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Wprowadzenie Patogeneza i epidemiologia

WsPOLCZESNA EPIDEMIA

Choroby ukfadu krazenia stanowig powazny problem zdrowotny dla spofeczenstw
krajow rozwinietych (rys. zestawia odsetek zgon6w wg EUROSTAT).
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Wprowadzenie Patogeneza i epidemiologia

MiazpzycA NACZYN

Jej zasadniczymi cechami sa:

0 zmiany zwyrodnieniowo-
wytwdrcze w tunica intima i
media;

U] obejmuje duze i $rednie tetnice
sprezyste a takze wiencowe;

O okres utajony jest zawsze bardzo
dtugi, moze siega¢ nawet
kilkudziesieciu lat;

i prowadzi do:

[J zwezenie naczynia i utraty cech
podatnych;

O okresowych niedostatkow w
aprowizacji;

O lokalnych stanéw zapalnych i
wykrzepien.
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Wprowadzenie Patogeneza i epidemiologia

PowsTAWANIE P1YTKI

Wedtug aktualnie obowigzujacego pogladu przebieg jest
nastepujacy:

[J nadmierna podaz lipidéw prowadzi do zwiekszonej
dyfuzji biernej miedzy potaczeniami komérek
endothelium;

O proteoglikany PG posiadaja duze powinowactwo i
zdolno$¢ wiazania tego rodzaju czastek;

O uwiezione w przestrzeni pod$rodbtonkowej LDL ulega
licznym przemianom lipo- i proteolitycznym:;

[J w momencie proces utleniania siegnie sktadnika
proteinowego, zwlaszcza powstanie zdegenerowanej
formy apo B-100, rozpoczyna sie niekontrolowany
wychwyt przez makrofagi;

[J proces ten ma charakter ciagly i postepujacy.
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Patogeneza i epidemiologia

PROGRESJA ZMIAN

Typ Il

Typl Typ Il
(komorki piankowe) (pasma thuszczowe) (pozakomorkowe)

Wg systematyki AHA wyréznia
sie szes¢ stadiow choroby, przy
czym wystepowanie zmian typu |
stwierdza sie we wczesnym
dziecinstwie a typu Vi VIw
wieku 40...50 lat.

Typ IV Typ V Typ VI
(rdzen lipidowy) (struktury wiokniste) (zmiany zlozone)
Przez okres kilkudziesieciu lat choroba ma przebieg utajony,
nastepnie ujawnia sie gwaltownie' w postaci schorzen:
0 naczyniowo-moézgowych (— udary),
U niedokrwiennych serca (— zawaly),
O naczyn obwodowych (— wylewy).

"Bardzo czesto pierwsze objawy daja przebieg ostry.
Kryspin MIROTA (ATH) TRANSDUKCJA BODZCA HEMODYNAMICZNEGO IPPT PAN | 15.01.2014 | Sala $3] 1230 5/49




Rola lipoprotein z aterogenezie

CHOLESTEROL

Cholesterol jest molekuts, o dos¢
elementarnej strukturze chemicznej
(C27H460), znany biochemikom juz od
1769 roku, kiedy Francois Poulletier de la
Salle opisat go po raz pierwszy.

Whbrew potocznemu rozumieniu cholesterol jest bardzo waznym substratem
biochemiczny dla prawidlowej czynnosci organizmu: stanowi materiat budulcowy
bton komérkowych, bierze udziat syntezie witaminy D3, wielu hormonéw, jest
niezbedny dla utrzymania funkcji uktadu nerwowego, jak i wiele innych.
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Rola lipoprotein z aterogenezie

LiPOPROTEINY TRANSPORTOWE

Cholesterol jako steriod i lipid
ma cechy hydrofobowe - za$
transportowany jest przez krew a
wiec w $rodowisku
hydrofilowym.

Natomiast problem polega na
tym, Ze to jego lipoproteiny, a
zwlaszcza frakcje LDL sg tatwo estry cholesterolu
wigzane w przestrzeni
podsrédbtonkowe;j.

wolny cholesterol

Transformacje oksydacyjne apoprotein prowadzg do niekontrolowanego
wechlaniania przez makrofagi i inicjuja rozwéj plytki miazdzycowe;j.
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Hemodynamiczne podioze miazdzycy

ZOGNISKOWANY PRZEGIEG

Paradoksalnie — cho¢ substrat biochemiczny dostepny jest ogélnoustrojowo, to
rozktad ognisk miazdzycowych nigdy nie jest jednorodny (przyktad na rysunku?).

CCAO01(793)J18)  CCA04 (508121) CCAO07 (499121)  CCAT15 (803]18)

Zmiany typu Il -oraz \ wg systematyki AHA

2Wg systematyki ICD: J18 -odoskrzelowe zapalenie ptuc, 121-zawat miesnia sercowego
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NARODZINY KONCEPCJI

1872 Georg Eduard von RINDFLEISCH, niemiecki
patolog, prof. Uniwersytetu w Wiirzburg, w
podreczniku ”A Manual of Pathological Histology”
zawart sugestie, ze zmiany patologiczne w $cianie
naczyniowej moga mie¢ zwiazek z przeptywem.

Rindfleisch von G.E. (1872) A Manual of Pathological Histology. Vol.I To Serve as an Introduction to the Study of Morbid

Anatomy, New Syndenham Society, London
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Wprowadzenie Hemodynamiczne podioze miazdzycy

NARODZINY KONCEPCJI

1913,1933 Nikolaj Nikotajewicz ANICZKOW, rosyjski
patofizjolog, prof. Uniwersytetu w Leningradzie
(réwnoczesnie generat) wysunat hipoteze o
hemodynamicznej naturze aterogezy.

Anitschkow N.N., Chalatov S. (1913) Ueber experimentelle Choleserinsteatose und ihre Bedeutung fiir die Entstehung einiger

pathologischer Prozesse, Zentralbl. Allg. Pathol., Vol.24, 1-9
Anitschkow N. (1913) Uber die Verdnderungen der Kaninchenaorta bei experimenteller Cholesterinsteatose, Beitr. Pathol.

Anat., Vol.56, 379-404
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ittt it ity
NARODZINY KONCEPCJI

Szkic z pracy »
Aniczkow N.N. (1933) Experimental arteriosclerosis in animals. Cowdry EV.
Arteriosclerosis: A survey of the problem. New York: MacMillan Publishing,
271-322

pokazujacy zaobserwowana lokalizacje matych
zoltawych naciekow o ksztalt trojkatnym lub
potksiezycowym potozonych ponizej ujscia gatezi o
bocznych odcinka piersiowego aorty. v
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Wprowadzenie Hemodynamiczne podioze miazdzycy

NARODZINY KONCEPCJI

1971 Colin CARO, brytyjski fizjolog, prof. Imperial
College of London, formutuje teze odnosnie roli
naprezen przysciennych wywotanych przeptywem.

Caro C.G., Fitz-Gerald J.M., Schroter R.C. (1971) Atheroma and arterial wall
shear observation, correlation and proposal of a shear dependent mass transfer
mechanism for atherogenesis, Proceedings of the Royal Society of London.

Series B, Biological Sciences, Vol.177, No.46, 109-59.

Jak mozemy przeczytaé¢ w podsumowaniu...

RESUME AND INFERENCES

‘We have considered aspects of arterial fluid mechanics, describing in particular
the distribution of arterial wall shear. We have also examined the localization of
early atheroma and have demonstrated that there is a relationship between arterial
wall shear and the occurrence of early lesions. Essentially we have shown that
naturally occurring (quasi-steady state) lesions are found preferentially (both
locally and overall in the arterial system) in regions of low shear, while regions of
high shear are spared. We infer from this finding, and consideration of the natural
progression of the condition, that a major controlling factor in the rate of develop-
ment of the early stage of the process is the local wall shear, i.e. that progression is
retarded by high shear. We have discussed in some detail a shear dependent mass
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WSPOLCZESNY POGLAD

Panuje wzgledna zgodnos¢, ze styczne naprezenia przyscienne (WSS):
O mniejsze od fizjologicznych, na poziomie do 10 dyn/cm? (rzadziej 12 dyn/cm?);
[0 okresowo zmieniajace swoj kierunek o wartosci $redniej bliskiej zeru;
oddziatuja w sposdb patogenny, stymulujac rozwdj zmian miazdzycowych w
okreslonej lokalizacji.

Istnieja po temu dowody eksperymentalne — przyktad dotyczacy myszy na rysunku.

WSS niskie WSS wysokie WSS oscylacyjne
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Wprowadzenie Hemodynamiczne podioze miazdzycy

PrOBY KLINICZNE

Przyktadowe wyniki obliczen rozktadow naprezen przysciennych AWSS (u$rednione
w cyklu), dla trzech przypadkéw.

AWSS, (N/m2)
‘I,
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Wprowadzenie Hemodynamiczne podloze miazdzycy

PrOBY KLINICZNE

Przyktadowe wyniki obliczen rozktadow wskaznika oscylacyjnosci OSI, dla trzech
przypadkow.
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Wprowadzenie Hemodynamiczne podloze miazdzycy

PrOBY KLINICZNE

Proby weryfikacji przynosza generalnie dos¢ dobra, aczkolwiek niepetna, zgodnos¢.

Tabela pokazuje poréwnania dla tetnic wiencowych LCA i RCA3,

Parametr [ AWSS | WSSG | OSI | RRT
RCA
S 72 £25% | 68 £36% | 60 £30% | 69+ 59%
PPV 47 +27% | 37 £23% | 68 £34% | 59 +34%
LCA
S 86 £25% | 65+£37% | 67 £32% | 48 +38%
PPV 314+20% | 16 £12% | 35+£19% | 49 +£39%

30bliczono Sensitivity (S) jako iloraz poprawnie zidentyfikowanych lokalizacji ptytki do
ogolnie istniejacych oraz Positive Predictive Value (PPV) bedacy ilorazem liczby poprawnie
zidentyfikowanych do sumy porwanych i btednych.
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Hemodynamiczne podloze miazdzycy

PYTANIE 0 ZASADE

Jezeli zatozy¢, Ze to przyscienne naprezenia styczne WSS stanowia ten dodatkowy
czynnik regulujacy czy i kiedy nastapi rozwdj ptytki miazdzycowej, to pytanie

W jaki sposob przedstawia sie sprzezenie miedzy
bodZcem mechanicznym (hemodynamicznym) a efektem biochemicznym ?

a wiec

Jaka jest natura MECHANOTRANSDUKC]I tego rodzaju sygnatow ?
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Stadia zaczatkowe miazdzycy

Rola tlenku azotu

SZLAKI WAZODYLATACYJNE

Ogolnie obserwowana prawidtowoscig jest fakt, ze zanim uda sie zaobserwowaé
Slady histologiczne zmian miazdzycowych na poziomie mikroskopowych, po
poprzedza je zawsze uposledzenie zdolnosci naczyniorozkurczowej

W przypadku tkanki naczyniowej istnieja trzy potencjalne szlaki wazodylatacyjne

cE C4'-CAM
( !
<— —E[1 :
cox cét eNOS
—> EDHF
PGI2 <—-—AA L-Arg NO
L-Cit
AC KK GC
ATPQcAMP —> PKA —> ci'l

< PKG <— cGMPQ GTP

Blizej nie okreslonych Szalku argininy (L-Arg),
i aktualnie nie do konica  ktora prowadzi do powstania
poznanych EDHF tlenku azotu (NO).

Szlaku kwasu arachidonowego (AA),
gdzie kluczowe znaczenie maja
prostacykliny (PGI2) (cho¢ sa i inne).
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Rola tlenku azotu

ZNACZENIE TLENKU AZOTU

W $réd bardzo wielu syntetyzowanych zwiazkéw pierwszoplanowe znaczenie ma
tlenek azotu dowody - ponizej zmiany stezenie cGMP* pod wptywem stymulacji
zmiennymi WSS (probki pobrane z aorty bydlecej).

300.0

T
préba kontrolna @
250.0 = blokadaeNOS = T e

200.0 PO

150.0

100.0

50.0 [ B

cGMP, [fmol/mIn kom]
[ ]

0.0

0.0 0.5 1.0 15 2.0

WSS, [dyn/cm?]

Poza tym tlenek azotu dziata takze:

U przeciwzakrzepowo, [J atyproliferacyjnie, [J przeciwzapanie, [J ...

4cGMP jest nukleotydem wywotujacy rozkurcz miesni gtadkich.
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Rola tlenku azotu

HipoTEZA TRANSDUKCJI

Racjonalna wydaje sie w takim razie hipoteza robocza...

TRANSDUKCJA
bodzZca stymulacji przeptywem w postaci naprezen przysciennych (WSS) odbywa sie w
obrebie kaskady tlenku azotu (NO)

WSS — eNOS — NO
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Stadia zaczatkowe miazdzycy Biochemia syntezy tlenku azotu

REAKCJA SYNTEZY

Synteza tlenku azotu przebiega w dwéch cyklach monooksydacyjnych:

R = NH 4+ NADPH + HT 4+ O, = R = NOH + NADP* + H,0
R = NOH + {NADPH + JH" + O, = R = O + }NADP* 4 H,0 + NO

w pierwszym kroku nastepuje utlenianie argininy L — Arg (R = NH) do
N“ — hydroxy — L — Arg (R = NOH) bedacego produktem przejsciowym,
utlenianym dalej do cytruliny (L—)Cit (R = O) i tlenku azotu NO.

O, H H
y )V\O/\A | NADP—H
+N \
H N NADP+
/\
\ \ INADP—H
/N\ T éf
INADP*
N ¢ hydroxy L-Arg H xH
om0 7 ;o
A XA
Wy | LCit T
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Biochemia syntezy tlenku azotu

Enzym SYNTAZY

Catos¢ reakcji, w ktorej L — Arg (arginina) utleniana jest w L — Cit (cytruline), z
ubocznym produktem NO (tlenek azotu) katalizowana jest przez enzym eNOS.

Dyfrakcyjny obraz rentgenograficzny eNOS (rendering wtasny w POV-Ray).
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Stadia zaczatkowe miazdzycy

MODEL SYNTEZY

A 2+
N Arg K, Arg K, rgWFe 0

Fe2+
O Arg~Fe0

ki|k,
Fe3+g<>—>k2 Fe2+<J Arg

Cit NOHA~F&™*0
K,
Fet e&ng)w&“ NOHA~F&*0
k.

o
K,
Fe*t ol — NOon~Fe*

NO™

Biochemia syntezy tlenku azotu

« NOHA
/T—v NOHA

F3+
€ Fe'*

0 Fe**

Mamy tutaj dwie nastepujace po sobie reakcje redox. Na poczatku kazdej z nich
atom zelaza w grupie HEM domen oksygenazowych znajduje sie na trzecim stopniu
utlenienia Fe>". Stajac sie akceptorem pojedynczego elektronu ulega redukcji

Fe*t +e™ — Fe*™

Dalej wigzany jest tlen czasteczkowy O, i tworzy sie przejéciowo Fe*T 0, (lub
Fe3T 0, ). W dalszej kolejnosci tlen, z grupy HEM, zostaje przeniesiony na substrat
tworzac produkty reakcji (a zelazo powraca na trzeci stopien utlenienia).
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Stadia zaczatkowe miazdzycy Biochemia syntezy tlenku azotu

MODEL MATEMATYCZNY

Chwilowe stezenie mozna opisa¢ uktadem 15 réwnan rézniczkowych.

d [Arg|
dt
d [Fe3+]
dt
d [Fe**]
dt

d [Arg - Fe’ ]

dt

d [Arg - Fe? ]
dt

Kryspin MIROTA (ATH)

=k_1 [Arg- Fe3+} + k_y [Arg - Fe2+] — k1 [Arg] [Fe3+} — ky [Arg] [Fe2+]

k_1 [Arg - FeT] + kiq [NO - Fe* ]

+

ki3 [NO - Fe*t] [02] + ks [NOHA - Fe* ]
ki [Arg] [Fe*T] — kp [Fe*+] — k—s [NOHA] [Fe* ]

ke [Fe*t] + k_y [Arg - Fe*T] + ko [NOHA - Fe* ]

ki [Arg] [Fe*T] — ko [NOHA] [Fe* ]
= ki [Arg] [Fe*T] — k_1 [Arg - F&T] — ks [Arg - Fe’T]

= k [Arg . Fe3+} + k_s [Arg- Fe3+O;]

+  ka [Arg] [Fe2+} — ks [Arg . Fe2+] [O2] — k—4 [Arg . Fe2+}
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Stadia zaczatkowe miazdzycy Biochemia syntezy tlenku azotu

MODEL MATEMATYCZNY

d [Arg - Fettoy; |

i = ks [Arg- Fe’T] [0,] (6)
— ke [Arg- Fe3+O;] —k_s [Arg . Fe3+02_}
w = ks [NOHA - Fe**| + ko [NOHA - Fe**] ™

—  k_g[NOHA] [Fe**] — k_o [NOHA] [Fe**]

d [NOHA - Fe3* .
% = ks [Arg : Fe3+o;] + k_s [NOHA] [FE3] ®)

— k7 [NOHA - Fe**] — ks [NOHA - Fe* ']

d [NOHA - Fe?T]
dt

k7 [NOHA - Fe* ] + k_1o [NOHA - Fe+0; |

+

k_o [Fe**] [NOHA] — ko [NOHA - Fe**] ©)
kio [NOHA - Fe**] [0]
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Stadia zaczatkowe miazdzycy Biochemia syntezy tlenku azotu

MODEL MATEMATYCZNY

d [NOHA - Fe+0; |

= = ki [NOHA - Fe?*] (0] (10)
~ ki [NOHA - Fe"* 0} | — k_1o [NOHA - Fe O] |
aci] .
= = [NOHA FeSt0; ] amn
Fed+
4[NO - Fe?T] — ki1 [NOHA - Fe** 07 | — ki [NO - Fe+] — kip [NO - Fe** (12)
dt :
d [NO - Fe**+ , ;
% = kap [NO-Fe*t] — ki [NO - Fe*t] [0,]. (13)
diNO] - _ kia [NO - Fe’t] (14)
dt
d[NO;
[dt“] — ki3 [NO-Fe*t] [0y] (15)
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Stadia zaczatkowe miazdzycy Biochemia syntezy tlenku azotu

MODEL MATEMATYCZNY

Przyktadowe wyniki uzyskane na bazie modelu, dla:

[L — Arg] = 100uM,[eNOS] = 0.05u4M i [O,] = 100uM.

0.08
&
£ 006 NO
IS
€ Fe3*
©
S 0.04 A
.g F /
5 0.02 /
< ’NO

0.00

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

t, [s]
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Stadia zaczatkow IE / Mobilizacja jonow wapniowych

CALrcrum MODULATED PROTEIN

Regulacja catosci procesu syntezy mozliwa jest wytacznie poprzez regulacje enzymu
eNOS, odbywa sie za posrednictwem domeny CaM.

iNOS

Fe
NH, AEM/BH, FAD NADPH
1 200

504 509529 53177 730 1153

Fe eNOS
NH,-[ T-Arg/HAEM/BH, ] FvN]
184

Fe nNOS
NH,—{[Joy4 AEM/BH,

17 99 221 420 724 730750 760 940 995
— d.i. —

| ox — N < ox | reo — N — reo |

Za jej posrednictwem wigzane jest biatko kalmodulinowe (CAlcium MODULated
proteIN) a whaéciwie jony Ca®", gdyz stanowi ono sensor stezenia
cytoplazmatycznego tego jonu.
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Mobilizacja jonow wapniowych

TRANSDUKCJA

bodzca stymulacji przeptywem (WSS) realizowana jest na szlaku syntezy tlenku azotu (NO),
ktérego mediatorem sa jony wapnia Ca®"

WSS — Ca’™ —s eNOS — NO
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Mobilizacja jonow wapniowych

RECEPTORY SPRZEZONE Z G-PROTEINAMI

Uniwersalnym momentem
inicjujacym szlak
sygnalizacji w komérkach
ludzkich, dla ktérego
przekaznikiem wtérnym jest
Ca2+, stanowi zwigzanie
liganda przez receptor
btonowy sprzezony z
G-proteinami (GPCRs).

Jest to najbardziej typowy naturalny szlak sygnalizacyjny — korzystaja z niego:
drobnoustroje jak przecinkowiec cholery
leki przyktadowo Prozac, Claritine, Loratidine

toksyny w tym marihuana, heroina, kokaina
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Stadia zaczatkowe miazdzycy Mobilizacja jonow wapniowych

RECEPTORY SPRZEZONE Z G-PROTEINAMI

O znaczeniu jakie przywiazuje sie do zrozumienia roli GPCRs $wiadczy¢ moze
przyznana nagroda Nobla.

e 7 L o P
Nobel Prize 2012 Robert J. Lefkowitz Brian K. Kobilka
for studies of G-protein-coupled receptors
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Stadia zaczatkowe miazdzycy Mobilizacja jonéw wapniowych

SyGNALIzACJA GPCRs

Stezenie cytoplazmatyczne jonéw Ca®" jako sygnatu sterujacego stanowi
wypadkowa bilanséw i czynnosci nastepujacych indywidudw:

IP3 czyli trifosforan inozytolu jako produkt hydrolizy bifosforanu
fosfatydyloinozytolu PIP2, ktéry w wyniku stymulacji receptoréw
btonowych GPCRs, stanowi ogniwo inicjujace kaskade poprzez
otwarcie receptorow IP3R retikulum endoplazmatycznego;

SERCA|PMCA stanowigc dwie pompy jonowe, czerpiace energie z hydrolizy ATP
do ADP katalizowanej enzymem ATPaz, aktywnie usuwajace Ca’" z
cytoplazmy do retikulum i na zewnatrz komoérki;

CCE czyli mechanizm Capacitative Calcium Entry uzupetnia zasoby
wewnatrzkomoérkowe, dzieki otwarciu kanatéw jonowych w btonie
cytoplazmatycznej i naptywowi zgodnie z gradientem stezenia;

mCU, mCA czyli mitochondrialnego uniportera zalizanego energia hydrolizy
ATP i antyporteréw HT /Ca?t i Na™ /Ca’";
bufor jaki tworzg proteiny cytoplazmy wigze 99% wolnych jonow
wapniowych.
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Stadia zaczatkowe miazdzycy Mobilizacja jonéw wapniowych

SyGNALIzACJA GPCRs

16
’E 1.4
Przygotowano 2 NOS
kompletny model 08 1.0 \,/\\,/\\‘ ANAVAVANAN i\J AN
matematyczny dla 2 08 i ™
sygnalizacji przez S o6
Ca** jako wtérny ? 04
przekaznik na szlaku S 02
GPCRs. U JU U UL Jea U

0.0

00 1000 2000 3000  400.0  500.0  600.0

t, [s]
Zauwazmy, ze brak zgodnosci skal czasowych w relacji do hemodynamiki a nadto
wptywu WSS na aktywnosc¢ receptoréw sprzezonych z G-proteinami — zatem

musi istnie¢ odrebny szlak sygnalizacyjny przez jony Ca?" niezalezny od
sprzezonego z biatkami G.
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Transdukcja bodzca przeplywowego  [ICUEICE Rl NETII AW

BADANIA J.ANDO

W kwietniu 1988 r. ukazat sie kilkustronicowy artykut sygnowany przez Joji Ando.

i
Jego autorzy podjeli nastepujacy % L
problem — cytujac wg oryginatu...

Because Ca? is a major component of the
internal signaling system of the cell, mediating a
wide variety of stimuli to the internal organelles,
we examined the response of Ca%+ o fluid shear
stress applied to cultured endothelial cell

monolayers.
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Transdukcja bodzca przeplywowego  [ICUEICE Rl NETII AW

BADANIA J.ANDO

Rezultaty oceny wptywu zmiennych WSS na stezenie jonéw Ca®"> w cytoplazmie
pokazuje rysunek.

4.
0 WsS=103
WSS=9.

3.0

2 WSSE7.]

S e | oo o0 —0%—e

& WS§5-63 e
1.0
0.0

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0

t, [min]

>Metoda fotometryczna mierzono fluorescencje dla $wiatta o dtugosci fali A = 340 i
A = 380 nanometra.
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Transdukcja bodzca przeplywowego  [ICUEICE Rl NETII AW

PocHODZENIE Ca’t

Skoro zmiany WSS powoduje gwattowny wzrost stezenia cytoplazmatycznego
Ca’", to jezeli pochodzenie Ca®" jest:
intra powinien istnie¢ (jakis ?) zwiazek sygnalizacji GPCRs ze zmiennymi
naprezen WSS;
extra naptyw musi odbywac sie przez (jakis ?) kanat jonowy Ca?™,
zmieniajacy swa czynnos$¢ pod wptywem WSS.

2.0 T T
kontrolna
s blokada GPCRs X
— ~ [brak pozakm. Ca®* © T
; — Zatem stymulacja
s 10 — zmianami WSS wywoluje
N ?/ napltyw Ca®" z przestrzeni
0.5 pozakomoérkowej (poprzez
kanat jonowy ?)
0.0

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0

WSS, [dyn/cm?]
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Transdukcja bodzca przeplywowego  [ICUEICE Rl NETII AW

PurINERIC NERVES

Wyjasnienie natury tego osobliwego szlaku
sygnalizacyjnego Ca’" tkwi w odkryciu Geoffrey’a
BURNSTOCKa. W prowadzonych pod koniec lat
60-tych XX wieku badaniach zaobserwowat
wystepowanie zaskakujacego efektu
wazodylatacyjnego komérek miesni gtadkich
(okreznicy $winki morskiej) - mimo, ze podat Srodek
stymulujacy skurcz.

Dopiero lektura pracy Drury i Szent-Gyorgyi z 1929 nasuneta mu przypuszczenie, ze
jest to efekt dziatania ATP na pewng specyficzna grupe receptorow.
..So we tried ATP and to our surprise it satisfied all the criteria needed...

1972 hipoteza purineric nerves

1978 hipoteza o istnieniu specyficznych receptoréw purynowych

1985 identyfikacja receptora P2X
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Transdukcja bodzca przep Ol Kanaly Ca® bramkowane ATP

RECEPTORY P2X

Receptory P2X stanowig kanaty jonowe Na™, K* a gtéwnie Ca?" bramkowane
ligandem (ATP i tylko nim).
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Transdukcja bodzca przeptywowego  [CUCUECECREENEUI NI wN I

RECEPTORY P2X

O ile strumien Ca** ptynacy w wyniku aktywacji GPCRs jest rzedu 2.51uM/s, to
generowany przez P2X rzedu 138.0p4M /s. Rownocze$nie receptory te realizujg
najszybszy ze znanych szlakéw transdukcji sygnatu z otoczeni do wnetrza komérki.
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100
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ATP, [10°® mol/dm?3]
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RICUEL SRR ISP MWV CI  Model mechanotransdukcji

STRUMIEN JONOW

TRANSDUKCJA

bodzca stymulacji przeptywem (WSS) realizowana jest na szlaku syntezy tlenku azotu (NO),
ktérego mediatorem s3 jony wapnia Ca’"

WSS —»s ATP —» P2X —» Ca’T — eNOS —» NO

ajony Ca’" s3 pochodzenia pozakomoérkowego, naplywajac zgodnie z gradientem stezen w
wyniku otwarcia kanalu P2X bramkowanego ATP.

Jako model dla strumienie jondéw naptywajacych do komérki endothelium przyjeto

d[CaZW _PX

dt = Vmax pPZX A[Ca}q? (]6)
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RICUEL SRR ISP MWV CI  Model mechanotransdukcji

PRAWDOPODOBIENSTWO OTWARCIA

Badania eksperymentalne kinetyki receptora P2X dowodza, ze
prawdopodobienstwo jego otwarcia ma typowa, sigmoidalng postac.

1 T — T T T T T — @ _—g T

0.8

06

. /

0.01 0.1 1

P2X
p

ATP, [10° mol/dm?3]

W opisie przyjeto model kooperatywny Hilla
ATP]"
— % . (17)
Kpox + [ATP]

P2X
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Transdukcja bodzca przeptywowego

PocunobpzeNiE ATP

Model mechanotransdukji

Aby postulowany szlak sygnalizacyjny mégt by¢ skutecznie realizowany musiatoby
istnie¢ organellum, ktére pod wptywem stymulacji WSS wydziela odpowiednio
duze ilosci ATP. Ostatecznego wyjasnienia dostarczyt Phillipe Bodin w pracy

Evidence that release of adenosine triphosphate from endothelial cells during
increased shear stress is vesicular.
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Transdukcja bodzca przeptyw Model mechanotransdukcji

ReGuLAcjA WYDZIELANIA ATP

O ile dane eksperymentalne odnosnie badan kinetyki receptoréw P2X sg bardzo
ubogie, to sa juz dostepne.

40.0

i"’.\.
300 f;lS.O
: / WSS=38.(0
$S=3.0
0.0 ./‘V

0.00 50.00 100.00 150.00 200.00
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=]
(=]

Zgodnie z tymi wynikami przyjeto zwiazek modelowy postaci

Sarp = So(WSS) + AS(WSS) f (p1(2), p2(t)) - (18)
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RICUEL SRR ISP MWV CI  Model mechanotransdukcji

ReGuLAcjA WYDZIELANIA ATP

Zatozono, ze gestos¢ strumienia bedzie warunkowana prawdopodobienstwem:

O pi(¢) otwarcia $ciezek uwalniania ATP, przy czym ewidentnie obserwuje sie
tutaj pewna inercje, zatem wypada zaktadac, ze réwniez i predkos¢ zmiany
bedzie zaleze¢ od wymuszenia

7 B0 1) = ke (), (19

przy czym w chwili poczatkowej jest bliskie zeru, czyli p;(0) = 0;

O po(t) odnoszacym sie do desensytyzacji, w przypadku ktérej rowniez mamy do
czynienia z inercjg odpowiedzi, jednak nie wobec samego bodzca ale zmiany w
czasie

dps (1)
dt

a poniewaz nie wystepuje ona w chwili poczatkowej to p,(0) = 1.

Ta! + pa(t) = ”7 (Kax(t)) (20)

W obu tych réwnaniach wprowadzono stale czasowe 7, 75 i 7, oraz wspétczynniki
wzmocnienia k; i k.
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RICUEL SRR ISP MWV CI  Model mechanotransdukcji

ReGuLAcjA WYDZIELANIA ATP

Rozwigzujac postulowany uktad réwnan uzyskujemy zwiazek modelowy

t

Sarp = So(WSS) + AS(WSS) k. <1 - e*?'l> e 7 1)
Warto$¢ Sy (WSS) obliczono, korzystajac z faktu ze
SO - Smax - ASa (22)

a jezeli o maksimach S,,.x(WSS) decydowa¢ bedzie faza otwierania receptora a nie
desensytyzacji, to opisujaca je relacja powinna miec strukture

Smax(WSS) = 100.0 (1 — eSS/ WSSO) : (23)
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RICUEL SRR ISP MWV CI  Model mechanotransdukcji

AKTYWNOSC P2X A M1AZDZYCA

Rysunek przedstawia rozktady p"* dla uzyskanych ze wczesniejszych obliczen
rozktadow WSS.
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Najsilniej rozwiniete i najbardziej rozlegte ztogi umiejscowione sa w rejonach
oznaczonych jako A i C, nieco mniejsze jako B, natomiast catkowicie brak ich w
rejonie D. W kontekscie wynikéw obliczen, w regionie A i C poziom aktywacji
receptoréw P2X byt skrajnie niski. Prowadzito to do silnego uposledzenia zdolnosci
wydzielniczej komorek srodbtonka, a stan ten utrzymywat si¢ od chwili narodzin.
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SPOSTRZEZENIA

Ewidentnie — miazdzyca, i powiazane z nig patologie krazeniowe, stanowia
powazny problem dla zdrowotnosci spofeczenstw krajow rozwinietych...

w krajach UE, prawie co drugi zgon ma swe podloze w patologiach miazdzycowych

Zwyczajowo powstawanie i rozwdj zmian miazdzycowych wiaze sie zwyczajowo z
niewtfasciwa dieta, zaburzeniami metabolizmu lipidéw, bowiem w sensie
biochemicznych objawia sie degradacja lipoprotein transportowych.

W $wietle aktualnej wiedzy

wezlowym problemem dla zrozumienia natury i skutecznej terapii,
jest wyjasnienie przyczyn wyraznie zogniskowanego przebiegu choroby.

a wszelkie strategie koncentrujace sie i ograniczajace do substratu biochemicznego
nie wydaja sie uzasadnione.
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MECHANOTRANSDUKCJA

Jest bardzo prawdopodobne, ze to

sposob ewolucji przyplywu w obszarze przysciennym
moze wywolywac dysfunkcyjnos¢ srodblonka naczyniowego, stajac sie
bezposrednig przyczyna powstawania ognisk miazdzycowych, a w dalszej
kolejnosci stymulujac ich rozwdj.

Postulowany scenariusz zdarzen...

WSS wywotane przeptywem stymuluja akcje wydzielnicza ATP
endothelium

ATP w petli zwrotnej sygnalizacji autokrynalnej, stanowi ligand
receptorow bfonowych endothelium

P2X4 jest gtownym receptorem aktywnymi w transdukcji zwrotnego
sygnatu ATP, wystepuja w ilosci okoto 20-krotnie wiekszej niz GPCR

1000x wigksze stezenie Ca*™ w przestrzeni ekstracellularnej, powoduje
gwattowny ich naptyw na skutek otwarcia kanatéw jonowych
sterowanych przez P2X.
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kil Craraiie s pliasyinyiy

LECZENIE NASTEPSTW

Leczenie zachowawcze postepujacych zmian miazdzycowych z wiekiem staje sie co
raz mniej skuteczne i wymagane jest nierzadko podjecie interwencji chirurgicznych.

Warunkiem powodzenia tych dziatan jest
mozliwie precyzyjna ocena stopnia istotnosci
hemodynamicznej zmian miazdzycowych.

Jak do tej pory

nie istnieje metoda diagnostyczna
dajaca mozliwos$¢ oceny
stopnia istotnosci i prawdopodobnej progres;ji.

Perspektywicznie wartosciowa propozycja w tym
zakresie mogga okazac sie zastosowania metod
obliczeniowych biomechaniki.
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