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Proces krzepnigcia krwi polega na przeprowadzeniu krwi z fazy ptynnej w forme
zakrzepu. Biora w nim udziat liczne biatka o charakterze enzymow aktywowanych
w reakcjach ograniczonej proteolizy w ukladzie zewnatrz- i wewnatrzpochodnym
(1, 2, 3). Oba te szlaki przebiegaja oddzielnie pozostajac jednak w $cistej zaleznosci
w przypadku uszkodzenia i regeneracji naczynia. Biatka generowane w procesie
hemostazy koordynuja stabilizacjg skrzepu, wzrost komoérek srédbtonka oraz proces
naprawy tkanek. Sci$le zwiazanym ze szlakiem krzepniecia jest proces angiogenezy,
ktory jest odpowiedzialny za powstawanie nowych naczyn krwiono$nych z juz ist-
niejacych. Ukryte biatka antyangiogenne (criptic antiangiogenic proteins) powstaja-
ce w procesie koagulacji i fibrynolizy sa regulatorami uktadu angiogenezy. Dome-
na 5 wysokoczasteczkowego kininogenu (HMWK), fragmenty protrombiny 1 i 2,
antyangiogenna antytrombina III, wywieraja antagonistyczne dziatanie wzgledem
proangiogennych czynnikow ptytkowych, trombiny i fibryny. Fibrynoliza i angio-
geneza moga by¢ inicjowane przez urokinazowy (uPA) i tkankowy (tPA) aktywator
plazminogenu lub ich receptory oraz przez metaloproteazg -1 (MMP-1) (ryc. 1).

Podstawe wytworzonego skrzepu stanowi fibryna powstajaca z fibrynogenu
wskutek prokoagulacyjnej aktywnosci trombiny [EC 3.4.4.13]. W warunkach in
vivo kaskada krzepnigcia jest zapoczatkowana poprzez uszkodzenie tkanki, uwol-
niony czynnik tkankowy (TF) i odstonigcie kolagenu obecnego w macierzy §rod-
btonka oraz aktywacje czynnika VII (FVIla) na torze zewnatrzpochodnym. Czynnik
tkankowy jest glikoproteina odgrywajaca decydujaca role w procesie krzepnigcia,
tworzaca kompleks z czynnikiem VIlIa (TF/VIIa).W obecnosci jondw wapnia i fo-
sfolipidow, ktore aktywuja czynniki IX i X dochodzi do wytworzenia kompleksu
TF-IX — F VlIa, ktérego dziatanie jest hamowane przez inhibitor czynnika tkanko-
wego (tissue factor pathway inhibitor, TFPI). Od wytworzonego kompleksu czynni-
ka tkankowego i czynnika VII jest rowniez uzalezniona aktywacja czynnika X.
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Ryc. 1. Ukryte antyangiogenne fragmenty pochodzace z uktadu krzepnigcia i fibrynolizy: domena 5
HMWK, antyangiogenna AT 111, fragmenty 1,2 protrombiny, PAI-1, a2 antyplazmina, a2 makroglobulina,
angiostatyna (3).

HMWK - wysokoczasteczkowy kininogen, C1 INH — inhibitor esterazowy C1, TF — czynnik tkankowy,
TFPI — inhibitor czynnika tkankowego, TPA — tkankowy aktywator plazminogenu, uPA — urokinazowy
aktywator plazminogenu, PAI — inhibitor aktywatora plazminogenu, ATIII — antytrombina III, PAI — inhi-
bitor aktywatora plazminogenu.

Fig. 1. Criptic — antiangiogenic fragments derived from coagulation and fibrinolytic systems: domena
5 of HMWK, antiangiogenic antithrombin III, prothrombin fragments 1,2, PAI-1 inhibitor plasminogen
activatorl, o2 antiplasmin, a2 macroglobulin, angiotensin (3).

HMWK - high molecular weight kininogen, C1-INH factor — 1 esterase inhibitor, TF — tissue factor,
TFPI - tissue factor pathway inhibitor, TPA — tissue plasminogen activator, uPA — urokinase plasminogen
activator, PAI — inhibitor plasminogen activator.

W uktadzie wewnatrzpochodnym do aktywacji czynnika XII niezbgdny jest wy-
sokoczasteczkowy kininogen (HMWK) oraz aktywna prekalikreina (kalikreina).
W obecnosci HMWK 1 kalikreinny przy udziale fosfolipidow plytkowych i jonow
wapnia zaktywowany zostaje rowniez czynnik IX do IXa. Na powierzchni ptytek
przy udziale czynnika IXa dochodzi do aktywacji czynnika VIII (VIIIa). Oba te
czynniki w potaczeniu z fosfolipidami przy udziale joné6w wapnia aktywuja czynnik
X do Xa, ktory w obecnosci czynnika Va przeksztatca protrombing w trombing, wie-
lofunkcyjny enzym odpowiedzialny za konwersjg fibrynogenu w fibryng (4, 5).

Zasadniczym biatkiem w procesie hemostazy jest fibrynogen, ktorego masa cza-
steczkowa wynosi 340 kDa. Jest to glikoproteina sktadajaca si¢ z 3 par tancuchow
polipeptydowych potaczonych przez 29 mostkow disiarczkowych (6). Czasteczka
fibrynogenu o df. 45 nm obejmuje trzy globularne domeny potaczone a helikal-
nym wiazaniem. Struktura i funkcja fibrynogenu zalezy od obecnosci jondw wap-
nia o wysokim i niskim powinowactwie wiazania z biatkiem. Odszczepienie przez
trombine od czasteczki fibrynogenu dwoch fibrynopeptydéw A i B zlokalizowanych
w N-koncowej czgsci tancuchow Aa 1 Bf przez trombing powoduje przeksztatcenie
rozpuszczalnego fibrynogenu w nierozpuszczalne monomery fibrynowe, a nastgpnie
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w protofibryle. W wyniku bocznych potaczen poszczegolnych podjednostek docho-
dzi do wytworzenia trojwymiarowej sieci skrzepu fibrynowego, niezbgdnego w pro-
cesie hemostazy. Ostatecznie transglutaminaza (czynnik XIIla), katalizuje wytwo-
rzenie specyficznych wiazan ¢ (y-glutamyl-lizynowych) migdzy glutaming i lizyna
tworzac w ten sposob dodatkowe izopeptydowe polaczenia pomigdzy tancuchami
y 1 a monomerow. Dochodzi do stabilizacji skrzepu, czyniac go jednocze$nie opor-
nym na czynniki chemiczne, mechaniczne oraz na dziatanie enzymow proteolitycz-
nych. Fibrynogen posiada rowniez w swojej budowie specyficzne miejsca wigzania
dla fibronektyny, albuminy, trombospondyny, czynnika von Willebranda (VWF), fi-
buliny oraz czynnikéw angiogennych — zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow
(bFGF), czynnika wzrostu $rédbtonka (VEGF), interleukin. Na powierzchni pty-
tek krwi przy udziale fibrynogenu dochodzi do wiazania integryny a,f; 1 tworzenia
mostkéw niezbednych w procesie ich agregacji.

Z pismiennictwa wynika, ze istnieje $cista zalezno$¢ pomigdzy wystgpowaniem
choroby nowotworowej a powiktaniami zakrzepowo-zatorowymi (7, 8, 9, 10). Oka-
zuje si¢, ze wzrost guza jest $cisle zwiazany z aktywnoS$cia specyficznych bialek
zaangazowanych w proces neoangiogenezy, aktywnoscia koagulacyjna uktadu od-
pornosciowego oraz ekspresja genow.

Aktywacja krzepnigcia krwi stanowi integralny mechanizm rozwoju nowotwo-
row 1 przerzutéw (11, 12). W wielu guzach nowotworowych (rak jelita grubego,
piersi) zaobserwowano zwigkszong gestos¢ naczyn krwionos$nych i nabycie wihasci-
wosci angiogennych, tzw. fenotypu angiogennego, ktory koreluje z postgpem cho-
roby. Taka aktywacje uktadu krzepnigcia krwi oraz zmiany w strukturze fibryny
moga powodowa¢ migdzy innymi metale ci¢zkie uznane jako szczegolne czynniki
kancerogenne (13, 14, 15). Dotyczy to réwniez czynnikow Srodowiskowych (16),
rtgci metalicznej i jej zwiazkoéw (17, 18).

Angiogeneza jest procesem tworzenia si¢ nowych naczyn krwionosnych z istnie-
jacych juz drobnych naczyn wlosowatych obejmujacym proteolizg blony podstaw-
nej naczyn krwionosnych, pobudzenie komorek srodbtonka do proliferacji, migra-
cj¢ i dojrzewanie naczyn (19, 20). Nowopowstale naczynia dostarczaja sktadnikow
odzywczych i tlenu komorkom guza, a przez syntezg licznych czynnikéw wzrostu
1 biatek macierzy migdzykomoérkowej przez komorki srodbtonka stymuluja komor-
ki nowotworowe. Powiktania zakrzepowo- zatorowe wystgpuja w kazdym stadium
zaawansowania choroby nowotworowej. Ich wystegpowanie moze o kilka lat wy-
przedzaé rozpoznanie choroby nowotworowej lub moga si¢ one pojawiaé¢ w trakcie
jej trwania. Czynniki uktadu krzepnigcia zaréwno fibrynogen i fibryna sprzyjaja po-
wstawaniu nowych naczyn w obrgbie wytworzonego guza (21, 22, 23). Wytworzona
w procesie krzepnigcia fibryna stanowi w angiogenezie wazny czynnik proangio-
genny o plejotropowym dziataniu (ryc. 2).

Fibryna posiada zdolno$¢ wiazania angiogennych czynnikow wzrostu migdzy
innymi zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow (bFGF), markera procesow an-
giogenezy nowotworowej. Identyfikacja miejsc wigzania czynnikow angiogennych
w fibrynie, badanie stopnia oraz kinetyki ich uwalniania z biatka moze stanowic¢
podstawe do poszukiwania nowych potencjalnych lekéw anty- i pro-angiogennych.
Przyktadem tego typu zwiazkéw sa pochodne chromonu i kumaryny, ktéore maja
wplyw na tworzenie wigzania miedzy fibryna i zasadowym czynnikiem wzrostu fi-
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broblastow (bFGF) w procesie jej polimeryzacji (24, 25). Wplywaja one w zalez-
nosci od stgzenia i struktury zwiazku na biosyntezg¢ bFGF i jego receptora (FGFR1)
w hodowlach komoérkowych.
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Ryec. 2. Udzial fibrynogenu i fibryny w procesie angiogenezy (8).

bFGF — zasadowy czynnik wzrostu, TF — czynnik tkankowy, IL — 8 interleukina 8, FDP — produkty de-
gradacji plazminowej fibrynogenu, PA — aktywator plazminogenu , alfa 2MG — alfa2 makroglobulina,
alfa2 AP — alfa2 antyplazmina

Fig. 2. Participation of fibrinogen and fibrin in angiogenesis process (8).
bFGF — basic growth factor, TF — tissue factor, IL-8 intereukine 8, FDP — fibrinogen degradation products,
PA — plasminogen activator, alfa2 MG — alfa 2 macroglobulin, alfa2 AP- alfa 2 antyplasmin

Fibryna stanowi szkielet dla migrujacych komorek $rédbtonka naczyn oraz for-
mowania nowych kapilar, ochrania wytworzony czop ptytkowy oraz jest zrodtem
uwalnianych $rodblonkowych czynnikow wzrostu (3). Posredniczy w adhezji ko-
morek $rodbtonka i rozprzestrzenianiu integryn avf3 wiazacych sig¢ do sekwencji
RGD w pozycji 252-254 oraz 572—574 tancucha a. Podobnie fibrynogen aczac si¢
z tymi integrynami do sekwencji 572—-574 tancucha o staje si¢ odpowiedzialny za
przekazywanie komoérkom $rodbtonka tzw. sygnatéw przezycia. W procesie two-
rzenia fibryny usieciowanej bierze udzial czynnik stabilizujacy fibryng (FSF, cz.
XlIlIIa), ktoéry jest ligandem dla antyapoptotycznej integryny avp; (7, 23) Czynnik
XIII a wykazuje aktywno$¢ proangiogenna, zwiazana z obnizeniem stg¢zenia trom-
bospondyny (TSP-1), stymuluje wzrost komoérek s§rodbtonka, ich migracje oraz jest
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inhibitorem procesu apoptozy (26). Jest on niezb¢dny w procesie angio- i wasku-
logenezy wspomagajac implantacje zarodka, remodeling tkanek i ich regeneracjg.
Czynnik stabilizujacy fibryng wykazuje swoje proangiogenne dziatanie poprzez ka-
talizowanie dodatkowych wytwarzanych wigzan migdzy integrynami alfa(v)beta3
1 VEGFR2 (receptor 2 srodbtonkowego czynnika wzrostu), nasila fosforyzacje tyro-
zyny zwigksza aktywnos¢ regulacyjna biatek c-Jun i Egr-1 oraz obniza biosyntezg
trombospondyny (TSP-1) regulowana przez c-Jun (27).

Fibryna pobudza ekspresje¢ czynnika tkankowego, proangiogennej interleukiny
8 (IL-8), utatwia aktywacje¢ wielu czynnikéw angiogennych VEGF, bFGF, IGF-
1, TGF-betal. W procesie tworzenia fibryny z czasteczki fibrynogenu z N-konca
fancuchow Aa 1 Bf odszczepiane sa fibrynopeptydy A i B. Po odszczepieniu fi-
brynopeptydu B odstonigta zostaje sekwencja tancucha f15-42 w czasteczce fibry-
ny odpowiedzialna za wiazanie z czynnikami wzrostu bFGF i VEGF, za wiazanie
heparyny, zwigkszenie proliferacji fibroblastow. Fragment £15-42 oddziatywuje ze
srodblonkowym biatkiem (kadheryna §rodbtonkowa) i srodbtonkowymi receptora-
mi promujac w ten sposdb proces angiogenezy i aktywacj¢ waznych czynnikow
proangiogennych. Stanowi to z jednej strony czynnik sprzyjajacy wzrostowi naczyn
krwiono$nych, z drugiej za$ jest mechanicznym wsparciem dla migrujacych komo-
rek. Nasilona zostaje synteza czynnikow wzrostu, stymulacja proliferacji i migracji
komorek $rodbtonka.

Fibryna ze wzgledu na swoje wlasciwosci, w potaczeniu z innymi polimerami
— chitozanem, kolagenem moze by¢ wykorzystana do wytwarzania membran, ktore
sa nos$nikami (scaffolds) proangiogennych czynnikéw wzrostu (TGF-betal, bFGF
oraz PDGF-BB). Na kinetyke uwalniania czynnikbw wzrostu z przygotowanych
membran, obok ich wlasciwosci fizykochemicznych, istotny wptyw maja leki stoso-
wane w trakcie leczenia (migedzy innymi przeciwbolowe np. ketoprofen).

W badaniach z zakresu inzynierii tkankowej prowadzi si¢ poszukiwania nos-
nikéw czynnikéw wzrostu majacych szerokie zastosowanie w regeneracji tkanek
(chirurgia plastyczna, implantologia, przeszczepy, regeneracja kosci) (28, 29, 30,
31). Fibryna jest zasadniczym biopolimerem stosowanym obecnie w inzynierii tkan-
kowej w postaci membran Tissel®, Evicel®, Crosseal® uznanych przez FDA (Food
and Drug Administration) jako preparaty lecznicze. Wiazanie fibryny z innymi bial-
kami i peptydami zostalo wykorzystane do wytwarzania klejow fibrynowych (Fibrin
Glue) stosowanych w procesach gojenia (Tachocomb, Tissucol) oraz jako nos$nika
czynnikow wzrostu (scaffold) znajdujacego zastosowanie w nowoczesnych meto-
dach regeneracji tkanek.
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INTERACTION OF FIBRIN WITH MERCURIC COMPOUNDS, ANGIOGENIC FACTORS
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PART. I. FIBRIN AS ANGIOGENIC FACTOR
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