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MARKERY APOPTOZY W PLYTKACH KRWI

APOPTOSIS MARKERS IN BLOOD PLATELETS
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Streszczenie: Plytki krwi, bezjadrzaste komorki pochodzace z megakariocytow petnia podstawowa funk-
cje w hemostazie 1 powstawaniu zakrzepéw. Dowody eksperymentalne opisywane w tej pracy wska-
zuja, ze podczas starzenia si¢ ptytek (przechowywania), jak i ich aktywacji dochodzi do zmian morfolo-
gicznych i biochemicznych oraz pojawienia si¢ niektorych markerow apoptozy, takich jak w komorkach
jadrzastych.

Stowa kluczowe: ptytki krwi, markery apoptozy, aktywacja.

Summary: Blood platelets, enucleate cells derived from megakaryocytes, play an essential role in haemo-
stasis and thrombosis. They may be involved probably in platelet activation and programmed death. The
experimental evidences discussed in this review indicate that during aging and activation platelets express
apoptotic markers similar to those found in nucleated cells.
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Wykaz skrotow: A¥Pm — potencjat transbtonowy mitochondrium; Apaf-1 (ang. apoptosis protease activa-
ting factor-1) — czynnik 1 aktywujacy proteazy w procesie apoptozy; Bel-2 (ang. B-cell leukemia/
lymphoma-2) — produkt protoonkogenu Bcl-2; DeR2 (ang. decoy receptor) — receptor putapka; MPs
(ang. microparticles) — mikroptytki; PCs (ang. platelet concentrates) — koncentraty ptytkowe; PS (ang.
phosphatidylserine) — fosfatydyloseryna; PSD (ang. platelet storage defect) — defekt przechowywanych
ptytek; PSL (ang. platelet storage lesion) — uszkodzenie przechowywanych plytek; RFT — reaktywne
formy tlenu; RIP (ang. receptor interacting protein) —biatko oddziatujace z receptorem; Smac/DIABLO
(ang. second mitochondrial activator of caspase/direct IAP binding protein with low pl)— bialko proapop-
totyczne Smac/DIABLO; wtorny mitochondrialny aktywator kaspazy/biatko wiazace bezposrednio
IAP o niskim pl; SRs (ang. scavenger receptors) — receptory zmiatacze; TRADD (ang. TNF- R1 associa-
ted death domain) — biatko adaptorowe z domena $mierci wigzace si¢ z receptorem TNF-R1; TRAIL (ang.
TNF-related apoptosis-inducing ligand) — ligand z rodziny TNF indukujacy apoptoze; ZVAD-fmk (ang.
Z-Val-Ala-Asp(OMe)-fluoromethylketone) — inhibitor ptytkowej kaspazy 3.
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WSTEP

Ptytki, najmniejsze elementy morfotyczne krwi cztowieka, pelnia wazna rolg w
organizmie. Zaangazowane sa nie tylko w proces hemostazy, ale biora udziat w tworzeniu
zakrzepdw czy w powstawaniu zmian miazdzycowych w §cianach naczyn krwiono$nych.
Uczestnicza rowniez w procesach zapalnych i procesie metastazy. Ptytki krwi ssakow
r6znia sig od komorek pelniacych podobne funkcje w hemostazie innych krggowcdow nie
tylko pochodzeniem, budowa morfologiczna, procesami biochemicznymi, ale rowniez
stopniem aktywacji warunkujacym ich udziat w hemostazie. Jedynie u ssakow, w drodze
ewolucji, zostal uksztaltowany ekonomiczny system wytwarzajacy z jednej komorki
macierzystej — megakariocytu, od 4 do 8 tysiecy plytek. Z tego wzgledu termin ,,phytka”
odnosi sig do pozbawionych jader komorek krwi ssakow, a nazwe ,,trombocyt” rezerwuje
si¢ dla jadrzastych komorek krwi innych kreggowcow, niepochodzacych z fragmentacji
megakariocytow, lecz powstajacych z sukcesywnego podziatu tromboblastow w sposob
zblizony do powstawania erytrocytéw z erytroblastow. W literaturze jednak te dwa terminy
dos$¢ czgsto stosowane sg wymiennie. Deckhuzyen [15] po raz pierwszy w 1901 r.
wprowadzit nazwe ,,trombocyt”, uwazajac, ze pomigdzy komoérkami krwi réznych
kregowcow peliacymi funkcje hemostatyczne nie ma innych réznic anizeli morfologiczne.
W 1 mikrolitrze ludzkiej krwi znajduje si¢ sSrednio 300 000 ptytek krwi. Czas zycia plytek
krazacych w krwiobiegu i nieuczestniczacych w hemostazie wynosi od 9 do 12 dni. Mato
poznane sa natomiast szlaki $mierci ptytek krwi. U ssakow ptytki krwi sa najmniejszymi
elementami morfotycznymi krwi ($rednica 2—4 [im), a ich cecha charakterystyczna jest
brak jadra komoérkowego. Plytka ssakoéw nie jest wige kompletna komorka, ale cechuje
jabardzo aktywny metabolizm [ 13]. Niepobudzona ptytka ma ksztalt dyskoidalny. Wyr6znia
ja charakterystyczne utozenie struktur komoérkowych. W centrum zlokalizowane sa
specyficzne ziarnistosci O oraz ziarnisto$ci osmofilne o duzej gestosci elektronowej. W
tych ziarnisto$ciach sa zmagazynowane liczne zwiazki uwalniane w procesie sekrecji.
Sa to m.in.: bialka adhezyjne (fibrynogen, trombospondyna), albumina, osoczowe czynniki
krzepnigcia, czynniki wzrostu i cytokiny znajdujace si¢ w ziarnistosciach Q. Z ziarnistosci
osmofilnych uwalniane sa nukleotydy adeninowe nieuczestniczace w metabolizmie (ADP,
ATP), GDP, GTP, jony wapniowe, jony magnezowe, serotonina, histamina i fosfoinozytole.
W plytce obecne sa rowniez lizosomy, nieliczne mitochondria (1-3), aparat Golgiego,
siateczka $rodplazmatyczna, peroksysomy i ziarna glikogenu. Obwodowo pod btona
komoérkowa wystepuje sie¢ mikrotubul tworzacych cytoszkielet ptytki. W blonie
komoérkowej obecne sa bardzo liczne receptory zwiazane z enzyma-tycznymi drogami
przekazywania sygnatéw i aktywacja ptytek krwi. Otoczke zewngtrzna ptytki stanowi
glikokaliks.

Aby ptytki krwi mogty spetnia¢ swoje funkcje hemostatyczne, musza ulec aktywacji.
Fizjologicznymi agonistami ptytek krwi sa: trombina, kolagen, adrenalina, wazopresyna,
czynnik aktywujacy plytki (PAF), tromboksan A, (TXA,) czy ADP. Aktywacja ptytek
to proces kaskadowych, nastepujacych gwattownie po sobie wielu reakcji enzymatycz-
nych, wywotanych przylaczeniem agonisty do specyficznego receptora i polegajacych
na przekazywaniu sygnatu, czgsto przy udziale licznych heterotrimerycznych biatek G do
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wngtrza ptytki. Odpowiedz plytki na dziatanie czynnika aktywujacego prowadzi do adhezji,
zmiany ksztattu z dyskoidalnego na sferyczny, odtaczania mikroptytek, powstania wypustek,
sekrecji zmagazynowanych zwiazkéw i tworzenia agregatow ptytkowych. W wyniku
tego procesu w ptytce dochodzi nie tylko do gwattownych zmian morfologicznych, ale i
biochemicznych. Aktywacja ptytek krwi prowadzi do wzrostu wewnatrzkomérkowego
stgzenia jonow Ca*’, hydrolizy fosfolipidow blony, przemiany fosfatydyloinozytolu,
uwolnienia arachidonianu i syntezy eikozanoidéw, zmiany zawartosci cyklicznych
nukleotydow AMP i GMP oraz fosforylacji i defosforylacji biatek przy udziale licznych
kinaz i fosfataz. Autokrynna stymulacja ptytek krwi przy udziale zwiazkow uwalnianych
z pobudzonych ptytek (ADP, serotonina) lub syntetyzowanych przez ptytki krwi (TXA.)
jest bardzo wazna w procesie powstawania agregatow ptytkowych. Agregacja nastepuje
w wyniku przekazywania sygnatu (,,inside-out”) prowadzac do aktywacji i zmian
konformacji receptora integrynowego o B, umozliwiajac przytaczenie dimerow
fibrynogenu do tych receptorow integrynowych obecnych na powierzchni roznych ptytek.
Przytaczenie fibrynogenu do ptytki wytwarza sygnaty (,,outside-in”) prowadzac do
przebudowy cytoszkieletu. Aktywacji ptytek towarzyszy réwniez odszczepianie od
powierzchni plytek mikroczastek (mikroptytek) o wlasciwosciach prokoagulacyjnych i
ekspresji ujemnie natadowanych fosfolipidow (w tym fosfatydyloseryny) na powierzchni
ptytek krwi. Podczas aktywacji dochodzi do inicjowania dwoch, wzajemnie ze soba
powiazanych kaskad przekazywania sygnatu: kaskady inicjowanej przez hydrolize
fosfolipidow btony i kaskady inicjowanej aktywacja niereceptorowych kinaz tyrozynowych
[1,7,28,32,54,69]. Doktadne mechanizmy przekazywania sygnatoéw w plytkach krwi zostaty
omoéwione przez Olas i Wachowicz [45].

Podczas aktywacji plytek dochodzi tez do powstawania reaktywnych form tlenu
(RFT)iazotu[16-19,24-26,31,38,39,55,65,66]. RFT w ptytkach krwi powstaja przede
wszystkim w reakcjach enzymatycznych, takich jak: przemiana kwasu arachidonowego,
cykl fosfoinozytolu, cykl glutationowy oraz w reakcjach z udziatem oksydaz blonowych,
gtéwnie oksydazy NADPH i syntazy NO'. Dodatkowe wytwarzanie RFT moze by¢
indukowane przez leki, stany zapalne, jony metali cigzkich, wysilek fizyczny oraz
sktadniki diety. W reakcji tlenku azotu (NO-) powstajacego w ptytkach krwi [41,72] z
anionorodnikiem ponadtlenkowym (O, ) uruchamiana jest gwattowna reakcja tworzenia
nadtlenoazotynu (ONOO") [9,37,42,43]. Doktadna rola reaktywnych form tlenu w
plytkach krwi zostata opisana przez Olas i Wachowicz [46]. Przy zmniejszeniu
skutecznosci ukladéw antyoksydacyjnych, nadmiar reaktywnych form tlenu i azotu
wywoluje stres oksydacyjny, prowadzac do wielu negatywnych zmian w funkcjonowaniu
komorek, w tym w prawidtowym funkcjonowaniu ptytek krwi. Wynikiem dziatania
stresu oksydacyjnego moze by¢ nawet wejscie komorki na droge apoptozy [4,20,22].

Proces apoptozy w ptytkach jest zagadnieniem budzacym wiele kontrowersji. Po
raz pierwszy problem $mierci programowanej w nieposiadajacych jadra ptytkach krwi
zostat zasygnalizowany w 1997 r. przez Vanags i wsp. [64]. W ostatniej dekadzie XX
wieku wykazano obecno$¢ niektorych markeréw apoptozy w tych komoérkach. Obecny
artykul przedstawia budowg i rolg tych markerow w ptytkach krwi.



606 B. WACHOWICZ, B. OLAS, J. RYWANIAK

MARKERY APOPTOZY W PLYTKACH KRWI

Wiele markerow apoptozy wystepuje w ptytkach krwi, ale ich doktadne funkcje sa
stabo poznane, m.in. ze wzgledu na trudnosci stosowania metod genetycznych w
komorkach pozbawionych jadra, jakimi sa ptytki krwi. Do tej pory, wykorzystujac
dostepne techniki badawcze, w ptytkach krwi wykazano obecno$¢ licznych, typowych
biochemicznych znacznikéw apoptozy, w tym markeréw szlaku zewngtrznego i
wewngtrznego apoptozy oraz ,,wykonawcow” tego procesu [33]. Stwierdzono obecnos¢
»ligandow $mierci”, ,,receptorow $mierci”, biatek adaptorowych, biatek rodziny Bcl-2,
kaspaz, kalpain i wykazano zmiany potencjatu transblonowego mitochondriéw (AWm),
ekspresje fosfatydyloseryny (PS) i tworzenie mikroptytek (MPs) (ryc.1).

Na obecnym etapie badan dotyczacych programowanej $mierci ptytek krwi, funkcja
enzymatycznych efektorowych bialek apoptozy jest rozdzielona pomigdzy dwie grupy
proteaz cysteinowych: kaspazy i kalpainy. Sugeruje si¢ takze mozliwos¢ przebiegu
zdarzen apoptotycznych w plytkach bez udziatu aktywnych kaspaz [10,68].

Kaspazy

Podczas analizy koncentratow ptytek krwi wykryto mRNA dla licznej grupy
prokaspaz, wlaczajac prokaspazy 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9 [6,12,33-35,49,59,63,67]. Nie
stwierdzono obecnosci prokaspaz 5, 71 10 [33]. W modelowej ptytkowej apoptozie
istotna funkcj¢ petnia jedynie kaspazy 3 19, ktore ulegaja aktywacji i indukuja kaskade
apoptotycznych przemian. W przypadku apoptozy in vitro, wywotanej inkubacja ptytek

ptytka krwi w stanie

plytka krwi w stanie apoptozy

spoczynkowym

)
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RYCINA 1. Wybrane markery apoptozy w ptytkach krwi ([33]; zmodyfikowano), objasnienia w
tekscie
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w temperaturze 37°C zaobserwowano, ze aktywnos¢ kaspazy 3 zaczynala wzrastaé
po 3 godzinach, osiagajac maksimum w 48 godzinie inkubacji. Towarzyszyt temu rozpad
gtownego substratu kaspazy 3 — gelsoliny, biatka zaangazowanego w remodelowanie
filamentow aktynowych [6,35]. Atak kaspazy 3 na gelsoling uwalnia dwa homologiczne
fragmenty: C-koncowy (zalezny od Ca’") i N-koncowy (niezalezny od Ca**, ale aktywny
w apoptozie) [6]. Gelsolina ulega rowniez rozpadowi w ptytkach stymulowanych silnymi
agonistami, np. A23187, trombina z kolagenem [63]. Wzmozona aktywnosc¢ kaspazy 3
miata takze miejsce po 5 dniach przechowywania pltytek w warunkach standardowych,
kiedy pojawiala si¢ biologicznie czynna czasteczka tej kaspazy —p17 [36,59], w wyniku
dziatania na ptytki silnego stresu mechanicznego (117-388 dyn/cm?) [33] oraz w
obecnosci silnych agonistow [49,59,63]. Zaobserwowano, ze wzrost aktywnosci kas-
pazy 9 nastgpowat migdzy 6 a 9 godzina przechowywania ptytek w temp. 37°C. Aktywne
kaspazy (1, 3, 6, 8 1 9) zaobserwowano takze in vivo u myszy w modelu apoptozy
wywotanej infekcja malarii i indukowana przez iniekcje TNF Iub przeciwciat przeciw-
plytkowych [34]. Powstawanie aktywnych form kaspaz jest kluczowym zjawiskiem
w przebiegu apoptozy komorek jadrzastych prowadzacym do obkurczenia komorki,
tworzenia mikroptytek, ekspozycji fosfatydyloseryny i degradacji biatek cytoszkieletu.

Glownym inhibitorem ptytkowej kaspazy 3 jest inhibitor ZVAD-fimk, ktory skutecznie
hamuje jej funkcje, czego dowodem jest ograniczona proteoliza gelsoliny i zmniejszona
liczba tworzacych si¢ mikroptytek [12,33,34,36,53,68]. Badania in vitro potwierdzaja, ze
preinkubacja plytek ze zwigzkiem ZVAD-fmk znaczaco obniza ekspozycje fosfatydylo-
seryny w ptytkach stymulowanych jonoforem wapniowym A23187 i fizjologicznym
plytkowym agonista ADP. Inhibitor ZVAD-fink obniza réwniez agregacje ptytek wywotana
ADP, co moze wskazywac na udziat kaspaz nie tylko w apoptozie, ale takze w aktywacji
ptytek [12]. ZVAD-fmk hamuje rowniez wytwarzanie mikroptytek i udostgpnienie
prokoagulacyjnych miejsc na powierzchni plytek sprzyjajac zakrzepicy. Podobne dziatanie
ma inhibitor DEVD-fmk [34,59]. Wzrost liczby mikroptytek w krwiobiegu jest
obserwowany przy licznych zaburzeniach hemostazy (aktywacja krzepnigcia, niedokrwie-
nie miejscowe, stany pooperacyjne, dysfunkcja migsnia sercowego)[1,73]. Ekspozycja
fosfatydyloseryny na powierzchni ptytki oraz uwalnianie mikroptytek sa zjawiskami
towarzyszacymi prawidtowemu procesowi hemostazy i tworzeniu zakrzepow, poprzez
dostarczanie powierzchni do przytaczenia czynnikow prokoagulacyjnych. Wydaje sig, ze
inhibicja plytkowych kaspaz moze by¢ czynnikiem zapobiegajacym powstawaniu
zakrzepow 1 w zwiazku z tym moze mie¢ w przysztosci kluczowe znaczenie w terapii
przeciwzakrzepowej [59].

Uwaza si¢ rowniez, ze apoptoza w plytkach krwi moze zachodzi¢ niezaleznie od
kaspaz [10,68]. Wolf i wsp. [68] nie stwierdzili aktywnosci kaspazy 3 po aktywacji
ptytek trombina, trombing i kolagenem oraz jonoforem wapniowym (A23187 lub
jonomycyny). Aktywacja kaspazy 3 nie zachodzita takze podczas starzenia sig ptytek
in vitro w hodowli niezawierajacej osocza przy wystgpowaniu typowych morfologicz-
nych i biochemicznych cech apoptozy [10]. W ptytkach pozbawionych osocza
(prawdopodobnie waznego zrodla czynnikow przezycia) zaobserwowano réwniez
przyspieszong apoptozg ptytek in vitro w temp. 37°C [10]. Dodanie inhibitora kaspazy
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3 (ZVAD-fmk) nie wywotywato zadnych zmian w ptytkach, dlatego zasugerowano, ze
kaspazy nie sa wlaczone w programowana $mierc¢ ptytek [10]. Amor i wsp. [2]
zaobserwowali po aktywacji ptytek trombina zwickszona aktywnos$¢ kaspaz 319 we
frakcji cytoszkieletu bez zmian aktywno$ci we frakcji cytosolowej. Zastosowanie inhibi-
tora polimeryzacji aktyny obnizalo aktywacjg obu kaspaz, co moze §wiadczy¢ o zwiazku
tych enzymow z cytoszkieletem aktynowym. Stymulacja ptytek krwi trombing indukuje
nie tylko przemieszczenie do cytoszkieletu form kaspaz aktywnych, ale rowniez
prokaspaz 319.

Fagocytoza ptytek w kaspazo-niezaleznej apoptozie odbywa si¢ za posrednictwem
tzw. receptorow zmiataczy (SRs, ang. scavenger receptors) [10]. Receptory zmiatacze
wiaza si¢ z acetylowanymi lub utlenionymi lipoproteinami (ac- lub oxLDL) powstajacymi
w trakcie apoptozy, a takze z innymi bialkami o charakterze polianionéw na powierzchni
komorek apoptotycznych. Wyrdznia sig dwie glowne klasy tych biatek receptorowych:
SR-A i SR-B. Receptory klasy A (SR-AI i SR-AII) wystepuja przede wszystkim na
makrofagach i charakteryzuja si¢ domena kolagenowa zawierajaca miejsca wigzania
acetylowanych lipoprotein (acLDL). Gléwnymi przedstawicielami klasy B sa SR-BI
oraz CD36. W przeciwienstwie do SR-A, receptory zmiatacze klasy B moga wiazaé
fosfatydyloseryng [60].

Rola kaspaz w ptytkach krwi ciagle budzi wiele watpliwosci. Kaspazy nie uczestnicza
w aktywacji ptytek krwi [68]. Biorac pod uwagg fakt, ze apoptoza moze przebiegac
réwniez bez udziatu kaspaz, nie wyjasniono jeszcze znaczenia kaspaz w biologii ptytek
krwi [10,68]. Eksperymenty in vitro wskazuja, ze wytwarzanie plytek jest skorelowane
czasowo z poczatkiem apoptozy megakariocytow, w ktorej uczestnicza kaspazy [8,11,-
62,68]. Tak wigc mozna przypuszczac, iz kaspazy pelia potencjalna rolg w powstawaniu
ptytek krwi, a ptytkowe kaspazy pochodza z megakariocytow [68].

Kalpainy

W ptytkach krwi kalpainy nalezace do grupy proteaz cysteinowych zaleznych od
Ca* wystepuja w formie nieaktywnej i stanowia ok. 2% biatek ptytkowych [34].
Aktywacjeg kalpain stwierdzono podczas stymulowania plytek jonoforem wapniowym
(jonomycyny lub A23187), trombing oraz/lub kolagenem [34,64,68]. Kalpainy biora
udziat w powstawaniu mikroptytek, ekspozycji PS, zmianie ksztattu komorki, degradacji
gelsoliny i biatkowej kinazy C [34,64,68]. Kalpainy odpowiadaja za rozpad biatek
cytoszkieletu — filaminy, taliny i miozyny, prowadzac do zmian morfologicznych ptytek
oraz zaburzenia drogi przekazywania sygnatu w komorce [67].

Badania in vitro po zastosowaniu inhibitora kalpain —kalpeptyny dowiodty, ze kalpainy
(obok kaspaz) sa rowniez enzymami wykonawczymi apoptozy [34]. Kalpeptyna hamuje
rozwo0j zdarzen apoptotycznych w apoptozie ptytek indukowanej jonoforem wapniowym,
zapobiega degradacji bialek cytoszkieletu, obkurczaniu komorki, tworzeniu mikroptytek
oraz aktywacjikaspaz 319 [64,68]. W plytkach stymulowanych dwoma silnymi agonista-
mi (trombina i kolagenem), kalpeptyna ogranicza tworzenie mikroptytek i rozpad mio-
zyny, ale powoduje wzrost ekspozycji fosfatydyloseryny [34]. Poniewaz aktywne
kalpainy dotychczas zidentyfikowano tylko w modelu apoptozy wywolanej agonistami
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(fizjologicznymi: trombina, kolagen i niefizjologicznymi: jonofor wapniowy A23187),
mozna przypuszczac, ze kalpainy sa bardziej zwigzane z aktywacja ptytek niz z ich
apoptoza, chociaz wywolane przez nie modyfikacje odzwierciedlaja typowe zdarzenia
apoptotyczne [59].

,»Receptory $mierci”, ,ligandy $mierci” 1 biatka adaptorowe

Analiza marker6w apoptotycznych na poziomie mRNA i biatek wykazata, Ze plytki
maja mRNA dla liganda $mierci
TRAIL, receptorow $mierci TNF-R1,
DcR2, DR3, DR4 i DR5 oraz dla
biatek adaptorowych TRADD i RIP

TABELA 1. Receptory $mierci, ligandy $mierci i bialka
adaptorowe obecne  w komorkach jadrzastych
i plytkach krwi ([34], zmodyfikowano)

(tab.1) [34,53]. Badania in vitro pot- — T T .
wiedzily ekspresje liganduTRAIL Receptory i ligandy $mierci I.(Zmorkl 1[(’1y1k1
(czynnik proapoptotyczny z rodziny Jadrzaste | frwl
TNF) w pobudzonych ptytkach oraz | Receptory $mierci:

w czasie réznicowania megakario- g?sF(R; (()Fii 5 i *
cytow [14]. Ekspresj¢ btonowego | ps ( £p03) N N
receptora DcR2 (ang. decoy recep- | pr4 (TRAIL-R1) + +
tor — receptor putapka) rejestrowano | DR5 (Apo2, TRAIL-2) + +

w poczatkowej fazie przechowywa- | DcR1 + -
nia koncentratow ptytkowych [53]. DeR2 " i
Zaobserwowano takze, ze spadek po- | Ligandy $miereci:

tencjatu transbtonowego mitochon- | TNF +

driéw ptytki ma miejsce w apoptozie | FasL +

. . . . . Apo3L +

indukowanej agonistami [63] i silnym | 1p 7y (Apo2L) N N
stresem mechanicznym [33] oraz

podczas starzenia si¢ plytek in vivo | Bialka adaptorowe:

u psow [48]. Spadek AWm wykryto ?;EBD : N
rowniez migdzy 13 a 14 dniem w | pp N n

przechowywanych koncentratach
plytkowych [33,48,67].

Bialka rodziny Bcl-2

Kuter i wsp. [29] oraz Leytin i Freedman [34] wykazali w ptytkach krwi zarowno
ekspresje mRNA dla wielu biatek rodziny Bcl-2, jak i ich obecno$¢ na poziomie biatka
(tab. 2). W plytkach krwi odnaleziono szereg biatek z rodziny Bel-2, w tym aktywatory
(Bak, Bax, Bad) 1 inhibitory (Bcl-X| Bfl-1, Mcl-1) apoptozy. Nie stwierdzono natomiast
obecnosci proapoptotycznego biatka Bik i antyapoptotycznego biatka Bel-W [33,36].
W hodowli starzejacych sig ptytek w temp. 37°C [6] oraz poddanych dziataniu wapnio-
wego jonoforu jonomycyny [64] nastgpowatl wzrost ekspresji biatek Bak i Bax [10]
oraz obnizenie poziomu biatka Bcl-X| (37°C), co prowadzito do wzrostu wrazliwosci
plytek na bodzce apoptotyczne [6]. W plytkach stymulowanych réznymi czynnikami,
przyczyniajacymi sig do indukcji apoptozy, pojawiaja si¢ zmiany w poziomie ekspresji



610 B. WACHOWICZ, B. OLAS, J. RYWANIAK

TABELA 2. Bialka rodziny Bcl-2 w plytkach krwi (zmiany poziomu ekspresji w zaleznosci
od warunkow) ([34, 48], zmodyfikowano)

Rodzina | Plytki Plytki stymulowane

biatek niestymulowane

Bcel-2 Jonofor Agonisci Przechowywane | Przechowywane
wapniowy | fizjologiczni | w temp. 37°C w temp. 22°C

Proapoptotyczne

Bak +1,b b b

Bax +r1,b b b =b

Bad +r

Bik -r

Bid +b =b

Bim +b

Antyapoptotyczne

Bel-2 +/-1,b =b =b b

Bel-X| +r ~b

Bcl-w -T

Bfl-1 +r =b

Mcl-1 +r

+ obecne, — nicobecne, = bez zmian, +/- obecnos¢? r — test na obecno$¢ mRNA,
b — test na obecnos¢ biatka

niektorych biatek proapoptotycznych [29,34,36]. Zmiany poziomu ekspresji biatek rodziny
Bcl-2 przedstawiono w tabeli 2.

Wsrod plytkowych biatek antyapoptotycznych duze znaczenie ma biatko Bel-X
ktore powstrzymuje proapoptotyczny wplyw Bid i zapobiega uwalnianiu cytochromu ¢
z mitochondriow do cytoplazmy (w plytkach przechowywanych w temp. 37°C).
Obnizenie poziomu biatka Bel-X| nasila wrazliwo$¢ ptytek na bodzce apoptotyczne
[6]. Biatko Bcl-X| ma takze wplyw na przezycie macierzystych komorek ptytek krwi.
Wysoki poziom ekspresji Bel-X | , obserwowany in vitro w populacji wezesnych komorek
megakariocytow (prekursory CD34(+) traktowane estrem forbolu), ulega obnizeniu w
miarg starzenia si¢ megakariocytow [56]. Opisywanemu zjawisku towarzyszy wzrost
liczby komorek ulegajacych apoptozie oraz pojawienie si¢ cytoplazmatycznych struktur
przypominajacych przedptytki. Dlatego przypuszcza sig, ze biatko Bel-X| odgrywarolg
w powstawaniu plytek krwi poprzez regulacje zywotnosci i roznicowania megakario-
cytow [56]. Sposrod zidentyfikowanych dotychczas w plytkach krwi pigeiu biatek
proapoptotycznych (Bak, Bax, Bad, Bid i Bim), w stymulowanych ptytkach dochodzi
do zwigkszonej ekspresji tylko dwoch biatek — Bak 1 Bax. Biatka Bax i Bak przyczyniaja
si¢ do wyptywu cytochromu ¢ z mitochondriow, na skutek ich przytaczania do napigciowo
-zaleznych kanatow anionowych (VDAC) w btonie mitochondrialnej [6,10,64,67].
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Ekspozycja fosfatydyloseryny

Btona plytek krwi charakteryzuje si¢ asymetria fosfolipidow [57]. Fosfatydylocholina
i sfingomielina sa obecne na powierzchni btony ptytkowej, natomiast kwasne fosfolipidy,
m.in. fosfatydyloseryna (PS) sa zlokalizowane w czgsci wewngtrznej btony. Podczas
aktywacji ptytek krwi trombina czy kolagenem nastepuje bardzo szybka redystrybucja
niektorych fosfolipidow, zwlaszcza przemieszczenie PS, ktora pojawiajac si¢ w mono-
warstwie zewngtrznej btony, nadaje jej wlasnosci prokoagulacyjne i zapewnia prawidlowy
przebieg hemostazy. W wielu komodrkach obserwowano ekspozycje PS podczas
apoptozy, chociaz przemieszczenie fosfatydyloseryny do zewngtrznej warstwy btony
komorkowej nie jest niezbgdne dla fenotypu apoptozy. Ekspozycje fosfatydyloseryny
na powierzchni komorki zaobserwowano w apoptozie ptytek indukowanej wapniowym
jonoforem, trombina, kolagenem, ADP oraz w czasie przechowywania koncentratow
plytkowych, jak i zawiesiny starzejacych sig ptytek (takze in vivo) [33,34,36,40,48,49,-
63,64,67,68]. Zaburzenie asymetrii blonowych fosfolipidéw i tym samym ekspozycje
fosfatydyloseryny powodowaé moga w plytkach miejscowe $rodki znieczulajace, ktore
wpltywaja na depolaryzacje blony mitochondrialnej, uwolnienie cytochromu ¢ oraz na
przemiang prokaspaz 3 1 9 do aktywnych form [3]. Obecno$¢ fosfatydyloseryny na
zewngtrznej powierzchni dwuwarstwy lipidowej btony plytek krwi jest uznawana za
wskaznik zaréwno ptytkowej apoptozy, jak i aktywacji.

W komorkach jadrzastych ekspozycja PS jest znacznikiem apoptozy zaleznej od
kaspaz. Fosfatydyloseryna na powierzchni ptytek w stanie apoptozy przyczynia si¢ do
usuwania ptytek z krazenia za posrednictwem makrofagdw wyposazonych w receptory
dla fosfatydyloseryny PS-R [60]. W przemieszczenie fosfatydyloseryny do warstwy
zewngtrznej blony zaangazowana jest skramblaza, czyli translokaza fosfatydyloseryny,
ATP-aza zalezna od Mg?*i Ca®', aktywowana przez biatkowa kinaz¢ C (PKC) [60].
Aktywacja skramblazy jest niezbedna do zmiany asymetrii blonowych lipidow podczas
apoptozy. Zwigkszona ekspozycje¢ PS na zewngtrznej stronie btony ptytek krwi moga
wywotywaé zaburzenia metaboliczne powodujace spadek poziomu ATP, aktywacja
plytek oraz oksydacyjne uszkodzenia transporterow lipidow btonowych [3,30]. Fosfaty-
dyloseryna na powierzchni blony ptytek wykazuje efekt prokoagulacyjny, przyspieszajac
enzymatyczna degradacjg biatek krzepnigcia [73]. Obecnos¢ PS na powierzchni plytek
(oraz uwalnianie mikroplytek) wptywa na przylaczanie fibrynogenu do ptytek (tworzenie
agregatow ptytkowych) oraz sprzyja powstawaniu zakrzepow poprzez dostarczanie
powierzchni dla czynnikow koagulacyjnych [49]. Aneksyna nalezaca do biatek
antykoagulacyjnych, nieglikozylowanych, wiazacych wapn i fosfolipidy moze przytaczac
si¢ do PS ptytek hamujac aktywacj¢ czynnikéw krzepnigcia [33,49,61,67]. Powierz-
chniowa PS moze by¢ takze wskaznikiem jakosci koncentratow plytkowych przez-
naczonych do transfuzji. Wzrost ilosci PS na powierzchni blony ptytek moze oznaczac¢
uszkodzenie przechowywanych ptytek i wskazywac, ktore ptytki musza zosta¢ usunigte
z krazenia przy udziale fagocytéw zawierajacych receptory dla PS (np. receptor SR-
BI i CD36) [30].



612 B. WACHOWICZ, B. OLAS, J. RYWANIAK

Powstawanie mikroplytek

Mikroptytki pojawiaja si¢ w wyniku stymulowania plytek (in vitro) jonoforem
wapniowym, trombina, kolagenem, ADP oraz podczas przechowywania ptytek (w temp.
22 1 37°C) [34]. Mikroptytki powstaja takze in vivo u myszy w modelu apoptozy
wywolanym infekcja malarii i indukowanym przez iniekcje TNF lub przeciwciat
antyptytkowych [34]. Formowanie mikroptytek wymaga degradacji cytoszkieletu ptytki
oraz aktywacji kalpain [33,34,49,67]. Podawanie myszom inhibitora kaspaz (ZVAD)
powodowato spadek liczby uwalnianych mikroptytek, dlatego tez sugeruje sig, ze
kluczowa role w fragmentacji plytek krwi moga odgrywac kaspazy [34,59].

Potencjat transblonowy mitochondriow i1 cytochrom ¢

W umierajacych wskutek apoptozy ptytkach krwi otwieranie megakanatow
mitochondrialnych przyczynia si¢ m.in. do zmian potencjatu transblonowego (AWm) i
uwolnienia z przestrzeni mi¢dzybtonowej mitochondriéw biatek apoptogennych. Biatka
uwalniane z przestrzeni migdzybtonowej mitochondriéw plytek to m.in. zymogeny
enzymow efektorowych apoptozy —kaspazy 9 (Apaf-3) czy ich aktywatory (cytochrom
¢ (Apaf-2), Smac/DIABLO) [33,67]. Stosujac technike immunoblotting potwierdzono
obecno$¢ proapoptotycznego, mitochondrialnego biatka Smac/DIABLO, ktore byto
uwalniane do cytozolu ptytek w 11 dniu przechowywania koncentratow ptytkowych w
standardowych warunkach (temp. 22°C) [53].

APOPTOZA MEGAKARIOCYTOW A POCZATEK BIOGENEZY
PLYTEK KRWI

Ptytki krwi cztowieka powstaja z megakariocytow. Z jednego megakariocytu powstaje
6 tzw. przedplytek, a z kazdej przedptytki powstaje z kolei okoto 1200 ptytek. Czas
zycia pojedynczej ptytki —jesli nie zostanie zaktywowana — wynosi zaledwie 9—12 dni.
Tak krotki czas zycia powoduje, iz duza czes¢ tych komorek usuwana jest z krazenia
bez spetnienia swojej funkcji hemostatycznej i $mier¢ plytki nastepuje w wyniku
fagocytozy przez makrofagi [11,13].

Jak to sig jednak dzieje, ze makrofagi ,,wiedza”, ktore ptytki nalezy sfagocytowac?
Co jest sygnatem dla makrofagow, ze po tak krotkim okresie zycia ptytka musi zosta¢
unicestwiona? Pytania dotyczace $mierci tych bezjadrzastych komodrek pozostawaty
przez wiele lat bez odpowiedzi. Przypuszczano, ze usunigcie kwasu sialowego z
glikoprotein powierzchniowych btony (odstonigcie galaktozy) moze by¢ sygnatem do
wychwytywania ptytek krwi z krwiobiegu [70].

W plytkach krwi, tak jak w komorkach jadrzastych, obserwuje si¢ aktywacje
enzymow efektorowych potrzebnych w przebiegu apoptozy, a takze stwierdza obecno$é¢
takich samych, cho¢ nie wszystkich, markerow apoptozy dla komoérek jadrzastych.
Obecno$¢ bialek pro- i antyapoptotycznych, a takze ekspozycja na powierzchni plytek
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fosfatydyloseryny czy obserwowany spadek potencjatu wewnatrzblonowego mito-
chondrium [34,59,64,71] wraz z towarzyszacymi zmianami morfologicznymi, takimi
jak: obkurczanie krwinek, kondensacj¢ ich cytoplazmy, tworzenie pecherzykow blony
komorkowej i wytwarzanie filopodidow, sugeruje mozliwos$¢ zjawiska apoptozy w
ptytkach. Do niedawna wszystkie te zmiany opisywano jako aktywacje plytek, ale od
1997 roku zaczgto uwazaé ten proces za apoptoze [9,64]. Jako pierwsi obecno$¢
apoptozy w ptytkach zasugerowali Vanags i wsp. w 1997 roku [64]. Obecnie wielu
badaczy potwierdza wystgpowanie zdarzen podobnych do apoptozy (ang. apoptosis-
like events) w ptytkach krwi [48,68]. Badanie apoptozy w ptytkach jest jednak bardzo
trudnym wyzwaniem, gdyz plytki krwi sa bardzo wrazliwe na dziatanie r6znych bodzcow.
Pod wptywem wielu czynnikéw fizycznych i chemicznych ptytki bardzo szybko ulegaja
aktywacji, i zardbwno podczas aktywacji, jak i podczas apoptozy dochodzi do podobnych
zmian w ptytkach [29,34,36,64].

Ptytki moga zawiera¢ w swoim mitochondrialnym genomie informacj¢ genetyczna
o programowanej $mierci pochodzaca i przekazana od swoich komoérek macierzystych
— jadrzastych megakariocytow [58,67].

Istnieje Scisty zwiazek pomigdzy apoptoza megakariocytdw a powstawaniem ptytek
krwi. Apoptoza megakariocytu (,,koniec”) prowadzi do powstawania ptytek, tak wigc
jest wlasciwie ,,poczatkiem” [8,27,62]. Pod wplywem hematopoetycznych czynnikow
wzrostu, zwlaszcza tromobopoetyny, komorki pnia szpiku kostnego przechodza procesy
proliferacji, r6znicowania, dojrzewania, stajac si¢ dojrzatymi megakariocytami.
Zakonczenie zycia dojrzalego megakariocytu w drodze apoptozy jest zasocjowane w
czasie z formowaniem si¢ nowych ptytek. Smier¢ wezesnych stadiow macierzystych
komorek ptytek krwi obserwuje si¢ jedynie w stanach patologicznych, np. w czasie
terapii nowotworowej lub infekcji wirusem HIV [35].

W poczatkowym etapie biogenezy ptytek z megakariocytdw powstaja ich prekursoro-
we odpowiedniki — przedptytki. Tworzenie tych struktur jest potaczone z radykalnymi
zmianami w cytoszkielecie megakariocytu, obejmujacymi aktywacj¢ mikrotubul,
polimeryzacje¢ aktyny oraz fosforylacje miozyny [8,62]. Wedlug teorii tworzenia
przedptytek opisanej przez Italiano i wsp. [23], prekursory ptytek wylaniaja sig¢ w postaci
dtugich, rurkowatych, bulwiasto zakonczonych cytoplazmatycznych uwypuklen, w
koncowo zréznicowanych megakariocytach. Bulwiaste, nabrzmiate zakonczenia
zawieraja peryferyczne peczki mikrotubul, ktore skrecaja si¢ przybierajac formy
ktebkowate i tezkowate. Powstate przedptytki sa dynamicznymi strukturami, a dzigki
aktywnym mikrotubulom moga odwracalnie zmienia¢ ksztalt na tubularny czy
rozszerzony, a nastgpnie ulegajac fragmentacji uwalnia¢ ptytki krwi do krazenia [5,23].
Przeksztatcenie dynamicznej, labilnej struktury przedptytek, niezbednej do tworzenia
licznych odgatezien, w sztywne rusztowanie nastepuje tuz przed uwolnieniem plytek
dzigki zespoleniu blony z cytoszkieletem aktynowym. Formowanie gotowych ptytek
krwi odbywa si¢ w koncowej fazie r6znicowania przedptytek [23].

Niezbednym warunkiem dla wytwarzania ptytek z megakariocytow jest aktywacja
kaspaz [8,11,62]. Badania in vitro wykazaty obecnos¢ aktywnych kaspaz 31 9 w
koncowym stadium dojrzewania megakariocytow [8,62]. Spontaniczna aktywacja
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kaspaz, obserwowana w warunkach fizjologicznych, jest niezbedna dla powstania ptytek,
gdyz wykazano, ze inhibitory kaspaz znacznie obnizaja tworzenie przedptytek, a megaka-
riocyty wyrazajace silna ekspresje antyapoptotycznych biatek z rodziny Bcel-2 (hamu-
jacych aktywnos¢ kaspaz) maja znacznie zredukowana zdolno$¢ formowania
przedptytek [8,62]. Aktywacja kaspazy 3 powoduje zmiany w podstawowych biatkach
cytoszkieletu wlaczonych w proces tworzenia przedplytek, tj. w miozynie (fosforylacja)
iaktynie (polimeryzacja) [62]. Aktywna kaspaza 3 modyfikuje przepuszczalnos¢ btony
mitochondrialnej. W wyniku otwierania megakanatow dochodzi do uwolnienia z mito-
chondrium proapoptotycznego cytochromu ¢, co moze sugerowacé aktywacje wew-
netrznego, mitochondrialnego szlaku apoptozy [8]. Substratami kaspazy 3 sa rowniez
inne molekuty, np. gelsolina, Rho-kinaza (powodujaca tworzenie pgcherzykow btony
komorkowej) i PARP — polimeraza poli (ADP-rybozy) [8]. Wykazano rowniez (in vi-
tro), ze inhibitor kaspaz ZVAD-fmk (gtéwny inhibitor kaspazy 3) skutecznie blokuje
tworzenie przedptytek [11].

W indukcji apoptozy megakariocytow bezposrednio zwiazanej z tworzeniem ptytek
moze odgrywac rolg tlenek azotu. Badania in vitro potwierdzily rowniez udziat tlenku
azotu w rozwoju megakariocytéw i trombopoezie. Do§wiadczenia przeprowadzone na
szczurach wykazaly, ze zwierzgta, ktérym podano L-nitroargining — inhibitor syntazy
tlenku azotu (NOS, ang. nitric oxide synthase), mialy obnizona o 50% liczbe ptytek w
krazeniu w poréwnaniu ze zwierzg¢tami kontrolnymi [5]. Megakariocyty, wytwarzajac
plytki niemal réwnocze$nie ulegaja apoptozie, ktora w tym przypadku moze odpowiadac
za usuwanie starych, ,,zuzytych” megakariocytow [5].

Pedrefio i wsp. [47] przedstawili zupelnie nowy, odmienny mechanizm wytwarzania
ptytek krwi umozliwiajacy powstawanie plytek bezposrednio we krwi, a nie, jak dotad
uwazano, wyltacznie w szpiku kostnym. Proces ten polega na ,,wyrzucaniu’ ostatecznie
dojrzatych ptytek wprost do krwi przez megakariocyty znajdujace si¢ w krazeniu,
natomiast czynnikiem indukujacym jest przypuszczalnie trombina [47].

MODELE APOPTOZY W PLYTKACH KRWI W WARUNKACH
INVITRO 1IN VIVO

Apoptoza i aktywacja ptytek to procesy bardzo podobne pod wzgledem zmian
morfologicznych czy biochemicznych. Apoptoze plytek porownywano takze z procesem
uszkodzenia ptytek podczas ich przechowywania [58]. Do tej pory opisano 5 zjawisk
modelowych, demonstrujacych apoptoze w ptytkach, w tym 3 modele przedstawiajace
apoptoze in vitro 1 2 in vivo.

W plytkach w warunkach in vitro obserwowano:

* apoptozg indukowana niefizjologicznymi agonistami — wapniowym jonoforem jo-
nomycyny [64]1A23187[36,59,68], jak i fizjologicznymi agonistami plytek: trom-
bing, kolagenem, mieszaning trombiny i kolagenu, analogiem tromboksanu A, —
U46619 [59,68];
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e apoptozg, do ktorej dochodzi w procesie starzenia ptytek podczas przechowywania
przemytych ptytek (ptytek inkubowanych przez 18-24 godzin w temp. 37°C) [10];

e apoptoze indukowana starzeniem si¢ koncentratéw ptytkowych o niskiej zawarto-
sci leukocytow (PCs, ang. leukodepleted platelet concentrates) w warunkach
standardowego przechowywania plytek w temp. 22°C [36,49,53] i 37°C [29].

W ptytkach, w warunkach in vivo obserwowano: apoptoze powiazang ze starzeniem
plytek u psow z trombopoezg thumiona estradiolem (podawanym w iniekcjach) [48]
oraz apoptoze w ptytkach myszy z trombocytopenia wywotana infekcja malarii [50] 1
indukowana przez iniekcje czynnika martwicy nowotworu (TNF, ang. tumor necrosis

factor) [51] lub przeciwcial przeciwptytkowych [52].

MARKERY APOPTOZY PLYTEK KRWI
PODCZAS ICH PRZECHOWYWANIA

Wyizolowane z krwi ptytki podczas przechowywania ulegaja licznym zmianom, ktore
powoduja uposledzenie ich prawidlowej struktury i funkcji. Te morfologiczne-me-
taboliczne zaburzenia ograniczaja mozliwos¢ przechowywania plytek i moga by¢
przyczyna ostabionej rekonwalescencji pacjenta po transfuzji masy ptytkowej [49].
Pojawiajace si¢ modyfikacje plytek sa okreslane jako: 1) defekt przechowywanych
ptytek PSD (ang. platelet storage defect) [49]; 2) uszkodzenie przechowywanych
ptytek PSL (ang. platelet storage lesion) [58]. Zaobserwowano réwniez, ze wraz z
wydtuzeniem okresu przechowywania plytek w warunkach in vitro maleje ich
przezywalno$¢ i dochodzi do nasilenia zmian morfologicznych i biochemicznych (zaréwno
w podwyzszonej temperaturze (37°C), jak i w standardowych warunkach przecho-
wywania krwi w temperaturze 20-24°C) [6,34,36,49,58,67]. Zaburzenia opisywane
jako uszkodzenia typu PSL pojawiaja si¢ w odpowiedzi na stres mechaniczny, hipoksje
oraz obnizona lub podwyzszona temperatur¢. Uszkodzenia typu PSL prowadza do
tworzenia mikroptytek, reorganizacji cytoszkieletu i ekspozycji PS. Wymienione zmiany
morfologiczne i biochemiczne towarzyszace temu uszkodzeniu ptytek odpowiadaja
wlasciwo$ciom apoptotycznej $mierci, ale rowniez aktywacji ptytek krwi, w zwiazku z
czym pojawia si¢ watpliwos¢ czy uszkodzenia typu PSL sa rowne apoptozie [58].

Chociaz prawidtowy czas zycia ptytek w krazeniu oceniono na okoto 10 dni,
w warunkach pozaustrojowych juz po pigciu dniach w temp. 22°C pojawiaja si¢ oznaki
apoptozy, takie jak: ekspozycja PS, podwyzszenie poziomu ekspresji mRNA dla
prokaspaz, receptorow $mierci i biatek Bcl-2, wytworzenie aktywnej czasteczki kaspazy
3 (p17)irozpad gelsoliny [34,36,49]. Przechowywane plytki sa rowniez bardziej wrazliwe
na bodzZce apoptotyczne, w tym na dziatanie agonistow (jonofor wapniowy, trombina,
kolagen) [49]. Przezywalno$¢ ptytek krwi wyraznie maleje podczas ich przechowywania
w temp. 37°C, przy dodatkowym zwigkszonym ryzyku zanieczyszczenia bakteriami.
Dla ptytek krwi temperatura 37°C zostata uznana za temperature stresowa, indukujaca
apoptoze. O ile temperatura 22°C redukuje zywotnosc¢ ptytek dopiero po pigciu dniach,
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w temperaturze 37°C zanik prawidlowych funkcjonalnych cech plytek w warunkach
in vitro obserwowano juz po 24 godzinach. Po trzech godzinach dochodzi do wzrostu
aktywnosci kaspazy 3 (osiagajacej maksimum po 48 godzinach), a miedzy 6 a9 godzina
do pojawienia si¢ aktywnej formy kaspazy 9 [6]. Innymi przejawami uruchomienia
apototycznej maszynerii w ptytkach przechowywanych (w temp. 37°C) jest rozpad
gelsoliny, obnizenie poziomu antyapoptotycznego biatka Bcl-X, eksponowanie na
powierzchni PS i uwolnienie cytochromu ¢ [6,34,67]. Sugeruje si¢ takze, ze indukcja
apoptozy ptytek krwiw temp. 37°C moze by¢ spowodowana niedoborem metabolicznie
waznych substratow, sekrecja lub akumulacja czynnikow proapoptotycznych [6]. Phytki
inkubowane przez trzy godziny in vitro w temp. 37°C zuzywaja tlen dwukrotnie szybciej
niz w temperaturze 22°C [21]. Zwigkszenie tempa przemian metabolicznych i zuzywania
substratow metabolicznych przyczynia¢ si¢ moze do skrocenia czasu zycia plytek.
Ciagle jednak pozostaje zagadka, dlaczego w warunkach in vivo plytki krwi w temp.
37°C zyja 8-10 dni, podczas gdy w warunkach ex vivo traca zywotno$¢ po dwoch
dniach [6].

UWAGI KONCOWE

Istnieje hipoteza, Zze apoptoza i aktywacja ptytek to prawdopodobnie ten sam proces
[63,68]. Hipoteza ta uwzglednia wspolne cechy morfologiczne i biochemiczne apoptozy
i aktywacji, takie jak: zmiana ksztattu ptytki, modyfikacja cytoszkieletu, fuzja ziarnistosci
z blona plazmatyczna, tworzenie pecherzykow btony, uwolnienie mikroptytek, ekspono-
wanie na powierzchni fosfatydyloseryny [6,33,34,49,67,68]. Wydaje si¢ jednak, ze nie
ma znaku réwnos$ci migdzy apoptoza a aktywacja ptytek krwi (tab. 3). Wigkszos¢
danych eksperymentalnych wskazuje na odmiennos¢ tych dwoch proceséw. Przema-
wiaja za tym przede wszystkim typowe zjawiska apoptotyczne, ktorych nie obserwuje
si¢ w czasie aktywacji plytek, a do ktérych zalicza si¢ spadek potencjalu wewnatrz-
btonowego mitochondriow AWm, uwolnienie cytochromu ¢, wzrost ekspresji proapopto-
tycznych biatek Bcl-2 oraz obecnos¢ aktywnej kaspazy 3 1 9 [6,10,33,34,36,48,-
49,59,63,67,68]. W procesie apoptozy ptytek nie zaobserwowano ani adhezji ptytek do
komorek $rodbtonka, ani zwigkszonego metabolizmu inozytoli czy fosforylacji wtornych
przekaznikow biatkowych [68]. Dodatkowym elementem rézniacym wspomniane
procesy jest szybkos¢ ich przebiegu i pojawiania si¢ charakterystycznych cech, tzn. w
aktywacji plytek zmiany pojawiaja si¢ gwattownie i niemal natychmiast, podczas gdy
odpowiedz ptytek na bodziec apoptotyczny przebiega wolniej [49,68]. Wiele watpliwosci
i sprzecznosci wzbudza udziat kaspaz i kalpain w tych procesach. Kaspazy sa powszech-
nie uznawane za gtownych wykonawcow apoptozy, nie tylko w komorkach jadrzastych,
ale rowniez w ptytkach krwi [12,33,34,36,44]. Znacznie mniejsza rolg przypisuje si¢
kalpainom, jak dotad aktywnym jedynie w modelu apoptozy ptytek indukowane;j silnymi
agonistami [34,68]. Chociaz kalpainy zostaly uznane za znaczniki ptytkowej apotozy
[34], ich funkcja jest znacznie lepiej udowodniona w procesie aktywacji, w ktorym nie
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TABELA 3. Zmiany morfologiczne i biochemiczne towarzyszace aktywacji i apoptozie plytek krwi

Aktywacja plytek krwi Apoptoza plytek krwi

Tworzenie mikroplytek tworzenie mikroplytek

Ekspozycja osfatydyloseryny ekspozycja fosfatydyloseryny

Reorganizacja bialek cytoszkieletu reorganizacja biatek cytoszkieletu
(udziat kalpain) (udziat kaspazy 3 i9, kalpain)

obecnosé ligandow $mierci

obecnos$¢ receptoréw $mierci

obecno$¢ biatek adaptorowych

obecno$¢ rodziny bialek Bcl-2

zmiany potencjatu transblonowego
mitochondriow

biora udziatu aktywne kaspazy. Wolf1wsp. [68] przedstawili trzy dowody potwierdzajace
udziat kalpain a nie kaspaz w aktywacji ptytek: 1) apoptoza, a nie aktywacja jest
skorelowana z procesem aktywacji kaspaz; 2) zdarzeniom apoptozopodobnym podczas
stymulowania ptytek A23187 zapobiega inhibicja kalpain a nie kaspaz; 3) w czasie
aktywacji ptytek nie dochodzi do uwolnienia z mitochondriow cytochromu c jako
kluczowego elementu aktywacji kaspaz (szlak mitochondrialny).

Na obecnym poziomie wiedzy mozna przypuszczaé, ze przebieg procesu apoptozy w
plytkach krwi na szlaku zewngtrznym czy wewnetrznym w znacznym stopniu zalezy od
rodzaju czy sily induktora apoptozy. Zastosowanie w badaniach megakariocytow (jadrzastych
prekursorow ptytek krwi) czy megakariocytycznych linii komoérkowych powinno zwigkszy¢
postep wiedzy o szlakach procesu apoptozy i ich regulacji w ptytkach krwi.
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