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Wstep: Zwigkszona aktywacja plytek u pacjentow z ostrymi zespotami wiencowymi, sktania do sto-
sowania lekow przeciwptytkowych o roznym mechanizmie dziatania. Obecnie oprocz kwasu acety-
losalicylowego stosuje si¢ leki blokujagce ADP zalezny receptor P2Y, (najczesciej stosowane: Tik-
agrelor, Klopidogrel oraz rzadziej Prasugrel). Receptor nukleotydowy P2Y', zlokalizowano nie tylko
na plytkach, ale rowniez w komorkach $rodblonka, ktore beda rowniez poddane dziataniu tej grupy
lekow.

Cel: Celem naszych badan jest ocena funkcji §rodbtonka, ze szczegdlnym uwzglednieniem jego funk-
c¢ji hemostatycznych, w warunkach in vitro

Metodyka: Komorki $rodbtonka naczyniowego HUVEC linii EA.hy926 eksponowano przez 24 h na
medium hodowlane z dodatkiem Tikagreloru, Prasugrelu oraz Klopidogrelu w stgzeniach osiaganych
w surowicy, w trakcie standardowego leczenia dawkami nasycajacymi i podtrzymujacymi. Po ek-
sperymentach oceniono ich zywotnos¢, proliferacje¢, generacje stresu oksydacyjnego oraz produkcje
biatek procesu hemostazy: trombomoduling (TM), inhibitor aktywatora plazminogenu (PAI-1) oraz
inhibitor szlaku krzepnigcia zalezny od czynnika tkankowego (TFPI).

Wyniki: Testowane st¢zenia lekow nie zmieniajg zywotnosci Srodbtonka. Nie generuja stresu oksyda-
cyjnego, a w przypadku st¢zenia nasycajacego Klopidogrelu zmniejszaja ten proces. Dziataja antyan-
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giogennie zmniejszajac proliferacje srodbtonka w warunkach normoks;ji i hipoksji. Tylko Tikagrelor
oraz Prasugrel modulujg proces hemostazy poprzez réoznorodny wpltyw na srodbtonek. Z jednej strony
dzialajg przeciwzakrzepowo zmniejszajac generacje i stymulujac rozpad wioknika. Jest to zwigzane ze
wzrostem syntezy TM i spadkiem produkcji PAI-1 przez srodbtonek. Obserwowany efekt jest silnie-
jszy w przypadku Prasugrelu, zwlaszcza w stezeniu nasycajacym. Z drugiej strony oba leki w podob-
nym stopniu dziataja prozakrzepowo hamujac produkcj¢ TFPI.

Whioski: Leki przeciwptytkowe z grupy blokerow receptora P2Y ) sg bezpieczne dla komorek $rod-
btonka. Nie zmieniaja ich Zywotno$ci oraz nie generuja stresu oksydacyjnego. Wykazuja natomi-
ast efekt antymitotyczny, hamujac proliferacje $rodbtonka. Tylko Tikagrelor i Prasugrel zmieniaja
w srodbtonku produkcje bialek procesu hemostazy. Laczne dziatania tych lekéw wywierana na plyt-
ki i $rédbtonek moze thtumaczy¢ wigksze ryzyko krwawien obserwowane u pacjentdéw w warunkach
klinicznych.

Stowa kluczowe: blokery receptora P2Y , srodblonek naczyniowy, krzepnigcie, fibrynoliza

Introduction: Increased platelet activation in patients with acute coronary syndromes, is associated
with the use of various anti-platelet drugs. Nowadays, except aspirin, anti-platelet P2Y , receptor an-
tagonists are commonly use. The nucleotide P2Y, receptor is located on platelet surface, but also is
presented on vascular endothelial cells. Therefore, we believe that endothelium would be affected by
P2Y , receptor antagonists.

Objective: The aim of our study is to assess endothelial cell function, with particular emphasis on its
hemostatic properties, after exposition to P2Y , receptor antagonists in vitro.

Methods: The vascular endothelial cells HUVEC line EA.hy926 were exposed for 24 h to culture
medium supplemented with Ticagrelor, Prasugrel and Clopidogrel, in the concentrations obtained in
serum during treatment with loading and clinical doses. The following parameters were tested: cell vi-
ability, proliferation, generation of oxidative stress and endothelial hemostatic properties measured as
medium concentration of thrombomodulin (TM), plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) and tissue
factor pathway inhibitor (TFPI).

Results: Tested drugs did not change cell viability and did not generate oxidative stress (ROS). Only
Clopidogrel, in the loading concentration, reduces ROS generation. After exposition to P2Y , receptor
antagonis we reported a decrease in cell proliferation. Only Prasugrel and Ticagrelor modulate endo-
thelial hemostatic properties and exert pro and antithrombotic effects. Antithrombotic effect is due to
increased concentration of TM and a decrease in PAI-1 level. It reduces fibrin generation and promotes
its breakdown. This effect was more pronounced in the cells exposed to Prasugrel, especially in the
loading concentration. Prasugrel and Ticagrelor in similar manner promote thrombin generation by
inhibiting TFPI, thereby ensuing prothrombotic properties of endothelial cells.

Conclusions: Antiplatelet agents of P2Y , receptor antagonists are safe for endothelial cells. They
do not change cell viability and do not generate oxidative stress, but they exhibit antimitotic prop-
erties. Only Prasugrel and Ticagrelor modulate endothelial hemostatic properties and exert pro and
antithrombotic effects. Simultaneous effect of the P2Y , receptor antagonists exerted on platelets and
endothelium might explain a greater risk of bleeding observed in patients in clinical practice.

Key words: P2Y , receptor blockers, endothelial cells, coagulation, fibrinolysis
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WSTEP

Ostry zesp6t wiencowy (OZW) to epizod ostrego niedokrwienia migsnia ser-
cowego spowodowany uposledzeniem przeptywu wiencowego. OZW obejmuje
takie stany kliniczne jak zawat serca, niestabilna dusznica bolesna, a takze nagly
zgon sercowy. Zarowno pekniecie blaszki miazdzycowej, jak réwniez komplika-
cje w trakcie zabiegu angioplastyki u pacjentow z OZW, prowadza do odstonigcia
trombogennej powierzchni w naczyniu i aktywacji ptytek. Sktania to do stosowania
lekéw o roznym mechanizmie dziatania przeciwplytkowego [8]. Sposrod obecnie
stosowanych lekow przeciwptytkowych nalezy wymieni¢ inhibitory cyklooksyge-
nazy (COX-1), blokery ADP receptora P2Y , oraz blokery glikoprotein GPIIb/IIla
[24]. Powszechnie stosuje si¢ trzy rodzaje lekow blokujgcych receptor P2Y ,: leki
tzw. drugiej generacji — Klopidogrel, Prasugrel (pochodne tienopiridyny) prowadza-
ce do szybkiej i stabilnej inaktywacji ptytek oraz lek trzeciej generacji — Tikagrelor
(pochodna cyklopentyltiazolopirymidyny — CPTP), zapewniajacy jeszcze szybszy
i stabilniejszy efekt blokowania ptytek w porownaniu z grupa tienopirydyn.

Uszkodzenie $rodblonka podczas zabiegu angioplastki, prowadzi do licznych
powiktan naczyniowych. Brak ochronnej warstwy $rédbtonkowej prowadzi do re-
stenozy (ponowne zamkniecie udroznionego naczynia), zakrzepicy oraz nieprawi-
dlowego napigcia $ciany naczyniowej. Zaburzenie funkcji srodbtonka jest czutym
wskaznikiem rozwoju wczesnych zmian w uktadzie sercowo-naczyniowym [4].
Leki przeciwptytkowe nowej generacji stosowane u pacjentow z OZW przeciw-
dziataja niekorzystnym powiklaniom w trakcie i po zabiegu angioplastyki. Korzyst-
ne dzialanie tych lekéw zostalo potwierdzone w wielu badaniach klinicznych [37,
44]. Wieloosrodkowe badania kliniczne sugeruja korzystny wptyw na srodblonek
poprzez dzialanie przeciwzapalne oraz stymulujgce syntezg tlenku azotu (poprawa
FMD - ang. Flow Mediatel Dilatation) [36, 41]. Zahamowanie funkcji ptytek przez
zahamowanie receptora nukleotydowego P2Y ) zmniejsza uwalnianie ADP, hamu-
jac agregacje plytek, ale rowniez syntezg trombiny jednego z kluczowych regulato-
row wplywajacych na proces hemostazy. Mniejsza generacja trombiny to mniejsze
pobudzenie plytek, srodbtonka oraz mniejsza generacja wtoknika. Po zastosowa-
niu lekow przeciwplytkowych nowej generacji obserwuje si¢ spadek ste¢zenia roz-
puszczalnej formy selektyny P, odpowiedzialnej za interakcje pomiedzy plytkami,
leukocytami oraz $rédbtonkiem jak iligandu sCD40L, ktéry odpowiada miedzy
innymi za powstawanie stanu zapalnego, blaszki miazdzycowej i zakrzepicy [45].
Receptor nukleotydowy P2Y, zlokalizowano nie tylko na ptytkach, ale rowniez
w komorkach $rédblonka i miocytach [35], dlatego réwniez te komorki beda pod-
dane dziataniu tej grupy lekow.

Zachowanie funkcji srodbtonka jest jednym z wielu istotnych celow farma-
koterapii kardiologicznych. Wiemy, Ze nie zawsze wszystkie stosowane w tym
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czasie leki wptywaja korzystnie na $rodbtonek. Statyny nie zmieniaja regeneracji
warstwy $rddblonka, uszkodzonej po angioplastyce [25], natomiast inhibitory ki-
nazy mTOR, ktorymi powleka si¢ wszczepiane stenty, opdzniaja reendotelizacje
[14] 1 sprzyjaja zakrzepicy[6].

Celem naszych badan jest ocena funkcji §rodbtonka, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem jego funkcji hemostatycznych, w warunkach in vitro, pod wptywem lekow
przeciwptytkowych nowej generacji, stosowanych rutynowo u oséb z OZW. Nowo-
$cig tych badan bedzie porownanie dziatanie tienopirydyn (Prasugrel, Klopidogrel)
z pochodnymi CPTP (Tikagrelor) w warunkach izolowanych, jakim jest hodowla in
vitro. Leki badane beda w stezeniach, jakie wykrywa si¢ we krwi podczas rutynowe;j
terapii dawkami nasycajacymi i podtrzymujgcymi [11, 15, 39]. Znaczaca wigkszos¢
prac, ktore analizujg dzialanie inhibitory receptora P2Y , to badania kliniczne. Nie-
liczne badania in vitro analizuja jedynie wptyw tienopirydyn (wycofanej Tiklopidyny
i Klopidogrelu) na $rodblonek [21, 46]. Brak jest badan poréwnawczych z grupa po-
chodnych CPTP (Tikagrelor). Stgzenia lekow przeciwptytkowych, stosowane w eks-
perymentach in vitro prezentowanych w literaturze sg za wysokie i nie koresponduja
ze stezeniami, jakie wykrywa si¢ we krwi podczas standardowe;j terapii [11, 15, 39].

METODYKA

HODOWLA KOMOREK SRODBLONKA NACZYNIOWEGO

Badania prowadzono z wykorzystaniem komorek srodbtonka HUVEC (ang. Hu-
man Umbilical Vein Endothelial Cell) linii EA.hy926, otrzymanych dzigki uprzej-
mosci dr C. Edgell, z University of North Carolina, Chapel Hill, USA [12]. Komorki
hodowano w medium M199 z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlecej, L-glu-
taminy (2 mmol/l), penicyliny (100 U/ml), streptomycyny (100 pg/ml) oraz hydro-
kortyzonu (0,4 pg/ml) w warunkach 37° C w atmosferze 21% tlenu i 5% CO,, oraz
stalej wilgotno$ci. Wymiana medium oraz pasaze komorek wykonywane byty co 2-3
dni. Wszystkie odczynniki do hodowli komorkowej pochodza z firmy Sigma Aldrich
(USA). Jednorazowe plastikowe pojemniki do hodowli komorkowej (butelki, phytki,
pipety itp.) pochodzg z firmy Nunc (Dania).

PLAN EKSPERYMENTOW

Komorki §rodbtonka eksponowano przez 24 h na medium hodowlane z dodat-
kiem blokerow receptora P2Y , w stezeniach osigganych w surowicy, w trakcie
standardowego leczenia dawkami nasycajacymi i podtrzymujacymi [11, 15, 39].
Warto$ci stezen nasycajacych i podtrzymujacych dla badanych lekow sg nastepu-
jace: Tikagrelor: 2 uM i 1 puM, Prasugrel: 2 uM i 0,3 uM, Klopidogrel: 0,4 uM
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10,04 uM. Poczatkowe eksperymenty miaty na celu oceni¢, czy leki w testowa-
nych stezeniach sg bezpieczne dla komoérek §rodblonka. W tym celu oceniono
ich zywotnos$¢, proliferacje w warunkach normoksji (21% O,) i hipoks;ji (1% O,)
oraz stres oksydacyjny. Nastepnie wykonano eksperymenty oceniajace produkcje
biatek procesu hemostazy. W pobranym po eksperymencie medium hodowlanym
oceniono stgzenie: trombomoduliny (TM), inhibitora aktywatora plazminogenu
(PAI-1) oraz inhibitora szlaku zaleznego od czynnika tkankowego (TFPI). Wiek-
szo$¢ uzyskanych wynikoéw przeliczono na st¢zenie biatka komorkowego.

OCENA ZYWOTNOSCI KOMOREK SRODBLONKA

Do oceny zywotnosci wykorzystano barwienie Trypanem blue. Po ekspozycji
na leki, komorki ztuszczono, zawieszono w roztworze Hanksa i zmieszano w pro-
porcji 1:1 (v/v) z 0.4% Trypanem blue. Po 10 min. oceniano ilo§¢ zabarwionych
na niebiesko komorek, uzywajac komory hematologicznej. Zasadg testu jest zdol-
no$¢ wypompowywania barwnika przez komorki zywe. Komorki martwe zostaja
zabarwione na niebiesko. Wyniki przedstawiono, jako % zywych komorek.

OCENA PROLIFERACJI KOMOREK SRODBLONKA
W WARUNKACH NORMOKSJI ORAZ HIPOKSJI

Oceng proliferacji komorek srédbtonka dokonano przy uzyciu testu MTT, kto-
rego zasada oparta jest na konwersji soli tetrazolowej — MTT [bromek (3[4,5-di-
metylo-2-ilo]-2,5-difenylotetrazolu) do nierozpuszczalnego formazanu w obec-
nosci dehydrogenaz mitochondrialnych [28]. Komorki posiano w gestosci 4000
komorek/studzienke, celem zapewnienia im swobodnej proliferacji w mato zlew-
nej warstwie komorkowej. Po 24 h ekspozycji na leki w warunkach normoksji
(21% O,) i hipoksji (1% O,), inkubowano przez 4 h z 1,25 mg/dl soli MTT. Utwo-
rzony formazon rozpuszczono w 20% v/v siarczanie dodecylosodowym i 50% v/v
N,N-dimetyloformamidzie. Absorbancje barwnego produktu odczytano przy uzy-
ciu czytnika mikroptytek VersaMax (Molecular Devices, USA) przy dtugosci fali
535 nm. Wyniki przedstawiono jako procent kontroli, ktora stanowity komorki
eksponowane na standardowe medium hodowlane wraz z suplementami.

OCENA STRESU OKSYDACYJNEGO

Generacj¢ ROS (ang. Reactive Oxygen Species) w komorkach $rédbtonka oce-
niono znakujac je, po ekspozycji na testowane leki, barwnikiem fluorescencyjnym
— dwuoctanem 2°,7’-dwuchlorodwuhydrofluoresceiny (H,DCFDA). Barwnik pod
wpltywem ROS ulega utlenieniu i emituje fluorescencj¢ [26]. W skrocie procedura
wygladata w nastepujacy sposob. 2 x 10* komorek eksponowano przez 24 h na te-
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stowane leki. Po eksperymencie komorki wyznakowano 10 uM H,DCFDA w roz-
tworze Hanksa przez 30 min. i nastgpnie zlizowano. Fluorescenje zmierzono za
pomoca fluorymetru Wallac Victor (Perkin-Elmer, Finlandia) uzywajac, jako fali
wzbudzenia 485 nm oraz emisji 535 nm. Wyniki przedstawiono, jako relatywne
jednostki fluorescencji (RFU — ang. Relative Fluorescent Unite) w przeliczeniu na
ug biatka komoérkowego.

OCENA BIALEK PROCESU HEMOSTAZY
W MEDIUM HODOWLANYM

Po ekspozycji na testowane leki pobrano medium hodowlane, w ktérym oce-
niono stezenia TM, PAI-1 oraz TFPI przy pomocy testow immunoenzymatycznych
ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) wykorzystujac zestawy Du-
oSet (R&D, USA). Czuto$¢ oraz procent zmiennosci (% CV ) uzyskiwanych wy-
nikow pomigdzy oznaczeniami, % CV byty nastepujace dla TM: 28,5 pg/ml, 9,5%,
dla PAI-1: 140 pg/ml, 9,4% i TFPI: 20,8 pg/ml, 8,7%. Wyniki przedstawiono w pg/
ug biatka komorkowego. Stezenie biatka komorkowego oceniono metoda Bradfor-
da [5], wykorzystujac zestaw Protein Assay Dye Reagent (Bio-Rad, USA).

ANALIZA STATYSTYCZNA

Uzyskane wyniki analizowano statystycznie przy uzyciu programu GraphPad
Prism v 6. Wyniki oceniono testem ANOVA dla zmiennych powigzanych, testami
parametrycznymi i nieparametrycznymi, w zaleznosci od tego czy spetniaty kry-
terium rozktadu normalnego. Do oceny rozktadu normalnego wykorzystywano
nastgpujace testy statystyczne: D’ Agostino&Pearson, Shapiro-Wilk oraz Kolmo-
gorov-Smirnov. Uzyskanie warto$ci p<0,05, w tescie statystycznym, kwalifiko-
walo wynik jako istotny statystycznie.

WYNIKI
WPLYW BLOKEROW RECEPTORA P2Y, NA ZYWOTNOSC,

PROLIFERACJE ORAZ GENERACJE STRESU OKSYDACYJNEGO
W KOMORKACH SRODBLONKA NACZYNIOWEGO

Wszystkie analizowane przez nas leki w stezeniach podtrzymujacych oraz nasy-
cajacych sg bezpieczne dla komorek srédbtonka naczyniowego (tab. 1), nie zmienia-
ja ich zywotnos$ci. Podobnie ostra 24 h ekspozycja nie spowodowata generacji wol-
nych rodnikow, a w przypadku Klopidogrelu, w stezeniu nasycajacym, zmniejszyta
ten proces (tab. 1). Pochodne tienpirydyny (Prasugrel, Klopidogrel), oraz pochodne
CPTP (Tikagrelor) uposledzaja proliferacje srodbtonka, zar6wno w warunkach nor-
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moksji jak i hipoksji. Antyproliferacyjny efekt dziatania lekow jest bardziej nasilony
w warunkach hipoksji (tab. 1). Sposrod trzech przeanalizowanych lekéw najsilniejszy
efekt antymitotyczny zaobserwowano w przypadku Tikagreloru (tab.1).

TABELA 1. Wptyw ekspozycji lekow przeciwplytkowych z grupy blokeréw receptora P2Y , na zy-
wotnos¢, proliferacj¢ oraz generacje stresu oksydacyjnego w komorkach $rédbtonka naczyniowego .
Komorki eksponowane byty przez 24 h na medium z dodatkiem lekéw w stgzeniach, jakie Wykrywé
si¢ we krwi po standardowej terapii dawkami nasycajacymi i podtrzymujacymi. Wyniki przedstawio-
ne sa, jako $rednia = SD 1 pochodzg z trzech niezaleznych eksperymentéw (ROS — wolne rodniki tle-
nowe; ang. reactive oxygen species, RFU — relatywne jednostki fluorescencji; ang. relative fluorescent
unite). Istotno$¢ statystyczna vs. kontrola: * p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001

TABLE 1. Effect of P2Y , receptor blockers on the viability, proliferation, and the generation of oxi-
dative stress in vascular endothelial cells. Cells were exposed for 24 h to medium supplemented with
medications at concentrations achievable in patients’ serum following standard medical treatments
with loading and clinical dose. Results are presented as mean + SD and derived from three independent
experiments (ROS — reactive oxygen species, RFU — relative fluorescent unite). Statistical significance
vs. control: * p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001

Kontrola Tikagrelor Prasugrel Klopidogrel
Parametr 1M 2pM (0,3 pM | 2puM  [0,04 pM| 0,4pM
zywotnos¢, % 90+9 80+11 83+11 85+9 74+8 91411 | 91+6

proliferacja w normoksji,

. 100 90+£20%* [82+13***|89+14%*|86£13***| 93+11 | 89+24*
% kontroli

proliferacja w hipoksji,

. 100 831 1H#**|72410%***|84+£17**| 85+£18** |85+£17**|87+18**
% kontroli

ROS,

+ + =+ + =+ + +17*
RFU/ug bialka komérkowego 42420 | 41+19 | 44+22 | 45£21 | 46£22 | 38£19 | 35+17

WPLYW BLOKEROW RECEPTORA P2Y,,NA SEKRECJE
BIALEK PROCESU HEMOSTAZY W KOMORKACH
SRODBLONKA NACZYNIOWEGO

Tylko Tikagrelor oraz Prasugrel zmieniaty produkcje biatek procesu hemostazy
w komorkach $rodblonka (TM —ryc. 1, PAI-1 —ryc. 2, TFPI — ryc. 3), czego nie za-
obserwowano po ekspozycji na Klopidogrel. Prasugrel wywiera silniejszy efekt dzia-
tania w porownaniu do Tikagreloru, zwlaszcza w stezeniu nasycajaym (ryc. 1, ryc. 2).
Najwyzsze stezenia trombomoduliny (ryc. 1), w medium hodowlanym, w poréwna-
niu z kontrola, stwierdzono po ekspozycji na Prasugrel (Prasugrel: 0,3 pM +180%, 2
uM +183%, Tikagrelor: 1 uM +97%, 2 uM +109%). Prasugrel rowniez w wigkszym
stopniu, zaleznym od zastosowanego stezenia, obnizyt syntezg PAI-1 (Prasugrel: 0,3
uM -21%, 2 uM -38%, Tikagrelor: 1 uM -14%, 2 uM -27%) (ryc. 2). Oba testowa-
ne leki w porownywalnym stopniu zmniejszyty produkcje TFPI (Prasugrel: 0,3 uM
-35%, 2 uM -45%, Tikagrelor: 1 uM -34%, 2 uM -41%) (ryc. 3).
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RYCINA 1. Ocena produkcji trombomoduliny (TM) przez komorki $rédbtonka naczyniowego po
ekspozycji na leki przeciwptytkowe z grupy blokeréw receptora P2Y ,. Komorki eksponowane byty
przez 24 h na medium z dodatkiem lekéw w stezeniach, jakie Wykrywa si¢ we krwi po standardo-
wej terapii dawkami nasycajacymi i podtrzymujacymi. Wyniki przedstawione sa, jako $rednia = SD
i pochodza z trzech niezaleznych eksperymentow (T — Tikakrelor, P — Prasugrel, K — Klopidogrel).
Istotnos¢ statystyczna vs. kontrola: * p<0.05, **p<0,01

FIGURE 1. Effect of P2Y , receptor blockers on trombomodulin (TM) production by endothelial
cells. Cells were exposed for 24 h to medium supplemented with medications at concentrations achiev-
able in patients’ serum following standard medical treatments with loading and clinical dose. Results
are presented as mean + SD and derived from three independent experiments (T — Ticagrelor, P — Pra-
sugrel, K — Clopidogrel). Statistical significance vs. control: * p<0.05, **p<0,01
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RYCINA 2. Ocena produkcji inhibitora aktywatora plazminogenu — 1 (PAI-1) przez komorki $rodbton-
ka naczyniowego po ekspozycji na leki przeciwptytkowe z grupy blokerow receptora P2Y , . Komorki
eksponowane byly przez 24 h na medium z dodatkiem lekow w stezeniach, jakie wykrywa si¢ we krwi
po standardowe;j terapii dawkami nasycajacymi i podtrzymujacymi. Wyniki przedstawione sa, jako $red-
nia + SD i pochodza z trzech niezaleznych eksperymentow (T — Tikakrelor, P — Prasugrel, K — Klopido-
grel). Istotnos¢ statystyczna vs. kontrola: * p<0.05, **p<0,01

FIGURE 2. Effect of P2Y, receptor blockers on plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) production
by endothelial cell. Cells were exposed for 24 h to medium supplemented with medications at concentra-
tions achievable in patients’ serum following standard medical treatments with loading and clinical dose.
Results are presented as mean = SD and derived from three independent experiments (T — Ticagrelor,
P — Prasugrel, K — Clopidogrel). Statistical significance vs. control: * p<0.05, **p<0,01
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RYCINA 3. Ocena produkc;ji inhibitora szlaku krzepnigcia zaleznego od czynnika tkankowego (TFPI)
przez komorki srodbtonka naczyniowego po ekspozycji na leki przeciwptytkowe z grupy blokerow re-
ceptora P2Y . Komorki eksponowane byty przez 24 h na medium z dodatkiem lekéw w stezeniach,
jakie wykrywa si¢ we krwi po standardowej terapii dawkami nasycajacymi i podtrzymujacymi. Wyniki
przedstawione sa, jako $rednia + SD i pochodza z trzech niezaleznych eksperymentéw (T — Tikakrelor,
P — Prasugrel, K — Klopidogrel). Istotno$¢ statystyczna vs. kontrola: * p<0.05, **p<0,01, ****p<0,0001
FIGURE 3. Effect of P2Y , receptor blockers on tissue factor pathway inhibitor (TFPI) production by
endothelial cell. Cells were exposed for 24 h to medium supplemented with medications at concentra-
tions achievable in patients’ serum following standard medical treatments with loading and clinical dose.
Results are presented as mean + SD and derived from three independent experiments (T — Ticagrelor,
P — Prasugrel, K — Clopidogrel). Statistical significance vs. control: * p<0.05, **p<0,01, ****p<0,0001

DYSKUSJA

Eksperymenty w warunkach hodowli in vitro, oceniajace wplyw lekow prze-
ciwplytkowych nowej generacji pokazaty, ze sg to leki bezpieczne dla §rodbton-
ka, nie zmieniajg ich Zzywotnos$ci oraz nie generujg stresu oksydacyjnego, zaroOw-
no w stezeniach wykrywanych we krwi podczas podawania dawki nasycajacej
(pierwsze godziny zawatu serca), jak i dawek podtrzymujacych (profilaktyka po
zawale serca). Tylko jeden z badanych lekéw, Klopidogrel, w stg¢zeniu nasyca-
jacym wykazywat dziatanie antyoksydacyjne. Podobne wyniki w warunkach in
vivo, u pacjentdw leczonych Klopidogrelem zaobserwowat Heitzer i wsp. [18].
Badane leki wykazujg jednak dzialanie antyangiogenne hamujac, w testowanych
stezeniach, proliferacje srodblonka w warunkach normoksji oraz hipoksji. Ocena
proliferacji srodbtonka w warunkach hipoksji jest szczegolnie istotna zwazywszy
na stosowanie tej grupy lekow u pacjentow kardiologicznych. Proces niedotlenie-
nia serca, spowodowany choroba niedokrwienng serca, prowadzi do pobudzenia
angiogenezy i wytworzenia krazenia obocznego, ktore zaopatruje miesien serco-
wy w krew. Spadek preznosci tlenu to jeden z najsilniejszych bodzcoéw pobudza-
jacych proliferacj¢ komoérek srodbtonka naczyniowego, ktére decydujg o procesie
angiogenezy [9]. Wyniki badan wskazuja na potencjalne dziatanie antyangiogenne
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tej grupy lekéw, co wykorzystywane jest w terapii przeciwnowotworowej [17, 30,
34]. Obserwowany po tienopirydynach efekt zahamowania proliferacji srodbton-
ka [30] w aspekcie progresji nowotworowej jest jak najbardziej korzystny, ale
u pacjentow po zabiegu angioplastyki moze op6znia¢ reendotelizacje i zwigckszaé
ryzyko zakrzepicy i restenozy.

Poréwnanie trzech powszechnie stosowanych lekéw przeciwptytkowych Ti-
kagreloru (najefektywniejszy, ale rOwnocze$nie najdrozszy), Prasugrelu (w Polsce
rzadziej stosowany od Klopidogrelu i Tikagreloru, stosunkowo drogi) oraz Klopi-
dogrelu (w Polsce najcze¢sciej stosowany, najtanszy i refundowany) w warunkach
in vitro dowiodto, ze w rozny sposoéb wpltywaja one na sekrecje biatek proce-
su hemostazy. Klopidogrel w tych warunkach eksperymentalnych nie zmieniat
funkcji hemostatycznych $rédbtonka. Pomimo tego, ze dwa z badanych lekow
— Prasugrel oraz Klopidogrel naleza do tej samej grupy pochodnych tienopiry-
dyn, w odmienny sposob wplywaja na produkcje bialek procesu krzepniecia i fi-
brynolizy produkowanych przez §rédblonek. Pewna niejednorodnos¢ w dziataniu
Prasugrelu i Klopidogrelu pojawia si¢ rowniez w badaniach klinicznych. Dane
kliniczne pokazuja, ze pacjenci z OZW, po leczeniu Prasugrelem majg mniejsze
ryzyko niedokrwienia mig$nia sercowego, zakrzepicy w stencie, ale wyzsze ryzy-
ko krwawien w poréwnaniu z Klopidogrelem [31, 44]. Pomimo wyzszego ryzyka
krwawien Prasugrel w 2009 roku uzyskat pozytywna oping EMEA (European Me-
dicines Agency) [8], ale obecnie po przedstawionych w 2015 r. wytycznych ESC
(European Society of Cardiology) [13] w Polsce nie jest zbyt chetnie stosowany
ze wzgledu na zwickszone ryzyko krwawien. Istotnym elementem innej odpowie-
dzi srodblonka na Prasugrel moze by¢ zastosowanie wyzszych stezen tego leku
w medium hodowlanym w poréwnaniu z Klopidogrelem, wynikajace z innej far-
makodynamiki dziatania tych lekow [11, 15]. Prasugrel dziala silniej przeciwkrze-
pliwie na $rodbtonek w porownaniu z Tikagrelorem, co moze thumaczy¢ wicksza
sktonnos¢ pacjentéw do krwawien, czego nie zaobserwowano w przypadku Ti-
kagreloru [31, 37, 43, 44]. Prasugrel z jednej strony stymuluje produkcje TM,
co zmniejsza generacj¢ wioknika, a z drugiej strony poprzez hamowanie PAI-1
(tylko stezenie nasycajace) przyspiesza jego rozpad. Produkty rozpadu widknika
sg zaliczane do patologicznych antykoagulantow, a ich nagromadzenie prowadzi
do krwawien [23]. Trombomodulina zwigzana z powierzchnig srodbtonka, oprocz
wigzania trombiny dziata dodatkowo profibrynolitycznie, poprzez inaktywacje
PAI-1 [23]. Mihara i wsp. stwierdzili wzrost st¢zenia TM u pacjentéw z choroba-
mi sercowo-naczyniowymi. Nie korelowat on jednak z zadnym z uznanych czyn-
nikéw ryzyka chordb sercowo-naczyniowych jak dyslipidemia, nadci$nienie czy
cukrzycg. Nie wykazano tez zwigzku pomiedzy wysokim jej stgzeniem, a wyste-
pujaca po zabiegu angioplastyki restenoza. Stwierdzono natomiast, ze podwyz-
szone stezenie TM w tej grupie pacjentow jest wynikiem zmieszonego jej klirensu
nerkowego [27]. Ponadto przyczyna wzrostu TM u pacjentéw z chorobami serco-
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wo-naczyniowymi jest wynikiem dysfunkcji komoérek srodbtonka naczyniowego.
TM jest uznawana za jeden z markerow uszkodzenia $rodbtonka [4]. Zwigkszone
ryzyko krwawiefi po zastosowaniu inhibitorow receptora P2Y ,, zwlaszcza Prasu-
grelu, jest wypadkowa kilku faktow: (i) dziataniem przeciwptytkowym, (ii) obec-
noscig wysokiego stezenia TM u pacjentdw z chorobami sercowo-naczyniowymi,
uwalnianej z dysfunkcyjnych komorek §rodbtonka (iii) oraz (iv) stymulowaniem
produkcji TM przez leki przeciwptytkowe. Wysokie stezenie trombomoduliny
obserwowane u pacjentéw leczonych antykoagulantami jest zwigzane z wysokim
ryzykiem krwawien [22].

Niekorzystny prozakrzepowy efekt dziatania Prasugrelu i Tikagreloru, zaob-
serwowano, oceniajgc stezenie TFPIL. Oba leki w stezeniu nasycajacym i podtrzy-
mujacym zmniejszaty jego stezenie w medium hodowlanym. TFPI jest glikopro-
teing produkowana w watrobie, §rédbtonku i megakariocytach. Konstytutywna
produkcja TFPI przez srodbtonek nie podlega stymulacji [32], a srodbtonek jest
gtownym zrodlem tego czynnika in vivo [29]. Wysokie stezenie czynnika tkan-
kowego (TF) oraz niskie inhibitora TFPI, stwierdza si¢ u pacjentéw z choroba-
mi naczyn obwodowych, co stanowi u nich wigksze ryzyko zakrzepicy.[3]. TFPI
hamuje kompleks VII osoczowego czynnika krzepnigcia z czynnikiem tkanko-
wym (VIla-TF). Dzigki obecnosci tzw. domen Kunitza, TFPI wigze nieodwra-
calnie czynnik X, a nastgpnie kompleks VIla-TF. W osoczu, TFPI krazy pota-
czony z lipoproteinami oraz jest zwigzany z powierzchnig komorek $rodbtonka
[2, 9]. W momencie uwolnienia TF z bton komoérkowych, dochodzi do aktywacji
procesu krzepnigcia, a prawidlowo wydzielany TFPI ma ten proces ograniczac.
Czynnik tkankowy obecny jest na powierzchni komérek, ktére w warunkach fi-
zjologicznych nie maja kontaktu z krazaca krwia. Uszkodzenie §ciany naczynia
odstania bogate w czynnik tkankowy fibroblasty przydanki (adventitia). Pokry-
wajace naczynie krwionosne komorki srodblonka w warunkach fizjologicznych
nie eksponuja czynnika tkankowego na swojej powierzchni. Jego ekspresja wzra-
sta w momencie aktywacji zapalnej, co sprzyja zakrzepicy [9]. Czynnik tkanko-
wy jest rowniez wydzielany do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, co powoduje
wykrzepianie si¢ krwi i chroni przed krwawieniem w momencie przerwania cig-
glo$ci naczynia. Chociaz tromboplastyna tkankowa (czynnik tkankowy), jest kla-
syfikowana, jako IIl osoczowy czynnik krzepnigcia, we krwi znajduja si¢ jedynie
w $ladowej ilosci [9, 19, 20]. W przypadku obu lekéw stwierdziliSmy istotny sta-
tystycznie spadek produkcji TFPI, co z pewnoscig prowadzi do szybszej generacji
trombiny i tworzenia widknika. Pewng kompensacjg tego niekorzystnego efektu
jest zaobserwowany wzrost produkcji trombomoduliny. TM jest niezwykle istot-
nym biatku decydujacym o przeciwkrzepliwym dzialaniu komorek srodbtonka,
a jej niedobor prowadzi do zwigkszonej aktywacji zapalnej $§rodblonka wywo-
tanej nadmiarem generowanej trombing [9, 19]. Trombina, proteaza serynowa,
obecna w tozysku naczyniowym jest bardzo silnym agonista wielu komoérek. Od-
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dziatuje z komdrkami posiadajacymi swoisty dla niej receptorem PAR. Ta inte-
rakcja jest najsilniejsza w przypadku ptytek i prowadzi do zmiany ich ksztattu
i uwalniania czynnikow stymulujacych ich adhezje i agregacj¢. Podobnie silny
efekt stymulujagcy wywotuje w komorkach srodbtonka. W kontakcie z trombing
srodblonek zmienia swoj ksztatt, co zwigksza przepuszczalnosci naczyn dla le-
ukocytow i biatek. Uwalnia czynnik von Willebranda, co sprzyja adhezji i agrega-
cji plytek. Poprzez wiele wspotzaleznosci migdzykomoédrkowych ta proteaza sery-
nowa taczy dwa procesy hemostaze i stan zapalny. Decyduje o ekspresji molekut
adhezyjnych na powierzchni $rodbtonka, stymuluje $rodblonek do wydzielania
biatek posredniczacych w reakcjach z ptytkami i leukocytami jak prostanoidy
cytokiny oraz PAF (ang. Platelet Activating Factor) [10, 19]. Reguluje réwniez
napigcia naczynia uzaleznione od czynnikow uwalnianych przez §rodbtonek. Ten
mechanizm nabiera szczegdlnego znaczenia po zabiegach angioplastyki, gdzie
dochodzi do zniszczenia $§rédbtonka i zakrzepicy w stencie. Generowana trombi-
na dziata bezposrednio na miesnie gtadkie naczyn krwiono$nych prowadzac do
skurczu naczynia. Ponadto jest tez silnym miogenem, pobudzajacym podziaty
komoérkowe, co sprzyja restenozie. Jednym z efektow dziatania lekow przeciw-
ptytkowych z grupy inhibitoréw receptora P2Y , na miocyty jest zmniejszenie
restenozy. Efekt ten jest ztozony i wynika zar6wno ze zmniejszenia uwalniania
czynnikdéw wzrostowych z aktywowanych ptytek, zmniejszenia generacji trombi-
ny oraz zahamowania proliferacji samych miocytow [16, 19]. Leki przeciwptyt-
kowe dziataja na $rédblonek wielokierunkowo, poprzez hamowanie funkcji pty-
tek 1 zmniejszenie dostgpnosci mediatorow prozapalnych (PAF, PF4, RANTES)
oraz czynnikow wzrostowe (VEGF, PDGF, TGF-B) [38], ale rowniez stymulujac
srodblonek do produkeji antyagregacyjnej prostacykliny [46]. Badania w warun-
kach in vitro wykazaty wspotzalezno$¢ pomigdzy $rodblonkiem, a ptytkami. Ba-
danie Savi i wsp., wykazalo wzrost ekspresji czynnika tkankowego na powierzch-
ni $rodblonka po ekspozycji na ptytki. Efekt ten ulegt wzmocnieniu w obecnosci
ADP. Autorzy powtorzyli eksperyment z wykorzystaniem ptytek, w ktorych zo-
staty zablokowane ADP zalezne receptor z grupy P2Y , i zaobserwowali znaczne
zmniejszenie ekspresji TF na powierzchni srédbtonka [33].

Uktad fibrynolityczny stanowi fizjologiczna przeciwwage dla procesow
krzepnigcia. Jej istota jest rozpuszczenie ztogdw widknika przez plazming i utrzy-
mywanie drozno$ci naczyn krwiono$nych. Aktywacja fibrynolizy w warunkach
patologicznych podobnie, jak proces krzepnigecia odbywa si¢ na powierzchni
wszystkich komoérek krwi, oprocz erytrocytow, oraz na powierzchni $rodbton-
ka. O stopniu wydolnosci uktadu fibrynolitycznego decyduje przeciwkrzepliwy
potencjal srodbtonka. Zalezy to glownie od prawidlowego stosunek t-PA (ang.
tissue Plazminogen Activator) do PAI-1 [7]. W warunkach fizjologicznych pro-
dukcja PAI-1 jest okoto pieciu razy wicksza niz t-PA. W chorobach sercowo-na-
czyniowych stosunek ten ulega znacznej zmianie. Synteza PAI-1 wzrasta okoto
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dwudziestokrotnie w stosunku do t-PA, co daje znaczng przewage mechanizmom
antyfibrynolitycznym i prowadzi do ryzyka zakrzepicy. PAI-1 to najwazniejsze
biatko wydzielane z komodrek nabtonkowych i aktywowanych ptytek. Wzrost ste-
zenia PAI-1 obserwuje si¢ w miazdzycy, zawale oraz cukrzycy, co w przypadku
tych zaburzen zwigksza ryzyko powiklan naczyniowych [2, 23]. Do czynnikoéw
pobudzajacych jego produkcje zaliczamy miedzy innymi liczne czynniki ryzy-
ka chorob sercowo-naczyniowych jak: lipoproteina (a), angiotensyna II, VLDL,
glukoza, insulina, II-1, TNF-a czy trombina [1, 42]. Wysokie stezenie PAI-1 jest
zwigzane z ryzykiem wystgpowania zakrzepicy, choroby niedokrwiennej serca
i w konsekwencji zawatlu migs$nia sercowego [40]. Zaobserwowany przez nas
bezposredni oraz posredni (poprzez wzrost TM), efekt zmniejszenia produkcji
PAI-1 przez $rodbtonek, po ekspozycji na Prasugrel i Tikagrelor jest oprocz ich
dziatania przeciwplytkowego, dodatkowym czynnikiem profilaktyki przeciw za-
krzepowej u pacjentow z chorobami sercowo-naczyniowymi.

Przeanalizowane przez nas leki przeciwptytkowe z grupy blokeréw receptora
nukleotydowego P2Y , (Tikagrel, Prasugrel, Klopidogrel) sg bezpieczne dla ko-
morek §rodblonka. Wykazuja natomiast efekt angiogenny. Nie wszystkie badane
leki zmieniaja produkcje biatek procesu hemostazy, a efekt ich dziatania nie jest
jednoznaczny. Klopidogrel nie zmieniat produkcji TM, PAI-1 oraz TFPI. Tika-
grelor oraz Prasugrel dziataja przeciwkrzepliwie, zwigkszaja produkcje TM oaz
zmniejszaja synteze PAI-1, co w efekcie zmniejsza generacje wtoknika i przy-
spiesza jego rozpad. Silniejszy efekt stymulujacy produkcje TM wykazalismy
w przypadku ekspozycji na Prasugrel. Zaréwno Tikagrelor, jak i Prasugrel dzia-
taja rowniez prozakrzepowo, zmniejszajac syntez¢ TFPI, co moze prowadzi¢ to
wickszej generacji wtoknika. Uzyskane wyniki wskazujg, na istotny wptyw Pra-
sugrelu oraz Tikagreloru na funkcje hemostatyczne srodbtonka. t.aczne dziatania
tych lekow wywierana na plytki i srédblonek moze ttumaczy¢ wigksze ryzyko
krwawien obserwowane u pacjentow w warunkach klinicznych.
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