Pomimao aktualnych doniesien literaturowych na temat zmienionej aktywnosci i/lub ekspresji COX-1 w warunkach
zaburzonego
metabolizmu weglowodandw, mechanizm glikacji COX-1 w cukrzycy wcigz pozostaje niejasny. Ewentualne rozpoznanie takich
zmian mogto by przyczynié sie do czesciowego wyjasnienia zjawiska ,,opornosci na aspiryne” u 0séb z cukrzyca. W ostatnim
czasie pojawity sie przypuszczenia, iz jedng z przyczyn tego zjawiska moze byé nieenzymatyczna glikacja ptytkowej COX-1.
Takie przypuszczenie ma swoje silne uzasadnienie w fakcie, iz przeciwptytkowe dziatanie aspiryny polega na acetylacji i inhibicji
aktywnosci COX-1, zatem nieenzymatyczne modyfikacje COX-1 pod wptywem wysokiego stezenia glukozy mogtyby uposledzaé
reakcje tego enzymu z ASA. Osobnym watkiem, ktory wydaje sie atrakcyjny do zbadania w kontekscie tzw. ,,opornosci na
aspiryne”, jest mozliwo$¢ ubikwitynacji COX-1 i wynikajace z tego implikacje dotyczace aktywnosci tak zmodyfikowanego
enzymu w przebiegu cukrzycy. Zasadne wydaje sie sprawdzenie, czy nieenzymatyczne modyfikacje COX-1 majg zwigzek
z ubikwitynacja tego biatka i czy moze miec¢ to zwigzek z podwyzszong aktywacjg COX-1 obserwowang w cukrzycy. W
przypadku potwierdzenia powyzszego zatozenia, zbadamy takze czy podwyzszona ubikwitynacja COX-1 chroni jednoczesnie to
biatko przed acetylacjg ze strony kwasu acetylosalicylowego.

W pierwszym etapie badan ocenimy funkcjonowanie ptytek krwi na podstawie pomiaru generacji tromboksanu A2 przez te
komdrki (wyrazonego poziomem jego stabilnego metabolitu, TxB2) oraz agregacji tych komorek w petnej krwi. Metode tg
wykorzystamy takze do oceny stopnia wywotania opornos$ci na aspiryne u 0séb z cukrzyca po suplementacji tego leku oraz do
zbadania roli receptora chemokiny 4 w ubikwitynacji COX-1. Poziom zewnatrzkomdrkowej ubikwityny w surowicy oznaczymy
stosujgc immunosorpcyjng metode enzymatyczng z wykorzystaniem egzogennej ubikwityny sprzezonej z fluoresceing. W celu
oznaczenia stopnia glikacji i /lub acetylacji COX-1 w ptytkach krwi zastosujemy analize LC-MS/MS. Wyizolowane biatko
biatko postuzy takze do analizy zmian strukturalnych zachodzacych w COX-1 pod wptywem glikacji i/ub acetylacji z
wykorzystaniem dichroizmu kotowego. Poziom receptora dla chemokiny 4 w lizatach ptytkowych oraz ubikwitynowanego
COX-1 w immunoprecypitatach ptytkowych oznaczymy za pomocg metody immunoblotingu, stosujgc przeciwciata wykrywajace,

odpowiednio, CXCR4 oraz ubikwitynowane biatka. Z kolei aktywno$¢ wyizolowanego COX-1 zbadamy
wykorzystujac komercyjny test ELISA.

Wierzymy, iz uzyskane wyniki dostarczg po raz pierwszy wiedzy na temat nieenzymatycznych modyfikacji, jakim ulega
COX-1 w phytkach krwi pochodzacych od osob cierpiacych na cukrzyce. Dodatkowo wykazemy czy istnieje bezposredni
zwiazek pomiedzy aktywnoscig tego enzymu a aktywacijg ptytek krwi w warunkach zaburzonego metabolizmu weglowodanéw.
Jest to o tyle istotne, iz pozwoli pozna¢ niektdre mechanizmy odpowiedzialne za nieprawidtowe funkcjonowanie ptytek krwi
w $rodowisku wysokiego stezenia glukozy. Unikatowe wydajg sie takze badania nad mozliwa ubikwitynacjg COX-1, w
odpowiedzi na glikacje tego enzymu w cukrzycy. Rzuci to nowe $wiatto nad rolg procesu ubikwitynacji w modulowaniu
aktywnosci enzymow komérkowych, takich jak COX-1, w przebiegu choréb metabolicznych. Kluczowy efekt, jaki niesie za soba
realizacja prezentowanego projektu to poznanie bezposrednich czynnikéw odpowiedzialnych za wystepowanie u 0s6b z cukrzyca
zjawiska ,,opornosci na aspiryne”. Wierzymy, ze w sposdb jednoznaczny i definitywny wykazemy, czy u podtoza tego zjawiska
lezy nieenzymatyczna glikacja COX-1, ubikwitynacja tego biatka czy tez oba te procesy przyczyniajg sie do mniejszej
podatnosci COX-1 inhibicje ze strony kwasu acetylosalicylowego.



