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przyczyng wiekszosci zgondw w uprzemystowionych krajach. Ze wzgledu na
tak wielkie zagrozenie, wiele firm farmaceutycznych inwestuje olbrzymie kwo-
ty w celu opracowania swoistych lekéw antyzakrzepowych i trombolitycznych.
Jest to oczywiscie bardzo korzystna sytuacja dla laboratoriow naukowych
i badaczy zajmujacych sie tg dziedzing oraz dla postepu badan.

W mojej prezentacji chciatlbym naswietli¢ aktualne kierunki tych badan
z dziedziny hemostazy, ktére bezposrednio doprowadzity do zaproponowania
nowych lekéw o naturze biatkowej, peptydowej oraz oligonukieotydowej. We
wstepnej czesci, przypomne istote proceséw prowadzacych do pojawienia sie
zakrzepu, scharakteryzuje mechanizmy regulujgce i hamujace krzepniecie
krwi, a nastepnie na bazie tych podstawowych wiadomosci oméwie strategie
zastosowang w celu uzyskania czynnikéw swoiscie przyspieszacych lub blo-
kujacych poszczegoélne fazy procesu krzepniecia krwi.

Fizjologiczna funkcja systemoéw krzepniecia krwi i fibiynolizy polega na
zachowaniu sprawnej hemostazy, czyli hamowaniu krwawien po przerwaniu
ciggtosci naczyn krwionosnych. Odbywa sie to dzieki harmonijnemu oddziaty-
waniu ptytek krwi z elementami Sciany naczyn krwionosnych oraz réznymi
substancjami rozpuszczonymi we krwi. Homeostaza systemu krzepniecia krwi
utrzymywana jest dzieki licznym petlom ujemnego i dodatniego sprzezenia
zwrotnego, wystepujacym na kazdym etapie aktywacji osoczowych czynnikéw
krzepniecia, aktywacji ptytek krwi, a takze ich oddziatywania z elementami
Sciany naczyn. W pewnych warunkach fizjologiczna funkcja tych procesow
ulega wypaczeniu i ciagi reakcji, w ktorych biorg udziat skiadniki tych sys-
temoéw, prowadzg do zakrzepie. Ich powstanie jest wynikiem lokalnej aktywacji
krzepniecia krwi zachodzacej w miejscu uszkodzenia Sciany naczynia, ma-
jacego zwykle nature miazdzycowg. Uszkodzenie to moze by¢ réwniez wy-
wotane zabiegami mechanicznymi majacymi na celu rekanatizacje naczyn,
np. podczas terapii zawatlu serca polegajacej na przezskdrnej angioplastyce
wiencowej. Lokalnej aktywacji krzepniecia krwi towarzyszy wowczas czesto
restenoza, ktéra prowadzi do ezania $wiatta naczynia krwiono$nego
i w koncu jego zamkniecia, w wyniku proliferacji komérek miesnia gtadkiego.

Obecnie wiadomo, ze aktywacja procesu krzepniecia krwi jest niezwykle
ztozonym i uporzadkowanym ciagiem reakcji zachodzgcych na powierzchni
ptytek krwi i komodrek srédbtonka, w ktdrych biorg udziat nie tylko biatka
osocza krwi, ale rowniez liczne receptory rozpoznajace ligandy, tak wolne
jak i zwigzane z powierzchnig innych komaérek. W tym systemie gtdéwna role
petni trombina, nie tylko jako enzym przyczyniajgcy sie do powstania wiok-
nika, lecz réwniez jako czynnik, ktory z jednej strony przyspiesza kaskade
krzepniecia krwi na drodze swoistej aktywacji réznych czynnikdéw osoczo-
wych, a z drugiej uruchamia cigg reakcji hamujacych ten proces poprzez
aktywacje biatka C. Trombina jest takze jednym z najsilniejszych aktywato-
row plytek krwi, uwalniajgc z nich wiele substancji biologicznie akt}wnych
oraz powodujgc ich nieodwracalng agregacje. Wszystkie czynniki skladajgce
sie na system krzepniecia krwi zostaly sklonowane, niektére majg poznang
réowniez budowe przestrzenng czasteczki. Mimo intensywnych, wieloletnich ba-
dan z zastosowaniem wszelkich mozliwych metod daleko nam jeszcze jednak
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do zrozumienia mechanizmu wspodtdziatania wszystkich czynnikéw uczestni-
czacych w procesie krzepniecia krwi. W dalszym ciggu nie w petni poznany
jest mechanizm tej pierwszej reakcji, inicjujgcej pojawienie sie czgsteczek
trombiny. Nie ulega watpliwosci, ze w tej reakcji bierze udziat czynnik tkan-
kowy (TF, tissuefactor), integralne biatko btony komoérkowej Scisle powigzane
z fosfolipidami, ktére po uszkodzeniu Sciany naczyniowej tworzy w obecnosci
jonéw Ca bardzo trwaly kompleks z czgsteczkg czynnika VII. W nie uszko-
dzonym ukiadzie krwionosnym czynnik tkankowy nie jest eksponowany ani
dostepny na powierzchni srédbtonka, ani komoérek krwi. Komorki te, w szcze-
go6lnosci monocyty moga by¢ pobudzone do syntezy i ekspresji czynnika
tkankowego przez wiele czynnikdw, miedzy innymi przez cytokiny, endoto-
ksyne i aktywny komponent C5a dopetniacza. W jaki sposob czynnik VII
w kompleksie z czynnikiem tkankowym przechodzi w forme aktywna i staje
sie proteaza seiynowa zdolng do aktdrwacji czynnika VIl obecnie nie wiadomo.
Pojedyncze wigzanie peptydowe Argl52-lle, ktoére woéwczas ulega hydrolizie,
w warunkach in vitro rozszczepia trombina, czynnik Vila, IXa i Xa, a takze
inne proteazy komoérkowe. Prz}rpuszcza sie, ze sSlady tych enzymdéw wyste-
pujace w poblizu kompleksu czynnika VIl z czynnikiem tkankowym odpo-
wiedzialne sg za te pierwsza reakcje. Tradycyjnie przyjmuje sie, ze proces
krzepniecia krwi moze by¢ inicjowany réwniez w ukladzie wewnatrzpochod-
nym, poprzez aktywacje czynnika Xl. Podobnie w tym przypadku nieznany
jest mechanizm zaptonowy i ostatnio przypuszcza sie, ze to raczej trombina
niz skiladniki petli kallikreinowej (czynnik XlI, prekallikreina, wysokocza-
steczkowy kininogen) bierze udziat w tym procesie.

Dodatkowym mechanizmem zaptonowym krzepniecia krwi po uszkodzeniu
Sciany naczyn krwionosnych jest przyleganie plytek krwi do odstonietych
w ten sposob widkien kolagenowych tkanki tgcznej. Po zwigzaniu sie z ko-
lagenem poprzez swoiste receptory, ptytki krwi zmieniaja ksztalt, rozptasz-
czajg sie i ulegaja aktywacji. Uwalniajg tez wiele substancji biologicznie
aktywnych, wsréd ktérych ADP jako aktywator agregacji ptytek oraz PDGF
jako silny czynnik odpowiedzialny za proliferacje komaérek miesnia gtadkiego,
sa szczegollnie istotne. Powstanie czopu hemostatycznego uwarunkowane jest
obecnoscia swoistych receptorow ptytkowych.

Plytki krwi zawieraja kilka receptorow, swoiscie reagujgcych z biatkami
adhezywnymi, takimi jak: fibrynogen, fibronektyna, witronektyna, czynnik
von Willebranda, laminina, kolagen. Szczegdlne znaczenie w hemostazie majg
receptory nalezgce do integryn, tj. bialek odpowiedzialnych za rozpoznawanie
i przyleganie komérek do elementéw matriksu zewnatrzkomoérkowego oraz od-
dzialywanie komoérek miedzy sobg. Charakterystyczng cecha receptorow inte-
grynowych jest to, ze w wyniku aktywancji zmienia sie odwracalnie ich powi-
nowactwo wigzania czasteczek ligandu. Reagujg one woéwczas z okreslonymi
biatkami obecnymi w matriksie zewngtrzkomérkowym, w btonie innych komo-
rek, lub rozpuszczondrmi w ptynach ustrojowych. Dzieki temu, integryny umo-
zliwiajg swoistg adhezje komorek, ich agregacje lub ukiemnkowang migracje.

Aktywacja receptorow ptytkowego allb(33 wywotuje zmiane konformacyjng
czasteczki i pojawienie sie miejsca wigzacego ligand biatkowy, ktérym w oso-
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czu krwi jest fibiynogen. W ten spos6b nastepuje powiekszanie sie czopu,
ktory zamyka uszkodzenie w Scianie. Na powierzchni plytek zachodza row-
niez reakcje aktywacji osoczowych czynnikéw krzepniecia krwi prowadzace
do powstania trombiny. Dzieki temu aktdrwacji ulegaja nastepne ptytki krwi,
a fizjologiczny skrzep utworzony z agregatéw plytkowych i ztogow widkniko-
wych powieksza swojg objetos¢. Taki niekontrolowany wzrost skrzepu moze
doprowadzi¢ do zamkniecia sSwiatta naczynia krwionosnego, lub tez po ode-
rwaniu od Sciany jako zakrzep moze zatorowac¢ naczynia o mniejszej Sred-
nicy. Taki mechanizm powstawania zakrzepu jest do$¢ typowy w naczidmiach
tetniczych, ktérych $ciana ulegta zmianom miazdzycowym. Pekniecie ptytki
miazdzycowej powoduje odstoniecie elementéw tkanki tacznej znajdujacych
sie pod srodbtonkiem i umozliwia ich kontakt z ptytkami krwi.

2.Regulacja procesu krzepniecia krwi

Warunkiem sprawnej hemostazy jest pelna autokontrola poszczegdlnych
procesdw skladajacych sie na krzepniecie. Aby krew pozostawata ptynna,
aktywacja krzepniecia, chronigca organizm przed utrata krwi musi by¢ ogra-
niczong do okolicy uszkodzenia w $cianie naczyniowej. Stezenie protrombiny
w osoczu ludzkim jest okoto 100-krotnie wieksze od tego, jakie potrzebne
jest do bardzo szybkiego wykrzepienia catej objetosci krwi. Mechanizmy kon-
trolujace krzepniecie krwi w przestrzeni i czasie sg zatem liczne i w zasadzie
niezwykle sprawne.

W zdrowym organizmie skutecznos¢ i sprawnos¢ hemostazy w znacznym
stopniu wigze sie z tym, ze: (g) poszczegodlne fazy tego procesu zachodzag dzieki
utworzeniu na fosfolipidach dwuwarstwy lipidowej bton ptytkowych potaczen
typu enzym-kofaktor-substrat, w ktorych to kompleksach kinetyka reakcji
enzymatycznej ulega olbrzymiemu przyspieszeniu, a ponadto czynniki, takie
jak np. LXa i Xa nie sg inaktywowane przez osoczowe inhibitory krzepniecia;
(b) w osoczu krwi wystepuje duza liczba endogennych inhibitoréw, ktérych
lista stale rosnie. Czotowe miejsce wsrdéd nich zajmuje antytrombina 111 (AT III)
i tzw. drugi kofaktor heparyny (HC Il). Antytrombina Ill wigze i inaktywuje
wszystkie wolne proteazy krzepniecia krwi opréocz czynnika Vila, przede wszyst-
kim zas$ Xa i trombine. Trombine hamuje takze HC Il, a dziatanie obu inhibitoréw
przys$pieszaja znacznie sulfonowane gligozaminoglikany — heparyna i hepa-
rynoidy. Do listy naturalnych inhibitoréw krzepniecia dopisano ostatnio neksy-
ne | oraz aneksyne V. Bardzo istotnym inhibitorem jest biatko TFPI (ang.
tissue factor pathway inhibitor, ktére w obecnosci czynnika Xa swoiscie in-
aktywuje kompleks czynnika tkankowego z Vila; (c) wazndrm elementem he-
mostazy, ograniczajgcym aktywacje krzepniecia, jest naturalny ukiad anty-
koagulacyjny, ktérego dziatanie wyzwala generacja trombiny w krwiobiegu lub
jej dozylne podanie. Sktadnikami tego uktadu sga trombomodulina — receptor
dla trombiny na powierzchni komodrek oraz dwa biatka zalezne od witaminy
K — bialko C i biatko S. Trombma po przylaczeniu do trornbomoduliny zmie-
nig swoja specyficznos¢ substratowg, traci zdolnos¢ wykrzepiania frbrynogenu.
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a takze aktywacji czynnikéw VIII, V, Xl oraz ptytek krwi. Wzrasta natomiast
tysigckrotnie zdolnos¢ trombiny do aktywacji biatka C, ktdre nastepnie inak-
tywuje czynnik Va, Villa i inhibitor aktywatoréw plazminogenu.

2.1. System fibrynolizy

Kolejny mechanizm przeciwdziatajacy nadmiernemu wykrzepianiu Kkrwi
w naczyniach krwionosnych jest powigzany z systemem fibrynotizy. W ogdl-
nym zarysie, na aktywnos¢ fibrynolityczng krwi sklada sie oddziatywanie
wietlu biatek, wsréd ktérych szczegdblng role odgrywajg aktywatory plazmino-
genu i ich inhibitory. Wszystkie aktywatory mozemy podzieli¢ na dwie grupy,
tj. (a) wewnetrzne, syntetyzowane w organizmie, takie jak: tkankowy akty-
wator plazminogenu, urokinaza oraz aktywator podobny do urokinazy i (b)
zewnetrzne, pochodzenia bakteryjnego, ktére moga pojawi¢ sie w organizmie
po infekcji. Wsréd nich najbardziej znane to streptokinaza i stafylokinaza.
Konwersja plazminogenu do plazminy zachodzi w wyniku hydrolizy pojedyn-
czego wigzania peptydowego Argseo-Valsei, przy czym mechanizm tej reakcji
jest rézny w przypadku aktywatoréw plazminogenu, wewnetrznych i zewne-
trznych. W warunkach fizjologicznych, w momencie zapoczagtkowania two-
rzenia zakrzepu umchomione zostajg rownoczesnie mechanizmy aktywujgce
oraz hamujgce fibrynolize. Bardzo wazng role w tym procesie odgrywa 02-
antyplazmina, ktéra jest gldbwnym inhibitorem plazminy. Inhibitor ten wy-
kazuje wysokie powinowactwo w stosunku do plazminy, a kompleks tych
dwaéch biatek charakterysuje sie statg dysocjacji — Kg = 2x10™" M. tt2AP
jest wigzany kowalencyjnie do widknika przez czynnik Xllla, zageszcza sie
w ten spos6b w obrebie zakrzepu chronigc go przed liza. Réwnowaga miedzy
tt2AP oraz plazminogenem, zwigzanymi z witdknikiem uzewnetrznia sie tym,
ze skrzepy otrzymane w obecnosci a2AP nie ulegaja spontanicznej lizie.
Szczegoblng pozycje wsrdd wielu inhibitorow hamujacych aktywatory plazmi-
nogenu zajmuje inhibitor typu 1 (PAI-1). Neutralizuje on czynne czasteczki
tkankowego aktywatora plazminogenu i aktywatora typu urokinazowego.
PAI-1 syntetyzowany jest gtéwnie przez komorki srédbtonka, ale wykrywa
sie go takze w innych komdrkach. Wykazano in vitro, ze podwyzszong eks-
presje genu oraz wzrost stezenia biatka PAI-1 uwalnianego z komérek Srod-
btonka wywotuje wiele réznych substancji biologicznie aktywnych. Podwy-
zszony poziom inhibitora aktywatoréw plazminogenu wigze sie zawsze z wy-
stepowaniem u ludzi tendencji proazakrzepicowych.

W normalnym osoczu krwi skiadniki biatkowe ochraniane sag przed niekon-
trolowang rozlegla proteotiza na drodze kilku mechanizméw: (a) akty'watory”
plazminogenu wystepuja w bardzo matych ilosciach we krwi i ich uwalnianie,
np. z komérek Sréodbtonka kontrolowane jest dziataniem réznych czynnikow;
(b) wszystkie enzymy proteolityczne systemu fibrynolitycznego inaktywowane
sq przez swoiste inhibitory. Stezenie molowe inhibitoréw jest kilkukrotnie
wyzsze w osoczu krwi od stezenia proteaz serynowych systemu fibrynolityczne-
go; (c¢) plazminogen oraz t-PA swoiscie adsorbuja sie na powierzchni widknika
i w ten sposob aktywacja plazminogenu do plazminy zachodzi gtéwnie w ob-
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rebie zakrzepu; (d) t-PA, ktory jest jedynym komponentem systemu fibrynoli-
tyeznego aktywn3nn takze w formie jednotanneuehowej, w obeenosci niewielkieh
stezen plazminy, kallikreiny lub czynnika Xa przechodzi w forme dwutancu-
chowg. Aktywnosc¢ proteolityczna jedno- i dwutanncuchowej formy w stosunku
do plazminogenu wzrasta od 200 do 400 razy w obecnosci widknika. Odbywa
sie to po utworzeniu tréjsktadnikowego kompleksu ,plazminogen/widknik/tkan-
kowy aktywator plazminogenu”. Szczegdllng role dla przyspieszenia aktidrwacji
plazminogenu przez t-PA odgrywa sekwencja tancucha al48-197 widknika,
ktéra jest ukryta w czagsteczce fibrynogenu i zostaje odstonieta w monomerach
widknika, () w wyniku hydrolizy plazminowej, na powierzchni zakrzepu po-
jawiajg sie reszty lizynowe, do ktorych przylacza sie zwiekszona ticzba czgsteczek
plazminogenu i t-PA. Po rozpuszczeniu zakrzepu przez ptazmine, enzym ten
natychmiast inaktywowany jest przez a2'antyplazmine; (f) w regulacji homeos-
tazy systemu fibiynolitycznego szczegdlng role odgiywa inhibitor aktywatoréow
plazminogenu typu 1 (PAJ-1). Neutralizuje on czynne czasteczki tkankowego
aktywatora plazminogenu i aktywatora typu urokinazowego.

2.2. Tarcze dla czynnikéw farmakologicznych

Teoretycznie rozwazajac, po pojawieniu sie zaburzenia homeostazy syste-
mu krzepniecia krwi i fibrynolizy, istnieje wiele mozliwosci terapeutycznej
interwencji. Tarczag dla srodkéw farmakologicznych moga byé¢: (a) koncowy
zakrzep utworzony z widknika i agregatow ptytkowych, (b) aktywne czynniki
krzepniecia krwi (np. trombina), (c) inhibitory systemu fibrynolizy (PAI-1),
(d) skiadniki ptytek krwi (receptory integrynowe, inne elementy niezbedne
dla aktywacji ptytek), (e) czynniki odpowiedzialne za restenoze. W tym celu
zastosowanie znalazty biatka rekombinowane, analogi peptydéw, a takze co-
raz to wieksze zainteresowanie wzbudzajg otigonukleotydy antysensowe, kto-
re swoiscie hamujg synteze okreslonych bialek.

3. Czynniki trombolityczne

z punktu widzenia historycznego najwczesniej zostaly opublikowane prace
nad rozpuszczeniem zakrzepu przez preparaty aktywatoroéw plazminogenu
pochodzenia bakteryjnego. W 1933 r. Titett z John Hopkins Medical School
przypadkowo zaobserwowal, ze ekstrakty niektorych szczepéw hemotitycz-
nych streptokokéw wywotujg bardzo szybkag tize skrzepdéw. Preparaty te, za-
wierajgce tylko okolo 10% streptokinazy, nazwanej w ten sposob btednie
przez tych autoréw aktywnej substancji, ktéra nie jest enzymem jak wska-
zywalaby na to nazwa, po raz pierwszy zastosowane zostaly w 1947 r. do
rozpuszczenia hemothoraxu, ktoéry pojawit sie po zabiegu operacyjnym
u chorego na cystic bronchiectasies. Po znacznie lepszym doczyszczeniu pre-
paratu streptokinazy, wprowadzono na rynek preparat Varidase, ktéry John-
son i Tilett jako pierwsi w 1952 r. zastosowali z powodzeniem do rozpusz-
czania zakrzepu u krolikow. Rok poézniej, Clifton wykazat, ze ten sam efekt



Aktualne kierunki biotechnologii lekow stosowanych w chorobach naczyn 17

mozna uzyskac¢ po zastosowaniu preparatu plazminogenu, uprzednio zakty-
wowanego in vitro streptokinazg. Obserwacje te zapoczatkowaly diugotrwaty
spor dotyczgcy rodzaju czynnika trombolitycznego, ktory mogitby by¢ stoso-
wany w celach terapeutycznych, tj. czy ma to by¢ plazmina czy tez strep-
tokinaza. Aby wykazaé¢, ktéry z nich bylby wiasciwy, w Kilku laboratoriach
zwigzanych z firmami farmaceutycznymi udoskonalono metody oczyszczania
tak streptokinazy, jak i plazmtny. W koncu lat piecdziesigtych pojawity sie
preparaty ludzkiej plazminy — actase z Ortho i thrombolysin z Mercka. Oka-
zalo sie, ze plazmina nie jest dobrym czynnikiem trombolitycznym, obecnie
wiadomo juz, iz jest to spowodowane jej szybka inaktywacja przez az2-anty-
ptazmine. Bardzo wczesnie natomiast zaobserwowano scistg korelacje miedzy
stezeniem aktywatora we krwi i aktdrwnoscig trombolityczng. Rozpoczety
wowczas wyscig miedzy firmami farmaceutycznymi, majgcy na celu uzyska-
nie pierwszenstwa we wprowadzeniu na rynek swoistego czynnika tromboli-
tycznego byt réwniez bodzcem dla badaczy interesujgcych sie podstawowymi
aspektami hemostazy. Zaowocowat wykryciem naturalnych aktywatoréw pla-
zminogenu, ktére wystepuja w organizmie i opisaniem ich struktury oraz
mechanizmu dziatania.

W zwigzku z tym, ze pierwsze preparaty streptokinazy zanieczyszczone
bylty pirogenami, ktdrych nie udawato sie wyeliminowac, pojawit sie drugi
kierunek w badaniach nad czynnikami trombotitycznymi, gtdwnie rozwijany
w Stanach Zjednoczonych, tj. skupiono sie nad wyizolowaniem bezposred-
niego aktywatora plazminogenu, urokinazy. Urokinaza niepirogenna i nie-
immunogenna pozbawiona byta wad streptokinazy. Pierwsze preparaty uro-
kinazy, nadajace sie do wstrzykniecia zwierzeciu otrzymat w 1961 r. Guest
z moczu ludzkiego. Metoda oczyszczania tego biatka zostala nastepnie udo-
skonalona przez White w 1966 r. i zmodyfikowana przez Bartlow w 1976 r.,
tak ze nadawata sie do izolowania urokinazy z komoérek embrionalnych ne-
rek. W odrdéznieniu od sct-PA, jednotancuchowa czasteczka u-PA (scu-PA)
nie ma aktywnosci proteolitycznej. Przechodzi w forme aktywna dopiero po
hydrolizie wigzania Lysiss-licisg i przyjeciu postaci dwutancuchowej. Odby-
wa sie to przy udziale czynnikéw aktywowanych po adsorpcji na ujemnie
natadowanej powierzchni, tj. czynnika Xll i prekallikreiny, a takze plazminy.
W badaniach kinetycznych przeprowadzonych na oczyszczonych preparatach
biatek wykazano, ze wydajnos¢ kinetyczna w stosunku do plazminogenu
(Kcat/Kivi) scu-PA jest 16- 100-krotnie nizsza od tej, ktéra charakterystyczna
jest dla tcu-PA. ROzni badacze podaja wartosci Km dla scu-PA i tcu-PA w
stosunku do plazminogenu w zakresie od 1,0 do 47 pM. scu-PA wykazuje
troche wieksza selektywnos¢ dziatania w stosunku do widknika niz tcu-PA,
ale do konca nie jest poznany mechanizm tego dziatania. W wyniku hydrolizy
wigzania Lysias-Lysige w czasteczce u-PA powstaje niskoczgsteczkowa uro-
kinaza. Juz w latach szescédziesigtych XX w. rozpoczeto préby kliniczne
z urokinaza i streptokinaza, a w 1965 r. Fletcher i Alkjaersig wykazali, ze
urokinaza ma taka samg aktywnos¢ i skutecznos¢ trombolityczng u ludzi.

Pierwsze informacje na temat tkankowego aktywatora plazminogenu moz-
na znalez¢ w pracy Rijkena, opublikowanej w 1979 r., w ktérej scharakte-
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ryzowano aktywator otrzymany z komoérek macicy. Dwa lata p6zniej, Rijken
uzyskat tkankowy aktywator plazminogenu z komérek melanoma linii Bowes,
ktore produkujga wylacznie ten typ aktywatora plazminogenu. Umozliwito to
otrzymanie przez Rijken w 1981 r. 2 g czystego tkankowego aktywatora
plazminogenu, a tym samym ustalenie nie tylko budowy tego biatka, ale
takze przeprowadzenie préb klinicznych na bardzo duzej grupie pacjentow,
na podstawie ktérych wykazano olbrzymiag skutecznos¢ tego biatka po za-
stosowaniu w celach trombolitycznych. Czagsteczka t-PA uwolniona do ukta-
du krgzenia krwi, po syntezie w komorkach srodbtonka, zbudowana jest
z jednego tancucha polipeptydowego (sct-PA). Po hydrolizie wigzania Arg278-
le279 przechodzi w czgsteczke zbudowang z dwdch tancuchoéw polipeptydo-
wych powigzanych mostkiem disiarczkowym (tct-PA). Obie formy t-PA akty-
wuja plazminogen bardzo efektywnie, tylko wéwczas gdy sg zwigzane z po-
wierzchnig skrzepu widknikowego. Badania kinetyki aktywacji Glu-plazmi-
nogenu, ktérego stezenie w osoczu krwi wynosi 2 pM, przez t-PA wykazaly,
ze reakcja ta w obecnosci widknika opisana jest stala Km nizszg od 1 pM,
a w nieobecnosci widknika Km jest wieksza od 10 pM. Wydajnos¢ katality-
czna reakcji (Kcat/KM) wzrasta okoto 300-krotnie, wéwczas gdy zachodzi na
powierzchni widknika. Oddzialywanie t-PA z wiéknikiem odbywa sie za po-
Srednictwem domeny typu .finger’ i ,kringle 2”. Przypuszcza sie, ze domena
SJfinger’ odpowiedzialna jest za wstepne wigzanie do widknika, ktdére naste-
pnie ulega wzmocnieniu dzieki oddziatywaniu domeny ,kringle 2” z resztami
lizyny widknika.

Prawdziwe megaproby kliniczne wykonano juz z rekombinowanymi akty-
watorami plazminogenu tacznie na okoto 100 000 chorych, w ktérych po-
rownywano skutecznos¢ dziatania trombolitycznego réznych aktywatoréw po-
dawanych w rézny sposéb chorym po zawale serca. Potwierdzity one wczes-
niejsze obserwacje sugerujace bezposredni zwigzek leczenia trombolitycznego
z obnizeniem Smiertelnosci. Jednoznacznie udokumentowano to w badaniach
angiograficznych wykazujgc rekanalizacje naczjoi po lokalnym wprowadzeniu
aktywatorow plazminogenu w krétkim czasie po ostrym zawale serca.

3.1. Cechy nowych aktywatoréw plazminogenu

W dotychczasowych prébach klinicznych z aktywatorami plazminogenu
uzytymi w celu trombolitycznym wykazano pewne niedoskonatosci tych le-
kéw dlatego w dalszym ciggu poszukuje sie nowych aktywatoréow, ktére by-
tyby bardziej swoiste i nie naruszaly hemostazy. Probuje sie uzyskac¢ akty-
watory, ktére mialyby wieksza skutecznos¢ niz dotychczasowe, tj. powodo-
walyby rekanalizacje u wszystkich, a nie tylko u 75% chorych. Nowe czynniki
maja tez by¢ pozbawione tych cech, ktére powoduja, ze u 6-16% chorych
leczonych trombolitycznie zachodzi reokluzja naczyn, a u 0,5% chorych
krwawienia wewnatrzczaszkowe bedace przyczyna zejs¢ sSmiertelnych.

W dalszym ciagu pracuje sie nad tym, aby nowe czynniki miaty podwyzszo-
ne powinowactwo wigzania do widknika i w ten sposdb aktywowaly plazmi-
nogen znajdujacy sie wylacznie na powierzchni zakrzepu. Zdolnos$¢ wigzania
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z widknikiem nie jest jednakze warunkiem specyficznosei dzialania aktywa-
torow plazminogenu. Wiadomo, ze preferenc}“ne rozpuszczanie zakrzepu bez
hydrolizy fibrynogenu uzyskuje sie rowniez po uzyciu stctfylokinazy, ktéra nie
wigze sie z widknikiem. W tym przypadku, swoisto$¢ dziatania kompleksu
stafylokinciza — plazmina regulowana jest wraizliwoscia tego kompleksu
w stanie rozpuszczonym na inaktywacje przez aZ-antyplazmine. Inaktywacja
nie zachodzi, wéwczas gdy kompleks utworzony jest na powierzchni widknika
co uzewnetrznia sie specyficzng liza zakrzepu i natychmiastowa inaktywacja
kompleksu stajylokinaza - plazmina po jego uwolnieniu do osocza krwi. Po-
dobny mechanizm prawdopodobnie odpowiedzialny jest za swoiste rozpusz-
czanie zakrzepu pod wplywem aktywatoréw plazminogenu pochodzacych ze
Sliny nietoperza. Wykryto tam 4 ro6zne akt}Avatory plazminogenu wykazujgce
do 85% homologii w budowie czgsteczek z tkankow3rm akt3rwatorem plazmi-
nogenu, dwa wysokoczasteczkowe: DSPal i DSPa2 i dwa o0 nizszej masie
czasteczkowej: DSP(3 i DSPy. Wszystkie z nich powodujg swoistg lize zakrzepu,
ale tylko dwa pierwsze maja zdolnos¢ wigzania sie z witoknikiem.

Kolejng cechg, ktorga probuje sie udoskonali¢ jest wydtuzenie okresu pot-
trwania aktywatoréw w uktadzie krgzenia krwi. Aktywatory znikajg w ciagu
kilku minut z ukladu krazenia i w celu zwiekszenia efektywnosci ich dzia-
tania, pozadana jest ich dluzsza obecnos$¢ we krwi po dozylnej iniekc;ji.

W ten sposob uzyskano juz ponad sto réznych czasteczek biatkowych
0 wilasciwosciach zblizonych do tych, ktorymi charakteryzuje sie tkankowy
aktywator plazminogenu lub aktywator podobny do urokinaizy. Otrzymano
1 przetestowano setki zmutowanych czgsteczek t-PA i u-PA, w ktérych w wy-
niku mutacji punktowej usitowano: zmieni¢ wrazliwos¢ na dzialanie enzy-
moéw aktdrwujacych, obnizy¢é powinowactwo wigzania z receptorami komor-
kowymi, odpowiedzialnymi za eliminacje aktywatoréw z krgzenia krwi, a tak-
ze uzyskaé¢ odpornos¢ czasteczek aktiwatoréw na inaktywacje. Otrzymano
tez dziesigtki zmodyfikowanych czasteczek, w ktérych na drodze delecji wy-
eliminowano obecnos¢ poszczegblnych domen w dojrzatym biatku i w ten
sposob réwniez zmieniono wlasciwosci powstatych mutantow. Wprowadzane
zmiany w strukturze czagsteczek biatkowych polegaly réwniez na przytaczeniu
do nich dodatkowych biatek, ktére mialy podwyzszy¢ swoistos¢ dziatania
otrzdrmanego kompleksu. W t3mi celu zastosowano swoiste przeciwciata dla
widknika, ktdre po wycieciu stalych regiondw z mysiej czasteczki 1gG i wpro-
wadzeniu w to miejsce ludzkich sekwencji aminokwasowych skoniugowano
z t-PA oraz u-PA. Otrzymany produkt nie byt immunogenny i w badaniach
klinicznych wykazywat tylko nieznacznie ulepszone wiasciwosci jako czynnik
trombolityczny. Przetestowano réwniez liczne hybrydy utworzone z poszcze-
golnych domen t-PA i u-PA, a takze chimery biatkowe utworzone z plazmi-
nogenu, do ktérego dotgczono poszczegdlne domeny u-PA i t-PA.

Wsréd nowych aktywatoréw plazminogenu, ktére nie sa jeszcze zatwier-
dzone przez PDA, ale przeszly faze badan klinicznych znajdujg sie rn. in.
reteplaza (nieglikozylowany fragment K2P z t-PA) oraz analog KIK2Pu za-
wierajacy reszty Serl-GIn3 i Asp87-Phe274 z t-PA oraz Serl38-Leu4ll
z u-PA).
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Lista nowych aktywatoréw plazminogenu, ktére testowane sa w celach
trombolitycznych ciggle rosnie. Ostatnio duze nadzieje wigze sie ze stalylo-
kinazg, ktéra otrzymana zostala w postaci rekombinowanej, wykazuje ona
swoistos¢ dziatania w stosunku do zakrzepu, a takze charakteryzuje sie ni-
skim kosztem produkciji i jest immunogenna. Prowadzone sa badania nad
identyfikacjg regiondéw szczegoéinie immunogennych i ich inaktywacja.

Ze wzgledu na to, ze wszystkie do tej poiy przebadane aktywatory pla-
zminogenu powoduja u znacznej czesci chorych reokluzje, prowadzone sg
obecnie badania nad opracowaniem czynnika, ktory zapobiegatlby ponowne-
mu powstawaniu zakrzepu.

4. Inhibitory agregacji ptytek

Reokluzja spowodowana jest przez agregaty pltytkowe powstate pod wpty-
wem trombiny, ktéra uwolniona zostata do krwi, po rozpuszczeniu zakrzepu.
Celem kolejnego kierunku badan w tej dziedzinie jest opracowanie swoistego
leku zapobiegajacego agregacji ptytek krwi. W odréznieniu od aspiryny czy
tiklopidyny, ktore blokuja agregacje ptytek wywotang niektérymi tylko ago-
nistami, lek taki powinien skutecznie przeciwdziata¢ agregacji ptytek indu-
kowanej wszystkimi agonistami, w tym réwniez trombing.

4.1. Udziat receptorow Integrynowych w funkcji ptytek krwi

W koncowej fazie agregacji ptytek krwi nastepuje przytaczenie czasteczek
fibrynogenu do aktywnych receptoréw allbps, ktére wystepuja w duzej ilosci
na powierzchni ptytek krwi. Receptory te nie tylko odpowiedzialne sg za
utworzenie kornicowych agregatow, ale takze biorg udziat w adhezji aktywnych
plytek krwi do niektdrych elementéw matriksu zewnatrzkomoérkowego, takich
jak czynnik von Willebranda czy tez fibronektyna.

Receptor allbps zbudowany jest z dwdéch podjednostek, ktdre zmieniajg
konformacje po aktywacji ptytek krwi, tak ze pojawia sie miejsce wigzgce
ligand w postaci kieszeni. Zablokowanie tej kieszeni przez peptydy z sekwen-
cja RGD, analogi peptydowe o budowie przestrzennej i tadunku takim samym
jak RGD, krotkie peptydy pochodzace z jadu zmij zawierajagce sekwencje
RGD, lub przez przeciwciala znosi zdolnos¢ wigzania fibrynogenu przez re-
ceptor. Szczegdlne zainteresowanie ze wzgledu na przypuszczalne wykorzy-
stanie farmakologiczne wzbudzity przeciwciala monoklonalne oraz substan-
cje, ktére nie sa peptydami, a zachowujg wlasciwosci RGD i blokuja agre-
gacje ptytek. Mechanizm blokowania agregacji w obu przypadkach jest ten
sam i polega na wypetnieniu miejsc wigzacych ligand w aktdrwnych czgste-
czkach receptora przez inhibitory i uniemozliwieniu przylgczenia czasteczki
fiborynogenu do ptytek krwi. Ze wzgledu na to, ze kazdy z aktywatorow ptytek
krwi w koncowej fazie aktywacji prowadzi do tej reakcji, oba typy inhibitoréw
sa swoiste dla ptytek krwi i nie naruszaja funkcji innych komoérek. W ba-
daniach klinicznych prowadzonych z przeciwciatlem 7E3, ktore jest swoiste



Aktualne kiemnki biotechnologii lekéw stosowanych w chorobach naczyn 21

dla aktywnego receptora fibrynogenu wykazano, ze podanie tego przeciwciata
chorym po wykonaniu angioplastyki wiericowej w znacznym stopniu zapo-
biega restenozie. Przeciwciatlo to zostalo ,humanizowane” i w takiej postaci
oczekuje zatwierdzenia przez PDA do terapeutycznego stosowemia.

Cechg charakterystyczng tego receptora jest rozpoznawanie bardzo malej
sekwencji utworzonej przez trzy reszty aminokwasowe Arg-Gly-Asp, ktéore
wystepuja we wszystkich biatkach wlE"zacych sie z tym receptorem. Sekwen-
cja RGD znajduje sie zwykle w strukuturze (3 turn typu Il i takie utozenie
przestrzenne jest warunkiem wigzania ligandu biatkowego z receptorem. Mo-
tyw ten rozpoznawany jest rowniez przez inne receptory mtegiynowe.

Na podstawie znanej budowy przestrzennej aktywnej postaci peptydow
z sekwencjg RGD zsyntetyzowano dziesiatki roznych analogéw oraz zwigzkow
symulujacych wiasciwosci strukturalne sekwencji RGD. Charakteryzuja sie
one opornoscig na dzialanie enzyméw oraz powinowactwem wigzania z re-
ceptorem fibrynogenu o kitka rzedow wielkosci wyzszym niz to typowe dla
RGD. Substancje te wyprodukowane przez Mercka z serii MK lub przez La
Roche serii Ro przeszly faze badan klinicznych, przyczynily sie tez do opra-
cowania inhibitoréw, ktére moga by¢ stosowane doustnie.

5. Kontrolowana ekspresja biatek regulujgcych tworzenie
I rozpuszczanie zakrzepu

Od kilku lat usituje sie réwniez modyfikowa¢ homeostaza ukiadu krze-
pniecia krwi i fibrynolizy przez obnizenie ekspresji r6znych bialek reguluja-
cych tempo wykrzepiania lub fibrynolizy. Ze wzgledu na tak istotng funkcje
dla regulacji aktywnosci fibrynolitycznej krwi jaka petni inhibitor akt}Avato-
row plazminogenu PAI-1, biatko to bylo jedng z pieiAvszych tarcz takich
zabiegéw, w ktoérych wykorzystywano swoiste oligonukleotydy antysensowe.
Takie podejscie prawie réwnoczesnie opisane zostalo przez nasz zespot oraz
grupe prof. W.J. Steca z Centrum Badan Molekularnych i Makromolekular-
nych PAN w todzi.

Inhibitor PAI-1 ma kilka wiasciwosci predestynujacych go do roli, ktdéra
peini podczas fibrynolizy; (a) normalnie wystepuje w bardzo niewielkich ilo-
Sciach we krwi, ale pod wplywem wielu substancji nastepuje znaczne pod-
wyzszenie ekspresiji tego biatka; (b) PAI-1 wystepuje we kiAvi w kilku posta-
ciach. Bezposrednio po uwolnieniu czagsteczka PAI-1 jest aktywnym inhibi-
torem aktywatoréw plazminogenu i charakteryzuje sie bardzo niestabilng
termodynamicznie strukturg. Tylko w tej formie moze tworzy¢ nieodwracalnie
kompleksy z aktywatorami plazminogenu i tym samym je inaktywowac. Dy-
socjacja takich komplekséw jest mozliwa jedynie w warunkach denaturujg-
cych, np. w roztworach detergentéw lub mocznika i guanidyny. Po dysocjacji
kompleksu, czgsteczka PAI-1 ma zwykle rozszczepione wigzanie peptydowe
w centrum reaktywnym, jest pozbawiona aktywnosci i przyjmuje najbardziej
stabilng termodynamicznie konformacje. Hydroliza pojedynczego wigzania

biotechnologia 3 (34) '96



22 Czestaw S. Ciemiewski, Marta Stasiak

W obrebie centrum reaktywnego zachodzi takze w obecnosci trombiny i biat-
ka C. Czasteczki PAI-1 po syntezie jesli pozostajga w komérce to wystepuja
w formie aktywnej. Oprocz proteaz, PAI-1 wigze sie rowniez z widknikiem,
heparyng i witronektyng. Ponad 90% nowo syntetyzowanych czgsteczek
uwolnionych zostaje na zewnatrz i jesli nie napotkajg aktywatoréw plazmi-
nogenu, witronektyny lub okreslonych skiladnikéw zewnagtrzkomoérkowego
matriksu, w bardzo krétkim czasie przechodzg w forme utajong, ktéra jest
bardziej stabilna od formy aktywnej, ale mniej od czasteczki z rozszczepio-
nym wigzaniem peptydowym Arg346-Met347. Kompleksy PAI-1 z witronektyng
fatwo dysocjuja w obecnosci aktywatoréw plazminogenu i uwolniony PAI-1
natychmiast inaktywuje aktywatory plazminogenu. Wiadomo réwniez, ze wi-
tronektyna stabilizuje aktywnos¢ PAI-1 oraz zmienia specyficznos¢ dziatania.
Tylko w kompleksie z witronektyng moze inaktywowac¢ trombine i jego re-
aktywnos¢ w stosunku do trombiny wzrasta okoto 200-krotnie. Forma uta-
jona PAI-1 moze by¢ reaktywowana w obecnosci detergentéw, a takze po
adsorpcji na ujemnie natadowanych powierzchniach, np. pecherzykéw fosfo-
lipidowych.

W naszych badaniach wykorzystaliSmy cata serie oligonukleotyddéw anty-
sensowych, reagujgcych z m-RNA PAI-1, wsrdod ktorych wykryliSmy fragment
szczegOllnie aktywny w hamowaniu syntezy i uwalnianiu PAI-1 z komdrek
srodblonka ludzkiego. Poddawane one byly nastepnie najrézniejszym mody-
fikacjom chemicznym, tak aby zwiekszy¢ ich odpornos¢ na dzialanie nukleaz
oraz ulepszy¢ transport przez btone komodrkowa. W ten sposéb uzyskaliSmy
analog oligonukleotydu, ktéry byt aktywny nie tylko w hodowli komérek
Sréodblonka, ale takze in vivo po iniekcji dozylnej szczurom.

Current trends in biotechnology of drugs applied in cardiovascular diseases
— recombinant proteins, peptide analogues and antisense oligonucleo-
tides

Su mmary

This lecture consists of three parts, the first one gives a summary of mechanisms regulating
hemostasis and fibrinolysis, the second — discusses potential target molecules for therapeutic
intervention, and the third one describes recent studies on selective inhibition of certain path-
ophysiological processes by molecules designed to prevent cardiovascular problems. Thus, a
critical review of current trends in biotechnology of drugs which recently have been designed
and tested to improve survival of patients with different cardiovascular diseases is provided.
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