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Wykaz najczeSciej uzywanych skrotow

ACE

ACEI

ADAMTS13

Angl
Angll
APC
AS
BMPs
CAD
CRP
ECM
F1+2
FPP
GAGs
GGPP
HDL
HMG-CoA

IL-1, -6
LDL
LFA

LPS
MCP-1

(ang. angiotensin converting enzyme) enzym konwertujacy angioten-
syng

(ang. angiotensin converting enzyme inhibitors) inhibitory enzymu
konwertujacego angiotensyne

(ang. disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin type 1
motif, member 13) dezintegryna i metaloproteinaza zawierajaca
domeny podobne do trombospondyny, metaloproteinaza ADAMTS13
(ang. angiotensin 1) angiotensyna |

(ang. angiotensin Il) angiotensyna Il

(ang. activated protein C) aktywowane biatko C

(ang. aortic stenosis) stenoza aortalna

(ang. bone morphogenetic proteins) biatka morfogenetyczne kosci
(ang. coronary artery disease) choroba niedokrwienna serca

(ang. C-reactive protein) biatko C-reaktywne

(ang. extracellular matrix) macierz pozakomorkowa

(ang. prothrombin fragments 1+2) fragment protrombiny 1+2

(ang. farnesyl pyrophosphate) pirofosforan farnezylu

(ang. glycosaminoglycans) glikozaminoglikany

(ang. geranylgeranyl pyrophosphate) pirofosforan geranylogeranylu
(ang. high density lipoprotein) lipoproteina wysokiej gestosci

(ang. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A) 3-hydroksy-3-
metyloglutarylo-koenzym A

(ang. interleukin 1, -6) interleukina 1, -6

(ang. low-density lipoprotein) lipoproteina niskiej gestosci

(ang. lymphocyte function-associated antygen) antygen funkcji limfo-
cytow

(ang. lipopolysaccharides) lipopolisacharydy

(ang. monocyte chemotactic protein 1) biatko chemotaktyczne mono-

cytow typu 1



MMPs

MRNA
NF-xB

OSP
PAI-1

PAR-1

PAR-2

PGlI2

PGN

PPARs

RUNX2/Cfbal

STAT3

TF
TFPI

TGF-p
TNF-a
tPA

VEGF

VICs

(ang. matrix metalloproteinases) metaloproteinazy macierzy ze-
wnatrzkomorkowej

(ang. messenger RNA) przekaznikowy kwas rybonukleinowy

(ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
czynnik transkrypcyjny NF-xB

(ang. osteopontin) osteopontyna

(ang. plasminogen activator inhibitor-1) inhibitor aktywatora
plazminogenu 1

(ang. protease activated receptor 1) receptor aktywowany proteazami
typu 1

(ang. protease activated receptor 2) receptor aktywowany proteazami
typu 2

(ang. prostaglandin I>) prostaglandyna I2, prostacyklina

(ang. peptidoglycan) peptydoglikan

(ang. peroxisome proliferator-activated receptors) receptory ak-
tywowane przez proliferatory peroksysomow

(ang. runt-related transcription factor 2/ core-binding factor subunit
alpha-1) czynnik transkrypcyjny RUNX2/Ctbal

(ang. signal transducer and activator of transcription 3) czynnik tran-
skrypcyjny STAT3

(ang. tisse factor) czynnik tkankowy

(ang. tissue factor pathway inhibitor) inhibitor zaleznej od czynnika
tkankowego drogi krzepnigcia

(ang. transforming growth factor f3) transformujacy czynnik wzrostu 3
(ang. tumor necrosis factor a) czynnik martwicy nowotworow o

(ang. tissue plasminogen activator) tkankowy aktywator plazminoge-
nu

(ang. vascular endothelial growth factor) czynnik wzrostu srodbtonka
naczyniowego

(ang. valve interstitial cells) komorki $rodmigzszowe zastawki

(ang. von Willebrand factor) czynnik von Willebranda



1. Wprowadzenie

1.1 Patobiologia stenozy aortalnej

Zastawkowe wady serca stanowig powazny problem dla zdrowia publicznego na
calym $wiecie. Przy spadku czestosci wystgpowania choroby reumatycznej serca, zwe-
zenie zastawki aortalnej (ang. aortic stenosis, AS) staje si¢ najczestszg wada zastawko-
wa w krajach zachodnich. Czgstos¢ jej wystepowania zwicksza si¢ z wiekiem. Obecnie
AS dotyczy ok. 0,2% os6b pomiedzy 55 a 64 rokiem zycia [1] oraz 2-3% osob powyzej
65 roku zycia [2].

Historycznie, zwapniala AS postrzegana byta jako choroba ,,zwyrodnieniowa”
0sOb w podesztym wieku. Sktonno$¢ do wczesniejszego rozwoju klinicznie istotnej AS
obserwowano jedynie u ok 1% populacji obejmujacej osoby z dwuptatkowa zastawka
aortalng. Wiele badan wskazuje, ze rozwoj i progresja AS sg zwigzane z powszechnie
uznanymi czynnikami ryzyka chordob sercowo-naczyniowych, takimi jak nadci$nienie
tetnicze [3], palenie tytoniu [4], hipercholesterolemia [5], oraz cukrzyca [6]. Obecnie
nie ma jednoznacznej odpowiedzi, czy istnieja czynniki genetyczne predysponujace do
AS, podobnie jak to ma miejsce w przypadku miazdzycy [7]. Zidentyfikowano dotad
kilka mutacji, ktore moga sprzyja¢ wigkszym zwapnieniom w obrebie zastawki aortal-
nej, m.in. mutacja receptora blonowego NOTCHI, allel B genu receptora witaminy D,
allel E4 apolipoproteiny E i polimorfizm receptora estrogenowego alfa [8-10]. U okoto
50% pacjentow z AS stwierdza si¢ jednoczesnie chorobe niedokrwienng serca (ang.
coronary artery disease, CAD), jednak u co drugiego pacjenta z AS nie wystepuja jaw-
ne klinicznie objawy miazdzycy [11].

Prawidtowa zastawka aortalna sktada si¢ z kilku warstw: (1) komorowej, znajdu-
jacej sie od strony lewej komory serca, sktadajacej si¢ z wtokien bogatych w elastyne,
(2) gabczastej, stanowiagcej warstwe tkanki tacznej u podstawy zastawki, w sktad ktorej
wchodza fibroblasty, komorki mezenchymalne oraz macierz zewnatrzkomorkowa boga-
ta w mukopolisacharydy, niezbedne do reorganizacji warstw kolagenu 1 elastyny, (3)
wioknistej, znajdujacej sie od strony aorty, ktora poddawana jest dziataniu duzych sit

$cinajacych. Warstwa wtoknista zbudowana jest glownie z fibroblastow i widkien kola-



genowych utozonych obwodowo. Calo$¢ zastawki majaca styczno$¢ z krwia pokryta
jest warstwa $rodbtonka [12, 13]. W prawidlowych zastawkach aortalnych przewazaja
srodmigzszowe komoérki mezenchymalne przypominajgce fibroblasty (ang. valve inter-
stitial cells, VICs) [14]. We wszystkich trzech warstwach zastawki obserwuje si¢ nie-
liczne makrofagi oraz limfocyty T [15]. Zwykle VICs wydzielaja sktadniki macierzy
zewnatrzkomoérkowej (ang. extracellular matrix, ECM), takie jak: kolagen, fibronekty-
na, glikozaminoglikany (ang. glycosaminoglycans, GAGSs) [16], jak rowniez enzymy
degradujace ECM, w szczegbdlnosci metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowe;j
[17].

W warunkach fizjologicznych w czasie przebudowy (remodelingu) ptatkow za-
stawki aktywowane VICs usuwane sa na drodze apoptozy [18]. Jednak w przypadku
dhugo trwajacej stymulacji komorek proces ten jest zaburzony, w wyniku czego akty-
wowane VICs produkuja w sposob ciggty ECM, co prowadzi do patologicznych zmian

w zastawce [18].

Patogeneza AS obejmuje swoiscie postepujace zwloknienie oraz zwapnienie wraz
ze stopniowym zmniejszaniem si¢ powierzchni ujscia zastawki. Obecna koncepcja roz-
woju AS ktadzie nacisk na role procesu zapalnego wewnatrz ptatkow zastawki aortal-
nej, ktoremu towarzyszy naciek makrofagow, podobnie jak w miazdzycy tetnic. Zwigk-
szone zwloknienie i stan zapalny przyczyniajg si¢ do przebudowy zastawki aortalnej
| powstania ztogow wapnia w obrebie ptatkow zastawki, co jest typowe dla zaawanso-
wanej AS. Mimo wielu patobiologicznych podobienstw pomiedzy AS a miazdzyca
[19], w tym nagromadzenie cholesterolu, naciek komorek zapalnych, neowaskularyza-
cja oraz przebudowa macierzy zewnatrzkomoérkowej, mechanizmy powstawania AS
i CAD sg rozne. Coraz wigcej danych wskazuje, ze VICs odgrywaja kluczowa role
w okreslonych zmianach patologicznych zastawki aortalnej, odpowiadajac za glowne
roznice pomigdzy patobiologia AS oraz miazdzycy [20]. Komorki tego typu sg nieo-
becne w zmianach miazdzycowych.

Kalcyfikacja zastawki aortalnej jest regulowana przez réznicowanie i transforma-
cje VICs w kierunku fenotypu osteoblastycznego w wyniku wspotdziatania szeregu

mechanizméw prowadzacych do wzrostu ekspresji markerow prokalcyfikacyjnych



I prozapalnych, sit biomechanicznych oraz sit §cinajacych. Na poczatku procesu kalcy-
fikacji dochodzi do nagromadzenia si¢ depozytow wapniowych w regionach utlenio-
nych lipidow [21], co prowadzi do zwldknienia ptatka zastawki. Wraz z postepem cho-
roby, zwapnienia rozprzestrzeniaja si¢ na powierzchni catego ptatka zastawki, prowa-
dzac do zaburzen hemodynamicznych. Subpopulacja VICs, ktéra ulega aktywacji
w wyniku uszkodzenia zastawki, roznicuje si¢ do miofibroblastow lub komorek o feno-
typie osteoblastow charakteryzujacych sie ekspresjg specyficznych markerow, takich
jak o-aktyna dla miofibroblastow i fosfataza alkaliczna (ang. alkaline phosphatase,
ALP), osteopontyna (ang. osteopontin, OSP), sialoproteina kosci (ang. integrin-binding
sialoprotein, IBSP), biatka morfogenetyczne kosci -2 i -4 (ang. bone morphogenetic
protein -2, -4; BMP2/4) dla fibroblastow o fenotypie osteoblastycznym [22].
Aktywowane miofibroblasty wraz z komérkami T i makrofagami sa w duzej mie-
rze zaangazowane W przyspieszenie procesu zwioknienia i zwapnienia, czg§ciowo po-
przez ich kluczowg role w aktywacji prozapalnych cytokin, metaloproteinaz macierzy
i biatek bioragcych udziat w odktadaniu wapnia w ptatkach zastawki (np. OSP, osteokal-
cyna, BMP2/4, kostno-chondrogenny czynnik transkrypcyjny, osteoblastyczny czynnik
transkrypcyjny Msx2) [23]. Mechanizmy, ktore przyczyniaja si¢ do zwigkszonej kalcy-
fikacji ptatkow zastawki nie sg do konca poznane, ale wydaje sie, ze nielaminarny prze-
ptyw krwi po stronie aortalnej zastawki, reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen
species, ROS) i prozapalne cytokiny moga by¢ kluczowymi inicjatorami wydzielania
BMP2/4 ze srodblonka zastawki [24, 25]. BMP2/4 moga stymulowaé proces zwapnie-
nia poprzez aktywacje¢ szlakow sygnalizacyjnych Smad1/5/8 i Wnt/p-katenina. Aktywa-
cja Smad indukuje ekspresje gtdéwnego osteoblastycznego czynnika transkrypcyjnego,
jakim jest Runx2 (ang. runt-related transcription factor 2), ktory zwigksza ekspresje
bialek bezposrednio zwigzanych z kalcyfikacja, takich jak OSP, IBSP, osteokalcyna
[26, 27]. BMP2/4 stymulujg rowniez ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego Msx2, istot-
nego dla wewnatrz-btonowej transformacji kostnej. Aktywacja $ciezki sygnatowe]
Wnt/B-katenina prowadzi do zwigkszonej ekspresji ALP przys$pieszajacej proces zwap-
nienia. Ponadto wiele cytokin prozapalnych, takich jak transformujgcy czynnik wzrostu
B (ang. transforming growth factor p, TGF-B), interleukina-1 (ang. interleukin-1, IL-1),

czynnik martwicy nowotworow o (ang. tumor necrosis factor a, TNF-a) oraz metalo-



proteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej-1, -3, -9 (ang. matrix metalloproteinases,
MMP-1, -3, -9) moze aktywowaé¢ w/w szlaki sygnatowe, prowadzac do zwapnienia,
a co za tym idzie, dysfunkcji ptatkéw zastawki [28]. Wiadomo rowniez, ze zwapnienie
zastawki aortalnej moze by¢ przyspieszone przez inne choroby wspottowarzyszace, jak
np. przewlekta choroba nerek [29], cukrzyca [30], niski poziom witaminy D [31], niskie

stezenie wapnia w surowicy [32].

1.2 Bialka krzepniecia krwi w stenozie aortalnej

Liczne badania sugeruja aktywna role biatek krzepnigcia krwi w regulacji wcze-
snej miazdzycy 1 jej dalszego rozwoju [33-36]. Obecnie uwaza si¢, ze duza ekspresja
czynnikoéw krzepnigcia w obrebie wezesnych zmian miazdzycowych oraz lokalne wy-
twarzanie trombiny, a tym samym fibryny, moze stanowi¢ gtéwny ochronny mecha-
nizm przed uszkodzeniem naczyn krwiono$nych [33]. Jednak proces zapalny w obrgbie
Sciany tetnicy, wspierany przez czynniki regulowane przez uktad krzepnigcia, takie jak
adhezja komoérkowa, migracja oraz angiogeneza, moze zwigkszy¢ lokalng generacje
trombiny. Takie dzialanie moze doprowadzi¢ do pojawienia si¢ biatek krzepnigcia po-
chodzenia zarowno ptytkowego, jak i makrofagowego, ktore zaangazowane sg w pro-
dukcje cytokin prozapalnych, zwigkszenie migracji monocytow do blaszki miazdzyco-
wej oraz proliferacje komorek migsni gltadkich naczyn krwionosnych, przyczyniajac si¢
tym samym do progresji choroby [33]. Ponadto fibrynoliza i produkty degradacji fibry-
ny moga uposledza¢ funkcje srodblonka, a to z kolei prowadzi do zwigkszenia prze-
puszczalnosci 1 migracji komorek $rodblonka. Produkty degradacji fibryny rowniez
zwigkszajg chemotaksj¢ monocytow i stymulujg je do produkcji IL-6 [34]. Dostepne
dane wskazuja, ze w warunkach hemostazy komorki $rodbtonka naczyniowego produ-
kuja zaro6wno, przeciwzakrzepowe jak i prozakrzepowe mediatory w celu zapewnienia
prawidlowej hemostazy i zapobieganiu powstawania zakrzepu. Obserwacje te stanowig
uzasadnienie dla hipotezy o istotnej roli zaburzonej hemostazy we wczesnych i zaawan-
sowanych etapach AS. Jezeli tak jest, to powinny istnie¢ kliniczne dowody na zwigk-
szone ryzyko powiktan zakrzepowo-zatorowych u oséb z AS, jak to zostato przekony-

wujaco wykazane w przypadku CAD i miazdzycy innych tetnic. Otto i wsp. wykazali
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zwiekszone ryzyko zdarzen sercowo-naczyniowych, w duzej mierze o etiologii zakrze-
powo-zatorowej u pacjentow z AS [21, 37]. Incydenty te nie wydajg si¢ by¢ zwigzane
wylacznie z towarzyszacg miazdzycg lub innymi wspoltistniejgcymi chorobami, zwiasz-
cza migotaniem przedsionkow.

Istnieje coraz wigcej dowodow, ze rozne czynniki prozakrzepowe i/lub fibrynoli-
tyczne wykazuja zwigkszong ekspresje w tkance zastawek uzyskanych od pacjentow
z AS z lub bez jednocze$nie klinicznie stwierdzonej miazdzycy. Ponadto liczne obser-
wacje wskazujg na zalezno$ci miedzy zapaleniem, a uktadem krzepnigcia w AS [15, 38-
43]. Oba te procesy Scisle wspotdziataja w procesie powstawania AS. Zapalenie prowa-
dzi do nasilenia krzepnigcia krwi, natomiast uktad krzepnigcia istotnie moduluje odpo-
wiedz zapalng, m.in. poprzez aktywacje¢ swoistych receptoréw na monocytach oraz ko-

morkach $rodbtonka, co moze wptywac na produkcje cytokin [44].

1.2.1 Czynnik tkankowy

Czynnik tkankowy (ang. tissue factor, TF) jest transblonowym biatkiem o masie
46-kDa, sktadajacym si¢ z pojedynczego tancucha polipeptydowego o dlugosci 263
aminokwasow, na ktory sktada si¢ zewnatrzkomoérkowa 219-aminokwasowa
N-terminalna cze$¢, transbtonowa 23-aminokwasowa cze$¢, oraz wewnatrzkomorkowa
21-aminokwasowa C-terminalna czes¢ [45, 46]. Istniejg dwie izoformy TF: ,,pelnej dtu-
gosci” (fl)TF (ang. full lenght tissue factor), ktory stanowi integralne biatko btonowe
oraz alternatywnie sktadany (as)TF (ang. alternatively spliced tissue factor), ktory nie
posiada domeny transbtonowej i moze by¢ wydzielany w postaci rozpuszczalnej. (as)TF
moze wykazywa¢ pewng aktywno$¢ prozakrzepowa w przypadku obecnosci fosfolipi-
dow [47], jednak doniesienia na temat rzeczywistej roli (as)TF w krzepnigciu krwi
u ludzi sg sprzeczne [48, 49]. (fl)TF ulega konstytutywnej ekspresji m.in. w komérkach
miesni gladkich §ciany naczyn krwionosnych oraz fibroblastach [50]. Sugerowano, ze
TF, ktory zostat zidentyfikowany w blaszkach miazdzycowych, moze odgrywac zna-
czacg role w rozwoju chorob sercowo-naczyniowych i powiktaniach zakrzepowo-
zatorowych [51]. Postulowano, ze komorki §rodbtonka mogg produkowaé TF in vitro

pod wptywem silnej stymulacji cytokinami [52]; mimo to nadal nie ma bezposrednich
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dowodow na ekspresje TF przez komorki srodblonka u pacjentow z chorobami serco-
wo-naczyniowymi [53]. Osterud i wsp. wykazatl, ze jedynymi komoérkami krwi, ktore sg
zdolne do syntezy TF sg monocyty [53]. Innym Zrédtem TF pochodzgcego z komorek
krwi sg mikroczastki uwalniane przez komoérki wykazujace ekspresje TF [54, 55]. Po
ekspozycji na przeptywajaca krew, TF wiaze si¢ z czynnikiem Vlla. Kompleks TF-
czynnik Vlla katalizuje przemiane czynnika X do Xa, ktory tworzy kompleks protrom-
binazy razem z czynnikiem Va, protrombing oraz jonami wapnia, generujgc tym samym
trombing oraz aktywujac czynnik XIII, stabilizujacy powstajaca fibryng. Aktywnos$é TF
jest regulowana przez jego fizjologiczny inhibitor, inhibitor zaleznej od TF drogi krzep-
nigcia (ang. tissue factor pathway inhibitor, TFPI), ktory nie tylko powoduje zahamo-
wanie katalitycznego kompleksu czynnika VIIa/TF, ale roéwniez bezposrednio hamuje
czynnik Xa [56]. Ekspresja TF wewnatrz platkow zastawki aortalnej zostata po raz
pierwszy odnotowana w kroliczym modelu AS [38]. Antygen TF zostat zidentyfikowa-
ny w obrebie stenotycznych zmian po aortalnej stronie zastawki aortalnej, gdzie procent
obszaru ekspresji TF byt prawie trzykrotnie wyzszy w porownaniu z grupa kontrolng
i wynosit 20 = 3% [38]. Ekspresji TF towarzyszyta rowniez duza infiltracja makrofa-
gow w obrebie zwezonej zastawki [38].

W 2009 roku zidentyfikowano TF w zwezonych zastawkach aortalnych pacjen-
tow z zaawansowang AS bez klinicznie stwierdzonej miazdzycy lub CAD [15]. Procent
obszaréw pozytywnych dla TF u pacjentow z AS byl podobny do tego obserwowanego
na modelu zwierzecym (odpowiednio 20 + 3% vs 24.6 = 6.93%) [38]. U ludzi, podobnie
jak 1 u krolikow, TF byt obecny gldwnie w miejscach bogatych w makrofagi, co moze
sugerowac, ze makrofagi odgrywaja istotng role w lokalnej syntezie TF w AS, oraz Ze
ekspresja TF jest §cisle powigzana z zapaleniem w obrgbie zwezonych ptatkow zastaw-
ki aortalnej. Jednak ekspresja TF byta rowniez obserwowana w obszarach ptatkow,
gdzie liczba makrofagéw byta niewielka lub byly nawet nieobecne [15]. Sugerowano,
ze w takich rejonach TF moze ulegac ekspresji na powierzchni miofibroblastow, 0 czym
$wiadczy nadmierna ekspresja enzymow katabolicznych: metaloproteinaz i katepsyn, co
zostato zaobserwowane zar6wno w zastawkach ludzkich [57] jak i krdliczych [38].

Wykazano, ze zaawansowanie AS jest zwigzane ze zwigkszong ekspresja TF

w obrgbie zwapniatych zastawek aortalnych. U pacjentéw z AS z wysokim gradientem
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przezzastawkowym zaobserwowano dodatnig korelacje pomigdzy procentowsg po-
wierzchnig ekspresji TF w zastawce a maksymalnym oraz $rednim gradientem przezza-
stawkowym, co moze sugerowac, ze zaburzenia hemodynamiki tej wady zastawkowe;j
wzmagaja ekspresje TF w stenotycznych ptatkach zastawki [15]. Co wigcej, stwierdzo-
no dodatnig korelacje migdzy obszarami ekspresji TF oraz cholesterolu LDL (ang. low-
density lipoprotein), co dodatkowo wspiera hipoteze, ze hipercholesterolemia przez
stymulacje powstawania komorek piankowych w platkach zastawki aortalnej i w zmia-
nach miazdzycowych, zwigksza ekspresje TF na powierzchni makrofagow [15]. Stwier-
dzono takze, ze obecnos¢ TF jest powigzana nie tylko z naciekiem komorek zapalnych,
ale rowniez z obszarem zwapnien w zwezonych zastawkach aortalnych [15, 39]. Naj-
wigksza ekspresje TF stwierdzono w silnie zwapniatych fragmentach zastawki aortalnej
w powigzaniu z wysokg aktywnoscig ALP [58] oraz markerem transformacji miofibro-
blastow Runx2 [59], ktory jest niezb¢dny do mineralizacji tkanki. Dodatkowo wykaza-
no ekspresje osteopontyny, fosforylowanej glikoproteiny niekolagenowej, wystepujacej
m.in. w kosciach. Osteopontyna wykazuje silne dziatanie hamujgce procesy zwapnienia
[60]. Jej ekspresj¢ zidentyfikowano w zwapniatych zastawkach aortalnych, gdzie wy-
stgpowata razem z TF oraz depozytami wapnia [39, 60]. Badania in vitro i in vivo wy-
kazaty, ze TF zwigksza wytwarzanie czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego (ang.
vascular endothelial growth factor, VEGF), a tym samym indukuje angiogeneze [61].
Wytworzenie nowych naczyn krwionosnych w tkance zastawki umozliwia trwate pota-
czenie uktadu krazenia ze zwapnialg zastawka aortalng, zwigkszajac wynaczynienie
leukocytow 1 erytrocytow. Nowopowstale naczynia utatwiajg rowniez dostep do war-
stwy wtoknistej zastawki dla szeregu mediatorow zaangazowanych w degeneracje¢ tkan-
Ki. Breyne i wsp. [39] wykazali, ze w zwezonych zastawkach aortalnych formowanie
si¢ nowych naczyn krwiono$nych zwigzane jest z ekspresja VEGF, ktory ulegat wiek-
szej ekspresji w obszarach zwapniatych. Ponadto zastawkowa ekspresja TF oraz VEGF
byly ze soba skorelowane, co sugeruje kluczowe zaangazowanie TF w neowaskularyza-
cj¢ w obrebie zwezonych zastawek aortalnych [39].

Dalsze badania pokazaly, ze aktywacja uktadu krzepnigcia w zastawce na drodze
TF hamowana jest poprzez znaczng ekspresje¢ TFPI, silnego inhibitora czynnika Xa,
w obrebie platkow zastawki pacjentow z AS [39, 62]. Wykazano rowniez, ze TFPI wy-
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stepuje w tych samych obszarach zwapniatej zastawki aortalnej, co TF i protrombina
[62]. Z kolei Breyne i wsp. [39] stwierdzili znaczng ekspresje TFPI w obrebie zastawek
aortalnych u pacjentow z AS, co sugeruje wickszy stosunek TF/TFPI w regionach
zwapniatych i wskazuje na lokalny nadmiar TF [39].

Luszczak 1 wsp. [63] wykazali, ze u niektorych pacjentow z zaawansowang AS
obserwuje si¢ osoczowg aktywnos$¢ TF (0,4-3,4 pmol/l), mierzong za pomocg testu
krzepniecia w osoczu. Pacjenci, ktorzy wykazywali osoczowa aktywnos$¢ TF (34,2%
wszystkich chorych) mieli wyzszy maksymalny 1 $redni gradient przezzastawkowy
w poréwnaniu z osobami bez takiej aktywnosci [63]. Ponadto pacjenci z AS, z wykry-
walnym poziomem aktywnego TF, mieli wigcksza generacje trombiny, niz pozostata
cze$¢ badanych [63]. Te intrygujace obserwacje sugeruja, ze zaawansowang AS, po-
dobnie jak ostre zespoty wiencowe i stabilne CAD [64], charakteryzuje stan pozakrze-
powy z niewielka iloscig aktywnego TF w krazacej krwi, co zwigksza ryzyko powiklan
zakrzepowo-zatorowych. Stan zwigkszonej krzepliwosci jest zwigzany ze stanem zapal-
nym [65], dlatego mozna podejrzewac, ze ogdlnoustrojowy stan zapalny odzwierciedlo-
ny przez zwigkszone stezenie biatka C reaktywnego (ang. C-reactive protein, CRP)
promuje lokalng ekspresj¢ TF. Pomimo braku zwigzku pomi¢dzy zastawkowa ekspresja
TF a poziomem CRP w 0soczu, u pacjentow z AS [15], u ktoérych poziom CRP wynosit
powyzej 3 mg/l, takg zalezno$¢ wykazano zaré6wno dla zastawkowego TF, jak i 0so-
czowego TF.

Dostepne dane wskazuja, ze TF prawdopodobnie odgrywa role w zwapnieniu
I mineralizacji ptatkow zastawki aortalnej, co przyczynia si¢ do progresji i zaawanso-
wania AS. Zaburzona rownowaga pomiedzy TF i TFPI moze wptywa¢ na homeostaze
TF w zastawce aortalnej. Jednak niejasne jest, czy ekspresja TF moze aktywnie inicjo-
wac proces krzepnigcia 1 pozniejszg lokalng generacj¢ trombiny wewnatrz ptatkow aor-

talnych i prowadzi¢ do powstania fibryny.

1.2.2 Protrombina i trombina
Trombina jest wielofunkcyjng proteazg serynowa powstajaca W miejscu uszko-

dzenia naczynia. Trombina przeksztalca fibrynogen w fibryne, aktywuje plytki krwi
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1 wywoluje silny efekt na réznorodne typy komorek, wliczajac komorki $rdédbtonka,
komorki mieéni gladkich naczyn, monocyty, limfocyty T i fibroblasty [66]. Trombina
jest generowana po ekspozycji TF w obecno$ci aktywowanego czynnika VIII oraz
czynnika X. Kompleks protrombinazy sktadajacy si¢ z czynnika Xa, czynnika Va oraz
jondéw wapnia przeksztatca protrombing w trombin¢. Trombina réwniez aktywuje biat-
ko C (ang. activated protein C, APC), naturalny antykoagulant, ktéry hamuje dalszg jej
generacj¢. Kluczows czasteczka regulujacg aktywno$¢ trombiny jest antytrombina, gli-
koproteina osoczowa syntetyzowana gtéwnie w watrobie [67]. Szereg dziatan medio-
wanych przez trombing, ktére moga bra¢ udziat w progresji AS moze réwniez obejmo-
wac zaburzenia czynnosci srodbtonka [68], aktywacje ptytek krwi, komoérek $rodbton-
ka, makrofagéw i1 komorek migéni gladkich naczyn krwiono$nych [66], zwickszenie
migracji leukocytow [69] oraz angiogenezg [70].

Przeprowadzone badania wykazaty ekspresj¢ protrombiny na poziomie tak samo
biatka [62], jak i MRNA [41] w zastawce aortalnej u pacjentow z AS, co sugeruje, ze
trombina moze by¢ tworzona lokalnie. Warto zauwazy¢, ze protrombina Wystgpowata
gléwnie razem z TF i TFPI, jednak niektére obszary pozytywne dla protrombiny znaj-
dowaty si¢ w regionach bez ekspresji TF. Dodatkowo protrombina obecna w obrgbie
zwapnialej zastawki aortalnej korelowata dodatnio z ekspresjg TF [62]. Zaobserwowano
takze korelacje miedzy ekspresja protrombiny a maksymalnym i $rednim gradientem
przezzastawkowym, ktore sg markerami nasilenia AS [62].

Zastawkowa ekspresja trombiny byta réwniez obserwowana w zwezonych ludz-
kich zastawkach aortalnych, gtéwnie po stronie aortalnej ptatkow [39]. Ekspresja trom-
biny pokrywata si¢ z obszarami ekspresji TF oraz OSP [39]. Ponadto a-trombina istot-
nie korelowata z poziomem TF oraz wskaznikiem TF/TFPI w zwapniatych zastawkach
aortalnych [39]. Wykazano, ze OSP ulega proteolizie przez o-trombing, uwalniajgc
N-terminalny fragment OSP, ktory bierze udzial w zapaleniu [39]. Poniewaz ekspresja
trombiny wykazywata korelacj¢ z OSP, mozna spekulowa¢d, ze trombina przyczynia si¢
do zwickszenia reakcji zapalnej w obrgbie zwgzonych zastawek serca [39]. Co ciekawe,
Al-Jallad i wsp. [71] wykazali, ze stymulacja trombing mysich fibroblastow moze istot-
nie zwigkszy¢ ich transformacje w osteoblasty. Podobny proces moze odbywac si¢

w zwezonych zastawkach aortalnych.
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U pacjentéw z AS wykazano, ze systemowa generacja trombiny, ktora jest odzwiercie-
dlona poprzez podwyzszony poziom fragmentow 1+2 protrombiny (F1+2), wiaze si¢
z obszarami zastawek pozytywnymi dla fibryny [40]. Sugeruje si¢, ze zwigkszony stres
$cinajgcy, generowany poprzez zwezong zastawke, powoduje powstanie stanu proza-
krzepowego, czego odzwierciedleniem jest podwyzszony poziom generacji trombiny
1 aktywacji ptytek krwi [72]. Taki stan moze dodatkowo powodowacé progresje AS.
W oparciu o0 dostepne dane, uwaza si¢, ze trombina i protrombina sg zaangazowane

w rozwoj/progresj¢ AS, cho¢ dokladny wktad pozostaje do ustalenia.

1.2.3 Fibrynogen i fibryna

Fibrynogen, rozpuszczalny prekursor fibryny, jest wielofunkcyjng glikoproteina,
ztozong z 2 kopii kazdego z 3 tancuchow polipeptydowych, (AaBpy)2 [73]. Fibrynogen
jest biatkiem ostrej fazy produkowanym w watrobie [74]. Tworzenie fibryny jest ini-
cjowane przez ograniczong proteoliz¢ fibrynogenu przez trombing. Fibrynogen jest
przeksztatcany w fibryn¢ przez uwolnienie dwoch fibrynopeptydéw A (16 reszt) oraz
dwoch fibrynopeptydow B (14 reszt) z tancuchéw Aa oraz Bf [75]. Fibryna jest kon-
cowym produktem krzepniecia krwi, ktory prowadzi do powstania zakrzepu stosunko-
wo opornego na degradacje mechaniczng i enzymatyczng [75, 76].

Obecnos¢ fibryny wykazano w blaszkach miazdzycowych, gdzie moze mie
istotny wplyw na ich rozw¢j [77]. Fibryng wykazano rowniez w duzych ilosciach
w obrebie 1 na powierzchni zastawek aortalnych U pacjentéw z AS, bez klinicznie po-
twierdzonej miazdzycy [40]. Dwie trzecie powierzchni pozytywnej dla fibryny pokry-
wato si¢ z powierzchnig pozytywna dla TF, co sugeruje, ze przeksztalcenie fibrynogenu
w fibryne moze nastgpi¢ w obrebie platkow zastawki [40]. Obszary pozytywne dla fi-
bryny w obrebie ptatkow zastawki korelowaty dodatnio z maksymalnym i srednim gra-
dientem przezzaztawkowym u pacjentéw z cigzka AS bez CAD, co wskazuje, ze wyso-
ki gradient u pacjentow z AS moze wywolaé stan prozakrzepowy [30]. Bioragc pod
uwage brak zwigzku migdzy stezeniem fibrynogenu w osoczu a powierzchnig pozytyw-
ng dla fibryny, lub grubo$cig warstwy fibryny w obrebie zwezonej zastawki aortalnej

u pacjentéw z AS [40] mozna stwierdzié, ze nagromadzenie fibryny w obrebie platkow
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zwapniatej zastawki aortalnej jest raczej konsekwencja ztozonego procesu krzepnigcia
na powierzchni lub wewnatrz tkanki ptatkow.

Istnieje wiele czynnikéw mogacych zmienia¢ wtasciwosci skrzepu, m.in. zwigk-
szone zapalenie lub podniesiona produkcja trombiny [78, 79]. Wiadomo, ze geste
skrzepy fibrynowe sktadajace si¢ z cienkich wiokien sa stosunkowo odporne na lize
[80]. Mimo to nie udato si¢ wykazaé, ze tworzenie bardziej zbitych skrzepow z osocza
ex vivo predysponuje do nagromadzenia si¢ fibryny w zastawkach AS [40]. Warto zau-
wazy¢, ze czas tworzenia si¢ skrzepow fibryny ex vivo sktadajacych si¢ z cienkich wto-
kien wykazywat korelacj¢ z wielko$cig depozytow fibryny w zwapniatych zastawkach.
Co ciekawe, im grubsze byly wtokna fibryny w tworzonych skrzepach, tym grubsza
byta warstwa fibryny po aortalnej stronie zastawek pozyskanych od pacjentow z AS
[40]. To sugeruje, ze zmodyfikowane powstawanie struktury fibryny i tworzenie si¢
skrzepu moze przyczyni¢ si¢ do akumulacji fibryny w zwapniatych zastawkach nieza-
leznie od poziomu fibrynogenu w osoczu. Prawdopodobny mechanizm tgczacy akumu-
lacje fibryny z progresja AS moze obejmowa¢ dodatkowy wktad do calkowitej masy
ECM, ktora przez wzrost objetosci zastawki promuje lokalne unieruchomienie monocy-
tow oraz wspiera miejscowa proliferacje i migracj¢ komorek zapalnych.

Mozna przypuszczaé, ze uktad krzepnigcia krwi, a w szczegdlnos$ci generacja fi-
bryny, przyczynia si¢ do rozwoju i progresji AS, w sposob podobny do tego jaki obser-

wuje si¢ W blaszce miazdzycowe;j.

1.2.4 Czynnik XIII

Czynnik (F)XIII jest tetramerem, skladajacym si¢ z dwoch podjednostek A
i dwoch podjednostek B. Podjednostka A zawiera miejsce aktywne enzymu, natomiast
podjednostka B zapewnia ochron¢ hydrofobowych podjednostek A we krwi. Aktywacja
FXI1Il obejmuje proteolityczne odcigcie przez trombing 37 reszt od podjednostki A,
a nast¢pnie przy udziale jonéw wapnia oddysocjowanie podjednostki B, tworzac ak-
tywny enzym (FXII1a) [81]. FXIIIa jest transglutaminaza, ktora katalizuje tworzenie si¢
wigzan kowalencyjnych pomig¢dzy tancuchami y-y i fancuchami a-o, stabilizujac proto-

fibryle i p6zniejsza strukture skrzepu [81]. FXIII wiagze si¢ do regionu a-C fibrynogenu
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[82]. FXIlla rowniez wiacza antyplazming w struktur¢ skrzepu, ktéra w duzej mierze
przyczynia si¢ do odpornosci skrzepu na liz¢ [83]. Wiadomo jest, ze FXIIIa jest obecny
W cytoplazmie monocytow/makrofagow [84]. W 2012 roku wykazano ekspresje FXIlla,
gtownie po aortalnej stronie zastawki stenotycznej, podobnie jak w przypadku fibryny.
Obserwacje te odnotowano u pacjentow z umiarkowang lub cigzka AS, bez klinicznie
stwierdzonej miazdzycy naczyn wiencowych [41]. Analiza mRNA dla genu F13A po-
kazata jego zwigkszong ekspresje w zastawkach, co dodatnio korelowato z obecnoscig
FXI i fibryny [41]. FXII byt gtéwnie obecny w makrofagach CD163-pozytywnych
(alternatywnie aktywowanych), co sugeruje, ze te komorki sg gldéwnym zrodiem FXIII
w obrebie zwapniatych zastawek [41]. Hipoteze te popiera obserwacja, ze poziom F13A
mRNA korelowat z naciekiem makrofagow w obrebie zwezonej zastawki. Prawdopo-
dobne jest, ze FXIII-A jest uwalniany z alternatywnie aktywowanych makrofagow
w $rodowisku prozapalnym, a tym samym zwigksza 0sadzanie si¢ fibryny w zwezonych
zastawkach aortalnych. Ponadto FXIII-A moze regulowac osadzanie si¢ ECM poprzez
aktywnos¢ transglutaminazy 2, ktora odgrywa rowniez role w réznicowaniu osteobla-
stow [85], a zatem moze przyczyniaé si¢ do zwapnienia zastawki. Co ciekawe, zaob-
serwowano rowniez zwiekszong aktywnos¢ FXIII w osoczu pacjentow z AS, bez kli-
nicznie stwierdzonej miazdzycy [41]. Ponadto, podwyzszona aktywnos¢ FXIII w 0so-
czu u pacjentow z AS byta zwigzana z wigkszg iloscig fibryny na zastawkach [41], co
potwierdza hipoteze, Zze ogolnoustrojowa i lokalna aktywnos$¢ FXIII moze wptywac na

rozwoj AS [41].

1.2.5 Fibrynoliza

Aktywatory plazminogenu: tkankowy aktywator plazminogenu (ang. tissue pla-
sminogen activator, t-PA) oraz aktywator plazminogenu typu urokinazy (ang. urokina-
se-type plasminogen activator, u-PA) konwertuja plazminogen w plazming, kluczowy
enzym biorgcy udziatl w fibrynolizie [86]. Krazacy w 0soczu t-PA, pochodzacy glownie
z komorek $rodbtonka, bierze udzial w wewnatrznaczyniowej aktywacji plazminogenu
I jego aktywnosc¢ jest regulowana przez obecnos¢ fibryny [86]. Natomiast u-PA, ktory

wydzielany jest przez réozne komorki, wigze si¢ ze swoim specyficznym receptorem
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komorkowym u-PAR i odpowiedzialny jest za generacje plazminogenu na powierzchni
komorek [87]. Zdolnos¢ do generowania plazminogenu przez t-PA i u-PA jest kontro-
lowana przez inhibitor aktywatora plazminogenu 1 (ang. plasminogen activator inhibi-
tor, PAI-1), ktory hamuje wewnatrznaczyniowa fibrynoliz¢ [88]. Wsrod wszystkich
sktadnikéw uktadu fibrynolizy, PAI-1 ma kluczowe znaczenie w patofizjologii chorob
uktadu Kkrazenia [88]. W 2013 roku, Natorska i wsp. pokazali zaburzenia fibrynolizy
mierzone w osoczu pacjentow z AS [89], co sugeruje role systemowej hipofibrynolizy
w progresji AS. Wykazano takze, ze u pacjentow z AS czas lizy skrzepu byt dodatnio
skorelowany z gruboscia ptatka zastawki aortalnej, stopniem zwapnienia zastawki oraz
zastawkowg ekspresja fibryny i PAI-1 [89]. Wysuni¢to hipoteze, ze osoby 0 mniejszej
wydajnosci lizy, ze wzgledu na r6zne genetyczne lub/i nabyte czynniki sg bardziej nara-
zone na rozwini¢cie zaawansowanej postaci AS. U pacjentow z AS wydluzony czas lizy
byt skorelowany ze zwigkszong warstwa fibryny w obrebie zastawki aortalnej oraz
wigkszymi ztogami wapnia [89], co wskazuje na zwigzek pomiedzy wydajnoscia cat-
kowitej lizy w krwi krazacej i sktadem zwapnialej zastawki aortalnej. Zaobserwowano
jednoczesnie korelacje pomiedzy hipofibrynoliza, gradientami przezzastawkowymi
| powierzchnig zastawki aortalne;j.

Ostatnio Kochtebane i wsp. [43] pokazali, ze 69% ludzi z AS ma podwyzszony
poziom PAI-1. Zauwazyli oni, ze komorki hodowane ze zwapniatych zastawek uwal-
niaja u-PA, t-PA oraz PAI-1 po umieszczeniu w pozywce, po 24 godz. inkubacji. Po-
nadto t-PA i PAI-1 byly silnie ze sobg skorelowane [43]. Zaobserwowano rowniez, ze
komorki tuczne stanowig dodatkowe zrodto PAI-1 w zwapniatych zastawkach aortal-
nych [90]. Wiadomo, ze w przewleklym zapaleniu profibrynolityczne, przeciwzakrze-
powe komorki tuczne, ktore wytwarzaja aktywne t-PA, zmieniaja si¢ w antyfibrynoli-
tyczny, prozakrzepowy fenotyp, ktory charakteryzuje si¢ wydzielaniem PAI-1 [91].
Mozna wnioskowa¢, ze komorki tuczne sg zaangazowane w lokalnie ostabiong fibryno-
lizg, odkladanie fibryny i kolagenu, a tym samym w progresj¢ AS. Hipoteza ta jest
zgodna z obserwacja dotyczaca obecnosci niewielkich ilosci t-PA w obrebie zwezonej
zastawki aortalnej [89, 43].

Podsumowujac, wydaje sie, ze wysoki poziom ekspresji PAI-1 w obrebie za-

stawki stenotycznej jest zwigzany zar6wno ze zwapnieniem zastawki, jak i z postepuja-
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cym zapaleniem w obrebie zastawki. Pozostaje do ustalenia, w jakim zakresie lokalnie,
a w jakim ustrojowo, mechanizmy hipofibrynolizy mogg uczestniczy¢é w powstawaniu

AS i czy modulacja fibrynolizy moze mie¢ wplyw na progresje AS.

1.2.6 Czynnik von Willebranda

Czynnik von Willebranda (ang. von Willebrand factor, vVWF) jest multimeryczna
glikoproteing osocza, syntetyzowang w komorkach srodbtonka [92] oraz megakariocy-
tach [93]. Pierwotny produkt translacji zbudowany jest z 2813 aminokwasow 0 masie
czasteczkowej 250 kDa, a nastgpnie przechodzi proces dimeryzacji i multimeryzacji do
duzych form VWF 0 masie >20 000 kDa [94]. vWF, ktory ulega ekspresji w komorkach
srodbtonka, megakariocytach i ptytkach krwi jest niezbedny do adhezji ptytek do $rod-
blonka, interakcji pomigdzy ptytkami, jak rowniez agregacji pltytek krwi przy zwick-
szonych naprezeniach $cinajacych. Najwigksze multimery (ang. high molecular weight
multimers, HMWM) vWF s3 najbardziej skuteczne W hemostazie zaleznej od ptytek
[95].

Liczne badania wykazaly, ze sklonno$¢ do krwawien, w wigkszosci z bton $luzo-
wych i przewodu pokarmowego (zespot Heyde’a) jest obserwowany u ok. 20% pacjen-
tow z ciezka AS [96]. Podstawa zwigzku miedzy AS i sktonnosciami do krwawien jest
nabyty zespot von Willebranda, typu 2A, charakteryzujacy si¢ zmniejszong iloscig
HMWM vWEF, co wynika ze zwickszonej proteolizy multimetrow vWF [97]. U pacjen-
tow z AS, zmieniony przeplyw krwi i sity §cinajagce generowane w miejscu zwezenia
zastawki zmieniaja Strukturg czasteczki vWF, prowadzac do ekspozycji wigzania po-
miedzy Tyr842 1 Met843, ktore jest wrazliwe na dziatanie specyficznej metaloproteina-
zy ADAMTS13 (ang. a disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin type
1 motif, member 13) [98]. Chirurgiczna korekcja zastawki u pacjenta z AS normalizuje
rozktad HMWM vWF [96]. Jednak nie wszystkie epizody krwawienia, ktére normalizu-
ja si¢ po wymianie zastawki aortalnej sa zwigzane z obnizong iloscia HMWM vWF
w krazacej krwi [99]. Natorska i wsp. [100] pokazali, ze u pacjentow z AS znaczacy
spadek HMWM oraz zwigkszona proteoliza multimetrow VWF byly zwigzane ze

zwigkszeniem gradientu przezzastawkowego i zmniejszeniem ilosci duzych multime-
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trow vVWE, ktoremu towarzyszyl wzrost generacji trombiny i aktywacji ptytek. Co cie-
kawe, pacjenci z AS z niskim odsetkiem HMWM mieli podwyzszone stezenia marke-
réw generacji trombiny i markeréw aktywacji ptytek m.in. tromboglobuling i rozpusz-
czalny ligand CD40 [100]. Mozna sugerowaé, ze zwigkszona aktywacja krzepnigcia
wraz z ulatwiong interakcja ptytek z komorkami srodbtonka w pewnym stopniu kom-
pensuje niedobor HMWM i zmniejsza¢ ryzyko krwawienia pacjentdéw z AS. Ostatnio
zaobserwowano lokalng ekspresje vVWF w $winskich zastawkach aortalnych [42]. Po-
nadto, swinskie komorki endotelialne zastawki aortalnej stymulowane histaming uwal-
niaty vVWF 1 ADAMTS13 do medium hodowlanego [42]. Dodatkowo, vWF znaczaco
zwigkszyl powstawanie jader kalcyfikacji przez VICs oraz samg kalcyfikacje [42].
Akumulacja tych dwoch biatek w obrebie warstwy podsrodbtonkowej zastawki moze

przyczyniac si¢ do rozwoju i progresji AS.

1.3 Statyny

Statyny to grupa zwigzkow biologicznie czynnych o aktywnosci inhibitoréw re-
duktazy 3-hydroksy-3-metylo-glutarylokoenzymu A (HMG-CoA), ktoéra katalizuje re-
dukcje 3-hydroksy-3-metylo-glutarylo-CoA do kwasu mewalonowego [101]. Zahamo-
wanie produkcji kwasu mewalonowego skutkuje zahamowaniem syntezy poszczegol-
nych zwigzkow w szlaku biosyntezy cholesterolu, m.in. pochodnych pirofosforanowych
zwigzanych z prenylacjg bialek. Odkrycia pierwszego zwigzku z tej grupy, mewastaty-
ny, wyizolowanej z plesni Penicillium citrinum, dokonali japonscy naukowcy AKiro
Endo i Masudo Kuroda w 1976 roku [102]. Statyny obejmuja zwiazki lipofilowe
(atorwastatyna, simwastatyna oraz fluwastatyna) jak i hydrofilowe (rozuwastatyna oraz
prawastatyna), ktore sg powszechnie stosowane od 1987 roku w celu zmniejszenia ste-
zenia cholesterolu we krwi. Statyny, bedace strukturalnymi analogami HMG-Co0A,
w sposob kompetycyjny i odwracalny hamuja reduktaze HMG-CoA (Rycina 1). Bezpo-
srednim skutkiem dziatania statyn jest nasilenie transkrypcji genu kodujacego receptor
cholesterolu LDL na powierzchni hepatocytow, co skutkuje zwigkszonym wychwytem
czasteczek LDL z krwi. W rezultacie dochodzi do zmniejszenia st¢zenia cholesterolu

LDL o0 18-60% i triglicerydow o 10-30% oraz niewielkiego zwigkszenia cholesterolu
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HDL (ang. high density lipoprotein) o ok. 8%. Dane z badan klinicznych i do§wiad-
czalnych nad statynami wskazujg na wiele dodatkowych korzysci wykraczajgcych poza
efekt zmniejszenia st¢zenia cholesterolu. Stwierdzono, ze statyny dziatajg na uktad kra-
zenia przez 1) poprawe funkcji srédbtonka [103], 2) stabilizacje¢ blaszki miazdzycowej
[104, 105], 3) hamowanie uktadu krzepnigcia i stymulacje fibrynolizy [106-108],
4) hamowanie reakcji zapalnej [109], 5) immunomodulacj¢ [110], 6) hamowanie proli-
feracji komorek miesni gtadkich [111] oraz 7) hamowanie przerostu mig$nia sercowego
[112].

HMG-CoA

[ v b
mewalonian

|

pirofosforan

geranylu
(GPP)
pirofosforan pirofosforan
farnezylu » geranylogeranylu
(FPP) (GGPP)
skwalen l
farnezylacja biatek,  geranylogeranylacja
1 gtéwnie Ras biatek, glownie Ras
cholesterol

Rycina 1. Szlak syntezy cholesterolu z uwzglednieniem miejsca dziatania statyn.

Obecnie dominuje poglad, ze zmniejszenie prenylacji biatek jest gtownym me-
chanizmem wystgpowania efektow plejotropowych statyn. Prenylacja wptywa na funk-
cje biatek przez zmiang ich lipofilnosci, konformacji i/lub rozmieszczenia w komorce.
W prenylacji biatek uczestniczy pirofosforan farnezylu (ang. farnesyl pyrophosphate,
FPP) oraz pirofosforan geranylogeranylu (ang. geranylgeranylpyrophosphate, GGPP).
Oba te zwiazki naleza do izoprenoidow, czyli niesteroidowych grup lipidowych, ktore

umozliwiajg zakotwiczenie bialek sygnatowych w btonie komorkowej [113]. 1zopreny-

22



lacja dotyczy gtownie biatek sygnatowych o aktywnosci GTPazy, nalezacych do nadro-
dziny biatek Ras, Rho, Rac, Rab oraz CdC42. Bialka te sg odpowiedzialne glownie za
procesy rearanzacji cytoszkieletu, proliferacj¢, ekspresj¢ molekut adhezyjnych, uwal-

nianie cytokin i ekspresj¢ genéw m.in. IL-1p, IL-6 oraz IL-8 [114].

1.3.1 Przeciwzapalne dzialanie statyn

Liczne badania eksperymentalne od ponad 10 lat wskazuja na efekty przeciwza-
palne statyn, gtownie zwigzane z zahamowaniem prenylacji biatlek Rho, Rac oraz Ras.
Jednym z podstawowych markerow klinicznych wykorzystywanych do oceny toczace-
go si¢ procesu zapalnego jest CRP. Jest to bialko ostrej fazy wytwarzane gldwnie
w watrobie w odpowiedzi na prozapalne cytokiny m.in. IL-6 [115].

U pacjentow z miazdzyca lub o duzym ryzyku incydentoéw sercowo-
naczyniowych statyny zmniejszajg nieznacznie st¢zenie CRP we krwi. Opublikowane
w 1999 roku wyniki badania klinicznego CARE (Cholesterol and Recurrent Events)
pokazaly, Ze leczenie prawastatyna powoduje zmniejszenie stezenia CRP, niezalezne od
stezenia cholesterolu catkowitego i cholesterolu LDL [116]. W 2001 roku opublikowa-
no wyniki kolejnego badania klinicznego PRINCE (Pravastatin Inflammation/CRP Eva-
luation), w ktorym podawano prawastatyng osobom zdrowym oraz z CAD. W obu gru-
pach stwierdzono, ze 24-tygodniowa terapia prawastatyng jest w stanie obnizy¢ poziom
CRP 0 ok. 13% [117]. W badaniu JUPITER (Justification for the Use of statins in
Prevention: an Intervention Trial Evaluatin Rosuvastatin) stosowano rozuwastatyne
w dawce 20 mg u osob zdrowych bez hiperlipidemii i ze zwigkszonym stezeniem CRP
w surowicy. W grupie przyjmujacej statyne stwierdzono zmniejszenie stezenia CRP
w surowicy o ok. 37% [118]. U pacjentéw z ostrym zespotem wiencowym wykazano,
ze simwastatyna jest w stanie zmniejszy¢ poziom CRP oraz IL-6 w surowicy [119].
Wydaje si¢, ze zmniejszenie poziomu CRP moze mie¢ zwigzek z fosforylacja biatka
STATS3 (ang. signal transducer and activator of transcription 3), ktére odpowiedzialne
jest za transdukcje sygnatu podczas prozapalnej stymulacji IL6 [120].

W Dbadaniach in vitro przeprowadzonych na komoérkach srédbtonka stymulowa-

nych LPS stwierdzono, ze statyny hamuja ekspresje cytokin prozapalnych, takich jak:
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IL-1, IL-6 oraz IL-8. Kolejne doswiadczenia na kokulturze komoérek miegsni gladkich
naczyn krwionosnych oraz komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej pokazaty, ze
rozne statyny: simwastatyna, atorwastatyna, fluwastatyna oraz prawastatyna sg w stanie
zahamowac¢ produkcje IL-6 podczas stymulacji LPS [121].

Statyny oddziatuja réwniez na receptory aktywowane proliferatorami peroksy-
somow (ang. peroxisome proliferator-activated receptors, PPAR). Receptory te znajdu-
ja si¢ na terenie jadra komorkowego 1 wpltywaja na ekspresjg wielu genow [122], glow-
nie zaangazowanych w odpowiedz komorki na stan zapalny m.in. aktywacje i prolifera-
cje limfocytow T oraz produkcje 1L-2 [123, 124]. Na podstawie przeprowadzonych do-
$wiadczen stwierdzono, ze dziatanie statynami powoduje pobudzenie receptora PPAR-y
w makrofagach i monocytach, co w efekcie powoduje zmniejszenie produkcji TNF-a
oraz czynnika transkrypcyjnego NF-xB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) [125, 126]. Statyny moga rowniez wigzaé si¢ z integryng
LFA (ang. lymphocyte function-associated antigen) na powierzchni limfocytow T, osta-
biajac ich reaktywno$¢ i zmniejszajac odczyn zapalny. Takie dziatanie jest niezalezne
od receptorow PPAR [127].

Badania przeprowadzone przy uzyciu modeli zwierzecych potwierdzily tez
przeciwzapalne dziatanie statyn. Prawastatyna stosowana w szczurzym modelu zapale-
nia naczyn wiencowych zmniejszata istotnie infiltracje i proliferacje monocy-
tow/makrofagow, jak rowniez ekspresje biatka chemotaktycznego monocytéw typu 1
(ang. monocyte chemotactic protein 1, MCP-1) [128]. W kolejnych doswiadczeniach
stwierdzono, ze stosowanie simwastatyny zmniejszato adhezj¢, toczenie si¢ i transmi-
gracj¢ leukocytow [129]. Dodatkowo simawastatyna wptywata na ekspresj¢ biatek ad-
hezyjnych produkowanych przez §rodbtonek naczyn krwionosnych [130] oraz ekspresje
CD11b przez monocyty [131].
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1.3.2 Przeciwzakrzepowe dzialanie statyn

1.3.2.1 Czynnik tkankowy

Colli i wsp. [132] stwierdzili, ze simwastatyna i fluwastatyna zmniejszajg eks-
presje mRNA dla genu F3 jak i aktywno$¢ TF w hodowlach monocytow/makrofagow.
Efekt ten byt Scisle zalezny od inhibicji NF-kB i byl odwracalny podczas inkubacji
z mewalonianem lub GGPP [132]. Kolejne doswiadczenia z udzialem atorwastatyny,
simwastatyny, prawastatyny, lowastatyny oraz fluwastatyny potwierdzilty efekt inhibicji
NF-kB przez zahamowanie szlaku kinaz RhoA/ROCK regulujacych aktywno$¢ NF-kB
na zmniejszenie ekspresji TF [133]. Simwastatyna zmniejszata rowniez ekspresj¢ TF na
powierzchni komorek $rodbtonka oraz migéni gltadkich aorty, a podanie mewalonianu
znosito ten efekt [134, 135]. Banfi i wsp. [136] dodatkowo zaobserwowali, ze inhibicja
szlaku kinaz Rho/ROCK tylko czg¢sciowo odpowiada za redukcje ekspresji TF przez
komorki $rodbtonka podcezas stymulacji trombing, ktora zwieksza ekspresje TF poprzez
aktywacje receptorow PAR (ang. protease activated receptors), gtéwnie PAR1. Recep-
tory PAR zostaty odkryte w 1991 przez Coughlin i wsp. [137]. Obecnie zidentyfikowa-
no cztery rodzaje receptorow PAR (PARI1-4) nalezacych do grupy receptorow
7-transbtonowych sprzezonych z biatkiem G. Receptory te posiadaja 3 domeny:
N-terminalng, ktora jest na zewnatrz komoérki, domene centralng 7-krotnie przechodzaca
przez btong¢ komorkowa i1 domen¢ C-terminalng znajdujaca si¢ wewnatrz komorki
[138]. Duza ekspresj¢ receptorow PAR wykazuja ptytki krwi, komorki $rodbtonka na-
czyn krwiono$nych, monocyty, limfocyty T, fibroblasty, komérki migsni gtadkich, neu-
rony oraz niektore linie komorek nowotworowych [139]. Cecha charakterystyczng re-
ceptorow PAR jest posiadanie swojego wlasnego ligandu, ktory po proteolizie wigze si¢
nieodwracalnie ze srodkowa zewnatrzkomoérkowa petla tego samego receptora. To po-
faczenie powoduje aktywacje receptora i uruchomienie szlakéw przekazywania sygna-
tow [140].

Trombina aktywuje zarowno receptor PARI, jak i PAR3 i PAR4, natomiast
PAR2 jest aktywowany przez kompleks TF/FVIla i FXa [139]. Simwastatyna oraz ro-
zuwastatyna hamujg efekt aktywacji receptora PAR1 poprzez inhibicj¢ fosforylacji ki-
nazy ERK1/2 (ang. extracellular-signal-regulated kinase 1/2, ERK1/2), co powoduje
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zmiang¢ utozenia PAR1 w btonie komodrkowej. Mechanizm ten jest niezalezny od izo-
prenoidow, ale moze by¢ zalezny od stezenia cholesterolu w btonie komoérkowej [136].

W modelu mysim miazdzycy, z wytagczonym genem apolipoproteiny E, zaobserwowano
obnizenie poziomu TF wraz z zmniejszeniem odczynu zapalnego, ale bez zmiany ste¢ze-
nia cholesterolu [141, 142]. U pacjentéw stosujacych przez 4-6 miesigcy atorwastatyng
zaobserwowano zmniejszenie 0 29% poziomu antygenu TF i o 56% aktywnosci TF
w blaszkach miazdzycowych usunietych z tetnic szyjnych [143]. Podobne wyniki uzy-
skano w blaszkach miazdzycowych usunigtych z tetnic wiencowych pacjentow leczo-

nych statynami [144].

1.3.2.2 Generacja trombiny

Eksperymentalne i kliniczne dane z przeprowadzonych doswiadczen wykazaty,
ze atorwastatyna, simwastatyna oraz prawastatyna moga zmniejsza¢ generacje trombiny
I w konsekwencji ogranicza¢ powstawanie fibryny [106, 145-147]. Zaobserwowano
réwniez ostabienie aktywacji FV i FXIII, zmniejszenie proteolizy fibrynogenu i zwol-
nienie jego konwersji do fibryny, a takze zwigkszenie inaktywacji czynnika FVa i eks-
presji trombomoduliny [148]. Zmniejszenie generacji trombiny zaobserwowano u pa-
cjentéw z hipercholesterolemig lub CAD przyjmujacych simwastatyne 20-40 mg dzien-
nie (mg/d) przez 3 dni oraz u pacjentow leczonych zaré6wno miesigc jak i 3 miesigce
[149-151]. Podobny efekt zaobserwowano u pacjentéw przyjmujacych 40 mg/d atorwa-
statyny [152]. Sanguigni i wsp. [153] stwierdzili, ze u pacjentow z hipercholesterolemia
dawka 10 mg/d atorwastatyny przez 3 dni moze istotnie zmniejszy¢ poziom F1+2
w 0soczu, co potwierdza wczesny efekt antykoagulacyjny, prawdopodobnie zwigzany
ze zmniejszeniem ekspresji ligandu CD40 i jednoczesnym zwigkszeniem ekspresji TF
oraz generacji trombiny [153]. Dodatkowo, zaobserwowano zwigkszenie aktywnos$ci
APC oraz zalezna od niego przyspieszong inaktywacj¢ FVa [142]. Ostabienie konwersji
fibrynogenu do fibryny stwierdzono takze po 3 miesigcach stosowania Simwastatyny
[106]. Potwierdzono réwniez zmniejszenie generacji trombiny w testach in vitro pod

wplywem stosowanej atorwastatyny przy uzyciu automatycznego trombogramu [145].
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1.3.2.3 Trombomodulina

Waznym sktadnikiem mechanizmu antykoagulacji in vivo jest trombomodulina
(TM), biatko znajdujace si¢ na powierzchni srédbtonka naczyniowego. Trombina przy-
facza si¢ do TM, a nastepnie aktywuje biatko C, ktére inaktywuje FVa oraz FVIlia,
niszczac kompleks protrombinazy i tenazy. Komorki srodbtonka mogg uwalnia¢ TM do
krwi, tzw. rozpuszczalna TM, jednak nie ma ona takiej aktywnosci jak TM zlokalizo-
wana na powierzchni $rodbtonka [154, 155]. Zaobserwowano zwigkszenie ekspresji
MRNA genu TM w komorkach $rodblonka po stosowaniu statyn [151, 156, 157].
W?zrost obserwowano juz po 24 godz. od zastosowania atorwastatyny [158]. Innym me-
chanizmem mogacym zwigksza¢ ekspresj¢ trombomoduliny jest synteza tlenku azotu

(ang. nitric oxide, NO) przez komorki srodbtonka [159].

1.4. Inhibitory konwertazy angiotensyny i antagonisci receptora angiotensyny II
Inhibitory konwertazy angiotensyny (ang. angiotensin converting enzyme inhibi-
tors, ACEI) naleza do grupy zwiazkow blokujacych $ciezke renina-angiotensyna-
aldosteron. Pierwsza substancjg z tej grupy jest czynnik zwany BFB (ang. bradykinin
potentiating factor), wyodrgbniony z jadu zmii brazylijskiej Bothrops jararaca w 1965
roku przez Sergio Ferreira. BFB blokowat in vitro rozpad bradykininy oraz przeksztat-
cenie angiotensyny | (Angl) do angiotensyny Il (Angll) przez zahamowanie konwertazy
angiotensyny (ang. angiotensin converting enzyme, ACE) (Rycina 2). Angl jest hormo-
nem peptydowym powstajacym z przeksztalcenia przez rening angiotensynogenu, syn-
tezowanego w nerkach, watrobie, mozgu, sercu i $cianach naczyn krwiono$nych, do
10-aminokwasowego peptydu. W dalszym etapie Angl ulega przeksztalceniu przez
ACE do Angll. Innymi enzymami zdolnymi przeksztatca¢ Angl do Ang II sa chymaza
oraz katepsyna G. Tkankowa frakcja Angll reguluje homeostazg lokalng, natomiast kra-
zaca Angll reguluje homeostazg wodno-elektrolitowa oraz cisnienie krwi [160].
Mechanizm dziatania ACEI polega na hamowaniu ACE i jest identyczny dla
wszystkich lekow z tej grupy. Okoto 90% ACE zlokalizowane jest w $rédblonku na-
czyniowym i w obrebie warstw $ciany naczynia narzagdow takich jak ptuca, nerki, nad-

nercza, mozg, serce, natomiast tylko 10% znajduje si¢ w krwi [161-163].
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Rycina 2. Szlak powstawania angiotensyny Il z uwzglgdnieniem miejsca dziatania inhibitoréw konwerta-

zy angiotensyny (ACEI) oraz antagonistow receptora angiotensyn Il (ARB).

W zalezno$ci od zdolnosci ACEI do hamowania ACE na poziomie tkankowym
mozna podzieli¢ je na dwie grupy: osoczowe (kaptopryl, enalapryl, lizynopryl) oraz
tkankowe (zofenopryl, ramipryl, perindopryl, chinapryl, benazepryl, fozynopryl). Licz-
ne badania dowiodty, ze ACEI poprawiajg funkcje $rodbtonka naczyniowego, powodu-
jac uwalnianie NO, prostacykliny (PGIl.) oraz t-PA [164-166]. Te efekty wiazg si¢
glownie z zahamowaniem rozktadu bradykininy przez ACEI.

Druga grupa lekow dziatajacych na osi renina-angiotensyna-aldosteron sg anta-
gonisci receptora angiotensyny (ang. angiotensyn Il receptor blockers, ARB). Pierw-
szym analogiem peptydowym receptora angiotensyny I, typu 1 (ang. angiotensin Il
receptor type 1, AT1) byla salarazyna opisana w 1971 przez Pals i wsp. [167]. Odkrycie
to przyczynito si¢ do poznania i scharakteryzowania struktury przestrzennej receptora
AT1 oraz wprowadzenia w 1995 roku pierwszego niepeptydowego ARB, losartanu.
Wszystkie ARB wspotzawodniczg z angiotensyng 11, selektywnie blokujg receptor AT.
Réznice pomigdzy poszczegdlnymi ARB polegaja na rdznej sile wigzania do receptora
AT, [168].
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1.4.1 Przeciwzapalne dzialanie ACEI i ARB

Postuluje si¢, ze jednym z gldéwnych mechanizmow przeciwzapalnych ACEI jest
zmniejszenie dost¢pnosci Angll. Obecne wykazano, ze zarowno Angl jak i Angll sty-
muluja komorki $cian naczyn krwiono$nych do produkcji IL-6 oraz powoduja aktywa-
cje NF-«B, ktory odpowiedzialny jest za transkrypcj¢ prozapalnych cytokin. Efekt ten
byt zahamowany po dodaniu losartanu, blokera receptora ATi, oraz nalezacych do
ACEI kaptoprylu i enalaprilu [169, 170]. Badania przeprowadzone na kréliczym mode-
lu miazdzycy pokazaty, ze oprocz zmniejszenia aktywacji NF-xB, ACEI zmniejszaja
réwniez ekspresje MCP-1 w $cianie naczyn, tym samym przyczyniajac si¢ do zmniej-
szenia nacieku monocytow [171]. Niedawne badania przeprowadzone na fragmentach
$ciany aorty pokazaty, ze stosowanie ACEI obnizyto poziom ekspresji mMRNA dla ge-
néw czynnikdw prozapalnych takich jak: IL-74, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1 oraz antyge-
now IL-8 oraz MCP-1 [172]. Badania przeprowadzone na pacjentach poddanych pomo-
stowaniu wiencowo-aortalnemu pokazaty, ze stosowanie ACEI zmniejsza pooperacyjna
zachorowalno$¢ i $miertelno$¢, co moze by¢ zwigzane z obserwowanym zmniejszeniem
poziomu IL-6 w osoczu [173]. U pacjentéw ze stabilng dtawica piersiowa enalapril

i losartan obnizaty o 51% poziom IL-6 w osoczu [174].

1.4.2 ACEI, ARB a uklad krzepniecia

Bardzo niewiele jest doniesien dotyczacych modulowania dziatania uktadu
krzepniecia przez ACEI i ARB. Obecnie wykazano, ze ACEI sg w stanie obnizac eks-
presjc TF w ludzkich monocytach/makrofagach u pacjentow z CAD [175]. Badania
przeprowadzone na ludzkich monocytach wykazaty zdolno$¢ kaptoprylu do redukcji
aktywnosci TF na powierzchni monocytow przed i po indukcji lipopolisacharydami
(ang. lipopolysaccharides, LPS) [176]. Zahamowanie aktywnosci TF na powierzchni
monocytow zaréwno przed, jak i po stymulacji LPS wydaje si¢ by¢ zwigzane ze
zmniejszeniem ogolnej dostepnosci Angll przez kaptopryl [177]. Kolejne badania in
vitro przeprowadzone na monocytach ludzkich potwierdzity skutecznos$¢ kaptoprylu,
fozynoprylu oraz idraprylu w obnizeniu ekspresji mRNA dla genu F3 i antygenu TF

[178]. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem kokultur komorek srodbtonka i mo-
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nocytéw potwierdzity rowniez zdolno$¢ enalaprilu do obnizenia poziomu TF w bada-
nych hodowlach [179].

Dodatkowo wykazano, ze ACEI obnizajg stezenia komplekséw trombina-
antytrombina (TAT) oraz fragmentéw F1+2 [180]. Wydaje si¢ to by¢ zwigzane z dzia-
taniem ACEI na srodblonek naczyniowy, gdzie dochodzi do wzrostu uwalniania NO,
glownie przez zahamowanie rozktadu bradykininy oraz zmniejszenie uwalniania TF ze
srodbtonka, przez ograniczenie lokalnej dostepnosci Angll [181]. U pacjentow z nadci-
$nieniem tetniczym przyjmujacym losartan, zaobserwowano 23% obnizenie poziomu
TF w osoczu krwi [182]. Badania przeprowadzone na pacjentach z nadci$nieniem poka-
zaly zdolno$¢ enalaprilu do obnizenia poziomu F1+2 0 26,3%, w poréwnaniu z pacjen-
tami nieleczonymi [183]. U pacjentéw z CAD po 28 dniach terapii chinaprylem obser-
wowano zmniejszenie poziomu tancucha B trombiny (o 40%), maksymalnego st¢zenia
TAT (0 40%), zmniejszenia aktywacji FV (0 21,8%) oraz maksymalnego wyczerpania
ilosci dostgpnego fibrynogenu (o0 32,7%) w miejscu standaryzowanego nacigcia skory

pacjentow [152].

1.4.3 ACEIl i ARB a uklad fibrynolizy

Dziatanie profibrynolityczne ACEI polega gldwnie na zmianie czynnos$ci $rod-
btonka naczyniowego, efektem czego jest obnizenie poziomu PAI-1 na skutek zahamo-
wania syntezy Angll, oraz wzrostu uwalniania t-PA poprzez zahamowanie rozktadu
bradykininy [184, 185]. Badania przeprowadzone na szczurach z indukowang zakrzepi-
cg tetnicza i zylng wykazaty, ze ACEI zmniejszaja adhezje i agregacje ptytek. Dodat-
kowo, chinarapryl i peryndopryl zmniejszajg generacj¢ trombiny i skracajg czas fibry-
nolizy, co $wiadczy o zwigkszonej aktywacji srodbtonka naczyniowego [186]. Podob-
nych zjawisk nie zaobserwowano jednak u zwierzat, u ktorych nie bylo toczacego sig
procesu zakrzepowego [187]. Sugeruje to, ze skuteczno$¢ dziatania profibrynolityczne-
go ACEI moze zaleze¢ od zwigkszonej aktywnosci uktadu krzepnigcia.

W szczurzym modelu przebudowy naczyhn krwionosnych obserwuje si¢ zwigk-
szenie ekspresji MRNA oraz antygenu PAI-1 w komorkach $rodbtonka aorty oraz tetnic

wiencowych [188]. Zaobserwowano réwniez wzrost uwalniania antygenu PAI-1 przez
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komorki $rodblonka do medium. Podanie imidaprylu skutecznie zahamowato wzrost
poziomu PAI-1 u szczuréw zarowno na poziomie mMRNA jak i antygenu [189].

W klinicznych badaniach porownawczych wykazano, ze u pacjentow po przebytym
zawale serca chinapryl oraz enalapryl obnizaly stezenie antygenu PAI-1 w ciagu 4 ty-
godni leczenia [190]. Silniejsze obnizenie stgzenia antygenu PAI-1 zaobserwowano po
podaniu imidaprylu pacjentom po swiezym zawale serca [191]. Zmniejszenie aktywno-
ci PAI-1 odnotowano réwniez 2 trakcie 4-tygodniowej terapii losartanem, nalezgcym
do ARB [182].
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2. Zalozenia i cele pracy

Odktadanie soli wapnia na zastawce aortalnej jest procesem aktywnym, w ktérym
glowng role odgrywaja komorki zrebu zastawki aortalnej (VICs), ulegajace osteobla-
stycznej transformacji pod wptywem przewlektego procesu zapalnego.

Jednym z gtdéwnych czynnikow ryzyka AS sg hiperlipemia oraz nadcisnienie z po-
wodzeniem leczone odpowiednio statynami i ACEI. Przeprowadzone dotychczas bada-
nia kliniczne nad wptywem statyn i ACEI na progresje AS daty niejednoznaczne wyni-
Ki. Mechanizmy dziatania statyn, ACEI i antagonistow receptoréw angiotensyny na
VICs oraz procesy zapalenia i kalcyfikacji zastawek aortalnych, a takze ekspresje biatek

krzepnigcia sg stabo poznane.

Cele badania obejmowaly nastepujace zagadnienia:

1. Ocena dziatania statyn, ACEI oraz antagonisty receptora angiotensyny na proces
kalcyfikacji VICs izolowanych ze stenotycznych ptatkéw ludzkich zastawek
aortalnych w hodowlach in vitro

2. Ocena zmian ekspresji biatek biorgcych udziat w procesie zapalnym, neowaskla-
ryzacji i biatek uktadu krzepniecia in vitro oraz in loco w ptatkach ludzkich za-

stawek aortalnych pod wptywem statyn, ACEI i antagonisty receptora angioten-
syny.
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3. Pacjenci i metody

3.1 Odczynniki

PoZywki hodowlane i suplementy

Akutaza (PAA Laboratories, Pasching, Austria)

Angiotensyna | (Santa Cruz Biotech., Dallas, USA)

Angiotensyna Il (Santa Cruz Biotech., Dallas, USA)
B-glicerofosforan sodu (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy)

Chlorek wapnia (POCH S.A., Gliwice, Polska)

DMEM z pirogronianem sodu, (PAA Laboratories, Pasching, Austria)
Kolagenaza (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy)

Kwas L-askorbinowy (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy

Kwas mewalonowy (Santa Cruz Biotech., Dallas, USA)

L-glutamina, termostabilna (PAA Laboratories, Pasching, Austria)
Lipopolisacharydy (InvivoGen, Toulouse, Francja)

PBS Dulbecco’s bez jonow Ca?* i Mg?* (PAA Laboratories, Pasching, Austria)
Penicylina/Streptomycyna (PAA Laboratories, Pasching, Austria)
Peptydoglikan (InvivoGen, Toulouse, Francja)

Ptodowa surowica bydleca (PAA Laboratories, Pasching, Austria)
TNF-a (Santa Cruz Biotech., Dallas, USA)

Leki stosowane w hodowli

Atorwastatyna (Zentiva PL, Warszawa, Polska)
Enalapril (TEVA, Warszawa, Polska)
Kandesartan (TEVA, Warszawa, Polska)
Ramipril (TEVA, Warszawa, Polska)
Rozuwastatyna (Zentiva PL, Warszawa, Polska)
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Odczynniki do cytometrii przeplywowej

Przeciwciala anty-a-aktyna FITC, ab11005 (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania)
Przeciwciala anty-wimentyna PE, ab49918 (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania)
Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy)

Odczynniki do immunofluorescenciji

Tissue-Tek O.C.T (Sakura, Torrance, USA)

Surowicza albumina bydlgca, BSA (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy)
Woda ulteniona, H20> (Farmina, Krakow, Polska)

Przeciwciata IgG anty-TF, sc-20160 (Santa Cruz Biotech., Dallas, USA)
Przeciwciata IgG anty-FVII, GTX101238 (GeneTex, Irvine, CA, USA)
Przeciwciata IgG anty-FX, GTX110300 (GeneTex, Irvine, CA, USA)
Przeciwciata IgG anty-FXI, GTX105974 (GeneTex, Irvine, CA, USA)
Przeciwciata IgG anty-PAR1, GTX11603 (GeneTex, Irvine, CA, USA)
Przeciwciata IgG anty-PAR2, GTX70621 (GeneTex, Irvine, CA, USA)
Przeciwciata drugorzedowe antykrolicze-IgG, sprzgzone z FITC, GTX27090, (Gene-
Tex, Irvine, CA, USA)

Odczynniki do analizy ekspresji genow

RNAIlater RNA Stabilization Reagent (Qiagen, Hilden, Niemcy)

Blank qPCR Master Mix (Eurx Ltd, Gdansk, Polska)

GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit (Eurx Ltd, Gdansk, Polska)
NG dART RT kit (Eurx Ltd, Gdansk, Polska)

TagMan Gene Expression Assay (Life Technologies, Carlsbad, USA)

Odczynniki do metody western-blot

Bufor RIPA (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA)
Marker masy C3437 (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy)

Coomassie Brilliant Blue (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy)

Membrana PVDF (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)
Przeciwciala IgG anty-TF, GTX 100808 (GeneTex, Irvine, CA, USA)
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Przeciwciala IgG anty-FX, GTX 110300 (GeneTex, Irvine, CA, USA)
Przeciwciala drugorz¢dowe anty-1gG, GTX27090, (GeneTex, Irving, CA, USA)
Tetrametylobenzydyny (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy)

Pozostale odczynniki i materialy

Bicinchoninic Acid Kit (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy)

Czerwien alizarynowa S (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy)

PBS Dulbecco’s z jonami Ca?" i Mg?" (PAA Laboratories, Pasching, Austria)
Plytki 6-dotkowe do hodowli komoérek (PAA Laboratories, Pasching, Austria)
Phytki 12-dotkowe do hodowli komoérek (PAA Laboratories, Pasching, Austria)

3.2 Grupa badana

Do badania wiaczono 61 chorych ze stwierdzong AS, bez istotnych zmian miaz-

dzycowych, zakwalifikowanych do izolowanej operacji wszczepienia biologicznej lub

sztucznej zastawki aortalnej. Rekrutacja pacjentéw zostala przeprowadzona na oddziale

Kliniki Chor6b Serca, Naczyn i Transplantologii Instytutu Kardiologii Collegium Me-

dicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowskim Szpitalu Specjalistycznym im. Jana

Pawta II. Wszyscy uczestnicy badania wyrazili pisemng zgod¢ na udziat w badaniu.

Badanie uzyskato zgod¢ komisji bioetycznej (Nr KBET/140/B2012).

3.2.1

1.

Kryteria wlaczenia

Ciezka objawowa AS, definiowana jako maksymalna predkos¢ przeptywu krwi
przez zastawke (Vmax) >4 m/s, powierzchnia uj$cia zastawkowego (ang. aortic
valve area, AVA) <1 cm?, indeksu AVA/BSA (wspotczynnika AVA w stosunku
do powierzchni ciata, ang. body surface area, BSA) <0,6 cm?/m?, éredni gra-
dient ci$nien przez zastawke aortalng (ang. mean arotic gradient, AGmean) >40
mm Hg w echokardiografii przezklatkowej wg wytycznych ESC z 2012 [192]
Rytm zatokowy

Brak wrodzonych choréb serca i istotnych wad pozostalych zastawek serca

Brak udokumentowanych angiograficznie istotnych zmian miazdzycowych

(zmniejszenie $wiatla tetnic <50%) w tetnicach wiencowych i tgtnicach szyjnych
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5. Wiek >18 lat

6. Swiadoma, pisemna zgoda na udziat w badaniu

3.2.2 Kryteria wylaczenia

1. Wymagana dodatkowa interwencja kardiochirurgiczna

2. Objawy swiezej infekcji lub zapalenia z CRP >10 mg/l

3. Skaza krwotoczna w wywiadzie

4. Przebyty epizod sercowo-naczyniowy (zawal serca, niestabilna dlawica piersio-
wa, udar mozgu) udokumentowany w karcie informacyjnej leczenia szpitalnego
w ciggu ostatnich 6 miesiecy poprzedzajacych wiaczenie do badania

5. Choroby wspolistniejace: nowotwor zlosliwy, choroby autoimmunologiczne,
niewydolnos$¢ nerek, uszkodzenie watroby, cukrzyca wymagajaca insulinotera-
pii, nadczynno$¢ lub niedoczynno$¢ tarczycy

6. Aktualne stosowanie lekéw immunosupresyjnych, heparyny, doustnych antyko-
agulantow, tienopirydyn i kwasu acetylosalicylowego

7. Brak zgody na udzial w badaniu

U wszystkich badanych przy przyjeciu przeprowadzono badanie podmiotowe
i przedmiotowe. Indeks masy ciata (ang. body mass index, BMI) obliczono, dzielagc ma-
s¢ ciala (w kilogramach) przez wzrost do kwadratu (w metrach). Otylos¢ definiowano
jako BMI >30 kg/m?. Aktualne palenie tytoniu definiowano jako palenie minimum
1 papierosa dziennie. Za nadcis$nienie t¢tnicze uznano wartosci przekraczajgce 140 mm
Hg dla cisnienia skurczowego lub 90 mm Hg dla ci$nienia rozkurczowego, lub leczone
nadcisnienie. Hipercholesterolemi¢ definiowano jako nieprawidlowe st¢zenie w surowi-
cy na czczo jednej lub wigcej frakcji lipoprotein: catkowitego cholesterolu (> Smmol/l),
cholesterolu LDL (>3 mmol/l) i/lub rozpoznane uprzednio z wdrozong farmakoterapia.
Cukrzyce definiowano jako dwukrotne przekroczenie poziomu glukozy na czczo >7,0
mmol/l lub rozpoznang wczeéniej, a pacjent jest w trakcie farmakoterapii. Niewydol-
nos¢ nerek rozpoznawano w przypadku wartoéci GFR <30 ml/min/1,73 m? Uszkodze-

nie watroby definiowano w przypadku przekroczenia wartosci ALT >1,5 raza gornej
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granicy normy. Nadczynno$¢ tarczycy definiowano jako TSH (ang. thyroid-stimulating
hormone) <0,27 ulU/ml, a niedoczynnos¢ jako TSH >4,20 ulU/ml.

3.2.3 Echokardiografia

U wszystkich pacjentdow wykonano badanie echokardiograficzne przezklatkowe
w spoczynku aparatem Phillips ie 33 (Phillips Electronics, Andover, USA) zgodnie
z zaleceniami ESC. Oceniano nast¢pujace parametry echokardiograficzne: liczbe ptat-
kow zastawki aortalnej, Vmax, AVA, AGmean, maksymalny gradient ci$nien przez za-
stawke aortalng (ang. maximal arotic gradient, AGmax), frakcje wyrzutowa (ang. ejec-
tion fraction, EF). AGmean 0raz AGmax byt mierzony za pomocg badania dopplerowskie-
go z uzyciem wzoru Bernoulliego. AVA zostalo obliczone za pomocg rownania ciggto-

Sci.

3.2.4 Badania laboratoryjne

Od wszystkich wtaczonych do badania pacjentow pobrano na czczo krew zylng
24 godziny przed zabiegiem pomigdzy godzing 7.00 a 9.00. Probki krwi pobrane na
EDTA (2,6 ml, K3-EDTA) postuzyly do izolacji materiatu genetycznego pacjentow.
Lipidogram, poziom glukozy, kreatyniny, aminotransferazy alaninowej (ALAT), ami-
notransferazy asparaginowej (AspAT), morfologia krwi obwodowej zostaly oznaczone
za pomocg rutynowych technik laboratoryjnych. Wysokoczute CRP (hs-CRP) byto mie-
rzone turbidymetrycznie w surowicy krwi (Roche Diagnostics, Cambridge, Wielka Bry-

tania).

3.3 Analiza zastawek aortalnych

Platki zastawki aortalnej usunigtej podczas operacji wymiany zastawki postuzyty
do przeprowadzenia:
1) analiz immunofluorescencyjnych antygendéw wybranych czynnikéw zwigzanych
z uktadem Krzepniecia,
2) analizy czynnikow zapalnych, kalcyfikacji, neowaskularyzacji i czynnikéw uktadu

krzepnigcia na poziomie mRNA i biatka w hodowlach VICs.
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3.3.1 Immunofluorescencja

Niezwapniale fragmenty ptatkow zastawki zostaty zanurzone w Tissue Tek-
O.C.T (Sakura, Torrance, CA, USA) w celu utrwalenia tkanki, a nast¢pnie zostaty po-
cigte na kriostacie (Leica Microsystems, GmbH, Vienna, Austria) poprzecznie z frag-
mentu $Srodkowego i z czesci spoidtowej. Skrawki zamrozono na szkietkach (Super-
Frost slides, Menzel-Glaser, Braunschweig, Germany) w -20°C do czasu barwienia
przeciwciatami.

Przed inkubacja z odpowiednim przeciwciatem pierwszorzedowym skrawki na-
wadniano (3 x 3 min) zbuforowanym PBS (pH 7,4), a nast¢pnie inkubowano z 3% H»0>
przez 15 min w temperaturze pokojowej w celu dezaktywacji endogennych peroksydaz
tkankowych. Po wyptukaniu skrawkow w PBS (3 x 3 min) poddano je inkubacji z 3%
BSA w PBS przez 30 min w celu zablokowania niespecyficznych miejsc wigzania prze-
ciwcial. Po tym czasie skrawki inkubowano przez 12 godzin w temperaturze 4°C
z pierwszorzedowym przeciwciatem rozcienczonym 1:100 przeciwko TF (sc-20160),
FVII (GTX101238), FX (GTX 110300), FXI (GTX105974), receptorom PAR1
(GTX116035) lub PAR2 (GTX70621), (TF firmy Santa Cruz Biotech., Dallas, USA,
pozostate GeneTex, Irvine, CA, USA). Po odptukaniu nadmiaru przeciwciat skrawki
inkubowano z przeciwciatami drugorzedowymi sprzezonymi z fluorochromem: izotio-
cjanianem fluoresceiny (1:500, FITC, kolor zielony, AbD Serotec, Oxford, Wielka Bry-
tania) lub fikoerytryng (1:500, PE, kolor czerwony, AbD Serotec, Oxford, Wielka Bry-
tania). Wszystkie przeciwciata rozcienczano za pomocg 1% BSA. Kontrolg negatywna
stanowily skrawki barwione tylko przeciwciatami drugorzgdowymi lub/i przeciwciala-
mi izotypowymi (zamiast odpowiednich przeciwcial pierwszorzgdowych). Skrawki ana-
lizowano przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego (Nikon Eclipse 50i) wyposazo-
nego w kamere 1 odpowiednie oprogramowanie (Motic Images Advanced 3.2). Po-
wierzchni¢ immunopozytywng dla poszczegolnych antygendw wyznaczono przy pomo-
Cy nastgpujacego wzoru:
suma immunoreaktywnych powierzchni (w 10 polach widzenia)/ catkowita powierzch-
nia skrawka [193].
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3.3.2 Pomiar ekspresji mRNA wybranych genéw we fragmentach zastawek

3.3.2.11zolacja mRNA z homogenizatow platka zastawki

Fragment zastawki przeznaczony do izolacji mRNA zostal natychmiast po po-
braniu umieszczony w roztworze buforu stabilizujagcego RNA (RNALater, Qiagen, Hil-
den, Niemcy) na 24-48 godziny a nastepnie przeniesiony do -80°C. Zamrozone platki
zastawki aortalnej podzielono na fragmenty odpowiadajace stopniu zwapnienia zastaw-
ki, odpowiednio: O — brak zwapnien, 1 — zgrubienie bez obecnych duzych ztogéw, 2 —
fragmenty zwapniate. Tak przygotowane fragmenty zostaly zhomogenizowane przy
uzyciu Mikro-Dismembrator S (Satorius Stedim Biotech, Gottingen, Niemcy) przez 3
min 1500 rpm. RNA wyizolowano przy uzyciu zestawu GeneMATRIX Universal RNA
Purification Kit (Eurx, Gdanska, Polska), zgodnie z instrukcja producenta. Odwazono
odpowiednio 40-70 mg homogenatu, a nastepnie dodano 400 pl buforu RL zawieraja-
cego B-merkaptoetanol i doktadnie wymieszano przez worteksowanie. Probke zwirowa-
no przy predkosci 12 000 x g przez 3 min. Supernatant przeniesiono do minikolumny
homogenizacyjnej umieszczonej w 2 ml probéwce i wirowano przez 2 min przy pred-
kosci 12 000 x g. Do przesaczonego lizatu dodano 350 pl 70% etanolu i wymieszano za
pomoca pipety. Nastepnie przeniesiono mieszaning na kolumn¢ wigzaca RNA, ktorg
wirowano przez 1 min przy predkosci 11 000 x g w celu zwigzania catkowitego RNA.
Nastepnie kolumne przeptukano dodajac 400 pl buforu Wash DN1 i odwirowano 1 min
przy predkosci 11 000 x g. Po umieszczeniu kolumny w nowej probowce 2 ml, przeptu-
kano ja ponownie uzywajac 650 pl buforu Wash RBW a nastgpnie zwirowano 1 min
przy predkosci 11 000 x g. Po kolejnym przeptukaniu kolumny 350 pl buforem Wash
RBW, zostala ona zwirowana przez 2 min przy predkosci 11 000 X g, a nastepnie
umieszczona w nowej probowce typu eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. W celu elucji
RNA do kolumny dodano 50 pl wody wolnej od rybonukleaz i zwirowano 1 min przy
11 000 x g. Wyizolowane probki RNA trzymano na lodzie do czasu zmierzenia st¢zenia
1 czystosci RNA przy uzyciu aparatu Picol00 (Picodrop LTD, Saffron,Walden, Wielka
Brytania). Otrzymane RNA postuzyto do przeprowadzenia syntezy cDNA 1 analizy

ekspresji badanych genéw. Pozostale RNA umieszczono w temperaturze -80°C.
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3.3.2.2 Synteza cDNA

Do przeprowadzenia syntezy cDNA uzyto zestawu do odwrotnej transkrypcji
(ang. reverse transcription, RT) NG dART RT kit (Eurx, Gdansk, Polska). Do kazdej
reakcji uzyto 4 pg RNA w objetosci 5 pl i 15 pl koktajlu RT, zawierajacego bufor
z jonami Mg?*, oligo(dT)z0, nukleotydy oraz enzym odwrotng transkryptaze. Probki
inkubowano w 50°C, przez 30 min w celu przepisania mRNA na cDNA przez enzym
odwrotng transkryptaze, a nast¢pnie w 85°C przez 5 min w celu zahamowania reakcji.
Kazdg probke rozcieniczono do stezenia cDNA 50 ng/ul, dodajac 60 pl wody 1 umiesz-
czono w -20°C.

3.3.2.3 Analiza ekspresji genoéw za pomoca lancuchowej reakcji polimerazy
w czasie rzeczywistym (Real — time PCR)

Zsyntetyzowane nici cDNA wykorzystano do przeprowadzenia oznaczenia eks-
presji mRNA wybranych genéw. W tym celu zastosowano zestaw Blank qPCR Master
Mix (Eurx) oraz zestawy sond TagMan Gene Expression Assay (Life Technologies,
Carlsbad, USA) dla mRNA nastepujacych genow: IL-1f — interleukina 1B, IL-6 — inter-
leukina 6, BMP2 — czynnik morfogenetyczny kosci 2, F3 — czynnik tkankowy, F10 —
czynnik krzepnigcia X, RUNX2/Cfbal —czynnik transkrypcyjny Runx2, SPP1 - osteo-
pontyna, IBSP — sialoproteina kosci, geny metabolizmu podstawowego jako geny refe-
rencyjne: GAPDH — dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego). Dla kazdego ge-
nu przygotowano mieszaning reakcyjng o catkowitej objetosci 23 ul ztozong z: 12,5 pl
PCR Master Mix, 0,3 ul ROX Solution 25 uM, 1,25 pl odpowiedniej sondy, 8,95 ul
wody wolnej od nukleaz. Mieszaning natozono na ptytk¢ 96-dotkowa, a do kazdego
dotka dodano 2 pl odpowiedniego cDNA. Po zwirowaniu ptytki przez 2 min 3000 rpm
w temperaturze pokojowej, umieszczono jg w termocyklerze ABI 7900 HT Real-time
PCR System (Life Technologies, Carlsbad, USA). Podczas reakcji PCR nastepowata
wstepna 10 minowa denaturacja nici DNA w temperaturze 95°C i aktywacja polimerazy
DNA. Nastepnie probki cDNA byly powielane w 45 cyklach, sktadajacych si¢ z denatu-
racji (15 sekund w 94°C), hybrydyzacji odcinkéw starterowych i elongacji (60 sekund

w 72°C). Na podstawie rejestracji sygnatu fluorescencyjnego zachodzacego po kazdym
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cyklu uzyskano wartosci Ct (ang threshold cycle, cykl graniczny) dla kazdej probki
[194].

Analiza otrzymanych danych zostata wykonana przy pomocy oprogramowania
DataAssist v3.0 (Life Technologies). W pierwszej kolejnosci wykonano normalizacje
warto$ci Ci badanych gendéw wzgledem genow referencyjnych GAPDH oraz ACTB.
Nastepnie od wartosci Ct badanego genu odjeto warto$¢ Ci probki kontrolnej, a zmiane
ekspresji genu wyrazono jako 244t [165]. Relatywna zmiane poziomu ekspresji bada-

nych gendéw mierzono w odniesieniu do fragmentdw niezwapnianych zastawki.

3.3.3 Ocena ilosci wapnia w homogenizatach zastawek

Ilosciowy pomiar wapnia W homogenizatach wykonano w Instytucie Katalizy i Fi-
zykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk wg modyfikacji wcze-
$niej opisanej metody [196] przy uzyciu testu Calcium Colorimetric Assay Kit (Gene-
tex, Hsinchu City, Tajwan). Odwazono odpowiednio 100-150 mg homogenizatu za-
stawki 1 umieszczono w 1,5 ml probéwce typu eppendorf, nastgpnie dodano 500 ul 0,5
M HCI i inkubowano w 4°C przez 24 godziny w celu uwolnienia jonéw wapnia ze
zwapnien. Po tym czasie probki zostaly zwirowane 5 min przy 12 000 x g. Do 96-
dotkowej ptytki przeniesiono po 50 pl supernatantu oraz standardéw o stezeniach od 0,1
do 25 mM Ca?*. Wszystkie oznaczenia oraz standardy wykonano w duplikatach. Na-
stepnie dodano 90 pl Chromogenic Reagent oraz 60 pl Calcium Assay Buffer 1 inkubo-
wano w ciemnosci 10 min. Odczytu absorbancji dokonano przy uzyciu czytnika spek-
trofotometrycznego przy dtugosci fali 575 nm. Stgzenie jonéw wapnia przeliczono na

objetos¢ probki, a nastgpnie na wage homogenizatu.

3.4 Hodowla VICs

3.4.1 Izolacja komorek z zastawki aortalnej
VICs wyizolowano z zastawek aortalnych wedlug wczesniej opisanej metody
[197]. Platki zastawki aortalnej pobrane od pacjentow podczas operacji przeptukano

cieptym PBS i umieszczono w roztworze kolagenazy (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy)
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o stgzeniu 2,4 mg/ml, rozpuszczonej w pozywce hodowlanej DMEM. Tak przygotowa-
ne fragmenty zastawek inkubowano w 37°C przez 30 min w celu usunigcia warstwy
srodbtonka. Wytrawione zastawki umieszczano nast¢pnie w roztworze 0,8 mg/ml kola-
genazy w DMEM 1 inkubowano 37°C przez nast¢pne 3 godziny. Uzyskang zawiesine
komorek wirowano (200 x g) w temperaturze pokojowej przez 2 min w celu usunigcia
niestrawionych fragmentéw tkanki. Uzyskany supernatant wirowano w 1100 x g przez
8 min. Pelet komoérek zawieszono w pozywce hodowlanej DMEM z dodatkiem 10%
plodowej surowicy bydlecej (ang. fetal bovine serum, FBS), 2 mM glutaminy, 100
IU/ml penicyliny i 100 mg/ml streptomycyny (wszystkie odczynniki z PAA Laborato-
ries, Pasching, Austria). Zawiesine komérek w butelce hodowlanej 25 cm? umieszczono
w inkubatorze ze statg temperaturg 37°C 1 8,5% CO.. Po 24 godzinach pozywka zostata
zmieniona w celu usuni¢cia martwych komorek.

Pozywke zmieniano co 3 dni. Pasaz do butelki 75 cm? przeprowadzano po zaje-
ciu przez komorki okoto 90% powierzchni dna naczynia. W tym celu komorki ptukano
dwukrotnie roztworem PBS bez jonéw wapnia i magnezu, aby usungé¢ nadmiar tych
jonow z pozywki, po czym oddzielono komorki z dna naczynia uzywajac roztworu Ac-
cutase® Solution (PAA Laboratories, Pasching, Austria). Nastgpnie zawiesing komorek
odwirowywano przez 5 min (800 x g) w temp. pokojowej. Po usunigciu supernatantu,
pelet zawieszano w pozywce i umieszczano w kolejnych naczyniach hodowlanych
o powierzchni 75 cm?. Do do$wiadczen uzywano komorek pomiedzy drugim a pigtym

pasazem.

3.4.2 Ocena czystosci otrzymanych hodowli komoérkowych

Komoérki hodowane oceniano pod wzgledem ekspresji biatek a-aktyny i wimen-
tyny, ktorych obecnos¢ jest cecha charakterystyczng dla VICs. W tym celu do probowki
cytometrycznej przenoszono 500 ul zawiesiny komérek o catkowitej liczbie 1*10°, do-
dano 500 pl 8% roztworu paraformaldehydu i inkubowano 30 min w temp. pokojowe;.
Nastepnie odwirowano 800 x g, przez 5 min a pelet zawieszono w 1 ml 0,1% roztworu
Triton X-100 w celu permabilizacji blony komodrkowej. Po tym czasie komorki dwu-
krotnie przeptukano 1 ml PBS bez jonéw wapnia i magnezu, wirujac 800 x g przez

5 min Do tak przygotowanej zawiesiny komorek dodano po 10 pl przeciwcial anty-o-

42



aktyna (2,6 mg/ml) sprzgzonych z FITC (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania) oraz
anty-wimentyna (0,1 mg/ml) sprz¢zonych z PE (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania).
Zawiesing inkubowano 30 min w temp. Pokojowej, a nastepnie analizowano na cytome-

trze przeplywowym FACS Calibur (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, USA).

3.4.3 Stymulacja hodowli komérkowej

W celu zainicjowania procesow zapalnych VICs zostaly wysiane w ilosci
5*10°/dotek i 48 godz. pdzniej zostaty poddane inkubacji z TNF-a, peptydoglikanem
(ang. peptidoglycan, PGN) oraz LPS. Stezenia stymulantow dobrano na podstawie da-
nych literaturowych z wiasnymi modyfikacjami [198-200]:

TNF-a: 1 ng/ml, 10ng/ml, 50 ng/ml
PGN: 1 pg/ml, 5 pg/ml; 10 pg/ml
LPS: 100 ng/ml, 200 ng/ml, 500 ng/ml

Celem okreslenia wptywu uktadu angiotensyny na hodowle VICs na podstawie
danych literaturowych [201-203] dobrano stezenia Angl i Angll: 0,1 uM, 1 uM, 10uM.

Wybrane stezenia substancji stymulujacych postuzyty do przeprowadzenia
wstepnych doswiadczen i1 okreslenia najmniejszej dawki powodujacej wzrost procesu
zapalenia oraz kalcyfikacji, ktora pozniej postuzyta do okreslenia wptywu statyn oraz
ACEI na procesy zapalne, kalcyfikacje i ekspresje biatek uktadu krzepnigcia.

Okreslenia wptywu statyn 1 ACEI dokonano, stosujac 24 godz. preinkubacje od-
powiednich lekéw przed dodaniem substancji stymulujacych.

Leki podawano w objetosci 20 pl/dotek. Wszystkie leki ze wzglgedu na swoja ni-
ska rozpuszczalno$¢ w wodzie zostaty rozpuszczone w dimetylosulfotleneku (DMSO,
ang. dimethyl sulfoxide) i przechowywane w —80°C. Bezposrednio przed przeprowa-
dzeniem doswiadczenia leki byly rozmrazane 1 dodatkowo rozcieficzane w PBS, tak aby
koncowe stgzenie DMSO wynosito 0,01%. Kontrole w/w eksperymentéw stanowity

komorki, do ktorych zamiast lekow dodano 20 ul PBS z 0,01% DMSO.
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3.4.3.1 Statyny
W celu udowodnienia udziatu szlaku cholesterolowego w procesach zapalnych,
kalcyfikacji i uktadu krzepniecia prowadzacych do rozwoju stenozy aortalnej zaplano-

wano nastgpujacy model in vitro (Rycina 3):

VICs
5x10° komérek/dotek
y N
atorwastatyna rozuwastatyna
0,1 uM, 1 pM lub 10 pM 0,01 uM, 0,1 puM lub 1 pM

N /h

stymulacja prozapalna
TNF-a 10 ng/ml, PGN 10 pg/ml lub LPS 200 ng/ml

ekspresja mRNA na ekspresja biatek kalcyfikacja

poziomie mRNA (Western blot,
(real-time PCR) immunofluorescencja),

kalcyfikacja

Rycina 3. Schemat przeprowadzonych doswiadczen z uzyciem statyn

W celu potwierdzenia dziatania statyn na badane procesy zachodzace w steno-
tycznych zastawkach aortalnych dodano mewalonianu, ktorego synteza zostaje zaha-
mowana pod wpltywem statyn. W tym celu dokonano dodatkowych do$wiadczen in

vitro wg nastepujacego schematu (Rycina 4):
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VICs

5x10° komérek/dotek
24 h 24 h
atorwastatyna rozuwastatyna
1 uM lub 10 uM 0,1 uM lub 1 pM
+

+
mewalonian 10 pM mewalonian 10 uM

24\ ﬁ h

stymulacja prozapalna
TNF-a 10 ng/ml, PGN 10 pg/ml lub LPS 200 ng/ml

8h 48 h 14 dni
ekspresja mRNA na ekspresja biatek kalcyfikacja
poziomie mRNA (Western blot,
(real-time PCR) immunofluorescencja),
kalcyfikacja

Rycina 4. Schemat przeprowadzonych doswiadczen z uzyciem statyn oraz dodatku mewalonianu

3.4.3.2ACEI

W celu udowodnienia udzialu szlaku angiotensyny w procesach zapalnych, kal-
cyfikacji i uktadu krzepniecia prowadzacych do rozwoju stenozy aortalnej zaplanowano
model in vitro z zastoswaniem ACEI: enalaprilu i ramiprilu, oraz ARB: kandesartanu

nastepujacy model in vitro (Rycina 5) :
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VICs

5x10° komérek/dotek
24 h 24 h 24 h
enalapril ramipril kaldesartan
0,1 uM, 1 pM lub 10 pM 0,1 uM, 1 pM lub 10 pM 10 uM
N‘ /t h 24 h
stymulacja Angl 1 pM stymulacja Angll 1 uM
3h 48 h 14 dni
ekspresja mRNA na ekspresja biatek kalcyfikacja
poziomie mRNA (Western blot,
(real-time PCR) immunofluorescencja),

kalcyfikacja

Rycina 5. Schemat przeprowadzonych doswiadczen z uzyciem enalaprilu, ramiprilu oraz kandesartanu

3.4.4 Pomiar ekspresji mRNA w hodowlach komoérkowych

Analize zmiany ekspresji badanych genow przeprowadzono po 8 godz. inkubacji
z wiw stymulantami. Do 6-dotkowych ptytek wysiano komorki (5*10° komoérek) w me-
dium hodowlanym DMEM a po 24 godz. medium wymieniono na DMEM bez surowicy
i antybiotykéw. Po kolejnych 24 godz. przystagpiono do doswiadczen wg schematu
z rozdziatu 3.4.3.

RNA zostato wyizolowane z hodowli VICs przy uzyciu zestawu GeneMATRIX
Universal RNA purification Kit (Eurx), zgodnie z instrukcja producenta. Komorki pod-
dano lizie poprzez dodanie 350 ul buforu RTL Plus zawierajacego -merkaptoetanol.

Lizat komorek przeniesiono na kolumng homogenizacyjng i postepowano tak jak opisa-
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no w punkcie 3.3.2.1. Syntez¢ cDNA i ekspresje wybranych genéw przeprowadzono jak
opisano w podrozdziatach: 3.3.2.2 1 3.3.2.3.

3.4.5 Immunofluorescencja

VICs wysiano na szkietko hodowlane 4-dotkowe, a nastepnie przeprowadzono
doswiadczenia zgodnie z podrozdziatem 3.4.3. Po 3 dniach hodowli medium usunigto,
a komorki przeptukano 2-krotnie PBS-em bez jonéw wapnia i magnezu. Tak przygoto-
wane komorki utrwalono 2% paraformaldehydem przez 15 min w temp. pokojowe;.
Nastepnie po wyptukaniu szkietek w PBS poddano je inkubacji z 3% BSA w PBS przez
30 min w celu zablokowania niespecyficznych miejsc wigzania przeciwciat. Inkubacje¢
z przeciwciatami pierwszo i drugorzedowymi przeprowadzono tak jak opisano w pod-
rozdziale 3.3.1. Kontrolg negatywng stanowity hodowle VICs barwione tylko przeciw-
ciatami drugorzgdowymi lub/i przeciwciatami izotypowymi (zamiast odpowiednich

przeciwcial pierwszorzedowych).

3.4.6 Ocena kalcyfikacji komorek

Oceng¢ kalcyfikacji przeprowadzono W Instytucie Katalizy i Fizykochemii Po-
wierzchni im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk wg modyfikacji wczesniej opisanych
metod [197, 204]. Przygotowane komorki wysiano na 12-dotkowe plytki i pozostawio-
no w medium hodowlanym na 24 godz. Nastepnie usuni¢to medium hodowlane i doda-
no medium osteogenne, zawierajace B-glicerofosforan, CaCl,, kwas askorbinowy wraz
z jednym z lekéw, a po 24 godz. odpowiedni stymulant (zgodnie z opisem w podroz-
dziale 3.4.3). Medium z w/w czynnikami zmieniano co 3 dni. Po 14 dniach hodowli
komorki zostaly przeptukane 2-krotnie PBS-em bez jondw wapnia i magnezu, a nastep-
nie utrwalone w 10% paraformaldehydzie przez 15 min w temp. pokojowej. Utrwalone
komorki przeptukano dwukrotnie dH20 a nastepnie wybarwiono jadra kalcyfikacji przy
uzyciu 40 mM roztworu czerwieni alizarynowej (ARS) o pH 4,1. Nadmiar niezwigzane;]
ARS usunigto, ptuczac komorki 4-krotnie w dH20. W celu ilosciowej analizy kalcyfi-
kacji dokonano spektrofotometrycznego pomiaru zwigzanej z jadrami kalcyfikacji ARS
wg wczesniej opisanej metody z modyfikacjami [166]. Zwigzana ARS zostata odbar-

wiona przy uzyciu 1 ml 10% kwasu octowego. Nastgpnie do 800 ul powstatego roztwo-
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ru dodano 200 ul 10% wody amoniakalnej w celu zobojetnienia dziatania kwasu. Po-
miaru zwigzanej ARS dokonano na ptytce 96-dotkowej przy dlugosci fali 405 nm.
Pozostale po pomiarze komorki przytwierdzone do podtoza zostaly zlizowane
poprzez dodanie 100 pl M-PER™ Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo
Scientific, Cambridge, USA). Uzyskany lizat przeniesiono do probowek i przechowy-
wano w temperaturze -20°C w celu p6zniejszego pomiaru biatka metoda BCA (metoda

z kwasem bis-cynchoninowym).

3.4.7 Ocena aktywnosci fosfatazy alkalicznej (ALP)

Oceng aktywnosci fosfatazy alkalicznej dokonano W Instytucie Katalizy i Fizyko-
chemii Powierzchni im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk wg wcze$niej opisanej me-
tody z modyfikacjami [200]. Komorki wysiano na 6-dotkowe ptytki i pozostawiono
w medium hodowlanym na 24h. Nastepnie dodano odpowiedni stymulant lub kombina-
cj¢ stymulant/lek (zgodnie z opisem w podrozdziale 3.4.3). Hodowle prowadzono przez
kolejne 48h. Nastgpnie komorki zostaty poddane lizie przy uzyciu 150 ul M-PER™. W
celu oznaczenia aktywnos$ci ALP, 20 pl lizatu zostalo przeniesione na plytki 96-
dotkowe, dodano 180 pul buforu glicynowego o pH 9,0 (0,1 M glicyloglicyny, 10 mM
MgCl, oraz 10 mM p-nitrofenolu), a nastgpnie inkubowano 1 godz. w temp. 37°C. Re-
akcje barwng zatrzymano przy uzyciu 0,5M NaOH, a absorbancj¢ zmierzono przy dtu-
gosci fali 405 nm. Aktywno$¢ ALP zostata odczytana w oparciu o krzywga standardowa
I normalizowana o st¢zenie bialka zmierzone metodg BCA. Wynik wyrazono jako
pU/mg biatka.

3.4.8 Pomiar bialka metoda BCA (metoda z kwasem bis-cynchoninowym)

W celu oznaczenia biatka wykorzystano komercyjnie dostepny zestaw Bicin-
choninic Acid Kit (Sigma-Aldrich). Zgodnie z instrukcjg oznaczenie wykonano na 96-
dotkowych ptytkach, na ktére naniesiono po 25 pl lizatéw komoérkowych oraz standar-
déw biatka w ilosci od 20 do 100 pg, a nastepnie dodano 200 pl mieszaniny reakcyjne;j
BCA (1 cze$¢ reagentu A + 8 czesci reagentu B). Plytke inkubowano 30 min w 37°C,
a nastepnie odczytano absorbancj¢ przy dlugosci fali 562 nm. Stezenia biatka odczytano

w oparciu o krzywa standardowg.
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3.4.9 Analiza ekspresji TF i FX na poziomie bialka metoda Western blot.

Komorki VICs poddano lizie w buforze RIPA (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA, USA) zawierajacym mieszaning inhibitora proteazy i fosfatazy (Sig-
ma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) przez 30 min na lodzie (co 5 min wytrzasajac). Prob-
ki wirowano przy predkosci 10 tys. rpm przez 10 min w 4°C. Nadsgcz porcjowano po
20 pl. Ekstrakty przechowywano w temperaturze -20°C do czasu dalszej analizy.

Po zmierzeniu ilosci biatka metoda BCA, 30 pg biatka w objetosci 15 pl na
probke zawieszano w 15 pl buforu obcigzajacego (1 ml 100mM Tris pH 6,8; 2 ml 20%
SDS, 0,02 g biekitu bromofenolowego, 2 ml glicerolu dopetniono H2O do 10 ml; bez-
posrednio przed uzyciem dodano 100 pl/ml merkaptoetanolu), gotowano przez 5 min
w celu denaturacji termicznej a nastgpnie nanoszono na 10% zel poliakrylamidowy
i przeprowadzano elektroforeze SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electophoresis). Zawarty w buforze do elektroforezy detergent SDS nadaje wszyst-
kim biatkom tadunek ujemny dzigki czemu biatka poruszaja si¢ w zelu w kierunku elek-
trody dodatniej z szybkoS$cig zalezng jedynie od ich wielkosci. Probki wedrowaty przez
ok. 20 min przy napigciu 45 V przez zel zageszczajacy o mniejszym stopniu usiecio-
wienia, gdzie probka ulega zaggszczeniu, a nastgpnie przez zel rozdzielajacy (przy na-
pieciu 75 V), gdzie nastgpuje wlasciwy rozdziat mieszaniny bialkowej na poszczegdlne
frakcje. Bufor do elektroforezy zawierat 25 mM Tris, 192 mM glicyne i 0,1% SDS, pH
8,3. Aby oceni¢, czy rozdziat biatek przebiegt prawidlowo, po zakonczonej elektrofore-
zie jeden z zeli zostal wybarwiony Coomassie Brilliant Blue (czasteczki barwnika wigza
si¢ do grup aminowych tancucha polipeptydowego) przez 4 godziny. a nast¢pnie od-
barwiany przez noc w celu usunigcia nadmiaru barwnika. Po tej procedurze uzyskano
obraz prazkéw, w ktorym kazdy prazek odpowiadat biatku o okre§lonej masie moleku-
larnej i byl rozpoznawalny dzigki naniesionemu markerowi masy (C3437, Sigma-
Aldrich, Bonn, Niemcy). Rozdzielone biatka z drugiego zelu poddano poétsuchemu
transferowi na membrane z fluorku poliwinylidenu (PVDF) (Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, CA, USA). Przed transferem membrang aktywowano przez 5 min w me-
tanolu, a nastepnie zardbwno zel, jak i membrang inkubowano przez 5 min w buforze do

transferu (25 mM Tris, 190 mM glicyna, 20% metanol, pH 8.3). Po tym czasie ztozono
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»kanapke” sktadajaca si¢ kolejno z: bibuly, filtru papierowego, zelu, membrany, filtru
papierowego i bibuly. Transfer prowadzono przez 30 min. w temperaturze pokojowej
przy napieciu 100 V. Nastepnie membrang z przeniesionymi na nig biatkami blokowano
w 5% odttuszczonym mleku w roztworze 0,5% PBS-Tween-20 przez 1 godz. w tempe-
raturze pokojowej w celu zablokowania miejsc niespecyficznego wigzania przeciwciat.
Po tym czasie membrane¢ inkubowano przez noc, w temperaturze 4°C z kroliczymi poli-
klonalnymi przeciwciatami pierwszorz¢gdowym IgG anty-TF (GTX 100808) lub anty-
FX (GTX 110300) i anty-GAPDH (GTX 100118) w rozcienczeniu 1:1000 dla TF i FX
1:10000 dla GAPDH.

Po inkubacji membrang ptukano trzykrotnie po 15 min w 0,5% PBS-Tween-20
a nastepnie inkubowano z krdliczymi przeciwcialami drugorzedowymi anty-1gG
(GTX27090) skoniugowanymi z peroksydaza chrzanowa (HRP) przez 2 godziny
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie membrang barwiono roztworem tetrametylo-
benzydyny (TMB, Sigma) stanowigcym substrat dla HRP. Po ok 10 minach membran¢
przemyto H20O i zrobiono zdjecie prazkéw. Dokonano analizy densytometrycznej praz-
kow przy uzyciu programu Image Studio™ Lite (LI-COR Biotechnology, Cambridge,
Wielka Brytania).

3.5 Analiza statystyczna

Wartosci liczbowe przedstawiono jako Srednie + odchylenie standardowe (SD)
w przypadku rozktadéw normalnych lub jako mediang (Q1 — Q3) dla rozktadow nie-
zgodnych z normalnymi. Rozklad zgodny z rozktadem normalnym weryfikowano te-
stem Shapiro-Wilka. Test analizy wariancji (ANOVA) lub Kruskal-Wallisa zostal za-
stosowany do oceny istotnosci statystycznej pomig¢dzy grupami. W celu oceny rdznic
pomiedzy wynikami wykonano test post-hoc Tukey’a. Wartosci p <0,05 przyjeto jako
statystycznie istotne. Do wykonania obliczen wykorzystano programy Statistica 10
(Statsoft, Tulsa, Stany Zjednoczone) oraz Excel 2013 (Microsoft, Redmond, Stany
Zjednoczone).
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4. Wyniki

4.1 Charakterystyka grupy badanej

Ostateczna analiza objeta 61 chorych z AS zakwalifikowanych do operacji wy-

miany zastawki aortalnej. W badanej grupie przewazaty kobiety i osoby w podesztym

wieku. Na podstawie koronarografii nie odnotowano istotnych zwezen w tetnicach

wiencowych u zadnego z pacjentow, jak roéwniez zaden pacjent nie byt poddany rewa-

skularyzacji metodg przezskornej angioplastyki wiencowe;.

Tabela 1. Charakterystyka badanej grupy.

Mgzczyzni n (%) 24 (39)
Wiek, lata 68 +9,5
BMI (kg/m?) 29,3+5.,5
Czynniki ryzyka
Nadcisnienie tgtnicze, n (%) 30 (49,1)
Hipercholesterolemia, n (%) 32 (52,4)
Palenie tytoniu, n (%) 15 (24)
Otytosé, n (%) 38 (52,4)
Cukrzyca, n (%) 0 (0)
Przebyty zawat serca, n (%) 0 (0)
Parametry echokardiograficzne serca
Sredni gradient przezzastawkowy (mm Hg) 53 (44-68)
Maksymalny gradient przezzastawkowy (mm Hg) 85,1 (72-109)
AVA (cm?) 0.7 (0,6-0,8)
EF (%) 60 (60-65)
Leczenie przed zabiegiem
Beta-blokery, n (%) 34 (52,5)
Kwas acetylosalicylowy, n (%) 30 (49,1)
ACELl, n (%) 32 (52,4)
Statyny, n (%) 33 (54,1)
Statyny+ACEl, n (%) 20 (32,7)

Dane przedstawiono jako $rednig + SD, mediang (przedziat miedzykwartylowy) lub liczbe (%).

AVA — powierzchnia zastawki aortalnej, ACEI —inhibitory konwertazy angiotensyny, BMI —wskaznik

masy ciata, EF — frakcja wyrzutowa lewej komory.
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4.2 Analizy in loco w stenotycznej zastawce aortalnej

4.2.1 Zapalenie

W analizowanych metoda Real-time PCR zgrubiatych i zwapniatych fragmen-
tach zastawki w poréwnaniu do obszarow niezmienionych chorobowo stwierdzono
wzrost ekspresji mRNA genow RANKL, NF-kB i IL-6 biorgcych udziat w regulacji pro-

cesu zapalnego (Rycina 6).
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Rycina 6. Ekspresja mRNA genéw RANKL (ligand aktywatora receptora czynnika jadrowego k), NF-kB
(jadrowy czynnik transkrypcyjny kB) i IL-6 (interleukina-6) znormalizowana wzgledem genu metaboli-
zmu podstawowego GAPDH (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego) w zgrubiatych i zwapnia-
tych fragmentach zastawki aortalnej wzgledem fragmentoéw niezmienionych. Przedstawiono $rednie £SD

z 3-5 eksperymentow. *p <0,05; **p <0,001.

Stwierdzono 4,2-krotny wzrost ekspresji mMRNA genu RANKL we fragmentach
zgrubiatych 1 3,8-krotny wzrost w przypadku fragmentéw zwapniatych (p <0,001 dla
kazdego poréwnania) w odniesieniu do fragmentéw niezmienionych. W przypadku ge-
nu NF-kB zaobserwowano 1,6-krotny wzrost ekspresji we fragmentach zgrubiatych za-
stawki (p=0,02) oraz 2,3-krotny wzrost we fragmentach zwapniatych (p <0,001).
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W przypadku mRNA dla IL-6 zaobserwowano dwukrotny wzrost ekspresji we fragmen-

tach zgrubiatych (p <0,001) oraz 3,6-krotny we fragmentach zwapniatych (p <0,001).

4.2.2 Kalcyfikacja

Analiza real-time PCR badanych fragmentow zastawek aortalnych wykazata
podwyzszong ekspresjc mRNA gendéw kodujacych biatka (SPP1, IBSP, BMP2), jak
1 czynniki transkrypcyjne (Runx2/Cfbal) zwigzanye z kalcyfikacja i osteoblastyczng
transformacja komorek zastawek aortalnych zar6wno we fragmentach zgrubiatych, jak

I zwapniatych (Rycina 7).
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Rycina 7. Ekspresja mRNA genéw SPP1 (osteopontyna), IBSP (sialoproteina kosci 2), BMP2 (czynnik
morfogenetyczny kosci 2) oraz RUNX2/Cfbal (czynnik transkrypcyjny RUNX2/Cfbal) znormalizowana
wzgledem genu metabolizmu podstawowego GAPDH, zwigzanych z procesem zapalnym w zgrubiatych
i zwapnialych fragmentach zastawki aortalnej wzgledem fragmentéw niezmienionych. Przedstawiono

srednie £SD z 3-5 eksperymentow. *p <0,05; **p <0,001.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono 2,3-krotny wzrost ekspresji
MRNA genu SPP1 we fragmentach zgrubiatych (p <0,05) i 5,3-krotny wzrost we frag-

mentach zwapniatych (p <0,001) w poréwnaniu z fragmentami niezmienionymi za-
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stawki. Ekspresja genu IBSP wzrosta 2,6-krotnie we fragmentach zgrubiatych oraz
10,9-krotnie we fragmentach zwapniatych w stosunku do fragmentéw niezmienionych
(p <0,001 dla wszystkich poroéwnan). Analiza mRNA genu BMP2 wykazata 1,7-krotny
wzrost ekspresji dla fragmentéw zgrubiatych (p=0,02) oraz 3,2-krotny wzrost dla frag-
mentéw zwapniatych (p <0,001) i odpowiednio 4,9-krotny i 5-krotny wzrost dla czyn-
nika transkrypcyjnego RUNX2/Cfbal (p <0,001 dla wszystkich poréwnan).

4.2.3 Bialka ukladu krzepniecia

Analiza immunohistochemiczna fragmentéw stenotycznych zastawek wykazata
obecnos¢ TF in loco. TF zajmowat $rednio 26,3 + 4,8% powierzchni skrawka ptlatka
zastawki (Rycina 8 A).

Wykazano rowniez obecno$¢ FX, ktory rozproszony byl w obrebie catej po-
wierzchni zastawki (podobne ilo$ci po stronie aortalnej i komorowej) i zajmowat $red-
nio 12,4 + 3,2% powierzchni skrawka ptatka zastawki (Rycina 8 B). Nie zaobserwowa-
no ekspresji FVII i FX (Rycina 8 C i D) na powierzchni badanych skrawkow zastawki
aortalnej.

A

Rycina 8. Analiza immunohistohemiczna fragmentéw stenotycznych zastawek. Opis A-F w tekscie.

* oznacza strong aortalng, biata linia reprezentuje 200 um.
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Obecnos¢ receptorow PARL i PAR2, podobnie jak w przypadku FX, wykazano
w obrebie catej powierzchni zastawki, a ich ilos¢ wynosita odpowiednio 3,8 + 1,5%
oraz 4,8 +£2,1% (Rycina8 E i F).

Analiza real-time PCR badanych fragmentow zastawki aortalnej wykazata pod-
wyzszong ekspresje mRNA genu F3 we fragmentach zgrubiatych (1,7-krotnie, p <0,02)
i zwapniatych (4,1 krotnie p <0,001) oraz obnizong ekspresj¢c mRNA genu FX (odpo-
wiednio 4,2- i 9,7-krotnie, p <0,001 dla obu poréwnan) w stosunku do kontroli (Rycina

9). Nie wykazano zadnych zmian w ekspresji mRNA genéw F2R oraz F2RL1.

i
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Rycina 9. Ekspresja mRNA genow F3 (czynnik tkankowy) i F10 (czynnik X krzepnigcia krwi) znormali-
zowana wzgledem genu metabolizmu podstawowego GAPDH w zgrubiatych i zwapniatych fragmentach
zastawki aortalnej wzgledem fragmentéw niezmienionych. Przedstawiono $rednie =SD z 3-5 ekspery-

mentow. *p <0,05; **p <0,001.

4.2.4 Neowaskularyzacja

Analiza real-time PCR badanych fragmentéw zastawek aortalnych wykazala
podwyzszong ekspresje mRNA genu VEGF we fragmentach zgrubiatych i zwapniatych,
odpowiednio 4,3- i 3,6-krotnie (p <0,001 dla obu porownan) (Rycina 10).
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Rycina 10. Ekspresja mMRNA genu VEGFA (czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego) znormalizowana
wzgledem genu metabolizmu podstawowego GAPDH w zgrubiatych i zwapniatych fragmentach zastawki
aortalnej wzgledem fragmentéw niezmienionych. Przedstawiono $rednie £SD z 3-5 eksperymentow.

*p <0,001.

4.3 Analizy in vitro w hodowli VICs

4.3.1 Zapalenie

4.3.1.1 Statyny
Stymulacja TNF-a

Po stymulacji TNF-a w stezeniu 10 ng/ml zaobserwowano 5,2-krotny wzrost
ekspresji mMRNA genu IL-75 (p <0,001) oraz 4,2-krotny wzrost ekspresji mMRNA genu
IL-6 w stosunku do kontroli (p <0,001 dla obu poréwnan).

Preinkubacja hodowli z 0,1 pM atorwastatyny lub 0,01 uM rozuwastatyny nie
zmienita ekspresji badanych genow, podczas gdy stosujac wyzsze stezenia atorwastaty-
ny (1 uM oraz 10 uM) jak i rozuwastatyny (0,1 uM oraz 1 uM) zaobserwowano spadek
ekspresji MRNA genu IL-/4 o odpowiednio 64% i 82%, dla atorwastatyny oraz 55%

I 80% dla rozuwastatyny (p <0,001 dla wszystkich porownan). Podobnie odnotowano
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spadek ekspresji genu IL6 0 odpowiednio 60% i 75% dla atorwastatyny oraz 60% i 78%
dla rozuwastatyny (p <0,001 dla wszystkich porownan).

Dodanie mewalonianiu w st¢zeniu 10 uM wraz z atorwastatyng lub rozuwasta-
tyng do hodowli VICs catkowicie zniosto hamujacy wptyw statyn na poziom ekspres;ji
mRNA genéw IL-14 i IL-6 indukowany stymulacjag TNF-a niezaleznie od st¢zenia sta-
tyny (Rycina 11).
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7 #
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mRN/GAPDH
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A1lpuMm AlpM+M RO, 1pM RO,1pM+M
mIL1B mIL6

Rycina 11. Ekspresja mRNA gen6éw IL-1f (interleukiny-1)oraz IL-6 (interleukiny-6) w hodowli VICs pod
wplywem stymulacji TNF-o 10 ng/ml oraz po preinkubacji z atorwastatyng (A) w stezeniu 1 pM lub
rozuwastatyng (R) w stezeniu 0,1 uM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) w stezeniu 10 uM,;
*p <0,001, #p <0,001 (* wskazuje na réznice w stosunku do grupy po stymulacji TNF-a; # wskazuje na

roznice w stosunku do grupy kontrolnej - CTR).

Stymulacja PGN

W przypadku stezenia 10 pg/ml PGN odnotowano 3,3-krotny wzrost ekspresji
MRNA genu IL-/4 oraz 3,8-krotny genu IL-6 w stosunku do grupy kontrolnej (p <0,001
dla obu poréwnan).

Najnizsze stgzenia statyn nie spowodowaty istotnej zmiany ekspresji mRNA ba-
danych genéw. Wyzsze stezenia atorwastatyny tj. 1 1 10 pM zahamowaly ekspresje
MRNA zaréwno genu IL-74 jak i IL-6 (0 odpowiednio 45% i 72% dla IL-15 oraz 57%
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I 70% dla IL-6, p <0,001 dla wszystkich porownan). W przypadku zastosowania rozu-
wastatyny w stezeniach 0,1 uM i 1 uM obnizenie ekspresji mRNA genow IL-14 1 IL-6
wynosito odpowiednio 50% i 75% dla IL-14 oraz 59% i 76% dla IL-6 (p <0,001 dla
wszystkich powtorzen).

Dodanie mewalonianiu w stezeniu 10 uM wraz z atorwastatyng lub rozuwasta-
tyng do hodowli VICs catkowicie zniosto hamujacy wptyw statyn na poziom ekspresji
mRNA genéw IL-14 i IL-6 indukowany stymulacjag TNF-a niezaleznie od st¢zenia sta-
tyny (Rycina 12).
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Rycina 12. Wykres ekspresji mRNA genow IL-1f (interleukiny 1) oraz IL-6 (interleukiny 6) w hodowli
VICs pod wptywem stymulacji PGN 10 pg/ml oraz preinkubacji z atorwastatyng (A) w stezeniu 1 uM lub
rozuwastatyng (R) w stezeniu 0,1 uM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) 10 pM.*p <0,001,
#p <0,001 (* wskazuje na réznice w stosunku do grupy po stymulacji PGN; # wskazuje na roznice

w stosunku do hodowli kontrolnej - CTR).

Stymulacja LPS
LPS w stgzeniu 200 ng/ml spowodowat 4,6-krotny wzrost ekspresji mRNA genu
IL-18 oraz 3,3-krotny wzrost ekspresji genu IL-6 w stosunku do grupy kontrolnej

(p <0,001 dla obu porownan). Najmniejsze stezenia atorwastatyny (0,1 uM) oraz rozu-
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wastatyny (0,01 uM) nie wywolaly istotnej zmiany w ekspresji mRNA IL-/4 oraz IL-6
po stymulacji hodowli VICs LPS-em.

Preinkubacja VICs z 1 uM i 10 uM atorwastatyny zahamowata ekspresje mRNA
genu IL-14 (odpowiednio 0 45% i 72%), jak rowniez genu IL-6 (0 odpowiednio 54%
1 68%; p <0,001 dla wszystkich porownan).

Zastosowanie rozuwastatyny w stezeniach 0,1 uM i 1 uM zahamowato ekspresje
MRNA dla IL-/4 o odpowiednio 50% i 77%, a dla IL-6 o odpowiednio 53% i 71%
(p <0,001 dla wszystkich porownan).

Dodanie mewalonianiu w stezeniu 10 uM wraz z atorwastatyng lub rozuwasta-
tyng do hodowli VICs catkowicie zniosto hamujacy wptyw statyn na poziom ekspresji
mRNA genéw IL-1f i IL-6 indukowany stymulacjag TNF-a niezaleznie od st¢zenia sta-
tyny. (Rycina 13).
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Rycina 13. Wykres ekspresji mRNA genow IL-1f (interleukiny 1) oraz IL-6 (interleukiny 6) w hodowli
VICs pod wplywem stymulacji LPS 200 ng/ml oraz preinkubacji z atorwastatyna (A) w stezeniu 1 pM
lub rozuwastatyna (R) w stezeniu 0,1 uM z dodatkiem Iub bez mewalonianu (M) 10uM. *p <0,001,
#p <0,001 (* wskazuje na roznice w stosunku do grupy po stymulacji LPS; # wskazuje na rdznice w sto-

sunku do hodowli kontrolnej - CTR).
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Podsumowujac, wszystkie zastosowane czynniki prozapalne zwickszyly ekspre-
sje mRNA genéw IL-1£ i IL-6 na podobnym poziomie. Najmniejsze stezenia atorwasta-
tyny (0,1 uM) i rozuwastatyny (0,01 uM) nie zahamowatly wzrostu ekspresji badanych
genéw po stymulacji TNF-a, PGN czy LPS. Dziesigciokrotne zwickszenie stezenia leku
(odpowiednio 1 pM dla atorwastatyny oraz 0,1 pM dla rozuwastatyny) zmniejszyto
ekspresje IL-14 i IL-6 $rednio o ok. 55%. Kolejne dziesigciokrotne zwigkszenie stezenia
do 10 uM atorwastatyny oraz 1 uM rozuwastatyny zahamowato ekspresj¢ genow IL-15
oraz IL-6 w badanych hodowlach in vitro (srednio o ok. 75% w poréwnaniu do grupy

po stymulacji).

4.3.1.2 ACEI i antagonista receptora AT1

Stymulacja Angl

Angl w stezeniu 1 pM spowodowata 2,9-krotny wzrost ekspresji mRNA genu
IL-15 oraz 3,1-krotny wzrost ekspresji mMRNA genu IL-6 w stosunku do grupy kontrol-
nej (p <0,001 dla obu poréwnan).

Zastosowanie inhibitoréw angiotensyny enalaprilu oraz ramiprilu w stezeniu 0,1
UM nie wptyneto istotnie na ekspresje mRNA badanych genow. Wigksze stezenie ena-
laprilu i ramiprilu (1 pM) zahamowato ekspresjc mRNA genu IL-/f 0 odpowiednio
55% i 46%, a genu IL-6 o odpowiednio 44% i 40% (p <0,001 dla wszystkich porow-
nan). Enalapril i ramipril w stezeniu 10 uM zahamowaty ekspresje mRNA genu IL-15
odpowiednio 0 66% oraz 69% i genu IL-6 o0 odpowiednio 60% oraz 64% (p <0,001 dla
wszystkich poréwnan) (Rycina 14).
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Rycina 14. Wykres ekspresji mRNA genow IL-1f (interleukiny 1) oraz IL-6 (interleukiny 6) w hodowli
VICs pod wptywem stymulacji Angl 1 uM (angiotensyna I) oraz preinkubacji z enalaprilem (E) w steze-
niu 1 pM lub ramiprilem (R) w stezeniu 1 pM oraz kandesartanem (K) 10 uM. *p <0,05; **p <0,001,
#p <0,001 (* wskazuje na roznice w stosunku do grupy po stymulacji Angl; # wskazuje na roznice

w stosunku do hodowli kontrolnej - CTR).

Stymulacja Angll

Uzycie Angll w stezeniu 1 uM spowodowato 3,5-krotny wzrost ekspresji
mMRNA genu IL-14 oraz 3,8-krotny wzrost ekspresji mMRNA genu IL-6 w stosunku do
grupy kontrolnej (p <0,001 dla wszystkich poréwnan).

Dodatek kandesartanu (10 uM) do hodowli VICs zamiast ACEI 4-krotnie
zmniejszyt ekspresj¢ mRNA genu IL-/f oraz 3,8-krotne zmniejszyl ekspresje mRNA
genu IL-6 w stosunku do ekspresji po stymulacji Angll (p <0,001 dla wszystkich po-
réwnan) (Rycina 15).
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Rycina 15. Wykres ekspresji mRNA genow IL-1f (interleukiny 1) oraz IL-6 (interleukiny 6) w hodowli
VICs pod wptywem stymulacji Angll 1 uM (angiotensyng I) oraz preinkubacji z enalaprilem (E) w steze-
niu 1 uM lub ramiprilem (R) w stezeniu 1 uM oraz kandesartanem (K) 10 uM. *p <0,05 w stosunku do
hodowli kontrolnej - CTR.

Podsumowujac, przy stezeniu 1 uM Angl oraz Angll w hodowlach VICs, sil-
niejszg odpowiedz prozapalng zaobserwowano po stymulacji AnglI (p=0,01). Zastoso-
wanie lekow z grupy ACEI (enalapril oraz ramipril) w najnizszym st¢zeniu (0,1 uM)
nie zmniejszyto ekspresji mRNA genéw IL-/f oraz IL-6. Dziesigciokrotnie wyzsze ste-
zenie enalaprilu i ramiprilu czesciowo zahamowato ekspresje badanych genow srednio
0 ok. 45%. Zastosowanie stezenia 10 uM przyczynito si¢ do zahamowania ekspresji
MRNA genow IL-/p oraz IL-6 $rednio o 65%.

Zablokowanie receptora ATi przez kandesartan catkowicie zahamowato ekspre-

sjc mRNA genow IL-74 i IL-6 po stymulacji Angll.
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4.3.2 Kalcyfikacja

4.3.2.1 Statyny
Stymulacja TNF-«a

Stymulacja hodowli VICs przez 10 ng/ml TNF-o spowodowata 10-krotny
wzrost kalcyfikacji proporcjonalnej do ilosci jonéw Ca?* zwiazanych z ARS oraz 7,5-
krotny wzrost aktywnosci ALP w stosunku do grupy kontrolnej (p <0,001 dla wszyst-
kich porownan).

Zastosowanie atorwastatyny i rozuwastatyny w najnizszych stezeniach nie za-
hamowato procesu kalcyfikacji. Po zastosowaniu wigkszych stgzen atorwastatyny i ro-
zuwastatyny zaobserwowano dawko-zalezne zmniejszenie ilosci jonow Ca?* zwigza-
nych z ARS 1 aktywno$ci ALP. Dodanie do hodowli atorwastatyny w stezeniu 1 uM
i 10 uM wptyneto na zmniejszenie iloéci jonow Ca?* zwigzanych z ARS odpowiednio
0 25% i 85% (p <0,001 dla obu porownan) oraz zahamowato aktywnos¢ ALP odpo-
wiednio 0 38% (p <0,01) i 74% (p <0,001).

Rozuwastatyna w stezeniach 0,1 pM, jak i 1 pM zmniejszyta iloéé jonoéw Ca?*
zwigzanych z ARS o 42% dla obu stezen (p <0,001) jak rowniez zahamowata aktyw-
nos$¢ ALP o odpowiednio 23% i 87% (p<0,001 dla obu poréwnan)

Dodanie mewalonianiu w stgzeniu 10 uM wraz z atorwastatyng lub rozuwasta-
tyng do hodowli VICs zniosto hamujacy wplyw statyn na kalcyfikacje komorek. [los¢
jonow Ca?* zwigzanych z ARS oraz aktywno$é ALP pozostawaty na takim samym po-
ziomie, jak w przypadku hodowli stymulowanej TNF-a bez dodatku statyn. (Rycina
16).
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Rycina 16 Wykres pomiaru ilosci jonéw Ca2* zwigzanych z czerwienig alizarynowa (ARS) oraz aktyw-
nosci fosfatazy alkalicznej (ALP) w hodowli VICs pod wptywem stymulacji TNF-a 10 ng/ml oraz prein-
kubacji z atorwastatyng (A) w stezeniu 1 uM lub rozuwastatyng (R) w stezeniu 0,1 uM z dodatkiem lub
bez mewalonianu (M) w stezeniu 10 uM. *p <0,01; **p <0,001, #p <0,001 (* wskazuje na rdznice
w stosunku do grupy po stymulacji TNF-a; # wskazuje na rdznice w stosunku do hodowli kontrolnej -
CTR).

Stymulacja PGN

Stymulacja 10 pg/ml PGN komoérek VICs spowodowata 4,4-krotny wzrost ilosci
jonéw Ca?* zwigzanych z ARS oraz 7,5-krotny wzrost aktywnosci ALP w stosunku do
grupy kontrolnej (p <0,001 dla wszystkich poréwnan). Dodanie statyn w najnizszych
stezeniach: 0,1 uM atorwastatyny i 0,01 uM rozuwastatyny nie miato wptywu na kalcy-
fikacje. Wieksze stezenia statyn zmniejszyly ilosci jonow Ca®* zwiazanych z ARS i za-
hamowaty aktywno$¢ ALP stymulowang PGN. W przypadku atorwastatyny kalcyfika-
cja komoérek zmniejszyta si¢ o 34% dla dawki 1 uM (p <0,01) oraz 74% dla dawki 10
uM (p <0,01). Obserwowano rowniez spadek o 20% aktywnosci ALP dla 1 uM
atorwastatyny (p=0,03) oraz 0 84% dla 10 uM atorwastatyny (p <0,001). Zmniejszenie
ilosci jonow Ca®* zwigzanych z ARS dla dawki 0,1 uM i 1 pM rozuwastatyny wynosito
odpowiednio 30% i 87% (p <0,001 dla obu poréwnan). Zahamowanie aktywno$ci ALP
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wynosito odpowiednio 42% dla 0,1 uM oraz 87% dla 10 uM rozuwastatyny (p <0,001
dla wszystkich poréwnan).

Dodanie mewalonianiu w st¢zeniu 10 puM wraz z wyzszymi st¢Zeniami statyn
zniosto hamujacy wptyw statyn na kalcyfikacje. Ilo$¢ jonow Ca2+ zwigzanych z ARS
oraz aktywno$¢ ALP pozostawaly na takim samym poziomie jak w przypadku hodowli

VICs stymulowanej PGN bez dodatku statyn (Rycina 17).
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Rycina 17. Wykres pomiaru mM ARS oraz aktywnosci ALP w hodowli VICs pod wptywem stymulacji
PGN 10 pg/ml oraz preinkubacji z atorwastatyna (A) w stezeniu 1 uM lub rozuwastatyna (R) w stgzeniu
0,1 uM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) 10 uM. *p <0,01, **p <0,001 #p <0,001 (* wskazuje na
roznice w stosunku do grupy po stymulacji PGN; # wskazuje na r6znice w stosunku do hodowli kontrol-
nej - CTR)

Stymulacja LPS

Stymulacja hodowli VICs przy uzyciu 200 ng/ml LPS zwigkszyta 5,3-krotnie
ilos¢ jonow Ca?* zwigzanych z ARS oraz 8,5-krotnie aktywno$¢ ALP w stosunku do
grupy kontrolnej (p <0,001 dla wszystkich porownan). Preinkubacja hodowli z atorwa-
statyna w stezeniu 0,1 uM i rozuwastatyng w stezeniu 0,01 uM nie miata wptywu na
kalcyfikacje VICs. Atorwastatyna w stezeniu 1 uM i 10 uM zmniejszyta ilo§¢ jonow
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Ca?* zwigzanych z ARS o odpowiednio 32% i 70% (p <0,001 w obu poréwnaniach).
Spadek aktywnosci ALP wynosit odpowiednio 18% dla 1 uM atorwastatyny (p=0,03)
oraz 77% dla 10 uM atorwastatyny (p <0,001). Rozuwastatyna w st¢zeniu 0,1 uM i
1 uM zmniejszyla ilo$¢ jonéw Ca®" zwigzanych z ARS odpowiednio o 28% i 80%
(p <0,001 dla wszystkich porownan). Zahamowanie aktywnosci ALP wynosito odpo-
wiednio 40% dla 0,1 uM oraz 88% dla 10 uM rozuwastatyny (p <0,001 dla wszystkich
porownan).

Dodanie mewalonianiu w st¢zeniu 10 pM wraz z wyzszymi st¢zeniami statyn
zniosto hamujacy wplyw statyn na kalcyfikacje. Ilo$¢ jonow Ca®* zwigzanych z ARS
oraz aktywno$¢ ALP pozostawaty na takim samym poziomie jak w przypadku hodowli
stymulowanej LPS bez dodatku statyn (Rycina 18).
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Rycina 18. Wykres pomiaru mM ARS oraz aktywnos$ci ALP w hodowli VICs pod wptywem stymulacji
LPS 10 pg/ml oraz preinkubacji z atorwastatyna (A) w stgzeniu 1 uM lub rozuwastatyng (R) w stezeniu
0,1 uM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) 10 uM. *p <0,05; **p <0,001, #p <0,001 (* wskazuje na
r6znice w stosunku do grupy po stymulacji LPS; # wskazuje na réznice w stosunku do hodowli kontrolnej

-CTR)
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Podsumowujac, najsilniejszy efekt stymulujacy kalcyfikacje zaobserwowano
w przypadku TNF-o 10 ng/ml w porownaniu do PGN i LPS (p <0,01). Zastosowanie
statyn w najmniejszych stezeniach (0,1 uM atorwastatyny i 0,01 uM rozuwastatyny) nie
zmienito aktywnosci ALP oraz ilosci jonow Ca?* zwigzanych z ARS. Dziesieciokrotne
zwigkszenie dawki statyn wplyngto na zmniejszenie kalcyfikacji VICs $rednio o 35%.
Zastosowanie najwyzszych dawek atorwastatyny i rozuwastatyny (odpowiednio 10 uM

i 1 uM) zahamowato kalcyfikacjg komorek srednio 0 80%.

4.3.2.2 ACEI i antagonista receptora AT1

Stymulacja Angl

Po stymulacji hodowli VICs przy uzyciu Angl w stezeniu 1 uM odnotowano
5,8-krotny wzrost ilosci zwiazanej ARS oraz 3,4-krotny wzrost aktywnosci ALP w sto-
sunku do grupy kontrolnej (p <0,001 dla wszystkich poréwnan).

Zastosowanie inhibitorow konwertazy angiotensyny enalaprilu oraz ramiprilu w
dawce 0,01 uM nie zmienilo ilosci jonéw Ca?* zwigzanych z ARS oraz aktywnosci
ALP. Zwigkszenie dawki enalaprilu i ramiprilu do 0,1 uM zmniejszyto ilo$¢ jonow Ca?*
zwigzanych z ARS odpowiednio 0 32% i 35% (p <0,01 dla wszystkich poréwnan) oraz
zahamowato aktywno$¢ ALP o odpowiednio 27% i 34% (p <0,05 dla wszystkich po-
réwnan). Zwigkszenie dawki enalaprilu i ramiprilu do 1 uM zahamowato ilo§¢ jonow
Ca?* zwigzanych z ARS o odpowiednio 78% i 76% oraz obnizyto aktywnos¢ ALP
0 odpowiednio 67% i 72% (p <0,001 dla wszystkich poréwnan) (Rycina 19).
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Rycina 19. Wykres ilosci ARS oraz aktywnos$ci w hodowli VICs pod wptywem stymulacji Angl 1 uM
(angiotensyna I) oraz preinkubacji z enalaprilem (E) w st¢zeniu 1uM lub ramiprilem (R) w stezeniu 1pM
oraz kandesartanem (K) 10uM. *p <0,05; **p <0,01;, # p <0,001 (* wskazuje na réznice w stosunku do

grupy po stymulacji Angl; # wskazuje na r6znice w stosunku do hodowli kontrolnej - CTR).

Stymulacja Angl|

Po stymulacji hodowli Angll w stezeniu 1uM odnotowano 8,3-krotny wzrost
iloéci jonow Ca®* zwigzanych z ARS oraz 4,5-krotny wzrost aktywnosci ALP (p <0,001
w obu przypadkach).

Zablokowanie receptora AT: przez kandesartan w stgzeniu 10 pM catkowicie

zahamowato kalcyfikacje VICs.

Podsumowujac, w przypadku rownych stezen Angl oraz Angll silniejszy efekt
kalcyfikacji obserwuje si¢ w hodowli VICs stymulowanej Angll. Enalapril oraz ramipril
w stezeniu 0,1 uM nie zahamowaty aktywno$ci ALP oraz nie zmniejszyly ilo$ci jonow
Ca?* zwigzanych z ARS w hodowli in vitro. Wyzsze stezenia lekéw z grupy ACEIL 1
uM oraz 10 uM, zmniejszyly aktywnosé ALP i ilo$¢ jonéw Ca?" zwigzanych z ARS
srednio o 50% w przypadku stymulacji Angl. Natomiast zablokowanie receptora AT;

przez kandesartan catkowicie zahamowato kalcyfikacj¢ hodowli VICs.
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4.3.3 Ekspresja czynnikow krzepniecia i receptoréw PAR

4.3.3.1 Statyny
Stymulacja TNF-a — analiza immunofluorescencyjna hodowli VICs

Analiza immunohistochemiczna kontrolnych hodowli VICs wykazata obecnos¢
antygenéw TF, FX, PARL1 i PAR2. TF zajmowatl $rednio 1,2 + 0,4% powierzchni pre-
paratu, FX — 3,4 + 0,6% a PARL1 i PAR2 odpowiednio 0,8 + 0,4% i 1,6 = 0,5%. Nie
stwierdzono ekspresji FVII i FXI w hodowli VICs.

Po stymulacji hodowli przez TNF-a (o stezeniu 10 ng/ml) zaobserwowano
zwigkszenie immunopozytywnej powierzchni hodowli dla TF w poréwnaniu do kontroli
(3,2 +0,8% vs. 1,2 + 0,4%, p <0,01). Podobnego zjawiska nie zaobserwowano w przy-
padku FX, PAR1 i PAR-2, ktérych poziom po stymulacji TNF-a nie zmienit sig.

Dodanie wigkszych stezen statyn do hodowli VICs (1 uM atorwastatyny oraz
0,1 uM rozuwastatyny) zmniejszyto powierzchni¢ immunopozytywng dla TF, odpo-
wiednio 0 1,2 + 0,4% oraz 1,4 + 0,5%, w porownaniu do tej po stymulacji (p <0,01 dla
wszystkich poréwnan) ale nie wplyneto na wielko§¢ obszaru immunopozytywnego dla
FXiPAR1i 2.

Dodanie mewalonianiu w stezeniu 10 uM wraz z 1 uM atorwastatyny oraz 0,1
uM rozuwastatyny zniosto hamujacy wpltyw statyn na produkcje TF przez VICs
1 zwigkszylo powierzchni¢ immunopozytywna do poziomu obserwowanego po stymu-
lacji TNF-a (odpowiednio o 3,0 + 0,5% oraz 2,8 + 0,6% w porownaniu do tej po staty-
nach, p <0,01 dla wszystkich poréwnan).

Stymulacja TNF-a — analiza Western blot

Analiza densytometryczna prazkow znormalizowanych wzgledem genu metabo-
lizmu podstawowego (GAPDH) wykazata wzrost ekspresji TF po stymulacji TNF-a
w stosunku do kontroli (54,2 + 11% vs. 3,0 £ 1,2, p=0,01). Dodanie atorwastatyny lub
rozuwastatyny spowodowato dawko-zalezne obnizenie ekspresji TF (odpowiednio
0 51,5 £9,2%, p=0,01 dla dawki 1 uM oraz o 73,1 = 11,9%, p=0,01 dla dawki 10 uM
atorwastatyny i o 54,8 = 15,3%, p=0,01 dla dawki 0,1 uM oraz 69,2 + 8,7%, dla dawki
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1 uM rozuwastatyny). Zar6wno atorwastatyna jak i rozuwastatyna w najnizszych daw-

kach nie miaty wptywu na ekspresj¢ TF (Rycina 20).

C TNFa AO1 A1 A10 RO01RO,1 R1

Rycina 20. Reprezentatywny immunoblot z 3 eksperymentow pokazujacy ekspresje TF (37 kDa) i FX (55
kDa) w lizatach komorkowych VICs w grupie kontrolnej (C) i po stymulacji TNF-a (o stezeniu 10 ng/ml)
z atorwastatyng (A, w stezeniach 0,1; 1 1 10 uM) lub rozuwastatyng (R, 0,01; 0,1 i 1 pM). Poziom ekspre-

sji badanych biatek zostal znormalizowany wzgledem genu metabolizmu podstawowego (GAPDH).

Stymulacja TNF-a jak rowniez preinkubacja z atorwastatyng lub rozuwastatyng

nie mialy wptywu na ekspresj¢ FX, ktora utrzymywata si¢ na poziomie kontroli.

Stymulacja TNF-a — analiza ekspresji mRNA

Po stymulacji hodowli VICs przy uzyciu TNF-a 10 ng/ml zaobserwowano 12,7-
krotny wzrost ekspresji mMRNA genu F3 (p <0,001), natomiast nie zaobserwowano
zmiany w poziomie ekspresji mRNA dla genow F10, F2R i F2RL1.

Preinkubacja hodowli komoérkowej z 0,1 pM atorwastatyny lub 0,01 uM rozu-
wastatyny nie zmienita ekspresji F3.

Zastosowanie atorwastatyny w stezeniu 1 uM oraz 10 uM obnizylo ekspresje
genu F3 odpowiednio 0 20% (p <0,05) i 93% (p <0,001). Zastosowanie wyzszych ste-
zen rozUuwastatyny: 0,1 uM i 1 uM, obnizyto ekspresje genu F3 odpowiednio o 28%
(p <0,01) i 93% (p <0,001).

Dodanie mewalonianiu w stezeniu 10 uM wraz z atorwastatyng lub rozuwasta-
tyng zniosto hamujacy wptyw statyn na poziom ekspresji mRNA dla F3 niezaleznie od
dawki statyn (Rycina 21).
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Rycina 21. Wykres ekspresji mRNA genu F3 (czynnik tkankowy) w hodowli VICs pod wptywem stymu-

mRNA/GAPDH
A o © o

N

lacji TNF-0. 10 ng/ml oraz preinkubacji z atorwastatyng (A) w stezeniu 1uM lub rozuwastatyng (R) w
stezeniu 1uM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) 10uM. *p <0,05; **p <0,01, #p <0,001 (* wskazuje
na roznice w stosunku do grupy po stymulacji TNF-a; # wskazuje na réznice w stosunku do hodowli

kontrolnej - CTR)

Stymulacja PGN

Stymulacja VICs przy uzyciu PGN w stezeniu 10 pg/ml spowodowata 8,8-
krotny wzrost ekspresji mMRNA dla genu F3 w stosunku do grupy kontrolnej (p <0,001),
ale nie zmienita poziomu ekspresji pozostatych badanych genow (FX, F2R, F2RL1).

Preinkubacja z atorwastatyng w stezeniu 0,1 uM oraz rozuwastatyng w stezeniu
0,01 uM nie wptyneta na ekspresj¢ mRNA genu F3.

Wyzsze st¢zenia atorwastatyny 1 uM oraz 10 uM zahamowaty ekspresj¢ mRNA
genu F3 odpowiednio 0 24% (p <0,05) i 89% (p <0,001). Zastosowanie rozuwastatyny
w stezeniach 0,1 uM i 1 uM obnizylo ekspresje F3 odpowiednio o0 30% (p <0,01) i 89%
(p <0,01 dla wszystkich poréwnan).

Dodanie mewalonianiu w st¢zeniu 10 uM wraz z atorwastatyng lub rozuwasta-
tyng znioslo hamujacy wplyw statyn na poziom ekspresji mRNA genu F3, ktora nie

roznita si¢ od poziomu w grupie po stymulacji PGN (Rycina 22).
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Rycina 22. Wykres ekspresji mRNA genu F3 (czynnik tkankowy) w hodowli VICs pod wplywem stymu-
lacji PGN 10 pg/ml oraz preinkubacji z atorwastatyna (A) w stezeniu 1uM lub rozuwastatyng (R) w ste-
zeniu 1uM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) 10uM. *p <0,05; **p <0,01, #p <0,001 (* wskazuje na
réznice w stosunku do grupy po stymulacji TNF-a; # wskazuje na réznice w stosunku do hodowli kon-

trolnej - CTR)

Stymulacja LPS

Stymulacja VICs przy uzyciu LPS w stezeniu 200 ng/ml spowodowata 9,6-
krotny wzrost ekspresji mRNA genu F3 (p <0,001), natomiast nie odnotowano zmiany
poziomu ekspresji genéw F10, F2R oraz F2RL1.

Najmniejsze stosowane stezenia atorwastatyny (0,1uM) oraz rozuwastatyny
(0,01uM) nie wptynety na ekspresj¢ mRNA genu F3.

Zastosowanie wigkszych dawek atorwastatyny, odpowiednio 1 pM i 10 uM za-
hamowato ekspresje mRNA genu F3 odpowiednio o 28% oraz 0 72% (p <0,001 dla
wszystkich poréwnan). Zastosowanie rozuwastatyny w st¢zeniach 0,1 uM 1 1 uM za-
hamowato ekspresje mRNA genu F3 odpowiednio 0 35% i 91% (p <0,001 dla wszyst-

kich poréwnan). Dodanie mewalonianu (10 uM) wraz z atorwastatyng lub rozuwastaty-
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ng zniosto hamujacego wptyw statyn na poziom ekspresji mRNA genu F3 niezaleznie

od dawki statyn. (Rycina 23).
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Rycina 23. Wykres ekspresji mRNA genu F3 (czynnik tkankowy) w hodowli VICs pod wptywem stymu-

mRNA/GAPDH
(-]

lacji LPS 200 ng/ml oraz preinkubacji z atorwastatyng (A) w stezeniu 1uM lub rozuwastatyng (R) w
stezeniu 1uM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) 10uM. *p <0,001, #p <0,001 (* wskazuje na rézni-

ce w stosunku do grupy po stymulacji LPS; # wskazuje na r6znice w stosunku do hodowli kontrolnej)

Podsumowujac, najsilniejszy wzrost ekspresji mRNA genu F3 zaobserwowano
w przypadku stymulacji hodowli TNF-a w dawce 10 ng/ml w poréwnaniu do LPS 200
ng/ml 1 PGN 10 pg/ml (p=0,01). Najmniejsze zastosowane dawki statyn nie wplynety
na poziom ekspresji MRNA genu F3. Atorwastatyna w stezeniu 1 uM oraz rozuwasta-
tyna 0,1 uM zahamowaty ekspresje mRNA genu F3 $rednio o ok. 30%. Dziesigciokrot-
nie wyzsze stezenia statyn zahamowaty ekspresje mRNA F3 srednio o 88% w hodowli
VICs.
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4.3.3.2 Ang | i Angll
Stymulacja hodowli VICs zar6wno Ang | jak i Ang Il we wszystkich badanych
dawkach nie miata wptywu na poziom ekspresji mRNA genow F3, F10, F2R, F2RL1.

4.3.4 Neowaskularyzacja
Stymulacja TNF-a, PGN oraz LPS

Stymulacja VICs przy uzyciu TNF-a, PGN oraz LPS oraz Ang I jak i Ang II we
wszystkich badanych dawkach nie wptyneta na poziom ekspresji mRNA genu VEGF.
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5. Dyskusja

Niniejsza praca podejmuje probe oceny wplywu statyn, inhibitorow konwertazy
angiotensyny (ACEI) i antagonistow receptora angiotensyny II, typu 1 (ARB) na zapa-
lenie, kalcyfikacje, ekspresj¢ czynnikow krzepniecia i neowaskularyzacje przez VICs.
Komorki te sg w gldéwnej mierze odpowiedzialne za zwapnienia w obrebie ptatkow za-
stawki aortalnej. Jednym z gtéwnych czynnikoéw predysponujacych do AS jest podwyz-
szony poziom cholesterolu we krwi [5]. Uwzgledniajac podobne mechanizmy biorgce
udziat w rozwoju miazdzycy te¢tnic wiencowych i AS przypuszczano, ze statyny, leki
stosowane obecnie w leczeniu choroby wiencowej moga si¢ okaza¢ skuteczne rowniez
w hamowaniu progresji AS, jednak nie zostato to potwierdzone w badaniach klinicz-
nych [117-119, 205]. Kolejnym czynnikiem istotnym w rozwoju AS jest podwyzszone
ci$nienie krwi, ktére prowadzi do wzrostu gradientow przezzastawkowych, zwigkszenia
sit $cinajacych, uszkodzenia §rodbtonka i nasilenia kalcyfikacji w obrgbie zastawki aor-
talnej [2, 3]. Stwierdzono wicksza ekspresj¢ konwertazy angiotensyny (ACE) oraz an-
giotensyny II (Angll) w ptatkach zwapniatych zastawek aortalnych w poréwnaniu
z zastawkami niezwapniatymi sugerujac, ze ACEI oraz ARB mogg znalez¢ zastosowa-
nie w hamowaniu progresji AS [206]. Jednak wptyw w/w klas lekow na zatozone me-
chanizmy lezace u podstaw AS nie byt badany dotad z réwnoczesnym uwzglgdnieniem

kilku proceséw o kluczowych znaczeniach.

5.1 Statyny

Zastosowane w niniejszej pracy stezenia TNF-o 10 ng/ml, PGN 10 pg/ml lub LPS
200 ng/ml indukowaty odpowiedz prozapalng, wyrazong jako ekspresja mRNA IL-15
i IL-6, kalcyfikacje oraz ekspresje TF zar6wno na poziomie mRNA (F3) jak i antygenu.
Takie samo stgzenie TNF-a zastosowali w swoich doswiadczeniach Ding i wsp. [198],
ktorzy zaobserwowali wzrost aktywnos$ci ALP oraz mineralizacji w hodowli ludzkich
macierzystych komorek mezenchymalnych. Z kolei PGN w stezeniu 10 pg/ml oraz LPS
200 ng/ml byly stosowane przez Meng’a i wsp. [199] oraz Yang’a i wsp. [200], ktorzy
zaobserwowali wzrost czynnikow prozapalnych IL-6, IL-8 oraz ICAM-1, czynnikow
bioracych udziat w osteoblastycznej transformacji BMP-2 i Runx2/Cfbal, oraz zwiek-
szenie ilosci jader kalcyfikacji i aktywnos$ci ALP w stymulowanych hodowlach ludz-

kich VICs. Zastosowane przez nas nizsze stezenia TNF-o 1 ng/ml, PGN 1 pg/ml
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i 5 pg/ml oraz LPS 100 ng/ml nie zmienity ekspresji IL-/4 1 IL-6 oraz kalcyfikacji
w porownaniu z komdrkami nie stymulowanymi.

W celu okreslenia wptywu statyn na zahamowanie odpowiedzi prozapalnej indu-
kowanej TNF, PGN oraz LPS wykorzystano atorwastatyn¢ oraz rozuwastatyne o od-
miennych wiasciwosciach farmakodynamicznych i kinetycznych, w trzech réznych steg-
zeniach (odpowiednio 0,1; 1; 10 uM atorwastatyny i 0,01; 0,1; 1 uM rozuwastatyny),
dobranych na podstawie danych literaturowych [203, 207, 208]. Przeprowadzone do-
swiadczenia farmakokinetyczne pokazuja, ze fizjologiczne st¢zenie atorwastatyny
W 0soczu u pacjenta przyjmujacego dawke 40 mg/dzien (mg/d) wynosi $rednio 0,13
uM, a zwickszenie dawki do 80 mg/d, odpowiednio zwicksza stezenie atorwastatyny do
0,33 uM [209]. W przypadku rozuwastatyny, ktora ma silniejsze dziatanie hipolipemi-
zujace [210], maksymalna dawka wynosi 40 mg/d, co odpowiada stezeniu ok. 0,08 uM
W surowicy pacjenta [211, 212].

Najnizsze stosowane w niniejszej pracy stezenie leku, tj. 0,1 uM atorwastatyny
oraz 0,01 pM rozuwastatyny nie zahamowaly odpowiedzi prozapalnej po stymulacji
TNF-0, PGN oraz LPS. Dodatek do hodowli statyn w stezeniu zblizonym do ste¢zenia
w osoczu krwi u ludzi (1 uM atorwastatyny i 0,1 uM rozuwastatyny) zahamowat eks-
presjc mRNA IL-/f oraz IL-6 0 ok. 50%. Dziesi¢ciokrotne zwigkszenie st¢zenia
atorwastatyny, do 10 pM i rozuwastatyny do 1 uM zahamowato IL-14, IL-6 i TF o ok.
80%.

Na podstawie otrzymanych wynikow mozna przypuszczac, ze statyny sg w stanie
przynajmniej czesciowo zahamowaé odpowiedz prozapalna, kalcyfikacje 1 ekspresje TF
stymulowanych komoérek VICs w st¢zeniu porownywalnym do poziomu leku we krwi
pacjentdw przyjmujacych statyny. Przy zastosowaniu wyzszych stezen lekow zaobser-
wowano wicksze zahamowanie badanych proceséw zwigzanych z zapaleniem, kalcyfi-
kacja 1 uktadem krzepnigcia, jednak nie jest mozliwe zastosowanie tak wysokich dawek
u pacjentow ze wzgledu na zwigkszenie ryzyka wystgpienia dziatan niepozadanych. Nie
jest jasne, dlaczego statyny pomimo swoich wlasciwosci przeciwzapalnych [115-131]
nie hamuja progresji AS w przeprowadzonych badaniach klinicznych, nawet w przy-
padku stosowania rozuwastatyny w dawce 40 mg/d. Mozna przypuszczaé, ze zapalenie
w obrebie zastawek w duzym stopniu jest odporne na dziatanie przeciwzapalne statyn,
a progresja choroby moze zaleze¢ od innych czynnikow, ktore nie sa3 modyfikowane
przez dziatanie tych lekow, np. uszkodzenie srédbtonka poprzez zwigkszenie sit $cina-

jacych i gradientow przezzastawkowych.
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W pracy na dostgpnych danych udokumentowano ekspresj¢ TF w ludzkich
VICs, co wcze$niej nie bylo udokumentowane w pelnotekstowych doniesieniach. Zja-
wisko to obserwowano we wszystkich wyizolowanych zastawkach i przygotowanych
z nich komoérkach. VICs sg zatem dodatkowych zrodtem TF (obok makrofagow) w za-
stawkach w AS.

Zainicjowane przez TF powstanie trombiny in loco w stenotycznych zastawkach

moze w dwojaki sposob stymulowac¢ progresje AS. Po pierwsze powstanie depozytow
fibryny prowadzi do pogorszenia hemodynamicznych parametréw pracy zastawki, ale
dziata réwniez jako silnie prozapalny czynnik, ktéry nasila naciek makrofagéw w za-
stawce aortalnej [40]. Proby wyjasnienia wptywu ekspresji TF na proces kalcyfikacji
zastawki podjeli Breyne i wsp. [39] wykazujac, ze trombina produkowana in loco
w stenotycznych zastawkach aortalnych prowadzi do aktywacji osteopontyny i genera-
cji jej N-terminalnego odcinka o wlasciwosciach prozapalnych. Zaobserwowane w na-
szej pracy zalezne od dawki zahamowanie ekspresji TF sugeruje, ze stosowanie statyn
moze zmniejszy¢ i1los¢ powstajacej trombiny, tym samym zmniejszajac nie tylko ilo§¢
fibryny w obrebie zwapniatych zastawek aortalnych, ale rowniez prozapalng odpowiedz
indukowang N-terminalnym fragmentem osteopontyny [39].
Co ciekawe, podobny efekt hamujacy proces zapalny, kalcyfikacje i ekspresje TF zaob-
serwowano w przypadku 0,1 uM rozuwastatyny i 1 uM atorwastatyny. Mozna przy-
puszczaé, ze rozuwastatyna, ktora jest hydrofilowa statyna lepiej hamuje kalcyfikacje
VICs, niz statyny lipofilowe (atorwastatyna).

Przedstawione dane in vitro wskazuja, ze statyny moga spowolni¢ proces wap-
nienia zastawki na wczesnym etapie rozwoju AS, cze$ciowo poprzez ostabienie zapale-
nia i ekspresji TF. Znaczenie tych badan in vivo nie jest jednak poznane.

W przeprowadzonych do§wiadczeniach w celu sprawdzenia, czy efekt zahamo-
wania ekspresji IL-1f i IL-6, ekspresji TF, FX oraz receptorow PAR jest wynikiem
dziatania statyn, stosowano dodatek mewalonianu w stezeniu 10 uM. Wraz z dodaniem
mewalonianiu zaobserwowano zahamowanie efektu dziatania statyn. Efekt ten jest
zgodny z przypuszczeniami, poniewaz statyny blokuja syntez¢ mewalonianu, uniemoz-
liwiajac produkcj¢ pirofosforanéw. Aby lepiej poznaé¢ dziatanie statyn na VICs i kalcy-
fikacje oraz szlak mediowania kalcyfikacji w VICs, nalezatoby wykona¢ doswiadczenia
z FPP oraz GGPP, w celu okres$lenia, czy efekt ten zalezy gtownie od biatek z grupy
Ras czy Rho. Analogicznie zamiast FPP oraz GGPP mozna zastosowa¢ inhibitory far-

nezylotransferazy lub geranylogeranylotransferazy.
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5.2 ACEI oraz antagonisci receptora angiotensyny AT1

Biorgc pod uwage obecnos¢ zarowno ACE, jak i Angll w zastawce aortalnej
U pacjentow z AS, postanowiono sprawdzi¢, W jaki sposob Angl i Angll wptywaja na
zdolnos¢ VICs do ekspresji czynnikow prozapalnych i czynnikow krzepnigcia, kalcyfi-
kacje oraz neowaskularyzacje. Wedtug dostepnych badan wptyw Angl oraz Angll na
komorki VICs nie byt badany. Stezenia Angl i Angll do przeprowadzenia prezentowa-
nych doswiadczen dobrano na podstawie badan Gao i wsp. [202], na fibroblastach ser-
ca. Zastosowane przez Gao i wsp. [202] stezenie Angll stymulowaty fibroblasty do
produkcji kolagenu. Zastosowane w tej pracy stezenia Angl oraz Angll spowodowaty
wzrost ekspresji cytokin prozapalnych oraz zwickszenie kalcyfikacji. Nizsze stezenie
0,1 uM Angl lub AnglI nie spowodowaty wzrostu ekspresji MRNA genow IL-14, IL-6
oraz kalcyfikacji w hodowli VICs.

Podobne st¢zenia ACEI stosowali w pracy Mahadevan i wsp. badajacy wptyw
enalaprilu i ramiprilu na migracj¢ komoérek srodbtonka naczyniowego [213]. Stosowane
stezenie antagonisty receptora AT1 bylo takie same jak w artykule Benicky’ego i wsp.
[214], ktorzy badali wptywy AngIl na ekspresje cytokin prozapalnych w komodrkach
migsni gladkich naczyn krwiono$nych.

U chorych przyjmujacych typowa dawke enalaprilu i ramiprilu maksymalne ste-
zenie w osoczu wynosi 100 + 50 ng/ml, co odpowiada 0,28 + 0,14 uM [215].

W przeprowadzonej pracy po raz pierwszy pokazano, ze Angl oraz Angll inicjuja
proces kalcyfikacji VICs. ACEIl w stezeniu 1 uM i 10 uM hamuja kalcyfikacje komo-
rek, ale tylko po stymulacji Angl. Zastosowanie ACEI przy stymulacji Angll nie powo-
dowato zahamowania ekspresji cytokin prozapalnych (IL-/4 i 1L-6) oraz kalcyfikacji
wyrazonej aktywnoscig ALP i iloscig czerwieni alizarynowej zwigzanej z jonami wap-
nia. Interesujace wydaje si¢, ze kandesartan bedacy antagonistg receptora AT1 hamowat
kalcyfikacje zarowno w przypadku stymulacji Angl, jak i Angll, co sugeruje, ze kalcy-
fikacja moze by¢ indukowana poprzez stymulacje receptora AT1. Na podstawie przed-
stawionych wynikow mozna przypuszcza¢, ze Angl oraz Angll przyczyniajg si¢ do kal-
cyfikacji zastawki aortalnej. Podobne dos§wiadczenie przeprowadzone na VSMC poka-
zuje, ze Angll moze za posrednictwem receptora AT indukowaé proliferacjg¢ oraz kal-
cyfikacje poprzez zwigkszenie ekspresji NF-kB 1 Runx2, jak réwniez zwigkszenie eks-
presji cytokin prozapalnych IL6, IL8 i MCP-1 [216, 217]. Biorac po uwage powyzsze
doniesienia mozna przypuszczaé, ze podwyzszony poziom Angll w zastawce aortalnej
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moze stymulowac¢ VICs do osteoblastycznej transformacji i powstania zwapnien. Obec-
no$§¢ w zastawce mastocytow [90], ktore produkuja chymaze, dodatkowo sprzyja
zwiekszonej produkcji Angll w zwapniatej zastawce, dlatego antagonisci receptora AT:
wydaja si¢ by¢ bardziej obiecujaca grupa lekdéw, ktora moze zmniejszaé progresje AS.
Jednak badania u ludzi sg konieczne do weryfikacji tej hipotezy.

W przeprowadzonych do$wiadczeniach zaréwno Angl, jak i Angll w st¢zeniu
1 uM nie spowodowaty wzrostu ekspresji czynnikow krzepniecia i1 receptorow PAR.
W badaniach He i wsp. [218] Angll w st¢zeniu od 0,1 uM do 10 uM zwigkszata ekspre-
sj¢ TF na poziomie mRNA i biatka w monocytach. Podobny wzrost ekspresji TF przed-
stawili Sugano i wsp. [219] w przypadku szczurzych komorek srédbtonka naczyniowe-
go. Mozna przypuszczaé, ze monocyty, ktore posiadaja konstytutywna ekspresj¢ TF, sa
bardziej wrazliwe na angiotensyng.

Wyniki przeprowadzonych do$wiadczen sugeruja, ze kandesartan w przeciwien-
stwie do ACEI jest w stanie zahamowac¢ kalcyfikacj¢ i ekspresj¢ cytokin prozapalnych
przez VICs. Na podstawie otrzymanych wynikdw moza wnioskowaé udziat receptora
AT: w kalcyfikacji VICs, co sugeruje przeprowadzenie dalszych badan w kierunku
przyszilego zastosowania antagonistow receptora ATi. W badaniach tych nalezy zasto-
sowac rozne stezenia antagonistow receptora ATi, w zakresie terapeutycznym. Rowniez

interesujace wydaje si¢ przeprowadzenie kokultur monocytéw 1 VICs.

5.3 FX, FVII, FXl i receptory PAR

W przeprowadzonej pracy wykazano, ze ludzkie komorki VICs majg statg ekspre-
sje FX, co jest orginalnym spostrzezeniem, FX jest wigcej niz TF w tym samym modelu
ekspresji. Ponadto VICs wykazuja ekspresj¢ receptoréw PAR: PARI i PAR2; PAR1
byto o polowe¢ mniej niz PAR2. Ta obserwacja jest takze orginalna. PARI 1 PAR2 s3
receptorami aktywowanymi m.in. przez biatka krzepnigcia. Obecnos$¢ tych dwoch re-
ceptorow sugeruje mozliwy wptyw trombiny oraz FXa bezposrednio na komoérki VICs.
Z badan przeprowadzonych przez Blanc-Brude i wsp. [220] wynika, ze FXa moze ak-
tywowac fibroblasty zaréwno poprzez PARI jak i PAR2, jednak to aktywacja PARI
jest w gtéwnej mierze odpowiedzialna za wzrost produkcji ECM oraz proliferacj¢ ko-
morek. Borensztajna i wsp. [221] wykazali, ze FXa nasila proliferacje, migracje i rozni-
cowanie fibroblastow w miofibroblasty (z ekspresja a-aktyny i desminy), jak rowniez

zwigksza ekspresje MCP-1, IL-6, TGF-B oraz fibronektyny, gléwnie przez aktywacje
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PAR2. Podobne zjawisko zaobserwowano w przypadku progresji AS, gdzie wystgpuje
nasilona proliferacja VICs oraz zwigkszona produkcja ECM. Pobudzenie PARI1 przez
trombin¢ moze skutkowaé¢ wzrostem ekspresji CCL2, ktory jest chemoatraktantem dla
monocytéw 1 mastocytow [222], przez co zwicksza¢ naciek komorek zapalnych do
zwapnialych ptatkow zastawki aortalnej. Ponadto, Moore i wsp. [223] pokazali, ze
zwigkszona ekspresja CCL2 moze skutkowac¢ zwickszonym odktadaniem si¢ kolagenu
i wzrostem proliferacji fibroblastow oraz miofibroblastow. Jednak ta koncepcja wyma-
ga dalszych badan.

W przeprowadzonych doswiadczeniach nie zaobserwowano ekspresji FVII oraz
FXI w hodowlach komoérek VICs. Mozna przypuszczac, ze tych czynnikow krzepnigcia

nie ma w zwapniatej zastawce aortalnej u ludzi.

5.4 Ograniczenia badania

Istnieje wiele ograniczen przeprowadzonych badan. Badania przeprowadzono na
hodowlach VICs in vitro, przez co okreslano bezposredni wptyw czynnikow stymuluja-
cych na mierzone parametry. Jest to uktad prosty bez dodatkowych czynnikoéw, ktore
wystepuja w modelu in vivo, m.in. hemodynamika pracy zastawki, naptyw makrofagow
lub innych komoérek zapalnych, czy wptyw czynnikéw uktadu krzepnigcia.

U os6b z AS stwierdzono ok. 3-krotny wzrost poziomu TNF-o w surowicy w po-
réwnaniu z osobami zdrowymi, do ok. 0,0021 ng/ml [224], jest to jednak ok. 5000 razy
mniejsze stezenie, niz stosowane w prezentowanej hodowli VICs oraz przez Ding
i wsp. [198]. Biorac pod uwage komorek VICs do produkcji TNF-a [225], jak rowniez
obecnych na zastawce aortalnej makrofagdw [2] mozna by przypuszczaé, ze stgzenia
TNF-0 w stenotycznych zastawkach moga by¢ wyzsze, niz te obserwowane w 0soczu
Krwi.

Podobnie do TNF-a uzyte stezenia PGN i1 LPS sg wyzsze, niz te obserwowane
podczas zakazen bakteryjnych, takich jak posocznica, gdzie stezenie PGN wynosi ok.
0,028 pg/ml [226] i LPS ok 0,3 ng/ml [227]. Do hodowli in vitro stosuje si¢ wyzsze
stezenia stymulantéw ze wzgledu na fakt, ze jest to uktad izolowany, w ktorym brak jest
dodatkowych czynnikéw bioracych udzial w rozwoju zapalenia takich jak makrofagi
1 wielu czynnikow zapalnych produkowanych przez te komorki, ktorych efekt jest sy-
nergistyczny. Nalezatoby przeprowadzi¢ kokulture VICs z monocytami w celu okresle-
nia wptywu czynnikdw prozapalnych, aby oceni¢ interakcje miedzy komoérkami. Do-
datkowe pobudzenie makrofagow do wydzielania cytokin prozapalnych moze spowo-
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dowa¢, ze VICs zostang zastymulowane do kalcyfikacji w nizszych stezeniach, niz
W niniejszej pracy.

Podobnie jak w przypadku czynnikow prozapalnych stosowane w pracy st¢zenie
Angl 1 Angll jest wyzsze niz stezenia fizjologiczne. Stezenie Angl w osoczu waha si¢
u 0sob zdrowych od 20 do 200 ng/I [228], co odpowiada 2*107° — 2*10** uM, natomiast
stezenie Angll jest mniejsze i wynosi 1,8*10° pM $rednio u osob zdrowych [228].
W niektorych jednostkach chorobowych np. w nadcisnieniu tetniczym poziom Angll
w 0soczu moze dochodzi¢ do 6,4*10° uM [228]. Stezenie Angll w tkankach moze by¢
nawet 100-krotnie wigksze w poréwnaniu do osocza [229]. Jednak makrofagi i masto-
cyty obecne w stenotycznej zastawce [90, 230] poprzez ekspresj¢ odpowiednio ACE
oraz chymazy moga zwigkszac stezenie in loco Angll w zastawce stenotycznej.

Przeprowadzone badania in vitro pokazuja jaki jest wplyw statyn na osteobla-
styczng transformacje¢ VICs oraz formowanie si¢ zwapnien de novo. Natomiast w bada-
niach oceniano chorych ze stwierdzong AS w stopniu co najmniej umiarkowanym, co
juz sugeruje wigkszy wptyw hemodynamiki i uszkodzenia §rédbtonka przez zwigkszone
sity $cinania. Nie wiadomo, czy VICs z zastawek o niewielkim zweZeniu ujécia zacho-
wuja si¢ podobnie do tych analizowanych w tej pracy.
Istotnym ograniczeniem przeprowadzonych badan jest metoda oceny kalcyfikacji, ktorg
opisali Osman i wsp. [231]. Pozywka hodowlana zawierata -glicerofosforan, witaming
C oraz jony Ca?*. Taka pozywka inicjuje transformacje i pozwala na zaobserwowanie
w stosunkowo krotkim okresie czasu kalcyfikacji komorek. Istniejg rowniez inne sktady
pozywki, zawierajace m.in. witamine D3 [200]. Niestety trudno jest okresli¢ w jakiej
czesci proces kalcyfikacji obecny in vitro odpowiada temu obserwowanemu in vivo
w zastawce aortalnej.

Nie jest tez jasne, czy obserwowane dziatanie to efekt klasy. Nalezaloby prze-

prowadzi¢ podobne do§wiadczenia z innymi lekami z badanych dotad klas.

Aby potwierdzi¢ dziatanie statyn na w/w zjawiska przeprowadzono doswiadcze-
nia z mewalonianem, ktory znosit efekty rozuwastatyng i atorwastatyng. Wadg pracy
jest nieprzeprowadzenie badan z FPP i GGPP lub inhibitorami transferazy farnezylowej,

badz geranylogeranylowe;.
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5.5 Podsumowanie

Ekspresja FX oraz receptorow PAR przedstawiona w niniejszej pracy oraz wyniki
odnosnie FX, trombiny oraz receptoréw PAR sugeruja, ze jest to kolejny potencjalny
szlak mogacy brac¢ udziat w rozwoju AS. W celu potwierdzenia nalezatloby okresli¢, czy
1 w jakim stopniu aktywacja receptora PAR1, a w jakim PAR2 wptywa na proliferacje,
ekspresje ECM i cytokin prozapalnych oraz kalcyfikacje VICs.

Przeprowadzone badania poszerzajag wiedze¢ na temat wptywu statyn, ACEI oraz
ARB na ekspresje cytokin prozapalnych, kalcyfikacje i1 ekspresj¢ biatek uktadu krzep-
nigcia w AS. Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna przypuszczaé, ze statyny
w dawkach leczniczych moga czgsciowo zahamowac kalcyfikacje 1 ekspresje TF, jed-
nak nie zostalo to potwierdzone w badaniach klinicznych. Szczegdlne znaczenie maja
doswiadczenia z Angl 1 Angll, ktére stymuluja VICs do ekspresji cytokin prozapalnych
oraz kalcyfikacji. Na podstawie otrzymanych wynikow mozna przypuszczac, ze stoso-
wanie ACEI lub ARB moze mie¢ zastosowanie w zahamowaniu progresji AS. Ponadto
przedstawiona ekspresja FX oraz receptorow PAR1 i PAR2 sugeruje, ze trombina oraz
FX moga bezposrednio wywiera¢ wptyw na VICs, jednak doktadny wplyw aktywacji
tych receptorow na progresj¢ AS wymaga dalszych badan. Znaczenie kliniczne przed-

stawionych danych wymaga dalszych badan.
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6. Whnioski

1.

Wykazano ekspresje TF, czynnika X oraz receptorow PAR: PARL i PAR2, na
poziomie mRNA 1 biatka, przez ludzkie komorki VICs.

Stymulacja komoérek VICs uzyskanych ze stenotycznych zastawek ludzkich przy
uzyciu 10 ng/ul TNF-a, 10 pg/ml PGN lub 200 ng/ml LPS zwigksza ekspresje
cytokin prozapalnych, kalcyfikacje i ekspresj¢ TF w hodowli in vitro. Mniejsze
stezenia substancji stymulujgcych nie wptywaja na w/w zjawiska.

Stgzenia statyn, tj. 1 M atorwastatyny oraz 0,1 pM rozuwastatyny zblizone do
stezen osigganych we krwi u ludzi, czesciowo hamuja ekspresj¢ cytokin proza-
palnych, kalcyfikacje oraz ekspresj¢ TF na poziomie mRNA i biatka. Dziesig-
ciokrotne zwigkszenie stezenia obu statyn hamuje o ok. 80% w/w procesy.
Stymulacja hodowli VICs przy uzyciu angiotensyny I lub angiotensyny II
zwigksza ekspresje cytokin prozapalnych i kalcyfikacje komorek, ale nie wpty-
wa na ekspresje TF.

Stezenia inhibitorow konwertazy angiotensyny, tj. 1 uM enalaprilu i ramiprilu,
zblizone do stezen osigganych we krwi u ludzi, czgsciowo hamujg ekspresje cy-
tokin prozapalnych i kalcyfikacj¢ VICs stymulowang angiotensyng 1. Oba leki
nie zmieniajg ekspresji TF.

Kandesartan w stezeniu 10 uM dodany do hodowli VICs hamuje ekspresj¢ cyto-
kin prozapalnych oraz kalcyfikacje indukowang przez angiotensyne Il 1 nie
zmienia ekspresji TF.

Zarowno statyny jak 1 inhibitory konwertazy angiotensyny nie zmieniajg ekspre-
sji czynnika X oraz ekspresji receptorow PAR1 i PAR2 w hodowli VICs. W ho-
dowli VICs nie stwierdzono ekspresji czynnika V11 i XI.
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7. Streszczenie

Obecnie uwaza si¢, ze procesy zachodzace w obrgbie zwezonej zastawki aortalne;j
przypominaja wczesne etapy miazdzycy. W AS wyrazem zaawansowania choroby jest
nasilona fibrokalcyfikacja ptatkow zastawki. Tendencja do nasilenia kalcyfikacji za-
stawki aortalnej wynika najprawdopodobniej z obecnosci komorek interstycjalnych
(VICs), ktore pod wptywem przewlektego zapalenia ulegaja osteoblastycznej transfor-
macji. Wykazano ekspresje czynnika tkankowego (TF) w makrofagach oraz akumulacj¢
fibryny w obrebie ptatkow zastawki aortalnej. Biorgc pod uwage podobienstwa migdzy
miazdzyca i AS przypuszczano, ze dwie grupy lekow tj. statyny i inhibitory konwertazy
angiotensyny I (ACEI) moga by¢ skuteczne w hamowaniu progresji AS, czego dotad
nie potwierdzono w badaniach klinicznych.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu statyn, inhibitoréw konwertazy an-
giotensyny | (ACEI) oraz antagonisty receptora angiotensyny Il, typu 1 (ARB) na eks-
presj¢ biatek zwigzanych z zapaleniem, procesem kalcyfikacji oraz bialek ukladu
krzepnigcia w hodowli komorek VICs izolowanych ze stenotycznych ptatkéw zastawki
aortalnej. Do badania wlaczono 61 pacjentow z AS po izolowanej operacji wymiany
zastawki aortalnej. Ptatki zwapniatej zastawki postuzyty do wykonania 1) analizy im-
munofluore-scencyjnej, w celu oceny ekspresji biatek uktadu krzepnigcia: TF, FX ,
FVII i FXI oraz receptorow PAR1 i PAR2; 2) analizie ekspresji MRNA gendéw zwigza-
nych z zapale-niem (NF-xB, RANKL i IL-6), kalcyfikacjg i osteoblastyczng transfo-
ramcjg (SPP1, IBSP, BMP2 i Runx2/Cfbl) oraz genoéw biatek uktadu krzepnigcia (F3,
F10), recepto-row PAR (F2R i F2RL1) i markera neowaskularyzacji - VEGF (czynnik
wzrostu srodbtonka naczyniowego) metoda Real-time PCR w trzech obszarach zastaw-
ki (nie-zmienionym, zgrubiatym i zwapniatym). Dodatkowo z ptatkéw zastawki aortal-
nej zat-zono hodowle VICs, ktora zostata poddana stymulacji przez TNF-a, PGN i LPS
oraz angiotensyng I i IT (Angl i Angll). OdpowiedZ prozapalng w stymulowanych ho-
dowlach mierzono na poziomie ekspresji mRNA genow cytokin IL-74 i IL-6. Kalcyfi-
kacje komorek mierzono iloscig jonéw Ca®" zwigzanych z czerwienig alizarynowa i
aktywnos$cig alkalicznej fosfatazy. Dodatkowo w hodowli in vitro wykonano analizy
ekspresji genow zwigzanych z uktadem krzepnigcia F3, F10 oraz receptoréw F2R i
F2RL1, jak rowniez analiz¢ ekspresji w/w bialek metodg immunofluorescencyjng (jako-

sciowa) 1 Western blot (ilosciowg).
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W celu okreslenia wptywu statyn na ekspresj¢ cytokin prozapalnych, kalcyfika-
cje 1 ekspresj¢ czynnikow uktadu krzepnigcia, hodowle preinkubowano z atorwastatyng
w koncowych stezeniach 0,1 uM, 1 uM i 10 uM oraz rozuwastatyng w koncowych ste-
zeniach 0,01 uM, 0,1 uM i1 1 uM. Potwierdzenia dziatania statyn na badane procesy
dokonano poprzez dodanie mewalonianu w stgzeniu 10 pM do komoérek VICs.

Okreslenia wptywu ACEI na badane procesy dokonano preinkubujac hodowle
stymulowang Angl z jej inhibitorami: enalaprilem i ramiprilem w koncowych steze-
niach 0,1 uM, 1 uM i1 10 uM. Wplyw aktywacji receptora angiotensyny II na badane
procesy badano poprzez preinkubacje VICs z antagonistg receptora angiotensyny Il ty-
pu 1, kandesartanem w koncowym stezeniu 10 pM.

W analizowanych metodg Real-time PCR zgrubiatych i zwapniatych fragmen-
tach zastawki, w poréwnaniu do obszar6w niezmienionych chorobowo, stwierdzono
wzrost ekspresji genéw zwigzanych z: zapaleniem (RANKL, NF-xB i IL-6), kalcyfikacja
(SPP1, IBSP, BMP2), osteoblastyczng transformacja (Runx2/Cfbal) oraz uktadem
krzepnigcia (F3). W analizowanych fragmentach zaobserwowano zmniejszenie ekspre-
sji MRNA genu F10, natomiast ekspresja mRNA genow F2R i F2RL1 nie ulegta zmia-
nie.

W badaniach immunohistochemicznych zwapniatych ptatkow po raz pierwszy
wykazano ekspresja FX, PARI i PAR2, ktore obecne byly w obrgbie catego skrawka
zastawki aortalnej. Nie zaobserwowano natomiast ekspresji FVII i FXI w badanych
fragmentach zastawki. W hodowli VICs wykazano obecnos¢ antygenéw TF, FX, PAR1
I PAR2, natomiast podobnie jak w przypadku analiz in loco nie stwierdzono ekspresji
FVIIi FXI.

Stymulowane przez TNF-a, PGN lub LPS komorki VICs, wykazywaty zwigk-
szong ekspresj¢ mRNA gendw cytokin prozapalnych, kalcyfikacje i ekspresje czynni-
kéw uktadu krzepnigceia. Preinkubacja hodowli VICs z atorwastatyng i rozuwastatyna,
w koncowych stezeniach odpowiednio 0,1 uM 1 0,01 uM nie wplyneta na ekspresje
mRNA genow IL-1f i IL-6. Dziesigciokrotne zwigkszenie stezenia lekow zmniejszyto
ekspresje IL-14 1 IL-6 o ok. 55%, a stgzenia 10 uM atorwastatyny i 1 uM rozuwastatyny
nasilito zahamowanie ekspresji tych genéw do ok. 75% w poréwnaniu do grupy po
stymulacji. Dodanie mewalonianiu w koncowym stezeniu 10 uM do hodowli VICs cat-
kowicie zniosto hamujacy wplyw statyn na ekspresj¢ genoéw IL-15 oraz IL-6, bez

wzgledu na stgzenie stosowanej statyny.
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Stezenia statyn, odpowiednio 1 pM atorwastatyny oraz 0,1 pM rozuwastatyny
zahamowaly kalcyfikacj¢ komorek o ok. 35%, natomiast 10-krotne zwigkszenie stezen
zahamowato kalcyfikacje srednio do 80%. Dodanie mewalonianiu do hodowli VICs
zniosto ten efekt. Atorwastatyna w stezeniu 1 uM oraz rozuwastatyna 0,1 uM zahamo-
waty ekspresj¢ mRNA genu F3 $rednio o ok. 30%. Dziesi¢ciokrotnie wyzsze stezenia
statyn zahamowaty ekspresj¢ mRNA F3 $rednio o 88% w hodowli VICs, natomiast
dodatek mewalonianu (10 uM) wraz statynami znidst hamujacy wpltyw statyn na po-
ziom ekspresji MRNA genu F3 niezaleznie od dawki statyn.

Analiza metoda Western-blot wykazata wzrost ekspresji TF 0 ok. 50% po sty-
mulacji TNF-a w stosunku do kontroli. Dodanie atorwastatyny lub rozuwastatyny spo-
wodowato dawko-zalezne obnizenie ekspresji TF odpowiednio o ok. 50% dla nizszych
dawek statyn i 0 ok. 70% dla wyzszych zastosowanych dawek statyn.

Po stymulacji VICs przez 1 uM Angl oraz Angll silniejszg odpowiedZ prozapal-
ng zaobserwowano w przypadku Angll. Leki z grupy ACEI (enalapril oraz ramipril)
w stezeniu 0,1 uM nie zmniejszyty ekspresji mRNA genéw IL-1f oraz IL-6, ale stezenia
1 uM zahamowaly ekspresje tych genow o ok. 45%, a stezenia 10 uM o ok. 65%.

Zablokowanie receptora angiotensyny II kandesartanem catkowicie zahamowato
ekspresj¢ mRNA genow IL-14 i IL-6 po stymulacji Angll. Silniejszy wptyw na kalcyfi-
kacje obserwowano w hodowli VICs stymulowanej Angll w poréwnaniu z Angl. Ena-
lapril i ramipril w stezeniu 0,1 uM nie wptynely na kalcyfikacje, natomiast wyzsze stg-
zenia ACEI, 1 uM i 10 uM, zahamowaty kalcyfikacj¢ odpowiednio o 30% i 50%. Za-
stosowanie kandesartanu w stezeniu 10 uM catkowicie zahamowato kalcyfikacje ho-
dowli VICs.

Zastosowane stezenia Angl 1 Angll, jak rowniez ACEI i ARB nie spowodowaty
zmiany w ekspresji mRNA genow F3, F10, F2R, F2RL1 oraz VEGF.

Przeprowadzone badania poszerzajg wiedze na temat wptywu statyn, ACEI oraz
ARB na ekspresje cytokin prozapalnych, kalcyfikacje 1 ekspresje biatek uktadu krzep-
nigcia w AS. Mozna przypuszczad, ze statyny, ACEI i ARB moga czg¢$ciowo zahamo-
wac zapalenie wewnatrz zwezonej zastawki aortalnej i jej kalcyfikacje. Po raz pierwszy
pokazano ekspresj¢ FX oraz receptorow PARI 1 PAR2 w zastawkach i w hodowli
VICs. Dodatkowo wykazano hamowanie ekspresji TF, ale nie FX w VICs pod wpty-
wem statyn, ale nie innych badanych lekéw. Znaczenie kliniczne przedstawionych da-

nych wymaga dalszych badan.
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8. Summary

It is believed that processes within stenotic aortic valve are similar to the early stages of
atherosclerosis. Abundant fibrocalcification within aortic leaflets increases disease pro-
gression. Tendency for increased calcification within aortic valve is probably due to the
presence of interstitial cells (VICs) which undergo osteoblastic transformation in chron-
ic inflammation. The expression of tissue factor (TF) in macrophages and accumulation
of fibrin within the aortic valve leaflets has been demonstrated.

The purpose of this study was to investigate the effect of statins, angiotensin converting
enzyme inhibitors (ACEIs) and angiotensin Il receptor blocker (ARB) on the expression
of proteins associated with inflammation, calcification and coagulation cascade in vitro
in VICs cultures.

The study included 61 patients with AS after isolated aortic valve replacement. Aortic
leaflets were used to determine: 1) immunofluorescence analysis of the coagulation sys-
tem proteins: tissue factor (TF), factor (F)X, FVII and FXI, as well as receptors PAR1
and PAR2 expression, 2) mRNA analysis of the gene expression associated with in-
flammation (NF-kB, RANKL and IL-6), calcification and osteoblastic transformation
(SPP1, IBSP, BMP2 and Runx2/Cfbal), coagulation proteins (F3 and F10), PAR recep-
tors (F2R and F2RL1) and a neovascularization marker: VEGF (vascular endothelial
growth factor) using Real-time PCR in three different aortic valve areas (unaltered,
thickened and calcified). VICs culture was established from the obtained fragments of
the calcified aortic valves to investigate the effect of TNF-a, PGN, LPS, angiotensin |
and Il (Angl and Angll) on cultured VICs. Inflammatory response in stimulated culture
was determined by mRNA expression of IL-/4 and IL-6 genes. Calcification was meas-
ured by determining the concentration of the Alizarin red S connected with calcium ions
and alkaline phosphatase activity in stimulated VICs. In addition, coagulation proteins
(TF and FX) and PAR receptors (PAR1 and PAR2) expression was also measured on
MRNA and protein level, using immunofluorescence (qualitative) and Western blot
(quantitative) techniques.

To determine the statin’s effect on proinflammatory cytokine expression, calcification
and coagulation proteins expression, stimulated VICs were preincubated with atorvas-
tatin (final concentration 0.1 uM, 1uM and 10 pM), or rosuvastatin, (0.01 uM, 0.1pM
and 1 uM). To determine whether statins modulate the mevalonic acid pathway, VICs

were treated with 10 uM mevalonic acid.
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To explore the effect of ACEIs on the tested processes, VICs cultures treated with Angl
were preincubated with enalapril and ramipril (0.1 uM, 1 uM and 10 pM). The impact
of the angiotensin Il receptor activation was determined by addition of 10 uM candesar-
tan, angiotensin Il receptor blocker (ARB).

Determined by Real-time PCR analysis of genes expression associated with proinflama-
tory response (RANKL, NF-kB and IL-6), calcification (SPP1, IBSP, BMP2) and osteo-
blastic calcification (Runx2/Cfbal) were found to be higher in thickened and calcified
fragments of stenotic leaflets, compared to unaltered fragments. Furthermore, higher
expression of F3 and lower of F10 were observed in thickened and calcified fragments.
There was no change in the expression of F2R, F2RL1.

The expression of FX, PAR1 and PAR2 in the stenotic leaflets was demonstrated for the
first time in the immunofluorescence analysis. There was no expression of FVII and
FXI.

Immunofluorescence analysis showed that VICs have the expression of TF, FX, PAR1
and PAR2. There was no evidence that VICs expresses FVII and FXI.

The VICs cultured stimulated with TNF-a, PGN or LPS increased mRNA expression of
the genes involved in proinflammatory response, calcification and coagulation. Preincu-
bation of the stimulated VICs with atorvastatin and rosuvastatin (final concentrations
0.1 uM and 0.01 pM, respectively) did not affect the processes. Ten times higher con-
centrations of atorvastatin and rosuvastatin (1 pM and 0.1pM, respectively) reduced
proinflammatory expression of IL-/f and IL-6 by 55%. High concentrations of statins
(10 uM atorvastatin and 1 uM rosuvastatin) lowered IL-/4 and IL-6 expression by 75%,
compared to non-stimulated VICs. Addition of 10 uM mevalonic acid suppressed the
influence of statins in all concentrations.

Atorvastatin (1 pM) and rosuvastatin (0,1 pM) inhibited VICs calcification by 35%,
whereas increasing statin concentration to 10 uM of atorvastatin and 1 uM of rosuvas-
tatin reduced calcification by 80%. Addition of 10 uM mevalonic acid inhibited statin-
mediated impairment of calcification. Atorvastatin and rosuvastatin (1 pM and 0,1uM,
respectively) reduced the expression of F3 mRNA by 30%. Ten times higher concentra-
tion of atorvastatin reduced F3 expression by 88%. Incubation with mevalonic acid (10
uM) restored F3 expression to the pretreatment level.

Western-blot analysis of TNF-a stimulated VICs showed that after proinflammatory

stimulation TF expression increases. Addition of atorvastatin and rosuvastatin dimin-
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ished that effect by 51.5% and 73.1%, for 1 uM and 10 uM of atorvastatin, respectively,
and by 54.8% and 69.2% for 0,1 uM and 1 uM of rosuvastatin, respectively.

After stimulation with 1 uM of Angl and Angll, enhanced proinflammatory response
was observed in Angll stimulated cultures. Enalapril and ramipril both at a concentra-
tion of 0.1 uM did not change IL-/4 and IL-6 expression, but these drugs at concentra-
tions of 1 uM reduced expression of proinflammatory cytokines by 45%, and 10 uM by
65%.

Addition of ARB, candesartan, reduced mRNA expression of IL-/4 and IL-6 after stim-
ulation with Angll. Stronger effect on calcification was observed in Angll than in VICs
stimulated with Angl.

Enalapril and ramipril at 0.1 uM concentrations did not change VICs calcification.
Higher concentrations of ACEIs, 1 uM and 10 uM, reduced measured VICs calcifica-
tion by 30% and 50%, respectively. Candesartan at a concentration of 10 uM totally
abolished VICs calcification.

Both Angl and Angll, as well as ACEI and ARB did not change the expression of TF,
FX, PAR1, PAR2 and VEGF.

This in vitro study increases knowledge about the effect of statins, ACEIs and ARB on
proinflammatory response, calcification and expression of coagulation protein in AS. It
can be speculated that statins, ACEIl and ARB may partially inhibit inflammation and
calcification inside stenotic aortic valves. Moreover, this study for the first time shows
the TF, FX, PAR1 and PAR2 expression in VICs.

Inhibition of TF expression, but not FX in stimulated VICs preincubated with statins,
but not other tested drugs. The clinical relevance of the presented data requires further

investigation.
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