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Wykaz najczęściej używanych skrótów 

ACE (ang. angiotensin converting enzyme) enzym konwertujący angioten-

synę 

ACEI (ang. angiotensin converting enzyme inhibitors) inhibitory enzymu 

konwertującego angiotensynę 

ADAMTS13 (ang. disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin type 1 

motif, member 13) dezintegryna i metaloproteinaza zawierająca 

domeny podobne do trombospondyny, metaloproteinaza ADAMTS13 

AngI (ang. angiotensin I) angiotensyna I 

AngII (ang. angiotensin II) angiotensyna II 

APC (ang. activated protein C) aktywowane białko C 

AS (ang. aortic stenosis) stenoza aortalna 

BMPs (ang. bone morphogenetic proteins) białka morfogenetyczne kości 

CAD (ang. coronary artery disease) choroba niedokrwienna serca 

CRP (ang. C-reactive protein) białko C-reaktywne 

ECM (ang. extracellular matrix) macierz pozakomórkowa 

F1+2 (ang. prothrombin fragments 1+2) fragment protrombiny 1+2 

FPP (ang. farnesyl pyrophosphate) pirofosforan farnezylu 

GAGs (ang. glycosaminoglycans) glikozaminoglikany 

GGPP (ang. geranylgeranyl pyrophosphate) pirofosforan geranylogeranylu 

HDL (ang. high density lipoprotein) lipoproteina wysokiej gęstości 

HMG-CoA (ang. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A) 3-hydroksy-3-

metyloglutarylo-koenzym A 

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

LDL (ang. low-density lipoprotein) lipoproteina niskiej gęstości 

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

cytów 

LPS (ang. lipopolysaccharides) lipopolisacharydy  

MCP-1 (ang. monocyte chemotactic protein 1) białko chemotaktyczne mono-

cytów typu 1 
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MMPs (ang. matrix metalloproteinases) metaloproteinazy macierzy ze-

wnątrzkomórkowej 

mRNA (ang. messenger RNA) przekaźnikowy kwas rybonukleinowy 

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

czynnik transkrypcyjny NF-κB 

OSP (ang. osteopontin) osteopontyna 

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

plazminogenu 1 

PAR-1 (ang. protease activated receptor 1) receptor aktywowany proteazami 

typu 1 

PAR-2 (ang. protease activated receptor 2) receptor aktywowany proteazami 

typu 2 

PGI2 (ang. prostaglandin I2) prostaglandyna I2, prostacyklina 

PGN (ang. peptidoglycan) peptydoglikan 

PPARs (ang. peroxisome proliferator-activated receptors) receptory ak-

tywowane przez proliferatory peroksysomów 

RUNX2/Cfba1 (ang. runt-related transcription factor 2/ core-binding factor subunit 

alpha-1) czynnik transkrypcyjny RUNX2/Cfba1 

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

skrypcyjny STAT3 

TF (ang. tisse factor) czynnik tkankowy 

TFPI (ang. tissue factor pathway inhibitor) inhibitor zależnej od czynnika 

tkankowego drogi krzepnięcia 

TGF-β (ang. transforming growth factor β) transformujący czynnik wzrostu β 

TNF-α (ang. tumor necrosis factor α) czynnik martwicy nowotworów α 

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

nu 

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) czynnik wzrostu śródbłonka 

naczyniowego 

VICs (ang.  valve interstitial cells) komórki śródmiąższowe zastawki  

vWF (ang. von Willebrand factor) czynnik von Willebranda 
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1. Wprowadzenie 

 

1.1 Patobiologia stenozy aortalnej 

Zastawkowe wady serca stanowią poważny problem dla zdrowia publicznego na 

całym świecie. Przy spadku częstości występowania choroby reumatycznej serca, zwę-

żenie zastawki aortalnej (ang. aortic stenosis, AS) staje się najczęstszą wadą zastawko-

wą w krajach zachodnich. Częstość jej występowania zwiększa się z wiekiem. Obecnie 

AS dotyczy ok. 0,2% osób pomiędzy 55 a 64 rokiem życia [1] oraz 2-3% osób powyżej 

65 roku życia [2]. 

Historycznie, zwapniała AS postrzegana była jako choroba „zwyrodnieniowa” 

osób w podeszłym wieku. Skłonność do wcześniejszego rozwoju klinicznie istotnej AS 

obserwowano jedynie u ok 1% populacji obejmującej osoby z dwupłatkową zastawką 

aortalną. Wiele badań wskazuje, że rozwój i progresja AS są związane z powszechnie 

uznanymi czynnikami ryzyka chorób sercowo-naczyniowych, takimi jak nadciśnienie 

tętnicze [3], palenie tytoniu [4], hipercholesterolemia [5], oraz cukrzyca [6]. Obecnie 

nie ma jednoznacznej odpowiedzi, czy istnieją czynniki genetyczne predysponujące do 

AS, podobnie jak to ma miejsce w przypadku miażdżycy [7]. Zidentyfikowano dotąd 

kilka mutacji, które mogą sprzyjać większym zwapnieniom w obrębie zastawki aortal-

nej, m.in. mutacja receptora błonowego NOTCH1, allel B genu receptora witaminy D, 

allel E4 apolipoproteiny E i polimorfizm receptora estrogenowego alfa [8-10]. U około 

50% pacjentów z AS stwierdza się jednocześnie chorobę niedokrwienną serca (ang. 

coronary artery disease, CAD), jednak u co drugiego pacjenta z AS nie występują jaw-

ne klinicznie objawy miażdżycy [11]. 

Prawidłowa zastawka aortalna składa się z kilku warstw: (1) komorowej, znajdu-

jącej się od strony lewej komory serca, składającej się z włókien bogatych w elastynę, 

(2) gąbczastej, stanowiącej warstwę tkanki łącznej u podstawy zastawki, w skład której 

wchodzą fibroblasty, komórki mezenchymalne oraz macierz zewnątrzkomórkowa boga-

ta w mukopolisacharydy, niezbędne do reorganizacji warstw kolagenu i elastyny, (3) 

włóknistej, znajdującej się od strony aorty, która poddawana jest działaniu dużych sił 

ścinających. Warstwa włóknista zbudowana jest głównie z fibroblastów i włókien kola-
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genowych ułożonych obwodowo. Całość zastawki mająca styczność z krwią pokryta 

jest warstwą śródbłonka [12, 13]. W prawidłowych zastawkach aortalnych przeważają 

śródmiąższowe komórki mezenchymalne przypominające fibroblasty (ang. valve inter-

stitial cells, VICs) [14]. We wszystkich trzech warstwach zastawki obserwuje się nie-

liczne makrofagi oraz limfocyty T [15]. Zwykle VICs wydzielają składniki macierzy 

zewnątrzkomórkowej (ang. extracellular matrix, ECM), takie jak: kolagen, fibronekty-

na, glikozaminoglikany (ang. glycosaminoglycans, GAGs) [16], jak również enzymy 

degradujące ECM, w szczególności metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej 

[17]. 

W warunkach fizjologicznych w czasie przebudowy (remodelingu) płatków za-

stawki aktywowane VICs usuwane są na drodze apoptozy [18]. Jednak w przypadku 

długo trwającej stymulacji komórek proces ten jest zaburzony, w wyniku czego akty-

wowane VICs produkują w sposób ciągły ECM, co prowadzi do patologicznych zmian 

w zastawce [18]. 

Patogeneza AS obejmuje swoiście postępujące zwłóknienie oraz zwapnienie wraz 

ze stopniowym zmniejszaniem się powierzchni ujścia zastawki. Obecna koncepcja roz-

woju AS kładzie nacisk na rolę procesu zapalnego wewnątrz płatków zastawki aortal-

nej, któremu towarzyszy naciek makrofagów, podobnie jak w miażdżycy tętnic. Zwięk-

szone zwłóknienie i stan zapalny przyczyniają się do przebudowy zastawki aortalnej  

i powstania złogów wapnia w obrębie płatków zastawki, co jest typowe dla zaawanso-

wanej AS. Mimo wielu patobiologicznych podobieństw pomiędzy AS a miażdżycą 

[19], w tym nagromadzenie cholesterolu, naciek komórek zapalnych, neowaskularyza-

cja oraz przebudowa macierzy zewnątrzkomórkowej, mechanizmy powstawania AS  

i CAD są różne. Coraz więcej danych wskazuje, że VICs odgrywają kluczową rolę  

w określonych zmianach patologicznych zastawki aortalnej, odpowiadając za główne 

różnice pomiędzy patobiologią AS oraz miażdżycy [20]. Komórki tego typu są nieo-

becne w zmianach miażdżycowych. 

Kalcyfikacja zastawki aortalnej jest regulowana przez różnicowanie i transforma-

cję VICs w kierunku fenotypu osteoblastycznego w wyniku współdziałania szeregu 

mechanizmów prowadzących do wzrostu ekspresji markerów prokalcyfikacyjnych  
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i prozapalnych, sił biomechanicznych oraz sił ścinających. Na początku procesu kalcy-

fikacji dochodzi do nagromadzenia się depozytów wapniowych w regionach utlenio-

nych lipidów [21], co prowadzi do zwłóknienia płatka zastawki. Wraz z postępem cho-

roby, zwapnienia rozprzestrzeniają się na powierzchni całego płatka zastawki, prowa-

dząc do zaburzeń hemodynamicznych. Subpopulacja VICs, która ulega aktywacji  

w wyniku uszkodzenia zastawki, różnicuje się do miofibroblastów lub komórek o feno-

typie osteoblastów charakteryzujących się ekspresją specyficznych markerów, takich 

jak α-aktyna dla miofibroblastów i fosfataza alkaliczna (ang. alkaline phosphatase, 

ALP), osteopontyna (ang. osteopontin, OSP), sialoproteina kości (ang. integrin-binding 

sialoprotein, IBSP), białka morfogenetyczne kości -2 i -4 (ang. bone morphogenetic 

protein -2, -4; BMP2/4) dla fibroblastów o fenotypie osteoblastycznym [22]. 

Aktywowane miofibroblasty wraz z komórkami T i makrofagami są w dużej mie-

rze zaangażowane w przyspieszenie procesu zwłóknienia i zwapnienia, częściowo po-

przez ich kluczową rolę w aktywacji prozapalnych cytokin, metaloproteinaz macierzy  

i białek biorących udział w odkładaniu wapnia w płatkach zastawki (np. OSP, osteokal-

cyna, BMP2/4, kostno-chondrogenny czynnik transkrypcyjny, osteoblastyczny czynnik 

transkrypcyjny Msx2) [23]. Mechanizmy, które przyczyniają się do zwiększonej kalcy-

fikacji płatków zastawki nie są do końca poznane, ale wydaje się, że nielaminarny prze-

pływ krwi po stronie aortalnej zastawki, reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen 

species, ROS) i prozapalne cytokiny mogą być kluczowymi inicjatorami wydzielania 

BMP2/4 ze śródbłonka zastawki [24, 25]. BMP2/4 mogą stymulować proces zwapnie-

nia poprzez aktywację szlaków sygnalizacyjnych Smad1/5/8 i Wnt/β-katenina. Aktywa-

cja Smad indukuje ekspresję głównego osteoblastycznego czynnika transkrypcyjnego, 

jakim jest Runx2 (ang. runt-related transcription factor 2), który zwiększa ekspresję 

białek bezpośrednio związanych z kalcyfikacją, takich jak OSP, IBSP, osteokalcyna 

[26, 27]. BMP2/4 stymulują również ekspresję czynnika transkrypcyjnego Msx2, istot-

nego dla wewnątrz-błonowej transformacji kostnej. Aktywacja ścieżki sygnałowej 

Wnt/β-katenina prowadzi do zwiększonej ekspresji ALP przyśpieszającej proces zwap-

nienia. Ponadto wiele cytokin prozapalnych, takich jak transformujący czynnik wzrostu 

β (ang. transforming growth factor β, TGF-β), interleukina-1 (ang. interleukin-1, IL-1), 

czynnik martwicy nowotworów α (ang. tumor necrosis factor α, TNF-α) oraz metalo-
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proteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej-1, -3, -9  (ang. matrix metalloproteinases, 

MMP-1, -3, -9) może aktywować w/w szlaki sygnałowe, prowadząc do zwapnienia,  

a co za tym idzie, dysfunkcji płatków zastawki [28]. Wiadomo również, że zwapnienie 

zastawki aortalnej może być przyspieszone przez inne choroby współtowarzyszące, jak 

np. przewlekła choroba nerek [29], cukrzyca [30], niski poziom witaminy D [31], niskie 

stężenie wapnia w surowicy [32]. 

 

 

1.2 Białka krzepnięcia krwi w stenozie aortalnej 

Liczne badania sugerują aktywną rolę białek krzepnięcia krwi w regulacji wcze-

snej miażdżycy i jej dalszego rozwoju [33-36]. Obecnie uważa się, że duża ekspresja 

czynników krzepnięcia w obrębie wczesnych zmian miażdżycowych oraz lokalne wy-

twarzanie trombiny, a tym samym fibryny, może stanowić główny ochronny mecha-

nizm przed uszkodzeniem naczyń krwionośnych [33]. Jednak proces zapalny w obrębie 

ściany tętnicy, wspierany przez czynniki regulowane przez układ krzepnięcia, takie jak 

adhezja komórkowa, migracja oraz angiogeneza, może zwiększyć lokalną generację 

trombiny. Takie działanie może doprowadzić do pojawienia się białek krzepnięcia po-

chodzenia zarówno płytkowego, jak i makrofagowego, które zaangażowane są w pro-

dukcję cytokin prozapalnych, zwiększenie migracji monocytów do blaszki miażdżyco-

wej oraz proliferację komórek mięśni gładkich naczyń krwionośnych, przyczyniając się 

tym samym do progresji choroby [33]. Ponadto fibrynoliza i produkty degradacji fibry-

ny mogą upośledzać funkcje śródbłonka, a to z kolei prowadzi do zwiększenia prze-

puszczalności i migracji komórek śródbłonka. Produkty degradacji fibryny również 

zwiększają chemotaksję monocytów i stymulują je do produkcji IL-6 [34]. Dostępne 

dane wskazują, że w warunkach hemostazy komórki śródbłonka naczyniowego produ-

kują zarówno, przeciwzakrzepowe jak i prozakrzepowe mediatory w celu zapewnienia 

prawidłowej hemostazy i zapobieganiu powstawania zakrzepu. Obserwacje te stanowią 

uzasadnienie dla hipotezy o istotnej roli zaburzonej hemostazy we wczesnych i zaawan-

sowanych etapach AS. Jeżeli tak jest, to powinny istnieć kliniczne dowody na zwięk-

szone ryzyko powikłań zakrzepowo-zatorowych u osób z AS, jak to zostało przekony-

wująco wykazane w przypadku CAD i miażdżycy innych tętnic. Otto i wsp. wykazali 
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zwiększone ryzyko zdarzeń sercowo-naczyniowych, w dużej mierze o etiologii zakrze-

powo-zatorowej u pacjentów z AS [21, 37]. Incydenty te nie wydają się być związane 

wyłącznie z towarzyszącą miażdżycą lub innymi współistniejącymi chorobami, zwłasz-

cza migotaniem przedsionków. 

Istnieje coraz więcej dowodów, że różne czynniki prozakrzepowe i/lub fibrynoli-

tyczne wykazują zwiększoną ekspresję w tkance zastawek uzyskanych od pacjentów  

z AS z lub bez jednocześnie klinicznie stwierdzonej miażdżycy. Ponadto liczne obser-

wacje wskazują na zależności między zapaleniem, a układem krzepnięcia w AS [15, 38-

43]. Oba te procesy ściśle współdziałają w procesie powstawania AS. Zapalenie prowa-

dzi do nasilenia krzepnięcia krwi, natomiast układ krzepnięcia istotnie moduluje odpo-

wiedź zapalną, m.in. poprzez aktywację swoistych receptorów na monocytach oraz ko-

mórkach śródbłonka, co może wpływać na produkcję cytokin [44]. 

 

 

1.2.1 Czynnik tkankowy 

Czynnik tkankowy (ang. tissue factor, TF) jest transbłonowym białkiem o masie 

46-kDa, składającym się z pojedynczego łańcucha polipeptydowego o długości 263 

aminokwasów, na który składa się zewnątrzkomórkowa 219-aminokwasowa  

N-terminalna część, transbłonowa 23-aminokwasowa część, oraz wewnątrzkomórkowa 

21-aminokwasowa C-terminalna część [45, 46]. Istnieją dwie izoformy TF: „pełnej dłu-

gości” (fl)TF (ang. full lenght tissue factor), który stanowi integralne białko błonowe 

oraz alternatywnie składany (as)TF (ang. alternatively spliced tissue factor), który nie 

posiada domeny transbłonowej i może być wydzielany w postaci rozpuszczalnej. (as)TF 

może wykazywać pewną aktywność prozakrzepową w przypadku obecności fosfolipi-

dów [47], jednak doniesienia na temat rzeczywistej roli (as)TF w krzepnięciu krwi  

u ludzi są sprzeczne [48, 49]. (fl)TF ulega konstytutywnej ekspresji m.in. w komórkach 

mięśni gładkich ściany naczyń krwionośnych oraz fibroblastach [50]. Sugerowano, że 

TF, który został zidentyfikowany w blaszkach miażdżycowych, może odgrywać zna-

czącą rolę w rozwoju chorób sercowo-naczyniowych i powikłaniach zakrzepowo-

zatorowych [51]. Postulowano, że komórki śródbłonka mogą produkować TF in vitro 

pod wpływem silnej stymulacji cytokinami [52]; mimo to nadal nie ma bezpośrednich 
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dowodów na ekspresję TF przez komórki śródbłonka u pacjentów z chorobami serco-

wo-naczyniowymi [53]. Osterud i wsp. wykazał, że jedynymi komórkami krwi, które są 

zdolne do syntezy TF są monocyty [53]. Innym źródłem TF pochodzącego z komórek 

krwi są mikrocząstki uwalniane przez komórki wykazujące ekspresję TF [54, 55]. Po 

ekspozycji na przepływającą krew, TF wiąże się z czynnikiem VIIa. Kompleks TF-

czynnik VIIa katalizuje przemianę czynnika X do Xa, który tworzy kompleks protrom-

binazy razem z czynnikiem Va, protrombiną oraz jonami wapnia, generując tym samym 

trombinę oraz aktywując czynnik XIII, stabilizujacy powstającą fibrynę. Aktywność TF 

jest regulowana przez jego fizjologiczny inhibitor, inhibitor zależnej od TF drogi krzep-

nięcia (ang. tissue factor pathway inhibitor, TFPI), który nie tylko powoduje zahamo-

wanie katalitycznego kompleksu czynnika VIIa/TF, ale również bezpośrednio hamuje 

czynnik Xa [56]. Ekspresja TF wewnątrz płatków zastawki aortalnej została po raz 

pierwszy odnotowana w króliczym modelu AS [38]. Antygen TF został zidentyfikowa-

ny w obrębie stenotycznych zmian po aortalnej stronie zastawki aortalnej, gdzie procent 

obszaru ekspresji TF był prawie trzykrotnie wyższy w porównaniu z grupą kontrolną  

i wynosił 20 ± 3% [38]. Ekspresji TF towarzyszyła również duża infiltracja makrofa-

gów w obrębie zwężonej zastawki [38]. 

W 2009 roku zidentyfikowano TF w zwężonych zastawkach aortalnych pacjen-

tów z zaawansowaną AS bez klinicznie stwierdzonej miażdżycy lub CAD [15]. Procent 

obszarów pozytywnych dla TF u pacjentów z AS był podobny do tego obserwowanego 

na modelu zwierzęcym (odpowiednio 20 ± 3% vs 24.6 ± 6.93%) [38]. U ludzi, podobnie 

jak i u królików, TF był obecny głównie w miejscach bogatych w makrofagi, co może 

sugerować, że makrofagi odgrywają istotną rolę w lokalnej syntezie TF w AS, oraz że 

ekspresja TF jest ściśle powiązana z zapaleniem w obrębie zwężonych płatków zastaw-

ki aortalnej. Jednak ekspresja TF była również obserwowana w obszarach płatków, 

gdzie liczba makrofagów była niewielka lub były nawet nieobecne [15]. Sugerowano, 

że w takich rejonach TF może ulegać ekspresji na powierzchni miofibroblastów, o czym 

świadczy nadmierna ekspresja enzymów katabolicznych: metaloproteinaz i katepsyn, co 

zostało zaobserwowane zarówno w zastawkach ludzkich [57] jak i króliczych [38]. 

Wykazano, że zaawansowanie AS jest związane ze zwiększoną ekspresją TF  

w obrębie zwapniałych zastawek aortalnych. U pacjentów z AS z wysokim gradientem 
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przezzastawkowym zaobserwowano dodatnią korelację pomiędzy procentową po-

wierzchnią ekspresji TF w zastawce a maksymalnym oraz średnim gradientem przezza-

stawkowym, co może sugerować, że zaburzenia hemodynamiki tej wady zastawkowej 

wzmagają ekspresję TF w stenotycznych płatkach zastawki [15]. Co więcej, stwierdzo-

no dodatnią korelację między obszarami ekspresji TF oraz cholesterolu LDL (ang. low-

density lipoprotein), co dodatkowo wspiera hipotezę, że hipercholesterolemia przez 

stymulację powstawania komórek piankowych w płatkach zastawki aortalnej i w zmia-

nach miażdżycowych, zwiększa ekspresję TF na powierzchni makrofagów [15]. Stwier-

dzono także, że obecność TF jest powiązana nie tylko z naciekiem komórek zapalnych, 

ale również z obszarem zwapnień w zwężonych zastawkach aortalnych [15, 39]. Naj-

większą ekspresję TF stwierdzono w silnie zwapniałych fragmentach zastawki aortalnej 

w powiązaniu z wysoką aktywnością ALP [58] oraz markerem transformacji miofibro-

blastów Runx2 [59], który jest niezbędny do mineralizacji tkanki. Dodatkowo wykaza-

no ekspresję osteopontyny, fosforylowanej glikoproteiny niekolagenowej, występującej 

m.in. w kościach. Osteopontyna wykazuje silne działanie hamujące procesy zwapnienia 

[60]. Jej ekspresję zidentyfikowano w zwapniałych zastawkach aortalnych, gdzie wy-

stępowała razem z TF oraz depozytami wapnia [39, 60]. Badania in vitro i in vivo wy-

kazały, że TF zwiększa wytwarzanie czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego (ang. 

vascular endothelial growth factor, VEGF), a tym samym indukuje angiogenezę [61]. 

Wytworzenie nowych naczyń krwionośnych w tkance zastawki umożliwia trwałe połą-

czenie układu krążenia ze zwapniałą zastawką aortalną, zwiększając wynaczynienie 

leukocytów i erytrocytów. Nowopowstałe naczynia ułatwiają również dostęp do war-

stwy włóknistej zastawki dla szeregu mediatorów zaangażowanych w degenerację tkan-

ki. Breyne i wsp. [39] wykazali, że w zwężonych zastawkach aortalnych formowanie 

się nowych naczyń krwionośnych związane jest z ekspresją VEGF, który ulegał więk-

szej ekspresji w obszarach zwapniałych. Ponadto zastawkowa ekspresja TF oraz VEGF 

były ze sobą skorelowane, co sugeruje kluczowe zaangażowanie TF w neowaskularyza-

cję w obrębie zwężonych zastawek aortalnych [39]. 

Dalsze badania pokazały, że aktywacja układu krzepnięcia w zastawce na drodze 

TF hamowana jest poprzez znaczną ekspresję TFPI, silnego inhibitora czynnika Xa,  

w obrębie płatków zastawki pacjentów z AS [39, 62]. Wykazano również, że TFPI wy-
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stępuje w tych samych obszarach zwapniałej zastawki aortalnej, co TF i protrombina 

[62]. Z kolei Breyne i wsp. [39] stwierdzili znaczną ekspresję TFPI w obrębie zastawek 

aortalnych u pacjentów z AS, co sugeruje większy stosunek TF/TFPI w regionach 

zwapniałych i wskazuje na lokalny nadmiar TF [39].  

Łuszczak i wsp. [63] wykazali, że u niektórych pacjentów z zaawansowaną AS 

obserwuje się osoczową aktywność TF (0,4-3,4 pmol/l), mierzoną za pomocą testu 

krzepnięcia w osoczu. Pacjenci, którzy wykazywali osoczową aktywność TF (34,2% 

wszystkich chorych) mieli wyższy maksymalny i średni gradient przezzastawkowy  

w porównaniu z osobami bez takiej aktywności [63]. Ponadto pacjenci z AS, z wykry-

walnym poziomem aktywnego TF, mieli większą generację trombiny, niż pozostała 

cześć badanych [63]. Te intrygujące obserwacje sugerują, że zaawansowaną AS, po-

dobnie jak ostre zespoły wieńcowe i stabilne CAD [64], charakteryzuje stan pozakrze-

powy z niewielką ilością aktywnego TF w krążącej krwi, co zwiększa ryzyko powikłań 

zakrzepowo-zatorowych. Stan zwiększonej krzepliwości jest związany ze stanem zapal-

nym [65], dlatego można podejrzewać, że ogólnoustrojowy stan zapalny odzwierciedlo-

ny przez zwiększone stężenie białka C reaktywnego (ang. C-reactive protein, CRP) 

promuje lokalną ekspresję TF. Pomimo braku związku pomiędzy zastawkową ekspresją 

TF a poziomem CRP w osoczu, u pacjentów z AS [15], u których poziom CRP wynosił 

powyżej 3 mg/l, taką zależność wykazano zarówno dla zastawkowego TF, jak i oso-

czowego TF.  

Dostępne dane wskazują, że TF prawdopodobnie odgrywa rolę w zwapnieniu  

i mineralizacji płatków zastawki aortalnej, co przyczynia się do progresji i zaawanso-

wania AS. Zaburzona równowaga pomiędzy TF i TFPI może wpływać na homeostazę 

TF w zastawce aortalnej. Jednak niejasne jest, czy ekspresja TF może aktywnie inicjo-

wać proces krzepnięcia i późniejszą lokalną generację trombiny wewnątrz płatków aor-

talnych i prowadzić do powstania fibryny. 

 

 

1.2.2 Protrombina i trombina 

Trombina jest wielofunkcyjną proteazą serynową powstającą w miejscu uszko-

dzenia naczynia. Trombina przekształca fibrynogen w fibrynę, aktywuje płytki krwi  



 

 

15 

 

i wywołuje silny efekt na różnorodne typy komórek, wliczając komórki śródbłonka, 

komórki mięśni gładkich naczyń, monocyty, limfocyty T i fibroblasty [66]. Trombina 

jest generowana po ekspozycji TF w obecności aktywowanego czynnika VIII oraz 

czynnika X. Kompleks protrombinazy składający się z czynnika Xa, czynnika Va oraz 

jonów wapnia przekształca protrombinę w trombinę. Trombina również aktywuje biał-

ko C (ang. activated protein C, APC), naturalny antykoagulant, który hamuje dalszą jej 

generację. Kluczową cząsteczką regulującą aktywność trombiny jest antytrombina, gli-

koproteina osoczowa syntetyzowana głównie w wątrobie [67]. Szereg działań medio-

wanych przez trombinę, które mogą brać udział w progresji AS może również obejmo-

wać zaburzenia czynności śródbłonka [68], aktywację płytek krwi, komórek śródbłon-

ka, makrofagów i komórek mięśni gładkich naczyń krwionośnych [66], zwiększenie 

migracji leukocytów [69] oraz angiogenezę [70]. 

Przeprowadzone badania wykazały ekspresję protrombiny na poziomie tak samo 

białka [62], jak i mRNA [41] w zastawce aortalnej u pacjentów z AS, co sugeruję, że 

trombina może być tworzona lokalnie. Warto zauważyć, że protrombina występowała 

głównie razem z TF i TFPI, jednak niektóre obszary pozytywne dla protrombiny znaj-

dowały się w regionach bez ekspresji TF. Dodatkowo protrombina obecna w obrębie 

zwapniałej zastawki aortalnej korelowała dodatnio z ekspresją TF [62]. Zaobserwowano 

także korelację między ekspresją protrombiny a maksymalnym i średnim gradientem 

przezzastawkowym, które są markerami nasilenia AS [62]. 

Zastawkowa ekspresja trombiny była również obserwowana w zwężonych ludz-

kich zastawkach aortalnych, głównie po stronie aortalnej płatków [39]. Ekspresja trom-

biny pokrywała się z obszarami ekspresji TF oraz OSP [39]. Ponadto α-trombina istot-

nie korelowała z poziomem TF oraz wskaźnikiem TF/TFPI w zwapniałych zastawkach 

aortalnych [39]. Wykazano, że OSP ulega proteolizie przez α-trombinę, uwalniając  

N-terminalny fragment OSP, który bierze udział w zapaleniu [39]. Ponieważ ekspresja 

trombiny wykazywała korelację z OSP, można spekulować, że trombina przyczynia się 

do zwiększenia reakcji zapalnej w obrębie zwężonych zastawek serca [39]. Co ciekawe, 

Al-Jallad i wsp. [71] wykazali, że stymulacja trombiną mysich fibroblastów może istot-

nie zwiększyć ich transformację w osteoblasty. Podobny proces może odbywać się  

w zwężonych zastawkach aortalnych. 
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U pacjentów z AS wykazano, że systemowa generacja trombiny, która jest odzwiercie-

dlona poprzez podwyższony poziom fragmentów 1+2 protrombiny (F1+2), wiąże się  

z obszarami zastawek pozytywnymi dla fibryny [40]. Sugeruje się, że zwiększony stres 

ścinający, generowany poprzez zwężoną zastawkę, powoduje powstanie stanu proza-

krzepowego, czego odzwierciedleniem jest podwyższony poziom generacji trombiny  

i aktywacji płytek krwi [72]. Taki stan może dodatkowo powodować progresję AS.  

W oparciu o dostępne dane, uważa się, że trombina i protrombina są zaangażowane  

w rozwój/progresję AS, choć dokładny wkład pozostaje do ustalenia. 

 

 

1.2.3 Fibrynogen i fibryna 

Fibrynogen, rozpuszczalny prekursor fibryny, jest wielofunkcyjną glikoproteiną, 

złożoną z 2 kopii każdego z 3 łańcuchów polipeptydowych, (AαBβγ)2 [73]. Fibrynogen 

jest białkiem ostrej fazy produkowanym w wątrobie [74]. Tworzenie fibryny jest ini-

cjowane przez ograniczoną proteolizę fibrynogenu przez trombinę. Fibrynogen jest 

przekształcany w fibrynę przez uwolnienie dwóch fibrynopeptydów A (16 reszt) oraz 

dwóch fibrynopeptydów B (14 reszt) z łańcuchów Aα oraz Bβ [75]. Fibryna jest koń-

cowym produktem krzepnięcia krwi, który prowadzi do powstania zakrzepu stosunko-

wo opornego na degradację mechaniczną i enzymatyczną [75, 76]. 

Obecność fibryny wykazano w blaszkach miażdżycowych, gdzie może mieć 

istotny wpływ na ich rozwój [77]. Fibrynę wykazano również w dużych ilościach  

w obrębie i na powierzchni zastawek aortalnych u pacjentów z AS, bez klinicznie po-

twierdzonej miażdżycy [40]. Dwie trzecie powierzchni pozytywnej dla fibryny pokry-

wało się z powierzchnią pozytywną dla TF, co sugeruje, że przekształcenie fibrynogenu 

w fibrynę może nastąpić w obrębie płatków zastawki [40]. Obszary pozytywne dla fi-

bryny w obrębie płatków zastawki korelowały dodatnio z maksymalnym i średnim gra-

dientem przezzaztawkowym u pacjentów z ciężką AS bez CAD, co wskazuje, że wyso-

ki gradient u pacjentów z AS może wywołać stan prozakrzepowy [30]. Biorąc pod 

uwagę brak związku między stężeniem fibrynogenu w osoczu a powierzchnią pozytyw-

ną dla fibryny, lub grubością warstwy fibryny w obrębie zwężonej zastawki aortalnej  

u pacjentów z AS [40] można stwierdzić, że nagromadzenie fibryny w obrębie płatków 
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zwapniałej zastawki aortalnej jest raczej konsekwencją złożonego procesu krzepnięcia 

na powierzchni lub wewnątrz tkanki płatków. 

Istnieje wiele czynników mogących zmieniać właściwości skrzepu, m.in. zwięk-

szone zapalenie lub podniesiona produkcja trombiny [78, 79]. Wiadomo, że gęste 

skrzepy fibrynowe składające się z cienkich włókien są stosunkowo odporne na lizę 

[80]. Mimo to nie udało się wykazać, że tworzenie bardziej zbitych skrzepów z osocza 

ex vivo predysponuje do nagromadzenia się fibryny w zastawkach AS [40]. Warto zau-

ważyć, że czas tworzenia się skrzepów fibryny ex vivo składających się z cienkich włó-

kien wykazywał korelację z wielkością depozytów fibryny w zwapniałych zastawkach. 

Co ciekawe, im grubsze były włókna fibryny w tworzonych skrzepach, tym grubsza 

była warstwa fibryny po aortalnej stronie zastawek pozyskanych od pacjentów z AS 

[40]. To sugeruje, że zmodyfikowane powstawanie struktury fibryny i tworzenie się 

skrzepu może przyczynić się do akumulacji fibryny w zwapniałych zastawkach nieza-

leżnie od poziomu fibrynogenu w osoczu. Prawdopodobny mechanizm łączący akumu-

lację fibryny z progresją AS może obejmować dodatkowy wkład do całkowitej masy 

ECM, która przez wzrost objętości zastawki promuje lokalne unieruchomienie monocy-

tów oraz wspiera miejscową proliferację i migrację komórek zapalnych. 

Można przypuszczać, że układ krzepnięcia krwi, a w szczególności generacja fi-

bryny, przyczynia się do rozwoju i progresji AS, w sposób podobny do tego jaki obser-

wuje się w blaszce miażdżycowej. 

 

 

1.2.4 Czynnik XIII 

Czynnik (F)XIII jest tetramerem, składającym się z dwóch podjednostek A  

i dwóch podjednostek B. Podjednostka A zawiera miejsce aktywne enzymu, natomiast 

podjednostka B zapewnia ochronę hydrofobowych podjednostek A we krwi. Aktywacja 

FXIII obejmuje proteolityczne odcięcie przez trombinę 37 reszt od podjednostki A,  

a następnie przy udziale jonów wapnia oddysocjowanie podjednostki B, tworząc ak-

tywny enzym (FXIIIa) [81]. FXIIIa jest transglutaminazą, która katalizuje tworzenie się 

wiązań kowalencyjnych pomiędzy łańcuchami γ-γ i łańcuchami α-α, stabilizując proto-

fibryle i późniejszą strukturę skrzepu [81]. FXIII wiąże się do regionu α-C fibrynogenu 
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[82]. FXIIIa również włącza antyplazminę w strukturę skrzepu, która w dużej mierze 

przyczynia się do odporności skrzepu na lizę [83]. Wiadomo jest, że FXIIIa jest obecny 

w cytoplazmie monocytów/makrofagów [84]. W 2012 roku wykazano ekspresję FXIIIa, 

głównie po aortalnej stronie zastawki stenotycznej, podobnie jak w przypadku fibryny. 

Obserwacje te odnotowano u pacjentów z umiarkowaną lub ciężką AS, bez klinicznie 

stwierdzonej miażdżycy naczyń wieńcowych [41]. Analiza mRNA dla genu F13A po-

kazała jego zwiększoną ekspresję w zastawkach, co dodatnio korelowało z obecnością 

FXIII i fibryny [41]. FXIII był głównie obecny w makrofagach CD163-pozytywnych 

(alternatywnie aktywowanych), co sugeruje, że te komórki są głównym źródłem FXIII 

w obrębie zwapniałych zastawek [41]. Hipotezę tę popiera obserwacja, że poziom F13A 

mRNA korelował z naciekiem makrofagów w obrębie zwężonej zastawki. Prawdopo-

dobne jest, że FXIII-A jest uwalniany z alternatywnie aktywowanych makrofagów  

w środowisku prozapalnym, a tym samym zwiększa osadzanie się fibryny w zwężonych 

zastawkach aortalnych. Ponadto FXIII-A może regulować osadzanie się ECM poprzez 

aktywność transglutaminazy 2, która odgrywa również rolę w różnicowaniu osteobla-

stów [85], a zatem może przyczyniać się do zwapnienia zastawki. Co ciekawe, zaob-

serwowano również zwiększoną aktywność FXIII w osoczu pacjentów z AS, bez kli-

nicznie stwierdzonej miażdżycy [41]. Ponadto, podwyższona aktywność FXIII w oso-

czu u pacjentów z AS była związana z większą ilością fibryny na zastawkach [41], co 

potwierdza hipotezę, że ogólnoustrojowa i lokalna aktywność FXIII może wpływać na 

rozwój 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) konwertują plazminogen w plazminę, kluczowy 

enzym biorący udział w fibrynolizie [86]. Krążący w osoczu t-PA, pochodzący głównie 

z komórek śródbłonka, bierze udział w wewnątrznaczyniowej aktywacji plazminogenu  

i jego aktywność jest regulowana przez obecność fibryny [86]. Natomiast u-PA, który 

wydzielany jest przez różne komórki, wiąże się ze swoim specyficznym receptorem 
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komórkowym u-PAR i odpowiedzialny jest za generację plazminogenu na powierzchni 

komórek [87]. Zdolność do generowania plazminogenu przez t-PA i u-PA jest kontro-

lowana przez inhibitor aktywatora plazminogenu 1 (ang. plasminogen activator inhibi-

tor, PAI-1), który hamuje wewnątrznaczyniową fibrynolizę [88]. Wśród wszystkich 

składników układu fibrynolizy, PAI-1 ma kluczowe znaczenie w patofizjologii chorób 

układu krążenia [88]. W 2013 roku, Natorska i wsp. pokazali zaburzenia fibrynolizy 

mierzone w osoczu pacjentów z AS [89], co sugeruje rolę systemowej hipofibrynolizy 

w progresji AS. Wykazano także, że u pacjentów z AS czas lizy skrzepu był dodatnio 

skorelowany z grubością płatka zastawki aortalnej, stopniem zwapnienia zastawki oraz 

zastawkową ekspresją fibryny i PAI-1 [89]. Wysunięto hipotezę, że osoby o mniejszej 

wydajności lizy, ze względu na różne genetyczne lub/i nabyte czynniki są bardziej nara-

żone na rozwinięcie zaawansowanej postaci AS. U pacjentów z AS wydłużony czas lizy 

był skorelowany ze zwiększoną warstwą fibryny w obrębie zastawki aortalnej oraz 

większymi złogami wapnia [89], co wskazuje na związek pomiędzy wydajnością cał-

kowitej lizy w krwi krążącej i składem zwapniałej zastawki aortalnej. Zaobserwowano 

jednocześnie korelację pomiędzy hipofibrynolizą, gradientami przezzastawkowymi  

i powierzchnią zastawki aortalnej. 

Ostatnio Kochtebane i wsp. [43] pokazali, że 69% ludzi z AS ma podwyższony 

poziom PAI-1. Zauważyli oni, że komórki hodowane ze zwapniałych zastawek uwal-

niają u-PA, t-PA oraz PAI-1 po umieszczeniu w pożywce, po 24 godz. inkubacji. Po-

nadto t-PA i PAI-1 były silnie ze sobą skorelowane [43]. Zaobserwowano również, że 

komórki tuczne stanowią dodatkowe źródło PAI-1 w zwapniałych zastawkach aortal-

nych [90]. Wiadomo, że w przewlekłym zapaleniu profibrynolityczne, przeciwzakrze-

powe komórki tuczne, które wytwarzają aktywne t-PA, zmieniają się w antyfibrynoli-

tyczny, prozakrzepowy fenotyp, który charakteryzuje się wydzielaniem PAI-1 [91]. 

Można wnioskować, że komórki tuczne są zaangażowane w lokalnie osłabioną fibryno-

lizę, odkładanie fibryny i kolagenu, a tym samym w progresję AS. Hipoteza ta jest 

zgodna z obserwacją dotyczącą obecności niewielkich ilości t-PA w obrębie zwężonej 

zastawki aortalnej [89, 43]. 

Podsumowując, wydaje się, że wysoki poziom ekspresji PAI-1 w obrębie za-

stawki stenotycznej jest związany zarówno ze zwapnieniem zastawki, jak i z postępują-
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cym zapaleniem w obrębie zastawki. Pozostaje do ustalenia, w jakim zakresie lokalnie, 

a w jakim ustrojowo, mechanizmy hipofibrynolizy mogą uczestniczyć w powstawaniu 

AS i czy modulacja fibrynolizy może mieć wpływ na progresję AS. 

 

 

1.2.6 Czynnik von Willebranda  

Czynnik von Willebranda (ang. von Willebrand factor, vWF) jest multimeryczną 

glikoproteiną osocza, syntetyzowaną w komórkach śródbłonka [92] oraz megakariocy-

tach [93]. Pierwotny produkt translacji zbudowany jest z 2813 aminokwasów o masie 

cząsteczkowej 250 kDa, a następnie przechodzi proces dimeryzacji i multimeryzacji do 

dużych form vWF o masie >20 000 kDa [94]. vWF, który ulega ekspresji w komórkach 

śródbłonka, megakariocytach i płytkach krwi jest niezbędny do adhezji płytek do śród-

błonka, interakcji pomiędzy płytkami, jak również agregacji płytek krwi przy zwięk-

szonych naprężeniach ścinających. Największe multimery (ang. high molecular weight 

multimers, HMWM) vWF są najbardziej skuteczne w hemostazie zależnej od płytek 

[95]. 

Liczne badania wykazały, że skłonność do krwawień, w większości z błon śluzo-

wych i przewodu pokarmowego (zespół Heyde’a) jest obserwowany u ok. 20% pacjen-

tów z ciężką AS [96]. Podstawą związku między AS i skłonnościami do krwawień jest 

nabyty zespół von Willebranda, typu 2A, charakteryzujący się zmniejszoną ilością 

HMWM vWF, co wynika ze zwiększonej proteolizy multimetrów vWF [97]. U pacjen-

tów z AS, zmieniony przepływ krwi i siły ścinające generowane w miejscu zwężenia 

zastawki zmieniają strukturę cząsteczki vWF, prowadząc do ekspozycji wiązania po-

między Tyr842 i Met843, które jest wrażliwe na działanie 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 

rozkład HMWM vWF [96]. Jednak nie wszystkie epizody krwawienia, które normalizu-

ją się po wymianie zastawki aortalnej są związane z obniżoną ilością HMWM vWF  

w krążącej krwi [99]. Natorska i wsp. [100] pokazali, że u pacjentów z AS znaczący 

spadek HMWM oraz zwiększona proteoliza multimetrów vWF były związane ze 

zwiększeniem gradientu przezzastawkowego i zmniejszeniem ilości dużych multime-
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trów vWF, któremu towarzyszył wzrost generacji trombiny i aktywacji płytek. Co cie-

kawe, pacjenci z AS z niskim odsetkiem HMWM mieli podwyższone stężenia marke-

rów generacji trombiny i markerów aktywacji płytek m.in. tromboglobulinę i rozpusz-

czalny ligand CD40 [100]. Można sugerować, że zwiększona aktywacja krzepnięcia 

wraz z ułatwioną interakcją płytek z komórkami śródbłonka w pewnym stopniu kom-

pensuje niedobór HMWM i zmniejszać ryzyko krwawienia pacjentów z AS. Ostatnio 

zaobserwowano lokalną ekspresję vWF w świńskich zastawkach aortalnych [42]. Po-

nadto, świńskie komórki endotelialne zastawki aortalnej stymulowane histaminą uwal-

niały vWF i ADAMTS13 do medium hodowlanego [42]. Dodatkowo, vWF znacząco 

zwiększył powstawanie jąder kalcyfikacji przez VICs oraz samą kalcyfikację [42]. 

Akumulacja tych dwóch białek w obrębie warstwy podśródbłonkowej zastawki może 

przyczyniać się do rozwoju i progresji AS. 

 

 

1.3 Statyny 

Statyny to grupa związków biologicznie czynnych o aktywności inhibitorów re-

duktazy 3-hydroksy-3-metylo-glutarylokoenzymu A (HMG-CoA), która katalizuje re-

dukcję 3-hydroksy-3-metylo-glutarylo-CoA do kwasu mewalonowego [101]. Zahamo-

wanie produkcji kwasu mewalonowego skutkuje zahamowaniem syntezy poszczegól-

nych związków w szlaku biosyntezy cholesterolu, m.in. pochodnych pirofosforanowych 

związanych z prenylacją białek. Odkrycia pierwszego związku z tej grupy, mewastaty-

ny, wyizolowanej z pleśni Penicillium citrinum, dokonali japońscy naukowcy Akiro 

Endo i Masudo Kuroda w 1976 roku [102]. Statyny obejmują związki lipofilowe 

(atorwastatyna, simwastatyna oraz fluwastatyna) jak i hydrofilowe (rozuwastatyna oraz 

prawastatyna), które są powszechnie stosowane od 1987 roku w celu zmniejszenia stę-

żenia cholesterolu we krwi. Statyny, będące strukturalnymi analogami HMG-CoA,  

w sposób kompetycyjny i odwracalny hamują reduktazę HMG-CoA (Rycina 1). Bezpo-

średnim skutkiem działania statyn jest nasilenie transkrypcji genu kodującego receptor 

cholesterolu LDL na powierzchni hepatocytów, co skutkuje zwiększonym wychwytem 

cząsteczek LDL z krwi. W rezultacie dochodzi do zmniejszenia stężenia cholesterolu 

LDL o 18-60% i triglicerydów o 10-30% oraz niewielkiego zwiększenia cholesterolu 
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HDL (ang. high density lipoprotein) o ok. 8%. Dane z badań klinicznych i doświad-

czalnych nad statynami wskazują na wiele dodatkowych korzyści wykraczających poza 

efekt zmniejszenia stężenia cholesterolu. Stwierdzono, że statyny działają na układ krą-

żenia przez 1) poprawę funkcji śródbłonka [103], 2) stabilizację blaszki miażdżycowej 

[104, 105], 3) hamowanie układu krzepnięcia i stymulację fibrynolizy [106-108],  

4) hamowanie reakcji zapalnej [109], 5) immunomodulację [110], 6) hamowanie proli-

feracji komórek mięśni gładkich [111] oraz 7) hamowanie przerostu mięśnia sercowego 

[112]. 

 

Rycina 1. Szlak syntezy cholesterolu z uwzględnieniem miejsca działania statyn. 

 

Obecnie dominuje pogląd, że zmniejszenie prenylacji białek jest głównym me-

chanizmem występowania efektów plejotropowych statyn. Prenylacja wpływa na funk-

cję białek przez zmianę ich lipofilności, konformacji i/lub rozmieszczenia w komórce. 

W prenylacji białek uczestniczy pirofosforan farnezylu (ang. farnesyl pyrophosphate, 

FPP) oraz pirofosforan geranylogeranylu (ang. geranylgeranylpyrophosphate, GGPP). 

Oba te związki należą do izoprenoidów, czyli niesteroidowych grup lipidowych, które 

umożliwiają zakotwiczenie białek sygnałowych w błonie komórkowej [113]. Izopreny-
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lacja dotyczy głównie białek sygnałowych o aktywności GTPazy, należących do nadro-

dziny białek Ras, Rho, Rac, Rab oraz CdC42. Białka te są odpowiedzialne głównie za 

procesy rearanżacji cytoszkieletu, proliferację, ekspresję molekuł adhezyjnych, uwal-

nianie cytokin i ekspresję genów m.in. IL-1β, IL-6 oraz IL-8 [114]. 

 

 

1.3.1 Przeciwzapalne działanie statyn 

Liczne badania eksperymentalne od ponad 10 lat wskazują na efekty przeciwza-

palne statyn, głównie związane z zahamowaniem prenylacji białek Rho, Rac oraz Ras. 

Jednym z podstawowych markerów klinicznych wykorzystywanych do oceny toczące-

go się procesu zapalnego jest CRP. Jest to białko ostrej fazy wytwarzane głównie  

w wątrobie w odpowiedzi na prozapalne cytokiny m.in. IL-6 [115]. 

U pacjentów z miażdżycą lub o dużym ryzyku incydentów sercowo-

naczyniowych statyny zmniejszają nieznacznie stężenie CRP we krwi. Opublikowane  

w 1999 roku wyniki badania klinicznego CARE (Cholesterol and Recurrent Events) 

pokazały, że leczenie prawastatyną powoduje zmniejszenie stężenia CRP, niezależne od 

stężenia cholesterolu całkowitego i cholesterolu LDL [116]. W 2001 roku opublikowa-

no wyniki kolejnego badania klinicznego PRINCE (Pravastatin Inflammation/CRP Eva-

luation), w którym podawano prawastatynę osobom zdrowym oraz z CAD. W obu gru-

pach stwierdzono, że 24-tygodniowa terapia prawastatyną jest w stanie obniżyć poziom 

CRP o ok. 13% [117]. W badaniu JUPITER (Justification for the Use of statins in 

Prevention: an Intervention Trial Evaluatin Rosuvastatin) stosowano rozuwastatynę  

w dawce 20 mg u osób zdrowych bez hiperlipidemii i ze zwiększonym stężeniem CRP 

w surowicy. W grupie przyjmującej statynę stwierdzono zmniejszenie stężenia CRP  

w surowicy o ok. 37% [118]. U pacjentów z ostrym zespołem wieńcowym wykazano, 

że simwastatyna jest w stanie zmniejszyć poziom CRP oraz IL-6 w surowicy [119]. 

Wydaje się, że zmniejszenie poziomu CRP może mieć związek z fosforylacją białka 

STAT3 (ang. signal transducer and activator of transcription 3), które odpowiedzialne 

jest za transdukcje sygnału podczas prozapalnej stymulacji IL6 [120]. 

W badaniach in vitro przeprowadzonych na komórkach śródbłonka stymulowa-

nych LPS stwierdzono, że statyny hamują ekspresję cytokin prozapalnych, takich jak: 
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IL-1, IL-6 oraz IL-8. Kolejne doświadczenia na kokulturze komórek mięśni gładkich 

naczyń krwionośnych oraz komórkach jednojądrzastych krwi obwodowej pokazały, że 

różne statyny: simwastatyna, atorwastatyna, fluwastatyna oraz prawastatyna są w stanie 

zahamować produkcję IL-6 podczas stymulacji LPS [121]. 

Statyny oddziałują również na receptory aktywowane proliferatorami peroksy-

somów (ang. peroxisome proliferator-activated receptors, PPAR). Receptory te znajdu-

ją się na terenie jądra komórkowego i wpływają na ekspresją wielu genów [122], głów-

nie zaangażowanych w odpowiedź komórki na stan zapalny m.in. aktywację i prolifera-

cję limfocytów T oraz produkcję IL-2 [123, 124]. Na podstawie przeprowadzonych do-

świadczeń stwierdzono, że działanie statynami powoduje pobudzenie receptora PPAR-γ  

w makrofagach i monocytach, co w efekcie powoduje zmniejszenie produkcji TNF-α 

oraz czynnika transkrypcyjnego NF-κB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells) [125, 126]. Statyny mogą również wiązać się z integryną 

LFA (ang. lymphocyte function-associated antigen) na powierzchni limfocytów T, osła-

biając ich reaktywność i zmniejszając odczyn zapalny. Takie działanie jest niezależne 

od receptorów PPAR [127]. 

Badania przeprowadzone przy użyciu modeli zwierzęcych potwierdziły też 

przeciwzapalne działanie statyn. Prawastatyna stosowana w szczurzym modelu zapale-

nia naczyń wieńcowych zmniejszała istotnie infiltrację i proliferacje monocy-

tów/makrofagów, jak również ekspresję białka chemotaktycznego monocytów typu 1 

(ang. monocyte chemotactic protein 1, MCP-1) [128]. W kolejnych doświadczeniach 

stwierdzono, że stosowanie simwastatyny zmniejszało adhezję, toczenie się i transmi-

grację leukocytów [129]. Dodatkowo simawastatyna wpływała na ekspresję białek ad-

hezyjnych produkowanych przez śródbłonek naczyń krwionośnych [130] oraz ekspresję 

CD11b przez monocyty [131]. 
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1.3.2 Przeciwzakrzepowe działanie statyn 

 

1.3.2.1 Czynnik tkankowy 

Colli i wsp. [132] stwierdzili, że simwastatyna i fluwastatyna zmniejszają eks-

presję mRNA dla genu F3 jak i aktywność TF w hodowlach monocytów/makrofagów. 

Efekt ten był ściśle zależny od inhibicji NF-κB i był odwracalny podczas inkubacji  

z mewalonianem lub GGPP [132]. Kolejne doświadczenia z udziałem atorwastatyny, 

simwastatyny, prawastatyny, lowastatyny oraz fluwastatyny potwierdziły efekt inhibicji 

NF-κB przez zahamowanie szlaku kinaz RhoA/ROCK regulujących aktywność NF-κB 

na zmniejszenie ekspresji TF [133]. Simwastatyna zmniejszała również ekspresję TF na 

powierzchni komórek śródbłonka oraz mięśni gładkich aorty, a podanie mewalonianu 

znosiło ten efekt [134, 135]. Banfi i wsp. [136] dodatkowo zaobserwowali, że inhibicja 

szlaku kinaz Rho/ROCK tylko częściowo odpowiada za redukcję ekspresji TF przez 

komórki śródbłonka podczas stymulacji trombiną, która zwiększa ekspresję TF poprzez 

aktywację receptorów PAR (ang. protease activated receptors), głównie PAR1. Recep-

tory PAR zostały odkryte w 1991 przez Coughlin i wsp. [137]. Obecnie zidentyfikowa-

no cztery rodzaje receptorów PAR (PAR1-4) należących do grupy receptorów  

7-transbłonowych sprzężonych z białkiem G. Receptory te posiadają 3 domeny:  

N-terminalną, która jest na zewnątrz komórki, domenę centralną 7-krotnie przechodzącą 

przez błonę komórkowa i domenę C-terminalną znajdującą się wewnątrz komórki 

[138]. Dużą ekspresję receptorów PAR wykazują płytki krwi, komórki śródbłonka na-

czyń krwionośnych, monocyty, limfocyty T, fibroblasty, komórki mięśni gładkich, neu-

rony oraz niektóre linie komórek nowotworowych [139]. Cechą charakterystyczną re-

ceptorów PAR jest posiadanie swojego własnego ligandu, który po proteolizie wiąże się 

nieodwracalnie ze środkową zewnątrzkomórkową pętlą tego samego receptora. To po-

łączenie powoduje aktywację receptora i uruchomienie szlaków przekazywania sygna-

łów [140]. 

Trombina aktywuje zarówno receptor PAR1, jak i PAR3 i PAR4, natomiast 

PAR2 jest aktywowany przez kompleks TF/FVIIa i FXa [139]. Simwastatyna oraz ro-

zuwastatyna hamują efekt aktywacji receptora PAR1 poprzez inhibicję fosforylacji ki-

nazy ERK1/2 (ang. extracellular-signal-regulated kinase 1/2, ERK1/2), co powoduje 
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zmianę ułożenia PAR1 w błonie komórkowej. Mechanizm ten jest niezależny od izo-

prenoidów, ale może być zależny od stężenia cholesterolu w błonie komórkowej [136]. 

W modelu mysim miażdżycy, z wyłączonym genem apolipoproteiny E, zaobserwowano 

obniżenie poziomu TF wraz z zmniejszeniem odczynu zapalnego, ale bez zmiany stęże-

nia cholesterolu [141, 142]. U pacjentów stosujących przez 4-6 miesięcy atorwastatynę 

zaobserwowano zmniejszenie o 29% poziomu antygenu TF i o 56% aktywności TF  

w blaszkach miażdżycowych usuniętych z tętnic szyjnych [143]. Podobne wyniki uzy-

skano w blaszkach miażdżycowych usuniętych z tętnic wieńcowych pacjentów leczo-

nych statynami [144]. 

 

 

1.3.2.2 Generacja trombiny 

Eksperymentalne i kliniczne dane z przeprowadzonych doświadczeń wykazały, 

że atorwastatyna, simwastatyna oraz prawastatyna mogą zmniejszać generację trombiny  

i w konsekwencji ograniczać powstawanie fibryny [106, 145-147]. Zaobserwowano 

również osłabienie aktywacji FV i FXIII, zmniejszenie proteolizy fibrynogenu i zwol-

nienie jego konwersji do fibryny, a także zwiększenie inaktywacji czynnika FVa i eks-

presji trombomoduliny [148]. Zmniejszenie generacji trombiny zaobserwowano u pa-

cjentów z hipercholesterolemią lub CAD przyjmujących simwastatynę 20-40 mg dzien-

nie (mg/d) przez 3 dni oraz u pacjentów leczonych zarówno miesiąc jak i 3 miesiące 

[149-151]. Podobny efekt zaobserwowano u pacjentów przyjmujących 40 mg/d atorwa-

statyny [152]. Sanguigni i wsp. [153] stwierdzili, że u pacjentów z hipercholesterolemią 

dawka 10 mg/d atorwastatyny przez 3 dni może istotnie zmniejszyć poziom F1+2  

w osoczu, co potwierdza wczesny efekt antykoagulacyjny, prawdopodobnie związany 

ze zmniejszeniem ekspresji ligandu CD40 i jednoczesnym zwiększeniem ekspresji TF 

oraz generacji trombiny [153]. Dodatkowo, zaobserwowano zwiększenie aktywności 

APC oraz zależną od niego przyśpieszoną inaktywację FVa [142]. Osłabienie konwersji 

fibrynogenu do fibryny stwierdzono także po 3 miesiącach stosowania simwastatyny 

[106]. Potwierdzono również zmniejszenie generacji trombiny w testach in vitro pod 

wpływem stosowanej atorwastatyny przy użyciu automatycznego trombogramu [145]. 
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1.3.2.3 Trombomodulina 

Ważnym składnikiem mechanizmu antykoagulacji in vivo jest trombomodulina 

(TM), białko znajdujące się na powierzchni śródbłonka naczyniowego. Trombina przy-

łącza się do TM, a następnie aktywuje białko C, które inaktywuje FVa oraz FVIIIa, 

niszcząc kompleks protrombinazy i tenazy. Komórki śródbłonka mogą uwalniać TM do 

krwi, tzw. rozpuszczalna TM, jednak nie ma ona takiej aktywności jak TM zlokalizo-

wana na powierzchni śródbłonka [154, 155]. Zaobserwowano zwiększenie ekspresji 

mRNA genu TM w komórkach śródbłonka po stosowaniu statyn [151, 156, 157]. 

Wzrost obserwowano już po 24 godz. od zastosowania atorwastatyny [158]. Innym me-

chanizmem mogącym zwiększać ekspresję trombomoduliny jest synteza tlenku azotu 

(ang. nitric oxide, NO) przez komórki śródbłonka [159]. 

 

 

1.4. Inhibitory konwertazy angiotensyny i antagoniści receptora angiotensyny II 

Inhibitory konwertazy angiotensyny (ang. angiotensin converting enzyme inhibi-

tors, ACEI) należą do grupy związków blokujących ścieżkę renina-angiotensyna-

aldosteron. Pierwszą substancją z tej grupy jest czynnik zwany BFB (ang. bradykinin 

potentiating factor), wyodrębniony z jadu żmii brazylijskiej Bothrops jararaca w 1965 

roku przez Sergio Ferreira. BFB blokował in vitro rozpad bradykininy oraz przekształ-

cenie angiotensyny I (AngI) do angiotensyny II (AngII) przez zahamowanie konwertazy 

angiotensyny (ang. angiotensin converting enzyme, ACE) (Rycina 2). AngI jest hormo-

nem peptydowym powstającym z przekształcenia przez reninę angiotensynogenu, syn-

tezowanego w nerkach, wątrobie, mózgu, sercu i ścianach naczyń krwionośnych, do  

10-aminokwasowego peptydu. W dalszym etapie AngI ulega przekształceniu przez 

ACE do AngII. Innymi enzymami zdolnymi przekształcać AngI do Ang II są chymaza 

oraz katepsyna G. Tkankowa frakcja AngII reguluje homeostazę lokalną, natomiast krą-

żąca AngII reguluje homeostazę wodno-elektrolitową oraz ciśnienie krwi [160]. 

Mechanizm działania ACEI polega na hamowaniu ACE i jest identyczny dla 

wszystkich leków z tej grupy. Około 90% ACE zlokalizowane jest w śródbłonku na-

czyniowym i w obrębie warstw ściany naczynia narządów takich jak płuca, nerki, nad-

nercza, mózg, serce, natomiast tylko 10% znajduje się w krwi [161-163]. 
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Rycina 2. Szlak powstawania angiotensyny II z uwzględnieniem miejsca działania inhibitorów konwerta-

zy angiotensyny (ACEI) oraz antagonistów receptora angiotensyn II (ARB). 

 

W zależności od zdolności ACEI do hamowania ACE na poziomie tkankowym 

można podzielić je na dwie grupy: osoczowe (kaptopryl, enalapryl, lizynopryl) oraz 

tkankowe (zofenopryl, ramipryl, perindopryl, chinapryl, benazepryl, fozynopryl). Licz-

ne badania dowiodły, że ACEI poprawiają funkcję śródbłonka naczyniowego, powodu-

jąc uwalnianie NO, prostacykliny (PGI2) oraz t-PA [164-166]. Te efekty wiążą się 

głównie z zahamowaniem rozkładu bradykininy przez ACEI. 

Drugą grupą leków działających na osi renina-angiotensyna-aldosteron są anta-

goniści receptora angiotensyny (ang. angiotensyn II receptor blockers, ARB). Pierw-

szym analogiem peptydowym receptora angiotensyny II, typu 1 (ang. angiotensin II 

receptor type 1, AT1) była salarazyna opisana w 1971 przez Pals i wsp. [167]. Odkrycie 

to przyczyniło się do poznania i scharakteryzowania struktury przestrzennej receptora 

AT1 oraz wprowadzenia w 1995 roku pierwszego niepeptydowego ARB, losartanu. 

Wszystkie ARB współzawodniczą z angiotensyną II, selektywnie blokują receptor AT1. 

Różnice pomiędzy poszczególnymi ARB polegają na różnej sile wiązania do receptora 

AT1 [168]. 

 



 

 

29 

 

1.4.1 Przeciwzapalne działanie ACEI i ARB 

Postuluje się, że jednym z głównych mechanizmów przeciwzapalnych ACEI jest 

zmniejszenie dostępności AngII. Obecne wykazano, że zarówno AngI jak i AngII sty-

mulują komórki ścian naczyń krwionośnych do produkcji IL-6 oraz powodują aktywa-

cje NF-κB, który odpowiedzialny jest za transkrypcję prozapalnych cytokin. Efekt ten 

był zahamowany po dodaniu losartanu, blokera receptora AT1, oraz należących do 

ACEI kaptoprylu i enalaprilu [169, 170]. Badania przeprowadzone na króliczym mode-

lu miażdżycy pokazały, że oprócz zmniejszenia aktywacji NF-κB, ACEI zmniejszają 

również ekspresję MCP-1 w ścianie naczyń, tym samym przyczyniając się do zmniej-

szenia nacieku monocytów [171]. Niedawne badania przeprowadzone na fragmentach 

ściany aorty pokazały, że stosowanie ACEI obniżyło poziom ekspresji mRNA dla ge-

nów czynników prozapalnych takich jak: IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α, MCP-1 oraz antyge-

nów IL-8 oraz MCP-1 [172]. Badania przeprowadzone na pacjentach poddanych pomo-

stowaniu wieńcowo-aortalnemu pokazały, że stosowanie ACEI zmniejsza pooperacyjną 

zachorowalność i śmiertelność, co może być związane z obserwowanym zmniejszeniem 

poziomu IL-6 w osoczu [173]. U pacjentów ze stabilną dławicą piersiową enalapril  

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

 

 

1.4.2 ACEI, ARB a układ krzepnięcia 

Bardzo niewiele jest doniesień dotyczących modulowania działania układu 

krzepnięcia przez ACEI i ARB. Obecnie wykazano, że ACEI są w stanie obniżać eks-

presję TF w ludzkich monocytach/makrofagach u pacjentów z CAD [175]. Badania 

przeprowadzone na ludzkich monocytach wykazały zdolność kaptoprylu do redukcji 

aktywności TF na powierzchni monocytów przed i po indukcji lipopolisacharydami 

(ang. lipopolysaccharides, LPS) [176]. Zahamowanie aktywności TF na powierzchni 

monocytów zarówno przed, jak i po stymulacji LPS wydaje się być związane ze 

zmniejszeniem ogólnej dostępności AngII przez kaptopryl [177]. Kolejne badania in 

vitro przeprowadzone na monocytach ludzkich potwierdziły skuteczność kaptoprylu, 

fozynoprylu oraz idraprylu w obniżeniu ekspresji mRNA dla genu F3 i antygenu TF 

[178]. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem kokultur komórek śródbłonka i mo-
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nocytów potwierdziły również zdolność enalaprilu do obniżenia poziomu TF w bada-

nych hodowlach [179]. 

Dodatkowo wykazano, że ACEI obniżają stężenia kompleksów trombina-

antytrombina (TAT) oraz fragmentów F1+2 [180]. Wydaje się to być związane z dzia-

łaniem ACEI na śródbłonek naczyniowy, gdzie dochodzi do wzrostu uwalniania NO, 

głównie przez zahamowanie rozkładu bradykininy oraz zmniejszenie uwalniania TF ze 

śródbłonka, przez ograniczenie lokalnej dostępności AngII [181]. U pacjentów z nadci-

śnieniem tętniczym przyjmującym losartan, zaobserwowano 23% obniżenie poziomu 

TF w osoczu krwi [182]. Badania przeprowadzone na pacjentach z nadciśnieniem poka-

zały zdolność enalaprilu do obniżenia poziomu F1+2 o 26,3%, w porównaniu z pacjen-

tami nieleczonymi [183]. U pacjentów z CAD po 28 dniach terapii chinaprylem obser-

wowano zmniejszenie poziomu łańcucha B trombiny (o 40%), maksymalnego stężenia 

TAT (o 40%), zmniejszenia aktywacji FV (o 21,8%) oraz maksymalnego wyczerpania 

ilości dostępnego fibrynogenu (o 32,7%) w miejscu standaryzowanego nacięcia skóry 

pacjentów [152]. 

 

 

1.4.3 ACEI i ARB a układ fibrynolizy 

Działanie profibrynolityczne ACEI polega głównie na zmianie czynności śród-

błonka naczyniowego, efektem czego jest obniżenie poziomu PAI-1 na skutek zahamo-

wania syntezy AngII, oraz wzrostu uwalniania t-PA poprzez zahamowanie rozkładu 

bradykininy [184, 185]. Badania przeprowadzone na szczurach z indukowaną zakrzepi-

cą tętniczą i żylną wykazały, że ACEI zmniejszają adhezję i agregację płytek. Dodat-

kowo, chinarapryl i peryndopryl zmniejszają generację trombiny i skracają czas fibry-

nolizy, co świadczy o zwiększonej aktywacji śródbłonka naczyniowego [186]. Podob-

nych zjawisk nie zaobserwowano jednak u zwierząt, u których nie było toczącego się 

procesu zakrzepowego [187]. Sugeruje to, że skuteczność działania profibrynolityczne-

go ACEI może zależeć od zwiększonej aktywności układu krzepnięcia. 

W szczurzym modelu przebudowy naczyń krwionośnych obserwuje się zwięk-

szenie ekspresji mRNA oraz antygenu PAI-1 w komórkach śródbłonka aorty oraz tętnic 

wieńcowych [188]. Zaobserwowano również wzrost uwalniania antygenu PAI-1 przez 



 

 

31 

 

komórki śródbłonka do medium. Podanie imidaprylu skutecznie zahamowało wzrost 

poziomu PAI-1 u szczurów zarówno na poziomie mRNA jak i antygenu [189]. 

W klinicznych badaniach porównawczych wykazano, że u pacjentów po przebytym 

zawale serca chinapryl oraz enalapryl obniżały stężenie antygenu PAI-1 w ciągu 4 ty-

godni leczenia [190]. Silniejsze obniżenie stężenia antygenu PAI-1 zaobserwowano po 

podaniu imidaprylu pacjentom po świeżym zawale serca [191]. Zmniejszenie aktywno-

ści PAI-1 odnotowano również 2 trakcie 4-tygodniowej terapii losartanem, należącym 

do ARB [182]. 
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2. Założenia i cele pracy 

Odkładanie soli wapnia na zastawce aortalnej jest procesem aktywnym, w którym 

główną rolę odgrywają komórki zrębu zastawki aortalnej (VICs), ulegajace osteobla-

stycznej transformacji pod wpływem przewlekłego procesu zapalnego. 

Jednym z głównych czynników ryzyka AS są hiperlipemia oraz nadciśnienie z po-

wodzeniem leczone odpowiednio statynami i ACEI. Przeprowadzone dotychczas bada-

nia kliniczne nad wpływem statyn i ACEI na progresję AS dały niejednoznaczne wyni-

ki. Mechanizmy działania statyn, ACEI i antagonistów receptorów angiotensyny na 

VICs oraz procesy zapalenia i kalcyfikacji zastawek aortalnych, a także ekspresję białek 

krzepnięcia są słabo poznane. 

 

Cele badania obejmowały następujące zagadnienia: 

1. Ocena działania statyn, ACEI oraz antagonisty receptora angiotensyny na proces 

kalcyfikacji VICs izolowanych ze stenotycznych płatków ludzkich zastawek 

aortalnych w hodowlach in vitro 

2. Ocena zmian ekspresji białek biorących udział w procesie zapalnym, neowaskla-

ryzacji i białek układu krzepnięcia in vitro oraz in loco w płatkach ludzkich za-

stawek aortalnych pod wpływem statyn, ACEI i antagonisty receptora angioten-

syny. 
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3. Pacjenci i metody 

 

3.1 Odczynniki 

Pożywki hodowlane i suplementy  

Akutaza (PAA Laboratories, Pasching, Austria) 

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

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

β-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 jonów Ca2+ i Mg2+ (PAA Laboratories, Pasching, Austria) 

Penicylina/Streptomycyna (PAA Laboratories, Pasching, Austria) 

Peptydoglikan (InvivoGen, Toulouse, Francja) 

Płodowa surowica bydlęca (PAA Laboratories, Pasching, Austria) 

TNF-α (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 przepływowej 

Przeciwciała anty-α-aktyna FITC, ab11005 (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania)  

Przeciwciała anty-wimentyna PE, ab49918 (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania) 

Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy) 

 

Odczynniki do immunofluorescencji 

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

Surowicza albumina bydlęca, BSA (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy) 

Woda ulteniona, H2O2 (Farmina, Kraków, Polska) 

Przeciwciała IgG anty-TF, sc-20160 (Santa Cruz Biotech., Dallas, USA) 

Przeciwciała IgG anty-FVII, GTX101238 (GeneTex, Irvine, CA, USA) 

Przeciwciała IgG anty-FX, GTX110300 (GeneTex, Irvine, CA, USA) 

Przeciwciała IgG anty-FXI, GTX105974 (GeneTex, Irvine, CA, USA) 

Przeciwciała IgG anty-PAR1, GTX11603 (GeneTex, Irvine, CA, USA) 

Przeciwciała IgG anty-PAR2, GTX70621 (GeneTex, Irvine, CA, USA) 

Przeciwciała drugorzędowe antykrólicze-IgG, sprzężone z FITC, GTX27090, (Gene-

Tex, Irvine, CA, USA) 

 

Odczynniki do analizy ekspresji genów 

RNAlater RNA Stabilization Reagent (Qiagen, Hilden, Niemcy) 

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

GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit (Eurx Ltd, Gdańsk, Polska) 

NG dART RT kit (Eurx Ltd, Gdańsk, Polska) 

TaqMan 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) 

Przeciwciała IgG anty-TF, GTX 100808 (GeneTex, Irvine, CA, USA) 
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Przeciwciała IgG anty-FX, GTX 110300 (GeneTex, Irvine, CA, USA) 

Przeciwciała drugorzędowe anty-IgG, GTX27090, (GeneTex, Irvine, CA, USA) 

Tetrametylobenzydyny (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy) 

 

Pozostałe odczynniki i materiały 

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

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

PBS Dulbecco’s z jonami Ca2+ i Mg2+ (PAA Laboratories, Pasching, Austria) 

Płytki 6-dołkowe do hodowli komórek (PAA Laboratories, Pasching, Austria) 

Płytki 12-dołkowe do hodowli komórek (PAA Laboratories, Pasching, Austria) 

 

3.2 Grupa badana 

Do badania włączono 61 chorych ze stwierdzoną AS, bez istotnych zmian miaż-

dżycowych, zakwalifikowanych do izolowanej operacji wszczepienia biologicznej lub 

sztucznej zastawki aortalnej. Rekrutacja pacjentów została przeprowadzona na oddziale 

Kliniki Chorób Serca, Naczyń i Transplantologii Instytutu Kardiologii Collegium Me-

dicum Uniwersytetu Jagiellońskiego w Krakowskim Szpitalu Specjalistycznym im. Jana 

Pawła II. Wszyscy uczestnicy badania wyrazili pisemną zgodę na udział w badaniu. 

Badanie uzyskało zgodę komisji bioetycznej (Nr KBET/140/B2012). 

 

3.2.1 Kryteria włączenia 

1. Ciężka objawowa AS, definiowana jako maksymalna prędkość przepływu krwi 

przez zastawkę (Vmax) >4 m/s, powierzchnia ujścia zastawkowego (ang. aortic 

valve area, AVA) <1 cm2, indeksu AVA/BSA (współczynnika AVA w stosunku 

do powierzchni ciała, ang. body surface area, BSA) <0,6 cm2/m2, średni gra-

dient ciśnień przez zastawkę aortalną (ang. mean arotic gradient, AGmean) >40 

mm Hg w echokardiografii przezklatkowej wg wytycznych ESC z 2012 [192]  

2. Rytm zatokowy 

3. Brak wrodzonych chorób serca i istotnych wad pozostałych zastawek serca 

4. Brak udokumentowanych angiograficznie istotnych zmian miażdżycowych 

(zmniejszenie światła tętnic <50%) w tętnicach wieńcowych i tętnicach szyjnych  
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5. Wiek >18 lat 

6. Świadoma, pisemna zgoda na udział w badaniu 

 

3.2.2 Kryteria wyłączenia 

1. Wymagana dodatkowa interwencja kardiochirurgiczna 

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

3. Skaza krwotoczna w wywiadzie 

4. Przebyty epizod sercowo-naczyniowy (zawał serca, niestabilna dławica piersio-

wa, udar mózgu) udokumentowany w karcie informacyjnej leczenia szpitalnego 

w ciągu ostatnich 6 miesięcy poprzedzających włączenie do badania 

5. Choroby współistniejące: nowotwór złośliwy, choroby autoimmunologiczne, 

niewydolność nerek, uszkodzenie wątroby, cukrzyca wymagająca insulinotera-

pii, nadczynność lub niedoczynność tarczycy 

6. Aktualne stosowanie leków immunosupresyjnych, heparyny, doustnych antyko-

agulantów, tienopirydyn i kwasu acetylosalicylowego 

7. Brak zgody na udział w badaniu 

 

U wszystkich badanych przy przyjęciu przeprowadzono badanie podmiotowe  

i przedmiotowe. Indeks masy ciała (ang. body mass index, BMI) obliczono, dzieląc ma-

sę ciała (w kilogramach) przez wzrost do kwadratu (w metrach). Otyłość definiowano 

jako BMI ≥30 kg/m2. Aktualne palenie tytoniu definiowano jako palenie minimum  

1 papierosa dziennie. Za nadciśnienie tętnicze uznano wartości przekraczające 140 mm 

Hg dla ciśnienia skurczowego lub 90 mm Hg dla ciśnienia rozkurczowego, lub leczone 

nadciśnienie. Hipercholesterolemię definiowano jako nieprawidłowe stężenie w surowi-

cy na czczo jednej lub więcej frakcji lipoprotein: całkowitego cholesterolu (≥ 5mmol/l), 

cholesterolu LDL (≥3 mmol/l) i/lub rozpoznane uprzednio z wdrożoną farmakoterapią. 

Cukrzycę definiowano jako dwukrotne przekroczenie poziomu glukozy na czczo >7,0 

mmol/l lub rozpoznaną wcześniej, a pacjent jest w trakcie farmakoterapii. Niewydol-

ność nerek rozpoznawano w przypadku wartości GFR <30 ml/min/1,73 m2
. Uszkodze-

nie wątroby definiowano w przypadku przekroczenia wartości ALT >1,5 raza górnej 
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granicy normy. Nadczynność tarczycy definiowano jako  TSH (ang. thyroid-stimulating 

hormone) <0,27 µlU/ml, a niedoczynność jako TSH >4,20 µlU/ml. 

 

3.2.3 Echokardiografia 

U wszystkich pacjentów wykonano badanie echokardiograficzne przezklatkowe 

w spoczynku aparatem Phillips ie 33 (Phillips Electronics, Andover, USA) zgodnie  

z zaleceniami ESC. Oceniano następujące parametry echokardiograficzne: liczbę płat-

ków zastawki aortalnej, Vmax, AVA, AGmean, maksymalny gradient ciśnień przez za-

stawkę aortalną (ang. maximal arotic gradient, AGmax), frakcję wyrzutową (ang. ejec-

tion fraction, EF). AGmean oraz AGmax był mierzony za pomocą badania dopplerowskie-

go z użyciem wzoru Bernoulliego. AVA zostało obliczone za pomocą równania ciągło-

ści. 

 

3.2.4 Badania laboratoryjne 

Od wszystkich włączonych do badania pacjentów pobrano na czczo krew żylną 

24 godziny przed zabiegiem pomiędzy godziną 7.00 a 9.00. Próbki krwi pobrane na 

EDTA (2,6 ml, K3-EDTA) posłużyły do izolacji materiału genetycznego pacjentów. 

Lipidogram, poziom glukozy, kreatyniny, aminotransferazy alaninowej (ALAT), ami-

notransferazy asparaginowej (AspAT), morfologia krwi obwodowej zostały oznaczone 

za pomocą rutynowych technik laboratoryjnych. Wysokoczułe CRP (hs-CRP) było mie-

rzone turbidymetrycznie w surowicy krwi (Roche Diagnostics, Cambridge, Wielka Bry-

tania). 

 

 

3.3 Analiza zastawek aortalnych 

Płatki zastawki aortalnej usuniętej podczas operacji wymiany zastawki posłużyły 

do przeprowadzenia: 

1) analiz immunofluorescencyjnych antygenów wybranych czynników związanych  

z układem krzepnięcia, 

2) analizy czynników zapalnych, kalcyfikacji, neowaskularyzacji i czynników układu 

krzepnięcia na poziomie mRNA i białka w hodowlach VICs. 
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3.3.1 Immunofluorescencja 

Niezwapniałe fragmenty płatków zastawki zostały zanurzone w Tissue Tek-

O.C.T (Sakura, Torrance, CA, USA) w celu utrwalenia tkanki, a następnie zostały po-

cięte na kriostacie (Leica Microsystems, GmbH, Vienna, Austria) poprzecznie z frag-

mentu środkowego i z części spoidłowej. Skrawki  zamrożono na szkiełkach (Super-

Frost slides, Menzel-Glaser, Braunschweig, Germany) w -20°C do czasu barwienia 

przeciwciałami. 

Przed inkubacją z odpowiednim przeciwciałem pierwszorzędowym skrawki na-

wadniano (3 x 3 min) zbuforowanym PBS (pH 7,4), a następnie inkubowano z 3% H2O2 

przez 15 min w temperaturze pokojowej w celu dezaktywacji endogennych peroksydaz 

tkankowych. Po wypłukaniu skrawków w PBS (3 x 3 min) poddano je inkubacji z 3% 

BSA w PBS przez 30 min w celu zablokowania niespecyficznych miejsc wiązania prze-

ciwciał. Po tym czasie skrawki inkubowano przez 12 godzin w temperaturze 4°C  

z pierwszorzędowym przeciwciałem rozcieńczonym 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; 

pozostałe GeneTex, Irvine, CA, USA). Po odpłukaniu nadmiaru przeciwciał skrawki 

inkubowano z przeciwciałami drugorzędowymi sprzężonymi z fluorochromem: izotio-

cjanianem fluoresceiny (1:500, FITC, kolor zielony, AbD Serotec, Oxford, Wielka Bry-

tania) lub fikoerytryną (1:500, PE, kolor czerwony, AbD Serotec, Oxford, Wielka Bry-

tania). Wszystkie przeciwciała rozcieńczano za pomocą 1% BSA. Kontrolę negatywną 

stanowiły skrawki barwione tylko przeciwciałami drugorzędowymi lub/i przeciwciała-

mi izotypowymi (zamiast odpowiednich przeciwciał pierwszorzędowych). Skrawki ana-

lizowano przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego (Nikon Eclipse 50i) wyposażo-

nego w kamerę i odpowiednie oprogramowanie (Motic Images Advanced 3.2). Po-

wierzchnię immunopozytywną dla poszczególnych antygenów wyznaczono przy pomo-

cy następującego wzoru: 

suma immunoreaktywnych powierzchni (w 10 polach widzenia)/ całkowita powierzch-

nia skrawka [193]. 
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3.3.2 Pomiar ekspresji mRNA wybranych genów we fragmentach zastawek 

 

3.3.2.1 Izolacja mRNA z homogenizatów płatka zastawki  

Fragment zastawki przeznaczony do izolacji mRNA został natychmiast po po-

braniu umieszczony w roztworze buforu stabilizującego RNA (RNALater, Qiagen, Hil-

den, Niemcy) na 24-48 godziny a następnie przeniesiony do -80°C. Zamrożone płatki 

zastawki aortalnej podzielono na fragmenty odpowiadające stopniu zwapnienia zastaw-

ki, odpowiednio: 0 – brak zwapnień, 1 – zgrubienie bez obecnych dużych złogów, 2 – 

fragmenty zwapniałe. Tak przygotowane fragmenty zostały zhomogenizowane przy 

użyciu Mikro-Dismembrator S (Satorius Stedim Biotech, Gottingen, Niemcy) przez 3 

min 1500 rpm. RNA  wyizolowano przy użyciu zestawu GeneMATRIX Universal RNA 

Purification Kit (Eurx, Gdańska, Polska), zgodnie z instrukcją producenta. Odważono 

odpowiednio 40-70 mg homogenatu, a następnie dodano 400 µl buforu RL zawierają-

cego β-merkaptoetanol i dokładnie wymieszano przez worteksowanie. Próbkę zwirowa-

no przy prędkości 12 000 x g przez 3 min. Supernatant przeniesiono do minikolumny 

homogenizacyjnej umieszczonej w 2 ml probówce i wirowano przez 2 min przy pręd-

kości 12 000 x g. Do przesączonego lizatu dodano 350 µl 70% etanolu i wymieszano za 

pomocą pipety. Następnie przeniesiono mieszaninę na kolumnę wiążącą RNA, którą 

wirowano przez 1 min przy prędkości 11 000 x g w celu związania całkowitego RNA. 

Następnie kolumnę przepłukano dodając 400 µl buforu Wash DN1 i odwirowano 1 min 

przy prędkości 11 000 x g. Po umieszczeniu kolumny w nowej probówce 2 ml, przepłu-

kano ją ponownie używając 650 µl buforu Wash RBW a następnie zwirowano 1 min 

przy prędkości 11 000 x g. Po kolejnym przepłukaniu kolumny 350 µl buforem Wash 

RBW, została ona zwirowana przez 2 min przy prędkości 11 000 x g, a następnie 

umieszczona w nowej probówce typu eppendorf o pojemności 1,5 ml. W celu elucji 

RNA do kolumny dodano 50 µl wody wolnej od rybonukleaz i zwirowano 1 min przy 

11 000 x g. Wyizolowane próbki RNA trzymano na lodzie do czasu zmierzenia stężenia 

i czystości RNA przy użyciu aparatu Pico100 (Picodrop LTD, Saffron,Walden, Wielka 

Brytania). Otrzymane RNA posłużyło do przeprowadzenia syntezy cDNA i analizy 

ekspresji badanych genów. Pozostałe RNA umieszczono w temperaturze -80°C. 
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3.3.2.2 Synteza cDNA 

Do przeprowadzenia syntezy cDNA użyto zestawu do odwrotnej transkrypcji 

(ang. reverse transcription, RT) NG dART RT kit (Eurx, Gdańsk, Polska). Do każdej 

reakcji użyto 4 µg RNA w objętości 5 µl i 15 µl koktajlu RT, zawierającego bufor  

z jonami Mg2+, oligo(dT)20, nukleotydy oraz enzym odwrotną transkryptazę. Próbki 

inkubowano w 50°C, przez 30 min w celu przepisania mRNA na cDNA przez enzym 

odwrotną transkryptazę, a następnie w 85°C przez 5 min w celu zahamowania reakcji. 

Każdą próbkę rozcieńczono do stężenia cDNA 50 ng/µl, dodając 60 µl wody i umiesz-

czono w -20°C. 

 

3.3.2.3 Analiza ekspresji genów za pomocą łańcuchowej reakcji polimerazy  

w czasie rzeczywistym (Real – time PCR) 

Zsyntetyzowane nici cDNA  wykorzystano do przeprowadzenia oznaczenia eks-

presji mRNA wybranych genów. W tym celu zastosowano zestaw Blank qPCR Master 

Mix (Eurx) oraz zestawy sond TaqMan Gene Expression Assay (Life Technologies, 

Carlsbad, USA) dla mRNA następujących genów: IL-1β – interleukina 1β, IL-6 – inter-

leukina 6, BMP2 – czynnik morfogenetyczny kości 2, F3 – czynnik tkankowy, F10 – 

czynnik krzepnięcia X, RUNX2/Cfba1 –czynnik transkrypcyjny Runx2, SPP1 - osteo-

pontyna, IBSP – sialoproteina kości, geny metabolizmu podstawowego jako geny refe-

rencyjne: GAPDH – dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego). Dla każdego ge-

nu przygotowano mieszaninę reakcyjną o całkowitej objętości 23 µl złożoną z: 12,5 µl 

PCR Master Mix, 0,3 µl ROX Solution 25 µM, 1,25 µl odpowiedniej sondy, 8,95 µl 

wody wolnej od nukleaz. Mieszaninę nałożono na płytkę 96-dołkową, a do każdego 

dołka dodano 2 µl odpowiedniego cDNA. Po zwirowaniu płytki przez 2 min 3000 rpm 

w temperaturze pokojowej, umieszczono ją w termocyklerze ABI 7900 HT Real-time 

PCR System (Life Technologies, Carlsbad, USA). Podczas reakcji PCR następowała 

wstępna 10 minowa denaturacja nici DNA w temperaturze 95ºC i aktywacja polimerazy 

DNA. Następnie próbki cDNA były powielane w 45 cyklach, składających się z denatu-

racji (15 sekund w 94ºC), hybrydyzacji odcinków starterowych i elongacji (60 sekund  

w 72ºC). Na podstawie rejestracji sygnału fluorescencyjnego zachodzącego po każdym 
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cyklu uzyskano wartości Ct (ang threshold cycle, cykl graniczny) dla każdej próbki 

[194]. 

Analiza otrzymanych danych została wykonana przy pomocy oprogramowania 

DataAssist v3.0 (Life Technologies). W pierwszej kolejności wykonano normalizację 

wartości Ct badanych genów względem genów referencyjnych GAPDH oraz ACTB. 

Następnie od wartości Ct badanego genu odjęto wartość Ct próbki kontrolnej, a zmianę 

ekspresji genu wyrażono jako 2-ΔΔCt [165]. Relatywną zmianę poziomu ekspresji bada-

nych genów mierzono w odniesieniu do fragmentów niezwapnianych zastawki. 

 

3.3.3 Ocena ilości wapnia w homogenizatach zastawek 

Ilościowy pomiar wapnia w homogenizatach wykonano w Instytucie Katalizy i Fi-

zykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk wg modyfikacji wcze-

śniej opisanej metody [196] przy użyciu testu Calcium Colorimetric Assay Kit (Gene-

tex, Hsinchu City, Tajwan). Odważono odpowiednio 100-150 mg homogenizatu za-

stawki i umieszczono w 1,5 ml probówce typu eppendorf, następnie dodano 500 µl 0,5 

M HCl i inkubowano w 4ºC przez 24 godziny w celu uwolnienia jonów wapnia ze 

zwapnień. Po tym czasie próbki zostały zwirowane 5 min przy 12 000 x g. Do 96-

dołkowej płytki przeniesiono po 50 µl supernatantu oraz standardów o stężeniach od 0,1 

do 25 mM Ca2+. Wszystkie oznaczenia oraz standardy wykonano w duplikatach. Na-

stępnie dodano 90 µl Chromogenic Reagent oraz 60 µl Calcium Assay Buffer i inkubo-

wano w ciemności 10 min. Odczytu absorbancji dokonano przy użyciu czytnika spek-

trofotometrycznego przy długości fali 575 nm. Stężenie jonów wapnia przeliczono na 

objętość próbki, a następnie na wagę homogenizatu. 

 

 

3.4 Hodowla VICs 

 

3.4.1 Izolacja komórek z zastawki aortalnej 

VICs wyizolowano z zastawek aortalnych według wcześniej opisanej metody 

[197]. Płatki zastawki aortalnej pobrane od pacjentów podczas operacji przepłukano 

ciepłym PBS i umieszczono w roztworze kolagenazy (Sigma-Aldrich, Bonn, Niemcy)  
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o stężeniu 2,4 mg/ml, rozpuszczonej w pożywce hodowlanej DMEM. Tak przygotowa-

ne fragmenty zastawek inkubowano w 37°C przez 30 min w celu usunięcia warstwy 

śródbłonka. Wytrawione zastawki umieszczano następnie w roztworze 0,8 mg/ml kola-

genazy w DMEM i inkubowano 37°C przez następne 3 godziny. Uzyskaną zawiesinę 

komórek wirowano (200 x g) w temperaturze pokojowej przez 2 min w celu usunięcia 

niestrawionych fragmentów tkanki. Uzyskany supernatant wirowano w 1100 x g przez 

8 min. Pelet komórek zawieszono w pożywce hodowlanej DMEM z dodatkiem 10% 

płodowej surowicy bydlęcej (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). Zawiesinę komórek w butelce hodowlanej 25 cm2 umieszczono 

w inkubatorze ze stałą temperaturą 37°C i 8,5% CO2. Po 24 godzinach pożywka została 

zmieniona w celu usunięcia martwych komórek. 

Pożywkę zmieniano co 3 dni. Pasaż do butelki 75 cm2 przeprowadzano po zaję-

ciu przez komórki około 90% powierzchni dna naczynia. W tym celu komórki płukano 

dwukrotnie roztworem PBS bez jonów wapnia i magnezu, aby usunąć nadmiar tych 

jonów z pożywki, po czym oddzielono komórki z dna naczynia używając roztworu Ac-

cutase® Solution (PAA Laboratories, Pasching, Austria). Następnie zawiesinę komórek 

odwirowywano przez 5 min (800 x g) w temp. pokojowej. Po usunięciu supernatantu, 

pelet zawieszano w pożywce i umieszczano w kolejnych naczyniach hodowlanych  

o powierzchni 75 cm2. Do doświadczeń używano komórek pomiędzy drugim a piątym 

pasażem. 

 

3.4.2 Ocena czystości otrzymanych hodowli komórkowych 

Komórki hodowane oceniano pod względem ekspresji białek α-aktyny i wimen-

tyny, których obecność jest cechą charakterystyczną dla VICs. W tym celu do probówki 

cytometrycznej przenoszono 500 µl zawiesiny komórek o całkowitej liczbie 1*105, do-

dano 500 µl 8% roztworu paraformaldehydu i inkubowano 30 min w temp. pokojowej. 

Następnie odwirowano 800 x g, przez 5 min a pelet zawieszono w 1 ml 0,1% roztworu 

Triton X-100 w celu permabilizacji błony komórkowej. Po tym czasie komórki dwu-

krotnie przepłukano 1 ml PBS bez jonów wapnia i magnezu, wirując 800 x g przez  

5 min Do tak przygotowanej zawiesiny komórek dodano po 10 µl przeciwciał anty-α-
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aktyna (2,6 mg/ml) sprzężonych z FITC (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania) oraz 

anty-wimentyna (0,1 mg/ml) sprzężonych z PE (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania). 

Zawiesinę inkubowano 30 min w temp. Pokojowej, a następnie analizowano na cytome-

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

 

3.4.3 Stymulacja hodowli komórkowej 

W celu zainicjowania procesów zapalnych VICs zostały wysiane w ilości 

5*105/dołek i 48 godz. później zostały poddane inkubacji z TNF-α, peptydoglikanem 

(ang. peptidoglycan, PGN) oraz LPS. Stężenia stymulantów dobrano na podstawie da-

nych literaturowych z własnymi modyfikacjami [198-200]: 

TNF-α: 1 ng/ml, 10ng/ml, 50 ng/ml 

PGN: 1 µg/ml, 5 µg/ml; 10 µg/ml 

LPS: 100 ng/ml, 200 ng/ml, 500 ng/ml 

Celem określenia wpływu układu angiotensyny na hodowle VICs na podstawie 

danych literaturowych [201-203] dobrano stężenia AngI i AngII: 0,1 µM, 1 µM, 10µM. 

Wybrane stężenia substancji stymulujących posłużyły do przeprowadzenia 

wstępnych doświadczeń i określenia najmniejszej dawki powodującej wzrost procesu 

zapalenia oraz kalcyfikacji, która później posłużyła do określenia wpływu statyn oraz 

ACEI na procesy zapalne, kalcyfikację i ekspresję białek układu krzepnięcia. 

Określenia wpływu statyn i ACEI dokonano, stosując 24 godz. preinkubację od-

powiednich leków przed dodaniem substancji stymulujących. 

Leki podawano w objętości 20 µl/dołek. Wszystkie leki ze względu na swoją ni-

ską rozpuszczalność w wodzie zostały rozpuszczone w dimetylosulfotleneku (DMSO, 

ang. dimethyl sulfoxide) i przechowywane w –80°C. Bezpośrednio przed przeprowa-

dzeniem doświadczenia leki były rozmrażane i dodatkowo rozcieńczane w PBS, tak aby 

końcowe stężenie DMSO wynosiło 0,01%. Kontrolę w/w eksperymentów stanowiły 

komórki, do których zamiast leków dodano 20 µl PBS z 0,01% DMSO. 
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3.4.3.1 Statyny 

W celu udowodnienia udziału szlaku cholesterolowego w procesach zapalnych, 

kalcyfikacji i układu krzepnięcia prowadzących do rozwoju stenozy aortalnej zaplano-

wano następujący model in vitro (Rycina 3): 

 

 

Rycina 3. Schemat przeprowadzonych doświadczeń z użyciem statyn 

 

 

W celu potwierdzenia działania statyn na badane procesy zachodzące w steno-

tycznych zastawkach aortalnych dodano mewalonianu, którego synteza zostaje zaha-

mowana pod wpływem statyn. W tym celu dokonano dodatkowych doświadczeń in 

vitro wg następującego schematu (Rycina 4): 
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Rycina 4. Schemat przeprowadzonych doświadczeń z użyciem statyn oraz dodatku mewalonianu 

 

 

3.4.3.2 ACEI 

W celu udowodnienia udziału szlaku angiotensyny w procesach zapalnych, kal-

cyfikacji i układu krzepnięcia prowadzących do rozwoju stenozy aortalnej zaplanowano 

model in vitro z zastoswaniem ACEI: enalaprilu i ramiprilu, oraz ARB: kandesartanu 

następujący model in vitro (Rycina 5) : 
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Rycina 5. Schemat przeprowadzonych doświadczeń z użyciem enalaprilu, ramiprilu oraz kandesartanu 

 

 

3.4.4 Pomiar ekspresji mRNA w hodowlach komórkowych 

Analizę zmiany ekspresji badanych genów przeprowadzono po 8 godz. inkubacji 

z w/w stymulantami. Do 6-dołkowych płytek wysiano komórki (5*105 komórek) w me-

dium hodowlanym DMEM a po 24 godz. medium wymieniono na DMEM bez surowicy 

i antybiotyków. Po kolejnych 24 godz. przystąpiono do doświadczeń wg schematu  

z rozdziału 3.4.3. 

RNA zostało wyizolowane z hodowli VICs przy użyciu zestawu GeneMATRIX 

Universal RNA purification Kit (Eurx), zgodnie z instrukcją producenta. Komórki pod-

dano lizie poprzez dodanie 350 µl buforu RTL Plus zawierającego β-merkaptoetanol. 

Lizat komórek przeniesiono na kolumnę homogenizacyjną i postępowano tak jak opisa-
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no w punkcie 3.3.2.1. Syntezę cDNA i ekspresję wybranych genów przeprowadzono jak 

opisano w podrozdziałach: 3.3.2.2 i 3.3.2.3. 

 

3.4.5 Immunofluorescencja 

VICs wysiano na szkiełko hodowlane 4-dołkowe, a następnie przeprowadzono 

doświadczenia zgodnie z podrozdziałem 3.4.3. Po 3 dniach hodowli medium usunięto,  

a komórki przepłukano 2-krotnie PBS-em bez jonów wapnia i magnezu. Tak przygoto-

wane komórki utrwalono 2% paraformaldehydem przez 15 min w temp. pokojowej. 

Następnie po wypłukaniu szkiełek w PBS poddano je inkubacji z 3% BSA w PBS przez 

30 min w celu zablokowania niespecyficznych miejsc wiązania przeciwciał. Inkubację  

z przeciwciałami pierwszo i drugorzędowymi przeprowadzono tak jak opisano w pod-

rozdziale 3.3.1. Kontrolę negatywną stanowiły hodowle VICs barwione tylko przeciw-

ciałami drugorzędowymi lub/i przeciwciałami izotypowymi (zamiast odpowiednich 

przeciwciał pierwszorzędowych). 

 

3.4.6 Ocena kalcyfikacji komórek 

Ocenę kalcyfikacji przeprowadzono w Instytucie Katalizy i Fizykochemii Po-

wierzchni im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk wg modyfikacji wcześniej opisanych 

metod [197, 204]. Przygotowane komórki wysiano na 12-dołkowe płytki i pozostawio-

no w medium hodowlanym na 24 godz. Następnie usunięto medium hodowlane i doda-

no medium osteogenne, zawierające β-glicerofosforan, CaCl2,  kwas askorbinowy wraz 

z jednym z leków, 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 

komórki zostały przepłukane 2-krotnie PBS-em bez jonów wapnia i magnezu, a następ-

nie utrwalone w 10% paraformaldehydzie przez 15 min w temp. pokojowej. Utrwalone 

komórki przepłukano dwukrotnie dH2O a następnie wybarwiono jądra kalcyfikacji przy 

użyciu 40 mM roztworu czerwieni alizarynowej (ARS) o pH 4,1. Nadmiar niezwiązanej 

ARS usunięto, płucząc komórki 4-krotnie w dH2O. W celu ilościowej analizy kalcyfi-

kacji dokonano spektrofotometrycznego pomiaru związanej z jądrami kalcyfikacji ARS 

wg wcześniej opisanej metody z modyfikacjami [166]. Związana ARS została odbar-

wiona przy użyciu 1 ml 10% kwasu octowego. Następnie do 800 µl powstałego roztwo-
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ru dodano 200 µl 10% wody amoniakalnej w celu zobojętnienia działania kwasu. Po-

miaru związanej ARS dokonano na płytce 96-dołkowej przy długości fali 405 nm. 

Pozostałe po pomiarze komórki przytwierdzone do podłoża zostały zlizowane 

poprzez dodanie 100 µl M-PER™ Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo 

Scientific, Cambridge, USA). Uzyskany lizat przeniesiono do probówek i przechowy-

wano w temperaturze -20C w celu późniejszego pomiaru białka metodą BCA (metoda 

z kwasem bis-cynchoninowym). 

 

3.4.7 Ocena aktywności fosfatazy alkalicznej (ALP) 

Ocenę aktywności fosfatazy alkalicznej dokonano w Instytucie Katalizy i Fizyko-

chemii Powierzchni im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk wg wcześniej opisanej me-

tody z modyfikacjami [200]. Komórki wysiano na 6-dołkowe płytki i pozostawiono  

w medium hodowlanym na 24h. Następnie dodano odpowiedni stymulant lub kombina-

cję stymulant/lek (zgodnie z opisem w podrozdziale 3.4.3). Hodowle prowadzono przez 

kolejne 48h. Następnie komórki zostały poddane lizie przy użyciu 150 µl M-PER™. W 

celu oznaczenia aktywności ALP, 20 µl lizatu zostało przeniesione na płytki 96-

dołkowe, dodano 180 µl buforu glicynowego o pH 9,0 (0,1 M glicyloglicyny, 10 mM 

MgCl2 oraz 10 mM p-nitrofenolu), a następnie inkubowano 1 godz. w temp. 37°C. Re-

akcję barwną zatrzymano przy użyciu 0,5M NaOH, a absorbancję zmierzono przy dłu-

gości fali 405 nm. Aktywność ALP została odczytana w oparciu o krzywą standardową 

i normalizowana o stężenie białka zmierzone metodą BCA. Wynik wyrażono jako 

µU/mg białka. 

 

3.4.8 Pomiar białka metodą BCA (metoda z kwasem bis-cynchoninowym) 

W celu oznaczenia białka wykorzystano komercyjnie dostępny zestaw Bicin-

choninic Acid Kit (Sigma-Aldrich). Zgodnie z instrukcją oznaczenie wykonano na 96-

dołkowych płytkach, na które naniesiono po 25 µl lizatów komórkowych oraz standar-

dów białka w ilości od 20 do 100 µg, a następnie dodano 200 µl mieszaniny reakcyjnej 

BCA (1 część reagentu A + 8 części reagentu B). Płytkę inkubowano 30 min w 37°C,  

a następnie odczytano absorbancję przy długości fali 562 nm. Stężenia białka odczytano 

w oparciu o krzywą standardową. 
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3.4.9 Analiza ekspresji TF i FX na poziomie białka metodą Western blot. 

Komórki VICs poddano lizie w buforze RIPA (Santa Cruz Biotechnology, Inc., 

Santa Cruz, CA, USA) zawierającym mieszaninę inhibitora proteazy i fosfatazy (Sig-

ma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) przez 30 min na lodzie (co 5 min wytrząsając). Prób-

ki wirowano przy prędkości 10 tys. rpm przez 10 min w 4oC. Nadsącz porcjowano po 

20 µl. Ekstrakty przechowywano w temperaturze -20°C do czasu dalszej analizy. 

Po zmierzeniu ilości białka metodą BCA, 30 µg białka w objętości 15 µl na 

próbkę zawieszano w 15 µl buforu obciążającego (1 ml 100mM Tris pH 6,8; 2 ml 20% 

SDS, 0,02 g błękitu bromofenolowego, 2 ml glicerolu dopełniono H2O do 10 ml; bez-

pośrednio przed użyciem dodano 100 µl/ml merkaptoetanolu), gotowano przez 5 min  

w celu denaturacji termicznej a następnie nanoszono na 10% żel poliakrylamidowy  

i przeprowadzano elektroforezę SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel electophoresis). Zawarty w buforze do elektroforezy detergent SDS nadaje wszyst-

kim białkom ładunek ujemny dzięki czemu białka poruszają się w żelu w kierunku elek-

trody dodatniej z szybkością zależną jedynie od ich wielkości. Próbki wędrowały przez 

ok. 20 min przy napięciu 45 V przez żel zagęszczający o mniejszym stopniu usiecio-

wienia, gdzie próbka ulega zagęszczeniu, a następnie przez żel rozdzielający (przy na-

pięciu 75 V), gdzie następuje właściwy rozdział mieszaniny białkowej na poszczególne 

frakcje. Bufor do elektroforezy zawierał 25 mM Tris, 192 mM glicynę i 0,1% SDS, pH 

8,3. Aby ocenić, czy rozdział białek przebiegł prawidłowo, po zakończonej elektrofore-

zie jeden z żeli został wybarwiony Coomassie Brilliant Blue (cząsteczki barwnika wiążą 

się do grup aminowych łańcucha polipeptydowego) przez 4 godziny. a następnie od-

barwiany przez noc w celu usunięcia nadmiaru barwnika. Po tej procedurze uzyskano 

obraz prążków, w którym każdy prążek odpowiadał białku o określonej masie moleku-

larnej i był rozpoznawalny dzięki naniesionemu markerowi masy (C3437, Sigma-

Aldrich, Bonn, Niemcy). Rozdzielone białka z drugiego żelu poddano półsuchemu 

transferowi na membranę z fluorku poliwinylidenu (PVDF) (Bio-Rad Laboratories, 

Inc., Hercules, CA, USA). Przed transferem membranę aktywowano przez 5 min w me-

tanolu, a następnie zarówno żel, jak i membranę inkubowano przez 5 min w buforze do 

transferu (25 mM Tris, 190 mM glicyna, 20% metanol, pH 8.3). Po tym czasie złożono 
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„kanapkę” składającą się kolejno z: bibuły, filtru papierowego, żelu, membrany, filtru 

papierowego i bibuły. Transfer prowadzono przez 30 min. w temperaturze pokojowej 

przy napięciu 100 V. Następnie membranę z przeniesionymi na nią białkami blokowano 

w 5% odtłuszczonym mleku w roztworze 0,5% PBS-Tween-20 przez 1 godz. w tempe-

raturze pokojowej w celu zablokowania miejsc niespecyficznego wiązania przeciwciał. 

Po tym czasie membranę inkubowano przez noc, w temperaturze 4oC z króliczymi poli-

klonalnymi przeciwciałami pierwszorzędowym IgG anty-TF (GTX 100808) lub anty-

FX (GTX 110300) i anty-GAPDH (GTX 100118) w rozcieńczeniu 1:1000 dla TF i FX  

1:10000 dla GAPDH. 

Po inkubacji membranę płukano trzykrotnie po 15 min w 0,5% PBS-Tween-20  

a następnie inkubowano z króliczymi przeciwciałami drugorzędowymi anty-IgG 

(GTX27090) skoniugowanymi z peroksydazą chrzanową (HRP) przez 2 godziny  

w temperaturze pokojowej. Po tym czasie membranę barwiono roztworem tetrametylo-

benzydyny (TMB, Sigma) stanowiącym substrat dla HRP. Po ok 10 minach membranę 

przemyto H2O i zrobiono zdjęcie prążków. Dokonano analizy densytometrycznej prąż-

ków przy użyciu programu Image Studio™ Lite (LI-COR Biotechnology, Cambridge, 

Wielka Brytania). 

 

 

3.5 Analiza statystyczna 

Wartości liczbowe przedstawiono jako średnie ± odchylenie standardowe (SD)  

w przypadku rozkładów normalnych lub jako medianę (Q1 – Q3) dla rozkładów nie-

zgodnych z normalnymi. Rozkład zgodny z rozkładem normalnym weryfikowano te-

stem Shapiro-Wilka. Test analizy wariancji (ANOVA) lub Kruskal-Wallisa został za-

stosowany do oceny istotności statystycznej pomiędzy grupami. W celu oceny różnic 

pomiędzy wynikami wykonano test post-hoc Tukey’a. Wartości p <0,05 przyjęto jako 

statystycznie istotne. Do wykonania obliczeń 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 objęła 61 chorych z AS zakwalifikowanych do operacji wy-

miany zastawki aortalnej. W badanej grupie przeważały kobiety i osoby w podeszłym 

wieku. Na podstawie koronarografii nie odnotowano istotnych zwężeń w tętnicach 

wieńcowych u żadnego z pacjentów, jak również żaden pacjent nie był poddany rewa-

skularyzacji metodą przezskórnej angioplastyki wieńcowej.  

 

Tabela 1. Charakterystyka badanej grupy. 

   Mężczyźni n (%) 24 (39) 

   Wiek, lata 68 ± 9,5 

   BMI (kg/m2) 29,3 ± 5,5 

Czynniki ryzyka 
 

   Nadciśnienie tętnicze, n (%) 30 (49,1) 

   Hipercholesterolemia, n (%)     32 (52,4) 

   Palenie tytoniu, n (%) 15 (24) 

   Otyłość, n (%) 38 (52,4) 

   Cukrzyca, n (%) 0 (0) 

   Przebyty zawał serca, n (%) 0 (0) 

Parametry echokardiograficzne serca 
 

   Średni gradient przezzastawkowy (mm Hg) 53 (44-68) 

   Maksymalny gradient przezzastawkowy (mm Hg) 85,1 (72-109) 

   AVA (cm2) 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) 

   ACEI, n (%) 32 (52,4) 

   Statyny, n (%)   33 (54,1) 

   Statyny+ACEI, n (%) 20 (32,7) 
Dane przedstawiono jako średnią ± SD, medianę (przedział międzykwartylowy) lub liczbę (%). 

AVA – powierzchnia zastawki aortalnej, ACEI –inhibitory konwertazy angiotensyny, BMI –wskaźnik 

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

 

4.2.1 Zapalenie 

W analizowanych metodą Real-time PCR zgrubiałych i zwapniałych fragmen-

tach zastawki w porównaniu do obszarów niezmienionych chorobowo stwierdzono 

wzrost ekspresji mRNA genów RANKL, NF-kB i IL-6 biorących udział w regulacji pro-

cesu zapalnego (Rycina 6). 

 

Rycina 6. Ekspresja mRNA genów RANKL (ligand aktywatora receptora czynnika jądrowego kβ), NF-kB 

(jądrowy czynnik transkrypcyjny kB) i IL-6 (interleukina-6) znormalizowana względem genu metaboli-

zmu podstawowego GAPDH (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego) w zgrubiałych i zwapnia-

łych fragmentach zastawki aortalnej względem fragmentów niezmienionych. Przedstawiono średnie ±SD 

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

 

Stwierdzono 4,2-krotny wzrost ekspresji mRNA genu RANKL we fragmentach 

zgrubiałych i 3,8-krotny wzrost w przypadku fragmentów zwapniałych (p <0,001 dla 

każdego porównania) w odniesieniu do fragmentów niezmienionych. W przypadku ge-

nu NF-kB zaobserwowano 1,6-krotny wzrost ekspresji we fragmentach zgrubiałych za-

stawki (p=0,02) oraz 2,3-krotny wzrost we fragmentach zwapniałych (p <0,001).  

** 

** 

* 

** 

** 

** 
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W przypadku mRNA dla IL-6 zaobserwowano dwukrotny wzrost ekspresji we fragmen-

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

 

4.2.2 Kalcyfikacja 

Analiza real-time PCR badanych fragmentów zastawek aortalnych wykazała 

podwyższoną ekspresję mRNA genów kodujących białka (SPP1, IBSP, BMP2), jak  

i czynniki transkrypcyjne (Runx2/Cfba1) związanye z kalcyfikacją i osteoblastyczną 

transformacją komórek zastawek aortalnych zarówno we fragmentach zgrubiałych, jak  

i zwapniałych (Rycina 7). 

 

Rycina 7. Ekspresja mRNA genów SPP1 (osteopontyna), IBSP (sialoproteina kości 2), BMP2 (czynnik 

morfogenetyczny kości 2) oraz RUNX2/Cfba1 (czynnik transkrypcyjny RUNX2/Cfba1) znormalizowana 

względem genu metabolizmu podstawowego GAPDH, związanych z procesem zapalnym w zgrubiałych  

i zwapniałych fragmentach zastawki aortalnej względem fragmentów niezmienionych. Przedstawiono 

średnie ±SD z 3-5 eksperymentów. *p <0,05; **p <0,001. 

 

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono 2,3-krotny wzrost ekspresji 

mRNA genu SPP1 we fragmentach zgrubiałych (p <0,05) i 5,3-krotny wzrost we frag-

mentach zwapniałych (p <0,001) w porównaniu z fragmentami niezmienionymi za-

** 

** 

** 
** 

** 

* 

** 

* 
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stawki. Ekspresja genu IBSP wzrosła 2,6-krotnie we fragmentach zgrubiałych oraz 

10,9-krotnie we fragmentach zwapniałych w stosunku do fragmentów niezmienionych 

(p <0,001 dla wszystkich porównań). Analiza mRNA genu BMP2 wykazała 1,7-krotny 

wzrost ekspresji dla fragmentów zgrubiałych (p=0,02) oraz 3,2-krotny wzrost dla frag-

mentów zwapniałych (p <0,001) i odpowiednio 4,9-krotny i 5-krotny wzrost dla czyn-

nika transkrypcyjnego RUNX2/Cfba1 (p <0,001 dla wszystkich porównań). 

 

4.2.3 Białka układu krzepnięcia 

Analiza immunohistochemiczna fragmentów stenotycznych zastawek wykazała 

obecność TF in loco. TF zajmował średnio 26,3 ± 4,8% powierzchni skrawka płatka 

zastawki (Rycina 8 A). 

Wykazano również obecność FX, który rozproszony był w obrębie całej po-

wierzchni zastawki (podobne ilości po stronie aortalnej i komorowej) i zajmował śred-

nio 12,4 ± 3,2% powierzchni skrawka płatka zastawki (Rycina 8 B). Nie zaobserwowa-

no ekspresji FVII i FX (Rycina 8 C i D) na powierzchni badanych skrawków zastawki 

aortalnej. 

 

Rycina 8. Analiza immunohistohemiczna fragmentów stenotycznych zastawek. Opis A-F w tekście.  

* oznacza stronę aortalną, biała linia reprezentuje 200 µm. 
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Obecność receptorów PAR1 i PAR2, podobnie jak w przypadku FX, wykazano 

w obrębie całej powierzchni zastawki, a ich ilość wynosiła odpowiednio 3,8 ± 1,5% 

oraz 4,8 ± 2,1% (Rycina 8 E i F). 

Analiza real-time PCR badanych fragmentów zastawki aortalnej wykazała pod-

wyższoną ekspresję mRNA genu F3 we fragmentach zgrubiałych (1,7-krotnie, p <0,02) 

i zwapniałych (4,1 krotnie p <0,001) oraz obniżoną ekspresję mRNA genu FX (odpo-

wiednio 4,2- i 9,7-krotnie, p <0,001 dla obu porównań) w stosunku do kontroli (Rycina 

9). Nie wykazano żadnych zmian w ekspresji mRNA genów F2R oraz F2RL1. 

 

Rycina 9. Ekspresja mRNA genów F3 (czynnik tkankowy) i F10 (czynnik X krzepnięcia krwi) znormali-

zowana względem genu metabolizmu podstawowego GAPDH w zgrubiałych i zwapniałych fragmentach 

zastawki aortalnej względem fragmentów niezmienionych. Przedstawiono średnie ±SD z 3-5 ekspery-

mentów. *p <0,05; **p <0,001. 

 

4.2.4 Neowaskularyzacja 

Analiza real-time PCR badanych fragmentów zastawek aortalnych wykazała 

podwyższoną ekspresję mRNA genu VEGF we fragmentach zgrubiałych i zwapniałych, 

odpowiednio 4,3- i 3,6-krotnie (p <0,001 dla obu porównań) (Rycina 10). 

** 

* 

** 

** 
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Rycina 10. Ekspresja mRNA genu VEGFA (czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego) znormalizowana 

względem genu metabolizmu podstawowego GAPDH w zgrubiałych i zwapniałych fragmentach zastawki 

aortalnej względem fragmentów niezmienionych. Przedstawiono średnie ±SD z 3-5 eksperymentów.  

*p <0,001. 

 

4.3 Analizy in vitro w hodowli VICs 

 

4.3.1 Zapalenie 

 

4.3.1.1 Statyny 

Stymulacja TNF-α 

Po stymulacji TNF-α w stężeniu 10 ng/ml zaobserwowano 5,2-krotny wzrost 

ekspresji mRNA genu IL-1β (p <0,001) oraz 4,2-krotny wzrost ekspresji mRNA genu 

IL-6 w stosunku do kontroli (p <0,001 dla obu porównań). 

Preinkubacja hodowli z 0,1 µM atorwastatyny lub 0,01 µM rozuwastatyny nie 

zmieniła ekspresji badanych genów, podczas gdy stosując wyższe stężenia atorwastaty-

ny (1 µM oraz 10 µM) jak i rozuwastatyny (0,1 µM oraz 1 µM) zaobserwowano spadek 

ekspresji mRNA genu IL-1β o odpowiednio 64% i 82%, dla atorwastatyny oraz 55%  

i 80% dla rozuwastatyny (p <0,001 dla wszystkich porównań). Podobnie odnotowano 

* 

* 
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spadek ekspresji genu IL6 o odpowiednio 60% i 75% dla atorwastatyny oraz 60% i 78% 

dla rozuwastatyny (p <0,001 dla wszystkich porównań). 

Dodanie mewalonianiu w stężeniu 10 µM wraz z atorwastatyną lub rozuwasta-

tyną do hodowli VICs całkowicie zniosło hamujący wpływ statyn na poziom ekspresji 

mRNA genów IL-1β i IL-6 indukowany stymulacją TNF-α niezależnie od stężenia sta-

tyny (Rycina 11). 

Rycina 11. Ekspresja mRNA genów IL-1β (interleukiny-1)oraz IL-6 (interleukiny-6) w hodowli VICs pod 

wpływem stymulacji TNF-α 10 ng/ml oraz po preinkubacji z atorwastatyną (A) w stężeniu 1 µM lub 

rozuwastatyną (R) w stężeniu 0,1 µM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) w stężeniu 10 µM;  

*p <0,001, #p <0,001 (* wskazuje na różnice w stosunku do grupy po stymulacji TNF-α; # wskazuje na 

różnice w stosunku do grupy kontrolnej - CTR). 

 

Stymulacja PGN 

W przypadku stężenia 10 µg/ml PGN odnotowano 3,3-krotny wzrost ekspresji 

mRNA genu IL-1β oraz 3,8-krotny genu IL-6 w stosunku do grupy kontrolnej (p <0,001 

dla obu porównań). 

Najniższe stężenia statyn nie spowodowały istotnej zmiany ekspresji mRNA ba-

danych genów. Wyższe stężenia atorwastatyny tj. 1 i 10 µM zahamowały ekspresję 

mRNA zarówno genu IL-1β jak i IL-6 (o odpowiednio 45% i 72% dla IL-1β oraz 57%  

# 

# 

# 

# 

# 

# 

# 

* 
* 

* 

* 

# 

# 

# 
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i 70% dla IL-6, p <0,001 dla wszystkich porównań). W przypadku zastosowania rozu-

wastatyny w stężeniach 0,1 µM i 1 µM obniżenie ekspresji mRNA genów IL-1β i IL-6 

wynosiło odpowiednio 50% i 75% dla IL-1β oraz 59% i 76% dla IL-6 (p <0,001 dla 

wszystkich powtórzeń). 

Dodanie mewalonianiu w stężeniu 10 µM wraz z atorwastatyną lub rozuwasta-

tyną  do hodowli VICs całkowicie zniosło hamujący wpływ statyn na poziom ekspresji 

mRNA genów IL-1β i IL-6 indukowany stymulacją TNF-α niezależnie od stężenia sta-

tyny (Rycina 12). 

Rycina 12. Wykres ekspresji mRNA genów IL-1β (interleukiny 1) oraz IL-6 (interleukiny 6) w hodowli 

VICs pod wpływem stymulacji PGN 10 µg/ml oraz preinkubacji z atorwastatyną (A) w stężeniu 1 µM lub 

rozuwastatyną (R) w stężeniu 0,1 µM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) 10 µM.*p <0,001,  

#p <0,001 (* wskazuje na różnice w stosunku do grupy po stymulacji PGN; # wskazuje na różnice  

w stosunku do hodowli kontrolnej - CTR). 

 

Stymulacja LPS 

LPS w stężeniu 200 ng/ml spowodował 4,6-krotny wzrost ekspresji mRNA genu 

IL-1β oraz 3,3-krotny wzrost ekspresji genu IL-6 w stosunku do grupy kontrolnej  

(p <0,001 dla obu porównań). Najmniejsze stężenia atorwastatyny (0,1 µM) oraz rozu-

# 

# 
# # # 
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wastatyny (0,01 µM) nie wywołały istotnej zmiany w ekspresji mRNA IL-1β oraz IL-6 

po stymulacji hodowli VICs LPS-em. 

Preinkubacja VICs z 1 µM i 10 µM atorwastatyny zahamowała ekspresję mRNA 

genu IL-1β (odpowiednio o 45% i 72%), jak również genu IL-6 (o odpowiednio 54%  

i 68%; p <0,001 dla wszystkich porównań). 

Zastosowanie rozuwastatyny w stężeniach 0,1 µM i 1 µM zahamowało ekspresję 

mRNA dla IL-1β o odpowiednio 50% i 77%, a dla IL-6 o odpowiednio 53% i 71%  

(p <0,001 dla wszystkich porównań). 

Dodanie mewalonianiu w stężeniu 10 µM wraz z atorwastatyną lub rozuwasta-

tyną do hodowli VICs całkowicie zniosło hamujący wpływ statyn na poziom ekspresji 

mRNA genów IL-1β i IL-6 indukowany stymulacją TNF-α niezależnie od stężenia sta-

tyny. (Rycina 13). 

Rycina 13. Wykres ekspresji mRNA genów IL-1β (interleukiny 1) oraz IL-6 (interleukiny 6) w hodowli 

VICs pod wpływem stymulacji LPS 200 ng/ml oraz preinkubacji z atorwastatyną (A) w stężeniu 1 µM 

lub rozuwastatyną (R) w stężeniu 0,1 µM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) 10µM. *p <0,001,  

#p <0,001 (* wskazuje na różnice w stosunku do grupy po stymulacji LPS; # wskazuje na różnice w sto-

sunku do hodowli kontrolnej - CTR). 

 

# 

# 

* 

* 

# 

* 

* 

# 

# 

# 

# 
# 

# 

# 



 

 

60 

 

Podsumowując, wszystkie zastosowane czynniki prozapalne zwiększyły ekspre-

sję mRNA genów IL-1β i IL-6 na podobnym poziomie. Najmniejsze stężenia atorwasta-

tyny (0,1 µM) i rozuwastatyny (0,01 µM) nie zahamowały wzrostu ekspresji badanych 

genów po stymulacji TNF-α, PGN czy LPS. Dziesięciokrotne zwiększenie stężenia leku 

(odpowiednio 1 µM dla atorwastatyny oraz 0,1 µM dla rozuwastatyny) zmniejszyło 

ekspresję IL-1β i IL-6 średnio o ok. 55%. Kolejne dziesięciokrotne zwiększenie stężenia 

do 10 µM atorwastatyny oraz 1 µM rozuwastatyny zahamowało ekspresję genów IL-1β 

oraz IL-6 w badanych hodowlach in vitro (średnio o ok. 75% w porównaniu do grupy 

po stymulacji). 

 

 

4.3.1.2 ACEI i antagonista receptora AT1 

 

Stymulacja AngI 

AngI w stężeniu 1 µM spowodowała 2,9-krotny wzrost ekspresji mRNA genu 

IL-1β oraz 3,1-krotny wzrost ekspresji mRNA genu IL-6 w stosunku do grupy kontrol-

nej (p <0,001 dla obu porównań). 

Zastosowanie inhibitorów angiotensyny enalaprilu oraz ramiprilu w stężeniu 0,1 

µM nie wpłynęło istotnie na ekspresję mRNA badanych genów. Większe stężenie ena-

laprilu i ramiprilu (1 µM) zahamowało ekspresję mRNA genu IL-1β o odpowiednio 

55% i 46%, a genu IL-6 o odpowiednio 44% i 40% (p <0,001 dla wszystkich porów-

nań). Enalapril i ramipril w stężeniu 10 µM zahamowały ekspresję mRNA genu IL-1β 

odpowiednio o 66% oraz 69% i genu IL-6 o odpowiednio 60% oraz 64% (p <0,001 dla 

wszystkich porównań) (Rycina 14). 
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Rycina 14. Wykres ekspresji mRNA genów IL-1β (interleukiny 1) oraz IL-6 (interleukiny 6) w hodowli 

VICs pod wpływem stymulacji AngI 1 µM (angiotensyną I) oraz preinkubacji z enalaprilem (E) w stęże-

niu 1 µM lub ramiprilem (R) w stężeniu 1 µM oraz kandesartanem (K) 10 µM. *p <0,05; **p <0,001,  

#p <0,001 (* wskazuje na różnice w stosunku do grupy po stymulacji AngI; # wskazuje na różnice  

w stosunku do hodowli kontrolnej - CTR). 

 

Stymulacja AngII 

Użycie AngII w stężeniu 1 µM spowodowało 3,5-krotny wzrost ekspresji 

mRNA genu IL-1β oraz 3,8-krotny wzrost ekspresji mRNA genu IL-6 w stosunku do 

grupy kontrolnej (p <0,001 dla wszystkich porównań). 

Dodatek kandesartanu (10 µM) do hodowli VICs zamiast ACEI 4-krotnie 

zmniejszył ekspresję mRNA genu IL-1β oraz 3,8-krotne zmniejszył ekspresję mRNA 

genu IL-6 w stosunku do ekspresji po stymulacji AngII (p <0,001 dla wszystkich po-

równań) (Rycina 15). 
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Rycina 15. Wykres ekspresji mRNA genów IL-1β (interleukiny 1) oraz IL-6 (interleukiny 6) w hodowli 

VICs pod wpływem stymulacji AngII 1 µM (angiotensyną I) oraz preinkubacji z enalaprilem (E) w stęże-

niu 1 µM lub ramiprilem (R) w stężeniu 1 µM oraz kandesartanem (K) 10 µM. *p <0,05 w stosunku do 

hodowli kontrolnej - CTR. 

 

Podsumowując, przy stężeniu 1 µM AngI oraz AngII w hodowlach VICs, sil-

niejszą odpowiedź prozapalną zaobserwowano po stymulacji AngII (p=0,01). Zastoso-

wanie leków z grupy ACEI (enalapril oraz ramipril) w najniższym stężeniu (0,1 µM) 

nie zmniejszyło ekspresji mRNA genów IL-1β oraz IL-6. Dziesięciokrotnie wyższe stę-

żenie enalaprilu i ramiprilu częściowo zahamowało ekspresję badanych genów średnio 

o ok. 45%. Zastosowanie stężenia 10 µM przyczyniło się do zahamowania ekspresji 

mRNA genów IL-1β oraz IL-6 średnio o 65%. 

Zablokowanie receptora AT1 przez kandesartan całkowicie zahamowało ekspre-

sję mRNA genów IL-1β i IL-6 po stymulacji AngII. 
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4.3.2 Kalcyfikacja 

 

4.3.2.1 Statyny 

Stymulacja TNF-α 

Stymulacja hodowli VICs przez 10 ng/ml TNF-α spowodowała 10-krotny 

wzrost kalcyfikacji proporcjonalnej do ilości jonów Ca2+ związanych z ARS oraz 7,5-

krotny wzrost aktywności ALP w stosunku do grupy kontrolnej (p <0,001 dla wszyst-

kich porównań). 

Zastosowanie atorwastatyny i rozuwastatyny w najniższych stężeniach nie za-

hamowało procesu kalcyfikacji. Po zastosowaniu większych stężeń atorwastatyny i ro-

zuwastatyny zaobserwowano dawko-zależne zmniejszenie ilości jonów Ca2+ związa-

nych z ARS i aktywności ALP. Dodanie do hodowli atorwastatyny w stężeniu 1 µM  

i 10 µM wpłynęło na zmniejszenie ilości jonów Ca2+ związanych z ARS odpowiednio  

o 25% i 85% (p <0,001 dla obu porównań) oraz zahamowało aktywność ALP odpo-

wiednio o 38% (p <0,01) i 74% (p <0,001).  

Rozuwastatyna w stężeniach 0,1 µM, jak i 1 µM zmniejszyła ilość jonów Ca2+ 

związanych z ARS o 42% dla obu stężeń (p <0,001) jak również zahamowała aktyw-

ność ALP o odpowiednio 23% i 87% (p<0,001 dla obu porównań)  

Dodanie mewalonianiu w stężeniu 10 µM wraz z atorwastatyną lub rozuwasta-

tyną do hodowli VICs zniosło hamujący wpływ statyn na kalcyfikację komórek. Ilość 

jonów Ca2+ związanych z ARS oraz aktywność ALP pozostawały na takim samym po-

ziomie, jak w przypadku hodowli stymulowanej TNF-α bez dodatku statyn. (Rycina 

16). 
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Rycina 16 Wykres pomiaru ilości jonów Ca2+ związanych z czerwienią alizarynową (ARS) oraz aktyw-

ności fosfatazy alkalicznej (ALP) w hodowli VICs pod wpływem stymulacji TNF-α 10 ng/ml oraz prein-

kubacji z atorwastatyną (A) w stężeniu 1 µM lub rozuwastatyną (R) w stężeniu 0,1 µM z dodatkiem lub 

bez mewalonianu (M) w stężeniu 10 µM. *p <0,01; **p <0,001, #p <0,001 (* wskazuje na różnice  

w stosunku do grupy po stymulacji TNF-α; # wskazuje na różnice w stosunku do hodowli kontrolnej - 

CTR). 

 

 

Stymulacja PGN  

Stymulacja 10 µg/ml PGN komórek VICs spowodowała 4,4-krotny wzrost ilości 

jonów Ca2+ związanych z ARS oraz 7,5-krotny wzrost aktywności ALP w stosunku do 

grupy kontrolnej (p <0,001 dla wszystkich porównań). Dodanie statyn w najniższych 

stężeniach: 0,1 µM atorwastatyny i 0,01 µM rozuwastatyny nie miało wpływu na kalcy-

fikację. Większe stężenia statyn zmniejszyły ilości jonów Ca2+ związanych z ARS i za-

hamowały aktywność ALP stymulowaną PGN. W przypadku atorwastatyny kalcyfika-

cja komórek zmniejszyła się o 34% dla dawki 1 µM (p <0,01) oraz 74% dla dawki 10 

µM (p <0,01). Obserwowano również  spadek o 20% aktywności ALP dla 1 µM 

atorwastatyny (p=0,03) oraz o 84% dla 10 µM atorwastatyny (p <0,001). Zmniejszenie 

ilości jonów Ca2+ związanych z ARS dla dawki 0,1 µM i 1 µM rozuwastatyny wynosiło 

odpowiednio 30% i 87% (p <0,001 dla obu porównań). Zahamowanie aktywności ALP 
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wynosiło odpowiednio 42% dla 0,1 µM oraz 87% dla 10 µM rozuwastatyny (p <0,001 

dla wszystkich porównań). 

Dodanie mewalonianiu w stężeniu 10 µM wraz z wyższymi stężeniami statyn 

zniosło hamujący wpływ statyn na kalcyfikację. Ilość jonów Ca2+ związanych z ARS 

oraz aktywność ALP pozostawały na takim samym poziomie jak w przypadku hodowli 

VICs stymulowanej PGN bez dodatku statyn (Rycina 17). 

Rycina 17. Wykres pomiaru mM ARS oraz aktywności ALP w hodowli VICs pod wpływem stymulacji 

PGN 10 µg/ml oraz preinkubacji z atorwastatyną (A) w stężeniu 1 µM lub rozuwastatyną (R) w stężeniu 

0,1 µM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) 10 µM. *p <0,01, **p <0,001 #p <0,001 (* wskazuje na 

różnice w stosunku do grupy po stymulacji PGN; # wskazuje na różnice w stosunku do hodowli kontrol-

nej - CTR) 

 

 

Stymulacja LPS  

Stymulacja hodowli VICs przy użyciu 200 ng/ml LPS zwiększyła 5,3-krotnie 

ilość jonów Ca2+ związanych z ARS oraz 8,5-krotnie aktywność ALP w stosunku do 

grupy kontrolnej (p <0,001 dla wszystkich porównań). Preinkubacja hodowli z atorwa-

statyną w stężeniu 0,1 µM i rozuwastatyną w stężeniu 0,01 µM nie miała wpływu na 

kalcyfikację VICs. Atorwastatyna w stężeniu 1 µM i 10 µM  zmniejszyła ilość jonów 
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Ca2+ związanych z ARS o odpowiednio 32% i 70% (p <0,001 w obu porównaniach). 

Spadek aktywności ALP wynosił odpowiednio 18% dla 1 µM atorwastatyny (p=0,03) 

oraz 77% dla 10 µM atorwastatyny (p <0,001). Rozuwastatyna w stężeniu 0,1 µM i  

1 µM zmniejszyła ilość jonów Ca2+ związanych z ARS odpowiednio o 28% i 80%  

(p <0,001 dla wszystkich porównań). Zahamowanie aktywności ALP wynosiło odpo-

wiednio 40% dla 0,1 µM oraz 88% dla 10 µM rozuwastatyny (p <0,001 dla wszystkich 

porównań). 

Dodanie mewalonianiu w stężeniu 10 µM wraz z wyższymi stężeniami statyn 

zniosło hamujący wpływ statyn na kalcyfikację. Ilość jonów Ca2+ związanych z ARS 

oraz aktywność ALP pozostawały na takim samym poziomie jak w przypadku hodowli 

stymulowanej LPS bez dodatku statyn (Rycina 18). 

 

Rycina 18. Wykres pomiaru mM ARS oraz aktywności ALP w hodowli VICs pod wpływem stymulacji 

LPS 10 µg/ml oraz preinkubacji z atorwastatyną (A) w stężeniu 1 µM lub rozuwastatyną (R) w stężeniu 

0,1 µM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) 10 µM. *p <0,05; **p <0,001, #p <0,001 (* wskazuje na 

różnice w stosunku do grupy po stymulacji LPS; # wskazuje na różnice w stosunku do hodowli kontrolnej 

- CTR) 
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Podsumowując, najsilniejszy efekt stymulujący kalcyfikację zaobserwowano  

w przypadku TNF-α 10 ng/ml w porównaniu do PGN i LPS (p <0,01). Zastosowanie 

statyn w najmniejszych stężeniach (0,1 µM atorwastatyny i 0,01 µM rozuwastatyny) nie 

zmieniło aktywności ALP oraz ilości jonów Ca2+ związanych z ARS. Dziesięciokrotne 

zwiększenie dawki statyn wpłynęło na zmniejszenie kalcyfikacji VICs średnio o 35%. 

Zastosowanie najwyższych dawek atorwastatyny i rozuwastatyny (odpowiednio 10 µM 

i 1 µM) zahamowało kalcyfikacją komórek średnio o 80%. 

 

4.3.2.2 ACEI i antagonista receptora AT1 

 

Stymulacja AngI 

Po stymulacji hodowli VICs przy użyciu AngI w stężeniu 1 µM odnotowano 

5,8-krotny wzrost ilości związanej ARS oraz 3,4-krotny wzrost aktywności ALP w sto-

sunku do grupy kontrolnej (p <0,001 dla wszystkich porównań). 

Zastosowanie inhibitorów konwertazy angiotensyny enalaprilu oraz ramiprilu w 

dawce 0,01 µM nie zmieniło ilości jonów Ca2+ związanych z ARS oraz aktywności 

ALP. Zwiększenie dawki enalaprilu i ramiprilu do 0,1 µM zmniejszyło ilość jonów Ca2+ 

związanych z ARS odpowiednio o 32% i 35% (p <0,01 dla wszystkich porównań) oraz 

zahamowało aktywność ALP o odpowiednio 27% i 34% (p <0,05 dla wszystkich po-

równań). Zwiększenie dawki enalaprilu i ramiprilu do 1 µM zahamowało ilość jonów 

Ca2+ związanych z ARS o odpowiednio 78% i 76% oraz obniżyło aktywność ALP  

o odpowiednio 67% i 72% (p <0,001 dla wszystkich porównań) (Rycina 19). 
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Rycina 19. Wykres ilości ARS oraz aktywności w hodowli VICs pod wpływem stymulacji AngI 1 µM 

(angiotensyną I) oraz preinkubacji z enalaprilem (E) w stężeniu 1µM lub ramiprilem (R) w stężeniu 1µM 

oraz kandesartanem (K) 10µM. *p <0,05; **p <0,01;, # p <0,001 (* wskazuje na różnice w stosunku do 

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

 

 

Stymulacja AngII 

Po stymulacji hodowli AngII w stężeniu 1µM odnotowano 8,3-krotny wzrost 

ilości jonów Ca2+ związanych z ARS oraz 4,5-krotny wzrost aktywności ALP (p <0,001 

w obu przypadkach). 

Zablokowanie receptora AT1 przez kandesartan w stężeniu 10 µM całkowicie 

zahamowało kalcyfikację VICs. 

 

Podsumowując, w przypadku równych stężeń AngI oraz AngII silniejszy efekt 

kalcyfikacji obserwuje się w hodowli VICs stymulowanej AngII. Enalapril oraz ramipril  

w stężeniu 0,1 µM nie zahamowały aktywności ALP oraz nie zmniejszyły ilości jonów 

Ca2+ związanych z ARS w hodowli in vitro. Wyższe stężenia leków z grupy ACEI, 1 

µM oraz 10 µM, zmniejszyły aktywność ALP i ilość jonów Ca2+ związanych z ARS 

średnio o 50% w przypadku stymulacji AngI. Natomiast zablokowanie receptora AT1 

przez kandesartan całkowicie zahamowało kalcyfikację hodowli VICs. 
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4.3.3 Ekspresja czynników krzepnięcia i receptorów PAR 

 

4.3.3.1 Statyny 

Stymulacja TNF-α – analiza immunofluorescencyjna hodowli VICs 

Analiza immunohistochemiczna kontrolnych hodowli VICs wykazała obecność 

antygenów TF, FX, PAR1 i PAR2. TF zajmował średnio  1,2 ± 0,4% powierzchni pre-

paratu, FX – 3,4 ± 0,6% a PAR1 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-α (o stężeniu 10 ng/ml) zaobserwowano 

zwiększenie immunopozytywnej powierzchni hodowli dla TF w porównaniu 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, których poziom po stymulacji TNF-α nie zmienił się. 

Dodanie większych stężeń statyn do hodowli VICs (1 µM atorwastatyny oraz 

0,1 µM rozuwastatyny) zmniejszyło powierzchnię immunopozytywną dla TF, odpo-

wiednio o 1,2 ± 0,4% oraz 1,4 ± 0,5%, w porównaniu do tej po stymulacji (p <0,01 dla 

wszystkich porównań) ale nie wpłynęło na wielkość obszaru immunopozytywnego dla 

FX i PAR1 i 2. 

Dodanie mewalonianiu w stężeniu 10 µM wraz z 1 µM atorwastatyny oraz 0,1 

µM rozuwastatyny zniosło hamujący wpływ statyn na produkcję TF przez VICs  

i zwiększyło powierzchnię immunopozytywną do poziomu obserwowanego po stymu-

lacji TNF-α (odpowiednio o 3,0 ± 0,5% oraz 2,8 ± 0,6% w porównaniu do tej po staty-

nach, p <0,01 dla wszystkich porównań). 

 

Stymulacja TNF-α – analiza Western blot 

Analiza densytometryczna prążków znormalizowanych względem genu metabo-

lizmu podstawowego (GAPDH) wykazała wzrost ekspresji TF po stymulacji TNF-α  

w stosunku do kontroli (54,2 ± 11% vs. 3,0 ± 1,2, p=0,01). Dodanie  atorwastatyny lub 

rozuwastatyny spowodowało dawko-zależne obniżenie ekspresji TF (odpowiednio  

o 51,5 ± 9,2%, p=0,01 dla dawki 1 µM oraz o 73,1 ± 11,9%, p=0,01 dla dawki 10 µM 

atorwastatyny i o 54,8 ± 15,3%, p=0,01 dla dawki 0,1 µM oraz 69,2 ± 8,7%, dla dawki 
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1 µM rozuwastatyny). Zarówno atorwastatyna jak i rozuwastatyna w najniższych daw-

kach nie miały wpływu na ekspresję TF (Rycina 20). 

 

 

Rycina 20. Reprezentatywny immunoblot z 3 eksperymentów pokazujący ekspresję TF (37 kDa) i FX (55 

kDa) w lizatach komórkowych VICs w grupie kontrolnej (C) i po stymulacji TNF-α (o stężeniu 10 ng/ml) 

z atorwastatyną (A, w stężeniach 0,1; 1 i 10 µM) lub rozuwastatyną (R, 0,01; 0,1 i 1 µM). Poziom ekspre-

sji badanych białek został znormalizowany względem genu metabolizmu podstawowego (GAPDH). 

 

Stymulacja TNF-α jak również preinkubacja z atorwastatyną lub rozuwastatyną 

nie miały wpływu na ekspresję FX, która utrzymywała się na poziomie kontroli. 

 

 

Stymulacja TNF-α – analiza ekspresji mRNA 

Po stymulacji hodowli VICs przy użyciu TNF-α 10 ng/ml zaobserwowano 12,7-

krotny wzrost ekspresji mRNA genu F3 (p <0,001), natomiast nie zaobserwowano 

zmiany w poziomie ekspresji mRNA dla genów F10, F2R i F2RL1. 

Preinkubacja hodowli komórkowej z 0,1 µM atorwastatyny lub 0,01 µM rozu-

wastatyny nie zmieniła ekspresji F3. 

Zastosowanie atorwastatyny w stężeniu 1 µM oraz 10 µM obniżyło ekspresję 

genu F3 odpowiednio o 20% (p <0,05) i 93% (p <0,001). Zastosowanie wyższych stę-

żeń rozuwastatyny: 0,1 µM i 1 µM, obniżyło ekspresję genu F3 odpowiednio o 28%  

(p <0,01) i 93% (p <0,001). 

Dodanie mewalonianiu w stężeniu 10 µM wraz z atorwastatyną lub rozuwasta-

tyną zniosło hamujący wpływ statyn na poziom ekspresji mRNA dla F3 niezależnie od 

dawki statyn (Rycina 21). 
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Rycina 21. Wykres ekspresji mRNA genu F3 (czynnik tkankowy) w hodowli VICs pod wpływem stymu-

lacji TNF-α 10 ng/ml oraz preinkubacji z atorwastatyną (A) w stężeniu 1µM lub rozuwastatyną (R) w 

stężeniu 1µM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) 10µM. *p <0,05; **p <0,01, #p <0,001 (* wskazuje 

na różnice w stosunku do grupy po stymulacji TNF-α; # wskazuje na różnice w stosunku do hodowli 

kontrolnej - CTR) 

 

Stymulacja PGN 

Stymulacja VICs przy użyciu PGN w stężeniu 10 µg/ml spowodowała 8,8-

krotny wzrost ekspresji mRNA dla genu F3 w stosunku do grupy kontrolnej (p <0,001), 

ale nie zmieniła poziomu ekspresji pozostałych badanych genów (FX, F2R, F2RL1). 

Preinkubacja z atorwastatyną w stężeniu 0,1 µM oraz rozuwastatyną w stężeniu 

0,01 µM nie wpłynęła na ekspresję mRNA genu F3. 

Wyższe stężenia atorwastatyny 1 µM oraz 10 µM zahamowały ekspresję mRNA 

genu F3 odpowiednio o 24% (p <0,05) i 89% (p <0,001). Zastosowanie rozuwastatyny 

w stężeniach 0,1 µM i 1 µM obniżyło ekspresję F3 odpowiednio o 30% (p <0,01) i 89% 

(p <0,01 dla wszystkich porównań). 

Dodanie mewalonianiu w stężeniu 10 µM wraz z atorwastatyną lub rozuwasta-

tyną zniosło hamujący wpływ statyn na poziom ekspresji mRNA genu F3, która nie 

różniła się 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 wpływem stymu-

lacji PGN 10 µg/ml oraz preinkubacji z atorwastatyną (A) w stężeniu 1µM lub rozuwastatyną (R) w stę-

żeniu 1µM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) 10µM. *p <0,05; **p <0,01, #p <0,001 (* wskazuje na 

różnice w stosunku do grupy po stymulacji TNF-α; # wskazuje na różnice w stosunku do hodowli kon-

trolnej - CTR) 

 

 

Stymulacja LPS 

Stymulacja VICs przy użyciu LPS w stężeniu 200 ng/ml spowodowała 9,6-

krotny wzrost ekspresji mRNA genu F3 (p <0,001), natomiast nie odnotowano zmiany 

poziomu ekspresji genów F10, F2R oraz F2RL1. 

Najmniejsze stosowane stężenia atorwastatyny (0,1µM) oraz rozuwastatyny 

(0,01µM) nie wpłynęły na ekspresję mRNA genu F3. 

Zastosowanie większych dawek atorwastatyny, odpowiednio 1 µM i 10 µM za-

hamowało ekspresję mRNA genu F3 odpowiednio o 28% oraz o 72% (p <0,001 dla 

wszystkich porównań). Zastosowanie rozuwastatyny w stężeniach 0,1 µM i 1 µM za-

hamowało ekspresję mRNA genu F3 odpowiednio o 35% i 91% (p <0,001 dla wszyst-

kich porównań). Dodanie mewalonianu (10 µM) wraz z atorwastatyną lub rozuwastaty-

* ** 

# 

# 
# 

# 

# 

# 

# 

# 

# 

# 
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ną zniosło hamującego wpływ statyn na poziom ekspresji mRNA genu F3 niezależnie 

od dawki statyn. (Rycina 23). 

 

Rycina 23. Wykres ekspresji mRNA genu F3 (czynnik tkankowy) w hodowli VICs pod wpływem stymu-

lacji LPS 200 ng/ml oraz preinkubacji z atorwastatyną (A) w stężeniu 1µM lub rozuwastatyną (R) w 

stężeniu 1µM z dodatkiem lub bez mewalonianu (M) 10µM. *p <0,001, #p <0,001 (* wskazuje na różni-

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

 

 

 Podsumowując, najsilniejszy wzrost ekspresji mRNA genu F3 zaobserwowano 

w przypadku stymulacji hodowli TNF-α w dawce 10 ng/ml w porównaniu do LPS 200 

ng/ml i PGN 10 µg/ml (p=0,01). Najmniejsze zastosowane dawki statyn nie wpłynęły 

na poziom ekspresji mRNA genu F3. Atorwastatyna w stężeniu 1 µM oraz rozuwasta-

tyna 0,1 µM zahamowały ekspresję mRNA genu F3 średnio o ok. 30%. Dziesięciokrot-

nie wyższe stężenia statyn zahamowały ekspresję mRNA F3 średnio o 88% w hodowli 

VICs. 

 

* * 

# 

# 

# 

# 
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4.3.3.2 Ang I i AngII 

Stymulacja hodowli VICs zarówno Ang I jak i Ang II we wszystkich badanych 

dawkach nie miała wpływu na poziom ekspresji mRNA genów F3, F10, F2R, F2RL1. 

 

4.3.4 Neowaskularyzacja 

 

Stymulacja TNF-α, PGN oraz LPS 

Stymulacja VICs przy użyciu TNF-α, PGN oraz LPS oraz Ang I jak i Ang II we 

wszystkich badanych dawkach nie wpłynęła na poziom ekspresji mRNA genu VEGF. 
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5. Dyskusja 

 

Niniejsza praca podejmuje próbę oceny wpływu statyn, inhibitorów konwertazy 

angiotensyny (ACEI) i antagonistów receptora angiotensyny II, typu 1 (ARB) na zapa-

lenie, kalcyfikację, ekspresję czynników krzepnięcia i neowaskularyzację przez VICs. 

Komórki te są w głównej mierze odpowiedzialne za zwapnienia w obrębie płatków za-

stawki aortalnej. Jednym z głównych czynników predysponujących do AS jest podwyż-

szony poziom cholesterolu we krwi [5]. Uwzględniając podobne mechanizmy biorące 

udział w rozwoju miażdżycy tętnic wieńcowych i AS przypuszczano, że statyny, leki 

stosowane obecnie w leczeniu choroby wieńcowej mogą się okazać skuteczne również 

w hamowaniu progresji AS, jednak nie zostało to potwierdzone w badaniach klinicz-

nych [117-119, 205]. Kolejnym czynnikiem istotnym w rozwoju AS jest podwyższone 

ciśnienie krwi, które prowadzi do wzrostu gradientów przezzastawkowych, zwiększenia 

sił ścinających, uszkodzenia śródbłonka i nasilenia kalcyfikacji w obrębie zastawki aor-

talnej [2, 3]. Stwierdzono większą ekspresję konwertazy angiotensyny (ACE) oraz an-

giotensyny II (AngII) w płatkach zwapniałych zastawek aortalnych w porównaniu  

z zastawkami niezwapniałymi sugerując, że ACEI oraz ARB mogą znaleźć zastosowa-

nie w hamowaniu progresji AS [206]. Jednak wpływ w/w klas leków na założone me-

chanizmy leżące u podstaw AS nie był badany dotąd z równoczesnym uwzględnieniem 

kilku procesów o kluczowych znaczeniach. 

 

5.1 Statyny 

Zastosowane w niniejszej pracy stężenia TNF-α 10 ng/ml, PGN 10 µg/ml lub LPS 

200 ng/ml indukowały odpowiedź prozapalną, wyrażoną jako ekspresja mRNA IL-1β  

i IL-6, kalcyfikację oraz ekspresję TF zarówno na poziomie mRNA (F3) jak i antygenu. 

Takie samo stężenie TNF-α zastosowali w swoich doświadczeniach Ding i wsp. [198], 

którzy zaobserwowali wzrost aktywności ALP oraz mineralizacji w hodowli ludzkich 

macierzystych komórek mezenchymalnych. Z kolei PGN w stężeniu 10 µg/ml oraz LPS 

200 ng/ml były stosowane przez Meng’a i wsp. [199] oraz Yang’a i wsp. [200], którzy 

zaobserwowali wzrost czynników prozapalnych IL-6, IL-8 oraz ICAM-1, czynników 

biorących udział w osteoblastycznej transformacji BMP-2 i Runx2/Cfba1, oraz zwięk-

szenie ilości jader kalcyfikacji i aktywności ALP w stymulowanych hodowlach ludz-

kich VICs. Zastosowane przez nas niższe stężenia TNF-α 1 ng/ml, PGN 1 µg/ml  
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i 5 µg/ml oraz LPS 100 ng/ml nie zmieniły ekspresji IL-1β i IL-6 oraz kalcyfikacji  

w porównaniu z komórkami nie stymulowanymi. 

W celu określenia wpływu statyn na zahamowanie odpowiedzi prozapalnej indu-

kowanej TNF, PGN oraz LPS wykorzystano atorwastatynę oraz rozuwastatynę o od-

miennych właściwościach farmakodynamicznych i kinetycznych, w trzech różnych stę-

żeniach (odpowiednio 0,1; 1; 10 µM atorwastatyny i 0,01; 0,1; 1 µM rozuwastatyny), 

dobranych na podstawie danych literaturowych [203, 207, 208]. Przeprowadzone do-

świadczenia farmakokinetyczne pokazują, że fizjologiczne stężenie atorwastatyny  

w osoczu u pacjenta przyjmującego dawkę 40 mg/dzień (mg/d) wynosi średnio 0,13 

µM, a zwiększenie dawki do 80 mg/d, odpowiednio zwiększa stężenie atorwastatyny do 

0,33 µM [209]. W przypadku rozuwastatyny, która ma silniejsze działanie hipolipemi-

zujące [210], maksymalna dawka wynosi 40 mg/d, co odpowiada stężeniu ok. 0,08 µM 

w surowicy pacjenta [211, 212]. 

Najniższe stosowane w niniejszej pracy stężenie leku, tj. 0,1 µM atorwastatyny 

oraz 0,01 µM rozuwastatyny nie zahamowały odpowiedzi prozapalnej po stymulacji 

TNF-α, PGN oraz LPS. Dodatek do hodowli statyn w stężeniu zbliżonym do stężenia  

w osoczu krwi u ludzi (1 µM atorwastatyny i 0,1 µM rozuwastatyny) zahamował eks-

presję mRNA IL-1β oraz IL-6 o ok. 50%. Dziesięciokrotne zwiększenie stężenia 

atorwastatyny, do 10 µM i rozuwastatyny do 1 µM zahamowało IL-1β, IL-6 i TF o ok. 

80%. 

Na podstawie otrzymanych wyników można przypuszczać, że statyny są w stanie 

przynajmniej częściowo zahamować odpowiedź prozapalną, kalcyfikację i ekspresję TF 

stymulowanych komórek VICs w stężeniu porównywalnym do poziomu leku we krwi 

pacjentów przyjmujących statyny. Przy zastosowaniu wyższych stężeń leków zaobser-

wowano większe zahamowanie badanych procesów związanych z zapaleniem, kalcyfi-

kacją i układem krzepnięcia, jednak nie jest możliwe zastosowanie tak wysokich dawek 

u pacjentów ze względu na zwiększenie ryzyka wystąpienia działań niepożądanych. Nie 

jest jasne, dlaczego statyny pomimo swoich właściwości przeciwzapalnych [115-131] 

nie hamują progresji AS w przeprowadzonych badaniach klinicznych, nawet w przy-

padku stosowania rozuwastatyny w dawce 40 mg/d. Można przypuszczać, że zapalenie 

w obrębie zastawek w dużym stopniu jest odporne na działanie przeciwzapalne statyn,  

a progresja choroby może zależeć od innych czynników, które nie są modyfikowane 

przez działanie tych leków, np. uszkodzenie śródbłonka poprzez zwiększenie sił ścina-

jących i gradientów przezzastawkowych. 
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W pracy na dostępnych danych udokumentowano ekspresję TF w ludzkich 

VICs, co wcześniej nie było udokumentowane w pełnotekstowych doniesieniach. Zja-

wisko to obserwowano we wszystkich wyizolowanych zastawkach i przygotowanych  

z nich komórkach. VICs są zatem dodatkowych źródłem TF (obok makrofagów) w za-

stawkach w AS. 

Zainicjowane przez TF powstanie trombiny in loco w stenotycznych zastawkach 

może w dwojaki sposób stymulować progresję AS. Po pierwsze powstanie depozytów 

fibryny prowadzi do pogorszenia hemodynamicznych parametrów pracy zastawki, ale 

działa również jako silnie prozapalny czynnik, który nasila naciek makrofagów w za-

stawce aortalnej [40]. Próby wyjaśnienia wpływu ekspresji TF na proces kalcyfikacji 

zastawki podjęli Breyne i wsp. [39] wykazując, że trombina produkowana in loco  

w stenotycznych zastawkach aortalnych prowadzi do aktywacji osteopontyny i genera-

cji jej N-terminalnego odcinka o właściwościach prozapalnych. Zaobserwowane w na-

szej pracy zależne od dawki zahamowanie ekspresji TF sugeruje, że stosowanie statyn 

może zmniejszyć ilość powstającej trombiny, tym samym zmniejszając nie tylko ilość 

fibryny w obrębie zwapniałych zastawek aortalnych, ale również prozapalną odpowiedź 

indukowaną N-terminalnym fragmentem osteopontyny [39]. 

Co ciekawe, podobny efekt hamujący proces zapalny, kalcyfikację i ekspresję TF zaob-

serwowano w przypadku 0,1 µM rozuwastatyny i 1 µM atorwastatyny. Można przy-

puszczać, że rozuwastatyna, która jest hydrofilową statyna lepiej hamuje kalcyfikację 

VICs, niż statyny lipofilowe (atorwastatyna). 

Przedstawione dane in vitro wskazują, że statyny mogą spowolnić proces wap-

nienia zastawki na wczesnym etapie rozwoju AS, częściowo poprzez osłabienie zapale-

nia i ekspresji TF. Znaczenie tych badań in vivo nie jest jednak poznane. 

W przeprowadzonych doświadczeniach w celu sprawdzenia, czy efekt zahamo-

wania ekspresji IL-1β i IL-6, ekspresji TF, FX oraz receptorów PAR jest wynikiem 

działania statyn, stosowano dodatek mewalonianu w stężeniu 10 µM. Wraz z dodaniem 

mewalonianiu zaobserwowano zahamowanie efektu działania statyn. Efekt ten jest 

zgodny z przypuszczeniami, ponieważ statyny blokują syntezę mewalonianu, uniemoż-

liwiając produkcję pirofosforanów. Aby lepiej poznać działanie statyn na VICs i kalcy-

fikację oraz szlak mediowania kalcyfikacji w VICs, należałoby wykonać doświadczenia 

z FPP oraz GGPP, w celu określenia, czy efekt ten zależy głównie od białek z grupy 

Ras czy Rho. Analogicznie zamiast FPP oraz GGPP można zastosować inhibitory far-

nezylotransferazy lub geranylogeranylotransferazy. 
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5.2 ACEI oraz antagoniści receptora angiotensyny AT1 

Biorąc pod uwagę obecność zarówno ACE, jak i AngII w zastawce aortalnej  

u pacjentów z AS, postanowiono sprawdzić, w jaki sposób AngI i AngII wpływają na 

zdolność VICs do ekspresji czynników prozapalnych i czynników krzepnięcia, kalcyfi-

kację oraz neowaskularyzację. Według dostępnych badań wpływ AngI oraz AngII na 

komórki VICs nie był badany. Stężenia AngI i AngII do przeprowadzenia prezentowa-

nych doświadczeń dobrano na podstawie badań Gao i wsp. [202], na fibroblastach ser-

ca. Zastosowane przez Gao i wsp. [202] stężenie AngII stymulowały fibroblasty do 

produkcji kolagenu. Zastosowane w tej pracy stężenia AngI oraz AngII spowodowały 

wzrost ekspresji cytokin prozapalnych oraz zwiększenie kalcyfikacji. Niższe stężenie 

0,1 µM AngI lub AngII nie spowodowały wzrostu ekspresji mRNA genów IL-1β, IL-6 

oraz kalcyfikacji w hodowli VICs. 

Podobne stężenia ACEI stosowali w pracy Mahadevan i wsp. badający wpływ 

enalaprilu i ramiprilu na migrację komórek śródbłonka naczyniowego [213]. Stosowane 

stężenie antagonisty receptora AT1 było takie same jak w artykule Benicky’ego i wsp. 

[214], którzy badali wpływy AngII na ekspresję cytokin prozapalnych w komórkach 

mięśni gładkich naczyń krwionośnych. 

U chorych przyjmujących typową dawkę enalaprilu i ramiprilu maksymalne stę-

żenie w osoczu wynosi 100 ± 50 ng/ml, co odpowiada 0,28 ± 0,14 µM [215]. 

W przeprowadzonej pracy po raz pierwszy pokazano, że AngI oraz AngII inicjują 

proces kalcyfikacji VICs. ACEI w stężeniu 1 µM i 10 µM hamują kalcyfikację komó-

rek, ale tylko po stymulacji AngI. Zastosowanie ACEI przy stymulacji AngII nie powo-

dowało zahamowania ekspresji cytokin prozapalnych (IL-1β i IL-6) oraz kalcyfikacji 

wyrażonej aktywnością ALP i ilością czerwieni alizarynowej związanej z jonami wap-

nia. Interesujące wydaje się, że kandesartan będący antagonistą receptora AT1 hamował 

kalcyfikację zarówno w przypadku stymulacji AngI, jak i AngII, co sugeruje, że kalcy-

fikacja może być indukowana poprzez stymulację receptora AT1. Na podstawie przed-

stawionych wyników można przypuszczać, że AngI oraz AngII przyczyniają się do kal-

cyfikacji zastawki aortalnej. Podobne doświadczenie przeprowadzone na VSMC poka-

zuje, że AngII może za pośrednictwem receptora AT1 indukować proliferację oraz kal-

cyfikację poprzez zwiększenie ekspresji NF-κB i Runx2, jak również zwiększenie eks-

presji cytokin prozapalnych IL6, IL8 i MCP-1 [216, 217]. Biorąc po uwagę powyższe 

doniesienia można przypuszczać, że podwyższony poziom AngII w zastawce aortalnej 
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może stymulować VICs do osteoblastycznej transformacji i powstania zwapnień. Obec-

ność w zastawce mastocytów [90], które produkują chymazę, dodatkowo sprzyja 

zwiększonej produkcji AngII w zwapniałej zastawce, dlatego antagoniści receptora AT1 

wydają się być bardziej obiecującą grupą leków, która może zmniejszać progresję AS. 

Jednak badania u ludzi są konieczne do weryfikacji tej hipotezy. 

W przeprowadzonych doświadczeniach zarówno AngI, jak i AngII w stężeniu  

1 µM nie spowodowały wzrostu ekspresji czynników krzepnięcia i receptorów PAR.  

W badaniach He i wsp. [218] AngII w stężeniu od 0,1 µM do 10 µM zwiększała ekspre-

sję TF na poziomie mRNA i białka w monocytach. Podobny wzrost ekspresji TF przed-

stawili Sugano i wsp. [219] w przypadku szczurzych komórek śródbłonka naczyniowe-

go. Można przypuszczać, że monocyty, które posiadają konstytutywną ekspresję TF, są 

bardziej wrażliwe na angiotensynę. 

Wyniki przeprowadzonych doświadczeń sugerują, że kandesartan w przeciwień-

stwie do ACEI jest w stanie zahamować kalcyfikację i ekspresję cytokin prozapalnych 

przez VICs. Na podstawie otrzymanych wyników moża wnioskować udział receptora 

AT1 w kalcyfikacji VICs, co sugeruje przeprowadzenie dalszych badań w kierunku 

przyszłego zastosowania antagonistów receptora AT1. W badaniach tych należy zasto-

sować różne stężenia antagonistów receptora AT1, w zakresie terapeutycznym. Również 

interesujące wydaje się przeprowadzenie kokultur monocytów i VICs. 

 

5.3 FX, FVII, FXI i receptory PAR 

W przeprowadzonej pracy wykazano, że ludzkie komórki VICs mają stałą ekspre-

sję FX, co jest orginalnym spostrzeżeniem, FX jest więcej niż TF w tym samym modelu 

ekspresji. Ponadto VICs wykazują ekspresję receptorów PAR: PAR1 i PAR2; PAR1 

było o połowę mniej niż PAR2. Ta obserwacja jest także orginalna. PAR1 i PAR2 są 

receptorami aktywowanymi m.in. przez białka krzepnięcia. Obecność tych dwóch re-

ceptorów sugeruje możliwy wpływ trombiny oraz FXa bezpośrednio na komórki VICs. 

Z badań przeprowadzonych przez Blanc-Brude i wsp. [220] wynika, że FXa może ak-

tywować fibroblasty zarówno poprzez PAR1 jak i PAR2, jednak to aktywacja PAR1 

jest w głównej mierze odpowiedzialna za wzrost produkcji ECM oraz proliferację ko-

mórek. Borensztajna i wsp. [221] wykazali, że FXa nasila proliferację, migrację i różni-

cowanie fibroblastów w miofibroblasty (z ekspresją α-aktyny i desminy), jak również 

zwiększa ekspresję MCP-1, IL-6, TGF-β oraz fibronektyny, głównie przez aktywację 
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PAR2. Podobne zjawisko zaobserwowano w przypadku progresji AS, gdzie występuje 

nasilona proliferacja VICs oraz zwiększona produkcja ECM. Pobudzenie PAR1 przez 

trombinę może skutkować wzrostem ekspresji CCL2, który jest chemoatraktantem dla 

monocytów i mastocytów [222], przez co zwiększać naciek komórek zapalnych do 

zwapniałych płatków zastawki aortalnej. Ponadto, Moore i wsp. [223] pokazali, że 

zwiększona ekspresja CCL2 może skutkować zwiększonym odkładaniem się kolagenu  

i wzrostem proliferacji fibroblastów oraz miofibroblastów. Jednak ta koncepcja wyma-

ga dalszych badań. 

W przeprowadzonych doświadczeniach nie zaobserwowano ekspresji FVII oraz 

FXI w hodowlach komórek VICs. Można przypuszczać, że tych czynników krzepnięcia 

nie ma w zwapniałej zastawce aortalnej u ludzi. 

 

5.4 Ograniczenia badania 

Istnieje wiele ograniczeń przeprowadzonych badań. Badania przeprowadzono na 

hodowlach VICs in vitro, przez co określano bezpośredni wpływ czynników stymulują-

cych na mierzone parametry. Jest to układ prosty bez dodatkowych czynników, które 

występują w modelu in vivo, m.in. hemodynamika pracy zastawki, napływ makrofagów 

lub innych komórek zapalnych, czy wpływ czynników układu krzepnięcia. 

U osób z AS stwierdzono ok. 3-krotny wzrost poziomu TNF-α w surowicy w po-

równaniu z osobami zdrowymi, do ok. 0,0021 ng/ml [224], jest to jednak ok. 5000 razy 

mniejsze stężenie, niż stosowane w prezentowanej hodowli VICs oraz przez Ding  

i wsp. [198]. Biorąc pod uwagę komórek VICs do produkcji TNF-α [225], jak również 

obecnych na zastawce aortalnej makrofagów [2] można by przypuszczać, że stężenia 

TNF-α w stenotycznych zastawkach mogą być wyższe, niż te obserwowane w osoczu 

krwi. 

Podobnie do TNF-α użyte stężenia PGN i LPS są wyższe, niż te obserwowane 

podczas zakażeń bakteryjnych, takich jak posocznica, gdzie stężenie PGN wynosi ok. 

0,028 µg/ml [226] i LPS ok 0,3 ng/ml [227]. Do hodowli in vitro stosuje się wyższe 

stężenia stymulantów ze względu na fakt, że jest to układ izolowany, w którym brak jest 

dodatkowych czynników biorących udział w rozwoju zapalenia takich jak makrofagi  

i wielu czynników zapalnych produkowanych przez te komórki, których efekt jest sy-

nergistyczny. Należałoby przeprowadzić kokulturę VICs z monocytami w celu określe-

nia wpływu czynników prozapalnych, aby ocenić interakcje między komórkami. Do-

datkowe pobudzenie makrofagów do wydzielania cytokin prozapalnych może spowo-
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dować, że VICs zostaną zastymulowane do kalcyfikacji w niższych stężeniach, niż  

w niniejszej pracy. 

Podobnie jak w przypadku czynników prozapalnych stosowane w pracy stężenie 

AngI i AngII jest wyższe niż stężenia fizjologiczne. Stężenie AngI w osoczu waha się  

u osób zdrowych od 20 do 200 ng/l [228], co odpowiada 2*10-5 – 2*10-4 µM, natomiast 

stężenie AngII jest mniejsze i wynosi 1,8*10-5 µM średnio u osób zdrowych [228].  

W niektórych jednostkach chorobowych np. w nadciśnieniu tętniczym poziom AngII  

w osoczu może dochodzić do 6,4*10-5
 µM [228]. Stężenie AngII w tkankach może być 

nawet 100-krotnie większe w porównaniu do osocza [229]. Jednak makrofagi i masto-

cyty obecne w stenotycznej zastawce [90, 230] poprzez ekspresję odpowiednio ACE 

oraz chymazy mogą zwiększać stężenie in loco AngII w zastawce stenotycznej. 

Przeprowadzone badania in vitro pokazują jaki jest wpływ statyn na osteobla-

styczną transformację VICs oraz formowanie się zwapnień de novo. Natomiast w bada-

niach oceniano chorych ze stwierdzoną AS w stopniu co najmniej umiarkowanym, co 

już sugeruje większy wpływ hemodynamiki i uszkodzenia śródbłonka przez zwiększone 

siły ścinania. Nie wiadomo, czy VICs z zastawek o niewielkim zwężeniu ujścia zacho-

wują się podobnie do tych analizowanych w tej pracy. 

Istotnym ograniczeniem przeprowadzonych badań jest metoda oceny kalcyfikacji, którą 

opisali Osman i wsp. [231]. Pożywka hodowlana zawierała β-glicerofosforan, witaminę 

C oraz jony Ca2+. Taka pożywka inicjuje transformacje i pozwala na zaobserwowanie  

w stosunkowo krótkim okresie czasu kalcyfikacji komórek. Istnieją również inne składy 

pożywki, zawierające m.in. witaminę D3 [200]. Niestety trudno jest określić w jakiej 

części proces kalcyfikacji obecny in vitro odpowiada temu obserwowanemu in vivo  

w zastawce aortalnej. 

Nie jest też jasne, czy obserwowane działanie to efekt klasy. Należałoby prze-

prowadzić podobne doświadczenia z innymi lekami z badanych dotąd klas. 

Aby potwierdzić działanie statyn na w/w zjawiska przeprowadzono doświadcze-

nia z mewalonianem, który znosił efekty rozuwastatyną i atorwastatyną. Wadą pracy 

jest nieprzeprowadzenie badań z FPP i GGPP lub inhibitorami transferazy farnezylowej, 

bądź geranylogeranylowej. 
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5.5 Podsumowanie 

Ekspresja FX oraz receptorów PAR przedstawiona w niniejszej pracy oraz wyniki 

odnośnie FX, trombiny oraz receptorów PAR sugerują, że jest to kolejny potencjalny 

szlak mogący brać udział w rozwoju AS. W celu potwierdzenia należałoby określić, czy 

i w jakim stopniu aktywacja receptora PAR1, a w jakim PAR2 wpływa na proliferację, 

ekspresję ECM i cytokin prozapalnych oraz kalcyfikację VICs. 

Przeprowadzone badania poszerzają wiedzę na temat wpływu statyn, ACEI oraz 

ARB na ekspresję cytokin prozapalnych, kalcyfikację i ekspresję białek układu krzep-

nięcia w AS. Na podstawie otrzymanych wyników można przypuszczać, że statyny  

w dawkach leczniczych mogą częściowo zahamować kalcyfikację i ekspresję TF, jed-

nak nie zostało to potwierdzone w badaniach klinicznych. Szczególne znaczenie maja 

doświadczenia z AngI i AngII, które stymulują VICs do ekspresji cytokin prozapalnych 

oraz kalcyfikacji. Na podstawie otrzymanych wyników można przypuszczać, że stoso-

wanie ACEI lub ARB może mieć zastosowanie w zahamowaniu progresji AS. Ponadto 

przedstawiona ekspresja FX oraz receptorów PAR1 i PAR2 sugeruje, że trombina oraz 

FX mogą bezpośrednio wywierać wpływ na VICs, jednak dokładny wpływ aktywacji 

tych receptorów na progresję AS wymaga dalszych badań. Znaczenie kliniczne przed-

stawionych danych wymaga dalszych badań. 
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6. Wnioski 

1. Wykazano ekspresję TF, czynnika X oraz receptorów PAR: PAR1 i PAR2, na 

poziomie mRNA i białka, przez ludzkie komórki VICs. 

2. Stymulacja komórek VICs uzyskanych ze stenotycznych zastawek ludzkich przy 

użyciu 10 ng/µl TNF-α, 10 µg/ml PGN lub 200 ng/ml LPS zwiększa ekspresję 

cytokin prozapalnych, kalcyfikację i ekspresję TF w hodowli in vitro. Mniejsze 

stężenia substancji stymulujących nie wpływają na w/w zjawiska. 

3. Stężenia statyn, tj. 1 µM atorwastatyny oraz 0,1 µM rozuwastatyny zbliżone do 

stężeń osiąganych we krwi u ludzi, częściowo hamują ekspresję cytokin proza-

palnych, kalcyfikację oraz ekspresję TF na poziomie mRNA i białka. Dziesię-

ciokrotne zwiększenie stężenia obu statyn hamuje o ok. 80% w/w procesy. 

4. Stymulacja hodowli VICs przy użyciu angiotensyny I lub angiotensyny II 

zwiększa ekspresję cytokin prozapalnych i kalcyfikację komórek, ale nie wpły-

wa na ekspresję TF. 

5. Stężenia inhibitorów konwertazy angiotensyny, tj. 1 µM enalaprilu i ramiprilu, 

zbliżone do stężeń osiąganych we krwi u ludzi, częściowo hamują ekspresję cy-

tokin prozapalnych i kalcyfikację VICs stymulowaną angiotensyną I. Oba leki 

nie zmieniają ekspresji TF. 

6. Kandesartan w stężeniu 10 µM dodany do hodowli VICs hamuje ekspresję cyto-

kin prozapalnych oraz kalcyfikację indukowaną przez angiotensynę II i nie 

zmienia ekspresji TF. 

7. Zarówno statyny jak i inhibitory konwertazy angiotensyny nie zmieniają ekspre-

sji czynnika X oraz ekspresji receptorów PAR1 i PAR2 w hodowli VICs. W ho-

dowli VICs nie stwierdzono ekspresji czynnika VII i XI. 
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7. Streszczenie 

Obecnie uważa się, że procesy zachodzące w obrębie zwężonej zastawki aortalnej 

przypominają wczesne etapy miażdżycy. W AS wyrazem zaawansowania choroby jest 

nasilona fibrokalcyfikacja płatków zastawki. Tendencja do nasilenia kalcyfikacji za-

stawki aortalnej wynika najprawdopodobniej z obecności komórek interstycjalnych 

(VICs), które pod wpływem przewlekłego zapalenia ulegają osteoblastycznej transfor-

macji. Wykazano ekspresję czynnika tkankowego (TF) w makrofagach oraz akumulację 

fibryny w obrębie płatków zastawki aortalnej. Biorąc pod uwagę podobieństwa między 

miażdżycą i AS przypuszczano, że dwie grupy leków tj. statyny i inhibitory konwertazy 

angiotensyny I (ACEI) mogą być skuteczne w hamowaniu progresji AS, czego dotąd 

nie potwierdzono w badaniach klinicznych. 

Celem niniejszej pracy było zbadanie wpływu statyn, inhibitorów konwertazy an-

giotensyny I (ACEI) oraz antagonisty receptora angiotensyny II, typu 1 (ARB) na eks-

presję białek związanych z zapaleniem, procesem kalcyfikacji oraz białek układu 

krzepnięcia w hodowli komórek VICs izolowanych ze stenotycznych płatków zastawki 

aortalnej. Do badania włączono 61 pacjentów z AS po izolowanej operacji wymiany 

zastawki aortalnej. Płatki zwapniałej zastawki posłużyły do wykonania 1) analizy im-

munofluore-scencyjnej, w celu oceny ekspresji białek układu krzepnięcia: TF, FX , 

FVII i FXI oraz receptorów PAR1 i PAR2; 2) analizie ekspresji mRNA genów związa-

nych z zapale-niem (NF-κB, RANKL i IL-6), kalcyfikacją i osteoblastyczną transfo-

ramcją (SPP1, IBSP, BMP2 i Runx2/Cfb1) oraz genów białek układu krzepnięcia (F3, 

F10),  recepto-rów PAR (F2R i F2RL1) i markera neowaskularyzacji - VEGF (czynnik 

wzrostu śródbłonka  naczyniowego) metodą Real-time PCR w trzech obszarach zastaw-

ki (nie-zmienionym, zgrubiałym i zwapniałym). Dodatkowo z płatków zastawki aortal-

nej zał-żono hodowlę VICs, która została poddana stymulacji przez TNF-α, PGN i LPS 

oraz angiotensynę I i II (AngI i AngII). Odpowiedź prozapalną w stymulowanych ho-

dowlach mierzono na poziomie ekspresji mRNA genów cytokin IL-1β i IL-6. Kalcyfi-

kację komórek mierzono ilością jonów Ca2+ związanych z czerwienią alizarynową i 

aktywnością alkalicznej fosfatazy. Dodatkowo w hodowli in vitro wykonano analizy 

ekspresji genów związanych z układem krzepnięcia F3, F10 oraz receptorów F2R i 

F2RL1, jak również analizę ekspresji w/w białek metodą immunofluorescencyjną (jako-

ściową) i Western blot (ilościową). 
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W celu określenia wpływu statyn na ekspresję cytokin prozapalnych, kalcyfika-

cję i ekspresję czynników układu krzepnięcia, hodowle preinkubowano z atorwastatyną 

w końcowych stężeniach 0,1 µM, 1 µM i 10 µM oraz rozuwastatyną w końcowych stę-

żeniach 0,01 µM, 0,1 µM i 1 µM. Potwierdzenia działania statyn na badane procesy 

dokonano poprzez dodanie mewalonianu w stężeniu 10 µM do komórek VICs. 

Określenia wpływu ACEI na badane procesy dokonano preinkubując hodowlę 

stymulowaną AngI z jej inhibitorami: enalaprilem i ramiprilem w końcowych stęże-

niach 0,1 µM, 1 µM i 10 µM. Wpływ aktywacji receptora angiotensyny II na badane 

procesy badano poprzez preinkubację VICs z antagonistą receptora angiotensyny II ty-

pu 1, kandesartanem w końcowym stężeniu 10 µM. 

W analizowanych metodą Real-time PCR zgrubiałych i zwapniałych fragmen-

tach zastawki, w porównaniu do obszarów niezmienionych chorobowo, stwierdzono 

wzrost ekspresji genów związanych z: zapaleniem (RANKL, NF-κB i IL-6), kalcyfikacją 

(SPP1, IBSP, BMP2), osteoblastyczną transformacją (Runx2/Cfba1) oraz układem 

krzepnięcia (F3). W analizowanych fragmentach zaobserwowano zmniejszenie ekspre-

sji mRNA genu F10, natomiast ekspresja mRNA genów F2R i F2RL1 nie uległa zmia-

nie. 

W badaniach immunohistochemicznych zwapniałych płatków po raz pierwszy 

wykazano ekspresją FX, PAR1 i PAR2, które obecne były w obrębie całego skrawka 

zastawki aortalnej. Nie zaobserwowano natomiast ekspresji FVII i FXI w badanych 

fragmentach zastawki. W hodowli VICs wykazano obecność antygenów TF, FX, PAR1 

i PAR2, natomiast podobnie jak w przypadku analiz in loco nie stwierdzono ekspresji 

FVII i FXI. 

Stymulowane przez TNF-α, PGN lub LPS komórki VICs, wykazywały zwięk-

szoną ekspresję mRNA genów cytokin prozapalnych, kalcyfikację i ekspresję czynni-

ków układu krzepnięcia. Preinkubacja hodowli VICs z atorwastatyną i rozuwastatyną, 

w końcowych stężeniach odpowiednio 0,1 µM i 0,01 µM nie wpłynęła na ekspresję 

mRNA genów IL-1β i IL-6. Dziesięciokrotne zwiększenie stężenia leków zmniejszyło 

ekspresję IL-1β i IL-6 o ok. 55%, a stężenia 10 µM atorwastatyny i 1 µM rozuwastatyny 

nasiliło zahamowanie ekspresji tych genów do ok. 75% w porównaniu do grupy po 

stymulacji. Dodanie mewalonianiu w końcowym stężeniu 10 µM do hodowli VICs cał-

kowicie zniosło hamujący wpływ statyn na ekspresję genów IL-1β oraz IL-6, bez 

względu na stężenie stosowanej statyny. 
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Stężenia statyn, odpowiednio 1 µM atorwastatyny oraz 0,1 µM rozuwastatyny 

zahamowały kalcyfikację komórek o ok. 35%, natomiast 10-krotne zwiększenie stężeń 

zahamowało kalcyfikację średnio do 80%. Dodanie mewalonianiu do hodowli VICs 

zniosło ten efekt. Atorwastatyna w stężeniu 1 µM oraz rozuwastatyna 0,1 µM zahamo-

wały ekspresję mRNA genu F3 średnio o ok. 30%. Dziesięciokrotnie wyższe stężenia 

statyn zahamowały ekspresję mRNA F3 średnio o 88% w hodowli VICs, natomiast 

dodatek mewalonianu (10 µM) wraz statynami zniósł hamujący wpływ statyn na po-

ziom ekspresji mRNA genu F3 niezależnie od dawki statyn. 

Analiza metodą Western-blot wykazała wzrost ekspresji TF o ok. 50% po sty-

mulacji TNF-α w stosunku do kontroli. Dodanie atorwastatyny lub rozuwastatyny spo-

wodowało dawko-zależne obniżenie ekspresji TF odpowiednio o ok. 50% dla niższych 

dawek statyn i o ok. 70% dla wyższych zastosowanych dawek statyn. 

Po stymulacji VICs przez 1 µM AngI oraz AngII silniejszą odpowiedź prozapal-

ną zaobserwowano w przypadku AngII. Leki z grupy ACEI (enalapril oraz ramipril)  

w stężeniu 0,1 µM nie zmniejszyły ekspresji mRNA genów IL-1β oraz IL-6, ale stężenia 

1 µM zahamowały ekspresję tych genów o ok. 45%, a stężenia 10 µM o ok. 65%. 

Zablokowanie receptora angiotensyny II kandesartanem całkowicie zahamowało 

ekspresję mRNA genów IL-1β i IL-6 po stymulacji AngII. Silniejszy wpływ na kalcyfi-

kację obserwowano w hodowli VICs stymulowanej AngII w porównaniu z AngI. Ena-

lapril i ramipril w stężeniu 0,1 µM nie wpłynęły na kalcyfikację, natomiast wyższe stę-

żenia ACEI, 1 µM i 10 µM, zahamowały kalcyfikację odpowiednio o 30% i 50%. Za-

stosowanie kandesartanu w stężeniu 10 µM całkowicie zahamowało kalcyfikację ho-

dowli VICs. 

 Zastosowane stężenia AngI i AngII, jak również ACEI i ARB nie spowodowały 

zmiany w ekspresji  mRNA genów F3, F10, F2R, F2RL1 oraz VEGF. 

Przeprowadzone badania poszerzają wiedzę na temat wpływu statyn, ACEI oraz 

ARB na ekspresję cytokin prozapalnych, kalcyfikację i ekspresję białek układu krzep-

nięcia w AS. Można przypuszczać, że statyny, ACEI i ARB mogą częściowo zahamo-

wać zapalenie wewnątrz zwężonej zastawki aortalnej i jej kalcyfikację. Po raz pierwszy 

pokazano ekspresję FX oraz receptorów PAR1 i PAR2 w zastawkach i w hodowli 

VICs. Dodatkowo wykazano hamowanie ekspresji TF, ale nie FX w VICs pod wpły-

wem statyn, ale nie innych badanych leków. Znaczenie kliniczne przedstawionych da-

nych wymaga dalszych badań. 
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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 II 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/Cfba1), 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-α, PGN, LPS, angiotensin I 

and II (AngI and AngII) on cultured VICs. Inflammatory response in stimulated culture 

was determined by mRNA expression of IL-1β 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 µM, 1µM and 10 µM), or rosuvastatin, (0.01 µM, 0.1µM 

and 1 µM). To determine whether statins modulate the mevalonic acid pathway, VICs 

were treated with 10 µM mevalonic acid. 
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To explore the effect of ACEIs on the tested processes, VICs cultures treated with AngI 

were preincubated with enalapril and ramipril (0.1 µM, 1 µM and 10 µM). The impact 

of the angiotensin II receptor activation was determined by addition of 10 µM candesar-

tan, angiotensin II 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/Cfba1) 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-α, 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 µM and 0.01 µM, respectively) did not affect the processes. Ten times higher con-

centrations of atorvastatin and rosuvastatin (1 µM and 0.1µM, respectively) reduced 

proinflammatory expression of IL-1β and IL-6 by 55%. High concentrations of statins 

(10 µM atorvastatin and 1 µM rosuvastatin) lowered IL-1β and IL-6 expression by 75%, 

compared to non-stimulated VICs. Addition of 10 µM mevalonic acid suppressed the 

influence of statins in all concentrations. 

Atorvastatin (1 µM) and rosuvastatin (0,1 µM) inhibited VICs calcification by 35%, 

whereas increasing statin concentration to 10 µM of atorvastatin and 1 µM of rosuvas-

tatin reduced calcification by 80%. Addition of 10 µM mevalonic acid inhibited statin-

mediated impairment of calcification. Atorvastatin and rosuvastatin (1 µM and 0,1µM, 

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 

µM) restored F3 expression to the pretreatment level. 

Western-blot analysis of TNF-α 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 µM and 10 µM of atorvastatin, respectively, 

and by 54.8% and 69.2% for 0,1 µM  and 1 µM of rosuvastatin, respectively. 

After stimulation with 1 µM of AngI and AngII, enhanced proinflammatory response 

was observed in AngII stimulated cultures. Enalapril and ramipril both at a concentra-

tion of 0.1 µM did not change IL-1β and IL-6 expression, but these drugs at concentra-

tions of 1 µM reduced expression of proinflammatory cytokines by 45%, and 10 µM by 

65%. 

Addition of ARB, candesartan, reduced mRNA expression of IL-1β and IL-6 after stim-

ulation with AngII. Stronger effect on calcification was observed in AngII than in VICs 

stimulated with AngI. 

Enalapril and ramipril at 0.1 µM concentrations did not change VICs calcification. 

Higher concentrations of ACEIs, 1 µM and 10 µM, reduced measured VICs calcifica-

tion by 30% and 50%, respectively. Candesartan at a concentration of 10 µM totally 

abolished VICs calcification. 

Both AngI and AngII, 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, ACEI 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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