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UKLAD KRZEPNIECIA A REAKCJA ZAPALNA

WSTEP

OdpowiedZ zapalna jest reakcja organi-
zmu na wtargniecie patogenow chorobo-
tworczych (bakterii, wirusow, grzybow) i/lub
uszkodzenie tkanek. Temu ostatniemu zjawi-
sku czesto towarzyszy przerwanie ciaglosci
Scian naczyn krwionos$nych oraz krwawienie.
Powoduje to, ze istotnym elementem proce-
su naprawy uszkodzonych tkanek w trakcie

odpowiedzi zapalnej jest proces krzepniecia
krwi (MAJNO i JORIS 2004). Nie jest to jedyna
zaleznoS¢ pomiedzy reakcja zapalna a proce-
sem krzepniecia, gdyz biatka uczestniczace
w kazdym z tych zjawisk biora takze udzial
w regulacji wzajemnej aktywacji (CHENG i
wspotaut. 2011, DAVALOS i AKASSOGLOU 2011,
VAN DER POLL i wspotaut. 2011).

UKLAD KRZEPNIECIA KRWI

W warunkach fizjologicznych istnie-
je zespol mechanizmow zapobiegajacych
wyplywowi krwi z naczyn krwiono$nych
i zapewniajacych jej przeptyw w ukladzie
krwionoSnym okreSlany jako hemostaza.
Proces ten dzieli sie na kilka etapow (TRA-
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czykK 1989): (i) naczyniowy, w czasie kto-
rego dochodzi do skurczu uszkodzonych
naczyn krwionosnych w wyniku podraznie-
nia zakonczen nerwowych i skurczu miesni
gladkich naczyn krwionosnych, (ii) plyt-
kowy, polegajacy na aktywacji ptytek krwi

Ryc. 1. Wewnatrzpochodny i zewnatrzpochod-
ny mechanizm krzepnig¢cia krwi.

Mechanizm wewnatrzpochodny: aktywacja czynni-
ka XII powoduje kaskadowa aktywacje kolejnych
czynnikéw prowadzaca do przemiany fibrynogenu
w fibryne. Proces ten jest mozliwy dzieki wczeSniej-
szemu powstaniu trombiny. Mechanizm zewnatrz-
pochodny: tromboplastyna w kompleksie z aktyw-
nym czynnikiem VII aktywuje kaskadowo kolejne
czynniki krzepni¢cia, w wyniku czego, dochodzi do
powstania trombiny, a nastepnie fibryny. — ozna-
cza przejScie danego czynnika w forme aktywna. —=
oznacza aktywnoS¢ proteazy serynowej (w przypad-
ku czynnika krzepniecia) lub niezbedna obecnos¢
jonow wapnia (TRACZYK 1989; zmodyfikowana).
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w poblizu miejsca uszkodzenia naczynia
krwionosnego i ich zmianach morfologicz-
nych, (iii) koagulacji, czyli etap zasadniczy,
w czasie ktorego dochodzi do tworzenia
si¢ skrzepu.

Najwazniejszym etapem hemostazy jest
faza tworzenia si¢ skrzepu, podczas ktorej
dochodzi do enzymatycznej przemiany fi-
brynogenu (czynnika I) w fibryne (czynnik
Ia). Enzymem odpowiedzialnym za prze-
bieg tej przemiany jest trombina (czynnik
IIa), ktoéra we krwi wystepuje w postaci
nieaktywnej protrombiny (czynnik IT) (TRA-
CzYK 1989, CHENG i wspotaut. 2011). Do
aktywacji protrombiny moze dojS¢ dwoma
sposobami, wewnatrzpochodnym lub ze-
wnatrzpochodnym, ktore zostaly szczegoto-
wo przedstawione na Ryc. 1. Zewnatrzpo-

chodny mechanizm aktywacji krzepniecia
krwi jest zapoczatkowany przez trombo-
plastyne tkankowa (czynnik tkankowy, ang.
tissue factor, TF), wydzielana do krwi przez
komorki uszkodzonych tkanek (TRACZYK
1989, CHENG i wspotaut. 2011), a szlak we-
whnatrzpochodny rozpoczyna si¢ w momen-
cie zetkniecia sie krwi z powierzchniami o
fadunku ujemnym (np. z odstoni¢ctym kola-
genem lub in vitro ze szklem probowki).
W warunkach in vivo plytki krwi tacza siec
wowczas z odslonietym po uszkodzeniu
Sciany naczynia kolagenem, a on sam wraz
z czynnikami ptytkowymi, kalikreinami i ki-
ninogenami, powoduje aktywacj¢ czynnika
XIIa (CHAO i CHAO 2004, MOREAU i wspol-
aut. 2005) (Ryc. 1).

UKEAD PLAZMINOGENU

Celem procesu Kkrzepniecia jest wytwo-
rzenie skrzepu, jednak jego nadmierne for-
mowanie moze powodowaé blokowanie
droznoSci naczyfn krwionoSnych. Aby temu
zapobiec fibryna stabilna ulega enzymatycz-
nemu rozpadowi pod wplywem plazminy
nalezacej do ukladu plazminogenu (ESMON
i wspotaut. 2004, 2005). Proces ten nazywa
si¢ fibrynoliza i rozpoczyna si¢ w momencie
przeksztatcenia si¢ plazminogenu (zymogenu
plazminy) w forme aktywna, plazmineg, pod
wplywem enzymow proteolitycznych, Kkali-
krein oraz niektorych czynnikéw krzepniecia
(TKACHUK i wspotaut. 2009) (Ryc. 2). Plazmi-
nogen jest stale obecny zaro6wno we krwi, jak
i w tkankach organizmu, a jego aktywnos¢
proteolityczna jest regulowana przez system

HAMOWANIE AKTYWNOSCI

Za regulacje i rownowage procesu fibry-
nolizy odpowiedzialne sa z kolei inhibitory
aktywatorow plazminogenu (ang. plasmino-
gen activator inhibitors, PAIs). Naleza one
do duzej rodziny inhibitoroOw proteaz sery-
nowych tzw. serpin (STOPPELLI i wspolaut.
2009) (Ryc. 2). Inhibitor aktywatora plazmi-
nogenu typu 1 (ang. plasminogen avtivator
inhibitor type-1, PAI-1) jest podstawowym
inhibitorem systemu aktywacji plazminoge-
nu, ktory tworzy kompleksy z u-PA oraz t-PA
hamujac ich aktywnosS¢ i zatrzymujac proces
fibrynolizy (KrRUITHOF 2008) (Ryc. 2). Pro-

aktywatorow i inhibitorow (ESMON i wspol-
aut. 2005, CHENG i wspotaut. 2011). Jednym
z nich jest urokinazowy aktywator plazmino-
genu (ang. urokinase-type plasminogen ac-
tivator, u-PA), podlegajacy z kolei aktywacji
m.in. przez kalikreiny (STOPPELLI i wspotaut.
2009). Drugim czynnikiem mogacym roz-
poczac¢ proces fibrynolizy jest tkankowy ak-
tywator plazminogenu. W przeciwienstwie
do u-PA, tkankowy aktywator plazminogenu
(tPA) jest proteolitycznie aktywny zaraz po
powstaniu (TKACHUK i wspotaut. 2009). Co
ciekawe, aktywnoS¢ tego czynnika jest regu-
lowana m.in. przez sama fibryne, ktora laczy
sic z odpowiednimi domenami czasteczki
t-PA stymulujac jej dzialanie proteolityczne
(STOPPELLI i wspotaut. 2009) (Ryc. 2).

UKLADU PLAZMINOGENU

dukcja PAI-1 zachodzi m.in. w komorkach
srodblonka naczyniowego, komorkach mie-
$ni gtadkich, fibroblastach, monocytach, adi-
pocytach (komorkach ttuszczowych). W for-
mie stabilnej PAI-1 wystepuje w kompleksie
z witronektyna (bialkiem S ukladu koagula-
cyjnego) (KRUITHOF 2008).

Z kolei inhibitor aktywatora plazminoge-
nu typu 2 (ang. plasminogen avtivator inhibi-
tor type-2, PAI-2) blokuje u-PA, a takze, mniej
wydajnie, t-PA, ale jego wlaSciwosSci hamu-
jace sa stabsze niz PAI-1 (KRUITHOF 2008)
(Ryc. 2). Kompleksy PAI-2 z u-PA sa natych-
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Ryc. 2. Regulacja uktadu plazminogenu.

PrzejScie plazminogenu w aktywna plazming jest in-
dukowane przez urokinazowy aktywator plazmino-
genu (u-PA) lub tkankowy aktywator plazminogenu
(tPA). Aktywatory te podlegaja kontroli przez inhi-
bitory aktywatoréw plazminogenu (PAI-1 i PAI-2).
Z kolei aktywnoSC¢ plazminy jest hamowana przez
2-antyplazmin¢ oraz o2-makroglobuline (TKACHUK i
wspolaut. 2009; zmodyfikowana).

miastowo rozkladane do dwoch fragmentow,
z ktorych jeden podlega endocytozie lub
uwolnieniu, natomiast drugi pozostaje zwia-
zany z powierzchnia komorki zapobiegajac
przylaczeniu si¢ wolnej formy u-PA (STOPPEL-
LI i wspoétaut. 2009).

Wazna role w przebiegu catego proce-
su aktywacji plazminogenu maja receptory
znajdujace si¢ na powierzchni komorek. Re-
ceptory uPAR (ang. urokinase-type plasmi-

nogen activator receptors) oraz tPAR (ang.
tissue-type plasminogen activator receptor)
zwickszaja aktywnoS¢ Kkatalityczna przyla-
czonych do nich aktywatoré6w u-PA i t-PA
(StopPELLL i wspotaut. 2009). Przylaczanie
si¢ plazminogenu do receptoréow powoduje
zwickszenie efektywnoSci jego aktywacji, a
takze chroni go przed hamujacym dzialaniem
o2-antyplazminy oraz  o2-makroglobuliny
(TKACHUK i wspotaut. 2009). Te ostatnie cza-
steczki sa inhibitorami procesu fibrynolizy
dzialajacymi na plazmine w taki sposob, ze
powoduja jej dezaktywacje i zablokowanie
rozpadu fibryny (CARPENTER i MATHEW 2008).
Ponadto a2-makroglobulina to jedno z biatek
fazy ostrej i niespecyficzny inhibitor meta-
loproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowe;j
(ang. matrix metalloproteinases, MMP) (Po-
rownaj z dalszymi rozdzialami) (OPDENAKKER
i wspotaut. 2001a, b).

Do rozpoczecia procesu fibrynolizy do-
chodzi w kilka dni po utworzeniu si¢ skrze-
pu. Powolne uwalnianie t-PA przez komorki
uszkodzonego Srodblonka powoduje akty-
wacje plazminogenu (STOPPELLI i wspolaut.
2009). Aktywna plazmina wzmacnia dzialanie
t-PA oraz u-PA, co droga sprzezenia zwrotne-
go dodatniego powoduje rozpoczecie rozkla-
du skrzepu utworzonego z fibryny. Dodat-
kowo aktywna plazmina powoduje rOwniez
inaktywacje czynnika V oraz VIII bioracych
udzial w kaskadzie krzepnigcia, hamujac
takze bezposrednio ten proces (TKACHUK i
wspotaut. 2009).

REAKCJA ZAPALNA JAKO ODPOWIEDZ ORGANIZMU NA ZAGROZENIE

Tak jak wspomniano uklad krzepniecia,
a nastepnie plazminogenu sa aktywowane
w czasie reakcji organizmu na uszkodzenie
tkanek lub infekcje wywotana przez patoge-
ny, ktora okreslamy jako zapalenie. Reakcja
zapalna rozwija si¢ niezaleznie od tego, czy
podczas uszkodzenia doszto do zakazenia pa-
togenami czy nie, a jej celem jest doprowa-
dzenie plynu, osocza i jego biatek oraz leu-
kocytow, komorek uktadu odpornosciowego,
do miejsca uszkodzenia (MAJNO i JORIS 2004).
Z tego tez powodu zapalenie moze si¢ rozwi-
nac¢ tylko w tkankach ukrwionych lub znaj-
dujacych sie w poblizu naczyn krwionosnych
(ScoTT i wspotaut. 2004).

Pierwszym etapem reakcji zapalnej jest
rozpoznanie patogenoéw, ktore wniknety do
organizmu, przez makrofagi i mastocyty, czy-
li tzw. leukocyty osiadle obecne w licznych

tkankach zlokalizowanych w miejscach naj-
bardziej narazonych na infekcje (np. w sko-
rze) (MAJNO i JOris 2004). Mozliwe jest to
dzieki obecnosSci na powierzchni mikroor-
ganizmoéw ,wzorcOw molekularnych zwiaza-
nych z patogenami” (ang. pathogen associa-
ted molecular patterns, PAMP) (SAITO i GALE
2007). Do PAMP zaliczane sa m.in. takie
substancje jak bakteryjne DNA, dwuniciowe
RNA wirusow, LPS — lipopolisacharyd Sciany
komorkowej bakterii gramujemnych (GOLAB
i wspolaut. 2002). Wzorce te rozpoznawane
sie przez wyspecjalizowane receptory PRR
(ang. pattern recognition receptor), zarOwno
zewnatrz- jak i wewnatrzkomorkowe, obecne
na i w leukocytach (Ryc. 3).

Kolejnym etapem reakcji zapalnej jest
zwickszenie przepuszczalnosci lokalnych na-
czyn krwionos$nych prowadzace do wycieku
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Ryc. 3. Najwazniejsze etapy reakcji zapalne;.

Po wniknieciu do organizmu patogeny sa rozpozna-
wane przez leukocyty osiadle, ktore rozpoczynaja
produkcje czynnikow zwickszajacych przepuszczal-
nos¢ lokalnych naczyn krwiono$nych w miejscu in-
fekcji. Umozliwia to wydostanie sie¢ wraz z osoczem
krwi, biatek chemotaktycznych, ktére wraz z chemo-
kinami umozliwiaja naptyw leukocytow zapalnych
do miejsca zapalenia. Leukocyty zabijaja patogeny
poprzez mechanizmy zalezne od tlenu (wybuch tle-
nowy) i niezalezne od tlenu (np. enzymy lityczne), a
po ich eliminacji zapalenie jest wygaszane dzi¢ki ak-
tywnoSci cytokin przeciwzapalnych. PAMP — wzorce
molekularne zwiazane z patogenami (ang. pathogen
associated molecular pattern), PRR — receptory roz-
poznajace wzorce PAMP (ang. pattern recognition
receptor), MMP — metaloproteinaza macierzy ze-
wnatrzkomorkowej (ang. matrix metalloproteinase),
ECM — macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracel-
lular matrix).

osocza wraz z biatkami poza naczynie krwio-
nosne (KOLACZKOWSKA 2002, 2007). Sposrod
biatek bioracych udziat w odpowiedzi zapal-
nej, w osoczu znajduja si¢ biatka dopetnia-
cza, opsoniny i chemoatraktanty. Opsoniny
przylaczaja si¢ do patogenu oznaczajac go
w ten sposob jako cel do fagocytozy. Z ko-
lei chemoatraktanty umozliwiaja rozwoj ko-
lejnego etapu zapalenia, jakim jest diapedeza
(wynaczynienie leukocytow), a nastepnie na-
prowadzaja te komorki do ogniska zapalnego
(GotAB i wspotaut. 2002). Rowniez leukocy-

ty osiadle rozpoczynaja wytwarzanie cytokin
prozapalnych takich jak TNF-o (czynnik mar-
twicy nowotworow, ang. tumor necrosis fac-
tor a), interleukina 1B (IL-1B), IL-6, oraz che-
mokin (np. IL-8/CXCL8) (CHARO i RANSOHOFF
20006). Chemokiny oddzialuja z przeplywa-
jacymi we krwi leukocytami dzieki spowol-
nieniu ich przeplywu przez selektywny, cza-
steczki adhezyjne wystepujace zarOwno na
leukocytach, jak i na powierzchni Srédbtonka
(TEDDER i wspotaut. 1995). Zjawisko diapede-
zy leukocytow mozliwe jest miedzy innymi
dzieki enzymom niszczacym fragmenty btony
podstawnej Srodbtonka, metaloproteinazom
macierzy zewnatrzkomorkowej, w tym MMP-
9 (OPDENAKKER i wspotaut. 2001a, b; Kotacz-
KOWSKA i wspotaut. 2006) (Ryc. 3). Leukocy-
ty naplywajace do miejsca zapalenia fagocy-
tuja obce komorki, ktore nastepnie sa zabija-
ne w trakcie tzw. wybuchu tlenowego, ktory
jest procesem zaleznym od tlenu, generuja-
cym liczne reaktywne formy tlenu (NAGATA
2005). Drugim, rownoleglym, badz alterna-
tywnym, sposobem zabijania patogenow jest
proces niezalezny od tlenu, zwiazany glow-
nie z aktywnoScia enzymatyczna (MAJNO i
JOris 2004). Nastepujace po wyeliminowaniu
przyczyny zapalenia, kontrolowane zakoncze-
nie reakcji zapalnej polega na zahamowaniu
powstawania niebezpiecznych wolnych rod-
nikow tlenowych oraz innych mediatorow
zapalenia (np. cytokin prozapalnych), kto-
re moga niszczy¢ tkanki wlasne gospodarza
(Ryc. 3). Za wygaszenie odczynu zapalnego
odpowiedzialne sa mediatory przeciwzapal-
ne, np. interleukina 10 (IL-10), TGF- (trans-
formujacy czynnik wzrostu B, ang. transfor-
ming growth factor f), ktore hamuja pro-
dukcje cytokin prozapalnych oraz aktywnosc
MMP (FERNANDEZ-BOTRAN 2000). Leukocyty,
zwlaszcza neutrofile, biorace udzial w reakgcji
zapalnej gina w ognisku zapalnym Smiercia
apoptyczna po wykonaniu swojego zadania
(SAviLL 1997). Szczegotowo proces zapalenia
zostat opisany w artykule opublikowanym na
lamach Kosmosu w 2007 r. (KOLACZKOWSKA
2007).

REAKCJA ZAPALNA A UKLAD KRZEPNIECIA I PLAZMINOGENU

POWIAZANIA POMIEDZY UKEADEM KRZEPNIECIA
A ZAPALENIEM

Uktad krzepniecia wplywa na rozwoj re-
akcji zapalnej, a jego elementy moga zarow-
no wzmacnia¢, jak i hamowac ten proces

(VERHAMME i HOYLAERTS 2009). Z kolei zapa-
lenie aktywuje kaskade krzepnigcia krwi, np.
endotoksyny patogenu i wytwarzane podczas
zapalenia cytokiny wpltywaja na synteze czyn-
nika tkankowego (ang. tissue factor, TF) w
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uktad krzepniecia zapalenie
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H TF + czynnik VIl = i i zwiekszona produkcja

aktywacja 1 cytokin pro-zapalnych

zewnatrzpochodnej
kaskady krzepniecia

@

zwiekszona produkcja i aktywnos¢ ptytek krwi

Ryc. 4. Uklad krzepniecia a zapalenie.

Przyktadowe interakcje pomiedzy elementami kaska-
dy krzepniecia a reakcja zapalna, w ktorych czynnik
tkankowy (ang. tissue factor, TF) spelnia centralna
role. Zwickszona produkcja/wydzielanie TF jest in-
dukowane zarOwno przez elementy ukladu krzep-
ni¢cia jak i zapalenia. Powstaly TF aktywuje zewna-
trzpochodna kaskade krzepniecia, a takze zwicksza
produkcje cytokin pro-zapalnych intensyfikujac reak-
cje zapalna. Z kolei wyzszy poziom cytokin zwi¢ksza
wytwarzanie i/lub aktywuje plytki krwi.

leukocytach i komoérkach Srodbtonka (ESMON
2004) (Ryc. 4). Ponadto zapalenie moze po-
wodowa¢ wzmocnienie kaskady krzepniecia
w odpowiedzi na dziatanie TF, co doprowa-
dza do sytuacji, w ktorej produkowane jest
100 razy wiecej trombiny niz jest potrzebne
do wytworzenia skrzepu (ESMON 2004).

Aktywacja jednego lub obu procesow
(krzepniecia i/lub zapalenia) laczy si¢ z ak-
tywacja czynnika XII (GEBBINK i wspoOlaut.
2009). Role tego czynnika w aktywacji me-
chanimu wewnatrzpochodnego opisano juz
powyzej, ale okazalo si¢, ze bierze on takze
udzial w aktywacji uczestniczacego w zapa-
leniu systemu, kalikrein i kinin. Czynnik XII
powoduje bowiem przejScie prokalikrein w
kalikreiny, ktore umozliwiaja powstawanie
bradykininy z kininogenu (MOREAU i wspot-
aut. 2005). Bradykinina jest mediatorem od-
powiedzialnym za powstawanie objawow
zapalenia, w tym bolu, oraz stymuluje po-
wstawanie i wydzielanie tPA przez komorki
srodbtonka, a takze bierze udzial w aktywacji
proteaz, w tym MMP, niezbednych w prze-
ksztalcaniu macierzy zewnatrzkomorkowe;j
(GEBBINK i wspotaut. 2009).

Roéwniez plytki krwi sa elementem tacza-
cym proces krzepniecia krwi i odpowiedz
zapalna. Mediatory zapalenia, takie jak IL-0,
nie tylko wplywaja na zwigkszenie produk-
cji plytek krwi, ale takze na ich aktywnoSc¢.
Z kolei aktywne plytki krwi uwalniaja ligand
receptora CD40 (CD40L), ktory powoduje
zwickszenie syntezy czynnika tkankowego
TF, a takze wplywa na zwickszenie syntezy
cytokin prozapalnych, w tym IL-6 oraz IL-8
(EsMON 2004) (Ryc. 4). Nowopowstate plyt-
ki krwi aktywowane sa przez niskie stezenie
trombiny, a fibryna, powstajaca w wyniku
dziatania ptytek krwi, wpltywa z kolei na ak-
tywnos¢ leukocytow, wzmacniajac fagocyto-
ze¢ patogenOw, produkcje chemokin i cyto-
kin przez te komorki (VERHAMME i HOYLAERTS
2009, ESMON 2005). Poza tym, neutrofile Sci-
Sle przylaczaja sie do fibryny po ekspozycji
na jej dziatanie, co spowalnia ich migracje
(ESMON 2004).

DEZAKTYWACJA UKLADU KRZEPNIECIA A
ZAPALENIE

Ukladem  zapobiegajacym  nadmiernej
krzepliwosci krwi jest uklad antykoagulacyj-
ny, a jego biatka wykazuja zdolnos¢ do ha-
mowania odpowiedzi zapalnej. Z kolei czyn-
niki zapalne powoduja zahamowanie dziala-
nia uktadu hamujacego krzepniecie (ESMON
2004). Antykoagulacyjny szlak biatka C (ang.
protein C anticoagulant pathway) jest uru-
chamiany po potlaczeniu si¢ trombiny z trom-
bomodulina, znajdujaca si¢ na powierzchni
srodblonka naczyniowego. Kompleks ten
dziala na nieaktywne bialtko C polaczone z
srodblonkowym receptorem EPCR (ang. en-
dothelial-cell protein C receptor), powodujac
jego aktywacje (OPAL i ESMON 2003). Zakty-
wowane biatko C oddysocjowuje od recepto-
ra i tworzy kompleks z biatkiem S, co prowa-
dzi do inaktywacji czynnikOw krzepniecia Va
oraz VIIIa i dalszej kaskady krzepniecia (DA-
NESE i wspotaut. 2007).

Uktad bialka C wiaze sie posrednio z
ukladem dopelniacza, ktory jest waznym ele-
mentem odpowiedzi wrodzonej (zapalnej),
prowadzacym do zabicia patogendow choro-
botworczych. Bialko S szlaku antykoagula-
cyjnego wystepuje w kompleksie z biatkiem
wiazacym element ukladu dopetniacza C4b
(ang. C4b-binding protein, C4BP), ktore re-
guluje iloS¢ zwiazanego i wolnego bialtka §,
a tym samym jego aktywnoS$¢ w ukladzie an-
tykoagulacyjnym. Z kolei biatko wiazace C4b
jest jednym z inhibitorow uktadu dopetnia-
cza, ktory prowadzi do zahamowania klasycz-
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nej drogi aktywacji tego uktadu (FERNANDEZ i
GRIFFIN 1994). Kolejny mechanizm kontrolny
zapewnia kompleks antytrombina-heparyna
(gdzie antytrombina to naturalny inhibitor
proteaz kaskady krzepniecia), ktory neutra-
lizuje czynnik Xa, trombine¢ oraz czynnik
IXa, a takze inaktywuje czynnik VIIa, ale tyl-
ko, gdy ten jest w kompleksie z czynnikiem
tkankowym TF (ESMON 2004). Z kolei inhibi-
tor szlaku czynnika tkankowego (ang. tissue
factor pathway inhibitor, TFPI) inaktywuje
czynnik VIIa potaczony z czynnikiem tkanko-
wym TF (DANESE i wspoétaut. 2007).

Komorki Ssrodbtonka naczyniowego inte-
gruja drogi pro- i antykoagulacyjne, a takze
bodzce pro- i przeciwzapalne. Komorki te sa
zaangazowane w proces hemostazy, hamujac
powstawanie skrzepu poza obszarem uszko-
dzenia, a takze sa odpowiedzialne za zlokali-
zowanie obszaru uszkodzenia i inicjacje od-
powiedzi zapalnej w tym miejscu (VERHAMME
i HOYLAERTS 2009). Komorki srodblonka rzad-
ko ulegaja apoptozie, ze wzgledu na synteze
anty-apoptotycznych bialek, ale rozpoznanie
przez nie wzorcoOw molekularnych zwiaza-
nych z patogenami (PAMP), takich jak bakte-
ryjny LPS, moze przyczynia¢ si¢ do zaburze-
nia ich apoptozy (OPAL i ESMON 2003). Wyka-
zano jednak, ze aktywne biatko C uktadu an-
tykoagulacyjnego chroni komorki Srodbtonka
przed apoptoza (OPAL i ESMON 2003, ESMON
2005). W warunkach fizjologicznych zjawi-
sko apoptozy pelni wazna funkcje w usuwa-
niu starych i zniszczonych komorek. Proces
apoptozy stuzy takze do eliminacji komorek,
ktore wykonaly juz swoje funkcje w trakcie
zapalenia. To ostatnie zjawisko dotyczy giow-

nie neutrofili, ktore zakonczyly eliminacje
patogenow. Istnieja dwa gtowne szlaki akty-
wujace apoptoze: zewnatrzpochodny, inicjo-
wany przez bialka nalezace do rodziny TNFa,
ktory prowadzi do aktywacji pro-kaspazy 8,
oraz wewnatrzpochodny inicjowany przez
mitochondria, prowadzacy do aktywacji pro-
-kaspazy 9 (KOLACZKOWSKA i wspotaut. 2009).

System fibrynolizy (najwazniejszy element
uktadu antykoagulacyjnego) ma wplyw na re-
krutacje i migracje komorek zapalnych, a tak-
ze na caly mechanizm odpowiedzi zapalnej
(EsMON 2005). System ten jest uruchamiany
glownie przez fibryne indukujaca aktywacje
tPA, ale, co ciekawe, fibryna ma takze zdol-
noSci do aktywowania czynnika XII (GEBBINK
i wspotaut. 2009). Z drugiej strony, system fi-
brynolizy jest aktywowany przez cytokiny za-
palne, gtownie TNF-a (OpPAL i ESMON 2003).
Konsekwentnie, inhibitory systemu fibrynoli-
zy zmniejszaja produkcje cytokin, np. produk-
cja TNF-a jest zmniejszona w obecnosci PAI-
1 poprzez hamowanie u-PA (ESMON 2005).
Fibrynoliza jest réowniez uruchamiana przez
bradykininy i kallikreiny, ktore powoduja
zwickszenie syntezy tPA oraz uPA (GEBBINK
i wspotaut. 2009). Plazmina nie tylko rozktla-
da fibryne, ale takze dziala na wiele innych
substratow. Wykazano, ze moze rozktadac
biatka macierzy miedzykomorkowej, takie jak
lamining, a takze aktywuje enzymy rozklada-
jace kolagen, w tym MMP (GEBBINK i wspOt-
aut. 2009). Zaro6wno plazmina, jak i tPA biora
udzial w mechanizmie odbudowy tkanek i mi-
gracji komorek. Rola ukladu plazminogenu w
aktywacji MMPs, w tym MMP-9, zostanie omo-
wiona w dalszych rozdzialach.

POWIAZANIA POMIEDZY UKLADAMI KRZEPNIECIA I PLAZMINOGENU A MMP-9

MMP-9 A UKLAD KRZEPNIECIA

MMP-9, znana tez jako zelatynaza B, nale-
zy do rodziny metaloproteinaz macierzy ze-
wnatrzkomorkowej (ang. matrix metallopro-
teinase, MMP), enzymow odpowiedzialnych
glownie za degradacj¢ sktadnikow macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. extracellular ma-
trix, ECM) (OPDENAKKER i wspoétaut. 2001a,
b; KOLACZKOWSKA i wspoétaut. 2006). Jedna
z podrodzin MMP sa zelatynazy majace zdol-
nos$¢ rozktadu zelatyny, lamininy oraz kola-
genu typu I i IV (PARKS i wspotaut. 2004).
MMP-9 nie jest produkowana w zdrowych
tkankach, w przeciwienstwie do MMP-2 (ze-
latynazy A), a jej ekspresja moze zostacC zapo-
czatkowana w procesach przebudowywania

oraz naprawy uszkodzonych tkanek, a takze
w miejscach, w ktorych toczy si¢ odczyn za-
palny badZz choroba nowotworowa (PARKS i
wspotaut. 2004, KOLACZKOWSKA i wspotaut.
2000).

Substraty MMP-9 sa obecne w blonie
podstawnej nabtonkow oraz Srodbtonka na-
czyniowego. Tym samym MMP-9 spelnia
glowna funkcje w degradacji i przebudowie
ECM (OPDENAKKER i wspotaut. 2001a, b; Ko-
LACZKOWSKA 2007; KOLACZKOWSKA i wspotaut.
2008). Zelatynaza B jest produkowana w for-
mie nieaktywnej (pro-MMP-9), a czynnikami
powodujacymi jej aktywacje sa m.in. plazmi-
na, a takze inne MMP, jak MMP-3, MMP-7 czy
MMP-13 (UswuU i wspotaut. 2001).
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Wewnatrzpochodny mechanizm krzepnie-
cia krwi rozpoczyna sie¢ m.in. w momencie
ekspozycji komorek na kolagen wchodzacy w
sktad ECM. Badania wykazaly, ze ludzkie mo-
nocyty sa zdolne do produkcji zaréwno TF,
jak i MMP-9 po ekspozycji na kolagen typu
I (POITEVIN i wspoétaut. 2008). Jednoczes$nie
w wyniku tej interakcji dochodzi do wzro-
stu produkcji przez monocyty cytokin proza-
palnych (TNF-a i IL-1B), ktore petnia role w
regulacji ekspresji MMP-9. Wykazano takze,
ze interakcja monocytOw z kolagenem typu
I stymuluje aktywnosS¢ NF«B, co posrednio
wplywa zarOwno na wzrost poziomu TF, jak
i MMP-9 (POITEVIN i wspoétaut. 2008). NF-«B
to czynnik jadrowy kontrolujacy aktywnoSc
licznych genéw, w tym genow kodujacych
czynniki zapalne, np. cytokiny (MANTOVANI
2010). Badania wykazaly, ze wysoki poziom
TFPI (inhibitora szlaku czynnika tkankowe-
go TF) powoduje zmniejszenie aktywnoSci
proteolitycznej MMP-9, a takze zmniejsze-
nie jej wydzielania przez monocyty (KOPP i
wspotaut. 2004). Z drugiej strony wykazano,
ze TFPI jest kolejnym substratem dla MMP-9,
poniewaz ulega rozkladowi pod wplywem
tego enzymu. Chociaz MMP-9 rozktada TFPI,
to nie dziala na TF, czynnik VII, czy czynnik
Xa kaskady krzepniecia (BELAAOUAJ i wspoOl-
aut. 2000). Ponadto wykazano, ze substancje
antykoagulacyjne (takie jak heparyna) dziala-
ja hamujaco na ekspresje¢ i wydzielanie MMP-
9 (CASTELLAZZI i wspotaut. 2007).

Inny z elementéw ukladu krzepniecia,
trombina, powoduje podwyzszenie wydzie-
lania MMP-9 przez monocyty. W badaniach
wykazano, ze juz w 6 h po stymulacji trom-
bina w monocytach wykrywano obecnos¢
MMP-9, przy czym jej poziom byt zalezny od
stezenia trombiny, a wydzielanie tej proteazy
utrzymato si¢ nawet przez 30 godzin (CHANG
i wspotaut. 2009). Ponadto stwierdzono, ze
na monocytach ludzkich istnieja dwa recep-
tory odpowiedzialne za wiazanie trombiny:
PAR-1 (ang. protease-activated receptor) i
PAR-3. Wykazano, ze oba te receptory biora
udzial w podwyzszeniu ekspresji MMP-9 spo-
wodowanej obecnoscia trombiny (CHANG i
wspotaut. 2009).

MMP-9 A UKEAD PLAZMINOGENU

WieckszoS¢ biatek o silnej aktywnoSci pro-
teolitycznej jest wytwarzanych w formie nie-
aktywnej, a ich aktywacja podlega Scistej kon-
troli. Dotyczy to réwniez plazminy i MMP-9
powstajacych odpowiednio z plazminogenu i
pro-MMP-9, przy czym wykazano, ze oba bial-

ka moga wzajemnie regulowac swoja aktyw-
noS¢ (PEPPER i wspotaut. 2001). MMP-9 moze
bowiem degradowac plazminogen (Porownaj
ponizej), natomiast pro-MMP-9 moze byc¢ ak-
tywowana przez plazmine, badZ inne biatka
uktadu plazminogenu, jak urokinazowy akty-
wator plazminogenu (u-PA) (LU i wspoétaut.
2000, 2005). Aktywacja MMP-9 przez plazmi-
n¢ lub u-PA jest dwustopniowa. Pierwszy
etap zwiazany jest z aktywnoScia proteaz,
takich jak plazmina, trypsyna, chymaza, ela-
staza lub kalikreina (NAGASE 1997) (Ryc. 5).
Sposrod tych proteaz plazmina uwazana jest
za najsilniejszy aktywator MMP-9, ktory de-
graduje fragment jej pro-domeny okreSlany
jako ,wrazliwy na dzialanie proteaz”, prowa-
dzac do takich zmian konformacyjnych, kto-
re odslaniaja miejsce ci¢te nast¢pnie przez
proteaze, najczeSciej inna MMP (NAGASE
1997) (Ryc. 5).

Badania na myszach potwierdzily role pla-
zminy w aktywacji MMP-9 in vivo, gdyz wy-
kazaly, ze u myszy, u ktorych zablokowano
gen kodujacy plazminogen lub u-PA czy t-PA
nie dochodzilo, lub proces ten byl istotnie
mniej efektywny, do przeksztatcenia si¢ for-
my pro-MMP-9 w forme aktywna MMP-9 (Liu
i wspotaut. 2005). Wykazano takze, ze uklad
plazminogenu wplywa nie tylko na aktyw-
nos¢, ale takze na poziom wydzielanej z ko-
morki pro-MMP-9, bowiem aktywne neutrofi-
le wykazaly intensywniejsza degranulacje po
stymulacji t-PA (CUADRADO i wspotaut. 2008).

Dziatanie uktadu plazminogenu jest kon-
trolowane przez sie¢ inhibitoréw, o ktorych
byla mowa w poprzednich rozdziatach. Udo-
kumentowano, ze inhibitorem, ktory hamuje

pro-MMP-9

) *)
plazminogen — plazmina —=>

(+)
inne MMP ——>>

t-PA, u-PA,
czynnik Xla, XIla, kalikreiny

MMP-9

Ryc. 5. Aktywacja MMP-9 przez plazmine.

Plazminogen aktywowany przez rozne czynniki ukta-
du plazminogenu i krzepniecia, przeksztalca sic w
plazming, ktora uczestniczy w dwustopniowej ak-
tywacji pro-MMP-9. W pierwszym etapie plazmina
odstania miejsce proteolitycznego ciecia dla jednej z
MMP (np. MMP-3, MMP-7 czy MMP-13). — oznacza
przeksztatcenie si¢ formy nieaktywnej w aktywna; —=
oznacza aktywno$¢ proteolityczna danego czynnika.
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czynnik XII
* )

prokalikreina
¢ )
kalikreina
Q)
bradykinina
v o
t-PA
Voo
plazminogen

* )

plazmina

v

pro-MMP-9

\4

MMP-9

Ryc. 6. Kaskadowa zalezno$¢ aktywacji uktadu
krzepniecia, plazminy i MMP-9.

Aktywacja plazminy prowadzaca do aktywacji pro-
-MMP-9 moze by¢ poprzedzona kaskadowym mecha-
nizmem aktywacji poszczegéOlnych elementow zwig-
zanych z uktadem krzepnie¢cia.

zarOwno dziatanie plazminy, jak i MMP-9 jest
a,-makroglobulina, bialko fazy ostrej wydzie-
lane w watrobie. Alfa,-makroglobulina wyda-
je si¢ by¢ doSC¢ uniwersalnym inhibitorem,
gdyz hamuje ponadto aktywnoS¢ licznych
proteaz serynowych, cysteinowych i aspar-
tylowych (CREEMERS i wspotaut. 2001). Inhi-
bitor ten ze wzgledu ma duze rozmiary cza-
steczki wystepuje w osoczu i nie przenika
do tkanek (VISSE i NAGASE 2003). Dzialanie
,makroglobuliny polega na zwiazaniu cz3-
steczki MMP lub plazminogenu, a powstaly
kompleks jest nastepnie wiazany przez re-
ceptory zmiatacze, ktore usuwaja go na dro-
dze endocytozy. Jest to wiec proces nieod-
wracalny (VISSE i NAGASE 2003).

Ponadto aktywacja plazminy oraz MMP-9
moze byC¢ powiazana z ukladem krzepniecia
i w takim przypadku ma charakter kaskado-
wy. Mechanizm ten zapewnia Scista regulacje
dzialania enzymoéw, zapobiegajac powstawa-
niu stanow patologicznych i jest inicjowany
przez czynnik XII uktadu krzepnigcia, a w
kaskadzie uczestnicza tez biatka nalezace do
kalikrein (Ryc. 6).

Powigzanie pomiedzy ukladem plazmi-
nogenu a MMP-9 widoczne jest roOwniez w
procesach zwiazanych z migracja komorek.

Wykazano, ze podczas zawalu mies$nia ser-
cowego MMP-9 i uklad plazminogenu odgry-
waja istotna rol¢ w odbudowie uszkodzonej
tkanki, gdyz przebudowa macierzy zewnatrz-
komorkowej oraz gojenie si¢ miejsca urazu
byly opdznione u myszy pozbawionych pla-
zminogenu i/lub MMP-9 (CREEMERS i wspol-
aut. 2001). U myszy tych nie obserwowano
rowniez migracji leukocytow zapalnych (CRE-
EMERS i wspotaut. 2001).

Ponadto wykazano, ze MMP-9 i plazmino-
gen wspolpracuja w trakcie procesu powsta-
wania naczyn krwionos$nych (angiogenezy)
(PEPPER 2001). Degradacja blony podstawnej
srodblonkow, rozpoczynajaca pierwsza faze
angiogenezy, mozliwa jest dzieki proteoli-
tycznemu dzialaniu MMP-9. Proteaza ta roz-
ktada bowiem macierz zewnatrzkomorkowa
umozliwiajac migracje komorek Srodblonka,
co prowadzi do powickszenia sieci naczyn
krwionosnych. Potwierdza to fakt, ze endo-
genny inhibitor tkankowy MMP-9 - TIMP-1
(ang. tissue inhibitors of metalloproteinases)
powoduje zahamowanie tego procesu (PEP-
PER 2001). Z drugiej strony, podczas proce-
su angiogenezy dochodzi do ekspresji u-PA i
uPAR (receptora dla u-PA) oraz PAI-1 (inhi-
bitora u-PA), co sugeruje, ze poza poSrednim
wplywem ukladu plazminogenu poprzez ak-
tywacje pro-MMP-9, ma on takze bezposred-
ni wptyw na ten proces (PEPPER 2001). Wy-
kazano na przyklad, ze zwigkszenie ekspresji
PAI-l w komorkach Srodbtonka, sasiaduja-
cych z komoérkami nowotworowymi, hamu-
je angiogeneze (PEPPER 2001). Bezposrednia
rola uktadu plazminogenu w angiogenezie
moze wiazacC sie takze z faktem, ze plazmina,
oprocz fibryny, rozklada takze inne elemen-
ty ECM, jak fibronektyne, laminin¢ czy trom-
bospondyne wplywajace na przebieg angio-
genezy. Konsekwentnie wykazano, ze uklad
plazminogenu i MMP-9 odgrywaja wazna
role w migracji komorek miesni gltadkich na-
czyn krwionosnych w czasie ich tworzenia,
co wiaze sie z koniecznoScia rozktadu biatek
ECM (Ugwu i wspoétaut. 2001). Ponadto po-
kazano, ze zelatynaza B jest zaangazowana w
regulacje procesu angiogenezy poprzez zdol-
nos¢ do rozkladu plazminogenu, w wyniku
czego powstaje angiostatyna, ktora hamuje
angiogeneze (PEPPER 2001). Mechanizm dzia-
fania angiostatyny nie jest do konca pozna-
ny, ale pokazano, ze hamuje ona nie tylko
migracje komorek Srodblonka naczyniowe-
go, ale takze ich proliferacje oraz indukuje
apoptoze tych komorek. Ponadto wykazano,
ze angiostatyna wiaze si¢ m.in. z integryna-
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mi i proteoglikanami, co moze tlumaczy¢ ha-
mujacy efekt tego biatka na procesy migracji
komorek, wymagajace interakcji z czasteczka-
mi adhezyjnymi (STACK i wspotaut. 1999). Z
drugiej strony, angiostatyna wiaze takze t-PA
hamujac aktywacje plazminogenu (STACK i
wspotaut. 1999).

MMP-9 i uklad plazminogenu odgrywa-
ja istotna role w procesie migracji komorek
zapalnych do miejsca uszkodzenia lub in-
fekcji (GONG i wspotaut. 2008). Badania na
myszach z zablokowanym genem kodujacym
plazminogen (myszy Plg”) wykazaly, ze licz-
ba migrujacych makrofagéw znacznie spa-

da u tych zwierzat w poroéwnaniu do myszy
kontrolnych. Potwierdzit to eksperyment, w
ktorym myszom Plg”” podano PAI-1 (inhibitor
u-PA), ktory spowodowal ponowny wzrost
liczby makrofagow, porownywalny do myszy
kontrolnych (GONG i wspoétaut. 2008). Ponad-
to badania dowiodly, ze intensywna migracja
makrofagéw w obecnosci plazminogenu zo-
staje prawie calkowicie zahamowana po za-
blokowaniu dzialania MMP-9. Z kolei u myszy
Plg” migracja leukocytow zostala wznowiona
po podaniu aktywnej formy MMP-9 (GONG i
wspotaut. 2008).

WNIOSKI

Whnikniecie patogenow i/lub uszkodze-
nie tkanek wywotuje reakcje zapalna majaca
na celu wyeliminowanie mikroorganizméow
patogennych i naprawe uszkodzonej tkanki.
W ten ostatni proces zaangazowany jest tak-
ze uklad krzepniecia krwi, nie tylko poprzez
hamowanie krwawienia, czesto towarzyszace
urazowi, ale takze aktywacje licznych czyn-
nikow zapalnych, takich jak np. uktad dopel-
niacza czy kalikreinowo-kininowy. Interakcje
pomiedzy reakcja zapalna a ukladem krzep-
niecia sa bilateralne. Dobrym przykladem ta-
kich powiazan jest wplyw obu ukltadow na
funkcje plytek krwi: ich liczba i aktywnos¢
zwickszaja sic pod wplywem cytokin pro-za-
palnych, co prowadzi do wzrostu wydziela-
nia czynnika tkankowego kaskady krzepnie-
cia i zwickszonej syntezy cytokin. Zaktywo-
wane czynniki zapalne moga z kolei regu-
lowa¢ zwrotnie aktywnoSC poszczegolnych
elementow ukladu krzepniecia i plazminoge-
nu. Ten ostatni uktad, kontrolujacy aktywacje
uktadu krzepniecia, takze jest SciSle powiaza-
ny z reakcja zapalna, gdyz jego najwazniejszy
element, plazmina, jest odpowiedzialny m.in.

za aktywacje MMP-9, enzymu niezbednego
do migracji leukocytow. Z kolei MMP-9 moze
rozktada¢ plazminogen, a oba biatka podlega-
ja regulacji przez wspolny inhibitor.

Bezsporne powiazania pomiedzy uktadem
krzepniecia i reakcja zapalna nasuwaja pyta-
nie, czy ich istnienie mogloby by¢ wykorzy-
stane klinicznie. W tym celu liczne czynniki
przeciwzapalne stosowane w leczeniu i/lub
dopiero testowane powinny by¢ sprawdzone
pod katem ich wplywu na uktad krzepniecia.
Z drugiej strony, farmakologiczne wyciszenie
ekspresji/aktywnoSci poszczegolnych elemen-
tow kontrolujacych zapalenie niekoniecznie
moze zahamowac proces zapalny, gdyz ich
brak moze by¢ kompensowany przez ele-
menty uktadu krzepniecia.

PODZIEKOWANIA

Praca zostala sfinansowana ze Srodkow
K/ZDS/001716. Niniejszy artykul zostal opar-
ty na pracy licencjackiej Pani Karoliny Cie-
slik wykonanej pod kierunkiem dr hab. Elz-
biety Kotaczkowskiej na Uniwersytecie Ja-
giellofiskim.

UKLEAD KRZEPNIECIA A REAKCJA ZAPALNA

Streszczenie

Zapalenie, proces zapoczatkowany przez uszko-
dzenie tkanek lub infekcje, jest powiazany z proce-
sem krzepni¢cia. Najwazniejszym etapem zapalenia
jest migracja zapalnych leukocytow, wymagajaca
udziatu licznych proteaz, w tym metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomorkowej 9 (MMP-9, zelatynazy
9) rozkladajacej macierz zewnatrzkomorkowa i blo-
ny podstawne. Z drugiej strony, proces krzepnigcia
krwi, ktory moze by¢ zaktywowany przez szlak ze-
wnatrz- lub wewnatrzpochodny, hamuje krwawienie

i przywraca ciagloS¢ naczyn krwionosnych, zjawi-
ska ktore moga towarzyszyC takze reakcji zapalnej.
Proces Kkrzepniecia jest kontrolowany przez uktad
plazminogenu za poSrednictwem jego skladnikow
(aktywatorow: t-PA, u-PA i inhibitorow: t-PAI, u-
-PAI) regulujacych aktywnoS¢ plazminy rozkladajacej
skrzep. Uktad plazminogenu i MMP-9 wspotdzialaja
w licznych procesach fizjologicznych, zwlaszcza w
rozktadzie macierzy zewnatrzkomorkowej. Dodatko-
wo, plazmina jest jednym z gléwnych aktywatorow
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pro-MMP-9, umozliwiajac aktywacje i wydzielanie
MMP-9. Ponadto zelatynaza B uczestniczy w procesie
angiogenezy umozliwiajac migracje komorek Srod-
btonka naczyniowego. Z kolei MMP-9 rozkiada pla-
zminogen umozliwiajac powstanie angiostatyny, ha-

mujacej angiogeneze. Artykut opisuje aktualne dane
wskazujace na zwiazek pomiedzy uktadem krzepnie-
cia i plazminogenu a reakcja zapalna (gtownie na
przyktadzie MMP-9) i opisuje stopien skomplikowa-
nia tych powiazan.

BI-DIRECTIONAL COMMUNICATION: COAGULATION VERSUS INFLAMMATION

Summary

The process of inflammation that is initiated by
tissue injury or infection is connected to the pro-
cess of coagulation. The highlight of inflammation,
a process of migration of inflammatory leukocytes is
facilitated by numerous proteases, including matrix
metalloproteinase 9 (MMP-9, gelatinase B) degrad-
ing extracellular matrix (ECM) and basement mem-
brane components. On the other hand, the process
of blood clotting which can be activated by either
external or intrinsic pathways inhibits the bleeding
process and restores the continuity of blood vessel
walls. This sort of damage accompanies also inflam-
mation. The process of blood clotting is directed by
the plasminogen system as its components (activa-
tors: t-PA, u-PA and inhibitors: t-PAI, u-PAI) regulate

activity of plasmin which degrades the clot. The
plasminogen system and MMP-9 cooperate in numer-
ous physiological processes, especially in regard to
the degradation of ECM. In addition, plasmin is one
of the main activators of pro-MMP-9 thus it affects
the activity and release of MMP-9. Furthermore, ge-
latinase B takes part in angiogenesis by facilitating
migration of vascular endothelial cells. On the other
hand, MMP-9 has the ability to degrade plasminogen
leading to generation of angiostatin that inhibits
angiogenesis. The article discusses recent data link-
ing the process of coagulation and the plasminogen
system to the process of inflammation (mostly via
MMP-9) and describes complexity of their interac-
tions.
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