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Prowadzono badania nad wykorzystaniem fibryny jako no$nika czynnikéw angio-
gennych. Zastosowanie fibryny do wytwarzania scaffoldu musiato by¢ poprzedzo-
ne licznymi badaniami uktadu krzepnigcia, szczeg6lnie fibryny in vitro, ex vivo na
zwierzetach oraz ludziach. Badania dotyczyly:

1 — ogblnej charakterystyki parametrow krzepnigcia (badania na szczurach);

2 —oceny struktury fibryny otrzymanej z preparatu handlowego fibrynogenu
i z osocza krwi zwierzecej w obecnosci zwiazkow rteci (badania in vitro 1 ex vivo);

3 — wplywu rteci na proces tworzenia i strukture fibryny u ludzi bezposrednio
narazonych na pary rteci;

4 — wptywu statyn na proces generowania fibryny w hipercholesterolemii i w cho-
robach nowotworowych,

5 — wptywu nowych zsyntetyzowanych zwiazkéw bedacych pochodnymi kuma-
ryny i chromonu: a/ na proces tworzenia fibryny bez i w obecno$ci zasadowego
czynnika wzrostu bFGF, b/ badanie efektu terapeutycznego pochodnych chromonu
i kumaryny w procesie angiogenezy w zalezno$ci od st¢zenia na komoérkach czer-
niaka linit WM-115 (badania in vitro);

6 — opracowania nowych nosnikow (scaffolds) dla czynnikéw wzrostu z zastoso-
waniem fibryny w polaczeniu z chitozanem. Okres$lono kinetyke uwalniania: a/ za-
sadowego czynnika wzrostu fibroblastow (basic fibroblast growth factor, bFGF),
b/ transformujacego czynnika wzrostu beta-1 (transforming growth factor beta-
1,TGFp1), ¢/ ptytkowego czynnika wzrostu (platelet derived growth factor, PDGF-
BB) w obecnosci przeciwbolowego leku — ketoprofenu, d/ przeprowadzono badania
fizykochemiczne membran fibrynowych i fibrynowo-chitozanowych oraz fibryno-
wo-kolagenowych.
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BADANIA IN VIVO

Wykazano, ze octan fenylorteciowy (1), chlorek rteciowy (2, 3) i chlorek me-
tylortgciowy (4) powoduja u szczuréw nadkrzepliwos$¢ wyrazajaca si¢ skroce-
niem czasu generowania trombiny i zwigkszona dynamika formowania skrzepu
potwierdzong badaniami tromboelastograficznymi. Udowodniono, ze za zmiany
w strukturze fibryny odpowiedzialny jest glownie czynnik stabilizujacy fibryne
(xIII, FSF). Zawartos¢ rteci w osoczu szczurdéw, ktorym podawano dozotadkowo
badane zwiazki mieécita si¢ w granicach 1,7x10° — 8,6x107 mol/l (17,9 mg/kg).
Zwiazki fenylortgciowe ulegaty stosunkowo szybkiej biotransformacji do rtgci jo-
nowej, dlatego tez istotne zmiany obserwowane w pierwszym dniu po podaniu
mozna przypisa¢ bezposredniemu dziataniu tego metalu. Zaréwno chlorek rtecio-
wy, jak i octan fenylorteciowy powodowaly znaczace skrocenie czasu krzepnigcia,
czasu protrombinowego, wzrost st¢zenia fibrynogenu oraz czynnika X w osoczu
krwi. Zahamowana zostata aktywnos$¢ antytrombinowa i fibrynolityczna osocza.
Obnizenie aktywnosci fibrynolitycznej u zwierzat eksponowanych na chlorek rtg-
ciowy byto spowodowane najprawdopodobniej hamowaniem aktywnos$ci aktywa-
tora plazminogenu (3). W badaniach nad efektem dziatania chlorku metylortecio-
wego stosowano dawke pojedyncza (17,9 mg/Hg/kg) oraz wielokrotna (5 x 8 mg
Hg/kg/dzien). Zaobserwowano znaczna nadkrzepliwo$¢ (czas krwawienia 204,0
+ 117,6s w poréwnaniu z kontrolg 334,6 + 78,7s, retrakcja skrzepu 44,9 = 7,1%
w poréwnaniu z kontrola 52,7 + 4,5) oraz wzrost stgzenia fibrynogenu w osoczu.
W badaniach tromboelastograficznych na osoczu szczuréw eksponowanych na
zwiazki rteci uzyskane wyniki §wiadcza o ich wplywie na szybkos$¢ polimeryza-
cji i strukture fibryny. Za zmiany w strukturze wytworzonej fibryny odpowiada
najprawdopodobniej czynnik stabilizujacy fibryng (FSF), katalizujacy wytwarza-
nie wiazan krzyzowych (g, y glutamyl-lizynowych). Oznaczona aktywnos$¢ FSF
w osoczu i w plytkach krwi szczuréw za pomoca metody spektrofluorescencyjne;j
z uzyciem monodansylkadaweryny wykazata, ze po podaniu pojedynczej daw-
ki octanu fenylorteciowego (17,9 mg Hg/kg) oraz wielokrotnej (2 x w tygodniu
i 1,79 mg Hg/kg przez okres 152 dni) aktywno$§¢ enzymu znacznie wzrasta, co
swiadczy o jego wplywie na usieciowanie wytworzonej fibryny (5).

BADANIA IN VITRO 1 EX VIVO

W celu wyjasnienia mechanizmu dziatania zwiazkow rteci prowadzacego w ni-
skich stezeniach do nadkrzepliwo$ci u zwierzat, prowadzono badania w warunkach
in vitro. Na podstawie analizy Scatcharda okreslono stopien wigzania fibryno-
genu, fibryny nieusieciowanej i jej monomerdw z rt¢cia stosujac zakres st¢zen
10* — 107 mol/dm”® (6). Wynosit on odpowiednio 8,8+1,2; 3,4+1,0; 4,5+0,7 ng/mg
bialka. Przy tych samych stg¢zeniach przeprowadzono badanie polimeryzacji fibryny
i monomeréw fibryny. Wykazano, ze rte¢ w stezeniach 10*~107 mol/dm’ powoduje
przyspieszenie procesu polimeryzacji fibryny, w zalezno$ci od st¢zenia, nie wptywa
natomiast na repolimeryzacj¢ monomeréw fibryny.
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Dalsze badania (7) w warunkach ex vivo mialy na celu wyjasnienie, czy chlo-
rek 1 metylochlorek rteciowy w stezeniach w jakich powoduja nadkrzepliwos$é
(107-10" mol/dm*) wplywaja na iloéé:

— trombiny generowanej podczas wykrzepiania osocza,
ilo§¢ trombiny zwiazanej z fibryna,

— iloé¢ trombiny generowanej z frakcji PPSB (czynniki II, VII, IX, X),
stezenie fibrynopeptydow (FPA i FPB),
polimeryzacjg fibryny i monomerdw fibryny,

— plazminowa degradacjg fibrynogenu i fibryny.

Adsorpcja trombiny na wytworzonym polimerze fibryny podczas wykrzepiania
osocza zabezpiecza ten enzym przed szybka inaktywacja przez osoczowe inhibi-
tory enzymow proteolitycznych gléwnie antytrombiny III. Trombina zwigzana ze
skrzepem oznaczona bezposrednio po jego uformowaniu jest wskaznikiem stopnia
wytwarzania tego enzymu w ogolnym procesie wykrzepiania. Obnizenie stopnia ge-
neracji trombiny w obecno$ci zwiazkoéw rteci sugeruje utrudnione uwalnianie trom-
biny ze skrzepu. Zastosowanie frakcji PPSB jako zrodta czynnikow 11, VII, IX, X
pozwolito na bezposrednie oznaczenie ilo$ci generowanej trombiny. Na podstawie
badan mozna byto wnioskowaé, ze zwiazki rteci w stezeniach 10710 mol/dm’ nie
powoduja zmian na etapie aktywowania protrombiny. Istotnym bylo natomiast ba-
danie stopnia uwalniania fibrynopeptydow (FPA i FPB) z fibrynogenu pod wptywem
trombiny i ich wptyw na strukturg skrzepu (8), Uzyskane obnizanie ilo$ci uwalnia-
nych fibrynopeptydow w obecnosci zwiazkow rteci, nie znajduje odbicia w szyb-
kosci polimeryzacji fibryny. Fibrynogen wiaze jednak znaczne ilosci jonow rteci,
mozliwe zatem, ze fibrynopeptydy odszczepione podczas trombinowej konwersji
fibrynogenu w obecnosci zwiazkoéw rteci pozostaja zwiazane z fibryna. Wynika to
z mozliwosci ich wbudowania do sekwencji £15-42 w fibrynie, odpowiedzialnej za
wigzanie bialek, heparyny oraz ptytek krwi (9). Takie mozliwo$ci wiazania, wyka-
zane przez innych autorow, istnieja rowniez z integrynami a.f3, poprzez sekwencje
RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser) ulokowang w tancuchu a572-575 oraz z kadherynami
poprzez sekwencje f15-42 (10).

Chlorek rtgciowy w stezeniach 10710 mol/dm’ (0,1-10 umol) powoduje wigk-
sze zmiany w procesie polimeryzacji fibryny niz metylochlorek rteci, jednak w obu
przypadkach stwierdzono wptyw badanych zwiazkow rteci w tych stezeniach na
strukture fibryny.

Fibryna wytworzona w obecnosci chlorku i metylochlorku rtgciowego wykazuje
zmniejszona podatno$é na dziatanie plazminy (11). Zwigkszona oporno$¢ na de-
gradacje proteolityczna fibryny wytworzonej z fibrynogenu preinkubowanego ze
zwiazkami rt¢ci obserwowano zaréwno dla fibryny nieusieciowanej (non-crosslin-
ked fibrin, NXL), nie zawierajacej czynnika fibrynostabilizujacego (FSF) ani jonow
wapnia, cz¢§ciowo usieciowanej (partly crosslinked fibrin, PXL), zawierajacej tyl-
ko FSF (lub jony wapnia) oraz catkowicie usieciowanej (totally crosslinked fibrin,
TXL) z jonami wapnia i czynnikiem FSF. Obydwa zwiazki powodowaly obnizenie
ilo$ci formowanych polimeréw o i dimeréw y, w fibrynie NXL pozostajacych w za-
leznosci od aktywnosci czynnika stabilizujacego fibryng. O zmianie struktury fibry-
ny i wiekszym jej usieciowaniu §wiadczy rowniez zwigkszona ilo§¢ wbudowanej
monodansylkadaweryny do zelu fibrynowego (5).
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ZMIANY W TWORZENIU FIBRYNY U LUDZI
NARAZONYCH NA PARY RTECI

W kolejnych badaniach oznaczono wybrane parametry krzepnigcia swiadczace
o zmianach w strukturze fibryny. Badania przeprowadzono na ochotnikach pracuja-
cych w Lodzkiej Wytworni Termometrow (12).

W osoczu krwi badanych ludzi oznaczano generacj¢ trombiny (TG), aktywnos¢
czynnika stabilizujacego fibryng (FSF), poziom kompleksu trombina-antytrombina
IIT (TAT), stezenie rozpuszczalnych monomerdw fibryny (FM) — parametrow za-
leznych od obecnos$ci aktywnej trombiny-, stezenie S-tromboglobuliny (BTG), ptyt-
kowego czynnika 4 (PF4), i biatka C. Wykazane r6znice wybranych parametréw
krzepnigcia $wiadczyly o zmianach w strukturze fibryny i szybkosci jej wytwarza-
nia. Statystycznie wzrosta ilo$¢ generowanej trombiny (6,7 HIH/ cm’, w porow-
naniu z kontrola (4,7 NIH/cm’®), aktywno$¢ czynnika fibrynostabilizujacego (20,6
U/cm’, kontrola 16,3 U/cm’) oraz stgzenie ptytkowego czynnika 4 (26,5 pg/dm’,
kontrola 20,0 pg/cm®). Wyniki te potwierdzity wczesniejsze badania na zwierzetach
wskazujacych na wystgpowanie hyperkoagulacji po ekspozycji na rtec.

BADANIA PARAMETROW KRZEPNIECIA U LUDZI
Z ZABURZENIAMI NACZYNIOWYMI OBCIAZONYCH
CHOROBAMI NOWOTWOROWYMI

Procesy zakrzepowo-zatorowe sa uwazane za wazny etiopatologiczny mecha-
nizm chor6b sercowo-naczyniowych, dlatego nieprawidtowosci w procesie two-
rzenia fibryny sa przedmiotem zainteresowania réznych dziedzin medycyny. Do-
tychczas wskazywano, ze zmiany w strukturze fibryny zalezne sa od aktywnosci
czynnika XIII, ktéra moze by¢ zrdéznicowana wystapieniem polimorfizmu poje-
dynczego nukleotydu (SNPs) w genach kodujacych w/w biatka. Skutkuje to zmia-
na pojedynczego aminokwasu w jego sekwencji pierwszorzgdowej — dla czynnika
XIII (Val34Leu) oraz fibrynogenu (Aa Thr312Ala i BB455G/A). Powyzsze zmiany
moga mie¢ istotny wptyw na funkcje wielu proceséw i moga by¢ przyczyna choréb
uktadu krazenia (13).

W kolejnych badaniach oznaczono stopien generowania trombiny bezposrednio
odpowiedzialnej za powstawanie fibryny i za nadkrzepliwos$¢, ktora stwierdzono
w zaburzeniach gospodarki lipidowej (14, 15) oraz zmian wywotanych czynnikami
srodowiskowymi (16).

Wprowadzona metoda badania rejestracji przebiegu procesu generowania trom-
biny okazata si¢ by¢ przydatna w ocenie leczenia hypercholesterolemii za pomo-
cq statyn simwa- 1 atorwastatyny. Statyny naleza do lekoéw, ktore obnizaja poziom
czynnikoéw zapalnych (biatko C-reaktywne, IL-6 i TNF-a), zmniejszaja ekspresje
czynnika tkankowego (TF) i obnizaja proces generowania trombiny.

Wytworzona fibryna w procesie konwersji fibrynogenu z jednej strony umozli-
wia wzrost nowych naczyn krwiono$nych, z drugiej za$ fibrynogen, jak i fibryna,
ufatwiaja aktywacj¢ i utrzymuja stabilnos¢ bFGF oraz innych czynnikow wzro-
stu bioracych udzial w procesie angiogenezy (17). W badaniach nad rozwojem
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guzow narzadow rodnych stwierdzono, ze w procesie nowotworzenia aktywacja
zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow (bFGF) zwiazana jest ze zwigkszo-
nym stgzeniem fibrynogenu i zmianami wlasciwosci fizykochemicznymi fibryny
(18). U kobiet chorych wykazano znaczacy wzrost poziomu zasadowego czynni-
ka wzrostu (51,40 + 13,72 pg/cm’, podwyzszone stezenie fibrynogenu (348,26 +
64,74 mg/cm’) oraz zwiekszenie lepkoéci fibryny (2,63 + 0,36 mPa; dla kontroli
1,96 + 0,63 mPa) w pordwnaniu z grupa kobiet zdrowych. Wykazano silne anty-
angiogenne dziatanie cephazoliny oraz clindamycyny w potaczeniu z metronida-
zolem w leczeniu guzow.

BADANIE ANTYANGIOGENNEGO DZIALANIA
POCHODNYCH CHROMONU I KUMARYNY NA HODOWLACH
KOMORKOWYCH (WM-115)

Fibryna stymuluje syntezg i sekrecje czynnika tkankowego (TF), prostacyklin, in-
terleukiny 8 (IL-8), prostacyklin (PGI), hamuje uwalnianie inhibitora-1 aktywatora
plazminogenu (PAI-1), nasila aktywacj¢ czynnika von Willebranda (18). Istotnym
miejscem w czasteczce fibryny jest sekwencja f15-42 (19), odpowiedzialna za inter-
akcje z bialkami oraz czynnikami wzrostu (bFGF, VEGF, IGF-1,-3) co wzmaga jej
proangiogenne dziatanie (20, 21). Fibryna posredniczy w adhezji i rozprzestrzenia-
niu si¢ komorek §rodbtonka poprzez integrynowe biatka o, 3, do miejsca o sekwencji
RGD w pozycji 252-254 oraz 572-574 tancucha o. Za wiazanie z bFGF odpowie-
dzialna moze by¢ tez odslonigta w procesie plazminowej degradacji fibrynogenu
i fibryny sekwencja RGDS (Arg-Gly Asp-Ser) (22).

Czynniki wzrostu zwigzane poprzez specyficzne receptory znajdujace si¢ na po-
wierzchni komorek srédbtonka indukuja proliferacjg komoérek guza, promuja angio-
genezg i progresje nowotworu. Zwiazane z fibryna chronione sa przed proteolitycz-
na degradacja metaloproteinaz (MMPs).

Wiasciwos$ci wiazania bFGF przez fibryng wykorzystano jako model do badania
antyangiogennego dziatania zwiazkéw pochodnych chromonu i kumaryny, przete-
stowanych wczesniej w kierunku ich aktywnos$ci przeciwnowotworowej i przeciw-
bakteryjnej (23, 24, 25). Niektore z nich wykazywaty w badaniach in vivo i in vitro
efekt cytotoksyczny w stosunku do biataczek odpowiednio L1210, P388, HL-60,
NALM-6.

Z badan naszych wynika, ze pochodne fosfohydrazonowe kumaryny i chromonu
wykazuja wpltyw na angiogenezg, obnizajac lepko$¢ i stopien polimeryzacji fibryny
(26). Sposrod pochodnych kumaryny, zwiazek ktory zawiera podstawnik metylowy
przy atomie azotu w uktadzie fosforohydrazynowym i jest estrem metylowym tiofo-
sforowego kwasu, obniza zarowno polimeryzacjg jak i lepko$¢ fibryny. Wsrod chro-
monow takie dziatanie wykazuje pochodna, zawierajaca N-metylofosforohydrazo-
nowy podstawnik. Niektore z nich zmniejszaja rowniez stopien wigzania bFGF do
fibryny (dane nieopublikowane). Antyangiogenne dziatanie pochodnych chromo-
nu i kumaryny potwierdzono na komérkach czerniaka WM-115 w stezeniach 10™
— 10 mol/dm’, przeprowadzajac oznaczenie stezenia 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, ze fibryna ma zdolno$¢ wiazania si¢ z czynnikami wzrostu (bFGF,
TGF-betal) istnieje potencjalna mozliwos¢ wykorzystywania tego polimeru w in-
zynierii tkankowej, jako czynnika proangiogennego (scaffold) stosowanego w chi-
rurgii kardiologicznej, regeneracji tkanki nerwowej, kostnej, watroby i §ciggien. Za-
stosowanie w membranach mieszanin polimeréw — fibryny i chitozanu pozwolito na
uzyskanie nowych no$nikéw chitozanowo-fibrynowych o zré6znicowanej szybkos$ci
uwalniania czynnikéw wzrostu PDGF-AB, TGF-betal i bFGF (28, 29). Zbadano
réwniez kinetyke uwalniania PDGF-AB w obecnosci powszechnie stosowanego ke-
toprofenu. Selektywny dobor membrany, badanie wtasciwosci fizykochemicznych,
kinetyka uwalniania czynnikow wzrostu (TGF f1) pozostaja przedmiotem naszych
badan (30).

M. Michalska

INTERACTION OF FIBRIN WITH MERCURIC COMPOUNDS, ANGIOGENIC FACTORS
AND NEW PHOSPHOHYDRAZONE DERIVATIVES OF CHROMONE AND COUMARIN
PART. II. RESEARCH PROJECT
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