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Streszczenie: Schorzenia uktadu sercowo-naczyniowego przebiegajace ze zwezeniem zastawki
aortalnej i/lub miazdzyca tetnic sa jedna z glownych przyczyn $miertelnosci w krajach rozwinig-
tych. Badania dowodza, ze w ich rozwdj zaangazowane sg aktywne procesy zwigzane z funkcjami
regulacyjnymi i metabolicznymi komorki. Patogenez¢ zwezenia zastawki aortalnej i miazdzycy
charakteryzuje wiele podobienstw, w tym uszkodzenie $rodbtonka, proces zapalny, akumulacja
zmodyfikowanych lipoprotein oraz przebudowa macierzy pozakomoérkowej. Ze wzgledu na rdznice
w budowie §ciany naczynia oraz zastawki, istnieja takze znaczace rozbieznosci w patogenezie tych
chorob. W miazdzycy, kluczowa role odgrywaja akumulujace si¢ w $cianie naczynia lipidy oraz
proliferujace komorki migéniowki gtadkiej przyczyniajace si¢ do rozkladu elementéw macierzy ze-
wnatrzkomodrkowej. Rozwoj stenozy aortalnej uzalezniony jest natomiast od réoznicowania komoérek
zastawki w komorki miofibroblasto- i osteoblastopodobne. Te ostatnie odgrywaja bezposrednig role
w kalcyfikacji.

Podejscie chirurgiczne jest obecnie jedyna efektywna metoda leczenia stenozy aortalnej i zaawanso-
wanej miazdzycy. W przypadkach wczesnych zmian miazdzycowych z sukcesem wykorzystywana
jest profilaktyka i farmakoterapia, ktore niestety nie znajduja zastosowania w leczeniu stenozy aor-
talnej. Podkresla to koniecznos$¢ poszukiwania innych mozliwo$ci terapeutycznych, przede wszyst-
kim w zakresie dziatania na $rodblonek, regulacji stanu zapalnego oraz réznicowania i proliferacji
specyficznych podtypow komorek.

Jednym z mechanizméw odpowiedzialnych za utrzymywanie homeostazy w uktadzie sercowo-na-
czyniowym, o znaczacym potencjale terapeutycznym, jest sygnalizacja purynergiczna. Uwalniane
z komorek nukleotydy i powstajace na drodze zewnatrzkomodrkowej hydrolizy, katabolity nukleo-
tydow petnia funkcje czastek sygnatowych regulujacych proces zapalny, agregacje ptytek, skurcz
naczyn, proliferacje komorek i przebudowe kosci. Efekty dziatania tych substancji wywierane
sg poprzez aktywacj¢ receptordw purynergicznych, wystepujacych w praktycznie kazdym typie
komorek, w tym w znaczacych ilosciach na komorkach naczyn, zastawek i krwi obwodowe;.
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Celem niniejszego opracowania byto omowienie komoérkowych i molekularnych aspektow patofiz-
jologii stenozy aortalnej i miazdzycy, a w szczegdlnosci roli sygnalizacji purynergicznej oraz en-
zymOw zaangazowanych w regulacje zewnatrzkomorkowych stezen nukleotydow i ich katabolitow.
Ponadto, w pracy przedstawiono mozliwosci farmakologicznej modyfikacji sygnalizacji puryner-
gicznej przez wpltyw na aktywnosci zewnatrzkomoérkowych enzymoéw metabolizmu nukleotydow/
adenozyny.

Stowa kluczowe: stenoza aortalna, miazdzyca, nukleotydy, adenozyna, ATP

Summary: Aortic stenosis and atherosclerosis are active processes that lead to cardiac failure and
organ hypoxia. Their pathophysiology shares many similarities, including endothelial activation,
inflammation, accumulation of modified lipoproteins and extracellular matrix remodeling. Howev-
er, there are important differences in the pathology of these diseases. In atherosclerosis, the most
important role is played by accumulating lipids and proliferating vascular smooth muscle cells that
contribute to degrade extracellular matrix components. In turn, the development of aortic stenosis
depends on the differentiation of valvular interstitial cells into myofibroblast- and osteoblast-like
cells that are the main cause of the aortic valve mineralization.

Currently, a surgical approach is the only method for aortic stenosis and severe atherosclerosis treat-
ment. The prevention and pharmacotherapy are successfully used in mild atherosclerosis. Unfor-
tunately, these are not beneficial in aortic stenosis. This highlights the need for other therapeutic
options, especially in the field of endothelial protection, regulation of inflammation or proliferation
and differentiation of specific cell types.

One of the most important mechanisms of the cardiovascular system homeostasis, with significant
therapeutic potential, is the purinergic signaling. Nucleotides released form the cells and their catab-
olites, originated from extracellular nucleotide hydrolysis, act as signaling molecules that regulate
inflammation, platelet aggregation, vasoconstriction, cell proliferation and bone remodeling. These
effects are exerted by the activation of purinergic receptors that are present in all types of cells but
are especially important in the cardiovascular system, including vascular, valvular cells and periph-
eral blood cells.

The aim of this review was to discuss cellular and molecular aspects of the pathophysiology of
aortic stenosis and atherosclerosis with particular importance of purinergic signaling and enzymes
involved in control of extracellular concentrations of nucleotides and their catabolites. Furthermore,
this review summarized potential for pharmacological modulation of purinergic signaling by modi-
fications of nucleotide-converting ecto-enzyme activities.
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EPIDEMIOLOGIA CHOROB UKLADU
SERCOWO-NACZYNIOWEGO

Schorzenia uktadu sercowo-naczyniowego, takie jak miazdzyca tetnic, pa-
tologie zastawkowe oraz nadcis$nienie tetnicze, sa jedna z gtownych przyczyn
$miertelno$ci w krajach rozwinigtych [164]. Miazdzyca, prowadzac do diugo-
trwalego lub ostrego niedotlenienia narzadow, powoduje w Polsce blisko 30 000
zgonow rocznie [162]. Z kolei, stenoza zastawki aortalnej (zwezenie/stenoza le-
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wego ujscia tetniczego, stenoza aortalna), jest najczestszg patologia zastawkowa,
przyczyniajaca si¢ do rozwoju niewydolnosci migsnia sercowego. Ze wzgledu
na przyczyng, mozemy wyrdzni¢ degeneracyjne, reumatyczne oraz wrodzone
zwezenie zastawki aortalnej [97]. Na skutek zmian demograficznych, starzenia
si¢ populacji i szerokich mozliwosci terapeutycznych chorob infekcyjnych, wiek-
sz0$¢ obecnie diagnozowanych wad zastawkowych wywodzi si¢ ze zmian o cha-
rakterze degeneracyjnym. Obecnie u ok. 2-7% populacji >65. roku zycia stwier-
dza si¢ degeneracyjno-zwapnieniowg stenoze zastawki aortalnej [56]. W Stanach
Zjednoczonych co roku hospitalizowanych jest 100 000 chorych z zastawkowymi
wadami serca, z czego ponad 20 000 umiera [123]. Rowniez w Europie, w tym
takze w Polsce, systematycznie wzrasta liczba chorych z objawowym zwezeniem
zastawki aortalnej [118]. Poczatkowo uwazano, ze jest to proces zwyrodnieniowy,
charakterystyczny dla starzenia si¢. Jednak aktualne badania dowodza, ze rozwdj
stenozy aortalnej, podobnie jak miazdzycy tetnic, jest procesem aktywnym, pod-
legajacym regulacji komorkowej [119].

PATOGENEZA ORAZ LECZENIE CHOROB
UKLADU SERCOWO-NACZYNIOWEGO

STENOZA AORTALNA

Rosngca liczba doniesien dotyczacych patogenezy degeneracyjnej stenozy
aortalnej dowodzi, ze zmiany prowadzace do zwapnienia zastawki rozwijajg si¢
na podtozu zapalnym [93]. Histologiczna ocena ptatkow zastawki na etapie po-
przedzajacym rozwdéj zwapnien wykazata obecnos¢ infiltratu komoérek zapalnych,
ztozonego przede wszystkim z limfocytéw T oraz makrofagéw [141]. Ponadto,
w strukturze zastawki wykazano obecno$¢ ztogoéw lipidowych oraz zmian charak-
terystycznych dla przebudowy macierzy zewnatrzkomorkowej [86]. Powstajaca na
kolejnych etapach rozwoju stenozy aortalnej, tkanka kosciopodobna, ztozona jest
gtéwnie z akumulujacych si¢ w strukturze zastawki depozytow hydrokysapatytu,
co koreluje z lokalnym wzrostem ekspresji biatek macierzy kostnej [120].

Kryteria klasyfikacji stenozy aortalnej z wykorzystaniem echokardiograficz-
nej techniki doplerowskiej opieraja si¢ o pomiar pola powierzchni ujscia aorty,
sredniego gradientu ci$nien oraz maksymalnej predkosci przeptywu przez za-
stawke [110]. Klasyfikacja zaawansowania stenozy aortalnej, stan lewej komo-
ry serca oraz wystgpowanie objawéw klinicznych sg podstawowymi kryteriami
kwalifikacji pacjentow do zabiegu operacyjnej wymiany zastawki aortalnej, badz
jej przezcewnikowej implantacji [44]. Obecnie podejscie chirurgicznie jest jedyna
efektywna metoda leczenia stenozy aortalnej. Jej istotng wadg jest poézna kwa-
lifikacja do zabiegu, co niejednokrotnie skutkuje doprowadzeniem pacjenta do
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schytkowego stadium choroby. W obliczu braku prewencji i farmakoterapii ste-
nozy aortalnej, badanie molekularnych i komérkowych mechanizmoéow lezacych
u podstaw tej patologii, a takze poszukiwanie czynnikoéw zaangazowanych w ich
regulacj¢ ma kluczowe znaczenie.

MIAZDZYCA TETNIC

Miazdzyca jest przewlekla choroba naczyn, polegajaca na zmianach wytwor-
czych i zwyrodnieniowych w btonie wewnetrznej i srodkowej tetnic. W przeci-
wienstwie do stenozy aortalnej, patogeneza miazdzycy jest dobrze poznana. Na
poczatkowych etapach jej rozwoju dochodzi do uszkodzenia $rédbtonka naczy-
niowego, do ktorego predysponuje nadcisnienie, hiperglikemia i podwyzszone
stezenie lipoprotein o niskiej gestosci w surowicy (ang. Low Density Lipoprotein,
LDL). Uszkodzenie $rédblonka inicjuje rozwoj stanu zapalnego, ktory stymuluje
naciek makrofagow, powigzany z akumulacjg utlenionych lipoprotein. Procesom
odktadania lipidow w $cianie naczynia towarzyszy rozrost fibroblastow i komo-
rek migsnidwki gtadkiej [76]. Prowadzi to do powstania i narastania zawezajacej
tetnice blaszki miazdzycowej. Oderwane fragmenty blaszki oraz przeptywajace
przez zwezone swiatlo tetnicy skrzepliny, sa najczestsza przyczyna jej niedroz-
nosci, co w konsekwencji prowadzi do niedotlenienia organéw. Obecnie jedynym
srodkiem zaradczym dla pacjentow z zaawansowanymi zmianami miazdzyco-
wymi jest leczenie chirurgiczne, polegajace na operacyjnym usunigciu blaszki
miazdzycowej, angioplastyce (poszerzeniu tetnicy i rozptaszczeniu blaszki) lub
wszczepianiu protez naczyniowych. W przypadku wczesnych i §redniozaawanso-
wanych zmian, zastosowanie znajduje profilaktyka i farmakoterapia, ktérych ce-
lem jest normalizacja parametrow profilu lipidowego, nadci$nienia i/lub zaburzen
w uktadzie krzepniecia [155]. Z punktu widzenia oceny ryzyka, profilaktyki i in-
tensyfikacji leczenia miazdzycy istotne sa wczesne markery uszkodzenia naczyn/
procesu miazdzycowego, co podkresla istot¢ badan nad komoérkowymi i moleku-
larnymi mechanizmami tej choroby.

PODOBIENSTWA STENOZY AORTALNEJ
I MIAZDZYCY TETNIC

CZYNNIKI RYZYKA

U ok. 40% chorych ze zwe¢zeniem zastawki aortalnej wystepuja rowniez zmia-
ny miazdzycowe w tetnicach [56]. Najnowsze zalecenia Europejskiego Towarzy-
stwa Kardiologicznego podkreslaja analogi¢ czynnikdw ryzyka stenozy zastawki
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aortalnej 1 miazdzycy tetnic, takich jak wiek, pte¢ meska, dyslipidemia (obejmu-
jaca wzrost stezenia cholesterolu catkowitego, cholesterolu LDL, triacyloglice-
roli i lipoproteiny a w surowicy), nadcisnienie tetnicze, cukrzyce oraz zaburze-
nia krzepnigcia [147]. Obecno$¢ zespotu metabolicznego, bedacego niezaleznym
czynnikiem rozwoju miazdzycy, zwigzana jest z dwukrotnie szybszym rozwojem
stenozy aortalnej [16]. Wykazano réwniez pozytywna zalezno$¢ migdzy stgze-
niem cholesterolu LDL, a progresja zwapnien, zardwno w t¢tnicach wiencowych,
jak i w zastawce aortalnej [116].

PATOFIZJOLOGIA

Uszkodzenie §rédblonka

Wyniki badan eksperymentalnych rowniez wykazuja wiele analogii w mechani-
zmach rozwoju stenozy zastawki aortalnej oraz miazdzycy tetnic. Podobiefistwa te
dotycza przede wszystkim wezesnych etapéw rozwoju obu patologii, w tym uszko-
dzenia srodbtonka. Uszkodzenie srodblonka naczyniowego moze mieé charakter
mechaniczny (przeptyw turbulentny, nadcisnienie tetnicze), badz czynnoSciowy
(w przypadku dyslipidemii, niedotlenienia) [32]. Komoérki $rodbtonka znajdujace
sie w miejscach rozgatezien tetnic oraz wyscielajace strone aortalng zastawki sa
narazone na dziatanie niekorzystnej sity mechanicznej, wywieranej przez turbulent-
ny (wzburzony) przeptyw krwi [30]. Znajduje to analogi¢ z lokalizacja wczesnych
zmian miazdzycowych w rozgatezieniach tetniczych oraz odktadaniem zwapnien
gtéwnie po aortalnej stronie zastawki. Pomimo laminarnego (warstwowego, upo-
rzadkowanego) przeptywu krwi w naczyniach prostych, na skutek zwiekszonej
predkosci przeptywajacej krwi (np. w nadcisnieniu tetniczym lub przy zwezeniu
srednicy $wiatla naczynia) moze dochodzi¢ do zmiany charakteru przeptywu na
turbulentny. Turbulentny przeptyw krwi predysponuje ponadto do wydtuzonej eks-
pozycji $rdédbtonka na czynniki promujgce jego czynnosciowe uszkodzenie, takie
jak lipoproteiny LDL czy zewnatrzkomoérkowe nukleotydy. Nastepnie, czastecz-
ki LDL dyfunduja pod warstwe komorek §rodbtonka, gdzie dochodzi do ich aku-
mulacji i modyfikacji [114]. Najistotniejszag modyfikacja czasteczek LDL jest ich
oksydacja (utlenianie), podczas ktorej dochodzi do powstania utlenionych czaste-
czek LDL [60]. Gromadzace si¢ zmodyfikowane lipoproteiny stymulujg komorki
srodblonka do produkcji i1 eksternalizacji czasteczek adhezyjnych, co prowadzi do
rozwoju reakcji zapalnej [81].

Na skutek analogicznych mechanizméw dochodzi do akumulacji utlenionych
czasteczek LDL i uruchomienia kaskady zapalnej w obrebie zastawki [94]. Jak opi-
sano powyzej, dynamika przeptywu krwi przez zastawke determinuje bezposrednio
(uszkodzenie mechaniczne) oraz posrednio (uszkodzenie czynnos$ciowe przez wydtu-
zong ekspozycje na czynniki prostenotyczne) lokalizacje patologicznych zmian w jej
strukturze [106].
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Stan zapalny

Wzrost ekspresji czasteczek adhezyjnych (selektyny P i E, ICAM-1, VCAM-
1), produkowanych przez srodbtonek w odpowiedzi na jego aktywacje, stymuluje
przyleganie i infiltracje leukocytéw do btony wewngtrznej $ciany naczynia oraz
strony aortalnej zastawki. Ponadto, aktywowane komorki srodbtonka syntetyzuja
czynniki stymulujgce akumulacje samych monocytéw, takie jak biatko chemo-
taksji monocytow (MCP 1) i czynnik aktywacji kolonii makrofagow (MCSF).
Gromadzace si¢ w przestrzeni podsrodbtonkowej zmodyfikowane lipoproteiny
rowniez stanowig sygnat chemotaktyczny dla monocytoéw, ktore ulegajg prze-
ksztatceniu w makrofagi, posiadajace na swojej powierzchni receptory zmiatajace
(ang. scavenger receptors). Makrofagi pochtaniajac zmodyfikowane czasteczki
LDL staja si¢ tzw. komorkami piankowatymi, ktérych obecnos$¢ potwierdzono
zard6wno w toku rozwoju procesu miazdzycowego, jak i w stenozie zastawki aor-
talnej [88]. Nadtrawione przez makrofagi czgsteczki utlenionych LDL, zostaja
przez nie ,,przedstawione” inflitrujacym limfocytom T [49]. Dochodzi do inte-
rakcji receptora CD40, znajdujacego si¢ na makrofagach z limfocytowym ligan-
dem CD40L, co rozpoczyna klasyczng reakcje immunologiczng, bedaca bodzcem
do odpowiedzi zapalnej. O tym, ze miazdzyca jest przewlekta choroba zapalna,
w wiekszosci zapoczatkowang i stymulowana przez hipercholesterolemi¢ nie
ma watpliwosci od co najmniej kilkunastu lat [129]. Natomiast, udziat procesow
zapalnych w rozwoju stenozy aortalnej potwierdza podwyzszony poziom mark-
eréw stanu zapalnego u 0s6b z szybsza progresja choroby [132], zwigkszone
uwalnianie cytokin prozapalnych przez patologicznie zmienione zastawki aortal-
ne [50] oraz naciek komorek zapalnych w ich strukturze [141]. Rowniez niepu-
blikowane wyniki badan naszego zespotu wykazaty obecnos$¢ komorek zapalnych
w stenotycznych zastawkach aortalnych, gtéwnie subpopulacji limfocytow T po-
mocniczych oraz makrofagow [71].

Przebudowa macierzy zewngtrzkomoérkowej

Na dalszych etapach rozwoju miazdzycy i stenozy aortalnej dochodzi do in-
dukcji procesu wtoknienia. Komorki srédbtonka, migsniowki gladkiej, fibrobla-
sty, a przede wszystkim obecne w strukturze tkanek infiltrujace limfocyty T i ma-
krofagi produkuja metaloproteinazy. Sa to enzymy proteolityczne, degradujace
bialka macierzy zewnatrzkomoérkowej, takie jak kolagen, proteoglikany, fibro-
nektyne oraz elastyne. Ekspresja i aktywno$¢ metaloproteinaz regulowana jest na
wielu poziomach, w tym na poziomie transkrypcji i aktywacji proenzymu przez
zaburzenia hemodynamiczne, stan zapalny oraz stres oksydacyjny. Metaloprote-
inazy pelnig szczegdlng role w powstawaniu zmian miazdzycowych w naczyniu
1 zwapnien w zastawce poprzez utatwianie migracji komoérek budujacych te tkan-
ki (komorki miesniowki gtadkiej, fibroblasty, komorki srddmigzszowe zastawki),
jak réwniez komorek zapalnych, penetrujacych ich strukture [39].
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ROZNICE STENOZY AORTALNEJ I MIAZDZYCY TETNIC

W przebiegu stenozy zastawki aortalnej oraz miazdzycy tetnic istniejg row-
niez istotne réznice. Przede wszystkim, u czgsci 0sob z choroba wiencowsa nie
wystepuje stenoza aortalna. Ponadto, w przebiegu choroby wiencowej moze do-
chodzi¢ do peknigcia lub erozji blaszki miazdzycowej, a w konsekwencji do ostre-
go zespolu wiencowego, czego nie obserwujemy w stenozie aortalnej. Rowniez,
terapie skuteczne w leczeniu miazdzycy nie przynosza zadowalajacych efektow
u pacjentow ze stenoza. Oznacza to, ze mimo wielu podobienstw, cze$¢ z proce-
sow lezacych u podstaw stenozy aortalnej jest niezalezna od procesow etiologicz-
nych miazdzycy tetnic.

BUDOWA ANATOMICZNA SCIANY TETNICY
1 ZASTAWKI AORTALNEJ

Cze¢$¢ roéznic w procesach patofizjologicznych stenozy aortalnej i miazdzycy
moze wynika¢ z odmiennos$ci w budowie anatomicznej oraz sktadzie komorko-
wym $ciany tetnicy i zastawki aortalne;.

Warstwe wewngetrzng $ciany tetnicy (lac. intima) tworzg komorki $rodbtonka,
tkanka taczna sktadajaca si¢ z kolagenu i proteoglikanow oraz btona sprezysta we-
wnetrzna ztozona z wiokien elastyny. Warstwa Srodkowa (tac. media) sktada si¢
z koncentrycznie utozonych blaszek sprezystych i znajdujacych si¢ migdzy nimi
komorek miesniowki gladkiej (tetnice typu sprezystego), badz ciasno upakowa-
nych, utozonych okr¢znie, komorek migsniowki gtadkiej, ktorym towarzyszy nie-
wielka ilo§¢ witokien sprezystych, biegnacych promieniscie od blaszki sprezystej
zewnetrznej (w przypadku tetnic typu migsniowego). Zewngtrzna warstwa naczy-
nia (tac. adventitia), sktada si¢ z wtokien kolagenowych i sprezystych, fibrobla-
stow, wiokien nerwowych 1 wiasnej sieci naczyniowej (tac. vasa vasorum) [142].

Przekrdj poprzeczny przez zastawke aortalng charakteryzuje si¢ natomiast
obecnosciag warstwy aortalnej (lac. fibrosa), srodkowej (tac. spongiosa) oraz le-
zacej po stronie lewej komory serca (tac. ventricularis). Powierzchnia obu stron
ptatkow zastawki wyScielona jest komoérkami srodbtonka zastawkowego (ang.
ValvularEndothelial Cells, VEC), ktore r6znig si¢ od $rodbtonka tetniczego pro-
stopadlym utozeniem wzgledem przeptywu krwi [24]. Podstawowymi komorka-
mi budujacymi wnetrze zastawki aortalnej sa komorki srodmiazszowe zastawki
aortalnej (ang. Valvular Interstitial Cells, VIC), lezace w macierzy zewnatrzko-
morkowej. Fenotypowo, komorki srodmigzszowe wykazuja cechy fibroblastow
i miofibroblastow, stad okre§lane sag mianem komorek fibroblastopodobnych.
Wraz ze znajdujacymi si¢ w strukturze zastawki nielicznymi komoérkami mig-
sniowki gladkiej, komorki srodmigzszowe biorg udziat w procesie wytwarzania,
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konserwacji 1 naprawy macierzy zewnatrzkomoérkowej, ztozonej z elastyny, ko-
lagenu i proteoglikanow [156]. Warstwowy podziat zastawki aortalnej opiera si¢
gtownie o réznice w skladzie macierzy zewnatrzkomorkowej. Fibrosa zbudowa-
na jest z wiokien kolagenowych utozonych koncentrycznie, co nadaje jej najwigk-
sza wytrzymato$¢. Zajmujaca 60-90% grubosci ptatka, gabczasta spongiosa jest
bogata w proteoglikany i glikozaminoglikany, dziatajace amortyzujaco podczas
cyklu pracy serca. Z kolei, ventricularis ztozona jest z rozmieszczonej promieni-
$cie elastyny, nadajacej zastawce elastycznos$¢.

PATOFIZJOLOGIA

Na skutek wydzielanych przez makrofagi czynnikdéw wzrostowych, np. ptyt-
kowego (PDGF) lub insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF1) dochodzi do
stymulacji proliferacji komoérek. W $cianie naczynia istotng rol¢ odgrywa migra-
cja komorek migsniowki gladkiej do blony wewnetrznej oraz ich proliferacja,
z réznicowaniem w fenotyp sekrecyjny. Nabycie fenotypu sekrecyjnego przez
te komorki umozliwia im synteze kolagenu i proteoglikandw, co przyczynia si¢
do reorganizacji macierzy zewnatrzkomorkowej i przebudowy $ciany naczynia
[138]. Ponadto, syntetyzowane elementy tkanki tacznej pokrywajac jadro lipido-
we, ztozone z obumierajacych komorek piankowatych, tworza wtoknisto-thusz-
czowag stabilng blaszke miazdzycowa. Uwalniane wowczas przez makrofagi me-
taloproteinazy, rozktadajac biatka macierzy zewnatrzkomorkowej, predysponuja
do rozwoju niestabilnej blaszki miazdzycowej [138]. Pekanie i erozja blaszki sa
gtéwna przyczyna ostrego zespolu wiencowego, czego nie obserwuje si¢ w ste-
nozie aortalne;j.

Z powodu znacznie mniejszej ilosci komorek migsniowki gladkiej w struktu-
rze zastawki, ich migracja i proliferacja nie odgrywa tak istotnej roli jak w $cianie
naczynia. Jednakze, w tym przypadku kluczowe okazuje si¢ réznicowanie i proli-
feracja fibroblastopodobnych komorki srédmigzszowych. Bodzce zapalne i czyn-
niki wzrostu stymulujg do aktywacji komoérki srodmiazszowe, ktore odpowiadaja
za zwigkszong produkcj¢ macierzy zewnatrzkomorkowej oraz jej przebudowe
[77]. Markerem aktywacji komorek srodmigzszowych jest nabycie ekspresji al-
fa-aktyny mig¢sniowki gtadkiej (ang. activated-VIC, aVIC). Rownolegle, stymu-
lacja cytokinami, zewnatrzkomérkowymi nukleotydami oraz zmodyfikowanymi
lipoproteinami LDL i pojawiajacymi si¢ bialkami zwigzanymi z chondro- i osteo-
geneza, doprowadza do réznicowania w osteoblastopodobne $rodmiazszowe ko-
morki zastawki aortalnej (ang. osteoblast-like-VIC, obVIC), bedace bezposrednia
przyczyna odktadania zwapnien [41].
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FARMAKOTERAPIA

Uwzgledniajac podobne procesy zaangazowane w rozwoéj miazdzycy tetnic
i stenozy aortalnej, przeprowadzono proby efektywnosci leczenia przeciwmiaz-
dzycowego w hamowaniu progresji choroby zastawkowej. Jedna z gtownych
grup lekow zapobiegajacych rozwojowi miazdzycy sa statyny, inhibitory reduk-
tazy HMG CoA — kluczowego enzymu bioracego udziat w syntezie cholesterolu
[13]. Zmniejszona biosynteza cholesterolu w watrobie prowadzi do spadku steze-
nia wolnego cholesterolu w komorkach i wtérnego wzrostu aktywnosci recepto-
row LDL bioracych udzial w katabolizmie czgsteczek LDL i remnantow VLDL
(ang. Very Low-Density Lipoproteins) z krazenia. Dlatego nadrzednym efektem
tej grupy lekoéw w terapii dyslipidemii jest zmniejszenie ilo$ci czasteczek LDL
w surowicy. Ponadto, poza hipolipemizujacym dzialaniem statyn, wykazano efek-
ty wykraczajace poza redukcje stezenia cholesterolu (tzw. efekty plejotropowe).
Plejotropowe dzialanie statyn wynika z hamowania biosyntezy intermediatow
szlaku syntezy cholesterolu, zaangazowanych w procesy prowadzace do popra-
wy funkcji srédbtonka, stabilizacji blaszki miazdzycowej, hamowania zapalenia,
zmniejszenia aktywnos$ci metaloproteinaz, a w konsekwencji zapobiegania prze-
rostowi migsnia sercowego [2].

Poczatkowe badania nad wptywem statyn na rozwoj stenozy aortalnej dawaty
obiecujace wyniki. W eksperymentalnym modelu zwierzecym wykazano, ze lecze-
nie atorwastatyng hamuje progresj¢ zwapnien w zastawce aortalnej [121]. Ponadto
zastosowanie rosurwastatyny u pacjentow z tagodng i umiarkowang stenoza skut-
kowato wolniejsza progresja rozwoju choroby [100]. W innej grupie pacjentow,
sposrod ktorych czgs¢ otrzymywata statyny, czgs¢ byta leczona inhibitorami kon-
wertazy angiotensyny, a czg$¢ obydwoma typami lekow, tylko u pacjentow zazy-
wajacych statyny zaobserwowano wolniejszg progresje¢ stenozy aortalnej [128].
Obserwowany efekt wykazano u pacjentéw zaréwno z tagodna, jak i umiarkowana
oraz zaawansowang stenoza aortalng. Zastosowanie inhibitoréw konwertazy angio-
tensyny ani nie spowolnito postepéw choroby, ani nie nasilito korzystnego efektu
dziatania statyn. Najciekawszym wynikiem tych badan byt jednak brak zaleznosci
pomigdzy stezeniem cholesterolu w surowicy, a progresja zwezenia zastawki aor-
talnej, zarowno u pacjentow leczonych, jak i nieleczonych statynami. Swiadczy to
raczej o pozytywnym plejotropowym dziataniu statyn na rozwoj stenozy aortalnej,
anizeli o ich efekcie hipolipemizujacym. Brak wptywu radykalnego leczenia hipo-
lipemizujacego na progresj¢ stenozy aortalnej zostat rowniez wykazany na wigk-
szych grupach pacjentow w badaniach obserwacyjnych (Mohler, 2007 [92] ) oraz
randomizowanych (Rossebo, 2008 — SEAS [130]; Panahi, 2013 [109] ), co ostatecz-
nie wykluczylo stosowanie statyn w leczeniu stenozy zastawki aortalne;j.
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Niezadowalajace efekty lekow przeciwmiazdzycowych na progresje stenozy aor-
talnej podkreslaja réznice w patofizjologii tych schorzen, dotyczacych m.in. znaczenia
zaburzen metabolizmu lipidow. Dlatego, poszukiwanie innych mozliwosci terapeu-
tycznych, przede wszystkim w zakresie dziatania na §rodbtonek zastawkowy, regula-
cje stanu zapalnego oraz réznicowanie i proliferacj¢ fibroblastopodobnych komoérek
srédmigzszowych stanowi obiecujacg strategie terapeutyczng. Jednym z kluczowych
mechanizmoéw odpowiedzialnych za utrzymywanie homeostazy w uktadzie sercowo-
-naczyniowym, o znaczacym potencjale terapeutycznym, jest sygnalizacja przez ze-
wnatrzkomorkowe nukleotydy i ich katabolity, nazywana sygnalizacja purynergiczng.
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RYCINA 1. Molekularne i komérkowe mechanizmy kalcyfikacji zastawki aortalnej.

W obrebie zastawki aortalnej dochodzi do uszkodzenia $rodblonka oraz wzrostu ekspresji molekut
adhezyjnych (ICAM-1, VCAM-1). Infiltracja komoérek uktadu odpornosciowego prowadzi do rozwo-
ju procesu zapalnego i1 nacieku makrofagéw. Akumulacja utlenionych lipoprotein (oxLDL) w makro-
fagach skutkuje powstaniem komorek piankowatych. Dochodzi do aktywacji fibroblastopodobnych
komorek $rodmiazszowych (VIC), czego markerem jest nabycie ekspresji alfa-aktyny mig$niowki
gladkiej. Aktywacja komorek VIC jest zwigzana ze zwigkszona produkcja i przebudowa macierzy
zewnatrzkomorkowej poprzez wzrost ekspresji metaloproteinaz oraz wzmozong produkcja cytokin
prozapalnych. Skutkuje to rozwojem przewleklego stanu zapalnego oraz zwldknieniem zastawki.
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Rownolegle, stymulowane komorki VIC przechodzg roznicowanie do komarek osteoblastopodobnych
(obVIC), bedacych bezposrednia przyczyna odkladania zwapnien. Procesy podlegajace regulacji przez
zewnatrzkomorkowe nukleotydy (gtownie ATP) i adenozyng (Ado) zostaly zaznaczone strzatkami.
LDL - lipoproteiny o niskiej gestosci, VCAM-1 — czasteczka adhezji komorkowej naczyn, ICAM-1
- czasteczka adhezji migdzykomorkowej, DAMPs — wzorce molekularne zwigzane z sygnatem nie-
bezpieczenstwa, Ado — adenozyna, ATP — adenozynotrifosforan, UTP — urydynotrifosforan, oxLDL
—utlenione LDL, TNFa — czynnik martwicy nowotworu alfa, RANKL — ligand aktywatora receptora
jadrowego czynnika B, IL — interleukina, TGFp — transformujacy czynnik wzrostu beta, VIC —
komorki $rédmigzszowe zastawki aortalnej, qVIC — wyciszone, aVIC — aktywowane VIC, obVIC
— osteoblastopodobne VIC, ALP — fosfataza alkaliczna, Runx2 — czynnik transkrypcyjny Runx2
FIGURE 1. Molecular and cellular mechanisms of aortic valve calcification.

Pathological process within the aortic valve is initiated by endothelial activation and increased ex-
pression of adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-1). Incoming immune cells lead to the develop-
ment of local inflammatory process and macrophage infiltration. Accumulation of modified lipo-
proteins in macrophages results in the formation of foam cells. These factors promote activation of
valvular interstitial cells (VICs) that acquire alpha-smooth muscle actin expression. The activation
of VICs is associated with increased production and remodeling of extracellular matrix by metallo-
proteinases and increased production of inflammatory cytokines. This results in a chronic inflam-
matory process and fibrosis of the valve. In parallel, stimulated VICs undergo differentiation into
osteoblast-like cells (obVIC), which are a direct cause of aortic valve mineralization. The processes
regulated by extracellular nucleotides (mainly ATP) and adenosine (Ado) are indicated by arrows.
LDL — low density lipoproteins, VCAM-1 — vascular cell adhesion molecule, ICAM-1 — intercel-
lular adhesion molecule, DAMPs — damage-associated molecular patterns, Ado — adenosine, ATP —
adenosinetriphosphate, UTP — uridinetriphosphate, oxLDL — oxidized LDL, TNFa — tumor necrosis
factor alfa, RANKL — receptor activator of nuclear factor kB ligand, IL — interleukina, TGFf} — trans-
forming growth factor beta, VIC — valvular interstitial cells, qVIC — quiescent VIC, aVIC — activated
VIC, obVIC — osteoblast-like VIC, ALP — alkaline phosphatase, Runx2 — transcription factor Runx2

ZNACZENIE SYGNALIZACJI PURYNERGICZNEJ
W STENOZIE AORTALNEJ I MIAZDZYCY TETNIC

Obok zestawienia podobienstw iro6znic w patofizjologii stenozy aortalnej
i miazdzycy tetnic, nadrzednym celem niniejszej pracy byto omdéwienie komor-
kowych i molekularnych aspektow tych patologii, podlegajacych kontroli sygna-
lizacji purynergicznej. Szlaki te obejmujg uwalnianie nukleotydéw do przestrze-
ni pozakomorkowej, ich zewngtrzkomorkowy metabolizm oraz dzialanie przez
specyficzne dla nukleotydow lub ich katabolitéw receptory. Patologiczne procesy
zachodzace w zastawce aortalnej oraz §cianie tgtnic, wraz z udziatem w ich re-
gulacji zewnatrzkomoérkowych nukleotydow i adenozyny zostaly schematycznie
przedstawione na rycinie 1 (dotyczy zastawki aortalnej) i rycinie 2 (dotyczy $cia-
ny tetnicy).
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RYCINA 2. Molekularne i komérkowe mechanizmy miazdzycy tetnic.

W obrebie $ciany naczynia dochodzi do uszkodzenia $rodbtonka, wzrostu ekspresji molekut adhe-
zyjnych (ICAM-1, VCAM-1) i zewnatrzkomoérkowej ekto-deaminazy adenozyny. Inicjacja procesu
zapalnego oraz akumulacja utlenionych lipoprotein (oxLDL) w makrofagach skutkuje powstaniem
komorek piankowatych. Mediatory, takie jak nukleotydy, czynniki wzrostowe i cytokiny prozapalne
stymuluja komorki miesniowki gtadkiej naczyn (VSMC) do proliferacji i migracji. Ciggla akumula-
cja lipoprotein w komorkach piankowatych doprowadza do ich obumierania, a zawartos¢ lipidowa
gromadzi si¢ pozakomoérkowo, tworzac jadro lipidowe blaszki miazdzycowej. Przeksztalcone VSMC
syntetyzujg elementy tkanki tacznej, ktora pokrywajac jadro lipidowe tworzy widknisto-ttuszczowa
stabilng blaszke miazdzycowa. Uwalniane przez makrofagi metaloproteinazy trawia sktadniki tkanki
facznej co predysponuje do rozwoju niestabilnej blaszki miazdzycowej poprzez zmniejszenie grubosci
warstwy pokrywy wioknistej. Procesy podlegajace regulacji przez zewnatrzkomoérkowe nukleotydy
(gtownie ATP) i adenozyng (Ado) zostaly zaznaczone strzatkami.

AR — receptory adenozynowe, Ado — adenozyna, ADA — deaminaza adenozyny, LDL — lipoproteiny
o niskiej gestosci, VCAM-1 — czasteczka adhezji komorkowej naczyn, ICAM-1 - czasteczka adhezji
miedzykomorkowej, IL — interleukina, MMP — metaloproteinazy, DAMPs — wzorce molekularne zwia-
zane z sygnatem niebezpieczenstwa, ATP — adenozynotrifosforan, UTP — urydynotrifosforan, TGFf —
transformujacy czynnik wzrostu beta, IFNy — interferon gamma, TNF — czynnik martwicy nowotworu
FIGURE 2. Molecular and cellular mechanisms of atherosclerosis.

Pathological process within the vessel wall is initiated by endothelial activation and increased expres-
sion of adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-1) and ecto-adenosine deaminase. The initiation of in-
flammatory process and accumulation of modified lipoproteins in macrophages result in the formation
of foam cells. The mediators, such as nucleotides, growth factors and inflammatory cytokines stimulate
migration and proliferation of vascular smooth muscle cells (VSMCs). The continuous accumulation
of lipoproteins in foam cells leads to their death and the formation of lipid core. Transformed VSMCs
synthesize elements of extracellular matrix that covered lipid core and forms a stable fibro-fatty ath-
erosclerotic plaque. Macrophage-derived metalloproteinases degrade extracellular matrix components
which reduce the thickness of the fibrous cap and predispose to the development of an unstable,
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atherosclerotic plaque. The processes regulated by extracellular nucleotides (mainly ATP) and ade-
nosine (Ado) are indicated by arrows.

AR — adenosine receptors, Ado — adenosine, ADA — adenosine deaminase, LDL — low density li-
poproteins, VCAM-1 — vascular cel adhesion molecule, ICAM-1 — intercellular adhesion molecule,
IL — interleukin, MMP — metalloproteinases, DAMPs — damage-associated molecular patterns, ATP
— adenosinetriphosphate, UTP — uridinetriphosphate, TGFf — transforming growth factor beta, [FNy —
interferon gamma, TNF — tumor necrosis factor

NUKLEOTYDY JAKO CZASTKI SYGNALOWE
W UKLADZIE SERCOWO-NACZYNIOWYM

WPLYW ZEWNATRZKOMORKOWYCH NUKLEOTYDOW
NA ROZWOJ STENOZY AORTALNEJ I MIAZDZYCY TETNIC

Nukleotydy iich metabolity, obecne w przestrzeni zewnatrzkomodrkowej,
petnig funkcje czasteczek sygnatowych o szerokim spektrum regulowanych pro-
cesow. Szczegodlnie wazne sg efekty ich dziatan w uktadzie sercowo-naczynio-
wym, poprzez regulacj¢ zapalenia, proliferacji komorek oraz kalcyfikacji tkanek
migkkich. Wiele przestanek sugeruje ich istotng role w kalcyfikacji zastawki aor-
talnej 1 miazdzycy tetnic [38, 58, 74]. Badania na hodowlach $rodmigzszowych
komorek zastawki aortalnej wykazaty role zewnatrzkomérkowego adenozynotri-
fosforanu (ATP) jako bezposredniego induktora kalcyfikacji poprzez wplyw na
poziom wapnia w medium hodowlanym oraz wzrost aktywnosci fosfatazy alka-
licznej, bedacej wyktadnikiem kalcyfikacji [104]. Nalezy réwniez wspomnie¢
o istotnym znaczeniu zewnatrzkomorkowego ATP jako aktywatora: 1) procesu
zapalnego poprzez stymulacj¢ przylegania i transmigracji komorek zapalnych
do i w gtab endotelium, 2) utleniania LDL poprzez kontrole produkcji ROS, 3)
agregacji plytek krwi (réwniez adenozynodifosforan, ADP) oraz 4) remodelin-
gu kostnego, poprzez stymulacje osteoklastow i wzrost ekspresji biatka RANKL.
Podobne efekty proaterogenne i prostenotyczne wywieraja rowniez nukleotydy
pirymidynowe, m.in. urydyno tri- oraz difosforan (UTP, UDP) [139].

UWALNIANIE NUKLEOTYDOW DO
PRZESTRZENI POZAKOMORKOWEJ

Nukleotydy w przestrzeni komorkowej pojawiaja sie¢ wskutek ich uwalniania
przez wszystkie typy komorek uktadu sercowo-naczyniowego i krwi obwodowe;.
W procesie tym bierze udziat szereg mechanizmow transportujacych, miedzy in-
nymi: transport pecherzykowy, kanaty jonowe, transportery ABC oraz koneksyny
i paneksyny [22]. Natomiast, stanami predysponujagcymi do zwigkszonego uwal-
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niania nukleotydéw sg hipoksja, hiperglikemia, aktywatory zapalenia i agregacji
ptytek oraz sity mechaniczne.[36]. Udziat poszczegdlnych komorek uktadu serco-
wo-naczyniowego w uwalnianiu nukleotydéw do przestrzeni miedzykomorkowe;j

zostat podsumowany w tabeli 1.

TABELA 1. Uwalnianie nukleotydéw przez komorki ukladu sercowo-naczyniowego
ATP — adenozynotrifosforan, ADP- adenozynodifosforan, UTP — urydynotrifosforan
TABLE 1. The release of nucleotides from different cell types in the cardiovascular system
ATP — adenosinetriphosphate, ADP — adenosinediphosphate, UTP — uridinetripshosphate

Zrédlo Komorki Komorki
, Srodblonek | miesniéwki [Kardiomiocyty| Plytki krwi |Erytrocyty ukladu
komorkowe o] T
gladkiej odpornosciowego
Naprezenie Kolagen, . .
. $cinajace, |Hiperglikemia, . . tromboksan, Hip Oks.'] a, Aktywatory
Bodziec . . . . Hipoksja |. adrenalina, .
hipoksja, hipoksja inne aktywa- . zapalenia
. . . deformacje
hiperglikemia tory plytek
Ui ATP,UTP | ATP,UTP | ATP,UTP |ADP>ATP| ATP ATP
nukleotydy
pecherzykowy + + + +
b= :
§ hemikanaty + + + + + +
§ anionowy + +
= | transporter
+ + + + + +
ABC
Referencje [63, 78] [79, 117] [35, 136] [51,152] [54, 73] [9, 46]

Pomimo znacznie nizszego stezenia ATP w przestrzeni zewnatrzkomorkowej
(nanomolowe) niz w komérce (milimolowe), nukleotydy moga by¢ utrzymywane
nad powierzchnig komorki (w tzw. ,,halo komdérkowym™) na poziomach mikromo-
lowych (ATP), co wraz z ich zwigkszonym uwalnianiem w przebiegu szeregu sta-
néw patologicznych, moze by¢ istotne w transdukcji sygnatu i regulacji proceséw
lezacych u podstaw patologii uktadu sercowo-naczyniowego [75, 158].

ZEWNATRZKOMORKOWY METABOLIZM NUKLEOTYDOW

Uwolnione z komoérek nukleotydy moga bezposrednio aktywowacé receptory
purynergiczne typu P2 (ryc. 3), badz ulec dezaktywacji przez ich zewnatrzkomor-
kowa hydrolize (ryc. 4). Wyniki badan naszego zespotu wykazaly, ze zaangazo-
wane w ten proces enzymy, wykazuja wysoka aktywnos¢ na powierzchni naczyn
oraz zastawek serca [149]. Rowniez inne zrodta donoszg, ze zakotwiczone w btonie
komorkowej ekto-enzymy, katalizujace reakcje rozktadu zewnatrzkomorkowych
nukleotydow, wystepuja zarowno na komorkach endotelialnych, migsniowki gtad-
kiej, srodmigzszowych zastawki, jak i komorkach uktadu odpornosciowego [11, 14].



SYGNALIZACJA PURYNERGICZNA W PATOLOGII NACZYN 87

RYCINA 3. Efekty aktywacji receptorow nukleotydowych i adenozynowych w procesach zwia-
zanych z rozwojem stenozy aortalnej i miazdzycy tetnic.

Czerwone kwadraty przestawiaja negatywne efekty aktywacji poszczegolnych podtypow receptorow
adenozynowych i nukleotydowych. Zielone kwadraty przedstawiaja pozytywne efekty ich aktywacji.
Czerwong czcionka podkreslono negatywne efekty aktywacji receptorow adenozynowych, natomiast
zielong — pozytywne efekty aktywacji receptorow nukleotydowych. ATP — adenozynotrifosforan, ADP
— adenozynotrifosforan, UTP — urydynotrifosforan, UDP — urydynodifosforan, VCAM-1 - czasteczka
adhezji komérkowej naczyn, cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan, NO - tlenek azotu, IFNy —
interferon gamma, TNF — czynnik martwicy nowotworu, MIP-1a — biatko zapalne makrofagow-1 alfa,
iNOS — indukowana syntaza tlenku azotu, ROS — reaktywne formy tlenu, NFkB — czynnik jadrowy
NF«B, Mac-1 —integryna a, 3,, ligand dla ICAM-1, RANKL — ligand aktywatora receptora jadrowego
czynnika kB, M-CSF — czynnik stymulujacy powstawanie kolonii makrofagéw, PTH — parathormon
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FIGURE 3. The role of nucleotide and adenosine receptor activation in the pathogenesis of aortic
stenosis and atherosclerosis.

Red squares indicated negative effects of specific adenosine receptor activation. While, green squares
indicated positive effects of nucleotide receptor activation. ATP — adenosinetriphosphate, ADP — ad-
enosinediphosphate, UTP — uridinetriphosphate, UDP — uridinediphosphate, VCAM-1 — vascular cel
adhesion molecule, cAMP — cyclic adenosine monophosphate, NO — nitric oxide, IFNy — interferon
gamma, TNF — tumor necrosis factor, MIP-1a — Macrophage inflammatory protein 1 alpha, iNOS —
inducible nitric oxide synthase, ROS — reactive oxigen species, NFkB — nuclear factor NFxB, Mac-1
— integrin a,,f,, ligand for ICAM-1, RANKL — receptor activator of nuclear factor kB ligand, M-CSF
— macrophage colony- stimulating factor, PTH — parathyroid hormone

W uktadzie sercowo-naczyniowym pierwszym enzymem kaskady katabolizmu
nukleotydow jest ekto-difosfohydrolaza trifosfonukleozydowa (eNTPD) wyste-
pujaca gtownie jako izoforma 1 (eNTPD1, CD39), konwertujagca ATP przez ADP
do AMP (adenozynomonofosforan) oraz UTP (urydynotrifosforan) przez UDP
(urydyno-difosforan) do UMP (urydynomonofosforan) [11] AMP i UMP sa hy-
drolizowane przez ekto-5’nukleotydaze (eSNT, CD73).

Hydroliza zewnatrzkomorkowych nukleotydow moze réwniez odbywac sig
alternatywna droga, poprzez ekto-pyrofosfatazy fosfodiesterazy nukleotydowe
(eNPP) oraz fosfataze alkaliczng (ALP). Niektére doniesienia sugerujg, ze ak-
tywnos$ci tych enzymow reguluja procesy ektopowego wapnienia, poprzez ich
role w produkcji pirofosforanu (PPi), bedacego inhibitorem kalcyfikacji i orto-
fosforanu (Pi), stymulujacego ten proces [150]. W ostatnim czasie wykazano, ze
komorki VIC izolowane ze stenotycznych zastawek aortalnych, charakteryzuja
si¢ zwickszong aktywnos$cia eNPP-1 i tkankowo niespecyficznej fosfatazy alka-
licznej (TNAP), stymulujgc w ten sposéb proces kalcyfikacji zastawki, poprzez
produkcje Pi [32]. Zasugerowano rowniez zwickszong aktywno$¢ CD73 w zwap-
niatych zastawkach aortalnych [85].

RECEPTORY DLA NUKLEOTYDOW

Obecnos¢ receptorow dla nukleotydow zostata zasygnalizowana po raz pierw-
szy przez brytyjskiego badacza Geoffreya Burnstocka w latach 70. ubiegtego wie-
ku [19, 20]. Poczatkowo nosity one nazwe receptoréw purynergicznych. Jednak
w miarg postepu badan, kiedy wykazano, ze w ich aktywacji biorg udziat zaro6wno
nukleotydy purynowe jak i pirymidynowe, ich nazwa zostata zmieniona na ,,re-
ceptory nukleotydowe”. Podobnie, dotychczas funkcjonuje zwyczajowa nazwa
»Sygnalizacji purynergicznej”, jako szlakow sygnalizacyjnych, w ktorych posred-
niczg nukleotydy purynowe, pirymidynowe oraz ich katabolity.

Wyniki badan biochemicznych i farmakologicznych uzyskanych w pracow-
ni Burnstocka wykazaly dwie klasy receptorow: odpowiadajacych na nukleotydy
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(receptory P2, receptory nukleotydowe) oraz adenozyng (receptory P1, receptory
adenozynowe — opisane ponizej) [23]. Dalsze badania doprowadzily do aktualne-
go podziatu receptorow P2, ze wzgledu na budowe i sposob przekazywania sygna-
hu, na dwie grupy: P2X i P2Y [21].
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RYCINA 4. Schemat sygnalizacji purynergicznej w ukladzie sercowo-naczyniowym.
Uwolnione z komoérek nukleotydy aktywuja receptory P2 lub ulegaja dezaktywacji poprzez ze-
wnatrzkomorkowa hydrolize. Pierwszym enzymem kaskady katabolizmu nukleotydéw jest ek-
to-difosfohydrolaza trifosfonukleozydowa 1 (eNTPD1, CD39), konwertujaca ATP przez ADP do
AMP (adenozynomonofosforan) oraz UTP (urydynotrifosforan) przez UDP (urydynodifosforan) do
UMP (urydynomonofosforan). AMP i UMP sa hydrolizowane przez ekto-5’nukleotydaze (eSNT,
CD73), a powstata z AMP adenozyna degradowana jest przez ekto-deaminazg¢ adenozyny (cADA).
Hydroliza zewnatrzkomoérkowych nukleotydow moze rowniez odbywac si¢ alternatywng droga po-
przez ekto-pyrofosfatazy fosfodiesterazy nukleotydowe (eNPP1) oraz fosfataze alkaliczna (ALP,
nie uwzgledniona na schemacie ze wzgledu na niewielki udziat w hydrolizie zewnatrzkomorkowe-
go AMP, w stezeniach fizjologicznych).

EC — komorki srodbtonka, VSMC — komorki migsniowki gtadkiej naczyn, VEC — komorki §rodbton-
ka zastawki, VIC — komorki srodmiazszowe zastawki, ATP — adenozynotrifisforan, ADP — adenozy-
nodifosforan, AMP — adenozynomonofosforan, UTP — urydynotrifosforan, UDP — urydynodifosfo-
ran, UMP — urydynomonofosforan, ARs — receptory adenozynowe

FIGURE 4. Purinergic signaling in cardiovascular system.

Released nucleotides activate P2 receptors or they are inactivated by extracellular hydrolysis. Extra-
cellular ATP and UTP are hydrolyzed through ADP and UDP to AMP and UMP by ecto-nucleoside
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triphosphate diphosphohydrolase 1 (eNTPD1, CD39). AMP and UMP are hydrolyzed by ecto-5’nu-
cleotidase (e5NT, CD73) and AMP-derived, adenosine is degraded to inosine by ecto-adenosine de-
aminase (eADA). Alternative pathway for extracellular nucleotide hydrolysis engages activities of
ecto-nucleotide pyrophosphatase/ phosphodiesterase (eNPP) and alkaline phosphatase (ALP, not in-
cluded in the figure due to low participation in extracellular AMP hydrolysis at physiological concen-
trations of AMP).

EC — endothelial cells, VSMC — vascular smooth muscle cells, VEC — valvular endothelial cells, VIC
— valvular interstitial cells, ATP — adenosinetriphosphate, ADP — adenosinediphosphate, AMP — ade-
nosinemonophosphate, UTP — uridinetriphosphate, UDP — uridinediphosphate, UMP — uridinemono-
phosphate, ARs — adenosine receptors

Receptory P2X

Receptory P2X sg btonowymi kanatami jonowymi (ryc. 4) dla Na*, K* i Ca*
[122]. Obecnie wyr6zniamy 7 podtypow receptorow P2X (P2X ), ktore charaktery-
zuja sie¢ homologia w granicach 30-50%. Jonotropowe receptory P2X sg homo- lub
heterooligomerami ztozonymi zazwyczaj z trzech podjednostek. Kazda podjednost-
ka/monomer sktada si¢ z dwoch domen transbtonowych, dlugiej zewnatrzkomorko-
wej petli taczacej domeny oraz koncoéw C- 1 N- biatka zlokalizowanych po stronie
cytozolowej.[18]. Otwieranie kanatu jonowego receptora P2X uzaleznione jest od
przytaczenia ligandu (ATP lub jego syntetycznych pochodnych). Jony Ca* i Na*
naptywaja ze srodowiska zewnetrznego do komorki, a jony K™ wyptywaja z ko-
morki zgodnie z gradientem stezen. Na skutek przeptywu tych jonéw dochodzi do
depolaryzacji btony, co moze prowadzi¢ do otwarcia zaleznych od napigcia kana-
tow wapniowych, wzrostu cytozolowego stezenia Ca*" i redukcji potencjatu bto-
ny komorkowej [98, 99]. Wsrdd receptorow P2X, na szczegdlng uwage zastuguje
atypowy receptor P2X_. Jego wyjatkowa cechg jest niskie powinowactwo do ATP,
wymagajace milimolowych stezen tego nukleotydu. Pozostale receptory P2X ak-
tywowane sa przy mikromolowych stezeniach ATP. Ponadto, w warunkach prze-
dtuzonej ekspozycji komorek na milimolowe stezenia ATP, dochodzi do zmiany
specyficznych dla kationow receptoréw P2X_ na niespecyficzne transbfonowe pory,
masowo przepuszczajace jony Ca?" do komorki oraz wicksze kationy organiczne
i naladowane dodatnio czasteczki o masie do 1 kDa.[18]. W komdrkach uktadu od-
pornosciowego tworzone przez receptory P2X_ transblonowe pory przyczyniajg sig
do zwiekszonego uwalniania cytokin prozapalnych [113].

Receptory P2Y
Receptory P2Y sa receptorami metabotropowymi zwigzanymi z biatkiem G.
Obecnie wyr6zniamy 8 podtypow receptorow P2Y (P2Y,, P2Y,, P2Y,, P2Y,,
P2Y , P2Y ,, P2Y ., P2Y ) [122]. Receptory P2Y , P2Y , i P2Y , aktywowane
sg glownie przez ADP, P2Y , P2Y, 1 P2Y  przez ATP i UTP, P2Y, przede wszyst-
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kim przez UDP i w mniejszym stopniu przez UTP i ATP, P2Y, aktywowany jest
przez cukrowe pochodne UDP i w mniejszym stopniu przez UDP [70]. Receptory
P2Y zbudowane sa z 7 domen transblonowych (ryc. 4). Domeny potaczone sa
sze$cioma petlami roznej wielkosci (3 zewnatrzkomorkowe 1 3 cytoplazmatycz-
ne). N- koniec biatka, zawierajacy miejsca ulegajace glikozylacji, znajduje si¢ po
stronie zewnatrzkomoérkowej. Natomiast C- koniec umieszczony jest po stronie
cytozolowej i zawiera miejsca mogace ulega¢ fosforylacji. Biatko G wigzane jest
z receptorem po stronie wewnetrznej blony, w obrebie znajdujacej sie¢ w cytopla-
zmie petli trzeciej. Ligand wigzany jest przez oddzialywanie reszty fosforanowe;j
nukleotydu z dodatnio natadowanymi resztami aminokwasow obecnymi w do-
menach TM3, TM6 i TM7, tworzacymi swoista kieszen w blonie komorkowe;.
Homologia miedzy poszczegdlnymi receptorami P2Y wynosi od 21 do 57% [7].
W zaleznos$ci od rodzaju receptora istniejg réznice w typach podjednostek bia-
tek G, sprz¢zonych z poszczeg6lnymi receptorami. Stymulacja receptorow P2Y ,
P2Y,, P2Y, 1 P2Y,, (sprzg¢zonych z podjednostkg Gq) prowadzi do wzrostu ak-
tywnosci fosfolipazy C i wzrostu wewnatrzkomorkowego poziomu Ca*". Aktywa-
cja receptora P2Y , powoduje rowniez wzrost aktywnosci cyklazy adenylanowej
i wzrost poziomu cAMP (poprzez podjednostke Gs). Natomiast aktywacja recep-
torow P2Y ., (sprzgzonych z podjednostkg Gi) prowadzi do spadku aktywnosci
cyklazy adenylanowej i spadku poziomu cAMP. Efekty stymulacji poprzez ak-
tywacje receptorow P2Y nie ograniczaja si¢ jednak do przekazywania sygnatu
tylko przez biatka G. Receptory P2Y, P2Y, P2Y, P2Y ,, P2Y , moga rowniez
oddziatywac z kinazami Rho [34].

Wazrost poziomu wewnatrzkomoérkowego Ca** moze by¢ zaréwno skutkiem
aktywacji receptorow P2X, jak iniektoérych podtypow receptorow P2Y. Glow-
ng réznicg pomiedzy nimi jest jednak szybkos$¢ dziatania i odpowiedzi komorki
na stymulacj¢. Aktywacja receptoréow P2X osigga szczyt po kilku milisekundach
i szybko zanika. Z kolei receptory metabotropowe, z powodu uczestnictwa biatek
G i innych wtérnych przekaznikow, dziataja wielokrotnie wolniej (minuty).

12°

Komérkowa lokalizacja receptoréw nukleotydowych
w ukladzie sercowo-naczyniowym

Receptory dla nukleotydow sa szeroko rozprzestrzenione w uktadzie sercowo-
-naczyniowym i wystepujg na komorkach budujacych $ciany naczyn i zastawek
serca oraz na komorkach i fragmentach komorek krwi obwodowej (komoérki immu-
nologiczne, ptytki krwi). Rycina 3 przedstawia lokalizacj¢ komorkowa poszczegol-
nych podtypow receptorow nukleotydowych w tozysku naczyniowym oraz efekty
ich aktywacji, ktore mogg mie¢ bezposredni wptyw na rozwdj miazdzycy tetnic
i stenozy zastawki aortalnej, omdéwionych w poprzednich rozdziatach pracy.
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ROLA ZEWNATRZKOMORKOWEJ ADENOZYNY

Powstata na drodze zewnatrzkomoérkowej hydrolizy nukleotydow, adenozy-
na rowniez uznawana jest za czasteczke o istotnej roli sygnalizacyjnej. Przede
wszystkim, kompensuje aterogenne i prostenotyczne efekty dziatania nukleoty-
doéw, poprzez thumienie zapalenia na wielu szczeblach, zmniejszenie utleniania
LDL, hamowanie reaktywnosci ptytek krwi oraz obnizanie poziomu resorpcji ko-
sci (ryc. 3) [4, 33, 102, 125]. Wykazano hamujacy wptyw adenozyny na aktyw-
no$¢ TNAP, ktora jak wspomniano powyzej petni funkcj¢ induktora kalcyfikacji,
poprzez produkcje nieorganicznego fosforanu [43]. Wyniki naszych badan wy-
kazaly, ze traktowanie komoérek $rédmigzszowych zastawki aortalnej osteogen-
nym medium w obecnosci adenozyny hamowato kalcyfikacje [104]. Znaczenie
adenozyny jako inhibitora kalcyfikacji podkres§la rowniez fakt, ze u pacjentow
z mutacja w genie kodujacym ekto-5’nukleotydaze, odpowiedzialng za produkcje
adenozyny, obserwuje si¢ liczne zwapnienia w tozysku naczyniowym [140].

Jednak temat adenozyny w aspekcie patologii uktadu sercowo-naczyniowego
nie pozostaje bez kontrowersji. Mahmut et al. [85]. sugeruje prokalcyfikacyjne
dziatanie adenozyny, przez aktywacje specyficznego podtypu receptorow adeno-
zynowych na komoérkach §rodmigzszowych zastawki aortalne;j.

RECEPTORY ADENOZYNOWE I ICH
KOMORKOWA LOKALIZACJA

Komorkowe efekty dzialania adenozyny wywierane sg przez aktywacj¢ czte-
rech podtypow receptoréw P1, czyli receptoréw adenozynowych: A1, A2a, A2b
i A3. Ich homologia nie przekracza 50%. Wszystkie majg jednak podobnag struk-
turg charakterystyczng dla receptoréw metabotropowych sprzezonych z biatkiem
G (ryc. 4). Podtypy Al i A3 sprzezone sg z podjednostka Gi i Gq, poprzez co
ich aktywacja wywotuje hamowanie aktywnosci cyklazy adenylanowej i spadek
komoérkowego poziomu cAMP, jednoczesnie stymulujac aktywno$¢ fosfolipazy
C, a w konsekwencji podnoszac komorkowe stgzenie Ca?*. Aktywacja podtypow
A2ai A2b sprzezonych z podjednostka Gs powoduje stymulacje cyklazy adenyla-
nowej oraz wzrost poziomu cAMP [26]. Ponadto, aktywacja dominujgcego w ser-
cu receptora A1, ktory moze by¢ rowniez sprz¢zony z podjednostka Go, wykazuje
bezposrednie dziatanie na plazmatyczny kanat K*. Powoduje to wyptyw jonoéw
K* z komorki i hiperpolaryzacje blony. Uniemozliwione w ten sposéb osiggniecie
potencjatu btonowego, powoduje otwarcie wolnego kanatu dla Ca?* i w efekcie
zwolnienie przewodzenia w we¢zle przedsionkowo-komorowym oraz hamowanie
czynnosci wezta zatokowego [40].
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Fizjologiczne stezenie adenozyny w §rodowisku pozakomdrkowym wynosi od
30 do 200 nM i wywotluje efekty tylko na receptory o wysokim powinowactwie do
adenozyny, tj. podtypy Al, A2a i A3. Do wzrostu stezenia adenozyny moze docho-
dzi¢ w stanach patologicznych, takich jak stan zapalny czy niedotlenienie. Aktywo-
wany jest wowczas podtyp A2b, o znacznie nizszym powinowactwie do adenozy-
ny [40]. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze wzrost stgzenia zewnagtrzkomorkowe;j
adenozyny w stanach patologicznych jest efektem wtérnym, bedacym skutkiem
uwolnienia ATP z pobudzonych komorek ijego zewnatrzkomoérkowej hydrolizy
przez ekto-nukleotydazy. Na skutek dziatania tych enzyméw dochodzi do znoszenia
receptorowych efektow wywotywanych przez ATP, poprzez najczesciej przeciwstaw-
ne dziatanie adenozyny (ryc. 3). Co wigcej, na szczegolne zainteresowanie zashuguje
rzadko opisywana zewnatrzkomérkowa degradacja adenozyny (rycina 4). W wyniku
uwarunkowanego patologiczne zaburzonego metabolizmu pozakomoérkowej adeno-
zyny dochodzi do obnizenia jej dostepnosci, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do
zmian w aktywacji poszczegolnych podtypow receptorow adenozynowych.

ZEWNATRZKOMORKOWY METABOLIZM ADENOZYNY

Zewnatrzkomorkowa adenozyna degradowana jest przez deaminaz¢ adenozy-
ny (ADA), ktéra w znacznym procencie wystepuje jako enzym zewnatrzkomorko-
wy (eADA) (ryc. 4) [157]. Aktywno$¢ eADA wykazano w komoérkach srodblonka
naczyn i zastawek oraz komodrkach uktadu immunologicznego [59, 149]. Ponadto,
obok funkcji enzymatycznej, eADA moze odgrywac istotng role jako czasteczka
adhezyjna, co wynika z faktu kotwiczenia ADA do blony komodrkowej przez rozne
typy biatek, w tym powierzchniowe biatko CD26 i receptory adenozynowe (ryc.
2). Wykazano, ze interakcja ADA-CD26 dostarcza kostymulacyjny sygnat limfocy-
tom T, indukujac lokalng produkcje IL-6, INF-y i TNF-a, co stymuluje prozapalng
odpowiedz Th1 [87]. Obecnos¢ ekto-deaminazy adenozyny jako biatka adhezyjne-
go, moze by¢ szczegolnie istotna na powierzchni komorek §rodbtonka, w poczat-
kowym etapie rozwoju procesu patologicznego zwigzanego z adhezjg limfocytow
oraz monocytoéw. Kolejng rolg ekto-deaminazy adenozyny, niezalezng od jej funkcji
enzymatycznej, jest modulowanie powinowactwa receptoréw adenozynowych do
ich agonistow/antagonistow. Interakcja eADA z kotwiczgcymi ja w btonie komor-
kowej receptorami adenozynowymi wplywa na strukturalne zmiany ich konforma-
cji, zwigkszajac powinowactwo i stymulujac sygnalizacje [27]. Role eADA jako
dodatniego efektora allosterycznego receptorow adenozynowych potwierdzono
poprzez stymulacje zaleznego od receptoréw Al spadku poziomu wewnatrzkomor-
kowego cAMP [47]. oraz indukcj¢ szlaku MAPK i wzrostu fosforylacji ERK1/2,
zaleznych od aktywacji receptorow A2a [48]. Stymulacja aktywacji receptorow
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adenozynowych przez eADA moze mie¢ szczegdlne znaczenie w procesach prze-
biegajacych ze wzrostem jej zewnatrzkomorkowej aktywnosci, takich jak stan za-
palny. Ponadto, ostatnie wyniki naszych badan wykazaty zwiekszonag aktywnos¢
naczyniowej eADA w mysim modelu miazdzycy (nokaut genu kodujacego apoli-
poproteine E i receptor dla LDL, ApoE-/-LDLR-/-), co zwigzane byto z odpowie-
dzig komorek $rodbtonka na czynniki patologiczne oraz infiltracjg Sciany naczynia
przez komorki zapalne [72]. W takim przypadku, promiazdzycowy efekt wzro-
stu zewnatrzkomoérkowej deaminazy adenozyny moze by¢ wynikiem zardwno jej
funkcji enzymatycznej, jak i nieenzymatycznej. Poprzez interakcj¢ z receptorami
o wyj$ciowo wysokim powinowactwie do adenozyny (Al i A2a) zwigkszona ilo$¢
biatka deaminazy adenozyny w przestrzeni pozakomorkowej moze dodatkowo sty-
mulowa¢ promiazdzycowe efekty ich aktywacji [144, 153]. Podczas, gdy zalezny
od wzrostu aktywnosci eADA, spadek stezenia zewnatrzkomodrkowej adenozyny
moze determinowa¢ zahamowanie jej protekcyjnego dzialania poprzez wytaczenie
sygnalizacji przez receptory o niskim powinowactwie — A2b.

SYGNALIZACJA PURYNERGICZNA JAKO CEL
TERAPEUTYCZNY W STENOZIE
AORTALNEJ I MIAZDZYCY TETNIC

EKTO-ENZYMY SZLAKU METABOLIZMU NUKLEOTYDOW

Ekto-enzymy szlaku metabolizmu nukleotydow odgrywaja szczegodlng rolg
w zachowaniu rownowagi pomigdzy procesami stymulowanymi przez zewnatrz-
komorkowe nukleotydy i1 adenozyng. Regulacja aktywnosci tych enzymow sta-
nowi obiecujace podejscie terapeutyczne w leczeniu stenozy zastawki aortalnej
i miazdzycy tetnic. W tabeli 2 przedstawiono wptyw zmian aktywnos$ci ekto-en-
zymoOw katabolizmu nukleotydow i adenozyny na progresje schorzen uktadu ser-
cowo-naczyniowego, z zastosowaniem zwierzgcych modeli eksperymentalnych:
myszy typu knock-out (nie posiadajacych genow kodujacych poszczegdlne ekto-
-enzymy) i myszy z nadekspresjg poszczegolnych biatek enzymatycznych. Z ko-
lei, w tabeli 3 zestawiono efekty dziatania farmakologicznych inhibitoréw i ak-
tywatoréw ekto-enzymow metabolizmu nukleotydow. Zebrane dane podkreslaja
potencjat stymulacji aktywnosci eNTPD1 w terapii przeciwptytkowej oraz e5’NT
w regulacji funkcji §rodbtonka, hamowaniu zapalenia, rozwoju blaszki miazdzy-
cowej oraz wapnienia. Ponadto, zastosowanie terapeutyczne w mineralizacji tka-
nek migkkich moga odnalez¢ regulatory aktywnosci TNAP oraz eNPP1. Warty
zainteresowania jest rowniez protekcyjny wptyw hamowania aktywnosci ekto-
-deaminazy adenozyny na stan srodbtonka naczyniowego oraz rozwdj lokalnego
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procesu zapalnego. Stawia to w nowym $swietle potencjat niskich dawek farmako-
logicznych inhibitorow deaminazy adenozyny, stosowanych obecnie w praktyce
klinicznej oraz innych zwiazkéw, w tym pochodzenia naturalnego o wtasciwo-
sciach hamujacych eADA (np. flawonoidow).

TABELA 2. Wplyw zmian aktywno$ci ekto-enzyméw metabolizmu nukleotydéw i adenozyny na
rozwdj patologii sercowo-naczyniowych w mysich modelach eksperymentalnych.

eNTPDI1 (CD39) — ekto-difosfohydrolaza trifosfonukleozydowa 1, ACD39 — transgeniczne myszy
z nadekspresja ludzkiej CD39, eNPP1- ekto-pyrofosfataza/fosfodiesteraza nukleotydowa 1, eNPP1 Tg
— transgeniczne myszy z nadekspresja eNPP1, TNAP — tkankowo niespecyficzna fosfataza alkalicz-
na, e5’NT (CD73) — ekto-5"nukleotydaza, hCD73 Tg — transgeniczne myszy z obnizong odpornoscia
po przeszczepie komorek macierzystych pochodzacych od pacjentdw z mutacja w genie kodujacym
e5’NT, eADA — ekto-deaminaza adenozyny, scid/scid — myszy z ci¢zkim ztozonym niedoborem od-
pornosci, bedacym wynikiem mutacji w genie kodujacym deaminaze adenozyny

TABLE 2. The role of nucleotide and adenosine metabolism ecto-enzymes in the development of
vascular pathologies in experimental animal models.

eNTPD1 (CD39) — ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1, 2CD39 — transgenic mice with
the overexpression of human CD39, eNPP1 — ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1,
eNPP1 Tg — transgenic mice with the overexpression of eNPP1, TNAP — tissue nonspecific alkaline
phosphatase, e5’NT (CD73) — ecto-5’-nucleotidase, ACD73 Tg — immunocompromised transgenic
mice after transplantation of stem cells from patients with arterial calcific disease due to deficiency of
CD73, eADA — ecto-adenosine deaminase, scid/scid — mice with severe combine immunodeficiency
syndrome, due to the mutation in adenosine deaminase gene

Wplyw
Cel terapeutyczny Model na aktywnos¢ Efekt dzialania
enzymatyczna
CD39+/-/ApoE-/- 1 Pro-miazdzycowy [66]
Pro-zakrzepowy,
eNTPD1 (CD39) | CD39-/-/ApoE-/- 1l Pro-miazdzycowy (zwigkszony wychwyt
lipoptotein przez makrofagi) [65]
hCD39 Tg i Przeciw-zakrzepowy [55]
Zﬁflllln’llf//—- lll Hamowanie przerostu neointimy [134]
eNPP1-/- 1 Wapnienie naczyn [25][80]
eNPP1 eNPP1-/-ApoE-/- | Przeciw-miazdzycowy [96]
Insulinoopornos¢, hiperglikemia [83]
eNPP1 Tg ! Zespo6t metaboliczny [108]
TNAP TNAP-OE 1 Wapnienie naczyn [135]
CD73-/-ApoE-/- Pro-miazdzycowy [17]
Pro-zakrzepowy [68]
e5’NT (CD73) CD73-/- l Pro-zapalny [68] [151]
Stenoza zastawki aortalnej [165]
hCD73-/-Tg Wapnienie naczyn [52]
scid/scid/ ApoE-/- Przeciw-miazdzycowy [163]
eADA/ADAL ADA—?— ! Przeciw—zapa}llnyvflyl 2]
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TABELA 3. Mozliwosci farmakologicznej regulacji aktywnosci ekto-enzymoéw metabolizmu
nukleotydéw i adenozyny w terapii chorob sercowo-naczyniowych.

eNTPD1 — ekto-difosfohydrolaza trifosfonukleozydowa 1, rozp. eNTPD1 — rozpuszczalna eNT-
PD1, eNPP1- ekto-pyrofosfataza/fosfodiesteraza nukleotydowa 1, eNPP1-Fc — biatko fuzyjne
ludzkiej eNPP1 z domeng Fc 1gG1, TNAP — tkankowo niespecyficzna fosfataza alkaliczna, e5’NT
— ekto-5’nukleotydaza, rozp. e5’NT — rozpuszczalna e5’NT, eADA — ekto-deaminaza adenozyny,
EHNA — erytro-9-(2-hydroksy-3-nonyl)adenina

TABELA 3. Therapeutic potential of the regulation of nucleotide and adenosine metabolism
ecto-enzymes in vascular pathologies.

eNTPD1 — ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1, rozp. eNTPD1 — soluble eNTPDI,
eNPP1 — ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1, eNPP1-Fc — fiusion protein of hu-
man eNPP1 with Fc IgG1 domain, TNAP — tissue nonspecific alkaline phosphatase, e5’NT — ec-
to-5’nucleotidase, rozp. e5’NT — soluble e5°’NT, eADA — ecto-adenosine deaminase, EHNA — eryth-
10-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenine

Cel Wplyw na
Badany zwigzek aktywnos¢ Efekt dzialania
terapeutyczny| enzymatyczna
eNTPD1 Rozp. eNTPD1 1 Hamowanie reaktywnosci plytek krwi [42]
eNTPD1-3 ARL67156 I Hamowanie wapnier'lia aorty/zastawki
eNPP1 aortalnej [28]
eNPP1 eNPP1-Fc i Hamowanie wapnienia naczyn [1]
Lewamizol Hamowanie wapnienia komorek mig$niowki
TNAP - ! oy ,
Etidronat gladkiej naczyn [82]
Rozp. e5’NT Uszczelnienie bariery srodbtonka [148]
Sulfasalazyna 1 Przeciw-zapalny [8]
Przeciw-zapalny [95
e5'NT Metotreksat Przeciw—miazdri,ycgw[y []1 24]
Przeciw-miazdzycowy [159]
Atorwastatyna 1[103] Hamowanie wapnienia komoérek §rodmigzszo-
_____________________ wych zastawki aortalnej [105]
Atorwastatyna 1 [72] Przeciw-miazdzycowy [159]
2’deoksykoformycyna ! Przeciw-zapalny, przeciw-miazdzycowy
eADA protekcyjny wzgledem $rddbtonka [72]
EHNA 1 Przeciw-zapalny [5]
Kemferol 1 [72], [91] Przeciw-miazdzycowy [67]

RECEPTORY NUKLEOTYDOWE 1 ADENOZYNOWE

Kolejnym celem terapeutycznym w leczeniu stenozy zastawki aortalnej oraz
miazdzycy tetnic jest regulacja sygnalizacji purynergicznej poprzez specyficzne
receptory. Warto rowniez w tym aspekcie zaznaczy¢ role ekto-enzymow meta-
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bolizmu nukleotydoéw i adenozyny, ktore regulujac zewnatrzkomorkowe stezenie
poszczegdlnych agonistow receptorow purynergicznych, modyfikujg ich prefe-
rencyjng aktywacje. Ma to szczegolne znaczenie dla aktywacji receptorow ade-
nozynowych stymulowanych przez niskie (Al, A2a i A3) oraz wysokie (A2b)
stezenia adenozyny, regulowane przez aktywnosci e5’NT i eADA. Obnizenie ak-
tywnosci eADA w mysim modelu miazdzycy oraz wlaczenie sygnalizacji przez
receptory A2b, moze by¢ jednym z kluczowych mechanizméw przeciwmiaz-
dzycowego dziatania dCF [72]. Wyniki badan eksperymentalnych dotyczacych
dzialania agonistow i antagonistow poszczegdlnych receptorow adenozynowych
przedstawiono w tabeli 4.

TABELA 4. Wplyw aktywacji i hamowania receptoréw adenozynowych oraz terapeutyczne
mozliwosci ich regulacji w miazdzycy tetnic i stenozie zastawki aortalnej (kalcyfikacji tkanek
miegkkich).

HIF-1a — czynnik indukowany hipoksja 1, b.w. — bez wptywu, VSMC — komoérki migsniowki gtad-
kiej naczyn, biatko ABCA1 — transporter A1 kompleksu blonowego ATP zaangazowany w eksport
cholesterolu na zewnatrz komoérki, VEGF — czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego, siAlR;
siA2aR — wyciszenie ekspresji genow dla receptorow adenozynowych Al i A2a

TABLE 4. The role of adenosine receptors activation/inhibition and therapeutic potential of
their regulation in atherosclerosis and aortic stenosis.

HIF-1a — hypoxia-inducible factor 1-alpha, b.w. — no effect, VSMC — vascular smooth muscle cells,
ABCAL1 protein — ATP-binding cassette transporter ABCA1, VEGF — vascular endothelial growth
factor, siA1R; siA2aR — silencing gene expression for A1 and A2a adenosine receptors

Zwiazek chemiczny/ | Wplyw na

Receptor P1 Efekt dzialania
model receptor
CHA (+) Indukcja HIF 1o
CPPA Indukcja HIF1a
Przeciw-zapalny [37]
@) Uszczelnienie bariery $rédblonka [137]
Brak wptywu na resorpcje kosci [89]
Przeciw-miazdzycowy [144]
DPCPX © Hamowanie aktywacji §rodbtonka [161]

Al Hamowanie resorpcji kosci (inhibicja proliferacji
osteoklastow) [89]

Mineralizacja komorek §rodmiazszowych zastawki
aortalnej [85]
Przeciw-miazdzycowy (pomimo wzrostu st¢zenia
triacelogliceroli w surowicy),

) Przeciw-zapalny (spadek stezenia IL-12, IL-5,
IL-6, MCP-1),
Hamowanie proliferacji komorek [145]

SiAIR ©)

IA1-/-ApoE-/- na diecie
wysokotluszczowej
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Stymulacja transportu zwrotnego z makrofagéow
(wzrost aktywnosci 27a-hydroksylazy sterolowe;j

- +
CGS-21680 ) oraz ekspresji ABCA1) [126][125]
Hamowanie proliferacji i migracji VSMC [31]
ATL-146 ) Przeciw-zapalny (spafdlelk1 ]akumulaCJl neutrofili)
CGS21680 +) Hra.m.owame_ resorpcji kOS-(?l (poprzez {nhlblc]q
réznicowania i proliferacji osteoklastow) [89]
A2a Mineralizacja komorek srodmiazszowych zastawki
+
CVI808/ ) aortalnej (szlak MAPK) [85]
BF066 ) Hamowanie agregacji ptytek krwi [107]
ZM241385 () Stymuluje aktywno$¢ metaloproteinaz [146]
SiA2aR © Hamowanie mineralizacji komorek §rodmiazszo-
wych zastawki aortalnej (szlak MAPK) [85]
Przeciw-miazdzycowy (redukcja blaszki miazdzy-
A2a-/-ApoE-/- ) cowej, pomimo wzrostu stezenia cytokin prozapal-
nych i cholesterolu w surowicy) [154]
Przeciw-miazdzycowy, hipolipemizujacy (wplyw
na ekspresje SREBP-1 poprzez zmiany w we-
wnatrzkomorkowym poziomie cAMP) [69]
BAY 60-6053 ) Stabilizacja blaszki miazdzycowej (poprzez wzrost
zawarto$ci kolagenu) [15]
Hamowanie resorpcji kosci (poprzez inhibicje
biatka RANKL) [89]
NECA @) , . -
A2b CGS-21680 (bw) Rozkurcz naczyn (zalezny od $rodbtonka) [101]
. Indukcja HIF1a (wptyw na fosforylacj¢ pERK1/2
+
Zwiazek 24 ) i pAKt) [45]
PSB603 (-) Zniesienie proliferacji osteoblastow [89]
A2b-- © Wzrost stgzenia cholestf:rolu i triacelogliceroli
w surowicy [29]
A2b-/- na diecie S
wysokothuszczowej ) Pro-miazdzycowy [61]
A2b-/-ApoE-/- (-) Pro-miazdzycowy [69]
CLIB-MECA +) Indukcja HIF1a (wply\x[/4nsa; fosforylacje pERK1/2)
Przeciw-zapalny (inhibicja NF-Kf) [127]
Hamowanie aktywacji makrofagow (spadek
produkcji biatka zapalnego makrofagow MIP-1a)
IB-MECA +
A3 ) [143]
Hamowanie resorpcji kosci (poprzez spadek ilosci
osteoklastow) [89]
Hamowanie HIF1a, produkcji VEGF, tworzenia
MRE 3008F20 ©) komorek piankowatych [45]
A3-/-ApoE-/- (-) Bez wptywu na rozw6j miazdzycy [62]
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TABELA 5. Mozliwosci terapeutycznego hamowania receptoréw nukleotydowych w miazdzycy
tetnic i stenozie zastawki aortalnej
TABLE 5. Therapeutic potential of the inhibition of nucleotide receptors in atherosclerosis and
aortic stenosis

Receptor Zwu?zek Wplyw na Efekt dzialania
P2 chemiczny receptor
Hamowanie agregacji plytek krwi (szybka odpowiedz:
P2X1 NF449 ) wzrost wewnatrzkomorkowego poziomu Ca*" w kilka
milisekund) [84]
P2X2/3 AF-353 ) Przeciw-nadci$nieniowy (normalizacja pobudzenia kigb-
P2X3 ka szyjnego) [115]
Protekcyjny wzgledem $rodbtonka (spadek ekspresji
P2X4 PSB-12253 (-) molekut adhezyjnych, hamowanie odpowiedzi zapalnej)
[133]
AZ11645373 ) Protekcyjny wzgledem $rodblonka (spadek ekspresji
molekut adhezyjnych, hamowanie odpowiedzi zapalnej)
P2X7
[133]
ADZ9056 ) Przeciw-zapalny [6]
Hamowanie agregacji ptytek (poprzez wzrost wewnatrz-
P2Y1 MRS2179 (-) komoérkowego poziomu Ca*") [22]
Rozkurcz naczyn (zalezny od §rodbtonka) [64]
P2Y2 AR-C 126313 (-) Przeciw-zapalny [38, 90]
Przeciw-zapalny (zmniejszona infiltracja neutrofili),
P2Y4 MRS2577 ) Hamujacy aktywnos$¢ metaloproteinaz (przez wptyw na
endoteling-1) [38, 53]
Przeciw-zapalny (hamowanie zapalenia w $cianie naczy-
nia poprzez inhibicj¢ NF-Kf, produkeji IL-8,
P2Y6 MRS2578 ©) Protekcyjny wzgledem $rodblonka (spadek ekspresji
molekut adhezyjnych [12, 38]
Przeciw-zapalny (hamowanie proliferacji makrofagow
P2yl NF157 ©) MI oraz produkcji IL-6) [131]
Klopidogrel
P2Y12 Kanglerol () Hamowanie agregacji ptytek [3]
Tikagrelor
Kanglerol ) Hamowanie agregacji ptytek [3]
P2Y12/13 |(AR-C6993 1MX) Aktywacja endocytozy czasteczek HDL przez hepatocyty
[57]
P2Y14 PPTN (-) Przeciw-zapalny [10]

Kolejna mozliwos¢ terapii schorzen ukladu sercowo-naczyniowego, dotyczy
regulacji (przede wszystkim hamowania) receptorow nukleotydowych. Zestawie-
nie wptywu antagonistow receptoréw P2 na procesy predysponujace do rozwo-
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ju stenozy aortalnej oraz miazdzycy tetnic obrazuje tabela 5. Szczegdlny sukces
w praktyce klinicznej odnosza obecnie antagonisci receptora P2Y 12, hamujacy za-
lezng od ADP agregacje ptytek krwi. Jednym z nich jest klopidogrel, ktérego poda-
wanie wraz z niskimi dawkami kwasu acetylosalicylowego jest ztotym standardem
u chorych z niestabilng dtawica piersiowg oraz zawatem bez uniesienia odcinka ST.
[160]. Ponadto, w roku 2011 w Stanach Zjednoczonych dopuszczony zostal tika-
grelor, inhibitor receptora P2Y 12, metabolizowany przez CYP3A4 (klopidogrel
metabolizowany jest przez CYP450). Ponadto, inny inhibitor receptora P2Y 12, ha-
mujacy roéwniez receptor P2Y 13 —kanglerol (bgdacy prolekiem, wymagajacym me-
tabolizmu do formy aktywnej) jest obecnie testowany w 3 fazie badan klinicznych
[3]. Oprécz dziatania anty-agregacyjnego, wykazano réwniez wpltyw kanglerolu
na endocytoze lipoprotein HDL przez komorki watrobowe, co moze nie$¢ za sobg
istotne dziatanie przeciwmiazdzycowe [57]. AntagoniSci pozostatych receptorow
nukleotydowych wykazuja ponadto dzialanie przeciwnadci$nieniowe (P2X2/3),
przeciwzapalne (P2X4/7, P2Y2/4/6/11/14) oraz protekcyjne wzgledem srodbtonka
(P2X4/7, P2Y6). Dodatkowo, podobnie jak w przypadku receptorow P2Y12 1 13,
hamowanie P2X1 i P2Y1 rowniez wywotuje efekty anty-agregacyjne. Nie jest to
jednak zwigzane z wptywem na wewnatrzkomorkowy poziom cyklicznego AMP
(jak w przypadku receptorow P2Y12/13), a z regulacja stezenia jonow wapnia, ko-
niecznych do aktywacji niektorych czynnikoéw krzepnigcia. W tym aspekcie nalezy
zaznaczy¢ roznice w czasie odpowiedzi na aktywacje/hamowanie poszczegolnych
podtypow receptorow P2, wynikajacych z ich budowy. Zamknigcie kanatu jonowe-
go receptora P2X1, skutkuje znacznie szybsza reakcja na jego hamowanie, niz mo-
dyfikacja receptora P2Y 1 i zahamowanie zaleznej od wigzania nukleotydu kaskady
wtornych przekaznikéw (w tym fosfolipazy C). Zatem, jednoczesne hamowanie re-
ceptoréw P2Y1 i P2X1 stanowi obiecujace podejscie terapeutyczne polegajace na
szybszym i silniejszym dziataniu anty-agregacyjnym poprzez zalezng i niezalezng
od cyklicznego AMP, regulacje wewnatrzkomoérkowego stezenia Ca®* [84].

WNIOSKI

Ja

Sciezki sygnalizacji purynergicznej petnig istotng role w regulacji wielu pro-
cesow lezacych u podstaw stenozy aortalnej i miazdzycy tetnic. Jednak temat ten
wcigz budzi wiele kontrowersji. Badania nad enzymami degradujacymi zewnatrz-
komoérkowe nukleotydy i adenozyne oraz nad specyficznymi receptorami pury-
nergicznymi mogg prowadzi¢ do wdrozenia nowoczesnych terapii i monitorowa-
nia schorzen uktadu sercowo-naczyniowego.
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