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Wstęp: Zwiększona aktywacja płytek u pacjentów z ostrymi zespołami wieńcowymi, skłania do sto-
sowania leków przeciwpłytkowych o rożnym mechanizmie działania. Obecnie oprócz kwasu acety-
losalicylowego stosuje się leki blokujące ADP zależny receptor P2Y12 (najczęściej stosowane: Tik-
agrelor, Klopidogrel oraz rzadziej Prasugrel). Receptor nukleotydowy P2Y12 zlokalizowano nie tylko 
na płytkach, ale również w komórkach śródbłonka, które będą również poddane działaniu tej grupy 
leków. 

Cel: Celem naszych badań jest ocena funkcji śródbłonka, ze szczególnym uwzględnieniem jego funk-
cji hemostatycznych, w warunkach in vitro

Metodyka: Komórki śródbłonka naczyniowego HUVEC linii EA.hy926 eksponowano przez 24 h na 
medium hodowlane z dodatkiem Tikagreloru, Prasugrelu oraz Klopidogrelu w stężeniach osiąganych 
w surowicy, w trakcie standardowego leczenia dawkami nasycającymi i podtrzymującymi. Po ek-
sperymentach oceniono ich żywotność, proliferację, generację stresu oksydacyjnego oraz produkcję 
białek procesu hemostazy: trombomodulinę (TM), inhibitor aktywatora plazminogenu (PAI-1) oraz 
inhibitor szlaku krzepnięcia zależny od czynnika tkankowego (TFPI). 

Wyniki: Testowane stężenia leków nie zmieniają żywotności śródbłonka. Nie generują stresu oksyda-
cyjnego, a w przypadku stężenia nasycającego Klopidogrelu zmniejszają ten proces. Działają antyan-
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giogennie zmniejszając proliferację śródbłonka w warunkach normoksji i hipoksji. Tylko Tikagrelor 
oraz Prasugrel modulują proces hemostazy poprzez różnorodny wpływ na śródbłonek. Z jednej strony 
działają przeciwzakrzepowo zmniejszając generację i stymulując rozpad włóknika. Jest to związane ze 
wzrostem syntezy TM i spadkiem produkcji PAI-1 przez śródbłonek. Obserwowany efekt jest silnie-
jszy w przypadku Prasugrelu, zwłaszcza w stężeniu nasycającym. Z drugiej strony oba leki w podob-
nym stopniu działają prozakrzepowo hamując produkcję TFPI. 

Wnioski: Leki przeciwpłytkowe z grupy blokerów receptora P2Y12 są bezpieczne dla komórek śród-
błonka. Nie zmieniają ich żywotności oraz nie generują stresu oksydacyjnego. Wykazują natomi-
ast efekt antymitotyczny, hamując proliferację śródbłonka. Tylko Tikagrelor i Prasugrel zmieniają 
w śródbłonku produkcję białek procesu hemostazy. Łączne działania tych leków wywierana na płyt-
ki i śródbłonek może tłumaczyć większe ryzyko krwawień obserwowane u pacjentów w warunkach 
klinicznych.

Słowa kluczowe: blokery receptora P2Y12, śródbłonek naczyniowy, krzepnięcie, 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 P2Y12 receptor an-
tagonists are commonly use. The nucleotide P2Y12 receptor is located on platelet surface, but also is 
presented on vascular endothelial cells. Therefore, we believe that endothelium would be affected by 
P2Y12 receptor antagonists.

Objective: The aim of our study is to assess endothelial cell function, with particular emphasis on its 
hemostatic properties, after exposition to P2Y12 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 P2Y12 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 P2Y12 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 P2Y12 receptor antagonists exerted on platelets and 
endothelium might explain a greater risk of bleeding observed in patients in clinical practice.

Key words: P2Y12 receptor blockers, endothelial cells, coagulation, fibrinolysis
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WSTĘP

Ostry zespół wieńcowy (OZW) to epizod ostrego niedokrwienia mięśnia ser-
cowego spowodowany upośledzeniem przepływu wieńcowego. OZW obejmuje 
takie stany kliniczne jak zawał serca, niestabilna dusznica bolesna, a także nagły 
zgon sercowy. Zarówno pęknięcie blaszki miażdżycowej, jak również komplika-
cje w trakcie zabiegu angioplastyki u pacjentów z OZW, prowadzą do odsłonięcia 
trombogennej powierzchni w naczyniu i aktywacji płytek. Skłania to do stosowania 
leków o rożnym mechanizmie działania przeciwpłytkowego [8]. Spośród obecnie 
stosowanych leków przeciwpłytkowych należy wymienić inhibitory cyklooksyge-
nazy (COX-1), blokery ADP receptora P2Y12 oraz blokery glikoprotein GPIIb/IIIa 
[24]. Powszechnie stosuje się trzy rodzaje leków blokujących receptor P2Y12: leki 
tzw. drugiej generacji – Klopidogrel, Prasugrel (pochodne tienopiridyny) prowadzą-
ce do szybkiej i stabilnej inaktywacji płytek oraz lek trzeciej generacji – Tikagrelor 
(pochodna cyklopentyltiazolopirymidyny – CPTP), zapewniający jeszcze szybszy 
i stabilniejszy efekt blokowania płytek w porównaniu z grupą tienopirydyn. 

Uszkodzenie śródbłonka podczas zabiegu angioplastki, prowadzi do licznych 
powikłań naczyniowych. Brak ochronnej warstwy śródbłonkowej prowadzi do re-
stenozy (ponowne zamknięcie udrożnionego naczynia), zakrzepicy oraz nieprawi-
dłowego napięcia ściany naczyniowej. Zaburzenie funkcji śródbłonka jest czułym 
wskaźnikiem rozwoju wczesnych zmian w układzie sercowo-naczyniowym [4]. 
Leki przeciwpłytkowe nowej generacji stosowane u pacjentów z OZW przeciw-
działają niekorzystnym powikłaniom w trakcie i po zabiegu angioplastyki. Korzyst-
ne działanie tych leków zostało potwierdzone w wielu badaniach klinicznych [37, 
44]. Wieloośrodkowe badania kliniczne sugerują korzystny wpływ na śródbłonek 
poprzez działanie przeciwzapalne oraz stymulujące syntezę tlenku azotu (poprawa 
FMD – ang. Flow Mediatel Dilatation) [36, 41]. Zahamowanie funkcji płytek przez 
zahamowanie receptora nukleotydowego P2Y12 zmniejsza uwalnianie ADP, hamu-
jąc agregację płytek, ale również syntezę trombiny jednego z kluczowych regulato-
rów wpływających na proces hemostazy. Mniejsza generacja trombiny to mniejsze 
pobudzenie płytek, śródbłonka oraz mniejsza generacja włóknika. Po zastosowa-
niu leków przeciwpłytkowych nowej generacji obserwuje się spadek stężenia roz-
puszczalnej formy selektyny P, odpowiedzialnej za interakcje pomiędzy płytkami, 
leukocytami oraz śródbłonkiem jak i ligandu sCD40L, który odpowiada między 
innymi za powstawanie stanu zapalnego, blaszki miażdżycowej i zakrzepicy [45]. 
Receptor nukleotydowy P2Y12 zlokalizowano nie tylko na płytkach, ale również 
w komórkach śródbłonka i miocytach [35], dlatego również te komórki będą pod-
dane działaniu tej grupy leków. 

Zachowanie funkcji śródbłonka jest jednym z wielu istotnych celów farma-
koterapii kardiologicznych. Wiemy, że nie zawsze wszystkie stosowane w tym 
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czasie leki wpływają korzystnie na śródbłonek. Statyny nie zmieniają regeneracji 
warstwy śródbłonka, uszkodzonej po angioplastyce [25], natomiast inhibitory ki-
nazy mTOR, którymi powleka się wszczepiane stenty, opóźniają reendotelizację 
[14] i sprzyjają zakrzepicy[6]. 

Celem naszych badań jest ocena funkcji śródbłonka, ze szczególnym uwzględ-
nieniem jego funkcji hemostatycznych, w warunkach in vitro, pod wpływem leków 
przeciwpłytkowych nowej generacji, stosowanych rutynowo u osób z OZW. Nowo-
ścią tych badań będzie porównanie działanie tienopirydyn (Prasugrel, Klopidogrel) 
z pochodnymi CPTP (Tikagrelor) w warunkach izolowanych, jakim jest hodowla in 
vitro. Leki badane będą w stężeniach, jakie wykrywa się we krwi podczas rutynowej 
terapii dawkami nasycającymi i podtrzymującymi [11, 15, 39]. Znacząca większość 
prac, które analizują działanie inhibitory receptora P2Y12 to badania kliniczne. Nie-
liczne badania in vitro analizują jedynie wpływ tienopirydyn (wycofanej Tiklopidyny 
i Klopidogrelu) na śródbłonek [21, 46]. Brak jest badań porównawczych z grupą po-
chodnych CPTP (Tikagrelor). Stężenia leków przeciwpłytkowych, stosowane w eks-
perymentach in vitro prezentowanych w literaturze są za wysokie i nie korespondują 
ze stężeniami, jakie wykrywa się we krwi podczas standardowej terapii [11, 15, 39].

METODYKA

HODOWLA KOMÓREK ŚRÓDBŁONKA NACZYNIOWEGO

Badania prowadzono z wykorzystaniem komórek śródbłonka HUVEC (ang. Hu-
man Umbilical Vein Endothelial Cell) linii EA.hy926, otrzymanych dzięki uprzej-
mości dr C. Edgell, z University of North Carolina, Chapel Hill, USA [12]. Komórki 
hodowano w medium M199 z dodatkiem 10% płodowej surowicy bydlęcej, L-glu-
taminy (2 mmol/l), penicyliny (100 U/ml), streptomycyny (100 µg/ml) oraz hydro-
kortyzonu (0,4 µg/ml) w warunkach 37º C w atmosferze 21% tlenu i 5% CO2, oraz 
stałej wilgotności. Wymiana medium oraz pasaże komórek wykonywane były co 2-3 
dni. Wszystkie odczynniki do hodowli komórkowej pochodzą z firmy Sigma Aldrich 
(USA). Jednorazowe plastikowe pojemniki do hodowli komórkowej (butelki, płytki, 
pipety itp.) pochodzą z firmy Nunc (Dania).

PLAN EKSPERYMENTÓW

Komórki śródbłonka eksponowano przez 24 h na medium hodowlane z dodat-
kiem blokerów receptora P2Y12, w stężeniach osiąganych w surowicy, w trakcie 
standardowego leczenia dawkami nasycającymi i podtrzymującymi [11, 15, 39]. 
Wartości stężeń nasycających i podtrzymujących dla badanych leków są następu-
jące: Tikagrelor: 2 μM i 1 μM, Prasugrel: 2 μM i 0,3 μM, Klopidogrel: 0,4 μM 
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i 0,04 μM. Początkowe eksperymenty miały na celu ocenić, czy leki w testowa-
nych stężeniach są bezpieczne dla komórek śródbłonka. W tym celu oceniono 
ich żywotność, proliferację w warunkach normoksji (21% O2) i hipoksji (1% O2) 
oraz stres oksydacyjny. Następnie wykonano eksperymenty oceniające produkcję 
białek procesu hemostazy. W pobranym po eksperymencie medium hodowlanym 
oceniono stężenie: trombomoduliny (TM), inhibitora aktywatora plazminogenu 
(PAI-1) oraz inhibitora szlaku zależnego od czynnika tkankowego (TFPI). Więk-
szość uzyskanych wyników przeliczono na stężenie białka komórkowego.

OCENA ŻYWOTNOŚCI KOMÓREK ŚRÓDBŁONKA

Do oceny żywotności wykorzystano barwienie Trypanem blue. Po ekspozycji 
na leki, komórki złuszczono, zawieszono w roztworze Hanksa i zmieszano w pro-
porcji 1:1 (v/v) z 0.4% Trypanem blue. Po 10 min. oceniano ilość zabarwionych 
na niebiesko komórek, używając komory hematologicznej. Zasadą testu jest zdol-
ność wypompowywania barwnika przez komórki żywe. Komórki martwe zostają 
zabarwione na niebiesko. Wyniki przedstawiono, jako % żywych komórek.

OCENA PROLIFERACJI KOMÓREK ŚRÓDBŁONKA 
W WARUNKACH NORMOKSJI ORAZ HIPOKSJI

Ocenę proliferacji komórek śródbłonka dokonano przy użyciu testu MTT, któ-
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-
ności dehydrogenaz mitochondrialnych [28]. Komórki posiano w gęstości 4000 
komórek/studzienkę, celem zapewnienia im swobodnej proliferacji w mało zlew-
nej warstwie komórkowej. Po 24 h ekspozycji na leki w warunkach normoksji 
(21% O2) i hipoksji (1% O2), 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. Absorbancję barwnego produktu odczytano przy uży-
ciu czytnika mikropłytek VersaMax (Molecular Devices, USA) przy długości fali 
535 nm. Wyniki przedstawiono jako procent kontroli, którą stanowiły komórki 
eksponowane na standardowe medium hodowlane wraz z suplementami. 

OCENA STRESU OKSYDACYJNEGO

Generację ROS (ang. Reactive Oxygen Species) w komórkach śródbłonka oce-
niono znakując je, po ekspozycji na testowane leki, barwnikiem fluorescencyjnym 
– dwuoctanem 2’,7’-dwuchlorodwuhydrofluoresceiny (H2DCFDA). Barwnik pod 
wpływem ROS ulega utlenieniu i emituje fluorescencję [26]. W skrócie procedura 
wyglądała w następujący sposób. 2 x 104 komórek eksponowano przez 24 h na te-
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stowane leki. Po eksperymencie komórki wyznakowano 10 µM H2DCFDA w roz-
tworze Hanksa przez 30 min. i następnie zlizowano. Fluorescenję zmierzono za 
pomocą fluorymetru Wallac Victor (Perkin-Elmer, Finlandia) używając, jako fali 
wzbudzenia 485 nm oraz emisji 535 nm. Wyniki przedstawiono, jako relatywne 
jednostki fluorescencji (RFU – ang. Relative Fluorescent Unite) w przeliczeniu na 
µg białka komórkowego.

OCENA BIAŁEK PROCESU HEMOSTAZY 
W MEDIUM HODOWLANYM

Po ekspozycji na testowane leki pobrano medium hodowlane, w którym oce-
niono stężenia TM, PAI-1 oraz TFPI przy pomocy testów immunoenzymatycznych 
ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) wykorzystując zestawy Du-
oSet (R&D, USA). Czułość oraz procent zmienności  (% CV ) uzyskiwanych wy-
ników pomiędzy oznaczeniami, % CV  były następujące 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/
µg białka komórkowego. Stężenie białka komórkowego oceniono metodą Bradfor-
da [5], wykorzystując zestaw Protein Assay Dye Reagent (Bio-Rad, USA).

ANALIZA STATYSTYCZNA

Uzyskane wyniki analizowano statystycznie przy użyciu programu GraphPad 
Prism v 6. Wyniki oceniono testem ANOVA dla zmiennych powiązanych, testami 
parametrycznymi i nieparametrycznymi, w zależności od tego czy spełniały kry-
terium rozkładu normalnego. Do oceny rozkładu normalnego wykorzystywano 
następujące testy statystyczne: D’Agostino&Pearson, Shapiro-Wilk oraz Kolmo-
gorov-Smirnov. Uzyskanie wartości p<0,05, w teście statystycznym, kwalifiko-
wało wynik jako istotny statystycznie.

WYNIKI

WPŁYW BLOKERÓW RECEPTORA P2Y12 NA ŻYWOTNOŚĆ, 
PROLIFERACJĘ ORAZ GENERACJĘ STRESU OKSYDACYJNEGO 

W KOMÓRKACH ŚRÓDBŁONKA NACZYNIOWEGO

Wszystkie analizowane przez nas leki w stężeniach podtrzymujących oraz nasy-
cających są bezpieczne dla komórek śródbłonka naczyniowego (tab. 1), nie zmienia-
ją ich żywotności. Podobnie ostra 24 h ekspozycja nie spowodowała generacji wol-
nych rodników, a w przypadku Klopidogrelu, w stężeniu nasycającym, zmniejszyła 
ten proces (tab. 1). Pochodne tienpirydyny (Prasugrel, Klopidogrel), oraz pochodne 
CPTP (Tikagrelor) upośledzają proliferacje śródbłonka, zarówno w warunkach nor-
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moksji jak i hipoksji. Antyproliferacyjny efekt działania leków jest bardziej nasilony 
w warunkach hipoksji (tab. 1). Spośród trzech przeanalizowanych lęków najsilniejszy 
efekt antymitotyczny zaobserwowano w przypadku Tikagreloru (tab.1). 

TABELA 1. Wpływ ekspozycji leków przeciwpłytkowych z grupy blokerów receptora P2Y12 na ży-
wotność, proliferację oraz generację stresu oksydacyjnego w komórkach śródbłonka naczyniowego.. 
Komórki eksponowane były przez 24 h na medium z dodatkiem leków w stężeniach, jakie wykrywa 
się we krwi po standardowej terapii dawkami nasycającymi i podtrzymującymi. Wyniki przedstawio-
ne są, jako średnia ± SD i pochodzą z trzech niezależnych eksperymentów (ROS –  wolne rodniki tle-
nowe; ang. reactive oxygen species, RFU – relatywne jednostki fluorescencji; ang. relative fluorescent 
unite). Istotność statystyczna vs. kontrola: * p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001
TABLE 1. Effect of P2Y12 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 1 µM 2 µM 0,3 µM 2 µM 0,04 µM 0,4µM

żywotność, % 90±9 80±11 83±11 85±9 74±8 91±11 91±6

proliferacja w normoksji, 
% kontroli 100 90±20* 82±13*** 89±14** 86±13*** 93±11 89±24*

proliferacja w hipoksji,
% kontroli 100 83±11*** 72±10*** 84±17** 85±18** 85±17** 87±18**

ROS,
RFU/µg białka komórkowego 42±20 41±19 44±22 45±21 46±22 38±19 35±17*

WPŁYW BLOKERÓW RECEPTORA P2Y12 NA SEKRECJĘ 
BIAŁEK PROCESU HEMOSTAZY W KOMÓRKACH 

ŚRÓDBŁONKA NACZYNIOWEGO

Tylko Tikagrelor oraz Prasugrel zmieniały produkcję białek procesu hemostazy 
w komórkach śródbłonka (TM – ryc. 1, PAI-1 – ryc. 2, TFPI – ryc. 3), czego nie za-
obserwowano po ekspozycji na Klopidogrel. Prasugrel wywiera silniejszy efekt dzia-
łania w porównaniu do Tikagreloru, zwłaszcza w stężeniu nasycająym (ryc. 1, ryc. 2). 
Najwyższe stężenia trombomoduliny (ryc. 1), w medium hodowlanym, w porówna-
niu z kontrolą, stwierdzono po ekspozycji na Prasugrel (Prasugrel: 0,3 µM +180%, 2 
µM +183%, Tikagrelor: 1 µM +97%, 2 µM +109%). Prasugrel  również w większym 
stopniu, zależnym od zastosowanego stężenia, obniżył syntezę PAI-1 (Prasugrel: 0,3 
µM -21%, 2 µM -38%, Tikagrelor: 1 µM -14%, 2 µM -27%) (ryc. 2). Oba testowa-
ne leki w porównywalnym stopniu zmniejszyły produkcję TFPI (Prasugrel: 0,3 µM 
-35%, 2 µM -45%, Tikagrelor: 1 µM -34%, 2 µM -41%) (ryc. 3).
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RYCINA 1. Ocena produkcji trombomoduliny (TM) przez komórki śródbłonka naczyniowego po 
ekspozycji na leki przeciwpłytkowe z grupy blokerów receptora P2Y12.. Komórki eksponowane były 
przez 24 h na medium z dodatkiem leków w stężeniach, jakie wykrywa się we krwi po standardo-
wej terapii dawkami nasycającymi i podtrzymującymi. Wyniki przedstawione są, jako średnia ± SD 
i pochodzą z trzech niezależnych eksperymentów (T – Tikakrelor, P – Prasugrel, K – Klopidogrel). 
Istotność statystyczna vs. kontrola: * p<0.05, **p<0,01
FIGURE 1. Effect of P2Y12 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

RYCINA 2.  Ocena produkcji inhibitora aktywatora plazminogenu – 1 (PAI-1) przez komórki śródbłon-
ka naczyniowego po ekspozycji na leki przeciwpłytkowe z grupy blokerów receptora P2Y12.. Komórki 
eksponowane były przez 24 h na medium z dodatkiem leków w stężeniach, jakie wykrywa się we krwi 
po standardowej terapii dawkami nasycającymi i podtrzymującymi. Wyniki przedstawione są, jako śred-
nia ± SD i pochodzą z trzech niezależnych eksperymentów (T – Tikakrelor, P – Prasugrel, K – Klopido-
grel). Istotność statystyczna vs. kontrola: * p<0.05, **p<0,01 
FIGURE 2. Effect of P2Y12 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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DYSKUSJA

Eksperymenty w warunkach hodowli in vitro, oceniające wpływ leków prze-
ciwpłytkowych nowej generacji pokazały, że są to leki bezpieczne dla śródbłon-
ka, nie zmieniają ich żywotności oraz nie generują stresu oksydacyjnego, zarów-
no w stężeniach wykrywanych we krwi podczas podawania dawki nasycającej 
(pierwsze godziny zawału serca), jak i dawek podtrzymujących (profilaktyka po 
zawale serca). Tylko jeden z badanych leków, Klopidogrel, w stężeniu nasyca-
jącym wykazywał działanie antyoksydacyjne. Podobne wyniki w warunkach in 
vivo, u pacjentów leczonych Klopidogrelem zaobserwował Heitzer i wsp. [18]. 
Badane leki wykazują jednak działanie antyangiogenne hamując, w testowanych 
stężeniach, proliferację śródbłonka w warunkach normoksji oraz hipoksji. Ocena 
proliferacji śródbłonka w warunkach hipoksji jest szczególnie istotna zważywszy 
na stosowanie tej grupy leków u pacjentów kardiologicznych. Proces niedotlenie-
nia serca, spowodowany chorobą niedokrwienną serca, prowadzi do pobudzenia 
angiogenezy i wytworzenia krążenia obocznego, które zaopatruje miesień serco-
wy w krew. Spadek prężności tlenu to jeden z najsilniejszych bodźców pobudza-
jących proliferację komórek śródbłonka naczyniowego, które decydują o procesie 
angiogenezy [9]. Wyniki badań wskazują na potencjalne działanie antyangiogenne 

RYCINA 3. Ocena produkcji inhibitora szlaku krzepnięcia zależnego od czynnika tkankowego (TFPI) 
przez komórki śródbłonka naczyniowego po ekspozycji na leki przeciwpłytkowe z grupy blokerów re-
ceptora P2Y12.. Komórki eksponowane były przez 24 h na medium z dodatkiem leków w stężeniach, 
jakie wykrywa się we krwi po standardowej terapii dawkami nasycającymi i podtrzymującymi. Wyniki 
przedstawione są, jako średnia ± SD i pochodzą z trzech niezależnych eksperymentów (T – Tikakrelor, 
P – Prasugrel, K – Klopidogrel). Istotność statystyczna vs. kontrola: * p<0.05, **p<0,01, ****p<0,0001
FIGURE 3. Effect of P2Y12 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
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tej grupy leków, co wykorzystywane jest w terapii przeciwnowotworowej [17, 30, 
34]. Obserwowany po tienopirydynach efekt zahamowania proliferacji śródbłon-
ka [30] w aspekcie progresji nowotworowej jest jak najbardziej korzystny, ale 
u pacjentów po zabiegu angioplastyki może opóźniać reendotelizację i zwiększać 
ryzyko zakrzepicy i restenozy. 

Porównanie trzech powszechnie stosowanych leków przeciwpłytkowych Ti-
kagreloru (najefektywniejszy, ale równocześnie najdroższy), Prasugrelu (w Polsce 
rzadziej stosowany od Klopidogrelu i Tikagreloru, stosunkowo drogi) oraz Klopi-
dogrelu (w Polsce najczęściej stosowany, najtańszy i refundowany) w warunkach 
in vitro dowiodło, że w rożny sposób wpływają one na sekrecję białek proce-
su hemostazy. Klopidogrel w tych warunkach eksperymentalnych nie zmieniał 
funkcji hemostatycznych śródbłonka. Pomimo tego, że dwa z badanych leków 
– Prasugrel oraz Klopidogrel należą do tej samej grupy pochodnych tienopiry-
dyn, w odmienny sposób wpływają na produkcję białek procesu krzepnięcia i fi-
brynolizy produkowanych przez śródbłonek. Pewna niejednorodność w działaniu 
Prasugrelu i Klopidogrelu pojawia się również w badaniach klinicznych. Dane 
kliniczne pokazują, że pacjenci z OZW, po leczeniu Prasugrelem mają mniejsze 
ryzyko niedokrwienia mięśnia sercowego, zakrzepicy w stencie, ale wyższe ryzy-
ko krwawień w porównaniu z Klopidogrelem [31, 44]. Pomimo wyższego ryzyka 
krwawień Prasugrel w 2009 roku uzyskał pozytywną opinę 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 chętnie stosowany 
ze względu na zwiększone ryzyko krwawień. Istotnym elementem innej odpowie-
dzi śródbłonka na Prasugrel może być zastosowanie wyższych stężeń tego leku 
w medium hodowlanym w porównaniu z Klopidogrelem, wynikające z innej far-
makodynamiki działania tych leków [11, 15]. Prasugrel działa silniej przeciwkrze-
pliwie na śródbłonek w porównaniu z Tikagrelorem, co może tłumaczyć większą 
skłonność pacjentów do krwawień, czego nie zaobserwowano w przypadku Ti-
kagreloru [31, 37, 43, 44]. Prasugrel z jednej strony stymuluje produkcję TM, 
co zmniejsza generację włóknika, a z drugiej strony poprzez hamowanie PAI-1 
(tylko stężenie nasycające) przyspiesza jego rozpad. Produkty rozpadu włóknika 
są zaliczane do patologicznych antykoagulantów, a ich nagromadzenie prowadzi 
do krwawień [23]. Trombomodulina związana z powierzchnią śródbłonka, oprócz 
wiązania trombiny działa dodatkowo profibrynolitycznie, poprzez inaktywację 
PAI-1 [23]. Mihara i wsp. stwierdzili wzrost stężenia TM u pacjentów z choroba-
mi sercowo-naczyniowymi. Nie korelował on jednak z żadnym z uznanych czyn-
ników ryzyka chorób sercowo-naczyniowych jak dyslipidemia, nadciśnienie czy 
cukrzycą. Nie wykazano też związku pomiędzy wysokim jej stężeniem, a wystę-
pująca po zabiegu angioplastyki restenozą. Stwierdzono natomiast, że podwyż-
szone stężenie TM w tej grupie pacjentów jest wynikiem zmieszonego jej klirensu 
nerkowego [27]. Ponadto przyczyną wzrostu TM u pacjentów z chorobami serco-
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wo-naczyniowymi jest wynikiem dysfunkcji komórek śródbłonka naczyniowego. 
TM jest uznawana za jeden z markerów uszkodzenia śródbłonka [4]. Zwiększone 
ryzyko krwawień po zastosowaniu inhibitorów receptora P2Y12, zwłaszcza Prasu-
grelu, jest wypadkową kilku faktów: (i) działaniem przeciwpłytkowym, (ii) obec-
nością wysokiego stężenia TM u pacjentów z chorobami sercowo-naczyniowymi, 
uwalnianej z dysfunkcyjnych komórek śródbłonka (iii) oraz (iv) stymulowaniem 
produkcji TM przez leki przeciwpłytkowe. Wysokie stężenie trombomoduliny 
obserwowane u pacjentów leczonych antykoagulantami jest związane z wysokim 
ryzykiem krwawień [22].

Niekorzystny prozakrzepowy efekt działania Prasugrelu i Tikagreloru, zaob-
serwowano, oceniając stężenie TFPI. Oba leki w stężeniu nasycającym i podtrzy-
mującym zmniejszały jego stężenie w medium hodowlanym. TFPI jest glikopro-
teiną produkowana w wątrobie, śródbłonku i megakariocytach. Konstytutywna 
produkcja TFPI przez śródbłonek nie podlega stymulacji [32], a śródbłonek jest 
głównym źródłem tego czynnika in vivo [29]. Wysokie stężenie czynnika tkan-
kowego (TF) oraz niskie inhibitora TFPI, stwierdza się u pacjentów z choroba-
mi naczyń obwodowych, co stanowi u nich większe ryzyko zakrzepicy.[3]. TFPI 
hamuje kompleks VII osoczowego czynnika krzepnięcia z czynnikiem tkanko-
wym (VIIa-TF). Dzięki obecności tzw. domen Kunitza, TFPI wiąże nieodwra-
calnie czynnik X, a następnie kompleks VIIa-TF. W osoczu, TFPI krąży połą-
czony z lipoproteinami oraz jest związany z powierzchnią komórek śródbłonka 
[2, 9]. W momencie uwolnienia TF z błon komórkowych, dochodzi do aktywacji 
procesu krzepnięcia, a prawidłowo wydzielany TFPI ma ten proces ograniczać. 
Czynnik tkankowy obecny jest na powierzchni komórek, które w warunkach fi-
zjologicznych nie maja kontaktu z krążąca krwią. Uszkodzenie ściany naczynia 
odsłania bogate w czynnik tkankowy fibroblasty przydanki (adventitia). Pokry-
wające naczynie krwionośne komórki śródbłonka w warunkach fizjologicznych 
nie eksponują czynnika tkankowego na swojej powierzchni. Jego ekspresja wzra-
sta w momencie aktywacji zapalnej, co sprzyja zakrzepicy [9]. Czynnik tkanko-
wy jest również wydzielany do przestrzeni zewnątrzkomórkowej, co powoduje 
wykrzepianie się krwi i chroni przed krwawieniem w momencie przerwania cią-
głości naczynia. Chociaż tromboplastyna tkankowa (czynnik tkankowy), jest kla-
syfikowana, jako III osoczowy czynnik krzepnięcia, we krwi znajdują się jedynie 
w śladowej ilości [9, 19, 20]. W przypadku obu leków stwierdziliśmy istotny sta-
tystycznie spadek produkcji TFPI, co z pewnością prowadzi do szybszej generacji 
trombiny i tworzenia włóknika. Pewną kompensacją tego niekorzystnego efektu 
jest zaobserwowany wzrost produkcji trombomoduliny. TM jest niezwykle istot-
nym białku decydującym o przeciwkrzepliwym działaniu komórek śródbłonka, 
a jej niedobór prowadzi do zwiększonej aktywacji zapalnej śródbłonka wywo-
łanej nadmiarem generowanej trombiną [9, 19]. Trombina, proteaza serynowa, 
obecna w łożysku naczyniowym jest bardzo silnym agonista wielu komórek. Od-
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działuje z komórkami posiadającymi swoisty dla niej receptorem PAR. Ta inte-
rakcja jest najsilniejsza w przypadku płytek i prowadzi do zmiany ich kształtu 
i uwalniania czynników stymulujących ich adhezję i agregację. Podobnie silny 
efekt stymulujący wywołuje w komórkach śródbłonka. W kontakcie z trombiną 
śródbłonek zmienia swój kształt, co zwiększa przepuszczalności naczyń dla le-
ukocytów i białek. Uwalnia czynnik von Willebranda, co sprzyja adhezji i agrega-
cji płytek. Poprzez wiele współzależności międzykomórkowych ta proteaza sery-
nowa łączy dwa procesy hemostazę i stan zapalny. Decyduje o ekspresji molekuł 
adhezyjnych na powierzchni śródbłonka, stymuluje śródbłonek do wydzielania 
białek pośredniczących w reakcjach z płytkami i leukocytami jak prostanoidy 
cytokiny oraz PAF (ang. Platelet Activating Factor) [10, 19]. Reguluje również 
napięcia naczynia uzależnione od czynników uwalnianych przez śródbłonek. Ten 
mechanizm nabiera szczególnego znaczenia po zabiegach angioplastyki, gdzie 
dochodzi do zniszczenia śródbłonka i zakrzepicy w stencie. Generowana trombi-
na działa bezpośrednio na mięśnie gładkie naczyń krwionośnych prowadząc do 
skurczu naczynia. Ponadto jest też silnym miogenem, pobudzającym podziały 
komórkowe, co sprzyja restenozie. Jednym z efektów działania leków przeciw-
płytkowych z grupy inhibitorów receptora P2Y12 na miocyty jest zmniejszenie 
restenozy. Efekt ten jest złożony i wynika zarówno ze zmniejszenia uwalniania 
czynników wzrostowych z aktywowanych płytek, zmniejszenia generacji trombi-
ny oraz zahamowania proliferacji samych miocytów [16, 19]. Leki przeciwpłyt-
kowe działają na śródbłonek wielokierunkowo, poprzez hamowanie funkcji pły-
tek i zmniejszenie dostępności mediatorów prozapalnych (PAF, PF4, RANTES) 
oraz czynników wzrostowe (VEGF, PDGF, TGF-β) [38], ale również stymulując 
śródbłonek do produkcji antyagregacyjnej prostacykliny [46]. Badania w warun-
kach in vitro wykazały współzależność pomiędzy śródbłonkiem, a płytkami. Ba-
danie Savi i wsp., wykazało wzrost ekspresji czynnika tkankowego na powierzch-
ni śródbłonka po ekspozycji na płytki. Efekt ten uległ wzmocnieniu w obecności 
ADP. Autorzy powtórzyli eksperyment z wykorzystaniem płytek, w których zo-
stały zablokowane ADP zależne receptor z grupy P2Y12 i zaobserwowali znaczne 
zmniejszenie ekspresji TF na powierzchni śródbłonka [33].

Układ fibrynolityczny stanowi fizjologiczną przeciwwagę dla procesów 
krzepnięcia. Jej istota jest rozpuszczenie złogów włóknika przez plazminę i utrzy-
mywanie drożności naczyń krwionośnych. Aktywacja fibrynolizy w warunkach 
patologicznych podobnie, jak proces krzepnięcia odbywa się na powierzchni 
wszystkich komórek krwi, oprócz erytrocytów, oraz na powierzchni śródbłon-
ka. O stopniu wydolności układu fibrynolitycznego decyduje przeciwkrzepliwy 
potencjał śródbłonka. Zależy to głownie od prawidłowego stosunek t-PA (ang. 
tissue Plazminogen Activator) do PAI-1 [7]. W warunkach fizjologicznych pro-
dukcja PAI-1 jest około pięciu razy większa niż t-PA. W chorobach sercowo-na-
czyniowych stosunek ten ulega znacznej zmianie. Synteza PAI-1 wzrasta około 
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dwudziestokrotnie w stosunku do t-PA, co daje znaczną przewagę mechanizmom 
antyfibrynolitycznym i prowadzi do ryzyka zakrzepicy. PAI-1 to najważniejsze 
białko wydzielane z komórek nabłonkowych i aktywowanych płytek. Wzrost stę-
żenia PAI-1 obserwuje się w miażdżycy, zawale oraz cukrzycy, co w przypadku 
tych zaburzeń zwiększa ryzyko powikłań naczyniowych [2, 23]. Do czynników 
pobudzających jego produkcję zaliczamy miedzy innymi liczne czynniki ryzy-
ka chorób sercowo-naczyniowych jak: lipoproteina (a), angiotensyna II, VLDL, 
glukoza, insulina, Il-1, TNF-α czy trombina [1, 42]. Wysokie stężenie PAI-1 jest 
związane z ryzykiem występowania zakrzepicy, choroby niedokrwiennej serca 
i w konsekwencji zawału mięśnia sercowego [40]. Zaobserwowany przez nas 
bezpośredni oraz pośredni (poprzez wzrost TM), efekt zmniejszenia produkcji 
PAI-1 przez śródbłonek, po ekspozycji na Prasugrel i Tikagrelor jest oprócz ich 
działania przeciwpłytkowego, dodatkowym czynnikiem profilaktyki przeciw za-
krzepowej u pacjentów z chorobami sercowo-naczyniowymi.

Przeanalizowane przez nas leki przeciwpłytkowe z grupy blokerów receptora 
nukleotydowego P2Y12 (Tikagrel, Prasugrel, Klopidogrel) są bezpieczne dla ko-
mórek śródbłonka. Wykazują natomiast efekt angiogenny. Nie wszystkie badane 
leki zmieniają produkcję białek procesu hemostazy, a efekt ich działania nie jest 
jednoznaczny. Klopidogrel nie zmieniał produkcji TM, PAI-1 oraz TFPI. Tika-
grelor oraz Prasugrel działają przeciwkrzepliwie, zwiększają produkcje TM oaz 
zmniejszają syntezę PAI-1, co w efekcie zmniejsza generację włóknika i przy-
spiesza jego rozpad. Silniejszy efekt stymulujący produkcję TM wykazaliśmy 
w przypadku ekspozycji na Prasugrel. Zarówno Tikagrelor, jak i Prasugrel dzia-
łają również prozakrzepowo, zmniejszając syntezę TFPI, co może prowadzić to 
większej generacji włóknika. Uzyskane wyniki wskazują, na istotny wpływ Pra-
sugrelu oraz Tikagreloru na funkcje hemostatyczne śródbłonka. Łączne działania 
tych leków wywierana na płytki i śródbłonek może tłumaczyć większe ryzyko 
krwawień obserwowane u pacjentów w warunkach klinicznych.
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