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Skroty i objasnienia

A — powierzchnia

ASA — kwas acetylosalicylowy

COX — cyklooksygenaza

cz. XIII — czynnik XIIT

cz. XITIA — podjednostka A czynnika XIII

cz. XIITAa — aktywowana podjednostka A czynnika XIIT

df— Srednica wtdkna

& — porowato$¢

1 — lepkos¢

¢ — ulamek objetosciowy

FPA — fibrynopeptyd A

FPB — fibrynopeptyd B

Ks — przepuszczalnosé, wspotczynnik przepuszcezalnosci, stata Darcy’ego

L — dlugosc

MALDI-TOF — spektrometria mas typu czasu przelotu

OD — gesto$¢ optyczna

P — cid$nienie

PAI-2 — inhibitor aktywatora plazminogenu typu 2

PG — prostaglandyna

Q — przeplyw objetosciowy

tsov, — czas 50% fibrynolizy, w ktérym gesto$¢ optyczna zelu zmniejsza si¢
o polowe w poréwnaniu z wartoscig maksymalng

TAFI — inhibitor fibrynolizy aktywowany przez trombing

TAT — kompleksy trombina-antytrombina

TNK-tPA — tenekteplaza

tPA — tkankowy aktywator plazminogenu

TXA, — tromboksan A,

V — objetosé

Vlmax — maksymalna szybko$¢ fibrynolizy

VPmax — maksymalna szybkos¢ polimeryzaciji fibryny

Skréty jedno i trzyliterowe nazw aminokwaséw

Ala alanina

Asx kwas asparaginowy lub asparagina

Cys cysteina

Asp kwas asparaginowy

Glu kwas glutaminowy

Phe fenyloalanina

Gly glicyna

His histydyna

lleu izoleucyna

Lys lizyna

Leu leucyna

Met metionina

Asn asparagina

Pro prolina

Gin glutamina

Arg arginina

Ser seryna

Thr treonina

Val walina

Trp tryptofan

Tyr tyrozyna

Glx kwas glutaminowy lub glutamina
jakikolwiek
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Wprowadzenie

Fibrynogen i fibryna

Fibrynogen i fibryna odgrywaja kluczowa rol¢ w procesie
krzepnigcia krwi 1 utrzymywaniu hemostazy oraz biora udzial w
procesach zapalnych, gojeniu ran (1) 1 rozwoju nowotworéw (2).

Stezenie fibrynogenu w ludzkim osoczu wynosi przecietnie 1,5—
3,5 g/1i podlega duzym wahaniom biologicznym zwiazanym np. z
wiekiem, masg ciala, dieta, aktywnoscia fizyczna, a nawet z pora
roku (3). Fibrynogen jest syntetyzowany gléwnie w hepatocytach
(4). Dawniej sadzono, ze fibrynogen moze powstawaé réwniez w
megakariocytach, ale obecnie przewaza poglad, Zze dostaje si¢ do
megakariocytow i plytek jedynie na drodze endocytozy z osocza

®)-

Fibrynogen jest rozpuszczalng glikoproteing sktadajacy si¢ z
dwoch symetrycznych podjednostek (6), ktore zawieraja po 3
taficuchy polipeptydowe oznaczone jako Ao, BB iy. Litery Ai B
oznaczajg fibrynopeptydy umiejscowione na koficu aminowym
tanicuchow o 1 B, ktore sq odcinane przez trombine w chwili
konwersji fibrynogenu do fibryny. Geny dla wszystkich 3
tanicuchoéw fibrynogenu znajduja si¢ na chromosomie 4.
Sekwencja aminokwaséw lancuchéw Ao, Bf iy jest podobna (7).
Fadcuch Aa zbudowany jest z 610 aminokwasow (masa ~67 000
Da), tancuch BB — z 461 aminokwaséw (masa ~52 000 Da) i
taicuch y — z 411 aminokwaséw (masa ~46 000 Da), co sprawia,
iz taczna masa dimeru wynosi okoto 330 000 do 340 000 Da (7, 8).
Laricuch y wystepuje w dwu wariantach: yA i y'. Ladcuch y'
powstaje podczas alternatywnej transkrypcji genu taficucha y, w
wyniku ktorej ostatnie 4 aminokwasy konca karboksylowego
zostaja, zastapione 20 innymi aminokwasami (9) i stanowi 8—10%
taficuchéw y fibrynogenu (10). Okolo 15% czasteczek
fibrynogenu krazacych w osoczu stanowia heterodimery yA/y'
(10). W obrebie taficucha y' znajduje si¢ miejsce wiazania
podjednostek B cz. XIII i miejsce wigzania trombiny (11).

Okolo 1% czasteczek fibrynogenu krazacych we krwi oséb
dorostych posiada wydtuzony taficuch Aa (ar) tworzac czasteczke
fibrynogenu o masie 420 000 Da (tzw. fibrynogen-420), ktérego
fizjologiczne znaczenie jest na razie niejasne (12).

Czasteczka fibrynogenu ma symetryczng strukture o diugosci
okolo 45-50 nm (13-15) (rys. 1). Konce aminowe wszystkich 6
tanicuchow sq ciasno zwinigte, tworzac symetryczna, globularna
domeng centralna E o $rednicy okoto 5 nm stabilizowana 5

aC FPB Rysunek 1. Schemat czasteczki
fibrynogenu.

Rysunek przedstawia heterodimer
ztozony z fancuchow yA/y'. Do

, FPA A tancucha y' przytaczony jest cz. XIIl
Y v ztozony z dwdch podjednostek A i 2
XIIA,B, podjednostek B. Opis w tekscie.
domena E domena D



Rysunek 2. Schemat krzepniecia
zaleznego od czynnika
tkankowego.

Cz. Vlla w potaczeniu z cz.
tkankowym aktywuje cz. X.

Cz. Xa tacznie z kompleksem

cz. tkankowego i cz. Vlla aktywuje
cz. IX. Na poczatku cz. Xa stabo
aktywuje protrombine, ale nawet
mate ilosci trombiny aktywujg cz. V
i VIII. Cz. Vllla i IXa katalizujg
bardzo wydajng aktywacje cz. X,

a cz. Xa i Va tworzg bardzo wydajng
protrombinaze konwertujaca
protrombine do trombiny.

Ca"" —jony wapnia;

PL — fosfolipidy bton komdrkowych.
Jasne strzatki obrazujg przejscie
czynnikdw krzepniecia z formy
nieaktywnej w aktywng, a ciemne —
oddziatywania pomiedzy
poszczegdlinymi czynnikami uktadu
krzepniecia.

cz. tkankowy
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|
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parami symetrycznych wiazan dwusiarczkowych. W obrebie
domeny E znajduja si¢ fibrynopeptydy A i B (16). Konce
karboksylowe lancucha B i y zwijaja si¢ w globularne struktury
tworzace zewnetrzng domeng D o $rednicy okolo 6,5 nm.
Spiralne regiony wszystkich 3 tadcuchow zwijajg si¢ w podiuzna
strukture o $rednicy okoto 0,8-1,5 nm laczacq domeng E z
domena D (16). Korice karboksylowe tafdcucha Aa tworza
domeng aC, ktéra zawija si¢ z powrotem w kierunku centralne;
domeny E.

Przeksztalcanie fibrynogenu w fibryne jest ztozonym procesem
zachodzacym w kilku etapach. W najprostszym, klasycznym ujeciu,
powstawanie fibryny rozpoczyna sig, kiedy trombina odszczepia
od fibrynogenu dwie pary fibrynopeptydow i powstaje monomer
fibryny. Monomery fibryny polimeryzuja spontanicznie tworzac
wlokna fibryny, ktére nastepnie sq stabilizowane przez
aktywowany cz. XIIIA.

Do powstania fibryny konieczna jest nawet niewielka ilo§¢
trombiny. Trombina jest enzymem proteolitycznym pelniacym
liczne funkcje w ustroju, strukturalnie i czynnosciowo podobnym
do innych proteaz serynowych. Wiekszos¢ badaczy zgadza sie, ze
aktywacja uktadu krzepnigcia na drodze zaleznej od czynnika
tkankowego jest fizjologicznym mechanizmem generacji trombiny
i utrzymywania hemostazy (17) (tys. 2). Proces ten zachodzi na
powierzchni blon komérkowych, co sprawia, ze reakcje
powstawania kluczowych enzyméw ukladu krzepniecia
(aktywnego cz. IX, X i trombiny) przebiegaja ponad 100 000 razy
szybciej. Podstawowym substratem trombiny jest fibrynogen, w



ktérym hydrolizuje ona wigzania pomiedzy Argl6 a Glyl7
taficucha Ao i pomiedzy Argl4 a Glyl5 tancucha B (18),
odszczepiajac od czasteczki fibrynogenu po 2 fibrynopeptydy A
(FPA) i B (FPB).

Odszczepienie 16-aminokwasowego FPA z kofica aminowego
taficucha Ao zachodzi szybciej niz odszczepienie FPB i
rozpoczyna proces tworzenia fibryny, odstaniajac miejsce
polimeryzacji Ea w obrebie domeny E (19). Kazde miejsce Ea
taczy si¢ z komplementarnym miejscem wiazania D, przy koficu
karboksylowym tafcucha y w obrebie domeny D sasiedniej
czasteczki fibrynogenu (20). Odszczepienie FPA jest konieczne,
aby czasteczki fibrynogenu mogly uktadaé si¢ ,,bok do boku”
tworzac oligomer fibryny — protofibryle (19).

Odszczepienie 14-aminokwasowego fibrynopeptydu B z konica
aminowego laficucha B rozpoczyna si¢ przed zakonczeniem
odszczepiania FPA (21), ale zachodzi wolniej (21, 22).

Tempo odszczepiania FPB znacznie si¢ zwigksza po rozpoczeciu
tworzenia zelu, prawdopodobnie wskutek zmiany struktury
przestrzennej fancucha BB ulatwiajacej interakcje z trombing lub
przylaczanie jonéw wapnia (23). Odszczepienie FPB odstania
miejsce polimeryzacji Eg w obrebie domeny E, ktére Iaczy sig z
komplementarnym miejscem wiazania Dy, przy koncu
karboksylowym tafdcucha  w obrebie domeny D sasiedniej
czasteczki fibryny (20). Uwolnienie FPB nie jest konieczne, aby
czasteczki fibrynogenu agregowaly ze soba, ale wzmacnia
oddzialywanie pomiedzy domenami D sasiednich czasteczek (24).
Czasteczki fibryny pozbawione dwéch FPA potaczone wigzaniami
Ea : D, przyjeto si¢ nazywacé fibryna I, natomiast czasteczki
pozbawione obu fibrynopeptydéw A i B — fibryna II. Zmiana

struktury przestrzennej fibrynogenu, po potaczeniu domen D1 E
sasiednich czasteczek, prawdopodobnie utatwia oddziatywania
pomiedzy domenami «C sasiednich czasteczek 1 pozwala utworzy¢

polimery aC (25).

Rysunek 3 przedstawia schemat tworzenia fibryny. Polimery
fibryny powstate po odszczepieniu FPA przez trombine tworza
protofibryle o grubosci okoto dwukrotnie wigkszej od czasteczek
fibrynogenu i sa skrecone wokot swojej osi diugiej (26).
Protofibryle agreguja ze soba dwojako: ,,bok do boku”, tworzac
widkno fibryny na ,,przekroju” ztozone z 4 czasteczek fibryny
albo ,,koniec do kofica”, tworzac odgalezienie skladajace sie z 3
protofibryli (27) (rys. 4). Im wolniej odszczepiaja sie
fibrynopeptydy, tym czesciej tworzg si¢ rozgalezienia (28), ktore
sprawiaja, ze sieC jest ,,gestsza’ i mniej porowata (29). Protofibryle
taczq si¢ po 14-22 tworzac grubsze wlékna o srednicy okolo 85
113 nm (30, 31). Powstate widkna fibryny sq takze skrecone
wokol osi dlugiej, co sprawia, ze w miare przylaczania kolejnych
protofibryli i zwigkszania §rednicy widkna, protofibryle znajdujace
si¢ na obwodzie sa poddawane coraz wigkszym naprezeniom.
Wlbékna przestajq sie poszerza¢ w chwili, kiedy energia naprezenia
przekroczy energie wigzania (32). Ostatnim etapem tworzenia
fibryny jest agregacja 85-nm widkien w wicksze peczki.

Powstawanie fibryny w roztworze prawdopodobnie rozpoczyna
sie od tworzenia agregatéw monomeréw fibryny lub oligomeréw
fibryny I w wielu miejscach jednoczesnie (23). W takich jadrach



Rysunek 3. Schemat tworzenia
sieci fibryny.

Po odszczepieniu fibrynopeptyddw,
czasteczki fibryny agreguja tworzac
protofibryle. Wtékno fibryny
powstaje poprzez potaczenie
protofibryli. Wtékna ztozone

z 14-22 protofibryli tacza sie
tworzac peczki widkien. Schemat
zmodyfikowany na podstawie pracy
J. Weisela i wsp. (30).

Rysunek 4. Schemat agregacji
protofibryli.

Protofibryle ztozone z czasteczek
fibryny (kreski) agreguja ,bok do
boku” tworzac grubsze widkna albo
skoniec do konca” tworzac
rozgatezienia sieci.

domena E

domena D fibrynogen

dimer fibryny

l protofibryla

N e — | ————— —e—— W
| —

l 22,5nm
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widkno

l peczek witokien

agregacja
“bok do boku”

rozgatezienie
“koniec do konca”

tworzenia fibryny powstaja polimery szybko wydltuzajace si¢ w
réznych kierunkach w przestrzeni. Y.acza si¢ one nastepnie z
innymi jadrami i wiéknami oraz zatrzymuja wode formujac Zel
tibrynowy. Udzial cz. XIII w powstawaniu jader tworzenia fibryny
jest takze prawdopodobny: polimery fibrynogenu, w ktérych
fanicuchy Aa iy sq polaczone wigzaniami krzyzowymi, sa obecne
w osoczu w chwili powstawania zelu (33) i moga by¢ zaczatkiem
jader tworzenia sieci w wielu kierunkach w przestrzeni.

W chwili powstawania zelu fibrynowego (odpowiadajacej czasowi
krzepnigcia) tylko nieznaczna czes$¢ fibrynogenu jest wbudowana
w strukture fibryny, ale porowato$¢ dojrzatego zelu po kilku
godzinach zalezy bezposrednio od czasu krzepnigcia, czyli od
stezenia trombiny. Sie¢ powstajaca w chwili rozpoczecia tworzenia
zelu najpewniej stuzy za szkielet, do ktérego przylaczaja sie
kolejne czasteczki fibrynogenu pozostajace w roztworze (23).

Widkna fibryny, powstajace wieloogniskowo, tacza si¢ ze soba
tworzac tréjwymiarows strukture dojrzalego zelu. Strukture sieci
fibryny najczesciej badano za pomoca mikroskopu skaningowego,
ale ze wzgledu na potrzebe odwodnienia fibryny i procedure
przygotowywania probek, obrazy z mikroskopu elektronowego
pokazuja siec znieksztalcona i zapadnicta (23, 34).



Nieznieksztatcone, ale za to mniej dokladne obrazy sieci
fibrynowej mozna obserwowac za pomoca tréjwymiarowej
mikroskopii konfokalnej. Obrazy uzyskane z mikroskopu
konfokalnego przedstawiaja sie¢ fibryny jako uporzadkowana
strukture zbudowang z prostych wlékien fibryny o nieznacznie
zmiennej §rednicy, ktére rozchodza si¢ w réznych kierunkach i
przecinaja w przestrzeni. Wldkna spotykaja sie czesto w miejscach
tworzacych gestsze wezly, ktére by¢ moze odpowiadaja jadrom
powstawania fibryny (23).

Struktura fibryny i fibrynoliza

Whasciwosci zelu fibrynowego, takie jak sztywno$é, grubosé
widkien, wielko§¢ poréw siec, gesto§¢ wiazan krzyzowych i
gictko$¢ widkien pomigdzy rozgalezieniami sa zdeterminowane
warunkami, w ktorych powstaje sie¢ fibrynowa (23).

Znaczenie struktury sieci dla jej podatnoéci na fibrynolize byto
dotychczas oceniane w niewielu badaniach. Fibrynoliza
rozpoczyna si¢ hydroliza wigzania pomiedzy argining 560 a waling
561 w czasteczce plazminogenu przez tkankowy aktywator
plazminogenu (tPA), w wyniku ktorej powstaje plazmina (35).
Reakeja ta zachodzi 100—1000 razy szybciej na powierzchni
fibryny (36). Plazmina jest aktywna endopeptydaza hydrolizujaca
wiazania pomiedzy argining 1 lizyna réznych bialek. Plazmina
specyficznie hydrolizuje okoto 60 sposréd 362 wigzan pomigdzy
argining i lizyna w obrebie czasteczki fibryny (37).

Struktura sieci wplywa na liczbe miejsc wigzania tPA z fibryng —
grube wlékna posiadaja wigcej miejsc wigzania tPA (38).
Obserwowano tez, ze aktywacja plazminogenu przez tPA i
tworzenie plazminy sq wprost proporcjonalne do grubosci
widkien fibryny (39), a st¢zenie plazminy bylo wigksze w
skrzepach zbudowanych z grubych, w poréwnaniu z cienkimi
widknami (40).

W kilku badaniach oceniano fibrynoliz¢ po dodaniu czynnikéw
trombolitycznych do juz utworzonych skrzepow (41-44).
Podejicie takie, moze mie¢ implikacje kliniczne, poniewaz
rozpuszczenie skrzepu jest podstawowym celem leczenia
fibrynolitycznego w celu udroznienia zamknigtego naczynia.
Niemniej, nawet bez dodania zewnetrznego czynnika
trombolitycznego, te same mechanizmy, ktore zapoczatkowujq
kaskadowg reakcje krzepnigcia, aktywuja takze fibrynolize.
Polimeryzacja fibrynogenu i fibrynoliza zwykle zachodza
jednoczesnie (23). W kilku badaniach oceniano
spektrofotometrycznie tworzenie si¢ zelu fibrynowego i jego lize
po zmieszaniu fibrynogenu, plazminogenu, tPA i trombiny (39,
45-47). Wickszoé¢ doniesien sugeruje, ze sie¢ fibryny zbudowana z
ciasno ulozonych, cienkich wlékien (maly stosunek masy do
dlugosci wldkna) jest mniej podatna na fibrynolize (39, 45, 48, 49).
Obserwacje te potwierdza mniejsza podatno$¢ na fibrynolize Zelu
utworzonego w obecnosci fibrynogenu Dusart (48, 50) 1 Chapel
Hill IIT (51) (mutacja Ax Arg554Cys), ktére sa zbudowane z
niezwykle cienkich wldkien. Ponadto badania podatnosci na lizg
skrzepow utworzonych z réznorodnych czasteczek
rekombinowanego fibrynogenu potwierdzily, ze grubos¢ widkna
jest jednym z najistotniejszych czynnikéw warunkujacych
szybkos¢ fibrynolizy (52).



Wydaje si¢ jednak, Zze upakowanie wldkien w jednostce objetosci i
konfiguracja przestrzenna sieci majg wigkszy wplyw na szybkosé
fibrynolizy niz sama $rednica widkna. Analizujac obrazy uzyskane
dzi¢ki dynamicznej mikroskopii konfokalnej, Collet i wsp.
zauwazyli, ze fibrynoliza pojedynczych, cienkich wlékien zachodzi
szybciej niz wlékien grubych (38), ale szybko$¢ czota lizy skrzepu
utworzonego w osoczu zbudowanego z cienkich, ciasno
upakowanych wldékien byla mniejsza, w poréwnaniu ze skrzepami
zbudowanymi z grubych luzno ulozonych widkien, niezaleznie od
ilosci dodanego czynnika fibrynolitycznego(38, 53). Collet i wsp.
(38, 54) oraz Veklich i wsp. (53) potwierdzili, ze plazmina przecina
w poprzek pojedyncze widkna fibryny, a nie trawi ich na
obwodzie, jak sadzono wczesniej (39, 44). Jezeli plazmina przecina
wlokna fibryny w okreslonych miejscach, to fibrynoliza sieci
utworzonej z grubych, luzno utozonych witdkien bedzie
zachodzila szybciej, poniewaz jest w niej mniej widkien do
przeciecia.

Zel utworzony z grubych wlékien, pomiedzy ktérymi znajduja sie
wigksze pory, ma takze wigksza przepuszczalnosé (29, 55-57), w
zwigzku z czym rézne makroczasteczki tatwiej dyfunduja do
wnetrza skrzepu (58). Przypuszcza sig, ze moze to by¢ kolejnym z
mechanizmoéw tlumaczacych wigcksza opornosé na fibrynolize zelu
o malym wspoétczynniku przepuszczalnosci (23).

W zwiazku z powyzszym, wydaje sig, ze istnieje kilka
mechanizméw, ktére moga thumaczy¢ opornosé na fibrynolize
sieci utworzonej z cienkich wlékien: wolniejsza aktywacja
plazminogenu, trudniejsza dyfuzja czynnikéw fibrynolitycznych
do wnetrza sieci 1 wolniejsze trawienie licznych widkien przez
plazmine.

Czynniki genetyczne i Srodowiskowe a
struktura skrzepu

Struktura sieci fibryny zalezy takze od innych czynnikéw. Skrzepy
utworzone w roztworze zawierajacym zwigkszone stezenie
fibrynogenu sa wigksze i gestsze (55, 59, 60), co zmniejsza ich
podatnosé¢ na deformacje 1 fibrynolize (61). Zwickszone stezenie
fibrynogenu, podobnie jak zwigkszone stezenie trombiny,
przyspieszaja odszczepianie fibrynopeptydu A (62), co wiaze si¢ z
utworzeniem gestszej sieci fibryny z wicksza liczba wiazan
krzyzowych (59). W dwéch badaniach obserwowano, ze zel
fibrynowy utworzony w osoczu uzyskanym od oséb ze
zwigkszonym stezeniem fibrynogenu we krwi byt mniej
przepuszczalny w poréwnaniu z zelem utworzonym przy
prawidlowym stezeniu fibrynogenu (59, 63), chociaz Antovic i
wsp. obserwowali, ze zalezno$¢ ta znikala po zastosowaniu ASA
(64).

Struktura sieci fibrynowej jest zaburzona w wielu
dysfibrynogenemiach, np. w obecnosci fibrynogenu Dusart (48,
50) i Chapel Hill IIT (51) (mutacja Ao Arg554Cys) oraz
fibrynogenu Caracas 11 (mutacja Aa Ser434Asn) (65) lub Bicétre 11
(mutacja y Asn308Lys) (506).

Polimorfizm, czyli zmienno$¢ genetyczna ,,prawidtowych”
czasteczek fibrynogenu réwniez moze wplywacé strukture skrzepu.
Dotychczas opisano 2 polimorfizmy, ktére wydaja si¢
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modyfikowac strukture sieci fibryny: Ao Thr312Ala (wicksza
$rednica widkien fibryny u nosicieli allelu Ala312 (66)) 1 Bf
Arg448Lys (mniejsza przepuszczalnos¢ i gestsza struktura skrzepu
u nosicieli allelu Lys448 (63)). Znaczenie tego drugiego
polimorfizmu jest jednak poddawane w watpliwos¢ (67).

Struktura sieci fibryny w skrzepie zmienia si¢ w wielu chorobach,
u ktérych podloza lezg miazdzyca i tendencja prozakrzepowa,
m.in. w zawale serca lub w cukrzycy (68, 69). U chorych po zawale
serca przebytym w stosunkowo mtodym wieku i u chorych na
zaawansowang chorobe wieficows obserwowano zmniejszona
przepuszczalno$¢ skrzepow 1 mniejszy stosunek masy do diugosci
widkna fibryny (59, 70, 71). Podobne wlasciwosci miaty skrzepy
utworzone w osoczu uzyskanym od zdrowych krewnych
pierwszego stopnia 0s6b chorych na przedwczesna chorobe
wieficowa (72). Zjawisko to obserwowano, pomimo ze chorzy
otrzymywali ASA, ktérego stosowanie zwigksza przepuszczalnosé
skrzepu (73-75) 1 prawdopodobnie ulatwia fibrynolize (49, 76) (p.
dalej).

U chorych na cukrzyce typu 1 skrzepy sa mniej porowate i mniej
przepuszczalne, chociaz nie obserwowano zmiany w stosunku
masy do dlugosci wldkien, a efekt ten byl niezalezny od stezenia
fibrynogenu (68, 69). W badaniach przeprowadzonych in vitro,
dodanie glukozy do osocza takze prowadzito do tworzenia si¢
cia$niej upakowanej 1 mniej przepuszczalnej sieci fibryny (69).
Postulowano, ze efekt ten zalezy od glikozylacji fibrynogenu. U
chorych na cukrzyce stosowanie doustnych lekéw
hipoglikemizujacych lub insuliny wydaje si¢ zwigkszaé podatno$é
na fibrynolize, chociaz obserwacje te sg niejednoznaczne (69).
Dodanie metforminy do osocza # vitro zmniejszalo
przepuszczalno$é 1 srednice widkien fibryny (77).

Na strukture sieci fibryny moze tez wplywaé zwigkszone stezenie
cholesterolu catkowitego (78) lub cholesterolu frakcji LDL (59).
Obserwowano ujemna korelacje pomiedzy przepuszczalnoscia
zelu fibrynowego a st¢zeniem triglicerydéw (70) lub biatka ostrej
fazy — orozomukoidu (59). Skrzepy utworzone w obecnosci
homocysteiny 7 vitro miaty grubsze wlékna i bardziej zbita
strukture (79).

Zel fibrynowy utworzony w osoczu chorych na zespol
nerczycowy, z matym stezeniem albuminy w osoczu, byl mniej
przepuszczalny i bardziej oporny na fibrynolize (80), co
potwierdzily obserwacje 7 vitro (81), chociaz niektérzy autorzy
obserwowali odwrotna zalezno$¢ (82). Podobnie, rozbiezne
spostrzezenia poczyniono badajac wplyw immunoglobulin na
przepuszczalnoé¢ i podatno$¢ zelu na fibrynolize: u chorych ze
szpiczakiem mnogim i u zdrowych oséb po przetoczeniu
preparatu immunoglobulin dozylnie czas fibrynolizy wydtuzyt sie i
zmniejszyl si¢ stosunek masy do diugosci wiékna (83), chociaz w
jednym badaniu 7z vitro przepuszczalno$¢ i stosunek masy do
dlugosci zwigkszyly sie po dodaniu immunoglobulin do osocza
(82). Przylaczenie fibronektyny do sieci fibrynowej zwigksza jej
przepuszczalno$¢ 1 stosunek masy do dltugosci wldkna (82, 84).

W miare zwigkszania stgzenia wapnia w osoczu lub w roztworze
oczyszczonego fibrynogenu zwicksza si¢ stosunek masy do
dtugosci widkna fibryny (57, 85) i przepuszczalnosé zelu (86).
Podobny efekt wywiera zwigkszanie stezenia jonéw cynku (87).
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Stosunek masy do dlugosci wtdkna i przepuszczalnosc zelu
fibrynowego zmniejszaja si¢ takze wraz ze wzrostem sily jonowe;j
roztworu (85, 88). Postulowano, ze przyczyna tego efektu moze
by¢ obrzek widkien fibryny (23).

Czynnik XIII

Struktura i wlasciwosci cz. XIll

Czynnik XIII uktadu krzepnigcia (czynnik stabilizujacy fibryne,
transglutaminaza osoczowa lub fibrynoligaza) jest zymogenem
przeksztalcanym w aktywna transglutaminaze przez trombing w
obecnosci jonéw wapnia. Cz. XIII jest jedynym enzymem ukladu
krzepnigcia niebedacym proteaza serynowa.

Osoczowy cz. XIII utworzony jest z dwoch réznych podjednostek
polipeptydowych A i B, krazacych we krwi w postaci tetrameru
ztozonego z dwoch tancuchow A 1 dwoch lancuchéw B (A2B»)
polaczonych silnymi wiazaniami niekowalencyjnymi (89). Masa
czasteczkowa kompleksu wynosi okoto 325 800 Da: tafncuch A —
83 200 Da i taicuch B — 79 700 Da (90, 91). Tetramer A;B; krazy
w osoczu przylaczony do taricucha y' fibrynogenu (92), a takze
prawdopodobnie w postaci wolnych podjednostek B albo
kompleksow Bs (93). Stezenie tetrameru AzB w osoczu
oszacowano na okoto 21,6 mg/1 (94), a stezenie wolnych
podjednostek B na okoto 14-18 mg/1 (95, 96).

Gen dla podjednostki A zlokalizowano na chromosomie 6 (97), a
kolejno$¢ aminokwaséw, ktére koduje, jest unikalna i nie ma cech
wspolnych z innymi biatkami, z wyjatkiem homologicznej
sekwencji Gly-Gln-Cys-Trp w obrebie centrum aktywnego
charakterystycznej dla proteaz cysteinowych (90). Sekwencja
aminokwaséw lancucha A jest zmienna, co jest zwiazane z
kilkoma polimorfizmami i prawdopodobnie z degradacja taficucha
w obrebie konca karboksylowego (18). Podjednostka A ma
budowe globularna (98) i jest syntetyzowana w hepatocytach,
megakariocytach i monocytach (99-101). Aktywnos$¢ katalityczna
cz. XIII i miejsce wigzania jonéw wapnia znajduja si¢ w obrebie
podjednostki A, ktora i posiada 9 wolnych grup sulthydrylowych,
z ktérych jedna znajduje sie na Cys314 w centrum aktywnym. Gen
dla taficucha B zlokalizowano na chromosomie 1 (102).
Podjednostka B jest syntetyzowana w hepatocytach (101).
Podjednostka B ma strukture ptaska (98) i sktada si¢ z 10
powtarzajacych si¢ homologicznych sekwencji okoto 60
aminokwaséw polaczonych 4 mostkami dwusiarczkowymi
zwanych B> glikoproteing I, a okoto 8,5% jej masy stanowia,
weglowodany (103).

Doktadna struktura tetrameru A2B» nie jest znana, chociaz
wiadomo, ze podjednostki A wiaza si¢ ze soba niekowalencyjnie, a
podjednostki B zawijaja si¢ dookota podjednostek A (101). Uwaza
sie, ze podjednostka B jest nos$nikiem chroniacym podjednostke A
przed proteoliza (104, 105).

Cz. XIII wewnatrz komérek wystepuje w formie dimeru Az i
znajduje si¢ przede wszystkim w plytkach (89), megakariocytach
(106) i monocytach (107, 108). Okoto 50% potencjalne;j
aktywnoéci cz. XIII w osoczu bogatoplytkowym zlokalizowane
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Rysunek 5. Aktywacja
czynnika XIII.

A A XIIAB, Trombina odcina peptyd
aktywacyjny z podjednostki A,

a zmiany struktury
przestrzennej tetrameru (Xl
A2B32) pod wplywem jonéw
wapnia odstaniajg grupy

sulfhydrylowe centrum

aktywnego podjednostek A
AA (X!l Aay) i powodujg
peptydy dysocjacje podjednostek B

trombina

aktywacyjne (X1 B).
Ca
‘ ’ Xl B,
SH SH
Xl Aa,

jest w plytkach (109). Plytkowy i osoczowy cz. XIIIA majq takq
samg sekwencj¢ aminokwaséw i takie same wlasciwosci
immunochemiczne (103, 110).

Aktywacja cz. XIlI

Wilasciwosci katalityczne cz. X111, zaréwno osoczowego (A2Bz),
jak i plytkowego (Az), ujawniaja si¢ po aktywacji przez trombing i
zmianie struktury przestrzennej pod wplywem jonéw wapnia (104,
105) (rys. 5). W pierwszym etapie trombina hydrolizuje wiazanie
pomiedzy Arg37 i Gly38 kofica aminowego podjednostki A
odcinajac 37-aminokwasowy peptyd aktywacyjny o masie okolo
4500 Da (103). Obecnosé¢ polimeréw fibryny przyspiesza okoto
100—1000-krotnie aktywacje cz. XIII przez trombine (111-113).
Odszczepienie peptydu aktywacyjnego ostabia oddziatywania
pomiedzy podjednostkami A i B (114). W obecnosci jonéw
wapnia podjednostki B dysocjuja i jednoczesnie odstania sie
Cys314 w centrum aktywnym, umozliwiajac powstanie w pelni
czynnego enzymu (105). Po dysocjacji, podjednostki B kraza we
krwi, natomiast ponad 90% podjednostek A pozostaje zwigzanych
z fibryng (115). Cz. XIIIA aktywowany przez trombing wigze si¢ z
fibryna w obrebie domeny aC, co wplywa na strukture
przestrzenna i dodatkowo przyspiesza dysocjacje podjednostek B
(110).

Rola czynnika Xlll w ukiadzie krzepniecia

Cz. X1III katalizuje reakcje transglutaminacji, w ktorej wyniku
tworzy si¢ wigzanie amidowe pomigdzy grupg y-karbonylowa
glutaminy a e-aminows lizyny z réwnoczesnym uwolnieniem
amoniaku (118) (rys. 6). Podstawowns fizjologiczng czynnoscia
aktywowanego cz. XIIIA jest tworzenie dimerow laiicuchéw y
(~93 000 Da) i polimeréw tancuchow a fibryny (p. nizej). Cz.
XIII wiaze tez az-antyplazming (119) i fibronektyne z fibryna
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Rysunek 6. Reakcja o SH
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(120) i z kolagenem (121). Ponadto cz. XIIIAa tworzy wiazania
krzyzowe pomiedzy wieloma innymi biatkami: kolagenem, cz. von
Willebranda, cz. V, inhibitorem fibrynolizy aktywowanym przez
trombine (TAFI), inhibitorem aktywatora plazminogenu typu 2
(PAI-2), aktyna i miozyna (117) (tab.1).

Cz. XIIIAa katalizuje tworzenie wiazan krzyzowych pomiedzy
fanicuchami y utozonych linijnie dwoch sasiednich czasteczek
fibryny, umacniajac boczng agregacje protofibryli (122) (rys. 3).
Aktywacja cz. XIIIA i tworzenie wigzan krzyzowych zachodza
jednoczesdnie z odszczepieniem fibrynopeptydu A z lancucha Aa
fibrynogenu (21). W obrebie domen D czasteczki fibrynogenu,
przy koncu karboksylowym laficucha vy, znajduja si¢ 2 miejsca
ulatwiajace przyleganie domen D sasiednich czasteczek fibryny i
tworzenie wiazan krzyzowych (123). W obecnosci cz. XI11Aa
tworzg si¢ dwa przeciwréwnolegle wigzania izopeptydowe,
faczace domeny D dwéch czasteczek fibryny pomiedzy GIn398
lub GIn399 lancucha y jednej czasteczki 1 Lys406 drugiej
czasteczki (123). Po utworzeniu wiazan krzyzowych pomiedzy
dwoma lafncuchami y powstaja dimery y fibryny. Znacznie wolniej
powstajg bardziej zlozone wiazania krzyzowe pomiedzy
fanicuchami y tworzac trimery i tetramery y (124, 125). Poniewaz
tylko 1 lizyna w pozycji 406 laficucha y bierze udzial w tworzeniu
wiazan krzyzowych, nalezy przyjaé, ze trimery i tetramery y
prawdopodobnie powstaja przez ponowne wykorzystanie tego
samego miejsca wigzania (15).

Wigzania krzyzowe pomiedzy fanicuchami o tworza si¢ wolniej niz
pomiedzy tafdicuchami y (15). Na podstawie badan w ukladzie
biatek oczyszczonych in vitro zaproponowano, ze cz. XI11Aa
katalizuje powstawanie wigzan pomiedzy glutaming w pozycji 221,
237, 3281366 (126, 127), a lizyna w pozycji 208, 219, 224, 418,
427,429, 4406, 448, 508, 539, 556, 580, 583, 601 i 606 tancucha o
(93, 128). Wciaz nie wiadomo, ktére z tych aminokwaséw biora
udzial w tworzeniu wiazan krzyzowych 7 vivo, kiedy fibrynogen
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Tabela 1. Substraty dla cz. XlllAa. Zmodyfikowane na podstawie pracy R. Ariénsa i wsp. (117).

Substrat

Fibrynogen/fibryna (tancuch y)
Fibrynogen/fibryna (tafcuch a)
az-antyplazmina

TAFI

PAI-2

Fibronektyna

Kolagen

Cz. von Willebranda
Witronektyna
Trombospondyna

Cz.V

Aktyna

Miozyna

Winkulina

integryna QIIbBS

Substancje, z ktérymi sie wigze
tancuchyia

tancuchyia

tancuch a (Lys303)

Fibryna, TAFI

tancuch a (Lys148, Lys230,
Lys413)

Fibryna, kolagen, fibronektyna
Fibryna, fibronektyna

Fibryna, kolagen

Fibryna

Fibryna

Fibryna, ptytki

Fibryna

Miozyna

Fibryna

Fibryna

Znane lub potencjalne dziatanie
Stabilizacja skrzepu
Stabilizacja skrzepu

Opornos¢ na fibrynolize
Opornos¢ na fibrynolize

Opornos¢ na fibrynolize
Migracja komorek do wnetrza
skrzepu, gojenie ran
Stabilizacja macierzy
zewnatrzkomoérkowej

Przyleganie ptytek do skrzepu
nieznane

nieznane
Zwiekszona generacja trombiny
na powierzchni skrzepu

Retrakcja skrzepu, stabilizacja
cytoszkieletu ptytek

Retrakcja skrzepu, stabilizacja
cytoszkieletu ptytek

Retrakcja skrzepu, stabilizacja
cytoszkieletu ptytek

Stabilizacja ptytek w skrzepie

PAI-2 — inhibitor aktywatora plazminogenu typu 2; TAFI — inhibitor fibrynolizy aktywowany przez trombine

wspolzawodniczy z innymi czasteczkami o przylaczenie do lizyny.

Liczba potencjalnych miejsc tworzenia wigzan krzyzowych

umozliwia powstawanie ztozonych polaczen pomiedzy sasiednimi

domenami a«C. Uwaza sig, ze liczba utworzonych wigzan

pomiedzy tancuchami «, a nie pomiedzy fanicuchami y, modyfikuje
podatno$é na fibrynolize i wplywa na mechaniczne wlasciwosci

fibryny (129). Wigzania krzyzowe pomigdzy tatdicuchami o
przypuszczalnie ulatwiaja faczenie si¢ protofibryli w grubsze

czki wldkien, a utworzona w ten sposob sie¢ zwieksza opornosé
b

fibryny na trawienie przez plazmine (34). Cz. XIIIAa katalizuje

takze tworzenie niewielkiej liczby wigzad pomiedzy taficuchami o i

y (124), nawet jeszcze przed uwolnieniem FPA, tworzac
potaczenia a-y i Aa-y (33). Chociaz polimery fibryny sa
podstawowymi substratami dla cz. XI1IAa, wykazano, ze
katalizuje on réwniez przylaczanie czasteczek fibrynogenu do

fibryny (130, 131).

Kolejng czasteczka bedaca substratem dla cz. XIIIAa jest oo-

antyplazmina (119) — wazny inhibitor plazminy 7z vive. Cz. XI11Aa

taczy ar-antyplazmine z fibryna, co odgrywa szczegdlng role w



regulacji fibrynolizy (132). Przylaczanie fibronektyny do tafcucha
o zwigksza przepuszczalno$é i podatnosé sieci fibrynowej na lize
(120, 133, 134), zmienia jej wlasciwo$ci mechaniczne (84) oraz
zwigksza przyleganie i migracje komérek do wnetrza skrzepu
(135). Pozostate substraty cz. XIIIAa — inhibitor fibrynolizy
aktywowany przez trombing (TAFI) (136) 1 aktywator
plazminogenu typu 2 (137) oraz inne substancje, ktérym
przypisuje sie znane lub postulowane dziatanie biologiczne,
przedstawia tabela 1.

Polimorfizmy cz. XIIIA

Dotychczas opisano 5 polimorfizméw podjednostki A cz. XIII.
Pierwszy polimorfizm pojedynczych nukleotydéw, polegajacy na
transwersji G—T, czyli zamianie pojedynczego nukleotydu
guaniny na tyming w taficuchu DNA, a w jej wyniku zamianie
aminokwasu waliny na leucyne w pozycji 34 podjednostki A
czynnika XIII (Val34Leu), wystepuje u okoto 25-30% oséb rasy
biatej, 13—17% os6b pochodzacych z Afryki 1 Azji Poludniowej i
tylko u 1% Japonczykéow (138-140). Polimorfizm Val34Leu, jako
jedyny ze znanych dotychczas polimorfizméw cz. XIIIA, ma
potwierdzone znaczenie czynno$ciowe i wiaze si¢ ze zmiang
szybkosci aktywacji cz. XIIIA, modyfikacja struktury fibryny i
prawdopodobnie ze zwigkszonym ryzykiem zakrzepowym (p.
dalej).

Polimorfizm Tyr204Phe wystepuje u 1-3% os6b i
prawdopodobnie wigze si¢ z poronieniami nawykowymi (141),
polimorfizm Pro546Leu wystepuje u okolo 21% oséb i by¢ moze
zwigksza ryzyko udaru mézgu (142), a polimorfizmy Val6501le i
Glu651Gln wystepuja odpowiednio u 6% i 27% o0s6b i dotychczas
nie donoszono o jakimkolwiek ich znaczeniu klinicznym. Nie
wykazano tez, aby te 4 polimorfizmy wplywaly na aktywnos¢ cz.
XIITI (143).

Znaczenie polimorfizmu Val34Leu cz. XIIIA

Aktywacja cz. XIIIA Leu34, zaréwno osoczowego, jak i
plytkowego, przebiega okolo 2,5-krotnie szybciej niz wariantu
Val34Val niezaleznie od interakcji miedzy podjednostkami A i B
(144-147). Koficowa aktywnos¢ obu wariantéw
homozygotycznych jest jednak taka sama (148). Mechanizm
przyspieszonej aktywacji wariantu Leu34 cz. XIIIA przez
trombing jest nieznany, chociaz wyniki badad sugeruja, ze moze za
nia odpowiada¢ zmiana struktury przestrzennej (1406, 149),
poniewaz interakcja migdzy trombing a podjednostka A cz. XIII
zachodzi gléwnie w odcinku pomiedzy Val/Leu34 a Arg37
peptydu aktywacyjnego (150). Odcigcie peptydu aktywacyjnego w
przypadku wariantu Leu34 cz. XIIIA zachodzi mniej wigcej
réwnoczednie z odszczepieniem fibrynopeptydu A, natomiast w
przypadku wariantu Val34 pézniej, rownoczesnie z
odszczepieniem fibrynopeptydu B (145). Poniewaz w chwili
uwolnienia FPA powstaja cienkie protofibryle, ktore jednoczesnie
z odszczepieniem FPB stopniowo agreguja tworzac grubsze
wilékna fibryny (30, 151), cz. XII1Aa Leu34 katalizuje tworzenie
wiazan krzyzowych w sieci fibryny ztozonej z ciefiszych wlékien,
wezesniej hamujac agregacje protofibryli i tworzenie widkien
grubszych. Rzeczywiscie, skrzep powstaly w obecnosci cz. X1I1Aa
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Leu34 zbudowany jest z ciefiszych widkien, ma mniejsze pory i
mniejsza przepuszczalno$é w poréwnaniu ze skrzepem powstalym
w obecnosci cz. XIIIA Val34Val (145).

W 2003 roku Lim i wsp. zaobserwowali, ze u nosicieli allelu Val34
przepuszczalno$é zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem stezenia
fibrynogenu, a u homozygot Leu34Leu pozostaje stata (63) i
zasugerowali, ze obserwowany w badaniach klinicznych wplyw
polimorfizmu Val34Leu cz. XIIIA na ryzyko zakrzepicy tetniczej
lub Zylnej, moze by¢ wynikiem zlozonych interakcji pomiedzy
czynnikiem genetycznym i czynnikami srodowiskowymi. Trumbo i
wsp. zauwazyli, ze reakcja hydrolizy peptydu aktywacyjnego
katalizowana przez trombing zachodzi okolo 6-krotnie szybciej w
obecnosci cz. XIITA Leu34 w poréwnaniu z Val34Val (147).
Zaproponowali oni, ze cz. XIIIA Leu34 jest ,,przedwczesnie”
aktywowany, zanim pojawi si¢ odpowiednie st¢zenie substratu —
fibryny 1, 1 wezedniej inaktywowany, a w konsekwencji, tworzenie
wiazan kowalencyjnych pomiedzy czasteczkami fibryny bytoby
zakoniczone przedwczesnie.

Polimorfizm Val34Leu cz. XIll i ryzyko
zakrzepicy

W wielu badaniach kliniczno-kontrolnych zaobserwowano, ze
polimorfizm Val34Leu cz. XIII wplywa na ryzyko zakrzepicy
zylnej 1 tetniczej. Paradoksalnie, wyniki tych badand sugeruja, ze
nosiciele allelu Leu34 moga by¢ obciazeni mniejszym ryzykiem
zawalu serca (139, 152-165) lub zakrzepicy zyt glebokich (146,
154, 157, 166-169), w poréwnaniu z osobami homozygotycznymi
pod wzgledem allelu Val34 (rys. 7 i 8). Niektorzy autorzy postuluja,
ze zmienne wyniki badan klinicznych wskazujace na istnienie albo
brak zaleznos$ci pomigdzy polimorfizmem Val34Leu cz. XIIIA a
ryzykiem zawaltu serca lub zakrzepicy Zylnej, wynikajg z
geograficznej réznicy w czestosci wystepowania tej mutaciji (138).

Podobny efekt obserwowano w dwoéch badaniach
przeprowadzonych wérdd chorych na udar niedokrwienny mézgu
(OR ~0,6) (159, 170). Pojedyncze doniesienie taczy polimorfizm
Val34Leu cz. XIIIA z korzystnym wplywem na ryzyko zakrzepicy
tetnicy centralnej siatkdwki (171). Polimorfizmowi Val34Leu cz.
XIIIA przypisywano natomiast niekorzystny wplyw na ryzyko
krwawienia §rédczaszkowego (159, 172), chociaz w innych
badaniach nie potwierdzono tego spostrzezenia (173, 174). W
niedawno opublikowanym doniesieniu z badania Women's Health
Initiative nie stwierdzono zaleznosci pomie¢dzy polimorfizmem
Val34Leu cz. XIIIA, a ryzykiem zakrzepicy zylnej u kobiet
stosujacych hormonalna terapig zastepcza (175).

Polimorfizm Val34Leu cz. XIIIA i kwas
acetylosalicylowy

W 2003 roku Undas i wsp. wykazali, ze w poréwnaniu z
homozygotami Val34Val, u nosicieli allelu Leu34 zymogen cz.
XIIIA zanikal, a aktywowany cz. XIITAa pojawial si¢ szybciej we
krwi wyplywajacej ze standardowych nacie¢ (176). W ten sposéb
wezesniejsze obserwacje potwierdzono 7 vivo. Ponadto
stwierdzono, ze u zdrowych nosicieli allelu Leu34, w poréwnaniu
z homozygotami Val34Val, stosowanie ASA w dawce 75 mg/d
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Rysunek 7. Ryzyko zawatu serca
u nosicieli allelu Leu34

Badanie

lloraz szans
(95% CI)

w poréwnaniu z homozygotami Aleksic 2002 1,05 (0,80-1,37)
Val34val cz. XIIIA. ATVBISG 2003 1,04 (0,88-1,23)
OR —iloraz szans; Butt 2003 0,97 (0,76-1,24)
Cl — przedziat ufnosci Canavay 2000 0,70 (0,48-1,02)
Corral 2000 0,59 (0,53-0,85)
Franco 2000 0,60 (0,40-0,90)
Gemmati 2001 : 0,51 (0,26-0,99)
Kakko 2002 —-—— 0,73 (0,45-1,20)
Kohler 1998 —a— 0,67 (0,54-0,85)
Reiner 2002 _— 0,78 (0,46-1,32)
Reiner 2003 —-— 0,70 (0,51-0,95)
Roldan 2003 ——— 0,97 (0,68-1,37)
Warner 2001 1,22 (0,56-2,68)
Wartiovaara 1999 _ 0,59 (0,38-0,93)
facznie <> 0,78 (0,67—-0,90)
02 05 1 2 5
OR (95% Cl)
Rysunek 8. Ryzyko zakrzepicy zyt Badanie IIoroaz szans
gtebokich u nosicieli allelu Leu34 (95% Cl)
W poréwnaniu z homozygotami Alhenc-Gelas 2000 — .+ 0,81(0,63-1,05
Val34Val cz. XIIIA. : 8110657109
. Balogh 2000 I 1,09 (0,78-1,52
OR - iloraz szans; aleg : - ( )
Cl — przedziat ufnosci Catto 1999 ~—— @ 0,63 (0,38-0,82)
Corral 2000 —.— 0,67 (0,53-0,85)
Franco 1999 S S E— 0,90 (0,60—1,40)
Morgaglione 2000 —.— 1,00 (0,80-1,40)
Rosendaal 1999 0,71 (0,39-1,29)
tacznie <> 0,82 (0,70-0,96)
0.2 05 1 2
OR (95% Cl)

przez 7 dni silniej uposledzato aktywacje cz. XIIIA 7 vivo, do tego
stopnia, ze po zastosowaniu ASA aktywacja cz. XIIIA Val34Val
byla szybsza w poréwnaniu z cz. XIIIA Leu34. Obserwacja ta, w
polaczeniu z doniesieniami o wplywie ASA i polimorfizmu
Val34Leu cz. XIIIA na przepuszczalnosé skrzepu (63, 73, 74, 145),
zrodzila hipoteze, ze przepuszczalno$¢ zelu fibrynowego i jego
podatno$¢ na lize po zastosowaniu ASA, przynajmniej w czesci,
zaleza od polimorfizmu Val34Leu cz. XIIIA. Zjawisko to
mogloby tlumaczy¢ obserwowana w badaniach klinicznych
mniejsza szanse¢ posiadania allelu Leu34 przez chorych na zawal
serca, udar niedokrwienny moézgu lub zakrzepice zyt glebokich,
poniewaz znaczny odsetek chorych bioracych udzial w badaniach
stosowal ASA.
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Kwas acetylosalicylowy i jego
dziatanie

Wpilyw ASA na cyklooksygenaze

Najlepiej poznanym mechanizmem dziatania ASA jest zdolnoé¢
zahamowania aktywnosci cyklooksygenazowej izoform 112
syntazy prostaglandyny H, zwanych COX-11 COX-2 (177-179).
Enzymy te katalizuja pierwszy etap biosyntezy prostanoidéw, czyli
utlenianie kwasu arachidonowego do posredniczacych w dalszej
syntezie prostaglandyn Gz 1 Ha. PGHa jest bezposrednim
prekursorem PGDy, PGE;, PGF2,, PGI: i tromboksanu As.
COX-11 COX-2 rdznig si¢ m.in. sposobem regulacji aktywnosci
katalitycznej, ekspresja w réznych liniach komoérkowych i
odmienng lokalizacja w koméree. Mechanizm molekularny
dzialania ASA polega na nicodwracalnym hamowaniu aktywnosci
ludzkiej COX-1 poprzez acetylacje strategicznie polozonej Ser529
(180) 1 COX-2 poprzez acetylacje Ser516, co uniemozliwia
przylaczenie substratu do miejsca katalitycznego enzymu (181).
ASA jest okoto 150—200-krotnie silniejszym inhibitorem COX-1
niz COX-2 (182). Niedawno Chandrasekharan i wsp. opisali
trzecia izoforme ludzkiej cyklooksygenazy — COX-3, bedaca
wariantem COX-1 powstalym w wyniku odmiennej translacji

(183).

W plytkach krwi i komoérkach §rodblonka u cztowieka z PGH»
powstaja przede wszystkim odpowiednio TXA; i PGI;
(prostacyklina) (179). Tromboksan A, ma silne dziatanie
proagregacyjne i kurczace naczynia krwionoéne, natomiast PGI,
hamuje agregacje plytek i rozszerza naczynia (179). Synteza TXA,
zalezy przede wszystkim od aktywnosci COX-1 w plytkach.
Dlatego w warunkach fizjologicznych wystawienie plytek na
dzialanie ASA oslabia ich zdolno$¢ agregaciji, chociaz nie znosi go
catkowicie (184). Prostacyklina w komérkach §rédbtonka
powstaje zarowno za posrednictwem COX-1, jak i za
posrednictwem COX-2, nawet w wigkszych ilosciach takze w
warunkach fizjologicznych (185). Moze to odpowiadac za stalg
biosyntez¢ PGI, przy stosowaniu ASA w dawce 30-100 mg
dziennie 7 vivo, niezaleznie od przejsciowego zahamowania COX-
1 (186). Po jednorazowej ekspozycji na ASA wyjéciowa aktywnosé
COX-1 w $rédbtonku powraca po kilku godzinach dzigki
ponownej syntezie (187).

ASA jest szybko wchtaniany w zoladku i w poczatkowym odcinku
jelita cienkiego (188). Maksymalne stezenie ASA w osoczu
obserwuje si¢ po 30—40 minutach po zazyciu standardowej
tabletki ASA i po 3—4 godzinach po zazyciu tabletki powlekanej
dojelitowej. Efekt przeciwplytkowy standardowej tabletki ASA
jest widoczny po okoto 1 godzinie od zazycia leku (189).
Biodostepnosé ASA w standardowej postaci wynosi okoto 40—
50% niezaleznie od dawki i jest znacznie mniejsza po zazyciu
tabletek powlekanych dojelitowych (190). Przeciwplytkowe
dzialanie ASA w przewazajacej mierze nie zalezy od
biodostepnosci leku, poniewaz acetylacja plytkowej COX-1
zachodzi przed przedostaniem si¢ ASA do krazenia systemowego
(190).

Czas péttrwania ASA w krazeniu systemowym wynosi okoto 15—
20 minut (191) i wynika z szybkiej deacetylacji. Pomimo szybkiego
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usuwania ASA z krazenia lek wywoluje trwate uposledzenie
funkeji plytek zaleznej od TXA», poniewaz nieodwracalnie
inaktywuje COX-1 (177). ASA inaktywuje COX-1 réwniez w
megakariocytach (178, 192, 193), a skoro $redni czas zycia plytki
wynosi okolo 10 dni i 10% populacji ptytek ulega wymianie
kazdego dnia (194, 195), dawkowanie ASA raz dziennie pozwala
utrzymac trwalg blokade produkeji TX Az w plytkach.

Dziatanie przeciwzapalne 1 przeciwbdélowe ASA wynika przede
wszystkim z blokowania COX-2 1 wymaga czg¢stszego stosowania
leku w wickszej dawce, poniewaz komorki jadrzaste szybko
resyntetyzuja COX-2.

Dzialanie przeciwzakrzepowe ASA niezalezne
od TXA:2

Efekt przeciwzakrzepowy ASA moze wykracza¢ poza zdolnosé do
inaktywacji plytkowej COX-1. Zaproponowano kilka
mechanizméw mogacych mie¢ potencjalny wplyw na krzepniecie
krwi. Pierwszym z nich jest efekt antagonistyczny do witaminy K,
chociaz wymaga on stosowania duzej dawki ASA i nie ujawnia si¢
przy dawkach <1,5 g/24h (196). Drugim mechanizmem jest
uposledzenie generacji trombiny po podaniu 300-500 mg ASA
(197-199), by¢ moze w wyniku interakcji z fostolipidami ptytek.
Nie jest wykluczone, ze dzialanie przeciwtrombinowe ASA jest
wtorne do uposledzenia czynnosci plytek zwiazanej z
zahamowaniem produkciji TXA». Dotychczas nie opublikowano
danych wiazacych zahamowanie powstawania TXA» z generacja
trombiny, zachodzaca przede wszystkim wlasnie na powierzchni
plytek. U zdrowych mezczyzn stwierdzono zmniejszenie generacji
trombiny w miejscu uszkodzenia mikronaczyn skoéry juz po
zastosowaniu 75 mg ASA (200). Efektu tego nie obserwowano u
chorych ze zwigckszonym stgzeniem cholesterolu catkowitego we

kewi (201).

Donoszono réwniez o wplywie ASA na modyfikacj¢ oddziatywan
pomiedzy plytkami a granulocytami obojetnochlonnymi (202) lub
erytrocytami (203, 204), role w ochronie $rédbtonka przed
stresem oksydacyjnym 2z vitro (205) lub poprawe dysfunkcji
§rédbtonka u chorych na miazdzyce (206). Dotychczas w zadnym
z proponowanych wyzej efektéw przeciwzakrzepowych ASA
niezaleznych od TXA; nie wyjasniono molekularnego

mechanizmu ani nie wykazano zaleznosci efektu od dawki.

Duze korzysci kliniczne ze stosowania ASA (p. nizej) wydajq si¢
niewspétmierne do roli TX Ay, ktéry jest tylko jednym z kilku
zwigzkow wywolujacych agregacje plytek, i to nie najsilniejszym.
Trombina i kolagen wywoluja agregacje plytek poddanych
dziataniu ASA. Do obserwowanych efektow klinicznych
prawdopodobnie przyczynia si¢ rowniez dzialanie ASA niezalezne
od wplywu na syntez¢ TXA,.

Acetylacja fibrynogenu i innych bialek osocza

Kolejnym mechanizmem przeciwzakrzepowego dzialania ASA
moze by¢ acetylacja biatek uktadu krzepnigcia. Dotychczas jedynie
in vitro wykazano, ze stosowanie ASA wigze si¢ ze zwigkszeniem
przepuszczalnosci zelu fibrynowego utworzonego w dializowanym
osoczu (74, 207) lub z oczyszczonego fibrynogenu po dodaniu
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trombiny, cz. XIII 1 CaClz (73). Co ciekawe, w obu ukfadach
zaobserwowano, ze stosowanie ASA w dawce mniejszej (tj. 75
mg), w poréwnaniu z dawkq wigksza (tj. 320 mg), miato wigkszy
wplyw na przepuszczalno$¢ powstatego zelu fibrynowego (73, 74).
Fatah i wsp. donosili o zwickszeniu przepuszczalnosci zelu
fibrynowego utworzonego w dializowanym osoczu u mezczyzn ze
stabilng chorobg wieficows stosujacych ASA, ale ich wyniki nie
byly jednoznaczne (75). W badaniach z uzyciem mikroskopu
konfokalnego A. Antovic i wsp. obserwowali, ze stosowanie ASA
w malej dawce wigzalo si¢ z powstawaniem grubszych, widkien,
mniej regularnie utozonych w sieci fibryny o wigkszych porach
(64). Na podstawie badan spektrofotometrycznych zelu
fibrynowgo, ta sama grupa badaczy potwierdzila, ze zastosowanie
ASA w dawce 751 160 mg zwigksza grubos¢ widkien fibryny (73)
i zwrécila uwage na zwigkszona podatnosé zelu fibrynowego na
fibrynolize¢ po podaniu ASA (49). Obserwacja ta potwierdzita
wezeséniejsze pojedyncze doniesienie, ze ASA zwicksza podatnosé
na fibrynoliz¢ (76).

Przypuszcza sig, ze ASA acetyluje grupy e-aminowe lizyn w
czasteczce fibrynogenu, chociaz obserwacje te poczyniono # vive
stosujac duze dawki ASA (650 mg co 12 h) (76) lub w
niefizjologicznych, zasadowych warunkach 7z vitro (208). Badajac
fragmenty czasteczek fibrynogenu preinkubowanego z ASA, za
pomoca spektrometrii mas, wykazano, ze w wielu przypadkach
masa fragmentu po inkubacji zwigkszala si¢ o 42 Da, co bylto
charakterystyczne dla acetylacji reszt lizynowych (209).
Zauwazono, ze modyfikacja niektérych reszt lizynowych
zachodzila cz¢sciej 1, ze pewne aminokwasy biorace udziat w
tworzeniu wiazan krzyzowych stawaly si¢ niedostepne (209).
Acetylacja fibrynogenu prawdopodobnie modyfikuje rozklad
tadunkow i strukture przestrzenna czasteczki fibrynogenu,
zmieniajac strukture powstajacej fibryny (23, 76).

Stwierdzono, ze ASA acetyluje takze inne biatka uktadu
krzepnigcia, np. antytrombing (210), a takze albuming (211, 212)
oraz lipidy 1 kwasy nukleinowe (208). Acetylacja biatek bfony
komérkowej moze by¢ odpowiedzialna za zmiang jej ptynnosci;
obserwowano usztywnienie blon pod wplywem ASA 7 vitro (213)
iin vivo (214, 215), a efekt ten nie zalezal od wpltywu ASA na
cyklooksygenaze (214).

Korzysci ze stosowania ASA w chorobach
sercowo-naczyniowych

W licznych badaniach klinicznych wykazano, ze niezaleznie od
plci, ASA jest skuteczny zaréwno w pierwotnej (216, 217), jak i we
wtoérnej prewencji incydentéw sercowo-naczyniowych (218).

U chorych obcigzonych zwickszonym ryzykiem sercowo-
naczyniowym przewlekle leczenie przeciwplytkowe zmniejsza
ryzyko zaréwno zawalu serca, jak i udaru mézgu o okoto 20%, a
zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych o 15% (218). Na tej
podstawie autorzy wytycznych VII Konferencji Leczenia
Przeciwzakrzepowego i Trombolitycznego American College of
Chest Physicians (ACCP) zalecaja, stosowanie ASA do kofica zycia
u wszystkich chorych na stabilna chorobg wiedcows (219).
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U chorych na §wiezy zawal serca z uniesieniem odcinka ST lub
inng postaé ostrych zespoléw wieticowych, stosowanie ASA
zmniejsza ryzyko zgonu, ponownego zawalu serca i udaru mézgu
(220, 221). Na tej podstawie autorzy wytycznych American
College of Cardiology/American Heart Association (ACC/AHA)
1 ACCP zalecaja stosowanie ASA najszybciej jak to jest mozliwe i
kontynuacje¢ leczenia do konca zycia u wszystkich chorych na
ostry zespol wiencowy (219, 222, 223).

U chorych na §wiezy udar niedokrwienny mézgu stosowanie ASA
zapobiegato 11 zgonom lub ponownym udarom niedokrwiennym
mézgu wirdd kazdych 1000 chorych, ale jednoczesnie byto
przyczyna wystapienia 2 dodatkowych udaréw krwotocznych
mozgu, z czego wynika, ze stosowanie ASA w $wiezym udarze
niedokrwiennym mézgu zapobiega okoto 9 zgonom lub
ponownym udarom u kazdych 1000 leczonych oséb (224, 225).
Obecnie zaleca si¢ stosowanie ASA u wszystkich chorych na
$wiezy udar niedokrwienny moézgu, u ktérych nie mozna
zastosowac leczenia trombolitycznego i u wszystkich chorych z
przejSciowym niedokrwieniem lub udarem niedokrwiennym
mézgu w wywiadzie (220).

Korzys¢ ze stosowania ASA w prewencji pierwotnej incydentow
sercowo-naczyniowych jest mniej pewna, chociaz wyniki badan
sugeruja, ze stosowanie ASA moze zmniejszy¢ ryzyko pierwszego
zawalu serca lub udaru niedokrwiennego mézgu, jednoczesnie
zwigkszajac ryzyko powaznego krwawienia (216, 217). Obecnie
zaleca si¢ rozwazenie stosowania ASA w prewencji pierwotne;
jedynie u chorych obciazonych umiarkowanym i duzym ryzykiem
incydentu wiencowego (ryzyko >10% w ciagu nastepnych 10 lat) i
malym ryzykiem krwawienia (219, 227) lub u chorych na cukrzyce
(228).

U czegsci chorych z tak zwana ,,opornoscia na ASA” lek ten jest
malo skuteczny, podobnie jak to ma miejsce w przypadku innych
lekéw stosowanych w prewencii i leczeniu choréb sercowo-
naczyniowych. Hipoteze¢ ,,opornoséci na ASA” sformulowano na
podstawie obserwacji pochodzacych z badan klinicznych, w
ktérych opornosé na ASA definiowano w rézny sposéb.
Opornoé¢ kliniczna to nieskuteczno§é ASA w zapobieganiu
powiklaniom zakrzepowym miazdzycy, natomiast oporno$é
laboratoryjna polega na braku przedtuzenia czasu krwawienia,
stosunkowo niewielkim zmniejszeniu produkeji TXA» (wyjatkowo
rzadko — jego zwigkszeniu) lub stabym uposledzeniu czynnosci
plytek in vitro (229). Zaproponowano przynajmniej 3 potencjalne
mechanizmy oporno$ci na ASA, ktéra moze wynikac z: 1)
przej$ciowej ekspresji COX-2 w nowo powstatych plytkach w
przypadku zwigkszonej ich produkcji (230), 2) syntezy TXA: poza
plytkami krwi, np. przez makrofagi w plytkach miazdzycowych,
ktore resyntetyzuja COX-2 po jej zablokowaniu przez ASA (231)
lub 3) jednoczesnego stosowania innych niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych (np. ibuprofenu), ktére moga uposledzaé
nieodwracalng acetylacje COX-1 przez ASA (232, 233).
Sugerowano réwniez zwiazek miedzy opornoscig na ASA a
polimorfizmami genetycznymi, m.in. genu COX-1 1 integryn 33
(234). Kliniczne znaczenie oporno$ci na ASA oceniano na
podstawie obserwacji, ktérych interpretacja jest utrudniona z
powodu malej wiarygodnosci zastosowanej metodyki, tzn. opiséw
serii przypadkow, malej liczby badanych i zaobserwowanych
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incydentéw sercowo-naczyniowych i ocenie opornosci na ASA na
podstawie pojedynczych wskaznikéw laboratoryjnych (235-238).

Wystepowanie incydentow sercowo-naczyniowych u chorych
przewlekle stosujacych ASA nalezatoby raczej nazywaé
»hiepowodzeniem leczenia” niz ,,opornoscia na ASA” (229).
Konieczne jest opracowanie standardowych metod laboratoryjnej
oceny opornosci na ASA, bez ktérych koncepcja ta pozostaje
teoretyczna mozliwoscia o niepewnym znaczeniu klinicznym (239).
Ze wzgledu na powszechne stosowanie ASA w prewencji choréb
sercowo-naczyniowych, wyjasnienie przyczyn zmiennej
skutecznosci tego leku, moze miec znaczenie kliniczne i pozwoli¢
np. na wyodrebnienie chorych, ktérzy odniosa korzysé ze
stosowania wigkszej dawki ASA lub innego leku
przeciwplytkowego.

Zatozenia i cel pracy

Wyniki niedawno przeprowadzonych badan klinicznych, w
ktérych oceniano zwiazek pomiedzy czynnikami genetycznymi a
ryzykiem zakrzepicy tetniczej lub Zylnej sugeruja, ze polimorfizm
Val34Leu cz. XIIIA, ktéry stosunkowo cz¢sto wystepuje w
populacji europejskiej, wiaze si¢ ze zmniejszeniem ryzyka zawatu
serca, udaru mozgu 1 zakrzepicy zyt glebokich. Paradoksalnie,
wyniki badan podstawowych majace wyjasni¢ mechanizm tego
efektu wskazuja, ze struktura skrzepu powstajacego w obecnosci
allelu Leu34 cz. X1IIIA jest mniej podatna na fibrynolize.
Niedawno Undas 1 wsp. wykazali, ze kwas acetylosalicylowy silniej
hamuje aktywacje cz. XIIIA u nosicieli allelu Leu34, w
poréwnaniu z homozygotami Val34Val, 7n vivo (176). Niniejsza
praca jest kontynuacja tych poszukiwan, poniewaz dotychczas nie
badano wplywu ASA na strukture skrzepu w zaleznosci od
polimorfizmu Val34Leu cz. XIIIA.

Cel ogolny

Czy 1jak polimorfizm Val34Leu cz. XIIIA modyfikuje wplyw
ASA na poszczegélne etapy konwersji fibrynogenu i na
wlasciwosci fizykochemiczne usieciowanej fibryny?

Cele szczegdtowe

Jaki jest wplyw polimorfizmu Val34Leu cz. XIIIA i
jednorazowego zastosowania 300 mg ASA na aktywacje cz. XIITA
1 powstawanie usieciowanej fibryny?

Czy przepuszczalnosc zelu fibrynowego i jego podatnosc na lize
po zastosowaniu ASA zalezy od polimorfizmu Val34Leu cz.
XIITA?

Czy stosowanie ASA wplywa na powstawanie dimeréw y fibryny
w obecnosci osoczowego 1 plytkowego cz. XIIIA w zaleznosci od
polimorfizmu Val34Leu?
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Badani

W badaniu wzi¢to udziat 9 zdrowych ochotnikéw: 3 osoby z
genotypem Val34Val, 3 osoby z genotypem Val34Leu i 3 osoby z
genotypem Leu34Leu cz. XIIIA, ktére wybrano sposrod 41
zdrowych os6b w wieku 30—45 lat. Wszyscy aktualnie nie palili
tytoniu i nie stosowali zadnych lekéw co najmniej przez 4
tygodnie. Charakterystyke badanych oséb przedstawiono w tabeli
2.

Tabela 2. Wyjsciowa charakterystyka badanej grupy.

kwartyle

25 50 75
Liczba 0s6b [N] 9
Kobiety [N] 4
Wiek [lata] 30 35 37
Krwinki czerwone [x10%/] 4,48 4,52 4,90
Krwinki biate [><106/|] 48 5,2 63
Phytki [x10°/1] 187 221 256
Fibrynogen [g/1] 2,19 2,54 334
Cholesterol catkowity [mmol/l] 35 4,5 52
Cholesterol frakcji LDL [mmol/I] 1,9 2,4 31
Cholesterol frakcji HDL [mmol/|] 12 1,4 15
Triglicerydy [mmol/I] 09 1,1 1.2
INR 0,95 0,96 1,01
APTT [s] 30,8 33,2 34,3

Kryteria wykluczajace z udziatu w badaniu stanowily: nietolerancja
lub inne przeciwwskazania do stosowania niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych, brak agregacji plytek krwi w osoczu
bogatoplytkowym po zastosowaniu 1200 pmol/1 kwasu
arachidonowego stwierdzony w dniu eksperymentu, zakrzepica
zylna lub tetnicza oraz skaza krwotoczna w wywiadzie.

Wszyscy uczestnicy zostali poinformowani o celach eksperymentu
i wyrazili $wiadoma, pisemna zgode na udzial w badaniu. Protokél
badania zostal zaopiniowany pozytywnie przez Komisje
Bioetyczna Collegium Medicum UJ 24 kwietnia 2003 roku — nr
KBET/404/B/2003.

Po badaniu podmiotowym i przedmiotowym, u wszystkich oséb
ocenilismy morfologi¢ krwi obwodowej 1 oznaczyliSmy stezenie
fibrynogenu w osoczu metoda nefelometryczna (Dade Behring,
Niemcy), czas protrombiny wyrazony jako miedzynarodowy
wspolczynnik znormalizowany (Dade Behring, Niemcy), czas
czeg$ciowej tromboplastyny po aktywacji (Dade Behring, Niemcy) i
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lipidogram. Morfologie petnej krwi zylnej oznaczalismy
standardowymi metodami w laboratorium diagnostycznym II
Katedry Choréb Wewnetrznych Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellofiskiego. Dodatkowo, przed przystapieniem
do eksperymentu, w osoczu bogatoplytkowym uzyskanym od
badanych os6b wykonaliSmy pomiar agregaciji ptytek krwi
(Chrono-log Aggro-meter, Chrono-log Cotp., PA, USA) po
dodaniu 1200 pmol/1 kwasu arachidonowego (Sigma) w celu
potwierdzenia ich prawidlowej funkcji.

Metody

Ustalenie polimorfizmu VVal34Leu
cz. Xlll

Kwas dezoksyrybonukleinowy uzyskiwalismy z leukocytow.
Polimorfizm Val34Leu cz. XIIIA ustalalismy badaniem
polimorfizméw fragmentéw restrykeyjnych (RFLP) w
tanicuchowej reakcji polimerazy (PCR) na podstawie techniki
opracowanej przez Balogha i wsp. (146). W liczacym 114 par
zasad fragmencie eksonu 2 i intronu B podjednostki A cz. XIII (w
sekwencji kodujacej waling w pozycji 34) stworzylismy podczas
amplifikacji nowe miejsce restrykeyjne dla enzymu restrykeyjnego
Cfol za pomoca niekomplementarnego przeciwsensownego
startera. Podczas PCR zastosowalismy oligonukleotydy o
nastgpujacej sekwencji: 5’-
ACTTCCAGGACCGCCTTTGGAGGC-3’ (starter sensowny) i
5-GTTGACGCCCCGGGGCACCG-3’ (starter
przeciwsensowny). Podkreslona guanina na konicu 3’ w starterze
przeciwsensownym nie jest komplementarna do prawidtowej
sekwencji kodujacej podjednostke A cz. XIII, w ktorej w tym
miejscu znajduje si¢ adenina. Wprowadzenie nickomplementarnej
guaniny w odwrotnym starterze pozwala stworzy¢ nowe miejsce
restrykeyjne dla Cfol (GCG/C), ktére nie powstanie w obecnosci
allelu Leu (GCTC), poniewaz zmiana guaniny na tyming powoduje
utrate miejsca trawienia tym enzymem restrykcyjnym.

W prébkach DNA homozygot Val34Val po trawieniu enzymem
restrykeyjnym Cfol uzyskiwaliSmy fragment o dlugosci 94 par
zasad. U homozygot Leu34Leu produkt amplifikacji pozostawal
niestrawiony, a u heterozygot Val34Leu wykaza¢ mozna bylto
obecnos¢ zaréwno niestrawionego produktu amplifikaciji o
dlugosci 114 par zasad, jak i strawionego fragmentu o dtugosci 94
par zasad. Produkty amplifikacji rozdzielalismy na zelu
poliakrylamidowym za pomoca zautomatyzowanego systemu
elektroforezy z detekcja fluorescencyjng (ALFexpress, Pharmacia
Biotech, Szwecja) (146, 176).
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Rysunek 9. Schemat
postepowania w modelu
krzepniecia petnej krwi zylnej
zaleznym od czynnika
tkankowego.
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Y

Krzepniecie petnej krwi w modelu
zaleznym od czynnika tkankowego

Procesy prowadzace do powstawania skrzepu badalismy w
nieznacznie zmodyfikowanym modelu krzepnigcia zaleznego od
czynnika tkankowego wg M. Randa 1 wsp. (240), opracowanym w
laboratorium prof. Kennetha G. Manna na uniwersytecie stanu
Vermont w Burlington, USA, ktérego szczegdly przedstawiamy
na rysunku 9. Eksperyment przeprowadzalismy dwukrotnie:
wyj$ciowo 1 po 4 godzinach od zazycia 300 mg ASA (Polopiryna
S®, Polpharma, Polska) doustnie.

Reakcje krzepnigcia badaliSmy w polistyrenowych probéwkach o
wymiarach 15 x 100 mm z wywierconym w $cianie otworem o
$rednicy 5 mm, zatkanych polipropylenowym korkiem. Probowki
uktadalismy otworem do géry na kotysce laboratoryjnej (KI1.-942,
JW Electronic, Polska), wahajacej si¢ nieprzerwanie z
czestotliwoscia okolo 20 cykli/minute w temperaturze 37 °C

utrzymywanej za pomoca lampy emitujacej $wiatto podczerwone
(Infraphil HP 3616/01, Philips, Holandia).

Do kazdej probéwki wkraplalismy 2 pmol/] rekombinowanego
ludzkiego czynnika tkankowego potaczonego z 25 nmol/1
fosfolipidéw (fosfatydylocholina 75% + fosfatydyloseryna 25% —
PCPS; dar profesora K.G. Manna z University of Vermont,
Burlington, VT, USA) i 50 pg/ml inhibitora trypsyny z kukurydzy
(corn trypsin inhibitor — CT1; dar profesora K.G. Manna), bedacego
inhibitorem aktywowanego czynnika kontaktu (cz. XIla) i
wewnatrzpochodnego szlaku aktywacji krzepnigcia. Aktywnosé
czynnika tkankowego potwierdzaliSmy metoda opisang przez
Brummel i wsp. (241).
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Po zalozeniu stazy, okoto 10 cm powyzej dotu tokciowego, do
zyly tokciowej wprowadzalismy igle typu ,,motylek” o srednicy 1,1
mm (19 G). Po pobraniu do strzykawki bez antykoagulantu okolo
3 ml krwi zylnej, w ktorej nastepnie oznaczalismy stezenie lipidow
w surowicy, do pipety automatycznej (Stepper 411, Socorex,
Szwajcaria) wyposazonej w jednorazows strzykawke o pojemnosci
50 ml (Ecostep, Socorex, Szwajcaria) bez antykoagulantu
pobieralismy 20 ml krwi zylnej i natychmiast (w ciagu =30 sekund)
wkraplali§my po 1 ml przez otwér w §cianie do 16 probéwek.
Czas krzepnigcia ocenial ten sam badacz wykonujacy wszystkie
eksperymenty przyjmujac zan czas formowania si¢ widocznego
skrzepu liczac od chwili wkropienia krwi do probowki.

Reakcje krzepnigcia w kolejnych probéwkach przerywalismy w 0;
1;2; 3;4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5;7; 8;,9; 10; 12; 14; 16; 18 1 20 minucie
dodajac do nich po 1 ml mieszaniny antykoagulantéw zawierajacej
50 mmol/l EDTA (Sigma) i 20 mmol/] benzamidyny (Sigma) w
HEPES (pH 7,4) oraz 50 pmol/1 D-Phe-Pro-Arg
chlorometyloketonu (Calbiochem) w 0,01 N HCL. Pierwsza
probéwka (minuta 0) zawierata antykoagulanty juz przed
wkropieniem do niej krwi.

Otwor w probowce zaklejalismy nastepnie tasma parafinows
(Parafilm M, SPI Supplies, USA) i powstate skrzepy oddzielalismy
od nadsaczu wirujac je z przyspieszeniem 2000 g przez 10 minut
w temperaturze pokojowej. Probki nadsaczu przenosilismy do
probowek typu Eppendorf i przechowywali§my w temperaturze -
80 °C. Skrzepy plukalismy i przechowywalismy réwniez w
temperaturze -80 °C.

Kompleksy trombina-antytrombina

W celu scharakteryzowania przebiegu reakcji krzepnigcia przy
stezeniu cz. tkankowego 2 pmol/l, w nadsaczu uzyskanym w
kolejnych minutach krzepnigcia, przed i po podaniu ASA,
ocenialiSmy powstawanie komplekséw trombina-antytrombina
(TAT), aktywacje protrombiny i konwersje fibrynogenu do fibryny
(21, 240).

Stezenie TAT w nadsaczu w kazdej minucie krzepnigcia
oznaczaliSmy za pomoca testu immunoenzymatycznego ELISA
(Enzygnost TAT, Dade-Behring, Niemcy) zgodnie z zaleceniami
producenta 1 wprowadzaliSmy poprawke ze wzgledu na
hematokryt i rozcieniczenie probki przez dodanie roztworu
antykoagulantow (242).

Tworzenie komplekséw TAT zachodzi w trzech fazach: inicjacji,
propagacji i plateau (243, 244), tworzac charakterystyczna
»sigmoidalng” krzywa zaleznosci stezenia od czasu. Poniewaz nie
wszystkie krzywe w naszym doswiadczeniu osiagnely faze plateau,
ich rézny ksztalt nie pozwalal na zastosowanie jednego modelu
(245) opisujacego kazda z nich i obliczenie maksymalnej predkosci
tworzenia komplekséw TAT w fazie propagaciji — obecnie
najchetniej stosowanej miary szybkosci ich tworzenia (240, 246). Z
tego powodu réznice w dynamice tworzenia komplekséw
trombina-antytrombina przed i po zastosowaniu ASA w
zalezno$ci od polimortfizmu cz. XIIIA, poréwnalismy obliczajac
tak zwane $rednie catkowe stezenie TAT, czyli pole pod
eksperymentalng krzywa zaleznodci stezenia TAT od czasu, jako
taczna miare efektu dziatania ASA, podobnie jak to opisano we

27



wezesniejszych publikacjach (199, 247). Obliczenia wykonali$my
za pomocg programu Origin v7.0 (OriginLab Corp., MA, USA).
Obserwacje te potwierdzaliSmy poréwnujac réznice stezenia
komplekséw TAT w poszczegdlnych punktach czasowych
stosujac analize¢ wariancji dla klasyfikacji dwuczynnikowe;.

Aktywacja protrombiny

Produkty aktywacji protrombiny w poszczegdlnych probkach,
uzyskanych po przerwaniu krzepniecia w kolejnych minutach po
dodaniu cz. tkankowego przed i po podaniu ASA, rozdzielaliSmy
elektroforetycznie w zelu poliakrylamidowym o liniowym
gradiencie 4-12% w obecnosci dodecylosiarczanu sodowego
(SDS-PAGE) po dodaniu czynnika redukujacego (1% 28-
merkaptoetanolu) wedtug zmodyfikowanej (240) procedury
Laemmli’ego (248). Aby umozliwi¢ poréwnanie pomigdzy
poszczegolnymi oznaczeniami, na zel nanosilismy standardy
protrombiny i produktéw jej aktywacji wyprodukowane w
laboratorium prof. K. G. Manna w Burlington, VT, USA. Transfer
rozdzielonych bialek na membrane z nitrocelulozy (Bio-Rad,
USA) przez 3 h przy natezeniu pradu 250 mA prowadziliSmy
metoda ,,pétsuchy” (249). Biatka znakowali$my oslim
przeciwciatem poliklonalnym przeciw ludzkiej pretrombinie 1
laczacym si¢ z protrombina, pretrombing 1, pretrombina 2,
fragmentem 2 protrombiny i tancuchem B trombiny (Division of
Hematology Research, Mayo Clinic, MN, USA) (250) w stezeniu
7,5 pg/ml. Kompleks biatka z przeciwcialem uwidacznialismy
stosujac wtorne przeciwciata kozie przeciwko koniskim IgG
znakowane peroksydaza chrzanows (Southern Biotech, AL, USA).
Substratem emitujacym $wiatto byt Luminol (NEN Life Science
Products, USA). Klisze wywolalismy w procesorze klisz
rentgenowskich Kodak X-OMAT M35A (Eastman Kodak, USA)
wedlug opisanej wezesniej procedury (240) i skanowalismy w
plaskim skanerze z mozliwoscia rejestracji $wiatla przechodzacego
przez klisze (Eversmart Jazz, CreoScitex, Kanada). Analize
densytometryczng wykonalismy za pomoca programu Image]
v.1.32j (National Institutes of Health, MD, USA).

Fibrynopeptydy

Obecnosé i stezenie fibrynopeptydéw FPA i FPB w kolejnych
minutach krzepniecia oznaczali§my za pomoca wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) metoda opisang szczegélowo
przez K. Brummel 1 wsp. (21). Ostatecznej identyfikacji peptydow
o czasie retencji spodziewanym dla FPA i FPB dokonywalismy w
Instytucie Chemii Uniwersytetu Jagiellofiskiego za pomoca
spektrometrii mas typu czasu przelotu (MALDI-TOF) wg metody
opisanej rowniez przez K. Brummel 1 wsp. (21).

Fibrynogen

Probki nadsaczu ocenialiSmy metoda SDS-PAGE bez czynnika
redukujacego. Aby umozliwi¢ poréwnania pomiedzy
poszczegblnymi oznaczeniami na zel nanosiliémy mieszaning
standardowych biatek wielkoczasteczkowych (14—200 kDa)
(GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, USA) i standard fibrynogenu
(300 ng na Sciezke). Biatka znakowalismy mysim przeciwcialem
monoklonalnym Fbgn2E specyficznie laczacym si¢ z tanicuchem
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Ao ludzkiego fibrynogenu (dar prof. K.G. Manna, University of
Vermont, USA). W czesci eksperymentéw uzylismy przeciwciato
Fbgn3A, ktére ma bardzo zblizone powinowactwo do
fibrynogenu jak Fbgn2E. Przeciwciala stosowalismy w stezeniu 3
ng/ml. Kompleksy fibrynogenu z przeciwcialem uwidacznialismy
stosujac wtorne przeciwciata kozie przeciwko mysim IgG w
rozcienczeniu 1:12 000 znakowane peroksydaza chrzanowsa
(Southern Biotech, AL, USA). Nastepnie postepowali$my jak przy
oznaczaniu produktéw aktywacji protrombiny metoda Western
blot.

Aktywacja cz. Xl

Aktywacje cz. XIII oceniali§my réwniez za pomoca SDS-PAGE.
Na zel nanosilismy standard cz. XIIIA lub XIIIAa w ilosci 50 ng
na studzienke (dar dr Richarda Jenny’ego z Haematologic
Technologies, VT, USA). Biatka znakowalismy kréliczym
przeciwciatem poliklonalnym D4679 taczacym si¢ z cz. XIIIA (dar
dr Gerry’ego Lassera z ZymoGenetics, WA, USA), w stezeniu 7,5
pLg/ ml. Kompleks cz. XIITA 1 XIITAa z przeciwciatem
uwidaczniali§my stosujac wtérne przeciwciata kozie przeciwko
kroliczym IgG 1 IgM znakowane peroksydaza chrzanows
(Southern Biotech, AL, USA). Nastepnie postepowali$my jak przy
oznaczaniu produktéw aktywacji protrombiny metoda Western
blot.

Stezenie dimerdéw y w skrzepach

Oddzielone od nadsaczu skrzepy, utworzone w kolejnych
probéwkach w modelu krzepnigcia zaleznego od czynnika
tkankowego, analizowali§my wedlug metody opisanej przez T.
Tamaki (251) w modyfikacji K. Brummel i wsp. (21).
Nierozpuszczalne skrzepy plukaliémy 3-krotnie w soli
fizjologicznej (0,15 mol/1 NaCl) i nastepnie pozostawialismy w
soli fizjologicznej na 24 godziny, aby usunaé elementy
morfotyczne krwi i inne rozpuszczalne elementy. Skrzepy
nastepnie ptukalismy w wodzie destylowanej, liofilizowalismy i
wazylismy. Suche skrzepy z pierwszych 3 probéwek, w ktorych
pojawil si¢ skrzep przed i po podaniu ASA, rozpuszczalismy w
moczniku (4 mol/1), SDS (10%) i 28-merkaptoetanolu (10%).
Wezesniejsze eksperymenty wykazaly, ze w tym modelu,
powstawanie dimeréw vy jest bardzo szybkie i po 1-2 minut
stezenie kompleksu w skrzepie jest state (21). Prébki
rozpuszczonych skrzepéw (koncowe stezenie fibryny okoto 2,5
mg/ml) rozdzielali§my za pomoca SDS-PAGE o liniowym
gradiencie 4-12%. Biatko znakowali§my za pomoca przeciwciata
monoklonalnego 2G10-1 specyficznie Iaczacego si¢ z dimerem y
fibryny (dar B. Kudryka z New York Blood Center, NY, USA) w
stezeniu koficowym 5 pg/ml. na zel nanosili§my jednoczesnie
standard rozpuszczonej fibryny przygotowany w laboratorium
prof. K. G. Manna w Burlington, VT, USA.

Zele wybarwiali$my blekitem Coomassie w celu potwierdzenia
prawidlowego wazenia i rozpuszczenia skrzepow. Analize
densytometryczna wykonalismy podobnie jak opisano powyzej (p.
oznaczanie fibrynogenu).
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Aktywnosc¢ ptytkowego cz. XIIIA

Czynnik XIIIA z plytek izolowalismy metoda opracowana przez
Soo I Chung i wsp. (118, 252). Od dwoch zdrowych mezczyzn w
wieku 23 lat, homozygotycznych pod wzgledem polimorfizmu
Val34Leu cz. XIIIA, pobralismy po 200 ml krwi zylnej przed i 4
godziny po zazyciu 300 mg ASA. Plytki 3-krotnie plukalismy w
buforze TAE (10 mmol/1 octan Tris i 1 mmol/l EDTA; pH 7,5).
Przeptukane plytki w 100 ml TAE homogenizowalismy przez 3
minuty w temeperaturze 0 °C. Homogenat wirowaliSmy z
przyspieszeniem 105 000 g przez 1 godzing w temperaturze 4 °C.
Nadsacz oczyszczaliémy chromatograficznie w kolumnie 2,5 x 25
cm zawierajacej dietyloaminoetyl i celuloze (DE52, Whatman plc.,
Wielka Brytania). Cz. XIIIA precypitowaliémy dodajac 24,3 g
siarczanu amonu (NH4)2S04 na 100 ml roztworu. Precypitat
uzyskiwaliSmy wirujac zawiesing z przyspieszeniem 14 600 g przez
30 minut, rozpuszczalismy go w 2—4 ml 10 mmol/I octanu Tris
(pH 7,5) zawierajacego 0,3 mol/1 NaCli 1 mmol/l EDTA i
filtrowalismy w 6% zelu agarozowym w kolumnie 2,5 X 96 cm
(Bio-Gel A-5m, (Bio-Rad, CA, USA) w 4 °C. Czynnik XIIIA
ponownie precypitowali$my dodajac siarczan amonu. Precypitat
dializowali$my w buforze (pH 7,4) zawierajacym 0,05 mol/1
cytrynianu sodowego i 0,15 mol/1 NaCl. W elektroforezie w zelu
poliakrylamidowym po barwieniu bi¢kitem Coomassie
wyizolowany w ten sposéb z plytek cz. XIITA tworzyl pojedynczy
prazek odpowiadajacy oczyszczonemu standardowi. Stezenie cz.
XIITA ocenialismy spektrofotometrycznie (Cary 300, Varian, CA,
USA).

Wplyw ASA na tworzenie si¢ skrzepu w obecnosci ptytkowego cz.
XIITA oceniali$my wedtug metody opisanej przez U. Wartiovaare
iwsp. (144). Do oczyszczonego plytkowego cz. XIIIA (200
nmol/l) dodawali§my 6 umol/1 ludzkiego fibrynogenu (Sigma,
MO, USA), 0,5 U/ml ludzkiej trombiny (Sigma, MO, USA)i1,6
mmol/l CaCl, w 50 mmol/l HEPES, 100 mmol/1 NaCl, pH 7.5 at
37 °C. Prébki mieszaniny pobierali$my wyjsciowo 1 po 2,416
minutach. Reakcje przerywalismy dodajac jednakowa objetosé
dwukrotnie stezonego buforu do SDS-PAGE, po czym przez 5
minut prébki poddawalismy dziataniu temperatury 95 °C. Prébki
zawierajace fibryne w stezeniu 5 ng/ml rozdzielalismy za pomoca
SDS-PAGE w 4-12% zelu poliakrylamidowym. Dimery y w zelu
identyfikowali$my za pomoca przeciwciala monoklonalnego
2G10-1, tak jak opisalismy powyzej. Uzyliémy réwniez standardu
rozpuszczonej fibryny przygotowanego w laboratorium prof. K.
G. Manna.

Przepuszczalnosc¢ zelu fiborynowego

Przepuszczalnosé zelu fibrynowego ocenialiSmy za pomoca
zmodyfikowanej (65, 77, 145) metody opracowanej przez B.
Blombicka i M. Okade (62, 253). Polistyrenowa rurke o dtugosci
20 mm i $rednicy 2,8 mm przeplukiwalismy fibrynogenem w
stezeniu 2 g/1 w buforze TBS (Ttis-HCl 50 mmol/11 NaCl

0,15 mol/1 [pH 7,4]) z dodatkiem 0,05 U/ml ludzkiej trombiny
(Sigma) i pozostawialismy w 25 °C przez 60 minut, a nastepnie
przeplukiwalismy samym buforem. Wewnetrzna powierzchnig

30



Rysunek 10. Schemat
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rurki pokrywali$my cienka warstwa fibryny aby zwickszy¢
przyleganie do $cian formowanego w niej nastepnie zelu
fibrynowego i zapobiec zapadaniu si¢ zelu oraz przeplywaniu
buforu pomiedzy $ciang rurki a zelem (57), poniewaz zel
fibrynowy utworzony w osoczu jest znacznie delikatniejszy niz zel
utworzony z oczyszczonego fibrynogenu i tatwo zapada si¢ w
plastikowych rurkach (254). Utworzona cienka warstwa fibryny
nie wplywa na pomiar przesaczania przez uformowany nastepnie
zel fibrynowy (57, 88). Tak przygotowana rurke, z jednym konficem
zaklejonym Parafilmem®, wypetnialismy 20 pl nadsaczu
zmieszanym z 80 ul TBS, do ktérych dodawano 1 U/ml ludzkiej
trombiny i 15 mmol/1 chlorku wapnia (CaCly). Rurke
umieszczalismy w wilgotnej komorze w temperaturze 25 °C na 2
godziny w pozycji pionowej. Po usunieciu Parafilmu® rurke z
zelem fibrynowym przeptukiwalismy TBS. Goérny otwor rurki
taczylismy poliuretanowym przewodem ze zbiornikiem buforu,
ktory przesaczal sie przez zel pod ci$nieniem 4 cm HoO (rys. 10).
Przesaczony w ciggu 1 godziny bufor zbieralismy, wazyliSmy i
mierzyliémy jego objetosé.

Po zakoficzeniu pomiaru rurke przeplukiwalismy 0,02% biekitem
bromofenolu (Sigma) aby potwierdzi¢ prawidlowe przyleganie
zelu do $cian (65, 88). W dalszej analizie uwzglednialismy tylko te
z zeli, w ktorych zabarwiony bufor przesaczal si¢ réwnomiernie i
nie stwierdzili§my przecieku barwnika pomiedzy zelem a $ciang
rurki. Na podstawie doswiadczen K. Brummel 1 wsp. (21)
zalozylismy, ze w probkach nadsaczu uzyskanych w pierwszych 3
minutach krzepnigcia, stezenie fibrynogenu bedzie wystarczajace,
aby bylo mozliwe utworzenie w nich stabilnego skrzepu. Pomiary
wykonywaliémy dwukrotnie w kazdej prébce nadsaczu otrzymanej
po 0, 1, 21 3 minutach krzepnigcia.

Przeplyw jednofazowy cieczy rzeczywistej przez material
porowaty, jakim jest zel fibrynowy, mozna opisa¢ w nastgpujacy
sposob:

AP _n-Q

AL K,

(1]

gdzie AP jest lokalnym spadkiem ci$nienia, AL — dugoscia
osrodka porowatego, 7 — lepkoscia cieczy, O — przeplywem
objetosciowym i Ky — przepuszczalno$cia materiatu. Wyrazenie [1]
jest jedna z form do dzi$ najczesdciej stosowanego
poétempirycznego prawa sformulowanego przez francuskiego
inzyniera Henri Darcy’ego na podstawie eksperymentow
dotyczacych zaopatrzenia w wodg publicznych fontann w stolicy
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Rysunek 11. Schematyczne
przedstawienie zaleznosci miedzy
przepuszczalnoscia

a porowatoscia osrodka.

Zel utworzony z grubych widkien (A)
ma wiekszg przepuszczalnosé niz
zel utworzony z cienkich widkien (B)
w tej samej jednostce objetosci,
chociaz oba majg taka sama,
porowatos¢ ¢.

A B
<“—> “—>
D D

Burgundii — Dijon (255). Przeptyw objetosciowy Q jest objetoscia
cieczy I przeplywajacej przez prostopadly do przeptywu przekrdj
o powierzchni .4 w czasie z. Chcac oszacowac przepuszczalnosé
(stalq przepuszczalno$ci Darcy’ego) dla Zelu fibrynowego w
naszym eksperymencie, po odpowiednim przeksztalceniu
réwnania Darcy’ego, otrzymujemy:

VgL
S A-t-AP

gdzie 17 jest objetoscia buforu o lepkosci 7 (102 poise’a)
przesaczonego przez zel o dtugosci L (1,3 cm) i powierzchni
przekroju A w czasie ¢ pod ci$nieniem AP. Tradycyjna jednostka
przepuszczalnosci jest cm? Przepuszczalno$é oszacowana na
podstawie prawa Darcy’ego nie zalezy od réznicy ci$nien AP (48,
65, 2506).

2]

Dwufazowy zel fibrynowy sktada si¢ z uwodnionych widkien
tibryny otoczonych plynem. Przepuszczalno$¢ zelu fibrynowego
okresla $rednica wldkien fibryny (d) i jej porowato$cé (¢), czyli
stosunek przestrzeni wolnej (171) do catkowitej objetoéci zelu
1.

g e=1"

Przy tym samym stezeniu fibryny zel utworzony z cienkich
wlokien ma znacznie mniejszq przepuszczalno$é — stwarza
wigkszy opor przeplywu, w poréwnaniu z zelem utworzonym z
wiékien grubych, co schematycznie przedstawia rysunek 11 (257).

Zakladajac, iz wldkna fibryny w Zelu przypominajg nieregularnie
upakowane dlugie i proste prety, znajac przepuszczalnosé zelu
mozna oszacowa¢ $rednig $rednice widkna i stosunek masy do
dlugosci wldkien fibryny. Carman i Kozeny (258, 259)
przeksztalcili réwnanie Darcy’ego wigzac przepuszczalnosé z
porowatoscia osrodka (¢) i $rednica wtodkien fibryny ().

2

[4] s —?m

Stata Kozeny’ego £ odzwierciedla kreto$é i ksztatt drogi
pokonywanej przez plyn w materiale porowatym. Jej wielkoé¢
ustalono dos$wiadczalnie na okoto 10, modelujac przeptyw cieczy
przez widkna grafitu, welny, bawelny, celulozy i innych
polimeréw (260-263). Signer 1 Egli (264) uproscili réwnanie [4] dla
zelu fibrynowego uwzgledniajac utamek objgtosciowy widkien
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fibryny w zelu, czyli cze$¢ objetosci zelu zajeta przez uwodnione
widkna fibryny

B p=1-¢,

i zaproponowali, ze przepuszczalno$¢ zelu fibrynowego zalezy od
$rednicy widkien i ulamka objetosciowego fibryny w zelu jak:

df
6 Ke=—-
0] ST
a stad
7] df =k-Ks-¢

Jak wynika z réwnania [7] $rednig $rednice widkna fibryny mozna
oszacowac znajac przepuszczalno$¢ zelu i utamek objetosciowy
uwodnionych wldkien fibryny. Ulamek obj¢tosciowy fibrynogenu
z definicji jest réwny:

8] ="+
(PFbg : a)Fbg)

gdzie ¢ry, jest stezeniem fibrynogenu, gry, — gestoscia fibrynogenu i
wry, — utamkiem masowym fibryny we widknie. Stezenie
fibrynogenu w nadsaczu obliczano znajac jego wyjsciowe stezenie
w surowicy po wprowadzeniu poprawki na rozcieficzenie probki i
hematokryt. Ulamek objetosciowy fibryny mozna obliczy¢ znajac
objetos¢ suchej fibryny i stopien jej uwodnienia. Podobnie jak we
wezesniejszych badaniach przepuszczalnosci zelu fibrynowego (48,
55), przyjelismy na podstawie prac Scheragi (22), ze gestos§é
fibrynogenu wynosi 1,35 g - cm=3, chociaz w innych Zrédtach
wielko$¢ te szacowano na 1,379 g - ecm=3 (265) albo 1,395 g - cm3
(13). Na podstawie obserwacji rozpraszania neutronéw Larsson i
wsp. (266) 1 Marguerie 1 wsp. (267) oszacowali, ze w uwodnionym
widknie na 1 g fibrynogenu lub fibryny przypada 2 albo 6 g wody.
Blombick i wsp. (55) potwierdzili, Ze uwodnienie 6 g wody na 1 g
fibryny najlepiej odpowiada danym do$wiadczalnym uzyskanym w
pomiarach turbidymetrycznych i mikroskopowych. Na podstawie
pomiaréw przepuszczalno$ci materialéw porowatych o znane;j
$rednicy widkien dokonanych przez Emerslebena (262),
Blombick 1 wsp. (55) ustalili, ze zaleznos$¢ przepuszczalnosci od
utamka objetosciowego widkien fibryny opisuje funkcja
logarytmiczna:

[9] Kgy =2,266-107° - 4%

gdzie Ky,jest referencyjna wartoscig przepuszczalnodci dla
referencyjnego wtokna o $rednicy dy = 0,01 cm. Przyjmujac, ze

[10] Kee -d? = Ks'drzer
otrzymali oni z rownania [7] zalezno$é
[11] d? =4413-K- "

Carr i wsp. (88) przyjeli, ze catkowita dtugos¢ widkna w jednostce
objetosci (4) wynosi
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a stosunek masy do dtugosci (#) wtdkna fibryny w Zelu jest wprost
proporcjonalny do stezenia fibrynogenu i odwrotnie
proporcjonalny do catkowitej dtugosci wlékna w jednostce
objetosci:

m-d?-Coyy
4.9

gdzie d jest §rednica widkna w centymetrach, ¢ry, — stezeniem
fibrynogenu w gramach na mililitr, a ¢ — utamkiem objetosciowym
fibryny we wloknie. Stosunek masy do dtugosci widkna
tradycyjnie wyraza si¢ w daltonach na centymetr. Przy przeliczaniu
gramo6w na daltony przyjeliSmy liczbe Avogadro rowng 6,022 -
1023,

[13] =

Tworzenie fibryny i fibrynoliza

Rozproszenie wiazki §wiatta przechodzacego przez roztwoér
fibrynogenu/fibryny zwigksza si¢ podczas polimeryzacji zelu
fibrynowego 1 zmniejsza si¢ podczas fibrynolizy. Zjawisko
rozproszenia $wiatla przez wlékna fibryny ocenialismy
turbidymetrycznie metoda opisana przez A. Wolberg i wsp. (47).
Zel fibrynowy tworzyl si¢ bezposrednio w studzience
polistyrenowej plytki, w ktérej mieszalismy 10 pl nadsaczu 1 90 pl
buforu HBS (20 mmol/1 HEPES i 0,15 mol/1 NaCl [pH 7,4])
zawierajacego 10 mmol/1 CaCly i 1 nmol/1 ludzkiej trombiny
(Hematologic Technologies, VT, USA). Pomiatu gestosci
optycznej dokonywalismy co 1 minute wykorzystujac czytnik
plytek (MRX Revelation, DYNEX Technologies, VA, USA) przy
dlugosci fali 405 nm w temperaturze pokojowej. Na podstawie
krzywej zaleznosci gestodci optycznej od czasu obliczaliSmy
maksymalng szybkos$¢ polimeryzacji fibryny (b, zdefiniowana
jako tangens najwigkszego kata nachylenia stycznej do krzywej w
fazie polimeryzacji, oraz najwicksza gestos¢ optyczng po
osiggnieciu maksymalnej polimeryzacji (OD,..). Gesto$¢ optyczna,
wyrazona w arbitralnych jednostkach, jest miarg rozproszenia
Swiatla w Zelu fibrynowym i $cisle koreluje z gruboscia widkien
polimeru fibryny, stosunkiem masy do dtugosci widkien i
przepuszczalnoscig sieci fibrynowej (60, 268, 269).

Fibrynolize oceniali$my w podobnym ukladzie z tym, Zze wraz z
trombing do buforu dodawalismy dodatkowo 1 ng/ml ludzkiego
tkankowego aktywatora plazminogenu (Hematologic
Technologies, VT, USA). Gesto$¢ optyczna rejestrowaliémy co 5
sekund az do chwili powrotu do warto$ci wyjSciowej przed
dodaniem enzyméw.

Dopasowanie odpowiedniej krzywej opisujacej zaleznos¢ gestosci
optycznej od czasu, podobnie jak w przypadku tworzenia
kompleksow TAT i innych zaleznosci stgzenia produktu reakeji
enzymatycznych od czasu, wymaga stworzenia odpowiedniego
modelu opisanego réwniami rézniczkowymi, poniewaz modele
tych reakcji nie moga by¢ prosto redukowane do jednego
réwnania (269). Z tego powodu przyjeto si¢ w literaturze

34



opisywanie reakcji polimeryzacji i fibrynolizy wielko$ciami
mozliwymi do oszacowania bez tworzenia odpowiedniego modelu.
Na podstawie eksperymentalnej krzywej zaleznosci gestosci
optycznej od czasu mozna oszacowac tak zwany czas 50%
fibrynolizy (#504), w ktorym gesto$¢ optyczna zelu fibrynowego
zmniejszyla si¢ o polowe w poréwnaniu z najwicksza gestodcig
optyczng (270, 271) oraz maksymalna szybkos¢ fibrynolizy (1),
czyli minimalne nachylenie stycznej do krzywej turbidymetryczne;j
w fazie lizy (39). Aby je precyzyjnie i powtarzalnie oszacowac, do
danych eksperymentalnych mozna dopasowa¢ odpowiednia
krzywa standardowa, ktérej parametry nie musza odpowiadaé
rzeczywistym parametrom reakcji, ale jej ksztatt powinien
najprecyzyjniej odzwierciedla¢ przebieg punktéw wyznaczonych
doswiadczalnie (272). Po prébie dopasowania kilkudziesigciu
krzywych za pomocg programu komputerowego TableCurve2D
v5.01 (Systat Software Inc., CA, USA) wykorzystujacego metody
regresji nieliniowej Levenberga i Marquardta, wybraliémy te, ktore
najlepiej odpowiadaly danym doswiadczalnym. Zalezno$ci
gestoscl optycznej od czasu podczas polimeryzacji fibryny
najlepiej odpowiadala funkcja stopniowego wzrostu pierwszego
rzedu (wspotczynnik determinaciji R? 20,992), a podczas
fibrynolizy — funkcja Pearsona (R? 20,990).

Wartosci gestosci optycznej podczas fibrynolizy poddalismy
transformacji liniowej odejmujac od nich warto$¢ wyjsciowa.
Maksymalng szybkos§¢ polimeryzacji fibryny (Ipua) albo
fibrynolizy (I"/,..) okreslalismy na podstawie, odpowiednio
maksimum i minimum, pierwszej pochodnej funkcji opisujace;
dang krzywa.

Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiliémy jako mediane i przedzial pomiedzy 25 a
75 percentylem, z wyjatkiem opisu aktywacji protrombiny gdzie
przedstawiliémy §rednie +odchylenie standardowe lub 95%
przedzial ufnosci, aby utatwi¢ poréwnanie z innymi pracami
poruszajacymi ten temat, w ktorych niezmiennie przestawiano
wyniki jakos $rednie 1 stosowano parametryczne testy istotno$ci
statystycznej. Tam gdzie bylo to uzasadnione, ze wzgledu na
odpowiednia liczebnosé grupy, réznice pomiedzy podgrupami
wyodrebnionymi ze wzgledu na polimorfizm Val34Leu cz. XIITA
ocenialiSmy za pomocy analizy wariancji Kruskala i Wallisa.
Réznice pomiedzy homozygotami Val34Val a nosicielami allelu
Leu ocenialismy za pomoca testu U Manna 1 Whitney’a. Wplyw
ASA na poszczegdlne parametry niezaleznie od polimorfizmu cz.
XIIIA ocenialiSmy za pomocg testu kolejnos$ci par Wilcoxona.
Oceniajac zmiang poszczegdlnych parametréw pod wplywem
ASA sprawdzali$my niezalezno$¢ obserwowanego efektu od
wartosci wyjsciowej obliczajac korelacje pomiedzy réznica
wartosci po 1 przed podaniem ASA, a §rednia z tych warto$ci. W
przypadku braku korelacji, za miar¢ efektu przyjmowaliSmy
bezwzgledna réznice pomiaréw po i przed podaniem ASA,
natomiast w przypadku istotnej korelacji, dokonywalismy
transformacji logarytmicznej wartosci pomiardéw przed i po
podaniu ASA, za miar¢ efektu przyjmujac logarytm ilorazu
wartosci po i przed zazyciem ASA. Korelacje pomiedzy
zmiennymi cigglymi przedstawilismy jako o Spearmanna.
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Obliczenia wykonali§my za pomoca programu Statistica 6.0
(StatSoft, OK, USA), a metaanaliz¢ badan klinicznych — za
pomocg programu StatsDirect 2.4.4 (StatsDirect, Wielka Brytania).

Wyniki

Charakterystyka modelu

Przebieg reakeji krzepnigcia w obecnosci 2 prnol/ 1 czynnika
tkankowego byl prawie identyczny z tym opisanym przy
stezeniach 12,5-25 pmol/1 (273).

Wyjsciowo czas krzepnigcia wynosit 6,2 +1,6 minuty i nie réznit
si¢ znamiennie pomigdzy podgrupami wyodrebnionymi ze
wzgledu na polimorfizm cz. XIIIA, chociaz obserwowaliSmy
nieznamienna tendencj¢ do krétszego czasu krzepnigcia u nosicieli
allelu Leu34 w poréwnaniu z homozygotami Val34Val (r6znica:
1,7 minuty; 95% CI: od -0,8 do 4,2). Po podaniu ASA wsréd
wszystkich badanych czas krzepniecia skrocit si¢ o 0,8 minuty
(95% CI: 0,2 do 1,4) nie wykazujac zaleznosci pomiedzy
zastosowaniem ASA a fenotypem cz. XIIIA.

Kompleksy trombina-antytrombina

U trzech oséb, po jednej z fenotypem Val34Val, Val34Leu i
Leu34Leu, krzywa zaleznosci TAT od czasu nie osiagneta fazy
plateau. U tych oséb w 20 minucie najwigksze stezenie TAT
wynosito odpowiednio: 554 nmol/1, 569 nmol/1i 760 nmol/1.

Zgodnie z oczekiwaniem, wyjsciowo pole powierzchni pod
krzywa zaleznosci TAT od czasu nie réznilo sig istotnie pomig¢dzy
grupami wyodrebnionymi ze wzgledu na polimorfizm Val34Leu
cz. XIII. Po podaniu ASA pole to zmniejszylo si¢ $rednio o 41%
(96% CI: 12-706), a wielkos¢ zmiany réwniez nie zalezala od
polimorfizmu cz. XIITA (rys. 12). W analizie wariancji dla
klasytikacji dwuczynnikowej réwniez wykazalismy znamienny
wplyw stosowania ASA na stezenie TAT (p = 10-7).

Produkty aktywacji protrombiny

Przebieg aktywacji protrombiny, przed i po podaniu ASA, byt
podobny do wezesniej opisanego (240). Przyktadowy immunoblot
przedstawia rysunek 13.

Wyjsciowo pretrombina 2 pojawila si¢ w roztworze po 7,2 2,0
minuty, a po podaniu ASA po 9,3 £1,6 minuty (réznica: -2,2
minuty; 95% CI: od -4,3 do -0,1). Podobnie taficuch B trombiny
pojawil si¢ wyjsciowo w roztworze po 7,0 £2,3 minutach, a po
podaniu ASA po 9,3 £2,3 minuty (r6znica: -2,3 minuty; 95% CI:
od -4,0 do -0,6). Nie obserwowalismy zaleznosci pomig¢dzy
czasem pojawienia si¢ pretrombiny 2 albo fancucha B trombiny a
polimorfizmem Val34Leu cz. XIIIA.
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Fibrynopeptydy

Sposrdod wszystkich 9 os6b bioracych udzial w eksperynecie, tylko
u 5 wyjéciowo obserwowalismy stezenie FPA 21 umol/l, co
pozwalalo na wiarygodna oceng ilosciowa. Wyjsciowo mediana
stezenia FPA u 0s6b z fenotypem Val34Val wynosita 1,0 umol/I,
Val34Leu — 1,4 pmol/], a Leu34Leu — 1,6 umol/l. Po podaniu
ASA stezenie FPA u wszystkich badanych byto <1 umol/1.
Zmiana stezenia FPA po podaniu ASA byla wicksza u nosicieli
allelu Leu w poréwnaniu z homozygotami Val34Val. W zadnej z
probek nie stwierdziliémy FPB i des-Arg FPB w stezeniu, ktére
mozna by wykry¢ za pomoca stosowanej metody.

Za pomoca MALDI-TOF potwierdzili§my obecno§é FPA,
skroconej formy FPA bez koficowej alaniny (des-ALA FPA) i
fosforylowanej formy FPA (P-FPA) w préobkach nadsaczu (rys.
14).

Fibrynogen

Przykladowy przebieg proteolizy fibrynogenu przedstawia rysunek
15. Wyjsciowo fibrynogen zanikal w roztworze po 5,8 +2,2
minutach, a po podaniu ASA po 7,6 £2,4 minutach (réznica: -1,8
minuty; 95% CI: od -2,5 do -1,0). Nie obserwowali§my zaleznosci
pomiedzy predkoscig zanikania fibrynogenu w roztworze a
polimorfizmem Val34Leu cz. XIIIA.
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Rysunek 14. Fibrynopeptyd A
uwidoczniony za pomoca
MALDI-TOF.

FPA (masa: 1536,70),
des-Ala FPA (masa: 1465,67)
i P-FPA (masa: 1616,68).

m/z — stosunek masy (m) do
fadunku (z); a.i. — bezwzgledna
intensywnos¢ sygnatu

Rysunek 15. Przyktadowy
immunoblot zanikania
fibrynogenu w roztworze.
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Czynnik XIlA i XIllAa

Rysunek 16 przedstawia zanik prazka o masie 83 kDa i pojawianie
si¢ prazka o masie 79 kDa, ktére migrowaly podobnie jak
oczyszczone standardy cz. XIIIA i cz. XIIIAa.

U wszystkich oséb, przed zastosowaniem ASA cz. XIIIA nie
wykrywali§my po 2 minutach (1,0—4,0), natomiast po ASA
zymogenu nie wykrywaliSmy po 6 minutach (5,0-6,0). Réznica ta
byta istotna statystycznie (p = 0,008), przy czym wyjsciowo cz.
XIIIA zanikal szybciej u nosicieli allelu Leu (mediana 1 minuta) w
poréwnaniu z homozygotami Val (mediana 4 minuty). R6znica po
podaniu ASA byla wigksza u nosicieli allelu Leu niz u homozygot
Val34Val (3,0 s 4,5 minuty; rys. 17A).

U wszystkich oséb, przed zastosowaniem ASA aktywng forme cz.
XIITA (XIIIAa) pojawiala si¢ po 2 minutach (1,0—4,0), natomiast
po ASA pojawiata si¢ po 6 minutach (5,0-7,0). R6znica ta bylta
istotna statystycznie (p = 0,008), przy czym wyjsciowo cz. X11IAa
pojawiatl si¢ szybciej u nosicieli allelu Leu (mediana 1 minuta) w
poréwnaniu z homozygotami Val (mediana 4 minuty). Réznica po
podaniu ASA byla podobna u nosicieli allelu Leu i u homozygot
Val34Val (mediana 3 minuty; rys. 17B).

Czas zanikania cz. XIIIA w nadsaczu korelowatl z dtugoscia fazy
inicjacji wyznaczonej z krzywych zaleznosci stezenia TAT —

wskaznika produkeji trombiny, od czasu (p Spearmana = 0,48; p =
0,04) (rys. 18).
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Rysunek 16. Przyktadowy
immunoblot przedstawiajacy
aktywacje cz. XIlIA w modelu
krzepniecia zaleznym od

cz. tkankowego.

Zanikanie zymogenu XIIIA
i pojawianie sie aktywnej formy
XlIllAa w nadsaczu.

Rysunek 17. Czas zaniku
zymogenu i pojawiania sie
aktywnej formy cz. XIIIA
w roztworze.

Zanik cz. XIlIA (A) i pojawianie sie
cz. XlllAa (B) przed (kétka) i 4 h po
zazyciu ASA (kwadraty) u
wszystkich 9 oséb w zaleznosci od
polimorfizmu Val34Leu cz. XIIIA.



Rysunek 19. Korelacja pomiedzy
czasem fazy inicjacji
wyznaczonej z krzywych
zaleznosci stezenia TAT

a czasem zaniku cz. XIIIA

w nadsaczu.
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Dimery y w skrzepach

Na podstawie barwienia blekitem Coomasie potwierdzilismy
prawidlowe zwazenie i rozpuszczenie skrzepow do okolo 2,5
mg/ml.

Przed zastosowaniem ASA, skrzep pojawial si¢ w probéwkach
$rednio po 6 minutach (3,0-7,0), a po podaniu ASA — po 8
minutach (5,0-8,0) (p = 0,03). Wplyw ASA na czas tworzenia si¢
skrzepu byt taki sam, niezaleznie od polimorfizmu Val34Leu cz.
XIITA.

U wszystkich badanych tacznie, stezenie dimeréw y w
rozpuszczonych skrzepach wynosito wyjsciowo 7,04 mg/1 (5,19—
9,96), a po podaniu ASA zmniejszylo si¢ o 66% (p = 0,05; rys.
19A) i wynosito 2,39 mg/1 (1,86—4,72). Wyjsciowo stezenie
dimeréw y byto o 84% wigksze u nosicieli allelu Leu w
poréwnaniu z homozygotami Val34Val (8,06 mg/1 vs 4,41 mg/1).
Zmiana ste¢zenia dimeréw y pod wplywem ASA byla wigksza u
nosicieli allelu Leu, tak, ze §rednie stezenie dimeréw y po podaniu
ASA bylo mniejsze u nosicieli allelu Leu w poréwnaniu z
homozygotami Val34Val (2,1 mg/1 »s 3,2 mg/1). Zmiana st¢zenia
dimeréw y byta najwigksza u homozygot Leu34Leu (85%),
posrednia u heterozygot (64%) 1 najmniejsza u homozygot
Val34Val (25%) (p = 0,06; rys. 19B).

Stezenie dimeréw y w rozpuszczonych skrzepach przed podaniem
ASA wzrastalo z predkoscia 1,88 mg/1/min (1,17-2,33), a po
podaniu ASA — 0,67 mg/1/min (0,52-1,48) (p = 0,02; rys. 20A).
Nie obserwowali$my statystycznie istotnej zaleznosci pomiedzy
wplywem ASA na tempo tworzenia dimeréw y a polimorfizmem
Val34Leu cz. XIIIA (rys. 20B).

Obecnos¢ dimerdw y ocenialismy tez w nadsaczu i nie wykrylismy
ich w stezeniu pozwalajacym na uwidocznienie za pomocg metody
Western blot (dane niepokazane).
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Rysunek 19A. Wptyw podania 300
mg ASA na stezenie dimerow y
w rozpuszczonych skrzepach.

Rysunek 19B. Wptyw podania 300
mg ASA na stezenie dimerow y

w rozpuszczonych skrzepach

w zaleznosci od polimorfizmu
Val34Leu cz. XIIIA.



Rysunek 20A. Maksymalna 4
predkos¢ narastania stezenia

dimeréw y w skrzepach przed p=0,02
i po podaniu 300 mg ASA.
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Rysunek 20B. Maksymalna 4
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Rysunek 21. Dimery vy fibryny Val34Val Leu34Leu
utworzone w obecnosci przed ASA po ASA przed ASA po ASA

plytkowego cz. XlllAa.
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doustnie.
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Aktywnosc¢ ptytkowego cz. XIIIA

W oczyszczonym uktadzie, w ktérym do mieszaniny ludzkiego
fibrynogenu, trombiny i jonéw wapnia dodalismy wyizolowany z
plytek cz. XIIIA, dimery y fibryny wyjsciowo tworzyly si¢ wolniej
u homozygoty Val34Val niz u homozygoty Leu34Leu (rys. 21).
Czas tworzenia si¢ dimeréw y w skrzepach utworzonych w
obecnosci cz. XIIIA wyizolowanego z plytek 4 h po podaniu ASA
nie r6znit si¢ od czasu tworzenia skrzepu przed podaniem ASA.
Stezenie dimerdéw y w skrzepach utworzonych w obecnosci cz.
XIIIA wyizolowanego z plytek 4 h po podaniu ASA, w
poréownaniu ze skrzepami utworzonymi przed podaniem ASA,
bylo o okoto 35% mniejsze u homozygoty Val34Val i o okoto
68% mniejsze u homozygoty Leu34Leu.

Struktura skrzepu

Przepuszczalnos¢ zelu fibrynowego

Oznaczenia przepuszczalnosci byly wysoce powtarzalne
(wspdlezynnik zmiennosci wynosit $rednio 1,8%; biad
standardowy: +0,5).

Przed podaniem ASA przepuszczalno$é zelu fibrynowego
utworzonego w nadsaczu, zaréwno wyjsciowo, jakipo 1,213
minutach krzepnigcia, byta znamiennie wigksza wérdéd osob z
fenotypem Val34Val w poréwnaniu z osobami Val34Leu i
Leu34Leu (rys. 22). WyjsSciowa przepuszczalno$¢ zelu
fibrynowego u homozygot Val34Val wynosita 4,23 X 10 cm?, u
heterozygot Val34Leu — 3,87 X 10 cm? i u homozygot Leu34Leu
— 3,62 X 10 cm? Przepuszczalnos$é zelu fibrynowego
utworzonego w nadsaczu po 1, 21 3 minutach, kiedy czes¢
czynnikéw krzepnigcia zostala zuzyta, byla odpowiednio wigksza

(rys. 22).

Wsréd wszystkich badanych oséb przepuszezalnosé zelu
fibrynowego po 0, 1, 2 1 3 minutach krzepnigcia, zwigkszyla sig
znamiennie 4 godziny po podaniu ASA w poréwnaniu z wartoscig
wyjsciowy (p =0,0002). U wszystkich badanych przed
zapoczatkowaniem krzepniecia przepuszczalnosé wynosita 3,97 X
109 em? (3,72-4,19), a po podaniu ASA — 5,32 X 10 cm? (5,01—
5,47).

Polimorfizm Val34Leu cz. XIIIA istotnie wplywal na zwigkszenie
przepuszczalnoéci po zastosowaniu ASA: zmiana
przepuszczalnoéci byla najwieksza u 0s6b z fenotypem Leu34Leu
(51%), mniejsza u heterozygot (34%) 1 najmniejsza u homozygot
Val34Val (21%) (p = 0,001). Po podaniu ASA u homozygot
Leu34Leu obserwowalismy wickszg przepuszczalnosé zelu
fibrynowego w poréwnaniu z osobami z heterozygotami lub
homozygotami Val34Val (rys. 23). Takie same zaleznosci
zaobserwowaliSmy oceniajac wplyw ASA i polimorfizmu
Val34Leu cz. XIIIA na przepuszczalnosé zelu utworzonego w
nadsaczu otrzymanym po przerwaniu reakcji krzepnigcia po 1, 2 1
3 minutach (p =0,002; dane niepokazane).

Przed podaniem ASA §rednica widkien fibryny, zaréwno
wyj$ciowo, jak 1 po 1, 2 1 3 minutach krzepniecia, nie réznila si¢

43



Rysunek 22. Wspétczynnik 7
przepuszczalnosci zelu ®  Mediana
fibrynowego utworzonego w i ] 1arR
nadsaczu wyjsciowo i po 1, 2 T Zakres
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3 minuty (p =0,006)
2 minuty (p = 0,08)
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wyj$ciowo (p = 0,01)
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Rysunek 23. Wspétczynnik 6
przepuszczalnosci zelu
fibrynowego przed i po zazyciu
ASA w zaleznosci od genotypu cz. . — El
XIIA.
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miedzy podgrupami wyodrebnionymi w zaleznosci od genotypu
cz. XIITA. U wszystkich badanych oséb $rednica widkien fibryny
po 0, 1, 21 3 minutach krzepnigcia, zwigkszyla si¢ znamiennie 4
godziny po podaniu ASA w poréwnaniu z warto$cig wyjsciows, (p
= 0,0002). U wszystkich badanych przed zapoczatkowaniem
krzepnigcia §rednica widkien fibryny wynosita 52,4 nm (45,6—
61,1), a po podaniu ASA — 55,4 nm (49,5-68,2).

Polimorfizm Val34Leu cz. XIIIA istotnie wplywal na zwickszenie
$rednicy widkien fibryny po zastosowaniu ASA: zmiana $rednicy
wlokien fibryny byla najwigcksza u os6b z fenotypem Leu34Leu
(23%), mniejsza u heterozygot (17%) 1 najmniejsza u homozygot
Val34Val (11%) (p = 0,0015) (rys. 24). Takie same zaleznosci
zaobserwowali§my oceniajac wplyw ASA i polimorfizmu
Val34Leu cz. XIIIA na $rednice widkien fibryny w zelu
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8 Rysunek 24. Zmiana s$rednicy

widkien fibryny pod wplywem

16 ‘|‘ ASA w zaleznosci od
polimorfizmu Val34Leu cz. XIIIA.

147 VV — homozygoty Val34Val
L VL — heterozygoty

12 1 LL — homozygoty Leu34Leu
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2,2 Rysunek 25. Zmiana stosunku
_ masy do dtugosci widkien fibryny
E 201 T pod wplywem ASA w zaleznosci
S 48] od polimorfizmu Val34Leu cz.
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utworzonym w nadsaczu otrzymanym po przerwaniu reakcji
krzepniecia po 1, 2 1 3 minutach (p =0,003; dane niepokazane).

Podobna zalezno$¢ pomiedzy zastosowaniem ASA a
polimorfizmem cz. XIIIA zaobserwowali§my obliczajac stosunek
masy do dlugosci wldkien fibryny. Przed podaniem ASA stosunek
masy do dtugosci widkien, zaréwno wyjsciowo, jakipo 1,213
minutach krzepnigcia, nie réznil si¢ miedzy podgrupami
wyodrebnionymi w zaleznosci od genotypu cz. XIIIA. Wsréd
wszystkich badanych oséb stosunek masy do diugosci widkien po
0, 1, 2 1 3 minutach krzepniccia, zwigkszyl si¢ znamiennie 4
godziny po podaniu ASA w poréwnaniu z wartoscig wyjsciowa (p
= 0,0002). U wszystkich badanych przed zapoczatkowaniem
krzepnigcia stosunek masy do dlugosci widkien wynosit 2,50 X
1012 Da/cm (1,89-3,41), a po podaniu ASA — 2,95 X 10-12 Da/cm
(2,60-5,38).
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Rysunek 26. Krzywe
polimeryzacji fibrynogenu/fibryny
przed i po podaniu ASA w
zaleznosci od polimorfizmu
Val34Leu cz. XIIIA.

Punkty przedstawiajg mediany
poszczegdinych pomiarow.

VV — homozygoty Val34Val
VL — heterozygoty
LL — homozygoty Leu34Leu
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Polimorfizm Val34Leu cz. XIIIA istotnie wplywal na zwickszenie
stosunku masy do dlugosci wldkien fibryny po zastosowaniu
ASA: zmiana stosunku masy do dlugosci widkien byta najwicksza
u homozygot Leu34Leu (51%), mniejsza u heterozygot (36%) 1
najmniejsza u homozygot Val34Val (23%) (p = 0,0015) (rys. 25).
Takie same zalezno$ci zaobserwowali§my oceniajac wplyw ASA i
polimorfizmu Val34Leu cz. XIIIA na stosunek masy do dtugosci
wiokien fibryny w zelu utworzonym w nadsaczu otrzymanym po
przerwaniu reakcji krzepniecia po 1, 21 3 minutach (p =0,003;
dane niepokazane).

Wyjsciowa przepuszczalnosé zelu fibrynowego byla odwrotnie
proporcjonalna do stezenia fibrynogenu w nadsaczu (o Spearmana

=-0,43; p = 0,09).

Turbidymetryczna ocena powstawania fibryny

Tworzenie fibryny i rozpraszanie §wiatta przez fibrynogen/fibryne
oceniali§my turbidymetrycznie. Krzywe zaleznosci gestosci
optycznej od czasu przed i po podaniu ASA w zaleznosci od
polimorfizmu Val34Leu cz. XIIIA przedstawia rysunek 26.

Wyjsciowo maksymalna szybkos§¢ narastania zmetnienia roztworu
I puax niie réznila si¢ istotnie pomiedzy podgrupami
wyodrebnionymi ze wzgledu na polimorfizm Val34Leu cz. XIITA 1
wynosita 0,69 OD/min (0,65-0,71) u homozygot Val34Val, 0,73
OD/min (0,56-0,76) u heterozygot i 0,74 OD/min (0,60-0,80) u
homozygot Leu34Leu. U wszystkich oséb tacznie 1P
znamiennie zmniejszyla si¢ 4 h po podaniu ASA w poréwnaniu z
watto$cig wyjsciowa (0,64 OD/min [0,57-0,66] »s 0,71 OD/min
[0,65-0,74]; p = 0,015). Nie wykazali§my istotnej zaleznosci
pomiedzy wplywem ASA na 1"p.. a polimorfizmem Val34Leu cz.
XIITA.

Najwicksza gestosé optyczna po osiagnieciu fazy plateau (OD, )
byla wyj$ciowo mniejsza u homozygot Leu34Leu w poréwnaniu z
heterozygotami i homozygotami Val34Val (odpowiednio: 1,72
OD »5s 1,90 OD »5s 1,96 OD). U wszystkich oséb acznie OD
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0.4 Rysunek 27. Zmiana
- maksymalnej gestosci optycznej
podczas tworzenia zelu
fibrynowego w zaleznosci od
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znamiennie zwigkszyla si¢ 4 h po podaniu ASA w poréwnaniu z
wartoscig wyjsciows, (2,12 OD [1,94-2,14] »s 1,90 OD [1,72-1,96];
p = 0,008). OD,.ux zwickszyla sie najbardziej u homozygot
Leu34Leu (0,32 OD), w poréwnaniu z heterozygotami (0,24 OD)
1 homozygotami Val34Val (0,14 OD) (rys. 27).

Podatnosc¢ skrzepu na fibrynolize

Fibrynolize oceniali§my turbidymetrycznie, a krzywe zaleznosci
gestosdci optycznej od czasu przed i po podaniu ASA w zaleznosci
od polimorfizmu Val34Leu cz. XIIIA przedstawia rysunek 28.

W obecnosci ludzkiego tPA w stezeniu koficowym 1 pg/ml, u
wszystkich 0séb tacznie przed podaniem ASA gestosé optyczna
maksymalnie narastata z predkoscig 0,26 OD/min (0,21-0,306)
niezaleznie od polimorfizmu Val34Leu cz. XIIIA. Cztery godziny
po podaniu ASA szybko$¢ narastania gesto$ci optycznej
nieznacznie, ale znamiennie zmniejszyta si¢ do 0,21 OD/min
(0,20-0,24) (p = 0,008). Nie obserwowalismy zaleznosci pomiedzy
wielkoscia efektu a polimorfizmem cz. XIITA.

Maksymalna gestos¢ optyczna wyjsciowo wynosita 0,92 OD
(0,90-0,94) i nie réznita si¢ pomiedzy podgrupami
wyodrebnionymi ze wzgledu na polimorfizm Val34Leu cz. XIIIA.
ASA mial niewielki wplyw na zmiane maksymalnej gestosci
optycznej, ktéra zmienita si¢ o 0,03 OD (od -0,01 do 0,07; p =
0,09). Zmiana maksymalnej gestosci optycznej nie zalezala od
polimorfizmu cz. XIII.

Maksymalne zmniejszenie gestosci optycznej, odpowiadajace
najszybszej fazie fibrynolizy, u wszystkich oséb tacznie wynosito
wyjsciowo 0,07 OD/min (0,06-0,08) niezaleznie od polimorfizmu
Val34Leu cz. XIIIA. Po podaniu ASA 17/, zwickszyla si¢ do
0,10 OD/min (0,09-0,12) (p = 0,008), ptzy czym zmiana byla
wigksza u homozygot Leu34Leu (83%), w poréwnaniu z
heterozygotami (57%) 1 homozygotami Val34Val (29%) (rys. 29).
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Rysunek 28. Krzywe turbidymetryczne tworzenia fibryny i fibrynolizy przed i po podaniu ASA
w zaleznosci od polimorfizmu Val34Leu cz. XIIIA.

Punkty przedstawiaja mediany poszczegdlnych pomiaréw; VV — homozygoty Val34Val;

VL — heterozygoty; LL — homozygoty Leu34Leu.

Rysunek 29. Maksymalne 0,16
zmniejszenie gestosci
optycznej podczas fibrynolizy -
przed i po podaniu ASA w 0,14 -
zaleznosci od polimorfizmu
Val34Leu cz. XIIIA.
VV — homozygoty Val34Val 0,12 4
VL - heterozygoty
LL — homozygoty Leu34Leu
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Czas lizy zelu fibrynowego (%50%) u wszystkich osob lacznie
wynosit wyjsciowo 8,8 min (8,4—10,5) 1 byl krétszy o okolo 1
minut¢ u homozygot Val34Val (8,6 min [7,9-9,7]) w poréwnaniu
z nosicielami allelu Leu (Val34Leu — 8,8 min [8,4-10,8]; Leu34Leu
— 10,5 min [8,4-10,8]). W poréwnaniu z wartoscig wyjSciowsa, u
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wszystkich 0séb tacznie po podaniu ASA gy, skrocil sie o okolo
2 minuty do 6,4 min (5,7-6,6) (p = 0,008). Zmiana czasu
fibrynolizy byla wicksza u nosicieli allelu Leu34 w poréwnaniu z
homozygotami Val34Val. W rezultacie, po ASA czas fibrynolizy
byl krétszy u homozygot Leu34Leu (5,7 min) w pordwnaniu z
heterozygotami (6,5 min) 1 homozygotami Val34Val (6,9 min) (rys.

30).
10 Rysunek 30. Fibrynoliza oceniana
Val34Val turbidymetrycznie.
08 . _—_ przedASA Rysynkl pr;edstawmja krzywe
turbidymerii dopasowane do danych
POASA eksperymentalnych (R? 20,99).
_ Poziome strzatki obrazujg czas
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Dyskusja

Przedstawione wyniki po raz pierwszy pokazuja, ze u ludzi
zdrowych posiadajacych leucyne w pozycji 34 podjednostki
katalitycznej cz. X111, kwas acetylosalicylowy nie tylko zmienia
tempo aktywacji cz. X111, ale takze zwicksza porowatos¢ skrzepu
fibrynowego 1 podatno$¢ na fibrynolize. Obserwacje te
potwierdzaja wczesniejsze doniesienia i rozszerzajg je wykazujac,
ze wariant Leu34 cz. XIIIA charakteryzujacy si¢ szybsza aktywacja
predzej katalizuje powstawanie wigzan krzyzowych miedzy
taficuchami y fibryny w obrebie tworzacego si¢ skrzepu, a zazycie
300 mg ASA wyraznie opdznia ta reakcje. W niniejszej pracy po
raz pierwszy wykorzystano model krzepnigcia inicjowanego przez
cz. tkankowy na pecherzykach fosfolipidowych, w ktérym krew
pobierana jest bez dodatku antykoagulantu (240), do oceny
wplywu polimorfizmu cz. XIITA na jego czynno$é. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze polimorfizm Val34Leu cz. XIIIA modyfikuje
ostatnie etapy krzepnigcia krwi prowadzace do powstania
stabilnego skrzepu, a jego wplyw zalezy od obecnosci ASA. Te
nowe, nieznane dotad efekty dziatania ASA w zaleznosci od
obecnosci allelu Leu34 moga stanowi¢ przyklad
farmakogenetycznych oddzialywan w ukladzie krzepnigcia.

Uwagi dotyczace metodyki

Badana grupa liczyla 9 oséb, po 3 z poszczegdlnym wariantem
polimorficznym Val34Leu cz. XIITA. Ograniczenia finansowe i
organizacyjne, a takze uciazliwy protokoél eksperymentu
uniemozliwily zbadanie liczniejszej grupy oséb, co mogloby
zwickszy¢ prawdopodobiefstwo wykrycia istotnych statystycznie
réznic zaleznych od polimorfizmu Val34Leu cz. XIITA. Warto
jednak podkresli¢, ze rowniez R. Ariéns 1 wsp. analizowali 3
homozygoty Leu34Leu poréwnujac je z homozygotami Val34Val 1
opisali swe obserwacje w jednej z przewodnich prac dotyczacych
polimorfizmu Val34Leu cz. XIIIA opublikowanej w Blood w
2000 roku (145). Ta sama grupa oceniata przepuszczalnosé
skrzepéw fibrynowych uzyskanych z osocza cytrynianowego od
okolo 100 os6b o réznych genotypach cz. XIIIA (63).
Pracochtonnosc i ztozonosé przeprowadzonych i opisanych tutaj
kilku eksperymentéw sktonita nas do wzorowania sie na protokole
Ariénsa 1 wsp. 1 wzbogaceniu go o analiz¢ fibrynolizy skrzepu,
czego dotad nie badano w odniesieniu do polimorfizmu Val34Leu
cz. XIITA.

Wybor 4 godzin od zazycia 300 mg ASA jako punktu ponownego
pobrania krwi w celu oceny efektu leku w ,,0strym”
eksperymencie wynikal z analizy dostgpnych danych na temat
wplywu ASA na hemostaze. Wydluzenie czasu krwawienia,
bedacego tradycyjnie najprostszym, cho¢ mato swoistym,
wskaznikiem dziatania ASA in vivo, zwykle obserwowano po 4
godzinach (274). Podobny protokét stosowano w 11 Katedrze
Choréb Wewnetrznych CM U] badajac zalezno$¢ miedzy
polimorfizmem PIA1/A2 integryny o35 a czasem krwawienia
(275).
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Ze wzgledu na stosunkowo duzg objetos¢ krwi, ktora
pobieraliSmy bezposrednio przed przyjeciem ASA i 4 godziny
pozniej, nie zdecydowalismy si¢ na kolejne pobranie krwi w
poézniejszym czasie, co mogloby lepiej opisac kinetyke
oddzialywania pomi¢dzy zazyciem ASA a krzepnigciem krwi w
zastosowanym modelu. Mozliwe bowiem, ze dzialanie ASA nasila
sie po kilku nastepnych godzinach od jego zazycia, zwlaszcza w
przypadku bialka o dlugim okresie pottrwania jakim jest
fibrynogen. Z drugiej strony ASA zanika we krwi juz po okoto 15
minutach i po podaniu podobnej dawki jego stezenie nie
przekracza 35 pmol/1 (276). Oddzielona przez nieswoiste esterazy
grupa acetylowa laczy si¢ z wieloma biatkami, przede wszystkim z
albuminami, ktérych stezenie w osoczu jest duze. Stwierdzane w
tym badaniu oddzialywania ASA moga sugerowac, ze mimo
»nadmiaru” potencjalnych akceptoréw grupy acetylowe;j
fibrynogen zwykle w stezeniu 7-10 pmol/1 réwniez moze ulec
takiej modyfikacji /# vive, podobnie jak ma to miejsce w przypadku
przylaczenia do lizyn homocysteiny (277, 278).

Niebagatelne znaczenie dla ostatecznych wynikéw 1 ich
interpretacji mial wyb6r modelu oceny krzepnigcia krwi,
fibrynolizy skrzepéw i metody oceny wybranych wlasciwosci
skrzepu. Kazdy z modeli ma swoje zalety, ale tez nie jest wolny od
wad. Metoda oceny przepuszczalnosci zelu fibrynowego
zastosowana w tej pracy zostala opracowana na Uniwersytecie w
Leeds przez grupe kierowana przez R. Ariénsa i P. Granta. W
pi$miennictwie mozna znalez¢ inne sposoby oceny
przepuszczalnosci skrzepu przy zastosowaniu oczyszczonego
chromatograficznie osoczowego lub plytkowego cz. XIII i
czystego fibrynogenu i trombiny (57, 65, 82, 85, 88, 254), co z
oczywistych wzgledéw stanowi model odbiegajacy znacznie od
warunkéw panujacych w osoczu. Wiadomo, ze liczne sktadniki
osocza, np. albumina (80, 82) i fibronektyna (134), a by¢ moze
takze triglicerydy (70) lub niektore bialka ostrej fazy (np.
orozomukoid (59)) modyfikujq przepuszczalnosé zelu
fibrynowego. W Instytucie Karola w Sztokholmie, grupa
prowadzona przez M. Blombick zwykle dializuje osocze przed
przygotowaniem zelu oraz stosuje czesto stosunkowo mate
stezenia trombiny (29, 55, 84) co, wydluzajac formowanie si¢
stabilnego skrzepu, ulatwia pézniejsza nim manipulacje. Przy
takim podejsciu wickszo§¢ zmiennych opisujacych w przyblizeniu
strukture fibryny rézni si¢ od publikowanych przez Ariénsa i wsp.,
sugerujac wicksza porowatos¢ otrzymanych zeli fibrynowych. Inne
mozliwosci oceny wlasciwosci zelu fibrynowego obejmujg
tromboelastografi¢ klasyczna badz rotacyjna (279), a takze metody
obrazowe z szacowaniem wielkosci por i grubosci widkien fibryny
za pomocg mikroskopu skaningowego (63, 145) lub konfokalnego
(38, 64). Ze wzgledu na procedure przygotowywania prébek,
wymagajaca odwodnienia fibryny, obrazy z mikroskopu
elektronowego pokazuja jednak znieksztalcona i zapadnieta sie¢
fibryny, a z kolei ocena struktury sieci za pomoca mikroskopu
konfokalnego jest utrudniona ze wzgledu na malg rozdzielczos¢.
Warto takze zaznaczy¢, Zze w celu optymalizacji wynikow
stosowali$my typowe metody oceny jakosci zeli, eliminujac z
dalszej analizy te, przez ktore bufor przesiakal nieréwnomienie
lub, w ktérych makroskopowo stwierdziliSmy obecnosc¢
pecherzykow powietrza (tendencja ta wiaze si¢ z dodawaniem do
mieszaniny stosunkowo duzych ste¢zed trombiny). Uzyskane
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wyniki wspolezynnika przepuszczalnosci, a nawet przeplywy przy
tych samych parametrach uzytych buforéw i rureczek byly bardzo
zblizone do tych opublikowanych przez badaczy z uniwersytetu w
Leeds (72, 77).

Zastosowana przez nas metoda oceny podatnosci skrzepu
fibrynowego na liz¢ po dodaniu tPA jest jednym z kilku sposobéw
opisanych w artykulach publikowanych w ciagu ostatnich 15 lat.
Modyfikacje poszczegélnych metod polegaja zwykle na innym
skladzie mieszaniny, np. na powierzchnig zelu fibrynowego na
plytce dodaje si¢ aktywng plazming (278) albo tPA dodaje si¢ do
buforu przesaczajacego si¢ przez wezesniej utworzony, stabilny Zel
(80). Absorbancje zelu najczesciej mierzy si¢ przy dlugosci fali 350
nm lub 405 nm jako funkcje czasu (29, 39, 47, 55, 57, 60, 77, 82,
85, 88, 134). Koncepcyjnie innym podejéciem jest oznaczanie
stezenia dimeru D — markera fibrynolizy, w prébkach buforu
przesiakajacego przez zel, az dojdzie do calkowitego zniszczenia
jego struktury podczas trawienia fibryny (80). Wybor zastosowanej
tu metody wg A. Wolberg (47), przy nieco mniejszym ste¢zeniu
konicowym tPA, wynikal z checi doktadnej ilosciowej analizy
procesu fibrynolizy zelu utworzonego w osoczu przy dobrej
powtarzalno$ci wynikéw i malej zmienno$ci migdzyosobniczej w
grupie zdrowych ochotnikéw. Efektywnosé fibrynolizy
oceniali§my na podstawie analizy kilku zmiennych, ktérych, o ile
nam wiadomo na postawie dostepnego pismiennictwa, dotychczas
nie analizowano w tym kontekscie: szybko$ci narastania
absorbancji w pierwszej fazie tworzenia si¢ polimeréw fibryny

(V' Pmax), maksymalnej absorbancji (OD,.) 1 tempa zmniejszania si¢
absorbancji w fazie drugiej, kiedy przewazala fibrynoliza (1),
Postuzylismy si¢ takze prostym i wygodnym parametrem, jakim
jest czas spadku maksymalnej absorbancji o polowe — tzw. czas
50% lizy.

Analizujac kluczowy dla naszego wnioskowania proces
powstawania mierzalnych ilosci dimeréw y w rozpuszczonych
izolowanych skrzepach wykorzystaliSmy tu po raz pierwszy
znakowanie monoklonalnym przeciwcialem skierowanym
przeciwko taficuchom y ludzkiego fibrynogenu polaczonym
wiazaniem krzyzowym, ktore jest znacznie bardziej czule 1 swoiste
w poréwnaniu z tradycyjnym barwieniem bl¢kitem Coomasie.
Jednoczesne uzycie oczyszczonego standardu fibryny i pomoc
doswiadczonego zespotu prof. K. G. Manna umozliwily
przeprowadzenie ilo§ciowej analizy stezenia dimeréw y przed i po
podaniu ASA za pomoca techniki Western blot, czego dotychczas
nie czyniono.

Wplyw ASA na krzepniecie krwi

Analizujac wszystkie 9 0séb lacznie w modelu ,,minimalnie
zmodytikowanej petnej krwi zylnej” wg Randa (240), szczegdlnie
wyraznie wida¢ wplyw 300 mg ASA na generacje trombiny,
aktywacje cz. XIIIA i tworzenie dimeréw vy fibryny. W tym samym
modelu, stosujac wicksze stezenia cz. tkankowego, Butenas 1 wsp.
nie obserwowali wplywu zazycia 650 mg ASA na st¢zenie
kompleksow TAT u 3 zdrowych ochotnikéw (280).
Przedstawione przez nas wyniki wskazuja na ostabienie
trombinogenezy w obecnosci matych stezeni cz. tkankowego, cho¢
efekt ten jest stosunkowo niewielki. Przyczyn tej rozbiezno$ci
mozna upatrywaé w malej liczebnosci grupy badanej przez
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Butenasa i wsp. 1 bardzo malej mocy wykrycia jakiejkolwiek
réznicy przy obserwowanej przez nich zmiennosci
miedzyosobniczej, czy tez w kilkukrotnie wyzszym stezeniu cz.
tkankowego — inicjatora kaskady krzepnigcia, co prowadzito do
przyspieszenia reakcji i skrécenia fazy inicjacji, utrudniajac
uchwycenie matych réznic polekowych. Dluzsza faza inicjacji w
opisanej przez nas grupie (okre§lona na podstawie zaleznosci
stezenia kompleksow TAT od czasu), w poréwnaniu z wynikami
uzyskanymi przez Butenasa i wsp. (280) oraz Brummel i wsp. (21,
241), $wiadczy o zmniejszonej aktywnosci kompleksu cz.
tkankowego z cz. VIla. Zaobserwowane dodatkowe znamienne
wydluzenie fazy inicjacji po zazyciu ASA wskazuje, ze lek ten
zmniejszyt aktywnos¢ kompleksu inicjujacego zewnatrzpochodna
droge krzepnigcia, podobnie jak w modelu uszkodzenia
mikronaczyi u oséb przyjmujacych 75 mg ASA przez 7 dni (234),
chociaz natura tego zjawiska jest nieznana.

Wplyw ASA na aktywacje cz. XIII nie byl dotad badany w modelu
Randa (240). Przedstawione tu wyniki sugeruja, ze powstawanie
aktywnej formy podjednostki A oraz zanikanie jej zymogenu cz.
XIII w nadsaczu ulega spowolnieniu po zazyciu ASA, najpewniej,
przynajmniej czgsciowo, z powodu uposledzenia trombinogenezy.
Nie mozna wykluczy¢, ze tempo tej aktywacji zmniejsza si¢ w
wyniku modyfikacji fibryny przez ASA, poniewaz jak si¢ uwaza,
prawidlowa fibryna 100—1000-krotnie przyspiesza kilkuetapowy
proces powstawania aktywnej transamidazy osoczowej (113), ktéry
zachodzi prawie wylaczenie wilasnie na powierzchni tworzacych
si¢ protofibryli. OpéZnienie tworzenia si¢ aktywnej postaci cz.
XIIIA w opisanym przez nas modelu jest zastanawiajaco podobne
do obserwowanego we krwi wyplywajacej z naci¢é na skérze u
zdrowych os6b przyjmujacych 75 mg ASA (281).

Fatwym do przewidzenia skutkiem uposledzenia aktywacji cz.
XIII jest zwolnienie i opdznienie powstawania dimeréw y w
skrzepach tworzacych sie w kolejnych minutach. Aktywny cz.
XIIIA jest bowiem jedyna transamidaza znajdujaca si¢ w osoczu i
w plytkach. W zastosowanym modelu teoretyczna mozliwos¢
uwolnienia tkankowych przedstawicieli transamidaz z erytrocytow
lub z tkanek jest bardzo malo prawdopodobna (282).

Obserwacja, ze ASA moze mie¢ wplyw na aktywacje plytkowego
cz. XIIIA w zaleznosci od polimorfizmu Val34Leu jest
zaskakujaca. Homogenizacja plytek poddanych dziataniu ASA 7n
vivo nie wyklucza mozliwosci przylaczenia si¢ reszty acetylowej,
ktora do cz. XIII dotacza si¢ z rezerwuaru jakim sa fragmenty
btony komoérkowej plytek. Wydaje si¢ mato prawdopodobne, aby
plytkowy cz. XIIIA w ziarnisto$ciach o mégl ulec acetylacji we
krwi krazacej. Niewatpliwie wynik jednorazowego eksperymentu z
plytkowym cz. XIIIA uzyskanym od homozygoty Val34Val i
Leu34Leu wymaga potwierdzenia w kolejnych do$wiadczeniach.

Przedstawione wyniki sa kolejnym dowodem wskazujacym na
istnienie dodatkowych dzialan przeciwzakrzepowych ASA, ktore
najpewniej nie wiaza si¢ $cisle z podstawowsg funkcja tego leku —
zahamowaniem produkcji TXA. Jaki mechanizm odpowiada za
stabe ,,antykoagulacyjne” dziatanie ASA pozostaje niejasne.

By¢ moze dodatkowe efekty dziatania ASA przyczyniaja si¢ jednak,
przynajmniej cz¢Sciowo, do zastanawiajaco duzej skutecznosci
tego prostego zwigzku w prewencji incydentow sercowo-
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naczyniowych, co trudno jest wyttumaczy¢ zahamowaniem
powstawania tylko jednego z agonistow plytkowych.

Mechanizmy dziatania ASA na krzepniecie krwi

Mechanizmy opisanych zmian sg nieznane i prawdopodobnie
zlozone. W $wietle dostegpnego pismiennictwa mozna
zaproponowac¢ hipoteze, ze acetylacja fibrynogenu, a w
konsekwengji fibryny, zachodzi w ustroju w ciagu 4 godzin od
przyjecia ASA, co prowadzi do oslabienia roli fibryny w aktywacji
cz. XIII i do zmiany wlasciwosci skrzepu. Zmiana jednego
aminokwasu w pozycji 34 tancucha A cz. XIII wydaje si¢ zatem
naktada¢ na oddzialywania acetylowanej fibryny z procesami
zachodzacymi na jej wldknach. Szczegdly tego zjawiska nie
zostaly dotychczas poznane. By¢ moze, tak jak to si¢ dzieje w
przypadku COX-1, przylaczenie jednej grupy acetylowej do jedne;j
lizyny modyfikuje wrazliwos¢ fibryny na dziatanie cz. XIIIAa, a
nastepnie na tPA.

Zablokowanie niektorych lizyn poprzez ich acetylacje jest
prawdopodobnie odpowiedzialne za uposledzenie fibrynolizy
obserwowane 4 godziny po przyjeciu ASA, poniewaz przylaczenie
tPA, PAI-1 i plazminogenu do fibryny odbywa si¢ wlasnie za
posrednictwem lizyn. Wyjasnienie, do ktorych lizyn fibrynogenu
lub fibryny moze przylaczy¢ sie grupa acetylowa ASA, wymaga
dalszych badani. Obserwacje sugerujace acetylacje lizyn fibryny,
przynajmniej in vitro, pochodza z kilku o$rodkéw (73, 76), ale
dotychczas nie obejmowaly analiz chromatograficznych réznych
fragmentéw fibryny ani spektrometrii mas, co umozliwiloby
zlokalizowanie lizyn poddawanych acetylacji.

Potencjalne implikacje praktyczne

W $wietle przedstawionych wynikéw mozna przewidywac, ze
obecnos¢ allelu Leu34 moze si¢ wiazac si¢ ze stabszg odpowiedzia
na leczenie fibrynolityczne. Rzeczywiscie w styczniu 2005 roku na
tamach Journal of the American College of Cardiology
opublikowano wyniki badania klinicznego wspierajace te
koncepcje (283). W tym wieloosrodkowym badaniu kohortowym,
w ktorym wzieto udziat 293 chorych na §wiezy zawat serca, Marin
i wsp. zaobserwowali, ze obecnos¢ allelu Leu34 wiazala si¢ z
gorszym wynikiem leczenia fibrynolitycznego (ocenianego na
podstawie obrazu klinicznego, seryjnych elektrokardiograméw 1
aktywnosci frakcji MB kinazy kreatynowej) i z okolo 2-krotnie
wigkszym ryzykiem zgonu, ponownego zawalu serca lub potrzeby
pilnej rewaskularyzacji tacznie w ciagu 24 h obserwacji. Nie
mozna wykluczy¢, ze zréznicowana wrazliwosé na dziatanie leku
fibrynolitycznego (w tym badaniu: TNK-tPA lub streptokinazy) w
obecnosci ASA ma wplyw na kliniczna skuteczno$é leczenia
trombolitycznego stosowanego rowniez w innych schorzeniach
m.in. w §wiezym udarze niedokrwiennym mézgu lub
zakrzepowych powiklaniach miazdzycy tetnic obwodowych.
Kolejne badania kliniczne, uwzgledniajace jednoczesnie
polimorfizm Val34Leu cz. XIIIA i stosowanie ASA, sa niezbedne,
aby oceni¢ rzeczywisty wplyw obecnosci leucyny w pozycji 34
podjednostki A cz. XIII na czgstos¢ wystgpowania istotnych
incydentéw zakrzepowych oraz efektu podawania lekow
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fibrynolitycznych, ktére maja réznego stopnia powinowactwo do
fibryny.

Whioski

1. U zdrowych ochotnikéw jednorazowe zazycie 300 mg ASA
opoznia aktywacje cz. XIIIA, a obecnos¢ allelu Leu34 wigze
si¢ z tendencja do wigkszego zwolnienia aktywacji cz. XIIIA
pod wplywem ASA.

2. Po podaniu ASA struktura sieci fibryny jest bardziej
przepuszczalna, jej widkna sa grubsze, a stosunek masy do
dtugosci wiékna — wigkszy. Zmiany struktury sieci po
podaniu ASA sg wyrazistsze u nosicieli allelu Leu34 cz. XIIIA,
bedac wprost proporcjonalne do liczby alleli Leu34.

3. Po podaniu ASA zmniejsza si¢ stgzenie dimeréw y w
rozpuszczonych skrzepach fibrynowych. Efekt ten jest
silniejszy u nosicieli allelu Leu34 cz. XIITA w poréwnaniu z
homozygotami Val34Val.

4. Po podaniu ASA zwigksza si¢ podatno$é zelu fibrynowego na
fibrynolize, a obecnos¢ allelu Leu34 wiaze si¢ z tendencja do
szybszej lizy zelu pod wpltywem ASA.
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Streszczenie

Wprowadzenie

Wryniki badan klinicznych sugeruja, ze polimorfizm Val34Leu
czynnika XI1I wigze si¢ ze zmniejszeniem ryzyka zawalu serca i
zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej. Paradoksalnie, wykazano,
ze obecnosc allelu Leu34 zwigksza tempo aktywacji czynnika
XIIIA, co sugeruje szybsza stabilizacje skrzepu poprzez
wytworzenie wigzan krzyzowych katalizowane przez aktywny
czynnik XIITA. Struktura takiego skrzepu wydaje si¢ mniej
podatna na fibrynoliz¢. Niedawno stwierdzono, ze kwas
acetylosalicylowy silniej hamuje aktywacje cz. XIIIA u nosicieli
allelu Leu34, w poréwnaniu z homozygotami Val34Val. Wplyw
kwasu acetylosalicylowego na wlasciwosci skrzepu fibrynowego w
zaleznosci od polimorfizmu Val34Leu nie jest znany.

Cele

Wyjasnienie wplywu kwasu acetylosalicylowego w zaleznosci od
polimorfizmu Val34Leu na aktywacje czynnika XIITA,
powstawanie usieciowanej fibryny, przepuszczalno$é zelu
fibrynowego i jego podatnosé na lize.

Badani

9 zdrowych ochotnikéw (4 kobiety 1 5 mezczyzn) w wieku 30—45
lat: 3 osoby z genotypem Val34Val, 3 osoby z genotypem
Val34Leu i 3 osoby z genotypem Leu34Leu czynnika XIITA
wybrane sposréd 41 zdrowych oséb. Wszyscy badani nie palili
tytoniu, nie stosowali zadnych lekéw przez =4 tygodnie i mieli
prawidtowe wyniki podstawowych badan laboratoryjnych krwi
obwodowe;j.

Interwencja

Kwas acetylosalicylowy 300 mg jednorazowo

Pomiary

Wszystkie pomiary wykonywano wyj$ciowo i 4 h po podaniu
kwasu acetylosalicylowego w modelu krzepnigcia zaleznym od
czynnika tkankowego (stezenie koficowe 2 pmol/l) opracowanym
przez M. Randa i wsp. Aktywacje protrombiny, czynnika XI1I,
stezenie dimerow y w skrzepach utworzonych w osoczu i w
obecnosci oczyszczonego plytkowego czynnika XIII oceniano za
pomocg metody Western blot. Wtasciwosci skrzepu fibrynowego,
utworzonego w osoczu zmodyfikowana metoda opracowans
przez B. Blombicka i M. Okadg, oceniano na podstawie jego
przepuszczalnosci, wyrazonej wspotczynnikiem przepuszezalnosci
Darcy’ego, 1 oszacowanego stosunku masy do dtugosci widkien
fibryny. Tworzenie si¢ zelu 1 jego podatnosé na fibrynolize po
dodaniu tkankowego aktywatora plazminogenu (1 pg/ml)
oceniano spektrofotometrycznie przy dtugoéci fali 405 nm.
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Wyniki

Aktywacja czynnika XIIIA przebiegata wolniej po podaniu kwasu
acetylosalicylowego (2 »s 6 minut; p = 0,008), a efekt byl wickszy u
nosicieli allelu Leu34 w poréwnaniu z homozygotami Val34Val.
Reakcje aktywacji protrombiny i konwersji fibrynogenu byty
typowe dla zastosowanego modelu i nie zalezaly od polimorfizmu
czynnika XIII.

Stezenie dimerdw y w rozpuszczonych skrzepach utworzonych w
osoczu zmniejszylo si¢ znamiennie po podaniu kwasu
acetylosalicylowego (7,04 5 2,39 mg/1; p = 0,05). Zmiana st¢zenia
dimeréw y byta wigksza u homozygot Leu34Leu, w poréwnaniu z
heterozygotami i homozygotami Val34Val (odpowiednio, 85% vs
64% vs 25%; p = 0,00). Stezenie dimeréw y w skrzepach
utworzonych w obecnosci oczyszczonego czynnika XIITA
wyizolowanego z plytek od homozygoty Val34Val i Leu34Leu
bylo mniejsze po podaniu kwasu acetylosalicylowego, a efekt ten
byl wickszy u homozygoty Leu34Leu w poréwnaniu z
homozygota Val34Val.

Przepuszczalnosé zelu fibrynowego zwigkszyla si¢ znamiennie po
podaniu kwasu acetylosalicylowego (p = 0,0002). Zmiana
wspotczynnika przepuszczalno$ci byla najwigksza u homozygot
Leu34Leu w poréwnaniu z heterozygotami 1 homozygotami
Val34Val i wykazywala zalezno$¢ od liczby alleli Leu34
(odpowiednio: 51% 25 34% v5 21%; p = 0,001). Srednica widkna
fibryny i stosunek masy do dtugosci wiékna rowniez zwigkszyty
si¢ po podaniu kwasu acetylosalicylowego, a zaleznos¢ od
polimorfizmu Val34Leu czynnika XIIIA byla taka sama jak w
przypadku przepuszczalnosci zelu.

Zel fibrynowy utworzony po podaniu kwasu acetylosalicylowego
byl gestszy optycznie w pomiarach turbidymetrychnych (p =
0,008). Zmiana pod wplywem kwasu acetylosalicylowego byla
wigksza u homozygot Leu34Leu, w poréwnaniu z heterozygotami
1 homozygotami Val34Val (0,32 OD s 0,24 OD »5 0,14 OD).

Podatnosé zelu fibrynowego na lize, wyrazona jako maksymalna
szybkos§¢ zmniejszania si¢ gestosci optycznej i czas, w ktorym
gesto$¢ optyczna zmniejszy si¢ polowe wartosci maksymalnej (tzw.
czas 50% fibrynolizy, tsow,), zwickszyla si¢ znamiennie po podaniu
kwasu acetylosalicylowego (p = 0,008). Przyspieszenie fibrynolizy
bylo najwigksze u homozygot Leu34Leu w poréwnaniu z
heterozygotami i homozygotami Val34Val; tsov, zmniejszyt sie
odpowiednio o 4,16 min »s 2,74 min »s 2,36 min.

Whnioski

W modelu krzepnigcia zaleznego od czynnika tkankowego, u
zdrowych ochotnikéw jednorazowe zazycie 300 mg kwasu
acetylosalicylowego op6zniato aktywacje czynnika XIIIA i
zmienialo strukture sieci fibryny, czyniac ja bardziej
przepuszczalng i podatna na fibrynolize. Efekty te zalezaly od
polimorfizmu Val34Leu czynnika XIIIA i byly najsilniejsze u
homozygot Leu34Leu. Obserwacje te potwierdzaja, ze obecnos¢
allelu Leu34 czynnika XIITA wplywa niekorzystnie na wlasciwosci
skrzepu fibrynowego, a stosowanie kwasu acetylosalicylowego
wyraznie oslabia ten efekt, co moze mie¢ implikacje praktyczne.
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English summary

Background

Recent clinical trials suggest that the the factor XIII Val34Leu
polymorphism is associated with lower odds of myocardial
infarction or venous thromboembolism. These results are
accompanied by the paradoxical findings from basic research that
show higher rate of factor XIIIA activation in Leu34 carriers,
suggesting earlier fibrin network cross-linking catalyzed by
activated factor XIIIA and increased resistance to fibrinolysis. It
has recently been shown that the inhibition of the factor XIIIA
activation by acetylsalicylic acid was stronger in Leu34 carriers
compared to Val34Val homozygous individuals. The effect of
acetylsalicylic acid on fibrin clot properties depending on the
factor XIII Val34Leu polymorphism has not been defined yet.

Aims

To elucidate the effect of acetylsalicylic acid on the factor XIITA
activation, fibrin network formation, clot permeability, and
susceptibility to fibrinolysis depending on the factor XIII
Val34Leu polymorphism.

Patients

Nine healthy volunteers (4 females and 5 males) aged 30—45 years:
3 homozygous for the Val34, 3 with the Val34Leu genotype, and 3
homozygous for the Leu34 allele of factor XIIIA selected at
random out of 41 healthy individuals. All the subjects were not
current smokers, abstained from any drugs for more than 4 weeks,
and had the results of basic laboratory tests within the normal
range.

Intervention

Single 300 mg dose of acetylsalicylic acid

Methods

All measurements were taken at baseline and after 4 hours
following acetylsalicylic acid administration. The tissue factor-
dependent coagulation model according to Rand et al. was chosen
(tissue factor final concentration 2 pmol/I). Activation of
prothrombin and factor XIIIA, as well as the y dimer
concentration in the clots formed in plasma or from purified
fibrinogen after addition of platelet-derived factor XIIIA were
assessed by Western blot. Fibrin gel permeability was evaluated
according to the modified method by Blombick and Okada, and
fiber mass/length ratio was calculated. Fibrin gel assembly and
resistance to fibrinolysis after addition of 1 pg/ml of the tissue
plasminogen activator were estimated from the gel turbidity at 405
nm.
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Results

Factor XIIIA activation was slower after acetylsalicylic acid
ingestion (2 »5 6 minutes; p = 0.008) and the effect was larger in
Leu34 carriers, compared to individuals homozygous for the
Val34 allele. Prothrombin activation and fibrinogen conversion
were characteristic for the chosen model and did not depend on
factor XIITA polymorphism.

Concentration of the y dimers in solubilized clots formed in
plasma was lower after ASA administration (7.04 25 2.39 mg/l; p =
0.05). This change was greater in Leu34Leu, than in Val34Leu or
Val34Val individuals (85% o5 64% vs 25% respectively; p = 0.00).
Concentration of the y dimers in solubilized clots formed from
purified fibrinogen and platelet-derived factor XIIIA in Val34Val
and Leu34Leu individuals was lower after acetylsalicylic acid
administration and the effect was larger in Leu34Leu compared to
Val34Val clot. Fibrin gel became more permeable after
acetylsalicylic acid ingestion (p = 0.0002). This change was more
pronounced in individuals homozygous for Leu34 allele,
compared to Val34Leu or Val34Val homozygous individuals (51%
vs 34% w5 21%, respectively; p = 0.001). Fiber diameter and
mass/length ratio calculated from permeability were also increased
following acetylsalicylic acid administration, and the relation to the
Val34Leu polymorphism was analogous to that observed with the
gel permeation. Fibrin gel turbidity increased after acetylsalicylic
acid administration (p = 0.008) and the change was greater in
Leu34Leu individuals, than in Val34Leu or Val34Val subjects
(0.32 OD 25 0.24 OD »s 0.14 OD). Maximum fibrinolysis rate and
50% lysis time increased after acetylsalicylic acid administration (p
= 0.008). Fibrinolysis proceeded faster in Leu34Leu subjects,
compared to Val34Leu or Val34Val individuals, and 50% lysis
time was shortened by 4.16 »5 2.74 »s 2.36 minutes, respectively.

Conclusions

In healthy individuals a single dose of 300 mg of acetylsalicylic
acid delayed the activation of the factor XIIIA and modified fibrin
gel structure making it more permeable and prone to lysis, as
assessed in the tissue factor-dependent model of blood
coagulation. The observed effects were dependent on the factor
XIITA Val34Leu polymorphism and were stronger in the patients
homozygous for the Leu34 allele. These data confirm that the
presence of Leu34 allele has unfavorable effect on the fibrin
network structure and suggests that acetylsalicylic acid
administration noticeably reduces this detrimental effect with
possible clinical implications.
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