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STRESZCZENIE
Czynnik płytkowy 4 (PF4) uwalniany jest z ziarnistości α krwinek płyt­
kowych podczas ich aktywacji. Uczestniczy w powstawaniu skrzepu. 
Prawidłowe stężenie PF4 warunkuje nie tylko efektywność procesów 
krzepnięcia krwi, ale również skuteczność terapeutycznych dawek he­
paryny. Praca niniejsza opiera się w dużej mierze na pracach doświad­
czalnych jednej z współautorek. 
Słowa kluczowe: PF4, chemokiny, model biologiczny wywoływania za­
krzepicy

SUMMARY
Platelet factor 4 (PF4) is released from platelet α granules during acti­
vation process. It takes part in clot formation. Physiological concentra­
tion of PF4 is essential not only for thrombus formation but also for the 
anticoagulant potency of heparin. This review is based on experiments 
performed by one of coauthors.
Keywords: PF4, chemokines, carotid artery thrombosis model
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Wstęp
Czynnik płytkowy 4 (Platelet Factor 4-PF4; chemoki-
na CXCL4) uwalniany jest z  ziarnistości alfa płytek 
krwi podczas ich aktywacji [1, 2]. Biosynteza PF4 za-
chodzi głównie w megakariocytach, ale niewielkie jego 
ilości znajdują się także w monocytach i tam również 
mogą odgrywać ważną rolę biologiczną [3]. Ludzki 
gen PF4 (Cxc4, ok. 1 kb) zawiera trzy eksony i  znaj-
duje się na chromosomie 4q12-21. Gen też oddzielo-
ny jest o ok. 4 kB od genu chemokiny zwanego kwa-
śnym białkiem płytkowym (platelet basic protein; PBP; 
chemokina CXCL7). Kwaśne białko płytkowe również 
uwalniane jest z płytek krwi [4]. Mysi PF4 (cxc4) leży 
na chromosomie 5, na którym, podobnie jak u ludzi, 
znajdują się geny innych chemokin, zarówno biosynte-
tyzowanych w megakariocytach, jak i w innych komór-
kach. Ludzki i mysi PF4 mają około 40% homologii. 

Podrodzina chemokin CXC
PF4 należy do rodziny chemokin, białek o małej masie 
cząsteczkowej (8–12 kDa), odgrywających główną rolę 
w  procesach zapalnych przede wszystkim poprzez 
aktywację i nasilanie chemotaksji leukocytów. Che-
mokiny uczestniczą  również w procesach hemostazy, 
modyfikując funkcję płytek. Białka te charakteryzuje 
występowanie w określonym miejscu czterech cystein 
(C). 48 z dotychczas poznanych chemokin (i 19 recep-
torów, z którymi chemokiny się wiążą) zostało podzie-
lonych na cztery podrodziny (CC, CXC, CX3C i XC) 

w zależności od tego, ile aminokwasów występuje po-
między cząsteczkami cystein. PF4  (CXCL4) oraz PBP 
(CXCL7) należą do podrodziny chemokin CXC, w któ-
rych cysteiny oddziela tylko jeden aminokwas. Che-
mokiny należą do rodziny cytokin i  charakteryzują 
się właściwościami chemotaktycznymi. Jednak PF4 
zaliczany do tej rodziny ze względu na swoją budowę 
nie wykazuje bezpośrednich właściwości chemotak-
tycznych. Natomiast wspomniane powyżej białko PBP 
poprzez proteolizę degradowane jest do kilku białek, 
między innymi do peptydu NAP-2 (Neutrophil activa-
ting peptide-2), który ma silne właściwości chemotak-
tyczne. NAP-2 zawiera sekwencję ELR, dzięki której 
współdziała z receptorem CXCR2 wiążącym białka G 
transportujące sygnały wewnątrzkomórkowe. PF4 nie 
ma ściśle określonego receptora poza występującym 
tylko w  niektórych komórkach śródbłonka recepto-
rem CXCR3B. W  przeważającej mierze aktywność 
PF4 związana jest z  oddziaływaniem z glikozamina-
mi występującymi na powierzchni komórek. Krwinki 
płytkowe, oprócz czynnika PF4 i PBP, wydzielają wie-
le chemokin zestawionych w poniższej tabeli.

Płytki posiadają na swojej powierzchni recep-
tory specyficzne dla chemokin, takie jak CXCR4 
i CCR4. Chemokiny SDF-1, MDC i TARC są słabymi 
aktywatorami płytek. SDF-1 aktywuje cyklazę ade-
nylową, a MDC i TARC powodują mobilizację jonów 
wapnia, w  ten sposób uczestnicząc w  procesach 
agregacji płytek i uwalniania zawartości ziarnistości 
wewnątrzpłytkowych.
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Budowa i funkcja PF4
PF4 został opisany po raz pierwszy w roku 1970. Jest 
białkiem o masie cząsteczkowej 7,8 kD i  składa się 
z 70 aminokwasów. Cząsteczka PF4 zawiera 4 resz-
ty cysteinowe odpowiedzialne za tworzenie most-
ków dwusiarczkowych. W  sekwencji aminokwasów 
wykazuje dużego stopnia homologię z  cząsteczką 
β-tromboglobuliny [5].  

PF4 jest syntetyzowany wyłącznie w  megaka-
riocytach i magazynowany w  ziarnistościach α pły-
tek. Stanowi 2–3% całkowitego białka znajdującego 
się w  krążących płytkach. Po aktywacji płytek pod 
wpływem ADP, trombiny, adrenaliny PF4 jest uwal-
niany z ich wnętrza tak intensywnie, że jego stężenie 
w pobliżu miejsca uszkodzenia naczynia przekracza 
2 µM (~12 µg/Ml surowicy) [6], podczas gdy tylko nie-
wielkie ilości (około 1000 razy mniej) wykrywalne są 
w osoczu. Stężenie PF4 w płytkach wynosi ok. 100 µM  
natomiast w  bezpośrednim otoczeniu skrzepu po 
aktywacji płytek może osiągać 280 µM, czyli ok. 
100 razy więcej niż w surowicy [7]. Na rycinie 1 przed-
stawiono strukturę czynnika płytkowego 4.

Ze względu na fakt, że PF4 występuje w płytkach 
w  bardzo dużym stężeniu, jego cząsteczka została 
jako pierwsza spośrod chemokin rozpoznana i  pod-
dana sekwencjonowaniu DNA [8], a w 10 lat później 
został sklonowany gen ludzkiego PF4 [9]. Natywny 
płytkowy czynnik 4 jest sferycznym tetramerem skła-
dającym się z  identycznych podjednostek, z których 
każda ma ciężar cząsteczkowy równy 7,8 kDa. Jed-

nostki te połączone są asymetrycznie [10] i ustabili-
zowane dzięki oddziaływaniu sił elektrostatycznych. 
Dzięki technikom krystalograficznym oraz badaniom 
z wykorzystaniem Magnetycznego Rezonansu Jądro-
wego (NMR) opracowano model strukturalny PF4, 
w  którym cząsteczki heparyny owinięte są wokół 
tetrameru i przyłączają się do jednakowych, dodatnio 
naładowanych pierścieni usytuowanych prostopadle 
do spirali α, zawierającej cząsteczkę lizyny [11, 12].

Badania przeprowadzone w  warunkach in vitro 
wskazywały na to, że PF4 uczestniczy w wielu pro-
cesach biologicznych obejmujących: megakariopo-
ezę [13], angiogenezę [14], powstawanie przerzutów 
nowotworowych [15], odpowiedź immunologiczną [16] 
oraz tworzenie skrzepu [17, 18]. Co prawda, udział 
PF4 w  wymienionych powyżej procesach obserwo-
wano jedynie wówczas, gdy stężenie PF4 było bardzo 
duże i wynosiło 5–25 µg/ml lub 0,2–08 µM, a więc 
nie można być pewnym, że te obserwacje poczynione 
in vitro świadczą o rzeczywistym znaczeniu biologicz-
nym PF4. Z drugiej strony wiadomo, że takie stężenie 
PF4 może osiągnąć w przypadku bardzo intensywnej 
aktywacji płytek.

Wpływ PF4 na megakariopoezę
W  pracy Eslina z  roku 2004 podjęto próbę zdefinio-
wania roli PF4 w tworzeniu skrzepu w warunkach in 
vivo, wykorzystując myszy knock-out, pozbawione PF4 
(mPF4-/-) [19] oraz myszy transgeniczne wykazujące 
nadekspresję ludzkiego PF4 w płytkach (hPF4+) [20].  
Oba rodzaje myszy rozwijały się prawidłowo, nie ob-
serwowano u nich jawnych objawów skazy krwotocz-
nej. Rutynowe badania układu krzepnięcia mieściły 
się w granicach normy. Oceniając morfologię krwi, wy-

Tabela I. Chemokiny wydzielane przez płytki, cel ich działania 
i funkcja 
Table I. Chemokines secreted by platelets and their function

Nazwa Cel działania Funkcja 

CXCL4/PF4
płytki, komórki 
śródbłonka na­
czyń 

udział w krzepnięciu 
krwi, aktywacja białka C

CCL2/MCP-1 monocyty, limfo­
cyty T mobilizacja leukocytów

CCL5/RANTES limfocyty T, ko­
mórki NK mobilizacja monocytów

CCL7/MCP-3 monocyty, SMC
aktywacja komórek 
mięśni gładkich – SMC 
(smooth muscle cells)

CCL17/TARC limfocyty T, płytki aktywacja płytek

CCL22/MDC limfocyty T, płytki, 
monocyty aktywacja płytek

CXCL1/Gro-a neutrofile, 
monocyty

unieruchamianie mono­
cytów 

CXCL5/ENA78 monocyty unieruchamianie mono­
cytów

CXCL7/NAP-2 neutrofile mobilizacja neutrofili

CXCL8/IL-8 makrofagi mobilizacja makrofagów

CXCL12/SDF-1 płytki, megakario­
cyty, limfocyty aktywacja płytek

Ryc. 1. Struktura czynnika płytkowego 4 (ze strony interne-
towej banku danych o białkach http://www.rcsb.org/pdb) 
Fig. 1. The structure of PF4 molecule (from internet: RCBS Pro­
tein Data Bank http://www.rcsb.org/pdb)



152

A c t a  H a e m a t o l o g i c a  P o l o n i c a  t o m  4 3 ,  z e s z y t  n r  2 a ,  m a j  2 0 1 2

praca poglądowa / review

kazano, że różnice dotyczyły m. in. liczby płytek krwi. 
Nadmierna i obniżona ekspresja PF4 powoduje bowiem 
odpowiednio obniżenie i  zwiększenie liczby płytek. 
Liczba płytek zwiększa się o  około 15–30% u myszy 
pozbawionych PF4 (mPF4-/-) i obniża sie o tyle samo 
u myszy z nadmierną ekspresja ludzkiego PF4 w płyt-
kach (hPF4+ ), w porównaniu z myszami o prawidło-
wej ekspresji PF4 czyli tzw. dzikich  (WT; wild type). 
Wydaje się to potwierdzać informację, znaną z badań 
in vitro, o hamującym wpływie PF4 na megakariopo-
ezę [13]. Dalsze prace ex vivo z wykorzystaniem mega-
kariocytów pochodzących od myszy mPF4-/- i hPF4+ 
oraz badania in vivo tych samych myszy poddanych 
chemioterapii wykazały, że PF4 ma istotny wpływ na 
wzrost kolonii megakariocytarnych oraz na odnowę 
płytek po chemoterapii i radioterapii [21, 22].

Wpływ PF4 na aktywację białka C
Przeciwzakrzepowe działanie PF4 wynika również 
z jego wpływu na trombomodulinę, która bierze udział 
w procesie aktywacji białka C. Zarówno w badaniach 
in vitro, jak i  in vivo zauważono, że PF4, wiążąc się 
z  siarczanem chondroityny, podwyższa stężenie ak-
tywnego białka C w obecności komórek śródbłonka 
i w osoczu małp [23–25]. Badania z użyciem myszy 
wykazały również, że stopień podwyższenia stężenia 
aktywnego białka C zależy od stężenia PF4 [26], jed-
nak w  przypadku dużego stężenia białka C wpływ 
PF4 na aktywację tego białka zostaje zahamowany 
[27]. Efekt wywierany przez PF4 wynika z oddziały-
wania jego dodatnio naładowanej cząsteczki z ujem-
nie naładowaną cząsteczką siarczanu chondroityny 
zlokalizowanego w bocznym łańcuchu trombomodu-

liny. Działanie podobne do tego, jakie wywiera PF4 
na białko C, zauważono również w przypadku innych 
dodatnio naładowanych polipeptydów. Heparyna, 
której cząsteczka ma ładunek ujemny, moduluje siłę 
oddziaływania PF4 z trombomoduliną [27].

Model wywoływania zakrzepicy 
w tętnicy szyjnej myszy
Nie do końca wyjaśniona została rola PF4 w patogene-
zie zakrzepicy, opisywano bowiem zarówno pro-, jak 
i przeciwzakrzepowe jego działanie. W celu zaprezen-
towania różnic w powstawaniu skrzepu wynikających 
z zawartości PF4 w płytkach, posłużono się własnym 
opisanym wcześniej [28] modelem wywoływania za-
krzepicy w tętnicy szyjnej myszy  za pomocą bibuły 
nasączonej chlorkiem żelaza FeCl3.

Opis procedury: Do badania używano 6–10-ty-
godniowych zwierząt o wadze 18–25 g. Po anestezji 
dootrzewnowej za pomocą pentobarbitalu w  dawce 
80 mg/kg wypreparowywano prawą tętnicę szyjną. 
Wypreparowaną tętnicę umieszczano na końcówce 
aparatu mierzącego przepływ krwi u  małych zwie-
rząt: model T 106; Transonic Systems, Ithaca, NY. Na 
zewnętrznej ścianie tętnicy umieszczano fragment 
papierowego filtru Whatmana o wymiarach 1x2 mm, 
nasączonego 10% roztworem chlorku żelaza (FeCl3). 
Filtr pozostawiano na ścianie tętnicy przez okres 
2 minut. Po jego usunięciu tętnicę przemywano roz-
tworem  PBS i rejestrowano przepływ krwi za pomocą 
wymienionego powyżej aparatu przez okres 30 minut. 
Mierzono czas, po którym obserwowano powstanie 
skrzepu zamykającego światło naczynia i zatrzymu-
jącego przepływ krwi oraz sprawdzano stabilność 
skrzepu. Na rycinie 2 zaprezentowano poszczególne 
etapy tej procedury.

Na rycinie 3 przedstawiono sposób powstawania 
skrzepu stabilnego bądź niestabilnego. W  celu uła-
twienia oceny statystycznej, poszczególnym rodza-
jom skrzepu przypisano odpowiedni współczynnik 
–  2  punkty dla skrzepu wywołującego zamknięcie 
światła naczynia trwające dłużej niż 10 min okre-
ślonego jako stabilny, 1 punkt dla skrzepu niestabil-
nego, tzn. takiego, który wywołał zamknięcie światła 
naczynia trwające krócej niż 10 min, i 0 punktów, gdy 
nie uzyskano zamknięcia światła naczynia [28]. 

Stabilność skrzepu a stężenie PF4
Skrzepy stabilne powstawały przy fizjologicznym stę-
żeniu PF4. Natomiast gdy stężenie PF4 było o  50% 
mniejsze lub gdy przekraczało poziom fizjologiczny 
co najmniej 4 krotnie, obserwowano powstawanie 
skrzepów niestabilnych. Tak wiec zarówno nadmiar, 
jak i niedobór PF4 powoduje upośledzenie powstawa-
nia skrzepu [19].

Ryc. 2. Etapy wywoływania  zakrzepicy w tętnicy szyjnej 
myszy; a) wyeksponowanie prawej tętnicy szyjnej; b) 
umieszczenie fragmentu papierowego filtru nasączonego 
10% FeCl3 na ścianie tętnicy na okres 2 minut; c) rejestro-
wanie przepływu krwi przez okres 30 minut i obserwacja 
powstawania skrzepu w świetle naczynia 
Fig. 2. Thrombosis induced in mouse carotid artery; a) carotid 
artery exposed; b) filter paper patch 1x2mm soaked in 10% 
FeCl3 applied to artery for 2 min; c) blood flow monitored for 30 
minutes, white clot can be observed

Ryc. 3. Wykresy obrazujące rodzaje skrzepów i odpowiada-
jące im współczynniki; a) skrzep stabilny; b) skrzep niesta-
bilny; c) brak skrzepu 
Fig. 3. Graphs showing different types of clots; a) stable occlu­
sion; b) unstable occlusion; c) no occlusion
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W  celu potwierdzenia obserwacji wskazującej 
na to, że niestabilność skrzepu wynika ze zmiany 
stężenia PF4 Eslin i  wsp. przeprowadzili następu-
jące doświadczenie. Myszom dzikim WT i  myszom 
pozbawionym PF4 mPF4-/- tuż przed wywoływaniem 
zakrzepicy za pomocą FeCl3 podano w infuzji ludzki 
PF4 (hPF4). Podanie hPF4 myszom pozbawionym 
tego czynnika korygowało powstanie skrzepu. Nato-
miast u myszy z prawidłową zawartością PF4 podanie 
dodatkowo PF4 upośledzało tworzenie skrzepu [19]. 

Próba wyjaśnienia tego spostrzeżenia zwią-
zana jest z  faktem, że PF4 charakteryzuje się 
dużym powinowactwem do ujemnie naładowanych 
powierzchni. 

Uwolnienie PF4 w  objętości fizjologicznej czę-
ściowo neutralizuje ujemnie naładowane powierzch-
nie płytek krwi i  komórek śródbłonka, umożliwia-
jąc tym samym przyleganie płytek do siebie i  do 
komórek śródbłonka naczyń, a  tym samym pro-
muje powstawanie skrzepu. W przypadku uwolnie-
nia niedostatecznej ilości PF4 powierzchnie komó-
rek zachowują swój ujemny ładunek wystarczający 
do zahamowania powstawania skrzepu. W sytuacji 
gdy objętość PF4 zdecydowanie przekracza poziom 
fizjologiczny, ładunek powierzchni płytek staje się 
dodatni, a  jednakowo naładowane komórki odpy-
chają się, tak więc ponownie tworzenie skrzepu 
jest zahamowane. Wynika stąd, że PF4 modyfikuje 
ładunek powierzchni płytek i komórek śródbłonka, 
a konkretnie niedobór PF4 powoduje, że powierzch-
nia pozostaje ujemna – tworzenie skrzepu jest zaha-
mowane, natomiast przy jego nadmiarze powierzch-
nie stają się dodatnie – tworzenie skrzepu również 
jest zahamowane. Tylko prawidłowa zawartość PF4 
powoduje, że tworzenie skrzepu jest prawidłowe – 
powierzchnia płytek i komórek śródbłonka  ma wów-
czas  ładunek +/-.  

Skuteczność  leczenia heparyną 
a stężenie PF4 
Skuteczność leczniczych dawek heparyny również 
zależy do stężenia PF4, który ma zdolność neutralizo-
wania heparyny. Tuż przed wywoływaniem zakrzepi-
cy za pomocą FeCl3 Dehmer i wsp. [29] podawali różne 
dawki heparyny myszom w celu osiągnięcia zarówno 
poziomu terapeutycznego, jak i wyższego i niższego. 
U myszy dzikich dawki terapeutyczne heparyny stan-
dardowej wynoszące 50–75 U/kg były wystarczające 
do zahamowania powstawania skrzepu. Myszy z ob-
niżoną zawartością PF4 wymagały mniejszych dawek 
do uzyskania tego samego efektu. Natomiast u myszy 
z nadmierną ekspresją ludzkiego PF4 (hPF4+) hepa-
ryna podawana w dawkach stopniowo zwiększanych 
od 50–75 U/kg do 150 U/kg nie wywoływała zahamo-
wania skrzepu, gdyż nadmiar PF4 neutralizował jej 

działanie. Dopiero bardzo duża dawka leku powyżej 
150 kg wywoływała efekt antykoagulacyjny, powodu-
jąc zahamowanie tworzenia skrzepu.  

Podsumowanie 
PF4 uczestniczy w powstawaniu skrzepu. Jego prawi-
dłowe stężenie jest konieczne, aby proces krzepnięcia 
był efektywny. Zarówno niedobór, jak i nadmiar tego 
białka prowadzi do upośledzenia procesu krzepnięcia. 
W przypadku chorób, takich jak nadpłytkowość sa-
moistna, gdzie liczba płytek jest bardzo duża, obser-
wujemy zarówno powikłania zakrzepowe jak i krwo-
toczne. Być może jednym z  powodów tak skrajnej 
różnicy w typie obserwowanych zaburzeń hemostazy 
jest nieprawidłowa zawartość i uwalnianie PF4 z ziar-
nistości wewnątrzpłytkowych. Odbiegające od normy 
stężenie PF4 skutkuje bowiem nieprawidłowościami 
w  powstawaniu skrzepu. Drugim bardzo ważnym 
aspektem praktycznym wynikającym z oceny zawar-
tości PF4 jest przewidywanie skuteczności leczenia 
heparyną standardową. Wykazano doświadczalnie, 
że tylko prawidłowa zawartość PF4 w płytkach wa-
runkuje skuteczne działanie terapeutycznych dawek 
heparyny.  
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