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Streszczenie

Wewnatrzkomdrkowe kaskady sygnalizacyjne, w ktérych posrednicza MAPK (mitogen activated
protein kinases) odpowiedzialne sg za biologiczna odpowiedz komdrki na bodziec zewnetrzny.
Kinazy MAP, do ktérych zaliczmy ERK1/2 (extracellular signaling-regulated kinase), JNK (c-Jun
N-terminal kinase) i p38 MAPK reguluja aktywno$¢ wielu biatek, enzyméw i czynnikéw trans-
krypcyjnych i tym samym maja szeroki zakres biologicznego dzialania. Wiele badan z dziedziny
nauk podstawowych doktadnie zdefiniowato wiele szczegétéw dotyczacych organizacji ich drég
sygnalizacyjnych i aktywacji. Mamy réwniez coraz wiecej badan sugerujacych, ze poszczegélne
kinazy MAP moga odgrywac istotna role w patogenezie miazdzycy. Moga one posredniczy¢ w in-
dukgji procesu zapalnego, aktywacji komdrek $rédblonka, rekrutacji i aktywacji monocytéw/
makrofagdw, proliferacji komérek mieéni gtadkich i réznicowaniu limfocytéw T, czyli gtéwnych
mechanizmach patogenetycznych miazdzycy. Specyficzna inhibicja aktywno$ci poszczegdlnych
kinaz MAP moze sie okazaé w przyszto$ci nowym terapeutycznym podejsciem do zahamowania
formowania zmian miazdzycowych. W pracy oméwiono aktualny stan wiedzy na temat zalez-
nych od kinaz MAP komérkowych i molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw miazdzycy.

kinazy MAP . sygnalizacja wewnatrzkomdrkowa - miazdzyca - zapalenie - komérki srodbtonka
+ komorki migsni gtadkich « limfocyty T
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Summary

Intracellular signalling cascades, in which MAPK (mitogen-activated protein kinases) intermedi-
ate, are responsible for a biological response of a cell to an external stimulus. MAP kinases, which
include ERK1/2 (extracellular signalling-regulated kinase), JNK (c-Jun N-terminal kinase) and
p 38 MAPK, regulate the activity of many proteins, enzymes and transcription factors and thus
have a wide spectrum of biological effects. Many basic scientific studies have defined numerous
details of their pathway organization and activation. There are also more and more studies sug-
gesting that individual MAP kinases probably play an important role in the pathogenesis of ath-
erosclerosis. They may mediate inflammatory processes, endothelial cell activation, monocyte/
macrophage recruitment and activation, smooth muscle cell proliferation and T-lymphocyte
differentiation, all of which represent crucial mechanisms involved in pathogenesis of athero-
sclerosis. The specific inhibition of an activity of the respective MAP kinases may prove a new
therapeutic approach to attenuate atherosclerotic plaque formation in the future. In this paper,
we review the current state of knowledge concerning MAP kinase-dependent cellular and mo-
lecular mechanisms underlying atherosclerosis.

MAP kinases - intracellular signalling - atherosclerosis - inflammation - endothelial cells
» monocyte/macrophage - smooth muscle cells - T-lymphocytes
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Wykaz skrotow: Ang Il - angiotensyna Il (angiotensin Il), AP-1 — biatko aktywujace 1 (activator protein-1), ASK1 -

kinaza regulujaca czynnik apoptotyczny (apoptosis signal regulating kinase), ATF2 - aktywujacy
czynnik transkrypcyjny (activating transcription factor 2), CRP - biatko c-reaktywne (C reactive
protein), EPC — progenitorowe komorki srédbtonka (endothelial progenitor cells), ERK - kinaza
regulowana zewnatrzkomoérkowo (extracellular signal regulated kinase), ET-1 - endotelina 1 (en-
dothelin-1), ICAM-1 - czasteczka adhezji miedzykomérkowej 1 (intercellular adhesion molecule-1),
IL-1,-2, -6, -8, -12 — interleukiny 1,2,6,8,12, IFN-y — interferon y, JNK - kinaza c-Jun N-terminalna
(c-Jun N-terminal kinase), LPS - lipopolisacharyd, MAPK - kinazy aktywowane mitogenami (mi-
togen activated kinases), MAPKKK - kinaza kinaz kinaz MAP (mitogen activated protein kinase
kinase kinase), MAPKK - kinaza kinaz MAP (mitogen activated protein kinase kinase), MAPKAPK
2 - biatko aktywowane kinazg MAP 2 (MAP kinase activated protein 2), MCP-1 - czynnik chemo-
taktyczny monocytéw 1 (monocyte chemotactic protein-1), M-CSF - czynnik stymulujacy kolonie
makrofagéw (macrophage colony-stimulating factor), (MEF2C — czynnik transkrypcyjny MEF2C
(monocyte enhancer factor 2 C), MEK - aktywator kinazy ERK (ERK activator kinase), MEKK 1-4 —
kinazy MEK1-4 (MEK kinase 1-4), (MKP - fosfataza MAPK (MAP kinases phosphatase), MLK - kinaza
0 mieszanym pochodzeniu (mixed lineage kinase), MNK - kinaza MNK (MAPK signal interacting
kinase), MSK - kinaza MSK (mitogen and stress-activated protein kinase), NF-kB - czynnik jadro-
wy- KB (nuclear factor- kB), PDGF - czynnik wzrostowy pochodzenia ptytkowego (platelet derived
growth factor), PECAM-1 - czasteczka adhezji komdrkowej ptytkowo-srodbtonkowej 1 (platelet
endothelial cell adhesion molecule-1), PI3K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (phosphatidyl inositol 3
kinase), RFT - reaktywne formy tlenu, RSK - kinaza rybosomalna (ribosomal S6 kinase), TAK 1 - ki-
naza aktywowana trasformujacym czynnikiem wzrostowym (transforming growth factor-activated
kinase 1), TLR - receptor Tool-podobny (Tool-like receptor), TNF-a - czynnik martwicy nowotworu
(tumor necrosis factor), VCAM-1 - czasteczka adhezji komdrkowej naczyn (vascular cell adhesion
molecule-1), VEGF - czynnik wzrostu srodbtonka naczyn (vascul endothelial growth factor).

WPROWADZENIE

Kazda komdrka, w tym komérki zaangazowane w powsta-
wanie i progresje miazdzycy, musi mie¢ zdolno$¢ odbie-
rania i odpowiedzi na sygnaly naptywajace ze $rodowi-
ska zewnetrznego. Zachowanie sie komérek regulowane
jest przez zewngtrzkomdrkowe ligandy, ktére taczac sie
z receptorami aktywuja kaskade wewnatrzkomérkowe;
transdukcji sygnatu. Poszczegdlne drogi sygnatowe kon-
troluja istotne dla komérek procesy i tym samym odpo-
wiedzialne sa za biologiczng odpowiedZ komdérki na bo-
dziec zewnetrzny.

Kinazy aktywowane mitogenami (MAPK - mitogen acti-
vated protein kinases) sg zakonserwowana rodzing en-
zymow, ktdre propaguja sygnat zewnetrzny poprzez ka-
skade fosforylacji w celu generowania skoordynowanej
odpowiedzi komdérki na $rodowisko [52]. MAPK sg kina-
zami biatkowymi o aktywno$ci serynowo-treoninowej,
ktére reguluja wiele wewnatrzkomdrkowych proceséw,
wiaczajac w to transkrypcje gendw, biosynteze biatek,
podzialy komdrkowe, réznicowanie i przezycie lub apop-

toze komérki. Wyrdzniamy trzy podstawowe kinazy MAP:
ERK1/2 (extracellular signaling kinases), JNK 1-3 (c-Jun
N-terminal kinases) oraz p 38 MAPK. Kinazy MAP akty-
wowane sg poprzez podwéjng fosforylacje treoniny i ty-
rozyny w motywie Thr-X- Tyr znajdujacym sie w petli
aktywacyjnej, gdzie X to Glu, Pro i Gly w ERK, JNK i p38
MAPK, odpowiednio. Konsekwencjg aktywacji MAPK jest
zapalenie, apoptoza, réznicowanie i proliferacja. Zaanga-
zowanie drég sygnatowych zaleznych od MAPK w pato-
fizjologii chordb naczyniowo-sercowych jest przedmio-
tem wielu badan naukowych. W artykule podsumowano
wiadomosci na temat kinaz MAP i ich roli w patogenezie
miazdzycy.

AKTYWACIA KINAZ MAP | ICH KROTKA CHARAKTERYSTYKA

Aktywacja kinaz MAP

Kinazy MAP uczestniczg w szlakach sygnalizacyjnych,
ktére sa w postaci tréjpoziomowej kaskady kinaz, tj. en-
zymdw kolejno aktywowanych w wyniku fosforylacji [52].
Na poczatku kinaza kinazy aktywujgcej MAPK (MAPKKK
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Ryc. 1. Kaskada przekazywania sygnatu z udziatem kinaz MAP. Kinazy MAP uczestnicza w szlakach sygnalizacyjnych w postaci tréjpoziomowej kaskady: bodziec—
MKKK/MAP3K— MKK/MAP2K—MAPK—odpowiedz. MKKK moga by¢ aktywowane przez czynniki wzrostu, miogeny, cytokiny zapalne, TLR czy czynniki
stresujace. Do MKKK zaliczmy miedzy innymi: Raf, ASK1, TAKT, MEKK 1-4, czy MLK 1-3. Najbardziej poznanymi MKK s3: MEK1/2, MKK3, MKK4, MKK6 i MKK7.
Substratami dla aktywnych MAPK, czyli ERK1/2. INK1/2 i p38 MAPK, sa liczne biatka, enzymy, inne kinazy biatkowe i czynniki transkrypcyjne. Efektem tej

kaskady jest: proliferacja, réznicowanie, zapalenie i apoptoza

lub MAP3K czy MKKK) powoduje aktywacje kinazy akty-
wujgcej MAPK (MAPKK lub MAP2K czy MKK), a ta fosfory-
luje efektorowe kinazy MAP (MAPK). Bodziec— MAPKKK
— MAPKK — MAPK — odpowied?.

Pierwszg poznanag MKKK byta Raf-1, ktéra taczy sie
z zaktywowanym Ras, co skutkuje potranslacyjnymi
modyfikacjami prowadzacymi do pelnej aktywacji Raf-
1 [42]. Zaktywowana Raf-1 aktywuje MKK1 lub MKK2
(znane takze jako MEK1/2-ERK activator kinase), kté-
re aktywuja kinazy efektorowe ERK1/2. Oprécz szlaku
Ras—Raf—MEK1/2—ERK1/2 jeszcze przynajmniej dwa
inne odgrywaja istotna role w regulacji fizjologii komér-
ki [52]. Sa to szlaki prowadzgce do powstania kinaz efek-
torowych: JNK i p 38 MAPK. Zaktywowane Ras promuje
aktywacje JNK i p 38 MAPK w sposéb posredni poprzez
aktywacje PI3K (phosphatidyl inositol 3 kinase), ktdéra
nasila aktywacje Rac. Zaktywowany Rac taczy sie z MEKK
1-4 (MEK kinase) - cztonkiem rodziny MKKK dla JNK i p38
MAPK. Innym biatkiem wigzacym GTP, ktére moze akty-
wowalé MKKK jest Cd42. Kinazami kinaz aktywujgcych
JNK i p38 MAPK mogg by¢ wspomniane MEKKK 1/-4,
TAK 1 (transforming growth factor-activated kinase 1)
czy ASK 1 (apoptosis signal regulating kinase). Gtéwny-
mi MKK dla JNK sg MKK4 i MKK?7. Te dwie kinazy réznia
sie funkcjonalnie: MKK?7 jest gtéwnie aktywowana przez

cytokiny, natomiast MKK4 przez stres. Niemniej, do pet-
nej aktywacji JNK wymagane sg obie kinazy. Gtéwnymi
MKK dla p38MAPK sg kinazy MKK3 i MKK6. Tréjpozio-
mowa kaskada aktywacji kinaz MAP przedstawiona jest
naryc. 1.

W warunkach fizjologicznych aktywacja kinaz MAP jest
czesto krétkotrwata i ograniczona do okresu stymulacji.
Defosforylacja kinaz jest gtdwnym mechanizmem od-
powiedzialnym za zmniejszenie aktywno$ci MAPK i jest
najbardziej efektywnym sposobem negatywnej regulacji
[29]. Proces defosforylacji moze zachodzi¢ dzieki dziataniu
fosfataz biatkowych, takich jak fosfatazy biatek seryna/
treonina lub dzieki podwdéjnie swoistym fosfatazom bia-
tek, ktére sa szczegblnie odpowiedzialne za defosforylacje
i tym samym deaktywacje kinaz MAP, ktére okresla sie
jako fosfatazy MAPK (MKPs - MAP kinases phosphatase).
Czynniki, ktére aktywujg szlaki MAPK, czesto aktywuja
MKP, co sugeruje istnienie $cistej i swoistej kontroli akty-
wagji i funkcjonowania MAPK przez MKP. Jak dotychczas
poznano 11 cztonkédw rodziny MKP.

Oprécz oméwionych wezeéniej drég aktywacji JNK i p 38
MAPK, w niektdrych sytuacjach istotnym stymulatorem,
ktéry aktywuje drogi sygnalizacyjne niezaleznie od Ras,
jest stres komdrki spowodowany wewnatrzkomérkowym
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nagromadzeniem reaktywnych form tlenu (RFT), hiper-
osmolarno$cia czy dysfunkcja retikulum endoplazma-
tycznego. Wiele czynnikéw dziatajacych stymulujaco na
komérke indukuje zwiekszone wytwarzanie RFT z jedno-
czesna aktywacja drdg sygnalizacyjnych prowadzacych
do aktywacji MAPK [65]. RFT mogg aktywowaé MAPK
poprzez oksydacyjna modyfikacje biatek sygnalnych, co
zmienia ich strukture i funkcje. Innym mechanizmem
moze by¢ inaktywacja i degradacja MKP, ktére utrzymuja
te drogi w stanie nieaktywnym.

ERK

ERK byta pierwsza zidentyfikowang kinazg z rodziny MAPK
[12,56]. Wystepuje w postaci dwdch izoform: ERK1 (p44)
i ERK2 (p42), powszechnie okreslane jako ERK1/2. Jak wspo-
mniano aktywowana jest w drodze: Raf:MEK:ERK. Kaska-
da ta jest uruchomiana przez wiele mitogendw, wlacza-
jac PDGF, tromboksan, insuline, endotoksyny czy stres.
ERK1/2 odpowiedzialna jest za fosforylacje czynnikéw
transkrypcyjnych c-fos, c-myc czy Elk-1 oraz kinaz biatko-
wych MNK (MAPK signal interacting kinase), MSK (mitogen
and stress-activated protein kinase) i RSK (ribosomal S6
kinase). Funkcjonalng konsekwencja aktywacji kaskady ki-
nazy ERK1/2 przez czynniki wzrostowe jest regulacja cyklu
komérkowego, proliferacji, réznicowania i transformacji.

JNK

JNK znana jest réwniez jako SAPK (stress activated protein
kinase) [12,56]. W sktad tej rodziny wchodzg trzy izoformy:
powszechnie obecne JNK 1 i JNK 2 oraz wystepujaca tylko
wmézguisercu-JNK 3. Kaskada kinaz JNK aktywowana jest
przez zewnetrznie dziatajace czynniki stresogenne, takie jak
naswietlanie UV, hiperosmolarno$¢ czy szok termiczny. Po-
nadto JNK moga by¢ aktywowane przez LPS (lipopolisacha-
ryd), TNF-o (tumor necrosis factor), IL-1, czy tez potgczenie
zTLR (Tool-like receptor). Jak wspomniano wczesniej JNK sa
aktywowane przez MKK4 i MKK7, ktére zkolei sa aktywowa-
ne przez MKKK, takie jak ASK1, MEKK1-4, TAK1 lub MLK1-3
(mixed lineage kinase1-3). Aktywna posta¢ JNK fosforyluje
seryne w pozycji 63 i 73 w transaktywacyjnej domenie c-
-Jun, co pozwala na dimeryzacje z c-Fos i powstanie AP-1
(activator protein-1), czynnik transkrypcyjny regulujacy
ekspresje wielu gendw przez przylaczenie sie do ich miejsc
promotorowych. Ponadto JNK reguluje aktywnos¢ innych
czynnikéw transkrypeyjnych, takich jak: ATF2 (activating
transcription factor 2), Elk-1, p53 i c-Myc. Droga sygnaliza-
cyjnaJNK reguluje mechanizmy zapalne, proliferacje, apop-
toze, angiogeneze i migracje.

P38 MAPK

Wyréznia sie cztery izoformy p38 MAPK, ktdre sa kodo-
wane przez cztery rézne geny [12,80]. Sg to: p38 MAPKa,
P38 MAPKp, p38 MAPKSJ, p38 MAPKYy. Ekspresja tych izo-
form jest rézna w réznych tkankach. p38 MAPKa wystepu-
je gtéwnie w leukocytach, a p38 MAPKP w sercu i mézgu.
Czynnikami oddziatujacymi na wiele komérek za posred-
nictwem p38 MAPK, sa tzw. czynniki stresujace komér-

ki, czyli stresory, do ktérych zaliczamy przede wszyst-
kim promieniowanie ultrafioletowe, szok osmotyczny czy
zwiekszong temperature. Do aktywacji p38 MAPK docho-
dzi réwniez w nastepstwie dzialania cytokin zapalnych
i czynnikéw wzrostu. Gtéwnymi aktywatorami p38 MAPK
sg3 MKK3 i MKK6, ktdre z kolei sg aktywowane przez MKKK,
takie jak: ASK1, TAK1 i MEKK 1-4. Aktywacja tych MAPKKK
prowadzi do aktywacji zaréwno p38 MAPK jak i JNK, co
prawdopodobnie powoduje, ze te dwa szlaki sg aktywowa-
ne jednocze$nie. Inny szlak prowadzacy do aktywacji p38
MAPK zalezy od matych biatek wiazacych GTP z rodziny
Rho, takich jak Rac 11 Cd42. Rac 1 aktywuje MEKK a Cd42
MLK, ktére sa MAPKKK dla szlaku p38 MAPK. Substratami
dla zaktywowanego p38 MAPK sg inne kinazy lub czynniki
transkrypcyjne. Pierwszym zidentyfikowanym substratem
byly MAPKAPK 2i 3 (MAP kinase activated protein kinase),
zwane réwniez MK2 i MK3. Innymi kinazami s MNK i MSK.
Wiele czynnikéw transkrypcyjnych moze ulegaé fosforyla-
¢ji i tym samym aktywacji pod wplywem p38 MAPK, wlg-
czajac w to ATF2, MEF2C (monocyte enhancer factor 2 C),
Elk-1, p53, NF-kB (nuclear factor kB) i inne. Funkcjonalng
konsekwencjg aktywacji p38 MAPK jest regulacja odpowie-
dzi zapalnej, cyklu komérkowego, apoptozy i réznicowania.

RoLA KINAZ MAP W PATOGENEZIE MIAZDZYCY

Miazdzyca, ktéra jest gtéwna przyczyna chordb naczy-
niowo-sercowych, jest choroba o wieloczynnikowej etio-
patogenezie, ktdra jest swoista postacia przewlektego za-
palenia [33,36,55]. W powstawanie i rozwdj miazdzycy
zaangazowanych jest wiele komdérek, wiaczajac komdrki
$rédbtonka, monocyty/makrofagi, komdrki mie$ni gtad-
kich oraz limfocyty T. Przebieg miazdzycy modyfikowany
jest zaburzeniami w metabolizmie lipidéw, stresem oksy-
dacyjnym i toczacym sie w $cianie naczynia procesem fi-
broproliferacyjnym. Na przebieg miazdzycy maja wptyw
jej czynniki ryzyka, takie jak zaburzenia w metabolizmie
lipidéw, nadci$nienie, cukrzyca, palenie papieroséw
i czynniki genetyczne. Miazdzyca jest powoli narastaja-
ca w czasie choroba, ktéra rozpoczyna sie juz w dziecin-
stwie, kiedy to nie ujawnia sie klinicznie. W odpowiedzi
na wiele czynnikéw dziatajacych destrukcyjnie na $ciane
naczynia dochodzi do dysfunkcji komérek $rédbtonka,
co umozliwia akumulacje w btonie wewnetrznej mono-
nuklearnych leukocytéw i LDL, ktére podlegaja réznego
rodzaju modyfikacjom stajac sie czasteczkami o silnych
wlasciwosciach proaterogennych. Znajdujace sie w blonie
wewnetrznej monocyty zostaja przeksztalcone w makro-
fagi, ktére w sposdéb niekontrolowany wytapuja zmody-
fikowane LDL, co prowadzi do powstania komérek pian-
kowatych. Powstaje pierwszy widoczny etap miazdzycy
tzw. plamka zétta, ktéra w poczatkowym okresie sktada
sie z makrofagéw, limfocytéw T i komérek piankowatych.
W pézniejszym okresie pod wptywem wydzielanych lokal-
nie czynnikéw wzrostu dochodzi do proliferacji i migracji
komdrek miesni gtadkich w obreb btony wewnetrznej,
gdzie zmieniaja swdj fenotyp z kurczliwego na syntety-
zujacy, co prowadzi do zwiekszonej syntezy tkanki tacznej
i wytworzenia czapeczki pokrywajacej zmiane miazdzy-
cowa. Dochodzi do powstania tzw. zmiany zaawansowa-
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Dysfunkcja $rédblonka n :

tprzepuszczalnosci

dla lipoprotein T1ICAM-1
stres TVCAM-1
oksydacyjny
oxyLDL
Rekrutacja monocytow
i limfocytéw Proliferacja
PDGF > | komérek
Monocyty/Makrofagi: " miesni gladkich ™
Tkomo'rek DN ORbeh Prezentacja antygenu «—  komorki dendrytyczne
Tcytokin prozapalnych > .
. imfocytom T
Tmetaloproteinaz :
Tczynnikéw l
chemotaktycznych Thi Th2 Treg
l +) J(-) J(-)
apoptoza Aktywacja odpowiedzi zapalnej i immunologicznej =

destabilizacja ptytki miazdzycowej

Proces fibroproliferacyjny =
przebudowa $ciany naczynia

1.érédbtonek: |[NO, 1ET-1, Tprzepuszczalnosci, 1ICAM-1 i VCAM-1, tapoptozy
2. Rekrutacja monocytéw i limfocytéw: 1ICAM-1 i VCAM-1 na $rédbtonku oraz TMCP-1
3. Monocyty/Makrofagi: tkomérek piankowatych, fcytokin prozapalnych, Tmetaloproteinaz,tMCP-1

4. Limfocyty T: fréznicowania w kierunku Th1, |limfocytéw Treg
5. Komdrki mig$ni gtadkich: tmigracji i proliferacji

Ryc. 2. Schemat patomechanizméw zaangazowanych w powstawanie miazdzycy. Strzatki w opisie pod rycin obrazuja wptyw kinaz MAP. ICAM-1 — czasteczka
adhezji miedzykomérkowej -1, MCP-1 — czynnik chemotaktyczny dla monocytow, NO — tlenek azotu, oxyLDL — zmodyfikowane oksydacyjnie LDL,
PDGF — czynnik wzrostowy pochodzenia ptytkowego, VCAM-1 — cz3steczka adhezji komdrkowej naczyn

nej lub inaczej blaszki wtéknisto-ttuszczowej. Zmiana ta
charakteryzuje sie obecnoscig bogatego w lipidy rdzenia
nekrotycznego powstajacego w nastepstwie apoptozy ko-
morek piankowatych oraz zaktywowanych makrofagéw
i limfocytéw. Obecne w btonie wewnetrznej makrofagi
i limfocyty T sa zrédtem wielu cytokin, ktére w gtéwnej
mierze odpowiadaja za wiele przebiegajacych w tym ob-
szarze reakcji immunologiczno-zapalnych. Toczace sie
w $cianie naczynia zapalenie, jak i apoptoza, zwlaszcza
komorek $rédbtonka i mies$ni gladkich, moze by¢ przy-
czyna pekniecia ptytki miazdzycowej i tworzenia w tym
miejscu zakrzepu zamykajacego $wiatto naczynia, co jest
gtéwna przyczyna wystapienia ostrych powiktar klinicz-
nych miazdzycy. W dalszej czesci opracowania oméwione
zostang poszczegdlne mechanizmy powstawania blaszki
miazdzycowej z uwzglednieniem roli kinaz MAP.

Znaczenie komérek srédblonka w patogenezie
miazdzycy i rola kinaz MAP

Gtéwnym i najwczes$niejszym wydarzeniem dla powsta-
wania i rozwoju miazdzycy jest dysfunkcja $rédbtonka,
ktéra okresla sie jako wiele zmian, ktére pozwalaja tym
komérkom na pelienie nowych funkcji [16,46]. Tak zmie-
niony $rédbtonek nie zapewnia prawidtowego rozszerza-
nia naczyn, zwieksza przepuszczalno$é dla makroczaste-
czek, promuje zapalenie i proliferacje mie$ni gtadkich,

przyczynia sie do nasilenia stresu oksydacyjnego oraz
wykazuje cechy prozakrzepowe.

Najbardziej poznana i najczesciej badana cechg dysfunkcji
srédbtonka jest upo$ledzenie funkcji wazodylatacyjnych
$ciany naczynia, co wigze sie z uposledzeniem wytwarza-
nia lub biodostepnoscia tlenku azotu (NO) i prostacykli-
ny. NO wytwarzany jest przez srédblonkowa synteze NO
(eNOS), ktérej gtéwnym aktywatorem sg sity $cinania.
Z dotychczasowych badan wynika, ze niektére obszary
naczyn tetniczych sa szczegdlnie predysponowane do po-
wstawania zmian miazdzycowych. Sg to obszary z matymi
sitami $cinania i zaburzonym przeptywem krwi [9,46].
Niewielkie sity §cinania aktywuja geny i biatka zaangazo-
warne w promowanie miazdzycy, w tym odpowiedzialne za
synteze NO. Upo$ledzenie biodostepnosci NO w aspekcie
patogenezy miazdzycy jest o tyle wazne, ze oprécz dzia-
tania wazodylatacyjnego i antyagregacyjnego odgrywa
on istotna role przeciwzapalna i przeciwmiazdzycowa.

Wydaje sie, ze kinaza p38 MAPK moze posredniczyé w upo-
$ledzaniu zaleznej od NO wazodylatacyjnej funkcji §réd-
btonka. Wykazano, ze CRP hamuje te funkcje $rédbtonka
przez aktywacje p38 MAPK [50]. Natomiast podawanie in-
hibitora tej kinazy szczurom z nadci$nieniem prowadzito
do przywrécenia zaleznej od NO relaksacji $ciany naczy-
nia [26]. Dysfunkcja §rédbtonka prowadzaca do uposledze-
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nia zdolno$ci naczyti do rozkurczu zwigzana jest ponadto
z wydzielaniem substancji naczynioskurczowych, takich
jak endotelina 1 (ET-1) i angiotensyny II (Ang 1) [16,46].
Wykazano, ze oxyLDL stymuluja fosforylacje ERK z towa-
rzyszaca aktywacja AP-1 i zwiekszong ekspresja i sekrecja
ET-1[76]. Natomiast w indukowanej TNF-a ekspresji ET-1
zaréwno na poziomie biatka, jak i mRNA posredniczg JNK
ip38 MAPK [77].

Cecha dysfunkcji komérek srédbtonka istotna zaréwno dla
patogenezy miazdzycy, jak i mechanizméw odpowiedzi
zapalnej jest zwiekszona ich przepuszczalno$é. Cecha ta
umozliwia przechodzenie LDL z krwi do blony wewnetrznej
$ciany naczynia, gdzie tacza sie z proteoglikanami, co unie-
mozliwia im przenikanie w glebsze warstwy $ciany naczy-
nia i pozwala na ich modyfikacje [34]. Najbardziej istotna
jest modyfikacja oksydacyjna, poniewaz prowadzi do po-
wstawania oxyLD, czasteczek o silnych wlasciwosciach pro-
aterogennych. Wykazano, ze szlaki sygnalizacyjne zalezne
od ERK1/2 i p38 MAP posrednicza w indukowanej VEGF
zwiekszonej przepuszczalno$ci komdrek $rédbtonka [70].

Cecha dysfunkcji §rédbtonka, ktéra promuje zapalenie jest
zmiany fenotypu antyadhezyjnego na proadhezywny [33].
Zdrowy $rédbtonek o fenotypie antyadhezyjnym nie po-
zwala na adhezje i transendotelialng wedréwke leukocy-
téw, gdyz nie ujawnia na swojej powierzchni wiekszo$ci
czasteczek adhezyjnych niezbednych do zaistnienia tego
procesu. Fenotyp proadhezywny zwigzany jest z pojawie-
niem sie ekspresji czasteczek adhezyjnych na powierzch-
ni §rédbtonka, posredniczacych w interakcjach miedzy
komdérkami $ciany naczynia a komérkami krwi. Do $réd-
blonkowych czasteczek adhezyjnych zaliczamy: selektyne
E i P, ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), ICAM-
2, VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule) i PECAM-1
(platelet endothelial cell adhesion molecule-1). Gtéwnym
czynnikiem transkrypcyjnym regulujacym ekspresje $réd-
blonkowych czasteczek adhezyjnych jest NF-kB. Selektyny
posrednicza w toczeniu sie leukocytéw po komérkach $réd-
blonka, co umozliwia interakcje miedzy ICAM-1 a LFA-1
i VCAM-1 a VLA-4. LFA-1 jest integryna obecna na wszyst-
kich leukocytach, natomiast VLA-4 tylko na monocytach
ilimfocytach. Interakcje miedzy $rédblonkowymi czastecz-
kami adhezyjnymi a integrynami na leukocytach sg nie-
zbedne do adhezji i transendotelialnej migracji leukocy-
téw. Najbardziej znane sa: VCAM-1 i ICAM-1 i jak wynika
z wielu badan in vitro i in vivo odgrywaja one istotna role
w patogenezie miazdzycy [19]. Proces adhezji z nastepowa
transendotelialng wedréwka monocytéw i limfocytéw za-
lezy nie tylko od ekspresji srédbtonkowych czasteczek ad-
hezyjnych, ale takze od wydzielanych lokalnie czynnikéw
chemotaktycznych. Pod wptywem tych czynnikéw docho-
dzi do zmian konformacyjnych obecnych na leukocytach
integryn, ktére pozwalajg na ich trwate potaczenie z ICAM-
1lub VCAM-1. Dopiero trwate potgczenie pozwala na trans-
endotelialng wedréwke leukocytéw. Jednym z najbardziej
poznanych w aspekcie patogenezy miazdzycy czynnikiem
chemotaktycznym jest MCP-1 (monocyte chemotactic pro-
tein) [33,49]. Biatko to jest wytwarzane przez zaktywowane
makrofagi, komdrki srédbtonka i mie$ni gtadkich.

Z wielu dotychczasowych badari wynika, ze kinazy MAP po-
$redniczg we wszystkich mechanizmach zaangazowanych
w proces rekrutacji mononuklearnych leukocytéw. Inkuba-
c¢jakomdrek $rédbtonka z TNF-a prowadzi do aktywacji ERK,
JNK i p38 MAPK z jednoczesng degradacja IkB i nastepowa
translokacja NF-kB do jadra, a w konsekwencji stymulacja
ekspresji ICAM-1 [8]. Indukowany TNF-a wzrost ekspresji
ICAM-1 zostat zahamowany przez SP600125 (inhibitor JNK)
i SB203580 (inhibitor p38 MAPK), ale nie przez PD98059 (in-
hibitor ERK), co sugeruje ze JNK i p38 MAPK sg zaangazo-
wane w transdukcje sygnatu prowadzaca do stymulowane;j
TNF-a zwiekszonej ekspresji ICAM-1. W innych badaniach
wykazano, Ze te same inhibitory hamujg stymulowang TNF-a
ekspresje ICAM-1 i VCAM-1 [37]. Autorzy sugeruja, ze JNK
ip38 MAPK posrednicza w indukgji ekspresji tych czasteczek
poprzez wplyw na AP-1 i NF-kB. Ang II stymuluje ekspresje
VCAM-1 wykorzystujac drogi sygnalowe zalezne od ERK1/2
ip38 MAPK, a ekspresje ICAM-1 tylko od p38 MAPK [6]. W in-
nych badaniach wykazano, ze Ang II stymuluje ekspresje
VCAM-1 wykorzystujgc p38 MAPK do aktywacji NF-«B [11].
Réwniez nikotyna nasila ekspresje ICAM-1 1 VCAM-1 przez
aktywacje p 38 MAPK, NF-kB i AP-1[68].

P38 MAPK odgrywa gtéwng role w regulacji syntezy MCP-
1, poniewaz zahamowanie dziatania tej kinazy zapobiega
sekrecji tego biatka [14]. Opublikowane ostatnio badania
wskazuja na istotng role fosfatazy MAPK w regulacji re-
krutacji monocytéw. Wykazano, ze monocyty poddane
dtugotrwatemu dziataniu glukozy maja obnizony poziom
MKP-1 z towarzyszacg hiperaktywacja ERK1/2 i p38 MAPK
i jednoczesnym wzrostem ilo§ci MCP-1 oraz podwyzszo-
na zdolnoscig do adhezji i chemotaksji [28]. W badaniach
przeprowadzonych u myszy pozbawionych MKP-1, a jed-
nocze$nie podatnych na dysfunkcje zwigzang z zaburze-
niami metabolicznymi wykazano zwiekszong chemotaksje
invivo i przyspieszone formowanie zmiany miazdzycowe;j.

Jak wiadomo apoptoza komérek $rédblonka jest zjawiskiem
niekorzystnym i moze by¢ odpowiedzialna za transformacje
zmiany stabilnej w zmiane predysponowana do pekniecia
[79]. Badania Nakagami i wsp. [48] wykazaly, ze p38 MAPK
jest zaangazowana w indukowang glukozg apoptoze komdrek
$rédbtonka poprzez wptyw na biatko bax i kaspaze 3. Réw-
niez homocysteina indukuje apoptoze komérek $rédbtonka
zudzialem p38 MAPK [3]. Autorzy sugeruja, ze za aktywacje
P38 MAPK odpowiedzialne jest zwiekszone pod wplywem
homocysteiny wewnatrzkomdrkowe wytwarzanie RFT.

Progenitorowe komérki §rédbtonka (endothelial proge-
nitor cells - EPC) odgrywaja istotna role w angiogenezie
i naprawianiu uszkodzonego naczynia, a pacjenci z cho-
robami naczyniowo-sercowymi maja zredukowang licz-
be EPC [22,64]. EPC od pacjentéw z tymi chorobami maja
istotnie wyzsze poziomy fosforylacji p38 MAPK niz EPC
od zdrowych oséb [64]. Zastosowanie SB 203580 zwiek-
sza liczbe EPC. Z badati in vitro wynika, ze p38 MAPK jest
zaangazowana w apoptoze indukowana homocysteina,
oxyLDL czy koricowym produktem zaawansowanej glika-
cji[4,66,75]. Ponadto p38 MAPK zaangazowana jest w in-
dukowanym TNF-a procesie starzenia sie EPC [83].
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Rola monocytéw/makrofagéw w patogenezie

miazdzycy — udzial kinaz MAP

Osiadte w bionie wewnetrznej $ciany naczynia monocyty
podlegaja dziataniu M-CSF (macrophage colony-stimulating
factor), pod wptywem ktérego dochodzi do serii zmian, pro-
wadzacych do ich namnazania i przeksztatcania sie w aktyw-
ne makrofagi [33,49]. Pod wptywem M-CSF na powierzchni
makrofagdw pojawiajg sie receptory zmiatajace, ktérych
zadaniem jest usuwanie obcych antygenéw i ciatek apop-
totycznych. Za pomoca tych receptoréw makrofagi pochta-
niajg réwniez oxyLDL w procesie endocytozy. Ekspresja tych
receptordw nie jest zwrotnie regulowana tak, jak ekspresja
receptoréw dla LDL, co prowadzi do niekontrolowanej aku-
mulagji lipidéw i powstania tak charakterystycznych dla
miazdzycy komdrek piankowatych. Do receptoréw zaanga-
zowanych w formowanie komdrek piankowatych zaliczamy:
CD36, CD68, LOX-1 (lektin-type oxidized low-density lipo-
protein receptor), SR-A i SR-B. Pobrane w czasie endocytozy
oxyLDL przenoszone sg do lizosoméw, gdzie estry choleste-
rolu sg hydrolizowane do wolnego cholesterolu i kwaséw
ttuszczowych [78]. Wolny cholesterol przenoszony jest do
btony komérkowej, skad moze by¢ usuniety w procesie
transportu zwrotnego z udziatem HDL. Nadmiar wolnego
cholesterolu podlega estryfikacji z udziatem ACAT-1, co pro-
wadzi do masywnego nagromadzenia w cytoplazmie krope-
lek zawierajacych estry cholesterolu i triglicerydy. Komdrki
piankowate obecne w zmianie zaawansowanej majg wiek-
szy stosunek cholesterol wolny/cholesterol zestryfikowany
niz te obecne w pasmach ttuszczowych, co jest przyczyna
nasilenia apoptozy tych komérek i tym samym powstania
rdzenia nekrotycznego.

Wytapywanie oxyLDL czy innych patogenéw lub wydziela-
ne lokalnie cytokiny prowadza do aktywacji makrofagdw,
ktére wydzielaja wiele czynnikéw modulujacych przebieg
miazdzycy [21,33,35,43,49]. Sg zrédlem czynnikéw chemo-
taktycznych, takich jak: MCP-1 i IL-8. Zaktywowane makro-
fagi wydzielaja cytokiny zapalne, takie jak: IL-1, IL-6, IL-12
i TNF-a. IL-1 i TNF-a s3 gléwnymi mediatorami zapalenia
w miazdzycy, to cytokiny o plejotropowym dziataniu. Pro-
wadza m.in.do szeroko pojetej dysfunkcji srédbtonka, w tym
zwiekszaja przepuszczalno$é komdrek srédbtonka i stymu-
lujg ekspresje czasteczek adhezyjnych na ich powierzchni.
Wszystko to przyczynia sie do dalszej rekrutacji komérek
zapalnych w obreb ptytki miazdzycowej. Lokalne zapalenie
uruchamia systemowa odpowiedz zapalng, gtéwnie dzieki
IL-6, ktdra pobudza watrobe do syntezy biatek ostrej fazy,
w tym CRP [33,44]. CRP okazalo sie dobrym prognostykiem
wystgpienia w przysztosci incydentéw naczyniowo-serco-
wych. Takie makrofagi wydzielaja czynniki wzrostowe, kté-
re stymuluja migracje i proliferacje miesni gtadkich [49].
Zaktywowane makrofagi wydzielajg duze iloci RFT, kté-
rych gtéwnym Zrédlem jest oksydaza NADPH [35]. Nasile-
nie stresu oksydacyjnego w plytce miazdzycowej prowadzi
do zwiekszonego powstawania oxyLDL. Zaktywowane ma-
krofagi wydzielajg metaloproteinazy, ktére trawig sktado-
we tkanki facznej przyczyniajac sie do destabilizacji plytki
miazdzycowej [33,49]. Uwaza sie, ze toczace sie w zmianie
miazdzycowej zapalenie moze spowodowaé przejécie zmiany

stabilnej w zmiane predysponowang do pekniecia [33,36,43].
W pordwnaniu do stabilnej zmiany miazdzycowej, ptytka po-
datna na pekanie ma ekstremalnie cienka czapeczke, duzy
rdzeti nekrotyczny i duza liczbg komdrek zapalnych. Osta-
bienie pokrywy tacznotkankowej moze by¢ nastepstwem
zmniejszenia liczby sktadowych tkanki tacznej, a takze licz-
by komdérek miesni gtadkich. Za destrukcje wiékien kolage-
nowych odpowiedzialne sa metaloproteinazy wytwarzane
przez zaktywowane makrofagi. Mediatory zapalenia, takie
jak IL-1, TNF-q, a zwlaszcza interakcje CD40L/CD40, nasila-
ja ekspresje metaloproteinaz nie tylko w makrofagach, ale
takze w komdrkach §rédbtonka i miesni gladkich. Przyczyna
zmniejszenia liczby komérek mieéni gladkich moze by¢ ich
apoptoza, stymulowana m.in. przez makrofagi. Plytka po-
datna na pekanie charakteryzuje sie obecnoscia zwiekszonej
liczby komérek podlegajacych apoptozie, szczegdlnie ko-
mérek piankowatych i makrofagéw, co prowadzi do formo-
wania bogatego w lipidy rdzenia nekrotycznego. Pekniecie
plytki, ktdre jest najczestsza przyczyng wystapienia ostrych
powiktan klinicznych miazdzycy, powoduje szybkie formo-
wanie zakrzepu, ktéry zamyka $wiatto naczynia w wyniku
ekspozycji na duzg liczbe czynnika tkankowego, ktéry jest
wytwarzany przez zaktywowane makrofagi.

Kinazy MAP po$redniczg w wielu oméwionych wyzej me-
chanizmach promiazdzycowego funkcjonowania makro-
fagéw obecnych w plytce miazdzycowe;.

p38 MAPK zaangazowana jest w promowanie réznicowa-
nia monocytéw w makrofagi [41].

Udzial MAPK w powstawaniu komérek piankowatych
wykazano w wielu badaniach. Inkubacja mysich makro-
fagéw z oxy LDL prowadzita do aktywacji ERK1/2, p38
MAPK i JNK1/2 w ciagu 15 min [51]. Makrofagi pobrane
od myszy CD367 byty oporne na indukowang oxyLDL ak-
tywacje JNK1/2, ale nie aktywacje p38 MAPK i ERK. CD36
jest transbtonowym receptorem, ktéry taczy sie z Src lub
MEKK2 poprzez C-koricowy taricuch cytoplazmatyczny.
Zastosowanie inhibitora Src (AG1879) lub inhibitora JNK
(SP600125) hamowato tworzenie komérek piankowatych
indukowane oxyLDL, ale nie inhibitor ERK. Ponadto p38
MAPK i MKK6, ale nie ERK jest wymagane do stymulowanej
oxyLDL ekspresji CD36 [84]. W celu potwierdzenia roli JNK
w powstawaniu miazdzycy wykorzystano myszy transge-
niczne apE”/" JNK27/- i wykazano, ze po 14 tygodniach diety
wysokottuszczowej myszy pozbawione JNK byty oporne
na powstawanie miazdzycy [53]. Ponadto u myszy apE”,
ktérym podawano SP600125 stwierdzono duzo wolniejsze
powstawanie miazdzycy niz u myszy kontrolnych. Makro-
fagi pochodzace od myszy JNK2 7-apoE”- byty duzo stabiej
podatne na indukowane oxyLDL tworzenie komérek pian-
kowatych niz makrofagi pochodzace od myszy apE”". Na
podstawie dodatkowych badar autorzy postulujg, ze JNK2
fosforyluje cytoplazmatyczny koniec CD36 i tym samym
promuje tworzenie komérek piankowatych przez nasilenie
internalizacji CD36 i zwigzanych z nim oxyLDL.

Jedna z gtéwnych odpowiedzi komérki zaleznej od ak-
tywacji p38 jest wytarzanie i aktywacja mediatoréw za-

16



Bryk D. i wsp. — Kinazy aktywowane mitogenami i ich znaczenie w patogenezie miazdzycy

palenia. Aktywacja p38 prowadzi do ekspresji wielu ge-
néw, ktérych produkty sg zaangazowane w promowanie
zapalenia, takich jak TNF-q, IL-1f, IL-6 czy IL-8 [23,58].
Hamowanie p38 MAPK przez zastosowanie swoistych
inhibitoréw, wsrdd ktérych najbardziej poznanym jest
SB203580, hamuje wytwarzanie cytokin w monocytach/
makrofagach i neutrofilach. Znaczenie p38 MAPK w od-
powiedzi zapalnej zostato potwierdzone w badaniach in
vivo, gdzie oceniano wplyw SB203580 na te odpowied?
w wielu zwierzecych modelach doswiadczalnych. Wy-
kazano m.in., ze SB203580 zmniejsza stymulowane LPS
zwiekszone wytwarzanie TNF-a u szczuréw i myszy oraz
$miertelno$¢ u myszy poddanych dziataniu LPS. Rzeczy-
wiscie znaczenie p38 MAPK w odpowiedzi zapalnej jest
dobrze udokumentowane i dlatego wiele kompanii far-
maceutycznych podjeto préby produkcji selektywnych
inhibitoréw p38 MAPK jako lekéw w chorobach zapalnych
[30]. W badaniach przeprowadzonych u zdrowych ludzi,
ktérym podano LPS wykazano, ze BIRB 796 SB, inny se-
lektywny inhibitor p38 MAPK, hamowat aktywacje p38
MAPK w leukocytach, a takze wytwarzanie cytokin, takich
jak TNF-a, IL-6 1 IL-10 [5]. W opublikowanych ostatnio ba-
daniach przeprowadzonych u ludzi poddanych zabiegowi
przezskdrnej angioplastyki wykazano, ze podanie na 3 dni
przed zabiegiem innego inhibitora p38 MAPK (SB 681323)
zwigzane byto z 37% w 5 dniu i 40% w 28 dniu po zabiegu
redukcjg hsCRP, w poréwnaniu do grupy z placebo [59].

Ekspresja cytokin prozapalnych moze by¢ regulowana
przez p38 MAPK zaréwno na poziomie transkrypcji, jak
i translacji. Kilka czynnikéw transkrypcyjnych moze by¢
fosforylowane przez p38 MAPK lub nizej lezgce kinazy,
wlaczajac w to NF-kB. Jest to czynnik transkrypcyjny,
ktéry taczac sie z promotorami okre$lonych genéw sty-
muluje transkrypcje wielu mediatoréw odpowiedzi zapal-
nej i immunologicznej [69]. Najbardziej poznang postacia
NF-kB jest heterodimer zbudowany z podjednostek p65
i p50. W komérkach spoczynkowych zlokalizowany jest
w cytoplazmie w potgczeniu z biatkami inhibitorowymi
IkB. Po zadziataniu czynnika stymulujacego dochodzi do
fosforylacji miejsca krytycznego w czasteczce 1B, co in-
dukuje dysocjacje kompleksu IkB/NF-kB, a to pozwala na
translokacje heterodimeru p65/p50 do jadra, gdzie faczy
sie z promotorami okre$lonych genéw. Ponadto opty-
malna aktywacja NF-kB wigze sie z fosforylacja domeny
transaktywacyjnej w p65. Badania Wurmeulen i wsp. [72]
wykazaty, ze aktywowana przez p38 MAPK kinaza MSK1
fosforyluje p65 w pozycji Ser 276. Ponadto p38 MAPK fos-
foryluje histon 3, ktéry selektywnie wystepuje w regio-
nach promotorowych genéw odpowiedzialnych za eks-
presje cytokin i chemokin, co zwieksza dostepnosé tych
regiondw i tym samym nasila rekrutacje NF-kB.

Najwcze$niej i najbardziej poznanymi mechanizmami re-
gulujacymi synteze cytokin jest wptyw p38 MAPK na ob-
rébke potranskrypcyjna, w co zaangazowana jest gtéwnie
MK2 [57]. Myszy pozbawione genu dla MK2 syntetyzowa-
ty duzo mniejsze ilo$ci cytokin (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10
i IFN-y) w poréwnaniu do myszy typu dzikiego, natomiast
poziomy mRNA byty na podobnym poziomie. Mechanizm,

za pomoca ktérego p38 MAPK:MK2 regulujg synteze cyto-
kin moze by¢ zwiazany z fosforylacja biatek zwigzanych
z mRNA. Transkrypty wielu cytokin zawieraja na swoim
koricu 3’ sekwencje ARE (AU rich elements). Do tej se-
kwencji przytaczajg sie biatka, ktére reguluja stabilizacje
mRNA. Takim biatkiem moze by¢ tristetraprolina (TTP),
ktéra wptywa na szybka destabilizacje mRNA. Tristetra-
prolina jest substratem dla MK2. Ufosforylowany TTP
ulega dysocjacji z ARE co umozliwia biosynteze cytokin.

Aktywacja ERK1/2 i JNK réwniez reguluje synteze cytokin
prozapalnych poprzez wptyw na AP-1 [20,23]. Jak wspo-
mniano wcze$niej JNK fosforyluje c-Jun, co pozwala na
powstanie aktywnego AP-1. Rdwniez aktywne ERK1/2
fosforyluja c-Jun i c-Fos i tym samym aktywuja AP-1, ktéry
jest czynnikiem transkrypcyjnym regulujacym ekspresje
wielu cytokin [81].

Jednym z mechanizméw, za pomoca ktérych cytokiny
prozapalne nasilajg ekspresje metaloproteinaz jest szlak
sygnatowy zalezny od kinaz MAP, ktéry prowadzi do fos-
forylacji sktadowych AP-1[17].

Znaczenie limfocytow T w patogenezie miazdzycy

—rola kinaz MAP

W przewlekty proces zapalny, ktéry jest kluczowy dla pa-
togenezy miazdzycy zaangazowane sa nie tylko mechani-
zmy odpowiedzi nieswoistej, zalezne gléwnie od mono-
cytéw/makrofagéw, ale takze mechanizmy odpowiedzi
swoistej, ktdra jest pod kontrolg limfocytéw T [21,44,73].
Warto wspomnieé, ze makrofagi, jako komérki prezentu-
jace antygen, moga prezentowac obce antygeny limfocy-
tom T, stajac sie tacznikiem miedzy nieswoistg a swoista
odpowiedzig immunologiczna. Obecne w blaszce miaz-
dzycowej limfocyty T to CD4* (limfocyty pomocnicze)
i CD8* (limfocyty cytotoksyczne), przy czym dominuja
CD4'. W chwili zetkniecia sie limfocytéw T z komdrkami
prezentujacymi antygen, do ktérych zaliczamy makrofagi
i komérki dendrytyczne, dochodzi do uruchomienia me-
chanizméw swoistej odpowiedzi immunologicznej. Na-
stepuje wéwczas wigzanie antygendw, pocietych na mate
fragmenty, potaczonych z MHC klasy II na powierzchni
komérek prezentujacych antygen, przez receptory TCR,
obecne na powierzchni limfocytéw CD4". Do efektywnej
aktywacji limfocytéw T potrzebna jest ponadto kosty-
mulacja, czyli jednoczesne potaczenie odpowiednich bia-
tek na limfocytach i komérkach prezentujacych antygen.
Gléwnymi antygenami prezentowanymi limfocytom T
w miazdzycy sg oxyLDL i biatka szoku termicznego. In-
terakcje miedzy limfocytami T a komdrkami prezentu-
jacymi antygen moga prowadzi¢ do powstania réznych
podtypdéw limfocytédw. Limfocyty CD4* mogg sie réznico-
waé w Th1 lub Th2. Wéréd limfocytéw CD4*, ktére domi-
nuja w blaszce miazdzycowej, najwiecej jest limfocytéw
Thi, ktére odpowiedzialne sa za odpowiedZ komérkowa
i wydzielajg gtéwnie IFN-y i TNF-a. Sugeruje sie, ze od-
powiedz zalezna od Th1 nasila progresje miazdzycy. IL-12
jest najcze$ciej stwierdzana cytoking w ptytce miazdzyco-
wej, a badania przeprowadzone u myszy apo E7", ktérym
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podano IL-12 wykazaty, ze cytokina ta nasila miazdzyce.
Cytokina ta, wytwarzana gléwnie przez niektére komdor-
ki dendrytyczne, odgrywa gtéwna role w réznicowaniu
limfocytéw T w limfocyty Thl w miazdzycy. Silne dzia-
tanie proaterogenne ma réwniez IFN-y, ktéry jest silnym
aktywatorem makrofagéw [49]. Ponadto hamuje prolife-
racje i réznicowanie komdrek mieéni gladkich, hamuje
synteze kolagenu i stymuluje makrofagi do wydzielania
metaloproteinaz czym moze sie przyczyni¢ do destabili-
zacji ptytki miazdzycowej

Limfocyty T regulatorowe (Treg) sa to komérki CD4*C-
D25'FOXp3", ktdre sa odpowiedzialne za utrzymanie tole-
rancji i kontrole odpowiedzi immunologicznej [39,49,60].
FOXP3 jest swoistym czynnikiem transkrypcyjnym zaan-
gazowanym w supresorowe funkcje Treg. Powstajg albo
w grasicy albo w obwodowych narzadach limfatycznych.
Te powstate w grasicy sg to tzw. naturalne komérki Treg.
W obwodowych narzadach limfatycznych powstaja tzw. in-
dukowane Tre (iTreg) w chwili ,, kooperacji” z komérkami
prezentujacymi antygen poprzez konwersje naiwnych lub
efektorowych limfocytéw T. Te swoiste antygenowo Treg
hamuja efektorowe komérki T albo poprzez bezposrednie
interakcje komérka-komérka albo przez uwalnianie cyto-
kin, takich jak: IL-10 i TGF-P (transforming growth factor
B), cytokin o silnych wladciwosciach immunosupresyjnych.
Ponadto cytokiny te, wydzielane przez inne komdérki, in-
dukuja réznicowanie limfocytéw Treg. Myszy pozbawione
IL-10, u ktérych miazdzyca wywotana byta dieta chole-
sterolowg charakteryzowaly sie nasileniem powstawania
zmian miazdzycowych oraz zwiekszong infiltracjg komé-
rek efektorowych i nasilona ekspresja IFN-y [40]. Hamo-
wanie dziatania TGF-p poprzez zastosowanie przeciwcial
neutralizujgcych nasilato powstawanie miazdzycy u myszy
pozbawionych ApoE z towarzyszacym wzrostem monocy-
téw, limfocytéw i obnizong ilosciag wiékien kolagenu [38].
Liczba Treg obecnych w zmianie miazdzycowej jest duzo
mniejsza niz w innych tkankach objetych przewlektym
zapaleniem [60], co sugeruije, ze lokalne upo$ledzenie tole-
rancji w plytce miazdzycowej jest odpowiedzialne za nasi-
lenie zapalenia. Ateroprotekcyjne dziatanie tych komérek
wykazano w do$wiadczeniu przeprowadzonym u myszy
z hipercholesterolemig, ktérym usunieto Treg przez sty-
mulowanie ich apoptozy. Myszy te charakteryzowaly sie
nasileniem zmian miazdzycowych. Ponadto u pacjentéw
z ostrymi epizodami wiericowymi wystepowata zreduko-
wana liczba Treg i o ostabionej funkgji supresorowej [45].

Kinazy MAP wplywaja wielokierunkowo na limfocyty T.
Odgrywajg istotna role w regulacji dojrzewania tymocy-
téw w grasicy oraz w negatywnej i pozytywnej ich selek-
cji[2,15,54]. Zaangazowane sg w aktywacje CD41CD8, ich
adhezje chemotaksje i funkcje efektorowe.

Kinaza p38 MAPK zaangazowana jest w réznicowanie sie
naiwnych CD4* w komérki efektorowe [10,13]. Z badai
przeprowadzonych na myszach genetycznie modyfikowa-
nych, jak i zbadar z zastosowanie inhibitoréw p38MAPK
wynika, ze kinaza ta odgrywa istotng role w regulacji
syntezy IFN-y i w procesie réznicowania naiwnych CD4*

w kierunku Th1, natomiast wydaje sie mniej istotna dla
syntezy IL-4 i réznicowania w kierunku Th2.

Zaobserwowano kilka drég aktywacji p38MAPK w lim-
focytach T. Najbardziej poznana jest droga klasyczna
poprzez kinazy MAPK i MAPKK. Innymi alternatywny-
mi drogami, zaobserwowanymi jedynie w limfocytach
T, jest droga zalezna od polaczenia z receptorem TCR.
Sygnat pochodzacy z receptoréw prowadzi do fosforyla-
cji ZYAP70, ktéra bezposrednio aktywuje p38MAPK. Jak
dotychczas korzystne dziatanie inhibitoréw p38 wykaza-
no jedynie w odniesieniu do reumatoidalnego zapalenia
stawéw. Nie ma badan oceniajacych wptyw tej kinazy na
zalezna od limfocytéw CD4" odpowiedZ immunologiczng
w miazdzycy. Jak pisza Dodeller i wsp. [13] zastosowanie
réznych nowych inhibitorédw p 38 MAPK zwigzane byto
z obnizeniem CRP u pacjentédw ostrymi objawami choroby
niedokrwiennej serca.

Ekspresja JNK1 i JNK2 w naiwnych limfocytach CD4 jest
minimalna, a ulega podwyzszeniu w nastepstwie pota-
czenia antygenu z receptorem TCR i pod wpltywem cy-
tokin [54].

Podczas aktywacji limfocytéw CD4* dochodzi do aktywa-
cji JNK1 i JNK2 i sg one zaangazowane w réznicowanie
w Th11iTh2. Ekspresja tych kinaz jest duzo wyzsza w tych
komérkach niz w naiwnych CD4". Podczas restymulacji
gwaltownie wzrosta aktywno$ci JNK jedynie w limfocy-
tach Th1, co sugeruje, ze JNK moze mie¢ istotne znacze-
nie w indukcji odpowiedzi Th1. Myszy pozbawione JNK1
wykazywaty brak zréznicowania w kierunku Th1 z na-
silong odpowiedzig Th2. U myszy pozbawionych JNK2
réznicowanie w kierunku Th2 i wytwarzanie IL-4 byly
prawidtowe, natomiast upo$ledzone bylo réznicowanie
w kierunku Thi.

Udziat kinaz MAP, tak jak i mechanizmy prowadzace do
powstawania komérek Treg, nie jest do korica wyjasnio-
ny. Z dotychczasowych badari wynika, ze w iTreg aktyw-
no$¢ ERK1/2 i JNK1 jest zredukowana [1]. Natomiast ak-
tywno$¢ p38 MAPK jest nawet wyzsza niz w komérkach
efektorowych. Ponadto aktywno$¢ MAPKAP-K 3, ktére sa
substratami dla p 38 MAPK jest réwniez podwyzszona.
Hamowanie aktywno$ci p38 MAPK podczas restymulacji
powodowato utrate regulatorowych funkcji iTreg. Koku-
latrura komérek efektorowych z iTreg poddanych dziata-
niu SB203580 przywracata zdolno$¢ do wytwarzania IL-2
i IFN-y przez komdrki efektorowe.

Z badar przeprowadzonych na myszach JNK17/JNK27/- wy-
nika, ze JNK hamuje ekspresje genu dla TGF-B co wska-
zuje, ze kinaza ta w sposéb negatywny reguluje funkcje
supresorowe Treg [71].

Opublikowane ostatnio badania sugeruja, ze szlaki sy-
gnalizacyjne zalezne od kinaz MAP w sposéb negatywny
regulujag stymulowane TGF-B réznicowanie komérek T
[7]. Wykazano, ze u myszy pozbawionych kinaz MAP3K
i MAP2K wystepuje zwiekszona akumulacja limfocytéw
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Treg w poréwnaniu do myszy kontrolnych. Ponadto na-
iwne CD4" pochodzace od tych myszy okazaly sie bardziej
podatne na stymulowane TGF-P réznicowanie w kierunku
Treg, jak réwniez na stymulowane tym czynnikiem hamo-
wanie réznicowania w kierunku Th1. Autorzy sugeruja,
ze jest to wynikiem braku aktywacji kinaz ERK, co skut-
kuje uposledzeniem fosforylacji SMAD2 i SMAD3. Kla-
syczna droga aktywacji w nastepstwie potaczenia TGF-
ze swoim receptorem zwigzana jest z fosforylacja SMAD2
i SMAD3, co prowadzi do potaczenia z SMADA4. Taki kom-
pleks przechodzi do jadra i posredniczy w transkrypcji
okreslonych genéw w tym FOXP3. SMAD moga by¢ fos-
foryzowane w tzw. linker region przez kinazy ERK, wy-
wolujac zahamowanie fosforylacji SMAD2/3 i tym samym
zahamowanie sygnatu zaleznego od TGF-P. Tak wiec za-
hamowanie fosforylacji w nastepstwie braku MEKK2/3
skutkuje nasileniem sygnatu zaleznego od TGF-f i tym
samym zwiekszeniem réznicowania w kierunku Treg.
W innych badaniach wykazano, ze zahamowanie szlaku
ERK w naiwnych limfocytach CD4* poddanych silnej sty-
mulacji TCR w obecno$ci TGF- prowadzi do zwiekszenia
ilo$ci limfocytéw Treg [18].

Wplyw kinaz MAP na migracje i proliferacje
komoérek migsni gladkich

Komérki miesni gtadkich odgrywaja istotng role w pa-
togenezie miazdzycy [62]. Pod wptywem wydzielanych
lokalnie czynnikéw wzrostowych, gtéwnie PDGF, czy
mediatordw zapalenia, ktérych gtéwnym Zrédtem sa
zaktywowane makrofagi, obecne w btonie srodkowej
komérki mie$ni gtadkich zmieniaja swdj fenotyp z kurcz-
liwego na syntetyzujacy. Podczas formowania zmiany
miazdzycowej tak zmienione komdrki mieéni gtadkich
migruja z blony §rodkowej do btony wewnetrznej, gdzie
proliferuja i syntetyzuja sktadowe tkanki tacznej. Dzieki
dziataniu obecnych w btonie wewnetrznej komérek mie-
$ni gtadkich dochodzi najpierw do powstania wtéknistej
czapeczki pokrywajgcej zmiane miazdzycowa, a nastep-
nie do przebudowy $ciany naczynia, prowadzacej do jej
zwezenia i w rezultacie do uposledzenia doptywu krwi
do tkanek.

Sugeruje sie, ze za réznicowanie sie komdrek mie-
$ni gtadkich odpowiedzialny jest szlak PI3-K/AKT [47].
Natomiast oméwiony wczedniej szlak sygnalizacyjny
Ras—Raf—=MEK—ERK jest gtéwnym szlakiem odpowie-
dzialnym za ich migracje i proliferacje. Pod wptywem
Ang 11 trombiny czy ET-1 dochodzi do aktywacji biatka
Rho, ktére indukuje migracje komérek miesni gtadkich
poprzez aktywacje MEK4, ktéra aktywuje JNK. W do-
$wiadczeniach przeprowadzonych na szczurach wyka-
zano, ze balonowe uszkodzenie tetnicy szyjnej prowadzi
do gwattownej aktywacji ERK1/2, p38 MAPK i JNK [24,32].
W innym modelu uszkodzenia tetnicy wykazano, ze ha-
mowanie ERK i p38 MAPK zmniejszato hiperplazje btony
wewnetrznej [85]. W celu zbadania roli kaskady MAPK
w formowaniu neointimy stworzono myszy pozbawione
Gbr2, ktérym uszkodzono tetnice szyjne. W 3 tygodnie po
uszkodzeniu oceniono formowanie neointimy i aktywacji

drég sygnatowych [82]. Myszy te byty oporne na induko-
wane uszkodzeniem tworzenie neointimy z towarzysza-
cym drastycznym zmniejszeniem liczby komdrek miesni
gtadkich. Dodatkowo stwierdzono zmniejszenie aktywacji
ERK, JNK i p38 MAPK.

CzY HAMOWANIE AKTYWNOSCI KINAZ MAP MOZE BYC W PRZYSZLOSCI
JEDNA Z METOD TERAPEUTYCZNYCH W PROFILAKTYCE | LECZENIU
CHOROB, KTORYCH PODLOZEM JEST MIAZDZYCA

Jak wynika z przedstawionych danych kaskada kinaz
MAPK odgrywa istotna role w patogenezie miazdzy-
cy. Potwierdzajg to réwniez wyniki badan in vivo. Jak
wspomniano wcze$niej MK2 jest jednym z substratéw
p 38 MAPK. Wykorzystujac zwierzecy model do§wiad-
czalny miazdzycy, tzn. myszy pozbawione receptora dla
LDL (LDL7") obecno$é aktywnej postaci MK2 (ufosfory-
lowana MK2) stwierdzano gtéwnie w wycinkach aorty
objetych zmiana miazdzycowa [25]. Usuniecie genu
MK2 (LDL”-/MK27") zwigzane byto z istotnie statystycz-
nym zmniejszeniem akumulacji lipidéw i makrofagéw
w obrebie aorty w 8 i 16 dniu diety aterogennej w po-
réwnaniu do myszy majacej ten gen, pomimo wzro-
stu osoczowych stezeni liproprotein. Usuniecie MK2
zwigzane byto réwniez z redukcjg indukowanego dieta
tworzenia komérek piankowatych i zmniejszeniem eks-
presji receptora wymiatajacego typu A. Ponadto u myszy
LDL7/”/MK27/- stwierdzono zmniejszona ekspresje VCAM-
11 MCP-1 w wycinkach z aorty. W innych badaniach
wykonanych na szczurach predysponowanych do nadci-
$nienia (SHR-SP) wykazano, ze zastosowanie GSK-AHAB
(inhibitor kinazy p38 MAPK) prowadzi w sposéb istotny
statystycznie i zalezny od dawki do poprawy przezywal-
nosci, relaksacji naczyt i funkcji nerek [74]. Ponadto za-
stosowanie tego inhibitora zwigzane byto z ostabieniem
dyslipidemii, nadci$nienia, przebudowy serca, osoczowej
aktywnosci reniny i obnizeniem stezenia IL-1. Badania
Seegera i wsp. [64] wykazaly, Ze zastosowanie SB203580
(inhibitor p38 MAPK) u myszy ApoE”" istotnie zwieksza
liczbe komérek angiogennych z jednoczesnym zmniej-
szeniem liczby komérek zapalnych. Ponadto podawa-
nie SB203580 przez 4 miesigce zwigzane byto z redukcja
wielko$ci zmiany miazdzycowej o 51%.

Co ciekawe, wiele lekéw stosowanych w leczeniu choréb
naczyniowo-sercowych ma modulujacy wptyw na aktyw-
no$¢ kinaz MAP. W badaniach in vitro przeprowadzonych
na EPC wykazano, ze atorwastatyna redukuje indukowang
homocysteing aktywacje p38 MAPK z jednoczesnym zaha-
mowaniem apoptozy tych komdrek [4]. Czterotygodniowa
terapia atorwastatyna u pacjentéw z tetniakiem aorty
brzusznej prowadzita do istotnej redukeji ekspresji JNK
w wycinkach uzyskanych po zabiegu usuniecia fragmen-
tu aorty i wszczepieniu protezy, z jednoczesnym zmniej-
szeniem liczby komdrek dendrytycznych limfocytéw T
i makrofagdw [26]. Rosuwastatyna zastosowana u myszy
podatnych na cukrzyce przez 6 tygodni prowadzita do re-
dukgji ekspresji Rac 1, ERK1/2 i p38 MAPK w wycinkach
aorty [67]. Réwniez olmesartan, lek stosowany w nadci-
$nieniu, hamowat indukowang angiotensyng Il aktywacje
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ERK1/2 i JNK w komérkach mie$ni gtadkich, co zwigzane
bylo z ostabieniem ich migracji [31].

Przedstawione wyniki sugeruja, ze ingerencja w szlaki
sygnalizacyjne zalezne od kinaz MAP moze by¢ atrakcyj-
nym celem w opracowywaniu nowych strategii terapeu-
tycznych w leczeniu chordb naczyniowo-sercowych. Pa-
mietaé jednak nalezy, o czym wspomniano wczesniej, ze

PismiennicTwo

poszczegdlne kinazy aktywuja wiele nizej lezacych drég
sygnatowych i czynnikéw transkrypcyjnych, a takze, ze
moga fosforylowaé nieswoiste substraty, co wywoluje
wiele réznorodnych dziatani biologicznych, trudnych do
przewidzenia. Tak wiec planowanie badafh majacych na
celu wykazanie, ze hamowanie aktywnosci kinaz MAP
moze mieé dzialanie antymiazdzycowe, wymaga duzej
ostroznosci.
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