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W ostatnich latach istotnym obszarem zastosowania fibryny stata sie inzynieria tkankowa, w ktorej wykorzystuje sie
naturalne wlasciwosci biostatyczne i bioaktywne fibryny, a takze mozliwos¢ putapkowania i wigzania w jej strukturze
czynnikéw wzrostu. Fibryna jest najczesciej stosowana w postaci zeli i dyskow. Jednak kazda posta¢ wskutek
pochtaniania wody docelowo przyjmuje postac zelu. Biatko to w warunkach in vivo spetnia role rusztowania dla komoérek,
a takze moze by¢ aplikowane w miejsca trudno dostepne — moze wypetnia¢ ubytki tkanek i podtrzymywaé tkanki
okalajace, zapobiegajac ich zapadaniu sie. Ponadto fibryna hamuje krwawienie i inicjuje proces odnowy, jak rowniez
petni role stymulatora wzrostu komoérek. Przez modyfikacje struktury fibryny czasteczkami adhezyjnymi, mozna
przyspieszy¢ odbudowe prawidtowej struktury tkanek. Jej wlasciwosci strukturalne moga by¢ takze wykorzystywane
jako rezerwuar czynnikdw wzrostu i system ich przedtuzonego uwalniania. Fibryna jest materiatem biodegradowalnym,
umozliwiajgc skorelowanie ubytku matrycy fibrynowej z odbudowg tkanek witasnych pacjenta. Wprowadzenie metod
druku 3D i elektroprzedzenia umozliwia formulacje dopasowanych do uszkodzen ksztaltek oraz witéknin bez utraty
bioaktywnych funkcji fibryny. Metody te umozliwiajg takze poprawe wiasciwosci mechanicznych przez otrzymywanie
m.in. wiéknin fibryny z innymi polimerami, co jest szczegdlnie uzasadnione w przypadku materialow stosowanych
w odbudowie takich struktur jak sciegna czy kosci. Biotechnologiczna synteza fibrynogenu moze w przysziosci
uniezalezni¢ pozyskiwanie go z krwi i zwiekszy¢ popularnos¢ wyrobéw medycznych otrzymywanych z fibryny.

fibryna * regeneracja tkanek * inzynieria tkankowa ¢ czynniki wzrostu
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In the last years, bioactive and biostatic activities of fibrin and the ability to entrapping and binding growth factors play
a significant role in tissue engineering. Fibrin is most commonly applied in forms of gels and discs. Finally, every form
of fibrin becomes gel as a result of water uptake. /n vivo fibrin acts as a cell scaffold and can be applied as the gel in
hardly accessible areas, filling damaged tissues and supporting surrounding tissues. Moreover, fibrin stops bleeding,
initiates tissue repair processes, and plays the role of a cell stimulator agent. The modification of fibrin structure with
adhesive molecules accelerates the reconstruction of the normal tissue. Structural properties of fibrin also make it pos-
sible to use it as a reservoir of growth factors and a controlled growth factor release system. The biodegradability of fi-
brin also allows for correlation of the matrices degradation with tissue reconstruction. Fibrin processing by 3D printing
and electrospinning methods makes it possible to produce tailored to the injury pieces and nonwovens without losing
fibrin bioactive properties. These methods could be used for the improvement of the mechanical properties of fibrin
by the formulation of nonwovens with other polymers. These durable materials are especially important for the proper
healing of such structures as bone and tendons. In the future, the biotechnological methods of fibrinogen synthesis
may make it independent from blood source and increase the popularity of fibrin-based medical devices.

fibrin * tissue regeneration ¢ tissue engineering * growth factors
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Jednym z czesciej stosowanych w inzynierii tkankowej biatek
fibrylarnych jest fibryna powstajgca z fibrynogenu (FBN)
pod wptywem trombiny (TRB) [1, 6]. FBN w postaci proszku
stosowano w tamowaniu krwawienia ran zewnetrznych skéry
i zebodotéw poekstrakcyjnych [83]. Zyskat on szczegdlne
znaczenie podczas drugiej wojny Swiatowej w hamowaniu
krwawienia [24]. Nastepnym krokiem byto wykorzystanie
FBN w tamowaniu krwawien wewnetrznych [31], czy tez
w terapii zastepczej niedoboru FBN [63].

Obecnie w celach terapeutycznych nie stosuje sie
wiasciwie samego FBN, tylko fibryne otrzymang z FBN
i TRB. Proces polimeryzacji fibryny jest zoptymalizowany do
warunkéw in vitro [51, 76].

Szerokie wykorzystywanie fibryny w inzynierii tkankowej
wynika z jej naturalnych wifasciwosci biostatycznych
(tworzenie tréjwymiarowego rusztowania dla komoérek,
podtrzymywanie  tkanek) i bioaktywnych (indukcja
angiogenezy, indukcja syntezy sktadnikbw macierzy
zewnatrzkomérkowej (ECM) i cytokin, nasilenie migracji
leukocytow i proliferacji komodrek). Istotnym atutem
wykorzystania tego biatka jako podtoza jest biozgodnosé
fibryny i jej produktdw biodegradacji. Ponadto fibryna
umozliwia wypetnianie ubytkéw w tkankach i narzgdach,
ich spajanie i uszczelnianie, inkorporacje i putapkowanie
czynnikow wzrostu oraz substancji leczniczych. Co wiecej,
modyfikacja struktury stwarza mozliwosci kontrolowania
degradacji, a tym samym wptyw na czas uwalniania
substancji leczniczych i makromolekut [12, 27, 48, 53, 57, 67,
77].

Wtasciwos$ci fizykochemiczne i reologiczne
umozliwiajg formulacje réznych postaci fibryny (skafoldow,
ksztattek) w temperaturze ciata cztowieka, bez udziatu

rozpuszczalnikdw organicznych i cytotoksycznych inicjatoréw
polimeryzacji [51, 92].

Otrzymywanie fibryny

Otrzymywanie fibryny in vitro dla potrzeb inzynierii
tkankowej, opiera sie na znanych procesach biochemicznych
zachodzacych in vivo podczas gojenia sie ran, polegajgcych
na enzymatycznej transformacji rozpuszczalnych
monomerow FBN (ryc. 1) do nierozpuszczalnej sieci fibryny.
Zaréwno in vivo jak i in vitro fibryna powstaje wedtug tego
samego mechanizmu.

Fibryna otrzymywana jest w wyniku wieloetapowej reakcji
polimeryzacji FBN, ulegajgcego aktywacji pod wptywem
hydrolitycznej aktywnosci TRB (ryc. 2) [59]. Pierwszym
etapem powstawania sieci fibrynowej jest uwolnienie
fibrynopeptydéw A i B (fbpA i fbpB; ryc. 2 — | etap) pod
wptywem TRB, rezultatem czego jest odstoniecie weztow
AiB[92].

W kolejnym etapie nastepuje polimeryzacja
aktywowanych czgsteczek FBN do liniowych protofibryli
w  wyniku oddziatywan miedzy dotkami a i b oraz
odstonietymi weztami A i B (ryc. 2 — |l etap) [92].

Nastepnie uwolnieniu ulegajg domeny aC, ktére
przez wzajemng komplementarnos$¢ sieciujg powstajace
protofibryle (ryc. 2 — Il i IV etap) [26].

W ostatnim, najwolniejszym etapie polimeryzacji fibryny,
nadawana jest ostateczna wytrzymatos$¢ formujgcej sie sieci
fiborynowej. TRB wraz z jonami wapnia aktywuje czynnik
Xl kaskady krzepniecia krwi do aktywnej formy (FXllla),
ktéra wykazuje aktywno$¢ transglutaminazy w stosunku
do okreslonego fragmentu peptydowego (NQEQVSPL),
obecnego w niciach a iy fibryny (ryc. 1) [52]. Umozliwia to
tworzenie potgczen pomiedzy tancuchami FBN (a-a; a-y;
Y-Y) Z przewagg wigzan tancuchéw y-y (ryc. 2 — V etap) [52].

Ryc. 1. Schemat budowy FBN: a i b — dotki w domenie D fibrynogenu; Ai B — wezty w domenie E fibrynogenu; D — domena dystalna fibryno-
genu; E — domena centralna fibrynogenu; fbpA i fbpB — fibrynopeptydy Ai B; a, B, y — helisy tagczace domeny E i D fibrynogenu oznaczone
liniami falowanymi; aC — domena aC fibrynogenu
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Prowadzenie procesu in vitro pozwala dodatkowo na
regulacje wtasciwosci strukturalnych i biochemicznych biatka
[17, 67, 85]. W przypadku fibryny stopieh usieciowania moze
by¢ regulowany przez zmiane stezenia FBN i TRB. Wzrost
stezenia jednego lub obu tych czynnikéw powoduje wzrost
gestosci sieci fibrynowej. Na jej zageszczenie wptywa takze
wzrost stezenia fibronektyny, jednak w znacznie mniejszym
stopniu [65].
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Metody izolacji fibrynogenu

Do celéw technologicznych fibryna otrzymywana jest z FBN
pochodzenia zaréwno autologicznego jak i allogenicznego
[76]. Osocze autologiczne jest obecnie wykorzystywane do
izolacji FBN na matg skale [98], natomiast gtéwnym zrédtem
komercyjnym FBN jest ludzkie osocze pochodzace od
jednego lub wielu dawcow [18]. Jednak, ze wzgledu na ryzyko
transmisji choréb wirusowych, w przypadku tego materiatu
prowadzone sg rutynowo badania w kierunku obecnosci

Ny

| etap
hydroliza FBN przez TRB

Il etap
pelimeryzacja protofibryli

Il etap

uwolnienie domen aC

IV etap

sieciowanie protofbryli

V etap

tworzenie wigzan przez FXllla

Ryc. 2. Etapy polimeryzacji czasteczek FBN do struktury fibryny: | — hydroliza fbpA i fbpB; Il — polimeryzacja monomeréw FBN do protofibryli
za pomoca oddziatywan weziéw A i B FBN odpowiednio z dotkami a lub b FBN; Il — uwolnienie domen aC FBN; IV — sieciowanie powstatych
protofibryli z udziatem domen aC FBN; V — tworzenie dodatkowych wigzan pomiedzy usieciowanymi protofibrylami z udziatem FXllla.
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wiruséw (HBV, HIV i parwowirusa B19) oraz prionéw
(choroba Creutzfeldta-Jakoba) [34, 39, 43]. Bezwzglednie
unika sie juz stosowania FBN ksenogenicznego ze wzgledu
na ryzyko odpowiedzi immunologicznej [33, 79].

Najprostszg i najczesciej wykorzystywang komercyjnie
metodg izolacji FBN jest krioprecypitacja. Pozostate metody,
wymagajgce uzycia siarczanu amonu, poli(tlenku etylenu)
(PEG), etanolu oraz chromatografii powinowactwa, majg
marginalne znaczenie komercyjne i sg stosowane do izolacji
FBN na mniejszg skale. Wskazane metody pozwalajg na
uzyskanie réznego stopnia czystos$ci produktu (42-92%)
w postaci roztworu [18, 76].

Zaproponowano réwniez w petni funkcjonalny model
komdrkowy umozliwiajgcy otrzymanie rekombinowanego
FBN w wysokich stezeniach. Obecnie nie ma on jednak
wiekszego znaczenia komercyjnego [36].

Postaci fibryny w inzynierii tkankowej

W inzynierii tkankowej najczesciej proponowanymi
postaciami fibryny sg zele, dyski, filmy i maty [40, 96,
102, 103]. Nalezy podkresli¢, ze zele przygotowywane sg
w wiekszosci ex tempore, natomiast pozostate postacie stajg
sie zelem na skutek pochtaniania wody juz po wprowadzeniu
do organizmu. Nazwy handlowe fibryny zarejestrowanej jako
wyréb medyczny, czesto zawierajg sposob zastosowania
zelu (klej, uszczelniacz, hemostat) [33, 87].

Zele, dyski, filmy i maty sg uzyskiwane réznymi
metodami, wszystkie jednak zapewniajg efektywne
mieszanie FBN i TRB. Istotne jest, ze sposdb fgczenia
poszczegodlnych sktadnikéw nie wptywa na strukture fibryny.
W otrzymywaniu z niej wyrobéw medycznych unika sie
natomiast podwyzszonych temperatur (powyzej 100°C)
i rozpuszczalnikéw organicznych [84, 92, 94].

Najprostszym sposobem otrzymywania zelu fibrynowego
jest mieszanie roztworéw FBN i TRB na folii aluminiowej.
Natomiast do bardziej popularnych metod nalezg systemy
dwustrzykawkowe, zawierajgce osobno roztwory FBN i TRB.
Stezenia obu sktadnikéw sg zoptymalizowane w taki sposaéb,
aby fibryna tworzyta sie na wyjsciu igty dozujacej [95, 96,
103].

Posta¢ dyskéw i filmow otrzymuje sie przez wylanie
z zelu fibryny do odpowiednich form. W przypadku
dyskoéw najczesciej sg to ptytki wielodotkowe do hodowli
komérkowych lub formy silikonowe [40, 73, 74, 104].
Natomiast maty fibrynowe w postaci widknin uzyskuje sie
metodg elektroprzedzenia z wykorzystaniem systeméw
dwustrzykawkowych [5, 80, 96].

Istotnym rozwigzaniem jest zastosowanie druku 3D
w otrzymywaniu fibryny. Metoda opiera sie na stosowaniu
tuszu FBN w roztworze TRB i vice versa, jak rowniez na
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inkubacji wydrukowanej matrycy FBN w roztworze TRB.
Sposéb ten pozwala na otrzymanie fibryny w dowolnym
ksztatcie [16, 35, 99, 100].

Poszczegolne postacie majg rozne zastosowanie
terapeutyczne. Posta¢ zelu umozliwia matoinwazyjng
aplikacje fibryny do trudno dostepnych miejsc w takich
tkankach jak: nerwowa, kostna, chrzestna i miesniowa serca.
Naprawa uszkodzonych tkanek jest wspomagana komorkami
i adekwatnymi czynnikami wzrostu wprowadzonymi do zelu
[12, 40, 71, 81, 95, 97, 103].

Dyski  fiborynowe sg statg postacig fibryny,
wykorzystywang gtoéwnie jako rusztowanie komodrkowe,
uwalniajgce czynniki wzrostu w terapii uszkodzen kostnych
[71, 73, 74, 98, 104].

Filmy fibrynowe sg stosowane w formie tat w zabiegach
naprawczych ubytkéw sercowo-naczyniowych [90], a takze
jako substytuty skoéry [37, 101].

Maty fibrynowe otrzymane metodg elektroprzedzenia,
majg bardziej optymalng strukture wewnetrzng przy
tworzeniu podtozy tréjwymiarowych wykorzystywanych
w zabiegach naprawczych skéry. Stosowane sg réwniez jako
opatrunki w gojeniu ran i jako materiat hemostatyczny [5, 80,
96].

Wiasciwosci biostatyczne i bioaktywne rusztowan
fibrynowych

Wtasciwosci fibryny zapewniajg wiele korzysci wynikajgcych
z jej aktywnosci biostatycznej i bioaktywnej. Dzieki temu
fiboryna in vivo oprocz roli rusztowania komorkowego
aktywnie wptywa na proliferacje komorek.

Fibryna posiada cenne witasciwosci w spetnianiu
roli podtoza w inzynierii tkankowej. Z jednej strony nie
jest wystarczajgco wytrzymata do przenoszenia duzych
obcigzen, ale z drugiej strony wtasciwosci elastyczne dajg
mozliwos¢ do rozciggniecia fibryny do ponad 2-krotnosci
poczatkowej dtugosci. Polepszenie wytrzymatosci osiggane
jest przez tgczenie fibryny z innymi materiatami, takimi jak:
nanowtdkna weglowe, chitozan, polikaprolakton, polilaktyd,
poliglikolid, poli(laktyd-ko-glikolid) (PLGA) i PEG [3, 9, 47, 49,
78, 89].

Matryce fibrynowe posiadajg trojwymiarowg strukture
wewnetrzng, zapewniajgcg optymalne warunki do wzrostu
réznych komérek, w tym dla fibroblastéw, chondrocytéw czy
tez komorek nerwowych [56, 95, 97, 104].

Fibryna jako naturalny stymulator naprawy uszkodzonej
tkanki  stanowi rowniez odpowiedni dodatek do
biomimetycznych rusztowan opartych na: elastynie, fibroinie,
heparynie, keratynie, kolagenie i kwasie hialuronowym [14,
42, 51, 64, 66]. Wskazane rusztowania lepiej nasladujg
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strukture ECM, poprawiajgc szybkos¢ odnowy uszkodzenh
[66].

Klinicznie wykorzystanie fibryny skraca czas operacji
oraz zmniejsza intensywnos¢ stanu zapalnego [8, 21,
46]. Ze wzgledu na swoje witasciwosci fibryna znalazia
bardzo szerokie zastosowanie terapeutyczne w wielu
specjalnosciach zabiegowych, m.in. jako uszczelniacz
ran, klej tkankowy i rusztowanie komoérkowe [22, 53, 54,
79]. Fibryna skutecznie zastepuje réwniez klasyczne
szwy chirurgiczne podczas operacji gatki ocznej, rdzenia
kregowego lub przepukliny [21, 46].

Wiasciwosci bioaktywne fibryny umozliwiajg
optymalizacje leczenia uszkodzen tkanek w istotny sposob.
W strukturze fibryny wystepuja miejsca wigzgce integryny,
fibronektyne, fibuline i czynnik von Willebranda. Sg to biatka
kluczowe w przebiegu naprawy tkanek. Ta wielosktadnikowa
struktura imituje ECM i zwieksza adhezyjno$¢ komorek [32,
50, 93]. Ponadto domena wigzgca heparyne (HBD) w FBN
pozwala na wigzanie czynnikow wzrostu z nastepujgcych
rodzin:

e czynnikdw wzrostu $rodbtonka naczyn (VEGF)
(VEGF-B), do ktérej nalezg ptytkowe (PDGF)
(PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-DD) oraz tozyskowe
czynniki wzrostu (PIGF) (PIGF-2 i PIGF-3),

*  czynnikow wzrostu fibroblastow (FGF) (FGF-2, FGF-
5iFGF-7),

* czynnikbw wzrostu guzéw B (TGF-B) (TGF-B1,
TGF-B2, BMP-2, heterodimer BMP-2/7),

*  neurotropin (NT) (NT-3, BDNF) oraz

* biatek wigzacych insulinopodobne czynniki wzrostu
(IGFBP) (IGFBP-5) [55].

Fibryna petni przez to funkcje rezerwuaru wielu czynnikéw
wzrostu, wielokierunkowo przyspieszajgc naprawe tkanek
m.in. przez nasilenie angiogenezy, hamowanie nekrozy
wynikajgcej z niedokrwienia, nasilenia wzrostu komorek
nerwowych oraz przebudowy i odnowy witasciwej struktury
tkanek [20, 56, 57, 81].

W pierwszym etapie polimeryzacji fibryny oddzieleniu
ulegajg fbpA i fopB pod wptywem TRB (ryc. 2). Oba skfadniki
pozostajg jednak w materiale polimerowym i odgrywajg
wazng role w naprawie tkanek. Fibrynopeptydy wykazujg
wiasciwosci  chemotaktyczne wzgledem fibroblastéw,
leukocytow, neutrofili i monocytow oraz witasciwosci
proangiogeniczne i proproliferacyjne, przyspieszajac
odnowe uszkodzonej tkanki [28, 44, 68, 75]. TRB aktywuje
szlaki mitogenne fibroblastéw, komodrek endotelialnych
i miesni naczyn krwiono$nych. Uzupetnienie hodowli
komoérkowej o TRB moze w znacznym stopniu wptyng¢ na
przyspieszenie proliferacji komérek [25, 29].

Stopniowa  degradacja rusztowania fibrynowego
stymuluje  etapowg naprawe tkanek gospodarza.
Produkty fibrynolizy aktywujg bowiem szlaki komdrkowe

odpowiedzialne za pobudzenie angiogenezy i synteze
sktadnikow ECM, migracje leukocytow i wydzielanie cytokin,
co prowadzi do uzyskania petnowartosciowej struktury
tkankowej [15, 38, 69, 77, 82]. W przypadku zbyt szybkiej
degradacji proces ten mozna spowolni¢ przez inkorporacje
jonéw wapnia lub swoistych inhibitoréw fibrynolizy, tj.
aprotyniny, kwasu ¢-aminokapronowego oraz kwasu
traneksamowego do FBN lub TRB [11, 88, 91].

Sposoby inkorporacji czynnikéw wzrostu
i enzymow do sieci fibrynowej

Wtasciwosci fibryny pozwalajg na inkorporacje czynnikow
wzrostu, umozliwiajgc ich przedtuzone i kontrolowane
uwalnianie. Wydtuzenie ekspozycji komoérek na czynniki
wzrostu zwieksza efektywnos$c¢ ich bioaktywnego wptywu na
procesy naprawcze tkanek. Inkorporacje czynnikéw wzrostu
do fibryny mozna osiggng¢ réoznymi metodami tj.:

*  metodg putapkowania w strukturze albo

* metodami wigzania niekowalencyjnego (nietrwate) lub

*  kowalencyjnego (trwate) [57, 61, 70].

Najprostszg metodg inkorporacji czynnikéw wzrostu do
matrycy fibrynowej jest ich putapkowanie, nastepujace
w czasie sieciowania sktadnikoéw fibryny, zawierajgcych
czynniki wzrostu (ryc. 3 — 1). Nie zapewnia to jednak petnej
kontroli nad ich uwalnianiem, poniewaz czynniki wzrostu
uwalniane sg przez dyfuzje w stosunkowo krétkim czasie
[45, 97]. Zjawisko putapkowania i braku petnej kontroli nad
tym procesem obserwowane jest rowniez w przypadku
innych biatek m.in. kolagenu [86].

Do zwigkszenia kontroli nad przedtuzonym uwalnianiem
czynnikdbw wzrostu, stosuje sie fibryne, z ktérg czynniki
wzrostu sg zwigzane za pomoca tgcznikow, ktore to tgcza sie
z fibryng wigzaniami niekowalencyjnymi lub kowalencyjnymi.

Metody niekowalencyjne wigzania czynnikbw sg
znacznie mniej popularne i rzadziej wykorzystywane ze
wzgledu na to, iz sg mniej trwate niz kowalencyjne i szybciej
uwalniajg wprowadzony do matrycy czynnik. Nalezy do nich
zastosowanie:

*  D-fenyloalanylo-prolylo-arginylo-ketonu

chlorometylowego (PPACK) (ryc. 3 — 1),

* domeny Kringle 4 oraz

« DNAJ58, 61, 104].

Niekowalencyjne wigzanie czynnikbw wzrostu mozna
osiggnac przez ich zwigzanie z PPACK (ryc. 3 — II) lub
domeng Kringle 4, majgcymi wysokie powinowactwo
odpowiednio do TRB lub do plazminogenu i protrombiny,
tworzgcymi elementy sieci fibrynowej [58, 104]. Przyktadowo
zwigzanie domeny Kringle 4 z FGF-2 przedtuza jego
uwalnianie do 5 dni [58, 104].
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Réznoimienne tadunki DNA i fibryny sg
natomiast odpowiedzialne za powstanie oddziatywan
elektrostatycznych.  Zjawisko to  wykorzystano do
niekowalencyjnego zwigzania plazmidu kodujgcego I[L-10
i wydtuzenia jego uwalniania in vitro [58].

Czesciej stosowanymi metodami wigzania czynnikéw
wzrostu do fibryny sg metody kowalencyjne, do ktérych
nalezy wykorzystanie:

*  1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)

(EDC) (ryc. 3 —lll) oraz
* peptydu specyficznego dla FXllla (NQEQVSPL)
(ryc. 3—1V) [61, 95, 97].
EDC jest znanym aktywatorem grup karboksylowych,
warunkujgc tworzenie nowych wigzan aminowych pomiedzy
dwoma aminami pierwszorzedowymi. Tym sposobem
czynnik wzrostu mozna zwigzaé do fibryny bezposrednio lub
przez odpowiednie biatko, majgce powinowactwo do fibryny
np. fibronektyne (ryc. 3 —III) [61].
Inng metodg pozwalajgcg na kowalencyjne zwigzanie
czynnika wzrostu polega na dodaniu do niego ogona
aminokwasowego o sekwencji NQEQVSPL, ktory
ulega sieciowaniu pod wptywem FXllla z identycznymi
sekwencjami wystepujgcymi naturalnie w fibrynie (ryc. 3 — IV
i ryc. 4 — 1). Pozniejsze uwalnianie czynnikéw wzrostu jest
zwigzane z degradacjg matrycy fibrynowej [70].

karbodiimidu

Czynnik
wzrostu

Ogon aminokwasowy NQEQVSPL jest podstawg do
opracowania bardziej ztozonych metod kowalencyjnego
tgczenia czynnikdw wzrostu z fibryng (ryc. 4). Jedng z nich
jest koniugacja ogona NQEQVSPL z HBD, ktéra umozliwia
wprowadzenie do struktury fibryny czynnika wzrostu lub
heparyny zwigzanej z tym czynnikiem (ryc. 4 — 11 lll) [12, 95,
97]. Modyfikacja proporcji: NQEQVSPL-HBD : heparyna :
czynnik wzrostu, zapewnia regulacje szybkosci uwalniania
czynnikbw wzrostu [45, 95, 97]. Uwalnianie czynnikow
wzrostu, zwigzanych w przedstawiony sposob zachodzi na
zasadzie dyfuzji, jednak liczba wolnych czynnikéw wzrostu
jest limitowana przez oddziatywania heparyny z fibryna [97].

Konstrukt NQEQVSPL-LIKMKP-czynnik wzrostu jest
innym rozwigzaniem pozwalajgcym na tgczenie czynnika
wzrostu z fibryng. Sekwencja aminokwasowa LIKMKP
jest miejscem specyficznym dla dziatania plazminy, ktérej
dziatanie tym samym reguluje uwalnianie czynnikéw wzrostu.
W ten sposob uwalnianie czynnikéw jest skorelowane
z degradacjg fibryny przez plazmine (ryc. 4 — IV) [4, 73].

Innym sposobem jest wykorzystanie bifunkcjonalnych
czasteczek PEG do wigzania czynnikdbw wzrostu w sieci
fibrynowej. Metoda ta opiera sie na kowalencyjnym zwigzaniu
zarowno fibryny, jak i czynnika wzrostu do zmodyfikowanego
PEG. Uwalnianie zwigzanych w ten sposob czynnikdéw
wzrostu jest uzaleznione od degradac;i fibryny [19, 103].
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Ryc. 3. Przyktady sposobéw inkorporacji czynnikéw wzrostu do fibryny: | — putapkowanie w matrycy fibrynowej; Il — wigzanie z udziatem
PPACK; Ill — wigzanie z udziatem EDC; IV — sieciowanie z udziatem FXllla.
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Ryc. 4. Sposoby wigzania czynnikow wzrostu do fibryny z wykorzystaniem ogona NQEQVSPL: | — bezposrednio przez ogon NQEQVSPL; Il
— przez HBD zwigzang do fibryny ogonem NQEQVSPL; Il — przez heparyne zwigzang do HBD, ktéra jest zwigzana jak w II; IV — przez ogon

LIKMPK-NQEQVSPL.

HBD — domena wigzaca heparyne; NQEQVSPL — peptyd specyficzny dla FXllla, LIKMKP — sekwencja specyficzna hydrolizowana przez

plazmine

Regeneracja tkanek z uzyciem zelu fibrynowego

Dane literaturowe informujg gtéwnie o proponowanych
rozwigzaniach terapeutycznych fibryny oraz w mniejszym
stopniu o rozwigzaniach komercyjnych i eksperymentach
medycznych w rekonstrukcji tkanki kostnej, nerwowej oraz
miesni poprzecznie prgzkowanych [37, 101, 102] (tabela
1). WSréd najczesciej wykorzystanych czynnikéw wzrostu
najliczniej wystepuje biatko morfogenetyczne kosci (BMP-2),
kwasny czynnik wzrostu fibroblastéow (FGF-1), podstawowy
czynnik wzrostu fibroblastow (FGF-2), neurotropina 3 (NT-3)
i czynnik wzrostu nerwéw B (BNGF) [37, 101, 102].

Jednym z terapeutycznych zastosowan fibryny
jest naprawa uszkodzen kostnych przez dostarczenie
putapkowanego BMP-2 lub BMP-2 2z dotgczonym
ogonem LIKMPK-NQEQVSPL, réwniez w postaciach
nieglikozylowanych  (ngIBMP-2) i  rekombinowanych
(rhBMP-2) oraz znacznie rzadziej VEGF i parathormonu.
Najczesciej fibryne w rekonstrukcji tej tkanki wykorzystuje
sie w postaciach dyskéw i zelu. Wynika to z prostego

sposobu aplikacji oraz mozliwosci tatwego dopasowania tej
formy do uszkodzen [40, 56, 73, 105].

W terapii uszkodzen tkanki nerwowej najbardziej
popularnymi  czynnikami  wzrostu dostarczanymi za
pomoca fibryny jest aFGF, NT-3 oraz BNGF w formie
rekombinowanej (rhBNGF). Do zwiekszenia skutecznosci
terapeutycznej fibryny zastosowano réwniez odpowiednie
peptydy zwiekszajgce adhezje i proliferacje komorek [72].

W przypadku terapii miesni poprzecznie prgzkowanych
wykorzystano zrebowy czynnik wzrostu 1 (SDF-1) [102].

Dodatkowe wzmocnienie efektow terapeutycznych
jest osiggane przez kontrole czasu uwalniania czynnikéw
wzrostu, z ktérych najpopularniejsze to wykorzystanie HBD
oraz ogona NQEQVSPL [10, 45, 81, 95, 97].

Perspektywy dla zastosowania fibryny
w inzynierii tkankowej

Fibryna spetnia wiele kryteriow stawianych przed
biomateriatami wykorzystywanymi w inzynierii tkankowe;.
Wspétczesna wiedza umozliwia kontrolowanie reakcji
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Tabela 1. Przyktady wykorzystania fibryny jako nosnika czynnikéw wzrostu i komoérek w inzynierii tkankowej z uwzglednieniem efektow tera-
peutycznych i modeli badawczych

£ Czynnik wzrostu; E Posta¢; Model badawcz
£ ynnik w2 ; N rozmiarlilo$é Efekt terapeutyczny oA Y Zrédio
X llo$¢é o " in vivo
= N fibryny
BMP-2; < Zel; Powstanie skupiska kosci beleczkowej o wielkosci msiczzur);gj;ﬁgie 105
2 ug/100 i fibryny 300 ul 135 + 27 pl po 12 tygodniach. yszy poz (109]
grasicy
VEGF: Zel z mikroczgstkami Rewaskularyzacja i naprawa uszkodzen kosci po Ps
' x PLGA z VEGF; 12 tygodniach. Wzrost ilosci nowej tkanki kostnej y [103]
600 pg/30 mg PLGA . Beagle
2ml po 8 tygodniach.
nglBMP-2;
1-20 pg/defekt, Dysk; Naprawa uszkodzenia sklepienia czaszki Szczury
BMP-2; 8 mm po 3 tygodniach. Sprague-Dawley
1 pg/defekt x (73]
nglIBMP-2; Zel Powstanie tkanki kostnej w nadgarstku Ps
10-40 pg/kg m.c. po 12 tygodniach. Y
Powstanie tkanki kostnej i wzrost zawarto$ci wap-
FGF-2: Zel: nia we wszczepie pogskornym fatdu g’)r.zbletoyve'go. Szczury
x Neowaskularyzacja, wzrost gestosci arterioli . [56]
© 1 pg/defekt 100 pl . - R . ) . Levis
< i ekspresji genéw osteogenicznych w implancie po
2 12 tygodniach.
¥4
BMP-2; r Dysk; Naprawa uszkodzen sklepienia czaszki Kroliki
5, 15 pg/ml fibryny % 8 mm po 4 tygodniach. New Zealand
>
3
BMP-2; €] Dysk; Naprawa uszkodzen sklepienia czaszki Szczury [74]
1 pg/defekt i 8 mm po 3 tygodniach. Sprague-Dawley
o
2 2
BMP-2; § Zel; Powstanie tkanki kostnej w stawie nadgarstkowym Ps
600 pg/ml fibryny 0.5-1 ml po 20 tygodniach. Y
rhBMP-2; < Dysk; Naprawa uszkodzen sklepienia czaszki Kroliki 40
15 pg/defekt 6 mm, 100 pl objetosci po 4 tygodniach. New Zealand (401
-
)
Parathormon; > Zel; Powstanie tkanki kostnej w szyjce i nasadzie kosci Owce 4
1 mg/ml fibryny 8 500 pl udowej i ramiennej po 8 tygodniach. (4
g
z
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© 4
X i . ‘e An .
H] Czynnik v'v’zrostu, h] . Pc?ste’lc':, . Efekt terapeutyczny Mode_l ba.dawczy Zrédto
= llosé < rozmiar/ilos¢ fibryny in vivo
a
) Przywrécenie ciagtosci oraz funkcji rdzenia
FGF-1; N Zel; kregowego (T8), czesciowe odzyskanie czucia Szczury [10]
2.1 pg/ml fibryny 10 i w konczynach oraz przywrécenie zdolnosci chodu Sprague-Dawley
po 1 roku.
|
&
NT-3; Q> Zel; Zwiekszenie ggstosci widkien nerwowych Szczury 81]
100 ng/ml fibryny % 8 400 pl w rdzeniu krggowym (T9) po 9 dniach. Long Evans
g
S
S T
g peptydy: RGD, IKVAV, g Zel; Zwigkszenie ilosci aksonoéw zmielinowanych Szczury 72]
YIGSR, RNIAEIIKDI 8 400 pl w zwoju korzenia grzbietowego po 4 tygodniach. Wistar
g
-
o
2
>
rhBNGF; 8 Wypetnienie silikonowej Naprawa uszkodzonych nerwow kulszowych Szczury 45]
5, 20, 50 ng/ml fibryny g tuby zelem i obwodowych po 6 tygodniach. Wistar
fay
m
T
s
.g § SDF-1; 8 el Rekrutacja komérek macierzystych, naprawa usz- Myszy [102]
& 2 10 pg/ml fibryny o kodzonej tkanki lewej komory serca po 28 dniach. BALB/c
=

polimeryzacji fiboryny w warunkach in vitro, z mozliwoscig
modyfikacji jej struktury w celu kontrolowania degradac;i
i uwalniania czynnikéw wzrostu. Prowadzenie procesu bez
rozpuszczalnikdw organicznych i w fizjologicznym zakresie
temperatur zapewnia zachowanie biologicznej aktywnosci
czynnikbw wzrostu. Pozwala to na celowe wykorzystanie
bioaktywnych witasciwosci fibryny do odbudowy tkanek,
wspomagane czynnikami wzrostu. Dalsze zwiekszanie
uzytecznosci fibryny, przez wprowadzanie odpowiednich
czagsteczek adhezyjnych oraz mozliwos¢ kontrolowanego
uwalniania czynnikdéw wzrostu i czgsteczek DNA, stwarzajg
obiecujgce mozliwosci rozwoju nowych terapii [13, 32, 41].
Wtasciwosci  fizykochemiczne i reologiczne oraz
wykorzystanie metod druku 3D i elektroprzedzenia,
umozliwiajg formulacje réznych postaci fibryny wraz
z dopasowaniem ich ksztattu do miejsca uszkodzenia bez
utraty bioaktywnych funkcji fibryny. Obecne mozliwosci druku
3D pozwalajg na druk komorek zawieszonych w macierzy
fibrynowej, co w niedtugim czasie powinno umozliwi¢ druk
wiekszych fragmentéw funkcjonalnych tkanek, a docelowo
catych organéw [2, 23]. Wspomniane metody formulaciji
umozliwiajg poprawe witasciwosci mechanicznych fibryny
przez tworzenie biomateriatéw, zawierajgcych inny materiat
polimerowy, czego przyktadem sg widkniny fibryny z PLGA

[5]. Powstanie bardziej wytrzymatych materiatow fibrynowych
jest niezbedne do przyspieszonej i prawidtowej naprawy
uszkodzen, takich tkanek jak kostna czy tez chrzestna [7,
30, 60, 62]. Obecne metody pozyskiwania fibrynogenu sg
uzaleznione od krwi. Rozw¢j biotechnologicznych metod
otrzymywania fibrynogenu umozliwi zmniejszenie kosztow
i moze sie przyczyni¢ do znacznego wzrostu popularnosci
fibryny w niedalekiej przysztosci [36].

Podsumowanie

Wtasciwosci biostatyczne i bioaktywne fibryny predysponujg
ja do szerokiego zastosowania w inzynierii tkankowe;.
Oprocz petnienia roli rusztowania dla komorek, fibryna
inicjuje proces odnowy uszkodzen, jak rowniez petni
role stymulatora komoérek. Ponadto jej struktura pozwala
na putapkowanie i wigzanie czynnikbw wzrostu, co
stwarza mozliwosci wykorzystania jej jako systemu ich
kontrolowanego uwalniania.

Przeprowadzone eksperymenty lecznicze wskazuja, ze
podtoza fibrynowe uwalniajgce czynniki wzrostu umozliwiajg
zwiekszenie skutecznosci terapeutycznej naprawy tkanek.
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W najblizszej dekadzie wyroby medyczne otrzymywane
za pomocg druku 3D i elektroprzedzenia mogg zwiekszyé
efektywnos$¢ terapeutyczng, dzieki dopasowaniu materiatu
do uszkodzenia tkanek i synergistycznego wykorzystania
bioaktywnych wtasciwosci fibryny z czynnikami wzrostu do
odbudowy tkanek.

Praca powstata dzieki wsparciu finansowemu SUM, nr
umowy: KNW-1-040/N/9/O0

Wykaz skrétéow

a i b — dotki w domenie D fibrynogenu; A i B — wezly
w domenie E fibrynogenu; BMP — biatko morfogenetyczne
kosci; D — domena dystalna fibrynogenu; E — domena
centralna fibrynogenu; ECM — macierz zewnatrzkomérkowa;
EDC - 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo) karbodiimid,;
FBN — fibrynogen; fbpA i fbpB — fibrynopeptydy A i B; FGF
— czynnik wzrostu fibroblastow; FXllla — aktywna postaé
czynnika Xl kaskady krzepniecia krwi; HBD — domena
wigzgca heparyne; IGFBP — biatka wigzace insulinopodobne
czynniki wzrostu; nglBMP-2 - nieglikozylowane biatko
morfogenetyczne kosci 2; NT — neurotropina; PDGF -
ptytkowe czynniki wzrostu; PEG — poli(tlenek etylenu);
PIGF - tozyskowe czynniki wzrostu; PLGA — poli(laktyd-
ko-glikolid); PPACK - D-fenyloalanylo-prolylo-arginylo-
keton chlorometylowy; rhBMP-2 - rekombinowany
morfogenetyczny czynnik wzrostu kosci 2; rhBNGF — BNGF
w formie rekombinowanej; SDF-1 — zrebowy czynnik wzrostu
1; TGF-B — czynniki wzrostu guzéw 3; TRB — trombina;
VEGF - czynniki wzrostu $rédbtonka naczyn; a, B, y —
tancuchy aminokwasowe tgczace domeny E i D fibrynogenu;
aC — domena aC fibrynogenu; BNGF — czynnik wzrostu
nerwow f3.
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