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Wykaz uzywanych skrotow
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asymptomatic antiphospholipid antibodies

anticardiolipin antibodies — przeciwciata antykardiolipinowe

antiphospholipid antibodies

antiphospholipid syndrome

activated protein C resistance - opornos¢ na aktywowane biatko C

antiprothrombin antibodies - przeciwciata przeciw protrombinie

activated partial thromboplastin time - czas czgsciowej tromboplastyny po
aktywacji

atrial septal defect - ubytek przegrody miedzyprzedsionkowej

B2-glikoproteina-I

catastrophic antiphospholipid syndrome - katastrofalny zespot
antyfosfolipidowy

antygen réznicowania komoérkowego (cluster of differentiation)

dilute Russel viper venom time — czas krzepnigcia osocza po dodaniu jadu
zmii Russela

deep vein thrombosis - zakrzepica zyt glgbokich

International External Quality Assessment Programme in Thrombosis and
Haemostasis

International Society of Thrombosis and Haemostasis - Miedzynarodowe
Towarzystwo do Spraw Zakrzepicy i Hemostazy

lupus anticoagulant

low molecular weight heparin - heparyna drobnoczgsteczkowa

oxidized low density lipoprotein - utlenowane lipoproteiny o niskiej
gestosci

primary antiphospholipid syndrome

platelet factor 4 - czynnik ptytkowy 4

patent foramen ovale - drozny otwor owalny

systemic lupus erythematosus

zatorowo$¢ ptucna

zakrzepica zyt glgbokich

zylna choroba zakrzepowo-zatorowa



WSTEP

Analiza danych epidemiologicznych ostatnich lat dotyczacych zylnej choroby
zakrzepowo-zatorowej (ZChZZ), obejmujacej zakrzepice uktadu zyl gtebokich (ZZG)
wraz z jej niebezpiecznym powiktaniem — zatorowos$cig ptucng (ZP), wskazuje, iz w
krajach wysoko rozwinietych choroba ta jest powaznym problemem spolecznym. W
populacji ogodlnej czesto§¢ wystapienia pierwszego, potwierdzonego epizodu ZZG
szacuje si¢ na 0,5/1000/rok (1).

Badanie populacyjne EPI-GETBO przeprowadzone w zachodniej cze$ci Francji
(Bretania) wykazato, ze zachorowalno$¢ na ZChZZ wynosi 183/100 000 mieszkancow
rocznie, w tym 123 zachorowan na ZZG i 60 zachorowan na ZP (2). W Szwecji (Malmé)
stwierdzono, iz roczna zachorowalnoéé na ZChZZ siega 160/100 000 mieszkancow (3).
W 2004 r. w oparciu o badanie VITAE oszacowano, ze w 6 krajach Europy Zachodniej
(Francja, Niemcy, Wtochy, Hiszpania, Szwecja, Wielka Brytania), o populacji liczacej
tacznie 310 miln, na objawowa ZZG moglo zachorowaé¢ ponad 465 tysiecy osob, na
zatorowos¢ - ponad 295 tysiecy osob, a z tego powodu mogto umrze¢ okoto 370 tysiecy
chorych. Analiza ta pozwolila tez stwierdzi¢, ze na skutek przebytej ZChZZ zespot
pozakrzepowy mogt wystapi¢ u ponad 395 tysiecy oséb, za§ zakrzepowo-zatorowe
nadci$nienie ptucne - u ponad 4 tysigcy osob (4).

Nowe dane statystyczne wskazuja na ZChZZ jako przyczyne zgondéw ponad
500 tysiecy o0sob rocznie, tj. ponad dwa razy wigcej, niz z powodu raka piersi, raka
gruczotu krokowego, wypadkow drogowych i zakazen HIV lacznie (5)! W Stanach
Zjednoczonych w ciggu roku na objawowa ZChZZ cierpi ponad 600 tysiecy 0sob, z
czego 200 tysigcy umiera (6), za$ zatorowo$¢ ptucng rozpoznaje si¢ u ponad 500 000 w
skali rocznej, przy czym liczba zgonéw na skutek ZP jest trudna do ustalenia. W okoto
25% przypadkow ostrej zatorowos$ci ptucnej moze wystapi¢ nagle zatrzymanie krazenia i
zgon, dlatego dane na temat $miertelno$ci z powodu ZP - ze wzgledu na trudnosé
doktadnego oszacowania - w wigkszoSci przedstawiane sg W zakresach liczbowych. Z
rejestru ICOPER (International Cooperative Pulmonary Embolism Registry) wynika, ze
trzymiesigczna $Smiertelno§¢ w zatorowosci ptucnej wynosi okoto 17% i waha si¢ od 60%
przy objawach niestabilno$ci hemodynamicznej do 15% u pacjentéw z prawidtowym
cisnieniem tetniczym przy przyjeciu. Wyniki autopsji wskazujg na ZP jako bezposrednia
przyczyng zgondw szpitalnych u okoto 7%, z czego az okoto 80% zostaje rozpoznanych

dopiero posmiertnie.



Ilo$¢é zachorowan na ZCHZZ zdecydowanie wzrasta z wiekiem, a u osob w wieku
> 80 lat dochodzi do 500/100 000 rocznie, przy czym okoto 70% zachorowan dotyczy
os6b w wieku > 60 lat. Fakt ten ma ogromne znaczenie spoteczne, gdyz wyzej
przedstawione dane jasno wskazuja na zwigkszona konieczno$¢ rozpoznawania,
zapobiegania i leczenia ZChZZ w dobie starzenia sie spoteczenstw.

Drogg interpolacji danych z USA i1 Europy Zachodniej mozna oszacowaé, ze w
Polsce w skali rocznej okoto 56 tysiecy osob zapada na zakrzepice zyt glebokich, a okoto
35 tysiecy doznaje objawowej zatorowos$ci ptucne;.

Samoistna ZCHZZ, tj. taka, ktérej nie mozna wyttumaczyé czynnikami ryzyka
wynikajacymi z trybu zycia, stanu zdrowia 1 zazywanych lekow, w ponad 50%
przypadkéw wykazuje zwigzek z wspotistniejgca tendencja do wystepowania zakrzepow
— wrodzong lub nabyta trombofilia. Az u 10-20% chorych takim czynnikiem
prozakrzepowym sg przeciwciata antyfosfolipidowe (antiphospholipid antibodies — APA)
[7]. 1 chociaz ZCHZZ jest najczestsza manifestacja trombofilii, niejednokrotnie —
przewaznie na tle zaburzen nabytych - dochodzi do wytworzenia zakrzepdéw tetniczych.
Sposrod nich najczgsciej wystepuja epizody uposledzajace krazenie moézgowe [udar
mozgu i przejsciowe niedokrwienie mozgu (transient ischemic attack - TIA) oraz
naczyniowe zespoly otepienne], kragzenie wiencowe (choroba wiencowa, mikrozakrzepica
mig$nia serca, skrzepliny wewnatrzsercowe nieznanego pochodzenia) oraz zakrzepica
naczyn obwodowych (np. tetnic skornych, siatkéwki 1 nerek). Wsrod chorych na udar
niedokrwienny mozgu az u okoto 30% wykrywa si¢ przeciwciata antyfosfolipidowe (7).
Ich obecno$¢ jest znaczacym czynnikiem ryzyka zylnych 1 tetniczych powiktan
zakrzepowych oraz niepowodzen cigzy, tworzacych kliniczne kryteria diagnostyczne tzw.
zespotu antyfosfolipidowego (antiphospholipid syndrome - APS) - choroby
autoimmunologicznej wywolanej przez autoprzeciwciala komplementarne do
kompleksow biatkowo-fosfolipidowych bioragcych udziat w procesie krzepnigcia krwi.
Powiktania zakrzepowe wiktajace przebieg APS z reguly (w 2/3 przypadkow) zwigzane
s z krgzeniem zylnym, glownie uktadu gtebokiego konczyn dolnych, 1 w konsekwencji —
z zatorowos$cig plucng. Rzadziej rozpoznawana jest zakrzepica zylna naczyn szyjnych, zyt
konczyn gornych albo narzadow jamy brzusznej. Sposrod zakrzepowych powiktan
tetniczych, jak juz wczesniej wspomniano, najczesciej dochodzi do udaréow
niedokrwiennych moézgu, za$ zakrzepice tetnic obwodowych stwierdza si¢ u mniej niz 5%
chorych. Epizody zakrzepowe w przebiegu zespotu antyfosfolipidowego maja charakter

nawracajacy. Ich nawroty zlokalizowane s3 przewaznie w miejscu pierwOtnego
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wystapienia - odpowiednio w uktadzie zylnym, tetniczym lub niekiedy obu jednocze$nie
(8). W przypadku APS czestos¢ nawrotdw zakrzepicy po zaniechaniu wtdrnej
profilaktyki przeciwzakrzepowej si¢ga az 30% rocznie oraz 78% - w ciagu 8 lat (9).
Zespot antyfosfolipidowy stanowi sztandarowy, najczesciej wystepujacy przyklad nabytej
trombofilii.

APS definiowany jest jako wspotistnienie zylnych i/lub tetniczych powiktan
zakrzepowych i/lub niepowodzen cigzy z obecnoscig przeciwcial antyfosfolipidowych,
manifestujacych si¢ paradoksalnym — przy braku objawow skazy krwotocznej -
wydtuzeniem przesiewowych czaséw krzepnigcia krwi zaleznych od anionowych
fosfolipidow  (phospholipids - PL) [10] oraz wzrostem miana APA w
wystandaryzowanym  tescie ELISA  (enzyme linked immunosorbent assay).
Wyodrgbniane sg dwie postaci zespotu antyfosfolipidowego — wspotistniejacy z inng
chorobg autoimmunologiczng [najczesciej - bo w 30 - 50% przypadkéw - rozpoznawany
jest toczen rumieniowaty ukladowy (systemie lupus erythematosus — SLE)] oraz
pierwotny - przy ich nieobecnosci. Wg opinii ekspertéw sens takiej klasyfikacji nie ma
uzasadnienia, wobec braku réznic w obrazie klinicznym oraz przebiegu powiktan
zakrzepowych wywotanych obecnoscia APA (11). Zalecane jest natomiast rzetelne
udokumentowanie wspotistnienia SLE lub innej choroby autoimmunologicznej (12). Do
bardzo groznych, cho¢ rzadkich stanéw klinicznych nalezy katastrofalna posta¢ zespotu
antyfosfolipidowego (catastrophic antiphospholipid syndrome — CAPS), w ktorej rozsiane
zakrzepy naczyh matego i duzego kalibru s3 odpowiedzialne za ostre niedokrwienie, a w
konsekwencji zawal i rownoczesne lub na przestrzeni tygodnia uposledzenie funkcji
wielu (co najmniej trzech) narzadéw, w tym glownie nerek i pluc, nierzadko -
osrodkowego uktadu nerwowego. CAPS czg$ciej pojawia si¢ u kobiet niz u mezczyzn,
za$ srednim wiekiem wystgpowania jest 38 r.z (od 10-70 lat). Ustalono, ze bezposrednim
czynnikiem sprawczym sg zakazenia, urazy i stres, nakladajace si¢ na obecno$¢ APA.
Wsrod kluczowych objawow zespotu nalezy wymieni¢: stany goraczkowe, obrzeki
obwodowe, duszno$é, plamice, zaburzenia $wiadomosci. Smiertelnos¢ w CAPS jest
bardzo wysoka — siega 50%, zgon nastgpuje w obrazie niewydolnosci wielonarzadowej:
oddechowej, krazenia, nerek. Obraz kliniczny zwodniczo sugeruje rozsiane krzepnigcie
srodnaczyniowe (DIC — disseminated intravascular coagulation) albo zakrzepowg plamice
matoptytkowa, dlatego laboratoryjne potwierdzenie obecnosci APA, obok metod

obrazowych, stanowi rozstrzygajacy element diagnostyczny i terapeutyczny.



Istniejg pewne dodatkowe objawy kliniczne i laboratoryjne bezsprzecznie
wykazujace czesty zwigzek z zespotem antyfosfolipidowym, jednak ze wzgledu na zbyt
duze ryzyko ograniczenia swoisto$ci diagnostycznej, nie przypisano im charakteru
niezaleznego kryterium klinicznego czy laboratoryjnego. Nalezg do nich: uszkodzenie
zastawek serca, z jatlowym zapaleniem wsierdzia typu Libmana-Sacksa jako jedng z
przyczyn wilgcznie, sinica siateczkowata (livedo reticularis), objawy neuro- i
nefrologiczne, matoptykowos$¢, niedokrwistos¢ autoimmunohemolityczna, obecnos¢ APA
nie ujetych w kryteriach diagnostycznych. Wobec trudnosci z zaklasyfikowaniem
chorych prezentujacych w/w objawy sformutowano pojecie tzw. ,,prawdopodobnego”
APS, za$ stwierdzanym zaburzeniom przypisano termin ,,wspolistniejacych” z zespotem
antyfosfolipidowym (12).

Przeciwciata  antyfosfolipidowe  stanowiag bardzo  heterogenng  grupe
autoprzeciwcial klasy IgG, IgM i rzadziej - IgA (tym ostatnim nie przypisuje si¢
charakteru patogennego), dla ktorych celem sg antygeny bialek osocza (a nie fosfolipidy,
jak wyjSciowo uwazano), czyli kofaktorow biatkowych wigzacych si¢ z ujemnie
naladowanymi fosfolipidami lub innymi anionowymi powierzchniami w nieobecnosci
PL, tworzac kompleksy fosfolipidowo-biatkowe (13). Pojecie ,,fosfolipidy” znamionuje
nie tylko najpowszechniej znang kardioliping, ale takze inne ujemnie naladowane zwigzki
fosfolipidowe:  fosfatydyloglicerol, fosfatydyloseryne, fosfatydyloinozytol oraz
fosfolipidy bipolarne i obojetne, jak: fosfatydyloetanolaming i fosfatydylocholing.

Do glownych reprezentantow kofaktorow biatkowych nalezy Il czynnik
krzepnigcia - protrombina oraz p2-glikoproteina | (B2-GPl) [14] lub inaczej
apolipoproteina H. Jest to 1-tancuchowe, glikozylowane biatko osoczowe, wytwarzane
gldwnie przez watrobeg, zbudowane z 326 aminokwasow, o masie czasteczkowej 50 kDa,
nalezace do rodziny biatek kontroli komplementu i biorgce udziat w aktywacji komorek
srodbtonka. Lancuch biatkowy zawiera 5 powtarzajacych si¢ domen liczacych 60

aminokwasow (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Schematyczna budowa 2-glikoproteiny | (32-GPI)

W  obrgbie domeny V-ej miesci si¢ kationowy fragment (w okolicy konca
karboksylowego tancucha peptydowego), ktory jest odpowiedzialny za zakotwiczenie
czasteczki biatka w podwodjnej blonie fosfolipidowej, natomiast domena I (okolica N-
koncowa) zawiera epitopy rozpoznawane przez APA klasy IgG (glownie IgGy)
immunoglobulin. Wykazano, ze B,-GPI moze stanowi¢ jeden z najwigkszych epitopow
dla APA, ale nie jedyny, za$ kompleks z PL umozliwia stworzenie miejsca antygenowego
dla przeciwciat antyfosfolpidowych. Biologiczna funkcja B.—glikoproteiny w ustroju nie
jest poznana - sugeruje si¢ jej role w usuwaniu komorek i mikroczastek wkraczajacych na
droge apoptozy (15). Znane sg inne biatka, wykazujace zdolno$¢ wigzania APA. Wsrod
nich mozna wymieni¢: trombomoduling, antytrombing, biatko C 1 S, aneksyn¢ 11 V,
wielko- i drobnoczasteczkowy kininogen, czynnik X — kazde z nich, w wigkszym lub
mniejszym stopniu, zaangazowane jest w proces krzepnigcia krwi, wykazujac dziatanie
pro- lub przeciwzakrzepowe (13).

W celu rozpoznania APS wg obowigzujacych wytycznych nalezy wykazaé
wspotistnienie 2 kryteriow: klinicznego i laboratoryjnego. Kryterium laboratoryjne
obejmuje 2-krotne wykazanie obecnos$ci przeciwciat antyfosfolipidwych w odstepie > 12
tygodni, przy czym jesli pomigdzy objawami klinicznymi a wykryciem przeciwciat
antyfosfolipidowych mingto 5 lat, nie nalezy rozpoznawa¢ APS (12). Obecno$¢ APA w
osoczu mozna potwierdzi¢, wykorzystujac albo zjawisko in vitro paradoksalnego

wydtuzenia przesiewowych czaséw krzepnigcia krwi zaleznych od anionowych



fosfolipidow w wyniku ich zaburzonego wigzania z czynnikami krzepnigcia krwi (tzw.
antykoagulant tocznia - lupus anticoagulant - LA), albo testy immunologiczne fazy state;j.
LA powinien by¢ rozpoznany zgodnie z zaleceniami International Society of Thrombosis
and Haemostasis z 1995 roku (12, 16). Zgodnie z nimi, diagnostyka laboratoryjna
antykoagulantu tocznia (przeprowadzona w ubogoptytkowym osoczu cytrynianowym,
uzyskanym po natychmiastowym odwirowaniu pobranej krwi w celu zmniejszenia
wptywu PL uwalnianych z plytek krwi) winna by¢ 3-etapowa. Pierwszy krok, majacy
Status testu przesiewowego, wymaga potwierdzenia wydtuzenia minimum jednego z
czasOw krzepnigcia zaleznych od fosfolipidow: czasu cze$ciowej tromboplastyny po
aktywacji (activated partial thromboplastin time — aPTT), czasu protrombinowego
(prothrombin time — PT), PT z rozcienczeniem (dilute PT — dPT), czasu krzepnigcia
osocza po dodaniu jadu zmii Russela (dilute Russel viper venom time - DRVVT).
Poniewaz zZaden z wymienionych testow nie osiaga 100% czutosci, w celu
wykluczenia/wykazania obecno$ci LA zaleca si¢ wykonanie co najmniej 2 testow z tej
samej probki. Przedtuzenie w/w czasu/czasow krzepnigcia upowaznia do rozpoczecia 11
etapu - testow mieszania osocza badanego z kontrolnym (odpowiednio - w stosunku 1:1).
Ma on charakter dodatniej kontroli — brak korekcji czasu krzepnigcia mieszaniny
wskazuje na zaleznos$¢ zjawiska od PL (wykluczenie rzeczywistego niedoboru czynnikow
krzepnigcia lub stosowania doustnych antykoagulantow). Trzeci etap jest testem
potwierdzenia, polegajacym na skrdceniu przedtuzonego czasu krzepnigcia po dodaniu
nadmiaru PL pochodzacych np. z: liposomoéw zawierajacych fosfatydyloseryne, mozgu
krolika, ptytek krwi naprzemiennie zamrazanych i rozmrazanych czy tez heksagonalnych
fosfolipidow. Skrocenie to wskazuje na swoisto$¢ zjawiska wobec PL 1 $wiadczy o
obecnosci LA (17, 18, 19).

Wg aktualnych wytycznych metody immunologiczne stosowane w diagnostyce
APS obejmuja: wykrycie przeciwcial antykardiolipinowych (anticardiolipin antibodies -
ACA) klasy G (IgG) i M (IgM) w $rednim lub wysokim mianie (tj. > 40 GPL lub MPL
lub > 99 percentyla), a takze immunoglobulin klasy IgG oraz IgM skierowanych przeciw
B2-glikoproteinie | (anty-p.-GPI) > 99 percentyla) [12]. Zgodnie z opinig ekspertow,
zalecany jest zalezny od kryteriow laboratoryjnych podziat chorych z APS na ponizsze
grupy:

1. grupal: obecne wiecej niz 1 kryterium laboratoryjne w dowolnej kombinacji

2. grupa lla: obecny tylko LA



3. grupa llb: obecne tylko ACA

4. grupa llc: obecne tylko anty-f,-GPI

Zapewne podtoze takiej klasyfikacji stanowi znaczna heterogennos$¢ przeciwcial
antyfosfolipidowych, istotne rdznice ryzyka wystapienia ZCHZZ wobec obecnosci
réznych przeciwcial antyfosfolipidowych (TABELA 1.) oraz mozliwos¢ oceny tego
ryzyka w zalezno$ci od kombinacji stwierdzonych parametréow laboratoryjnych. Jak
wskazujg doniesienia z piSmiennictwa, istnieje zalezno$¢ pomigdzy objawami
klinicznymi APS a rodzajem stwierdzonych przeciwcial. Najwigksze zagrozenie
zakrzepowe niesie skojarzone wystgpowanie LA z przeciwciatami anty-f,-GPI lub wg
niektorych autoréw - przeciw protrombinie (20). Spostrzezenie to — gléwnie w
odniesieniu do grupy chorych na SLE i zesp6t toczniopodobny — potwierdzili Musiat i
wsp. Badacze ci dodatkowo wskazali na rolg klasy badanych przeciwciat i dowiedli, ze
wspomniane ryzyko wzrasta najbardziej w przypadku wspotistnienia LA 1 anty-B,-GPI
klasy IgG lub LA 1 ACA klasy IgG, wykazujac zdecydowany wzrost swoistosci takiej
koegzystencji (odpowiednio - 95% lub 93% sposrod 142 osob), niestety przy stosunkowo
malej czutoéci (odpowiednio - 16% lub 24% ze 142 osdb). Obecnos¢ przeciwciat klasy
IgM (zar6wno w odniesieniu do anty-B,-GPI jak 1 ACA) nie cechuje si¢ juz tak duzym
ryzykiem zakrzepowym (tab. 1.) [21].

RODZAJ APA OR SWOISTOSC (%) | CZULOSC (%)
LA 4,04 84 44
ACA 3,71 77 53
ACA 1gG 4,15 87 38
ACA IgM 2,2 84 30
LA + ACA 5,04 93 28
Anty-B2-GPI IgG 4,77 94 24
Anty-B2-GPI IgM 1,9 80 32
Anty-B2-GPI IgG + IgM 2,57 78 42
LA + anty-B2-GPI 5,28 95 20
LA lub ACA lub Anty-B2-GPI 4,22 65 69

Tabela 1. APL a ryzyko zakrzepicy (Swadzba J. i wsp. J.Thromb.Haemost. 2007;5: 1883-
1889)
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W 2003 roku przeprowadzono systematyczny przeglad doniesien pismiennictwa
na temat LA, ACA, anty-B,-GPl oraz aPT (aPT antibodies), ktory wykazat
jednoznacznie, ze najsilniejszym czynnikiem ryzyka zylnych i tetniczych powiktan
zakrzepowych jest antykoagulant tocznia, za$ udziat innych przeciwcial w patogenezie
zakrzepicy jest uzalezniony od sytuacji klinicznej. Wykazano tez, ze pewne podgrupy
przeciwcial komplementarnych do ,-GPI oraz protombiny (aPT) in vitro moga rozwijaé
aktywnos¢ antykoagulantu tocznia. (14). Z przegladu wynika, ze ACA-1gG w mianie
srednim do wysokiego stanowig prawdopodobnie czynnik ryzyka zakrzepicy tetniczej,
anty-p»-GPl — zylnej, za§ zwigzek przeciwciat skierowanych przeciw protrombinie z
ryzykiem zakrzepowym nie zostal ostatecznie ustalony, cho¢ oznaczanie miana tych
przeciwcial w praktyce klinicznej wydaje si¢ uzasadnione (14, 20, 22).

Wykrycie APA nie jest jednak jednoznaczne z rozpoznaniem choroby. Jak wynika
z danych z pi$miennictwa, istnieje populacja ludzi zdrowych rozwijajacych przeciwciata
antyfosfolipidowe przy braku jakichkolwiek objawow (asymptomatic antiphospholipid
antybodies — aAPA), czyli bez zakrzepicy zylnej, tetniczej czy niepowodzen cigzy.
Obecnos¢ ACA wykazano u 2-5% o0sob zdrowych w $rednim wieku, u 1-10% kobiet w
ciazy, az u 50% os6b w wieku > 70 lat (23). Dla porownania, czestos¢ wystepowania tych
przeciwcial u chorych na toczen rumieniowaty uktadowy (systemic lupus erythematosus -
SLE) wynosi 17-86% i 8-31% u czlonkéw rodzin pacjentdéw z rozpoznanym APS (23).
LA wykrywa si¢ tylko u okoto 1% os6b zdrowych, za§ wérod chorych na SLE — u 7-65%
(23). W codziennej praktyce lekarskiej fakt ten niejednokrotnie stanowi przyczyng
niepotrzebnego odstgpienia od zabiegu operacyjnego lub jest podstawa diagnostyki
nieistniejgcej skazy krwotocznej. U podioza takiego postgpowania lezy indukowane przez
APA, opisane juz zjawisko antykoagulantu tocznia zachodzace w probdéwce
laboratoryjnej. Wsrod osob z aAPA kierowanych do poradni hematologicznej,
stosunkowo czesto zdarzaja si¢ przypadki nieuzasadnionego stosowania lekow
zmniejszajacych ryzyko powiklan krwotocznych, np. inhibitorow fibrynolizy lub
witaminy K, a takze doustnych srodkow antykoncepcyjnych z niestusznej obawy przed
nadmiernymi krwawieniami miesi¢cznymi.

Opisano powstawanie aAPA w przebiegu choréb uktadowych tkanki tacznej
(SLE, reumatoidalnym zapaleniu stawow, zespole Sjogrena), nowotwordéw i schytkowej
niewydolnosci nerek. Wystepowanie ACA moze towarzyszy¢ infekcjom wirusowym

(WZW-B i — C, HIV, CMV, HSV, parwowirusem B19), a takze bakteryjnym (kita, trad,

11



gruzlica, zakazenia gronkowcowe i paciorkowcowe, Helicobacter pylori, Mycoplasma
pneumonice, Kebsiella. Podkresli¢ nalezy, ze nie wszystkiec APA indukowane zakazeniem
majg charakter patogenny, czyli zalezny od B,-GPI. Pojecie immunoglobulin zaleznych
od B,-GPI obejmuje takie autoprzeciwciata, dla ktorych obecno$¢ tej glikoproteiny jest
niezbedna dla zwigzania fosfolipidow, np. kardiolipiny pokrywajacej plytki w
wystandaryzowanym te$cie ELISA. W obliczu infekcji czy to bakteryjnej, wirusowej, czy
tez pasozytniczej, przejsciowo moga powstawac przeciwciala w niskich mianach,
wigzace si¢ bezposrednio =z Kkardioliping (bez posrednictwa [,-GPI). Takim
immunoglobulinom nie przypisuje si¢ charakteru patogennego, z reguty naleza one do
izotypu M (IgM) immunoglobulin [13].

Tworzenie aAPA moze by¢ takze indukowane przez niektore leki (hydralazyne,
prokainamid, chlorpromazyne, chinidyng, chining, izoniazyd) oraz choroby
nowotworowe (zwlaszcza limfoproliferacyjne). Powstale wowczas APA przewaznie
naleza do klasy IgM i ze wzgledu na przejsciowy charakter, majg tendencje do zanikania,
nie wywotujac uprzednio zadnych powiktan zakrzepowych (13).

Trudno jednoznacznie ustali¢ czy geneza APA — zaréwno objawowych jak i
bezobjawowych — jest wspolna. Biorgc pod uwage nabyty charakter tego zaburzenia,
najbardziej prawdopodobnym bodZcem sprawczym wydaja si¢ by¢ przyczyny
srodowiskowe (z dominujaca rolg procesow zakaznych). Wprawdzie badano znaczenie
czynnikdw genetycznych, ale ostatecznie nie ustalono ich wplywu na generacje¢ APL czy
tez rozwdj pelnoobjawowego APS. Istniejg doniesienia o polimorfizmie ludzkich
antygenow zgodnosci tkankowej klasy II u pacjentow z APL (24). Nie mozna tez
wykluczy¢ indukcji powstawania przeciwciatl antyfosfolipidowych ani objawdw zespotu
antyfosfolipidowego w odpowiedzi na antygen u oséb genetycznie predysponowanych
(25).

Fakt istnienia APA u 0s6b zdrowych sugeruje udziat dodatkowych czynnikéw
sprawczych w rozwoju powiktan zakrzepowych, cho¢ patogeneza APS wcigz jest
tajemnicg 1 do dzi§ stanowi wyzwanie dla naukowcdéw. W oparciu o badania in vivo
stworzono nie jedng hipotez¢ thumaczacg zaburzenia proceséw krzepniecia (i czeSciowo
wtornie - niepowodzenia cigzy) w APS 1 najprawdopodobniej wiele mechanizmow
prozakrzepowych jest zaangazowanych w kliniczny obraz choroby. Stworzono nawet
teori¢ tzw. ,,drugiego uderzenia” (second hit), thumaczaca konieczno$¢ jednoczesnego

zadziatania dodatkowego bodzca wyzwalajacego, ktory samodzielnie jest zbyt staby dla
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indukcji procesow zakrzepowych. Badania nad grupg kobiet z wykrytymi APL w
poréwnaniu do kobiet bez obecnosci tych przeciwcial wskazaly na potrzebe zadziatania
wigcej niz jednego czynnika w celu wywotania zakrzepicy (26). W przypadku zakrzepicy
naczyn tozyska (jednego z bardziej prawdopodobnych mechanizméw niepowodzen cigzy
wobec obecnosci APA) podkre$la si¢ mozliwos$¢ zniszczenia tzw. tarczy aneksynowej -

przeciwkrzepliwej warstwy ochronnej mikrokosmkow syncytiotrofoblastow tozyska.

Ryc.2. Obraz z mikroskopu sit atomowych z korekcja w czasie rzeczywistym
przedstawiajacy przejsScie pomiedzy dwoma dwuwymiarowymi fazami krystalicznymi
utworzonymi przez aneksyne V na podwdjnych btonach fosfolipidowych
podtrzymywanych na powierzchni statej (Langmuir 2001, 17, 1680-1686).

Aneksyna V, wiazac si¢ z fosfolipidami uniemozliwia ich kontakt z osoczowymi
czynnikami krzepnigcia. APA (bezposrednio lub za posrednictwem kompleksow
fosfolipidowo-biatkowych) rozrywaja warstwe aneksynowa i niszcza jej zdolnosé
gromadzenia si¢ na powierzchni PL blonowych tozyska, udostgpniajac je czynnikom
krzepnigcia (10).

Pozostate hipotezy uwzgledniaja: ingerencje w uktad biatka C, biatka Z oraz
zalezny od biatka Z inhibitor proteaz, hamujacy wplyw na uklad fibrynolityczny,
aktywacje komorek $rodbtonka naczyniowego, plytek krwi i monocytow, aktywacje
komplementu, a takze nasilone powstawanie w osoczu mikroczastek dziatajacych
prozakrzepowo.

Biatko C (protein C — PC) jest inhibitorem osoczowej fazy procesu krzepnigcia
warunkowanej przez czynnik Va i VIlla. Proces ten paradoksalnie zapoczatkowuje
trombina, ktora w niewielkich st¢zeniach, po przytaczeniu do trombomoduliny (biatka

receptorowego na komodrkach s$rodblonka) staje si¢ przede wszystkim silnym
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aktywatorem PC, przy zachowaniu niewielkiej zdolnos$ci prokoagulacyjnej. Cata reakcja
zachodzi na powierzchni PL plytek krwi i1 §rédbtonka naczyniowego w obecnosci biatka
S (protein S — PS) jako kofaktora. W wyniku interakcji APA ze wspomnianymi
fosfolipidami (np. fosfatydyloetanolaming, konieczng do unieczynnienia czynnika Va
przez aktywne biatko C) mogloby dochodzi¢ do ograniczenia udzialu tych PL w
uruchomieniu mechanizmu hamujgcego proces krzepnigcia. Nalezy podkresli¢, iz
obserwowano zjawisko nabytej opornosci na biatko C u os6b z APS. Inny mechanizm
zakladajacy udziat APA w uposledzeniu inhibitorowego charakteru uktadu biatka C
wigze si¢ z samg trombing. Jak wspomniano, jej niskie st¢zenia sg niezbedne do
zapoczatkowania aktywacji biatka C. Ograniczenie powstawania tej minimalnej ilosci
trombiny przez przeciwciata antyfosfolipidowe, komplementarne do PL kompleksu
tenazy (czynniki: 1Xa-VIlla-X + PL i Ca?*) i w konsekwencji protrombinazy (czynniki:
Xa-Va-1l + PL i Ca?") ukladu krzepnigcia mogloby zmniejszy¢ aktywacje PC 1 w
rezultacie nasili¢ procesy zakrzepowe (10).

Z kolei biatko Z (protein Z) wytwarzane w hepatocytach z udziatem witaminy K,
posredniczy w inaktywacji czynnika Xa na powierzchni fosfolipidow przy wspotudziale
jonéw wapnia. Z tak powstaltym kompleksem wiaze si¢ inhibitor proteaz zalezny od
biatka Z (protein-Z-dependent-protease inhibitor). Przytaczenie APA ogranicza
najprawdopodobniej powierzchni¢ fosfolipidowa, niezbedng dla prawidlowego,
szybkiego zajscia zjawiska 1 w konsekwencji upo$ledza sprawnos¢ tego ukladu
hamujacego proces krzepnigcia (18).

Zjawisko nadkrzepliwosci w APS mozna tez ttumaczy¢ upo$ledzeniem procesu
rozpuszczajacego Srddnaczyniowe ztogi fibryny 1 utrzymujacego droznos$¢ tozyska
naczyniowego - fibrynolizy. Jak wykazali Cugno i wsp. kilka lat temu — w osoczu
chorych na zespot antyfosfolipidowy mozna wykry¢ obecnos$¢ przeciwcial hamujacych
aktywnos¢ tkankowego aktywatora plazminogenu (tissue-type plasminogen activator, t-
PA), skierowanych przeciw jego domenie Kkatalitycznej (27). Oczywiscie obecnos¢ ta
(wykazana u 2 pacjentow) nie jest bezposrednim dowodem istnienia zwigzku
przyczynowo-skutkowego pomiedzy APA a zakrzepica, wskazuje natomiast na pewien
mechanizm patologiczny, ktéry trzeba wzig¢é pod uwage, analizujac prozakrzepowy
potencjat tych przeciwcial. Dodatkowym powodem zmniejszenia aktywnos$ci
fibrynolitycznej ustroju moze by¢ tez hamujacy wpltyw [-glikoproteiny-1 na

powstawanie plazminy. Okazuje si¢, ze plazmina dziata proteolitycznie rowniez na [3-
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GPI, rozszczepiajac wigzanie Lys317-Th318. Tak zmodyfikowana czgsteczka traci
zdolno$¢ wigzania sie z PL, zyskuje natomiast powinowactwo do plazminogenu, CO Staje
si¢ powodem zmniejszenia iloSci generowanej z plazminogenu plazminy (28). Jak
udowodnili Korbach i wspotpracownicy w swych doswiadczeniach, dla hamowania
procesu fibrynolizy niezbedne jest duze stezenie [B,-GPl (> 0,25uM), znacznie
przewyzszajace stezenie fizjologiczne (0,01uM) (29). Wykazano, ze heparyna
przyspiesza lityczny wplyw plazminy na B,-GPI, co sugeruje mozliwos¢ aktywacji tego
zjawiska przez glikozamnioglikany §ciany naczyniowej w miejscu jej uszkodzenia (30).
Nastgpna teoria tlumaczaca prozakrzepowe dzialanie APA zwigzana jest z
dimeryczng forma [,-glikoproteiny-l. Powstanie tego dimeru jest mozliwe po
przylaczeniu czasteczki immunoglobulin antyfosfolipidowych do 2 czasteczek f.-

glikoproteiny (Ryc. 3.).

autoprzeciwciato
[anty-BGPI]

B,GPI ‘
osocze - dimer -
SOSRAGHOTS St z SRR ApoErz LRGN

komoérka

MAPP38 kinaza
aktywacja

Ryc. 3. Dimeryczna forma ,-GPI utworzona przez przytaczenie
komplementarnego przeciwciata antyfosfolipidowego

Tak powstaty kompleks cechuje si¢ zdecydowanie wigkszym powinowactwem (35x
wigkszym niz monomer) do PL osocza (17, 31) oraz powierzchni blon komorkowych
srodbtonka naczyniowego, monocytéw i prytek krwi. Siakara i wspotbadacze niedawno
wykazali, ze w bezposrednig i swoistg reakcje czasteczki P,-GPl z trombocytami
zaangazowany jest czynnik plytkowy 4 (platelet factor 4 - PF4). Dowiedli oni, ze
dodatnio naladowana powierzchnia tetrameru, jakim jest PF4, oddzialuje z ujemnie
natladowanymi regionami domen od II do V glikoproteiny przy wspoétudziale

pomocniczych wigzan wodorowych, utworzonych pomiedzy wicloma resztami
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chemicznymi  B,-GPl 1 PF4. Reakcja ta stwarza mozliwo$¢ zajscia zmian
powierzchniowych w obrgbie tetrameru, co pozwala na zwigzanie drugiej czasteczki
glikoproteiny (wg zasady: kazdy z 2 monomeréw PF4 wigze po 1 czasteczce B,-GPl).
Zjawisko to ma szczegdlne znaczenie, gdyz sprzyja opisanej wyzej, nhaturalnej
dimeryzacji glikoproteiny - warunku wstepnego aktywacji ptytek krwi. Utworzenie
dimerow z kolei prowadzi do stabilizacji wigzania 3,-GPI na powierzchni PL, co z kolei
poteguje zdolnos¢ jej rozpoznania przez komplementarne przeciwciata o niskim
powinowactwie i w efekcie jeszcze bardziej stabilizuje kompleks B,-GPI-PF4. Jego
czwartorzgdowa struktura umozliwia taka aranzacj¢ przestrzenng, ze epitopy domeny |
glikoproteiny doktadnie pasuja do 2 miejsc wigzacych komplementarnych przeciwciat,
zapoczatkowujac powstanie jeszcze wigkszych kompleksow (anty-po-GPI-B,-GPI-PF4) i
w konsekwencji uruchomienie na drodze receptorowej dalszych reakcji na poziomie
srodkomorkowym (32).

Nie wszystkie przeciwciata skierowane przeciw PB2-GPI wykazuja jednoczesnie cechy
antykoagulantu tocznia, lecz tylko te komplementarne do wiazania gly-40-arg-43 domeny
| glikoproteiny (17, 33). Fakt ten moze sugerowac, ze tzw. LA-ujemne immunoglobuliny
anty-Bo-GPI nie maja zdolno$ci krzyzowego wiazania 2 czasteczek glikoproteiny w
sposob stwarzajacy mozliwos¢ efektywnej interakcji obu czasteczek biatka z PL (17). Jak
wykazano, dimeryczna forma B,-GPI wiaze si¢ nie tylko z PL, ale takze z siarczanem
heparanu na powierzchni btony komorkowej, co w efekcie konczy si¢ aktywacja
wspomnianych komorek na drodze receptorowej (10, 34). Kompleksy B.-GPl-anty-f,-
GPI wiaza si¢ z plytkami krwi za posrednictwem obecnego w blonie plytkowej receptora
2’dla apolipoproteiny E (apolipoprotein E receptor 2’- apo-ER2’) oraz glikoproteiny
GPla. Powoduje to zwigkszong adhezj¢ ptytek do kolagenu w badaniach in vitro (35)
oraz nasilenie syntezy tromboksanu A, przez plytki w modelach do$wiadczalnych in
vivo. Funkcje receptora dla APA na komoérkach srodbtonka przypisuje si¢ aneksynie Ay,
cho¢ mozliwy jest wspotudzial innych receptorow. W wyniku aktywacji komorek
srédblonka, a takze monocytéw, dochodzi do wzrostu ekspresji czynnika tkankowego —
gldownego inicjatora krzepnigcia w ukladzie zewnatrzpochodnym po zetknigciu z
osoczem. Badania in vitro wykazaty, ze proces aktywacji komdrkowej za posrednictwem
immunoglobulin klasy G pochodzacych od chorych z APS inicjowany jest przez
aktywacje jadrowego czynnika transkrypcyjnego NFxB (nuclear factor «B), ktéra

wiedzie do transkrypcji wielu genéw, miedzy innymi warunkujacych powstawanie
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czgstek adhezyjnych, cytokin i wilasnie czynnika tkankowego (36). Takze inny
mechanizm na poziomie reakcji srodkomorkowej - fosforylacja kinazy proteinowej
aktywowanej za posrednictwem mitogenu p38 (p38 mitogen activated protein kinase —
p38MAPK ) — moze by¢ odpowiedzialny za ten proces. (37). Uruchomienie powyzszych,
sygnatowych szlakéw wewnatrzkomdérkowych odbywa si¢ za pomoca swoistych
receptoréw, znanych jest co najmniej 9 z nich: ,toll like” receptor 2 i 4 (TLR-2 i -4),
aneksyna 2, apoER2’, glikoproteina Iba, receptor dla VLDL i LDL, megalina, LRP (38).
Jak dowiedli Raschi i wsp., w wyniku interakcji z przeciwciatami komplementarnymi do
B2-GPI, komorki srédbtonka nabieraja wiasciwosci prozakrzepowych, wyrazonych przez
zwickszona ekspresje czynnika tkankowego, co ma miejsce rowniez w $rodowisku
zawierajagcym endotoksyne (39). W procesie tym kluczowg rolg przypisuje si¢ wlasnie
receptorowi ,,toll-like” 4, swoistemu dla bakteryjnych lipopolisacharydow lub endotoksyn
(40). Jak ostatnio wykazano, rowniez monocyty pochodzace od chorych na APS cechuje
nadekspresja czynnika $rodblonkowego wzrostu naczyniowego (vascular endothelial
growth factor — VEGF) oraz jego receptora — FLT-1, co moze pobudza¢ ekspresj¢
czynnika tkankowego. Nasilenie aktywacji komorkowej pod wptywem anty-f,-GPI nie
jest duze, mozna mowic¢ tutaj o swego rodzaju stymulacji podprogowe;j, czy ,,uczuleniu”
komorek $rodbtonka, monocytow i plytek krwi na dzialanie dodatkowego (wyjsciowo
zbyt stabego bodzca), ktorego juz niewielkie stezenie moze wywotac ich petng aktywacje.
Taka interpretacja zdarzen potwierdza stuszno$¢ zaprezentowanej juz wczesniej teorii
»drugiego uderzenia” (28, 41) i jednoczes$nie pozwala wytlumaczyé bezobjawowa
obecno$¢ przeciwcial antyfosfolipidowych u niektérych oso6b oraz wzrost ryzyka
zakrzepowego w przypadku zadzialania dodatkowego czynnika obcigzajacego — np.
hormonalnej antykoncepcji czy unieruchomienia. Zastanawiajacym jest tez fakt, ze [,-
glikoproteina-1 moze przyczynia¢ si¢ do przyspieszenia miazdzycy u chorych na APS
(42).

Koncepcja aktywacji komorki przez przytaczenie kompleksu B,-GPI-anty-B,-GPI
do btony komorkowej jest zbiezna z hipotezg aktywacji komplementu, jako kolejnego
mechanizmu prozakrzepowego odpowiedzialnego za kliniczny obraz APS. Wyniki badan
ostatnich lat sugeruja, ze uruchomienie reakcji kaskadowej dopelniacza, na réznych jej
etapach, jest niezbedne dla ujawnienia powiklan zakrzepowych 1 niepowodzen cigzy
wywotanych przez APA. In vivo wykazano na przyktad, ze hamowanie receptora dla

konwertazy sktadowej C3 dopelniacza zwigzanego z biatkiem genowym y, powstrzymuje
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rozwoj zakrzepicy indukowanej przez przeciwciata antyfosfolipidowe, jak rowniez utrate
ptodu i opdznienie jego wzrostu (43). W doswiadczeniach przeprowadzonych u myszy z
niedoborem skladowej C3 i C5 dopehiacza, dowiedziono, iz niedobodr ten wigze si¢ z
oporno$cig na indukowang przeciwciatami anyfosfolipidowymi zakrzepice, aktywacje
komorek srodblonka i1 utrate cigzy (44). Interakcja sktadowej CS5a z jej swoistym
receptorem zostata oceniona jako proces niezbedny dla rozwoju zakrzepicy naczyn
tozyska przez Girardi i zespot w 2003 roku (45). Fishetti i wspotpracownicy potwierdzili
te spostrzezenia w 2005 roku, jednak dodatkowo wskazali na konieczno$¢ zadzialania
wyjsciowego czynnika sprawczego, np. bakteryjnych lipopolisacharydow, w celu
indukowanego przez anty-f,-GPI, zaleznego od uktadu dopetniacza utworzenia skrzepu.
Autorzy dodatkowo wywnioskowali, ze koncowy kompleks sktadowych komplementu
posredniczy w procesie krzepnigcia (46). W oparciu 0 przedstawione doniesienia oraz
teorie stworzono nawet hipotetyczny model patogenezy powiktan zakrzepowych z
udziatem przeciwcial antyfosfolipidowych. Wg niego najpierw dochodzi do zwiazania
APA z komorkami $rodblonka i w konsekwencji ich aktywacji, co prowadzi do
osiggnigcia statusu prozakrzepowego - nasilenia generacji czagstek adhezyjnych oraz
wzrostu ekspresji czynnika tkankowego. Réwnolegle ma miejsce indukcja aktywacji
ptytek krwi przez przeciwciata antyfosfolipidowe oraz nastgpcza interakcja z elementami
skladowymi kaskady uktadu krzepnigcia. Jednak na tym etapie potencjal prozakrzepowy
ustroju nie wydaje si¢ wystarczajacy — potrzebny jest dodatkowy czynnik stymulujacy.
Procesem wzmacniajacym opisane efekty oddziatywan APA na komorki docelowe moze
by¢ uruchomienie za ich posrednictwem kaskady dopetlniacza 1 w konsekwencji
pobudzenie generacji mediatorow dalej aktywujacych ptytki i komoérki $rodblonka.
Wsrod nich nalezy wymieni¢ sktadowe C3a, CS5a oraz kompleks ataku btonowego
(membrane attack complex — MAC), czyli - C5b-9. Z kolei pobudzony uktad
komplementu niszczy $rodbtonek, odstaniajagc powierzchnie adhezyjna — np. kolagen i
tym samym lokalnie napedza patomechanizm zakrzepicy, zbyt nasilonej, by
podporzadkowaé si¢ miejscowym systemom inhibitorowym (40). Znajomos$¢ koncepcji
wykorzystujacej uktad dopelniacza jako przyczyne zakrzepicy indukowanej
przeciwcialami antyfosfolipidowymi stwarza mozliwos¢ zapobiegania lub zatrzymania
procesu zakrzepowego na drodze zahamowania aktywacji komplementu.

W  ostatnich latach obserwuje si¢ duze =zainteresowanie mikroczastkami

(mikcroparticles, mivrovesicles), a zwlaszcza rolg, jakg im si¢ przypisuje w powstawaniu
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zakrzepicy u chorych na zespot antyfosfolipidowy. Mikroczastki sg fragmentami bton
komorkowych, powstajacych w wyniku odszczepienia od aktywowanych lub ulegajacych
apoptotycznej $mierci komorek ( np. ptytek krwi, monocytow, komodrek srédblonka). Ich
tworzenie nasila si¢ m.in. w stanach zapalnych, niedotlenieniu, stresie oksydacyjnym, pod
wpltywem czynnika martwicy nowotworéw lub w naczyniach tetniczych przy duzym
napieciu $cinajacym. Mikroczastki stanowig swego rodzaju magazyn roznych substancii,
wykazujacych tacznie ogromny potencjat prozakrzepowy. Zawieraja m.in. czynnik
tkankowy i ligand P-selektyny (moga wigza¢ si¢ z P-selektyng na $rodblonku, co
powoduje zwigkszong generacje trombiny), czastki adhezyjne, a takze niektore sktadniki
cytoplazmy — np. antygeny CD (r6znicowania komorkowego - cluster of differentiation) —
komorek, z ktorych si¢ wywodza. Na ich powierzchni zachodzi aktywacja czynnikow
krzepnigcia w obecnosci anionowych fosfolipidow — np. fosfatydyloseryny, sa one
aktywatorem ptytek krwi i komorek srodbtonka. Ciekawym jest tez fakt, ze za ich
posrednictwem mozliwa jest wymiana biologicznych informacji miedzy komoérkami (cell-
cell crosstalk). Na przyktad mikroczastki pochodzenia monocytarnego/makrofagowego
moga przekazywac czynnik tkankowy ptytkom krwi (10). Aktywacja procesu krzepnigcia
za poSrednictwem mikroczastek rowniez wigze si¢ z lokalnym wzrostem st¢zenia
czynnika tkankowego. Dzieje si¢ tak na skutek oddziatywan mikroczastek pochodzenia
ptytkowego i leukocytarnego z aktywowanymi komorkami $rodblonka przy uzyciu P- i
E-selektyny. Aktywacja komorek s$rodblonka ma miejsce w stanach zapalnych,
niedotlenieniu 1 zastoju Zylnym. Mikroczastki wykazuja zdolno$¢ stymulowania apoptozy
komorek, za$ ich inkorporacja do zakrzepu sprzyja jego narastaniu (47). Ciekawych
spostrzezen dostarczyli ostatnio Cockrell E. i wsp. (48). Na podstawie analizy w
cytometrze przeptywowym (ocena ekspresji antygenéw CD-144, CD-105 i CD-41)
wykazali oni zdecydowanie zwigkszone stezenie mikroczastek/1ml osocza chorego z
APS, na 2 dni przed epizodem S$wiezej zakrzepicy zyt glebokich. W okresie
bezobjawowym - 2 miesigce przed, jaki i 2 tygodnie po tym epizodzie - stezenie
mikroczastek miescito si¢ w granicach normy. W konteks$cie zaprezentowanych wynikow
analiza mikroczastek w potaczeniu z wynikami badan w kierunku APA stwarza
mozliwo$¢ wyselekcjonowania grupy oséb z najwigkszym ryzykiem ostrych powiktan
zakrzepowych. Potrzebne sg jednak dalsze prace badawcze, obejmujgce odpowiednio
duza grupe pacjentow, w celu ustalenia tej prawidlowosci. Kolejne badania
przeprowadzone u chorych z APS wskazaly na zwigkszong ilo§¢ mikroczastek

pochodzenia $rédbtonkowego w poréwnaniu do osob zdrowych, a takze do chorych na
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toczen rumieniowaty uktadowy oraz zylng chorobe zakrzepowo-zatorowg bez przeciwciat
antyfosfolipidowych. Dodatkowo stwierdzono korelacje pomiedzy stezeniem
mikroczastek w osoczu, a dtugoscig czasu krzepnigcia tegoz osocza po dodaniu jadu zmii
Russella — podstawowego testu wykorzystywanego w diagnostyce antykoagulantu
tocznia. W grupie chorych na toczen ukladowy 2z obecnymi przeciwciatami
anyfosfolipidowymi, ale bez zakrzepicy w wywiadzie rowniez stwierdzono podwyzszone
stezenie mikroczastek pochodzenia $rodbtonkowego w osoczu, ale wykazywaly one
mniejszg aktywno$¢ prokoagulacyjng w porodwnaniu do chorych na SLE z przebytymi
powiktaniami zakrzepowymi. Koncepcja taczaca zwiekszong aktywacje komorek
srodblonka, na skutek interakcji z APA, z nasileniem powstawania mikroczastek
pochodzenia $rodblonkowego oraz plytkowego jako efektem tej aktywacji, Stanowi
nowopoznang mozliwos¢ zglebienia genezy powiktan zakrzepowych w APS (49).
Zaprezentowane koncepcje tlumaczace pochodzenie zaburzen krzepnigcia w APS
z jednej strony wskazuja, jak niepoznania jest jeszcze ta jednostka chorobowa i jak duze
wyzwanie dla naukowcow stanowi zwlaszcza jej patomechanizm. Nie mozna wykluczy¢,
ze kazda z tych koncepcji jest niezbednym elementem pewnego uporzadkowanego
procesu patofizjologicznego i nie eliminuje pozostatych. Z drugiej jednak strony,
mnogo$¢ przedstawionych wyzej pogladow - w przypadku ich potwierdzenia badaniami
in vivo obejmujacych odpowiednio liczng grupg badang - stwarza szereg nowych,
potencjalnych mozliwo$ci leczniczych. Znane sg doniesienia na temat wykorzystania
plejotropwego  dziatania statyn — zwlaszcza fluwastatyny — 1 potencjatu
przeciwzakrzepowego tej grupy lekow, niezaleznie 0od obnizajacego wplywu na stezenie
cholesterolu. Jak wykazali Meroni i wspotpracownicy (50), statyny zapobiegaja aktywacji
komorek srodbtonka wywotane) przeciwciatami antyfosfolipidowymi przez wptyw na
ekspresje czastek adhezyjnych oraz interleuking 6 (IL-6) — efekty uruchomienia szlaku
NFxB. Badanie przeprowadzone in vivo u myszy otrzymujacych przez 15 dni
fluwastatyng udowodnito, ze prozakrzepowy i prozapalny wptyw APA moze by¢
zniesiony za posrednictwem statyny (51). Z kolei in vitro potwierdzono hamujacy wptyw
fluwastatyny, w dawce stosowanej w celu obnizenia st¢zenia cholesterolu, na ekspresje
czynnika tkankowego na komorkach $rodbtonka. Z drugiej strony, badania wykonane
przez Musiala i wspotpracownikéw nie wykazaly zmniejszonej generacji trombiny w
miejscu  urazu mikronaczyniowego u chorych na SLE =z przeciwciatami

antyfosfolipidowymi lub z pierwotnym APS po 4 tygodniach leczenia statynami
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(ceriwastatyng lub simwastayng), wskazujac na konieczno$¢ dalszych, poglebionych
badan (52).

Moéwiac o eksperymentalnych, a zarazem potencjalnych opcjach terapeutycznych
warto wspomnie¢ o swoistych inhibitorach wewnatrzkomdérkowych mechanizméw
transdukcji sygnatu, jak wspomnianego juz jadrowego czynnika transkrypcyjnego -
NF«xB czy kinazy proteinowej aktywowanej za posrednictwem mitogenu p38 (p38
mitogen activated protein kinase — p38 MAPK). Zastosowanie tych inhibitorow in vitro,
odpowiednio — MG132 i SB203580, wigze si¢ z usunigciem efektu aktywujacego ptytki i
monocyty wywotanego przez APA (53). Ponadto wykazano, ze agregacja plytek
wywotana u myszy przez mate dawki trombiny w obecnosci APA, moze by¢ catkowicie
zniesiona wiasnie przez SB203580. Istniata przy tym korelacja ze zmniejszeniem
rozmiaru skrzepu (53).

Coraz wigksze uznanie badaczy zyskuje hydroksychlorochina jako potencjalny
srodek leczniczy w APS. Dziatanie przeciwzapalne tego leku wykorzystywane jest w
grupie chorob uktadowych tkanki facznej. U chorych na SLE i z obecnoscia APA
wykazano zwigzek tej terapii ze zmniejszeniem ryzyka zakrzepicy (40). Wczesniejsze
badania wykazaly znaczace zmniejszenie wielkosci i skrdcenie czasu utrzymywania si¢
zakrzepu pod wptywem hydroksychlorochiny u myszy po infuzji APA, a takze
przywrocenie stanu aktywacji ptytek sprzed infuzji (40). Wobec przedstawionych faktow,
hydroksychlorochina moze stanowi¢ alternatywe lecznicza do rozwazenia u pacjentow z
APS, ktorzy rozwijajg powiklania krwotoczne w okresie doustnej terapii
przeciwzakrzepowej albo u ktérych dochodzi do kolejnych epizodow zakrzepowo-
zatorowych, mimo stosowania wtornej profilaktyki przeciwzakrzepowej. Mozna tez
zastanowi¢ si¢ nad jej profilaktycznym zastosowaniem u o0sob z bezobjawowymi
przeciwcialami antyfosfolipidowymi, utrzymujacymi si¢ w wysokich mianach.

Dotychczasowe 1 uznane dziatania terapeutyczne w APS koncentruja si¢ na
efektach obecno$ci patogennych przeciwciat antyfosfolipidowych, stanowigc w istocie
postepowanie wylacznie objawowe. Przyczyna takiego podejscia tkwi w bardzo duzym
ryzyku nawrotu zakrzepicy po przerwaniu wtornej profilaktyki przeciwkrzepliwej (siega
30% rocznie i 78% w ciggu 8 lat) [9]. Dlatego zalecane jest zapobiegawcze stosowanie
lekow z grupy antagonistow witaminy K (acenokumarolu lub warfaryny) - w dawce
generujacej INR 2,0-3,0 - u wszystkich chorych z APS do czasu zaniku przeciwciat.

Stosowanie tego leczenia rozpoczyna si¢ rownoczesnie z heparyng [drobnoczgsteczkowa
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(low molecular weight heparin LMWH) albo niefrakcjonowang] lub fondaparynuksem.
Terapie heparyng lub fondaparynuksem mozna zakonczy¢ po co najmniej 5 dniach, jesli
INR utrzymuje si¢ > 2 przez kolejne 2 dni. Po przebyciu zakrzepicy t¢tniczej wskazane
jest rozwazenie dolgczenia ASA 75-150mg/dobe, taka opcja jest szczeg6lnie zalecana w
przypadku niepowodzenia monoterapii za pomoca pochodnych kumaryny - nawrotow
zakrzepicy (zylnej lub tetniczej), mimo leczenia. Zasada postepowania leczniczego w
przypadku zakrzepicy tetniczej wiktajacej przebieg APS nie jest do konca sprecyzowana.
Istnieje przekonanie o koniecznosci wyzszego generowania INR - 3-4 w tych
przypadkach, podobnie jak i u chorych z nawrotami zakrzepicy mimo stosowanej juz
profilaktyki przecikrzepliwej, z uwagi na wigksze ryzyko tych nawrotow. Stanowisko to
zostalo podtrzymane przez ekspertéw na ostatnim, miedzynarodowym kongresie
poswieconym zespotowi antyfosfolipidowemu, ktéry miat miejsce w 2010r. w Teksasie,
w Stanach Zjednozonych (54). Dane z badania APASS, poréwnujacym skuteczno$é
warfaryny (przy uzyskanych warto$ciach INR 1,4-2,8) z aspiryng w dawce 325mg/d w
zapobieganiu nawrotom niedokrwiennych udarow mézgu u chorych z APS, wskazuja, ze
po 2 latach profilaktyki czegstos¢ tych nawrotow byta porownywalna w przypadku obu
lekow (55, 9). Podkresli¢ jednak nalezy, iz badanie obj¢to osoby w zaawansowanym
wieku — sprzyjajacym bezobjawowemu wystepowaniu APA, u ktorych osiggnicto zbyt
male warto$ci INR i ktorym rozpoznano APS wylgcznie na podstawie jednorazowej
oceny w kierunku przeciwciat antyfosfolipidowych, co nie speilnia obowigzujacych
kryteriow diagnostycznych. Kierujac si¢ wynikami badania APASS, monoterapia ASA w
dawce 325mg/d lub warfaryng (po uzyskaniu warto$ci INR 1,4-2,8) jest zarezerwowana
wylacznie dla chorych w starszym wieku, po udarze niedokrwiennym moézgu, z
potwierdzong jednorazowo obecnos$cig przeciwcial anyfosfolipidowych i bez innych
wskazan do antykoagulacji (55). W pozostatych przypadkach — zgodnie z wytycznymi
ACCP’2012 - zalecane jest stosowanie antagonistow witaminy K wg wskazoéwek
opisanych wyjsciowo.

Innego podejscia terapeutycznego — ze wzgledu na dramatyczny przebieg —
wymaga CAPS. Szybkie wdrozenie leczenia [heparynami, glikokortykosteroidami
(GKS), plazmafereza albo dozylnym wlewem immunoglobulin (IVIG)] umozliwia
zwigkszenie szansy przezycia o okoto 60% (9). W niewielkiej grupie chorych na oporng
posta¢ CAPS opisano ostatnio skuteczne zastosowanie rytuksymabu — monoklonalnego

przeciwciata anty- CD-20 usuwajacego limfocyty B z ustroju.
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U kobiet w cigzy z potwierdzong obecnosciag APA oraz dodatnim wywiadem w
kierunku powiktan zakrzepowo-zatorowych obowigzuje profilaktyka przeciwzakrzepowa.
Przez caty okres cigzy zalecana jest aspiryna w dawce 75 mg/d oraz podskornie heparyna
drobnoczasteczkowa w dawce terapeutycznej dostosowywanej do masy ciata sprzed cigzy
albo heparyna niefrakcjonowana, dawkowana pod kontrolg aPTT. Po porodzie wskazana
jest przewlekta profilaktyka wtérna zgodnie z przedstawionymi juz wczes$niej zasadami
dla pozostatych chorych z APS (56, 10). W przypadku wspotistnienia APA i
niepowodzen cigzy (Co najmniej 1 obumarcie morfologicznie prawidtowego ptodu > 10 t.
C.; co najmniej 1 porod przedwczesny < 34 t.c. z powodu rzucawki, stanu
przedrzucawkowego lub niewydolnosci tozyska; minimum 3 Kkolejne poronienia
samoistne < 10 tyg) - bez powiktan zakrzepowych - wskazane jest skojarzenie aspiryny
(75mg/d) z heparyng drobnoczasteczkowa albo niefrakcjonowang w malej lub $redniej
dawce profilaktycznej, podskornie, najlepiej pod kontrolg aktywnosci anty-Xa. W okresie
calego potogu obowigzuje wtorna profilaktyka z wykorzystaniem antagonistow witaminy
K (z docelowg wartoscig INR 2-3) [56, 10].

Leczenie $wiezego epizodu zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej oraz zakrzepicy
tetniczej nie rézni si¢ od postgpowania u chorych bez obecnosci przeciwcial
antyfosfolipidowych, zgodnie z VIII wytycznymi opublikowanymi przez ACCP w 2012
roku.

Nieco inaczej ksztattuje si¢ kwestia strategii terapeutycznej wobec potwierdzenia
bezobjawowe] obecnosci przeciwciat antyfosfolipidowych, czyli w przypadkach
spelnienia wyltacznie laboratoryjnego kryterium diagnostycznego APS, bez jakichkolwiek
powiktan zakrzepowych (zakrzepicy zylnej, tetniczej czy tez mieszanej — tgtniczo-zylnej)
ani niepowodzen cigzy w wywiadach. U takich osob nie zaleca si¢ pierwotnej profilaktyki
przeciwzakrzepowej, z wyjatkiem kobiet w cigzy, u ktérych alternatywnie mozna
stosowaC aspiryng W monoterapii w dawce 75mg/d (54). Jak juz wspomniano, opisano
proby zapobiegawczego stosowania hydroksychlorochiny, ktora zmniejsza ryzyko
zakrzepicy u chorych na SLE (40, 57), a takze statyn (zwlaszcza fluwastatyny) ze
wzgledu na ich korzystne dziatanie plejotropowe (50, 51, 52). Jednak u chorych z
bezobjawowa obecnoscig przeciwcial antyfosfolipidowych, skuteczno$¢ tych lekow w
zapobieganiu powikltaniom zakrzepowym nie zostala udowodniona. Badanie APLASA
obejmujgce 98 pacjentdéw z aAPA, ktorego wyniki opublikowano w 2008 roku (58),
réwniez nie przyniosto budujacych wnioskéw. Wykazato ono, ze stosowanie aspiryny (w

dawce 8lmg/dob¢) w ramach pierwotnej profilaktyki przeciwzakrzepowej u tych
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pacjentoOw nie przynosi korzysci. W takich przypadkach nalezy eliminowa¢ inne czynniki
ryzyka zakrzepicy tetniczej oraz zylnej — nadci$nienie tetnicze, hipercholesterolemig,
palenie tytoniu, hiperglikemig, otyto§¢, hiperhomocysteinemie. W razie koniecznosci
zabiegdbw operacyjnych lub unieruchomienia, nawet u mitodszych chorych, istnieja
wskazania do wilgczenia profilaktyki przeciwzakrzepowej wg wytycznych American
College of Chest Physicians (ACCP)’2012. Kobietom nie powinno zaleca¢ si¢ doustnych
srodkdw antykoncepcyjnych ani hormonalnej terapii zastepczej. Przedstawione zasady
postgpowania, cho¢ bardzo jasno sprecyzowane, nadal nie rozwigzuja wszystkich
problemoéw diagnostycznych i terapeutycznych zwigzanych z bezobjawowa obecnoscia
APA. Wiele pytan do dzi§ pozostaje bez odpowiedzi. Nadal nie wiadomo czy stosowac
pierwotng profilaktyke przeciwzakrzepowa, jesli dodatkowo wspdtistniejg rozne postaci
wrodzonej trombofilii oraz w przypadku ekspozycji na inne, nabyte czynniki zagrozenia
zakrzepowego. Zrodtem szczegdlnie trudnych decyzji terapeutycznych jest cigza u kobiet
z potwierdzong obecnos$cig aAPA, zwlaszcza tych o duzym potencjale prozakrzepowym
(np. wspolistnienie LA i anty-B,-GPI klasy IgG). Zylna choroba zakrzepowo-zatorowa
wystepuje w ciazy z czestoscig 0,8/1000 i1 stanowi gldéwng przyczyne zgondéw matek.
Dodatkowo nadmieni¢ nalezy, ze juz sama cigza 1 porod (zwlaszcza zabiegowy) sa
niezaleznymi czynnikami ryzyka zakrzepowego. Czy wobec prawdopodobienstwa
rozwoju choroby zakrzepowo-zatorowej albo utraty dziecka decyzja o wyborze aktywnej
obserwacji medycznej, brzmi racjonalnie, zwtaszcza dla przysziej matki?

Wobec nie poznanej do konca genezy powiklan zakrzepowych w zespole
antyfosfolipidowym, a co za tym idzie — mozliwosci stosowania terapii celowane;j,
idealnie bytoby dysponowaé¢ metoda badawcza umozliwiajaca odpowiednio wczesng
oceng potencjatu zakrzepowego pacjenta lub zespotem objawow pozwalajacych wytonié
grupe chorych obarczonych najwiekszym ryzykiem zakrzepowym. Obiecujaco
przedstawia si¢ wspomniana juz wczesniej analiza ilosci mikroczastek/Iml osocza, jako
czynnika zagrozenia zakrzepowego u chorego z APS. Nie wiadomo, jakie czynniki
przyczyniaja si¢ do wystapienia powiklan zakrzepowych u pacjentow z bezobjawowymi
APA. Za pomocg badania DNA metodg mikromacierzy wykazano, ze profil ekspresji
genow pozwala jednoznacznie oszacowac zagrozenie zakrzepowe u pacjenta z APA (59).
Analizg objeto 57 chorych z zespolem antyfosfolipidowym i zakrzepica zylna, 32 chorych
na zakrzepice zylng bez przeciwciat antyfosfolipidowych, 32 pacjentéw z przeciwciatami

antyfosfolipidowymi bez zakrzepicy oraz 8 os6b zdrowych.
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W celu zglebienia biologii zespotu antyfosfolipidowego niezbedne sg dalsze
badania, najlepiej prospektywne, przeprowadzone u oséb z aAPA, umozliwiajgce biezaca
ocen¢ pozadanych parametrow, jak np. wspotistnienie dodatkowych czynnikow ryzyka,
ze szczegblnym uwzglednieniem wrodzonej trombofilii, a takze analiz¢ poszczegdlnych
elementéw uktadu hemostazy w zaplanowanych punktach czasowych. By¢ moze
pozwolitoby to odpowiedzie¢ na pytanie, jak zmieniajg si¢ warunki prozakrzepowe

ustroju przed, w trakcie i po epizodzie zakrzepowo-zatorowym.
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CEL PRACY:
Celem pracy bylo zbadanie korelacji pomigdzy kryteriami laboratoryjnymi APS

opublikowanymi w 2006r przez Miyakisa 1 wsp.(12), ze szczegdélnym uwzglednieniem
miana przeciwcial anty [,-GPl, a obrazem klinicznym zakrzepicy w APS z
uwzglednieniem m.in. jej lokalizacji (zylna, te¢tnicza lub mieszana: tetniczo-zylna),
tendencji do nawrotow czy tez wystapienia w postaci katastrofalnej - CAPS.

Dodatkowo podjeto probe odpowiedzi na pytanie czy wspoétistnienie innych czynnikéw
ryzyka zakrzepowego oraz wrodzonej trombofilii (w postaci niedoboru naturalnych
antykoagulantdw 1 opornosci na aktywowane biatko C) ma wptyw na przebieg kliniczny
zespotu antyfosfolipidowego, a jesli tak — wylonienie ich i odpowiednie uszeregowanie,
w zaleznos$ci od ryzyka zakrzepowego.

W oparciu o dane uzyskane z wyzej opisanych analiz postanowiono scharakteryzowacé
grupe populacyjna obarczong najwigkszym ryzykiem zakrzepowo-zatorowym wsrod
pacjentow z bezobjawowymi przeciwciatami antyfosfolipidowymi w poréwnaniu z
chorymi na zesp6t antyfosfolipidowy.

Program badan objal rowniez ocene zaleznosci pomigdzy rodzajem zastosowanej metody

laboratoryjnej a potwierdzeniem przetrwalej obecnosci przeciwcial antyfosfolipidowych.
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MATERIAL KLINICZNY

Grupe badang stanowito 75 osob w wieku od 19 do 85 lat (sr. 43), liczaca 50
kobiet 1 25 me¢zczyzn, u ktérych dwukrotnie - tj. w momencie rozpoczgcia analizy i co
najmniej 12 tyg. pdzniej - wykazano obecnos¢ APA za pomoca wystandaryzowanych,
opisanych ponizej metod laboratoryjnych.

Badania wykonano z powodu podejrzenia trombofilii lub w celu diagnostyki
wydluzonego aPTT w okresie 2005 do 2011r. osiggajac $redni czas obserwacji 47
miesiecy +14,8 SD (od 13-tu do 80-u).

Zaznaczono podziat badanych na dwie grupy:
grupa | - obejmujaca chorych z bezobjawowa obecno$cia przeciwciat
antyfosfolipidowych, tj. spetniajacych wylacznie laboratoryjne kryterium zespotu
antyfosfolipidowego
grupa Il - rekrutujacg pacjentow po epizodzie zakrzepowo-zatorowym, przebytym nie
wcezesniej niz 4 tygodnie i nie pozniej niz 5 lat przed wykazaniem obecnosci APA, jesli
zostal on potwierdzony obiektywnie uznanymi metodami (np. badaniami obrazowymi,
jak: usg-Doppler, usg uciskowe, KT, NMR lub histopatologicznymi — z cechami
zakrzepicy bez wykladnikow procesu zapalnego) [12]. Analiza nie objeto chorych,
ktorzy stosowali doustne leki przeciwkrzepliwe w okresie krotszym niz 8 dni przed
wlaczeniem do badania, u ktorych stwierdzono zanik APA przed uptywem 12 tygodni od
ich pierwotnego wykrycia oraz kobiety z niepowodzeniami cigzy bedacymi kryterium
APS.

Grupa II dodatkowo zostata podzielona na dwie podgrupy:

podgrupa A - gromadzita chorych z przebytymi, tetniczymi lub t¢tniczo-zylnymi
powiklaniami zakrzepowymi; o przynaleznosci do tej podgrupy decydowata lokalizacja
ostatniego epizodu

podgrupa B - zawierala pacjentow z zylnymi powiktaniami zakrzepowo-zatorowymi w
wywiadzie.

Wszyscy chorzy z grupy II byli objeci wtorng profilaktyka przeciwzakrzepowa z
wykorzystaniem doustnych antagonistow witaminy K pod kontrolg wartosci INR
(docelowo 2-3). W okresie okotoperacyjnym/okotozabiegowym lub weryfikacji
diagnostycznej stosowano u nich LMWH w dawce profilaktyczne; wigkszej - wg
aktualnych woéwczas zalecen ACCP. U pacjentow bez powiktan zakrzepowych w

wywiadzie nie stosowano pierwotnej profilaktyki przeciwkrzepliwej, w sporadycznych
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przypadkach w tym celu wykorzystano heparyny drobnoczasteczkowe w dawce
profilaktycznej mniejszej w okresie narazenia na dodatkowe, przejsciowe czynniki
ryzyka, jak np. doustna antykoncepcja.

Grupa I, podgrupa IIA i podgrupa IIB liczyly kazda po 25 0sob; odpowiednio: 18
kobiet i 7 megzczyzn w wieku od 20 do 75 lat (Sr. 46); 19 kobiet i 6 m¢zczyzn w wieku od
21 do 71 lat ($r. 41); 13 kobiet i 12 mezczyzn W wieku od 19 do 85 lat (Sr. 42).

Charakterystyke kliniczng badanych grup zamieszczono w tabeli nr 2.

Tabela 2. Charakterystyka kliniczna badanych grup

Obraz kliniczny Grupa | Podgrupa 1A Podgrupa 1B
Ilo$¢ chorych 25 25 25
Wiek (Srednia £+ SD) 46+19,6 41+14,37 42+17,16
Plec¢ 18K, 7M 19K, 6M 13K, 12M
Zakrzepica zylna: - 8: 25:
zyt glebokich kk. dolnych - 5 20
zatorowos¢ ptucna - 1 10
lokalizacja atypowa: - 2: 5:
- zatoki Zylne mozgu i - 1 -
zyly glebokie kk. dolnych
- z szyjna wsp, podob. i pachowa i 1 -
- z. srodkowa siatkdwki ) i 3
- zakrzepica wielonarzqdowa, ) ) 1
- zastawka mitralna ] ] 1
Zakrzepica te¢tnicza: - 25: -
udar niedokrwienny mozgu - 24 -
udar niedokrwienny mozgu - 1
| zawat serca (3x <47 r.z)
Zakrzepica mieszana - 8 -
(tetniczo-zylna)
ZCHZZ w rodzinie 4 3 7
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Obraz kliniczny Grupa | Podgrupa I1A Podgrupa 1B
Tetnicze epizody zakrzepowe 6 11 5
W rodzinie
Palenie papierosow 4 10 8
Ch-by ukl. sercowo-naczyniowego: 8: 10: 6:
nadcisnienie tetnicze 5 4 4
nadcisnienie ptucne wtorne do - - 1
zatorowosci ptucnej
ch-ba niedokrwienna serca 1 3 1
wady zastawkowe 2 1 -
wady zastawkowe - 1 -
i kardiologiczny z-f X
miazdzyca nn. obwodowych - 1 -
Dyslipidemia 5 7 7
Cukrzyca - - -
Otylosé 3 5 4
Inna choroba autoimmunologiczna 9 4 2
Reumatoidalne zapalenie stawow 1 - -
Toczen rumieniowaty uktadowy - 1 -
Zespot toczniopodobny - 1 -
niedokrwistos¢ 2 - 1
autoimmunihemolityczna
niedokrwistos¢ Addisona-Biermera 1 - -
choroba Hasshimoto 1 2 1
Zespot Sjogrena 1 - -
Mieszana choroba tkanki tgcznej 2 - -
Pierwotna matoptytkowos¢ 1 - -
immunologiczna
Trombofilia 3: 5 6:
opornos¢ na aktywowane biatko C 1 0 2
(aPCR)
czynnik V Leiden - 1 1
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polimorfizm G20210A - 1 -
genu protrombiny
niedobor biatka C - - 1
wrodzony niedobor biatka S 1 - 1
niedobor antytrombiny 1 - -
aPCR + czynnik V Leiden - 2 1
aPCR + niedobor biatka C - - 1
aPCR + niedobor biatka S - 1 0

* Podstawg kwalifikacji do danej podgrupy byt rodzaj ostatniego epizodu zakrzepowo-zatorowego, tj. stwierdzonego
nie p6zniej niz 5 lat od czasu wykazania obecnosci APA; dla uzyskania pelnego obrazu klinicznego w charakterystyce
badanych grup uwzgledniono réwniez zakrzepice przebyte wezeéniej - na podstawie danych z wywiadu i dokumentacji
medycznej;

Z. szyjna wsp. - zyla szyjna wspolna, z. podob. - zyta podobojczykowa
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METODYKA

l. Przygotowanie materialu do badan:

Krew pobierano z zyly lokciowej do proboéwki zawierajacej 3,2% cytrynian sodu jako
antykoagulant (9 czgsci krwi + 1 cze$¢ antykogulantu). Nastepnie probowki wirowano z
szybkoscig 2000 g (3333 obr/min). W przypadku 0znaczania miana przeciwcial anty-f3,-
GPl w tescie QUANTA Lite® - pobrana krew zylna uprzednio odstawiano w
temperaturze pokojowej na 30 minut w celu wytworzenia skrzepu i uzyskania surowicy.
W dalszym etapie odpipetowywano osocze/surowic¢ przeznaczane do badan i zamrazano
w temperaturze -20°C (w razie zamiaru przechowywania przez miesiac) lub w —70°C (w
przypadku koniecznos$ci dtuzszego magazynowania) w celu wykonania badan w terminie
pozniejszym (po zgromadzeniu dostatecznej iloSci probek do oznaczenia catej serii
badanej) lub wyjasnienia watpliwosci diagnostycznych w p6zniejszym terminie.

W dniu badania osocze/surowice rozmrazano w temperaturze 37°C przez 5-10 minut i
nastgpnie wykonywano oznaczenia lub - wylacznie w przypadku metod
koagulologicznych -  oznaczen dokonywano po uprzednim wirowaniu materiatu
badanego przez 10 minut z predkoscig 8400g (140000 obr/min) w celu uzyskania osocza
ubogoptytkowego (dla wyeliminowania wplywu fosfolipidow uwolnionych z plytek w
procesie rozmrazania na wynik oznaczen).

Wiyniki badan molekularnych w kierunku mutacji Leiden czynnika V oraz polimorfizmu
G20210A genu protrombiny byty danymi wynikajacymi z wywiadu (potwierdzonymi w

dokumentacji medycznej)

Il. Rozpoznanie APS w oparciu o:
METODY KOAGULOLOGICZNE - wykrywanie antykoagulantu tocznia (LA — lupus
anticoagulant):

Wg zalecen International Society of Thrombosis and Haemostasis z 1995 roku
(12-Miyakis, 16 - BrandJT) diagnostyka laboratoryjna LA [przeprowadzona w
ubogoptytkowym osoczu cytrynianowym, uzyskanym po natychmiastowym odwirowaniu
pobranej krwi w celu zmniejszenia wptywu fosfolipidow (PL) uwalnianych z ptytek krwi]
powinna przebiega¢ 3-etapowo. Pierwszy krok, majacy status testu przesiewowego,
wymaga potwierdzenia wydluzenia minimum jednego z czaséw krzepnigcia zaleznych od
PL. Poniewaz zaden z wymienionych testéw nie osigga 100% czulosci, w celu

wykluczenia/wykazania obecnosci LA zaleca si¢ wykonanie co najmniej 2 testow z tej
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samej probki - w badanej grupie oznaczano aPTT z Actinem oraz DRVVT. Przedluzenie
w/wW czasu/czasOw krzepnigcia pozwala na przejscie do II etapu - testOw mieszania
osocza badanego z kontrolnym (odpowiednio - w stosunku 1:1). Ma on charakter
dodatniej kontroli — brak korekcji czasu krzepnigcia mieszaniny wskazuje na zaleznos¢
zjawiska od PL (wykluczenie rzeczywistego niedoboru czynnikéw krzepniecia lub
stosowania doustnych antykoagulantow). Trzeci etap stanowi test potwierdzenia, ktory
polega na skréceniu przedluzonego wyjsciowo czasu krzepnigcia po dodaniu nadmiaru
PL pochodzacych np. z: liposoméw zawierajacych fosfatydyloseryne, mozgu krolika,
ptytek krwi naprzemiennie zamrazanych i rozmrazanych czy tez heksagonalnych PL.
Skrocenie to wykazuje zalezng od PL swoisto$¢ zjawiska i §wiadczy o obecnosci LA (17,

18)

Czas czeSciowej tromboplastyny po aktywacji (activated partial thromboplastin time

-aPTT)
— odczynnik: PATHROMTIN SL firmy SIEMENS — roztwor zawierajacy czasteczki

dwutlenku glinu, fosfolipidy roslinne, chlorek sodu i bufor stabilizujacy

Zasada metody: test aPTT mierzy czas powstania skrzepu w probowce po dodaniu

chlorku wapnia (CaCl,) do aktywowanego uprzednio za pomoca tzw. czesSciowej
tromboplastyny  (czyli odczynnika aktywujacego, niezawierajacego czynnika
tkankowego) osocza ubogoptytkowego podczas inkubacji w temperaturze 37°C.
Wydhuzenie czasu aPTT najczg$ciej zwigzane jest z niedoborem czynnikow krzepnigcia
drogi wewnatrzpochodnej siggajace 40% wartosci referencyjnych (cz. VIII, IX, XI, XII,
kininogenu wielkoczasteczkowego i prekalikreiny), ale takze drogi ,,wspolnej” (cz. V, X,
protrombiny, fibrynogenu).

Oznaczenia wykonywano w aparacie Fibrintimer Il firmy Dade-Behring.

Wykonanie: do ogrzanych uprzednio w temperaturze 37°C kuwetek pomiarowych z
mieszadetkiem dodawano 50ul osocza badanego/wzorcowego oraz 50ul odczynnika
aktywujacego. Calo$¢ inkubowano przez 2 min w temperaturze 37°C. Po inkubacji
naczynko umieszczano w komorze pomiarowej, dodawano 50ul ogrzanego do
temperatury 37°C CaCl, i dokonywano odczytu po zatrzymaniu czasomierza — urzadzenie
zatrzymuje si¢ w momencie wykrycia skrzepu.

Dla kazdego pacjenta oznaczenie wykonano dwukrotnie w celu kontroli prawidiowosci

otrzymanego wyniku. Zakres wartos$ci referencyjnych: 28-38”
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Wykrywanie antykoagulantu tocznia (lupus anticoagulant) LA;/LA>

(uproszczony test DRVVT - Dilute Russell’s viper venom time) — firma Dade
Behring

- odczynniki:
LA; (liofilizat) — zawiera: rozcienczony jad zmii Russella jako aktywator cz. X,

fosfolipidy, srodki antyheparynowe, jony wapnia, bufor, azydek sodu i barwniki; stuzy do
wykrycia obecnosci LA w tescie przesiewowym

LA, (liofilizat) — zawiera: rozcienczony jad zmii Russella jako aktywator cz. X, nadmiar

fosfolipidoéw, srodki antyheparynowe, jony wapnia, bufor, azydek sodu i barwniki; stuzy
do potwierdzenia obecnosci LA

Zasada metody: jad zmii Russella obecny w odczynniku LA; (test przesiewowy —

screening) inicjuje proces krzepnigcia osocza na drodze aktywacji cz. X. Jesli w badanym
osoczu jest obecny antykoagulant tocznia, z regutly dochodzi do wydluzenia czasu
krzepnigcia na skutek zaburzonego w warunkach in vitro wigzania fosfolipidow z
czynnikami krzepnigcia. W celu wykazania zalezno$ci stwierdzonego w tescie LA;
wydluzenia czasu krzepnigcia od obecno$ci przeciwcial antyfosfolipidowych,
przeprowadza si¢ test potwierdzenia (confirm), wykorzystujac odczynnik LA, — nadmiar
fosfolipidow w nim  zawarty doprowadza do neutralizacji  przeciwciat
antyfosfolipidowych obecnych w badanym osoczu, co skutkuje znaczacym skroceniem
czasu krzepniecia tegoz osocza w stosunku do wyniku otrzymanego przy uzyciu LA;.
Wykonanie: odpowiednio przygotowane osocze badano w aparacie Fibrintimer 1l firmy
Dade-Behring. Wyjsciowo ogrzewano fiolke rozpuszczonego w wodzie destylowanej
odczynnika LA;/LA; do temp. 37°C, nastgpnie przenoszono 0,1ml osocza badanego lub
kontrolnego (w celu kontroli prawidlowos$ci oznaczenia w stosunku do normy) do
naczynka pomiarowego z mieszadetkiem, ktore inkubowano w temp. 37°C przez 1 min.
Po inkubacji naczynko pomiarowe umieszczano w komorze pomiarowej, dodawano do
niego 100ul odczynnika LA/LA; i dokonywano odczytu po zatrzymaniu czasomierza —
urzadzenie mierzy czas uptywajacy od dodania odczynnika LAj/LA; do wytworzenia
skrzepu.

Dla kazdego pacjenta oznaczenie wykonano dwukrotnie w celu kontroli prawidlowosci

otrzymanego wyniku.

33



Koncowy wynik badania jest przedstawiany w postaci ilorazu czasu krzepnigcia osocza
badanego otrzymanego z oznaczen wykonanych za pomocg odczynnikow LA7 i LA, (LA
ratio):

LA ratio = czas krzepnigcia osocza w tescie LAj/czas krzepnigcia osocza w teScie LA..

Zakres wartosci referencyjnych: LA; = 31-45”; LA, = 30-38”; LA ratio = 0,8-1,3.

Wartos$¢ LA ratio > 1,3 wskazuje na obecno$¢ antykoagulanu tocznia i jest stabo, §rednio

oraz silnie wyrazona, jesli LA ratio wynosi odpowiednio 1,3-1,5; 1,5-2,0; > 2,0.

Czas czeSciowej tromboplastyny po aktywacji z Actinem (aPTT z Actinem)

— odczynnik: DADE ACTIN FSL firmy SIEMENS — w sktad wchodzg oczyszczone

fosfolipidy (fosfatydy sojowe i fosfatydy mozgu krdliczego) zawieszone w kwasie
elagowym jako aktywatorze krzepnigcia osocza, z dodatkiem buforu, stabilizatorow i
konserwantow.

Zasada metody oraz sposob wykonania sg bardzo podobne do opisanego wyzej
oznaczania aPTT. Roznica polega na wzbogaceniu odczynnika w fosfolipidy, co w
konsekwencji zwigksza wrazliwosc¢ testu na inhibitory tocznio-podobne, cho¢ dziatanie to
jest zmienne i dlatego t¢ metod¢ badawcza réwniez klasyfikuje si¢ do grupy testow
przesiewowych wykrywajacych zaburzenia krwotoczne, jak i1 krzepnigcia w stanach
opisanych podczas omawiania testu aPTT.

Wykonanie: oznaczenia roéwniez przeprowadzono w aparacie Fibrintimer II firmy Dade-
Behring wg wczedniej opisanego schematu postepowania.

Dla kazdego pacjenta oznaczenie wykonano dwukrotnie w celu kontroli prawidtowosci

otrzymanego wyniku. Zakres warto$ci referencyjnych: 25-34”

Wykrywanie Krazacego antykoagulantu tocznia w tescie korekcji (test mieszania

osocza badaneqgo i kontrolnego w stosunku 1:1)

Zasada metody: porownuje sie¢ aPTT z Actinem osocza badanego z osoczem

prawidlowym 1 mieszaniny roOwnych czg¢sci osocza badanego z prawidlowym po
potgodzinne] inkubacji w temperaturze pokojowej. W przypadku prostego niedoboru
czynnikow krzepnigcia dochodzi do korekcji wyjsciowo wydtuzonego aPTT z Actinem,
gdyz niedoborowy czynnik zostaje uzupetniony przez prawidlowe osocze. Brak korekcji
swiadczy o obecnosci krazacego antykoagulantu.

Wykonanie: do przeprowadzenia oznaczenia uzyto odczynniki oraz wyposazenie

wykorzystywane w tescie aPTT z Actinem, w tym koagulometr - Fibrintimer Il firmy
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Dade-Behring. Analizie poddawano 200ul osocza wzorcowego, 200l osocza badanego
oraz mieszaning osocza wzorcowego i badanego w stosunku 1:1 (200:200ul), a w
sytuacjach watpliwych (np. niecatkowitej korekcji) — w stosunku 1:2 (100:200ul).
Przygotowane uprzednio w plastikowych probéwkach mieszaniny inkubowano przez 1/2
godziny w temperaturze pokojowej, w warunkach zabezpieczajgcych przed parowaniem
(korek lub parafilm). Po inkubacji wykonywano pomiar aPTT z Actinem w kazdej z
ogrzewanych probek.

O prawidtowej korekcji (czyli o rzeczywistym niedoborze czynnikow krzepnigcia) nalezy
wnioskowa¢ wowczas, gdy roéznica migdzy aPTT z Actinem osocza badanego 1
mieszaniny jest wigksza niz 50% réznicy migdzy aPTT z Actinem osocza badanego i
kontrolnego. W przeciwnym przypadku stwierdza si¢ brak korekcji i rozpoznaje obecno$é
krazacego antykoagulantu.

W sytuacjach watpliwych (np. niecatkowitej korekcji, ktéra nie upowaznia do
jednoznacznego rozpoznania obecno$ci inhibitora) badano aPTT z Actinem mieszaniny
zawierajacej 1 objetos¢ osocza kontrolnego i 2 objgtosci osocza badanego. Test
interpretowano jako ujemny (prawidlowa korekcja) jesli roznica miedzy aPTT z Actinem

osocza kontrolnego i mieszaniny w stosunku 1:2 byla mniejsza niz 10s.

METODY IMMUNOENZYMATYCZNE (enzyme-linked immunosorbent assay -
ELISA):

Oznaczanie miana przeciwcial antykardiolipinowych w klasie IeG i IsM w surowicy

lub osoczu (imuunoenzymatyczny test mikroplytkowy firmy BIOSYSTEMS,

Hiszpania)

Sktad zestawu do przeprowadzenia immunoenzymatycznego testu mikroptytkowego:

A. bufor pluczacy — stezona sol fizjologiczna buforowana fosforanem sodu, azydek
sodu

B. rozcienczalnik probek — bufor Tris, azydek sodu

C+. kontrola dodatnia IgG/IgM — surowica z ACA klasy IgG i IgM, azydek sodu

C-. kontrola ujemna — surowica ludzka wolna od ACA, azydek sodu

DG. Koniugat 1gG — krolicze, poliklonalne immunoglobuliny przeciw ludzkiej IgG

znakowane peroksydaza chrzanowg

DM. Koniugat IgM — krélicze poliklonalne immunoglobuliny przeciw ludzkiej IgM

znakowane peroksydaza chrzanowg
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E. substrat — 3.3,5.5 tetrametylobenzydyna (TMB)

M. mikroptytka: 12 paskéw po 8 celek oplaszczonych kardioliping i Bo-glikoproteing I
S1-S6. standardy ACA 1gG/IgM — surowica ludzka z ACA w klasie 1gG (w
stezeniach 0,7.5, 15, 30, 60, i 120 GPL) oraz IgM (w stgzeniach 0, 5, 10, 20, 40 i 80
MPL) azydek sodu. Skalibrowane przy zastosowaniu standardowych jednostek
antykardiolipin GPL lub MPL (j/ml; G oznacza IgG, M- IgM, PL — fosfolipidy)
wobec uznanych miedzynarodowo surowic referencyjnych

Zasada metody: przeciwciata antykardiolipinowe (ACA) w probie badanej wigza si¢ (po

inkubacji w temperaturze pokojowej) z antygenami optaszczajacymi zaglebienia (celki)
mikroptytki. Podczas kolejnej inkubacji zawarte w koniugacie immunoglobuliny
skierowane przeciw ludzkiej IgG lub IgM, znakowane peroksydazg chrzanowa taczg si¢ z
przeciwcialami uprzednio zwigzanymi z podtozem. Po zakonczeniu inkubacji i dodaniu
do kazdej z celek mikroplytki substratu chromogennego (tetrametylobenzydyny z
nadtlenkiem wodoru), powstaje enzymatyczna reakcja barwna, ktora nast¢pnie zostaje
zatrzymana za pomocg chlorowodoru. Nat¢zenie barwy powstalego zoéttego kompleksu,
mierzone w odniesieniu do jednostek absorbancji przy dlugosci fali A 450nm, jest
proporcjonalne do miana ACA (odpowiednio w klasie IgG lub IgM) w badanej probce.

Wykonanie: wyjsciowo doprowadzano wszystkie odczynniki i mikrostudzienki do
temperatury pokojowej. Nastgpnie umieszczano po 100ul kazdego ze standardow
IgG/IgM (S1-S6), kontroli dodatniej I ujemnej oraz rozcienczonej probki badanej w
osobnych celkach. Cato$¢ inkubowano przez 30min w wilgotnej komorze (temperatura
pokojowa). W dalszym etapie zawarto$¢ celek odciggano w celu ich 3-krotnego
przeptukania buforem phluczacym przez minimum 10 sekund za kazdym razem. Po
przeptukaniu w kazdej z celek umieszczano 100l koniugatu - odpowiednio 1gG lub IgM,
po czym calo$¢ ponownie inkubowano w wilgotnej komorze przez 15 minut w
temperaturze pokojowej. Po kolejnym przeptukaniu zaglebien mikroptytki do kazdego z
nich dodawano 100ul substratu i cato$¢ jeszcze raz inkubowano przez 15 minut w
warunkach juz opisanych, obserwujac zmiane barwy. Po zakonczeniu inkubacji do kazdej
z celek wprowadzano 100ul roztworu zatrzymujgcego reakcje i ponownie kontynuowano
inkubacje¢ jeszcze przez 5 minut. Nastepnie dokonywano odczytu absorbancji (w okresie
nie dtuzszym niz 30 minut) w spektrofotometrze przy dlugosci fali A 450nm, uzywajac

Slepej proby do ustawienia zera. W celu oznaczenia iloSciowego sporzadzano wykres
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kalibracyjny dla wartosci absorbancji kazdego standardu wobec stezen antykardiolipiny
(jednostki GPL lub MPL).

Zakres wartosci referencyjnych (wynik ujemny): wg 99 percentyla ustalonego w

Pracowni Hemostazy i Genetyki WSM im. J. Strusia w Poznaniu — odpowiednio < 11,3

GPLi< 10,4 MPL.

Oznaczanie miana przeciwcial przeciw B,-glikoproteinie | (B,-GPI1) w klasie 1gG w

surowicy (imuunoenzymatyczny test mikroplytkowy QUANTA Lite® B.-GPI 110G

firmy INOVA Diagnostics, Stany Zjednoczone)

Sktad zestawu do przeprowadzenia immunoenzymatycznego testu mikroptytkowego:
1. mikroptytka: 12 paskéw po 8 celek optaszczonych ,-glikoproteing-I
2. rozcienczona kontrola ujemna
3. rozcienczona kontrola dodatnia
4. rozcienczony kalibrator A — E — surowica ludzka z przeciwcialami przeciw [3;-
glikoproteinie | (anty-B,-GPIl) w stezeniach odpowiednio: A - 150, B — 75, C —
37,5, D- 18,8, E — 9,4 SGU (skalibrowane przy uzyciu standardowych jednostek
anty-B,-GPI klasy 1gG - SGU)
5. rozcienczalnik probek HRP
6. 40-krotnie stezony koncentrat pluczacy HRP - sél buforowana buforem Tris,
laurynian polioksysorbitolu — Tween20, stabilizatory biatkowe i konserwanty
7. koniugat 1gG (B2 HRP) — zawiera kozie immunoglobuliny skierowane przeciw
ludzkiej 19G znakowane enzymem
8. substrat chromogenny zawierajacy tetrametylobenzydyng¢ (TMB)
9. roztwor HRP zatrzymujacy reakcje, zawierajacy 0,344M kwas siarkowy
Zasada metody: jest podobna do oznaczania miana antykardiolipin, tylko w tym

przypadku oceniane sa ilosciowo przeciwciata przeciw f,-GPI (anty-B,-GPI) klasy IgG.
W postaci oczyszczonej antygen [,-GPl jest zwigzany z powierzchnig zaglgbien
poliestyrenowej mikroptytki (w takiej postaci ptytki dostarczane sg w zestawach przez
producenta), co - po wprowadzeniu surowic kontrolnych/badanych do studzienek
mikroptytki - umozliwia przylaczenie zawartych w probkach anty-B,-GPl do
unieruchomionego antygenu, w wyniku uprzedniej inkubacji w temp. pokojowej. Podczas
kolejnej inkubacji immunoglobuliny pochodzace z koniugatu skierowane przeciw

ludzkiej IgG, znakowane enzymem 13cza si¢ z przeciwciatami uprzednio zwigzanymi z

37



podiozem. Po zakonczeniu inkubacji 1 dodaniu do kazdej z celek mikroptytki
chromogennego substratu, powstaje enzymatyczna reakcja barwna, ktora po dodaniu
roztworu zatrzymujacego reakcje, wygasa. Natezenie barwy powstatego kompleksu,
mierzone w odniesieniu do jednostek absorbancji przy dilugosci fali 450nm, jest
proporcjonalne do miana anty-B,-GPI w klasie IgG w badanej probce.

Wykonanie: wyjsciowo doprowadzano wszystkie odczynniki i mikrocelki do temperatury
pokojowej (20-26°C). Nastepnie rozcieiczano koncentrat pluczacy w stosunku 1:40,
dodajac 975ml wody destylowanej. W dalszym etapie 5ul kazdej badanej surowicy
dodawano do 500ul rozcienczalnika probek, otrzymujac w ten sposob rozcienczenie w
stosunku 1:101. Potem dodawano po 100ul kazdego z zataczonych kalibratorow, kontroli
dodatniej 1 ujemnej oraz rozcienczonej uprzednio surowicy badanej w osobnych celkach
(dla kazdego z wymienionych odczynnikéw przeznaczano dwie mikrocelki, a dla probek
badanych — w zaleznosci od ich ilosci — od jednego do dwoch zaglebien). Catosé
przykrywano i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30min. W dalszym etapie
zawarto$¢ studzienek odciggano w celu ich 3-krotnego przeptlukania 200ul buforu
ptuczacego. Po przeplukaniu w kazdej z celek umieszczano 100ul koniugatu 1gG, po
czym calo$¢ ponownie inkubowano w temperaturze pokojowej. Po kolejnym, 3-krotnym
przeptukaniu zaglebien mikroptytki do kazdego z nich dodawano 100ul substratu
chromogennego 1 cato$¢ jeszcze raz inkubowano przez 30 minut w ciemno$ci, w
temperaturze pokojowej, uzyskujac rekcje barwng. Po zakonczeniu inkubacji do kazdej z
celek wprowadzano 100ul roztworu zatrzymujgcego rekcj¢. Nastepnie dokonywano
odczytu absorbancji (w okresie nie dluzszym niz 1h) kazdej z probek w
spektrofotometrze, przy dlugosci fali A 450nm, uzywajac Slepa probe do ustawienia zera.
W celu oznaczenia iloSciowego sporzadzano wykres kalibracyjny dla wartosci
absorbancji kazdego kalibratora wobec stezen immunoglobulin o swoisto$ci anty-f,.GPI
(jednostki SGU).

Zakres wartosci referencyjnych (wynik ujemny): < 20 SGU; wg 99 percentyla Pracowni

Hemostazy i Genetyki WSM im. J. Strusia w Poznaniu — odpowiednio < 19,9 SGU.
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I11. Pozostale badania:

- ocena aktywnosci antytrombiny (1L TEST™ ANTITH ROMBIN)
odczynniki:

czynnik Xa — posta¢ liofilizowana bydlecego czynnika Xa, heparyna, bufor i

bydlece
albuminy surowicze

Substrat chromogenny — posta¢ liofilizowana S2765,

N-a-Z-D-Arg-Gly-Arg-p.Na;HCL oraz srodek zwigkszajacy objetosé
Zasada metody: antytrombina (AT) jest gtéwnym inhibitorem krzepnigcia krwi, ktory

hamuje wiele proteaz odpowiedzialnych za krzepnigcie krwi, w szczegdlnosci trombing,
czynniki Xai Xla.

Zestaw IL Antithrombin jest zautomatyzowanym oznaczeniem (analiza w urzadzeniu IL
Coagulation Systems) opartym na syntetycznym substracie chromogennym oraz
inaktywacji cz. Xa. W pierwszym etapie dochodzi do zwigzania AT z cz. Xa, w drugim -
ma miejsce ocena resztkowej aktywnosci cz. Xa z wykorzystaniem substratu
chromogennego. Poziom antytrombiny w badanym osoczu jest odwrotnie proporcjonalny
do resztkowej aktywnoS$ci cz. Xa, ocena ma charakter posredni — opiera si¢ na ilosci
uwalnianej w drugim etapie paranitroaniliny (kontrola kinetyczna, odczyt przy dtugosci
fali A 450nm).

Wykonanie: wyj$ciowo rozcienczano zawartos¢ kazdej z fiolek zawierajgcych substrat
chromogenny za pomoca 2ml wody redestylowanej. Po delikatnym wymieszaniu 1
calkowitym rozcieficzeniu produktu cato$¢ utrzymywano przez kolejnych 30 minut pod
kontrolg w temperaturze 15-25°C i obracano w celu zmieszania przed uzyciem. Nastgpnie
rozcienczano czynnik Xa, dodajac 2,5ml wody redestylowanej do kazdej z fiolek, dalsze
postepowanie bylo analogiczne — jak po rozcienczeniu substratu chromogennego.
Oznaczenie wykonywano w sposob zautomatyzowany (w urzadzeniu IL Coagulation
Systems) w dwoch etapach opisanych juz przy prezentowaniu zasady metody.

W celu kontroli prawidiowosci otrzymanego wyniku dodatkowo oznaczano antytrombing
zawartg w prawidlowym 1 nieprawidlowym chromogennym osoczu kontrolnym. Takie
kontrole przeprowadzano raz na kazda 8-godzinng zmiang.

Koncowy wynik badania podawany jest w % aktywnos$ci antytrombiny.

Zakres wartosci referencyjnych: 75,6-122,4%
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- oznaczenie stezenia bialka C (automatyczny test iloSciowy w systemie VIDAS z

wykorzystaniem metody enzymoimmunofluorescencyjnej [ELFA] - VIDAS®Protein
C firmy bioMerieux, USA)

- sktad zestawu do zautomatyzowanego oznaczenia stezenia biatka C (protein C- PC):

1. 30 paskow testowych PC [STR] — gotowe do uzycia
2. 30 pipetek SPR PC [SPR®] - gotowe do uzycia
3. kontrola PC w formie liofilizatu 1x1ml — [C1]™
(ludzkie osocze rozcienczone wotowym buforem glicynowo-abuminowym)
4. standard PC w formie liofilizatu 1x1ml - [S1]"
(ludzkie osocze rozcienczone w wotowym buforem glicynowo-albuminowym)
5. roztwor rozcienczalnika PC 2x 5,5ml — [R1] - gotowy do uzycia
6. karta MLE — arkusz specyfikacji zawierajacy fabryczne dane kalibracyjne
wymagane do skalibrowania testu

- opis paska testowego:

studzienki odczynniki
1 probka badana
2-3-4 puste studzienki
5 Koniugat — mysie monoklonalne przeciwciata anty-PC wyznakowane

fosfatazg alkaliczng w buforze TRIS (0,05mol/l pH 6,5) + surowica konska +
0,99/l azydek sodowy (600ul)

6-7-9 Bufor ptuczacy: bufor TRIS (0,01mol/l pH 7,3) + chemiczne stabilizatory +
0,99/l azydek sodowy (600ul)

8 Rozcienczalnik: bufor TRIS (0,05mol/l pH 7,4) + surowica cieleca +
biatkowe i chemiczne stabilizatory +0,9g/1 azydek sodowy (600ul)
10 Kuweta optyczna z substratem: fosforanem 4-metyloumbeliferylu
(0,06mmol/l) + dietanolamina (0,62mol/I lub 6,6%, pH 9,2) + 19/l
azydek sodowy (300ul)

*%

- rozpu$ci¢ w 1ml rozcienczalnika 1 odczeka¢ 5-10 min., potem wymieszac

Wprowadzenie i zasada metody: biatko C (protein C - PC) - wraz ze swym uktadem:

trombomoduling  (Sr6dbtonkowym  biatkiem  receptorowym dla  trombiny),
srodbtonkowym receptorem dla biatka C i biatkiem S - nalezy do naturalnych inhibitorow
uktadu krzepnigcia, w formie aktywnej wykazujac dziatanie hamujace na proces
krzepnigcia przez proteolize czynnikow Va i VIlla. Podstawa testu VIDAS®Protein C jest
enzymoimmunologiczna, dwuetapowa metoda kanapkowa z koncowym odczytem
fluorescencji (ELFA). Odczynniki wymagane do wykonania oznaczenia sg gotowe do
uzycia — nalozone na zapieczetowane paski testowe. Wszystkie etapy badania
przeprowadzane s3 automatycznie przez analizator VIDAS PC. Pipetka SPR (Solid Phase

Receptacle) stuzy jednoczesnie jako faza stata z fabrycznie oplaszczonym
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monoklonalnymi, mysimi przeciwciatami anty-PC wnetrzem oraz urzadzenie pipetujace.
Najpierw probka badana przenoszona jest do studzienki z rozcienczalnikiem, nastepnie
rozcienczona probka jest cyklicznie wprowadzana i pobierana do/z pipetki SPR. Antygen
taczy si¢ z przeciwcialami oplaszczajagcymi $cianki SPR, a niezwigzane sktadniki sa
usuwane podczas procesu plukania. W drugim etapie do pipetki SPR kilkakrotnie jest
Wprowadzany i pobierany naprzemiennie koniugat mnonoklonalnych, mysich przeciwciat
anty-PC wyznakowanych alkaliczng fosfataza; nadmiar substancji czynnej usuwany jest
w procesie plukania). W celu oceny iloSciowej we wngtrzu SPR jest dynamicznie
inkubowany substrat (fosforan 4-metyloumbeliferylu). Enzym zawarty w koniugacie
katalizuje hydroliz¢ substratu do produktu fluorescencyjnego (4-metyloumbeliferonu) -
pomiar fluorescencji odbywa si¢ przy dtugosci fali A 450nm. Intensywnos¢ fluorescencji
jest proporcjonalna do stgzenia antygenu obecnego w probce. Wynik oznaczenia
obliczany jest automatycznie przez aparat w odniesieniu do krzywej kalibracyjnej
przechowywanej w pamigci urzadzenia, nastepnie jest on drukowany.

Wykonanie: wyjsciowo wyjmowano po jednym pasku testowym STR PC i jednej pipetce
SPR PC dla kazdej badanej probki, kontroli i standardu, ktére pozostawiano przez 30
minut w temperaturze pokojowej w celu osiggnigcia stanu rownowagi. Po odpowiednim
wprowadzeniu parametrow do analizatora (kod badania, dane pacjenta z numerami
identyfikacyjnymi, standard oznaczony jako S1, kontrola — jako C1) oraz wymieszaniu
probek lub standardu/kontroli, odpipetowywano 100ul kazdego z nich do studzienek nr 1
paskow testowych (STR). Przed rozpoczeciem analizy do aparatu wprowadzano karte
MLE w celu odczytu kodu kreskowego (dla kazdego oznaczenia innego) 1 zachowania go
w pamigci urzadzenia. Nastgpnie umieszczano paski testowe lub kontrole/standardy i
pipetki SPR w aparacie, sprawdzano zgodnos¢ nalepek zawierajacych kod testu na
pipetkach z analogicznymi na paskach badanych i uruchamiano analizator. Wszystkie
opisane etapy badania byly wykonywane przez aparat, czas trwania oznaczenia - okoto
35min.

Kazdorazowo po otrzymaniu nowej serii odczynnikow i uprzednim wprowadzeniu
danych krzywej kalibracyjnej przeprowadzano rekalibracj¢ urzadzenia za pomoca
zalaczonego standardu (S1) w celu uzyskania krzywej kalibracyjnej, specyficznej dla
danego aparatu. Dla zapewnienia poprawnos$ci otrzymywanych wynikoéw, po kazdym

otwarciu nowego zestawu odczynnikoéw przeprowadzano kontrole (C1) — miata ona
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miejsce podczas kazdej rekalibracji (wynikow nie zatwierdzano, jesli nie miescily si¢ w
oczekiwanych przedziatach).

Test VIDAS®Protein C skalibrowany jest wzgledem Miedzynarodowego Standardu
WHO i stezenie biatka C wyrazane jest w % lub IU/ml (1 TU/ml =100%).

Zakres wartosci referencyjnych: 65-140%; zakres pomiarowy 1-120%. W przypadku

stezenia PC > 120% 3-krotnie rozcienczano osocze badane rozcienczalnikiem.

- wykazanie opornosci na aktywowane bialko C (przesiewowy, koagulologiczny test

czynnoéciowy Proc®AcR firmy Siemens, Niemcy)

- odczynniki:
- aktywator — (liofilizat) — zawiera jad zmii Agkistrodon contortrix contortrix oraz bufor

stabilizujacy; stuzy do aktywacji endogennego biatka C probki w procesie inkubacji

- odczynnik PR3V (liofilizat) - zawiera bogaty w fosfopilipidy, rozcienczony jad zmii
Russella, fosfolipidy pochodzenia roslinnego, jony wapnia oraz inhibitor heparyny,
konserwanty (azydek sodu); jest czuly na zmiany st¢zenia aktywowanego biatka C,
posrednio wigc — jego wydtuzenie moze wigzac¢ si¢ z opornoscig na aktywowane biatko
C.

- wprowadzenie i zasada metody: opornos$¢ na aktywowane biatko C (activated protein C

resistance — APCr) najczeSciej spowodowana jest punktowg mutacjg genu czynnika V
krzepnigcia, ktéra powoduje zamiang aminokwasu argininy w pozycji 506 czasteczki cz.
V na glutaming (tzw. cz. V Leiden). Obecnos¢ tej mutacji spowalnia proces inaktywacji
cz. Va przez aktywowane biatko C. Czynnik V Leiden jast najczgstsza postaciag
wrodzonej trombofilii — stanowi ok. 20-50% wszystkich przypadkow (60). Oporno$¢ na
aktywowane biatko C moze tez by¢ wywotana przez inne, bardzo rzadkie mutacje genu
cz. V, jak: cz. V Cambridge czy tez cz. V Hong Kong. Moze tez by¢ cecha nabyta, np. u
kobiet w cigzy albo stosujacych doustne $rodki antykoncepcyjne.

Test Proc®AcR opiera si¢ na aktywacji endogennego biatka C przez inkubacje badanego
osocza z jadem zmii Agkistrodon contortrix contortrix. Nastgpnie dokonywany jest
pomiar czasu krzepnigcia tak przygotowanej probki po dodaniu jadu zmii Russella
(DRVVT). U os6b zdrowych aktywacja biatka C wydluza ten czas 2-3 razy, w
poréwnaniu do osocza pozbawionego aktywatora. U chorych z mutacjg Leiden — jedynie

nieznacznie (najczesciej 1,5-krotnie).
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Wykonanie: wyj$ciowo odpowiednio przygotowywano potrzebne odczynniki przez
dodanie wody destylowanej, odpowiednio 2ml — do aktywatora i 4ml do PR3V. Po ich
delikatnym wymieszaniu, poddawano je 10-minutowej inkubacji w temperaturze
pokojowej (+15 do +25°C). Przed wykorzystaniem odczynniki ponownie mieszano.
Nastepnie przeprowadzano dwa testy: z osoczem aktywowanym oraz pozbawionym
aktywatora. W celu wykonania pierwszego z nich, podgrzewano odpowiednig ilo$¢
odczynnika PR3V (0,1ml/test) do temperatury 37°C. Nastepnie wprowadzano 0,05ml
osocza badanego lub wzorcowego albo kontroli dodatniej (w celu nadzoru prawidtowosci
oznaczenia) do naczynka pomiarowego z mieszadetkiem i dodawano do niego 0,05ml
aktywatora. Cato$¢ inkubowano przez 5 minut w temperaturze 37°C. Po zakonczeniu
procesu dodawano 0,05ml uprzednio podgrzanego odczynnika PR3V, cato$¢ nastepnie
umieszczano w komorze pomiarowej, dokonywano odczytu po zatrzymaniu czasomierza
— urzadzenie mierzy czas uplywajacy od dodania odczynnika PR3V do wytworzenia
skrzepu.

Dla kazdego pacjenta oznaczenie wykonywano dwukrotnie w celu kontroli
prawidtowosci otrzymanego wyniku (podawano $rednig z dwéch kolejnych oznaczen).
Test bez aktywatora przeprowadzano analogicznie, tylko zamiast odczynnika
zawierajacego jad zmii Agkistrodon contortrix contortrix dodawano 0,05ml buforu
weronalowego Owrena.

Koncowy wynik badania jest przedstawiany w postaci ilorazu czasu krzepnigcia osocza
badanego z aktywatorem i bez niego (ProC® Ac R ratio):

ProC® Ac R ratio = czas krzepniecia osocza w tescie PR3V z aktywatorem / czas
krzepnigcia osocza w tescie PR3V bez aktywatora.

Zakres wartosci referencyjnych: APCr > 2. Czas krzepnigcia osocza wzorcowego po

dodaniu aktywatora powinien by¢ 2-3 razy dluzszy niz ten sam parametr uzyskany po
zbadaniu osocza wzorcowego bez aktywatora. Bardzo niska warto$é ProC® Ac R ratio ( <
1,5) wskazuje na obecno$¢ cz. V Leiden i wymaga potwierdzenia badaniami
genetycznymi. Warto$¢ pomiedzy 1,5 1 2,1 moze wynika¢ ze zmniejszonego stezenia
biatka C i rowniez wymaga dalszego potwierdzenia w badaniach stezenia biatka C oraz

testach genetycznych.
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- Oznaczanie wolnego bialka S w osoczu (imuunoenzymatyczny test mikroplytkowy

firmy HELENA BioSciences Europe, Wielka Brytania)

Sktad zestawu do przeprowadzenia immunoenzymatycznego testu mikroptytkowego:
1. mikroplytka ze studzienkami optaszczonymi przeciwcialami przeciw ludzkiemu
biatku
S (12 paskow po 8 studzienek)
2. ludzkie osocze referencyjne ELISA (3x0,5ml)
3. koniugat biatka S (1x12ml): poliklonalne immunoglobuliny skierowane przeciw
ludzkiemu biatku S, znakowane peroksydaza chrzanowa
4. rozcienczalnik probek (1x60ml): bufory, sole i1 azydek sodu jako S$rodek
konserwujacy
5. roztwér  substratu (1x13ml): substrat ~ chromogenny  zawierajacy
tetrametylobenzydyne (TMB) i nadtlenek wodoru (H20,)
6. roztwor wstrzymujacy reakcje, zawierajacy 0,36 M kwas siarkowy
- dodatkowe odczynniki i osocza kontrolne (poza zestawem):

1. mianowane normalne osocze kontrolne

2. mianowane patologiczne osocze kontrolne

3. woda destylowana/dejonizowana

4. cylindry miarowe

5. pipety (dozujace pomiedzy 10 1 1000[j])

6. spektrofotometr do odczytu ptytek (odczyt absorbancji przy dtugosci fali A
450nm)

7. pipety wielokanatowe, dozujace do 8 studzienek jednoczes$nie

8. wirowka

- zasada metody i wprowadzenie: biatko S (protein S — PS) jest jednotancuchowa

glikoproteing syntetyzowanag w obecnosci witaminy K w watrobie, w naczyniach
srodbtonka i najprawdopodobniej w megakariocytach. Odgrywa ono wazng role
fizjologiczng jako element przeciwkrzepliwego ukladu biatka C, w ktorym petni funkcje
kofaktora biatkowego dla aktywnej formy biatka C 1 przy wspotudziale fosfolipidow oraz
jonéw wapnia ulatwia proteolityczng degradacje czynnikéw Va 1 VIlla, o czym
wspomniano powyzej. W osoczu prawidlowym okoto 40% biatka S krazy w postaci

wolnych czasteczek, a pozostatle 60% stanowi kompleks ze sktadowa C4b klasycznej
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drogi uktadu dopetniacza. Czynnosciowo aktywna i zdolna do polaczenia z aktywnym
biatkiem C jest tylko niezwigzana forma kofaktora.

Opisywana metoda badawcza (test ELISA) pozwala na iloSciowe oznaczenie antygenu
wolnego biatka S.

Zasada metody: jest podobna do opisanych juz wcze$niej innych testow

immunoenzymatycznych. Przeciwciata swoiste dla ludzkiego biatka S sa zwigzane z
powierzchnig studzienek mikroptytki poliestyrenowej. Inkubacja w temp. pokojowej
rozciencznego osocza badanego, dodanego do kazdej ze studzienek, umozliwia —
zwigzanie biatka S zawartego w probce z monoklonalnym przeciwcialem
przechwytujacym, swoistym dla ludzkiego biatka S. Nadmiar niezwigzanego osocza jest
usuwany w procesie ptukania. Podczas kolejnej inkubacji zawarte w koniugacie,
poliklonalne immunoglobuliny skierowane przeciw ludzkiemu biatku S, znakowane
enzymem (perkosydaza chrzanowa) lacza si¢ z antygenami biatka S uprzednio
zwigzanego z podiozem. Nadmiar niezwigzanego koniugatu jest usuwany podczas
ptukania. Po zakonczeniu inkubacji i dodaniu do kazdej ze studzienek chromogennego
substratu (tetrametylobenzydyny — TMB) oraz nadtlenku wodoru (H20,), powstaje
enzymatyczna reakcja barwna, ktora nastgpnie zostaje zatrzymana za pomocg roztworu
wstrzymujacego ten proces. Natezenie barwy powstalego kompleksu - wprost
proporcjonalne do stezenia wolnego biatka S - mierzone jest w jednostkach gestosci
optycznej (OD) w spektrofotometrze przy dlugosci fali A 450nm. Wzgledne st¢zenie
procentowe antygenu biatka S w o0soczu badanym oznaczane jest wobec krzywej
standardowej przygotowanej przy pomocy osocza referencyjnego dostarczonego w
zestawie.

Wykonanie: wyj$ciowo doprowadzano wszystkie odczynniki i mikrostudzienki do
temperatury pokojowej (18-26°C). Nastepnie przygotowywano roztwér pluczacy,
rozcienczajagc 30ml stezonego PBS w 1000ml wody destylowanej oraz osocze
referencyjne, dodajac do jego liolilizatu 0,5ml wody destylowanej i po zmieszaniu
odstawiajac na 10minut. W kolejnym etapie przygotowywano 6 rozcienczen

referencyjnych osocza referencyjnego dostarczonego w zestawie, wg ponizszego opisu:
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Objetos¢ osocza referencyjnego | Objeto$é rozcienczalnika probki Poziom referencyjny
30ul + 500ul =150%
20ul + 500ul = 100%
250pl z rozcienczenia 150% + 250pl =75%
250pl z rozcienczenia 100% + 250ul =50%
250yl z rozcienczenia 50% +250ul =25%
250ul z rozcienczenia 25% +250pl =12,5%

Nastegpnie przygotowywano rozcienczenia probek badanych i kontroli w stosunku 1:26,
dodajac do 0,02ml osocza badanego/kontrolnego 0,5ml rozcienczalnika. Po doktadnym
wymieszaniu wszystkich sporzadzonych rozcienczen (osoczy referencyjnych, kontroli 1
probek badanych) wprowadzano po 100ul kazdego z nich do odpowiednich studzienek w
celu oznaczenia wolnego biatka S [do zaglebienia ze $lepg odczynnikows (reagent blank
well — RBW) wprowadzano wytacznie 100ul rozcienczalnika probek, a dotek ze $lepa
wodng (water blank well - WBW) pozostawiano pusta]. Calo$¢ inkubowano przez 40min.
w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu inkubacji zawarto$¢ studzienek wylewano i
4-krotnie plukano, dodajac za kazdym razem do kazdej studzienki p o 0,2ml buforu
pluczacego. Nastepnie w kazdej ze studzienek umieszczano 100ul roztworu koniugatu,
po czym calo$¢ ponownie inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po
kolejnym opréznieniu i ponownym 4-krotnym przeplukaniu zagiebien mikroplytki,
stosujgc kazdorazowo 0,2ml buforu ptuczacego, do kazdego z nich dodawano 100l
substratu chromogennego i cato$¢ jeszcze raz inkubowano przez 10 minut w warunkach
juz opisanych, obserwujac reakcje zmiany koloru na niebieska. W celu zatrzymania tego
procesu do wszystkich studzienek dodawano 0,1ml roztworu wstrzymujacego reakcj¢ (z
wyjatkiem WBW, do ktorej wprowadzano 0,2ml wody destylowanej). Nastepnie
dokonywano odczytu absorbancji (w okresie nie dluzszym niz 30minut) w
spektrofotometrze przy dtugosci fali A 450nm, uzywajac slepa wodna do ustawienia zera.
Dla kazdego z rozcienczen osoczy referencyjnych, kontroli 1 probek badanych oznaczenie
stezenia wolnego biatka S przeprowadzano w powtorzeniach w celu kontroli poprawnosci
otrzymanych wynikow. Aby uzyska¢ oznaczenie ilosciowe sporzadzano wykres krzywej
standardowej (0§ X — $rednia OD kazdego z rozcienczen osocza referencyjnego; o§ Y —
odpowiadajagca warto$¢ poziomu referencyjnego), po czym uzywajac $redniej OD, z

wykresu okreslano warto$ci wzgledne dla kazdego pacjenta i kontroli. Wyniki badania
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podawano we wzglednych wartos$ciach procentowych wolnego biatka S w poréwnaniu do
puli osocza prawidtowego, ktore uzyskiwano przez pomnozenie wartosci wzglednych
pacjentdw i kontroli uzyskanej z krzywej referencyjnej przez odpowiednia warto$¢
przypisang z osocza referencyjnego.

W celu kontroli jako$ci, dla kazdego oznaczenia sprawdzano $rednig OD §lepej
odczynnikowej, ktéra powinna by¢ nizsza niz 0,25; po uprzednim wyzerowaniu czytnika
wobec wodnej $lepej. Nadzorowano rowniez wartosci OD dla wszystkich powtorzen
kontroli 1 probek pacjentow, ktore powinny miesci¢ si¢ w zakresie 20% $redniej OD, dla
odczytéw absorbancji > 0,2. Warto$ci oznaczenia antygenu wolnego bialka S uzyskane
dla kontroli (i w konsekwencji) odpowiadajace im oznaczenia dla probek badanych, ktére
nie miescity si¢ w zakresach dla testu ELISA przypisanych przez producenta, nie byly
akceptowane.

Zakres wartosci referencyjnych: 50-150%.

- oznaczenie stezenia fibrvnogenu met. koagulologiczna (automatyczny test iloSciowy

Hemosil™ RecombiPlasTin 2G firmy Instrumentation Laboratory, Stany

Zjednoczone)

- sktad zestawu RecombiPlasTin 2G:

1. RecombiPlasTin2G (RTF) liofilizowanego, rekombinowanego czynnika
tkankowego, syntetyczne fosfolipidy ze stabilizatorami, konserwantami
i buforem

2. RecombiPlasTin 2G Diluent (RTF Diluent) wodnego roztworu chlorku
wapnia z polibrenem jako konserwantem

- dodatkowe odczynniki i osocza kontrolne (poza zestawem):

1. osocze kalibracyjne
2. prawidtowa kontrola
3. 0socze nieprawidtowe — z niskim stezeniem fibrynogenu

4. kontrola fibrynogenu niska

Zasada metody: odczynnik tromboplastyny o wysokiej czulosci oparty na ludzkim,
rekombinowanym czynniku tkankowym (recombinant tissue factor — RTF) umozliwia
ilosciowe, automatyczne, jednoczesne oznaczenie czasu protrombinowego (PT - w
systemie IL Coagulation oraz ELECTRA) i fibrynogenu (w systemie IL Coagulation) w
ludzkim osoczu cytrynianowym na aparacie ACL 7000. Test stuzy do oceny zaburzen

zewnatrzpochodnej oraz wspolnej drogi uktadu krzepnigcia. RTF jest wolny od
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zanieczyszczen innymi czynnikami krzepnigcia, co zapewnia wysokg czuto$¢ testu na
niedobory czynnikéw VII, X, V, II oraz fibrynogenu.

Wykonanie: wyjsciowo pozostawiano kazda fiolke rozpuszczalnika oraz odczynnika w
temperaturze 15-25°C przez minimum 15min. dla osiagnigcia stanu réwnowagi.
Nastepnie opipetowywano 8ml rozpuszczalnika do fiolki z czynnikiem tkankowym i
rozpuszczano delikatnie wirujagc. Po catkowitym zakonczeniu procesu odczynnik
przechowywano przez kolejne 15-20min. w temperaturze 15-20°C i bezposrednio przed
uzyciem ponownie mieszano. Fiolke z tak przygotowanym odczynnikiem oraz probowke
z badanym osoczem umieszczano na poktadzie aparatu. Po odpowiednim wprowadzeniu
parametréw do analizatora (rodzaj badania, dane pacjenta z numerami identyfikacyjnymi)
uruchamiano urzadzenie. Analiza (do wydrukowania wyniku wiacznie) byta catkowicie
przeprowadzana przez aparat - czas trwania oznaczenia fibrynogenu - okoto Smin.

W celu nadzorowania prawidtowos$ci otrzymanego wyniku raz na kazda 8-godzinnng
zmiang przeprowadzano kontrol¢ jakosci z zastosowaniem dodatkowych odczynnikow:
kontroli prawidtowej i nieprawidlowej niskiej dla fibrynogenu.

Koncowy wynik testu podawany jest w g/1.

Zakres wartos$ci referencyjnych: 3-69/I.

- oznaczenie stezenia dimeru-D (automatyczny test ilosciowy w systemie VIDAS z

wykorzystaniem metody enzymoimmunofluorescencyjnej [ELFA] - VIDAS®D-
dimer Exclusion™(DD?2) firmy bioMerieux, USA)

- Sktad zestawu do zautomatyzowanego oznaczenia stezenia D-dimeréw met. ELFA:

1. 60 paskow testowych DD2 [STR]” — gotowe do uzycia
2. 60 pipetek SPR DD2 [SPR®] - gotowe do uzycia
3. kontrole DD2 w formie liofilizatow 3x2ml kazda — [C1i C2]"~

(z ludzkiego osocza rozcienczone wotowym buforem glicynowo - albuminowym)
4. standardy DD2 w formie liofilizatow 2x2ml kazdy [S11S2]"

(z ludzkiego osocza rozcienczone wotowym buforem glicynowo- albuminowym)
5. roztwor rozcienczalnika DD2 — 25ml — [R1] - gotowy do uzycia

6. karta MLE — arkusz specyfikacji z fabrycznymi danymi do skalibrowania testu
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- opis paska testowego:

studzienki odczynniki
1 probka badana
2-3-4 puste studzienki
5 Koniugat — mysie monoklonalne przeciwciata anty-FbDP wyznakowane

fosfatazg alkaliczng w buforze TRIS (0,05mol/l pH 6,5) + surowica konska +
0,99/l azydek sodu (400ul)

6-7-9 Bufor pluczacy: bufor TRIS (0,01mol/l pH 7,3) + chemiczne stabilizatory
+0,99/ azydek sodu (600ul)
8 Rozcienczalnik: bufor TRIS (0,05mol/l pH 7,4) + surowica cieleca +
biatkowe i chemiczne stabilizatory +0,9g/1 azydek sodu (600pul)
10 Kuweta z substratem: fosforanem 4-metyloumbeliferylu (0,06mmol/I) +

dietanolamina (0,62mol/l lub 6,6%, pH 9,2) + 19/l azydek sodu (300ul)
- rozpusci¢ w 2ml rozcienczalnika i odczeka¢ 20 min., potem wymieszaé

- Woprowadzenie i zasada metody: w procesie rozpadu fibryny powstaja wysoce

heterogenne (wielko- i drobnoczasteczkowe) oraz rozpuszczalne produkty (fibrin
degradation products - FbDP) na drodze 2, niezbednych etapow:

a) — ostatniej fazy procesu krzepnigcia (przejscie fibrynogenu w sie¢ przestrzenng
fibryny pod wplywem trombiny z nastepcza stabilizacja polimeru fibryny za
posrednictwem cz.XIII uktadu krzepnigcia)

b) — oddzialywania plazminy na stabilny skrzep fibrynowy (fibrynoliza wiodaca
do powstania rozpuszczalnych i uwalnianych do krwiobiegu produktow degradacji (w
tym D-dimeréw, ktére sa jedynymi wskaznikami potwierdzajacymi obecnosé
stabilizowanej fibryny, a wigc posrednio — dowodem na pelne dokonanie procesu
krzepnigcia 1 w przypadku zwiekszonego ich stezenia w potgczeniu z oceng kliniczng
mogg wskazywa¢ na nadmierng aktywacje uktadu krzepnigecia z wtorna aktywacja
fibrynolizy
Test VIDAS® D-dimer Exclusion™ opiera si¢ na enzymoimmunologicznej metodzie
kanapkowej, przebiegajacej w dwoch etapach z koncowym odczytem fluorescencii
(ELFA). Odczynniki wymagane do wykonania oznaczenia sg gotowe do uzycia —
natozone na zapieczetowane paski testowe.

Wszystkie etapy badania przeprowadzane sg automatycznie przez analizator VIDAS PC.
Pipetka SPR stuzy jednoczesnie jako faza stala z fabrycznie oplaszczonym
monoklonalnymi, mysimi przeciwcialami anty-FbDP wnetrzem oraz urzadzenie
pipetujace. Najpierw probka badana przenoszona jest do studzienki zawierajacej koniugat
mnonoklonalnych, mysich przeciwciat anty-FbDP wyznakowanych alkaliczng fosfataza.

Mieszanka probki oraz zawarto$¢ studzienki jest cyklicznie wprowadzana i pobierana
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do/z pipetki SPR. Antygen taczy si¢ z przeciwciatami optaszczajagcymi $cianki SPR
tworzac uktad kanapkowy.

W drugim etapie ma miejsce wysycenie pozostatych, wolnych miejsc antygenowych
przez wspomniany koniugat (pipetka SPR ponownie pobiera go i oddaje cyklicznie;
nadmiar substancji czynnej usuwany jest w procesie ptukania).

W celu oceny ilosciowej do SPR jest wprowadzany, a nast¢pnie z niego pobierany
substrat (fosforan 4-metyloumbeliferylu). Enzym zawarty w koniugacje Katalizuje
hydroliz¢ substratu do produktu fluorescencyjnego (4-metyloumbeliferonu) - pomiar
fluorescencji odbywa si¢ przy dtugosci fali A 450nm. Intensywno$¢ fluorescencji jest
proporcjonalna do st¢zenia antygenu obecnego w probce. Wynik oznaczenia obliczany
jest automatycznie przez aparat w odniesieniu do dwoch krzywych kalibracyjnych
przechowywanych w pamigci urzadzenia, odpowiadajacych dwom etapom wykrywania.
Sygnal progowy decyduje o wyborze krzywej uzytej do oceny danej probki.

Wykonanie: wyjsciowo wyjmowano po jednym pasku testowym STR i jednej pipetce
SPR dla kazdej badanej probki, kontroli 1 standardu, ktore pozostawiano przez 30 minut
w temperaturze pokojowej w celu osiggniecia stanu réwnowagi. Po odpowiednim
wprowadzeniu parametréw do analizatora (kod badania, dane pacjenta z numerami
identyfikacyjnymi, standard oznaczony jako S1 i S2, kontrola — jako C1 i C2) oraz
wymieszaniu probek lub standardu/kontroli, odpipetowywano 200ul kazdego z nich do
studzienek nr 1 paskow testowych (STR). Przed rozpoczeciem analizy do aparatu
wprowadzano kart¢ MLE w celu odczytu kodu kreskowego (dla kazdego oznaczenia
innego) i zachowania go w pamigci urzadzenia. Nastgpnie umieszczano paski testowe lub
kontrole/standardy i pipetki SPR w aparacie (sekcja VIDAS), sprawdzano zgodno$é
nalepek zawierajacych kod testu na pipetkach z analogicznymi na paskach badanych i
uruchamiano analizator. Wszystkie opisane etapy badania byly wykonywane przez
aparat, czas trwania oznaczenia - okoto 35min.

Kazdorazowo po otrzymaniu nowej serii odczynnikéw 1 uprzednim wprowadzeniu
danych krzywej kalibracyjnej przeprowadzano rekalibracje urzadzenia za pomoca
zalaczonych standardéw (S1i S2) w celu uzyskania krzywej kalibracyjnej, specyficznej
dla danego aparatu. Dla zapewnienia poprawnosci otrzymywanych wynikow, po kazdym
otwarciu nowego zestawu odczynnikéw przeprowadzano dwie kontrole (C1 i C2) — miata
ona miejsce podczas kazdej rekalibracji (wynikdw nie zatwierdzano, jesli nie miescity si¢

w oczekiwanych przedziatach).
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Zakres wartosci referencyjnych (wynik ujemny): < 500ng/ml; zakres pomiarowy 45-

10000ng/ml. W przypadku stezenia D-dimerow > 10000ng/ml rozcienczano osocze

badane 5-krotnie rozcienczalnikiem.
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OBLICZENIA STATYSTYCZNE

Zebrane parametry poddano analizie statystycznej w celu wyznaczenia réznic w
badanych grupach, badZ okreslenia sity zaleznosci pomi¢dzy badanymi cechami. Badane
cechy pochodzace ze skali interwatowej porownywano przy pomocy testu-t-Studenta, a w
przypadku gdy dane nie spelnialy wymaganych zatozen [normalnosci rozktadow (test
Shapiro-Wilka) i jednorodnosci wariancji (test Levene’a)] - wykorzystano testy
nieparametryczne.

Do porownania dwoch grup zastosowano test Manna-Whitney’a . Dla
porownywania wigcej niz dwoch grup wykorzystano test Kruskala — Wallis’a, a w
przypadku uzyskania statystycznie istotnej réznicy badane grupy poddano dalszej analizie
testami ,,post hoc” ( test Dunn’a) - w celu wyznaczenia grup jednorodnych.

Badajac zalezno$ci pomiedzy cechami okreslonymi w skali nominalnej
wykorzystano test niezaleznos$ci chi-kwadrat. W przypadku matych liczno$ci
obserwowanych lub liczno$ci zerowej w jednej lub wigcej podgrup wykorzystano
doktadny test Fishera dla tabel 2x2 lub test Fishera-Freemana-Haltona dla tabel
wiekszych niz 2x2.

Poréwnania r6znicy procentowej miedzy badanymi grupami dokonano za pomocg
testu dla proporcji.

Wszystkie testy byly analizowane na poziomie istotnosci o = 0,05. Obliczenia
wykonano przy pomocy pakietu statystycznego Statistica 10.0 firmy StatSoft lub
programu StatXact 3.0 firmy Cytel Software Corporation.
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WYNIKI BADAN

(szczegétowe zestawienie wynikow przeprowadzonych testow laboratoryjnych
zamieszczono w zalaczniku - w tabelach)

W oparciu 0 wywiad i sporzadzong dla potrzeb badawczych dokumentacje
medyczng laboratoryjne kryterium zespotu antyfosfolipidowego stwierdzono u
wszystkich 75 os6b z grupy badanej. Nastepnie - w zaleznosci od stwierdzonego lub nie
objawu klinicznego - pacjentow zaklasyfikowano do jednej z trzech grup: | - z
bezobjawowym wystepowaniem przeciwciat antyfosfolipidowych; IIA - z zakrzepica
tetnicza w przebiegu APS; IIB - z zakrzepica zylng wtorng do APS (co szczegdtowo
omoOwiono juz opisujgc material kliniczny).

Nastepnie tak przygotowang grupe badang analizowano pod wzgledem roznych,
dostepnych z wywiadu 1 dokumentacji medycznej, parametréw klinicznych 1
laboratoryjnych, szukajac roznic pozwalajacych wyodrgbni¢ cechy typowe dla kazdej z
grup, tym samym probujac odpowiedzie¢ na pytanie: czy jest jaki§ czynnik determinujacy
przebieg objawowy (zylny lub tetniczy) albo bezobjawowy.

Badana populacja byta jednorodna pod wzgledem plci i wieku - nie wykazano
réznic znamienno$ci statystycznej w zakresie obu tych parametréw w zadnej z
wymienionych wyzej grup, cho¢ osoby 2z bezobjawowymi przeciwciatami
antyfsfolipidowymi nalezaty do grupy z najwigksza srednig wieku (46 lat £19,6SD).

Analiza uznanych czynnikéw ryzyka dla zakrzepicy zylnej (antykoncepcja
hormonalna, czynna choroba nowotworowa, niedobor antytrombiny, biatka C, biatka S,
APC-r, obcigzajacy wywiad rodzinny w kierunku ZCHZZ wéréd krewnych 1°, cigza)
oraz tgtniczej (nadcis$nienie tetnicze, palenie papierosow, dyslipidemia, otylos¢, cukrzyca)
nie wskazata na zadng z badanych grup, jako obarczong istotnie wigkszg iloscig tych
czynnikow.

Wymienione wyzej czynniki ryzyka oraz choroby wspotistniejace poddano ocenie
wsrod chorych z grupy I oraz grupy II powstatej z potaczenia podgrup IIA i IIB.
Wykazano istotnie czgstsze wystepowanie chorob autoimmunologicznych wséréd osob z
aAPA (p =0,0283) - tabela 2.

Podobnie, oceniajac wystgpowanie chorob autoimmunologicznych w ujgciu: chorzy z
epizodami  zylnymi vs pacjenci z bezobjawowa obecnoscig  przeciwciat
antyfosfolipidowych, istotnie cz¢sciej stwierdzono obecnos¢ tychze chordb u pacjentéw z
grupy I (p = 0.0168) - tabela 2. Chorzy z epizodami tetniczymi i osoby z aAPA nie r6znili

si¢ istotnie w zakresie czgstosci wystgpowania chorob autoimmunologicznych.
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Choroba wspolistniejaca Grupa | (25) Grupa 1= 1HA+11B (50) p
n (%) n (%)
Choroba autoimmunologiczna 9 (36) 7(14) 0,0283
Choroba wspolistniejaca Grupa | (25) Grupa IIB (25) p
n (%) n (%o)
Choroba autoimmunologiczna 9 (36) 2(8) 0.01680

Tabela 2. Czesto$¢ wystgpowania chorob autoimmunologicznych w wybranych grupach badanych

Rozpoczynajac udzial w badaniu, cze¢$¢ pacjentow cechowal nawrotowy przebieg
epizodow zakrzepowo-zatorowych juz w samym wywiadzie. Nie stwierdzono jednak, by
w ocenie retrospektywnej nawrotowy charakter choroby wystepowat istotnie czgéciej w
ktorejs z podgrup objawowych - tj 1A vs 11B (tab. 3).

Podgrupa badana Chorzy z nawrotowym przebiegiem p
zakrzepowo-zatorowym w wywiadzie (%)
A 14 (58,3)
(zakrzepica tgtnicza) ns
1B 11 (44,0)
(zakrzepica zylna)

Tabela 3. Dodatni wywiad w kierunku nawrotow epizodéw zakrzepowo-zatorowych u chorych z
objawowymi przeciwciatami antyfosfolipidowymi na poczatku obserwacji

Testem laboratoryjnym, ktory najczesciej potwierdzal obecno$¢ przeciwciat
antyfosfolipidowych byl antykoagulant tocznia, jednak znamienno$¢ statystyczng
czestos¢ ta osiggneta w grupie chorych z bezobjawowymi przeciwciatami

antyfosfolipidowymi (Tab. 4).

Test laboratoryjny Grupa | Grupa I1A Grupa I1B p
n (%) n (%) n (%)
LA 25(100) 17 (68) 23 (92) 0,0027
ACA-IgG 9(36) 8 (32) 7 (28) ns
ACA-IgM 5(20) 4(16) 5(20) ns
ACA-IgG i/lub ACA-IgM 9 (36) 9 (36) 9 (36) ns
Anty-B,-GPI 9 (36) 12 (48) 10 (40) ns

Tabela 4. Czestos¢ wystepowania przeciwciat antyfosfolipidowych w poszczegdlnych grupach badanych
Ograniczajac analiz¢ do grupy II, czyli objawowej i1 poréwnujac badane

parametry w podgrupie z zakrzepica tetnicza (IIA), vs w podgrupie z zakrzepica zylng

(IIB), zjawisko LA wystepowato istotnie czesciej u chorych z zylnymi epizodami

zakrzepowymi w wywiadzie (p = 0,0033).
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Podobnie, oceniajac wystgpowanie LA w ujeciu: chorzy z epizodami tgtniczymi vs
pacjenci z bezobjawowa obecno$cig przeciwciat antyfosfolipidowych, istotnie czesciej
stwierdzono obecno$¢ antykoagulantu tocznia u chorych z grupy I (p = 0.0040) - tab. 5.

Chorzy z epizodami zylnymi i osoby z aAPA nie r6znili si¢ istotnie w zakresie cze¢stosci

dodatnich testow w kierunku LA.

Test laboratoryjny Grupa IIA Grupa lIB p
n (%) n (%)
LA 17 (68) 23 (92) 0,0033
Test laboratoryjny Grupa 1A Grupa p
n (%)
LA 17 (68) 25 (100) 0,0040

Tabela 5. Czestos¢ wystepowania LA w wybranych grupach badanych

Nie wykazano znamiennos$ci statystycznej dla czesto$ci potwierdzenia APA za pomoca
innych testow laboratoryjnych wykorzystanych w badaniu do diagnostyki APS, w
r6znych ujeciach analitycznych (tj grupa IIA vs 1IB; grupa IIA vs I, grupa IIB vs I).

Jak przedstawiono w tabeli 6., wykazano istotne roznice $rednich wartosci aPTT,
aPTT z Actinem oraz wskaznika LA1/LA2 we wszystkich trzech grupach badanych.
Roznic tych nie stwierdzono w odniesieniu do $rednich warto$ci miana ACA-IgG/-IgM i

anty-pB,-GPI

Test Grupa | Grupa l1A Grupa l1B p
laboratoryjny
aPTT (s). 54,15+15,1° | 40,28+7,4% | 46,41+15,5° ['vs (IIA +11B):
0,0003
aPTT z Actinem (s) | 56,87+32,4° | 38,07+10,63% | 49,35+22,3% I vs 11A: 0,0022
LAL/LA2 1,88+0,5" 1,51+0,3" 1,89+0,8%° I vs I1A: 0,0360
ACA-IgG (GPL) | 32,11£55,9 | 18,61£25,6 | 22,09+29,26 ns
ACA-IgM (MPL) | 13,76+20,8 | 10,06£11,5 | 13,72+31,9 ns
anty-B,-GPI (GU) | 32,02+44,7 | 33,88+46,0 | 39,04+51,4 ns

Tabela 6. Srednie wartoéci aPTT, aPTT z Actinem, wskaznika LA1/LA2 oraz mian ACA-1gG, ACA-IgM i
anty-B,-GPI -1gG; grupy oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie
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Dokonano podziatu obserwowanych chorych na klasy - wg zalecanych przez Miyakisa i

wsp. (12) kryteriow laboratoryjnych w poszczegdlnych grupach laboratoryjnych -

przedstawiono go w tabeli 7.

Klasa przeciwcial wg Grupa | Grupa llA | GrupallB p
Kryteriow laboratoryjnych n (%) n (%) n (%)
I 10 (40) 9 (36) 10 (40)
la 15 (60) 12 (48) 14 (56)
ns
b 0 1(4) 1(4)
llc 0 3(12) 0

Tabela 7. Czesto$¢ wystgpowania poszczegélnych klas przeciwciat wg kryteriow laboratoryjnych w
poszczegolnych grupach badanych; Klasa I: obecne wiecej niz 1 kryterium laboratoryjne w dowolnej
kombinacji, klasa Ila: obecny tylko LA, klasa llb: obecne tylko ACA, klasa llc: obecne tylko anty-B,-
GPI; Miyakis i wsp. (12)

Zadna z klas przeciwciat wg kryteriow laboratoryjnych nie wystepowata istotnie czesciej
w poszczeg6lnych grupach badanych. Mozna jedynie zauwazy¢, iz klasa Ilc wystgpowata
wylacznie u chorych z przebytymi, tetniczymi epizodami zakrzepowymi oraz ze klasy I1b
nie stwierdzono u chorych bezobjawowych pod wzgledem epizodéw zakrzepowo-
zatorowych.

Podobnie, znamiennos$ci statystycznej nie uzyskano, rozszerzajgc analize czestosci klas
przeciwcial wg kryteriow laboratoryjnych do grupy objawowej (I1A + 11B) w poréwnaniu

do pacjentow z bezobjawowa obecnoscia przeciwcial antyfosfolipidowych. Wykazano

jedynie brak Kklasy Ilb i llc w grupie chorych bezobjawowych - tabela 8.

Klasa przeciwcial wg Grupa | (25) Grupa Il = 11A+11B (50) p
kryteriéw laboratoryjnych n (%) n (%)
I 10 (40) 19 (38)
lla 15 (60) 26 (52)
ns
b 0 2(4)
llc 0 3 (6)

Tabela 8. Czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych klas przeciwcial wg kryteridw laboratoryjnych w
poszczegodlnych grupach badanych ; klasa I: obecne wiecej niz 1 kryterium laboratoryjne w dowolnej
kombinacji, klasa Ila: obecny tylko LA, klasa llb: obecne tylko ACA, grupa lic: obecne tylko anty-B,-
GPI; Miyakis i wsp. (12)

W okresie trwania obserwacji prospektywnie oceniono czgstos¢ powiktan
zakrzepowo-zatorowych w poszczegdlnych grupach. Nie zaobserwowano istotnie
czestszego ich wystepowania w ktorejkolwiek z nich. Do powstania zakrzepicy po

rozpoczeciu udziatu w badaniu doszto w kazdej z grup: I, A i 1IB - odpowiedniou 2, 7 i
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4 pacjentow, po $rednim okresie od rozpoczgcia obserwacji odpowiednio 22+5,66SD,
40,8+10,27SD i 40,75+ 17,33 miesiecy - tabela 9. Jesli dokona¢ analizy czasu obserwacji,
po ktorym rozwingly si¢ powiklania zakrzepowe, poréwnujac grupe wczesniej
bezobjawowa z objawowa (czyli z I = IIA+IIB) to mozna wykaza¢ znamienng réznicg
czasu trwania tego okresu (odpowiednio 22+5,66 SD m-cy vs 40,8+12,38 SD m-cy; p =
0,0363) - tabela 9. Wsrdd chorych objawowych nawrdt przewaznie wystepowal w
tozysku naczyniowym pierwotnej lokalizacji z wyjatkiem 4 (2%) osob: 2 z nich doznaty
udaru moézgu po wyjsciowym epizodzie zylnym, kolejne 2 - przebyly zakrzepicg w
obrebie tego samego tozyska naczyniowego, ale o odmiennej lokalizacji (w 1 przypadku -
naprzemienne nawroty DVD w roznych konczynach dolnych, w 2-im - zatorowos¢
ptucna po wczesniejszym epizodzie DVD). U pacjentow z bezobjawowa obecno$cig
przeciwcial antyfosfolipidowych (aAPA) - w 1 przypadku zakrzepica wystgpita w
tozysku tetniczym (ogniska niedokrwienne moézgu), w 2-im - w naczyniach zylnych

(DVT konczyny dolnej).

Zakrzepica po Grupa | (25) Grupa llA | Grupa IIB (25) p
rozpoczeciu n (%) (25) n (%)
obserwacji n (%)
TAK 2 (8) 7 (28) 4 (16) ns
Zakrzepica po Czas obserwacji Czas obserwacji p
rozpoczeciu w grupie | w grupie 11 (I1A+11B)
obserwacji (m-ce = SD) (m-ce + SD)
TAK 22+5,66 40,8+12,38 0,0363

Tabela 9. Czgstos¢ wystapienia zakrzepicy podczas obserwacji w poszczegdlnych grupach - najczesciej
zjawisko obserwowano u chorych z t¢tniczymi powiktaniami zakrzepowymi, jednak bez uzyskania roznic
znamienno$ci statystycznej oraz istotnych zaleznos$ci w odniesieniu do ryzyka nawrotu w poszczegélnych
grupach (danie nie zaprezentowane) oraz czas obserwacji, po ktérym doszto do powiktan zakrzepowych

Nastepnie sprawdzono czy istnieje korelacja pomiedzy wystgpieniem zakrzepicy
po rozpoczgciu obserwacji a klasg przeciwcial wg kryteriow laboratoryjnych, nie
uzyskujac istotnych statystycznie informacji co do czgstosci ktorejS z klas w
poszczegbdlnych grupach badanych w przypadku nawrotu zakrzepicy lub jej pierwszego
wystgpienia u chorych wczesniej bezobjawowych - tabela 10. Potraktowanie - dla celow
analitycznych - grupy IIA i IIB tacznie jako jednej, objawowej ani ocena zjawiska w
uktadach parzystych - tj. grupa IIA vs IIB, IIA vs I 1 IIB vs I rowniez nie pozwolilo
uzyska¢ rdéznic znamiennoSci statystycznej w ocenie tych samych parametrow (tabela 10).
Zaobserwowano natomiast, ze wsrdd pacjentow wczesniej bezobjawowych, powiklania

zakrzepowe wystapity tylko u osob nalezacych do klasy I (9,1 % sposréd 25 badanych w

58




tej podgrupie) oraz ze u 0sob tych stwierdzono dodatkowg trombofili¢ (niedobor biatka S
u jednej z nich i opornos$¢ na aktywowane biatko C - u drugiej). Niestety, tendencja ta nie

osiggneta znamiennosci statystyczne;.

Klasa przeciwcial wg Grupal - Grupa A - Grupa lIB - p
kryteriow - zakrzepica (2) | - zakrzepica (7) | - zakrzepica
laboratoryjnych n (%) n (%) 4

n (%)
I 2(100) 2(28,6) 2(50)
Ila 0 3(42,8) 2(50)
ns
b 0 0 0
llc 0 2 (28,6) 0

Tabela 10. Czesto$¢ wystapienia zakrzepicy podczas obserwacji w poszczegdlnych grupach badanych - z
uwzglednieniem podziatu chorych na klasy wg kryteriow laboratoryjnych - w przypadku nawrotu
zakrzepicy lub jej pierwszego wystapienia u chorych wezesniej bezobjawowych.

W dalszym etapie analizy zbadano czy wspotistnienie trombofilii, jak: niedobor

antytrombiny, niedobdr biatka C i S, opornos¢ na aktywowane biatko C, zwigksza ryzyko
nawrotu zakrzepicy po rozpoczgciu obserwacji. Wykazano, ze jedynie niedobor biatka S
zwigksza ryzyko nawrotu powiktan zakrzepowych [ponad 13 - krotnie (OR 13,31; CI
1,093 - 162,631)]
Natomiast po polaczeniu kilku rodzajow defektow uktadu krzepnigcia [niedobor
naturalnych inhibitorow (antytrombiny, biatka C i S) oraz opornosci na aktywowane
biatko C] w jedng grupe pod nazwg trombofilia, wykazano, ze epizody zakrzepicy
ocenione prospektywnie wystepujg istotnie czesciej wsrdd chorych z tak zdefiniowanym
zaburzeniem i obecnoscig APA ( p = 0,0151) - tabela 11 oraz Ze ryzyko nawrotu
zakrzepicy zwigzane z jego obecno$cig zwigksza si¢ prawie 5-krotnie u tych chorych (OR
4,911; CI 1,252 - 19,263; p=0.0225) [tabela 11].

Trombofilia Zakrzepica w Bez zakrzepicy p
(L b. Ciflub S i/lub & AT i/lub obserwacji (13) w obserwacji (62)
aPCR) n (%) n (%o)
TAK 5(38,4) 7(11,2) 0,0151

Tabela 11. Czesto$¢ wystepowania epizodow zakrzepicy w ocenie prospektywnej u chorych z trombofilig
( b. Ci/lub S i/lub { AT i/lub aPCR)

Kolejnym krokiem badawczym byta proba zbadania korelacji pomigdzy klasg

przeciwcial wg kryteriow laboratoryjnych a chorobami wspdtistniejacymi oraz
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czynnikami ryzyka stwierdzonymi na podstawie wywiadu oraz dokumentacji medyczne;j.
Analizowano wiele parametrow, takich jak: nadcisnienie tetnicze, choroba niedokrwienna
serca, wady  zastawkowe, cukrzyca, choroby  nowotworowe,  choroby
autoimmunologiczne, niedobor antytrombiny, niedobor biatka C i S, oporno$¢ na
aktywowane biatko C, otylo$¢, dyslipidemig, palenie paierosow, hiperfibrynogenemi¢ >
3,92 g/l, zwigkszone stezenia dimeru-D >500ng/ml, dodatni wywiad rodzinny wsrod
krewnych 1° w kierunku zylnych i tetniczych powiktan zakrzepowo-zatorowych. Nie
znaleziono takiej korelacji.

W trakcie gromadzenia materialu badawczego zaobserwowano, ze nie zawsze
rodzaj przeciwcial antyfosfolipidowych stwierdzonych po raz drugi - po co najmniej 3
miesigcach od ich pierwszego wykrycia - jest taki sam jak oznaczony wyjsciowo. Dlatego
elementem konczacym biezaca analiz¢ byta proba odpowiedzi na pytanie, jak czgsto
opisane zjawisko wystgpowato podczas diagnostyki badanej grupy pacjentow i czy
cz¢stoscé ta byla istotna dla uzyskiwanych oznaczen.
W calej grupie badanej (75 osob) inny typ APA przy drugim oznaczeniu stwierdzono u
ponad 25% chorych (26 0s6b - 34,6%). Analizujac zjawisko w roznych innych uktadach
(grupa objawowa vs bezobjawowa; tetnicza vs zylna 1 nastepnie kazda z nich vs
bezobjawowa) zawsze stwierdzano jego obecno$¢ na poziomie nie mniejszym niz 20%,
przy czym istotnie pod wzgledem jego wystepowania roznily sie grupy IIA 1 [IB oraz ITA
i | -tabela 12.

Inny rodzaj APA | Grupal (25) Grupa llA Grupa 1B (25) p
w 2 0znaczeniu n (%) (25) n (%)
n (%)
IHA vs IIB:
0,0087
TAK 7 (28) 14 (56) 5(20)
1A vs I: 0,0448
IIB vs I: ns

Tabela 12. Czesto$¢ wystepowania zjawiska heterogenno$ci rodzaju przeciwciat w kolejnych oznaczeniach
podczas diagnostyki APS.

Podczas calego okresu obserwacyjnego u zadnego z badanych nie wystgpita
katastrofalna posta¢ zespotu antyfosfolipidowego. Jej obecno$¢ stwierdzono wylacznie

retrospektywnie u jednego mezczyzny w wieku 23 lat.
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OMOWIENIE

Zespot antyfosfolipidowy, wbrew pozorom, jest choroba bardzo zr6znicowana.
Do jej rozpoznania potrzebne jest wprawdzie tylko jedno kryterium laboratoryjne
(antykoagulant tocznia i/lub obecnos$¢ przeciwciatl antyfosfolipidowych: ACA, anty-B3,-
GPI) i jedno - Kliniczne (powiktania zakrzepowo-zatorowe i/lub niepowodzenia
potoznicze), to jednak do dzi$ stanowi ona wyzwanie dla lekarzy wielu specjalnosci.
Podstawowy objaw choroby - zakrzepica naczyniowa na tle autoimmunologicznym, moze
powsta¢ w naczyniach kazdej wielkosci, a w postaci katastrofalnej zamknaé¢ $wiatto
naczyn w obrebie kilku narzadéw (co najmniej trzech) jednoczesnie (61). Stad zespot
antyfosfolipidowy moze manifestowac si¢ cata gamg objawow, begdacych przedmiotem
badan chirurgéw naczyniowych, angiologdéw, neurologéw, kardiologéw, dermatologodw,
reumatologéw, ginekologow czy wreszcie hematologow. Dlatego zapewne jeden z
polskich ekspertéw w tej dziedzinie, nazwal t¢ problematyczng chorobg soczewka
medycyny, wskazujac na wage wnikliwego 1 holistycznego spojrzenia diagnosty na
pacjenta z APS (62).
Trudnos$ci diagnostyczne poglebia fakt, ze zesp6t antyfosfolipidowy oraz bezobjawowa
obecno$¢ przeciwcial antyfosfolipidowych u os6b dorostych moga wystapi¢ praktycznie
w kazdym wieku i niezaleznie od plci, co potwierdzita rowniez nasza analiza. Nie
stwierdzono istotnych réznic w zakresie plci 1 wieku pomiedzy ocenianymi grupami (1,
ITA 1 IIB), cho¢ s$rednia wieku pacjentow spehiajacych wytacznie laboratoryjne
kryterium APS (tzw. "bezobjawowych") byta najwicksza - odpowiednio 46 lat vs 41lat w
grupie 1A i 42lat w grupie I11B. Najmtodszy pacjent w grupie bezobjawowej miat 20 lat,
najstarszy - 75, wsrod chorych objawowych - odpowiednio - 19 i 85, a Srednia wieku
wsrod wszystkich badanych oscylowata pomiedzy 41 - 46 lat - jak w wigkszosSci prac
badawczych opublikowanych na ten temat. Wsr6d nich trudno jednak znalez¢ dane
epidemiologiczne dotyczace APS, a tym bardziej aAPA. Bardziej precyzyjne informacje,
pochodzace z miedzynarodowego rejestru pacjentow zatozonego w 2000r., dotycza
katastrofalnego zespotu antyfosfolipidowego - postaci bardzo rzadkiej (dotyczacej 1%
chorych z APS), o ktorej wiadomo, ze wystepuje od 7 do ponad 70 roku zycia, czesciej u
kobiet. Wsrod chorych wiaczonych do naszego badania przebyty CAPS stwierdzono
tylko u jednego me¢zczyzny w wieku 23 lat (40, 61, 63), a prospektywnie nie

obserwowano juz tej postaci APS u zadnego z badanych.
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W 2007r. Pengo V. i wsp., poréwnujgc chorych na APS (z obecnoscig trzech rodzajow
przeciwcial antyfosfolipidowych o podobnym potencjale i mianie: LA, ACA i anty-f,-
GPI - Kklasa 1) z tetniczymi (28 osdb) i zylnymi (29 osdb) epizodami zakrzepowo-
zatorowymi, wykazali znamiennie wigksza ilo§¢ czynnikow ryzyka zakrzepicy tetniczej
niz zylnej w grupie z przebytymi epizodami tetniczymi. Ilo$¢ czynnikdéw ryzyka
zakrzepicy zylnej w tej grupie byta niska, W czym ostatecznie upatrywano przyczyng
braku zylnych epizodow zakrzepowo zatorowych u chorych z powiktaniami tetniczymi w
wywiadzie [64]. (Wbrew wstgpnemu zalozeniu, autorom nie udato si¢ znalez¢ zwigzku
pomigdzy wystepowaniem powiktan tetniczych jako elementu miazdzycy naczyn a
podwyzszonym mianem przeciwcial p/w kompleksom oxLDL/B,-GPI (oxLDL - oxidized
low density lipoprotein - utlenowane lipoproteiny o niskiej gestosci) [64].

W przeciwienstwie do Pengo V. i wspotbadaczy, w naszej analizie nie wykazano, by
ktoras z obserwowanych grup badanych istotnie réznita si¢ pod wzgledem zylnych i
tetniczych czynnikoéw ryzyka epizodow zakrzepowo-zatorowych. Sg to jednak parametry
uwarunkowane osobniczo i trudne do poréwnania w sposob bezposredni, zwlaszcza, jesli
dotycza odrebnych populacji badanych. Oznacza to, iz analizowana populacja byta
jednorodna w zakresie wspomnianych parametréow albo zbyt mato liczna, by wychwycié
wspomniane réznice lub tez - jedno i drugie. Trzeba tez podkresli¢, iz naszej obserwacji
poddano chorych nalezacych do réznych klas wg kryteriow laboratoryjnych, natomiast w
analizie Pengo V. i wspoétbadaczy warunkiem witaczenia do badan byta przynaleznosé
wylacznie do klasy I (z dodatnimi wynikami 3 testow w kierunku APA: LA, ACA 1 anty-
B2-GPI) [64].

Nie wykazano rowniez, aby ktéra$ z ocenianych przez nas grup byla obarczona
istotnie wicksza iloscig czy konkretnym rodzajem chorob wspotistniejacych (z wyjatkiem
choréb autoimmunologicznych). Tym samym nie uzyskano podstaw dla wskazania swego
rodzaju wyznacznika klinicznego, pozwalajagcego  wyodrebni¢  pacjentow  z
przeciwcialami antyfosfolipidowymi, ktorym przypisany jest $cisle okreslony przebieg
kliniczny (jak zylne czy tetnicze powiklania zakrzepowo-zatorowe lub ich brak). Do
innych wnioskow doszedt Danowski i wspotpracownicy w 2009r. (65), badajgc 122
chorych podzielonych na 3 grupy: z pierwotnym APS, z zespotem antyfosfolipidowym
wspotistniejacym z SLE oraz z toczniem rumieniowatym uktadowym i APA, ale bez
przebytej zakrzepicy 1 niepowodzen cigzy. Wykazali oni, ze powiklania zakrzepowo-

zatorowe wystepuja czesciej u chorych z APS wspdtistniejacym z SLE, niz z pierwotng
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postacig tego schorzenia oraz ze czynniki ryzyka zakrzepicy roznig si¢ u chorych z
epizodami zylnymi 1 tetniczymi w wywiadzie. Te pierwsze wigzaly sie z
hipertrdjglicerydemia, wrodzong trombofilig, mianem IgG > 40 GPL i obecnoscia LA, te
drugie - z nadcisnieniem tetniczym oraz hyperhomocyteinemia. W analizie tej
uwzgledniono jednak inne kryterium podzialu na grupy badane - posta¢ APS, a nie -
lokalizacj¢ zakrzepicy w tozysku naczyniowym (t¢tnicza vs zylna).

Wsrod badanych przez nas chorych jedynie osoby z bezobjawowa obecnoscia przeciwciat
antyfosfolipidowych  wykazywaly znamiennie czgstsze wystgpowanie  chorob
autoimmunologicznych, w poréwnaniu do chorych z powiklaniami zakrzepowo-
zatorowymi w przebiegu APS. Obserwowano nie tylko zaburzenia z grupy kolagenoz,
jak: reumatoidalne zapalenie stawow, zespot Sjogrena, mieszang choroba tkanki tgcznej,
ale tez spoza krggu schorzen reumatoidalnych: niedokrwistos¢ Addisona-Biermera,
chorobe Hashimoto, pierwotng matoptytkowos¢ immunologiczng, niedokrwistosé
autoimmunohemolityczna. Wskazuje to na wicksza predyspozycje pacjentow z grupy I do
pierwotnego generowania autoprzeciwcial, o szerokim zakresie patofizjologicznym, za$
immunoglobuliny komplementarne do komplekséw fosfolipidowo-biatkowych moga by¢
tylko jednym z objawow takiej predyspozycji i wcale nie musza wigzaé si¢ z
wystepowaniem powiktan zakrzepowo-zatorowych, zwlaszcza, jesli nie sa one zalezne
od B,-GPI, a cislej - od fragmentu gly-40-arg-43 domeny | tej glikoproteiny lub tez jesli
cechuje je niska awidno$¢ (13, 17, 33, 62, 66, 67 68).

Wszystkie badane grupy nie roznily sie istotnie pod wzgledem czgstosci nawrotu
epizodow zakrzepowo-zatorowych ocenionych retrospektywnie w momencie wejscia do
badania (co dotyczy tylko pacjentdéw objawowych), jak i powiktan zakrzepowych w
analizie prospektywnej (co dotyczy juz wszystkich obserwowanych osob). Biorgc pod
uwage czesto$¢ nawrotow powiklan zakrzepowo-zatorowych oceniong retrospektywnie,
trzeba przyznaé, ze w obu grupach (IlIA i 1IB) - poddanych profilaktyce wtornej z
wykorzystaniem  antagonistow  witaminy K lub LMWH w  okresie
okotooperacyjnym/okotozabiegowym albo weryfikacji diagnostycznej wg aktualnych
wowcezas wytycznych ACCP - nawroty te zdarzaty si¢ podobnie czesto (58 vs 44%), wiec
nie mogly by¢ one przedmiotem istotnej réznicy. Trudno ustali¢ czy w okresie przed
wlaczeniem do badania chorzy ci $ciSle przestrzegali zalecen zwigzanych z wtorng
profilaktyka w celu jak najlepszej efektywnosci tego leczenia. Najprawdopodobniej,

powiktania zakrzepowe wystepuja rownie czesto W obu grupach, niezaleznie od
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przepisanej im wyjsciowo lokalizacji, innymi stowy - wyjsciowa lokalizacja nie powinna
by¢ oceniana jako czynnik przepowiadajgcy rodzaj i czg¢stos¢ nawrotow. Argumentem
popierajacym te teze niech bedzie fakt, ze juz w chwili rozpoczgcia obserwacji
wyodrebniono grupe 8 (4%) chorych z tetniczo-zylnymi epizodami zakrzepowymi w
wywiadzie. Zaklasyfikowano ich do grupy IIA, poniewaz ostatni epizod, be¢dacy
podstawg do potwierdzenia obecnosci APA w sekwencjach czasowych narzuconych
przez kryteria diagnostyczne (12), byt zlokalizowany w tozysku tg¢tniczym (zatacznik nr
4,5 1 6). Dodatkowo przeanalizowano kwesti¢ powstania zakrzepicy po rozpoczeciu
udziatu w badaniu. U wszystkich chorych z przebytymi powiktaniami zakrzepowymi
kontynuowano wtorng profilaktyke przeciwzakrzepowa wg zasad juz opisanych.
Prospektywnie zakrzepice stwierdzono w kazdej z grup: I, IIA i [IB - odpowiednio u 2, 7
i 4 pacjentéw, po $rednim okresie obserwacji odpowiednio 22, 40,8 i 40,75 miesigcy.
Wsrdd chorych objawowych powiklania zakrzepowe wystepowaty z reguly podczas
nieefektywnego leczenia przeciwkrzepliwego (kiedy INR osiggat wartos¢ < 2,0) lub
samowolnego jego zaprzestawania albo w momencie przej$cia na terapi¢ profilaktyczng
heparynami drobnoczgsteczkowymi czy ponownego powrotu do lekow doustnych. W
wiekszosci chorych tzw. "objawowych"” do nawrotu dochodzito w tozysku naczyniowym
pierwotnej lokalizacji, jednak ta prawidtowos¢ nie potwierdzita si¢ u 4 (2%) z nich: u 2
pacjentow wystgpit udar mozgu po wyjsciowym epizodzie zylnym (wykluczono u nich
ASD i i PFO) u kolejnych 2 - w obrebie tego samego tozyska naczyniowego, ale o
odmiennej lokalizacji (w 1 przypadku - naprzemienne nawroty DVD w réznych
konczynach dolnych, w 2-im - zatorowos¢ plucna po wezesniejszym epizodzie DVD). Do
podobnych wnioskdéw na temat lokalizacji epizodow nawrotowych nie zawsze tozsamej z
umiejscowieniem wyjsciowych powiklan zakrzepowo-zatorowymi doszli Pengo V. i
wspotbadacze, oceniajac prospektywnie grupe chorych na APS z obecnoscig wszystkich
trzech rodzajow APA (LA, ACA i anty-B,-GPlI) [69].

U o0s6b z bezobjawowa obecnoscig przeciwcial antyfosfolipidowych (aAPA) w 1
przypadku epizod zakrzepowy mial miejsce w tozysku tetniczym (ogniska niedokrwienne
mozgu), w 2-im - w naczyniach zylnych (DVT konczyny dolnej). Podkresli¢ nalezy, ze
obaj ci pacjenci wykazywali obecnos¢ wszystkich trzech rodzajow przeciwciat
antyfsfolipidowych (LA, ACA i anty-B,-GPl) - nalezeli do klasy I wg kryteriow

laboratoryjnych oraz ze u 0sob tych stwierdzono dodatkowg trombofili¢ (niedobor biatka
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S u jednej z nich i opornos$¢ na aktywowane biatko C - u drugiej). Niestety, tendencja ta
nie osiggnela znamiennosci statystyczne;.

Natomiast czas do wystgpienia powiklan zakrzepowo-zatorowych po rozpoczeciu
obserwacji byl zdecydowanie krotszy u chorych wczesniej bezobjawowych (22 m-ce
+5,66SD vs 40,8 m-cy + 12,38SD; p = 0,0363), nie stosujacych przewlekle zadnego,
przeciwkrzepliwego leczenia zapobiegawczego (tylko 4 z 25 pacjentdow okresowo
stosowato aspiryne w dawce 75mg dziennie, a u innych 4 przejSciowo stosowano
heparyn¢ drobnoczasteczkowa w okresie okotooperacyjnym). Jak juz wspomniano,
wszyscy ci chorzy nalezeli do klasy I wg kryteriow laboratoryjnych. Niesie to za sobg
pewne implikacje kliniczne, jak rozwazenie przewleklej, pierwotnej profilaktyki u tzw.
"bezobjawowych" pacjentow wykazujacych obecno$¢ trzech rodzajow przeciwciat
antyfsfolipidowych (LA, ACA i anty-B,-GPl) albo przejsciowej - u chorych z klasy lla,
[lb i llc - w sytuacji zwickszonego ryzyka zakrzepowo-zatorowego. Pierwotna
profilaktyka przeciwkrzepliwa u chorych z aAPA do dzi§ jest kwestia sporng. W
pismiennictwie istnieje niewiele doniesien na temat bezobjawowych przeciwcial
antyfosfolipidowych, najprawdopodobniej z powodu rzadkiego wystepowania tego
zjawiska u 0so6b zdrowych, o czym juz wspomniano we wstepie. W 2009 r. Metijan A. i
Lim L. dokonali przegladu piSmiennictwa, znajdujac tylko 7 prob badawczych
dotyczacych pierwotnej profilaktyki u pacjentow z bezobjawowa obecnoscig przeciwciat
antyfosfolipidowych (70). Wsrdd nich tylko 1 miato charakter prospektywny - APLASA,
ktore przyblizono juz we wstepie. Wynika z niego, ze po roku obserwacji tylko u 3 oséb
(na 98 wszystkich wiaczonych do badania) doszto do rozwoju powiklan zakrzepowo-
zatorowych 1 to w grupie zazywajacej aspiryne w dawce 81mg/d. Paradoksalnie, pacjenci
z grupy placebo nie mieli zadnych epizodéw zakrzepowych w tym okresie (58). Jednak
przewazajaca ilos¢ chorych rozwijajacych powiktania zakrzepowe w czasie obserwacji
miala dodatkowe czynniki ryzyka prozakrzepowego czy Sercowo-naczyniowego.
Podkresli¢ tez nalezy, ze wigkszos¢ ze wspomnianych 7 prob badawczych obejmowata
pacjentow chorych na SLE - jednostk¢ chorobowa wigzaca si¢ niezaleznie 2z
wystgpieniem zakrzepicy - zylnej czy tetniczej (21, 65, 71, 72).

Nadal kwestig otwartg pozostaje wybdr Srodkow przeciwkrzepliwych do stosowania
profilaktycznego u chorych z aAPA. Wykazano, ze u chorych z bezobjawowa
obecnos$cig przeciwcial antyfsofolipidowych profilaktyczne leczenie przeciwkrzepliwe z

wykorzystaniem aspiryny albo heparyn drobnoczasteczkowych w okresie zwigkszonego
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ryzyka zakrzepowo-zatorowego (jak unieruchomienie, zabieg operacyjny) ma sens -
wigze si¢ ze zmniejszeniem tego ryzyka (73). Z kolei u pacjentow chorych na SLE z
dodatnimi testami w kierunku APA uzasadnione wydaje si¢ zastosowanie aspiryny oraz
hydroksychlorochiny w pierwotnej profilaktyce, co wiaze si¢ ze zmniejszeniem czgstosci
epizodow zakrzepowych (40, 71, 54).

Ostatecznie jednak do dzi$ nie poznano efektow wyprzedzajacego, przeciwkrzepliwego
leczenia zapobiegawczego u pacjentow z aAPA i przedstawione koncepcje terapeutyczne
nie maja rangi zalecen opartych na dowodach medycznych (74). W chwili obecnej
rekomendowana jest indywidualizacja w ocenie ryzyka prozakrzepowego u takich
pacjentow i stosowanie profilaktyki przeciwkrzepliwej w okresach jego przejsciowego
zwickszenia, a takze postepowanie ukierunkowane na eliminacj¢ sercowo-naczyniowych
czynnikow ryzyka, jak np. palenia tytoniu czy dyslipidemii (70). Moze wtasnie
uwzglednienie profilu stwierdzonych aAPA (np. klasy I wg kryteriow laboratoryjnych),
jest jednym z kluczowych elementow w indywidualizacji postgpowania medycznego u
takich chorych?

Badang populacje oceniano rowniez pod katem potencjalnego wplywu trombofilii,
potwierdzonej w momencie rozpoczecia obserwacji, na przebieg kliniczny. W analizie
prospektywnej, u chorych z APA obecnymi co najmniej 3 miesigce wykazano ponad 13-
krotne zwigkszenie ryzyka nawrotu epizodow zakrzepowo-zatorowych wynikajace ze
wspolistnienia niedoboru biatka S (OR 13,31; CI 1,093 - 162,631), ktore w poréwnaniu
do ogdlnej populacji Europy z izolowanym, heterozygotycznym niedoborem biatka S jest
dodatkowo 3-krotnie wigksze, jesli pod uwage wziaé¢ zakrzepice zylng (75, 76). Jednak
biorgc pod uwage fakt, ze niedobor taki stwierdzono tylko u 2 spos$rod wszystkich
badanych oraz bardzo szeroki przedziat ufnosci, nalezy liczy¢ si¢ z duzym btgdem tego
oszacowania i konieczno$cig jego weryfikacji w grupie bardziej liczne;j.

Podczas zbierania wywiadu i gromadzenia danych z dokumentacji medycznej badanych
zaobserwowano, ze istniejag chorzy ze skojarzonym niedoborem naturalnych
antykoagulantow, co jako defekt wrodzony nalezy do rzadkosci. Wykazano, ze
wspotistnienie przeciwcial antyfosfolipidowych 1 trombofilii, zdefiniowanej jako:
skojarzony niedobor naturalnych antykoagulantéw (antytrombiny i/lub biatka C i/lub S)
i/lub oporno$¢ na aktywowane biatko C, prawie 5-krotnie zwigksza ryzyko nawrotu
zakrzepicy (OR 4,911; CI 1,252 - 19,263) w okresie obserwacji - ér. 47 miesiecy. Nie
wykazano, aby ktorekolwiek z tych zaburzen analizowanych osobno w ocenie

prospektywnej, istotnie zwigkszalo ryzyko nawrotu zakrzepicy w tej populacji chorych,
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co sugerowatoby raczej nieznaczny wplyw wrodzonej trombofilii na przebieg kliniczny
zespotu antyfosfolipidowego.

Do odmiennych wnioskow doszli Danowski i wspotbadacze. Stwierdzili oni ponad 7-
krotny wzrost ryzyka wystapienia zakrzepicy zylnej u chorych na APS z wrodzong
trombofilig, ale nie sprecyzowali doktadnie jej rodzaju (65). Trzeba wiec przyznaé, ze w
przypadku przeciwcial antyfosfolipidowych obecnych ponad 3 miesigce, przebieg
kliniczny jest bardzo indywidualny, uzalezniony by¢ moze od wrodzonych i nabytych
czynnikow ryzyka, stylu zycia, zwyczajéw zywieniowych, ktdre tacznie (wspolnie z klasg
stwierdzanych APA) warunkujg profil ryzyka danej jednostki. Z tego powodu najpewniej
APA, wigzgc sie z kompleksami fosfolipidowo-biatkowymi uktadu krzepniecia
(niejednokrotnie zmienionymi patologicznie przez zaburzenia genetyczne lub nabyte),
biorg udziat w roznych procesach hemostatycznych, angazujacych substancje osoczowe,
srodblonek, komodrki krwi 1 mikroczastki, dajac w efekcie $cisle okreslony obraz
kliniczny, nalozony niejako na biologiczny stan wyjSciowy ustroju, ktorego namiastka
tylko jest probowka laboratoryjna (77).

Testem najczesciej potwierdzajacym obecno$¢ przeciwciat antyfosfolipidowych
byl antykoagulant tocznia (LA). Czestos$¢ ta uzyskata znamienno$¢ statystyczng w grupie
chorych z bezobjawowymi przeciwcialami antyfosfolipidowymi [grupa I: 25 os6b - 100%
- p = 0,0027; grupa IIA: 17 os6b - 68%; grupa IIB: 23 osoby - 92%], co
najprawdopodobniej wynika z metody doboru tych chorych - powodem skierowania ich
na dalsze badania diagnostyczne bylo wydluzenie aPTT bez skazy krwotocznej w
wywiadzie.

Chorzy z zylnymi epizodami zakrzepowymi 1 z bezobjawowa obecno$cig przeciwciat
antyfosfolipidowych nie rdznili sie znamiennie pod wzgledem czestosci dodatnich testow
w kierunku "lupus anticoagulant”, gdyz w rzeczywistoéci za istotng réznice w tym
zakresie - w porownaniu do grupy "bezobjawowej" - byta odpowiedzialna grupa IIA.
Oznacza to, ze zjawisko LA wiaze si¢ raczej z ryzykiem wystapienia zakrzepicy zylnej,
co jest zbiezne ze spostrzezeniem Danowskiego i wspotbadaczy (65) i paradoksalnie -
bezobjawowym przebiegiem klinicznym.  Wbrew pozorom paradoks ten mozna
wytlumaczy¢. Przede wszystkim nalezy wzig¢ pod uwage wyniki falszywie dodatnie,
zwlaszcza u osoOb starszych oraz w przypadku istnienia LA o malej potencji (66) -
dochodzi wowczas do nieistotnego wydluzenia czaséw krzepnigcia, CO moze by¢ zrodiem
niewlasciwej interpretacji. Stad krytyczne spojrzenie na otrzymane wyniki, z
zachowaniem zasad 3-etapowego przeprowadzania testu (16, 17, 18, 19), ma duze
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znaczenie dla wiarygodnos$ci oznaczen. Dodatkowo nalezy wzig¢ pod uwage mozliwos¢
powstania tzw. niepatogennych, czesto przejsciowych APA, najcze$ciej wtornych do
roéznych infekcji (tzw. P,-GPl-niezaleznych, zdolnych do bezposredniego tgczenia sig¢
kardioliping albo skierowanych przeciw domenie V - a nie | - Bo-glikoproteiny I, jak w
przypadku tradu czy dziecigcego atopowego zapalenia skory) (58, 78, 79), ktore
jednoczesnie moga generowaé zjawisko LA. W takim przypadku, mimo zastosowania
wszystkich 3 rodzajow testow wykrywajacych APA (LA, ACA i anty-B,-GPl), ich
obecno$¢ mozna potwierdzi¢ jedynie za posrednictwem zjawiska LA. Testy ELISA
stosowane w diagnostyce APS wykorzystuja zupetnie inne epitopy: w obrgbie domeny I
(nie V) B2-glikoproteiny | oraz - kompleksu kardiolipiny z biatkowym kofaktorem w
postaci B,-GPI, gdyz to one wlasnie zaangazowane sa w geneze patogennych przeciwciat
antyfosfolipidowych. Wg Pengo i wspotbadaczy (66, 80, 81), izolowana obecnos¢ LA nie
wiaze si¢ z zakrzepicg czy niepowodzeniami cigzy, co ttumaczyloby najwieksza czestos¢
wystepowania dodatnich wynikow tego testu wsrdd naszych tzw. "bezobjawowych"
pacjentow. Do podobnych wnioskéw doszli de Groot i wspdtbadacze po zakonczeniu
badania Kliniczno-kontrolnego w Leiden. Wykazali oni, ze ryzyko zakrzepicy u
pacjentow z dodatnim testem w kierunku LA - po wykluczeniu obecnosci anty-f,-GPI i
przeciwcial przeciw protrombinie - nie jest duze (odds ratio: 1,3; 95% przedziat ufnosci:
0,3 -6,0) [64, 82]. Pengo V i wspotbadacze sugerujg nawet wyodrebnienie innej jednostki
chorobowej, w ktorej odmienne niz anty-f,-GPI inhibitory sa odpowiedzialne za
zjawisko LA i ktora moze, ale nie musi, by¢ powigzana z ryzykiem zakrzepicy (66).

Z drugiej jednak strony, w grupie chorych z zylnymi epizodami zakrzepowo-zatorowymi
w wywiadzie, lupus anticoagulant wykrywali$my podobnie czgsto. Poza tym Galli M. w
swej metaanalize dowodzi, ze w przeciwienstwie do ACA, zjawisko LA ma zwigzek z
powiktaniami zakrzepowymi (83) i ze jest ono czynnikiem ryzyka zakrzepicy, niezaleznie
od jej typu 1 lokalizacji. Jednak trzeba wzia¢ pod uwage, ze ta analiza objeta doniesienia
w piSmiennictwie z okresu 1988 - 2000r., kiedy to oznaczenia anty-f,-GPI nie byly
stosowane rutynowo w celu rozpoznania APS, gdyz dopiero od 2006r. zostaty
wprowadzone do kryteriow diagnostycznych tej jednostki chorobowej (12). Nie ma wigc
pewnosci, iz u chorych poddanych metaanalizie, obecno$¢ LA miata rzeczywiscie
charakter izolowany, zwlaszcza, ze z dostepnych danych jasno nie wynika czy wszyscy
chorzy z dodatnim testem w kierunku LA micli jednoczesnie ujemne wyniki badan

potwierdzajacych obecno§¢ ACA (66). Powstale rozbieznosci mozna sprobowaé
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wyjasni¢, $ledzac profil APA w analizowanych przez nas grupach. Jak wynika z tabeli 6,
odsetek izolowanej obecnosci LA byt najwigkszy u chorych tzw. bezobjawowych (az
60%), u ktorych w ogole nie wykazano wylacznej obecnosci ACA czy anty-f,-GPI -
zawsze wystepowaly one w skojarzeniu z LA tworzac wspdlnie klas¢ I przeciwcial wg
kryteriow laboratoryjnych (40% w grupie I). U 2 pacjentow z ta klasa w ocenie
prospektywnej wystgpity powiklania zakrzepowe po $rednim okresie 22 miesiecy 0d
ropzoczecia obserwacji, pozostatych 8 z nich - miatlo dalej bezobjawowy przebieg do
czasu zakonczenia udzialu w badaniu ($r. 47 m-cy). Trudno odpowiedzie¢ na pytanie:
dlaczego? W piSmiennictwie ostatnich lat pojawily sie doniesienia o 2 odmianach
konformacyjnych B,-glikoproteiny | - zamknigtej i otwartej, wykrytych na podstawie
badan z wykorzystaniem Kkrystalografii rentgenowskiej (84). Pierwsza z nich (inaczej nie
zwigzana) wystepuje w roztworze jako kolista struktura, w ktorej dwie domeny - Vi | -
potaczone sg wigzaniami niekowalencyjnymi, czynigc epitopy domeny I niedostgpnymi
dla przeciwcial antyfosfolipidowych. Pod wptywem zmiany warunkéw biologicznych (in
vitro dializa w buforze zasadowym o wysokim stezeniu soli) - np. w sgsiedztwie
fosfolipidow o duzej ekspresji, pochodzacych z blon komoérek 1 mikroczastek
wkraczajacych w fazg apoptozy - czgsteczka ulega zmianom konformacyjnym. W wyniku
oddziatywania z fosfolipidami dochodzi do rozerwania wigzan niekowalencyjnych,
zakotwiczenia dodatnio natadowanej, hydrofobowej petli domeny V w podwojnej
warstwie fosfolipidowej, a tym samym przejscia w posta¢ otwarta, przypominajaca
haczyk do wedki, w ktorej dochodzi do odstonigcia prozakrzepowych epitopow domeny I
(84, 15).

Arg 39 &34
Lys19

Binding site
of antibodies

Lys305&317

Ryc 4. Przejscie miedzy 2-ma odmianami konformacyjnymi B,-GPl; Rand JH. Blood
2010;116:1193-1194 [16]
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Agar 1 wspotbadacze wykazali, ze APA rozpoznaja tylko otwartg, ale nie zamknigtg
forme¢ Po-GPI. Postugujac si¢ mikroskopig elektronowa dowiedli oni, Zze powinowactwo
ludzkich anty-B,-GPI jest zbyt stabe, by konkurowaé¢ z domeng V o wigzanie domeny I.
Dopiero gdy anionowe fosfolipidy wspotzawodniczg o to wigzanie, powinowactwo
ludzkich przeciwcial jest wystarczajace dla polaczenia z domeng I i w konsekwencji
dochodzi do uruchomienia mechanizméow prozakrzepowych indukowanych przez APA.
Wsrdd nich mozna wymienié np. uszkodzenie §rodbtonka (najczgsciej nabyte) i ekspresje
czynnika tkankowego (84, 15). W warunkach laboratoryjnych wystepowanie ,-GPl w
konkretnej odmianie konformacyjnej jest uzaleznione takze od metody oczyszczania tej
glikoproteiny, co moze ostatecznie wywrze¢ wplyw na wyniki badan w kierunku APS
(84). W przypadku przeprowadzenia testu z zamknigta postacig dojdzie do otrzymania
falszywie ujemnych wynikéw i w konsekwencji np. do biednego potwierdzenia
izolowanej obecnosci LA u danego chorego. Oczywiscie osobng kwestig jest przyczyna
powstania autoprzeciwcial skierowanych przeciw domenie | - sugeruje si¢ sktonno$é
dziedziczng (15). Moze wlasnie dlatego wsrdod naszych, "tzw." bezobjawowych"
pacjentow, wykazano wigcksza predyspozycje do pierwotnego generowania
autoprzeciwciat, nie tylko antyfosfolipidowych? Mozna przypuszczaé, ze wlasnie dlatego
do objawowego przebiegu doszto tylko u 0sob z genetycznie uwarunkowang sktonnoscia
do wytworzenia prozakrzepowych immunoglobulin, komplementarnych do fragmentu
gly-40-arg-43 domeny | tej glikoproteiny.

Wracajac do obserwowanej przez nas grupy badanej i profilu APA u chorych tzw.
"objawowych", trzeba zaznaczy¢, ze byt on bardzo zblizony zardwno w grupie IIA, jak i
IIB, poza wylaczng obecnoscig anty-B,-GPI u chorych z przebytymi, t¢tniczymi
epizodami zakrzepowymi (12%). 1zolowane zjawisko LA wystepowato u nich w nieco
mniejszym odsetku, niz u pacjentoéw z grupy I, zas czgsto$¢ skojarzonej obecnosci APA
(klasa 1 wg kryteriow laboratoryjnych) byta poréwnywalna do chorych "tzw."
bezobjawowych. Czg¢sciej stwierdzono natomiast dodatnie miano ACA (4% zaro6wno w
grupie IIA i IIB). Mozna zauwazy¢, iz profil APA byl bardziej heterogenny u chorych z
tetniczymi i zylnymi powiktaniami zakrzepowo-zatorowymi w wywiadzie i ze nie byt on
swoisty dla zadnej z nich (moze poza izolowang obecnos$cig anty-B,-GPl w grupie I1A).
Oznaczatoby to brak zwigzku pomiedzy rodzajem stwierdzonych APA, a lokalizacja
zakrzepicy w tozysku naczyniowym (tetniczym, zylnym lub w obrebie drobnych naczyn),

czego odzwierciedleniem moga by¢ sprzeczne doniesienia w piSmiennictwie na temat LA
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jako czynnika ryzyka zakrzepicy. Danowski i wspotbadacze wigzg to zjawisko raczej z
zylnymi powiktaniami zakrzepowymi (65), zas Urbanus i wspoétautorzy oraz Linnemann i
wspotbadacze - z t¢tniczymi (85, 86). Takie podejicie uzalezniatoby przebieg kliniczny
APS od indywidualnych (wrodzonych i nabytych) uwarunkowan biologicznych pacjenta,
czego poparciem moglby by¢ wspomniany juz fakt wyodrebnienia grupy 8 osob (4%)
wsrdod naszych chorych z przebytymi zaréwno tetniczymi jak i zylnymi epizodami
zakrzepowymi w chwili rozpoczgcia obserwacji. Nie wszyscy z nich nalezeli do tej samej
klasy wg kryteriow laboratoryjnych - u pigciu z nich stwierdzono wytacznie LA, a u
trzech pozostatych - wigcej niz jeden dodatni test w kierunku APA, w dowolnej
kombinacji. Dodatkowo trzeba podkresli¢, Zze nie wykazano réznic znamiennosci
statystycznej w zakresie czestosci wystepowania klas przeciwcial wg kryteriow
laboratoryjnych pomigdzy badanymi przez nas grupami.

Z kolei potencjat inhibitorowy antykoagulantu tocznia réznit si¢ istotnie wsrod
badanych pacjentéw. Srednie wartosci aPTT, aPTT z Actinem i LAI/LA2 - byty
najdluzsze u chorych z bezobjawowa obecnoscig przeciwciat antyfosfolipidowych, za$
najkroétsze - u pacjentdow z tetniczymi epizodami zakrzepowymi. Grupa IIB nie ro6znita
sie istotnie od grupy I w zakresie Srednich aPTT z Actinem i LA1/LA2, a rdznice
srednich aPTT byly znamienne tylko w poréwnaniu grupy I w stosunku do wszystkich
chorych objawowych (bez podzialu na grupy z zylnymi 1 tetniczymi epizodami
zakrzepowymi). Mogloby to oznaczaé, ze zjawisko LA jest bardziej nasilone, a biorac
jednoczesnie pod uwage omowiong juz czgsto$¢ jego Wystgpowania w ocenianej
populacji - bardziej swoiste dla pacjentow "bezobjawowych", u ktorych klas¢ Ila
stwierdzono az w 60%, co wowczas byloby zbiezne ze spostrzezeniami Pengo V (66) na
temat izolowanej obecnosci LA 1 jej bezobjawowego przebiegu.  Zgodnie ze
spostrzezeniami Danowskiego i wspoétbadaczy (65), swoisto$¢ ta w rOwnym stopniu
moglaby dotyczy¢ chorych z powiktaniami zylnymi, czego nie mozna juz powiedzie¢ o
grupie 0sob z tetniczymi epizodami zakrzepowymi w wywiadzie ani o teScie aPTT z
odczynnikiem o malej swoistosci w stosunku do APA, ktory w tym S$wietle nie ma
swoistosci porownywalnej do aPTT z Actinem i DRVVT.

Grupa objeta obserwacja jest jednak zbyt mato liczna dla sformutowania ogoélnych
wnioskow dla populacji chorych z przeciwciatami antyfosfolipidowymi obecnymi co
najmniej 3 miesiace.

Najprawdopodobniej ta niska liczebno$¢ nie pozwolita wykaza¢ tez, by

ktorakolwiek z klas przeciwcial wg kryteriow laboratoryjnych (I, lla, Ilb, i Ilic)
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zalecanych przez Miyakisa i wspétautorow wystepowata istotnie cze$ciej w grupach I,
1A czy 1IB, mimo wytacznej obecnosci klasy Ilc u chorych z przebytymi, tetniczymi
epizodami zakrzepowymi oraz braku klasy IIb i Ilc u pacjentow z bezobjawowa
obecnos$cig przeciwcial antyfosfolipidowych (tabela 10). U tych ostatnich zjawisko LA
wystepowato zawsze czy to w sposéb izolowany, czy tez w skojarzeniu z innym
kryterium laboratoryjnym w dowolnej kombinacji. Zadna ze wspomnianych Kklas
przeciwcial w sposob istotny nie predysponowata do powiktan zakrzepowo-zatorowych
wsrod badanych chorych w ocenie prospektywnej, cho¢ w grupie wcze$niej
"bezobjawowej" powiklania te wystgpily wytacznie u pacjentow z klasa 1. Nie znaleziono
tez korelacji pomigdzy klasg przeciwcial wg kryteriow laboratoryjnych a chorobami
wspotistniejagcymi oraz czynnikami ryzyka stwierdzonymi w wywiadzie i na podstawie
dokumentacji medycznej w badanych grupach.

Whbrew otrzymanym wynikom, coraz wigcej doniesien ostatnich lat wskazuje na zwigzek
profilu wykrytych APA (LA i/lub ACA i/lub anty-B,-GPI - klasa I wg kryteriow
laboratoryjnych) z ryzykiem zakrzepicy. Jak dowodzi Swadzba i wspdtbadacze (co
sygnalizowano juz we wstepie) kazde z tych przeciwcial istotnie wigze si¢ z takim
ryzykiem, ale jest ono najwicksze w przypadku wspotistnienia wszystkich trzech ich
typow, tj. LA 1 ACA i B,-GPI (OR 5,63; C1 2,82 - 11,24 - tab. 1.) [21]. Warto podkresli¢,
ze te wnioski dotycza w gltownej mierze populacji chorych z APS wspotistniejagcym z
inng jednostka chorobowg (tzw. PAPS stwierdzono u ok. 10% badanych). Nasza analiza
objeta gltéwnie pacjentdow z pierwotng obecno$cig przeciwciat antyfosfolipidowych
(osoby z dodatkowg chorobg autoimmunologiczng stanowity 20% wszystkich badanych i
ok. 12% pacjentow tzw. objawowych).

Ruffatti 1 wspodtbadacze podobnie twierdza, ze wspoélistnienie dodatnich wynikow
wszystkich trzech testow wykrywajacych APA u jednej osoby koreluje z wigkszym
ryzykiem zakrzepicy i niepowodzen cigzy, niz w przypadku nieprawidtowych wynikow
dwoch lub jednego z nich (87) Wykazali oni, ze chorzy z takim profilem przeciwciat
antyfosofolipidowych majg tendencje do uzyskiwania wyzszych mian anty-f,-GPl w
klasie 19G, co wskazuje na rol¢ tych wlasnie immunoglobulin w patogenezie APS i jego
objawow klinicznych (78, 87), co jest zbiezne z teorig Pengo V (66, 69, 80). Wg tych
autoréw, najwickszym zagrozeniem powiktan zakrzepowo-zatorowych oraz niepowodzen
cigzy obarczeni sa chorzy wykazujacy jednocze$nie obecnos¢ przeciwciat

antyfosfolipidowych we wszystkich trzech testach, w odpowiednio wysokich mianach
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(LA i ACA-IgM > 40 MPL lub ACA-1gG > 40 GPL i anty-B,-GPI > 99 percentyla) (66,
69, 80). Twierdzg oni, ze taki profil APA u chorych "objawowych" daje podstawy do
pewnego rozpoznania APS, jako choroby autoimmunologicznej indukowanej w gruncie
rzeczy jednym rodzajem autoprzeciwcial - przeciw [Bp-glikoproteinie | - dajagcym
dodatnie wyniki wszystkich trzech wymienionych testow laboratoryjnych. Dowodza oni,
ze anty-B,-GPIl, pozyskane drogg chromatografii powinowactwa z osacza chorych na
APS, generuja zjawisko LA po dodaniu do osocza os6b zdrowych (88) oraz dodatnie
wyniki testow ELISA w kierunku obecnosci ACA (66). Wg autorow, pacjenci z
izolowang obecno$cig LA, ACA Iub anty-B,-GPI i1 spetnionym kryterium klinicznym
zespolu antyfosfolipidowego nie sg chorymi na APS, poniewaz wykryte u nich
autoprzeciwciata r6znig si¢ od wyzej opisanych, patogennych anty-f,-GPI (66, 69).

W przeciwienstwie do Pengo 1 wspotautorow naszg obserwacja objeto chorych z czesto
nizszym niz 40 MPL/GPL mianem ACA, kierujac si¢ warto$cig 99 percentyla populacji
zdrowej (12) wyznaczonego w Pracowni Hemostazy i Genetyki Szpitala im. J. Strusia w
Poznaniu - odpowiednio < 11,3 GPL i < 10,4 MPL i < 19,9 SGU dla anty-B,-GPI.
Moze to by¢ zrédlem znacznych rozbieznoSci pomigdzy otrzymanymi wynikami, a
doniesieniami z pismiennictwa. Z drugiej jednak strony, naszym zatozeniem byla
obiektywna ocena wszystkich chorych z > 3 miesigczng obecnos$cig przeciwciat
antyfosfolipidowych, nie tylko tych z wysokim ryzykiem prozakrzepowym w przebiegu
APS.

Warto podkresli¢, ze profil przeciwciat antyfosfolipidowych z czasem moze ulec
zmianie, co w konsekwencji wigze si¢ z prawdopodobienstwem bledow
interpretacyjnych. W naszej obserwacji, u prawie 35% (26 osob - 34,6%) wszystkich
badanych pacjentéw (75 osdb) wykazano, ze rodzaj APA stwierdzonych > 3 miesigce od
ich pierwszego wykrycia nie pokrywa si¢ z oznaczeniem wyjsciowym. Analizujac
zjawisko w trzech wcze$niej sprecyzowanych grupach (I, IIA i [IB), zawsze wykazywano
jego obecno$¢ na poziomie nie mniejszym niz 20%. Zmiennosci wynikow raczej nie
mozna wigza¢ Z maltg wiarygodnos$cig oznaczen, gdyz Pracownia Hemostazy 1 Genetyki
Szpitala im. J. Strusia w Poznaniu posiada aktualny certyfikat Fundacji ECAT,
realizujacej program mi¢dzynarodowej, zewnetrznej kontroli jakosci badan z dziedziny
zakrzepicy 1 hemostazy, do ktérego laboratorium przystepuje co roku. Tak wigc, w
przypadku ograniczenia 2-go oznaczenia APA tylko do testow dodatnich 3 miesigce

wczesniej, mozna  blednie  stwierdzi¢  przejSciowa  obecno$¢  przeciwciat
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antyfosfolipidowych, nie rozpozna¢ APS i zaniecha¢ leczenia przeciwzakrzepowego.
Stad powstaje konieczno$¢ wykonania petnego panelu badan, obejmujacego kazdorazowo
wszystkie trzy wspominane juz wielokrotnie rodzaje testow, co stwarza mozliwosé¢
analizy catego profilu testow w czasie.
Poparciem tezy o dynamicznym charakterze przeciwcial antyfosfolipidowych
wykrywanych u tej samej osoby jest ich zanik, jaki stwierdzono po $r. 34 miesigcach od
rozpoczgcia obserwacji - tacznie u 6 pacjentow (3 z grupy 11A, 1 z - 1IB oraz 2 z - I; dane
nie zaprezentowane). Zjawisko to rodzi kolejne pytania: jak postgpowac z takimi
chorymi, jak czesto i czy w ogble powtarza¢ u nich testy w kierunku APA 1 czy mozna
zaniecha¢ u nich profilaktyki przeciwkrzepliwej?
Problem ten jest tylko jednym z wielu przyktadéw watpliwosci indukowanych obecnoscia
przeciwcial antyfosfolipidowych, dlatego - w celu objecia kontrola pacjentéw nie do
konca spetniajacych Kkryteria diagnostyczne APS - sformutowano pojecie tzw.
,watpliwego lub seronegatywnego APS”(12). Termin ten obejmuje m. in. przypadki
obecnosci przeciwcial antyfosfolipidowych innych, niz wymienione w Kryteriach
diagnostycznych (np. przeciw protrombinie, fosfatydyloserynie,
fosfatydyloetanolaminie), jak i nietypowych dla APS objawow Klinicznych (np. wad
zastawkowych serca, sinicy siatkowatej, matoptytkowosci, objawu Raynauda) [12]. W
takich sytuacjach, decyzja terapeutyczna jest bardzo trudna, za$ zastosowanie profilaktyki
przeciwkrzepliwej wigze si¢ z narazeniem na jej powiklania osoéb nie wymagajgcych
zadnej interwencji leczniczej. Z drugiej strony, zaniechanie leczenia na przyktad z tytutu
blednego zakwalifikowania pacjentow do grupy tzw. "bezobjawowej”, moze przyniesé
tragiczne skutki (89). W badaniach wtasnych we wspolpracy z Klinikg Chirurgii Ogodlne;j
1 Naczyn U.M. w Poznaniu stwierdziliSmy wystepowanie APA u 5, sposrdéd 15-tu,
chorych z obwodowymi zaburzeniami w tetnicach konczyn dolnych Iub gérnych (90).
Zmiany te — o charakterze niedokrwiennym, potwierdzone obiektywnie uznanymi
metodami obrazowymi (USG-Doppler, angio-KT, angio-NMR) pierwotnie wigzano z
zarostowym zapaleniem tetnic (TAO), zwlaszcza u palacych, miodych chorych.
Zapewne, ostatecznej odpowiedzi na pytanie czy w takich przypadkach mozna rozpoznaé
pierwotny APS, mogliby udzieli¢ histopatolodzy, wykazujac obecno$¢ zakrzepicy bez
ewidentnych cech zapalenia w $cianie naczyn (12).

Podsumowujac, patogeneza APS i w konsekwencji przebieg kliniczny (z
zakrzepica zylna, tetnicza, lub tetniczo-zylna, powiktaniami potozniczymi lub bez nich)
wcigz jest tajemnica. Wynika to najprawdopodobniej z nieograniczonej ilosci
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mechanizmow prozakrzepowych oraz struktur subkomoérkowych, komorkowych i
tkankowych, jakie ta jednostka chorobowa angazuje. W$réd nich wymieni¢ mozna
chociazby aktywacje komorek 1 zwigkszenie ekspresji czynnika tkankowego,
krystalizacje aneksyny 5, aktywacj¢ ukladu biatka C, fibrynoliz¢ z wykorzystaniem
aneksyny A2 jako mediatora oraz stymulacj¢ prozakrzepowego fenotypu i oddziatywan
adhezyjnych, aktywacj¢ komplementu (15). Doniesienia ostatnich lat odkrywajg coraz
wigcej faktow utatwiajacych zrozumienie tej choroby, zwlaszcza na wczesnym etapie jej
patogenezy. Nabyty charakter APS oraz odmienny przebieg w grupie chorych zblizonych
pod wzgledem plci, wieku 1 rasy sugeruje zalezno$¢ petnego obrazu klinicznego od
indywidualnych (wrodzonych i nabytych) uwarunkowan biologicznych pacjenta,
determinujacych (wspolnie z klasg stwierdzanych APA) profil ryzyka jednostki.

Podkresli¢ nalezy, ze wyniki przeprowadzonych analiz nie moga stuzy¢ do
odzwierciedlenia ocenianych zalezno$ci w populacji ogodlnej. Sposob rekrutacji
pacjentow - ograniczajacy ich do oséb z zaburzeniami krzepnigcia potwierdzonymi
klinicznie i/lub laboratoryjnie, wynikajacy ze znacznej trudno$ci gromadzenia materiatu
badawczego - wiaze sie niewatpliwie z typowym bledem doboru.

Potrzebne sa dalsze badania, najlepiej prospektywne, przeprowadzone u
pacjentow zaklasyfikowanych do przedstawionych grup i dodatkowo podzielonych na
klasy przeciwciat wg kryteriow laboratoryjnych (a w obrebie I - z uwzglednieniem iloSci
dodatnich testow w kierunku APA), ale o znacznie wigkszej liczebnosci. Z uwagi na
bardzo duzg trudno$¢ doboru (zwlaszcza chorych z aAPA) i co za tym idzie, bardzo dtugi
czas rekrutacji, nalezaloby w tym celu nawigza¢ wspotprace migdzyosrodkowa w skali
ogolnokrajowej, a moze nawet mi¢dzynarodowe;.

Pozwolitoby to na sformutowanie uniwersalnych wnioskdéw, odzwierciedlajacych trendy

populacyjne wsrod chorych z APA.
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WNIOSKI

1. Najbardziej czutym testem laboratoryjnym potwierdzajacym obecno$¢ APA wsrod

wszystkich badanych byl antykoagulant tocznia (LA).

2. Wérdd pacjentdw z wezesniej bezobjawowymi APA wystgpita tendencja do powiktan
zakrzepowych tylko w przypadku ich przynaleznos$ci do klasy I wg aktualnych kryteriow
diagnostycznych. W zwigzku z tym rozwazenia wymaga wdrozenie leczenia chloroching

i/lub pierwotnej profilaktyki przeciwzakrzepowej u takich pacjentow.

3. Choroby autoimmunologiczne wystepowaty istotnie czg¢éciej u 0sob z bezobjawowymi
APA w poroéwnaniu do chorych z APS, przy braku rdéznic w zakresie czgstosci innych

chordb wspotistniejacych oraz czynnikéw ryzyka zakrzepicy zylnej i tetniczej.

4. Skojarzone wystepowanie APA i1 wrodzonej trombofilii moze dodatkowo zwigkszy¢
ryzyko prozakrzepowe wynikajace z obecnosci pojedynczego defektu, co wykazano w
odniesieniu do niedoboru naturalnych antykoagulantow i/lub opornosci na aktywowane
biatko C.

5. Status przeciwciat antyfosfolipidowych moze zmieniaé¢ si¢ osobniczo z uptywem
czasu, co stwierdzono u 1/3 wszystkich badanych, dlatego kolejne oznaczenie APA po 12
tyg. powinno obja¢ caty panel badan zalecanych w diagnostyce APS. U czesci pacjentow

doszto do samoistnego zaniku APA.

6. Potrzebne sa dalsze badania, najlepiej prospektywne, przeprowadzone w grupie
pacjentoOw z bezobjawowg obecnoscig APA o znacznie wigkszej liczebnos$ci. Z uwagi na
trudnos$¢ doboru 1 dtugi czas rekrutacji takich pacjentow, nalezatoby w tym celu nawigzac

wspoOtprace miedzyosrodkowa.
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STRESZCZENIE

Zespot antyfosfolipidowy (APS), definiowany jako wspotistnienie zylnych i/lub
tetniczych powiktan zakrzepowych i/lub niepowodzen cigzy z obecno$cig przeciwciat
antyfosfolipidowych, jest przykladem nabytej trombofilii. Epizody zakrzepowe w
przebiegu APS maja charakter nawracajacy, a czesto$¢ ich nawrotu po zaniechaniu
wtornej profilaktyki przeciwzakrzepowej, wzrasta z uptywem lat.

Celem pracy byto zbadanie korelacji miedzy aktualnymi wytycznymi diagnostyki
APS (kryteria z Sydney, 2006 r.), a obrazem klinicznym zakrzepicy w tym zespole, z
uwzglednieniem wspotistnienia wrodzonej trombofilii i uznanych czynnikéw ryzyka
chorob sercowo-naczyniowych. Ponadto wsrdd klinicznie bezobjawowych pacjentow, U
ktérych wykryto przeciwciata antyfosfolipidowe (APA) postanowiono wyodrebni¢ grupe
obarczong najwigkszym ryzykiem zakrzepowo-zatorowym, w poréwnaniu z chorymi na
APS. Analizowano tez zalezno$¢ miedzy rodzajem testu lub testow laboratoryjnych
potwierdzajacych dlugotrwalg obecnos¢ APA, a ryzykiem zakrzepowym.

Obserwacja trwajaca $rednio 47 miesigCy objela 75 oséb (50 kobiet 1 25
mezcezyzn), w Srednim wieku 43 lat, podzielonych na trzy grupy (po 25 pacjentéw kazda):
| - z bezobjawowa obecnoscia APA, 1A - z powiklaniami tetniczymi oraz IIB - z
epizodami zylnymi w przebiegu APS. Wigkszos¢ badanych stanowili chorzy z
pierwotnym zespotem antyfosfolipidowym oraz pacjenci z bezobjawowymi APA, bez
innych chordb autoimmunologicznych w wywiadzie.

Badania objety: antykoagulant tocznia (LA) zgodnie z trojstopniowg procedurg
zalecang przez ISTH, przeciwciala antykardiolipinowe (ACA) w klasie IgM 1 IgG oraz
przeciw B,-glikoproteninie | (anty-B,-GPI) w klasie IgG. W oznaczeniach ACA i anty-
B2-GPI1 za wynik dodatni przyjmowano miano > 99 percentyla. Ocenie poddano ponadto
aktywnos$¢ antytrombiny, biatka C, opornos$¢ na aktywowane biatko C, stezenie wolnego
biatka S, a takze st¢zenie fibrynogenu i dimeru-D.

Sposrod chordb wspotistniejacych oraz czynnikow ryzyka zakrzepicy zylnej i
tetniczej, stwierdzono jedynie istotnie wigkszg czesto§¢ wystepowania schorzen
autoimmunologicznych u o0sdb z bezobjawowa obecnoscia APA, w poréwnaniu do
chorych z przebytymi powiktaniami zakrzepowo-zatorowymi.

Testem najczesciej potwierdzajacym obecnos$¢ przeciwciat antyfosfolipidowych

byl antykoagulant tocznia (LA) - najczesciej dawat on wyniki dodatnie u pacjentow z
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przebiegiem bezobjawowym i przebytymi epizodami zylnymi, najrzadziej — W grupie z
powiktaniami tetniczymi W wywiadzie.

W badanych grupach nie wykazano znamiennych roéznic pod wzglgdem czgstosci
epizodow zakrzepowych w ocenie retrospektywnej - u chorych objawowych i
prospektywnej - u wszystkich pacjentow, mimo, ze czas do ich wystgpienia po
rozpoczeciu obserwacji byt prawie 2-krotnie krotszy u 0sob wcezeéniej bezobjawowych, w
poréwnaniu do chorych z przebytymi epizodami zakrzepowo-zatorowymi.

Analiza prospektywna wykazata ponad 5-krotny wzrost ryzyka nawrotu powiktan
zakrzepowo-zatorowych u chorych z APA, wynikajacy ze wspotistnienia wrodzonej
trombofilii, definiowanej jako zespdt niedoboru naturalnych antykoagulantow i/lub
oporno$ci na aktywowane biatko C.

Zadna z klas przeciwciat wg kryteriéw diagnostycznych z 2006r. nie wystepowata
znamiennie czg$ciej w poszczegbdlnych grupach badanych, nie korelowata z chorobami
wspolistniejgcymi  oraz  czynnikami ryzyka sercowo naczyniowego ani nie
predysponowata do powiktan zakrzepowo-zatorowych w ocenie prospektywnej -
wskazujac na zalezno$¢ pelnego obrazu klinicznego APS od indywidualnych cech
biologicznych pacjenta. W grupie wczesniej "bezobjawowej" powiklania te wystapity
wylacznie u pacjentow nalezacych do klasy I wg aktualnych kryteriow diagnostycznych
(9,1 % pacjentow - po $rednio 22 miesigcach od wigczenia do badania). Mimo, ze nie
uzyskano poziomu istotnosci a = 0,05 w odniesieniu do czgstosci tego zjawiska, co moze
wynika¢ ze stosunkowo matej liczebnos$ci grupy badanej, nalezatoby u takich pacjentow
rozwazy¢  zastosowanie leczenia  chloroching i/lub  pierwotnej  profilaktyki
przeciwzakrzepowej.

Profil przeciwcial antyfosfolipidowych zmieniat si¢ osobniczo z uptywem czasu,
co wykazano u 1/3 wszystkich badanych; u 6 sposrod tych pacjentow doszto do ich
samoistnego zaniku po ok. 34 miesigcach od rozpoczecia obserwacji. Stad, w celu
potwierdzenia APS, kolejne oznaczenie APA winno obja¢ caly panel, wykorzystany do
ich pierwotnego wykrycia.

Potrzebne sg dalsze badania, najlepiej prospektywne, przeprowadzone w grupie
pacjentow z bezobjawowg obecnoscig APA o znacznie wigkszej liczebnos$ci. Z uwagi na
trudnos$¢ doboru 1 dlugi czas rekrutacji takich pacjentdw, nalezaloby w tym celu nawigzac

wspoOtprace miedzyosrodkowa.
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Zal. nr 1. Wyniki oznaczen antykoagulantu tocznia w grupie pacjentow z aAPA
N | Inicjaty aPTT aPTT aPTT-Actin | aPTT-Actin Test Test LAJ/LA, | LAJ/LA,
1° 20 1° 2° mieszania | mieszania 1° 20
n28-38* | n28-38* | n25-34s’ n25-34s° | osocza1® | osocza2’ | n<1,3 | n<13
(s) (s) (s) (s)
1 BB 43,2 48,9 43,8 33,4 dodatni - 1,95 1,98
2 RB 48,1 53,1 39,9 39,6 dodatni dodatni 0,97 -
3 KD 53,6 51,8 41,3 39,8 dodatni dodatni 2,12 2,14
4 DD 48,2 47 39,6 43,1 dodatni dodatni 1,49 1,08
5 DDz 86,2 111,77 223,1 94,3 dodatni dodatni 1,64 2,0
6 WG 50,46 52,8 58,6 50,2 dodatni dodatni 1,76 1,88
7 RG 39,6 46,7 42,8 47,1 ujemny dodatni 2,75 3,06
8 JG 54,1 48,3 36,1 36,1 ujemny dodatni 1,37 15
9 AGJ 47,4 35,8 32 25,6 - - 1,96 1,93
10 LG 44,7 35,8 55,7 42,2 dodatni ujemny 2,46 2,56
11 KH 53,8 50,5 49,8 49,1 dodatni dodatni 1,64 19
12 AK 47,2 471 39,6 43,4 ujemny ujemny 2,01 1,33
13 BK 82,6 53,2 88,1 88,6 dodatni dodatni 3,8 2,3
14 EL 76,9 80,1 110 118 dodatni dodatni 1,96 2,79
15 KM 55,3 48,2 68,9 44,7 dodatni dodatni 2,35 1,46
16 MM 45,7 41,6 34,6 35,2 dodatni dodatni 1,55 1,39
17 AN 57,4 96.4 48,3 41 dodatni dodatni 1,94 2,81
18 SN 88,5 75,2 150,4 110 dodatni dodatni 1,49 1,33
19 JS 41,6 38,6 39,7 37,7 dodatni dodatni 1,34 1,25
20 HS 64,3 473 87,1 53 dodatni dodatni 1,36 1,36
21 IS 42,1 62,7 52,5 64,8 dodatni dodatni 2,59 2,33
22 DS 54,1 42,2 42 33,2 dodatni - 1,14 1,48
23 JSz 499 545 52,8 51,7 dodatni dodatni 1,44 1,86
24 BT 37,5 41,5 32,8 31,2 - ujemny 2,5 2,9
25 Jw 39,9 33,1 44,8 29,2 dodatni dodatni 1,7 1,36

aAPA — bezobjawowe przeciwciata antyfosfolipidowe
N - liczba kolejna
n- zakres wartos$ci referencyjnych
1%2° - odpowiednio: oznaczenie wyjéciowe i po > 12 tygodniach
* w celu uwzglednienia wptywu warunkow lokalnych na pomiar (np. temperatura czy wilgotnos¢ otoczenia) warto$c

prawidlows oznaczano codziennie w oparciu o badanie osocza standardowego dostarczonego przez producenta testu
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Zal. nr 2. Oznaczenie miana ACA (klasa 1gG i IgM) oraz antyp,-GPI (klasa 1gG)
w grupie pacjentow z aAPA

N | Inicjaly | ACA-19G 1° | ACA-1gG 2° | ACA-IgM 1° | ACA-IgM 2° | anty-B,-GPI 1° | anty-B,-GPI 2°
n<11,5GPL n<115GPL | n<10,4 MPL | n<10,4 MPL n<13,1GU n<13,1GU
(99 percentyl) | (99 percentyl) | (99 percentyl) | (99 percentyl) (99 percentyl) (99 percentyl)

1 BB 4,2 7,1 2,1 1,8 2,4 4,8

2 RB 2,3 4,1 6 0,1 1,7 1,2

3 KD 9,5 8,3 10,3 10,1 21,5 24,3

4 DD 19,7 2,6 9,2 0,3 1 5

5 DDz 8,9 4.5 6,7 2,4 0,4 1,53

6 WG 23,1 15 25,3 17,7 75 25,7

7 RG 123,3 97,7 53,5 40,8 54,5 70,4

8 JG 0,1 <20 2,2 <20 1,2 <0,5

9 AGJ 126 111 84 79 74 70

10 LG <20 <2,0 54 <2,0 14,6 1,8

11 KH 14,9 8,1 14,7 7,4 6,9 3,45

12 AK 23,7 2,2 0,4 2,0 16 12,5

13 BK 331,6 151,3 3,1 51 - 149,1

14 EL 124 102,2 35,7 33,3 142 118,93

15 KM 19,1 26,8 45,6 81,7 8 4,8

16 MM 4,3 7,6 4,7 2,6 2,7 3,1

17 AN 22,8 21 8,7 55 101,6 84,5

18 SN 1,0 57 1,0 2,0 3,9 1,47

19 JS 57 8,2 3,3 4,8 4,6 13,9

20 HS 4,5 6,2 2,3 2,5 2,8 13,96

21 IS 14,3 15,6 10,2 9,1 28,4 17,2

22 DS 6,5 7,1 8 2 2,5 3,8

23 JSz - 34,3 - 4,3 107,8 114

24 BT 8,1 7,3 8,3 4,1 1,8 2,9

25 JW 7,8 6,0 6,2 4,2 7,8 4,2

aAPA — bezobjawowe przeciwciata antyfosfolipidowe
N - liczba kolejna

n- zakres wartosci referencyjnych

1%/2° - odpowiednio: oznaczenie wyjéciowe i po > 12 tygodniach
GPL/MPL - skalibrowane wg standardowych jednostek miano antykardiolipin (j/ml: odpowiednio G oznacza IgG; M -
IgM) wobec uznanych mi¢dzynarodowo surowic referencyjnych
GU - skalibrowane wobec stgzen immunoglobulin o swoisto$ci anty-f,-GPI miano przeciwciat
* w celu uwzglednienia wptywu warunkow lokalnych na pomiar (np. temperatura czy wilgotno$¢ otoczenia) wartos¢
prawidlowa oznaczano codziennie w oparciu o badanie osocza standardowego dostarczonego przez producenta testu
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Zal. nr 3. Analiza dodatkowego ryzyka prozakrzepowego w grupie pacjentow z

aAPA

N | Inicjaly | biatko C | aPCR biatko S Antytrombina Fibrynogen Dimer-D

n: 65- n<20 n > 50% n: 75,6-122% n:1,69-3,92g/I n < 500ng/ml

140%
1 BB 90,37 3,42 93,7 92,25 5,22 585,73
2 RB 69 2,62 51,1 77 4,77 318,18
3 KD 105.65 3,21 123,2 92 3,82 111,43
4 DD 102,83 291 90,5 109,0 3,34 176,12
5 DDz 94,14 2,07 88,1 89 3,31 140,77
6 WG 79,48 2,43 71,1 77 5,85 1224,26
7 RG 108,4 3,27 106,3 94 4,64 230
8 JG 83,8 2,54 98,4 106 2,23 161
9 AGJ 81,5 2,74 49,8 118 2,76 577
10 LG 133 3,73 84,1 105 2,98 171
11 KH 81,4 2,36 931 114 4,14 195,53
12 AK 78,7 4,04 82,4 96,3 2,06 135
13 BK 87,8 2,12 61,8 87 4,58 89,07
14 EL 88,38 88,38 82 124,6 3.7 226,49
15 KM 83 2,07 731 80 4,2 4375
16 MM 132,81 2,57 93,3 112 3,77 300,14
17 AN 107,8 2,46 59 103,1 3,45 211,81
18 SN 104,32 2,65 116 79 4,96 538
19 JS 84,42 2,94 100,2 87 2,83 392,88
20 HS 98,2 2,47 110,9 91,2 4175
21 IS 120,96 2,88 87 97 2,95 -
22 DS 97,78 2,94 80 86 6,94 1632,3
23 JSz 76,87 2,66 54,3 95 3,73 729,19
24 BT 158,53 2,48 78 136 5,65 1282,96
25 JW 123,4 2,1 95,4 110 5,29 122,74

aAPA — bezobjawowe przeciwciata antyfosfolipidowe

N - liczba kolejna

n- zakres wartosci referencyjnych

* w celu uwzglednienia wptywu warunkow lokalnych na pomiar (np. temperatura czy wilgotnos$¢ otoczenia) warto$c¢
prawidlowa oznaczano codziennie w oparciu o badanie osocza standardowego dostarczonego przez producenta testu
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Zal. nr 4. Oznaczenie antykoagulantu tocznia w podgrupie chorych z przebytymi
tetniczymi lub tetniczo-zylnymi powiklaniami zakrzepowymi w przebiegu APS

N | Inicjaty aPTT aPTT aPTT-Actin | aPTT-Actin Test Test LAJ/LA, | LAJ/LA,
1° 20 1° 20 mieszania | mieszania 1° 2°
n28-38* | n28-38* | n25-33,8" | n25-33,8" | osoczal’ | osocza2’ | n<13 | n<13
(s) (s) (s) (s)
1 KA 42,4 30,3 31,1 27,1 ujemny ujemny 1,1,23 1,23
2 SB 36,6 40,8 26,6 37,2 ujemny ujemny 1,11 1,33
3 LB 36,9 31,8 35,8 30,7 dodatni ujemny - 1,12
4 DB 39,4 33,7 38,3 26,3 dodatni ujemny 1,58 1,11
5 WB-M 55,5 42,3 53,2 39,1 - dodatni 1,72 1,18
6 JC 35 39,1 475 37,8 dodatni dodatni 1,05 1,05
7 AG 38,4 40,9 30,6 34,2 dodatni ujemny 1,27 1,17
8 AH 34 32,9 30,4 32,6 - - 1,67 2,0
9 J] 444 49,9 60,2 65,5 dodatni dodatni 2,27 2,5
10 TK 37,5 36,3 33,4 32,6 dodatni ujemny 2,14 1,27
11 EK 38,3 43,8 30,8 34,3 ujemny dodatni 1,11 1,9
12 RK 35,2 33,7 34 32,7 ujemny ujemny 1,46 1,6
13 KK 56,3 59,6 64,7 43,5 dodatni dodatni 15 14
14 WK 40,4 36,8 29,0 30,9 - ujemny 2,31 1,13
15 KM 30,3 32 32,7 35,7 - dodatni 1,58 1,45
16| SMm 433 378 34,2 35,2 dodatni ujemny 1,48 1,39
17 GO 36,3 35,7 31,6 30,4 ujemny ujemny 1,59 1,17
18 JO 46,5 42,8 64,6 29 ujemny ujemny 1,51 1,17
19 JP 37,2 29,2 29,7 41,1 - dodatni 1,3 1,24
20 JS 61,1 479 81,2 43,5 dodatni dodatni 1,87 2,81
21 ZS 41,2 45,3 37,1 39,0 - dodatni 1,46 1,25
22 RS 38,9 32,7 29,9 29,0 ujemny ujemny 1,32 15
23 PS 39 32,3 34,8 31,1 dodatni - 1,66 1,32
24 EZ 50,5 48,3 57,4 53,5 - dodatni 1,63 1,48
25 KZ 449 33,3 33,1 30,2 - - 1,77 1,59

N - liczba kolejna
n- zakres warto$ci referencyjnych
1%/2° - odpowiednio: oznaczenie wyjéciowe i po > 12 tygodniach
* w celu uwzglednienia wptywu warunkéw lokalnych na pomiar (np. temperatury czy wilgotnosci otoczenia) wartosé¢

prawidlows oznaczano codziennie w oparciu o badanie osocza standardowego dostarczonego przez producenta testu

L] - chorzy z mieszanymi (tetniczo-zylnymi) powiklaniami zakrzepowymi
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Zal. nr 5. Oznaczenie miana ACA (klasa 1gG i IgM) oraz antyp,-GPI (klasa 1gG)
w podgrupie pacjentéw przebytymi tetniczymi lub tetniczo-zylnymi
powiklaniami zakrzepowymi w przebiegu APS

N | Inicjaly | ACA-IgG ACA-I1gG ACA-IgM ACA-IgM anty-3,-GPI anty-3,-GPI
1° 20 1° 2° 1° 20
n<115GPL | n<115GPL | n<104MPL | n<104MPL | n<13,1GU n<13,1GU
(99 (99 (99 percentyl) | (99 percentyl) | (99 percentyl) (99 percentyl)
percentyl) percentyl)

1 KA 17,8 11,9 4,6 4,1 43,7 32,1

2 SB 9 4,6 4,2 1,9 20,7 4,5

3 LB 2,5 6,8 7,1 2,1 434 42,3

4 DB 13,5 6,3 6,4 4,1 0,6 22,7

5 | WBM 4,8 52 3,2 4,2 12,9 4,3

6 JC 57 4,5 2,7 3,3 2,7 4,1

7 AG 57 7,5 4 4,1 15,9 15,2

8 AH 4,0 1,0 0,1 1,0 5,6 3,3

9 JJ 142,7 37,6 39,7 20,6 145,1 136,3

10 TK 10,7 15,7 15,6 10,1 2,0 6,7

11 EK 23,5 49,7 6,3 7,2 70,7 48

12 RK 11,6 12 4,0 7,9 12,2 4,5

13 KK 51 30 -? 54 - 54,6

14 | WK 5 6,6 3,2 3,6 29,3 29,8

15 KM 1,0 43 2,4 4,5 52 2,7

16 SM 0,1 8,5 7,9 3,0 2,9 5,6

17 GO 8,4 7,3 61,6 18,2 13,9 4,1

18 JO 45,9 68,6 42,3 38,2 >148 >148,2

19 JP 10,85 1,0 7,35 9,4 - 8,9

20 JS 112,3 71,4 6,5 4,6 118,93 1013

21 ZS 1,0 - 59 - 4,8 -

22| RS 5,8 6,2 7,6 35 2,49 18,0

23 PS 5,9 6,5 1,9 25 2,58 2,7

24 EZ 20 26 16 15 124,3 118,6

25 KZ 7,8 3,9 3,3 3,9 5 4,6

N - liczba kolejna

n- zakres wartosci referencyjnych

1%/2° - odpowiednio: oznaczenie wyjéciowe i po > 12 tygodniach

GPL/MPL - skalibrowane wg standardowych jednostek miano antykardiolipin (j/ml: odpowiednio G oznacza I1gG; M -
IgM) wobec uznanych mi¢dzynarodowo surowic referencyjnych

GU - skalibrowane wobec stgzen immunoglobulin o swoisto$ci anty-f,-GPI miano przeciwciat

[1 - chorzy z mieszanymi (tetniczo-zylnymi) powiktaniami zakrzepowymi
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Zal. nr 6. Analiza dodatkowego ryzyka prozakrzepowego
w podgrupie chorych z przebytymi tetniczymi lub tetniczo-zylnymi
powiklaniami zakrzepowymi w przebiegu APS

N | Inicjaty h.C aPCR h.S AT Fbgn Dimer-D T PIt
(%) %) | (%) (g/l) (ng/ml)
1 KA 72,6 2,94 100,4 103 4,01 91,7 nie
2 SB 116 3,15 97,7 81 3,9 174 nie
3 LB 79,1 2,67 85,4 79 3,02 316,45 nie
4 DB 108,01 2,26 84,4 92,6 5,59 217,94 nie
5 WBM 119,09 2,94 85,5 92 3,81 310,46 tak
6 JC 105,8 2,82 96,9 103 3,5 191,95 nie
7 AG 1479 2,42 114,3 108,3 3,65 156,2 nie
8 AH 106,5 2,64 119 92 4,26 340,75 nie
9 JJ 110 2,41 133 80 3,09 81,39 nie
10 TK 145,6 2,14 92,3 112 5,94 956,17 nie
11 EK 107,4 1,42 27,8 88 4,33 1090 nie
12 RK 109,1 2,93 64 81 - 409,99 nie
13 KK 95 2,51 101,4 95 3,93 210,52 nie
14 WK 134,5 2,42 108,4 90 4,28 166,85 nie
15 KM 98,33 2,61 73 127 4,76 229,61 nie
16 SM 146,1 2,56 132,7 80 3,7 153,57 nie
17 GO 127 3,27 67,2 92 3,64 166,23 nie
18 JO 109,5 2,28 107,8 123 3,45 595,55 nie
19 JP 77,01 1,54 95 75 4,09 75,6 nie
20 JS 88,4 2,64 100,2 80 4,4 188 nie
21 ZS 96,35 2,7 74,8 78 3,71 <500 600
22 RS 77,29 2,71 76,6 83 5,49 393,18 nie
23 PS 117 2,68 84,2 87 4,23 137,1 nie
24 EZ 112,2 1,25 86,2 91 3,31 1939,22 nie
25 KZ 108,5 3,27 117,6 122 4,63 75,88 nie

N - liczba kolejna

n- zakres wartosci referencyjnych odpowiednio - biatko C (b. C) : 65-140%; oporno$¢ na aktywowane biatko C
aPCR):

(<2,0; {)ialko S (b. S): >50%; antytrombina (AT): 75,6-122%; fibrynogen (fbgn): 1,69-3,92g/1); dimer-D: > 500ng/ml;
nadplytkowos¢ (T PIt): > 450G/

1%/2° - odpowiednio: 0znaczenie wyjsciowe i po > 12 tygodniach;

[1- chorzy z mieszanymi (tetniczo-zylnymi) powiktaniami zakrzepowymi
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Zat nr 7. Oznaczenie antykoagulantu tocznia w podgrupie chorych
z przebytymi zylnymi powiklaniami zakrzepowymi w przebiegu APS

N | Inicjaty aPTT aPTT aPTT-Actin | aPTT-Actin Test Test LA/LA, | LAJ/LA,
1° 20 1° 20 mieszania | mieszania 1° 20
n 28-38* | n 28-38* | n 25-33,8 n 25-33,8 osocza 0socza n<123 n<123
(s) (s) (s) (s) 1° 2°

1 BA 43,6 40,9 41,7 48 - dodatni 2,68 2,57
2 JC 35,7 37,7 46,5 48,3 dodatni dodatni 2,03 1,8
3 EF 35,3 32,7 30,8 29,5 - -

4 ZG 33,9 425 35,1 37,2 dodatni dodatni 1,23 1,46
5 LH 39,1 29,6 33,4 28,3 dodatni - 1,44 2,63
6 MJ 37,9 442 43,5 60,8 - dodatni 1,57 1,41
7 Al 69,3 54,2 77,5 65,7 dodatni dodatni 2,15 1,37
8 Alur. 54 60,2 66,1 745 dodatni dodatni 2,13 1,86
9 KK 30,1 30,6 31,2 32,4 - ujemny 1,77 1,2
10 PK 65,7 60,9 89,2 97,4 dodatni dodatni 5,7 3,0
11 SK 38,2 37,7 42,0 36,7 dodatni dodatni 1,1 1,07
12 MK 33,4 48,8 31,6 36,3 - dodatni 1,32 1,46
13 KM 72,9 1175 83,05 87,8 dodatni dodatni 3,25 3,19
14 | MMe 40,3 36,5 39,5 28,4 dodatni ujemny 6,3 5,2
15 MM 40,3 36,5 39,5 28,4 dodatni ujemny 1,03 2,09
16 CM 48,4 56,1 38,6 43,7 dodatni dodatni 1,37 1,67
17 MN 56,9 64,8 109,5 110,5 dodatni dodatni 4,05 3,51
18 WP 30,6 35,3 28,9 28,8 - - 1,65 15
19 JPL 39,5 34,8 43,0 37,4 dodatni dodatni 1,33 1,83
20 BP 49,2 39,6 50,9 39,4 - dodatni 1,65 1,12
21 SR 31,9 30,4 30,4 29,4 - - 1,39 1,37
22 AS 38,5 39,1 39,0 38,2 dodatni dodatni 1,16 1,15
23 MS 78,0 76,0 62,7 93,0 dodatni dodatni 2,09 2,91
24 DS 48,6 44,2 34,4 34,9 dodatni dodatni 1,13 1,13
25 MZ 57,3 43,7 60,2 43,2 dodatni dodatni 1,77 2,3

N - liczba kolejna
n- zakres wartosci referencyjnych
1%/2° - odpowiednio: oznaczenie wyjéciowe i po > 12 tygodniach
* w celu uwzglednienia wptywu warunkéw lokalnych na pomiar (np. temperatury czy wilgotno$ci otoczenia) wartos¢
prawidlowa oznaczano codziennie w oparciu o badanie osocza standardowego dostarczonego przez producenta testu
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Zal. nr 8. Oznaczenie miana ACA (klasa 1gG i IgM) oraz antyp,-GPI (klasa 1gG) w
podgrupie chorych z przebytymi zylnymi powiklaniami zakrzepowymi w przebiegu

APS

N | Inicjaly | ACA-1gG ACA-I1gG ACA-IgM ACA-IgM anty-p,-GPI anty-B,-GPI

1° 2° 1° 2° 1° 2

n < 115|n < 115|n < 104 |n < 104 |n<131GU n<13,1GU

GPL GPL MPL MPL (99 percentyl) | (99 percentyl)

(99 (99 (99 (99

percentyl) percentyl) percentyl) percentyl)
1 BA 26,3 58,3 31,1 40,6 110,4 120,5
2 JC 1,0 7,2 0,9 3,0 2,8 2,8
3 EF 85,16 39,2 6,1 7,9 112,0 116,3
4 ZG 18 0,1 45 6,2 2,9 18,9
5 LH 7,3 58 25 29 2,93 2,3
6 MJ 9,4 0,1 34 0,5 1,3 3,0
7 Al 115 2,4 0,1 0,1 22 7,4
8 Alur. 47 35 8 7,4 <148 135
9 KK 14,75 3 17,19 37,7 8,8 33
10 PK 1354 54,3 10,6 8,6 128,1 118,1
11 SK 7,8 51 29 35 2,81 1,4
12 MK 6,0 9,3 34 4,1 14,5 4,2
13 KM 142 64,8 289 35,6 - 120,5
14 | MMg 6,3 52 5,0 31 2,6 16,8
15 MM 6,3 52 5,0 31 2,6 16,8
16 CM 6,4 55 6,1 7,8 2,85 1,9
17 MN 68,9 57,4 3,1 8,4 90,7 99
18 WP 8,8 6,16 74 4,2 0,4 2,62
19 JPI 0,3 4,4 6,7 2,7 35 16,6
20 BP 13,85 9,02 14 54 4,2 -
21 SR 11,4 6,8 57 52 14,3 14,29
22 AS 5,8 4,8 44 3,9 2,3 4,1
23 MS 26,6 33,2 3,0 3,8 111,28 126,5
24| DS 6.9 52 72 3,2 0,8 19
25 Mz 9,8 15,0 4,1 4,6 52,9 19,9

N - liczba kolejna
n- zakres wartosci referencyjnych

1%/2° - odpowiednio: oznaczenie wyjéciowe i po > 12 tygodniach
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Zal. nr 9. Analiza dodatkowego ryzyka prozakrzepowego w podgrupie chorych
z przebytymi zylnymi powiklaniami zakrzepowymi w przebiegu APS

N [ Inicjaly b.C aPCR b.S AT Fbgn Dimer-D T PIt
(%) (%) (%) (9/) (ng/ml)

1 BA 113,7 1,91 97 104 6,25 3278,07 nie
2 JC 11,13 2,73 101 81 3,44 110,65 nie
3 EF 99,89 2,44 61,5 89 4,13 144 nie
4 2G? >120 3,18 116 93 3,55 173,06 nie
5 LH 86,9 1,82 67,6 81 5,18 368,6

6 MJ 91,9 3,09 2% 72 2,99 211,66 nie
7 Al 63,43 1,06 83 88 3,84 471,9

8 Alur. 45.6 1,95 107,3 84 5,7 1361 nie
9 KK 92 2,61 72,6 108 5,47 144,23 nie
10 PK 67,86 2,34 96,5 85 1106 1106,4 nie
11 SK 96,01 2,67 95,7 95,5 3,17 174,99 nie
12 MK 108 2,96 1129 83,5 331 83,0 nie
13 KM 9% 2,44 96 81 6,61 555,03 nie
14 MMg¢ 107,67 2,44 78,5 97 5,22 163,66 nie
15 MM 107,7 2,44 78,5 97 5,22 163,66 nie
16 CM 94,9 2,73 84,2 99 4,06 720,87 nie
17 MN 62,09 2,79 77 75 3,92 367,68 nie
18 WP 136,3 2,26 108,33 97 - 208,85 nie
19 JPI 131,8 2,75 88 77 4,41 171,42 nie
20 BP 87,09 2,62 59,8 100 3,12 366,81 nie
21 SR 126,4 221 1213 88 3,94 76,34 nie
22 AS 95,58 2,44 88,1 83 2,53 97,61 nie
23 MS 89,92 2,45 114 93 4,03 128,79 nie
24 DS 71,6 2,84 92,6 98 5,25 282,0 nie
25 MZ 85,58 2,83 141,8 102 5,41 3448,0 nie

N - liczba kolejna

n- zakres wartosci referencyjnych odpowiednio - biatko C (b. C) : 65-140%; oporno$¢ na aktywowane biatko C
(aPCR):

< 2,0; biatko S (b.S): >50%; antytrombina (AT): 75,6-122%; fibrynogen (Fbgn): 1,69-3,92¢/l; dimer-D: > 500ng/ml;
nadptytkowos¢ (T PIt): > 450G/
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