzymane wyniki pozwolityby by¢ moze wdéwczas na dokonanie
jednoznacznej oceny znaczenia aktywowanych PMP jako wiarygodnego markera

roéznicujacego makroangiopati¢ cukrzycowa od miazdzycy zarostowe;.

5.5. Oceny iloSciowe wybranych parametrow hemostazy i stanu zapalnego

Aktywacja PLT inicjowana oddziatywaniem PAR* z czynnikiem Xa lub trombing jest
procesem determinujagcym rozwd] miazdzycy, wplywajacym zardwno na powstawanie
| procesowanie blaszki miazdzycowej jak i na zapoczatkowywanie i Wwzmacnianie
towarzyszacemu jej stanowi zapalnemu (i miejscowemu i odpowiedzi Systemowe;j)i®.
Wykazano, ze trombina, poprzez proteolityczng aktywacje receptorow PAR-1, PAR-3 i PAR-
4, precyzyjnie reguluje zaréwno stany fizjologiczne, jak i patologiczne naczynl®. Aktywacja
receptora PAR-2 inicjuje procesy proaterogenne, takie jak indukcja stresu oksydacyjnego,

chemotaksja monocytéw i fibroblastow, indukcja stanu zapalnego, migracja i proliferacja

VSMCs, angiogeneza oraz apoptozal®’. W rezultacie patomechanizméw inicjowanych
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oddziatywaniem trombiny z PAR dochodzi do inicjowania syntezy cytokin zapalnych, takich
jak IL-6 1 IL-8, oraz chemokin typu 2, jak CCL-2, selektyny E, ICAM-1, VCAM-1, TF, a takze

166, Wiele biatek uktadu krzepniecia

proliferacji VSMCs i uwalniania czynnikow wzrostu
przyczynia si¢ do uszkadzania bariery $rodblonkowej, rozwijania stresu oksydacyjnego,
rekrutacji  leukocytow, zapalenia, migracji 1 namnazaniu VSMCs, odpowiedzi
immunologicznej, apoptozy PLT i innych komorek, oraz do intensyfikacji postepu procesow
zwiazanych z angiogeneza'®®1%®, Wzmozona produkcja trombiny w poczatkowych stadiach
miazdzycy rowniez stymuluje PLT i $rodblonek do zwickszonej ekspresji PAR®,
Zaktywowane PLT oddziatywuja nastgpnie ze $rodbtonkiem poprzez interakcje plytkowej
selektyny P z ligandem glikoproteinowym, obecnym na EC (ang. P-Selectin Glycoprotein

Ligand-1, SGL-1). Interakcja ta jest dodatkowo stabilizowana glikoproteing 3.

Na aktywacje PLT wptywaja takie czynniki zwigzane z procesem krzepnigcia jak:
kompleks trombina-antytrombina 1l (TAT), inhibitor fibrynolizy aktywowany trombing
(TAFI) oraz czynnik von Willebranda (vVWF). TAT uwazany jest za czuly wskaznik aktywacji
krzepnigcia (tzw. ,,gotowosci prozakrzepowej”) — przyjmuje si¢, ze pomiar stezenia TAT
odzwierciedla ekspresje trombiny®®. TAFI natomiast ostabia mechanizmy fibrynolizy, sprzyja
rozwojowi powiktan zakrzepowo-zatorowych. U chorych z przewlekla obwodowa
niewydolnos$cig tetnicza w przebiegu miazdzycy wykazano znamienity wzrost stezenia TAT
w surowicy krwil”®, Podobnie w przedstawionej pracy wykazano znaczaco wyzsze poziomy
TAT 1 TAFI u pacjentow z miazdzyca (zarbwno MC jak 1 MZ) w porownaniu do grupy
zdrowych ochotnikdw, co wskazuje na wystgpowanie u nich wyzszej tzw. ,,gotowosci
prozakrzepowej”. Analiza ptci wykazala, Ze w grupie m¢zczyzn z MZ poziom TAT byt
znaczaco wyzszy niz u zdrowych mezczyzn, natomiast w grupie mezczyzn z MC zaré6wno
poziom TAT jak i TAFI byt znaczaco wyzszy niz u zdrowych ochotnikow. W przedstawionej
pracy wykazano takze, ze w obu typach miazdzycy, tj. i MC i MZ poziomy vWF, byty znaczgco
wyzsze niz w grupie kontrolnej. Co ciekawe, tylko réznica poziomoéw vWF byla istotnie nizsza
u pacjentow z MZ w poréwnaniu do pacjentow z MC. Obserwacja ta sugeruje, ze by¢ moze
vWF jest istotnym czynnikiem réznicujacym miazdzyce zarostowag od makroangiopatii
cukrzycowej. Wykazane w przedstawionej pracy znaczaco nizsze uwalnianie vVWF (w postaci
ziarnistosci) z PLT w MZ w poréwnaniu do MC moze wskazywac na zmniejszenie poziomu
adhezji PLT ze $rdédbtonkiem, co w konsekwencji prowadzi do tagodzenia stanu zapalnego
poprzez zmniejszenie liczby czasteczek czynnika VIII — biatka ostrej fazy przenoszonego przez

VWEF. Przedstawione w pracy wyniki sg spdjne z rezultatami przedstawionymi przez inne
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zespoly badawcze, ktore wskazuja na znaczaco wyzsze stezenie VWF u chorych z cukrzyca,
zagrozonych ryzykiem chorob sercowo-naczyniowych w poréwnaniu z grupa zdrowych,
aktywnych fizycznie 0sob'’?, a takze u 0s6b z miazdzyca w poréwnaniu do zdrowych osob*’2.
Interakcja PAR-1 z trombing indukuje takze ekspresje biatek chemotaktycznych dla
monocytéw (MCP-1) w EC i VSMCs'”. MCP-1 jest chemoking, ktéra oddziatywujac ze swoim
receptorem CCR2 (ang. Chemokine Receptor Type 2) stymuluje monocyty do transmigracji
przez miejsca potaczen EC oraz przez btong podstawowa, co nasila dysfunkcje $rodbtonka 172,
W przedstawionej pracy wykazano znaczacy wzrost stezenie MCP-1 w grupie pacjentow z MC
1 MZ w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ponadto analiza z uwzglednieniem ptci wykazata,
ze zarbwno w grupie kobiet jak i w grupie m¢zczyzn z MZ lub MC obserwowane sg znaczaco
wyzsze stezenia MCP-1 niz w grupie kontrolnej. Wykazane w pracy wysokie stezenia MCP-1
sg zgodne z wynikami opublikowanymi przez inne zespoty badawcze, wskazujacymi na
wzmocnienie procesOw zapalnych z udziatem MCP-1 u pacjentow z miazdzyca w poréwnaniu
do 0s6b bez miazdzycy, czy makroangiopatii cukrzycowej 1’417°, Aktywowane monocyty
i makrofagi moga nastepnie syntezowac, udostgpnia¢ i uwalnia¢ czynnik tkankowy (TF),
fosfolipidy (PL), czynnik aktywujacy ptytki (PAF), inne cytokiny prozapalne (IL-1, IL-8, TNF)
leukotrieny, tromboksany, toksyczne metabolity tlenu**. W fizjologicznych warunkach
wysciolka srodblonka nie wykazuje ekspresji TF — natomiast wzrost ekspresji TF pojawia si¢
wowczas w sgsiednich warstwach. W blaszce miazdzycowej TF jest obecny w makrofagach,
VSMCs oraz w pozostatosciach komérek piankowatych w martwiczym rdzeniu blaszki®’®.
Ponadto aktywowane PLT uwalniajg roznorodne chemokiny, np. czynnik ptytkowy 4
(ang. Platelet Factor 4 — PF4), czynniki wzrostu oraz serotoning, stymulujace proliferacje
VSMC. PLT sg takze Zroédtem biatek zwigzanych z uktadem krzepnigcia, takich jak czynnik V,
XI i XIII, oraz biatek zwigzanych z fibrynoliza tj. plazminognu i PAI-1. Fibrynogen, fibryna
oraz jej produkty rozpadu odgrywaja istotne role juz we wczesnych etapach zmian
miazdzycowych, a ich ilo$¢ narasta wraz z postgpem pogrubienia blony wewnetrznej
i rozwojem blaszki'’”. Produkty rozpadu fibryny stymuluja przemieszczanie sie monocytow
i produkcje IL-6. Rozwijajacy si¢ w $cianie tetnicy stan zapalny, wsparty przez procesy
zwigzane z krzepnigciem, moze nasila¢ lokalng produkcje trombiny, indukujac zamkniety cykl
patofizjologicznych procesow, ktore przyczyniaja si¢ do zwigkszenia formowania si¢ skrzeplin
wewnatrz blaszek miazdzycowych, co z kolei prowadzi do ich destabilizacjil’®. Wéwczas
wzrasta stgzenie cytokin, w tym IL-6, uwalnianej przez makrofagi. Do jej gtownych zadan
nalezy regulowanie odpowiedzi immunologicznej poprzez wptyw na aktywacje i proliferacje

limfocytow B. Interleukina ta pobudza takze watrobe do syntezy biatek ostrej fazy, takich jak
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fibrynogen, CRP czy amyloid A, laczac tym samym miejscowa reakcje zapalng z odpowiedzia
systemowg. Badania przedstawione w niniejszej pracy roéwniez wykazaly, ze IL-6 jest
parametrem roznicujacym pacjentoOw z zaburzeniami miazdzycowymi (tj. z MC lub z MZ) od
0s0b zdrowych. Analiza z uwzglednieniem pici rowniez dowiodta, ze 0socza zarowno kobiet
z MC jak i me¢zczyzn z MC wykazuja znaczaco wyzsze poziomy IL-6 niz osocza odpowiednio
kobiet i m¢zczyzn z grupy zdrowej. Podobne obserwacje zauwazyli badacze innego zespotu,
ktorzy oprocz znaczaco podwyzszonego poziomu IL-6 u pacjentow z MC w pordwnaniu
do zdrowych ochotnikow wykazali ponadto, ze poziom IL-6 korelowat z poziomem zwapnienia
tetnic’®.

Toczacy si¢ stan zapalny jest powigzany ze wzmozonym procesem neowaskularyzacji.
Cho¢ zjawisko to nalezy do mechanizméw naprawczych, wywoltywanych uszkodzeniem $ciany
naczynia i warunkuje tworzenie krazenia obocznego, t0 sprzyja rozwojowi miazdzycy.
Zauwazono, ze W blaszkach podatnych na pgkanie obserwuje si¢ dwukrotne zwigkszenie liczby
mikronaczyn, natomiast w pekajacych nawet czterokrotne. W praktyce klinicznej uwaza sig,
ze liczba mikronaczyn koreluje z zaawansowaniem choroby. Mikronaczynia powstajace
w blaszce miazdzycowej charakteryzuja si¢ odmienng strukturg rozgatezien i budowa
w porownaniu do tych w przydance. Inwazja vasa vasorum (sieci mikronaczyn usytuowanych
w obrebie bton zewnetrznych tetnic i zyt, odpowiadajacych za zaopatrywanie duzych naczyn
krwiono$nych) ma miejsce gléwnie w obszarach pgknig¢ blony srodkowej, szczegdlnie
w poblizu rdzenia nekrotycznego. Te naczynia tworzg liczne rozgale¢zienia wokot zewnetrznej
powierzchni rdzenia. Wigkszo$¢ mikronaczyn w zmianie miazdzycowej pozostaje niedojrzala,
charakteryzujac si¢ mniejsza Srednicg niz naczynia w przydance oraz glownie skladajg si¢
z komorek srodbtonka, z niewielkg iloscig perycytow i VSMCs. Sa one podatne na pekanie,
co moze prowadzi¢ do krwawienia do wnetrza blaszki miazdzycowej 1 tworzenia si¢
mikrozakrzepéw. Aktywacja procesow krzepnigcia stymuluje proliferacje VSMC oraz pobudza
je do produkcji sktadnikow tkanki tacznej. W ten sposob, pozornie bezobjawowe krwawienia
w mikrokrazeniu mogg prowadzi¢ do naglego postepu miazdzycy. Proces neowaskularyzacji
odgrywa wigc kluczowa role¢ w pekaniu blaszki miazdzycowej. Mikronaczynia charakteryzuja
si¢ takze zwiekszong przepuszczalno$cia dla elementow morfotycznych, co utatwia komérkom
zapalnym przechodzenie z krwi do naczyn, nasilajac infiltracje plytki przez makrofagi,
€O sprzyja dalszemu rozwojowi angiogenezy. Istnieje wigc pozytywne sprz¢zenie zwrotne:
nowo tworzace si¢ naczynia umozliwiaja przedostawanie si¢ komorek zapalnych do $ciany
naczynia, co nastgpnie stymuluje tworzenie naczyn krwiono$nych. Wykazano, ze liczba

mikronaczyn koreluje z liczbg komodrek zapalnych obecnych w zmianie miazdzycowej, a nie
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z gruboscig samej blaszki miazdzycowej. Proces angiogenezy w miazdzycy jest ztozony, gdyz
obejmuje: autoliz¢ macierzy zewnatrzkomorkowej, migracje 1 proliferacj¢ komorek
srodbtonka, VSMCs i perycytow, a takze tworzenie i dojrzewanie nowych struktur
naczyniowych®. Gtéwnymi czynnikami stymulujacymi angiogeneze sa niedotlenienie
i lokalne procesy zapalne, ktore aktywuja ekspresj¢ czynnikOw wzrostu np.: czynnika wzrostu
srodbtonka naczyniowego (VEGF), ptytkowego czynnika wzrostu (PDGF), podstawowego
czynnika wzrostu fibroblastow (b-FGF) oraz ich receptoréw. VEGF pobudza proliferacj¢ EC
oraz inicjuje proces angiogenezy, natomiast PDGF i b-FGF odpowiadajg za dojrzewanie nowo
powstatych struktur naczyniowych. PDGF uwazany jest za kluczowy czynnik odpowiedzialny
za dojrzewanie nowych naczyn!®!, ktéry reguluje i réznicuje podziaty komorkowe, wptywajac
tym samym na napigcie naczyn krwiono$nych. PDGF 1 inne czynniki wzrostowe stymuluja
komorki mie$ni gladkich btony §rodkowej do migracji w kierunku gornych warstw blony
wewnetrznej, a nastepnie do podziatdéw 1 wytwarzania elementow tkanki tacznej (kolagenu,
elastyny i proteoglikanow). W ten sposob powstaje wioknista powloka, pokrywajaca pierwotng
zmiang miazdzycowa. Formowanie tej tzw. czapeczki lacznotkankowej ma na celu ostonigcie
toksycznych elementéw zmiany miazdzycowej i uwazane jest za objaw korzystnych procesow
gojenia. Ponadto PDGF uwazany jest (podobnie jak PF-4) za marker czynnosci PLT.
W przedstawionej pracy wykazano, znaczaco podwyzszony poziom PDGF w grupie pacjentow

z MC 1 MZ w poréwnaniu do zdrowych ochotnikow.

5.6. Badanie roznic miedzy miazdzyca zarostowa i makroangiopatia cukrzycowg

Analiza interakcji zachodzacych w badanej grupie pacjentow (MZ 1 MC) wykazata, ze
znacznie wyzsza szans¢ na MZ maja osoby z niskim odsetkiem mikroptytek przy jednoczesnie
niskiej aktywacji PAR-1 (obecnego na ptytkach w tym mikroptytkach) za pomoca TRAP.
Oznacza to, ze aktywacja ptytek krwi (przy wysokim st¢zeniu mikroptytek) trombing
obserwowana jest czesciej u chorych z MC. Ta sama analiza (Rycina 4.13.C-D), w ktorej
wnioskowaniem objeto populacje, z ktorej pochodzita badana grupa pacjentow wykazata, ze
nie tyle sama liczba mikroptytek, a jej zwiazek z aktywacja PAR-1 przez TRAP wplywa na
szans¢ na MZ. U 0s6b z posrednimi wartoSciami PAR-TRAP (20 — 26%) nawet przy wysokim
odsetku mikroptytek obserwuje si¢ zwigkszong (ok. 2-krotnie) szans¢ na MZ. Najmniejsze

szanse na MZ obserwuje si¢ u dla PAR-1 + TRAP > 26% i odsetku mikroptytek < 15%.
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6. WNIOSKI

1. Wykazano istotnie nizsze wartosci BMI, stezenia glukozy i stezenia mocznika oraz istotnie
nizsze wartos$ci wspotczynnika dystansu chromania w grupie pacjentéw z miazdzycg zarostowa

w poréwnaniu do grupy pacjentdw z makroangiopatig cukrzycowa.

2. PLT os6b z makroangiopatiag cukrzycowa wykazaly wyzsza predyspozycje do inicjacji
i rozwoju zaburzen miazdzycowych przebiegajacych z aktywacjg PAR-1 niz PLT osob
z miazdzycg zarostowa, przy czym ekspresja PAR-1 na aktywowanych PLT me¢zczyzn
z miazdzyca zarostowa zachodzita znaczaco intensywniej niz na aktywowanych PLT kobiet

Z miazdzyca zarostowa.

3. Wykazano, ze w grupie z makroangiopatia cukrzycowa znaczaco czesciej wystepowaty
mutacje w genu PAR-1 (-506 D/D; IVS-14 AJ/A) sprzyjajace aktywacji i agregacji PLT,
natomiast w grupie z miazdzyca zarostowa mimo cze¢stego wystgpowania homozygoty IVS-14
AJA, ekspresja PAR-1 byta nizsza by¢ moze dlatego, ze w grupie tej czgéciej wystepowala

heterozygota -506 1/D. Wskazuje to na protekcyjne wlasciwosci allelu 1.

4. Aktywowanie mikroplytek za pomoca TRAP okazalo si¢ uzyteczng metoda W réznicowaniu
grupy pacjentdow z miazdzycg zarostowa od grupy pacjentdéw z makroangiopatia cukrzycowa.
Obserwacje t¢ nalezy jednak potwierdzi¢ poprzez przeprowadzenie badan na znacznie wigkszej

grupie pacjentow.

5. Wykazano istotnie nizsze stgzenia VWF w grupie pacjentow z miazdzyca zarostowa
w porownaniu do grupy pacjentdow z makroangiopatia cukrzycowa, c0 W konsekwencji
przyczynia si¢ do wolniejszego przebiegu proceséw miazdzycogennych i zapalnych — nizszy
poziom VWF zmniejsza zarowno adhezj¢ PLT do $rodblonka oraz liczbe czasteczek czynnika

VIII (biatka ostrej fazy) przenoszonego przez vWF.

6. Analiza interakcji wykazata, ze cho¢ odsetek mikroptytek nie wpltywal na szans¢ na MZ
(wsrdd chorych na MZ lub MC), to przy wysokich wartosciach odsetka mikroptytek (powyzej
23%) nasilenie aktywacji PAR-1 przez TRAP (substytut trombiny) stawato si¢ czynnikiem

zwigkszajacym szans¢ na MZ.
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7. STRESZCZENIE

Wstep:

Miazdzyca to przewlekle zapalenie tetnic, w wyniku ktorego w $rédbtonku naczyn
formowane sg charakterystyczne zmiany (najpierw tzw. pierwotne czopy hemostatyczne, ktore
przeksztalcane s3 nastepnie w blaszki miazdzycowe). Proces ten ma charakter
zwyrodnieniowy, przy czym moze ulega¢ zaréwno progresji jak i regresji. Jest to spowodowane
ztozong etiologia dysfunkcji srodbtonka naczyn, wynikajaca z dziatania r6znych czynnikow,
zaangazowanych w: zaburzenia metabolizmu lipidow, transmigracj¢ monocytow i ich
przeksztatcanie w makrofagi, reakcje immunologiczne, neowaskularyzacj¢ oraz zwigkszong
indukcje procesow krzepniecia krwi, w ktorej kluczowa role odgrywaja ptytki krwi (PLT).

Receptory aktywowane proteazami (PAR) obecne na powierzchni PLT umozliwiaja
interakcj¢ trombiny z PLT, w wyniku ktorej dochodzi do inicjowania wewnatrzkomoérkowych
szlakow sygnalowych. Prowadzi to do uwalniania czynnikow zapalnych, rekrutacji
leukocytow, adhezji PLT do sroédbtonka (w ktorej istotng rolg odgrywa rowniez czynnik von
Willebranda, vWF) oraz powstawania obrzeku. Poniewaz aktywacja receptorow PAR jest
pierwszym etapem w interakcji PLT ze $rédbtonkiem, etap ten uwazany jest za kluczowy cel
terapeutyczny i diagnostyczny.

Cele pracy:

e analiza ekspresji powierzchniowego PAR-1 w PLT i w mikroptytkach krwi (PMP)
aktywowanych syntetycznym analogiem trombiny (TRAP) w przebiegu miazdzycy
zarostowej (MZ), makroangiopatii cukrzycowej w cukrzycy typu 2 (MC) i w grupie
kontrolnej (bez rozpoznanej miazdzycy)

e ocena wplywu wybranych polimorfizméw genetycznych PAR-1 na rozwoj i rokowania
wMZiMC

e okreslenie zaleznosci pomiedzy stgzeniem PAR-1, a warto§ciami wybranych parametréw
antropometrycznych, metabolicznych, klinicznych oraz hemostazy i stanu zapalnego

e proba ustalenia znaczenia aktywacji PMP w patogenezie MZ i MC

e sprawdzenie przydatnosci cytometrycznego obrazowania PMP

Material:

Badang grupe stanowili:

e pacjenci z MC (n=34; wiek: 60,88+7,51)

e pacjenci z MZ (n=43; wiek: 56,69+5,72)

e grupa kontrolna, wolontariusze bez miazdzycy (n=18; wiek:57,50+2,12)

Metody:

e W celu okreslenia aktywacji PAR-1 w PLT 1 PMP przeprowadzono cytometri¢
przeptywowa z udzialem odpowiednich przeciwcial; badaniu poddawano osocza
bogatoptytkowe potraktowane uprzednio (bgdz nie) roztworem TRAP

e Ekspresji PAR-1 dokonywano na poziomie transkrypcji technikg RT-PCR

e W badaniach okreslono 3 typy polimorfizméw PAR-1 [506 I/D (dbSNP: rs35900074), 1426
C/T (dbSNP: rs32934), IVSn-14 (dbSNP: rs168753)]

e Okreslono zdolnosci PLT 1 PMP do agregacji technikg agregometrii

e Przeprowadzono obrazowanie PMP za pomoca cytometrii przeptywowej

e Dokonano oceny ilo$ciowej wybranych czynnikow hemostazy i stanu zapalnego za pomoca
testow ELISA

e Korzystano z danych laboratoryjnych i klinicznych zarchiwizowanych w elektronicznym
systemie szpitalnym (KS-MEDIS)

Analize statystyczng przeprowadzono w programie Statistica 13.3 na licencji Uniwersytetu

Medycznego we Wroctawiu. Réznice migdzy MC oraz MZ badano za pomoca modelowania

szansy wystepowania miazdzycy wsrdd uczestnikow badania chorujacych na MZ lub MC.
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Projekt uzyskat zgod¢ Komisji Bioetycznej nr KB-174/2011.

Badania miaty charakter pilotazowy.

Wyniki:

e |stotny wzrost ekspresji PAR-1 aktywowanych TRAP w grupie z MC w poréwnaniu do
grupy z MZ 1 grupy kontrolnej (25,31+10,18 vs. 18,63+£12,98 vs. 17,1448,72%; p=0,030,
p=0,011 — odpowiednio)

e W kazdej z badanych grup dominowaty homozygoty -506 D/D

e W grupie z MC znaczaco cze¢sciej wystgpowaly mutacje genu PAR-1 (-506 D/D; IVS-14
A/A) sprzyjajace aktywacji 1 agregacji PLT, natomiast w grupie z MZ, mimo czestego
wystepowania homozygoty IVS-14 A/A, ekspresja PAR-1 byta nizsza

e Wykazano znaczaco nizszy poziom aktywowanych PMP w grupie z MZ w pordwnaniu do
grupy z MC (15,56+13,82 vs. 23,25+15,95%; p=0,045) oraz istotny wzrost poziomu
zaréwno nieaktywowanych (19,21+14,33, vs. 9,59+5,80%; p=0,007) jak i aktywowanych
PMP (23,25+15,95 vs. 11,51£10,70%; p=0,003) u pacjentow z MC w poréwnaniu do grupy
kontrolnej

e Wykazano istotnie nizsze st¢zenie VWF w grupie z MZ w poréwnaniu do grupy z MC
(153,45+28,12 vs. 174,36+33,24%; p=0,013)

e Analiza interakcji wykazala, ze u pacjenta ze wzgledna liczbg PMP rownag 10,90%, wzrost
PAR-1+TRAPI o 1 punkt procentowy powodowal zmniejszenie szansy na wystgpowanie
MZ o 5,93% natomiast wzrost BMI o 1 powodowal zmniejszenie szansy na wystepowanie
MZ o 24,84%

Whioski:

1. Wykazano istotnie nizsze wartosci BMI, stezenia glukozy i stezenia mocznika oraz istotnie

nizsze wartosci wspotczynnika dystansu chromania w grupie z MZ w poréwnaniu do grupy

z MC.

2. PLT os6b z MC wykazaly wyzsza predyspozycje do inicjacji i rozwoju zaburzen

miazdzycowych przebiegajacych z aktywacja PAR-1 niz PLT oséb z MZ, przy czym ekspresja

PAR-1 na aktywowanych PLT me¢zczyzn z MZ zachodzila znaczaco intensywniej niz na

aktywowanych PLT kobiet z MZ.

3. Wykazano, ze w grupie z MC znaczgco cz¢sciej wystgpowaly mutacje w genu PAR-1 (-506

D/D; IVS-14 A/A) sprzyjajace aktywacji i agregacji PLT, natomiast w grupie z MZ, mimo

czestego wystgpowania homozygoty IVS-14 A/A, ekspresja PAR-1 byta nizsza, co moglto by¢

spowodowane tym, ze w grupie tej czgsciej wystepowata heterozygota -506 1/D; wskazuje to

na protekcyjne wtasciwosci allelu I.

4. Aktywowanie PMP za pomocg TRAP okazato si¢ uzyteczng metoda w réoznicowaniu grupy

zMZ od grupy z MC. Obserwacje te nalezy jednak potwierdzi¢ poprzez przeprowadzenie badan

na znacznie wigkszej populacji pacjentow.

5. Wykazano istotnie nizsze stezenia vVWF w grupie z MZ w poroéwnaniu do grupy z MC, co

w konsekwencji przyczynia si¢ do wolniejszego przebiegu procesow miazdzycogennych

I zapalnych — nizszy poziom vWF zmniejsza zarowno adhezj¢ PLT do $rodblonka oraz liczbe

czasteczek czynnika VIII (biatka ostrej fazy) przenoszonego przez vWF.

6. Analiza interakcji wykazata, ze cho¢ odsetek PMP nie wptywat na szans¢ na MZ (wsrdd

chorych na MZ lub MC), to przy wysokich wartosciach odsetka mikroptytek (powyzej 23%)

nasilenie aktywacji PAR-1 przez TRAP (substytut trombiny) stawalo si¢ czynnikiem

zwigkszajacym szans¢ na MZ.

7. Badania sugeruja, ze PAR-1 obecny zaréwno na PLT jak i PMP moze okazaé sie

potencjalnym parametrem diagnostyczno-terapeutycznym w MZ i MC, co jednak wymaga

potwierdzenia w kolejnych badaniach.
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8. ABSTRACT

Introduction:

Atherosclerosis is a chronic inflammation of the arteries, leading to the formation of
characteristic lesions in the endothelium ( hemostatic plugs which later transform into
atherosclerotic plagques). This process is degenerative variable in its development over time. It
is caused by the endothelial dysfunction of various, complex etiology, resulting from various
factors involved in lipid metabolism disorders, monocyte transmigration and transformation
into macrophages, immune response, neovascularization, and increased induction of
coagulation processes, where platelets (PLT) play a key role.

The expression of protease-activated receptors (PAR) on the surface of PLT enable the
interaction between thrombin and PLT, initiating intracellular signaling pathways. This leads
to: the release of inflammatory factors, leukocyte recruitment, PLT adhesion to the endothelium
(where the von Willebrand factor, vVWF, also plays a significant role), and the formation of
edema. Since the activation of PAR receptors is the first step in the interaction of PLT with the
endothelium, controlling this step is considered a key therapeutic and diagnostic target.
Objectives:

e Analyze surface PAR-1 expression in PLT and blood microparticles (PMP) activated by
the synthetic thrombin analog (TRAP) in the course of obliterative atherosclerosis (AO),
diabetic macroangiopathy in type 2 diabetes (MD), and in the control group (without
diagnosed atherosclerosis).

« Evaluate the impact of selected PAR-1 genetic polymorphisms on the development and
prognosis of AO and MD.

o Determine the relationship between PAR-1 levels and selected anthropometric, metabolic,
clinical, and hemostatic and inflammatory parameters.

o Assess the significance of PMP activation in the pathogenesis of AO and MD.

o Test the usefulness of cytometric PMP imaging.

Materials: The study group consisted of:

o Patients with MD (n=34; age: 60.88+7.51)

o Patients with AO (n=43; age: 56.69+5.72)

e Control group - volunteers without atherosclerosis (n=18; age: 57.50+2.12).

Methods:

o Flow cytometry with appropriate antibodies was used to determine PAR-1 activation in
PLT and PMP. Platelet-rich plasma, pre-treated or not with TRAP solution, was analyzed.

o PAR-1 expression was measured at the transcription level using RT-PCR.

e Three types of PAR-1 polymorphisms were identified [506 I/D (dbSNP: rs35900074),
1426 C/T (dbSNP: rs32934), IVSn-14 (dbSNP: rs168753)].

e The aggregation ability of PLT and PMP was assessed using aggregometry.

o PMP imaging was performed by flow cytometry.

e Quantitative evaluation of selected hemostasis and inflammatory factors was conducted
using ELISA tests.

o Laboratory and clinical data archived in the hospital's electronic system (KS-MEDIS) were
used.

Statistical analysis was performed using Statistica 13.3 under the license of the Wroclaw

Medical University. Differences between MD and AO were studied by modeling the likelihood

of atherosclerosis among participants with AO or MD.
The project received the Bioethics Committee approval No. KB-174/2011.
The study was of a pilot nature.
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Results:

A significant increase in PAR-1 expression activated by TRAP in the MD group compared
to the AO and control groups (25.31£10.18 vs. 18.63£12.98 vs. 17.144+8.72%; p=0.030,
p=0.011 — respectively).

Homozygotes -506 D/D predominated in all study groups.

Mutations in the PAR-1 gene (-506 D/D; IVS-14 A/A) promoting PLT activation and
aggregation were significantly more common in the MD group, while in the AO group,
despite the frequent occurrence of IVS-14 A/A homozygotes, PAR-1 expression was
lower.

Significantly lower levels of activated PMP in the AO group compared to the MD group
(15.56£13.82 vs. 23.25+15.95%; p=0.045) and a significant increase in both non-activated
(19.21+14.33, vs. 9.59+5.80%; p=0.007) and activated PMP (23.25+15.95 ws.
11.51£10.70%; p=0.003) in MD patients compared to the control group.

Significantly lower vWF levels in the AO group compared to the MD group (153.45+28.12
vs. 174.36+33.24%; p=0.013).

Interaction analysis showed that in a patient with a relative PMP count of 10.90%, an
increase in PAR-1+TRAP1 by 1 percentage point reduced the likelihood of AO by 5.93%,
while an increase in BMI by 1 reduced the likelihood of AO by 24.84%.

Conclusions:

1.

Significantly lower BMI, glucose levels, and urea levels, as well as a significantly lower
claudication distance coefficient, were demonstrated in the AO group compared to the MD
group.

PLTs from MD patients showed a higher predisposition to initiating and developing
atherosclerotic disorders with PAR-1 activation than PLTs from AO patients, with
significantly more intense PAR-1 expression on activated PLTs in AO men compared to
AO women.

The MD group had significantly more frequent PAR-1 gene mutations (-506 D/D; 1VS-14
AJ/A) promoting PLT activation and aggregation. In contrast, the AO group, despite the
frequent occurrence of 1VS-14 A/A homozygotes, had lower PAR-1 expression, possibly
due to the more frequent occurrence of -506 I/D heterozygotes, indicating the protective
properties of the | allele.

PMP activation by TRAP proved useful in differentiating the AO group from the MD
group. However, this observation needs to be confirmed by studies on a much larger patient
population.

Significantly lower VWF levels were found in the AO group compared to the MD group,
which contributes to slower atherogenic and inflammatory processes. Lower vVWF levels
reduce both PLT adhesion to the endothelium and the number of factor VIII molecules (an
acute phase protein) transported by vVWF.

Interaction analysis showed that while the percentage of PMP did not affect the likelihood
of AO (among patients with AO or MD), at high PMP percentages (above 23%), the
intensity of PAR-1 activation by TRAP (thrombin substitute) became a factor increasing
the likelihood of AO.

The studies suggest that PAR-1, present on both PLT and PMP, may become a potential
diagnostic-therapeutic parameter in AO and MD, although this requires confirmation in
further research.
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10. OZNACZENIE SKROTOW
ADP adenozynodifosforan
AGEs koncowe produkty zaawansowanej glikacji
ALAT aktywnos$¢ aminotransferazy alaninowej
AP2 biatko adaptorowe 2
APC aktywne biatko C
APC Allophycocyanina
AspAT aktywnos¢ aminotransferazy asparaginowej
ATP adenozynotrifosforan
bFGF czynnik wzrostu podstawowy fibroblastow
BMI wskaznik masy ciata
BSA albumina wotowa
CD antygen powierzchniowy
COX-2 cyklooksygenaza 2
CRP reaktywnego biatka C
CTGF czynnik wzrostu tkanki facznej
DAF czynnik przyspieszajacy rozktad
DAG diacyloglicerol
DEGs zmiana ekspresji genow
DM cukrzyca
DTNB kwas 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoesowy
EDTA kwas wersenianowy
EIA test immunoenzymatyczny
ELISA test immunoenzymatyczny
EMP mikroczasteczki pochodzace z komoérek srodblonka
eNOS syntaza tlenku azotu

EPCR receptor dla endotelialnego biatka C

112



FACS system sortowania komodrek aktywowanych fluorescencja
FITC lIzotiocyjanian fluoresceiny

FSC rozrzut przedni

GEF czynnik wymiany guaninina-nukleotydy

GGTP aktywnos¢ gammaglutamylotransferazy

GP glikoproteina

GPCR receptory sprzezone z biatkiem G

HbAZ1c hemoglobina glikowana

HDL lipoproteiny o wysokiej gestosci

hsCRP wysokowrazliwe biatko C-reaktywne
ICAM-1czasteczka adhezji migdzykomorkowe;j

IL-6 interleukina 6

IP3 1,4,5-trifosforanu inozytolu

K/R wskaznik kostka/ramig

LDL lipoproteiny o niskiej gegstosci

LDLG gen receptora dla LDL

LEU leukocyty

Lp(a) lipoproteina (a)

LTA agregometria optyczna oparta na pomiarze swiatla widzialnego
MC makroangiopatia cukrzycowa

MCP-1 biatko chemotaktyczne dla monocytow

MLCK kinaza tancucha lekkiego miozyny

MMP metaloproteinazy macierzy

MP mikroptytki

MZ miazdzyca zarostowa

NCEP Narodowego Programu Edukacji Cholesterolowej Panelu III Leczenia Dorostych

NF-kB czynnika transkrypcji fancucha kappa B
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NO tlenek azotu

OB odczyn Biernackiego

oxLDL oksydowany LDL

PAD choroba tetnic obwodowych
PAF czynnik aktywujacy ptytki

PAF-AH poziom aktywno$ci czynnika aktywujacego ptytki
PAI-1 inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1

PAOD obwodowa niewydolnos¢ tetnicza
PAR-1 receptor aktywowany proteazg

PBS bufor fosforanowy bez Ca** Mg?*

PDGF ptytkopochodny czynnik wzrostu
PECAM-1 czasteczka adhezyjna komorek $§rdédblonka plytek krwi 1
PF4 czynnik ptytkowy

PGI2 prostacyklina

PKC kinaza biatkowa C

PLT ptytki krwi

PMP mikroczasteczki pochodzace z ptytek krwi
PPP osocze ubogoptytkowe

PRP osocze bogatoptytkowe
PSGL-1 glikoproteinowy ligand-1 selektyny P

PT czas protrombinowy

RT-PCR odwrotnej transkrypcji tahcuchowej reakcji polimeryzacji

SCORE ang. Systematic COronary Risk Evaluation

SNP polimorfizm pojedynczego nukleotydu

SPECAM-1 rozpuszczalna forma ptytkowo-srédblonkowego czynnika adhezyjnego
SSC rozrzut boczny

TAFI aktywowany trombing inhibitor fibrynolizy
TAT kompleks trombina-antytrombina
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T2DM cukrzyca typu 2

TF czynnik tkankowy

TM trombomodulina

TNF-a czynnika martwicy nowotworu o

TRAP peptyd aktywujacy receptor trombinowy
TXAZ2 tromboksan

VCAM-1 czgsteczka adhezyjna komoérek naczyniowych 1
VEGFR receptor dla czynnika wzrostu srodbtonka
VSMCs komorki migéni gtadkich naczyn

VWEF czynnik von Willebranda

WHO Swiatowa Organizacja Zdrowia

WHR stosunek obwodu talii do obwodu bioder
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12. DODATEK

12.1. Budowa i regulacja funkcja sSrodblonka

Srodbtonek (ang. Endothelium, EC) stanowi integralna cze$¢ naczynia niezaleznie
od jego $rednicy, funkcji czy lokalizacjil®®. Jego powierzchnia wynosi kilkaset metrow
kwadratowych'®” i czyni go najwiekszym narzadem ciata. Zbudowany jest z pojedynczej,
ciggle] warstwy wysoko zroznicowanych, wyspecjalizowanych komorek, skierowanych
do $wiatta naczynia. Komorki te sg bezposrednio eksponowane na dziatanie pulsacyjnego
przeptywu elementow morfotycznych i makroczasteczek krazacych we krwi, przy czym maja
one ograniczong zdolno$¢ do regeneracji.

Srédbtonek, poza swoja funkcja fizyczng i anatomiczna jako bariera oddzielajaca
srodowisko wewnatrznaczyniowe od zewnatrznaczyniowego, odgrywa aktywna biologicznie
role jako dynamiczna i plastyczna powierzchnia styczna, przenoszaca sygnaly biochemiczne
I biomechaniczne. Na powierzchni¢ $ciany tetnicy oddzialuja napr¢zenia rozciggajace
i Scinajace, ktore przyczyniajg si¢ do powstawania blaszek miazdzycowych np. oscylacyjne sity
$cinajace dziatajac w okreslonych lokalizacjach (zakrgty wewnetrzne naczyn, rozwidlenia oraz
miejsca odgatezienia) powoduja uszkodzenia §rodbtonka’® i rozwijanie blaszki miazdzycowe;.
Srodblonek bierze takze udziat wréznych procesach np. krzepniecia i fibrynolizy,
angiogenezy, regulacji ci$nienia tetniczego, ukladu immunologicznego®®, Jest
zaangazowany w interakcje z lokalnym 1 ogdlnoustrojowym $rodowiskiem; modyfikacja cech
fenotypowych s$rodblonka wptywa na regulacje hemostazy lub na inicjowanie 1 rozwoj
zaburzen naczyniowych!9%1%,

Warstwa ochronng $rédbtonka jest glikokaliks (ang. Glycocalyx, GCX)!82192 bedacy
ujemnie natadowang warstwa biatkowo-glikozaminowa, zbudowana z réznych tancuchow
glikozaminoglikanow (ang. Glycosaminoglycans, GAGS), takich jak siarczan heparanu (ang.
Heparan Sulphate, HS), kwas hialuronowy (ang. Hyaluronic Acid, HA) i siarczan chondroityny
(ang. Chondroitin Sulfate, CS), potaczonych z rdzeniami biatkowymi, ktére zakotwiczaja

GAGs w btonie komorkowej (Rycina D.1.).
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Rycina D.1. Glikokaliks ochronny $rodblonka (EC GCX):!¥ a — wybrane sktadniki EC GCX'3; b —
kapilara mig$nia sercowego’®; ¢ i d — hodowla EC GCX odpowiednio szczura i wotu418

Glikokaliks pelni kluczowa role w regulacji funkcji komorek srddbtonka oraz stanu
naczyn tetniczych, gdyz stanowi fizyczng barierg dla réznych molekut, np.: LDL, komoérek
stanu zapalnego oraz ptytek krwi (ang. Platelets, PLT). Umozliwia on komoérkom $rodbtonka
wykrywanie iregulowanie sit hemodynamicznych oraz zmian pojawiajacych si¢
W przeptywajacej krwi'®®. Przy zaburzonym przeptywie krwi glikokaliks staje sie cienszy
I mniej stabilny, co prowadzi do zaktocen w redystrybucji potaczen migdzykomorkowych oraz
zaburzen szlakow przekazywania sygnatow, skutkujac m.in. utrata funkcji ochronnej. Takie
zmiany wywoluja  dysfunkcje¢ S$rodblonka, aw konsekwencji rozwoj  procesow
miazdzycowych!®1%  Utrata integralnosci glikokaliksu powoduje odstoniecie czasteczek
adhezyjnych dla PLT oraz leukocytow (ang. Leucocyte, LEU) na powierzchni $rodbtonka,
co umozliwia tym krwinkom osigganie $rodbtonka. Zwigkszona przepuszczalno$¢ ulatwia
takze czasteczkom LDL dostawanie si¢ do $rodblonka, ktory dotkniety procesem
miazdzycowym, stwarza warunki prowadzace do utlenienia LDL. Prowadzi to do stopniowego

)1%2_ Cho¢ utrata

narastania blaszki miazdzycowej oraz tworzenia si¢ zakrzepow (aterotromboza
integralnosci glikokaliksu koreluje z formowaniem si¢ blaszek miazdzycowych, to w praktyce
klinicznej nie jest uznawana za czynnik ryzyka chordb sercowo-naczyniowych. Niemniej
jednak, wiadomo, ze czynniki ryzyka miazdzycy, takie jak: nadci$nienie, starzenie sig,
cukrzyca 1 otytos¢, prowadza do uszkodzenia glikokaliksu $rodbtonka, podkreslajagc tym
samym znaczenie tej struktury w patogenezie zaburzen sercowo-naczyniowych!®3,
Nagromadzenie blaszek miazdzycowych powoduje sztywnienie $ciany naczynia. Blaszka

miazdzycowa moze sta¢ si¢ niestabilna i pekaé, co prowadzi do uwolnienia skrzepliny
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do $wiatta tetnicy. Skrzeplina ta moze pozosta¢ na powierzchni §ciany naczynia lub by¢
przenoszona z krwia, powodujac zatorowo$¢ naczyn tetniczych w odleglych miejscach?%,
Zmieniony $rodbtonek nie jest w stanie zapewni¢ prawidtowego rozkurczu naczyn, co
zaburza przeptyw krwi. Dochodzi do uposledzenia syntezy prostacyklin oraz zwigkszonego
wydzielania roznych czynnikéw skurczajacych naczynia, takich jak endotelina 1, czy tlenek
azotu (NO), ktory jest wydzielany z L-argininy w reakcji katalizowanej przez syntaze¢ tlenku
azotu (ang. Nitric Oxide Synthase, eNOS)?2. NO reguluje naprezenie migéni gtadkich tetnic,
zapewniajac im wilasciwe funkcjonowanie, a takze ogranicza przyleganie leukocytow i phytek
krwi do $rédblonkal®. Indukuje réwniez procesy regeneracyjne w $rodblonku, utrudnia
przemieszczanie si¢ komorek mie$ni gladkich z warstwy $rodkowej do wewngetrznej
naczynia'®, przyczynia si¢ do utrzymywania rownowagi skurczu oraz przeciwdziata stanom
zapalnym $ciany tetnicy*®®*'%. Obnizony poziom tlenku azotu (NO) prowadzi do procesow
proaterogennych, takich jak: wzmozony skurcz tetnic, zwickszona adhezja PLT do srodbtonka,
utleniajace modyfikacje lipoprotein zgromadzonych w blonie wewnetrznej, efekt
proliferacyjny® i migracyjny komorek migsni gtadkich naczyn (ang. Vascular SMooth Cells,
VSMCs)*, adhezja i infiltracja $rodblonka przez monocyty i limfocyty, ktére migrujac
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do przestrzeni podsrodbtonkowej inicjuja lokalne stany zapalne**’. Obnizenie wydzielania NO

ma istotne konsekwencje dla reakcji immunologiczno-zapalnych w $cianie naczynial®%.

12.2. Czynniki wplywajace na rozwdj dysfunkcji Srodblonka

Na rozwoj dysfunkcji srodbtonka wptywa wiele czynnikow m.in. zaburzenia
metabolizmu lipidowego, transmigracja monocytéw 1 ich przeksztalcanie si¢ w makrofagi,
odpowiedZ  immunologiczna  kontrolowana  przez  limfocyty T,  wewnatrz-
I zewnatrzkomorkowa akumulacja lipidow, wzmozona neowaskularyzacja oraz aktywacja
procesoOw krzepnigcia krwi.

Zaburzenia metabolizmu lipidowego wptywaja na modyfikacje funkcji 1 budowy
komorek $rodbtonka (ang. Endothelium Cells, EC). Hipercholesterolemia indukuje zmiany
strukturalne EC — ekspozycja na krew o wysokim poziomie cholesterolu i trojglicerydow
prowadzi do przejécia tych komoérek w tzw. fenotyp wydzielniczy'®®. Potaczenia miedzy
komorkami srodbtonka stajg si¢ bardziej przepuszczalne, a sity Scinajace dziatajace na $ciang
naczynia utatwiajag LDL osigganie blony wewnetrznej (poprzez zwigkszony nacisk) powodujac
mikrourazy §rodbtonka. Ponadto LDL moga wigzac¢ si¢ z proteoglikanami btony wewnetrznej

za pomocg apolipoproteiny B (komponentu biatkowego LDL)?°. Minimalnie zmienione

122



czgsteczki LDL (mmLDL) przedostaja si¢ do przestrzeni subintimalnej, gdzie ulegaja r6znym
modyfikacjom w wyniku utleniania, przeksztalcajac si¢ w oksydowane LDL (oxLDL)%*. LDL

202 \\/ warunkach

mogg takze dostawac si¢ do przestrzeni subintimalnej poprzez transcytoze
prawidtowych EC nie dopuszczaja do adhezji ani migracji krwinek biatych, jednak rezultatem
dysfunkcji jest zwickszona ekspresja adhezyn, przede wszystkim naczyniowej czasteczki
przylegania komorkowego typu 1 (ang. Vascular Cell Adhesion Molecule 1, VCAM-1,;
CD106). Ligandem dla VCAM-1 jest integryna VLA-4 (ang. Very Late Antygen 4), ktora
znajduje sie tylko na monocytach i limfocytach T®. Do $rodbtonkowych czastek adhezyjnych
nalezg rowniez: selektyna E (CD62E), selektyna P (CD62P), ICAM-1 (ang. Intercellular
Adhesion Molecule-1; CD54), ICAM-2 (ang. Intercellular Adhesion Molecule-2; CD102)
i PECAM-1 (ang. Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1). Z badan
epidemiologicznych wynika, Ze st¢zenia rozpuszczalnych postaci tych czastek krazacych we
krwi koreluja ze stopniem rozwoju miazdzycy®'.

Na dysfunkcje $§rodbtonka wptywaja réwniez monocyty, ktére w procesie transmigracji
przechodza przez miejsca potaczen EC oraz przez blone podstawowq. Transmigracja
stymulowana jest chemokinami produkowanymi przez EC oraz przez VSMCs’3, np. biatkiem
chemotaktycznym monocytow typu 1 (ang. Monocyte Chemoattractant Protein-1, MCP-1)
i jego receptorem CCR2 (ang. Chemokine Receptor Type 2). Monocyty osadzone w $cianie
naczynia ulegaja przemianom, ktére prowadza do ich namnazania i przeksztalcenia si¢
w aktywne makrofagi. Ten proces inicjowany jest czynnikiem stymulujacym kolonie
monocytow (ang. Macrophage Colony-Stimulating Factor, M-CSF), ktory rowniez jest
produkowany przez EC i przez VSMCs. Makrofagi rozpoczynajg oczyszczanie Sciany naczynia
poprzez usuwanie oXLDL?% — na powierzchni makrofagdéw pojawiaja si¢ receptory zmiatajace,
umozliwiajace wchtanianie aterogennych LDL, np. receptory zmiatajace A (ang. Scavenger
Receptors A, SR-A, CD204) oraz receptory zmiatajace B (ang. Scavenger Receptors B, SR-B,
CD36). Ekspresja tych receptorow nie jest regulowana w sposob zwrotny, prowadzi wigc do
nadmiernej akumulacji oxLDL w makrofagach i tworzenia charakterystycznych dla miazdzycy
komorek piankowatych (ang. Foam Cells)**2%, co przedstawiono na Rycinie D.2. i Rycinie
D.3.
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Rycina D.2. Rozwdj blaszki miazdzycowej. Reaktywne formy tlenu (ROS), wytwarzane przez komorki
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(i D)

Adhesion
VCAM-1
P-selectin
IE-eeleain

Extracellular

idati Homeostatic
matrix LDL oxidation
Differentiation mmLDL° 15L0 re:ﬁgréses
M-CSF \ s a0k
] ACAT
£ Proinflamatory ox LDL
= process
TNF-a. Foam cell

IL-18
IL-6
Internal elastic lamina Macrophage SR-A

—— ——

\© A

Rycina D.3. Mechanizmy bioragce udzial w powstawaniu komoérek piankowatych i rozwoju zmian
miazdzycowych'®; a — fizjologiczna blona wewnetrzna; b — wezesne stadium zmiany miazdzycowe;j,
smuga tluszczowa charakteryzuje si¢ podsrodblonkowa akumulacja makrofagéw/komorek
piankowatych, ktore zawieraja ogromne ilosci lipidow — czerwone zabarwienie; ¢ — mechanizm
powstawania blaszki miazdzycowej — przewlekly stan zapalny

Akumulacja komorek piankowatych w blonie wewngtrznej tetnicy tworzy nacieki
thuszczowe (ang. Fatty Streaks)?®*. W wyniku apoptozy komoérek piankowatych,
spowodowanej akumulacja uszkodzonych organelli, dochodzi do wtoérnego uwalniania

202,205

zawartos$ci Zgromadzony w nadmiarze wolny cholesterol, moze krystalizowac,
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powodujagc postep tworzenia sie blaszki miazdzycowej?®. Makrofagi, przyciggane przez
sygnaty chemotaktyczne, przyczyniaja si¢ do powstawania rdzenia martwiczego miedzy
wewnetrzng a zewnetrzng btong elastyczng. Ten rdzeh, zbudowany gléwnie z lipidow
i martwych komorek, jest stopniowo formowany poprzez mechanizm tzw. btednego kota?®.

Istotng role w rozwoju i przebiegu miazdzycy odgrywa specyficzna, zalezna
od antygenu, odpowiedz immunologiczna kontrolowana przez limfocyty T. W blaszce
miazdzycowej dominuja limfocyty T pomocnicze (Th; CD4+)* Modyfikuja one odpowiedz
immunologiczng zaro6wno humoralng, jak 1 komodrkowa poprzez bezposredni kontakt
Z komodrkami zapalnymi lub za posrednictwem cytokin. Ich aktywacja nastepuje po potaczeniu
receptorow TCR (ang. T-cell receptor — receptorow limfocytow T) z malymi fragmentami
antygenu zwigzanymi z czasteczkami MHC klasy II (ang. Major Histocompatibility Complex)
— zjawisko prezentacji antygenu. W warunkach prawidtowych czasteczki MHC-II sa gtownie
obecne na komodrkach dendrytycznych i makrofagach. W miazdzycy limfocyty T moga by¢
wystawione na prezentacj¢ oxyLDL, biatka szoku termicznego (ang. Heat Shock Proteins —
HSP) lub antygeny Chlamydia pneumoniae®. Potaczenie receptorow limfocytéw T (TCR)
Z prezentujacymi antygen czasteczkami MHC-II samo w sobie nie jest wystarczajace
do aktywacji limfocytéw T. Konieczna jest ko-stymulacja, czyli réwnoczesne potaczenie
innych biatek na powierzchni limfocytow 1 komorek prezentujacych antygen. W kontekscie
patogenezy miazdzycy kluczowa jest para biatek CD40L/CD40. CD40L wystepuje
na powierzchni limfocytow T 1 jest ligandem dla CD40 obecnego mig¢dzy innymi na
limfocytach B 1 komoérkach dendrytycznych. CD40L pojawia si¢ rowniez na komodrkach
$rodbtonka, miesni gtadkich i makrofagach zaangazowanych w rozwdj blaszki miazdzycowe;j”.
W wyniku interakcji z CD40 dochodzi do aktywacji tych komorek, co inicjuje ekspresje
réznych czynnikdw bioracych udziat w rozwoju miazdzycy. Istotno$¢ roli interakcji
CD40L/CD40 w patogenezie miazdzycy podkresla fakt, ze pacjenci z niestabilng choroba
wiencowa wykazuja wyzsze stezenia rozpuszczalnej formy CD40L (sCD40L) niz pacjenci
z postacig stabilng oraz osoby zdrowe. Dodatkowo, wyjSciowe stgzenia sCD40L majq
znaczenie W prognozowaniu ostrej choroby sercowo-naczyniowej’.

Gromadzenie lipidow wystepuje zarowno wewnatrz komorek, jak i poza nimi. Komorki

miesni gladkich naczyn (VSMCs)?%®

sg przyciaggane do tych obszarow, gdzie migruja z warstwy
srodkowej do wewnetrzne] pod wplywem sygnalu chemotaktycznego wystanego przez
limfocyty T wydzielajace interferon gamma (IFN gamma). Gdy VSMCs przesuwaja si¢
do warstwy wewngtrznej, zmieniaja swoja funkcje celem naprawy uszkodzonej $ciany

naczynia. VSCMs proliferuja 1 wytwarzajg substancje pozakomorkowe, ktére stabilizuja
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zmiane izmniejszajg stan zapalny?® (Rycina 1.2.). Macierz pozakomoérkowa sktada sie
z elementow tkanki tacznej, takich jak kolagen i proteoglikany, ktore sa odktadane w obszarze
blaszki szczegolnie blisko jej powierzchni, prowadzac do formowania si¢ czapeczki widkniste;.
Wytrzymato$¢ tej struktury zalezy od ilosci kolagenu typu 1 1 3 oraz od jej grubosci. Czapeczka
wioknista pelni role w separacji bogatego w lipidy i trombogennego rdzenia od $wiatta
naczynia, co ma zapewni¢ integralno$¢ blaszki miazdzycowej i jej ochrone®?%,
Do gromadzenia si¢ lipidow poza komoérkami przyczynia si¢ roOwniez apoptoza komorek
piankowatych — zaburzenia w fagocytozie ciatek apoptotycznych prowadzg do
ich nadmiernego gromadzenia si¢ w blaszce miazdzycowej, stanowigc silny bodziec
immunologiczny?®. Ponadto apoptoza EC moze wywotywaé erozje blaszki miazdzycowej oraz
sprzyja¢c  powstawaniu  zakrzepu. Dodatkowo, ostabia naturalne = whasciwosci
przeciwzakrzepowe §rédblonka, co sprzyja nadmiernemu krzepnigciu. Apoptoza VSMCs moze
z kolei prowadzi¢ do ostabienia czapeczki tacznotkankowej, zwickszajac ryzyko powstania
niestabilnej zmiany predysponowanej do pekniecia?’%?'!, Na powierzchni ciatek
apoptotycznych wystepuje fosfatydyloseryna — fosfolipid o silnych wtasciwosciach
prozakrzepowych. Prokoagulacyjne cechy komoérek ulegajacych apoptozie sg istotne, poniewaz
mogg przyczynia¢ si¢ do tworzenia zakrzepu w momencie pgknigcia blaszki miazdzycowe;.
Apoptoza komorek w blaszce miazdzycowej odgrywa rolg¢ w procesie jej pekania
i powstawania zakrzepu, wptywajac na rozwoj ostrych postaci powiktan klinicznych?°.

W  rozwoju miazdzycy obserwowany jest rdéwniez ~wzmozony proces
neowaskularyzacji, czyli tworzenia naczyn krwionos$nych. Nalezy on do mechanizmow
naprawczych wywotanych uszkodzeniem $ciany naczynia 1 umozliwia m.in. tworzenie krazenia
obocznego. Zjawisko to w Kkontekscie miazdzycy jest jednak niekorzystne. W blaszkach
podatnych na pgkanie obserwuje sie dwukrotne zwigkszenie liczby mikronaczyn, natomiast
w pekajacych nawet czterokrotne (w pordwnaniu z stabilng blaszka, ktora silnie zweza Swiatto
naczynia). Uwaza sig, ze liczba mikronaczyn koreluje z zaawansowaniem choroby. Ponadto
mikronaczynia charakteryzuja si¢ zwigkszong przepuszczalnoscia dla elementow
morfotycznych, co utatwia komérkom zapalnym przechodzenie z krwi do naczyn, nasilajac
infiltracje ptytki przez makrofagi. W rezultacie, zapalenie sprzyja dalszemu rozwojowi
angiogenezy. Istnieje wigc pozytywne sprzezenie zwrotne: nowo tworzace si¢ naczynia
umozliwiajg przedostawanie si¢ komoérek zapalnych do §ciany naczynia, co nastepnie stymuluje
proces angiogenezy. Badania potwierdzaja zwigzek miedzy tworzeniem mikronaczyn
a zapaleniem, gdzie wykazano, ze liczba mikronaczyn koreluje z liczba komodrek zapalnych

obecnych w zmianie miazdzycowej, a nie z grubos$cig samej blaszki miazdzycowej. Proces
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angiogenezy w miazdzycy jest zlozony, gdyz obejmuje: autoliz¢ macierzy
zewnatrzkomoérkowej, migracje 1 proliferacje komorek §rodbtonka, VSMCs i perycytow,
atakze tworzenie i dojrzewanie nowych struktur naczyniowych'®. Gtéwnymi czynnikami
stymulujacymi angiogenez¢ s3a niedotlenienie i lokalne procesy zapalne, ktore aktywuja
ekspresj¢ czynnikow wzrostu np.: czynnika wzrostu §rodbtonka naczyniowego (ang. Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF), ptytkowego czynnika wzrostu (ang. Platelet Derived
Growth Factors, PDGF), podstawowego czynnika wzrostu fibroblastow (ang. Basic Fibroblast
Growth Factor, b-FGF) oraz ich receptorow. VEGF pobudza proliferacj¢ EC oraz inicjuje
proces angiogenezy, natomiast PDGF i b-FGF odpowiadaja za dojrzewanie nowo powstatych
struktur naczyniowych. W pdzniejszych fazach angiogenezy wazng role petnia angiopoetyny
oraz receptory kinazy tyrozynowej, ktore sa niezb¢dne do potaczenia EC z otaczajacymi
je komoérkami mezenchymalnymi*®. Wykazano, ze hamowanie angiogenezy przy uzyciu
endostatyny zmniejsza wzrost zmian miazdzycowych o 70%, co wskazuje na istotng rolg
neowaskularyzacji w progresji miazdzycy??2. Mikronaczynia powstajace w blaszce
miazdzycowe] charakteryzuja si¢ odmienng strukturg rozgalezien i budowa w poréwnaniu
do tych w przydance. Inwazja vasa vasorum (sieci mikronaczyn usytuowanych w obrgbie bton
zewngtrznych tetnic 1 zyl, odpowiadajacych za zaopatrywanie duzych naczyn krwiono$nych)
ma miejsce gtownie w obszarach pgknig¢ btony $rodkowej, szczegdlnie w poblizu rdzenia
nekrotycznego. Te naczynia tworza liczne rozgalezienia wokdét zewnetrznej powierzchni
rdzenia. Wigkszo$¢ mikronaczyn w zmianie miazdzycowe] pozostaje niedojrzata,
charakteryzujagc si¢ mniejsza Srednicg niz naczynia w przydance oraz glownie skladajg sig¢
z komorek $rodblonka, z niewielka iloscig perycytow i VSMCs. INF-y, produkowany przez
aktywne limfocyty T, moze odgrywac¢ rol¢ w tym procesie poprzez hamowanie proliferacji
VSMCs. Dodatkowo, INF-y jest inhibitorem PDGF, ktory jest Kluczowym czynnikiem
odpowiedzialnym za dojrzewanie nowych naczyn!8l. Ponadto niedojrzate mikronaczynia sg
podatne na pekanie, co moze prowadzi¢ do krwawienia do wnetrza blaszki miazdzycowe;j
| tworzenia si¢ mikrozakrzepow. Aktywacja procesow krzepnigcia stymuluje proliferacje
VSMC oraz pobudza je do produkcji sktadnikéw tkanki tacznej. W ten sposdb, pozornie
bezobjawowe krwawienia w mikrokrgzeniu moga prowadzi¢ do naglego postepu miazdzycy.

Proces neowaskularyzacji odgrywa wigc kluczowa role w pegkaniu blaszki miazdzycowe;.
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12.3. Niestabilno$¢ blaszki miazdzycowej

Stabilnos¢ blaszki miazdzycowej zalezy od grubosci wytworzonej czapeczki widknistej
(zawierajacej kolagen, duzg ilos¢ macierzy pozakomorkowej 1 maty rdzen martwiczy) oraz od

stopnia naciekania przez komorki zapalne®®®.

Stabilna blaszka miazdzycowa ma malg
zawarto$¢ lipidow zlokalizowanych pozakomorkowo i jest oddzielona od $wiatla naczynia
krwiono$nego zwarta, wldknistg czapeczka zabezpieczajaca przed peknigciem. Niestabilna
blaszka miazdzycowa jest okreslana réwniez jako ranliwa, trombogenna czy blaszka
podwyzszonego ryzyka, czyli blaszka miazdzycowa, zidentyfikowana przyzyciowo,
0 udokumentowanym wysokim prawdopodobienstwie peknigcia z trombogennymi

nastepstwami?*4,

Posiada ona duzy, martwiczy rdzen lipidowy, a grubo$¢ czapeczki
facznotkankowej nie przekracza 65 um. W jej obrebie dochodzi do nasilenia procesu zapalnego
zdominowanego przez makrofagi 1 limfocyty T. Czesto obserwowany jest proces

neowaskularyzacji i krwotoki do wnetrza blaszki“®.

Wazrost rdzenia martwiczego prowadzi do stopniowego ostabienia czapeczki, ktore
moze by¢ skutkiem jej rozciggania lub degradacji witdkien kolagenowych przez zwigkszong
aktywnos$¢ metaloproteinaz macierzy (ang. Matrix Metalloproteinases, MMPs), ktore sa

aktywowane przez makrofagi?®

. Znaczaca apoptoza VSMC prowadzi do zmniejszenia
produkcji kolagenu oraz innych elementow macierzy pozakomorkowej. To z kolei poglebia
stan zapalny i dalsze powigkszanie si¢ rdzenia martwiczego blaszki miazdzycowej. W miarg
uplywu czasu w obrebie blaszki powstajg ogniska kalcyfikacji?%. W zaawansowanym stadium
rozwoju blaszki miazdzycowej obserwuje si¢ liczne miejsca pgkniec 1 proceséw naprawczych,
powodujace stopniowe przyrastanie blaszki do wewngtrznej Sciany naczynia oraz postgpujace

zwezenie jego $wiatta?!®

. Komérki zapalne pelnig kluczowa role zaréwno w tworzeniu, jak
I rozwoju blaszek miazdzycowych. Makrofagi i limfocyty przyczyniaja si¢ do destabilizacji
blaszki poprzez wzmozone uwalnianie IFN-y przez limfocyty T (CD4+, CD28-)?%6, W migjscu
zmiany miazdzycowej dochodzi do wydzielania prozapalnych cytokin, ktore nie tylko dziatajg
miejscowo, ale roOwniez wpltywaja na synteze markerow stanu zapalnego np. biatka
C-reaktywnego (ang. CRP) i fibrynogenu. Istotnymi czgsteczkami biorgcymi udziat w adhezji
I migracji komorek zapalnych sa: czasteczka adhezji miedzykomorkowej 1 (ang. Intercellular
Adhesion Molecule 1, CD54, ICAM-1), czasteczka adhezyjna komorek naczyniowych 1 (ang.
Vascular Cell Adhesion Molecule 1, CD106, VCAM-1) oraz czasteczka zwigzana z funkcja
limfocytow (ang. Lymphocyte Function Associated Molecule, CD18, LFA-1)?Y7. W niestabilnej

blaszce miazdzycowej moga pojawia¢ si¢ obszary krwawienia, be¢dace wynikiem

128



uszkodzonych, nieprawidlowo rozwijajacych si¢ mikronaczyn tetniczych (vasa vasorum) lub

217

obecnosci owrzodzen'. Krwawienie do wnetrza blaszki miazdzycowej odgrywa istotng role

w procesach apoptozy oraz ksztattowaniu si¢ rdzenia martwiczego, poniewaz hemoglobina,
uwolniona z erytrocytow, destabilizuje strukture blaszki®®, a zelazo (uwalniane
z hemoglobiny), prowadzi do intensywnego formowania reaktywnych form tlenu (ang.
Reactive Oxygen Species, ROS), ktdre generuja stres oksydacyjny i ostabiajg stabilnos¢ blaszki

miazdzycowej?*®.
12.4. Osoczowy uklad krzepniecia krwi

Proces krzepnigcia krwi polega na przeksztalceniu fibrynogenu, rozpuszczalnego biatka
osocza, w tréjwymiarowg sie¢ fibryny, ktéora wzmacnia ptytkowy czop hemostatyczny.
W procesie tworzenia fibryny bierze udziat kilkanascie r6znych czynnikow, w tym 12 bialek

osocza znanych jako czynniki krzepnigcia, a TF, integralna cze$¢ btony komorkowej,

fosfolipidy bton komoérkowych oraz jony wapnia. (Tabela D.1.).

Tabela D.1. Charakterystyka osoczowych czynnikéw krzepnigcia®®

c . Masa Gen Lokalizacja Stezenie w o
zynnik czasteczkowa kodujacy genu osoczu Czynnos¢
(kDa) (ug/ml)

prekursor

fibrynogen (cz. 1) 340 3000 ag?g;’;‘éa

plytek krwi
ltancuch o I | FeA || 4g28 || | |
taicuch p | | FoB || 4a28 | | |
ftaicuch y | L FGG || 4928 | | |
|protrombina (cz. 1) || 72 || F2 || 11p11-q12 || 100 || proenzym |
|cz. V (proakceleryna) || 330 || F5 || 1924 || 10 || kofaktor |
|cz. VII (prokonwertyna) || 50 || F7 || 13qg34-qgter || 0,5 || proenzym |
|cz. VIII (globulina antyhemofilowa A) || 330 || F8 || X028 || 01 || kofaktor |

grz].t;;(egcz%/ir;g\ll\lfacgrlstmasa, globulina 56 F9 Xq27.1-927.2 5 proenzym
|cz. X (czynnik Stuarta) || 56 || F10 || 13g34-qter || 10 || proenzym |
|cz. XI || 160 || F11 || 4934-935 || 5 || proenzym |
|cz. XII (czynnik Hagemana) || 80 || F12 || 5q33-qgter || 30 || proenzym |

cz. Xl 320 60 Sti.bi"zacja

ibryny

ltancuch A | | F13A1 | 6p25.3-p24.3] | |
JhaﬁcuchB | | F13B || 1931-g31.2 || [ |
|cz. tkankowy (TF) || 45 || F3 || 1p22-p21 || 0,1a || kofaktor |
cz. von Willebranda (VWF) 225 xn VWF 12p13.3 10 adhefmiytek
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Czynniki krzepnigcia II, VIL IX, X, XI, XII oraz prekalikreina wystepuja w osoczu jako
nieaktywne proenzymy, znane jako zymogeny. Ich aktywacja zachodzi poprzez ograniczong
proteolize, co prowadzi do przeksztatcenia ich w aktywne proteazy. Kazdy zymogen jest
podstawag dla wczesniej aktywowanego enzymu, co prowadzi do tworzenia kolejnych
enzymow. W wyniku kazdego etapu reakcji dochodzi do zwigkszenia ilosci aktywnych
czasteczek, gdyz niewielka ilo§¢ enzymu moze hydrolizowa¢ wigksza liczbe czasteczek
substratu. Proces krzepnigcia krwi jest skomplikowang reakcjg kaskadowa (Rycina D.4).
Czynniki V, VIII oraz wielkoczasteczkowy kininogen nie wystepujg w postaci proenzymow,
ale dziataja jako kofaktory, przyspieszajac kolejne etapy aktywacji procesu krzepnigcia.
Fibrynogen pelni rolg podstawowej jednostki budulcowej w tworzeniu skrzepu fibrynowego,

natomiast czynnik XIII odpowiada za stabilizacje tego skrzepu®.

Szlak wewnatrzpochodny Szlak zewnatrzpochodny

kalikrei Xi Xi Tromboplastyna tkankowa
alikreina a

o @ 7~ N\
\jm Xla Vila Vil
@ 9 9

r\ U Inhibitor zewnatrzpochodnego
2 >

szlaku krzepnigcia
Vil Villa

0 \) \) u e  — | uAnty[rombina
Protromblna (II) /
Tromblna (lla)
vV Va
Monomery fibryn:
Akkywowane biatko C \) Q Q 6 vy
Fibrynogen
ultimery fibryny
Fibryna \) \)
Biatko C + Trombomodulina stabilizowana Xlla Xl
(wigzania krzyzowe) O u

Rycina D.4. Kaskada uktadu krzepniecia - szlak aktywacji krzepnigcia [autorski rysunek]

W mechanizmie zewnatrzpochodnym proces krzepni¢cia krwi inicjowany jest poprzez
utworzenie kompleksu TF z aktywnym czynnikiem VII (VIIa). Okoto 1-2% czasteczek
czynnika V11 w krazeniu krwi wystepuje w postaci aktywnej. Po zwigzaniu z TF, czynnik VIla
ulega zmianie konformacyjnej, co odstania jego miejsce aktywne. Ta reakcja zachodzi przy
udziale jonow wapnia, na powierzchni komoérek, ktorych blony dostarczajg fosfolipidow
0 ujemnym tadunku. Potaczenie TF-VIla prowadzi do przeksztatcenia czynnika IX w IXa oraz

czynnika X w Xa. Czynnik Xa, nawet bez swojego kofaktora — czynnika Va — generuje
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niewielkg ilo$¢ trombiny. Ta ilo$¢ jest zbyt mala, by utworzy¢ stabilng fibryng, ale
wystarczajaca do aktywacji PLT, oddzielenia czynnika VIII od vWF oraz aktywacji czynnikoéw
V, VIII i1 XI. Bezposrednio po wytworzeniu niewielkiej ilosci trombiny, kompleks Xa-Vlla-TF
jest dezaktywowany przez inhibitor szlaku krzepnig¢cia zaleznego od inhibitorow szlaku
czynnika tkankowego (ang. Tissue Factor Pathway Inhibitor, TFPI). Natomiast czynnik 1Xa,
powstaly w wyniku dzialania kompleksu TF-Vlla, tworzy na powierzchni aktywowanych
ptytek krwi kompleks z czynnikiem VIII (VIIIa), rowniez aktywowanym przez generowang
wczesniej niewielkg ilo§¢ trombiny, oraz z czynnikiem X. W kompleksie nazywanym tenaza,
czynnik X ulega aktywacji do Xa. Nastgpnie, czynnik Xa na powierzchni plytek krwi tworzy
kompleks z aktywowanym (rowniez przez trombing) czynnikiem V (Va) oraz protrombing.
Kompleks ten jest nazywany protrombinazg. W wyniku tej reakcji tworzy si¢ duza ilo$¢
trombiny, zdolna do utworzenia stabilnej fibryny. W procesie krzepniecia krwi in vivo,
czynniki XII, prekalikreina i kininogen wielkoczasteczkowy nie odgrywaja znaczacej roli,
dlatego osoby z niedoborem tych biatek nie wykazujg sktonnosci do nadmiernego
krwawienia?®®. Procesy krzepnigcia krwi maja miejsce na powierzchni komorek, ktore
dostarczaja TF lub fosfolipidy o ujemnym tadunku, co stanowi podstawe dla teorii komdrkowe;j
krzepnigcia krwi Hoffmana 22!, dzielacej krzepniecie na trzy fazy: inicjacji, wzmocnienia
I propagacji. Teoria ta jest rozwinigciem koncepcji kaskadowe;.

W ostatnim etapie procesu krzepnigcia, fibrynogen przeksztalcany jest
W tréjwymiarowa sie¢ fibryny. Trombina oddziela od fibrynogenu dwie pary matych peptydow,
zwanych fibrynopeptydami A i B. Czasteczki fibrynogenu pozbawione fibrynopeptydow,
nazywane monomerami fibryny, spontanicznie polimeryzuja, tworzac sie¢ przestrzenng
fibryny. Koncowym krokiem jest stabilizacja polimeru fibryny. Czynnik XIII, aktywowany
przez trombing, staje si¢ enzymem transglutaminazy (XIIIa), ktory tworzy kowalencyjne
wigzania krzyzowe migdzy witdknami fibryny. Dzigki temu fibryna staje si¢ bardziej odporna
na deformacje mechaniczne, mniej podatna na rozklad enzymatyczny (fibrynolize)
I W przeciwienstwie do fibryny powstatej w nieobecnosci czynnika XIIla, nie rozpuszcza si¢
w roztworze mocznika®. Czynnik vVWF peti podwojng role w procesie hemostazy:
uczestniczy w tworzeniu plytkowego czopu hemostatycznego, umozliwiajac adhezje PLT
do podsrodblonkowej macierzy w obszarze uszkodzenia naczynia, a takze tworzy kompleks
z czynnikiem VIII krzepnigcia, co chroni go przed proteolitycznym rozkladem 1 szybkim
usuni¢ciem z krwiobiegu.

Endogenne inhibitory krzepnigcia pelnig istotng role w kontrolowaniu dziatania

trombiny w obszarze uszkodzonej §ciany naczynia, zapobiegajac nadmiernemu wzrostowi
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czopa hemostatycznego. Niedobodr lub zaburzenia funkcji tych inhibitoréw moga prowadzi¢ do
sktonnoéci do tworzenia zakrzepow, ktore zawezaja $wiatlo naczynia. Kluczowymi
endogennymi inhibitorami krzepniecia krwi sg TFPI, antytrombina (ang. Antithrombin, AT),
biatko C (ang. Protein C, PC) oraz biatko S (ang. Protein S, PS)%. TFPI jest bialkiem
syntetyzowanym w watrobie, §rodbtonku naczyniowym i megakariocytach, wystepuje gldéwnie
w osoczu w formie zwigzanej z lipoproteinami. W miejscach uszkodzenia §ciany naczyniowej,
gdzie gromadza si¢ aktywowane PLT, obserwuje si¢ duze stezenia TFPI. Bialko to hamuje
proces krzepniecia, inaktywujac kompleksy czynnikow VIla, Xa 1 TF. Bardzo wazng role
W hamowaniu krzepnigcia krwi odgrywa antytrombina. Jest ona jednotancuchowg
glikoproteing, wytwarzang w watrobie???. Antytrombina lgczy sie stechiometrycznie (1:1)
z kompleksem i dezaktywuje trombing¢ oraz czynniki Xa, [Xa, XlIa i XIIa, a takze czynnik VIla
zwigzany z TF. Biatka C i S s3 komponentami tzw. uktadu inhibitorowego biatka C. Oprocz
nich, wsklad tego ukladu wchodzg jeszcze dwa inne biatka — trombomodulina oraz
srédbtonkowy receptor biatka C. Uruchamianie uktadu biatka C zachodzi po pojawieniu si¢
trombiny w krwiobiegu. Po zwigzaniu si¢ trombiny z trombomoduling na komoérkach
srédblonka, traci ona zdolno$¢ do koagulacji fibrynogenu, aktywacji innych czynnikéw
krzepnigcia i PLT, a rownoczes$nie przeksztatca biatko C w aktywowane biatko C (ang.
Activated Protein C, APC). APC, wspotdziatajac z biatkiem S, hamuje krzepnigcie poprzez
czgsciowq proteoliz¢ czynnikdéw krzepnigcia Va i VIIIa. Ponadto, aktywuje fibrynolize.

12.5. Osoczowy uklad fibrynolizy

Fibrynoliza utrzymuje ptynnos¢ krwi w tozysku naczyniowym poprzez rozpuszczanie
srédnaczyniowych ztogdéw fibryny. Podstawowy mechanizm fibrynolizy polega na stopniowe;j
proteolizie fibryny przez plazmine powstajacg z plazminogenu — watrobowego proenzymu???

(Rycina D.5.).
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Rycina D.5. Schemat uktadu fibrynolitycznego [autorski rysunek]

12.6. Bialka zaangazowane w proces miazdzycy

Aktywacja plazminogenu moze nastgpowa¢ dwoma szlakami: wewnetrznym
I zewnetrznym. Zewnetrzna aktywacja uktadu fibrynolizy przebiega z udziatem tkankowego
aktywatora plazminogenu (ang. tissue Plasminogen Activator, tPA), uwalnianego
Z naczyniowego srodblonka w wyniku jego uszkodzenia, wskutek stresu emocjonalnego lub
wysitku fizycznego. Czynnik ten (nalezacy do proteaz serynowych) taczy si¢ z fibryng wskutek
czego przeksztalca plazminogen w plazming, gldwnie w miejscu odktadania si¢ ztogdéw
fibryny. Istotng rol¢ w fibrynolizie odgrywa rowniez APC. Biatko to pobudza fibrynolize
poprzez hamowanie inhibitorow tPA, natomiast trombina ostabia fibrynoliz¢ poprzez
pobudzenie aktywowanego przez trombing inhibitora fibrynolizy (ang. Thrombin Activated
Fibrinolysis Inhibitor, TAFI). W wyniku trawienia przez plazming fibrynogenu i fibryny
powstaja wielko- 1 drobnoczasteczkowe produkty degradacji tych biatek (ang.
fibrynogen/fibryn degradation products, FDP), oznaczane jako fragmenty X,Y,D i E. Podczas
trawienia fibryny stabilizowanej, zamiast fragmentu D, powstaje podwdjny fragment D (D-
dimer), w ktorym dwie czasteczki potaczone s3 wigzaniem krzyzowym. Glownymi
inhibitorami aktywatoréw plazminogenu sa PAI-1 i PAI-2 (ang. Plasminogen Activator
Inhibitor -1, -2). PAI-1 jest wytwarzany w komorkach migzszu watroby, s$rodblonku
I megakariocytach. Po uwolnieniu ze $rodbtonka wigze on i inaktywuje tPA 1 uPA. PAI-2
wystepuje natomiast w tozysku, monocytach oraz makrofagach. Aktywator ten szybciej
inaktywuje uPA niz tPA. Gléwnym osoczowym inhibitorem plazminy jest ao- antyplazmina

(syntetyzowana w watrobie), ktora tworzy z plazming stechiometryczny kompleks. Z chwila
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wyczerpania si¢ a2- antyplazminy, pojawiajaca si¢ w osoczu plazmina jest zobojetniana przez
a2- makroglobuling. Najczesciej stosowane leki antyfibrynolityczne, kwas g-aminokapronowy
i kwas trancksamowy, hamujg przylgczanie plazminogenu do fibryny przez blokowanie
W czasteczce plazminogenu miejsc wigzacych lizyng. Natomiast bezposrednim inhibitorem
plazminy jest inny lek — aprotynina. Przeptyw krwi w naczyniach prowadzi do relatywnie
szybkiego rozrzedzenia aktywnych czynnikéw krzepnigcia w obszarze uszkodzenia $ciany
naczynia, co dodatkowo zmniejsza ryzyko przeksztatcenia fizjologicznego skrzepu w zakrzep.
Aktywne czynniki krzepnigcia sg nastepnie rozkladane przez komorki migzszu watroby
i usuwane przez komorki uktadu siateczkowo-$rédblonkowego.

Jednym z bialtek kaskady krzepnigcia, ktére odgrywa istotng role w miazdzycy, jest
trombomodulina. Usunigcie tego biatka z btony $rodbtonka w trakcie tworzenia si¢ blaszek
miazdzycowych sprzyja intensyfikacji procesOw proaterogennych. Dochodzi do zakltdcenia
funkcji $rodbtonka oraz uszkodzenie jego bariery, wzmozonego stresu 0ksydacyjnego,
aktywacji PLT i LEU inicjacji stanu zapalnego, apoptozy oraz rekrutacji i migracji VSMCs , a
takze indukcji angiogenezy. Wskazuje to na istotng rol¢ trombiny w rozwoju chorob sercowo-
naczyniowych??®, Zaréwno trombina, czynnik Xa, Xla, IXa, jak i plazmina wykazuja
aktywno$¢ enzymatyczng, aktywujac sktadniki uktadu dopetniacza C3 i C5, co prowadzi do
indukcji stanu zapalnego oraz chemotaksji komorek prozapalnych. Zmiany w obrebie blaszek
miazdzycowych charakteryzuja sie¢ zwigkszona ekspresja receptorow dla anafilatoksyn C3R
i C5R, szczegdlnie w: makrofagach, komoérkach $rodbtonka, VSMCs oraz na powierzchni
limfocytow T 1 komorek tucznych. Zaobserwowano rowniez, ze podwyzszone poziomy
fibrynogenu w osoczu, kluczowego czynnika wplywajacego na ilo$¢ produkowanej trombiny,
silnie koreluja z intensyfikacja procesOw zwapnien w tetnicach wiencowych oraz
zwigkszeniem grubosci blony wewnetrznej i1 $rodkowej, stanowigc wskazniki wczesnej
miazdzycy??*. Fibrynogen moze wplywaé na fenotyp blaszek miazdzycowych poprzez
zwigkszanie przepuszczalnosci komorek srodbtonka, co prowadzi do gromadzenia si¢ LDL
W przestrzeniach miedzykomorkowych, tworzenia komoérek piankowatych, stymulacje
migracji monocytéw 1 VSMCs, nasilanie reaktywnosci lub agregacji PLT, w konsekwencji
przyczyniajac sie do rozwoju stanu zapalnego??. Podobnie podwyzszone poziomy D-dimeréw
w osoczu korelujg z nasilong reakcjg zapalng oraz zwigkszonym ryzykiem chorob sercowo-
naczyniowych, co czyni je biomarkerami zakrzepicy spowodowanej miazdzyca??*. Ponadto
aktywacja czynnika XIII, inicjuje tworzenie wigzan krzyzowych miedzy tancuchami fibryny,

co stabilizuje skrzep, a takze sprzyja powstawaniu nadmiernie aktywnych dimer6w receptora
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angiotensyny 1l typu 1, prowadzac do przewleklej stymulacji monocytow oraz nasilenia
procesow miazdzycowych??®.

Proces wewnatrzpochodnego krzepnigcia moze by¢ takze istotny w patogenezie
zakrzepicy, stad farmakologiczne zahamowanie aktywacji czynnika XII stanowi potencjalny
cel terapeutyczny. Czynnik XII wptywa na produkcje bradykininy, reguluje napigcie
I przepuszczalno$¢ naczyn, a takze aktywuje uktady dopelniacza i fibrynolizy oraz utatwia
syntez¢ tPA w komorkach §rédblonka. Uktad kalikreiny stymuluje aktywacje aktywatora
plazminogenu typu urokinazowego i plazminogenu??’. Nieprawidtowo sfatldowane bialka,
wystepujace w zmienionych miazdzycowo tetnicach, mogg réwniez aktywowac czynnik XII,
prowadzac do wytwarzania kalikreiny bez wyzwalania proceséw krzepniecia??®. Stezenie
kalikreiny w tkankach 1 prekalikreiny w osoczu koreluje z nasileniem chordb uktadu krazenia,
a te czynniki odgrywaja istotna role w procesach naprawczych naczyn??°.

Podobnie TFPI powszechnie wystepujacy w tetnicach, wykazuje zwigkszong ekspresje
W obszarach zmian miazdzycowych??. TFPI jest obecny w komérkach $rodbtonka, VSMCs
i makrofagach w obszarach widknistej otoczki oraz na obrzezach blaszek miazdzycowych.
Czesto wystepuje wraz z TF, przy czym jego aktywno$¢ jest nizsza w obszarach zmian

h®*2, co sugeruje, ze TFPI odgrywa role nie tylko w regulacji dziatania TF

miazdzycowyc
w kontekscie tworzenia skrzeplin, ale takze kontroluje szlaki sygnatowe proaterogenne
indukowane przez TF. TFPI jest rowniez skutecznym inhibitorem metaloproteinaz macierzy,
ktore uczestnicza w destabilizacji blaszek miazdzycowych 1 powiklaniach zakrzepowo-
miazdzycowych. Stezenie TFPI w osoczu stanowi wskaznik stopnia dysfunkcji srédblonka
naczyn: wysokie stezenie catkowitego 1 wolnego TFPI wigze si¢ ze zwigkszonym nasileniem
zmian miazdzycowych i zwapnieniami w tg¢tnicach wiencowych, podczas gdy niskie stezenie
catkowitego TFPI zwigzane jest z wickszym ryzykiem zakrzepicy w miazdzycy?312%2,

Biatko C wykazuje wlasciwos$ci przeciwzakrzepowe, przeciwapoptotyczne
i przeciwzapalne, atakze stabilizuje interakcje z bariera $rodblonkowa®®. Zmniejszenie
lokalnej ekspresji receptora biatka C w $rodbtonku prowadzi do ostabienia procesow
przeciwmiazdzycowych i przeciwzakrzepowych, spowodowanej np. zwickszong utraty
trombomoduliny z uszkodzonego $rddbtonka, obecnosci duzej liczby ztogéw LDL oraz
lokalnego stanu zapalnego w obrebie $cian naczyniowych?®,

Biatko S Iaczy si¢ z regulatorem uktadu dopeiniacza C4b, formujac kompleks, ktory
osadza si¢ na powierzchni komodrek podlegajacych apoptozie, co zwigksza zdolno$¢

fagocytarna makrofagow?®. Ponadto biatko S hamuje ekspresje receptorow typu A
w makrofagach, co ogranicza wychwyt acetylowanego cholesterolu LDL, redukujac
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gromadzenie lipidow wewnatrzkomérkowych?®. Niedobor dziedziczny biatka C i S wigze sie
z zwiekszonym ryzykiem wystapienia zdarzeh zakrzepowo-zatorowych?®. Poprawne
funkcjonowanie uktadu fibrynolitycznego odgrywa istotng rol¢ w rozpuszczaniu zakrzepu
powstalego po rozerwaniu blaszki miazdzycowej. Procesy takie jak rekrutacja i migracja
komorek zapalnych, ulatwianie osadzania si¢ ztogdw fibryny, zwickszona aktywno$¢ trombiny,
destabilizacja PLT oraz promowanie tworzenia si¢ zakrzepéw na blaszkach miazdzycowych sa
kluczowymi elementami tego systemu?’. Trombina wraz z TF stymuluje ekspresje PAI-1,
ktory (uwalniany réwniez przez aktywowane PLT), posiada wtasciwos$ci prozapalne: pobudza
aktywno$¢ makrofagow, indukuje proliferacje, migracje oraz apoptoze VSMCs, oraz wplywa
na gromadzenie si¢ macierzy pozakomoérkowej w blaszce miazdzycowej?*"?%, Podobnie
plazmina, nie tylko przyczynia si¢ do rozpuszczania zakrzepow, ale takze nasila procesy
zapalne oraz degradacj¢ macierzy pozakomodrkowej. Fibrynogen i fibryna z kolei przyczyniaja
si¢ do zwickszonego wydzielania cytokin prozapalnych i chemokin?®®,

Wiasciwosci pro-miazdzycowe trombiny gltéwnie wynikajg z aktywacji receptorow
PAR, ktorych ekspresja na PLT jest wzmozona podczas rozwoju miazdzycy. Inhibicja
receptora PAR-1, uniemozliwia stymulujagcy wpltyw trombiny na PLT, przez co stanowi
obiecujaca strategic terapeutyczng w prewencji pierwotnej i wtornej miazdzycy?.
W badaniach klinicznych drugiej fazy jednego z doustnych antagonistow receptora PAR-1
(worapaksar) wykazano, ze zwigzek ten obniza liczbg zawatdéw serca niepowodujacych zgony
pacjentow z objawami choroby wiencowej, ktorzy mieli zaplanowang przezskorng interwencje
wiencowg (ang. Percutaneous Coronary Interventions, PCI). Blokowanie PAR-1 nie prowadzi
do hamowania produkcji fibryny zaleznej od trombiny, co oznacza, ze nie obserwuje si¢
powiktan krwotocznych. Wyniki badan przedklinicznych nad antagonista PAR-1 (E-5555) sa
interesujace ze wzgledu na ograniczenie pro-miazdzycowych wlasciwosci trombiny, ktore
wykraczaja poza hamowanie aktywacji PLT. W badaniach tych zauwazono, ze hamuje on
uwalnianie rozpuszczalnego ligandu receptora CD40s z PLT oraz IL-6 i selektyny P z komorek

miesni gtadkich tetnic wiencowych i komorek srodbtonka®,
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Tabela D.2. Analiza interakcji

Wplyw wzglednej ilosci mikroptytek na modulacj¢ szansy wystgpowania MZ wzgledem MC przez PAR-1+TRAP (Rycina 4.12A-D)

Badana Bi Bi btad Statystyka Bi- Bi p iloraz OR - OR
kategoria standardowy Walda 95% 95% szans 95% 95%
Efekt/interakcja Cl Cl (OR) Cl Cl
Wyraz wolny 0,157 0,296 0,281 -0,423 0,738 0,596 1,170 0,655 2,091
Mikroptytki [%] -0,042 0,026 2,657 -0,093 | 0,009 | 0,103 | 0,959 0,911 1,009
PAR-1+TRAP [%] -0,057 0,027 4,443 -0,111 -0,004 | 0,035 0,944 0,895 0,996
mikroptytki [%]*(PAR-1+TRAP [%]) 0,005 0,002 5,449 0,001 0,009 | 0,020 | 1,005 1,001 1,009
Wplyw BMI na modulacj¢ szansy wystgpowania MZ wzgledem MC przez PAR-1+TRAP (Rycina 4.12 E-F)
Badana Bi Bi btad Statystyka Bi- Bi p iloraz OR - OR
kategoria standardowy Walda 95% 95% szans 95% 95%
Efekt/interakcja Cl Cl (OR) Cl Cl
Wyraz wolny 0,592 0,289 4,203 0,026 1,158 0,040 1,808 1,026 3,185
Mikroptytki [%] -0,039 0,028 1,953 -0,094 | 0,016 | 0,162 | 0,962 0,910 1,016
BMI [kg/m?] -0,222 0,088 6,438 -0,394 -0,051 | 0,011 0,801 0,674 0,951
Mikroptytki [%]*BMI [kg/m?] -0,022 0,010 4,740 -0,041 -0,002 | 0,029 0,978 0,959 0,998
Wplyw interakcji migdzy nikotynizmem, a wiekiem na modulacj¢ szansy wystgpowania MZ wzgledem MC
Badana Bi Bi blad Statystyka Bi - Bi p iloraz OR - OR
kategoria standardowy Walda 95% 95% szans 95% 95%
Efekt/interakcja Cl Cl (OR) Cl Cl
Wyraz wolny -0,156 0,351 0,197 -0,845 | 0,533 | 0,657 | 0,856 0,430 1,704
Nikotynizm Yes 1,210 0,586 4,255 0,060 2,359 0,039 3,352 1,062 10,582
Wiek [lata] -0,199 0,069 8,281 -0,335 -0,064 | 0,004 0,819 0,715 0,938
Nikotynizm*Wiek [lata] 0,201 0,095 4,467 0,015 0,387 0,035 1,222 1,015 1,473
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