Molekularne mechanizmy wzmozonej aktywnosci pro-zakrzepowej

plytek krwi w stwardnieniu rozsianym
Streszczenie

Stwardnienie rozsiane (MS) jest przewlekla chorobg zapalng OUN, charakteryzujgcg si¢
demielinizacjg widkien istoty bialej, spowodowang rozpadem otoczki mielinowej. Uwaza sie,
ze rozw0j proceséw autoimmunologicznych, chroniczny stan zapalny i dtugotrwaly wpltyw
stresu oksydacyjnego stanowig gléwne przyczyny demielinizacji, ktora w konsekwencji
prowadzi do $mierci neuronéw. Badania epidemiologiczne potwierdzajg zwigkszone ryzyko
wystepowania incydentéw niedokrwiennych zwigzanych z patologiczng aktywnoscig
pro-zakrzepowg plytek krwi u pacjentéw z MS, szczegélnie w fazie progresywnej (PMS).
Wskazuje to na zaburzenia hemostatycznej czynnosci ptytek krwi w MS. Udzial plytek
w patogenezie MS obejmuje rowniez ich interakcje z leukocytami oraz komorkami srédblonka,
prowadzace do naruszenia BBB i infiltracji limfocytow do miejsc tworzenia sie ognisk
demielinizacji w OUN. Ponadto, uczestnictwo plytek krwi w procesie neurodegeneracji
obejmuje inicjowanie i rozwdj procesoOw zapalnych oraz generowanie RFT.

Celem pracy bylo poznanie molekularnego podloza podwyzszonej aktywnos$é pro-
zakrzepowej plytek krwi wystgpujacej u pacjentow z PMS. W pierwszej kolejnosci ocenie
poddano stan czynnosciowy plytek krwi poprzez okreslenie ekspresji i stopnia reaktywnosci
gléwnych receptorow powierzchniowych dla fizjologicznych agonistow plytkowych.
Nastepnie podjgto probe okreslenia zmian molekularnych fibrynogenu (jako biatka kluczowego
dla potencjatu pro-zakrzepowego krwi) oraz glownych biatek cytoszkieletu (B-tubuliny
i B-aktyny), ktéore mogg stanowi¢ podtoze zmienionej funkcji hemostatycznej ptytek krwi.
Kolejnym krokiem bylo przeprowadzenie skriningowej analizy poréwnawczej (PMS vs kontrola)
profilu ekspresji czgsteczek miRNA w plytkach krwi i megakariocytach. W ostatnim etapie badan
ocenie poddano wybrane parametry funkcjonowania mitochondriéw pltytkowych.

Analizujgc wyniki uzyskane z przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze plytki
krwi od pacjentéw z PMS wykazuja zwigkszong aktywnosé, jak rowniez wzmozong ekspresje
kluczowych receptoréw powierzchniowych i nasilong odpowiedz na dziatanie fizjologicznych
agonistow plytkowych. Wykazano, ze plytki krwi oraz megakariocyty pochodzace od
pacjentéw z PMS posiadaja zwigkszone stezenie fibrynogenu, jak réwniez charakteryzuja sie
odmiennym profilem PTMs lafcuchéw a-, B- oraz y-fibrynogenu oraz zmianami
w sekwencjach genéw FGA, FGB i FGG, ktdre w sposob istotny réznicujg badane grupy.
W pracy wykazano takze istotne zmiany dotyczace bialek cytoszkieletu, odnoszace sie przede



wszystkim do  B-tubuliny, ktére manifestuja si¢  zwigkszonym  stezeniem
wewnatrzkomorkowym tego bialka oraz wzrostem liczby transkryptéw mRNA zaréwno
w ptytkach krwi, jak i w megakariocytach w PMS. Wykryto rowniez zmiany w sekwencji genu
TUBBI kodujacego B-tubuline. Skriningowa analiza profilu ekspresji miRNA w plytkach krwi
1 megakariocytach od pacjentéw z PMS wykazata istotne zmiany w ilosci czasteczek miRNA
(miR-15b-5p, miR-24-3p, miR-126-5p oraz miR-199a-3p) bedacych potranskrypcyjnymi
regulatorami ekspresji gendw, ktére zaangazowane sg w kluczowe szlaki aktywacji ptytek krwi,
jak réwniez uczestniczg w roéznicowaniu oraz programowanej Smierci komorek. Ponadto,
stwierdzono, ze w plytkach krwi pacjentow z PMS dochodzi do wzrostu
wewngtrzkomérkowego stgzenia wolnych rodnikoéw tlenowych, obserwuje si¢ spadek MMP
oraz zwigkszong liczbg transkryptow mRNA dla genéw kodujacych enzymy zaangazowane
w komérkowy metabolizm tlenowy (oksydaza cytochromu ¢ oraz GAPDH).

Uzyskane wyniki moga stanowi¢ czesciowe wyjasnienie potencjalnych mechanizméw
molekularnych odpowiedzialnych za zwigkszony potencjal pro-zakrzepowy plytek krwi,
przyczyniajacy si¢ do obserwowanego w PMS wzrostu ryzyka wystepowania incydentow

sercowo-naczyniowych.
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The molecular mechanisms of increased platelet pro-thrombotic

activity of blood platelets in multiple sclerosis
Summary

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central nervous system
(CNS) characterized by demyelination of white matter fibers caused by the breakdown of the
myelin sheath. It is believed that the development of autoimmune processes, chronic
inflammation and the long-term impact of oxidative stress are the main causes of demyelination,
which in consequence lead to neuronal death. Epidemiological studies confirm an increased
risk of ischemic events associated with pathological blood platelet pro-thrombotic activity in
patients with MS, especially in the progressive phase (PMS), which indicate the disturbance in
the hemostatic role of platelets in MS course. The involvement of blood platelets in the
pathogenesis of MS also includes their interactions with leukocytes and endothelial cells,
leading to a violation of the BBB and infiltration of lymphocytes to the sites of demyelination
foci in the CNS. Moreover, the blood platelet participation in the process of neurodegeneration
involves the initiation and development of inflammatory processes and generation of reactive

oxygen species (ROS).

The aim of the study was to investigate the molecular basis of increased platelet
pro-thrombotic activity in PMS patients. Firstly, the functional status of platelets was assessed
by determining the expression and degree of reactivity of major surface receptors for
physiological platelet agonists. Then an attempt was made to determine the molecular changes
of fibrinogen (as a central protein for the blood pro-thrombotic potential), and the main proteins
of the cytoskeleton (B-tubulin and B-actin), which may underlie an altered hemostatic function
of platelets. The next step was to perform a comparative screening analysis
(PMS vs control) of the miRNA expression profile in platelets and megakaryocytes. In the last
stage of the research, selected parameters of the platelet mitochondria functioning were assessed.

Analyzing the results obtained from the conducted experiments, it was found that blood
platelets from PMS patients demonstrate an increased activity, as well as elevated expression
levels of crucial surface receptors and an enhanced response to the action of physiological
platelet agonists. It has been shown that platelets and megakaryocytes from PMS patients have
an augumented concentration of fibrinogen, as well as are characterized by a different PTMs
profile of the a-, - and y-fibrinogen chains and exhibit changes in the sequences of the FGA,
FGB and FGG genes that significantly differentiate the studied groups. In this work, it is also

demonstrated significant changes in cytoskeleton proteins, mainly related to B-tubulin, which



are manifested by an increased intracellular concentration of this protein and an increment in
the number of mRNA transcripts in both platelets and megakaryocytes in PMS. Changes in the
sequence of the TUBBI gene encoding B-tubulin were also detected. Screening analysis of the
miRNA expression profile in platelets and megakaryocytes from PMS patients showed
significant changes in the amount of miRNA molecules (miR-15b-5p, miR-24-3p, miR-126-5p
and miR-199a-3p) being a post-transcriptional gene expression regulators, which are involved
in the essential blood platelet activation pathways, as well as differentiation and programmed
cell death. In addition, it was found that in the blood platelets of PMS patients there is a growth
in the intracellular level of ROS, a decrease in MMP and an increased number of mRNA
transcripts for genes encoding enzymes involved in cellular oxygen metabolism (cytochrome ¢

oxidase and GAPDH).

The obtained results may be a partial explanation of the potential molecular mechanisms
responsible for the enhanced pro-thrombotic potential of platelets, contributing to the increase

in the risk of cardiovascular events observed in PMS patients.
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