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1.1 Patogeneza zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej

Zylna choroba zakrzepowo-zatorowa (ZChZZ) jest schorzeniem o znaczeniu
spotecznym. W populacji ogdlnej wystepuje z czgstoscig 1-3 przypadkow /1000/rok (1-
3). Jest to typowa choroba o etiologii wieloczynnikowej, na ktorej patogeneze sktadajg
si¢ zarowno czynniki Srodowiskowe jak 1 mechanizmy genetyczne. Klinicznie
manifestuje si¢ ona gltdéwnie w postaci zakrzepicy zyt glebokich konczyn dolnych i
zatorowosci plucnej; rzadko moze si¢ rowniez pojawia¢ w nietypowych lokalizacjach:
naczyniach zylnych konczyn goérnych, zyly srodkowej siatkowki oka, naczyniach
mozgowych i watrobowych (1,2). Z danych literaturowych opublikowanych w 2007
roku wynika, ze w 6 krajach Unii Europejskiej az 370 000 zgondéw rocznie jest
nastepstwem zakrzepicy zyl glgbokich, bedacej w 75% nastepstwem hospitalizacji (3).
W oparciu o dane amerykanskie mozna przyjac, iz w Polsce zatorowos$¢ ptucna moze
by¢ przyczyna 25 000-30 000 zgondw rocznie (4). Smieré w ciagu 1 miesiaca od
wystapienia epizodu ZChZZ obserwuje si¢ okoto 10% pacjentdéw z rozpoznanym
zatorem tetnicy ptucnej (2). Poza bezposrednim ryzykiem zgonu, ZChZZ wigze sie
takze z odleglym ryzykiem zespotu pozakrzepowego (5) 1 przewleklego nadci$nienia
phlucnego (6), ktore znacznie obnizajg jakos¢ zycia pacjentow.

Wspotczesne spojrzenie na etiologie zakrzepicy nadal opiera si¢ na znanej od
potowy XIX wieku stynnej triadzie Virchowa, wedlug ktorej do czynnikow ryzyka tej
choroby naleza:

1. Zmiany w szybkosci przeptywu krwi (zwolnienie przeptywu krwi);

2. Zmiany w $cianie naczynia krwionosnego (uszkodzenie $ciany przez silty
$cinajace przeptywajacej krwi lub mechaniczne: uraz, zabieg operacyjny,
a takze proces zapalny, miazdzyca);

3. Zmiany ilosciowe i jakosciowe w sktadzie przeptywajacej krwi — majace
istotny wplyw na powstanie zakrzepu w naczyniach zylnych.

Znaczenie dla rozwoju ZChZZ moga mie¢ zaréwno wrodzone defekty
hemostazy, jak réwniez nabyte czynniki sprzyjajace chorobie, takie jak:
unieruchomienie zwigzane z opatrunkiem gipsowym czy hospitalizacja, a takze zabieg

operacyjny, cigza, uraz, choroba nowotworowa, stosowanie doustnej antykoncepcji lub



hormonalnej terapii zastgpczej czy przeciwciata antyfosfolipidowe. Do niezaleznych

czynnikéw ryzyka ZChZZ zalicza sig: wiek powyzej 40 roku zycia i pte¢ meska.

.2  Wrodzona trombofilia

Termin trombofilia oznacza genetycznie uwarunkowang lub nabyta sktonnos¢
do wystepowania zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej; cze$¢ ekspertdOw uwaza, ze ma
ona rowniez swoj udzial w etiologii zakrzepicy tetniczej. Uwazana jest ona za statg
cech¢ danej osoby, u ktoérej zwigkszone ryzyko wystgpienia zakrzepicy utrzymuje si¢
przez cate zycie (8). Rodzinna trombofilia zostata opisana po raz pierwszy w 1956 roku
przez Jordan i Nandorff (7). W 1965 roku Egeberg opisat rodzing, w ktorej wysoka
zapadalno$¢ na zakrzepicg¢ zylng wigzala si¢ z niedoborem antytrombiny (AT),
uwazanej w owym czasie za jedyny czynnik wrodzonej trombofilii (9). Dopiero lata 80-
te 1 90-te XX wieku przyniosty szereg przetomowych odkry¢, takich jak:

- opisanie niedoboru biatka C (PC) przez Griffin JH. i wsp. (10)
- opisanie klinicznych nastgpstw niedoboru biatka S (PS) przez Comp PC.iwsp.(14)
- odkrycie i opisanie zjawiska opornosci osocza na dziatanie aktywnego biatka C
(ang. activated protein c resistance, APCr) przez Dahlbéck B. i wsp (13)
- opisanie zwigzku pomi¢dzy mutacja G1691A w genie czynnika V nazwanego
czynnikiem V Leiden (FVL G1691A), a zjawiskiem APCr przez Bertina RM. i
wsp. (11)

- opisanie polimorfizmu G20210A genu protrombiny (FII G20210A),
przejawiajacego si¢ fenotypowo w postaci podwyzszonego stezenia protrombiny
w 0soczu przez Poort SR. i wsp. (12).

Liczne doniesienia literaturowe zwigzane z tymi odkryciami pozwolily na
okreslenie wrodzonych czynnikéw ryzyka o najwigkszym znaczeniu w etiologii zylnej

choroby zakrzepowo-zatorowej. Przedstawiono je w tabeli nr 1:



Tabela nr 1. Czynniki wrodzonej trombofilii na podstawie Khan S. (15)

Wrodzone defekty Rzadkie Prawdopodobne
0 udokumentowanym wrodzone czynniki
zwiazku z ZChZZ defekty wrodzonej trombofilii
- mutacja Leiden G1691A - dysfibrynogenemia -podwyzszony poziom czynnika VI1II
- polimorfizm G20210A genu - hiperhomocysteinemia - podwyzszony poziom czynnika IX
protrombiny - podwyzszony poziom czynnika XI
- niedobor biatka C - niedob6r plazminogenu
- niedobor biatka S - podwyzszony poziom lipoptoteiny a
- niedobor antytrombiny -niedobor tPA

- podwyzszony poziom czynnika VI
- obnizena aktywnos¢czynnika X11
- podwyzszone stezenie
trombomoduliny
- obnizony poziom PAI

t-PA - tkankowy aktywator plazminogenu (ang. tissue plasminogen activator); PAI 1 - inhibitor
aktywatora plazminogenu typu 1,( ang. plasmin activator inhibitor type 1)

Rzadkie defekty genetyczne takie jak: dysfibrynogenemia, podwyzszony
poziom inhibitora fibrynolizy aktywowanego trombing (ang. thrombin activable
fibrinolysis inhibitor, TAFI), inhibitora aktywatora plazminogenu typu 1 (ang. plasmin
activator inhibitor type 1, PAI-1) czy niedobor tkankowego aktywatora plazminogenu
(ang. tissue plasminogen activator, tPA), ze wzgledu na niska czgstos¢ ich
wystepowania, raportowane sa przy okazji opisu przypadkow klinicznych. Wysokie
aktywnos$ci czynnikow IX, XI, oraz TAFI nie sg niezaleznymi czynnikami ryzyka
zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej; ich znaczenie kliniczne wzrasta w potaczeniu ze
wzrostem poziomu czynnika VIII (16). Hiperhomocysteinemia za$ jest czynnikiem
ryzyka zaré6wno zakrzepicy zylnej jak i tetniczej, zwigzanym z ryzykiem jej wystapienia
przed 30 rokiem zycia, jednak podobnie jak w przypadku podwyzszonej aktywnosci
czynnika V111, problematycznym pozostaje ustalenie jej wartosci granicznej. Austriaccy
naukowcy wykazuja, ze hyperhomocysteinemia jest czynnikiem ryzyka nawrotu
ZChZZ, nie potwierdzaja tego wyniki badan z osrodka w Leiden (17).

Obecnos$¢ wrodzonej trombofilii rozwaza si¢ u osoby po przebytym epizodzie
zakrzepowo  zatorowym, pojawiajacym  si¢  bez  uchwytnej  przyczyny,
udokumentowanym obiektywnymi metodami lub u oséb z obcigzonym wywiadem
rodzinnym w kierunku ZChZZ. Wyniki wielu badan dowodza, ze u okoto 30-50%
chorych z samoistng zakrzepica zylng w wywiadzie, wykrywa si¢ wrodzong

trombofilie, zwigzang z niedoborem antytrombiny, biatka C, biatka S, opornoscig na
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aktywne biatko C (mutacja G1691A czynnika V), czy polimorfizmem G20210A genu
protrombiny. 15% chorych z tej grupy przejawia wspolistnienie > 2 wrodzonych
czynnikow trombofilii, natomiast u okoto 15% przyczyng zakrzepicy jest zespot
antyfosfolipidowy (ang. antiphospholipid syndrome, APS) z obecnoscig heterogennej
grupy przeciwcial tzw. przeciwcial antyfosfolipidowych (ang. antiphospholipid
antibodies, APA), przejawiajacych si¢ w postaci antykoagulantu toczniowego i/lub,
przeciwcial antykardiolipinowych (ang. anticardiolipin antibodies, ACA) i/lub
przeciwcial przeciwko B, glikoproteinie I (B2 GPI) (18). Czgstos¢ wystgpowania
poszczegdlnych wrodzonych defektow hemostazy usposabiajacych do ZChZZ rozni sie
w zalezno$ci od rasy. Wsrdd osobnikéw rasy kaukaskiej najczesciej wykrywanym
czynnikiem wrodzonej trombofilii jest mutacja Leiden genu czynnika V (2-7%),
natomiast obecnos¢ wariantu G20210A genu protrombiny stwierdza si¢ u okolo 1-3%
(8). Trombofilia jest dobrze udokumentowanym czynnikiem ryzyka wystapienia
pierwszego epizodu ZChZZ, natomiast jej znaczenie jako czynnika ryzyka nawrotu jest
duzo mniejsze 1 dotyczy gtownie podwyzszonego st¢zenia czynnika VIII oraz obecnosci
antykoagulantu toczniowego (20).

Mechanizm zwigzany ze zwickszonym ryzykiem zakrzepowym wigze si¢ ze
zwigkszeniem produkcji trombiny lub uposledzeniem jej inaktywacji, do ktorego
dochodzi wskutek zachwiania rownowagi uktadu hemostazy miedzy mechanizmami
prokoagulacyjnymi, antykoagulacyjnymi i fibrynolitycznymi. W  warunkach
uszkodzenia cigglo$ci naczynia, aktywacja krzepnigcia krwi prowadzi do generacji
duzej ilosci trombiny, aktywujacej ptytki krwi i przeksztalcajacej fibrynogen w fibryng.
Efektywnos¢ dziatania tego ukladu jest modulowana przez szereg mechanizméw
antykoagulacyjnych, zapobiegajacych niekontrolowanemu rozprzestrzenieniu tego
procesu poza miejsce uszkodzenia naczynia krwionosnego. Jednym z nich jest TFPI,
ktory bierze udziat w modulacji inicjacji krzepnigcia. Inhibitor ten taczac sig
nowopowstalym czynnikiem Xa, zwigzanym z kompleksem TF-VIla, inaktywuje i
hamuje aktywacje drogi zaleznej od czynnika tkankowego (21-23). Innym czynnikiem
jest antytrombina - inhibitor proteaz serynowych, majacy szczegdlne powinowactwo do
aktywnych czynnikéw krzepniecia niezwigzanych ze swymi biatkowymi kofaktorami.
Za regulacje aktywnosci dwoch kofaktorow krzepnigcia: czynnikéw VIlla 1 Va
odpowiedzialne jest aktywne biatko C. Wigkszo$¢ defektow genetycznych, ktoérych

skutkiem jest trombofilia, $ci§le wigze si¢ z dziataniem tego wlasnie uktadu (24,25).



Schemat dzialania mechanizméw antykoagulacyjnych uktadu hemostazy przedstawiono

na rycinie nr 1:
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Rycina nr 1. Mechanizm dzialania inhibitora drogi zaleznej od czynnika tkankowego (TFPI),
antytrombiny (AT), ukfadu biatka C: biatka S (PS) W kompleksie z aktywnym biatkiem C (APC)
wedtug topaciuk S. (26)

1.2.1 Klasyfikacja trombofilii ze wzgledu na stopien ryzyka zakrzepowego

Pierwszy epizod ZChZZ wséréd osob z wrodzong trombofilia wystepuje
najczesciej migdzy 30 a 50 rokiem zycia (8). Ryzyko jej wystapienia roézni si¢ w

zaleznosci od rodzaju wrodzonej trombofilii (tabela nr 2).

Tabelanr 2. Klasyfikacja trombofilii ze wzgledu na stopien ryzyka zakrzepowego (8)

Lagodne - malego - heterozygotyczne postacie mutacji Leiden G1691A genu czynnika V
ryzyka i polimorfizmu G20210A genu protrombiny

- niedobor biatka C

- niedobor biatka S
Ciezkie - duzego - homozygotyczne postacie mutacji Leiden G1691A genu czynnika V
ryzyka i polimorfizmu G20210A genu protrombiny

- wspolistnienie heterozygotycznych postaci tych dwoch mutacji
- niedobor antytrombiny

- zespot antyfosfolipidowy (trombofilia nabyta)




1.2.2  Budowa, funkcja, kliniczne nastepstwa niedoboru antytrombiny

Wrodzony niedobor antytrombiny byt pierwszym zidentyfikowanym
czynnikiem wrodzonej trombofilii. W roku 1965 opisano rodzing charakteryzujacg si¢
wyzsza od przecigtnej zapadalnoscig na zakrzepicg zylng, do ktérej dochodzito juz w
miodym wieku. U czlonkow tej rodziny, ktorzy przebyli epizod zakrzepicy zylnej,
stwierdzano obnizenie aktywnosci AT o ok. 50% w poréwnaniu z osobami, ktore nie
miaty zakrzepicy (9). Niedobor ten wigze si¢ z zaburzeniem rdéwnowagi uktadu
hemostazy, polegajagcym na zmniejszeniu potencjatu inaktywacji wszystkich aktywnych
proteaz serynowych uktadu krzepnigcia (glownie trombiny i czynnika Xa (28). AT jest
najlepiej poznanym inhibitorem krzepnigcia; jest to jednotancuchowa glikoproteina,
(alfa 2 globuling) o masie czasteczkowej 58 kD, zbudowang z 432 aminokwaséw,
nalezaca do rodziny serpin, syntetyzowana przez komorki watroby w postaci prekursora
zbudowanego z 364 aminokwasow (w tym 32-aminokwasowy peptyd sygantowy).
Peptyd sygnatowy odgrywa kluczowa role w translokacji bialka do retikulum
endoplazmatycznego, gdzie ma miejsce jego postranslacyjna modyfikacja (25,29). AT
tworzy nieaktywny kompleks po potaczeniu si¢ z docelowym enzymem, dzigki budowie
czasteczki warunkujacej jej wlasciwosci antykoagulacyjne; sekwencja Lys 39-Arg 57,
Lys 114-Glu 154 jest miejscem oddziatywania z heparyng, natomiast sekwencja Arg
393 - Ser 394 pozwala na interakcje z trombing, polegajaca na wigzaniu jej w
nieaktywny proteolitycznie kompleks trombina-antytrombina (TAT) szybko usuwany z
kragzenia (30). Antytrombina sama w sobie jest inhibitorem wolnodziatajacym,
uzyskujacym pelni¢ swej aktywnos$ci inhibitorowe] po polaczeniu sie W
stechiometryczny kompleks z siarczanem heparanu (glikozaminoglikanem obecnym w
endotelium) lub heparyng egzogenng (31). Szybko$¢ inaktywacji czynnikoéw
krzepnigcia przez kompleks AT-heparyna wzrasta ponad 4000 krotnie (33). Wigze si¢
to ze zmiang konformacji czasteczki AT 1 odstonigciem miejsca wigzacego trombing.
Ponadto badania ujawnity wazne zadanie trzeciego regionu w czasteczce antytrombiny
(Phe 402-Pro 407), ktory jest zlokalizowany pomigdzy miejscem interakcji z trombing a
C-koncowym odcinkiem polipeptydu. Uwaza si¢ takze, ze czwarty region (znajdujacy
si¢ blisko C-koncowej czesSci polipeptydu), zwany kieszonkg hydrofobows, jest
odpowiedzialny za utrzymanie trzeciorzgdowej struktury czasteczki AT. Heparyna

wigze si¢ z antytrombing 1 poteguje jej aktywno$¢ za posrednictwem reszty



glukozaminowej w obregbie specyficznego pentasacharydu. Zaburzenia funkcji AT

moga mie¢ charakter jakosciowy lub ilosciowy; przedstawiono je w tabeli nr 3 (32,33):

Tabela nr 3. Klasyfikacja niedoboru antytrombiny

Stezenie Aktywnosé Zdolnos¢
Typ Rodzaj defektu antygenu antytrombiny jako wiazania
antytrombiny proteazy serynowej heparyny

I defekt iloSciowy obnizone obnizona prawidtowa
I defekt jakosciowy
I RS (ang. reactive site prawidlowe obnizona obnizona

mutations) defekt
regionu aktywnego

Il HBS (ang. heparin binding prawidtowe prawidlowa obnizona
site mutations)
defekt regionu

wiazacego heparyng

Il PE (ang. pleiotropic prawidtowe obnizona obnizona
effect) efekt lub obnizone
plejotropowy

Typ 1 jest definiowany jako zmniejszona synteza biatka o prawidlowej
strukturze, ktora wigze si¢ z obnizeniem stezenia 1 aktywnos$ci antytrombiny do okoto
50% wartos$ci referencyjnych. Podloze molekularne tego zaburzenia polega na matych
delecjach/insercjach (do 22 par zasad) lub substytucji pojedynczej zasady. W typie Il
RS dochodzi do obnizenia jej aktywnosci, jako proteazy serynowej oraz spadku
aktywno$ci wigzania heparyny; natomiast typ II HBS wiaze si¢ tylko ze zmianami
strukturalnymi w obrebie miejsca wigzacego heparyne, skutkujacym obnizeniem jej
aktywnosci kofaktorowej dla heparyny do okoto 50% wartosci referencyjnych. Efekt
plejotropowy - typ IIPE, spowodowany jest zaburzeniami struktury czasteczki
antytrombiny w jej C-koncowej czgsci, dotyczacymi aminokwasow w pozycjach 402-
429; prowadzi to do zmiany konformacji czasteczki AT, mogacej uwydatnia¢ defekty
zardwno miejsca wigzania heparyny jak 1 aktywnosci antytrombiny. Znany jest wariant
AT ,,Budapeszt”, gdzie zamiana proliny na leucyn¢ w pozycji 429 prowadzi do zmiany
konformacji czasteczki, wplywajacej zarowno na miejsce wigzania heparyny jak i

trombiny (34). W badaniach grup naukowcow z Utah 1 Oslo odkryto, ze z powodu
7



zamiany aminokwasow w pozycjach 402 1 407, czasteczki antytrombiny charakteryzuja
si¢ krotszym czasem poltrwania we krwi (35). Niedobory antytrombiny typu I, IIPE i
IIRS sa dziedziczone autosomalnie dominujgco, natomiast typ IIHBS — autosomalnie
recesywnie (32,38).

Defekty strukturalne badz funkcjonalne, uposledzajace czynnos$¢ czasteczki AT
skutkuja wystapieniem stanu nadkrzepliwo$ci, co wynika bezposrednio z funkcji
antytrombiny, jako inhibitora aktywnych czynnikow krzepnigcia, bioragcych udziat w
wytworzeniu stabilnego czopu hemostatycznego. Do tej pory odkryto 127 mutacji w
obrgbie genu kodujacego antytrombing; najczgsciej] w postaci heterozygotycznej. Gen
kodujacy antytrombine znajduje si¢ na dlugim ramieniu chromosomu 1 i sktada si¢ z 7
eksonéw 1 6 intronéw. Mutacje w jego obrebie moga powodowaé zaburzenia typu
ilosciowego lub jakosSciowego. Najciezszy przebieg kliniczny zakrzepicy koreluje z
typem I niedoboru antytrombiny oraz z typem II wigzacym si¢ z mutacjg miejsca
wigzania trombiny. Okolo 55% nosicieli tych defektow doswiadczy zakrzepicy zylnej
(39). Homozygotyczny niedobdr antytrombiny typu I nie zostal opisany u ludzi;
wykazano, iz jest on cechg letalng, zar6wno u ludzi jak i transgenicznych myszy, (40).
W populacji ogélnej wystepuje rzadko i dotyczy 1:2000 — 1:5000 osob, a w populacji
chorych na ZChZZ stanowi okoto 1-2%. Homozygotyczny niedobor typu IIRS jest
réwniez cechg letalng, natomiast homozygotyczny niedobor typu IIHBS wiaze si¢ z
wystapieniem zakrzepicy zylnej i/lub tetniczej juz w dziecinstwie; co ciekawe
heterozygotyczny niedobor antytrombiny typu IIHBS wigze si¢ z wystgpieniem epizodu
zakrzepowo-zatorowego tylko u kilku procent nosicieli. Czestos¢ wystepowania
réznych typow niedoboru antytrombiny w populacji ogdlnej ocenia si¢ na 1:2000 —
1:3000 (42). Wyniki duzego badania prospektywnego EPCOT (European Prospective
Cohort on Thrombophilia), w ktérym oceniano zapadalno$¢ na pierwszy epizod ZChZZ
u bezobjawowych pacjentow z wykrytym niedoborem biatka C, antytrombiny, biatka S
oraz mutacjg Leiden genu czynnika V, wskazuja, ze w czasie 5,7-letniej obserwacji
4,5% pacjentow doswiadczyta zakrzepicy zylnej, przy czym najczesciej wykrywanym
defektem w tej grupie byl niedobor antytrombiny (42). Kliniczne niedobor
antytrombiny objawia si¢ we wczesnych latach drugiej dekady zycia, najczescie] w
postaci zakrzepicy zyt glebokich konczyn dolnych, ale rowniez w postaci: zakrzepicy
zatok zylnych mozgu, zyly $rodkowej siatkowki, zakrzepicy naczyn zylnych jamy
brzusznej, czy poronien u kobiet (33). Opisywany czynnik wrodzonej trombofilii jest

rowniez zwigzany z podwyzszonym ryzykiem zatoru tg¢tnicy ptucnej. Wyniki badan
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wloskich naukowcdw na grupie pacjentow z zakrzepica proksymalng wskazuja, ze
ryzyko zatorowos$ci ptucnej u pacjentdbw z niedoborem antytrombiny jest 2,4 razy

wyzsze niz wérdod osob, u ktorych epizod zakrzepowy nie wigzat si¢ z tym defektem

(43).
1.2.3  Budowa, funkcja, kliniczne nastepstwa niedoboru biatka C

Wrodzona trombofilia zwigzana z niedoborem biatka C, jest uznanym
czynnikiem ryzyka ZChZZ. Biatko to zostalo wyizolowane i opisane, jako bialko
zalezne od witaminy K przez Stenflo w 1976 roku (44); jest ono dwulancuchowa
glikoproteing syntetyzowang w watrobie. W osoczu wystepuje w postaci zymogenu
proteazy serynowej 1 wykazuje niska aktywno$¢; dopiero w obecnos$ci biatka S, pod
wplywem kompleksu trombina - trombomodulina dochodzi do jego aktywacji i
ujawnienia biologicznej roli — wygaszania generacji trombiny. W 1977 r. wykazano, iz
po aktywacji przez trombing, biatko C nabiera wlasciwosci antykoagulacyjnych (45,46).
Trombina, bedaca kluczowym enzymem prokoagulacyjnymi w kaskadzie krzepnigcia,
wytworzona w nadmiernych ilo$ciach, zmienia swa konformacje. Dzigki utracie
aktywnosci prokoagulacyjnej i jednoczesnym nabyciu zdolnos$ci aktywowania biatka C
przeksztalca sie z aktywatora krzepnigcia w inhibitor (45). Do zjawiska tego dochodzi
pod wplywem biatka receptorowego — trombomoduliny (TM) oraz przy wspoétudziale
srodbtonkowego receptora dla biatka C (ang. endothelial cell protein C receptor,
EPCR) (46,47). Trombomodulina, obecna na powierzchni komoérek endotelium, w
krazeniu osigga najwyzsze stezenie w naczyniach kapilarnych, gdzie stosunek
powierzchni naczynia do jego objetosci jest najwyzszy. Efektem interakcji trombina -
trombomodulina jest zmiana konformacji czasteczki trombiny, ktora sprawia, ze
utrzymuje ona jedynie niklg aktywnos¢ proteolityczng w stosunku do niemal wszystkich
biatek, bedacych jej substratami 1 nabywa silne powinowactwo do biatka C (46,47). Co
wiecej EPCR, wiazac si¢ z domeng Gla biatka C, powoduje zmiang¢ jego konformacji 1
odstoniecie miejsca wigzania z kompleksem tromnina-trombomodulina, co powoduje
przeksztalcenie biatka C w aktywna forme¢ - APC i jego uwolnienie do osocza (47).

Aktywne biatko C jest prawidtowym sktadnikiem krazacej krwi, bedgcym
cze$cig mechanizmu antykoagulacyjnego zapobiegajacego zakrzepicy (48,49). W
osoczu 0sOb zdrowych obserwuje si¢ odwrotng zalezno$¢ pomigdzy stezeniem

aktywnego bialka C i trombiny - jego stezenie wzrasta do$¢ gwattownie w odpowiedzi



na nadmierne wytwarzanie trombiny (49). APC charakteryzuje si¢ do§¢ dtugim okresem
pottrwania w osoczu — okoto 20 minut i1 jego stopniowym unieczynnianiem przez
inhibitor biatka C (ang. protein C inhibitor, PCI) lub przez a-1 antytrypsyne (8,25).

Funkcja kompleksu APC z kofaktorowym biatkiem S jest inaktywacja
aktywnych czynnikow krzepnigcia Va i VIlla, poprzez ich czgsciowa proteoliz¢. Proces
ten zachodzi na powierzchni negatywnie natadowanych bton fosfolipidowych plytek
krwi. Aktywne czynniki V 1 VIII sg wysoce wrazliwe na dziatanie APC, jednakze
zwigzane w kompleks odpowiednio protrombinazy i tenazy sg cze$ciowo chronione
przed proteolizg przez czynniki Xa i IXa. Czasteczki czynnikéw VIlla i Va posiadajg w
swojej budowie kilka miejsc wrazliwych na dziatanie proteolityczne aktywnego biatka
C (51). Miejscami wrazliwymi na dziatanie aktywnego biatka C w tancuchu ci¢zkim
czynnika Va sa: R306, R506, R679, a w tancuchu ci¢zkim czasteczki czynnika VIiIa —
R336 i R562 (51).

Aktywnos¢ kofaktorowa biatka S wzglgdem APC w procesie wygaszania
aktywno$ci kompleksu tenazy, poprzez proteolize aktywnego czynnika VIII, jest
synergistycznie stymulowana przez zinaktywowany czynnik V, co sugeruje, ze czynnik
ten posiada wlasciwosci zard6wno prokoagulacyjne jak i antykoagulacyjne. Ponadto,
aktywne biatko C nasila fibrynoliz¢ poprzez wigzanie si¢ z PAI-1 w nieczynny
kompleks. Schemat procesow zwigzanych z dzialaniem aktywnego biatka C
przedstawiono na rycinie nr 2.

Dziatanie aktywnego biatka C prowadzi do wygaszania generacji trombiny.
Mamy tu do czynienia z tzw. paradoksem trombiny, pelnigcej zarowno funkcje
prokoagulacyjng: aktywacja uktadu krzepnigcia, przeksztatcanie fibrynogenu w fibryne;
jak 1 antykoagulacyjng: aktywacja uktadu biatka C przy wspotudziale trombomoduliny.
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Inaktywacja
Vai Vllla

Inaktywacja
PAI-1

PL

Biatko-S

Ca2+

o > APC
Trombina D R T PCI
Trombomodulina o - antvtrvpsyna

Srédbtonek ytrypsy

Rycina nr 2. Mechanizm dziatania uktadu biatka C (PC - biatko C, APC — aktywne biatko C, PL
— fosfolipidy, Va, Vllla — aktywne czynniki krzepniecia V i VIII, PAI-1 — inhibitor aktywatora
plazminogenu, PCI — inhibitor biatka C) (26)

Obnizenie aktywnos$ci biatka C moze by¢ spowodowane zaburzeniami jego
struktury jak 1 obnizeniem ilosci syntetyzowanego biatka. Klasyfikacja niedoboru biatka

C zostata przedstawiona w tabeli nr 4.

Tabela nr 4. Klasyfikacja niedoboru biatka C (26)

Aktywnos¢ Aktywno$¢
Typ Stezenie antygenu . .
antykoagulacyjna Amidolityczna
| } } !
Ila N ! !
Ilb N ! N

| - obnizona, N —prawidtowa

Typ I wystepuje najczesciej 1 objawia si¢ w postaci obnizenia aktywnos$ci
biatka C do okoto 50% wartosci prawidlowych, zaréwno w testach funkcjonalnych jak i
immunologicznych. Istnieje bardzo duza zmienno$¢ fenotypowa manifestacji defektow
genetycznych tego samego rodzaju w obrebie typu I niedoboru biatka C. Te same
zaburzenia genetyczne obserwuje si¢ zarOwno u objawowych pacjentow jak i
bezobjawowych nosicieli wadliwego genu (53). Typ II charakteryzuje si¢ prawidlowym
stezeniem antygenu biatka C 1 obnizong aktywnoscig antykoagulacyjng. Dotychczas

opisano wiele mutacji odpowiedzialnych za funkcjonalny defekt biatka C (52).

11



Czestos$¢ wystepowania niedoboru biatka C wynosi okoto 5% w populacji os6b
z rozpoznang ZChZZ (54). Klinicznymi objawami niedoboru biatka C jest: zakrzepica
zyt glebokich 1 powierzchownych, plamica piorunujagca noworodkow (tac. neonatal
purpura  fulminans), martwica skory spowodowana podaniem doustnych
antykoagulantow z grupy pochodnych kumaryny. Podlozem plamicy piorunujacej
noworodkow jest homozygotycznie uwarunkowany gleboki niedobor biatka C, bedacy
przyczyng masywnej zakrzepicy drobnych naczyn krwiono$nych, powiktanej ciezka
skazg krwotoczna, ktéra powoduje §mier¢ wkrotce po urodzeniu (55). U okoto 50%
nosicieli niedoboru biatka C zakrzepica zylna ujawnia si¢ przed 45 rokiem zycia. U
heterozygotycznych nosicieli mutacji genu biatkka C wystepuje 0ok 7-krotnie
podwyzszone ryzyko do$wiadczenia epizodu zakrzepowo-zatorowego w poréwnaniu z

populacja bez tego defektu (57).

1.2.4  Budowa, funkcja, kliniczne nastepstwa niedoboru biatka S

Kolejnym czynnikiem wrodzonej trombofilii o udowodnionym wplywie na
ryzyko ZChZZ jest niedobor biatka S, ktére zostato po raz pierwszy opisane i nazwane
w 1977 roku przez di Scipio i wsp. Nastgpnie Walker i wsp. wykazali, ze pelni ono
funkcje kofaktora dla aktywnego biatka C i bierze udziat w inaktywacji czynnikéw Va i
VIlla (58). W 1984 roku Comp i Esmon opisali pierwszych pacjentow, u ktoérych
stwierdzono niedobdr biatka S (14). Bialko to jest jednotaficuchowa glikoproteing
zalezng od witaminy K, syntetyzowang w watrobie. Okoto 30-40% krazacego w osoczu
biatka S wystepuje w formie wolnej, posiadajacej aktywnos¢ kofaktorowa wzgledem
bialka C, a pozostate 60-70% tworzy kompleks z bialkiem regulatorowym skladowe;j
dopetniacza C4 — biatkiem wigzacym sktadowa C4b (ang. C4b binding protein — C4BP)
(59). Zatem proces zapalny, prowadzacy do wzrostu stezenia C4BP ogranicza zarazem
dostepnos¢ wolnego bialka S 1 jest czynnikiem majacym prokoagulacyjny wptyw na
hemostaze. Klasyfikacje niedoboru biatka S przedstawiono w tabeli nr 5.

Tabela nr 5. Klasyfikacja niedoboru biatka S

Typ Poziom antygenu Poziom antygenu Aktywnos¢
catkowitego biatka S wolnego biatka S biatka S
| Obnizony Obnizony Obnizona
Il Prawidtowy Prawidtowy Obnizona
i Prawidtowy Obnizony Obnizona
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Gen kodujacy biatko S jest strukturalnie ztozony, ponadto istnieje jego
pseudogen o wysokiej homologii w stosunku do wtasciwego, co czyni diagnostyke
molekularng niedoboru biatka S do$¢ skomplikowang. Interesujace jest, ze tylko u 50-
60% pacjentow z niedoborem biatka S wykryto mutacje (60). Opisano 33 warianty
genetyczne, objawiajace si¢ fenotypowo, jako typ I niedoboru biatka S: s3 to
polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polimorphisms, SNP)
insercje i delecje (60,61). Zidentyfikowano takze cztery roézne mutacje
charakterystyczne dla typu II (35,61). W zaleznos$ci od fenotypu okoto potowa osdb, u
ktorych stwierdzono niedobor biatka S rozwija zakrzepice w wieku < 50 roku zycia, a
pozostali nie doswiadczajg zakrzepicy przez cate zycie. Doniesienia niektorych autorow
sugeruja, ze typ I 1 III niedoboru biatka S, moga by¢ fenotypowym wariantem tego
samego genotypu.

Biatko S jest kofaktorem APC, uczestniczacym w proteolitycznej degradacji
aktywnych czynnikow V 1 VIII. Poza wplywem na generacj¢ trombiny, biatko S
reguluje rowniez wplyw APC na procesy zwigzane z fibrynoliza, poprzez znoszenie
dziatania PAI. Niezaleznie od wspotdziatania z aktywnym biatkiem C, biatko S
odgrywa role w bezposredniej inaktywacji kompleksu protrombinazy, a takze pelni
funkcje kofaktora TFPI, wzmacniajacego jego interakcje z czynnikiem Xa (62,63).

Czestos¢ wystepowania wrodzonego niedoboru biatka S w populacji og6lnej
pozostaje nieznana, poniewaz wystepuje on niezwykle rzadko; dodatkowych trudnosci
nastrecza metodologia oznaczenia. Dostepne sg jednak dane z analizy 3788 szkockich
dawcow krwi, wsrod ktorych niedobor biatka S stwierdzono u 0,03 — 0,13% (64).
Niedobor biatka S klinicznie manifestuje si¢ w postaci zakrzepicy zyt glebokich,
powierzchownych i zatorowos$ci ptucnej; zanotowano rowniez przypadki zakrzepicy zyt
mozgowia oraz martwicy skory po podaniu doustnych antykoagulantéw - pochodnych
kumaryny. Homozygotyczny niedobodr biatka S objawia si¢ juz w okresie niemowlgcym
w postaci masywnej zakrzepicy lub plamicy piorunujacej (65,66), ktoéra nieleczona
prowadzi do $mierci. Wedlug danych literaturowych ryzyko wystapienia epizodu
ZChZZ u 0s6b z niedoborem biatka S jest 8,5 - krotnie wieksze w poréwnaniu z
osobami, ktore nie sg nosicielami tego defektu (27,57). Podkresli¢ nalezy, ze ponad
50% epizodoéw zwigzanych z wrodzonym niedoborem biatka S ma charakter samoistny,

niepoprzedzony obecnoécig innego nabytego czynnika ryzyka ZChZZ.

13



1.2.5 Opornos¢ na aktywne biatko C i jej zwigzek z mutacjqg Leiden
G1691A genu czynnika V

W populacji kaukaskiej u okoto 20-60% pacjentéw po przebytym epizodzie
zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej wykrywa si¢ opornos¢ na aktywne biatko C-
APCr (68,69). Termin ten jest definiowany, jako nieprawidtowo zmniejszona reakcja
antykoagulacyjna sktadnikow osocza na dzialanie aktywnego biatka C, na podstawie
testu in vitro (13,26). Zjawisko to jako pierwszy w roku 1993 opisat Dahlback i wsp.
(11). W roku 1994 Bertina i wsp. (11) wykazali, ze za wystepowanie tego zjawiska
odpowiedzialna jest punktowa mutacja w genie czynnika V, w pozycji 1691 eksonu 10
(mutacja Leiden), ktora powoduje zamiang pojedynczego aminokwasu — argininy na
glicyne w pozycji 506 lancucha aminokwasowego czynnika V, ktora jest jednym z
miejsc proteolitycznego oddzialywania aktywnego biatka C na aktywny czynnik V.
Aktywny czynnik V Leiden jest duzo wolniej inaktywowany przez uktad aktywnego
biatka C w poréwnaniu z czynnikiem Va niezmienionym przez mutacj¢ Leiden, co
skutkuje zwigkszonym efektem prokoagulacyjnym osocza (70). Co wigcej czynnik Va
jest kofaktorem inaktywacji czynnika VIlla przez aktywne biatko C. Mutacja Leiden
dziedziczy si¢ autosomalnie dominujaco (70). Oporno$¢ na aktywne biatko C moze by¢
rowniez wynikiem mutacji H1299R. Lagodna posta¢ opornosci na aktywne biatko C
powoduje mutacja Cambridge (R306T) (49) i Hong Kong (R306G) (24). Mutacja genu
czynnika V Liverpool powoduje, Zze zmieniony czynnik V wykazuje stabg aktywno$¢
kofaktorowa jako inaktywator czynnika VIlIla oraz jest wolniej inaktywowany przez
aktywne biatko C (73).

Zivelin i wsp. ocenia, ze mutacja ta powstata okoto 21 tysigcy lat temu (84) po
rozdzieleniu si¢ ras, co wyjasnia, dlaczego mutacja genu czynnika V wystepuje czgsto u
rasy kaukaskiej, natomiast w populacji Dalekiego Wschodu, Afryki i1 tubylczej ludnosci
Australii 1 Ameryki jest prawie nieobecna (75). Czestos¢ wystepowania czynnika V
Leiden w populacji kaukaskiej wynosi 6%, natomiast w populacji afrykanskiej i
azjatyckiej jest znacznie nizsza (75). W populacji europejskiej mutacja ta wystepuje u
okoto 40-50% o0s6b z obcigzonym rodzinnym wywiadem w kierunku zylnej choroby
zakrzepowo-zatorowej (11) i do nawet 15% w populacji ogolnej (Niemcy, Cypr, kraje
Europy Srodkowej) (72). Mutacja Leiden jest dziedziczona w sposéb autosomalny

dominujacy. Jej heterozygotyczna posta¢ jest zwigzana z 5-krotnie podwyzszonym
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ryzykiem wystapienia zakrzepicy, podczas gdy w przypadku homozygot ryzyko to

wzrasta nawet 50-krotnie.

1.2.6 Kliniczne nastepstwa obecnosci  wariantu  polimorficznego

G20210A genu protrombiny

Protrombina jest glikoproteing sktadajacg si¢ z pojedynczego tancucha o masie
72 kDa. Gen kodujacy budowe jej czasteczki znajduje si¢ na 11 chromosomie (78). W
procesie krzepnigcia krwi jest ona proteolitycznie przeksztatcana w trombing przez tzw.
kompleks protrombinazy, powstajacy na powierzchni fosfolipidow blonowych plytek
krwi, ktore pelnig role matrycy, na ktorej aktywny czynnik X w obecno$ci swego
nieenzymatycznego kofaktora — czynnika Va tworzy kompleks. Poort i wsp. wykazali,
ze genetycznie uwarunkowany defekt czasteczki protrombiny, objawiajacy si¢
fenotypowo nieznacznie podwyzszonym stg¢zeniem protrombiny w osoczu, prowadzi do
ciaglej zwiekszonej gotowosci prozakrzepowej. Opisywana zmiana pojedynczego
nukleotydu guaniny - G na adening — A, w genie protrombiny w pozycji 20210, w
koncu 3’ nietranslacyjnego regionu DNA okre$lana jest jako polimorfizm, poniewaz nie
skutkuje zmiang struktury biatka, a wptywa jedynie na jego zwigkszong ekspresje (12).
Stezenie protrombiny w osoczu 0sob z polimorfizmem G20210A genu protrombiny jest
o okoto 30% wyzsze wzgledem populacji bez tego polimorfizmu, czego skutkiem jest
3-4 krotny wzrost ryzyka wystapienia ZChZZ (79).Emmerich i wsp. wykazali, Ze
wspotistnienie polimorfizmu G20210A 1 mutacji Leiden (podwojna heterozygota)
zwigksza to ryzyko 20 krotnie (79). Okoto 2-4% zdrowej populacji poludniowej Europy
jest nosicielami wariantu polimorficznego G20210A i okoto 4-8% populacji Europy
potnocnej (80). Bykowska K. 1 wsp. w badaniach na grupie 323 pacjentow po przebytej

zakrzepicy zylnej ocenita jego czestos¢ na 6,5% (56).

1.2.7  Kliniczne nastepstwa podwyzszonej aktywnosci czynnika VIII

Czynnik VIII jest glikoproteing wytwarzang gtéwnie w watrobie. Po
uczynnieniu przez trombine aktywny czynnik VIII (V1l1a) jest kofaktorem aktywnego
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czynnika IX (IXa) w reakcji aktywacji czynnika X (81). Gen kodujacy czynnik VIII
znajduje si¢ na chromosomie X. W celu zapewnienia stabilno$ci i ochrony przed
proteoliza przez aktywne biatko C, czynnik VIII wystepuje w krazeniu w kompleksie z
czynnikiem von Willebranda (ang. von Willebrand factor - vWF) (81). Zatem jego
stezenie jest zdeterminowane gltownie stezeniem vWF, zaleznego od grupy krwi w
uktadzie ABO (82). W badaniach populacyjnych przeprowadzonych na terenie Holandii
stwierdzono, ze iloraz szans doswiadczenia pierwszego epizodu zakrzepowo-
zatorowego u osoby, u ktorej oznaczono stezenie czynnika VIII o wartosci wyzszej od
150% wynosi 4,8 w pordwnaniu z osoba, u ktorej aktywno$¢ czynnika VIII znajduje si¢
w granicach nieprzekraczajacych 100% (83). Pomimo tego, iz wcze$niejsze badania
sugerowaty, ze czynnik VIII, ktorego stezenie zalezy glownie od stgzenia czynnika von
Willebranda, moze by¢ podwyzszony w odpowiedzi na stan zapalny zwigzany z
zakrzepica, niezalezne badania prospektywne potwierdzily, ze podwyzszony poziom
aktywno$ci czynnika VIII moze by¢ czynnikiem przepowiadajacym wystapienie
epizodu zakrzepowo-zatorowego, a nie tylko jego konsekwencja (84,85). Zauwazono
rowniez wprost proporcjonalng zalezno$¢ wzrostu aktywnosci czynnika VIII i1 jego
antygenu, co $wiadczy o zwickszonej syntezie lub podwyzszonej trwatosci tego biatka
W 0soczu, a nie jego aktywacji na powierzchni $rodblonka (86). Koster i wsp.
stwierdzili wzrost aktywnos$ci czynnika VIII > 150 j/dl u 25% pacjentow, po przebytym
pierwszym epizodzie ZChZZ i u 11% zdrowych o0séb (83). W innych badaniach za$
wykazano zwigkszong > 175 j/dl aktywno$¢ czynnika VIII u 24% pacjentow z
nawrotowa ZZG, u 19% pacjentéw po pierwszym epizodzie i tylko u 10% osob

zdrowych (85).

1.3 Nabyte czynniki ryzyka ZChZZ

1.3.1  Zespot antyfosfolipidowy

Przeciwciata antyfosfolipidowe, sg heterogenng grupa przeciwcial klasy 1gG,
IgM 1 IgA, skierowanych przeciwko ujemnie natadowanym kompleksom fosfolipidow z
kofaktorami biatkowymi, ktorymi moga by¢ m.in.: f,GPI, protrombina, aneksyna V,
biatko C, biatko S, wysokoczasteczkowy kininogen. (87). APA, majace wiasciwosci
przedtuzania in vitro czaséw krzepniecia zaleznych od fosfolipidow zostaty odkryte w

roku 1952 w grupie pacjentdw cierpigcych na toczen ukladowy rumieniowaty (88).
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Wiele lat p6zniej wykazano, ze opisana wyzej tendencja, nie przejawia si¢ in vivo, jak
mozna bylo oczekiwa¢ - sklonnoscig do krwawien, lecz przeciwnie - wigze si¢ ze
zwiekszonym ryzykiem zakrzepowym i1 moze wystepowac nie tylko u pacjentow z
chorobami uktadowymi, ale rowniez u zdrowych osobnikow. Zespot antyfosfolipidowy
jest schorzeniem o podlozu autoimmunologicznym, ktére mozna krotko
scharakteryzowaé, jako obecno$¢ przeciwcial antyfosfolipidowych u pacjentow,
cierpigcych z powodu zakrzepicy (zylnej lub tetniczej) i/lub niepowodzen cigzy (37,89).
Moze on wystgpowaé na tle innych schorzen o charakterze autoimmunologicznym,
takich jak toczen rumieniowaty ukladowy (wtéorny APS) lub niezaleznie od nich
(pierwotny APS).
Objawy kliniczne APS:
. czgste (obserwowane u > 20% chorych):

- ZChZZ,

- matoptytkowos¢

- poronienia,

- udar niedokrwienny lub przejsciowe niedokrwienie mozgu (ang. transient

ischemic attack, TIA),

- migrena,

- sinica siateczkowata, fac. livedo reticularis,
*  mniej powszechne, dotyczace 10-20% chorych:

- rzucawka, stan przedrzucawkowy,

- przedwczesny porod,

- niewydolnos¢ zastawek serca,

- anemia hemolityczna,

- choroba wiencowa,
. nietypowe, stwierdzane u <10% o0s0b cierpigcych na APS:

- padaczka,

- demencja,

- zakrzepica zyt lub tetnic siatkowki oka,

- nadcis$nienie ptucne,

- owrzodzenia konczyn dolnych,

- nefropatia w przebiegu APS,
. rzadkie, wystepujace u <1% chorych:

- krwotok nadnerczowy,
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- zespot Budd-Chiari’ego (90).

Jedng z postaci klinicznych APS jest tzw. Kkatastrofalny zespot
antyfosfolipidowy (ang. catastrophic antiphospholipid syndrome, CAPS), w ktorym
dochodzi do wytworzenia zakrzepow w naczyniach matego 1 duzego kalibru,
prowadzace do niewydolnosci wielonarzadowej, (co najmniej 3 narzadow w ciaggu 1
tygodnia). Smiertelnoéé w przebiegu tego schorzenia siega 50% (91).

W oparciu o aktualne wytyczne wyliczy¢ mozna 3 grupy APA o
udowodnionym znaczeniu klinicznym w etiologii APS; nalezg do nich:

- antykoagulant toczniowy (fac. lupus anticoagulant, LA),

- przeciwciala antykardiolipinowe,

- przeciwciala przeciwko B, glikoproteinie | (anty B,GPI), przy czym ACA oraz
anty PGPl sa wykrywane za pomoca testOw immunoenzymatycznych z
wykorzystaniem ich specyficzno$ci antygenowej, gdzie ltaczg si¢ z antygenami
niezaleznie od wilasciwosci czynnos$ciowych. Przeciwciata o typie LA wykrywane sa,
dzieki ich wlasciwosciom przedtuzenia czasu krzepniecia osocza in vitro.

Na poczatku lat 90-tych dwie niezalezne grupy naukowcow udowodnity, ze
antygenem dla przeciwciat antyfosfolipidowych wykrywanych w testach na obecnos¢
ACA jest B, glikoproteina I (B2GPI) a nie kardiolipina, jak wcze$niej sgdzono (92,93).
Biatko, wiazac si¢ do ujemnie natadowanej powierzchni, odstania swoje miejsca
antygenowe. Powierzchnig taka moga by¢ ujemnie naladowane fosfolipidy, ale takze
plytka mikrotitracyjna, uzywana do testow ELISA; dlatego tez niektore APA tacza si¢
bezposrednio do B2GPI bez obecnosci fosfolipidow. Istnieja przeciwciala o aktywnosci
LA, ktore reaguja z biatkami innymi niz oGPl — np. z protrombing (94). Ponadto
wykazano réwniez, ze przeciwciata anty B,GPI sg bardziej swoiste, ale mniej czute,
jako marker zaburzen krzepnigcia, zwianych z obecnoscig APS. Zdolno$¢ niektorych
APA do przedtuzenia czaséw krzepnigcia zaleznych od fosfolipidow wynika z
posiadania przez nie potencjalu wytworzenia biwalentnych kompleksow pomiedzy
przeciwcialem a B,GPI (95) lub protrombing (96). Kompleksy te maja zwiekszone
powinowactwo wzgledem fosfolipidow 1 konkuruja o te samg powierzchnig
katalityczng. Patomechanizm dziatania APA jest ztozony i trudny do analizy. Istnieje
wiele hipotez probujacych wyjasni¢ prozakrzepowy mechanizm dziatania APA, miedzy
innymi zaktadajace zaburzenie funkcjonowania uktadu biatka C, interferencje w uktad
fibrynolizy osoczowej, aktywacje komorek srodbtonka naczyniowego ze zwigkszonym

wytwarzaniem mikroczastek o dziataniu prokoagulacyjnym, aktywacj¢ i ptytek krwi oraz
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sktadowych dopetniacza. Pewne hipotezy sugeruja, ze przyczyna zwigkszonej tendencji
zakrzepowej u  pacjentek z  niepowodzeniami  cigzy jest  przetlamanie
przeciwzakrzepowej tarczy aneksyny V przez przeciwciata antyfosfolipidowe.
Aneksyna V, bedaca biatkiem tozyska o silnych wlasciwosciach przeciwzakrzepowych,
poprzez wigzanie fosfolipidow, czgsciowo redukuje powierzchnie, na ktérej zachodza
procesy krzepnigcia (97). Dowodza tego badania na hodowlach komoérkowych, gdzie po
inkubacji komorek srodbtonka z przeciwciatami przeciwko aneksynie V, dochodzito do
szybszego wytworzenia si¢ skrzepu (97). Badania in vitro przeprowadzone W obecnos$ci
przeciwcial anty-B,GPl wykazaty redukcje wiazania aneksyny V do nie-komorkowych
powierzchni, optaszczonych wczesniej fosfolipidami o ujemnym tadunku.

Kryteria klasyfikacyjne zespotu antyfosfolipidowego po raz pierwszy
przedstawione w 1987 roku przez Harrisa (98), nie zmienity si¢ do dzis, co do zasady i
nadal obejmujg: wspoétistnienie pewnych objawow klinicznych z nieprawidlowymi
wynikami badan laboratoryjnych. Zostaty one nieznacznie zmodyfikowane w roku 1999
(99), a nastgpnie w 2006 na kongresie ISTH, gdzie podzielono je na kliniczne i
laboratoryjne - aktualne do dzis$ (89). Do kryteriow klinicznych naleza:

- zakrzepica w naczyniach tetniczych, zylnych Iub w matych naczyniach
krwiono$nych narzadéw  wewngtrznych (z  wyjatkiem zakrzepicy zyt
powierzchownych) potwierdzona obiektywnymi metodami z zastosowaniem
diagnostyki obrazowej lub badaf histopatologicznych wykazujacych brak cech
stanu zapalnego w $cianie naczynia,

- niepowodzenia potoznicze, definiowane, jako:
> 1 epizod obumarcia morfologicznie prawidtowego ptodu po 10. tc. (prawidlowa
morfologia potwierdzona badaniami USG lub bezposrednig oceng ptodu),
> przedwczesny pordd morfologicznie prawidlowego noworodka przed 34.tc. z
powodu rzucawki, stanu przedrzucawkowego, niewydolnosci tozyska,
> 3 samoistne poronienia przed 10 tc. o niewyjasnionej przyczynie, PO
wykluczeniu zmian anatomicznych, zaburzen hormonalnych, chromosomalnych
rodzicow.

Kryteria laboratoryjne obejmujg Obecnos¢ w osoczu antykoagulantu
toczniowego, stwierdzong metodami zalecanymi przez SSC/ISTH (100,101); wykrycie
w surowicy lub osoczu przeciwcial antykardiolipinowych w klasie IgG lub IgM w

srednim lub wysokim mianie (> 40 GPL, > 40 MPL, lub > 99 percentyla wzgledem
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zdrowej populacji) lub obecnos¢ w surowicy lub osoczu przeciwciat przeciwko (2
glikoproteinie I w klasie 1gG lub IgM (w mianie > 99 percentyla dla populacji zdrowej).

Rozpoznanie APS uzasadnia stwierdzenie obecnosci jednego sposrod
kryteriow laboratoryjnych (dwukrotnie w ciggu 12 tygodni) wspotistniejace, z co
najmniej jednym kryterium klinicznym. Ryzyko zakrzepicy zylnej, tg¢tniczej oraz
niepowodzen ciazy w zaleznosci od rodzaju wykrytych APA przedstawiono w tabeli nr
6.

Tabela nr 6. Ryzyko doswiadczenia epizodu zakrzepicy Zylnej lub tetniczej lub niepowodzen

cigzy w zaleznosci od rodzaju APA (102).

lloraz szans lloraz szans
Rodzaj lloraz szans doswiadczenia
doswiadczenia epizodu doswiadczenia
APA epizodu zakrzepicy zylnej
zakrzepicy tetniczej niepowodzen cigzy
LA 3,84 2,25 1,94
ACA 2,33 3,16 2,01
anty B,GPI 2,10 2,40 1,96
> 1 rodzaj
2,74 2,69 1,96
APA*

*>1 rodzaj APA = LA+ACA lub LA+ anty- B,GPI lub ACA+ anty -B,GPI lub ACA+ anty-B,GPI

(APA  — przeciwciata antyfosfolipidowe, LA — antykoagulant toczniowy, ACA — przeciwciata
antykardiolipinowe, 5,GPI - S, glikoproteina I)

1.3.2 Inne czynniki ryzyka ZChZZ

Wiek
Zwigkszenie odsetka powiklan zakrzepowo-zatorowych obserwuje si¢
wraz ze wzrostem wieku badanej populacji: zapadalno$¢ jest tysigce razy wyzsza wsrod
0s0b po 45 roku zycia i wynosi 1/100/rok, podczas gdy w populacji dzieci pojawia si¢
1/ 100 000/ rok (2, 103). Wsrdd przyczyn wymienia si¢: zmniejszong aktywno$é
ruchowa, wspotistnienie schorzen nasilajacych tendencje prozakrzepowe, zmniejszone
napiecie mig$niowe, i starzenie si¢ uktadu zylnego - destrukcje zastawek, petnigcych
kluczowa rol¢ w prawidlowym powrocie zylnym.
Zauwazono rowniez, ze Smiertelno$¢ zwigzana z wystgpieniem zatorowosci

plucnej jest duzo wyzsza w grupie 0sob po 45 roku zycia i wynosi 10%, podczas gdy
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zator plucny, zakonczony zej$ciem $miertelnym wystepuje tylko u 1% pacjentow w
mtodszym wieku (2).
Plec

Wiele prac sugeruje, ze ZChZZ wystepuje czesciej u 0sob piei meskiej (106),
jednakze z duzych metaanaliz wynika, ze jest ona spotykana z taka samg czestoscig
zarOwno w grupie mezczyzn jak 1 kobiet. Zauwazy¢ mozna jednak, ze w grupie kobiet
czesciej pojawia sie w wieku rozrodczym, co mozna tlumaczy¢ przejSciowymi
czynnikami ryzyka, wystepujacymi w tym okresie, zwigzanymi ze stosowaniem
doustnych $srodkéw antykoncepcyjnych, ciaza, pologiem. Natomiast mezczyzni czesciej

niz kobiety chorujg po 40 roku zycia (2, 103).
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EPIZOD PE | ZZ NA 100 000/ROK

Rycina nr 3. Zapadalnosé na pierwszy epizod zakrzepowo-zatorowy (zakrzepicy zylnej (ZZ) oraz

zatorowosci ptucnej (PE) w zaleznosci od wieku i ptci (103) (wg. Oger E).

Cigza, potog, doustne srodki antykoncepcyjne i hormonalna terapia zastgpcza

W krajach zachodnich zatorowo$¢ ptucna jest trzecig po nadci$nieniu i sepsie
przyczyna $mierci kobiet podczas cigzy i potogu, a zakrzepica zyl glebokich nalezy do
czgscie] wystepujacych schorzen zwigzanych z tym stanem fizjologicznym (105).
ZChZZ jest choroba, pojawiajaca si¢ w przebiegu 1-2/1000 cigz; jej ryzyko wzrasta z
wiekiem, sposobem porodu, wspotistnieniem innych czynnikow zwigzanych ze stanem
nadkrzepliwosci (106). Ryzyko wystgpienia zakrzepicy u kobiety ci¢zarnej jest 5 -
krotnie wyzsze niz u kobiety w tym samym wieku, niebedacej w cigzy; w potogu
ryzyko to wzrasta jeszcze okoto 12-krotnie i utrzymuje si¢ do 3 miesigcy po porodzie
(107). W ciazy poziom bialka S znacznie si¢ obniza, co w obecnosci dodatkowych
czynnikow, takich jak zastdj zylny zwigzany z uciskiem ptodu na zyte gtéwna dolna,

zwigkszone stezenie fibrynogenu, czynnika von Willebranda i czynnika VIII, moze
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stanowi¢ podstawe, na bazie ktérej dochodzi do wystapienia epizodu zakrzepowo-
Zatorowego.

Innym problemem zdrowotnym dotyczacym kobiet w wieku rozrodczym jest
czeste wystepowanie zakrzepicy zwigzanej ze stosowaniem doustnych $rodkéw
antykoncepcyjnych, ktore weszty do uzytku na szeroka skal¢ w roku 1959. Juz w 1961
roku opisano pierwszy przypadek zatorowosci ptucnej u mtodej kobiety, leczonej za ich
pomocag z powodu endometriozy (108). Antykoncepcja hormonalna, ze wzgledu na
szerokie rozpowszechnienie nalezy do czgstszych przyczyn zakrzepicy wsrod mtodych
kobiet (109). Ryzyko zakrzepowe dla kobiety w wieku rozrodczym jest nizsze niz
1/10000/rok a podczas zazywania doustnych srodkow antykoncepcyjnych wzrasta do 2-
3/10000/rok (117). Wzrasta ono dos¢ gwaltownie w czasie pierwszych czterech
miesiecy od rozpoczecia terapii 1 pozostaje niezmienne przez caly okres jej trwania;
obniza si¢ do poziomu wyjsciowego w ciggu 3 miesi¢cy od zaprzestania jej stosowania.
Dane literaturowe wskazuja, ze pewne grupy kobiet sa duzo bardziej narazone na
wystgpienie  epizodu zakrzepowo-zatorowego podczas stosowania  doustnej
antykoncepcji, naleza do nich: kobiety otyle, starsze (stosujagce hormonalng terapie
zastepczg oraz u kobiet z rodzinng trombofilia w wywiadzie, obejmujaca niedobor
bialek antykoagulacyjnych: PC, PS, AT (57). Wykazano, ze ryzyko zakrzepicy wzrasta
10 - krotnie u kobiet otylych (111) i okoto 15-30 - krotnie u heterozygotycznych
nosicielek mutacji Leiden i polimorfizmu genu protrombiny podczas stosowania

doustnej antykoncepcji (110).

Duze zabiegi chirurgiczne i urazy wielonarzgdowe
Urazy wielonarzadowe, zwlaszcza zwigzane 2z urazami glowy,
uszkodzeniem rdzenia kregowego, zlamaniem miednicy czy kosci udowej (112) oraz
interwencje chirurgiczne sa obcigzone duzym ryzykiem wystgpienia epizodu
zakrzepowo-zatorowego; w zaleznosci od rodzaju zabiegu moze ono sigga¢ nawet 50%
pacjentow, u ktorych nie zastosowano profilaktyki przeciwzakrzepowej. Najwyzsze
ryzyko (30-50%) wiaze si¢ z operacjami neurochirurgicznymi i ortopedycznymi (113).
Podobny stopien ryzyka wigze si¢ z operacjami brzucha, ginekologicznymi,
urologicznymi (114). W pewnym uogdlnieniu mozna stwierdzi¢, ze im rozleglejszy
zabieg tym wyzsze ryzyko zakrzepowe stwarza. Badania naukowcdéw na populacji z
regionu Leiden, wykazaly, Zze zabieg operacyjny okoto 6 — krotnie zwigksza ryzyko
doswiadczenia epizodu zakrzepowo-zatorowego (115).
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Unieruchomienie

Zastdj zylny jest gldwng przyczyng zakrzepicy zwigzanej z unieruchomieniem
konczyn: paralizem, opatrunkiem gipsowym, dtugotrwata podréza (116). Wspdlnym
mianownikiem wszystkich tych stanéw jest oslabienie pracy miesni tydki, pelnigcych
rolg¢ pompy przeciskajacej krew w gore. Unieruchomienie w pozycji siedzacej niesie ze
sobg duzo wyzsze ryzyko niz unieruchomienie w kazdej innej pozycji ciafa.
Wspoélczesnie odnotowuje sie przypadki zakrzepicy spowodowanej spedzeniem 12 i
wiecej godzin przed ekranem komputera; ZChZZ o takiej etiologii nazwano e-

zakrzepicg (117).

Podroze samolotem

Liczne prace dowodza, zZze na wystgpienie epizodu zakrzepowo-
zatorowego zwigzanego z podr6zg samolotem, poza unieruchomieniem, maja wpltyw
dodatkowe czynniki sprzyjajace aktywacji uktadu krzepnigcia, takie jak: hypobaria i
fagodna hypoksja. W 1986 roku opublikowano prace, w ktérej poddano analizie
przypadki naglej Smierci na londynskim lotnisku Heathrow z podziatem na miejsce, w
ktérym wystapit incydent (hala odlotow vs hala przylotéw). Dowiedziono w niej, ze
znaczna wigkszo$¢ przypadkow naglej $mierci miata miejsce w hali przylotow; po
dalszej analizie stwierdzono, ze przyczyna zgonow byla najczesciej zatorowos¢ ptucna.
Jak obliczono ryzyko do$wiadczenia epizodu zatorowosci plucnej bylo szesciokrotnie
wyzsze w hali przylotow w poréwnaniu z halg odlotéw, co posrednio dowodzi zwigzku

zakrzepicy z lotami samolotem (118).

Inne nabyte czynniki ryzyka ZChZZ
Do innych nabytych czynnikéw ryzyka ZChZZ nalezg: otyto§¢, choroba

nowotworowa, zespot nerczycowy, nocna napadowa hemoglobinuria, choroby

autoimmunologiczne (np. toczen uktadowy), ostre infekcje, leki (np. thalidomide) (7).
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CEL PRACY

Praca ma na celu:

Oceng czgstosci wystgpowania wrodzonej trombofilii w grupie pacjentdéw po
przebytym epizodzie zylnej choroby zakrzepowo-zatorowe;j.

Analize czestosci wrodzonej trombofilii w zalezno$ci od wieku wystapienia
pierwszego epizodu zakrzepowo - zatorowego w grupach wiekowych ponizej i
powyzej 45 roku zycia.

Zbadanie zaleznosci pomig¢dzy rodzajem wrodzonej trombofilii a manifestacja
kliniczng zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej oraz wiekiem wystgpienia
pierwszego epizodu zakrzepowo-zatorowego.

Oceng czegstosci wystepowania zespotu antyfosfolipidowego oraz jego wptywu
na manifestacje kliniczng ZChZZ w badanej grupie chorych.

Analiz¢ zwigzku pomigdzy wrodzong trombofilig ztozong lub wspotistnieniem
wrodzonej trombofilii i zespotu antyfosfolipidowego a wiekiem wystgpienia

pierwszego epizodu zakrzepowo-zatorowego.
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1 MATERIAL 1 METODY

111.1 GRUPA BADANA

Do retrospektywnej analizy zakwalifikowano 136 pacjentow po przebytym
epizodzie zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej potwierdzonym  badaniami
obrazowymi. Byli to pacjenci przyjeci do Oddziatu Choréb Wewnetrznych i
Hematologii Wielospecjalistycznego Szpitala Miejskiego im. Jozefa Strusia w
Poznaniu, celem przeprowadzenia diagnostyki w kierunku trombofilii. Zylng chorobe
zakrzepowo-zatorowg diagnozowano na podstawie dostarczonych przez pacjenta
wynikow badan wykonanych w czasie trwania ostrego epizodu zakrzepowo-
zatorowego: badanie dopplerowskie z kolorowym obrazowaniem przeptywu lub
wielorzedowa tomografia komputerowa z programem naczyniowym lub rezonans
magnetyczny lub USG z testem uciskowym.

Uzyskano zgode Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie analizy wynikow

badan uzyskanych w tej grupie pacjentow — sygnatura: 848/07.

Do analizy wlaczono chorych:

-z zakrzepica zylng i/lub zatorowos$cia ptucng w wywiadzie,

- z zakrzepica zylng i/lub zatorowoscig plucng u osoby z zakrzepicg i/lub
zatorowoscig ptucng w wywiadzie rodzinnym,

-z zakrzepicg zylng i/lub zatorowos$cig ptucng nawracajgca,

-z zakrzepica o nietypowej lokalizacji (zyly jamy brzusznej lub osrodkowego
uktadu nerwowego, zyty srodkowej siatkowki oka, zyty powierzchowne),

- Z martwicg skory po zastosowaniu doustnych antykoagulantow,

- Z zaKrzepicag zwigzang z cigza, stosowaniem doustnej antykoncepcji lub
hormonalnej terapii zastepczej,

- €0 najmniej 3 miesigce po wystgpieniu ostrego epizodu zakrzepowo-zatorowego
oraz ze stgzeniem dimeru D < 500 ng/ml w dniu przyjecia do oddziatu,

- po zakonczeniu leczenia pochodnymi kumaryny oraz heparyna i jej pochodnymi

co najmniej 2 tygodnie przed dniem przeprowadzenia testow laboratoryjnych.
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Kryteria wykluczajace obejmuja:

- ciazg,

- aktualnie stosowang antykoncepcje hormonalna/hormonalng terapi¢ zastepcza,

- zaburzenia funkcji watroby (AIAT > 80 U/I, AspAT > 68 U/l w grupie kobiet i >
92 U/ml w grupie mezczyzn, stezenie bilirubiny > 2,0 mg/dl),

- zaburzenia funkcji nerek (st¢zenie kreatyniny > 2,0 mg/dl),

- toczen uktadowy rumieniowaty lub inne autoimmunologiczne choroby zapalne,

- chorobe nowotworowa.

Poniewaz zaplanowano zbadanie czgstosci wrodzonej trombofilii w zalezno$ci
od wieku wystgpienia pierwszego epizodu zakrzepowo-zatorowego, pacjentow
podzielono na dwie grupy wiekowe:

- 0soby, u ktérych ZChZZ wystapita po raz pierwszy w wieku < 45 rz. — 61% (83/136),
- 0soby z pierwsza manifestacja kliniczng ZChZZ w wieku > 45 rz — 39% (53/136).

W celu oceny wplywu wrodzonej trombofilii i APS na niepowodzenia
potoznicze, w grupie kobiet po epizodzie ZChZZ wydzielono 40-osobowa podgrupe
kobiet w wieku rozrodczym (20-40 lat), sposrod ktorych 19 zglaszato niepowodzenia

cigzy w wywiadzie.

Pacjenci byli przyjmowani do oddzialu zgodnie z ustalonym wcze$niej
terminem. Ogodlne zalecenia dotyczace przygotowania do badan przekazywano im w
dniu ustalania daty wykonania diagnostyki w kierunku trombofilii. Kobiety w wieku
rozrodczym przyjmowano w 1-4 dniu cyklu miesigcznego oraz 2 miesigce po
odstawieniu doustnych $rodkéw antykoncepcyjnych. W badanej grupie u czeSci
chorych istnialy wskazania do przedtuzonej antykoagulacji. Jesli leczenie opierato sig
na stosowaniu doustnych antykoagulantow, informowano lekarza kierujacego o
koniecznosci zmiany wtornej profilaktyki przeciwzakrzepowej z  doustnej
antykoagulacji na heparyne drobnoczasteczkowa na 2 tygodnie przed wyznaczong data
przeprowadzenia badan. Celem tych dzialan byla eliminacja fatszywie dodatnich
wynikow badan aktywnosci biatka C, stezenia wolnego biatka S, opornosci na aktywne
biatko C oraz oznaczen antykoagulantu toczniowego. Wartos¢ INR > 2 wykluczata
wykonanie tych oznaczen. Aktywno$¢ antytrombiny oznaczano w trakcie leczenia
doustnymi antykoagulantami, 2 tygodnie po odstawieniu heparyny lub po zakonczeniu

wtornej profilaktyki przeciwzakrzepowej. Istotnym elementem badan byta rowniez
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ocena st¢zenia D-dimeru, dzigki czemu nie wlaczano do grupy pacjentow, bedacych w

trakcie ostrego epizodu zakrzepowego.

W materiale biologicznym, uzyskanym i opracowanym zgodnie metodyka

opisang na stronie 28, wykonano nastegpujace oznaczenia:

aktywno$¢ biatka C,

stezenie antygenu wolnego biatka S,

aktywnos$¢ antytrombiny,

obecnos¢ APCr,

aktywno$¢ czynnika VIII,

badanie obecno$ci mutacji Leiden G1691A genu czynnika V,
badanie obecno$ci polimorfizmu G20210A genu protrombiny,

czas cz¢sciowej tromboplastyny po aktywacji —aPTT,

czas czgsciowej tromboplastyny po aktywacji z zastosowaniem
odczynnika aPTT wrazliwego na obecno$¢ LA,

badanie obecnosci antykoagulantu toczniowego,

miano przeciwcial antykardiolipinowych (ACA) w klasie IgG i IgM,
miano przeciwcial anty B,-GPI w klasie 1gG,

czas protrombinowy,

stezenie D dimeru.

Uzyskanie wyniku dodatniego byto potwierdzane przez ponowne wykonanie

oznaczenia z niezaleznie pobranej probki krwi, po wykluczeniu ostrego epizodu

zakrzepowo-zatorowego. Srednie wartosci oznaczen tych parametrow przedstawiono w

tabelach zamieszczonych w aneksie.
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111.2 MATERIAL BIOLOGICZNY:

Material do badan stanowity: osocze ubogoplytkowe, osocze ubogoptytkowe
przeznaczone do oznaczania antykoagulantu toczniowego, surowica oraz DNA,

uzyskane w opisany ponizej sposob.

Osocze ubogoplytkowe

Krew pobierano z zyly tokciowej do probdéwki zawierajacej buforowany
roztwor cytrynianu dwusodowego o st¢zeniu 3,2 %, w stosunku 9:1 (9 czesci krwi na 1
czg$¢ cytrynianu). Probke dostarczano do laboratorium w czasie krotszym niz 1 godzina
od pobrania (w tym czasie material przechowywano w temperaturze 18-21°C),
nastepnie probke odwirowywano (2000g, 10 min., 20°C), uzyskujac osocze
ubogoptytkowe.

Osocze ubogoplytkowe przeznaczone do oznaczenia antykoagulantu toczniowego

W celu wykluczenia fatszywie ujemnych wynikow testow zaleznych od
fosfolipidow np. na obecno$¢ antykoagulantu toczniowego, uzyskang probke osocza
ubogoptytkowego ponownie wirowano (2500g, 10 min., 20°C - zgodnie z zaleceniami
SSC/ISTH). W ten sposob pozbywano si¢ resztkowej zawartosci plytek krwi po

pierwszym wirowaniu.

Surowica

Krew pobierano z zyly tokciowej do probowki zawierajgcej aktywator
krzepnigcia w sposOb zgodny z zaleceniami producenta, a nast¢pnie pozostawiano na 20
minut w temperaturze pokojowej celem wytworzenia si¢ skrzepu. Po uptynieciu tego

czasu probke odwirowywano (2000g, 15 min., 4 °C) uzyskujac surowice.

DNA

DNA pozyskiwano z limfocytow krwi obwodowej pobranej na EDTA. Izolacji
kwasu deoksyrybonukleinowego dokonywano przy uzyciu zestawu QlAamp® DNA
Blood Mini Kit firmy Quiagen, postgpujac zgodnie z zaleceniami producenta. DNA
wykorzystywano do badan natychmiast lub zamrazano w temperaturze -70 °C i

oznaczano w pozniejszym terminie, po zebraniu serii probek.
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1.3 METODYKA OZNACZEN LABORATORYJNYCH CZYNNIKOW
TROMBOFILII:

Oznaczenia laboratoryjne wykonano w Pracowni Hemostazy Kliniki
Hematologii i Transplantacji Szpiku U.M. w Poznaniu przy ul. Szamarzewskiego 82/84.

Zastosowano metody rekomendowane przez Brytyjski Komitet Standaryzacji
w Hematologii (ang. British Committee for Standards in Haematology, BCSH) (120)
oraz SSC/ISTH (89). Corocznie uzyskiwane certyfikaty zewnatrzlaboratoryjnej kontroli
jakosci badan uktadu hemostazy ECAT (ang. External quality Control of diagnostic
Assays and Tests), nadawane zgodnie z norma ISO/ IEC 17043:2010, potwierdzaja

jakos$¢ oznaczen wykonywanych w Pracowni Hemostazy.

111.3.1 Metodyka oznaczenia czynnikéw wrodzonej trombofilii

Metodyka oznaczenia aktywnosci biatka C
Oznaczenie aktywnos$ci biatka C metoda chromogenna wykonywano przy uzyciu
zestawu Chrom Z Protein C firmy Helena BioSciences, Wielka Brytania.

a) Zasada metody: biatko C zawarte w badanym osoczu jest aktywowane pod

wplywem specyficznej frakcji jadu weza Agkistrodon contrortrix, zawartej w
stosowanym odczynniku. Przy wspoludziale aktywnego biatka C dochodzi do
hydrolizy substratu chromogennego wprowadzanego do mieszaniny reakcyjnej w
drugim etapie. Produktem tej reakcji jest paranitroanilina (pNA), nadajgca probce
z6lte zabarwienie. Natg¢zenie barwy badanej, mierzone spektrofotometrycznie
przy dtugosci fali A = 405 nm, jest wprost proporcjonalne do aktywnosci biatka C
w badanym osoczu.

b) Materiat do badan stanowito osocze ubogoptytkowe.

c) Metodyka oznaczenia: przed przystgpieniem do wlasciwego oznaczenia

przygotowywano bufor do rozcienczania probek/osocza wzorcowego/
kontrolnego: do 5 ml NaCl 0,9% dodawano 300 pl wody dejonizowanej i
mieszano. W kolejnym etapie dokonywano seryjnego rozcienczenia osocza
kalibracyjnego, o znanej aktywnosci biatka C, w celu uzyskania krzywej
wzorcowej. Do 4 probowek polipropylenowych dodawano kolejno: 300 ul, 350
pl, 375 upl, 400 pl przygotowanego buforu, a nastepnie do 3 pierwszych
dodawano kolejno 100 ul, 50 ul, 25 pl osocza kalibracyjnego, a czwartg
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proboéwke pozostawiono z pierwotng zawarto$cig. W ten sposob uzyskiwano
rozcienczenia osocza wzorcowego, w ktorych aktywnos$¢ biatka C wynosita:
100%, 50%, 25%, 0%. W kolejnym etapie rozcienczano osocze badane i
kontrolne w przygotowanym buforze: do 400 ul buforu dodawano 100 ul osocza
badanego lub kontrolnego.  Przed rozpoczeciem oznaczenia o0grzewano
odczynniki: aktywator biatka C oraz substrat chromogenny (37°C, 10 min.).
Oznaczenie aktywnos$ci biatka C wykonywano w seriach, w probowkach
polipropylenowych umieszczonych w bloku grzejnym (37° C). Jednocze$nie
oznaczano 10 probek: 4 probki odpowiadajgce seryjnym rozcienczeniom Krzywej
wzorcowej, 2 probki odpowiadajace oznaczeniom W 0soczu kontrolnym, oraz 4
probki badanego osocza. W czasie t=0 przenoszono 50 pl rozcienczonej probki
osocza do probowki polipropylenowej 1 inkubowano 2 minuty, nast¢pnie
dodawano 100 nl aktywatora, a po uplywie 5 minut 100 pl substratu
chromogennego. Mieszaning inkubowano 10 minut, a nast¢pnie zatrzymywano
rozwdj reakcji barwnej przez dodanie 100 pl kwasu octowego lodowatego. Z
proboéwek polipropylenowych przenoszono po 200 pl otrzymanej mieszaniny
reakcyjnej na mikroptytke i odczytywano absorbancj¢ na spektrofotometrze przy
dtugosci fali 405 nm.

d) Zakres wartosci referencyjnych dla zastosowanej metody, wyrazany jako procent

aktywnos$ci oznaczany wzgledem osocza referencyjnego: 70-140%.

Metodyka oznaczenia stezenia antygenu wolnego biatka S
Oznaczenie stgzenia antygenu wolnego biatka S w osoczu metoda ELISA wykonywano
z wykorzystaniem zestawu firmy Helena BioSciences Europe, Wielka Brytania.

a) Zasada metody: wolne biatko S zawarte w badanej probce osocza wigze si¢ z

przeciwcialem specyficznym dla ludzkiego wolnego biatka S, optaszczonym na
ptytce polistyrenowej. W kolejnym etapie koniugat peroksydazy chrzanowej z
poliklonalnym przeciwciatem, skierowanym przeciwko ludzkiemu wolnemu
biatku S, wigze si¢ z ludzkim wolnym biatkiem S. Dodanie roztworu substratu
chromogennego - tetrametylobenzydyny (TMB) — rozpoczyna rozwoj reakcji
barwnej z udziatem peroksydazy chrzanowej (HRP), pochodzacej z koniugatu.
HRP, ktéry w  obecnosci H,O, katalizuje reakcje¢  utlenienia
tetrametylobenzydyny do tetrametylobenzydynodiiminy o  niebieskim

zabarwieniu. Rozwdj reakcji enzymatycznej jest zatrzymywany przez dodanie
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kwasu, co powoduje zmiang¢ barwy mieszaniny reakcyjnej z niebieskiej na z6tta.
Natezenie barwy badanej probki, mierzone spektrofotometrycznie przy dtugosci
fali 450 nm jest wprost proporcjonalne do stezenia wolnego biatka S w badanej

probee osocza.

b) Materiat do badan: osocze ubogoptytkowe.

c) Wykonanie oznaczenia: przed oznaczeniem doprowadzano wszystkie

odczynniki do temperatury pokojowej (18-25 C), a nastepnie przygotowywano
roztwor phluczacy: do zlewki przenoszono 970 ml wody dejonizowanej i
dodawano 30 ml stezonego buforu do ptukania — mieszano. Osocze referencyjne
rekonstytuowano przez rozpuszczenie zawartosci fiolki w 0,5 ml wody
destylowanej, zmieszanie i odstawienie na 15 minut. Po uptywie tego czasu
wykonywano seri¢ rozcienczen osocza referencyjnego w celu uzyskania krzywej
wzorcowej: do szesciu probowek polipropylenowych dodawano kolejno 500 pl,
500 pl, 500 pl, 500 pl, 1000 pl, 2000 pl buforu do rozcienczania probek a
nastepnie kolejno dodawano 30 pl, 20 pl, 15pl, 10 pl, 10 pl, 10 pl osocza
kalibracyjnego. W Kkolejnym etapie przygotowywano rozcienczenie probek
badanych i osoczy kontrolnych w stosunku 1:26 - do 500 pl buforu do
rozcienczania probek dodawano 20 pl osocza badanego/kontrolnego i mieszano.
Nastepnie naktadano po 100 pl rozcienczonych probek osocza badanego/
kontrolnego/ wzorcowego do studzienek ptytki. Do studzienki przeznaczonej na
Slepa odczynnikowa dodawano 100 pl buforu do rozcienczania probek. Tak
przygotowana plytkg ELISA inkubowano (temp. pokojowa, 40 min.). Po
uptywie czasu inkubacji zawarto$¢ studzienek wylewano i ptukano 4-krotnie —
za kazdym razem napelniajac studzienke buforem phluczacym, wylewajac go i
osuszajac plytke przy pomocy bibuty, tak aby pozby¢ si¢ resztek buforu
phuczacego. W kolejnym etapie dodawano do studzienek po 100 pl koniugatu i
inkubowano (temp. pokojowa,10 min.), po czym plukano ptytke, a nastepnie
dodawano po 100 ul substratu chromogennego i ponownie inkubowano (temp.
pokojowa, 10 min.). W tym czasie zachodzita reakcja barwna z wytworzeniem
niebieskiej tetrametylobenzydynodiiminy. Po uptywie 10 minut rozwdj reakcji
barwnej zatrzymywano przez dodanie kwasu siarkowego, co powodowato
zmiang barwy z niebieskiej na z6ttg. Odczytu absorbancji przy dtugosci fali 450
nm dokonywano w czasie nie dluzszym niz 30 minut.

d) Zakres wartosci referencyjnych dla zastosowanej metody: 50-150%
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Metodyka oznaczenia opornosci czynnika V na aktywne bialko C (APCr)
Oznaczenie opornosci czynnika V na aktywne biatko C (APCr) wykonywano z

wykorzystaniem zestawu firmy Helena BioSciences Europe, Wielka Brytania.

a) Zasada metody: oporno$¢ na aktywne biatkko C wykrywana jest z
wykorzystaniem zmodyfikowanego testu aPTT. Probka osocza pacjenta jest
rozcienczana w 0soczu deficytowym, pozbawionym czynnika V. Dzigki temu
wplyw niedoboru innych czynnikéw krzepniecia na dtugos¢ aPTT jest znoszony,
a warto$¢ aPTT zalezy tylko od aktywnosci czynnika V w badanym osoczu. Do
oznaczenia stosowane sg dwa rodzaje aPTT. Pierwszy z nich to standardowy
odczynnik do oznaczania aPTT, natomiast drugi stanowi mieszaning
standardowego odczynnika do oznaczania aPTT z jadem we¢za Agkistrodon
Controtrix Contortrix, ktéry powoduje aktywacj¢ uktadu biatka C i uzyskanie
przez nie zdolno$ci inaktywacji obecnego w badanej probce aktywnego
czynnika V. W dwoch niezaleznych prébkach osocza badanego, rozcienczonego
osoczem substratowym pozbawionym czynnika V, dokonywane jest oznaczenie
aPTT z uzyciem obu odczynnikow. Wspotczynnik R (ang. ratio) jest obliczany
poprzez podzielenie wartoSci czasu aPTT o0znaczonego z zastosowaniem
odczynnika aPTT z dodatkiem aktywatora biatka C, przez standardowy aPTT.

R > 2 oznacza, ze aktywny czynnik V jest prawidlowo inaktywowany przez
aktywne biatko C, co dowodzi jego prawidtowej budowy (braku mutacji
czynnika V),

R <2 $§wiadczy o opornosci czynnika V na inaktywacj¢ przez aktywne biatko C
— obecnosci mutacji genu czynnika V.

b) Materiat do badan: osocze ubogoptytkowe.

c) Wykonanie oznaczenia: do dwoch naczynek pomiarowych umieszczonych w

aparacie Fibrintimer Il (Siemens, Niemcy) dodawano po 80 ul osocza
pozbawionego czynnika V (z zestawu) i po 20 pl osocza badanego; do
pierwszego z nich dodawano 100 pl standardowego odczynnika do oznaczania
aPTT, a do drugiego: 100 pl odczynnika PCA.aPTT (z jadem weza), a nastepnie
obydwa naczynka inkubowano w aparacie Fibrintimer przez 5 minut w
temperaturze 37 °C. Po uptywie tego czasu przenoszono naczynka do komory
pomiarowej i dodawano 100 pl CaCl,, co uruchamiato pomiar czasu krzepnigcia

obu probek. Otrzymany wynik (w sekundach) zapisywano i dla tej samej probki
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badanej powtarzano procedur¢ ponownie, tak aby kazde z oznaczen z
odpowiednim rodzajem aPTT wykonane byto podwdjnie.

d) Zakres wartosci referencyjnych dla zastosowanego zestawu: R > 2.

Metodyka oznaczenia aktywnos$ci antytrombiny

Oznaczenie aktywnoS$ci antytrombiny W 0S0CzU metoda chromogenna wykonywano
przy uzyciu zestawu Antithrombin Xa (Chromogenic) firmy Helena BioSciences
Europe, Wielka Brytania.

a) Zasada metody: antytrombina zawarta w badanej probce osocza inaktywuje

czynnik Xa, dodawany w nadmiarze w pierwszym etapie reakcji. W drugim
etapie substrat chromogenny wprowadzany do mieszaniny jest przeksztalcany
przez resztkowy czynnik Xa do zotto zabarwionej paranitroaniliny. Nat¢zenie
barwy mieszaniny reakcyjnej jest odwrotnie proporcjonalne do stgzenia
antytrombiny w badanej probce osocza.

b) Materiat do badan: osocze ubogoptytkowe.

c) Metodyka oznaczenia: 30 minut przed przystapieniem do wykonania oznaczenia

wyjmowano odczynniki z lodéwki tak, aby osiggnety temperature pokojowa, a
nastepnie przygotowywano bufor do rozcienczania probek/ 0socza wzorcowego/
kontrolnego. Krzywa wzorcowa przygotowywano w 4 probowkach
polipropylenowych. Do pierwszej z nich dodawano 990 pl buforu do
rozcienczania probek oraz 100 ul osocza referencyjnego. Do kolejnych trzech
proboéwek dodawano po 500 pl buforu do rozcienczania probek, a nastepnie
przez przeniesienie 500 pl mieszaniny z pierwsze] probowki seryjnie
rozcienczano osocze referencyjne dla uzyskania 4 punktow krzywej wzorcowe;j
o aktywnosci antytrombiny 100%, 50%, 25%, 12,5%. Osocze badane oraz
kontrolne rozcienczano buforem w stosunku 1: 100 - do 990 ul buforu dodawano
10 ul osocza badanego lub kontrolnego. Przed rozpoczgciem oznaczania
ogrzewano odczynniki: czynnik Xa i substrat (37° C, 10 min.). Oznaczenie
aktywnos$ci antytrombiny wykonywano w seriach po 10, w probowkach
polipropylenowych, umieszczonych w bloku grzejnym o temperaturze 37° C,
wedtug schematu: w czasie t=0 przenoszono 60 pl rozcienczonej probki osocza
do probowki polipropylenowej i inkubowano 3 minuty, nast¢pnie dodawano 60
ul czynnika Xa a po uptywie 1 minuty - 60 pl substratu chromogennego.

Mieszaning inkubowano 3 minuty a nastgpnie zatrzymywano rozwoj reakcji
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barwnej przez dodanie 60 pl kwasu octowego lodowatego. Z probowek
polipropylenowych przenoszono po 200 pl otrzymanej mieszaniny reakcyjnej na
mikroptytke i odczytywano absorbancj¢ na spektrofotometrze przy dlugosci fali
405 nm.

d) Zakres wartosci referencyjnych dla zastosowanej metody, wyrazany jako

procent aktywnos$ci wzgledem o0socza referencyjnego: 78-122%.

Metodyka oznaczenia aktywnosci czynnika VIII

Oznaczenie aktywnosci czynnika VIII metoda koagulometryczng wykonywano z

wykorzystaniem osocza deficytowego pozbawionego czynnika VIII firmy Helena

BioSciences Europe, Wielka Brytania.

a)

b)

Zasada metody jest oparta na modyfikacji oznaczenia aPTT, w ktorej obserwuje

si¢ zdolnos¢ osocza badanego do korekcji aPTT w mieszaninie osocza badanego
1 substratowego pozbawionego czynnika VIII. Stopien korekcji aPTT uzyskany z
oznaczenia probki badanej jest porownywany z czasem uzyskanym dla
rozcienczonych probek osocza wzorcowego o znanej aktywnos$ci czynnika VIII
skalibrowanego wzgledem standardu WHO.

Materiat badany: osocze ubogoptytkowe.

Wykonanie oznaczenia: w pierwszej kolejnosci sporzadzano krzywa wzorcowa

przy uzyciu osocza wzorcowego oraz buforu weronalowego: do kolejnych
probowek dodawano 400 pl, 900 pl, 1900 pl, 3900 pl buforu weronalowego, a
nastepnie do kazdej z nich dodawano po 100 pl osocza referencyjnego i
mieszano. W ten sposob uzyskano nastgpujaca aktywnos$¢ czynnika VIII w
kolejnych probkach 100%, 50%, 25%, 12,5%. Nastepnie rozcienczano osocze
badane oraz kontrolne w stosunku 1:4 - do 400 ul buforu weronalowego
dodawano 100 pl osocza badanego lub kontrolnego i mieszano. Przed
wykonaniem oznaczenia wszystkie odczynniki do oznaczania aktywnosci
czynnika VI inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 minut, a
nastgpnie ogrzewano zestaw odczynnikow do oznaczania aPTT w aparacie
Fibrintimer II (37° C, 15 min.). Po uptywie tego czasu do naczynka pomiarowego
z mieszadetkiem przenoszono 50 pl osocza deficytowego pozbawionego
czynnika VIII, nastgpnie dodawano 50 pl osocza badanego/ kontrolnego
/wzorcowego rozcienczonego (1:4) oraz 50 ul odczynnika aPTT SiL Minus, i

inkubowano (37 °C, 3 min.). Po uptywie tego czasu przenoszono naczynko do
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d)

komory pomiarowej i dodawano 50 ul CaCl,, co uruchamiato pomiar czasu do
powstania stabilnego skrzepu fibrynowego, zatrzymujacego ruch obrotowy
mieszadetka. Wynik oznaczenia zapisywano. Dla kazdego z oznaczanych osoczy
procedure wykonywano dwukrotnie. Do dalszych obliczen wykorzystywano
warto$¢ $rednig z obu oznaczen.

Zakres warto$ci referencyjnych dla zastosowanej metody: 70-150% wzgledem

osocza referencyjnego kalibrowanego wg. WHO.

Metodyka oznaczenia obecnosci mutacji G1691A genu czynnika V oraz

polimorfizmu G20210 A genu protrombiny

Celem rozpoznania wariantow genetycznych G1691A genu czynnika V oraz G20210A

genu protrombiny zastosowano metode PCR RFLP multipleks wedtug Ripoll L. 1 wsp.

(71).
a)

b)

Zasada metody: PCR jest metodg opartg na kopiowaniu i powielaniu wybranych

fragmentow DNA. Sktada si¢ z kilku nastgpujacych po sobie cyklicznie etapow:
denaturacji, hybrydyzacji starterow oraz Syntezy komplementarnych nici.
Technika PCR RFLP multipleks polega na amplifikowaniu wielu matryc podczas
jednej reakcji PCR, dzigki jednoczesnemu wykorzystaniu réznych zestawow
starterow. Uzyskane produkty poddawane sg trawieniu za pomoca enzymow
restrykcyjnych, rozpoznajacych okreslone sekwencje nukleotydowe. Odpowiedni
dobor enzymoéw pozwala wykry¢é zmiane nawet pojedynczego nukleotydu.
Analize dlugosci fragmentow DNA po restrykcji umozliwia rozdziat

elektroforetyczny uzyskanych produktéw reakcji.

Materiat do badan: DNA

Reakcja PCR:
-zastosowano nastepujace zestawy starterow:
- FVA: 5’-GCAGATCCCTGGACAGTC-3’
FVB: 5>-TGTTATCACACTGGTGCTAA-3> — w celu

wykrycia mutacji Leiden G1691A genu czynnika V
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- PTH1: 5>-CAATAAAAGTGACTCTCATC-3’
PTH2: 5>-AGGTGGTGGATTCTTAAGTC-3> —~ w celu
wykrycia polimorfizmu  G20210A genu czynnika

protrombiny

Warunki reakcji PCR przedstawiono w tabeli nr 7.

Tabela 7. Warunki reakcji PCR zastosowanej w analizie obecnosci mutacji Leiden
G1691Aoraz polimorfizmu genu protrombiny

Etap Temperatura Czas

Denaturacja wstepna 94° 2 minuty

Denaturacja 94° 10 sekund

Przytaczanie starterow 54¢° 10 sekund 33 cykle
Elongacja 72° 15 sekund

Elongacja koncowa 72° 3 minuty
d) Trawienie produktéw reakcji PCR przeprowadzono z zastosowaniem enzymu

f)
9)

restrykcyjnego Taql (Promega), pozyskanego oryginalnie z bakterii Thermus
aquaticus

Rozdziat  elektroforetyczny  produktow  reakcji  trawienia  enzymami

restrykcyjnymi przeprowadzano w 8% zelu poliakrylamidowym

Wybarwiania zeli dokonano przez inkubacje zeli w roztworze bromku etydyny

Ocena produktow reakcji przeprowadzana byta z zastosowaniem transiluminatora
uv

Po PCR FVL 175 pz (A) mut. > po restrykcji: 157 pz (G — typ dziki) +
18pz

Po PCR PTH 118 pz (A) mut. > po restrykcji: 98 pz (G — typ dziki) +
20pz
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Interpretacja zeli:

FVL G1691A 1 prazek na wysokos$ci 175 pz homozygota, 2 allele zmutowane
2 prazki 175 pz + 157 pz — hetrozogota
1 prazek 157 pz — homozygota, typ dziki

F 11 G20210A 1 prazek 118 pz — homozygota, 2 allele zmutowane
2 prazki 118 1 98 pz — heterozygota
1 prazek 98 pz — homozygota, typ dziki

AR e
oo ooEaax
887 883 881 884 888 M 889 890

Rycina nr 4: Przyktadowy obraz zelu. M — marker wielkosci DNA; 887, 883 — heterozygoty FVL
G1691A; 881 — homozygota zmutowana FVL G1691A; 890 — heterozygota FIl G20210A

111.3.2 Metodyka oznaczen czynnikéw nabytej trombofilii

Metodyka oznaczenia czasu cze¢$ciowej tromboplastyny po aktywacji - aPTT

Do oznaczenia aPTT zastosowano dwa rodzaje odczynnikoéw, ktore rdznig si¢ migdzy
soba stezeniem fosfolipidow. Takie rozwigzanie umozliwia wykazanie zalezno$ci
Przedtuzenia aPTT od fosfolipidow i potwierdzenie obecnosci przeciwcial

antyfosfolipidowych (antykoagulantu toczniowego) w badanej probce osocza.

Oznaczenie aPTT wykonywano przy uzyciu zestawu aPTT SiL Minus (o standardowym
stezeniu fosfolipidow) firmy Helena BioSciences Europe, Wielka Brytania.

a) Zasada metody: aPTT jest miarg aktywacji protrombiny przez czynniki uktadu

wewnatrzpochodnego po maksymalnej aktywacji czynnika XI 1 XIIL
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Przedtuzenie czasu aPTT najczeSciej zwigzane jest z niedoborem czynnikow
krzepnigcia drogi wewnatrzpochodnej (VIII, IX, XI, XII, prekalikreiny i
wielkoczgsteczkowego kininogenu). aPTT moze si¢ rowniez przedtuzaé w
przypadku niedoboru czynnikéw drogi wspoélnej: II, V, X, fibrynogenu lub w
obecnos$ci antykoagulantu toczniowego.

b) Material do badan osocze ubogopltytkowe przeznaczone do badania obecnosci

antykoagulantu toczniowego.

c) Wykonanie oznaczenia: przed wykonaniem oznaczenia wszystkie odczynniki

inkubowano (temperatura pokojowa, 15 min.), a nastgpnie ogrzewano W
aparacie Fibrintimer Il (37 °C, 15 min.). Do naczynka pomiarowego z
mieszadetkiem przenoszono 50 pl odczynnika aPTT SiL Minus, a nastepnie
dodawano 50 ul osocza badanego i inkubowano (37 °C, 3 min.). Po uptywie tego
czasu przenoszono naczynko do komory pomiarowej i dodawano 50 ul CacCly,
co uruchamiatlo pomiar czasu do powstania stabilnego skrzepu. Oznaczenie
aPTT dla kazdej badanej probki wykonywano podwojnie — wynik podawano,
jako warto$¢ $rednig z obu oznaczen.

d) Zakres wartosci referencyjnych dla zastosowanej metody: 28,0” —35,0”.

Metodyka oznaczenia aPTT (Actin FSL)

Oznaczenie czasu czesciowej tromboplastyny po aktywacji — aPTT (Actin FSL) metoda
koagulometryczng wykonywano z zastosowaniem odczynnika Dade® Actin® FSL
Activated PTT Reagent (o zwigkszonym stezeniu fosfolipidow) firmy Siemens,
Niemcy.

a) Zasada metody: pomiar aPTT przy uzyciu odczynnika do oznaczania aPTT

Actin FSL wzbogaconego w fosfolipidy i posiadajacego zwigkszong wrazliwo$é
na inhibitory toczniopodobne.

b) Material do badan: osocze ubogoptytkowe przeznaczone do badania obecnosci

antykoagulantu toczniowego.

¢) Wykonanie oznaczenia: przed wykonaniem oznaczenia wszystkie odczynniki

inkubowano (temperatura pokojowa, 15 min.), a nastepnie ogrzewano W
aparacie Fibrintimer 1l (37 °C, 15 min.). Do naczynka pomiarowego z
mieszadetkiem przenoszono 50 pl odczynnika aPTT Actin FSL, a nastgpnie
dodawano 50 pl osocza badanego i inkubowano (37 °C, 3 min.). Po uptywie tego

czasu przenoszono naczynko do komory pomiarowej i dodawano 50 pl CaCly,
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co uruchamiato pomiar czasu do powstania stabilnego skrzepu. Oznaczenie
aPTT dla kazdej badanej probki wykonywano podwojnie — wynik podawano
jako warto$¢ $rednig z obu oznaczen

d) Zakres wartosci referencyjnych dla zastosowanej metody: 28,0”-36,0”.

Metodyka oznaczenia obecnosci antykoagulantu toczniowego

Oznaczenie  obecnosci  antykoagulantu  toczniowego  wykonywano metoda
koagulometryczng oparta na badaniu czasu krzepni¢cia probki pod wplywem
rozcienczonego jadu zmii Russella zawartego w odczynnikach LA;, LA, firmy
Siemens, Niemcy.

Zgodnie z zaleceniami SSC/ISTH diagnostyke obecnosci antykoagulantu toczniowego
przeprowadzano 3-etapowo: w etapie 1 wykonywano test przesiewowy przy uzyciu
odczynnika, zawierajacego standardowe stezenie fosfolipidow. Oznaczenie to miato na
celu wykazanie przedluzenia minimum jednego z czasu krzepnigcia zaleznych od
fosfolipidow: aPTT lub dRVV (rozcienczony jad zmii Russella, ang. dilute Russells
viper venom test), w 2 etapie przeprowadzano test mieszania osocza badanego z
prawidtowym (w stosunku 1:1). Wynik wskazywal czy zjawisko przedtuzenia czasu
krzepnigcia w tescie przesiewowym mialo charakter zalezny od fosfolipidow: korekcja
czasu krzepnigcia w mieszaninie dowodzita niedoboru czynnika krzepnigcia lub
stosowania lekow przeciwkrzepliwych, natomiast brak korekcji wskazywatl na
zaleznos¢ zjawiska od fosfolipidow, w 3 etapie wykonywano test potwierdzajacy z
zastosowaniem odczynnika, zawierajacego wysokie stezenie fosfolipidow. Jesli
przedtuzenie czasu krzepnigcia w tescie przesiewowym miato charakter zalezny od
fosfolipidow — czas krzepnigcia osocza w tescie potwierdzenia skracat si¢ do warto$ci
prawidlowych (nadmiar fosfolipidow wysycal obecne w osoczu pacjenta przeciwciata
antyfosfolipidowe, co pozwalatlo na wytworzenia skrzepu w krotszym czasie).

a) Zasada metody: oparta jest na bezposredniej aktywacji czynnika X przez

rozcienczony jad zmii Russella (dRVV) zawarty w odczynniku LA; Czas
krzepnigcia probki zalezny jest wowczas od stezenia czynnikow II, V, X,
fibrynogenu, fosfolipidow. Jesli czas krzepnigcia probki badanej jest poza
zakresem referencyjnym wykonywany jest test potwierdzajacy, majacy na celu
wykazanie zalezno$ci tego zjawiska od fosfolipidow. W 0znaczeniu tym badane
osocze jest aktywowane za pomocg odczynnika zawierajacego dRVYV,

wzbogaconego w fosfolipidy (odczynnik LAj). Skrocenie czasu krzepnigcia
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probki pod wptywem LA; dowodzito zalezno$ci zjawiska od fosfolipidow i
wskazywalo na obecno$¢ przeciwcial antyfosfolipidowych o charakterze
antykoagulantu toczniowego w badanej probce osocza.
W celu wykluczenia niedoboru czynnikéw krzepniecia: II, V, X, fibrynogenu, ktoére
moga wplywaé na przedtuzenie czasu krzepnigcia uzyskanego przy uzyciu odczynnika
LAL, wykonywano test mieszania osocza badanego z osoczem prawidtowym (1:1).
Brak korekcji czasu krzepnigecia w mieszaninie dowodzi zalezno$ci przedtuzenia czasu

krzepnigcia testu przesiewowego od krazacego antykoagulantu.

Podejrzenie obecnosci LA

LA1 prawidtowy

Oznaczenie LA1 _—
LA nieobecny

Wydtuzony LA1 \J/

LA2 prawidtowy
LA obecny

Wydtuzony LA2 \L

Oznaczenie LA2

Test mieszania osocza
badanego
z 0osoczem
prawidtowym
w stosunku 1:1

LA1/LA2 < 1,30

LA1/LA2>1,30 Obecny inhibitor

innego typu

LA obecny

Rycina nr 5. Schemat postepowania diagnostycznego w przypadku podejrzenia obecnosci
antykoagulantu toczniowego

b) Materiat do badan: o0socze ubogoptytkowe przeznaczone do oznaczenia

antykoagulantu toczniowego.
c) Wykonanie oznaczenia: przed wykonaniem oznaczenia doprowadzano

odczynniki LA; i LA, do temperatury pokojowej, po Czym rozpuszczano

zawarto$¢ fiolki zgodnie z zaleceniami producenta. Po uptywie 10 minut
inkubowano odczynnik LA;, LA, w aparacie Fibrintimer 11 (37°C, 10 min.) i
przystepowano do wykonania oznaczenia. Do naczynka pomiarowego

dodawano 100 pl osocza badanego i inkubowano (37 C, 1 min.), nastepnie
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przenoszono naczynko do komory pomiarowej i dodawano odczynnika LA; lub
LA, co uruchamialo pomiar czasu do wytworzenia skrzepu. Oznaczenie LA,
LA, dla kazdego pacjenta wykonywano dwukrotnie. Wynik poszczegdlnych
oznaczen dla LAj;, LA, podawano w sekundach, natomiast koncowy wynik
oznaczenia przedstawiano w postaci ilorazu wyniku czasu krzepnigcia osocza
badanego otrzymanego z oznaczen za pomocg odczynnikéw LA i LA, (ang. LA
Ratio):
LA Ratio = czas krzepnigcia osocza badanego otrzymany przy uzyciu
odczynnika LA; / czas krzepnigcia osocza badanego otrzymany
przy zastosowaniu odczynnika LA;

d) Zakres wartosci referencyjnych dla zastosowanej metody:
LAL: 31-45 sekund,
LA2: 30-38 sekund,
LA ratio < 1,3.

Metodyka oznaczenia przeciwcial antykardiolipinowych — ACA w klasie 1gG i IgM
Oznaczanie miana przeciwcial antykardiolipinowych — ACA w klasie IgG 1 [gM metoda
immunoenzymatyczna ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) wykonywano z
zastosowaniem testu firmy BioSystems, Hiszpania.

a) Zasada metody: przeciwciata antykardiolipinowe obecne w badanej probce tacza

si¢ z antygenem oplaszczajagcym studzienki mikroptytki ELISA. W kolejnym
etapie koniugat przeciwcial przeciwko ludzkiej immunoglobulinie klasy 1gG lub
IgM z  peroksydaza chrzanowa, przylacza si¢ do  przeciwcial
antykardiolipinowych klasy IgG lub IgM wcze$niej zaadsorbowanych na ptytce.
Dodanie roztworu substratu chromogennego - tetrametylobenzydyny (TMB) —
zapoczatkowuje rozwdj reakcji barwnej z udziatem peroksydazy chrzanowe;j
(HRP), pochodzacej z koniugatu. HRP w obecnosci H,O; katalizuje reakcje
utlenienia tetrametylobenzydyny do tetrametylobenzydynodiiminy o niebieskim
zabarwieniu. Rozwdj reakcji enzymatycznej jest zatrzymywany przez dodanie
kwasu solnego, co powoduje zmiane barwy mieszaniny reakcyjnej z niebieskie;j
na zo0tta. Natezenie barwy badanej probki, mierzone spektrofotometrycznie przy
dlugosci fali 450 nm jest wprost proporcjonalne do miana przeciwciat
antykardiolipinowych odpowiednio w klasie IgG i IgM, w badanej probce.
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b) Materiat badany: surowica.

c) Wykonanie oznaczenia: po wyjeciu z lodowki wszystkie odczynniki

pozostawiano w temperaturze pokojowej na 20 minut, a nastepnie sporzadzano
rozcienczenia robocze probek badanych (1:100): do 495 ul buforu do
rozcienczania probek dodawano 5 pl surowicy badanej. Do studzienek
mikroptytki dodawano po 100 pl surowic wzorcowych 1gG/IgM, kontroli
dodatniej 1 ujemnej oraz rozcienczonych probek badanych. Mikroptytke
inkubowano (temp. pokojowa, 30 min., w wilgotnej komorze). Zawartos¢
studzienek wylewano i przemywano je buforem ptuczacym. W kolejnym etapie
dodawano koniugat IgG do studzienek przeznaczonych do oznaczenia
przeciwcial antykardiolipinowych w klasie IgG oraz koniugat IgM do studzienek
przeznaczonych do oznaczenia przeciwciat antykardiolipinowych w klasie IgM,
po czym inkubowano plytke (temp. pokojowa, 15 min., w wilgotnej komorze).
Po uplywie czasu inkubacji ponownie ptukano plytke, dodawano po 100 pl
substratu do kazdej studzienki i inkubowano (temp. pokojowa 15 min., bez
dostepu $wiatta). W celu zatrzymania dalszego rozwoju reakcji barwnej do
studzienek dodawano po 100 ul kwasu solnego. Absorbancje probek
odczytywano z zastosowaniem spektrofotometru, przy dtugosci fali A = 450 nm.
d) Zakres wartosci referencyjnych dla zastosowanej metody:

- ACA w Klasie 1gG < 11,3 GPL,

- ACA w Klasie IgM < 10,4 MPL.

Metodyka oznaczenia miana przeciwcial anty B,-GPI w klasie 1gG

Oznaczanie miana przeciwciat anty $2-GPl w klasie IgG metoda immunoenzymatyczng
ELISA wykonywano z zastosowaniem zestawu Quanta Lite® B,-GPI IgG firmy Inova
Diagnostics, USA.

a) Zasada metody: przeciwciala anty ,-GPI, pochodzace z probki badanej tacza

si¢ z natywng, 0czyszczong B,-GPIl optaszczajaca ptytke. W kolejnym etapie
reakcji koniugat (przeciwciata, skierowane przeciwko ludzkiej 19G, znakowane
enzymem), taczy si¢ z przeciwciatami anty 3,-GPl. Dodanie roztworu substratu
chromogennego - tetrametylobenzydyny (TMB) — zapoczatkowuje rozwoj

reakcji barwnej z udzialem peroksydazy chrzanowej (HRP), pochodzacej z
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koniugatu. HRP w obecnosci H;O, katalizuje reakcj¢ utlenienia
tetrametylobenzydyny do  tetrametylobenzydynodiiminy o  niebieskim
zabarwieniu. Rozwoj reakcji enzymatycznej jest zatrzymywany przez dodanie
kwasu siarkowego, co powoduje zmian¢ barwy mieszaniny reakcyjnej z
niebieskiej na zo6lta. Natezenie barwy badanej probki, mierzone
spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 450 nm jest wprost proporcjonalne do
miana przeciwciat anty-B,-GPIl w klasie 1gG.

b) Materiat do badan: surowica.

c) Wykonanie oznaczenia: przed wykonaniem oznaczenia doprowadzano

wszystkie odczynniki do temperatury pokojowej, a nast¢pnie rozcienczano
probki surowicy badanej 1:101 w nastepujacy sposob: do 500 pl buforu do
rozcienczania probek dodawano 5 pl surowicy badanej. Do studzienek
mikroptytki dodawano po 100 pl surowic wzorcowych, kontrolnych oraz
rozcienczonych probek badanych — ptytke zabezpieczano folig przed
parowaniem i inkubowano (temp. pokojowa, 30 min.) Po uptywie tego czasu
ptukano ptytk¢ 3 — krotnie, a nastgpnie do studzienek dodawano po 100 pl
koniugatu IgG, przykrywano ptytke i inkubowano (temp. pokojowa, 30 min.).
Niezwigzany koniugat wymywano W trakcie 3 - krotnego ptukania ptytki, a
nastepnie do studzienek dodawano po 100 ul substratu chromogennego (TMB) i
ponownie inkubowano (temp. pokojowa, 30 min., bez dostepu $wiatta). W tym
czasie zachodzita reakcja z substratem chromogennym 2z wytworzeniem
niebieskiego kompleksu; rozwoj reakcji zatrzymywano przez dodanie 100 pl
kwasu siarkowego do studzienek. Nastgpnie z zastosowaniem spektrofotometru
odczytywano absorbancj¢ probek przy dtugosci fali A = 450 nm.

d) Zakres wartoSci referencyjnych dla zastosowanej metody < 19,9 GU.

111.3.3 Metodyka oznaczen podstawowych parametréow hemostazy

Metodyka oznaczenia czasu protrombinowego

Oznaczenie czasu protrombinowego metodg koagulologiczng wykonywano z
zastosowaniem zestawu Hemosil™ RecombiPlasTin 2G firmy Instrumentation
Laboratory, USA.
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a) Zasada metody: pomiar czasu Kkrzepnigcia osocza ubogoptytkowego po

aktywacji  czynnikow  zewnatrzpochodnej  drogi  krzepnigcia  przez
tromboplastyng, w obecno$ci jonow wapnia i fosfolipidéw. Czas krzepnigcia
probki mierzono przy zastosowaniu uktadu optycznego aparatu ACL 7000.
Niezbednych obliczen dokonywano przy wuzyciu oprogramowania IL
Coagulation.

b) Materiat do badan: osocze ubogoptytkowe.

¢) Wykonanie oznaczenia: zgodnie z zaleceniami producenta zestawu.

d) Zakres referencyjny czasu protrombinowego: 11,5”-17,4”.

e) Zakres referencyjny wskaznika protrombinowego: 80-120% wzgledem osocza

WZzOorcowego.
f) Zakres referencyjny INR: 0,8-1,2.

Metodyka oznaczenia stezenia D dimeru
Oznaczenie st¢zenia D dimeru enzymatyczng metoda immunofluorescencyjng - ELFA
(ang enzyme-linked immunofluorescent assay) wykonywano przy uzyciu zestawu Vidas
D-dimer Exclusion (DD2) w aparacie VIDAS firmy bioMerieux, USA.

a) Zasada metody: oznaczenia D-dimeru przy uzyciu zestawu VIDAS D-dimer

Exclusion opiera si¢ na w dwuetapowej kanapkowej metodzie
immunoenzymatycznej, w ktorej w koncowym etapie odczytywane jest
natgzenie fluorescencji, przeliczane na stezenie D-dimeru. Oznaczenie
wykonywane jest automatycznie przy pomocy analizatora VIDAS, z
zastosowaniem dwoch rodzajow mysich monoklonalnych przeciwciat,
skierowanych przeciwko ludzkiemu D-dimerowi. Pierwsze z nich, zawarte w
koniugacie znakowanym fosfatazg alkaliczng, ftaczy si¢ z D-Dimerem,
pochodzagcym z badanej probki w pierwszym etapie reakcji; drugie -
optaszczone wewnatrz pipetki, pelnigcej role pietora i fazy stalej, na ktorej
tworzy si¢ ,.kanapka”, wigze kompleks D-dimeru z koniugatem. Niezwigzany
koniugat jest wymywany podczas ptukania pipetki, po czym zaaspirowany przez
nig substrat (fosforan 4-metyloumbeliferylu) jest hydrolizowany do produktu
fluorescencyjnego  (4-metyloumbeliferonu). Reakcj¢ katalizuje fosfataza
alkaliczna pochodzaca ze zwigzanego w faza statg koniugatu. Intensywno$¢
fluorescencji, odczytywanej przy dlugosci fali A = 450 nm, jest proporcjonalna

do stg¢zenia FDP w badanej probce osocza.
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b) Materiat do badan: osocze ubogoptytkowe.

c) Wykonanie oznaczenia: przed przystapieniem do oznaczenia do kazdej probki

badanej przyporzadkowywano po jednej pipetce i po jednym pasku testowym,
ktore wyjmowano z lodoéwki 1 odstawiano na 30 minut w celu osiggnigcia
temperatury pokojowej. W tym czasie uzupelniano w aparacie dane pacjenta
oraz dane dotyczace stosowanych do oznaczenia materiatow kalibracyjnych i
kontrolnych. Przed wprowadzeniem do studzienek materiatow kontrolnych i
kalibracyjnych oraz probek badanych mieszano je doktadnie, a nastgpnie
dodawano po 200 ul kazdego z nich do studzienek nr 1 paskow testowych. Paski
testowe 1 pipetki umieszczano w aparacie i uruchamiano go. Wszystkie etapy
oznaczenia wykonywane byly automatycznie przez analizator VIDAS. Wynik
oznaczenia obliczany byt automatycznie. W przypadku otrzymania wyniku
zakresu pomiarowego testu rozcienczano osocze badane za pomoca buforu w
stosunku 1:5.

d) Zakres wartosci referencyjnych dla zastosowanej metody : <500 ng/ml.
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I11.4 Analiza statystyczna

Analizowane dane pochodzily ze skali interwatowej badZz nominalnej. Dane ze
skali interwatowej analizowano przy pomocy testu t-studenta. Zalozenie zgodnos$ci
danych z rozkladem normalnym analizowano przy pomocy testu Shapiro-Wilka.
Jednorodno$¢ wariancji testowano przy pomocy testu F-Snedecora. W przypadku braku
spetniania wymaganych zatozen zastosowano test nieparametryczny Manna-Whitney’a.
Dane ze skali nominalnej analizowano testem niezaleznos$ci chi-kwadrat a w przypadku
wystepowania licznos$ci zerowych stosowano doktadny test Fishera. Dla istotnych
czynnikow ryzyka ZChZZ wyznaczano iloraz szans wraz z 95% przedziatem ufnosci
(szansa jest to stosunek prawdopodobienstwa wystgpienia okreslonego stanu
klinicznego do prawdopodobienstwa jego niewystgpienia w danej grupie. lloraz szans —
(OR — odds ratio) iloraz szansy wystgpienia okreslonego stanu klinicznego w grupie
eksponowanej na dany czynnik i szansy wystgpienia tego sStanu w grupie
nieeksponowanej).

Réznice w proporcjach miedzy analizowanymi grupami pordwnywano przy
pomocy testu wskaznika struktury. Zalezno$¢ pomigdzy analizowanymi danymi badano
z zastosowaniem wspotczynnika korelacji rangowej Spearmana, a istotno$¢ statystyczng
weryfikowano przy uzyciu testu t-studenta. Wszystkie testy analizowane byly na
poziomie istotnosci a=0,05.

Analizy statystycznej dokonano we wspoétpracy z dr n. med. Michatem
Michalakiem z Katedry i Zaktadu Informatyki i Statystyki UM im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu (kierownik: prof. dr hab. Jerzy Moczko); zastosowano
pakiet statystyczny Statistica 10 PL (StatSoft).
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v WYNIKI

Podstawowe dane Kkliniczne i demograficzne badanej grupy chorych

przedstawiono w tabeli nr 8.

Tabela nr 8. Podstawowe dane kliniczne i demograficzne badanej grupy pacjentow.

Dane kliniczne

Liczba chorych
Pte¢ (K/M)

Wiek wystgpienia pierwszego epizodu zakrzepowo-zatorowego
— Mediana (Min ; Max)

136

74/62

38 (18 ; 64) lat

K 36 (18 ; 64) lat
M 42 (18 ; 64) lat

Liczba epizodéw zakrzepowo-zatorowych - mediana (zakres) 2,0(1,0-4,0)
Rozpoznanie n (%)
1. Zakrzepica zyt gtebokich 73 (54)
2. Zatorowos¢ ptucna 37 (27)
3. Zakrzepica o nietypowej lokalizacji 26 (19)

- zakrzepica zatok zylnych mézgu 5(4)

- zakrzepica naczyn jamy brzusznej 8 (6)

- zakrzepica zyt koriczyn gérnych 4 (3)

- zakrzepica zyty Srodkowej siatkowki 6 (4)

- zakrzepica zyt powierzchownych 3(2)
4. Niepowodzenia cigzy w grupie kobiet w wieku rozrodczym (n=40) 19 (48)
5. Nawrotowos¢ 131(96)
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Czestos¢ wystepowania czynnikéw ryzyka zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej w

badanej grupie pacjentow

W badanej grupie chorych wrodzong trombofili¢ zdiagnozowano u 61/136
(45%) pacjentow. U 39,7% chorych (54/136) wrodzona trombofilia byla jedynym
rozpoznanym czynnikiem ryzyka ZChZZ (izolowana wrodzona trombofilia), a w 5,2%
(7/136) wspotistniata z obecnoscia APS. U 45,6% (62/136) os6b stwierdzono
wystepowanie ZChZZ pomimo braku zaréwno APS jak i wrodzonych czynnikéw jej
ryzyka. lzolowang obecno$¢ APS wykryto u 13/136 pacjentow (9,5%).

® [zolowana wrodzona
trombofilia
54/136 (39,7%)

m Wrodzona trombofilia + APS
7/136 (5,2%)
45,6%

= lzolowany APS
13/136 (9,5%)

Brak wrodzonych czynnikéw
ryzyka ZChZzZ i APS
62/136 (45,6%)

Wykres nr 1. Czestos¢ wystepowania czynnikéw ryzyka ZChZZ w badanej grupie pacjentéw
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Nie wykazano istotnej statystycznie réznicy manifestacji klinicznej ZChZZ w

zaleznosci od rodzaju czynnika ryzyka ZChZZ.

Tabela nr 9. Analiza wphywu ocenianych grup czynnikéw ryzyka ZChZZ na jej manifestacje

kliniczng

Czynnik ryzyka ZChZZ

. . . wartos¢
Manifestacja kliniczna Wrodzona D
Wrodzon_a APS trombofilia Bral_<
trombofilia +APS czynnika
Zatorowos¢ ptucna 12/41 5/13 1/7 19/62 05057
22,6% 38,5% 14,3% 30,7% '
zawrzep ca 2yt 35/51 713 406 2053 oa
g'¢ 68,6% 63,6% 66,7% 50,9% '
Nietypowa lokalizacja 9/54 4/13 217 11/62 03030
16,6% 30,7% 28,6% 17,7% ’
Niepowodzenia cigzy w
) . 9/17 0/0 1/2 9/21
grupie kobiet 52.3% 0.0% 50.0% 42.9% 0,9426
oz 50/54 13/13 77 61/62
Nawrotowosc 95,0% 100,0% 100,0% 1,6% 0.5040
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Sredni wiek wystapienia pierwszego epizodu zakrzepowo-zatorowego w zaleznosci

od rodzaju czynnika ryzyka ZChZZ w badanej grupie chorych

Sredni wiek wystapienia pierwszego epizodu zakrzepowo - zatorowego w

badanych grupach pacjentow przedstawiono w tabeli nr10.

Tabela nr 10: Sredni wiek wystgpienia pierwszego epizodu ZChZZ w ocenianych grupach

chorych

. . Sredni wiek wystapienia
Czynnik ryzyka ZChzZ

pierwszego epizodu 2ChZZ
n (lata) £ SD
Wrodzona trombofilia 54 36,7+12,3
APS 13 44,1+ 13,6
Wrodzona trombofilia + APS 7 29,6 £+ 14,7
62 43,1+ 11,8

Brak czynnika

ZChZZ — zylna choroba zakrzepowo-zatorowa, APS — zespét antyfosfolipidowy

Sredni wiek wystapienia zakrzepicy wérod pacjentdw z izolowana wrodzona
trombofilia (54/136) byt istotnie statystycznie nizszy w pordéwnaniu ze Srednim
wiekiem wystgpienia epizodu zakrzepowo-zatorowego w grupie pacjentdw, u ktérych
nie stwierdzono wrodzonych czynnikéw ryzyka ZChZZ i APS (62/136), (36,7+12,3 lat
vs 43,1£11,8 lat; p=0,0097).
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nl p=0,0097

a4 |
a2 |

40 |

Wiek (lata)

38

36

34 |

32 , , , , O Srednia
[ SredniaxBtad std
Wrodzona Brak wrodzonych T Srednia+1.96*Btad std
trombofilia czynnikéw
ryzyka ZChZz i APS

Wykres nr 2. Sredni wiek wystgpienia pierwszego epizodu zakrzepowo-zatorowego W grupie
pacjentéw z wrodzong trombofiliq i brakiem wrodzonych czynnikow ryzyka ZChZZ i APS
(ZChZZ —zylna choroba zakrzepowo-zatorowa)

Istotng statystycznie rdznice sredniego wieku wystgpienia pierwszego epizodu
ZChZZ stwierdzono pomiedzy grupa pacjentéw, u ktorych APS wspolistnial z
wrodzong trombofilig a grupa osob, u ktorych jedynym wykrytym czynnikiem ryzyka
ZChZZ byta obecnosé APS (13/20), (29,6 14,7 lat vs 44,1 £13,6 lat; p=0,0476).

55
e | p=0,0476
45 |
40 |

35

Wiek (lata)

30t

25

20 ¢

15 . . . . 0 Srednia
[ SredniaxBtad std

APS APS T Srednia+1.96*Btad std
+ wrodzona

trombofilia

Wykres nr 3. Sredni wiek wystgpienia pierwszego epizodu zakrzepowo-zatorowego W grupie
chorych z APS oraz w grupie pacjentow ze wspdftistnieniem wrodzonej trombofilii z APS (APS —
zespot antyfosfolipidowy)
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Czestos¢ wystepowania wrodzonej trombofilii w badanej grupie pacjentow

Najczeéciej wykrywanym wrodzonym czynnikiem ryzyka ZChZZ w badanej
grupie chorych byta mutacja Leiden G1691A genu czynnika V; z podobng czestoscia
wykrywano oporno$¢ na aktywne biatko C oraz podwyzszone st¢zenie czynnika VIII.
Niedobory naturalnych bialek antykoagulacyjnych jak i polimorfizm G20210A genu
protrombiny wystepowaly znacznie rzadziej. Czestos¢ wystepowania czynnikow ryzyka

ZChZZ w analizowanej grupie pacjentow przedstawiono na wykresie ponizej:

FIl G20210A (7/119) | 6%
obnizone stezenie PS (10/128) | 8%

obnizona aktywnos$¢ AT (10/88) | 10%

obnizona aktywnos$¢ PC (11/111) | 10%
podwyzszona aktywnos$¢ FVIII (22/96) | 23%
APCr (28/124) | 23%
FVL G1691A (28/118) | 24%

0% 1(;% 2(;% 3(;%

Wykres nr 4. Rozktad procentowy ocenianych grup chorych z dodatnim wynikiem badania w
kierunku wrodzonej trombofilii w populacji badanej (FII G20210A — polimorfizm genu
protrombiny, FVL G1691A — mutacja Leiden G1691A genu czynnika V, PS- biatko S, PC-
biatko C, AT — antytrombina, FVIII — czynnik VIII)

Czestos¢ wystepowania zlozonej wrodzonej trombofilii w grupie pacjentéw z

wrodzong trombofilia

Rozpoznanie wrodzonej trombofilii zlozonej potwierdzono u 13,1% (8/61)
pacjentow. Defekty zlozone zwigzane 2z obnizeniem aktywno$ci biatek

antykoagulacyjnych: antytrombiny, biatka C, biatka S - wykryto u 8,2% (5/61),
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natomiast ztozone wrodzone defekty genetyczne (FVL G1691A i FII G20210A) u 4,9%
(3/61) pacjentow.

obnizona
aktywnos¢
AT
i obnizone
stezenie PS
3/8
37,5%

Wykres nr 5. Rozklad procentowy poszczegdlnych grup chorych, u ktérych wykryto zloZong
wrodzong trombofilie (AT — antytrombina, PC —biatko C, PS- biatko S, FVL G1691A4 - mutacja
Leiden G1691A genu czynnika V, FII G20210A genu protrombiny — polimorfizm G20210A genu
protrombiny)

Nie wykazano wspotistnienia wrodzonej trombofilii na tle niedoboru biatek
antykoagulacyjnych i mutacji G1691A genu czynnika V oraz polimorfizmu G20210A
genu protrombiny.

Czesto$é wystepowania wrodzonych czynnikéw ryzyka ZChZZ w zaleznosci od

plci

Zauwazono, ze w badanej grupie pacjentéw wrodzona trombofilia wykrywana
byta z podobng czestoscig zardOwno w grupie mezczyzn 27/62 (44%) jak i wérod kobiet
34/74 (46%), p = 0,7794). Nie odnotowano réwniez istotnych rdéznic w czgstosci

wystepowania ocenianych czynnikéw wrodzonej trombofilii w zaleznosci od pici
(tabela 11).

53



Tabela nr 11. Czestos¢ wystegpowania czynnikow wrodzonej trombofilii w zaleznosci od pici

Czynnik wrodzonej trombofilii n Kobiety Meiczyzini P
Obnizona aktywnos¢ AT 11/88 7/46 (15%) 3/42 (7%) 0,2332
Obnizona aktywnos¢ PC 11/111 6/63 (10%) 5/48 (10%) 0,8760

Obnizone stezenie PS 10/125 6/68 (9%) 4/57 (7%) 0,7108
FVL G1691A 28/118 12/62 (19%) 16/56 (29%)  0,2542

FIl G20210A 7/119 2/62 (3%) 5/57 (9%) 0,1988
APCr 28/124 16/68 (24%) 12/56 (21%)  0,7807
Podwyzszona F VI 22/96 9/51 (18%) 13/45 (29%)  0,1909

AT — antytrombina, PC —biatko C, PS- biatko S, APCr — opornos¢ na aktywne biatko C, FVIII —
czynnik VIII, FVL G1691A - mutacja Leiden G1691A genu czynnika V, FII G20210A —

polimorfizm G20210A genu protrombiny

Sredni wiek wystapienia pierwszego epizodu zakrzepowo-zatorowego w grupie

pacjentow z wrodzona trombofilia

Sredni wiek wystapienia pierwszego epizodu zakrzepowo-zatorowego byt

istotnie statystycznie nizszy w grupie pacjentow z polimorfizmem G20210A genu

protrombiny, w grupie pacjentéw, u ktoérych wykryto oporno$¢ na aktywne biatko C

oraz wsrod pacjentow ze ztozong wrodzong trombofilia W porownaniu z osobami, bez

wrodzonej trombofilii. Wyniki przedstawiono w tabeli nr 12,
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Tabela nr 12. Sredni wiek wystgpienia pierwszego epizodu zakrzepowo-zatorowego w badanej
grupie pacjentéw w zaleznosci od rodzaju wrodzonego czynnika ryzyka ZChZZ

Sredni wiek wystapienia pierwszego wartos¢
Oznaczany czynnik epizodu ZChzz p
X £ SD Min ; Max
38,7+ 12,3
Prawidtowa 18,0; 64,0
Aktywnosc¢ AT 0,5848
36,5+125
Obnizona 19,0; 57,0
39,0+12,3
Prawidtowa 18,0; 64,0
Aktywnos¢ PC 0,1606
33,56+12,2
Obnizona 20,0 ;53,0
37,5+12,2
Prawidtowe 18,0 ;64,0
Stezenie wolnego PS 0,9426
38,9+ 13,3
Obnizone 19,0 ; 60,0
39,1+12,6
Genotyp GG 18,0 ;64,0
Mutacja FVL G1691A 0.2921
Genotyp 36,0 £ 10,8 ’
GA/AA 20,0; 55,0
39,1+12,3
Polimorfizm FlI Genotyp GG 18,0640
0,0243
G20210A Genotyp 275+54
GA/AA 21,0; 34,0
39,7+124
Wspétczynnik Prawidtowy 18,0 ; 64,0
APCr 33,6 +11,0 0,0299
Obnizony 18,0; 52,0
37,7+12,6
Prawidiowa 18,0; 64,0
Aktywnosé FVIII
38,9+ 11,7 0,6392
Podwyzszony 20,0 ;58,0
tos d NIE 36,9+12,1
Ztozona wrodzona 19,0 : 60,0
- 0,0348
trombofilia TAK 27,4+8,5
19,0;42,0

AT — antytrombina, PC —biatko C, PS- biatko S, APCr — opornosé na aktywne biatko C, F VIII —
czynnik VI, FVL G1691A - mutacja Leiden G1691A genu czynnika V, FIl G20210A -
polimorfizm G20210A genu protrombin, GA/AA — genotyp nieprawidtowy, GG - genotyp
prawidlowy
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Czesto$¢ wystepowania wrodzonej trombofilii w grupach wiekowych > 45 roku
zycia i <45 roku zycia

Gdy badano czgstos¢ wystepowania wrodzonej trombofilii w wyodrgbnionych
grupach wiekowych, stwierdzono, ze istotnie statystycznie czeSciej byla ona
wykrywana w grupie pacjentow, w ktorej do pierwszej zakrzepicy doszto w wieku < 45
rz. w porownaniu z osobami, u ktorych epizod wystapit w wieku > 45 rz. - odpowiednio

U 57% (47/83) 1 21% (11/53) osob; p < 0,0001.

100% -
90% - p <0,0001
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -

Brak wrodzonej
trombofilii

B Wrodzona
trombofilia

wiek< 45 rz. 47/83 (57%)  Wiek > 45 rz. 11/53 (21%)

Wykres nr 6. Czestos¢ wystgpowania wrodzonej trombofilii w grupach pacjentow z pierwszg
zakrzepicqg w wieku < 45 roku zZycia i > 45 roku zycia

Sposrod  ocenianych czynnikow wrodzonej trombofilii - wykazano, ze
polimorfizm G20210A genu protrombiny wystepowat istotnie statystycznie czesciej w

grupie wiekowej, w ktorej pierwszy epizod zakrzepowy wystapil przed 45 rokiem zycia.

100% -~ polimorfizm

G20210A
genu

p=0,0182
80% -

60% - protrombiny

enotyp GG
40% - g yp

M genotyp GA
20% -

0% | .

wiek > 45 rz. wiek< 45 rz.
0% (0/51) 10,3%(7/68)

w populaci badanej

udziat procentowy
poszczegoblnych grup chorych

Wykres nr 7. Czestosé wystepowania polimorfizmu G202104 genu protrombiny w grupach
wiekowych< 45rz. i > 45 rz. w badanej populacji (GG-genotyp prawidiowy, GA-genotyp
nieprawidtowy)
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W przypadku obnizenia aktywno$ci biatka C i antytrombiny, obnizenia

stezenia wolnego bialka S, opornosci na aktywne biatko C, podwyzszonej aktywnosci

czynnika V111 oraz mutacji Leiden roznice te nie byly znamienne:

Tabela nr 13. Czestos¢ wystepowania wrodzonych czynnikéw ryzyvka ZChZZ w grupach

chorych z pierwszym epizodem ZChZZ w wieku < 45 rz. i >45 r2.

Czynnik wrodzonej trombofilii

Wiek wystapienia pierwszego

epizodu zakrzepowo-zatorowego

245rz

<45rz

wartosé

p

Obnizona aktywnos¢ AT

Obnizona aktywnosé PC

Obnizone stezenie PS

FVL G1691A

Podwyzszona aktywnosé FVIII

3/35 (9%)
5/67 (8%)
3/51 (6%)
7/42 (17%)
4/49 (18%)
8/40 (20%)

7/53 (16%)
6/44 (14%)
7/74 (9%)
21/74 (28%)
19/75 (25%)
14/52 (27%)

0,5024
0,2870
0,4557
0,1566
0,3644
0,3412

AT — antytrombina, PC —biatko C, PS- biatko S, APCr — opornosé na aktywne biatko C, F VIII —
czynnik VIII, FVL G1691A - mutacja Leiden G1691A genu czynnika V, FII G20210A —
polimorfizm G20210A genu protrombiny

Zaobserwowano rowniez, ze wsrdd pacjentow, u ktorych pierwszy epizod
ZChZZ wystapit przed 45 rz., wrodzong ztozona trombofilie, wykryto u (11,8%) (8/68),
podczas gdy wsrdéd chorych z pierwszg zakrzepica po 45 rz. nie spotykano
wspotistnienia wrodzonych defektow usposabiajacych do ZChZZ (0/51), p=0,0113.

> 100% -
= 90% - p=0,0113
- g‘ 80% -
252 70% - m Ztozona
< g§ 60% - wrodzona
S w8 50% - trombofilia
55 & 00
S8E 40% -
S 2 30% - Brak ztozonej
3 ?j’ & 509 - wrodzonej
§ 10% - trombofilii
8 o | I
wiek > 45 rz. wiek< 45 rz.
0% (0/51) 11,8% (8/63)

Wykres nr 8. Czestos¢ wystgpowania wrodzonej zlozonej trombofilii W grupach wiekowych
< 45rz. i > 45 roku Zycia. w badanej populacji pacjentow
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Analiza wplywu ocenianych wrodzonych czynnikéw ryzyka ZChZZ na

jej manifestacje¢ kliniczng

Analiza wplywu obniZzonego stezenia wolnego bialka S na manifestacje kliniczng

ZChZZ
Nie wykazano wplywu obnizonego st¢zenia wolnego biatka S na manifestacje

kliniczng ZChZZ.

Tabela nr 14. Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupach chorych z obnizonym i prawidtowym
stezeniem WoInego biatka S

Stezenie wolnego biatka S

. s ; wartosé
Manifi ki ZChzz
anifestacja kliniczna ZC Prawidiowe Obnizone p
Zatorowos¢ ptucna 36/89 1/10
28,8% 10% 0,1997
L. . 48/112 1/10
Zakrzepica zyt gtebokich 43% 10% 0,0619
Nietypowa lokalizacja 23/125 0/10
18% 0% 0,1364
Eé%?gtWOdzema poloznicze w grupie 17/36 2/4 00150
47% 50% '
iy 121/125 10/10 0,5658
Nawrotowosé 97% 100%

ZChZZ — zylna choroba zakrzepowo-zatorowa
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Analiza wplywu obnizonej aktywnosci bialka C na manifestacj¢ kliniczna

Nie wykazano wptywu obnizonej aktywnosci biatka C na manifestacje kliniczng

ZChZZ w badanej grupie chorych.

Tabela nr 15. Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupach chorych z obnizong i prawidtowg
aktywnosciq biatka C

Aktywnos¢ biatka C

Manifestacja kliniczna ZChzz wartosé p
Prawidlowa Obnizona
.. 35/124 2/11 0,4741
Zatorowos¢ ptucna 28.2% 18.2%
L . 63/110 9/11
Zakrzepica zyt gtebokich 5706 8206 0,1138
Nietypowa lokalizacja 22/124 111 0,4645
18% 9%
Niepowodzenia potoznicze 18/38 1/2 0.9421
w grupie kobiet 47% 50% '
‘z 120/124 11/11
Nawrotowos¢ 97% 100% 0,5454

ZChZZ — zylna choroba zakrzepowo-zatorowa
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Analiza wplywu obnizonej aktywnoS$ci antytrombiny na manifestacj¢ kliniczna

ZChZZ

W grupie kobiet po przebytym epizodzie ZChZZ i z obnizong aktywnoscia
antytrombiny stwierdzono wigksza czestos¢ wystepowania niepowodzen cigzy (5/5) w
poréwnaniu z kobietami, u ktorych aktywnos$¢ antytrombiny pozostawata w zakresie
wartos$ci referencyjnych (14/35, p = 0,0177) Wykazano réwniez, ze iloraz szans
wystgpienia niepowodzen cigzy jest 5,9-krotnie wyzszy wsrdéd kobiet z obnizong
aktywnos$cig AT w poréwnaniu z tymi, u ktérych pozostawata ona w granicach wartosci

referencyjnych (95% CI 1,07-32,56).

Tabela nr 16. Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupach chorych z obnizong i prawidtowg
aktywnoscig AT

Aktywnos¢ antytrombiny

Manifestacja kliniczna ZChzz Brawidionwa Obnizona wartosc¢ p
Zatorowos¢ ptucna 34/125 3/10 0 8468
27,% 30% '
L . 64/111 7/10
Zakrzepica zyt gtebokich 5806 70% 0,1680
. . 23/125 0/10
Nietypowa lokalizacja 18% 0% 0,1364
Niepowodzenia potoznicze w grupie 14/35 5/5 00177
kobiet 40% 100% '
iy 121/125 10/10
Nawrotowosé 97% 100% 0,5658

ZChZZ — zylna choroba zakrzepowo-zatorowa

W grupie chorych, u ktérych wykryto obnizong aktywnos$¢ antytrombiny
wykazano wprost proporcjonalng zalezno$¢ pomiedzy iloscig epizodéow zakrzepowo-
zatorowych a stopniem niedoboru antytrombiny (rs=0,25, p=0,0201). Zaleznosci takiej
nie wykazano w przypadku niedoboru PC (rs=0,0569, p=0,5563), PS (rs=0,0192,
p=0,2269), APCr (rs=-0,0114, p=0,9000), czynnika VI (rs=-0,0912, p=0,3767).

60



Analiza wplywu opornosci na aktywne bialko C na manifestacje kliniczna ZChZZ

Nie wykazano wptywu obnizonej opornosci na aktywne biatko C na manifestacje

kliniczng ZChZZ.

Tabela nr 17. Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupach chorych z obnizonym i prawidtowym

APCr

Wspobtczynnik APCr

Manifestacja kliniczna ZChZZ wartosc¢ p
Prawidlowy Obnizona

L. 31/108 6/27 0,4995
Zatorowos¢ ptucna 28.7% 22 204
L . 58/95 14/26

Zakrzepica zyt gtebokich 61% 54% 0,5071
. . 19/108 4/27

Nietypowa lokalizacja 18% 15% 0,7313

Niepowodzenia potoznicze w grupie 15/31 4/9 0.8348

kobiet 48% 44% '

‘2 107/108 24127

Nawrotowos¢é 99% 89% 0,2052

APCr — opornosé na aktywne biatko C
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Analiza wplywu mutacji Leiden G1691A na manifestacje kliniczng ZChZZ

Nie wykazano wplywu mutacji Leiden G1691A na manifestacje klinicznag ZChZZ.

Tabela nr 18. Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupie pacjentéw z mutacjq Leiden G16914
genu czynnika V i bez mutacji Leiden G1691A genu czynnika V

Mutacja Leiden G1691A

Manifestacja kliniczna ZChzZ ""ar;°s°

Nieobecna Obecna

33/111 4/20

Zatorowos¢ ptucna 30% 17% 0,1932
Zakrzepica zyt gtebokich 56/98 1%/0503 0,2747
57% '
. . 20/111 3/24
Nietypowa lokalizacja 18% 13% 0,5144
Niepowodzenia potoznicze w grupie 16/16 3/8 0.5266
kobiet 50% 38% '
109/111 22/24
Nawrotowy charakter 98% 91% 0,0871

ZChZZ — zylna choroba zakrzepowo-zatorowa
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Analiza wplywu polimorfizmu G20210A genu protrombiny na manifestacje

kliniczng ZChZZ

Nie wykazano wpltywu polimorfizmu G20210A genu protrombiny na
manifestacje kliniczna ZChZZ.

Tabela nr 19. Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupie pacjentéw z polimorfizmem FII G20210A
genu protrombiny i bez polimorfizmu G20210A genu protrombiny

Polimorfizm G20210A genu

. trombi ‘-
Manifestacja kliniczna ZChZZ proromony war;osc
Nieobecny Obecny
Zatorowos$¢ ptucna 34/128 3/7 0,3466
26% 43%
. . . 67/114 517
Zakrzepica zyt gtebokich 59% 71% 0,5078
Nietypowa lokalizacja 22/128 1/7 0,8424
18,0% 14%
Niepowodzenia potoznicze w grupie 19/19 0/2 01676
kobiet 50% 0% !
124/128 717
Nawrotowosé 67% 100% 0,6349

ZChZZ — zylna choroba zakrzepowo-zatorowa
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Analiza wplywu podwyzszonej aktywnosci czynnika VIII na manifestacj¢ kliniczna
2ChZZ

Wsrod pacjentow z aktywnoscig czynnika VIII pozostajaca w zakresie
referencyjnym wykazano czestsze wystepowanie zakrzepicy zyt glebokich w

poréwnaniu z osobami, u ktérych aktywnos¢ czynnika VIII byta podwyzszona.

Tabela nr 20. Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupie pacjentow z podwyiszonym i
prawidtowym poziomem aktywnosci czynnika VIII

Aktywnos¢ czynnika VIl

Manifestacja kliniczna ZChzzZ I
NIE TAK .
< x 18/74 7122
Zatorowos¢ plucna 24% 3204 0,4819
L . 41/68 6/21
Zakrzepica zyt gtebokich 60% 20% 0,0109
Nietypowa lokalizacja 15/74 4/22
20,3% 18,2% 0,8291
Niepowodzenia potoznicze w grupie kobiet 10/24 2/4 0 7552
42% 50% '
Nawrotowos¢ 7374 20/22
99% 91% 0,0669

ZChZZ — zylna choroba zakrzepowo-zatorowa
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Analiza wplywu APS na manifestacje kliniczng ZChZZ

APS stwierdzono u 15% (20/136) pacjentow. Glownym rodzajem APA, w
grupie badanej byty przeciwciata o aktywnosci LA, ktore wykryto u 85% (17/20) osob z
APS. Przedtuzony aPTT i aPTT z Actinem wykryto odpowiednio u 70% (14/20) i 80%
(16/20) chorych z zespotem przeciwciat antyfosfolipidowych. Obecno$¢ przeciwciat
antykardiolipinowych w klasie IgG 1 IgM oznaczono u (2/20) 10% oso6b, a
wystepowanie przeciwciat anty f, GP1 w 5% (1/20) przypadkéw APS.

Tabela nr 21. Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupie pacjentéw, u ktorych wykryto APS i w
grupie pacjentow bez APS

Manifestacja kliniczna wartosé
£Chzz APS Brak APS P
Zatorowos¢ plucna 31/115 6/20 0,7782
27% 30%
Zakrzepica zyt gtebokich 61/104 11/17 0,6375
58,7% 64,7%
Nietypowa lokalizacja 17/115 6/14 0,0948
14,8% 30%
Niepowodzenia potoznicze 18/38 1/2 0,9421
w grupie kobiet 47,4% 50%
Nawrotowos¢ 111/115 20/20 0,3972
96,5% 100%

ZChZZ — zylna choroba zakrzepowo-zatorowa

Zauwazono, ze sposrod wszystkich oznaczef wykonanych w celu wykrycia i
potwierdzenia obecno$ci APS, z iloScig nawrotow ZChZZ korelowat wspétczynnik
LA/LA; (rs=0,2494, p=0,0276). W przypadku pozostatych ocenianych parametrow nie
wykazano takiej zalezno$ci: aPTT (rs=-0,0674, p=0,4472), aPTT z Actinem (rs=-
0,0581, p=0,5161), przeciwciata ACA IgG (rs=0,0792, p=0,3934), przeciwciata ACA
IgM (rs=0,1445, p=0,8640), przeciwciata anty ,GPI (rs=0,0016, p=0,9924).
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WNIOSKI

Obecnos¢ wrodzonej trombofilii stwierdzono u 45% chorych po przebytym
epizodzie zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej, przy czym najczesciej

obserwowano obecno$¢ mutacji Leiden G1691A genu czynnika V.

Wrodzong trombofilie wykrywano z wicksza czestoscig wsrod pacjentow, u

ktorych pierwszy epizod zakrzepowo-zatorowy wystapit przed 45 rokiem zycia.

Obnizona aktywnos$¢ antytrombiny byta jedynym sposrdéd wrodzonych czynnikow
ryzyka ZChZZ, ktory istotnie statystycznie wplywat na zwiekszenie ryzyka

nawrotu ZChZZ, a takze na wzrost ryzyka niepowodzen cigzy u kobiet.

Obecno$¢ antykoagulantu toczniowego byla zwiazana z ryzykiem nawrotu ZChZZ.

Trombofilia ztozona, zwigzana ze wspotistnieniem wrodzonych czynnikdéw ryzyka
zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej oraz wspolistnieniem wrodzonych
czynnikdw  ryzyka zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej 1  zespotu
antyfosfolipidowego, wigze si¢ z wystgpieniem pierwszego epizodu zakrzepowo-

zatorowego w mtodszym wieku.

66



VI  OMOWIENIE WYNIKOW

Wieloczynnikowa etiologia ZChZZ przejawia si¢ duza czestoscia
wspotistnienia wrodzonych i/lub nabytych czynnikow ryzyka zwigzanych z jej
wystapieniem. W opisywanym badaniu analizowano obecno$¢ tych czynnikow w

grupie 136 pacjentow po przebytym epizodzie zakrzepowo - zatorowym.

Wrodzona trombofilia

Badania wtlasne przeprowadzone w grupie osobnikow rasy kaukaskiej,
podobnie jak dane oparte na analizach duzych populacji pacjentéw nie wykazaty
réznicy w czestosci wystepowania wrodzonej trombofilii w zaleznosci od pici.
Wrodzone czynniki ryzyka ZChZZ w opisywanej grupie chorych stwierdzono u 61/136
(45%) pacjentéw, co pokrywa si¢ z danymi literaturowymi, w ktorych wsrod osobnikow
tej rasy czgsto$¢ ich wystepowania oceniano na 40 - 60% w zalezno$ci od grupy
etnicznej (121,122). W ostatnio opublikowanych wynikach badan MAISTHRO,
wykazano je u 50,1% sposréd 1500 kolejnych pacjentow, u ktorych doszto do
zakrzepicy zylnej (123), za§ Martinelli i wsp. u 55% sposrod 723 krewnych oséb w
wywiadem ZChZZ. W pracy tej rozpoznano nastepujace defekty: obnizona aktywno$é
PC — 9%, obnizona aktywno$¢ AT — 12%, obnizone st¢zenie PS — 6%, mutacja Leiden
genu czynnika V — 28% (124). Wyniki te odpowiadajag wynikom badan wiasnych, w
ktorych wykrywano je kolejno u 10%, 8%, 10%, 23% pacjentow. Wspotistnienie
wrodzonych czynnikéw ryzyka ZChZZ oceniono na 5,9% (8/136), a w badaniach
Martinelli 1 wsp. bylo to tylko 1% (6/723) (124). Salomon i wsp. (125) stwierdzili
obecnoé¢ trombofilii u 49% (80/162) chorych po przebytym epizodzie ZChZZ,
niedobory naturalnych bialek antykoagulacyjnych (AT, PS, PC) badacze ci wykryli
kolejno u 6%, 10%, 6%, natomiast defekty wykrywane metodami biologii molekularnej
u 22% i 10% odpowiednio dla mutacji Leiden G1691A i polimorfizmu G20210A genu
protrombiny, co réwniez odpowiada wynikom wlasnym. Podobng czgstos¢
wystepowania wrodzonych czynnikow trombofilii raportuje grupa polskich naukowcow
- Lewandowski K. i wsp. (126). Wsrod 147 chorych po przebytym epizodzie
zakrzepowo-zatorowym niedobory naturalnych bialek antykoagulacyjnych (AT, PC,
PS) oraz opornos¢ czynnika V na aktywne biatko C wymienieni polscy badacze
stwierdzili odpowiednio u 4%, 4% 1 8,8%, 19%, za$ mutacje Leiden u 16,3%

pacjentow. Czgsto$¢ wystepowania wrodzonej trombofilii w opisanej populacji
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pacjentdw oceniono podobnie jak w badaniach wtasnych — na 52%. Wyniki badan tego
samego zespotu naukowcow na grupie okoto 250 pacjentéw, wskazuja podobng jak w
badaniach wtasnych czgstos¢ wystepowania poszczegdlnych zaburzen hemostazy AT —
6,5%, PC — 7%, PS — 6%, APCr — 13,4%, mutacji Leiden — 19,2% i polimorfizmu
protrombiny — 8,6. Jednoczesne obnizenie aktywnosci naturalnych biatek
antykoagulacyjnych wykryli u 2 pacjentéw, natomiast obecno$¢ mutacji Leiden i
polimorfizmu FII G20210A u 5,3% o0s6b z heterozygotyczng postacia FVL G1691A
(126). Lewandowski i wsp. zbadali takze czestos¢ wystepowania polimorfizmu A4070G
genu czynnika V (opisywanego, jako 1 z 13 polimorfizméw tzw. haplotypu HR2), ktora
wyniosta — 14,7% (127). W badaniach wiasnych w osoczu pochodzacym od 3 oséb
wykryto opornos$¢ na aktywne biatko C, pomimo braku mutacji Leiden genu czynnika
V. By¢ moze zjawisko to mozna wytlumaczy¢é wystepowaniem u nich jednego z
polimorfizméw haplotypu HR2 genu czynnika V, ktore nie byly oceniane w
analizowanej grupie.

W kolejnej czgdci pracy starano si¢ dokona¢ analizy, majacej na celu zbadanie
czy wiek pierwszej manifestacji klinicznej ZChZZ rézni sie w grupie chorych ze
wspotistnieniem wrodzonych czynnikow prozakrzepowych w poréwnaniu z osobami z
izolowanym defektem hemostazy. W analizie Ehrenforth S. i wsp. wsrod 352 pacjentow
po pierwszym epizodzie ZChZZ przebytym w wieku ponizej 45 roku zycia i u 89
bezobjawowych nosicieli mutacji Leiden, oceniano czgstos¢ wspotwystgpowania
mutacji Leiden G1691A z polimorfizmem G20210A genu protrombiny. Obecnosé¢
polimorfizmu G20210A genu protrombiny Ehrenforth S. i wsp. wykazali u 11,4%
pacjentow po przebytym epizodzie zakrzepowo-zatorowym, bedacych nosicielami
mutacji Leiden (128), podobna czesto$¢ wspotistnienia tych dwoch mutacji stwierdzono
w badaniach wlasnych. W pracy Ehrenforth S. i wsp. zauwazono réwniez, ze wsrod
pacjentow z zakrzepica w wywiadzie czgsto$¢ ta byla 3 - krotnie wyzsza niz u
bezobjawowych nosicieli mutacji Leiden (p=0,02) (128). Warto rowniez nadmieni¢, ze
ci sami naukowcy dowodza wiekszej czgstosci wystepowania zakrzepicy o nietypowej
lokalizacji u pacjentow ze wspotistnieniem FVL G1691A 1 FII G20210A (128), co
jednak nie zostato potwierdzone w materiale wlasnym, z powodu niskiej liczebnosci
grupy, w ktorej wspoétistniaty te dwie mutacje (3 osoby). Martinelli i wsp. wykazali, ze
ztozona wrodzona trombofilia zwigzana z mutacja Leiden G1691A 1 polimorfizmem
G20210A genu protrombiny jest czynnikiem zwigzanym z wczesnym wystgpieniem

epizodu ZChZZ (17 + 2 lata) w poréwnaniu do wieku pierwszej manifestacji kliniczne;
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zakrzepicy wsrod osob z pojedynczym defektem (124). Co wigcej inne doniesienia
literaturowe wskazuja, ze defekty zlozone, polegajace na wspotistnieniu mutacji Leiden
genu czynnika V z niedoborem PC, PS i AT oraz z FII G20210A (128,129,130) sa
przyczyng nie tylko wczesnej manifestacji klinicznej, ale takze zwigkszaja ryzyko
nawrotu zakrzepicy zylnej. Pomimo tego, ze dla wspotistnienia poszczegdlnych
czynnikdw wrodzonej trombofilii nie udato si¢ znalez¢ znamiennej réznicy wieku
wystgpienia pierwszego epizodu w poroéwnaniu z pojedynczym defektem, to podczas
analizy poréwnawcze] wykazano istotng statystycznie rdéznice Sredniego wieku
wystapienia pierwszego epizodu ZChZZ pacjentéw z izolowanym defektem hemostazy
(n=53) z wiekiem pierwszej manifestacji klinicznej zakrzepicy w grupie pacjentow ze
ztozong wrodzona trombofilia (n=8), (36,9 +12,1 lat vs 27,4 +8,5 lat; p=0,0348).
Obserwacja ta prowadzi do wniosku, ze fenotyp wybitnie prozakrzepowy, zwiazany z
wspotistnieniem wrodzonych czynnikéw trombofilii przejawia si¢ znacznie nizszym
wiekiem wystgpienia pierwszego epizodu ZChZZ.

Wyniki badan wilasnych wskazuja takze na istotng zalezno$¢ niepowodzen
cigzy od obnizenia aktywno$ci AT. Ciaza, bedaca stanem nadkrzepliwo$ci wraz z
naktadajaca si¢ na nig wrodzong trombofilia, ktora dodatkowo nasila tendencje
prozakrzepowe, zwieksza nie tylko ryzyko do$wiadczenia ZChZZ w czasie cigzy, ale
takze prawdopodobienstwo jej utraty lub wystapienia komplikacji potozniczych takich,
jak stan przedrzucawkowy czy niewydolnos¢ tozyska (131,132). W badaniach
histopatologicznych tozysk kobiet, u ktorych doszto do ich przedwczesnego odklejenia,
Kinzler WL 1 wsp. stwierdzita martwicg 1 liczne zawaty, ktore mogly by¢ skutkiem
nieprawidlowosci w krazeniu lozyskowym, prowadzacym do zmniejszenia przepltywu
Krwi przez jego naczynia (133). W materiale wltasnym wykazano, ze iloraz szans (OR)
wystapienia niepowodzen cigzy w grupie pacjentek, u ktdrych wykryto obniZzong
aktywnos$¢ antytrombiny wynosi 5,9 (95% CI 1,07-32,56) w porownaniu do kobiet z
prawidtowa aktywno$cig antytrombiny. Preston 1 wsp. w ogolnoeuropejskiej
wieloosrodkowej analizie wykazali, Ze kobiety, u ktéorych wykryto wrodzong
trombofilie, zwlaszcza zwigzang z niedoborem antytrombiny lub defektami ztozonymi,
wykazywaly zwigkszone ryzyko pdznej utraty cigzy w pordwnaniu z pacjentkami, u
ktorych jej nie wykryto (134). Z kolei w badaniu, w ktorym oceniano 188 cigz u 60
kobiet, podzielonych na 2 grupy: kobiety, ze stwierdzong wrodzong trombofilig i
kobiety, u ktorych nie stwierdzono wrodzonej trombofilii, okazalo si¢, ze kobiety z

wrodzonym defektem utracity 22% ciaz, podczas gdy w grupie kontrolnej - 11% (135).
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Wymienione prace potwierdzaja wyniki badan wlasnych o roli wrodzonej trombofilii,
jako czynniku ryzyka niepowodzen cigzy. Istnieje wiele doniesien, w ktorych
podejmowane sg proby szczegdtowego wyjasnienia patomechanizmu tego zjawiska:
badania Vincent T i wsp. wskazujg, ze osocze, pochodzace od kobiet, doswiadczajacych
nawracajacych niepowodzen potozniczych, czgsto wykazuje zwigkszong gotowose
prozakrzepowa (136). Zaré6wno w grupie kobiet, u ktorych doszto do poronienia w
pierwszym jak 1 w trzecim trymestrze wykrywano istotnie wyzsze stezenia kompleksow
TAT w poréwnaniu z kobietami bez komplikacji potozniczych. Wykazano u nich takze
przewlekta stymulacje endotelium zwigzang z aktywacja hemostazy (137). Wiazac te
dane z faktem, ze do naturalnych inhibitorow krzepnigcia nalezy wlasnie antytrombina,
ktérej niedobér moze by¢é przyczyng niekontrolowanego wzrostu tendencji
prozakrzepowych 1 zwigzanych z nimi komplikacji potozniczych, warto podkresli¢, ze
aktualne wytyczne Polskiej Grupy ds. Hemostazy, zalecaja wprowadzenie profilaktyki
przeciwzakrzepowej u kobiet w cigzy i potogu, u ktéorych w wywiadzie stwierdzono
niedobdr antytrombiny.

W badaniach wtasnych zauwazono takze, ze sposréd wrodzonych czynnikoéw
trombofilii tylko obnizona aktywnos$¢ antytrombiny byta zwigzana z ilo$cig nawrotow
ZChZZ. Ze wzgledu na rzadkie wystepowanie wrodzonej trombofilii w populacji
ogllnej, znaleziono niewiele publikacji opisujacych t¢ zalezno$¢. Badania
retrospektywne wskazywaty, ze czesto§¢ nawrotow ZChZZ wérod pacjentéw z
niedoborami biatek antykoagulacyjnych wynosi 36-63% (138). W badaniu, w ktorym
analizowano ryzyko nawrotu (ang. recurrence risk - RR) w grupie 64 pacjentow z
niedoborami AT, PC, PS, de Stefano i wsp. wykazali, ze bylo ono najwyzsze wsrod
pacjentow z niedoborem antytrombiny — RR = 1,9 (95% CI 1,0-3,9) w poréwnaniu do
0sOb bez stwierdzonej trombofilii (141) Tendencji tej nie potwierdzono jednak w
p6zniejszych badaniach prospektywnych z tego okresu (142,143). Jednakze najswiezsze
wyniki analizy prospektywnej 823 pacjentdow po pierwszym przebytym epizodzie
ZChZZ obserwowanych przez 8,7 lat wskazuja, ze w grupie 0sob, u ktorych aktywnos¢
antytrombiny byta nizsza niz 70% RR wynosito 3,5 (95% CI 2,1 - 5,6), a w grupie, w
ktorej aktywnos¢ AT osiggata wartosci graniczne (70-80%): RR = 2,4 (95% CI 1,5 -
3,8) w porownaniu z osobami, u ktérych poziom AT pozostawatl w granicach wartosci

referencyjnych (144).
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Wrodzona trombofilia w grupach pacjentow, u ktorych epizod wystgpit w wieku przed
I PO 45 roku zycia

W badaniu wiasnym starano si¢ rowniez zbada¢ czestos¢ wrodzonej trombofilii
w zalezno$ci od wieku, w ktorym wystgpit pierwszy epizod w grupach wiekowych: 18 -
44 lata oraz powyzej 45 roku zycia. Zauwazono, ze wrodzona trombofilia istotnie
statystycznie czgsciej wystepowata W grupie osob z pierwszg manifestacjg zakrzepicy
przed 45 rokiem zycia w poréwnaniu z osobami doswiadczajacymi jej po 45 roku zycia
(57% vs 21%, p= 0,0001) Nie wykazano znamiennosci tej rdéznicy w przypadku
obnizenia aktywnos$ci/stezenia poszczegolnych naturalnych biatek antykoagulacyjnych
oraz mutacji Leiden. W pracy Paschoa AF. i wsp., badajacych czestos¢ wystepowania
niedoboru PC, PS i AT, w grupie 84 pacjentow po przebytym epizodzie ZChZZ,
podzielonych na kategorie wiekowe przed 50 rz i po 50 rz., rbwniez nie stwierdzono
roéznicy czestosci wystgpowania niedoboru tych czynnikow w wyznaczonych grupach
wiekowych (145). Natomiast wyniki pracy Pottier i wsp., opisujgce grupg 66 pacjentow
po epizodzie niesprowokowanej zakrzepicy, wskazuja wigksza jej czestos¢ wsrod
pacjentow w wieku ponizej 40 rz. w porownaniu ze starszymi (64% vs 32%, p = 0,03)
(146). Podobne obserwacje sa wynikiem badania populacyjnego EMET (Spanish
Multicentric Study on Thrombophilia), ktére objeto 2132 pacjentdéw po epizodzie
ZChZZ, w ktérym Mateo i wsp. opisali wiekszg czestoéé wystepowania niedoborow
bialek antykoagulacyjnych ws$rdd pacjentdéw ponizej 45 roku zycia (147). Dane te
potwierdza rowniez publikacja z 2012 roku, opisujgca wyniki badania obserwacyjnego
RIETE (148). W ostatnich latach poddaje si¢ w watpliwo$¢ celowo$¢ wykonywania
oznaczen w kierunku trombofilii u wszystkich pacjentow po przebytym epizodzie
zakrzepowo-zatorowym, niezaleznie od wieku jego wystapienia (161) jednakze
dotychczas nie opracowano miedzynarodowych standardow, pozwalajacych na
ujednolicenie wskazan do diagnostyki w kierunku wrodzonej trombofilii. Wyniki badan
wlasnych, odnoszace si¢ do wigkszej czgstosci wystepowania wrodzonej trombofilii
wsrod osob, u ktorych zakrzepica wystapita przed 45 rokiem Zycia wydaja si¢ by¢
waznym wnioskiem, ktory moze znalez¢ zastosowanie przy podejmowaniu przez
lekarza klinicyst¢ decyzji o przeprowadzeniu szczegdtowe] diagnostyki w kierunku
obecnosci wrodzonych defektow hemostazy sprzyjajacych jej wystagpieniu W grupie
mlodych pacjentow. W materiale wlasnym wykazano takze, ze polimorfizm G20210A
genu protrombiny byt istotnie statystycznie czes$ciej wykrywany W grupie pacjentow, u

ktorych zakrzepica wystapita przed 45 rz. De Stefano i wsp. przedstawili podobne
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obserwacje w odniesieniu do wigkszej czgstosci wystgpowania mutacji Leiden |
polimorfizmu genu protrombiny, a takze niedoboru naturalnie wystepujacych biatek
antykoagulacyjnych wsréd miodych pacjentow z zakrzepica samoistng w poréwnaniu z
osobami starszymi niz 45 lat i tymi, u ktérych epizod byl poprzedzony obecnos$cig
nabytych czynnikow ryzyka ZChZZ (168). Podobna tendencje zauwazyli Vossen CY. i
wsp., ktorzy w badaniu EPCOT (European Prospective Cohort Study) zauwazyli, ze
pierwszy epizod zakrzepicy zylnej u pacjentow, bedacych nosicielami mutacji Leiden
lub polimorfizmu genu protrombiny pojawia si¢ okoto 20 lat wczesniej niz u 0so6b nie
wykazujacych obecnoéci tych czynnikow ryzyka ZChZZ (149). Podsumowujac mozna
stwierdzi¢, ze obecno$¢ wrodzonej trombofilii w badanej grupie pacjentdw czgsciej
wykrywano w grupie wickowej, w ktorej pierwszy epizod wystapit przed 45 rokiem
zycia w poréwnaniu osobami, u ktorych wystapita ona po raz pierwszy w starszym

wieku.

Wspolistnienie wrodzonej trombofilii i APS

Poza opisanymi wyzej wrodzonymi czynnikami ryzyka ZChZZ w badaniach
wilasnych u 20/136 (15%) wykryto APS, a jego wspétistnienie z wrodzonymi
czynnikami ryzyka u 7/20 pacjentow z APS. Podobng czestos¢ wspotistnienia tych
dwoch waznych grup czynnikow sprzyjajacych wystapieniu zakrzepicy wykryto w
badaniu Shostak i wsp. (157), w ktorym w grupie 97 pacjentow po przebytej zakrzepicy
zylnej badano czgstos¢ APS i jego wspotistnienie z uznanymi wrodzonymi czynnikami
trombofilii (FVL G1691A, FIl G20210A, oraz niedoborem AT, PC, PS). Pierwotny
APS Shostak i wsp. wykryli u 18,5% wsréd ktérych dominujaca manifestacja kliniczng
byta zatorowo$¢ ptucna. Zauwazono takze, ze nawrotowy charakter zatorowosci ptucne;j
byl czegsciej obserwowany w grupie, w ktorej APS wspotistniat z wrodzonym defektem
hemostazy niz w grupie z izolowanym APS (157). W badaniach wilasnych rowniez
stwierdzono korelacje liczby nawrotéow ZChZZ ze wspolczynnikiem LA/LA,. Do
podobnych wnioskow doszli Khamashata i wsp., ktorzy wykazali wysokie ryzyko nawrotu
zakrzepicy u pacjentow, u ktorych stwierdzono przetrwala obecno$é przeciwcial
antyfosfolipidowych. W swoich badaniach opisali, ze 69% sposrod pacjentow z APS miato
W sumie 186 nawrotow w ciaggu 1 roku od wystapienia epizodu. Najwyzsza czgstosé
nawrotOw zostala zanotowana w ciggu pierwszych 6 miesigcy od zakonczenia terapii

przeciwkrzepliwej. Badacze ci doszli rowniez do wniosku, ze przedluzenie 1 intensyfikacja
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terapii lekami przeciwkrzepliwymi w tej grupie pacjentow jest konieczna (156), co w
obliczu przedstawionych danych wydaje si¢ by¢ uzasadnione.

W dalszym etapie analizy w badaniach wtasnych oceniano czy wspotistnienie
trombofilii wrodzonej i APS ma wplyw na wiek wystgpienia pierwszeg0o epizodu
zakrzepowo-zatorowego. W badaniu Brouver JLP i wsp. (158), w ktorym przez 12 lat
obserwowano 144 pacjentdw chorych na toczen ukladowy rumieniowaty; potwierdzono
wysokie ryzyko wystapienia zar6wno zakrzepicy zylnej jak i tgtniczej, co zwigzane
byto glownie z obecnoscig LA oraz ACA. W tym samym badaniu oceniano rowniez
wpltyw na ryzyko zakrzepowe czynnikow wrodzonej trombofilii (AT, PC, PS, APCr,
FVL G1691A, FIl G20210A) izolowanych lub w kombinacji z LA i ACA. Wykazano,
ze tylko FVL G1691A i FIl G20210A w kombinacji z LA lub ACA zwigkszaly ryzyko
wystapienia ZChZZ 20 - 30 - krotnie w poréwnaniu z populacja ogélng (158). W
badaniach wlasnych rowniez wykazano, ze wspolistnienie APS z wrodzong trombofilig
skutkuje wczesniejszym wystgpieniem epizodu zakrzepowo - zatorowego w
poréwnaniu z wptywem izolowanej obecnos$ci APA (29,6 vs 44,1 lat, p=0,0476). Niska
liczebno$¢ grupy ze skojarzong obecnoscia APS 1 wrodzonej trombofilii (7 oso6b),
powoduje, ze trudno jest jednoznacznie okresli¢ czy zalezno$¢ ta jest istotna klinicznie,
zwlaszcza, ze prace innych autordw nie potwierdzaja zwigzku pomigdzy APS i
wrodzong trombofilia w pierwotnym APS (159,160). Nalezy takze wspomnieé, zZe
przytaczane wyniki badan Brouver i wsp. opisuja pacjentow z obecnosciag APA wtorng
do choroby o tak zlozonej etiologii, jaka jest toczen uktadowy, natomiast w badaniach
wlasnych opisywana jest grupa osob z pierwotnym APS. Mozna zatem jedynie
wnioskowa¢, ze wrodzona trombofilia moze w obecnosci dodatkowego silnego
nabytego czynnika ryzyka ZChZZ, jakim sa APA, potegowaé efekt prozakrzepowy i
skutkowa¢ wystapieniem epizodu zakrzepowo — zatorowego w mtodszym wieku.

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych analiz nalezy podkresli¢ rolg
wrodzonych czynnikéw trombofilii w patogenezie ZChZZ, zwlaszcza w grupie
pacjentow, u ktorych wystepuje wiecej niz jeden defekt genetyczny. Publikacje
opisujace efekt wspdtistnienia wrodzonych czynnikow nabytej trombofilii na wiek
wystgpienia pierwszego epizodu zakrzepowo-zatorowego naleza do rzadkosci, a na
podstawie opisanego w badaniach wihasnych efektu klinicznego, bgdacego skutkiem
wspotistnienia wrodzonych zaburzen hemostazy, mozna wysnu¢ wniosek, ze
wystepowanie dwoch defektow wrodzonych moze prowadzi¢ do zakrzepicy zylnej w

znacznie miodszym wieku. Ponadto na podkreslenie zastuguje fakt, ze wykrycie
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jednego rodzaju wrodzonej trombofilii nie oznacza braku innych defektow, co
potwierdza zasadno$¢ wykonywania tak szerokiego panelu diagnostycznego, majacego
na celu wykrycie wszystkich najwazniejszych czynnikow wrodzonych sprzyjajacych
zakrzepicy. Podobne wnioski mozna wyciggng¢ analizujgc wyniki badan dotyczace
nabytego czynnika ryzyka zakrzepicy zylnej jakim jest APS. Znajomo$¢ oddziatywania
i umiejetno$é wykrycia tak wielu czynnikéw ryzyka ZChZZ daje szanse na praktyczne
wykorzystanie uzyskanych informacji w odniesieniu do okreslonych grup chorych i
wdrozenie odpowiedniej profilaktyki przeciwzakrzepowej w uzasadnionych sytuacjach
klinicznych. Przyktadem praktycznego zastosowania tych danych moga by¢ wytyczne
Polskiej Grupy ds. Hemostazy, ktora rekomenduje wiaczenie terapii przeciwkrzepliwej
u kobiet w ciagzy 1 potogu, u ktérych stwierdzono trombofilie duzego ryzyka w
wywiadzie. Wyniki przedstawionej powyzej analizy wskazujg takze, iz czgstosé
wystepowania wrodzonej trombofilii jest zdecydowanie wyzsza wsrod osob, u ktorych
pierwszy epizod zakrzepowo-zatorowy wystgpit przed 45 rokiem zycia, co sugeruje
ograniczenie szerokiej diagnostyki w kierunku wrodzonych defektow hemostazy tylko

do os6b, u ktorych zakrzepica zylna wystapita w wieku ponizej 45 roku zycia.
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Vil SPIS TABEL, RYCIN I WYKRESOW

VIIL.1 Spis tabel

Tabelanr1. Czynniki wrodzonej trombofilii na podstawie Khan S

Tabela nr 2. Klasyfikacja trombofilii ze wzgledu na stopien ryzyka zakrzepowego

Tabelanr 3.  Klasyfikacja niedoboru antytrombiny

Tabelanr 4. Klasyfikacja niedoboru biatka C

Tabelanr5. Klasyfikacja niedoboru biatka S

Tabelanr6. Ryzyko doswiadczenia epizodu zakrzepicy zylnej lub tetniczej lub
niepowodzen cigzy w zalezno$ci od rodzaju APA

Tabelanr 7. Warunki reakcji PCR zastosowanej w analizie obecnosci mutacji Leiden
G1691Aoraz polimorfizmu genu protrombiny

Tabelanr 8. Podstawowe dane kliniczne i demograficzne badanej grupy pacjentow

Tabelanr9. Analiza wplywu ocenianych grup czynnikow ryzyka ZChZZ na jej
manifestacje kliniczng

Tabela nr 10: Sredni wiek wystapienia pierwszego epizodu ZChZZ w ocenianych
grupach chorych

Tabela nr 11. Czgsto$¢ wystepowania czynnikow wrodzonej trombofilii w zaleznos$ci
od pfci

Tabela nr 12. Sredni wiek wystapienia pierwszego epizodu zakrzepowo-zatorowego w
badanej grupie pacjentdéw w zaleznosci od rodzaju wrodzonego czynnika
ryzyka ZChZZ

Tabela nr 13. Czesto§¢ wystepowania wrodzonych czynnikéw ryzyka ZChZZ w
grupach chorych z pierwszym epizodem ZChZZ w wieku < 45 rz. i >45
IZ.

Tabela nr 14. Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupach chorych z obnizonym i
prawidlowym st¢zeniem wolnego biatka S

Tabela nr 15. Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupach chorych z obnizong i
prawidtowg aktywnos$cig biatka C

Tabela nr 16. Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupach chorych z obnizong i

prawidlowa aktywnoscig AT
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Tabela nr 17.

Tabela nr 18.

Tabela nr 19.

Tabela nr 20.

Tabela nr 21.

Tabela nr 22.

Tabela nr 23.
Tabela nr 24.
Tabela nr 25.
Tabela nr 26.
Tabela nr 27.
Tabela nr 28.
Tabela nr 29.
Tabela nr 30.

Tabela nr 31.
Tabela nr 32.

Tabela nr 33

Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupach chorych z obnizonym i
prawidlowym APCr

Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupie pacjentéw z mutacja Leiden
G1691A genu czynnika V i bez mutacji Leiden G1691A genu czynnika
VvV

Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupie pacjentéw z polimorfizmem FII
G20210A

Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupie pacjentéw z podwyzszonym i
prawidtowym poziomem aktywnosci czynnika VIII

Manifestacja kliniczna ZChZZ w grupie pacjentéw, u ktérych wykryto
APS 1 w grupie pacjentow bez APS

Sredni czas protrombinowy, INR i $rednie stezenie D-dimeru w badanej
populacji pacjentéw

Srednia aktywnos¢ antytrombiny w badanej populacji pacjentow

Srednia aktywno$¢ biatka C w badanej populacji pacjentow

Srednie stezenie wolnego biatka S w badanej populacji pacjentow
Srednia warto$¢ wspotczynnika APCr w badanej populacji pacjentow
Srednia aktywnos¢ czynnika VIII w badanej populacji pacjentow

Srednie stezenie ACA w klasie IgG w badanej populacji pacjentéw
Srednie stezenie ACA w klasie IgM w badanej populacji pacjentow
Srednie stezenie przeciwcial anty P, GPl w klasie IgG w badanej
populacji pacjentow

Srednia warto$¢ wspotczynnika LA1/LA; w badanej grupie pacjentow
Srednia warto$¢ aPTT w badanej grupie pacjentow

Srednia warto$¢ aPTT z Actinem w badanej grupie pacjentow

VI1.2 Spis rycin

Rycinanr 1

Rycina nr 2.

Mechanizm dziatania inhibitora drogi zaleznej od czynnika tkankowego
(TFPI), antytrombiny (AT), uktadu biatka C (biatka S (PS) w kompleksie
z aktywnym biatkiem C (APC)) wedtug Lopaciuk S

Mechanizm dziatania uktadu biatka C (PC - biatko C, APC — aktywne
biatko C, PL — fosfolipidy, Va, Vllla — aktywne czynniki krzepnigcia V i
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Rycina nr 3.

Rycina nr 4.

Rycina nr 5.

VIII, PAI-1 — inhibitor aktywatora plazminogenu, PCI — inhibitor biatka
C)

Zapadalno$¢ na pierwszy epizod zakrzepowo-zatorowy (zakrzepicy zyt
glebokich oraz zatorowos$ci ptlucnej) w zaleznosci od wieku 1 plci (wg.
Oger E)

Przyktadowy obraz zelu. M — marker wielkosci DNA; 887, 883 —
heterozygoty FVL G1691A; 881 — homozygota zmutowana FVL
G1691A; 890 — heterozygota PTH G20210A

Schemat postepowania diagnostycznego w przypadku podejrzenia

obecnosci antykoagulantu toczniowego

VI11.3. Spis wykresow

Wykres nr 1.

Wykres nr 2.

Wykres nr 3.

Wykres nr 4.

Wykres nr 5.

Wykres nr 6.

Czesto$¢ wystepowania czynnikéw ryzyka ZChZZ w badanej grupie
pacjentow

Sredni wiek wystgpienia pierwszego epizodu zakrzepowo-zatorowego w
grupie pacjentow z wrodzong trombofilia i1 brakiem wrodzonych
czynnikéw ryzyka ZChZZ i APS (ZChZZ —zylna choroba zakrzepowo-
zatorowa)

Sredni wiek wystapienia pierwszego epizodu zakrzepowo-zatorowego w
grupie chorych z APS oraz w grupie pacjentow ze wspotistnieniem
wrodzonej trombofilii z APS (APS — zesp6t antyfosfolipidowy)

Rozktad procentowy ocenianych grup chorych z dodatnim wynikiem
badania w kierunku wrodzonej trombofilii w populacji badanej (FlI
G20210A — polimorfizm genu protrombiny, FVL G1691A — mutacja
Leiden G1691A genu czynnika V, PS- biatko S, PC- biatko C, AT —
antytrombina, FVIII — czynnik VIII)

Rozktad procentowy poszczegdlnych grup chorych, u ktéorych wykryto
ztozong wrodzong trombofili¢ (AT — antytrombina, PC —biatko C, PS-
biatko S, FVL G1691A - mutacja Leiden G1691A genu czynnika V, FlI
G20210A genu protrombiny — polimorfizm G20210A genu protrombiny)
Czestos¢ wystepowania wrodzonej trombofilii w grupach pacjentow z

pierwszg zakrzepica w wieku <45 roku zycia 1 > 45 roku zycia
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Wykres nr 7. Czestos¢ wystepowania polimorfizmu G20210A genu protrombiny w
grupach wiekowych< 45rz. i > 45 rz. w badanej populacji (GG-genotyp
prawidlowy, GA-genotyp nieprawidlowy

Wykres nr 8. Czestos¢ wystepowania wrodzonej ztozonej trombofilii w grupach

wiekowych < 45rz. 1 > 45 roku zycia w badanej populacji pacjentow
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VIl ANEKS

Srednie wartosci oznaczen czynnikow ryzyka ZChZZ wykonywanych podczas

realizacji tematu niniejszej pracy

Tabelanr22. Sredni czas protrombinowy, INR i érednie stezenie D-dimeru w badanej
populacji pacjentéw

Wynik testu
Test przesiewowy
x *SD
Czas protrombinowy
(sekundy) 14,3+3,0
INR 1,0+£0,19
Stezenie D-dimeru (ng/ml) 337 + 135

Tabela nr 23. Srednia aktywnos¢ antytrombiny w badanej populacji pacjentéw

Aktywnosc¢ antytrombiny (%)

Klasyfikacja
x *SD
obnizona 54,1+12,3
w zakresie referencyjnym 114,3 + 23,8

Tabelanr24. Srednia aktywnos¢ biatka C w badanej populacji pacjentéw

Aktywnosc biatka C (%)

Klasyfikacja
x *SD
.s 49,2 +17,8
obnizona
104,5+22,4

w zakresie referencyjnym

79



Tabela nr 25. Srednie stezenie wolnego biatka S w badanej populacji pacjentéw

Aktywnos¢ biatka S (%)

Klasyfikacja
x *SD
obnizone 425+54
w zakresie referencyjnym 88,3 +34,2

Tabelanr 26. Srednia warto$¢ wspétczynnika APCr w badanej populacji pacjentéw

wspotczynnik APCr

Klasyfikacja
x*SD
obnizony 1,68 £0,23
w zakresie referencyjnym 2,9+0,80

APCr — opornos¢ na aktywne biatko C

Tabela nr27. Srednia aktywnos¢ czynnika VIIl w badanej populacji pacjentéw

Aktywnosc czynnika VIII

Klasyfikacja
x *SD
podwyiszona 184,0 + 28,5
w zakresie referencyjnym 97,5 + 23,2
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Tabelanr 28. Srednie stezenie ACA w klasie IgG w badanej populacji pacjentéw

Stezenie ACA w klasie IgG (GPL)

Klasyfikacja
x *SD
podwyiszone 21,3+9,2
w zakresie referencyjnym 5,4+4,5

ACA — przeciwciata antykardiolipinowe, GPL — jednostki stezenia przeciwciat w klasie G

Tabelanr29. Srednie stezenie ACA w klasie IgM w badanej populacji pacjentéw

Stezenie ACA w klasie IgM (MPL)

Klasyfikacja
x*SD
podwyziszone 15,3+1,3
w zakresie referencyjnym 3,8+2,4

ACA — przeciwciata antykardiolipinowe, MPL — jednostki stezenia przeciwciat w klasie M

Tabela nr 30. Srednie stezenie przeciwciat anty B, GPI w klasie IgGw badanej populacji
pacjentéw

Stezenie przeciwciat anty-B, GPl w klasie IgG (GU)

Klasyfikacja
x *SD
Podwyiszone 283+7,4
w zakresie referencyjnym 7,2+2,2

8, GPI - 8, glikoproteina I, GU —jednostki stezenia przeciwciat w klasie G
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Tabelanr31. Srednia warto$¢ wspétczynnika LA;/LA, w badanej grupie pacjentéw

Wspétczynnik LA, /LA,

Klasyfikacja
x *SD
1,56 £ 0,22
Podwyiszony
w zakresie referencyjnym 1,09 +£0,18

LA — antykoagulant toczniowy

Tabela nr32. Srednia warto$¢ aPTT w badanej grupie pacjentéw

aPTT (s)
Klasyfikacja
x*SD
Przedtuzony 435+7,5
w zakresie referencyjnym 32,3t34

aPTT — czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji

Tabelanr33  Srednia warto$¢ aPTT z Actinem w badanej grupie pacjentéw

aPTT z Actinem (s)

Klasyfikacja
x£SD
+
Przedtuzony 45,8+7,8
31,3+3,6

w zakresie referencyjnym

aPTT z Actinem — czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji uzyskany z zastosowaniem
odczynnika wrazliwego na antykoagulant toczniowy
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IXSTRESZCZENIE

Wstep

Zylna choroba zakrzepowo-zatorowa (ZChZZ) w populacji ogdlnej wystepuje
z czestoscig 1-3 przypadkéw /1000/rok. Glownymi czynnikami ryzyka zakrzepicy
zylnej sa: wiek> 45 rz., zabieg operacyjny, uraz, unieruchomienie, hospitalizacja, cigza,
potog, stosowanie lekow hormonalnych, otylo$¢ oraz wrodzone i nabyte zaburzenia
prowadzace do nadkrzepliwosci. Trombofilia wrodzona (mutacja Leiden G1691A genu
czynnika V (FVL G1691A), opornos¢ na aktywne biatko C, polimorfizm G20210A
genu protrombiny, obnizenie aktywnos$ci/lub stezenia naturalnych  biatek
antykoagulacyjnych: biatka C (PC), wolnego biatka S (PS), antytrombiny (AT)) oraz
nabyta (zesp6t antyfosfolipidowy - APS) s3 uznanymi czynnikami ryzyka ZChZZ.
Wiele prac sugeruje, ze wrodzona trombofilia ma znaczenie w rozwoju powiktan
zakrzepowych szczegdlnie w grupie mtodszych pacjentow.
Cel pracy

Celem niniejszej pracy byto przedstawienie czesto$ci wystepowania wrodzonej
trombofilii i APS w badanej grupie chorych, w szczegolnosci ich wplywu na wiek
pierwszej manifestacji klinicznej ZChZZ. Ponadto oceniano takze wptyw wspdlistnienia
2 1 wiecej czynnikow wrodzonych lub wrodzonych i APS na wiek wystgpienia
pierwszego epizodu ZChZZ oraz badano czesto$¢ wystepowania wrodzonej trombofilii
w grupach wiekowych <i>45 rz.
Materiat i metody

Badaniami obje¢to grupe 136 chorych (54% stanowity kobiety), mediana wieku
wystapienia pierwszego epizodu ZChZZ wynosita 38 lat. Wykonano nastepujace
oznaczenia: aktywno$¢ biatka C, stezenie antygenu wolnego PS, aktywnos$¢ AT,
badanie obecnosci APCr, aktywnos$¢ czynnika VIII, badanie obecnosci wariantu
G1691A genu czynnika V (mutacji Leiden) i G20210A genu protrombiny; obecno$é
APS wykrywano zgodnie z zaleceniami SSC/ISTH.
Wyniki
U 61/136 (45%) pacjentow wykryto co najmniej jeden rodzaj wrodzonej trombofilii.
Czestos¢ wystepowania poszczegdlnych czynnikow wrodzonej trombofilii  byla
nastgpujaca: Obnizenie aktywnosci PC — 10%, obnizenie aktywnosci AT - 10%,
obnizenie stezenia wolnego PS — 8%, APCr — 23%, mutacja Leiden G1691A — 23%,
polimorfizm G20210A genu protrombiny — 6%. Zwigkszong aktywno$¢ czynnika VIII
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stwierdzono u 23% pacjentéw. Wrodzong trombofili¢ ztozong wykryto u 13,1% (8/61)
populacji badanej; defekty ztozone zwigzane z obnizeniem aktywnosci AT i PC, oraz
obnizeniem stezenia wolnego PS - wykazano 8,2% (5/61) oséb, natomiast ztozone
wrodzone defekty genetyczne (FVL G1691A i FIl G20210A) u 4,9% (3/61). Obnizona
aktywno$¢ antytrombiny okazala si¢ by¢ czynnikiem zwigzanym z 5,9-krotnie wyzszym
ryzykiem niepowodzen cigzy (95% CI 1,07-32,56) w poréwnaniu z kobietami, u
ktorych aktywnos¢ antytrombiny pozostawata w granicach wartos$ci referencyjnych.

Sredni wiek wystapienia zakrzepicy wéréd pacjentdéw z izolowana wrodzona
trombofilia (53/136) byl istotnie statystycznie nizszy w porOwnaniu z osobami, u
ktorych nie wykryto APS ani wrodzonych czynnikéw ryzyka ZChZZ (44/136),
(36,7£12,3 lat vs 43,1+11,8 lat; p=0,0097). Czgstos¢ wystgpowania wrodzonej
trombofilii byta wyzsza w grupie pacjentdw, u ktérych pierwszy epizod wystapil przed
45 rz w porownaniu z grupg osob starszych: 57% (47/83) vs 21% (11/53); p<0,0001.
Kiedy poréwnywano grup¢ pacjentow z izolowanym defektem hemostazy (53/136) z
grupg osob ze ztozona wrodzong trombofilig (8/136) zauwazono, ze S$redni wiek
wystapienia epizodu ZChZZ byl nizszy w grupie chorych ze ztozong wrodzong
trombofilia w pordwnaniu z pacjentami, u ktorych wykryto izolowany wrodzony defekt
hemostazy (27,4 £ 8,5 lat vs 36,9 £12,1 lat; p=0,0348). Co wigcej u wszystkich
pacjentéw, u ktorych wykryto wrodzong ztoZong trombofilie, pierwszy epizod ZChZZ
wystapit przed 45 rz. (p=0,0113). Zespot antyfosfolipidowy stwierdzono u 15%
pacjentow (20/136). Wsrod pacjentow, u ktorych APS wspotistniat z wrodzong
trombofilia pierwszy epizod ZChZZ wystapil o 14,5 lat wczesniej w pordwnaniu z
grupa, w ktorej jedynym czynnikiem ryzyka ZChZZ byt APS (29,6 +14,7 lat vs 44,1
+13,6 lat; p=0,0476). Liczba epizodow zakrzepowo-zatorowych byta wprost
proporcjonalna do wspotczynnika LA;/LA,.

Whioski

1. Obecnos¢ wrodzonej trombofilii stwierdzono u 45% chorych po przebytym
epizodzie zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej, przy czym najczgécie]
obserwowano obecno$¢ mutacji Leiden G1691A genu czynnika V.

2. Wrodzong trombofilie wykrywano z wigksza czestoScia wsrdd pacjentow, u

ktorych pierwszy epizod zakrzepowo-zatorowy wystapit przed 45 rokiem zycia.
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Obnizona aktywnos$¢ antytrombiny byta jedynym sposrdéd wrodzonych czynnikow
ryzyka ZChZZ, ktéry istotnie statystycznie wpltywal na zwickszenie ryzyka
nawrotu ZChZZ, a takze na wzrost ryzyka niepowodzen ciazy u kobiet.

Obecnoéé antykoagulantu toczniowego byla zwiazana z ryzykiem nawrotu ZChZZ.
Trombofilia ztozona, zwigzana ze wspotistnieniem wrodzonych czynnikow ryzyka
zylnej  choroby  zakrzepowo-zatorowej oraz  wspotistnieniem  zespotu
antyfosfolipidowego z wrodzong trombofilig, wigze si¢ z wystgpieniem pierwszego

epizodu zakrzepowo-zatorowego w mtodszym wieku.
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X SUMMARY

Background

Venous thromboembolism (VTE) occurs at an annual incidence of about 1-3
per 1000 in general population. The major risk factors for venous thrombosis include:
age over 45 years, surgery, trauma, immobility, hospitalization, pregnancy, puerperium
and hormone use, obesity and inherited or acquired disorders leading to
hypercoagulation. Among the well-established risk factors for venous
thromboembolism is inherited thrombophilia, including: factor V Leiden G1691A
mutation, the activated protein C resistance (APCr), prothrombin G20210A
polymorphism, deficiencies of natural anticoagulants: protein C (PC), protein S (PS),
antithrombin (AT); and antiphospholipid syndrome (APS). It has been proposed that
hereditary thrombophilia may substantially contribute to the development of VTE in

young patients.

Obijectives

The aim of this study was to analyse the prevalence of inherited thrombophilia
and antiphospholipid syndrome in the study group with special regard to the age of first
VTE manifestation, and also to evaluate the relationship between coexistence of 2 or
more inherited or inherited risk factor with APS and their influence on the age of first
manifestation of VTE. Furthermore, the prevalence of inherited thrombophilia among
patients with first VTE manifestation at the age of less than 45 and over 45 was

estimated.

Material and methods

The study group consisted of 136 patients (54% female) with a median age 38
years at the time of their first VTE. Screening for thrombophilia included testing for the
factor V Leiden G1691A mutation, the prothrombin G20210A polymorphism, the
APCr, the free PS antigen, activities of AT, PC, factor VIII, and the presence of
antiphospholipid antibodies (APA). APA was determined according to the international
criteria of the SSC/ISTH.
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Results

At least one thrombophilic disorder was identified in 61/136 (45%) of the
patients. Of there, 10% had PC deficiency, 8% free PS deficiency and 10% AT
deficiency, 23% had FVL G1691A mutation and/or APCr, 6% had FII G20210A
polymorphism, and 23% elevated factor VIl activity. AT deficiency was a risk factor
for pregnancy failure when compared to women with normal antithrombin activity (OR
5.9; 95% CI 1.07-32.56). Coinheritance of more than one thrombophilic defect was
found in 13,1% (8/61) of the patients (inhibitors deficiency: AT, PC, PS — 8,2% (5/61);
while complex genetic defects (FVL G1691A and FIl G20210A) coexistence was found
in 4,9% (3/61).

The mean age of VTE manifestation was lower in patients with inherited
thrombotic defects (58/136) when compared to those who had neither APS nor inherited
risk factors for VTE (44/136) (36.7 = 12.3 years vs 43.1 £ 11.8 years, p=0.0097). The
rate of detecting hereditary thrombophilia was dependent on age. The differences were
highly significant when comparing patients younger than 45 years with those older than
45 years: 57% (47/83) vs 21% (11/53); p<0.0001. When compared to patients with one
thrombophilic defect (53/136), VTE occurred prematurely in the patients suffering from
combined thrombophilia (8/136): 36.9 + 12.1 years vs 27.4 + 8.5 years; p=0.0348.
Moreover, in all those patients VTE occurred earlier than 45 years (p=0.0113). APS was
diagnosed in 15% of the patients (20/136). The first VTE occurred 14,5 years earlier
among patients with coexistence of APS and factor V Leiden G1691A mutation
compared to those with APS alone (29.6 £14.7 years vs 44.1 £13.6 years, p=0.0476).
Number of venous thromboembolic episodes was proportional to LA/LAZ2 ratio (r=0,25,
p=0,0276).

Conclusions

1. Inherited thrombophilia was present in 45% of patients after venous
thromboembolic episode

2. The rate of detecting hereditary thrombophilia was higher among patients with first
VTE manifestation below 45 year.

3. Antithrombin deficiency was the were risk factor for VTE recurrence and
pregnancy failure in women.

4. Lupus anticoagulant was the risk factor for VTE recurrence.
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5. The coexistence of inherited or inherited and risk factor and APS decreases the age
of first manifestation of VTE.
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