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Abstract

Existing antiplatelet therapies are frequently associated with a risk of bleeding, while
on the other hand, some patients respond insufficiently to the antiplatelet treatment. Large
inter-individual variation in platelet response to endogenous agonists and pharmacological
agents, including resistance to antiplatelet therapy, prompts a search for novel platelet
inhibitors and development of new antithrombotic strategies. Recently, a dual experimental
strategy for lowering platelet activity has been proposed that involves a low-dose inhibition
of P2Y, receptor with a simultaneous activation of adenosine receptors (AR). This novel
approach could result in the sufficient rate of platelet inhibition while minimizing the
adverse effects.

Blood platelets express two (A,; and A,,) of the four known AR subtypes. Activation
of these receptors results in an enhanced intracellular cAMP level and leads to the inhibition
of platelet aggregation. This work aims to provide the proof of concept for a supporting role
of AR agonists in P2Y,-based antiplatelet therapy.

| tested the antiplatelet potential of AR agonists in combination with the standard
strategy of antagonizing P2Y;, receptor with inhibitors currently in clinical use (cangrelor
and prasugrel metabolite R-138727, prasugrel being a pro-drug). Various hallmarks of
platelet activation were monitored to assess the effects of AR agonists on platelet function
with the use of platelet aggregation assays, flow cytometry, cAMP measurements, and
under flow clot formation studies with the use of whole blood or isolated platelets obtained
from healthy volunteers.

| evaluated in vitro the effects of three AR agonists: regadenoson, LUF5835 and NECA,
of varying selectivity for platelet adenosine receptors. The major finding was the conclusion
that AR agonists while much less effective under static conditions than P2Y;, antagonists,
demonstrated similar antiplatelet activity under flow mimicking the physiological
environment. AR agonists significantly improved the antiplatelet effect of P2Y;, antagonists,
regardless of their selectivity profiles and antiplatelet activities. Moreover, inhibitory effects
in combination with P2Yy, antagonists were similar in high- and low-responders to P2Yy,
inhibitors, indicating that a combination of such antiplatelet agents represents a promise
of overcoming the drug resistance problem and offers hope of a more predictable and

stable antiplatelet intervention in the population.



A broad panel of AR agonists (PSB0777, CGS21680, MRE0O094, 2-chloroadenosine,
CV1808, HE-NECA, NECA, regadenoson, and UK423,097) in combinations with P2Yq,
receptor inhibitors has been investigated providing a methodologically consistent report of
their respective effects on multiple stages of platelet function (platelet viability, P-selectin
expression, GPllb-Illa activation, fibrinogen binding, calcium ion mobilization, VASP-P level,
and cAMP formation). | found that the antiplatelet effect potentiation in the combined
system is a robust phenomenon across all the tested methods. It was also established that
the methods assessing early activation events are better suited to assess the antiplatelet
action in a case of the proposed treatment, as the most sensitive markers among the tested
ones were calcium mobilization and cAMP level measurements.

In conclusion, a strategy focused on a purinergic pathway and involving a suboptimal
inhibition of classical purinergic ADP receptors (P2Y) with a simultaneous activation
of adenosine receptors presents a novel, promising approach to prevent thrombotic events

of improved safety and efficacy.



Streszczenie

Obecnie stosowane leczenie przeciwptytkowe czesto wigze sie z ryzykiem krwawienia,
z drugiej strony znaczna grupa pacjentéw odpowiada na terapie w niewystarczajgcym
stopniu. Duza zmiennos$¢ osobnicza w odpowiedzi ptytek krwi na agonistow i stosowane leki
przeciwptytkowe, w tym opornos$é na terapie przeciwptytkowg obserwowana w niektorych
grupach pacjentow sktaniajg do poszukiwan nowych inhibitorow aktywacji ptytek krwi i/lub
nowych strategii terapeutycznych. Niedawno postawiona przez naszg grupe badawcza
hipoteza sugeruje, ze skojarzona terapia eksperymentalna za pomocg agonistéw receptorow
adenozynowych (AR) i antagonistéow receptora P2Y;, moze skutkowac wystarczajgcym
hamowaniem funkcji ptytek krwi przy jednoczesnym zminimalizowaniu skutkéw ubocznych.

Ptytki krwi wykazujg ekspresje dwoéch (A, i Ayp) z czterech znanych podtypéw AR.
Aktywacja tych receptoréw skutkuje wzrostem wewngtrzkomdrkowego stezenia cAMP
| prowadzi do zahamowania aktywacji i agregacji ptytek krwi. Celem ponizszej pracy jest
udowodnienie stusznosci koncepcji wspierajgcej roli agonistéow AR w eksperymentalnej
terapii przeciwptytkowej opartej na jednoczesnej aktywacji AR i inhibicji receptora P2Y ;.

Potencjat przeciwptytkowy agonistow AR w potgczeniu z klasyczng strategia
blokowania receptora P2Y;, wspodfczesnie stosowanymi inhibitorami (kangrelor i metabolit
R-138727 prasugrelu (prasugrel jest prolekiem)) zostat zbadany korzystajgc z szeregu
klasycznych metod biochemicznych i metod specyficznych dla oznaczania funkcji ptytek
krewi. Oznaczono wptyw agonistéw AR na funkcje ptytek krwi z wykorzystaniem testéw
agregometrycznych, cytometrii przeptywowej, testu ELISA oraz badan tworzenia skrzepow w
warunkach przeptywu, z uzyciem petnej krwi lub izolowanych ptytek krwi pobranych
od zdrowych ochotnikow.

Ocenitam dziatanie przeciwptytkowe trzech agonistow AR: regadenozonu, LUF5835
i NECA, o rdznej selektywnosci w stosunku do ptytkowych receptoréw adenozynowych.
Wykazatam, ze agonisci AR pomimo, ze dziatajg znacznie mniej skutecznie w warunkach
statycznych niz antagonisci P2Yy,, wykazujg podobng aktywnos¢ przeciwptytkowg
w srodowisku przeptywu nasladujgcym warunki fizjologiczne. Agonisci AR znaczgco nasilali
dziatanie przeciwptytkowe antagonistow P2Yy,, niezaleznie od ich profilu selektywnosci
i aktywnosci przeciwptytkowej. Co wiecej, dziatanie hamujgce w potgczeniu z antagonistami

P2Y1, osiggneto pordwnywalny poziom u pacjentdw u ktérych obserwowano silng i stabszg



odpowiedzZ na inhibitory P2Y,, co wskazuje, ze takie pofgczenie lekow przeciwptytkowych
moze przyczynic sie do przezwyciezenia problemu lekoopornosci i daje nadzieje na bardziej
przewidywalng i stabilng interwencje przeciwptytkows.

Przebadatam szeroki panel agonistow AR (PSB0777, CGS21680, MRE0094,
2-chloroadenozyna, CV1808, HE-NECA, NECA, regadenoson i UK423,097) w pofaczeniu
z inhibitorami receptora P2Y;,, koncentrujac sie na ich wptywie na rézne parametry funkcji
ptytek krwi (zywotno$¢ ptytek, ekspresja P-selektyny, aktywacja GPllb-llla, wigzanie
fibrynogenu, mobilizacja jondw wapnia, poziom VASP-P i tworzenie cAMP). Dowiodtam,
ze wzrost efektu przeciwptytkowego w modelu skojarzonym jest zjawiskiem zachodzgcym
na wszystkich testowanych poziomach aktywacji ptytki. Ustalitam rdéwniez, ze metody
badania wczesnych epizodéw aktywacji ptytek sg bardziej odpowiednie do oceny dziatania
przeciwptytkowego w przypadku proponowanej interwencji, gdyz najbardziej czutymi
markerami sposréd badanych byty pomiary mobilizacji wapnia i stezenia cAMP.

Podsumowujgc, strategia przeciwptytkowa skoncentrowana na szlaku purynergicznym
i polegajgca na suboptymalnym hamowaniu receptora ADP (P2Y4,) z jednoczesng aktywacja
receptorow adenozynowych stanowi nowe, obiecujgce podejscie do zapobiegania

zdarzeniom zakrzepowym, o zwiekszonym bezpieczenstwie i skutecznosci.



