Streszczenie

Wprowadzenie

Ptytki krwi to mate (ok. 2 mikrometry $rednicy), bezjadrzaste elementy krwi,
formowane przez fragmentacje cytoplazmy megakariocytbw a petnigce
odpowiedzialng role w utrzymaniu naczyniowej hemostazy. Ptytki chronig system
naczyniowy przed nadmierng utratg krwi, w przypadku przerwania ciggtosci
naczynia, przez utworzenie czopu hemostatycznego.

W  przypadku zaburzenia mechanizméw regulacyjnych  przeptywu  krwi
(endotelium/ptytki krwi) przez system naczyniowy dochodzi do groznego nastepstwa
patologicznego w postaci zakrzepicy naczyniowe;j.

Nasz zesp6l od wielu lat zajmuje sie endogennymi mechanizmami regulujgcymi
czynnos¢ ptytek krwi a szczegblnie tlenkiem azotu (NO), ktéry hamuje aktywacje
ptytek jak i dziataniami metaloproteinaz przestrzeni pozakomorkowej -2 i -9, ktére
aktywujg (MMP-2) lub hamujg (MMP-9) agregacje ptytek.

Interesujg nas tez efekty dziatania na ptytki nanoczgstek, niezwykle matych czgstek
materii (1-100 nm), ktére obdarzone sg unikalnymi wtasciwosciami technologicznymi,
biologicznymi i farmakologicznymi.

Cel pracy
Moja rozprawa doktorska miata dwa cele:

1. Identyfikacja ekspresji i zbadanie farmakologicznych efektéw ptytkowych
inhibitoréw metaloproteinaz (TIMPs).

2. Zbadanie farmakologicznych efektdw nanoczgstek wegla na czynnosé ptytek krwi.
Materiaty

Do badan uzyto krew ludzkg pobrang od zdrowych ochotnikbw. Badanie czynnosci
ptytek in vitro przeprowadzatam w $rodowisku osocza bogatoptytkowego i w
izolowanych ptytkach krwi. Agregacja ptytek krwi byta wywotywana przy pomocy
ptytkowych agonistow jak réwniez przez komorki nowotworowe pochodzace z
hodowli migsaka Iudzkiego (fiborosarcoma HT-1080). Badania in vivo
przeprowadzaliSmy uzywajgc szczurzego modelu zakrzepicy naczyniowej.

Do badan nad wptywem nanoczgstek na ptytki krwi uzyto nastepujgce nanoczastki
weglowe: SRM1640 (standardowa mieszanina miejskiego pytu weglowego), MCN
(nanoczastki uzyskane w procesie spalania wegla), SWNT (jednoscienne nanorurki),
MWNT (wieloScienne nanorurki) i nanoczgstki C60 (C60CS).

Metody

A) Do pomiaru agregacji ptytek in vitro uzywatam agregometrii Swietlnej i
luminescencyjne;j,

B) Badania struktury ptytki krwi przeprowadzono przy uzyciu mikroskopii
kontrastowo-fazowej, immunofluoroscencyjnej i elektronowej z uzyciem
immunoztota dla obrazowania kolokalizacji MMP-2, MMP-9 i TIMP-4,

C) Do oznaczania ekspresji receptorow ptytkowych wykorzystano cytometrie
przeptywowa,
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Biatka ptytkowe identyfikowatam uzywajgc Western blot,

Aktywno$¢ enzymatyczng MMP-2 i MMP-9 mierzytam przy pomocy
zymografii,

Aktywnos¢ inhibitoréw MMP oznaczatam uzywajac odwréconej zymografii,
Zakrzepice naczyniowg u szczura wywotywano przy pomocy zewnetrznej

ekspozycji naczynia na chlorek zelaza a ilosciowano mierzgc przeptyw krwi w
tetnicy szyjnej przy uzyciu metody ultrasonograficznej.

Uzyskane wyniki i ich znaczenie

1.

Moje badania wskazujg, ze szlak agregacji ptytek krwi kontrolowany przez
MMP-2 jest regulowany przez TIMP-4.

TIMP-4 w niestymulowanych ptytkach krwi kolokalizuje z proMMP-2.

Aktywacja ptytek krwi prowadzi do dysocjacji kompleksu proMMP-2/TIMP-4 i
aktywacji proMMP-2 do MMP-2.

Mechanizm dziatania MMP-2 na agregacje ptytek prawdopodobnie zalezy od
aktywaciji receptora GPIIb/llla.

Nanoczgstki wegla takie jak SRM1640, MCN, SWNT, MWNT, ale nie C60CS
majg zdolno$¢ do agregacji ptytek krwi in vitro i potegujg zakrzepice w
naczyniach szczura in vivo.

Molekularne mechanizmy dziatania nanoczastek wegla na ptytki krwi sg
zwigzane z aktywacjg receptoréw ptytkowych i mogg tez by¢é mediowane
przez MMPs.

Aktywacja ptytek krwi wywotana dziataniem nanoczgstek wegla podlega
regulacji przez prostacykling i NO, ktére sg silnie dziatajgcymi inhibitorami
agregacji ptytek.

Uzyskane wyniki maja nastepujgce znaczenie: A) leki modulujgce czynnosé
uktadu MMP-2/TIMP-4 mogg mie¢ znaczenie w regulacji krzepnigcia krwi, B)
nanoczastki wegla, zarébwno te stworzone w procesach spalania wegla, jak i
te uzyskane w procesie nanotechnologicznym majg zdolno$¢ do aktywaciji
ptytek krwi. Zachodzi wi¢gc potrzeba zachowywania szczegdlnej ostroznosci
przy generacji nowych nanofarmaceutykdédw dla nanomedycyny jak i badania
biokompatybilnosci nowopowstajagcych nanoczastek z uktadem krzepniecia
krwi.
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Abstract
Introduction

Platelets are small (2 micrometer in size) anucleate blood elements that are formed
by fragmentation of megakaryocytes. They play an important role in vascular
haemostasis. Platelets protect the vascular system from accidental blood loss by
forming haemostatic plugs.

However, when mechanisms regulating haemostasis by the platelet-endothelial cell
system fail, the ensuing vascular thrombosis have serious pathological
consequences.

Over the past years our group has studied endogenous mechanisms involved in
platelet regulation focusing on nitric oxide (NO) and matrix metalloproteinases
(MMPs), in particular MMP-2 and MMP-9 that stimulate or inhibit platelet
aggregation, respectively.

We have been also interested in effects of nanoparticles on platelet function. These
are tiny (1-100 nm in size) particles endowed with unique, technological, biological
and pharmacological properties.

Aims
There were two aims of my doctoral dissertation:

1. To identify the expression and pharmacological role of tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMPs) in human platelets.

2. To study pharmacological effects of carbon nanoparticles on platelet function.

Materials

Blood was collected from human volunteers. Platelet function was studied in platelet-
rich plasma and washed platelets suspensions. Agonist-induced platelet aggregation,
as well as platelet aggregation stimulated by cancer cells (HT-1080, fibrosarcoma)
was measured. A rat model of vascular thrombosis was used for in vivo experiments.

For studies on carbon nanoparticles the following particles were used: SRM1640
(standard reference material of particulate matter), MCN (mean carbon
nanoparticles), SWNT (singlewall nanotubes), MWNT (multiplewall nanotubes) and
C60CS (C60 nanoparticles).

Methods

A) Light aggregometry with chemiluminescence was used to measure platelet
aggregation in vitro,

B) Platelet structure was studied using phase-contrast, immunofluorescence and
electron transmission microscopy with immunogold double labelling for
studying colocalization of MMP-2, MMP-9 and TIMP-4,

C) Flow cytometry was used to study the expression of platelet receptors,

D) The expression of platelet proteins was measured using Western blotting,
The activity of MMP-2 and MMP-9 was measured using zymography,
TIMPs were measured using reverse zymography,

G) Rat vascular thrombosis was induced by ferric chloride and quantified by the
measurement of carotid blood flow using ultrasonic probes.
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Results and significance

1.

| have found that the MMP-2-dependent pathway of platelet aggregation is
regulated by TIMP-4.

TIMP-4 colocalizes with proMMP-2 in resting platelets.

Platelet aggregation leads to dissociation of proMMP-2/TIMP-4 complex and
activation of proMMP-2 to MMP-2.

A mechanism of platelet-activating effects of MMP-2 is likely to be mediated
via activation of GPIIb/llla in platelets.

Carbon nanoparticles such as SRM1640, MCN, SWNT, MWNT, but not
C60CS, have the ability to aggregate human platelets.

These nanoparticles also amplify ferric chloride-induced thrombosis in rat
carotid arteries.

Molecular mechanisms responsible for carbon nanoparticle-induced
aggregation appear to be mediated by activation of platelet receptors and
may also be MMP-dependent.

Prostacyclin and NO, potent inhibitors of platelet aggregation, down regulate
carbon nanoparticle-induced aggregation.

These results are of significance as they indicate that A) pharmaceuticals that
modulate the function of the MMP-2/TIMP-4 system may be used for
modulation of vascular thrombosis and B) carbon nanoparticles both derived
from the combustion of fuel fossils, as well as nanoengineered, show the
ability to aggregate platelets and stimulate vascular thrombosis. Therefore,
care should be taken when designing new nanopharmaceuticals for
nanomedicine and the biocompatibility of newly synthesized
nanopharmaceuticals with the blood clotting system should be carefully
evaluated.
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