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KOMORKOWA ODPOWIEDZ NA DZIALANIE TROMBINY

WPROWADZENIE

Trombina, znana réwniez jako aktywny
czynnik II krzepniecia, jest osoczowa prote-
aza serynowa rozszczepiajaca w biatkach wia-
zania peptydowe znajdujace si¢ po karbok-
sylowej stronie argininy (BECKER i SPENCER
1998). Aktywno$¢ enzymu regulowana jest
allosterycznie przez jony Na* (D1 CERA 2003,
2008). Czasteczka trombiny zbudowana jest
z 2 polipeptydowych lancuchéw: mniejszego
lancucha A, zlozonego z 36 aminokwasow,
ktory nie posiada udokumentowanej biolo-
gicznej roli, i tancucha B, zlozonego z 259
aminokwasow. ftancuchy te polaczone sa
ze soba kowalencyjnym wiazaniem disiarcz-
kowym (D1 CERA 2003). Trombina posiada
mase 37 kDa i nie zawiera w swojej czastecz-
ce reszt GLA (ADAMS i HUNTINGTON 2006). W
czasteczce trombiny mozna wyr6zni¢ 4 miej-
sca, ktore sa odpowiedzialne za jej biologicz-
na funkcje: miejsce zewnetrzne I (ang. exo-
site I), miejsce zewnetrzne II (ang. exosite
IT), miejsce zawierajace centrum katalityczne
i miejsce wiazania jonow sodowych (Ryc. 1)
(Licart i Kovacic 2009). Miejsce zewnetrz-
ne I jest elektrododatnim miejscem wiazania
anionéw i odpowiedzialne jest za wiazanie
przede wszystkim jednego z glownych sub-
stratow dla trombiny; fibrynogenu. Przyla-
czane s3 tu takze receptory PAR, a dokladnie
PAR-1, PAR-3 i PAR-4 oraz trombomodulina
(LANE i wspotaut. 2005, BODE 2006). Po prze-
ciwleglej stronie biatka znajduje si¢ miejsce
zewnetrzne II, ktore takze jest elektrododat-
nim miejscem wiazania anion0w (CRAWLEY i

wspotaut. 2007). Miejsce zewnetrzne II jest
miejscem, w ktoérym nastepuje wiazanie po-
lisacharydu — heparyny, bedacej zarazem
bardzo silnym poSrednim inhibitorem trom-
biny. Interakcja ta nie nalezy do specyficz-
nych, ma nature catkowicie jonowa (CARTER
i wspotaut. 2005). Centrum aktywne trom-
biny jest zlokalizowane wewnatrz czasteczki
w obrebie tzw. katalitycznej triady, do ktorej

Ryc. 1. Struktura czasteczki trombiny.

Centrum aktywne zostalo zaznaczone litera C. Miej-
sce zewnetrzne I litera E1 , miejsce zewnetrzne II 1i-
tera E2, petlay litera P-148, natomiast petla-60 ozna-
czona jest jako P-60. Miejsce wiazania jonéw Na*
zaznaczone zostalo jako Na. Obraz wygenerowano
w oparciu o struktur¢ trombiny 1FPH w programie
PMV-1.5.6rc1 z pakietu AutoDockTools (http://auto-
dock.scripps.edu/resources/adt) (wg SANNERA 1999,
zmieniona).
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naleza His 43, Asp 99 i Ser 205, znajdujace
si¢ w fancuchu B trombiny (OLAS i WACHOW-
ICZ 1998), lub His 57, Asp 102 i Ser 195, je-
zeli przyjmuje si¢ numeracje wedlug sekwen-
¢ji chymotrypsyny. Triada jest umiejscowiona
w zaglebieniu utworzonym przez dwie petle
zwane: petla-60, znajdujaca si¢ pomiedzy
58 a 64 aminokwasem i petlay, zwana row-
niez petla-148 zlokalizowana pomiedzy 144
a 155 aminokwasem (Ryc. 1). Petla-60 jest
regulatorem aktywnoSci, poprzez udzial w
wiazaniu substratow do centrum aktywnego
(DE CRISTOFARO i DE CANDIA 2003). Miejsce
wigzania jonow Na® znajduje si¢ wewnatrz
cylindrycznej struktury, utworzonej przez
trzy struktury f w tancuchu B (D1 CERA i
wspolaut. 1995). W zaleznoSci od tego czy

trombina zwigzana jest z jonami Na® mozna
wyrozni¢ dwie formy: niezwiazana z jonami
Na', nazywana tez forma ,wolna” trombiny, i
zwiazana z jonami Na‘*, ktora bywa nazywa-
na forma ,szybka” trombiny. Ich stosunek w
warunkach fizjologicznego st¢zenia jonow
Na® (140 mmol/l) wynosi 2:3. Obie te for-
my enzymu wykazuja rézne powinowactwo
do roznych substratow. Trombina zwiazana
z jonami Na' jest uznawana za forme¢ odpo-
wiedzialna za wlasciwosci prokoagulacyjne i
jest specyficzna dla fibrynogenu, czynnikow
krzepniecia, receptoroOw PAR. Natomiast nie-
zwiazana z jonami Na® wykazuje specyficz-
noS¢ w kierunku biatka C i jest uznawana za
forme¢ o wlasciwosciach antykoagulacyjnych
(D1 CERA 2003, HUNTINGTON 2008).

BUDOWA I AKTYWACJA RECEPTORA PAR

Odkrycie w 1991 r. pierwszego recep-
tora PAR (ang. protease-activated receptor),
czyli receptora aktywowanego przez prote-
azy bylo bardzo waznym etapem, gdyz po-
zwolilo to wyjasni¢, w jaki sposob trombi-
na, czyli enzym, ktory giownie kojarzony
byl z tworzeniem witoknika, potrafi pobu-
dzac szereg roznych komorek znajdujacych
sic¢ w ludzkim organizmie (Ryc. 2) (SCHMID-
LIN i BUNNETT 2001). Receptory PAR naleza
do rodziny 7 transbtonowych receptorow
zwiazanych z biatkami G (ang. G protein-

Srédblonek

- Proliferacja

- Produkceja cytokin

- Ekspresja czastek
adhezyjnych

Komérki nerwowe
- Apoptoza
- Proliferacja astrocytow

Monocyty/Makrofagi
- Proliferacja

- Produkeja cytokin
- Chemotaksja

coupled receptor, GPCR; wczesSniejsza naz-
wa: seven transmembrane domain recep-
tor, STDR) (LicArI i KovAcic 2009). Recep-
tory te posiadaja trzy domeny: N-terminal-
na, ktora jest na zewnatrz komoérki, dome-
ne centralng siedmiokrotnie przechodzaca
przez btone komoérkowa i domene C-ter-
minalna znajdujaca sie wewnatrz komor-
ki (MACFARLANE i wspoétaut. 2001). Do tej
pory poznano 4 typy receptorow PAR, sa
to PAR-1, PAR-2, PAR-3 i PAR-4, przy czym
trombina jest zdolna do aktywacji PAR-1,
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- Chemotaksja
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- Produkcja macierzy
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Komoérki mig$ni gladkich
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- Produkcja cytokin

- Produkcja macierzy
zewnatrzkomorkowej

Ryc. 2. Schemat przedstawiajacy odpowiedZ komorek na dzialanie trombiny (wg GOLDSACKA i

wspotaut. 1998, zmieniona).
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Ryc. 3. Schemat aktywacji receptora PAR na przyktadzie receptora PAR-1 z najwazniejszymi szlaka-
mi wewnatrzkomoérkowego przekazywania sygnalu (wg OSSOVSKIEY i BUNNETTA 2004, zmieniona).

PAR-3 i PAR-4. Natomiast gtownym aktywa-
torem PAR-2 jest trypsyna. Receptory PAR
obecne sa na wielu typach komoérek. Duza
ekspresje wykazuja plytki krwi, komorki
srodbtonka naczynn krwionos$nych, mono-
cyty, limfocyty T, neutrofile, fibroblasty,
komorki miesniowe, komorki uktadu ner-
wowego, a takze komorki nowotworowe
(SCHMIDLIN i BUNNETT 2001). Trombina nie
jest ligandem dla tych receptorow, a enzy-
mem powodujacym ich trawienie. Aktywa-
cja receptorow PAR przez trombine pole-
ga na przeci¢ciu zewnatrzkomorkowej, N-
-terminalnej domeny receptora powodujac
powstanie nowego N-konca, ktory wiaze
sie ze Srodkowa zewnatrzkomoérkowa pe-
tla tego samego receptora. Polaczenie tych

dwoch domen powoduje aktywacje recep-
tora (Ryc. 3) (TREJo 2003, D1 CERA 2008).
W zaleznoSci od typu receptora, proteoli-
tyczne ciecie nastepuje w réoznym miejscu.
W PAR-1 rozerwaniu ulega wigzanie pomie-
dzy Arg a Ser w sekwencji TLDPRSFLLR.
PAR-3 jest aktywowany dzieki rozczepieniu
wiazania pomiedzy Lys a Thr znajdujacy-
mi sie w sekwencji TLPIKTFRGA. Aktywa-
cja PAR-4 jest natomiast mozliwa dzigki
przecieciu wiazania miedzy Arg a Gly w
sekwencji LPAPRGYPGQV (KAWABATA i KuU-
RODA 2000). Wiazanie trombiny do recep-
tora jest nieodwracalne i zawsze przebiega
w stosunku 1:1, dlatego stopien aktywacji
komoérek poprzez receptory PAR zalezy od
lokalnego stezenia trombiny (MACFARLANE
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i wspotaut. 2001, OSSOVSKAYA i BUNNETT
2004). W konsekwencji aktywowania re-
ceptoroOw PAR nastepuje uruchomienie we-
wnatrzkomorkowego szlaku przekazywania
sygnatu. Przekazywanie sygnalu moze prze-
biega¢ na wielu réznych drogach, w zalez-
nosci od tego, ktore z bialek G jest zaan-
gazowane w ten proces. Powoduje to zroz-
nicowana odpowiedz komoérki na dziatanie
trombiny (Ryc. 3) (OSSOVSKAYA i BUNNETT
2004, STEINHOFF i wspoétaut. 2005). Jedna z
wlasciwosci receptorow PAR jest ich zdol-
no$¢ do oddzialywania z trombina tylko
raz w ,swoim zyciu”, poniewaz aktywacja
receptora jest procesem nieodwracalnym.
Zakonczenie przekazywania sygnatlu przez
PAR jest podobne do klasycznych mechani-
zmow tzw. ,odczulania receptorow”, jakie
zostaly opisane dla wielu innych recepto-
row zwiazanych z biatkami G. Mechanizm
polega na tym, ze do aktywnego receptora

przylacza sie kinaza receptoréw G (GRK);
w przypadku PAR-1 najwicksze znaczenie
maja kinazy GRK 2 i GRK 3. GRK naleza
do kinaz serynowo-treoninowych i powo-
duja fosforylacje wewnatrzkomorkowego
C-konca receptora. Wyzwala to translokacje
i przytaczenie si¢ B-arrestyny do fosforylo-
wanego konca receptora, blokujac interak-
cje receptora z biatlkami G i w ten sposob
hamujac przekazywanie sygnatu ( MACFAR-
LANE i wspotaut. 2001, OSSOVSKAYA i BUN-
NETT 2004). PAR obecne w blonie komor-
kowej ulegaja wymianie. Zuzyte receptory
sa usuwane na drodze endocytozy zaleznej
od klatryny i dyneiny, a nastepnie ulegaja
lizosomalnej degradacji wewnatrz komorki.
Zniszczone receptory sa zastgpowane no-
wymi receptorami, ktére pochodza z sys-
temu bton wewnatrzkomoérkowych (DERY i
wspotaut. 1998, TREJO 2003, OSSOVSKAYA i
BUNNETT 2004).

TROMBINA A PLYTKI KRWI

Juz w 1917 r. WRIGHT i MINOT wykazali,
ze trombina ma wplyw na aktywnoSc¢ plytek
krwi. Trombina jest jednym z najsilniejszych
agonistow plytek krwi wystepujacych w wa-
runkach in vivo. Aktywacja ptytek nastepuje
przy st¢zeniu enzymu nizszym niz potrzeb-
nym do przeksztalcenia fibrynogenu w fi-
bryne. W odpowiedzi na trombine¢ nastepu-
je zmiana ksztaltu ptytki, sekrecja zawartoSci
znajdujacych si¢ w ziarnistoSciach ptytko-
wych i agregacja plytek (LAPETINA 1990). Za
odpowiedz plytek na dziatlanie trombiny od-
powiedzialne sa glownie receptory naleza-
ce do rodziny receptorow PAR oraz GPIba
wchodzaca w skltad kompleksu GPIb-IX-V.
Na powierzchni ludzkich ptytek krwi wyste-
puja receptory PAR-1 i PAR-4. Do aktywacji
PAR-1 dochodzi przy mniejszych stezeniach
trombiny niz ma to miejsce w przypadku re-
ceptoroOw PAR-4 (BRASS 2001). Z receptorem
PAR-1 zwigzane s3 trzy biatka G: G, G, i G
natomiast z PAR-4 zwiazane sa bialka G
G (BrAss 2001, MACKIE i wspoOtaut. 2002)
Poprzez bialko G , nastepuje uruchomienie
szlaku kinazy Rho ktory prowadzi do zmia-
ny ksztaltu plytek (Brass 2001). Biatko G
wywotluje aktywacje fosfolipazy Cf (PLCB)
ktora powoduje hydrolize fosfatydyloinozy-
tolo-4,5-difosforanu (PIP,) do diacyloglicero-
Iu (DAG) i inozytolo-1 4 ,5-trifosforanu (IP,).
IP, powoduje wzrost wewnqtrzkomorkowe-

go stezenia jonow Ca?', natomiast DAG ak-
tywuje kinaze biatkowa typu C (PKC). PKC,
wraz ze wzrostem stezenia Ca*', powoduje
zmiane ksztattu plytek, ich agregacje i se-
krecje zawartoSci wewnatrzkomorkowych
ziarnistoSci (BRASS 2003, OFFERMANNS 2006).
Zmiana ksztaltu spowodowana jest poprzez
reorganizacj¢ cytoszkieletu. Reorganizacja
ta jest regulowana poprzez kinaze laficucha
lekkiego miozyny (MLCK), ktorej aktywnos¢
jest zalezna od jonow Ca?'. Sekrecja zacho-
dzi dzieki temu, iz PKC w obecnoSci jonow
Ca?* fosforyluje plektstryne, co prowadzi do
uwolnienia ziarnistoSci ptytkowych. Docho-
dzi tez do ekspozycji selektyny P. Natomiast
tworzenie agregatow spowodowane jest
tym, ze PKC i jony Ca*" aktywuja integry-
n¢ o, B, dzigki czemu receptor ten nabywa
zdolnoSci do trwatego przylaczania fibryno-
genu i uczestniczy w agregacji (OLAs 2001).
Trombina wplywa na plytki takzie poprzez
receptory znajdujace sie w kompleksie
GPIb-IX-V. Dzi¢ki potaczeniu z GPlba znaj-
dujacym sie¢ w tym kompleksie trombina,
poprzez latwiejszy dost¢p moze takze efek-
tywniej aktywowac receptor PAR-1 i PAR-4
(DE CRISTOFARO i DE CANDIA 2003). Trombi-
na polaczona z GPIba moze rowniez akty-
wowac plytki przez szlak kinaz Src i PI3K
(ADAM i wspotaut. 2003, Brass 2003).
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EFEKT DZIAEANIA TROMBINY NA NACZYNIA KRWIONOSNE

Trombina, poprzez receptor PAR-1 obec-
ny na komorkach Srodbtonka i komorkach
miesni gladkich naczyn krwionos$nych, moze
wpltywaé na napiecie Sciany naczyn krwio-
nosnych (COUGHLIN 2001). Zmniejszenie na-
piecia naczyn krwiono$nych przez Srodbto-
nek jest spowodowane przez tlenek azotu
(NO) i prostacykling (PGL,) (STEINBERG 2005,
HANSEN i wspoétaut. 2008). NO odpowiada za
tzw. wczesna relaksacje, natomiast prostacy-
klina jest odpowiedzialna za po6zna relaksa-
cje Srodbtonka (HIRANO i KANAIDE 2003). Za
synteze¢ tlenku azotu w komorkach Srédbton-
ka odpowiedzialna jest Srodblonkowa syn-
taza tlenku azotu (eNOS), ktora jest zalezna
od jonow Ca* i kalmoduliny (NATHAN i XIE
1994). Aktywacja przez trombin¢ PAR-1 po-
woduje wzrost stezenia jonow Ca* i w ten
sposob stymuluje aktywnos¢ eNOS, powodu-
jac zwiekszona synteze tlenku azotu z argini-
ny. Trombina poprzez aktywacj¢ kinazy bial-
kowej typu B (AKT/PKB) i kinazy biatkowej
typu A (PKA) powoduje takze fosforylacje

eNOS. PKB fosforyluje eNOS na Ser 1177 i
w ten sposoOb wywoluje niezalezna od jonow
Ca* synteze¢ tlenku azotu. Fosforylacja Ser
615 zwigksza natomiast wrazliwosS¢ syntazy
tlenku azotu na jony Ca* i kalmodulin¢. Fos-
forylacja eNOS przez PKA na Ser 615 i Ser
633 zwicksza dwukrotnie aktywnos¢ tego
enzymu. Trombina rOwniez aktywuje pompe
Na'H*, powodujac alkalizacje wnetrza komor-
ki i w ten sposOb tworzy Srodowisko sprzy-
jajace dzialaniu eNOS (HIRANO i KANAIDE
2003). Trombina posSrednio wptywa na ak-
tywnosS¢ cyklooksygenazy 2 (COX-2) S$rod-
blonka, powodujac zwic¢kszenie produkcji
prostaglandyn i prostacykliny, w ten sposob
wplywa na pozna faze wazorelaksacji (HOU-
LISTON i wspotaut. 2002). Aktywacja dwoch
kinaz bialkowych, MAPKAP2 i SAPK, powo-
duje fosforylacje matego biatka szoku ciepl-
nego HSP27, ktore jest odpowiedzialne za in-
dukowany trombina skurcz mie$ni gladkich
naczyn krwiono$nych (BROPHY i wspolaut.
1998, KNOEPP i wspotaut. 1999).

ZNACZENIE TROMBINY W PROCESACH ZAPALNYCH

Generowana w warunkach i vivo trom-
bina posiada wtaSciwosci prozapalne. Pod
wplywem trombiny, ktora oddzialuje z recep-
torami PAR-1, komorki srodblonka wykazuja
na swojej powierzchni ekspresje P-selektyny
i E-selektyny, bialek adhezyjnych ICAM-1 i
VCAM-1. Wytwarzane sa tez: interleukiny (IL-
6, IL-8), czynnik aktywujacy plytki krwi (PAF)
i biatko chemotaktyczne monocytow (MCP-1)
(DUGINA i wspotaut. 2002). Nastepuje takze
aktywacja COX-2 (COUGHLIN i CAMERER 2003).
Czynniki chemotaktyczne powoduja migra-
cje ptytek krwi i leukocytow do miejsca ich
uwalniania, natomiast E-selektyna, ICAM-1 i
VCAM-1 ,toczenie” sie granulocytow, limfocy-
tow, makrofagow i plytek krwi po komorkach
srodbtonka (SAWICKA 2000). Aktywacja recep-
tora PAR-1 w monocytach powoduje zwick-
szenie wydzielania cytokin pozapalnych: czyn-
nika martwicy nowotworu (ang. tumor necro-
sis factor o, TNFa), IL-1, IL-6, IL-8, MCP-1, na-
stepuje takze zmniejszenie sekrecji 1L-12. PAR-
1 jest takze obecny na limfocytach T, poprzez
jego aktywacje dochodzi do ich proliferacji i
wydzielania prozapalnych cytokin. Trombina
powoduje rowniez degranulacje mastocytow

(SHRIVASTAVA i wspotaut. 2007) i aktywacje
komorek NK, stymulujac je do uwalniania
IL-2 (RAMACHANDRAN i HOLLENBERG 2008). Za
glowny mechanizm odpowiedzi zapalnej in-
dukowanej przez trombin¢ uznaje si¢ akty-
wacje NFkB, poprzez degradacje fosforylowa-
nego IkB przez proteasom. Inaktywacja IxB
prowadzi do ekspresji ICAM-1, VCAM-1, IL-1,
IL-6, IL-8, TNFa, MCP-1, PAF (STRUKOVA 2001).
Trombina indukuje takze ekspresj¢ czynnika
przyspieszajacego rozktad (ang. decay accele-
rating factor, DAF) w komorkach srédblonka,
ktory powoduje zwickszenie kinetyki rozsz-
czepiania sktadowych C3 i C5 ukladu dopetl-
niacza (DUGINA i wspotaut. 2002). Trombina
posrednio, poprzez aktywacje biatka C, ma tez
wilasSciwosci przeciwzapalne. Aktywne biatko
C (APC) faczy si¢ z Srodblonkowym recepto-
rem dla bialka C (EPCR) tworzac kompleks
APC-EPCR. Takie polaczenie powoduje odpo-
wiedz komorek Srodbtonka w postaci zmniej-
szenia si¢ syntezy cytokin prozapalnych. APC
laczy sie¢ rOwniez z monocytami powodujac
zahamowanie wzrostu wewnatrzkomorkowe-
go stezenia Ca** i zahamowanie szlaku NFxB
(ESMON 2004).
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ZNACZENIE TROMBINY W PROCESACH NAPRAWCZYCH

Powstata w miejscu uszkodzenia naczy-
nia aktywna trombina koordynuje procesy
naprawcze w tkankach, stymulujac pro-
liferacje i migracje komorek Srodblonka,
nabtonka, fibroblastow i komorek miesni
gladkich naczyn krwionosSnych. Efekt na-
prawczy jest SciSle zwiazany z efektem
zapalnym, gdyz w naprawie biora udzial
zwerbowane przez wydzielanie chemokin
(takich jak MCP-1) komorki uktadu odpor-
noSciowego, ktore rowniez pod wplywem
trombiny wydzielaja rézne czynniki wzro-
stu (STRUKOVA 2001). Trombina powoduje
takze migracje komorek i synteze macierzy
zewnatrzkomorkowej, dzigki czemu docho-
dzi do remodelowania tkanek (COUGHLIN i
CAMERER 2003). Poprzez aktywacje recepto-
row PAR naste¢puje stymulacja fibroblastow
do produkcji czynnika wzrostu tkanki tacz-
nej (ang. connective tissue growth factor,
CTGF), ktory jest czynnikiem mitogennym
dla tych komorek, a takze stymuluje je do
produkcji kolagenu i fibronektyny (CHAM-
BERS i wspotaut. 2000). Podobna stymula-
cja komorek miesni gltadkich powoduje ich

proliferacje, synteze i wydzielanie czynnika
wzrostu Srodblonka naczyniowego (ang.
vascular endothelial growth factor, VEGF),
czyli czynnika, ktory jest jednym z gltow-
nych stymulatoréw proliferacji komorek
srodblonka (WEBER i GRIENDLING 2004).
VEGF jest wydzielany takze przez aktywo-
wane trombina plytki krwi. W komorkach
srodbtonka trombina powoduje ekspresje
receptora dla czynnika wzrostu Srodblon-
ka (ang. vascular endothelial growth factor
receptor, VEGFR), dzi¢ki czemu nastepuje
zwickszona odpowiedz tych komorek na
czynnik wzrostu i naprawa uszkodzone-
go naczynia (PATTERSON i wspotaut. 2001).
Trombina powoduje rowniez w komorkach
srodblonka destabilizacje polaczen we-
wnatrzkomorkowych i oddziatywan komo-
rek z macierza zewnatrzkomoérkowa, dzieki
czemu ulatwiona jest migracja komorek.
Efekt ten jest zwiazany z aktywacja przez
trombine metaloproteazy 2 (MMP-2), enzy-
mu o wlasciwoSciach kolagenazy i elastazy
(STRUKOVA 2001).

UDZIAL TROMBINY W PROCESACH NOWOTWOROWYCH

Od potowy lat 90. ubieglego stulecia
zaczeto sugerowad, ze trombina odgrywa
wazna role w proliferacji i przerzutowaniu
komorek nowotworowych (HOLLENBERG i
HoOULE 2005). W wielu liniach komorko-
wych zmienionych nowotworowo zaobser-
wowano wzrost ekspresji receptora PAR-1.
Wzrost ten jest SciSle zwiazany z inwazyj-
noScia guza (LICARI i KovAcic 2009). Trom-
bina poprzez aktywacje receptorow PAR-1
aktywuje szlaki Ras, PKC i MAPK, co powo-
duje proliferacje komorek, a w konsekwen-
cji moze prowadzi¢ do wzrostu guza (XIE
i wspotaut. 2005). Kluczowym czynnikiem
zaleznym od trombiny w nowotworzeniu
jest powstawanie nowych naczyn okotono-
wotworowych. Zaktywowane przez trom-
bin¢ receptory PAR powoduja zwi¢kszenie
ekspresji genow dla czynnikOw wzrosto-
wych: VEGF, plytkowego czynnika wzro-
stu (ang. platelet derived growth factor,
PDGF), transformujacego czynnika § (ang.
transforming growth factot B, TGF-B), za-

sadowego czynnika wzrostu fibroblastow
(ang. basic fibroblast growth factor, bFGF),
a takze receptora VEGFR. Trombina powo-
duje w komorkach Srodbtonka aktywacje
receptora VEGFR-2, ktory jest odpowie-
dzialny za proces angiogenezy. Trombina
rowniez indukuje synteze integryny ovf3,
ktora jest markerem angiogenezy w komor-
kach nowotworowych. Integryna ta nalezy
do biatek, ktoére wchodza w interakcje z
komorkami Srodbtonka. W poczatkowych
etapach przerzutowania guza duze znacze-
nie ma takze indukcja biosyntezy kadheryn,
ktore sa odpowiedzialne za oddzialywa-
nia adhezyjne komorek nowotworowych
(PALATYNSKA-ULATOWSKA i wspotaut. 2007).
Trombina powoduje aktywacje wydzie-
lanych przez Srodblonek metaloproteaz,
gtownie MMP-1 i MMP-2, ktore degraduja
kolagen IV, co jest zwiazane z lokalna de-
gradacja btony podstawnej, ulatwiajac w
ten sposOb migracje komorek nowotworo-
wych (MARAGOUDAKIS i wspotaut. 2000).
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ZNACZENIE TROMBINY W OSRODKOWYM UKEADZIE NERWOWYM

Obecnos¢ receptoréw PAR stwierdzono
takze w komorkach uktadu nerwowego. Ich
ekspresj¢ wykazuja m.in. neurony, astrocy-
ty i oligodendrocyty. Dzi¢ki obecnoSci tych
receptorow trombina odgrywa wazna role
w funkcjonowaniu oSrodkowego ukltadu
nerwowego, wlaczajac w to zaré6wno zaan-
gazowanie w chorobach neurodegeneracyj-
nych, jak i dzialanie neuroprotekcyjne (LUO
i wspotaut. 2007). Generowanie trombiny w
mozgu nastepuje natychmiast po przerwaniu
bariery krew-mozg na skutek krwawienia we-
wnatrzczaszkowego lub uszkodzenia tej ba-
riery na drodze zapalnej. Zrodlem trombiny,
a doktadnie jej zymogenu protrombiny, sa
réwniez neurony, astrocyty i migrujace ko-
morki zapalne (LICARI i KOVAcCIC 2009). Zaob-
Sserwowano wzrost zarOwno stezenia samego
biatka, jak i iloSci mRNA dla protrombiny w
neuronach podczas choroby Parkinsona i Al-
zheimera (LUO i wspotaut. 2007). Trombina
w wyzszych st¢zeniach prowadzi do uszko-
dzenia komorek ukladu nerwowego i ich
Smierc. Sugerowad to moze udzial tego en-
zymu w chorobach neurodegeneracyjnych.
W chorobie Alzheimera odkryto spadek po-
ziomu endogennych inhibitoréw trombi-
ny (glownie Antytrombiny) (MACFARLANE i
wspolaut. 2001). Poprzez hydrolize receptora
PAR-1 nastepuje aktywacja szlaku RhoA, kto-
ry jest odpowiedzialny za indukcje apoptozy
w komorkach neuronalnych (LUO i wspoétaut.

2007). Poprzez wzrost wewnatrzkomorkowe-
go stezenia jonoOw Ca** wywolanego aktywa-
cja PAR-1, nastepuje uwalnianie glutaminianu
z astrocytow (X1 i wspotaut. 2003). Trombi-
na poprzez wzrost stezenia jonoéw Ca*, akty-
wagcji szlaku ERK1/2 i NFkB moze tez powo-
dowac aktywacje¢ mikrogleju (odgrywajacego
istotna rol¢ w chorobach neurodegeneracyj-
nych) (Luo i wspoétaut. 2007). Trombina w
uktadzie nerwowym moze indukowal takze
stan zapalny, poprzez aktywowanie szlaku
przemiany arachidonianu i synteze cytokin
zapalnych (IL-1, IL-6, TNF-o) (SUO i wspotaut.
2004). Dos¢ istotnym czynnikiem jest indu-
kowana trombina w astrocytach synteza tlen-
ku azotu. Wzmozona produkcja tego zwiazku
obserwowana jest w chorobie Alzheimera i
Parkinsona. Aktywacja szlaku ERK 1/2 powo-
duje proliferacje astrocytOw, co potwierdza
fakt, ze aktywacja PAR-1 po uszkodzeniach
mozgu prowadzi do astrocytozy i jest zwia-
zana z neurodegeneracja. Trombina aktywuje
rowniez metaloproteaze 2, ktéra moze powo-
dowac ostabienie, a nawet przerwanie barie-
ry krew-mozg. W przeciwienstwie do wyso-
kich stezen trombiny generowanej po uszko-
dzeniach mozgu i dzialajacej neurodegene-
racyjne, niskie st¢zenia wykazuja dzialanie
ochronne przed uszkodzeniami wywolanymi
przez glutaminian, B-amyloid, reaktywne for-
my tlenu oraz hipoglikemie (LUO i wspotaut.
2007).

PODSUMOWANIE

Odpowiedz na dzialanie trombiny to nie
tylko krzepniecie krwi poprzez aktywacje fi-
brynogenu do fibryny, ale szereg procesow
obejmujacych ptytki krwi, komorki Srod-
btonka, limfocyty, monocyty/makrofagi, fi-
broblasty, komo6rki miesni gladkich, a nawet
komorki nerwowe. Trombina stymuluje eks-
presje biatek adhezyjnych, produkcje cytokin
i sktadnikOw macierzy zewnatrzkomorkowej,
proliferacje, chemotaksje, apoptoze komorek
oraz zmiane¢ ksztaltu, agregacje oraz sekrecje
ptytek krwi. Tak szerokie dziatanie trombi-
ny przeklada si¢ nie tylko na jej role w po-
wstawaniu zaburzeni zwiazanych z ukladem
krazenia i ze stanem naczyn krwionosSnych,
ale takze na patogenez¢ procesOw zapalnych,

chorob nowotworowych oraz neurodegene-
racyjnych. Szerokie spektrum dziatania trom-
biny umozliwia opracowanie licznych metod
regulacji odpowiedzi komorkowej poprzez
roznego rodzaju inhibitory stosowane w far-
makoterapii. NajwczeSniej zastosowanym w
farmakoterapii inhibitorem trombiny jest he-
paryna. Dzialanie heparyny na trombine¢ jest
posrednie i oparte na tworzeniu z antytrom-
bina kowalencyjnego kompleksu antytrom-
bina-heparyna (ATH), przez co zwicksza si¢
zdolnoS¢ antytrombiny do przylaczania sie
do trombiny. Jednak obecnie heparyna zosta-
je wypierana przez grupe¢ tzw. bezposrednich
inhibitorow trombiny. Obecnie stosowane
klinicznie sa 3 parenteralne bezposrednie in-
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hibitory: hirudyna i biwalirudyna, ktore przy-
taczaja si¢ do centrum aktywnego i miejsca
zewnetrznego 1 trombiny oraz argatroban
wiazacy si¢ jedynie z centrum aktywnym en-
zymu. Nowa klasa obecnie znajdujaca zasto-
sowanie kliniczne sa doustne bezposSrednie
inhibitory trombiny: ximelagatran i dabiga-
tran, ktore odwracalnie przylaczaja sie tylko
do centrum aktywnego czasteczki trombiny.
Jednak ze wzgledu na skutki uboczne xime-
lagatranu najbardziej obiecujacym bezpoSred-

nim inhibitorem trombiny, ktory moze sta-
nowi¢ wazna alternatywe dla antagonistow
witaminy K jest dabigatran. Dalsze badania
sa szansa na uzyskanie nowych preparatow,
poza tymi obecnie dostepnymi w lecznictwie
(BIJAK i BOBROWSKI 2010).

PODZIEKOWANIA

Praca powstala w ramach grantu Uniwer-
sytetu Lodzkiego nr 506/810

KOMORKOWA ODPOWIEDZ NA DZIALANIE TROMBINY

Streszczenie

Trombina jest osoczowa proteaza serynowa ge-
nerowana podczas kaskady krzepniecia krwi. Ak
tywna ludzka o-trombina posiada mas¢ 37 kDa i jest
zbudowana z 2 polipeptydowych tancuchow (A i B)
potaczonych sa ze soba kowalencyjnym wiazaniem
disiarczkowym. Trombina jest giownie kojarzona z
procesami krzepniecia i fibrynolizy, jednak enzym
ten jest rOwniez zdolny do wywolywania biologicz-
nej odpowiedzi réznych komorek znajdujacych si¢ w
poblizu miejsca jej tworzenia. OdpowiedZ ta naste-
puje poprzez receptory aktywowane przez proteazy
(PAR — ang. Protease-Activated Receptor), ktore nale-
23 do rodziny 7 transblonowych receptorow zwiaza-
nych z biatkami G (GPCR — ang. G Protein-Coupled
Receptor). Duza ekspresj¢ receptorow PAR wykazuja
plytki krwi, komorki Srodbtonka naczyn krwiono-
Snych, monocyty, limfocyty T, neutrofile, fibroblasty,

komorki miesniowe, komorki uktadu nerwowego, a
takze komorki nowotworowe. Trombina wywoluje
aktywacje plytek krwi prowadzac do ich agregacji,
zmiany ksztaltu i sekrecji zawartoSci znajdujacych sie
w ziarnistoSciach ptytkowych. Komorki Srodbtonka
aktywowane przez trombine wykazuja na swojej po-
wierzchni ekspresje P-selektyny, E-selektyny i biatek
adhezyjnych (ICAM-1 i VCAM-1). Aktywacja recepto-
ra PAR-1 na monocytach skutkuje wzrostem wydzie-
lania prozapalnych cytokin przez te komorki. Prze-
kazywanie sygnatu poprzez receptory PAR stymuluje
wzrost, roznicowanie i proliferacje komorek, co ma
duze znaczenie podczas regeneracji tkanek. Trombi-
na rOéwniez sprzyja procesowi angiogenezy podczas
rozwoju nowotworu, co ulatwia przezutowaniu. Ten
szeroki aspekt dzialania trombiny wskazuje, ze en-
zym ten jest wielofunkcyjna proteaza serynowa.

CELLULAR RESPONSE TO THROMBIN ACTION

Summary

Thrombin is plasma serine protease generated
in the blood coagulation cascade. Active form of
human thrombin: a-thrombin is a 36 kDa molecule
consisting of 2 polypeptide chains (A and B) co-
valently linked by a single disulfide bond. Throm-
bin is mostly associated with blood coagulation
and fibrinolysis. However, thrombin is also able to
induce biological responses of different cells pre-
sented in the vicinity of enzyme generation. These
responses are mediated by protease activated recep-
tors (PAR), which are members of the 7-transmem-
brane G protein coupled receptors family. PARs are
abundantly presented on blood platelets, endothelial
cells, monocytes, T-lymphocytes, fibroblast, smooth
muscle cells, neurons and tumor cells. Thrombin
stimulates platelets activation leading to their aggre-

gation, shape change and secretion of the contents
of platelet granules. PAR activation on endothelial
cells and blood vessels smooth muscle cells causes
vasodilation. Endothelial cells activated by thrombin
also exhibit on their surface expression of P-selec-
tin, E-selectin and adhesion molecules (ICAM-1 and
VCAM-1). Activation of PAR-1 receptor in mono-
cytes results in increased secretion of proinflamma-
tory cytokines. PAR signaling stimulates cell growth,
differentiation and proliferation. These effects are
important in healing of injured tissues. Thrombin
promotes angiogenesis in developing tumors and
facilitates their metastasis. The different effects of
thrombin action indicate that this enzyme is one of
the most multifunctional serine protease.
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