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EWOLUCJA UKEADU HEMOSTAZY KREGOWCOW

WPROWADZENIE

Uktad hemostazy odpowiada u kregow-
cow za delikatna réwnowage pomiedzy
krzepnieciem krwi z jednej strony, a rozpusz-
czaniem zakrzepOw z drugiej. Wiele z bialek
zaangazowanych w ten system nalezy do ro-
dziny proteaz serynowych — enzymoOw przeci-
najacych wiazania peptydowe w innych bial-
kach, ktorych aktywnoS¢ zalezy od obecnosci
w centrum aktywnym trzech blisko potozo-
nych przestrzennie reszt aminokwasOw - se-
ryny, histydyny i asparaginianu - zwanych
triada katalityczna. Proteazy ukladu hemostazy
nie przeprowadzaja calkowitego trawienia, ale
jedynie niewielkie modyfikacje innych bialek,
zwykle nastepnych zymogenéw proteaz sery-
nowych, ktore w ten sposob zostaja aktywo-
wane. Aktywne enzymy dzialaja na kolejne
zymogeny, w skutek czego powstaje zlozona
sie¢ przekazywania i wzmacniania sygnahu.
Niewielka ilo$¢ czasteczek eksponowanych w
wyniku uszkodzenia tkanek uruchamia lawi-
nowa odpowiedz, ktora prowadzi do aktywa-
¢ji fibrynogenu i tworzenie polimeru fibryny
(wloknika). Niemalze rownoczesSnie urucha-
miany jest mechanizm przeciwny, obejmujacy
roznorakie inhibitory oraz czynniki fibryno-

lizy, ktorego rola jest zapewnienie kontro-
li krzepniecia i ostatecznie rozkiad fibryny,
wtedy gdy czop widknika jest juz zbyteczny.
W procesie hemostazy bardzo wazna rol¢ od-
grywaja plytki krwi, bezjadrzaste u ssakow,
lub trombocyty, jadrzaste, u pozostatych kre-
gowcOw oraz Srodbtonek naczyniowy (LOPA-
CIUK i BIEDERMAN 2001).

Kaskadowy mechanizm zestalania i kon-
troli plynnoSci krwi jest niezwyklym osia-
gnieciem ewolucyjnym kregowcow, ktorego
wylonienie sie umozliwito efektywna ochro-
ne przed utrata ptynéw ciala oraz skutecz-
niejsza obron¢ przed wnikaniem patogenow.
(AIRD 2003). Czy mozna jako$S poznaé ewo-
lucje tego ukladu? W jaki sposob doszio do
powstania tak niezwyklego systemu kontroli
plynnosci i zestalania krwi u kregowcow? Na
te pytania podjeta zostanie proba udzielenia
odpowiedzi w tym artykule, w oparciu o naj-
nowsze publikacje naukowe. WczeSniej jed-
nakze zostanie omowiona budowa domeno-
wa wybranych czynnikOw hemostazy, gdyz
znacznie ulatwi to zrozumienie problemow
zwiazanych z badaniem ewolucji tej grupy
biatek.

Wykaz skrotow i nazw angielskojezycznych: BLAST — the Basic Local Alignment Search Tool (thum. podstawowe
narzedzie dopasowania sekwencji); EGF — Epidermal Growth Factor (ttum. czynnik wzrostu naskorka); FRED —
Fibrinogen REleted Domain (ttum. domena ,fibrynogenopodobna”); GLA — Gamma-carboxygLutamic Acid-rich
domain (ttum. domeny bogate w kwas gamma-karboksyglutaminowy); HGF — Hepatocyte Growth Factor (ttum.
czynnik wzrostu hepatocytow); HGFA — Hepatocyte Growth Factor Activator (ttum. aktywator czynnika wzro-
stu hepatocytow); NCBI — National Center for Biotechnology Information (ttum. narodowe centrum informacji
biotechnologicznej); PAN — Protein Apple domaiN (tlum. bialkkowa domena jablkowa); PFAM — Protein FAMilies
Data Base (tlum. baza rodzin biatkowych); PROSITE — PROtein SITE (ttum. miejsce / strona biatek); SMART — Sim-
ple Modular Architecture Research Tool (ttum. proste narzedzie badan architektury modularnej); TSP1 — Throm-
boSPondin type 1 repeats (thum. powtOrzenia trombospondynowe typu 1).
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BUDOWA DOMENOWA BIALEK HEMOSTAZY

Bardzo liczna grupe czynnikéw hemosta-
zy stanowia enzymy o charakterze proteaz
serynowych. Proteazy serynowe uktadu he-
mostazy charakteryzuja si¢ ztozona budowa
domenowa, a kazde z tych bialek posiada kil-
ka domen nalezacych do réznych rodzin bial-
kowych (Ryc. 1). Najwicksza jest, zlokalizo-
wana na C-koncu bialka, domena odpowiada-
jaca za aktywnoSC proteolityczna. Nazywana
jest zwykle domena trypsynowa, ze wzgledu
na podobiefistwo do dobrze znanego enzy-
mu trawiennego trypsyny.

Proteazy serynowe ukladu hemostazy po-
siadaja dodatkowo réznorodne domeny, po-
dazajac od N-konca. Jedna z wazniejszych
jest GLA, zawierajaca reszty modyfikowane-
go aminokwasu — kwasu y-glutaminowego.
Do prawidlowego dzialania biatka posiada-
jacego taka domene¢ konieczna jest witami-
na K, gdyz zwiazek ten jest kofaktorem en-
zymu y-karboksylazy, odpowiadajacego za
modyfikacje aminokwasu glutaminianu do
y-glutaminianu. Do biatek krzepniecia posia-
dajacych domene¢ GLA, naleza: protrombina,
czynnik VII, czynnik IX i czynnik X, biatko
C, biatko S i bialkko Z. Domena trypsynowa
biatkka Z jest nieaktywna, z powodu braku
seryny i histydyny w miejscach odpowiada-
jacych triadzie katalitycznej, a biatko S takiej
domeny w ogole nie posiada, gdyz nie jest
proteaza (JIANG i DOOLITTLE 2003).

Pozostale N-koncowe domeny, wystepu-
jace w proteazach uktadu hemostazy, to: do-
meny kringlowe, palce fibronektynowe (FN-
1, FN-2 i FN-3), domeny czynnika wzrostu
naskorka (EGF) i domeny jabtkowe (PAN).
Domeny kringlowe s3 charakterystyczne dla
protrombiny, czynnika XII, plazminogenu
oraz tkankowego i urokinazowego aktywa-
tora plazminogenu (tPA i u-PA). Domeny
EGF wystepuja we wszystkich proteazach
serynowych ukladu hemostazy za wyjatkiem
protrombiny, plazminogenu, czynnika XI i
prekalikreiny osoczowej. Domeny PAN wy-
stepuja w czterech kopiach w czynniku XI i
prekalikreinie oraz w jednym powtorzeniu w
plazminogenie (JIANG i DOOLITTLE 2003).
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Ryc. 1. Budowa domenowa czynnikéw uktadu
hemostazy oraz ceruloplazminy i hefajstyny.

Domeny: T — domeny trypsynowe (proteazy sery-
nowej); P — domeny jabtkowe (PAN); K — domeny
kringlowe; F — domeny fibronektynowe; E — dome-
ny czynnika wzrostu naskorka (EGF); A — domeny
ferroxydazy zaleznej od miedzi (domeny F5/8 typu
A); B — domena F5/8 typu B; C - domeny dyskoidy-
nowe (domeny F5/8 typu C).

Domeny charakterystyczne dla czynnikOw
hemostazy wystepuja takze w innych bial-
kach, pelniacych catkiem odmienne funkcje.
Wymieni¢ tutaj mozna doS¢ powszechne do-
meny EGF i FN, ale takze domeng ferroksyda-
zy zaleznej od miedzi (domena F5/8 typu A),
ktora wystepuje w czynnikach krzepni¢cia
krwi V i VIII, w bialku osocza krwi cerulo-
plazminie oraz w bialku blonowym nabtonka
jelit hefajstynie (Ryc. 1). Domena dyskoidy-
nowa, nazywana takze domena F5/8 typu C,
charakterystyczna dla czynnikow krzepniecia
krwi V i VIII (JIANG i DOOLITTLE 2003), wy-
stepuje rowniez w licznych bialkach btono-
wych, miedzy innymi w neuropilinach (KIE-
DZIERSKA i wspotaut. 2007).

BADANIE EWOLUCJI HEMOSTAZY

Poczatki poznawania podstaw bioche-
micznych ukladu hemostazy czlowieka si¢-
gaja XIX w., lecz sam proces ewolucji krzep-
niecia krwi kregowcoéw badany jest zaledwie

od ponad pot wieku. Wkrotce po ustaleniu
sekwencji aminokwasowej niektorych czyn-
nikOw hemostazy zauwazono, ze pewne z
nich wykazuja podobienstwo do innych, nie
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tylko w obrebie poszczegdlnych domen, ale
takze bardzo czesto w kolejnosci ich wyste-
powania. Jako przyczyne takich podobienstw
uznano duplikacje genéw u dawnych przod-
kow wspotczesnych organizmow (DOOLITTLE
1993).

Odkrywanie kolejnych tajnikow wylania-
nia sie uktadu hemostazy stalo sie mozliwe
dzieki zastosowaniu czterech strategii badaw-
czych. W dwoch pierwszych poznawane byly
mechanizmy krzepniecia krwi ,prostszych”
zwierzat, z zastosowaniem metod bioche-
micznych, a wyniki poréwnywano z wcze-
Sniej zgromadzona wiedza o krzepnieciu
krwi czlowieka. Kolejne podejscie opierato
sie na oczyszczeniu kazdego z czynnikOw
ukladu hemostazy, okreSleniu jego wtlasci-
woSci chemicznych, a nastepnie znalezie-

niu odpowiadajacego skladnika u czlowieka
(DOOLITTLE 1993). Trzecia strategia mozliwa
stala sie dziecki rozwojowi metod genetyki
molekularnej i obejmuje klonowanie moleku-
larne oraz sekwencjonowanie DNA. Czwarte
podejscie to metody bioinformatyczne, ktore
mozliwe staly sie dzieki rozwojowi informa-
tyki oraz przyrostowi mocy obliczeniowej i
pamieci komputerow. Bez trzeciej strategii
nie staloby si¢ to mozliwe, w tym bez pro-
gramOw badawczych obejmujacych sekwen-
cjonowania calych genomoéw roéznych orga-
nizmoéw. Metody komputerowej analizy se-
kwencji DNA i kodowanych przez nie bialek
umozliwiaja rekonstruowanie ewolucji ukla-
du hemostazy in silico, ograniczajac kosztow-
ne badania in vitro czy ex vivo.

PRZESZUKOWANIE SEKWENCJI GENOMOWYCH

W pelni zsekwencjonowane genomy stru-
nowcow: zachwy, lancetnika, minoga, ryb —
rozdymki tygrysiej (Takifugu rubripes) i da-
nio pregowanego (Danio rerio), zab (Xeno-
Dpus tropicalis, Xenopus laevis), zielonej jasz-
czurki amerykanskiej (Anolis carolinensis),
kury, dziobaka (Ornithorhynchus anatinus),
i oposa (Monodelphis domestica) (Ryc. 2) zo-
staly uzyte jako baza danych w poszukiwaniu
odpowiedniké6w okolo 20 roznych gendow
zwiazanych z ukladem hemostazy cztowieka
i myszy (JIANG i DOOLITTLE 2003, DOOLITTLE
i wspotaut. 2008, PONCZEK i wspotaut. 2008,
DOOLITTLE 2009).

Procedura znajdowania homologow bia-
lek hemostazy rozpoczyna sie od zlokalizo-
wania potencjalnych genéw w bazach geno-
mowych za pomoca algorytmu BLAST, przy
uzyciu znanych sekwencji czlowieka lub in-
nych ssakOw jako wzorcOow. Sekwencje naj-
lepszych ,trafien” zostaja zweryfikowane po-
przez zastosowanie ich jako matryc w prze-
szukiwaniach programem BLAST wzgledem
bazy biatek NCBI. Jesli taka dodatkowa pro-
cedura zwroci wyjSciowe bialko wziete jako
wzorzec, mozna przyjac, ze wynik jest prawi-
dtowy. Dodatkowym potwierdzeniem bedzie
identycznos¢ budowy domenowej szukanego
bialka, co mozna szybko sprawdzi¢, na pod-
stawie sekwencji, za pomoca takich narzedzi
jak  PROSITE (http://www.expasy.ch/prosi-
te/), PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/), czy
SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/).
Jesli jednakze inne biatka daja lepsze wyni-
ki, mamy do czynienia raczej z paralogiem -
spokrewnionym bialkiem, ale najprawdopo-

dobniej o innej petnionej funkcji (DOOLITTLE
2009).

Niestety strategia taka nie jest pozbawio-
na btedow. Nie wszystkie bazy genomowe s3
kompletne i nie zawsze wszystkie fragmenty
sekwencji sa prawidlowo zestawione (asem-
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Ryc. 2. Zwiazki filogenetyczne pomi¢dzy stru-
nowcami — dywergencja poszczegolnych grup
organizmow i wylanianie si¢ kolejnych elemen-
tOw hemostazy.

A — 1 pojawienie si¢ czynnika tkankowego, trom-
biny i prostej odpowiedzi komorkowej; — 2 wyto-
nienie si¢ fibrynogenu oraz czynnikow X i VIII; B
— duplikacje prowadzace do powstania czynnika IX
z X i VIII z V; C — pojawienie si¢ czynnika XII i pre-
kalikreiny; D — wyksztalcenie aktywacji krzepni¢cia
krwi poprzez czynniki kontaktu — duplikacja prowa-
dzi do oddzielenia czynnika XI od prekalikreiny.
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blowane). Latwiej stwierdzi¢ wystepowa-
nie jakiego$ genu niz udowodni¢ jego brak.
Szybko$¢ utrwalania mutacji, i co za tym
idzie ewolucji po duplikacji genu, nie zawsze
jest taka sama wzgledem gendéw potomnych.
Trudno jest wiec czasami ustali¢ relacje po-
krewienstwa miedzy biatkami. Dlatego niela-

twe jest czesto odroznienie, badajac bazy ge-
nomow, ortologéow, faktycznych odpowiedni-
kow szukanych biatek, od paralogéw, biatek
homologicznych, ale wyspecjalizowanych do
pelnienia odmiennych funkcji w organizmie
(DOOLITTLE 2009).

OBECNY OBRAZ EWOLUCJI UKEADU HEMOSTAZY

Poczynajac od gromady kregoustych, a
konczac na ssakach, krzepniecie krwi zacho-
dzi, gdy proteaza serynowa trombina prze-
ksztalca rozpuszczalny fibrynogen w nieroz-
puszczalna fibryne (Ryc. 3). Sama trombina
jest produktem proteolitycznego przeksztal-
cenia protrombiny, co mozliwe jest po akty-
wacji kaskady czynnikow krzepniecia (BLOM-
BACK 1996).

Obecnos¢ trombiny i jej aktywacje przez
proteazy serynowe zalezne od witaminy K,
stabilizacje fibrynogenu przez czynnik XIII
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FXII
f FXllla
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Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie uktadu
hemostazy cztowieka.

F — czynniki krzepniccia krwi, FBG — fibrynogen,
FBN — fibryna, FBX — fibryna stabilizowana przez
czynnik XIII, FDP — produkty degradacji fibryny,
FDPX — produkty degradacji fibryny stabilizowanej,
KNG — wielkoczasteczkowy kininogen, PK — preka-
likreina osoczowa, PL — fosfolipidy, PLG — plazmino-
gen, PLN — plazmina, t-PA — tkankowy aktywator pla-
zminogenu, u-PA — urokinazowy aktywator plazmino-
genu. Procesy zwiazane z krzepnieciem linie ciagle,
procesy zwiazane z fibrynoliza linie przerywane.

oraz fibrynolize stwierdzono nawet u bez-
zuchwowcow (minog morski Petromyzon
marinus) — najbardziej prymitywnych przed-
stawicieli kregowcow (DOOLITTLE 1965). Opi-
sanych mechanizméw brak jest u prostych
strunowcow, takich jak lancetnik (na przy-
ktadzie gatunku Branchiostoma floridae) czy
zachwa (na przyktadzie gatunku Ciona inte-
stinalis) oraz u bezkregowcOw (DOOLITTLE
1993).

Badania genomo6w prostych strunowcoOw
na przykltadzie lancetnika i zachwy wykazaly,
mimo wystepowania genoéw zawierajacych
domeny analogiczne do fibrynogenu (FRED)
oraz kilku proteaz bardzo podobnych do
protrombiny, Ze zadne z nich nie sa praw-
dziwym fibrynogenem i prawdziwa, funkcjo-
nalna protrombina (DOOLITTLE 2009). Biatka
Ltrombinopodobne” cechuje dos¢ duze, oko-
to 40% podobienstwo sekwencyjne w obre-
bie domeny trypsynowej, ale brak jest typo-
wych domen N-koncowych, w szczegolnoSci
domeny GLA. Obecna jest takze u lancetnika
proteaza serynowa z dwukrotnie powtarza-
jacymi si¢ N-koncowymi domenami kringlo-
wymi, z domena trypsynowa w okolo 43%
podobna do domeny proteazowej plazmino-
genu (5 domen kringlowych) i do niefunk-
cjonalnej domeny trypsynowej apolipoprote-
iny A (50 domen kringlowych) u czlowieka
(DOOLITTLE 2009). Podobiefistwo do czynni-
ka IX, protrombiny i czynnika wzrostu he-
patocytow (HGF) wynosi odpowiednio 39%,
34% i 33%. Na uwage zwracaja pewne podo-
biefistwa do plazminogenu ssakow, takie jak:
miejsce aktywacji przez tkankowy aktywator
plazminogenu #n silico i aktywacja rekombi-
nowanego biatka przez urokinazowy aktywa-
tor plazminogenu cztowieka in vitro. Opisa-
ne biatko lancetnika posiada dwie domeny
kringlowe zawierajace miejsca wiazace lizyne
(cecha typowa dla plazminogenu, cho¢ bial-
ko kregowcow posiada o trzy domeny krin-
glowe wiecej), nie ma domeny PAN i praw-
dopodobnie pelni nieco odmienna funkcje
niz plazminogen kregowcow (brak fibryno-
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genu u prymitywnych strunowcéw), mimo
ze dla gatunku lancetnika Branchiostoma
belcheri tsingtauense zostalo sklonowane i
zapisane w bazach danych pod nazwa ,pla-
zminogen” (LIU i ZHANG 2009). Ostonice,
do ktorych naleza zachwy, zostaly ostatnio
uznane, na podstawie badaf genetycznych,
za blizej spokrewnione z kregowcami, niz
strunoglowe (bezczaszkowce), do ktorych
zalicza si¢ lancetnik (PUTNAM i wspotlaut.
2008). Takze w tej grupie zwierzat nie udalo
si¢ wykry¢ fibrynogenu i trombiny, chociaz
wiadomo, ze organizmy te utracily wiele ge-
noéw przechodzac do osiadlego tryby zycia
(genom lancetnika 540 MB — genom Zachwy
330 MB). U zachwy Ciona intestinalis wy-
stepuje jednakze, jak u lancetnika, dwukrin-
glowe biatko ,plazminogenopodobne” (JIANG
i DOOLITTLE 2003). Bialko to w odréznieniu
od plazminogenu kregowcow, zamiast do-
meny PAN na N-koAcu, posiada powtorzenia
trombospondynowe typu 1 (TSP1), a dome-
na trypsynowa podobna jest w 39% do ana-
logicznej domeny plazminogenu. Niestety
brak jest obecnie danych na temat funkcji
biologicznej bialek podobnych do plazmino-
genu u prymitywnych strunowcow.

Od dawna wiadomo, ze minog, ktoérego
dywergencja nastapila przed pojawieniem
sie  kregowcoéw zuchwowych, posiada fi-
brynogen i trombine (COTTRELL i DOOLITTLE
1976). Badania bioinformatyczne zsekwen-
cjonowanego genomu minoga umozliwily
ustalenie, ze u tego bezzuchwowca kaskada
krzepniecia wydaje si¢ byC¢ nieco prostsza
(DOOLITTLE i wspotaut. 2008). Mindég posia-
da czynnik tkankowy oraz czynnik VII, ale
czynniki V i VIII maja u tego organizmu tyl-
ko jeden odpowiednik funkcjonalnie odpo-
wiadajacy czynnikowi V, cho¢ az w trzech
homologicznych kopiach. Odpowiednio dla
czynnika IX i X wystepuje jeden prekursor,
czynnoSciowo odpowiadajacy czynnikowi X,
cho¢ w dwoch wariantach (DOOLITTLE 2009).
U ssakOw czynniki IX i VIII oraz X i V two-
rza kompleksy, zatem u bezzuchwowcow
jest tylko jedna taka para. U bezzuchwow-
cOw istnieje prawdopodobnie uproszczony
system aktywacji krzepni¢cia krwi (Ryc. 4),
odpowiadajacy mechanizmom wystepujacym
u wyzszych kregowcow, dawniej zwanym ze-
whnatrzpochodnym szlakiem aktywacji krzep-
niecia krwi. Poczawszy od minoga, pojawiaja
si¢ elementy ukladu fibrynolizy — ,pelnodo-
menowy” plazminogen, oraz prawidlowe ak-
tywatory tego biatka - tkankowy i urokinazo-
wy (DOOLITTLE i wspotaut. 2008).

FvIl
TF
FX
TF
FVila
protrombina
FX o
a Fva
Fva
trombina
Al
FXllla
t-PA FDPX <¢—y— FBX €—=—= FEBN FBG
u-PA : ) i
PLG-Tovvnn > PLN

FDP

Ryc. 4. Hipotetyczny prostszy uklad hemostazy
minoga.

F — czynniki, FBG — fibrynogen, FBN — fibryna, FBX
— fibryna stabilizowana, FDP — FDPX — produkty
degradacji fibryny, FDPX — produkty degradacji fi-
bryny stabilizowanej, PL — fosfolipidy, PLG — pla-
zminogen, PLN — plazmina, t-PA — tkankowy akty-
wator plazminogenu, u-PA — urokinazowy aktywator
plazminogenu. Procesy zwiazane z krzepnieciem li-
nie ciagle, procesy zwiazane z fibrynoliza linie prze-
rywane.

Ryby kostnoszkieletowe maja juz wyod-
rebnione dwie pary czynnikow, odpowied-
nio IX i VIII oraz X i V (JIANG i DOOLITTLE
2003).

Omowione wczesniej grupy kregowcow
nie posiadaja w ogéle tzw. uktadu kontaktu,
czyli czynnika XII, XI i prekalikreiny osoczo-
wej oraz wielkoczasteczkowego kininogenu.
U ryb wystepuje jednakze gen biatka homo-
logicznego do aktywatora czynnika wzrostu
hepatocytow (HGFA), ktory jest paralogiem
czynnika XII u czlowieka (PONCZEK i wspot-
aut. 2008). Znaleziono takze u ryb kininogen
podobny do biatka ssakow, jednakze bez seg-
mentu bogatego w histydyne, ktory jest nie-
zbedny do aktywnoSci w ukladzie kontaktu.
Sekwencja taka pojawia sie po raz pierwszy
dopiero u ptazéw (ZHOU i wspoétaut. 2008).
Gen czynnika XII jest obecny u ptazow, ga-
dow, ssakow lozyskowych i oposa (przed-
stawiciela torbaczy), natomiast brak go u
kury. Paralogi — czynnik XII i HGFA — po-
lozone sa u ssakow na odrebnych chromo-
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Tabela 1. Wystepowanie genéw wybranych proteaz hemostazy i ich paralogéw wsrod kregow-

COow.

Organizm Czynnik IX Czynnik X  Czynnik XI Prekalikreina Czynnik XII HGFA
Czlowiek + + + + + +
Opos + + + + + +
Dziobak + + - + + +
Kura + + - + _ +
Jaszczurka + + - + + +
Zaba + + - + + +
Danio + + - - - ?
Fugu + + - - - +
Minog - + - - _ +

somach, a u zaby Xenopus znaleziono je na
odrebnych fragmentach sekwencjonowanego
DNA. W przypadku ptakow doszio do utraty
genu dla czynnika XII (PONCZEK i wspotaut.
2008). Jest to w zgodzie z ponad stuletnimi
obserwacjami wydluzonego czasu krzepnig-
cia krwi na drodze kontaktu u kury oraz z
niedawnymi badaniami biochemicznymi u
sepa i strusia (FROST i wspotaut. 1999, WEIR
i wspotaut. 2004).

Jesli chodzi o pozostale proteazy kontak-
tu, pojedynczy gen, odpowiadajacy przodko-
wi czynnika XI i prekalikreiny, znaleziono u
zaby, kury i dziobaka. Biatko to przypomina
prekalikreine ssakow lozyskowych, ponie-
waz w czwartej domenie PAN posiada dwie
zachowane reszty cysteinowe (321 i 326

wg. numeracji czlowieka), ktore tworza we-
wnatrzlancuchowe wigzanie disulfidowe.
Czynnik XI w pozycji odpowiadajacej Cys
326 prekalikreiny posiada glicyne, a obec-
noS¢ niesparowanej Cys 321 daje nowa ewo-
lucyjnie wlasnos¢ formowania przez to bial-
ko homodimerow. Co wiecej, podobnie jak
w prekalikreinie, w trzeciej domenie PAN
brakuje sekwencji koniecznych do wigzania
z plytkami krwi, kolejnej cechy charaktery-
stycznej dla czynnika XI. Opos posiada po-
dobnie do ssakow tozyskowych zarowno pre-
kalikreine jak i czynnik XI. Identycznie jak u
czlowieka, geny paralogow PK i FXI potozo-
ne sa jeden za drugim na tym samym chro-
mosomie, wskazujac na duplikacje lokalna
(PONCZEK i wspotaut. 2008).

PODSUMOWANIE

Niezwykle skomplikowane uklady biatek
sa efektem wielu serii duplikacji, mutacji i ta-
sowania domen w obrebie genoméw przod-
koéw wspotczesnie istniejacych organizmow.
Fibrynogen, kluczowe biatko krzepniecia wy-
stepuje tylko u kregowcow. Nie udato sie go
wykry¢ u pierwotnych strunowcow takich
jak lancetnik, czy zachwa zarowno w bada-
niach biochemicznych jak i bioinformatycz-
nych. Mozna zatem przyjaé, ze polimeryzacja
fibrynogenu, zapoczatkowana trombina po-
jawila sie w okresie okoto 50-100 milion6w
lat pomiedzy pojawieniem si¢ prymitywnych
strtunowcoOw a wyodrebnieniem sie bezzu-
chwowcow (DOOLITTLE 2009). Caly skompli-
kowany system regulacji ukladu hemostazy
czlowieka i innych ssakow zaczal sie ksztalto-

wac okoto 450 milionow lat temu (DAVIDSON
i wspotaut. 2003). W pelni uksztaltowana
aktywacja przez kontakt (dawniej wewnatrz-
pochodny szlak aktywacji krzepniecia krwi)
jawi sie jako najmlodsze ewolucyjnie osia-
gniecie ssakow (Ryc. 1). W prostszym syste-
mie minoga jest mniej potencjalnych miejsc
regulacji hemostazy. W zlozonym ukladzie
ssakow, wystepuja nowe szlaki aktywacji i
hamowania krzepniecia oraz fibrynolizy. By¢
moze u wspolnego przodka bezzuchwow-
cOw i zuchwowcoOw istnial jeszcze prostszy
system w ktorym ortolog trombiny bezpo-
srednio aktywowal trombocyty, a te zlepiajac
sic hamowaly krwawienie (DOOLITTLE 2009).
Pojawienie si¢ fibrynogenu umozliwilo, poza
interakcjami miedzykomorkowymi, tworze-
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nie dodatkowej ,stalej masy” czopujacej rane.
Dalsza komplikacja systemu doprowadzita do
wyksztalcenia obecnego systemu hemostazy
ssakow (Ryc. 5). Badania in silco genomoOw
strunowcow dostarczyly interesujacych in-
formacji na temat pojawiania si¢ kolejnych
elementow ukladu hemostazy, lecz nie sa w
stanie calkowicie zastapi¢ badan in vitro i
in vivo. Brak jest nadal dokladnej wiedzy na
temat roznic w funkcjonowania tego ukladu
u nizszych i wyzszych kregowcow. Nielicz-
ne badania biochemiczne dostarczaja jedy-
nie ogollnych danych na ten temat. Nowe
informacje, uzyskane metodami bioinforma-
tycznymi, pozwalaja zaplanowac kolejne do-
Swiadczenia laboratoryjne. Powstanie ukladu

PRZODEK? g

Ryc. 5. Ewolucja uktadu hemostazy z uwzgled-
nieniem udzialu wyspecjalizowanych komorek.

U hipotetycznego przodka ortolog trombiny w obec-
noSci czynnika tkankowego, uwalnianego z uszko-
dzonych tkanek, dziala na jadrzaste komorki podob-
ne do trombocytow. Aktywacja i agregacja komorek
prowadzi do utworzenia czopu hemostatycznego
bez udziatlu fibrynogenu. U minoga wyst¢puje pro-
sta kaskada krzepniecia, prowadzaca od czynnika
tkankowego do aktywacji protrombiny. Trombina,
pobudza trombocyty i dodatkowo uruchamia prze-
ksztalcanie fibrynogenu w fibryne. Monomery fibry-
ny stanowia mostki dodatkowo spajajace agregujace
trombocyty, a fibryna wzmacnia skrzep. U ssakow,
na przykladzie czlowieka, wystepuja silnie wyspecja-
lizowane, bezjadrzaste plytki krwi, bardziej zlozona
kaskada krzepniecia, prowadzaca od czynnika tkan-
kowego do aktywacji protrombiny, oraz dodatkowo
pojawia sie jeszcze szlak aktywacji krzepniecia krwi
poprzez czynniki kontaktu.

hemostazy jest doskonatym przykladem wyla-
niania si¢ coraz wiekszej ztozonoSci w wyni-
ku ewolugji, a jego pelniejsze poznanie przy-
czyni si¢ do lepszego zrozumienia formowa-
nia si¢ coraz bardziej skomplikowanych me-
chanizmow zachodzacych w zywych istotach.

Praca ta nie powstataby bez krotkotermi-
nowego programu stypendialnego Europej-
skiej Organizacji Biologii Molekularnej (ang.
EMBO Short-Term Fellowship) oraz opieki
Russela Doolittle’a, w trakcie odbywania trzy-
miesiecznego stazu po-doktorskiego ASTF
83.00-2008 na UCSD (ang. University of Ca-
lifornia, San Diego).

EVOLUTION OF VERTEBRATE HEMOSTATIC SYSTEM

Summary

The extremely complicated systems of proteins
are a result of many series of duplications and shuf-
fling of domains in genomes of predecessors of
nowadays living creatures. Fibrinogen, a key blood
clotting protein, is characteristic only for verte-
brates. The protein could not be found in chordates
like lancelet or sea squirt by biochemical nor bioin-
formatic methods. It can be supposed that fibrin po-

lymerization triggered by thrombin occurred within
the 50-100-million-year time between the appear-
ance of protochordates and vertebrates. The whole
complicate system of haemostasis and its regulation
started to form about 450 million years ago. The
fully developed contact phase of blood coagulation
seems to be the latest evolutionary achievement of
mammals.
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