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Streszczenie: P³ytki krwi, bezj¹drzaste komórki pochodz¹ce z megakariocytów pe³ni¹ podstawow¹ funk-
cjê w hemostazie i powstawaniu zakrzepów. Dowody eksperymentalne opisywane w tej pracy wska-
zuj¹, ¿e podczas starzenia siê p³ytek (przechowywania), jak i ich aktywacji dochodzi do zmian morfolo-
gicznych i biochemicznych oraz pojawienia siê niektórych markerów apoptozy, takich jak w komórkach
j¹drzastych.

S³owa kluczowe: p³ytki 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 skrótów: ∆∆∆∆∆ΨΨΨΨΨm � potencja³ transb³onowy mitochondrium; Apaf-1 (ang. apoptosis  protease activa-
ting factor-1) � czynnik 1 aktywuj¹cy proteazy w procesie apoptozy; Bcl-2 (ang. B-cell leukemia/
lymphoma-2)  � produkt protoonkogenu Bcl-2; DcR2 (ang. decoy receptor) � receptor pu³apka; MPs
(ang. microparticles) � mikrop³ytki; PCs (ang. platelet concentrates) � koncentraty p³ytkowe; PS (ang.
phosphatidylserine) � fosfatydyloseryna; PSD (ang. platelet storage defect) � defekt przechowywanych
p³ytek; PSL (ang. platelet storage lesion) � uszkodzenie przechowywanych p³ytek; RFT � reaktywne
formy tlenu; RIP (ang. receptor interacting protein) � bia³ko oddzia³uj¹ce z receptorem; Smac/DIABLO
(ang. second mitochondrial activator of caspase/direct IAP binding protein with low pI) � bia³ko proapop-
totyczne Smac/DIABLO; wtórny mitochondrialny aktywator kaspazy/bia³ko wi¹¿¹ce bezpo�rednio
IAP o niskim pI; SRs (ang. scavenger receptors) � receptory zmiatacze; TRADD (ang. TNF- R1 associa-
ted death domain) � bia³ko adaptorowe z domen¹ �mierci wi¹¿¹ce siê z receptorem TNF-R1; TRAIL (ang.
TNF-related apoptosis-inducing ligand) � ligand z rodziny TNF indukuj¹cy apoptozê; ZVAD-fmk (ang.
Z-Val-Ala-Asp(OMe)-fluoromethylketone) � inhibitor p³ytkowej kaspazy 3.
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WSTÊP

P³ytki, najmniejsze elementy morfotyczne krwi cz³owieka, pe³ni¹ wa¿n¹ rolê w
organizmie. Zaanga¿owane s¹ nie tylko w proces hemostazy, ale bior¹ udzia³ w tworzeniu
zakrzepów czy w powstawaniu zmian mia¿d¿ycowych w �cianach naczyñ krwiono�nych.
Uczestnicz¹ równie¿ w procesach zapalnych i procesie metastazy. P³ytki krwi ssaków
ró¿ni¹ siê od komórek pe³ni¹cych podobne funkcje w hemostazie innych krêgowców nie
tylko pochodzeniem, budow¹ morfologiczn¹, procesami biochemicznymi, ale równie¿
stopniem aktywacji warunkuj¹cym ich udzia³ w hemostazie. Jedynie u ssaków, w drodze
ewolucji, zosta³ ukszta³towany ekonomiczny system wytwarzaj¹cy z jednej komórki
macierzystej � megakariocytu, od 4 do 8 tysiêcy p³ytek. Z tego wzglêdu termin �p³ytka�
odnosi siê do pozbawionych j¹der komórek krwi ssaków, a nazwê �trombocyt� rezerwuje
siê dla j¹drzastych komórek krwi innych krêgowców, niepochodz¹cych z fragmentacji
megakariocytów, lecz powstaj¹cych z sukcesywnego podzia³u tromboblastów w sposób
zbli¿ony do powstawania erytrocytów z erytroblastów. W literaturze jednak te dwa terminy
do�æ czêsto stosowane s¹ wymiennie. Deckhuzyen [15] po raz pierwszy w 1901 r.
wprowadzi³ nazwê �trombocyt�, uwa¿aj¹c, ¿e pomiêdzy komórkami krwi ró¿nych
krêgowców pe³ni¹cymi funkcje hemostatyczne nie ma innych ró¿nic ani¿eli morfologiczne.
W 1 mikrolitrze ludzkiej krwi znajduje siê �rednio 300 000 p³ytek krwi. Czas ¿ycia p³ytek
kr¹¿¹cych w krwiobiegu i nieuczestnicz¹cych w hemostazie wynosi od 9 do 12 dni. Ma³o
poznane s¹ natomiast szlaki �mierci p³ytek krwi. U ssaków p³ytki krwi s¹ najmniejszymi
elementami morfotycznymi krwi (�rednica 2�4 µm), a ich cech¹ charakterystyczn¹  jest
brak j¹dra komórkowego. P³ytka ssaków nie jest wiêc kompletn¹ komórk¹, ale cechuje
j¹ bardzo aktywny metabolizm [13]. Niepobudzona p³ytka ma kszta³t dyskoidalny. Wyró¿nia
j¹ charakterystyczne u³o¿enie struktur komórkowych. W centrum zlokalizowane s¹
specyficzne ziarnisto�ci α oraz ziarnisto�ci osmofilne o du¿ej gêsto�ci elektronowej. W
tych ziarnisto�ciach s¹ zmagazynowane liczne zwi¹zki uwalniane w procesie sekrecji.
S¹ to m.in.: bia³ka adhezyjne (fibrynogen, trombospondyna), albumina, osoczowe czynniki
krzepniêcia, czynniki wzrostu i cytokiny znajduj¹ce siê w ziarnisto�ciach α. Z ziarnisto�ci
osmofilnych uwalniane s¹ nukleotydy adeninowe nieuczestnicz¹ce w metabolizmie (ADP,
ATP), GDP, GTP, jony wapniowe, jony magnezowe, serotonina, histamina i fosfoinozytole.
W p³ytce obecne s¹ równie¿ lizosomy, nieliczne mitochondria (1�3), aparat Golgiego,
siateczka �ródplazmatyczna, peroksysomy i ziarna glikogenu. Obwodowo pod b³on¹
komórkow¹ wystêpuje sieæ mikrotubul tworz¹cych cytoszkielet p³ytki. W b³onie
komórkowej obecne s¹ bardzo liczne receptory zwi¹zane z enzyma-tycznymi drogami
przekazywania sygna³ów i aktywacj¹ p³ytek krwi. Otoczkê zewnêtrzn¹ p³ytki stanowi
glikokaliks.

Aby p³ytki krwi mog³y spe³niaæ swoje funkcje hemostatyczne, musz¹ ulec aktywacji.
Fizjologicznymi agonistami p³ytek krwi s¹: trombina, kolagen, adrenalina, wazopresyna,
czynnik aktywuj¹cy p³ytki (PAF), tromboksan A

2
 (TXA

2
) czy ADP. Aktywacja p³ytek

to proces kaskadowych, nastêpuj¹cych gwa³townie po sobie wielu reakcji enzymatycz-
nych, wywo³anych przy³¹czeniem agonisty do specyficznego receptora i polegaj¹cych
na przekazywaniu sygna³u, czêsto przy udziale licznych heterotrimerycznych bia³ek G do
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wnêtrza p³ytki. Odpowied� p³ytki na dzia³anie czynnika aktywuj¹cego prowadzi do adhezji,
zmiany kszta³tu z dyskoidalnego na sferyczny, od³¹czania mikrop³ytek, powstania wypustek,
sekrecji zmagazynowanych zwi¹zków i tworzenia agregatów p³ytkowych. W wyniku
tego procesu w p³ytce dochodzi nie tylko do gwa³townych zmian morfologicznych, ale i
biochemicznych. Aktywacja p³ytek krwi prowadzi do wzrostu wewn¹trzkomórkowego
stê¿enia jonów Ca2+, hydrolizy fosfolipidów b³ony, przemiany fosfatydyloinozytolu,
uwolnienia arachidonianu i syntezy eikozanoidów, zmiany zawarto�ci cyklicznych
nukleotydów AMP i GMP oraz fosforylacji i defosforylacji bia³ek przy udziale licznych
kinaz i fosfataz. Autokrynna stymulacja p³ytek krwi przy udziale zwi¹zków uwalnianych
z pobudzonych p³ytek (ADP, serotonina) lub syntetyzowanych przez p³ytki krwi (TXA

2
)

jest bardzo wa¿na w procesie powstawania agregatów p³ytkowych. Agregacja nastêpuje
w wyniku przekazywania sygna³u (�inside-out�) prowadz¹c do aktywacji i zmian
konformacji receptora integrynowego α

IIb
β

3
 umo¿liwiaj¹c przy³¹czenie dimerów

fibrynogenu do tych receptorów integrynowych obecnych na powierzchni ró¿nych p³ytek.
Przy³¹czenie fibrynogenu do p³ytki wytwarza sygna³y (�outside-in�) prowadz¹c do
przebudowy cytoszkieletu. Aktywacji p³ytek towarzyszy równie¿ odszczepianie od
powierzchni p³ytek mikrocz¹stek (mikrop³ytek) o w³a�ciwo�ciach prokoagulacyjnych i
ekspresji ujemnie na³adowanych fosfolipidów (w tym fosfatydyloseryny) na powierzchni
p³ytek krwi. Podczas aktywacji dochodzi do inicjowania dwóch, wzajemnie ze sob¹
powi¹zanych kaskad przekazywania sygna³u: kaskady inicjowanej przez hydrolizê
fosfolipidów b³ony i kaskady inicjowanej aktywacj¹ niereceptorowych kinaz tyrozynowych
[1,7,28,32,54,69]. Dok³adne mechanizmy przekazywania sygna³ów w p³ytkach krwi zosta³y
omówione przez Olas i Wachowicz [45].

Podczas aktywacji p³ytek dochodzi te¿ do powstawania reaktywnych form tlenu
(RFT) i azotu [16�19,24�26,31,38,39,55,65,66]. RFT w p³ytkach krwi powstaj¹ przede
wszystkim w reakcjach enzymatycznych, takich jak: przemiana kwasu arachidonowego,
cykl fosfoinozytolu, cykl glutationowy oraz w reakcjach z udzia³em oksydaz b³onowych,
g³ównie oksydazy NADPH  i syntazy NO·. Dodatkowe wytwarzanie RFT mo¿e byæ
indukowane przez leki, stany zapalne, jony metali ciê¿kich, wysi³ek fizyczny oraz
sk³adniki diety. W reakcji tlenku azotu (NO·) powstaj¹cego w p³ytkach krwi [41,72] z
anionorodnikiem ponadtlenkowym  (O

2
-·) uruchamiana jest gwa³towna reakcja tworzenia

nadtlenoazotynu (ONOO�) [9,37,42,43]. Dok³adna rola reaktywnych form tlenu w
p³ytkach krwi zosta³a opisana przez Olas i Wachowicz [46]. Przy zmniejszeniu
skuteczno�ci uk³adów antyoksydacyjnych, nadmiar reaktywnych form tlenu i azotu
wywo³uje stres oksydacyjny, prowadz¹c do wielu negatywnych zmian w funkcjonowaniu
komórek, w tym w prawid³owym funkcjonowaniu p³ytek krwi. Wynikiem dzia³ania
stresu oksydacyjnego mo¿e byæ nawet wej�cie komórki na drogê apoptozy [4,20,22].

Proces apoptozy w p³ytkach jest zagadnieniem budz¹cym wiele kontrowersji. Po
raz pierwszy problem �mierci programowanej w nieposiadaj¹cych j¹dra p³ytkach krwi
zosta³ zasygnalizowany w 1997 r. przez Vanags i wsp. [64]. W ostatniej dekadzie XX
wieku wykazano obecno�æ niektórych markerów apoptozy w tych komórkach. Obecny
artyku³ przedstawia budowê i rolê tych markerów w p³ytkach krwi.
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Wiele markerów apoptozy wystêpuje w p³ytkach krwi, ale ich dok³adne funkcje s¹
s³abo poznane, m.in. ze wzglêdu na trudno�ci stosowania metod genetycznych w
komórkach pozbawionych j¹dra, jakimi s¹ p³ytki krwi. Do tej pory, wykorzystuj¹c
dostêpne techniki badawcze, w p³ytkach krwi wykazano obecno�æ licznych, typowych
biochemicznych znaczników apoptozy, w tym markerów szlaku zewnêtrznego i
wewnêtrznego apoptozy oraz �wykonawców� tego procesu [33]. Stwierdzono obecno�æ
�ligandów �mierci�, �receptorów �mierci�, bia³ek adaptorowych, bia³ek rodziny Bcl-2,
kaspaz, kalpain i wykazano zmiany potencja³u transb³onowego mitochondriów (∆Ψm),
ekspresjê fosfatydyloseryny (PS) i tworzenie mikrop³ytek (MPs) (ryc.1).

Na obecnym etapie badañ dotycz¹cych programowanej �mierci p³ytek krwi, funkcja
enzymatycznych efektorowych bia³ek apoptozy jest rozdzielona pomiêdzy dwie grupy
proteaz cysteinowych: kaspazy i kalpainy. Sugeruje siê tak¿e mo¿liwo�æ przebiegu
zdarzeñ apoptotycznych w p³ytkach bez udzia³u aktywnych kaspaz [10,68].

Kaspazy

Podczas analizy koncentratów p³ytek krwi wykryto mRNA dla licznej grupy
prokaspaz, w³¹czaj¹c prokaspazy 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9 [6,12,33-35,49,59,63,67]. Nie
stwierdzono obecno�ci prokaspaz 5, 7 i 10 [33]. W modelowej p³ytkowej apoptozie
istotn¹ funkcjê pe³ni¹ jedynie kaspazy 3 i 9, które ulegaj¹ aktywacji i indukuj¹ kaskadê
apoptotycznych przemian. W przypadku apoptozy in vitro, wywo³anej inkubacj¹ p³ytek

RYCINA  1.  Wybrane markery apoptozy w p³ytkach krwi  ([33]; zmodyfikowano), obja�nienia w
tek�cie
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w temperaturze 37°C zaobserwowano, ¿e aktywno�æ kaspazy 3 zaczyna³a wzrastaæ
po 3 godzinach, osi¹gaj¹c maksimum w 48 godzinie inkubacji. Towarzyszy³ temu rozpad
g³ównego substratu kaspazy 3 � gelsoliny, bia³ka zaanga¿owanego w remodelowanie
filamentów aktynowych [6,35]. Atak kaspazy 3 na gelsolinê uwalnia dwa homologiczne
fragmenty: C-koñcowy (zale¿ny od Ca2+) i N-koñcowy (niezale¿ny od Ca2+, ale aktywny
w apoptozie) [6]. Gelsolina ulega równie¿ rozpadowi w p³ytkach stymulowanych silnymi
agonistami, np. A23187, trombin¹ z kolagenem [63]. Wzmo¿ona aktywno�æ kaspazy 3
mia³a tak¿e miejsce po 5 dniach przechowywania p³ytek w warunkach standardowych,
kiedy pojawia³a siê biologicznie czynna cz¹steczka tej kaspazy � p17 [36,59], w wyniku
dzia³ania na p³ytki silnego stresu mechanicznego (117�388 dyn/cm2) [33] oraz w
obecno�ci silnych agonistów [49,59,63]. Zaobserwowano, ¿e wzrost aktywno�ci kas-
pazy 9 nastêpowa³ miêdzy 6 a 9 godzin¹ przechowywania p³ytek w temp. 37°C. Aktywne
kaspazy (1, 3, 6, 8 i 9) zaobserwowano tak¿e in vivo u myszy w modelu apoptozy
wywo³anej infekcj¹ malarii i indukowan¹ przez iniekcje TNF lub przeciwcia³ przeciw-
p³ytkowych [34]. Powstawanie aktywnych form kaspaz jest kluczowym zjawiskiem
w przebiegu apoptozy komórek j¹drzastych prowadz¹cym do obkurczenia komórki,
tworzenia mikrop³ytek, ekspozycji fosfatydyloseryny i degradacji bia³ek cytoszkieletu.

G³ównym inhibitorem p³ytkowej kaspazy 3 jest inhibitor ZVAD-fmk, który skutecznie
hamuje jej funkcje, czego dowodem jest ograniczona proteoliza gelsoliny i zmniejszona
liczba tworz¹cych siê mikrop³ytek [12,33,34,36,53,68]. Badania in vitro potwierdzaj¹, ¿e
preinkubacja p³ytek ze zwi¹zkiem ZVAD-fmk znacz¹co obni¿a ekspozycjê fosfatydylo-
seryny w p³ytkach stymulowanych jonoforem wapniowym A23187 i fizjologicznym
p³ytkowym agonist¹ ADP. Inhibitor ZVAD-fmk obni¿a równie¿ agregacjê p³ytek wywo³an¹
ADP, co mo¿e wskazywaæ na udzia³ kaspaz nie tylko w apoptozie, ale tak¿e w aktywacji
p³ytek [12]. ZVAD-fmk hamuje równie¿ wytwarzanie mikrop³ytek i udostêpnienie
prokoagulacyjnych miejsc na powierzchni p³ytek sprzyjaj¹c zakrzepicy. Podobne dzia³anie
ma inhibitor DEVD-fmk [34,59]. Wzrost liczby mikrop³ytek w krwiobiegu jest
obserwowany przy licznych zaburzeniach hemostazy (aktywacja krzepniêcia,  niedokrwie-
nie miejscowe,  stany pooperacyjne,  dysfunkcja miê�nia sercowego) [1,73]. Ekspozycja
fosfatydyloseryny na powierzchni p³ytki oraz uwalnianie mikrop³ytek s¹ zjawiskami
towarzysz¹cymi prawid³owemu procesowi hemostazy i tworzeniu zakrzepów, poprzez
dostarczanie powierzchni do przy³¹czenia czynników prokoagulacyjnych. Wydaje siê, ¿e
inhibicja p³ytkowych kaspaz mo¿e byæ czynnikiem zapobiegaj¹cym powstawaniu
zakrzepów i w zwi¹zku z tym mo¿e mieæ w przysz³o�ci kluczowe znaczenie w terapii
przeciwzakrzepowej [59].

Uwa¿a siê równie¿, ¿e apoptoza w p³ytkach krwi mo¿e zachodziæ niezale¿nie od
kaspaz [10,68]. Wolf i wsp. [68] nie stwierdzili aktywno�ci kaspazy 3 po aktywacji
p³ytek trombin¹, trombin¹ i kolagenem oraz jonoforem wapniowym (A23187 lub
jonomycyny). Aktywacja kaspazy 3 nie zachodzi³a tak¿e podczas  starzenia siê p³ytek
in vitro w hodowli niezawieraj¹cej osocza przy wystêpowaniu typowych morfologicz-
nych i biochemicznych cech apoptozy [10]. W p³ytkach pozbawionych osocza
(prawdopodobnie wa¿nego �ród³a czynników prze¿ycia) zaobserwowano równie¿
przyspieszon¹ apoptozê p³ytek in vitro w temp.  37°C [10]. Dodanie inhibitora kaspazy
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3 (ZVAD-fmk) nie wywo³ywa³o ¿adnych zmian w p³ytkach, dlatego zasugerowano, ¿e
kaspazy nie s¹ w³¹czone w programowan¹ �mieræ p³ytek [10]. Amor i wsp. [2]
zaobserwowali po aktywacji p³ytek trombin¹ zwiêkszon¹ aktywno�æ kaspaz 3 i 9 we
frakcji cytoszkieletu bez zmian aktywno�ci we frakcji cytosolowej. Zastosowanie inhibi-
tora polimeryzacji aktyny obni¿a³o aktywacjê obu kaspaz, co mo¿e �wiadczyæ o zwi¹zku
tych enzymów z cytoszkieletem aktynowym. Stymulacja p³ytek krwi trombin¹ indukuje
nie tylko przemieszczenie do cytoszkieletu form kaspaz aktywnych, ale równie¿
prokaspaz 3 i 9.

Fagocytoza p³ytek w kaspazo-niezale¿nej apoptozie odbywa siê za po�rednictwem
tzw. receptorów zmiataczy (SRs, ang. scavenger receptors) [10]. Receptory zmiatacze
wi¹¿¹ siê z acetylowanymi lub utlenionymi lipoproteinami (ac- lub oxLDL) powstaj¹cymi
w trakcie apoptozy, a tak¿e z innymi bia³kami o charakterze polianionów na powierzchni
komórek apoptotycznych. Wyró¿nia siê dwie g³ówne klasy tych bia³ek receptorowych:
SR-A i SR-B. Receptory klasy A (SR-AI i SR-AII) wystêpuj¹ przede wszystkim na
makrofagach i charakteryzuj¹ siê domen¹ kolagenow¹ zawieraj¹c¹ miejsca wi¹zania
acetylowanych lipoprotein (acLDL). G³ównymi przedstawicielami klasy B s¹ SR-BI
oraz CD36. W przeciwieñstwie do SR-A, receptory zmiatacze klasy B mog¹ wi¹zaæ
fosfatydyloserynê [60].

Rola kaspaz w p³ytkach krwi ci¹gle budzi wiele w¹tpliwo�ci. Kaspazy nie uczestnicz¹
w aktywacji p³ytek krwi [68]. Bior¹c pod uwagê fakt, ¿e apoptoza mo¿e przebiegaæ
równie¿ bez udzia³u kaspaz, nie wyja�niono jeszcze znaczenia kaspaz w biologii p³ytek
krwi [10,68]. Eksperymenty in vitro wskazuj¹, ¿e wytwarzanie p³ytek jest skorelowane
czasowo z pocz¹tkiem apoptozy megakariocytów, w której uczestnicz¹ kaspazy [8,11,-
62,68]. Tak wiêc mo¿na przypuszczaæ, i¿ kaspazy pe³ni¹ potencjaln¹ rolê w powstawaniu
p³ytek krwi, a p³ytkowe kaspazy pochodz¹ z megakariocytów [68].

Kalpainy

W p³ytkach krwi kalpainy nale¿¹ce do grupy proteaz cysteinowych zale¿nych od
Ca2+ wystêpuj¹ w formie nieaktywnej i stanowi¹ ok. 2% bia³ek p³ytkowych [34].
Aktywacjê kalpain stwierdzono podczas stymulowania p³ytek jonoforem wapniowym
(jonomycyny lub A23187), trombin¹ oraz/lub kolagenem [34,64,68]. Kalpainy bior¹
udzia³ w powstawaniu mikrop³ytek, ekspozycji PS, zmianie kszta³tu komórki, degradacji
gelsoliny i bia³kowej kinazy C [34,64,68]. Kalpainy odpowiadaj¹ za rozpad bia³ek
cytoszkieletu � filaminy, taliny i miozyny, prowadz¹c do zmian morfologicznych p³ytek
oraz zaburzenia drogi przekazywania sygna³u w komórce [67].

Badania in vitro  po zastosowaniu inhibitora kalpain � kalpeptyny dowiod³y, ¿e kalpainy
(obok kaspaz) s¹ równie¿ enzymami wykonawczymi apoptozy [34]. Kalpeptyna hamuje
rozwój zdarzeñ apoptotycznych w apoptozie p³ytek indukowanej jonoforem wapniowym,
zapobiega degradacji bia³ek cytoszkieletu, obkurczaniu komórki, tworzeniu mikrop³ytek
oraz aktywacji kaspaz 3 i 9 [64,68].  W p³ytkach stymulowanych dwoma silnymi agonista-
mi (trombin¹ i kolagenem), kalpeptyna ogranicza tworzenie mikrop³ytek i rozpad mio-
zyny, ale powoduje wzrost ekspozycji fosfatydyloseryny [34]. Poniewa¿ aktywne
kalpainy dotychczas zidentyfikowano tylko w modelu apoptozy wywo³anej agonistami
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(fizjologicznymi: trombina, kolagen i niefizjologicznymi: jonofor wapniowy A23187),
mo¿na przypuszczaæ, ¿e kalpainy s¹ bardziej zwi¹zane z aktywacj¹ p³ytek ni¿ z ich
apoptoz¹, chocia¿ wywo³ane przez nie modyfikacje odzwierciedlaj¹ typowe zdarzenia
apoptotyczne [59].

�Receptory �mierci�, �ligandy �mierci� i bia³ka adaptorowe

Analiza markerów apoptotycznych na poziomie mRNA i bia³ek wykaza³a, ¿e p³ytki
maj¹ mRNA dla liganda �mierci
TRAIL, receptorów �mierci TNF-R1,
DcR2, DR3, DR4 i DR5 oraz dla
bia³ek adaptorowych TRADD i RIP
(tab.1) [34,53]. Badania in vitro pot-
wiedzi³y ekspresjê liganduTRAIL
(czynnik proapoptotyczny z rodziny
TNF) w pobudzonych p³ytkach oraz
w czasie ró¿nicowania megakario-
cytów [14]. Ekspresjê b³onowego
receptora DcR2 (ang. decoy recep-
tor � receptor pu³apka) rejestrowano
w pocz¹tkowej fazie przechowywa-
nia koncentratów p³ytkowych [53].
Zaobserwowano tak¿e, ¿e spadek po-
tencja³u transb³onowego mitochon-
driów p³ytki ma miejsce w apoptozie
indukowanej agonistami [63] i silnym
stresem mechanicznym [33] oraz
podczas starzenia siê p³ytek in vivo
u psów [48]. Spadek ∆Ψm wykryto
równie¿ miêdzy 13 a 14 dniem w
przechowywanych koncentratach
p³ytkowych [33,48,67].

Bia³ka rodziny Bcl-2

Kuter i wsp. [29] oraz Leytin i Freedman [34] wykazali w p³ytkach krwi zarówno
ekspresjê mRNA dla wielu bia³ek rodziny Bcl-2, jak i ich obecno�æ na poziomie bia³ka
(tab. 2). W p³ytkach krwi odnaleziono szereg bia³ek z rodziny Bcl-2, w tym aktywatory
(Bak, Bax, Bad) i inhibitory (Bcl-X

L, 
Bfl-1, Mcl-1) apoptozy. Nie stwierdzono natomiast

obecno�ci proapoptotycznego bia³ka Bik i antyapoptotycznego bia³ka Bcl-W [33,36].
W hodowli starzej¹cych siê p³ytek w temp. 37°C [6] oraz poddanych dzia³aniu wapnio-
wego jonoforu jonomycyny [64] nastêpowa³ wzrost ekspresji bia³ek Bak i Bax [10]
oraz obni¿enie poziomu bia³ka Bcl-X

L
(37°C), co prowadzi³o do wzrostu wra¿liwo�ci

p³ytek na bod�ce apoptotyczne [6]. W p³ytkach stymulowanych ró¿nymi czynnikami,
przyczyniaj¹cymi siê do indukcji apoptozy, pojawiaj¹ siê zmiany w poziomie ekspresji
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niektórych bia³ek proapoptotycznych [29,34,36].  Zmiany poziomu ekspresji bia³ek rodziny
Bcl-2 przedstawiono w tabeli 2.

W�ród p³ytkowych bia³ek antyapoptotycznych du¿e znaczenie ma bia³ko Bcl-X
L
,

które powstrzymuje proapoptotyczny wp³yw Bid i zapobiega uwalnianiu cytochromu c
z mitochondriów do cytoplazmy (w p³ytkach przechowywanych w temp. 37°C).
Obni¿enie poziomu bia³ka Bcl-X

L
 nasila wra¿liwo�æ p³ytek na bod�ce apoptotyczne

[6]. Bia³ko Bcl-X
L
 ma tak¿e wp³yw na prze¿ycie macierzystych komórek p³ytek krwi.

Wysoki poziom ekspresji Bcl-X
L
, obserwowany in vitro w populacji wczesnych komórek

megakariocytów (prekursory CD34(+) traktowane estrem forbolu), ulega obni¿eniu w
miarê starzenia siê megakariocytów [56]. Opisywanemu zjawisku towarzyszy wzrost
liczby komórek ulegaj¹cych apoptozie oraz pojawienie siê cytoplazmatycznych struktur
przypominaj¹cych przedp³ytki. Dlatego przypuszcza siê, ¿e bia³ko Bcl-X

L
 odgrywa rolê

w powstawaniu p³ytek krwi poprzez regulacjê ¿ywotno�ci i ró¿nicowania megakario-
cytów [56]. Spo�ród zidentyfikowanych dotychczas w p³ytkach krwi piêciu bia³ek
proapoptotycznych (Bak, Bax, Bad, Bid i Bim), w stymulowanych p³ytkach dochodzi
do zwiêkszonej ekspresji tylko dwóch bia³ek � Bak i Bax. Bia³ka Bax i Bak przyczyniaj¹
siê do wyp³ywu cytochromu c z mitochondriów, na skutek ich przy³¹czania do napiêciowo
-zale¿nych kana³ów anionowych (VDAC) w b³onie mitochondrialnej [6,10,64,67].
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Ekspozycja fosfatydyloseryny

B³ona p³ytek krwi charakteryzuje siê asymetri¹ fosfolipidów [57]. Fosfatydylocholina
i sfingomielina s¹ obecne na powierzchni b³ony p³ytkowej, natomiast kwa�ne fosfolipidy,
m.in. fosfatydyloseryna (PS) s¹ zlokalizowane w czê�ci wewnêtrznej b³ony. Podczas
aktywacji p³ytek krwi trombin¹ czy kolagenem nastêpuje bardzo szybka redystrybucja
niektórych fosfolipidów, zw³aszcza przemieszczenie PS, która pojawiaj¹c siê w mono-
warstwie zewnêtrznej b³ony, nadaje jej w³asno�ci prokoagulacyjne i zapewnia prawid³owy
przebieg hemostazy. W wielu komórkach obserwowano ekspozycjê PS podczas
apoptozy, chocia¿ przemieszczenie fosfatydyloseryny do zewnêtrznej warstwy b³ony
komórkowej nie jest niezbêdne dla fenotypu apoptozy. Ekspozycjê fosfatydyloseryny
na powierzchni komórki zaobserwowano w apoptozie p³ytek indukowanej wapniowym
jonoforem, trombin¹, kolagenem, ADP oraz w czasie przechowywania koncentratów
p³ytkowych, jak i zawiesiny starzej¹cych siê p³ytek (tak¿e in vivo) [33,34,36,40,48,49,-
63,64,67,68]. Zaburzenie asymetrii b³onowych fosfolipidów i tym samym ekspozycjê
fosfatydyloseryny powodowaæ mog¹ w p³ytkach miejscowe �rodki znieczulaj¹ce, które
wp³ywaj¹ na depolaryzacjê b³ony mitochondrialnej, uwolnienie cytochromu c oraz na
przemianê prokaspaz 3 i 9 do aktywnych form [3]. Obecno�æ fosfatydyloseryny na
zewnêtrznej powierzchni dwuwarstwy lipidowej b³ony p³ytek krwi jest uznawana za
wska�nik zarówno p³ytkowej apoptozy, jak i aktywacji.

W komórkach j¹drzastych ekspozycja PS jest znacznikiem apoptozy zale¿nej od
kaspaz. Fosfatydyloseryna na powierzchni p³ytek w stanie apoptozy przyczynia siê do
usuwania p³ytek z kr¹¿enia za po�rednictwem makrofagów wyposa¿onych w receptory
dla fosfatydyloseryny PS-R [60]. W przemieszczenie fosfatydyloseryny do warstwy
zewnêtrznej b³ony zaanga¿owana jest skramblaza, czyli translokaza fosfatydyloseryny,
ATP-aza zale¿na od Mg2+ i Ca2+, aktywowana przez bia³kow¹ kinazê C (PKC) [60].
Aktywacja skramblazy jest niezbêdna do zmiany asymetrii b³onowych lipidów podczas
apoptozy. Zwiêkszon¹ ekspozycjê PS na zewnêtrznej stronie b³ony p³ytek krwi mog¹
wywo³ywaæ zaburzenia metaboliczne powoduj¹ce spadek poziomu ATP, aktywacja
p³ytek oraz oksydacyjne uszkodzenia transporterów lipidów b³onowych [3,30]. Fosfaty-
dyloseryna na powierzchni b³ony p³ytek wykazuje efekt prokoagulacyjny, przyspieszaj¹c
enzymatyczn¹ degradacjê bia³ek krzepniêcia [73]. Obecno�æ PS na powierzchni p³ytek
(oraz uwalnianie mikrop³ytek) wp³ywa na przy³¹czanie fibrynogenu do p³ytek (tworzenie
agregatów p³ytkowych) oraz sprzyja powstawaniu zakrzepów poprzez dostarczanie
powierzchni dla czynników koagulacyjnych [49]. Aneksyna nale¿¹ca do bia³ek
antykoagulacyjnych, nieglikozylowanych, wi¹¿¹cych wapñ i fosfolipidy mo¿e przy³¹czaæ
siê do PS p³ytek hamuj¹c aktywacjê czynników krzepniêcia [33,49,61,67]. Powierz-
chniowa PS mo¿e byæ tak¿e wska�nikiem jako�ci koncentratów p³ytkowych przez-
naczonych do transfuzji. Wzrost ilo�ci PS na powierzchni b³ony p³ytek mo¿e oznaczaæ
uszkodzenie przechowywanych p³ytek i wskazywaæ, które p³ytki musz¹ zostaæ usuniête
z kr¹¿enia przy udziale fagocytów zawieraj¹cych receptory dla PS (np. receptor SR-
BI i CD36) [30].
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Powstawanie mikrop³ytek

Mikrop³ytki pojawiaj¹ siê w wyniku stymulowania p³ytek (in vitro) jonoforem
wapniowym, trombin¹, kolagenem, ADP oraz podczas przechowywania p³ytek (w temp.
22 i 37°C) [34]. Mikrop³ytki powstaj¹ tak¿e in vivo u myszy w modelu apoptozy
wywo³anym infekcj¹ malarii i indukowanym przez iniekcje TNF lub przeciwcia³
antyp³ytkowych [34]. Formowanie mikrop³ytek wymaga degradacji cytoszkieletu p³ytki
oraz aktywacji kalpain [33,34,49,67]. Podawanie myszom inhibitora kaspaz (ZVAD)
powodowa³o spadek liczby uwalnianych mikrop³ytek, dlatego te¿ sugeruje siê, ¿e
kluczow¹ rolê w fragmentacji p³ytek krwi mog¹ odgrywaæ kaspazy [34,59].

Potencja³ transb³onowy mitochondriów i cytochrom c

W umieraj¹cych wskutek apoptozy p³ytkach krwi otwieranie megakana³ów
mitochondrialnych przyczynia siê  m.in. do zmian potencja³u transb³onowego (∆Ψm) i
uwolnienia z przestrzeni miêdzyb³onowej mitochondriów bia³ek apoptogennych. Bia³ka
uwalniane z przestrzeni miêdzyb³onowej mitochondriów p³ytek to m.in. zymogeny
enzymów efektorowych apoptozy � kaspazy 9 (Apaf-3) czy ich aktywatory (cytochrom
c (Apaf-2), Smac/DIABLO)  [33,67]. Stosuj¹c technikê immunoblotting potwierdzono
obecno�æ proapoptotycznego, mitochondrialnego bia³ka Smac/DIABLO, które by³o
uwalniane do cytozolu p³ytek w 11 dniu przechowywania koncentratów p³ytkowych w
standardowych warunkach (temp. 22°C) [53].

APOPTOZA MEGAKARIOCYTÓW A POCZ¥TEK BIOGENEZY
P£YTEK KRWI

P³ytki krwi cz³owieka powstaj¹ z megakariocytów. Z jednego megakariocytu powstaje
6 tzw. przedp³ytek, a z ka¿dej przedp³ytki powstaje z kolei oko³o 1200 p³ytek. Czas
¿ycia pojedyñczej p³ytki � je�li nie zostanie zaktywowana � wynosi zaledwie  9�12 dni.
Tak krótki czas ¿ycia powoduje, i¿  du¿a czê�æ tych komórek usuwana jest z kr¹¿enia
bez spe³nienia swojej funkcji hemostatycznej i �mieræ p³ytki nastêpuje w wyniku
fagocytozy przez makrofagi [11,13].

 Jak to siê jednak dzieje, ¿e makrofagi �wiedz¹�, które p³ytki nale¿y sfagocytowaæ?
Co jest sygna³em dla makrofagów, ¿e po tak krótkim okresie ¿ycia p³ytka musi zostaæ
unicestwiona? Pytania dotycz¹ce �mierci tych bezj¹drzastych komórek pozostawa³y
przez wiele lat bez odpowiedzi. Przypuszczano, ¿e usuniêcie kwasu sialowego z
glikoprotein powierzchniowych b³ony (ods³oniêcie galaktozy) mo¿e byæ sygna³em do
wychwytywania p³ytek krwi z krwiobiegu [70].

W p³ytkach krwi, tak jak w komórkach j¹drzastych, obserwuje siê aktywacjê
enzymów efektorowych potrzebnych w przebiegu apoptozy, a tak¿e stwierdza obecno�æ
takich samych, choæ nie wszystkich, markerów apoptozy dla komórek j¹drzastych.
Obecno�æ bia³ek pro- i antyapoptotycznych, a tak¿e ekspozycja na powierzchni p³ytek
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fosfatydyloseryny czy obserwowany spadek potencja³u wewn¹trzb³onowego mito-
chondrium [34,59,64,71] wraz z towarzysz¹cymi zmianami morfologicznymi, takimi
jak: obkurczanie krwinek, kondensacjê ich cytoplazmy, tworzenie pêcherzyków b³ony
komórkowej i wytwarzanie filopodiów, sugeruje mo¿liwo�æ zjawiska apoptozy w
p³ytkach. Do niedawna wszystkie te zmiany opisywano jako aktywacjê p³ytek, ale od
1997 roku zaczêto uwa¿aæ ten proces za apoptozê [9,64]. Jako pierwsi obecno�æ
apoptozy w p³ytkach zasugerowali Vanags i wsp. w 1997 roku [64]. Obecnie wielu
badaczy potwierdza wystêpowanie zdarzeñ podobnych do apoptozy (ang. apoptosis-
like events) w p³ytkach krwi [48,68]. Badanie apoptozy w p³ytkach jest jednak bardzo
trudnym wyzwaniem, gdy¿ p³ytki krwi s¹ bardzo wra¿liwe na dzia³anie ró¿nych bod�ców.
Pod wp³ywem wielu czynników fizycznych i chemicznych p³ytki bardzo szybko ulegaj¹
aktywacji, i zarówno podczas aktywacji, jak i podczas apoptozy dochodzi do podobnych
zmian w p³ytkach [29,34,36,64].

P³ytki mog¹ zawieraæ w swoim mitochondrialnym genomie informacjê genetyczn¹
o programowanej �mierci pochodz¹c¹ i przekazan¹ od swoich komórek macierzystych
� j¹drzastych megakariocytów [58,67].

Istnieje �cis³y zwi¹zek pomiêdzy apoptoz¹ megakariocytów a powstawaniem p³ytek
krwi. Apoptoza megakariocytu (�koniec�) prowadzi do powstawania p³ytek, tak wiêc
jest w³a�ciwie �pocz¹tkiem� [8,27,62]. Pod wp³ywem hematopoetycznych czynników
wzrostu, zw³aszcza tromobopoetyny, komórki pnia szpiku kostnego przechodz¹ procesy
proliferacji, ró¿nicowania, dojrzewania, staj¹c siê dojrza³ymi megakariocytami.
Zakoñczenie ¿ycia dojrza³ego megakariocytu w drodze apoptozy jest zasocjowane w
czasie z formowaniem siê nowych p³ytek. �mieræ wczesnych stadiów macierzystych
komórek p³ytek krwi obserwuje siê jedynie w stanach patologicznych, np. w czasie
terapii nowotworowej lub infekcji wirusem HIV [35].

W pocz¹tkowym etapie biogenezy p³ytek z megakariocytów powstaj¹ ich prekursoro-
we odpowiedniki � przedp³ytki. Tworzenie tych struktur jest po³¹czone z radykalnymi
zmianami w cytoszkielecie megakariocytu, obejmuj¹cymi aktywacjê mikrotubul,
polimeryzacjê aktyny oraz fosforylacjê miozyny [8,62]. Wed³ug teorii tworzenia
przedp³ytek opisanej przez Italiano i wsp. [23], prekursory p³ytek wy³aniaj¹ siê w postaci
d³ugich, rurkowatych, bulwiasto zakoñczonych cytoplazmatycznych uwypukleñ, w
koñcowo zró¿nicowanych megakariocytach. Bulwiaste, nabrzmia³e zakoñczenia
zawieraj¹ peryferyczne pêczki mikrotubul, które skrêcaj¹ siê przybieraj¹c formy
k³êbkowate i ³ezkowate. Powsta³e przedp³ytki s¹ dynamicznymi strukturami, a dziêki
aktywnym mikrotubulom mog¹ odwracalnie zmieniaæ kszta³t na tubularny czy
rozszerzony, a nastêpnie ulegaj¹c fragmentacji uwalniaæ p³ytki krwi do kr¹¿enia [5,23].
Przekszta³cenie dynamicznej, labilnej struktury przedp³ytek, niezbêdnej do tworzenia
licznych odga³êzieñ, w sztywne rusztowanie nastêpuje tu¿ przed uwolnieniem p³ytek
dziêki zespoleniu b³ony z cytoszkieletem aktynowym. Formowanie gotowych p³ytek
krwi odbywa siê w koñcowej fazie ró¿nicowania przedp³ytek [23].

Niezbêdnym warunkiem dla wytwarzania p³ytek z megakariocytów jest aktywacja
kaspaz [8,11,62]. Badania in vitro wykaza³y obecno�æ aktywnych kaspaz 3 i 9 w
koñcowym stadium dojrzewania megakariocytów [8,62]. Spontaniczna aktywacja
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kaspaz, obserwowana w warunkach fizjologicznych, jest niezbêdna dla powstania p³ytek,
gdy¿ wykazano, ¿e inhibitory kaspaz znacznie obni¿aj¹ tworzenie przedp³ytek, a megaka-
riocyty wyra¿aj¹ce siln¹ ekspresjê antyapoptotycznych bia³ek z rodziny Bcl-2 (hamu-
j¹cych aktywno�æ kaspaz) maj¹ znacznie zredukowan¹ zdolno�æ formowania
przedp³ytek [8,62]. Aktywacja kaspazy 3 powoduje zmiany w podstawowych bia³kach
cytoszkieletu w³¹czonych w proces tworzenia przedp³ytek, tj. w miozynie (fosforylacja)
i aktynie (polimeryzacja) [62]. Aktywna kaspaza 3 modyfikuje przepuszczalno�æ b³ony
mitochondrialnej. W wyniku otwierania megakana³ów dochodzi do uwolnienia z mito-
chondrium proapoptotycznego cytochromu c, co mo¿e sugerowaæ aktywacjê wew-
nêtrznego, mitochondrialnego szlaku apoptozy [8]. Substratami kaspazy 3 s¹ równie¿
inne moleku³y, np. gelsolina, Rho-kinaza (powoduj¹ca tworzenie pêcherzyków b³ony
komórkowej) i PARP � polimeraza poli (ADP-rybozy) [8]. Wykazano równie¿ (in vi-
tro), ¿e inhibitor kaspaz ZVAD-fmk (g³ówny inhibitor kaspazy 3) skutecznie blokuje
tworzenie przedp³ytek [11].

W indukcji apoptozy megakariocytów bezpo�rednio zwi¹zanej z tworzeniem p³ytek
mo¿e odgrywaæ rolê tlenek azotu. Badania in vitro potwierdzi³y równie¿ udzia³ tlenku
azotu w rozwoju megakariocytów i trombopoezie. Do�wiadczenia przeprowadzone na
szczurach wykaza³y, ¿e zwierzêta, którym podano L-nitroargininê � inhibitor syntazy
tlenku azotu (NOS, ang. nitric oxide synthase), mia³y obni¿on¹ o 50% liczbê p³ytek w
kr¹¿eniu w porównaniu ze zwierzêtami kontrolnymi [5]. Megakariocyty, wytwarzaj¹c
p³ytki niemal równocze�nie ulegaj¹ apoptozie, która w tym przypadku mo¿e odpowiadaæ
za usuwanie starych, �zu¿ytych� megakariocytów [5].

Pedreño i wsp. [47] przedstawili zupe³nie nowy, odmienny mechanizm wytwarzania
p³ytek krwi umo¿liwiaj¹cy powstawanie p³ytek bezpo�rednio we krwi, a nie, jak dot¹d
uwa¿ano, wy³¹cznie w szpiku kostnym. Proces ten polega na �wyrzucaniu� ostatecznie
dojrza³ych p³ytek wprost do krwi przez megakariocyty znajduj¹ce siê w kr¹¿eniu,
natomiast czynnikiem indukuj¹cym jest przypuszczalnie trombina [47].

MODELE APOPTOZY W P£YTKACH KRWI W WARUNKACH
IN VITRO I IN VIVO

Apoptoza i aktywacja p³ytek to procesy bardzo podobne pod wzglêdem zmian
morfologicznych czy biochemicznych. Apoptozê p³ytek porównywano tak¿e z procesem
uszkodzenia p³ytek podczas ich przechowywania [58]. Do tej pory opisano 5 zjawisk
modelowych, demonstruj¹cych apoptozê w p³ytkach, w tym 3 modele przedstawiaj¹ce
apoptozê in vitro i 2 in vivo.

W p³ytkach w warunkach in vitro obserwowano:
� apoptozê indukowan¹ niefizjologicznymi agonistami � wapniowym jonoforem jo-

nomycyny [64] i A23187 [36,59,68], jak i fizjologicznymi agonistami p³ytek: trom-
bin¹, kolagenem, mieszanin¹ trombiny i  kolagenu, analogiem tromboksanu A

2
 �

U46619 [59,68];
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� apoptozê, do której dochodzi w procesie starzenia p³ytek podczas przechowywania
przemytych p³ytek (p³ytek inkubowanych przez 18�24 godzin w temp. 37oC) [10];

� apoptozê indukowan¹ starzeniem siê koncentratów p³ytkowych o niskiej zawarto-
�ci leukocytów (PCs, ang. leukodepleted platelet concentrates) w warunkach
standardowego przechowywania p³ytek w temp. 22oC [36,49,53] i 370C [29].

W p³ytkach, w warunkach in vivo obserwowano: apoptozê powi¹zan¹ ze starzeniem
p³ytek u psów z trombopoez¹ t³umion¹ estradiolem (podawanym w iniekcjach) [48]
oraz apoptozê w p³ytkach myszy z trombocytopeni¹ wywo³an¹ infekcj¹ malarii [50] i
indukowan¹ przez iniekcje czynnika martwicy nowotworu (TNF, ang. tumor necrosis
factor) [51] lub przeciwcia³ przeciwp³ytkowych [52].

MARKERY APOPTOZY P£YTEK KRWI
       PODCZAS ICH PRZECHOWYWANIA

Wyizolowane z krwi p³ytki podczas przechowywania ulegaj¹ licznym zmianom, które
powoduj¹ upo�ledzenie ich prawid³owej struktury i funkcji. Te morfologiczne-me-
taboliczne zaburzenia ograniczaj¹ mo¿liwo�æ przechowywania p³ytek i mog¹ byæ
przyczyn¹ os³abionej rekonwalescencji pacjenta po transfuzji masy p³ytkowej [49].
Pojawiaj¹ce siê modyfikacje p³ytek s¹ okre�lane jako: 1) defekt przechowywanych
p³ytek PSD (ang. platelet storage defect) [49]; 2) uszkodzenie przechowywanych
p³ytek PSL (ang. platelet storage lesion) [58]. Zaobserwowano równie¿, ¿e wraz z
wyd³u¿eniem okresu przechowywania p³ytek w warunkach in vitro maleje ich
prze¿ywalno�æ i dochodzi do nasilenia zmian morfologicznych i biochemicznych (zarówno
w podwy¿szonej 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 pojawiaj¹ siê w odpowiedzi na stres mechaniczny, hipoksjê
oraz obni¿on¹ lub podwy¿szon¹ temperaturê. Uszkodzenia typu PSL prowadz¹ do
tworzenia mikrop³ytek, reorganizacji cytoszkieletu i ekspozycji PS. Wymienione zmiany
morfologiczne i biochemiczne towarzysz¹ce temu uszkodzeniu p³ytek odpowiadaj¹
w³a�ciwo�ciom apoptotycznej �mierci, ale równie¿ aktywacji p³ytek krwi, w zwi¹zku z
czym pojawia siê w¹tpliwo�æ czy uszkodzenia typu PSL s¹ równe apoptozie [58].

Chocia¿ prawid³owy czas ¿ycia p³ytek w kr¹¿eniu oceniono na oko³o 10 dni,
w warunkach pozaustrojowych ju¿ po piêciu dniach w temp. 22°C pojawiaj¹ siê oznaki
apoptozy, takie jak: ekspozycja PS, podwy¿szenie poziomu ekspresji mRNA dla
prokaspaz, receptorów �mierci i bia³ek Bcl-2, wytworzenie aktywnej cz¹steczki kaspazy
3 (p17) i rozpad gelsoliny [34,36,49]. Przechowywane p³ytki s¹ równie¿ bardziej wra¿liwe
na bod�ce apoptotyczne, w tym na dzia³anie agonistów (jonofor wapniowy, trombina,
kolagen) [49]. Prze¿ywalno�æ p³ytek krwi wyra�nie maleje podczas ich przechowywania
w temp. 37°C, przy dodatkowym zwiêkszonym ryzyku zanieczyszczenia bakteriami.
Dla p³ytek krwi temperatura 37°C zosta³a uznana za temperaturê stresow¹, indukuj¹c¹
apoptozê. O ile temperatura 22°C redukuje ¿ywotno�æ p³ytek dopiero po piêciu dniach,
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w temperaturze 37°C zanik prawid³owych funkcjonalnych cech p³ytek w warunkach
in vitro obserwowano ju¿ po 24 godzinach. Po trzech godzinach dochodzi do wzrostu
aktywno�ci kaspazy 3 (osi¹gaj¹cej maksimum po 48 godzinach), a miêdzy 6 a 9 godzin¹
do pojawienia siê aktywnej formy kaspazy 9 [6].  Innymi przejawami uruchomienia
apototycznej maszynerii w p³ytkach przechowywanych (w temp. 37°C) jest rozpad
gelsoliny, obni¿enie poziomu antyapoptotycznego bia³ka Bcl-X

L
, eksponowanie na

powierzchni PS i uwolnienie cytochromu c [6,34,67]. Sugeruje siê tak¿e, ¿e indukcja
apoptozy p³ytek krwi w temp. 37°C mo¿e byæ spowodowana niedoborem metabolicznie
wa¿nych substratów, sekrecj¹ lub akumulacj¹ czynników proapoptotycznych [6]. P³ytki
inkubowane przez trzy godziny in vitro w temp. 37°C zu¿ywaj¹ tlen dwukrotnie szybciej
ni¿ w temperaturze 22°C [21]. Zwiêkszenie tempa przemian metabolicznych i zu¿ywania
substratów metabolicznych przyczyniaæ siê mo¿e do skrócenia czasu ¿ycia p³ytek.
Ci¹gle jednak pozostaje zagadk¹, dlaczego w warunkach in vivo p³ytki krwi w temp.
37°C ¿yj¹ 8�10 dni, podczas gdy w warunkach ex vivo trac¹ ¿ywotno�æ po dwóch
dniach [6].

UWAGI KOÑCOWE

Istnieje hipoteza, ¿e apoptoza i aktywacja p³ytek to prawdopodobnie ten sam proces
[63,68]. Hipoteza ta uwzglêdnia wspólne cechy morfologiczne i biochemiczne apoptozy
i aktywacji, takie jak: zmiana kszta³tu p³ytki, modyfikacja cytoszkieletu, fuzja ziarnisto�ci
z b³on¹ plazmatyczn¹, tworzenie pêcherzyków b³ony, uwolnienie mikrop³ytek, ekspono-
wanie na powierzchni fosfatydyloseryny [6,33,34,49,67,68]. Wydaje siê jednak, ¿e nie
ma znaku równo�ci miêdzy apoptoz¹ a aktywacj¹ p³ytek krwi (tab. 3). Wiêkszo�æ
danych eksperymentalnych wskazuje na odmienno�æ tych dwóch procesów. Przema-
wiaj¹ za tym przede wszystkim typowe zjawiska apoptotyczne, których nie obserwuje
siê w czasie aktywacji p³ytek, a do których zalicza siê spadek potencja³u wewn¹trz-
b³onowego mitochondriów ∆Ψm, uwolnienie cytochromu c, wzrost ekspresji proapopto-
tycznych bia³ek Bcl-2 oraz obecno�æ aktywnej kaspazy 3 i 9 [6,10,33,34,36,48,-
49,59,63,67,68]. W procesie apoptozy p³ytek nie zaobserwowano ani adhezji p³ytek do
komórek �ródb³onka, ani zwiêkszonego metabolizmu inozytoli czy fosforylacji wtórnych
przeka�ników bia³kowych [68]. Dodatkowym elementem ró¿ni¹cym wspomniane
procesy jest szybko�æ ich przebiegu i pojawiania siê charakterystycznych cech, tzn. w
aktywacji p³ytek zmiany pojawiaj¹ siê gwa³townie i niemal natychmiast, podczas gdy
odpowied� p³ytek na bodziec apoptotyczny przebiega wolniej [49,68]. Wiele w¹tpliwo�ci
i sprzeczno�ci wzbudza udzia³ kaspaz i kalpain w tych procesach. Kaspazy s¹ powszech-
nie uznawane za g³ównych wykonawców apoptozy, nie tylko w komórkach j¹drzastych,
ale równie¿ w p³ytkach krwi [12,33,34,36,44]. Znacznie mniejsz¹ rolê przypisuje siê
kalpainom, jak dot¹d aktywnym jedynie w modelu apoptozy p³ytek indukowanej silnymi
agonistami [34,68]. Chocia¿ kalpainy zosta³y uznane za znaczniki p³ytkowej apotozy
[34], ich funkcja jest znacznie lepiej udowodniona w procesie aktywacji, w którym nie
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bior¹ udzia³u aktywne kaspazy. Wolf i wsp. [68] przedstawili trzy dowody potwierdzaj¹ce
udzia³ kalpain a nie kaspaz w aktywacji p³ytek: 1) apoptoza, a nie aktywacja jest
skorelowana z procesem aktywacji kaspaz; 2) zdarzeniom apoptozopodobnym podczas
stymulowania p³ytek A23187 zapobiega inhibicja kalpain a nie kaspaz; 3) w czasie
aktywacji p³ytek nie dochodzi do uwolnienia z mitochondriów cytochromu c jako
kluczowego elementu aktywacji kaspaz (szlak mitochondrialny).

Na obecnym poziomie wiedzy mo¿na przypuszczaæ, ¿e przebieg procesu apoptozy w
p³ytkach krwi na szlaku zewnêtrznym czy wewnêtrznym w znacznym stopniu zale¿y od
rodzaju czy si³y induktora apoptozy. Zastosowanie w badaniach megakariocytów (j¹drzastych
prekursorów p³ytek krwi) czy megakariocytycznych linii komórkowych powinno zwiêkszyæ
postêp wiedzy o szlakach procesu apoptozy i ich regulacji w p³ytkach krwi.
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