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Prowadzono badania nad wykorzystaniem fi bryny jako nośnika czynników angio-
gennych. Zastosowanie fi bryny do wytwarzania scaffoldu musiało być poprzedzo-
ne licznymi badaniami układu krzepnięcia, szczególnie fi bryny in vitro, ex vivo na 
zwierzętach oraz ludziach. Badania dotyczyły: 

1 – ogólnej charakterystyki parametrów krzepnięcia (badania na szczurach); 
2 – oceny struktury fi bryny otrzymanej z preparatu handlowego fi brynogenu 

i z osocza krwi zwierzęcej w obecności związków rtęci (badania in vitro i ex vivo); 
3 – wpływu rtęci na proces tworzenia i strukturę fi bryny u ludzi bezpośrednio 

narażonych na pary rtęci; 
4 – wpływu statyn na proces generowania fi bryny w hipercholesterolemii i w cho-

robach nowotworowych, 
5 – wpływu nowych zsyntetyzowanych związków będących pochodnymi kuma-

ryny i chromonu: a/ na proces tworzenia fi bryny bez i w obecności zasadowego 
czynnika wzrostu bFGF, b/ badanie efektu terapeutycznego pochodnych chromonu 
i kumaryny w procesie angiogenezy w zależności od stężenia na komórkach czer-
niaka linii WM-115 (badania in vitro); 

6 – opracowania nowych nośników (scaffolds) dla czynników wzrostu z zastoso-
waniem fi bryny w połączeniu z chitozanem. Określono kinetykę uwalniania: a/ za-
sadowego czynnika wzrostu fi broblastów (basic fi broblast growth factor, bFGF), 
b/ transformującego czynnika wzrostu beta-1 (transforming growth factor beta-
1,TGFβ1), c/ płytkowego czynnika wzrostu (platelet derived growth factor, PDGF-
BB) w obecności przeciwbólowego leku – ketoprofenu, d/ przeprowadzono badania 
fi zykochemiczne membran fi brynowych i fi brynowo-chitozanowych oraz fi bryno-
wo-kolagenowych. 
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BADANIA IN VIVO

Wykazano, że octan fenylortęciowy (1), chlorek rtęciowy (2, 3) i chlorek me-
tylortęciowy (4) powodują u szczurów nadkrzepliwość wyrażającą się skróce-
niem czasu generowania trombiny i zwiększoną dynamiką formowania skrzepu 
potwierdzoną badaniami tromboelastografi cznymi. Udowodniono, że za zmiany 
w strukturze fi bryny odpowiedzialny jest głównie czynnik stabilizujący fi brynę 
(×III, FSF). Zawartość rtęci w osoczu szczurów, którym podawano dożołądkowo 
badane związki mieściła się w granicach 1,7×10-5 – 8,6×10-7 mol/l (17,9 mg/kg). 
Związki fenylortęciowe ulegały stosunkowo szybkiej biotransformacji do rtęci jo-
nowej, dlatego też istotne zmiany obserwowane w pierwszym dniu po podaniu 
można przypisać bezpośredniemu działaniu tego metalu. Zarówno chlorek rtęcio-
wy, jak i octan fenylortęciowy powodowały znaczące skrócenie czasu krzepnięcia, 
czasu protrombinowego, wzrost stężenia fi brynogenu oraz czynnika × w osoczu 
krwi. Zahamowana została aktywność antytrombinowa i fi brynolityczna osocza. 
Obniżenie aktywności fi brynolitycznej u zwierząt eksponowanych na chlorek rtę-
ciowy było spowodowane najprawdopodobniej hamowaniem aktywności aktywa-
tora plazminogenu (3). W badaniach nad efektem działania chlorku metylortęcio-
wego stosowano dawkę pojedynczą (17,9 mg/Hg/kg) oraz wielokrotną (5 × 8 mg 
Hg/kg/dzień). Zaobserwowano znaczną nadkrzepliwość (czas krwawienia 204,0 
± 117,6s w porównaniu z kontrolą 334,6 ± 78,7s, retrakcja skrzepu 44,9 ± 7,1% 
w porównaniu z kontrolą 52,7 ± 4,5) oraz wzrost stężenia fi brynogenu w osoczu. 
W badaniach tromboelastografi cznych na osoczu szczurów eksponowanych na 
związki rtęci uzyskane wyniki świadczą o ich wpływie na szybkość polimeryza-
cji i strukturę fi bryny. Za zmiany w strukturze wytworzonej fi bryny odpowiada 
najprawdopodobniej czynnik stabilizujący fi brynę (FSF), katalizujący wytwarza-
nie wiązań krzyżowych (ε, γ glutamyl-lizynowych). Oznaczona aktywność FSF 
w osoczu i w płytkach krwi szczurów za pomocą metody spektrofl uorescencyjnej 
z użyciem monodansylkadaweryny wykazała, że po podaniu pojedynczej daw-
ki octanu fenylortęciowego (17,9 mg Hg/kg) oraz wielokrotnej (2 × w tygodniu 
i 1,79 mg Hg/kg przez okres 152 dni) aktywność enzymu znacznie wzrasta, co 
świadczy o jego wpływie na usieciowanie wytworzonej fi bryny (5).

BADANIA IN VITRO I EX VIVO

W celu wyjaśnienia mechanizmu działania związków rtęci prowadzącego w ni-
skich stężeniach do nadkrzepliwości u zwierząt, prowadzono badania w warunkach 
in vitro. Na podstawie analizy Scatcharda określono stopień wiązania fi bryno-
genu, fi bryny nieusieciowanej i jej monomerów z rtęcią stosując zakres stężeń 
10-4 – 10-7 mol/dm3 (6). Wynosił on odpowiednio 8,8±1,2; 3,4±1,0; 4,5±0,7 μg/mg 
białka. Przy tych samych stężeniach przeprowadzono badanie polimeryzacji fi bryny 
i monomerów fi bryny. Wykazano, że rtęć w stężeniach 10-4–10-7 mol/dm3 powoduje 
przyspieszenie procesu polimeryzacji fi bryny, w zależności od stężenia, nie wpływa 
natomiast na repolimeryzację monomerów fi bryny. 
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Dalsze badania (7) w warunkach ex vivo miały na celu wyjaśnienie, czy chlo-
rek i metylochlorek rtęciowy w stężeniach w jakich powodują nadkrzepliwość 
(10-7–10-5 mol/dm3) wpływają na ilość: 

– trombiny generowanej podczas wykrzepiania osocza, 
– ilość trombiny związanej z fi bryną, 
– ilość trombiny generowanej z frakcji PPSB (czynniki II, VII, IX, X), 
– stężenie fi brynopeptydów (FPA i FPB), 
– polimeryzację fi bryny i monomerów fi bryny, 
– plazminową degradację fi brynogenu i fi bryny.
Adsorpcja trombiny na wytworzonym polimerze fi bryny podczas wykrzepiania 

osocza zabezpiecza ten enzym przed szybką inaktywacją przez osoczowe inhibi-
tory enzymów proteolitycznych głównie antytrombiny III. Trombina związana ze 
skrzepem oznaczona bezpośrednio po jego uformowaniu jest wskaźnikiem stopnia 
wytwarzania tego enzymu w ogólnym procesie wykrzepiania. Obniżenie stopnia ge-
neracji trombiny w obecności związków rtęci sugeruje utrudnione uwalnianie trom-
biny ze skrzepu. Zastosowanie frakcji PPSB jako źródła czynników II, VII, IX, X 
pozwoliło na bezpośrednie oznaczenie ilości generowanej trombiny. Na podstawie 
badań można było wnioskować, że związki rtęci w stężeniach 10-7–10-5 mol/dm3 nie 
powodują zmian na etapie aktywowania protrombiny. Istotnym było natomiast ba-
danie stopnia uwalniania fi brynopeptydów (FPA i FPB) z fi brynogenu pod wpływem 
trombiny i ich wpływ na strukturę skrzepu (8), Uzyskane obniżanie ilości uwalnia-
nych fi brynopeptydów w obecności związków rtęci, nie znajduje odbicia w szyb-
kości polimeryzacji fi bryny. Fibrynogen wiąże jednak znaczne ilości jonów rtęci, 
możliwe zatem, że fi brynopeptydy odszczepione podczas trombinowej konwersji 
fi brynogenu w obecności związków rtęci pozostają związane z fi bryną. Wynika to 
z możliwości ich wbudowania do sekwencji β15-42 w fi brynie, odpowiedzialnej za 
wiązanie białek, heparyny oraz płytek krwi (9). Takie możliwości wiązania, wyka-
zane przez innych autorów, istnieją również z integrynami αvβ3 poprzez sekwencję 
RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser) ulokowaną w łańcuchu α572-575 oraz z kadherynami 
poprzez sekwencję β15-42 (10). 

Chlorek rtęciowy w stężeniach 10-7–10-5 mol/dm3 (0,1–10 μmol) powoduje więk-
sze zmiany w procesie polimeryzacji fi bryny niż metylochlorek rtęci, jednak w obu 
przypadkach stwierdzono wpływ badanych związków rtęci w tych stężeniach na 
strukturę fi bryny.

Fibryna wytworzona w obecności chlorku i metylochlorku rtęciowego wykazuje 
zmniejszoną podatność na działanie plazminy (11). Zwiększoną oporność na de-
gradację proteolityczną fi bryny wytworzonej z fi brynogenu preinkubowanego ze 
związkami rtęci obserwowano zarówno dla fi bryny nieusieciowanej (non-crosslin-
ked fi brin, NXL), nie zawierającej czynnika fi brynostabilizującego (FSF) ani jonów 
wapnia, częściowo usieciowanej (partly crosslinked fi brin, PXL), zawierającej tyl-
ko FSF (lub jony wapnia) oraz całkowicie usieciowanej (totally crosslinked fi brin, 
TXL) z jonami wapnia i czynnikiem FSF. Obydwa związki powodowały obniżenie 
ilości formowanych polimerów α i dimerów γ, w fi brynie NXL pozostających w za-
leżności od aktywności czynnika stabilizującego fi brynę. O zmianie struktury fi bry-
ny i większym jej usieciowaniu świadczy również zwiększona ilość wbudowanej 
monodansylkadaweryny do żelu fi brynowego (5).
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ZMIANY W TWORZENIU FIBRYNY U LUDZI 
NARAŻONYCH NA PARY RTĘCI

W kolejnych badaniach oznaczono wybrane parametry krzepnięcia świadczące 
o zmianach w strukturze fi bryny. Badania przeprowadzono na ochotnikach pracują-
cych w Łódzkiej Wytwórni Termometrów (12). 

W osoczu krwi badanych ludzi oznaczano generację trombiny (TG), aktywność 
czynnika stabilizującego fi brynę (FSF), poziom kompleksu trombina-antytrombina 
III (TAT), stężenie rozpuszczalnych monomerów fi bryny (FM) – parametrów za-
leżnych od obecności aktywnej trombiny-, stężenie β-tromboglobuliny (βTG), płyt-
kowego czynnika 4 (PF4), i białka C. Wykazane różnice wybranych parametrów 
krzepnięcia świadczyły o zmianach w strukturze fi bryny i szybkości jej wytwarza-
nia. Statystycznie wzrosła ilość generowanej trombiny (6,7 HIH/ cm3, w porów-
naniu z kontrolą (4,7 NIH/cm3), aktywność czynnika fi brynostabilizującego (20,6 
U/cm3, kontrola 16,3 U/cm3) oraz stężenie płytkowego czynnika 4 (26,5 μg/dm3, 
kontrola 20,0 μg/cm3). Wyniki te potwierdziły wcześniejsze badania na zwierzętach 
wskazujących na występowanie hyperkoagulacji po ekspozycji na rtęć.

BADANIA PARAMETRÓW KRZEPNIĘCIA U LUDZI 
Z ZABURZENIAMI NACZYNIOWYMI OBCIĄŻONYCH 

CHOROBAMI NOWOTWOROWYMI

Procesy zakrzepowo-zatorowe są uważane za ważny etiopatologiczny mecha-
nizm chorób sercowo-naczyniowych, dlatego nieprawidłowości w procesie two-
rzenia fi bryny są przedmiotem zainteresowania różnych dziedzin medycyny. Do-
tychczas wskazywano, że zmiany w strukturze fi bryny zależne są od aktywności 
czynnika XIII, która może być zróżnicowana wystąpieniem polimorfi zmu poje-
dynczego nukleotydu (SNPs) w genach kodujących w/w białka. Skutkuje to zmia-
ną pojedynczego aminokwasu w jego sekwencji pierwszorzędowej – dla czynnika 
XIII (Val34Leu) oraz fi brynogenu (Aα Thr312Ala i Bβ455G/A). Powyższe zmiany 
mogą mieć istotny wpływ na funkcje wielu procesów i mogą być przyczyną chorób 
układu krążenia (13). 

W kolejnych badaniach oznaczono stopień generowania trombiny bezpośrednio 
odpowiedzialnej za powstawanie fi bryny i za nadkrzepliwość, którą stwierdzono 
w zaburzeniach gospodarki lipidowej (14, 15) oraz zmian wywołanych czynnikami 
środowiskowymi (16). 

Wprowadzona metoda badania rejestracji przebiegu procesu generowania trom-
biny okazała się być przydatna w ocenie leczenia hypercholesterolemii za pomo-
cą statyn simwa- i atorwastatyny. Statyny należą do leków, które obniżają poziom 
czynników zapalnych (białko C-reaktywne, IL-6 i TNF-α), zmniejszają ekspresję 
czynnika tkankowego (TF) i obniżają proces generowania trombiny.

Wytworzona fi bryna w procesie konwersji fi brynogenu z jednej strony umożli-
wia wzrost nowych naczyń krwionośnych, z drugiej zaś fi brynogen, jak i fi bryna, 
ułatwiają aktywację i utrzymują stabilność bFGF oraz innych czynników wzro-
stu biorących udział w procesie angiogenezy (17). W badaniach nad rozwojem 
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guzów narządów rodnych stwierdzono, że w procesie nowotworzenia aktywacja 
zasadowego czynnika wzrostu fi broblastów (bFGF) związana jest ze zwiększo-
nym stężeniem fi brynogenu i zmianami właściwości fi zykochemicznymi fi bryny 
(18). U kobiet chorych wykazano znaczący wzrost poziomu zasadowego czynni-
ka wzrostu (51,40 ± 13,72 pg/cm3, podwyższone stężenie fi brynogenu (348,26 ± 
64,74 mg/cm3) oraz zwiększenie lepkości fi bryny (2,63 ± 0,36 mPa; dla kontroli 
1,96 ± 0,63 mPa) w porównaniu z grupą kobiet zdrowych. Wykazano silne anty-
angiogenne działanie cephazoliny oraz clindamycyny w połączeniu z metronida-
zolem w leczeniu guzów.

BADANIE ANTYANGIOGENNEGO DZIAŁANIA 
POCHODNYCH CHROMONU I KUMARYNY NA HODOWLACH 

KOMÓRKOWYCH (WM-115)

Fibryna stymuluje syntezę i sekrecję czynnika tkankowego (TF), prostacyklin, in-
terleukiny 8 (IL-8), prostacyklin (PGI), hamuje uwalnianie inhibitora-1 aktywatora 
plazminogenu (PAI-1), nasila aktywację czynnika von Willebranda (18). Istotnym 
miejscem w cząsteczce fi bryny jest sekwencja β15-42 (19), odpowiedzialna za inter-
akcję z białkami oraz czynnikami wzrostu (bFGF, VEGF, IGF-1,-3) co wzmaga jej 
proangiogenne działanie (20, 21). Fibryna pośredniczy w adhezji i rozprzestrzenia-
niu się komórek śródbłonka poprzez integrynowe białka αvβ3 do miejsca o sekwencji 
RGD w pozycji 252-254 oraz 572-574 łańcucha α. Za wiązanie z bFGF odpowie-
dzialna może być też odsłonięta w procesie plazminowej degradacji fi brynogenu 
i fi bryny sekwencja RGDS (Arg-Gly Asp-Ser) (22). 

Czynniki wzrostu związane poprzez specyfi czne receptory znajdujące się na po-
wierzchni komórek śródbłonka indukują proliferację komórek guza, promują angio-
genezę i progresję nowotworu. Związane z fi bryną chronione są przed proteolitycz-
ną degradacją metaloproteinaz (MMPs). 

Właściwości wiązania bFGF przez fi brynę wykorzystano jako model do badania 
antyangiogennego działania związków pochodnych chromonu i kumaryny, przete-
stowanych wcześniej w kierunku ich aktywności przeciwnowotworowej i przeciw-
bakteryjnej (23, 24, 25). Niektóre z nich wykazywały w badaniach in vivo i in vitro 
efekt cytotoksyczny w stosunku do białaczek odpowiednio L1210, P388, HL-60, 
NALM-6.

Z badań naszych wynika, że pochodne fosfohydrazonowe kumaryny i chromonu 
wykazują wpływ na angiogenezę, obniżając lepkość i stopień polimeryzacji fi bryny 
(26). Spośród pochodnych kumaryny, związek który zawiera podstawnik metylowy 
przy atomie azotu w układzie fosforohydrazynowym i jest estrem metylowym tiofo-
sforowego kwasu, obniża zarówno polimeryzację jak i lepkość fi bryny. Wśród chro-
monów takie działanie wykazuje pochodna, zawierająca N-metylofosforohydrazo-
nowy podstawnik. Niektóre z nich zmniejszają również stopień wiązania bFGF do 
fi bryny (dane nieopublikowane). Antyangiogenne działanie pochodnych chromo-
nu i kumaryny potwierdzono na komórkach czerniaka WM-115 w stężeniach 10-4 
– 10-9 mol/dm3, przeprowadzając oznaczenie stężenia zasadowego czynnika wzrostu 
bFGF oraz jego receptora FGFR1 (27).
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WYTWORZENIE MEMBRAN FIBRYNOWYCH 
I FIBRYNOWO-CHITOZANOWYCH (SCAFFOLDS), 

KINETYKA UWALNIANIA TGF BETA1, bFGF ORAZ PDGF

Z uwagi na fakt, że fi bryna ma zdolność wiązania się z czynnikami wzrostu (bFGF, 
TGF-beta1) istnieje potencjalna możliwość wykorzystywania tego polimeru w in-
żynierii tkankowej, jako czynnika proangiogennego (scaffold) stosowanego w chi-
rurgii kardiologicznej, regeneracji tkanki nerwowej, kostnej, wątroby i ścięgien. Za-
stosowanie w membranach mieszanin polimerów – fi bryny i chitozanu pozwoliło na 
uzyskanie nowych nośników chitozanowo-fi brynowych o zróżnicowanej szybkości 
uwalniania czynników wzrostu PDGF-AB, TGF-beta1 i bFGF (28, 29). Zbadano 
również kinetykę uwalniania PDGF-AB w obecności powszechnie stosowanego ke-
toprofenu. Selektywny dobór membrany, badanie właściwości fi zykochemicznych, 
kinetyka uwalniania czynników wzrostu (TGF β1) pozostają przedmiotem naszych 
badań (30). 

M.  M i c h a l s k a

INTERACTION OF FIBRIN WITH MERCURIC COMPOUNDS, ANGIOGENIC FACTORS 
AND NEW PHOSPHOHYDRAZONE DERIVATIVES OF CHROMONE AND COUMARIN
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