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1. Wprowadzenie

1.1. Rola ukladu hemostazy

Uktad hemostazy jest odpowiedzialny za utrzymanie integralnosci uktadu krazenia, a proces
krzepnigcia krwi jest odpowiedzia na uszkodzenie naczynia. Sprawne funkcjonowanie uktadu
hemostazy mozliwe jest dzigki wspétdziataniu czynnikéw humoralnych i komérkowych. W
przypadku uszkodzenia $ciany naczynia, poprzez odslonigcie czynnika tkankowego (TF) i
kolagenu, dochodzi do natychmiastowej aktywacji swoistych biatek osocza i ptytek krwi,
prowadzacych do wytworzenia zakrzepu, ktéry zapobiega dalszej utracie krwi. W uktadzie
krazenia w warunkach fizjologicznych istnieje stata rtéwnowaga pomigdzy krzepnigciem krwi

a procesem fibrynolizy, czyli dezintegracji zakrzepu.

1.2. Zylna choroba zakrzepowo — zatorowa i jej powiklania

Zylna choroba zakrzepowo-zatorowa (ZChZZ), czyli zakrzepica zyt glebokich i jej czeste
powiklanie — zatorowo$¢ plucna wystgpuje u okoto 1-2/1000 oséb rocznie, a liczba
zachorowan wzrasta w wiekiem [1,2]. W poczatkowym stadium zakrzepica zyl giebokich
czgsto zajmuje zyly goleni (zyly piszczelowe, zyly strzatkowe) i/lub zatoki zylne mig$nia
ptaszczkowatego (Rys.1). Na tym etapie nazywana jest zakrzepica dystalna, najczesciej jest
bezobjawowa 1 w wigkszosci przypadkéw ustgpuje samoistnie [3]. Rozpuszczanie zakrzepu
zachodzi dzigki wlasnej aktywnos$ci fibrynolitycznej, silniejszej niz aktywno$¢ czynnikéw
prozakrzepowych. Zakrzepica dystalna stanowi 10-20% przypadkéw objawowej zakrzepicy
zyt glebokich i rzadko (w 20-30% przypadkéw) wiaze si¢ z zatorowoscia ptucna. W 25%
przypadkow nieleczona zakrzepica goleni ulega progresji i w ciagu okoto 7 dni obejmuje zyty
proksymalne tj. zyl¢ podkolanowa, zyl¢ udowa powierzchowna i wspdlna, zyly biodrowe, a
nawet zyle gtéwna dolna [4]. Zakrzepica proksymalna jest zwykle objawowa i stwarza duze
(ok. 50%) ryzyko zatorowosci ptucnej. Wsréd pacjentdw z objawami zakrzepicy zyt
glebokich konczyn dolnych (obrzgk podudzia lub catej konczyny, bolesnos¢ uciskowa,
ocieplenie konczyny, poszerzenie zyt powierzchownych), az u 80% wystepuje zakrzepica

proksymalna.
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Rysunek 1. Anatomia uktadu zylnego konczyny dolnej. Linia przerywana oznaczono wigzadto pachwinowe. Na
podstawie: Ho WK, Deep vein thrombosis - risks and diagnosis. Aust Fam Physician. 2010,39:468-74,

zmodyfikowane.

Najgrozniejszym powiktaniem ZChZZ jest zatorowo$¢ ptucna, czyli zamkniecie lub zwezenie
tetnicy ptucnej lub jej odgalezienia przez materiat zatorowy (najczesciej zakrzep). Wobec
braku swoistych objawOw rozpoznanie zatorowosci ptucnej ustala si¢ na podstawie
klinicznego prawdopodobiefistwa oraz wykonaniu badan obrazowych. Smiertelno$é w
przypadku nieleczonej (nierozpoznanej) zatorowosci ptucnej wynosi 30% [5]. Zator tetnicy
ptucnej jako powiklanie zakrzepicy zyt gigbokich wystepuje zwykle po 3-7 dniach, a w 10%
przypadkéw konczy si¢ zgonem w ciagu 1 godziny. Aktualna klasyfikacja zatorowosci
plucnej opiera si¢ na indywidualnie oszacowanym ryzyku wczesnego zgonu ($Smiertelnos¢ 30-
dniowa), ktére zalezy od wystgpowania wstrzasu lub hipotensji, cech dysfunkcji prawej

komory i wskaznikéw uszkodzenia mig$nia sercowego. Na tej podstawie wyrdznia si¢



zatorowos$¢ ptucna wysokiego ($Smiertelnos¢ >15%) oraz niewysokiego (Smiertelno$¢ <15%)
ryzyka zgonu, co determinuje dalsze postgpowanie terapeutyczne [5].

Podstawowe znaczenie w leczeniu ZChZZ ma niezwloczne wdroZenie antykoagulacji za
pomoca heparyny niefrakcjonowanej, drobnoczasteczkowej lub fondaparynuksu, z weczesnym
podaniem doustnych antagonistéw witaminy K (VKA) w celu uzyskania terapeutycznej
warto$ci (zakres 2,0 — 3,0) migdzynarodowego wspdtczynnika znormalizowanego (INR). W
przypadku braku przeciwwskazan leczenie trombolityczne zaleca si¢ w zatorowos$ci ptucnej
wysokiego ryzyka zgonu oraz u wybranych pacjentéw z rozlegla $wieza zakrzepica
proksymalnych zyt glgbokich kofczyn dolnych (np. zyt biodrowo-udowych) i objawami od
<14 dni [6]. Inne metody lecznicze to embolektomia ptucna, umieszczenie filtru w zyle
gléwnej dolnej i trombektomia zylna. Embolektomi¢ ptlucng lub trombektomi¢ zylna
wykonuje si¢ w przypadku potwierdzonej zatorowosci plucnej wysokiego ryzyka przy
wspolistnieniu przeciwwskazan lub niepowodzeniu leczenia fibrynolitycznego, filtry w zyle
gléwnej dolnej umieszcza si¢ natomiast w razie przeciwwskazan do leczenia
przeciwzakrzepowego i duzego ryzyka nawrotu zatorowos$ci ptucne;j.

Chorzy z zakrzepica zyt glebokich (zaréwno proksymalnag jak i dystalna) lub z zatorowoscia
ptucng wymagaja dlugotrwatej wtornej profilaktyki z uzyciem lekéw przeciwkrzepliwych
(najczesciej VKA), z uwagi na duze ryzyko powigkszenia si¢ zakrzepu, nawrotu zakrzepicy
lub ponownego zatoru. Wedtug zalecen American College of Chest Physicians z 2008 roku i
opartych na nich polskich zaleceniach z 2009 roku [6] zaleca si¢ podawanie VKA przez min.
3 miesiace po pierwszym epizodzie ZChZZ, a nawet bezterminowo u chorych z samoistna
zakrzepica proksymalna i/lub zatorowoscia plucna. U pacjentéw z >2 epizodami ZChZZ
wskazane jest przewlekte stosowanie VKA. Po zakonczeniu antykoagulacji ryzyko nawrotu
ZChZZ po pierwszym epizodzie samoistnej zakrzepicy zyt glebokich wynosi w ciagu 2, 5i 8
lat obserwacji odpowiednio 18%, 25% i 30%, jednak w obecno$ci nowotworu zto§liwego lub
niektérych postaci trombofilii ryzyko nawrotu ZChZZ jest znacznie wigksze. Jezeli przyczyna
zakrzepicy zyt glebokich byl przejsciowy czynnik ryzyka (np. ciaza, unieruchomienie) ryzyko
nawrotu ZChZZ w ciagu 1 i 2 roku po wstrzymaniu antykoagulacji jest mniejsze i wynosi
odpowiednio 3,3% i 6,6% [7]. Obecnos¢ rezydualnej skrzepliny w zytach giebokich konczyn
dolnych i zwigkszone stezenie dimeru D w osoczu po przerwaniu antykoagulacji wiaza si¢ ze
zwigkszonym ryzykiem nawrotu ZChZZ [6].

Odleglte powiktania ZChZZ to zespét pozakrzepowy i zakrzepowo-zatorowe nadci$nienie
plucne. Zesp6t pozakrzepowy powstaje jako konsekwencja uszkodzenia S$ciany naczyn

zylnych konczyn dolnych i ich zastawek przez zakrzepic¢ co powoduje nieprawidtowe



cofanie si¢ krwi zylnej oraz nadci$nienie zylne w konczynach dolnych. Zastdj krwi zylnej i
miejscowa aktywacja odpowiedzi zapalnej odpowiedzialne sa za wystapienie najczgstszych
objawow tj. obrzgk, uczucie bdlu i cigzko$ci konczyn dolnych, zmiany skérne (wyprysk,
przebarwienia, lipodermatosclerosis, owrzodzenia). Szacuje si¢, ze w ciagu 5 lat od epizodu
objawowej zakrzepicy zyl glebokich koficzyn dolnych zespét pozakrzepowy rozwija sig u
28% 0sob [8].

Zakrzepowo-zatorowe nadcisnienie ptucne to rzadkie powiklanie ostrej zatorowosci ptucne;j,
obserwowane w ok. 4% przypadkow, kiedy to pomimo wtasciwego leczenia
przeciwzakrzepowego skrzepliny w tozysku plucnym nie rozpuszczaja sig, a ulegaja powolnej
organizacji i widknieniu. Od epizodu zatorowosci plucnej do czasu rozwinigcia si¢ objawdw
nadci$nienia ptucnego uptywa od kilku do kilkunastu lat. Stopniowa progresja choroby zalezy
od kolejnych epizodéw nawracajacej zatorowosci plucnej lub miejscowego wykrzepiania.
Dodatkowo w naczyniach, ktére pozostaly drozne i przyjmuja zwigkszona objgtos¢ krwi pod
zwigkszonym ci$nieniem dochodzi do dysfunkcji wydzielniczej $rédbtonka naczyniowego
(zmniejszenie wydzielania prostacykliny i tlenku azotu przy nadmiernej produkcji endoteliny)
prowadzacej do proliferacji wszystkich warstw $ciany drobnych tetniczek ptucnych i
wytworzenia tzw. zmian splotowatych [9] .

Wystapienie powiktan ZChZZ wiaze sie z duza chorobowoscia i kosztami opieki medyczne;j.
Prawidlowa profilaktyka ZChZZ jest uznawana za najwazniejsza interwencje zwiekszajaca
bezpieczenstwo chorych, pozwalajaca nie tylko unikna¢ niekorzystnych stanéw zdrowotnych,

ale i zmniejszy¢ og6lny koszt opieki [6].

1.2.1. Czynniki ryzyka ZChZZ

Klasycznie przyczyn zakrzepicy upatruje si¢ w zaktoceniu rownowagi migdzy 3 sktadnikami -
tzw. triada Virchowa - zwolnienie przeptywu krwi, przewaga czynnikow prozakrzepowych,
uszkodzenie $ciany naczynia. Znane czynniki ryzyka zakrzepicy wptywaja zwykle na > 2 ww.
elementy. Ocenia sig, ze blisko 60% przypadkéw ZChZZ indukowanych jest przemijajacymi
czynnikami ryzyka (unieruchomienie, uraz, operacja, cigza i potdg, stosowanie doustnych

srodkéw hormonalnych) (Tabela 1).



Tabela 1. Kliniczne czynniki ryzyka zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej [10]

Czynniki silne (iloraz szans >10)

ztamania miednicy, blizszego odcinka

kosci udowej i innych kosci dtugich

konczyn dolnych
aloplastyka  stawu  biodrowego/
kolanowego

zabieg chirurgiczny u chorego na
nowotwor ztosliwy
uraz wielonarzadowy

ostre uszkodzenie rdzenia krggowego

Czynniki umiarkowane (iloraz szans 2-9)

artroskopia

doustne $rodki hormonalne
ciaza i polég

udar mézgu

przebyta ZChZZ

Czynniki stabe (iloraz szans <2)

unieruchomienie
otytos¢

zaawansowany wiek

ZChZZ - zylna choroba zakrzepowo-zatorowa

ZChZZ niezwiazana z przemijajacymi czynnikami ryzyka okre$la sie¢ mianem samoistnej lub

idiopatycznej. U ok. 25% pacjentéw z samoistna ZChZZ stwierdza sie genetyczne

predyspozycje do tworzenia zakrzepu, czyli tzw. trombofilie wrodzona [11-13]. Najczgstsza

przyczyna trombofilii wrodzonej u oséb rasy biatej jest czynnik V Leiden (Tabela 2). U oséb

obciazonych najczgstszymi typami trombofilii wrodzonych zakrzepica zylna rozwija sig

zwykle przy jednoczesnej obecnos$ci nabytego czynnika (np. ciaza, uraz, nowotwor ztosliwy).

Ryzyko zakrzepicy zwiazanej z trombofilia wrodzong znacznie ro$nie z wiekiem.
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Tabela 2. Najczgstsze trombofilie wrodzone

Czestos$¢ wystepowania (%)

aktywnosc¢ cz. VIII *

Wzrost ryzyka
) N ' chorzy z ZChZZ rozwoju zakrzepicy
Rodzaj trombofilii populacja ogdlna 7yInej u heterozygot
czynnik V Leiden 5 20 4-8x
wariant 20210A
: 3 7 2-5x
genu protrombiny
heterozygotyczny
0.3 4 6-8x
niedobdr biatka C
heterozygotyczny
0.1-0.2 2 5-10x
niedoboér biatka S
heterozygotyczn
o 0,02-0,1 2 10-20x
niedobdér AT
zwiekszona
11 20 5

ZChZZ — zylna choroba zakrzepowo-zatorowa, AT — antytrombina

* - zwigkszona aktywno$¢ cz.VIII zalezy takze od czynnikéw nabytych (np. stanu zapalnego)
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1.2.2. Powstawanie zakrzepu w fozysku zylnym

Patogeneza ZChZZ nie jest dokladnie poznana. Poczatku zakrzepicy zylnej upatruje sie¢ w
zatokach zylnych, gdzie w warunkach zwolnionego przeptywu krwi dochodzi do
zmniejszenia pH i odstonigcia TF inicjujacego kaskadg krzepnigcia, w przebiegu ktorej
generowana jest trombina, a nastgpnie tworzony jest zakrzep fibrynowy [14]. W powstawaniu
zakrzepu biorg takze udziat komoérki §rédbtonka i aktywowane ptytki krwi, jednak w tozysku
zylnym, czyli w $rodowisku zwolnionego przepltywu krwi i dzialania matych sit $cinajacych,
decydujace znaczenie ma generacja trombiny na drodze zaleznej od TF.

W warunkach fizjologicznych TF (glikoproteina o masie czasteczkowej 47 kDa) nie
wystepuje na powierzchni $rédblonka, ale znajduje si¢ w glebszych warstwach S$ciany
naczynia takich jak komérki migéni gladkich, pericyty i fibroblasty [15].

W ostatnich latach wykazano obecno$¢ TF o tzw. ukrytej (ang. encrypted) aktywnosci na
powierzchni btony komoérkowej monocytow [16] prezentujacych antygen CD14 [17] oraz
krazacych mikroczastek [18,19]. Ukrywanie aktywnosci prozakrzepowej TF polega na jego
posttranslacyjnej modyfikacji, ktérej efektem jest prezentowanie TF w postaci homodimeréw
zachowujacych zdolno$¢ wigzania czynnika (f) VII/VIIa, jednak powstalty kompleks
wykazuje znikoma aktywnos¢ prozakrzepowa [20]. Odkrywanie aktywnosci TF zwiazane jest
z wytworzeniem wigzania dwusiarczkowego migdzy resztami tiolowymi cysteiny w pozycji
186 1 209 w domenie pozakomdrkowej TF [21], ktdre jest katalizowane przez izomerazg
dwusiarczkowa uwalniana przez aktywowane komorki $rédbtonka i plytki krwi [22].
Oddziatywanie migdzy przestrzennie oddalonymi aminokwasami w czasteczce biatka
nazywane jest oddzialywaniem allosterycznym i prowadzi do zmian konformacyjnych
struktury TF. Powstalty w ten sposéb TF o tzw. odslonigtej (ang.: decrypted) aktywnosci,
tworzac kompleks z fVIIa, nabywa zdolno$ci do wiazania i aktywacji X [21,22].

Proces odkrywania i ukrywania TF jest dodatkowo regulowany st¢zeniem jonéw wapnia w
cytoplazmie oraz sktadem fosfolipidéw budujacych zewngtrzna warstwe btony komérkowe;.
Pobudzenie komoérki i naptyw jonéw wapnia z siateczki srédplazmatycznej do cytoplazmy
powoduje zwigkszenie st¢zenia fosfatydyloseryny w btonie komodrkowej, co wspomaga

proces odslonigcia aktywnosci prozakrzepowej TF [16].
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1.2.3. Proces generacji trombiny i jej dzialanie

Generacja trombiny jest procesem dynamicznym, w ktérym mozna wyrdzni¢ faz¢ inicjaciji,
propagacji 1 wygaszenia [23]. W fazie inicjacji TF, jako kofaktor przy$piesza autoaktywacj¢
fVII do fVIla [24], a powstaly w ten spos6b kompleks tenzay zewnatrzpochodnej (TF-fVIla)
aktywuje niewielkie ilosci czynnika IX i X [25,26]. Czynnik Xa po polaczeniu z fVa i
protrombing tworzy kompleks protrombinazy inicjujacy powstawanie trombiny. Niewielka
ilo$¢ wyprodukowanej poczatkowo trombiny jest niezbedna do aktywacji fVIII do fVIIIa [27]
i ostatecznie kompleks fVIIIa/fIXa (tenza wewnatrzpochodna) staje si¢ zrédtem istotnych
ilosci fXa. W fazie propagacji krzepnigcia tenaza wewnatrzpochodna staje si¢ znacznie
bardziej wydajna niz tenaza zewnatrzpochodna [28] i odpowiada za >90% generowanej
trombiny. W fazie wygaszenia ilo$¢ generowanej trombiny osiaga plateau.

Generacja trombiny moze zosta¢ zainicjowana na drodze wewnatrzpochodnej, w ktdrej £XII,
ulega aktywacji w wyniku kontaktu z ujemnie natadowanymi powierzchniami tj. kolagenem,
kwasem rybonukleinowym, polifosforanami pochodzenia ptytkowego, prekallikreina, fIXa i
fXIa. Rola szlaku wewnatrzpochodnego w procesie krzepnigcia krwi in vivo jest znikoma
[29].

Kompleks protrombinazy skladajacy si¢ z fXa, fVa oraz protrombiny spoczywajacych na
fosfolipidach btony komodrkowej zaktywowanej plytki rozszczepia fancuch protrombiny przy
Arg 320, nastgpnie w wyniku samostrawienia przy Arg 284 powstaja 2 stabilne tancuchy A i
B aktywnej a-trombiny. W krwi wykrywa si¢ takze meizotrombing powstajaca z protrombiny
po hydrolizie przy Arg 320. Autoaktywacja trombiny prowadzi do odszczepienia fragmentu 1
i fragmentu 2 protrombiny (F1, F2). Aktywna trombina nie wystgpuje w postaci wolnej, lecz
krazy w potaczeniu z F1 oraz dimerem F1+2. Niewielka pozostata czg¢§¢ trombiny ulega
zwigzaniu przez jej gléwny inhibitor — antytrombing (AT) - tworzac kompleks trombina-
antytrombina (TAT). Dzigki proteolitycznemu dziataniu trombiny na fibrynogen powstaje
fibryna — gldwne biatko zakrzepu. Trombina aktywuje takze fXI, kluczowe kofaktory
krzepnigcia (fV i fVIII) oraz - w kompleksie z trombomoduling — biatko C.
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1.2.4. Uklad bialka C

W warunkach fizjologicznych uklad biatka C jest naturalnym inhibitorem proteaz, ktory
hamuje powstawanie i aktywno$¢ o trombiny. W jego sklad wchodza: biatko C, S
trombomodulina (TM) oraz $rédbtonkowy receptor biatka C (EPCR, endothelial cell protein
C receptor) [30]. Biatko C po konwersji przez o trombing do tzw. aktywowanego biatka C
(APC) inaktywuje fVa i fVIIla. Biatko S jest kofaktorem APC, eliminuje takze ochronne
dzialanie fXa wobec fVa oraz - na drodze niezaleznej do APC - hamuje protrombinaz¢ i
tenaz¢ wewnatrzpochodna [31]. TM jest konstytutywnym biatkiem komorek $rodbtonka
utatwiajacym aktywacje¢ biatka C przez o trombing. Aktywacja biatka C przez uktad o
trombina - trombomodulina zachodzi szczegdlnie wydajnie, gdy jest ono potaczone z
receptorem btony komoérkowej srédblonka EPCR. Powstaly kompleks APC — EPCR ma
zdolno$¢ do proteolizy receptora typu 1 aktywowanego proteaza (PAR-1, protease-activated
receptor-1), co zapobiega pobudzeniu komorek $rédblonka przez generowang trombing.
Kompleks APC — EPRC poprzez wptyw na PAR-1 wykazuje dzialanie przeciwzapalne wobec
komoérek $roédblonka poprzez pobudzenie syntazy tlenku azotu (NO) oraz hamowanie
ekspresji prozapalnego czynnika transkrypcyjnego NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) i molekut adhezyjnych [32-34].

1.2.5. Powstanie zakrzepu fibrynowego

Wytworzenie zakrzepu fibrynowego wzglednie odpornego na dzialanie czynnikéw
mechanicznych i enzymatycznych z fibrynogenu stanowi finalny produkt procesu krzepnigcia
krwi. Fibrynogen produkowany jest w watrobie jako rozpuszczalna glikoproteina o masie
czasteczkowej 340 kDa i wydzielany do uktadu krazenia tak, iz jego st¢zenie w osoczu
utrzymywane jest zwykle w przedziale 2-4 g/l. Pod wplywem stanu zapalnego osoczowe
stezenie fibrynogenu ulega zwigkszeniu [35]. Fibrynogen jest symetrycznym dimerem
zbudowanym z 3 par polipeptydowych tancuchéw: Ao, BB, y, potaczonych 29 mostkami
dwusiarczkowymi (Rys.2). Badania metoda krystalografii rentgenowskiej wykazaly, ze dwa
C-koncowe regiony (tzw. domeny D) zbudowane z tancuchéw BB, y sa oddalone od siebie,

przez co czasteczka fibrynogenu ma wydtuzony i symetryczny ksztalt. Czgs$¢ centralng (tzw.

14



domeng E) buduja natomiast dodatnio natadowane aminowe konce wszystkich szesciu

fancuchéw wraz z fibrynopeptydami A (FPA) i B (FPB) [36].

oseee fibrynopeptyd AiB

®—® mostki dwusiarczkowe

domena E

Rysunek 2. Schematyczna budowa fibrynogenu.. Na podstawie: katalogu firmy Haematologic

Technologies Inc. hittp://www.haemtech.com/Platelet_Proteins/Fibrinogen.htm, zmodyfikowane.

Wytworzenie zakrzepu fibrynowego z fibrynogenu jest wieloetapowym procesem
enzymatycznym inicjowanym proteolityczng aktywnos$cia trombiny [37]. Trombina oddziela
od N-koncowych fragmentéw fibrynogenu 4 krétkie peptydy FPA i FPB, co prowadzi do
powstania monomeru fibryny o budowie (a, B, y),. Odtaczenie FPA i FPB odstania miejsca
aktywne w domenie E (zwane odpowiednio ,,Ex” i ,,Eg”), ktére wykazuja zdolno$¢ to
przyciagania elektrostatycznego, a nastgpnie tworzenia kowalencyjnych wiazan ze
specyficznymi rejonami w domenie D (odpowiednio ,,D5” i ,,Dp”) sasiadujacych monomeréw
fibryny [38,39]. W ten spos6éb powstaja protofibryle [37,40] zbudowane z dachéwkowato
nachodzacych na siebie monomeréw fibryny, ktére przyjmuja form¢ dwuniciowa (Rys.3).
Badania krystalograficzne potwierdzily, ze oddzielenie FPA warunkujace wystapienie

oddziatywan typu ,,EA” i ,,DA” jest kluczowe dla spontanicznej polimeryzacji i przyrostu
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protofibryli na dlugos¢ [41,42]. Drugim waznym etapem jest zjawisko bocznej agregacji,
ktére decyduje o grubosci tworzacego si¢ widkna fibryny. Oddzielenie FPB i powstanie
oddziatywan typu ,,Eg” i ,,Dp” sprzyja procesowi bocznej agregacji protofibryli [43,44], cho¢
prawdopodobnie nie jest dla niego niezbedne [45]. Duze znaczenie dla wystapienia bocznej
agregacji maja interakcje C-koncowych rejonéw tancuchéw a domen D, ktére determinuja nie
tylko strukture fibryny i jej wlasciwosci fizykochemiczne, ale takze podatno$¢ na lizg [46,47].
W przypadku zaburzenia procesu bocznej agregacji powstaja skrzepy zbudowane z cienkich,

rozgatezionych widkien [43,44].

fibrynogen FPA FPB monomer
fibryny

protofibryle

Xilla 1 Ca++
€9,

polaczone kowalencyjnie protofibryle

sie¢ fibrynowa

Rysunek 3. Proces polimeryzacji fibryny. Etapy konwersji fibrynogenu do monomeréw fibryny i protofibryli (po
stronie lewej) oraz proces bocznej agregacji protofibryli z wytworzeniem widkna i sieci fibryny (po stronie
prawej). FPA - fibrynopeptyd A, FPB - fibrynopeptyd B. Na podstawie: Sjgland JA, Inflammation and Fibrin

Structure in Patients with End-Stage Renal Disease, rozprawa doktorska 2007, zmodyfikowane.
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Powstaty zakrzep zyskuje na opornosci na liz¢ dzigki powstaniu kowalencyjnych wigzan
krzyzowych tworzonych przy udziale fXIlla o aktywnoS$ci transglutaminazy [48]. fXIlla w
obecnosci jonéw Ca®* katalizuje tworzenie si¢ krzyzowych wiazan amidowych miedzy
grupami glutamylowymi 1 lizynowymi (Glu398/399-Lys406), znajdujacymi si¢ w
sasiadujacych C-koncowych fragmentach tancuchéw vy fibryny. Wolniej powstaja wiazania
krzyzowe migdzy tancuchami o, ktére sprzyjaja dalszej polimeryzacji fibryny oraz utrudniajg
dostep plazminie do rejonéw migdzy domena D i E. fXIlIla katalizuje takze powstawanie
wigzan krzyzowych migdzy fibryna a niektérymi biatkami osocza o wilasciwosciach
antyfibrynolitycznych tj. op-antyplazmina czy inhibitor fibrynolizy aktywowany przez
trombine (TAFI) [49].

Procesem wiodacym do rozpuszczenia zakrzepu fibrynowego i zachowania drozno$ci naczyn
jest fibrynoliza. Fibrynoliza zachodzi jednocze$nie z procesem tworzenia fibryny, a
ostateczny rozmiar tworzacego si¢ zakrzepu jest wypadkowa tych dwdch antagonistycznych
procesow. Podstawowy mechanizm fibrynolizy polega na stopniowej proteolizie fibryny za
posrednictwem plazminy powstajacej z plazminogenu dzigki aktywnosci tkankowego
aktywatora plazminogenu (t-PA), a w mniejszym stopniu urokinazy (u-PA). Plazminogen
produkowany jest w watrobie jako nieaktywny zymogen i krazy w osoczu w postaci Glu-
plazminogenu, ktéry na powierzchni komoérek §rodbtonka moze przeksztalci¢ si¢ w postac
bardziej reaktywna — tzw. Liz-plazminogen. t-PA produkowany jest przez komorki
srédblonka i po uwolnieniu do krwiobiegu natychmiast neutralizowany jest przez inhibitor
aktywatora plazminogenu 1 (PAI-1). Czes¢ t-PA przylacza si¢ za posrednictwem swoistych
receptoréw do powierzchni komorek srédbtonka i leukocytow, przez co unika inaktywacji
przez PAI-1. Plazminogen taczy si¢ za posrednictwem miejsc wiazacych lizyng z fibryna,
gdzie - w obecnosci t-PA — jego konwersja do plazminy zwigksza si¢ 200-400 — krotnie [50].
Plazmina jest kluczowym enzymem fibrynolizy, ktéry hydrolizuje wigzania Lys-Arg fibryny,
w wyniku czego powstaja produkty degradacji fibryny o réznej wielkosci, w tym najmniejsze

dimery D zbudowane z dwoch potaczonych wiazaniem krzyzowym domen D.

Gléwnym osoczowym inhibitorem plazminy jest ap-antyplazmina, jednak dzigki polaczeniu z
fibryna plazmina unika szybkiej inaktywacji przez krazaca w osoczu o,-antyplazming. Wyniki
ostatnich badan wskazuja, ze cze$¢ osoczowej op-antyplazminy jest wbudowywana przy

udziale fXIlla do tworzonej fibryny, co zmniejsza podatnos¢ skrzepu na lizg [51].
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Podstawowym inhibitorem t-PA jest PAI-1 uwalniany pod wplywem cytokin prozapalnych,
trombiny i endotoksyn z komoérek $rédbtonka, hepatocytéw, megakariocytéw i leukocytow
[50], a jego zwigkszona synteza przechyla rownowage hemostazy w strong zakrzepicy. W
miar¢ narastania zakrzepu znacznie zwigksza si¢ wbudowywanie wytwarzanego w nadmiarze
PAI-1 do jego struktury, co prowadzi do inhibicji t-PA, a w konsekwencji do zahamowania
endogennej lizy. PAI-2 jest inhibitorem t-PA produkowanym w gtéwnie tozysku i jego
znaczenie ro$nie w czasie cigzy. Ogniwem taczacym krzepnigcie i fibrynolize jest TAFL
TAFI hamuje fibrynoliz¢ poprzez odszczepienie od fibryny C-koncowych reszt lizyny i

argininy, co upos$ledza wiazanie si¢ plazminogenu i t-PA z fibryna i stabilizuje zakrzep [50].

Struktura przestrzenna fibryny réwniez reguluje tempo fibrynolizy. Na podstawie
doswiadczen u pacjentéw z wrodzona dysfibrynogenemia (fibrynogen Dusart) donoszono, ze
cienkie witdkna fibryny decyduja o opornosci na lize [52]. Aktualnie przewaza poglad, iz
dominujace znaczenie ma budowa przestrzenna skrzepu, jego gesto$¢ i rozmiar porow.
Wykazano, ze skrzepy o luznej strukturze, wigkszej liczbie poréw oraz grubych wiéknach sa
bardziej podatne na liz¢, poniewaz sg tatwiej penetrowane przez t-PA i plazminogen [44]. W
warunkach in vivo fibrynoliza jest procesem heterogennym, totez w obrgbie zakrzepu mozna
wyr6zni¢ zardwno obszary podlegajace szybkiej lizie jak i wzgl¢dnie oporne na lizg. Czynniki
wpltywajace na to zjawisko sa mato poznane, cho¢ pewne znaczenie moze mie¢ heterogenna
budowa sieci fibrynowej w zaleznosci od odleglosci od powierzchni komdrek
uczestniczacych w jej tworzeniu. Skrzepy o najbardziej zbitej strukturze powstaja tuz przy
powierzchni komoérek [53]. Struktura fibryny wptywa wreszcie na tempo aktywacji
plazminogenu. Najnowsze badania in vitro wskazuja, ze fibryna uzyskana w obecnosci
duzych stgzen trombiny zbudowana jest z cienkich widkien ukladajacych si¢ w sie¢ o
drobnych porach, na powierzchni ktérej proteoliza plazminogenu do plazminy katalizowana
przez t-PA zachodzi szybciej niz w obecnosci fibryny uzyskanej przy mniejszych stgzeniach
trombiny, grubszych wiéknach i wigkszych porach. Sam proces fibrynolizy jest jednak mniej

sprawny w przypadku fibryny o cienkich wtéknach i matej Srednicy poréw [54].
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1.3. Metody badania skrzepu fibrynowego

Wiasciwosci skrzepu mozna bada¢ w roztworach oczyszczonego lub rekombinowanego
fibrynogenu albo w osoczu cytrynianowym po dodaniu trombiny i/lub jonéw wapnia.
Wydaje sig, ze analizy oparte na osoczu lepiej oddaja zjawiska zachodzace in vivo, bowiem
wykorzystywany jest fibrynogen poddawany posttranslacyjnej modyfikacji oraz uwzglednia
si¢ wplyw przyltaczajacych si¢ do niego biatek i innych czastek. Wykazano, ze wtdkna fibryny
skrzepu uzyskanego z osocza cytrynianowego sa grubsze, niz widkna skrzepu utworzonego z
oczyszczonego fibrynogenu [55].

Strukturg i funkcje skrzepu fibrynowego uzyskanego in vitro mozna ocenia¢ za pomoca: (1)
wskaznika przepuszczalnosci (K), tzw. statej Darcy’ego (okreslajacej wielko$¢ poréw)
obliczanej na podstawie objg¢tosci buforu przesiakajacego przez zel fibrynowy w jednostce
czasu; (2) tzw. lag phase, czyli czasu przed rozpoczgciem bocznej agregacji protofibryli; (3)
maksymalnej absorbancji skrzepu odzwierciedlajacej srednia wielko$¢ widkna fibrynowego
oraz ilo$¢ protofibryli przypadajacych na jedno witékno fibryny [56,57]. Lag phase oraz
maksymalng absorbancj¢ wyznacza si¢ na podstawie przebiegu krzywej turbidimetryczne;.
Zmniejszenie grubo$ci widkna fibryny wiedzie zwykle do zmniejszenia finalnego zmgtnienia
skrzepu, cho¢ zmgtnienie zalezy nie tylko od grubosci wtdkna fibryny, ale takze od ggstosci
utozenia, ilosci rozgatezien czy wreszcie homogennosci rozktadu widkien fibryny [58]. W
celu oceny struktury skrzepu fibrynowego stosowana jest elektronowa mikroskopia
skaningowa (SEM)/ transmisyjna lub konfokalna, ktéra pozwala na pomiar $rednicy widkna,
wielko$ci porédw i katéw rozgatezien widkien. Istotng zaleta tych technik jest bezposrednie
obrazowanie uzyskanych skrzepéw, dzigki czemu mozliwe jest réznicowanie sieci
fibrynowych o gestym utkaniu lub luzniej strukturze. Ograniczeniem tej metody jest
analizowanie znacznie przetworzonych skrzepéw (odwodnionych i utrwalonych), jednak
wyniki SEM koreluja z wynikami uzyskiwanymi z badan przepuszczalnosci skrzepéw
nieprzetworzonych. Dane uzyskane z SEM i badan przepuszczalnosci dowodza, ze $rednica
poréw koreluje z gruboscia witdékna fibrynowego, a skrzepy o cienkich witéknach tworza
bardziej zbite struktury i o mniejszej $rednicy poréw w poréwnaniu do skrzepéw o grubszych

widknach [47].

Istnieje zalezno$¢ miedzy gruboscia widkna fibrynowego i strukturg skrzepu a efektywnos$cia

fibrynolizy: $cisle upakowane widkna, o malej ilosci poréw i licznych rozgalgzieniach sa
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bardziej oporne na lizg [59]. Do testow lizy skrzepow wykorzystywany jest rekombinowany t-
PA (rt-PA) w zakresie stgzen od wartosci bliskich stgzeniom uzyskiwanym w czasie terapii
fibrynolitycznej, do stgzen 10 — krotnie wigkszych. rt-PA dodawany jest jednocze$nie z
trombing, a jego dziatanie okresla si¢ na podstawie zmian absorbancji zelu fibrynowego w
funkcji czasu. Inng metodyke¢ reprezentujq testy, w ktérych nie dodaje si¢ egzogennej
trombiny, a reakcje krzepnigcia osocza inicjowane sa przez TF umieszczony na pecherzykach
fosfolipidowych, co wydtuza czas lizy zaleznej do rt-PA (zwykle z 50 do 100 minut) [60].
Obrazy uzyskane metoda dynamicznej mikroskopii konfokalnej potwierdzity wolniejsza lize
skrzepéw utkanych z ggsto upakowanych widkien w poréwnaniu ze skrzepami zbudowanymi
wiokien grubszych i luzno utozonych, mimo Ze liza pojedynczego grubego widkna fibryny
jest wolniejsza niz liza widkna cienkiego [44,59]. Wyniki réznych testéw fibrynolizy
skrzepéw stabo ze soba koreluja, co $swiadczy o duzej zmiennosci lizy zaleznej od danych

warunkow doswiadczalnych.

Ostateczna budowa i funkcja skrzepu fibrynowego jest wypadkowa wptywu komorek
prezentujacych TF, skladu osocza i nasilenia generacji trombiny. Komoérki obficie
prezentujace TF (fibroblasty, miocyty lub stymulowane cytokinami zapalnymi komorki
srédblonka) indukuja powstanie skrzepéw o zbitej strukturze i opornych na lizg¢. Podobny
wplyw na budowg i funkcj¢ skrzepu fibrynowego wykazuja czynniki osoczowe zmienione w
przypadku niektorych trombofilii wrodzonych (fibrynogen Dusart) lub, co zdarza si¢ znacznie
czesciej, pod wptywem czynnikéw $srodowiskowych [61]. Badania prowadzone u zdrowych
blizniakéw wykazaly, Ze nabyte czynniki $rodowiskowe mocniej niz czynniki wrodzone
determinuja zmienno$¢ parametréw fibrynowych, przykladowo wptyw czynnikéw
srodowiskowych na wspétczynnik przepuszczalnosci wynosit 61%, a czynnikow
genetycznych 39% [62]. Osoczowe stezenie fibrynogenu, bedace wypadkowa czynnikéw
srodowiskowych i wrodzonych, bylo najwazniejszym modulatorem struktury skrzepu
fibrynowego, cho¢ zmienno$¢ st¢zenia fibrynogenu odpowiada jedynie w 18% za zmienno$¢
przepuszczalnosci skrzepu [62].

Wyniki badania EUROCLOT przeprowadzonego w duzej populacji pacjentéw réwniez
potwierdzaja wigkszy udzial czynnikéw $rodowiskowych, niz genetycznych w modulowaniu

parametréw skrzepéw fibrynowych i lizy zaleznej od rt-PA [63].
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1.4. Czynniki modulujgce strukture skrzepu fibrynowego

Wsréd czynnikéw modulujacych strukture skrzepu fibrynowego wyréznia si¢ czynniki

uwarunkowane genetycznie / wrodzone oraz czynniki nabyte.

1.4.1. Czynniki genetyczne

Czynniki genetyczne umiarkowanie wplywaja na zmienno$¢ mierzalnych parametréw
struktury skrzepu [63]. Na podstawie badan blizniakow, rodzin lub pojedynczych oséb
oszacowano zalezno$¢ zmiennos$ci struktury skrzepu od czynnikéw genetycznych na <50%.
W wigkszosci przypadkéw zalezno$¢ ta wynosi ok. 10-40% [64], najwigkszy wptyw
czynnikéw wrodzonych (ok. 46%) zanotowano na warto$¢ maksymalnej absorbancji skrzepu
[65]. Wsréd czynnikéw genetycznych wplywajacych na strukture skrzepu zidentyfikowano
m. in. niektére przypadki dysfibrynogenemii (fibrynogen Dusart [52], fibrynogen Znojmo
[66], fibrynogen Krakow [67]), wariant fibrynogenu z domena y' [68,69], polimorfizm genu
fXII (Val34Leu) [49,70] oraz wariant 20210A genu protrombiny [71]. Dane na temat
wpltywu najczgstszego polimorfizmu genu tancucha B fibrynogenu na strukture skrzepu sa

sprzeczne [72,73].

1.4.2. Czynniki nabyte

Zesp6t metaboliczny - elementy wchodzace w sklad tej jednostki chorobowej

(wspotwystepowanie obwodu talii >80 cm u kobiet lub >94 cm u me¢zczyzn oraz przynajmniej
2 z nastgpujacych czynnikow: zwigkszone stezenie triglicerydow >1,7 mmol/l, zmniejszone
stezenie cholesterolu HDL <1,0 mmol/l u me¢zczyzn lub <1,3 mmol/l u kobiet, ci$nienie
tetnicze >130/85 mmHg, glikemia na czczo >5,6 mmol/l lub leczenie hiperglikemii)
niekorzystnie zmieniaja struktur¢ i funkcj¢ skrzepu. Gesto$¢ skrzepu fibrynowego oraz

oporno$¢ na liz¢ rosnie wraz z iloscia sktadowych zespotu metabolicznego [63].
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Cukrzyca - w cukrzycy typu 1 lub 2 czgsto stwierdza si¢ hiperfibrynogenemig, a skrzepy
uzyskane u pacjentéw z cukrzyca charakteryzuja si¢ mniejsza iloScig poréw, bardziej zbita
strukturg i wigksza liczba rozgalg¢zien widkien fibryny [74,75]. Wykazano ujemna korelacje
migdzy st¢zeniem hemoglobiny glikowanej a wielko$cia poréw w skrzepie fibrynowym oraz
dodatnia korelacje z ilo$cia rozgatezien widkien fibryny [75]. Zmieniona struktura skrzepu w
cukrzycy wynika z procesu glikacji i oksydacji fibrynogenu [68,76], ktére wptywaja na
polimeryzacje¢ fibryny oraz tworzenie wiazan krzyzowych katalizowane przez fXIIla [76]. W
badaniu z uzyciem skrzepéw uzyskanych z oczyszczonego osocza nie stwierdzono jednak
istotnych réznic w przepuszczalno$ci miedzy pacjentami z cukrzyca typu 2 a osobami
zdrowymi, pomimo zwigkszonego stezenia glikowanego fibrynogenu u os6b chorych [77].
WdrozZenie insulinoterapii powoduje zwigkszenie przepuszczalnosci skrzepéw nawet przy
braku poprawy kontroli glikemii [78]. Dane na temat zwiazku hiperglikemii z ostabieniem
lizy sa bardziej spdjne - stwierdzono zalezno$¢ niewyréwnanej cukrzycy z upo$ledzeniem
fibrynolizy [69,74], co moze wynika¢ z upoSledzenia zdolnoSci przylaczania sig
plazminogenu do fibryny i zmniejszenia tempa powstawania plazminy [69]. Istnieje dodatnia
korelacja miedzy stopniem glikacji biatek a opornoscia na liz¢ [40], co moze predysponowac
do powiktan zakrzepowych w uktadzie krazenia u pacjentéw z niewyréwnang cukrzyca.

Palenie tytoniu - zwigksza ryzyko incydentéw zakrzepowych m.in. poprzez zwigkszenie
stezenia fibrynogenu w osoczu. Wykazano, ze wypalenie dwéch papieroséw powoduje (w
poréwnaniu do oséb niepalacych) niekorzystne zmiany struktury skrzepéw fibrynowych,
ktére staja sig bardziej zbite i utkane z cienkich widkien fibrynowych [79], a takze oporne na
lizg [80]. Potwierdzono, ze wsrdd osob dotychczas zdrowych, palenie tytoniu >5 lat zwigzane
jest z zmniejsza o 22,2% przepuszczalnoscig i dluzszym o 35,4% czasem lizy skrzepoéw
fibrynowych [81]. Ilo§¢ wypalanych papieroséw dziennie i ilo$¢ paczkolat wykazywatly
podobne korelacje ze zmienionymi wlasciwosciami skrzepéw fibrynowych [81], ktére wydaja
si¢ zaleze¢ gtownie od wzrostu stgzenia fibrynogenu i stresu oksydacyjnego [81].
Opublikowane niedawno badanie Cayla i wsp. dowodzi, ze po 4 miesiacach od wdrozenia
ustawowego zakazu palenia tytoniu w miejscach publicznych, u 0s6b dotychczas zawodowo
narazonych na bierne palenie, wystgpuje 40-procentowe zmniejszenie sztywnosci skrzepoéw
fibrynowych, 20-procentowe zmniejszenie ich ggstosci oraz 20-procentowa poprawa
efektywnosci lizy. Korzystnym zmianom parametréw fibrynowych nie towarzyszyty zmiany

funkcji ptytek krwi ani zmniejszenie markeréw stanu zapalnego [82].
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Homocysteina (Hcy) - aminokwas bedacy produktem metabolizmu metioniny, jest zwiazana
ze zwigkszonym ryzykiem choroby wiencowej oraz zakrzepicy. Do$wiadczenia na
zwierzg¢tach wykazaty, ze hiperhomocysteinemia koreluje z tworzeniem skrzepoéw
fibrynowych zbudowanych z cienkich, ggsto upakowanych widkien, co warunkuje ich
oporno$¢ na lizg [83]. Duze ilosci Hcy dodawane in vitro do osocza sprzyjaja powstawaniu
skrzepéw fibrynowych o grubych, krétkich widknach i zbitej strukturze [84]. € — aminowe
grupy lizyn fibrynogenu moga podlega¢ kowalencyjnej modyfikacji przez wysoce reaktywny
tioester — tiolakton homocysteiny — obecny w matych iloSciach w osoczu [85].
Homocysteinylowane lizyny fibrynogenu wptywaja na formowanie ggsto upakowanych
wiokien fibryny, ktére sg oporne na liz¢ pod wpltywem plazminy oraz zaburzaja zalezna od t-
PA aktywacje¢ plazminogenu [86]. Badania struktury i wlasciwosci skrzepéw fibrynowych u
0os6b zdrowych i z choroba wiencowa potwierdzity zmniejszona porowatos¢ i wigksza
oporno$¢ na lizg w przypadku zwigkszonego stezenia homocysteiny [87], jednak ostra
hiperhomocysteinemia (po obciazeniu metioning) nie ma wptywu na parametry skrzepow.
Wykazano natomiast zalezna od podania folianéw redukcje stezenia homocysteiny i poprawe
przepuszczalnosci i podatnos$ci na liz¢ skrzepéw fibrynowych [87].

Lipoproteina (a) Lp(a) - zawiera apolipoproteing (a), apo (a), ktérej domeny biatkowe (zwane

kringlami) sa homologiczne z domenami IV i V plazminogenu. Lp(a) konkuruje z
plazminogenem o miejsca wiazace w fibrynie czy na powierzchni komoérek, co prowadzi do
uposledzenia fibrynolizy. Wykazano takze, Zze Lp(a) bezposrednio ostabia zdolnosci
katalityczne kompleksu plazminogen — t-PA — fibryna poprzez hamowanie konwersji mato
aktywnego Glu-plazminogenu do aktywnej postaci Lys-plazminogenu [88]. Zwigkszone
osoczowe stezenie Lp(a) koreluje ze zmniejszona przepuszczalnoscia skrzepéw fibrynowych
zbudowanych z cienkich widkien i ich opornoscia na liz¢ [89]. Podloze molekularne
oddziatywania Lp(a) na wilasciwosci skrzepu sa stabo poznane. Karboksylowe konce
fancuchéw a fibrynogenu/fibryny, wykorzystywane przez fXIlla do tworzenia wiazan
kowalencyjnych, zawieraja miejsca o wysokim powinowactwie do apo(a). Wydaje sig, ze
Lp(a) nie oddziatuje na fibrynogen krazacy w osoczu, ale wykazuje silne powinowactwo do
fibryny zdeponowanej na uszkodzonej $cianie naczynia lub blaszce miazdzycowej [90].

Trombina - jej aktywno$¢ w osoczu zalezy m.in. od wyj$ciowego nieaktywnego zymogenu
(protrombiny) oraz innych osoczowych czynnikéw krzepnigcia. Potwierdzeniem istotnego
znaczenia wptywu prawidlowej aktywnos$ci czynnikéw krzepnigcia na powstawanie skrzepu
fibrynowego sa wyniki do$wiadczen prowadzonych u pacjentéw z hemofilia. Osocze

pacjentéw z hemofilia A lub B charakteryzuje si¢ zmniejszona generacja trombiny oraz
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op6znionym i spowolnionym tempem tworzenia fibryny. W efekcie powstajace skrzepy maja
zaburzong strukturg i duza przepuszczalnos$¢, sa zbudowane z grubych widkien fibrynowych i
sa bardziej podatne na liz¢ niz u oséb zdrowych [39]. U pacjentéw z hemofilia i obecnoscia
inhibitoréw czynnikéw krzepnigcia zastosowanie rekombinowanego fVIla zwigksza
generacj¢ trombiny, normalizuje strukture skrzepu i zwigksza jego stabilno$¢ pomimo braku
fVIII czy fIX [91].

W dos$wiadczeniach in vitro stwierdzono, ze w przypadku zwigkszenia poziomu protrombiny
przekraczajacego warto$ci prawidlowe, zwigksza si¢ generacja trombiny, ktora sprzyja
zmniejszeniu stosunku masy do dlugosci powstajacych widkien fibryny [71]. Skrzepy
fibrynowe uzyskane po zastosowaniu duzych stgzen trombiny w modelu z oczyszczonym
fibrynogenem, charakteryzuja si¢ cienkimi witdknami oraz malaq liczba poréw [56,57].
Generacja trombiny w warunkach in vivo jest procesem bardziej ztozonym i determinowanym
m.in. przez komdrki o aktywnosci prozakrzepowej. W eksperymentach z uzyciem
fibroblastow inkubowanych w roztworze zespolu protrombinazy i fibrynogenu lub osocza
powstajacy skrzep ma budoweg heterogenna — im blizej powierzchni komoérek, tym sie¢
fibrynowa staje si¢ bardziej ggsta i oporna na liz¢ [92]. Skrzepy o zwartej strukturze i oporne
na liz¢ powstaja takze na powierzchni §rédbtonka aktywowanego cytokinami prozapalnymi,
podczas gdy $rodbtonek nieaktywowany sprzyja tworzeniu skrzepéw o luznej strukturze i
wigkszej podatnosci na liz¢ [53]. Zjawisko to wskazuje na kluczowa role miejscowej ekspresji
TF w powstawaniu i degradacji skrzepu fibrynowego.

Stres oksydacyjny - moduluje struktur¢ skrzepu fibrynowego, bowiem fibrynogen jest

biatkiem szczegdlnie podatnym na utlenianie i pelni rol¢ naturalnego antyoksydanta [93].
Wigkszos¢ wynikéw doswiadczen in vitro z fibrynogenem eksponowanym na dziatanie
wolnych rodnikéw tlenowych wskazuje na zmniejszenie tempa produkcji skrzepu
fibrynowego [40,93], cho¢ wptyw Fe™ jest przeciwny [94]. Zwiazek miedzy wskaznikami
stresu oksydacyjnego a wilasciwosciami skrzepu in vivo jest mato znany. Wyniki badan in
vitro sugeruja, ze czasteczki utlenionego fibrynogenu maja zdolno$¢ do ostabiania aktywacji
plazminogenu do plazminy pod wplywem t-PA [94], jednak znaczenie kliniczne takiej
obserwacji jest niepewne, poniewaz in vivo aktywacja plazminogenu do plazminy zalezna od
t-PA odbywa si¢ przy udziale fibryny a nie fibrynogenu. Izoprostany F, (produkowane
podczas nieenzymatycznej peroksydacji kwasu arachidonowego) uzywane jako stabilny
wskaznik stresu oksydacyjnego w surowicy lub osoczu koreluja ujemnie z przepuszczalno$cia

skrzepu oraz fibrynoliza [95]. Modyfikacje w kinetyce powstawania i strukturze skrzepu
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fibrynowego zachodzace in vivo pod wptywem stresu oksydacyjnego wydaja si¢ sprzyjacé
powiktaniom zakrzepowym.

Aktywowane ptytki krwi i komérki §rédbtonka — poprzez swoiste molekuty adhezyjne tj. VE-
kadheryny, ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1) i integryny aMf2, a5p1, allbp3 i

avB3 — moga taczy¢ si¢ z fibrynogenem i fibryna modulujac strukturg i funkcje skrzepu.
Szczegbélng rolg¢ w niekorzystnych modyfikacjach skrzepu fibrynowego petnia integryny
allbB3 plytek krwi i avB3 komoérek srédbtonka naczyniowego [96,97]. Badania Colleta i wsp.
wykazaly, ze interakcje fibryny z ptytkowa integryna ollbf3 sprzyjaja tworzeniu w
sasiedztwie agregatow ptytkowych gestych sieci fibrynowych, ktére sa wysoce oporne na lizg.
Podanie abcyksymabu — fragmentu chimerowego przeciwciata blokujacego B3 - zmniejsza
gestos¢ sieci fibrynowej i zwigksza jej podatnos¢ na lizg¢. Dodanie abcyksymabu korzystnie
oddzialuje na strukture¢ skrzepu tylko w czasie pierwszych 10 minut jego tworzenia, co
sugeruje, ze w pozniejszym okresie silne interakcje zaktywowanych ptytek i fibryny czynia
skrzep mato przepuszczalnym [96]. Obserwacje te moga wyjasnia¢ brak powodzenia
opo6znionej terapii fibrynolitycznej u pacjentow z zawatem serca czy udarem niedokrwiennym
mozgu.

Ptytki krwi - poprzez uwolnienie pewnych bialek i substancji nieorganicznych — niekorzystnie
zmieniajg strukture skrzepu zwlaszcza w miejscu swojej agregacji [44]. Ptytkowy czynnik 4
(uwalniany z ziarnisto$ci o) oraz nieorganiczne polifosforany (pochodzace z ziarnisto$ci
gestych) sprzyjaja powstawaniu skrzepow o zbitej strukturze, polifosforany ponadto
uposledzaja lizg fibryny zalezng od plazminy [98-101]. Polifosforany w spos6b zalezny od
jonéw wapnia, a niezalezny od f{XIlla, blisko 3-krotnie zwigkszaja zmegtnienie zelu
fibrynowego oraz powoduja powstanie skrzepéw o grubych wiéknach [99]. Obrazy uzyskane
metoda elektronowej mikroskopii skaningowej ujawnity, ze takie skrzepy zbudowane sa z
ciasno upakowanych agregatéw fibryny poprzedzielanych duzymi porami, co rézni je od
prawidtowych skrzepéw o homogennej strukturze [100]. Uposledzenie fibrynolizy pod
wplywem polifosforanéw wynika z ostabienia przylaczania si¢ plazminogenu i t-PA do
powierzchni skrzepu fibrynowego [100]. Prozakrzepowe wlasciwosci polifosforanéw sa
zalezne od dlugosci polimeru fosforanowego - najwigksze zmgtnienie Zelu fibrynowego
obserwuje si¢ pod wptywem polifosforanow zawierajacych min. 250 reszt kwasu
ortofosforowego [101].

Wplyw komoérek $rodbtonka na powstajacy skrzep fibrynowy zalezy od obecnosci cytokin
prozapalnych tj. lipopolisacharyd, interleukina 1B, czynnik martwicy guza o (TNFa), ktore

ostabiaja Srodbtonkowa ekspresja trombomoduliny, a pobudzajq ekspresj¢ TF. Dysfunkcja
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srédblonka uzyskana do$wiadczalnie pod wplywem TNFa sprzyjala tworzeniu ggstych i
stabilnych skrzepow, a zablokowanie TF na powierzchni pobudzonych komoérek $rédbtonka
zmniejszalo gestos¢ i stabilnos$¢ sieci fibrynowej [53].

Kwas acetylosalicylowy (aspiryna) - stosowany w dawce 75-300 mg dziennie w prewencji

wtornej choroby wiencowej, procz dziatania przeciwplytkowego, zwigksza takze
przepuszczalno$¢ skrzepu i stosunek masy do dlugosci widkna fibryny [102]. U oséb
zdrowych nawet mate dawki kwasu acetylosalicylowego (37,5 mg/d) znaczaco zwigkszaja
przepuszczalno$¢ skrzepu i grubos¢ witdékna fibrynowego [103]. Przepuszczalno$é skrzepu
fibrynowego wraca do wartosci wyjsciowych w 7 dni po odstawieniu aspiryny [104]. Kwas
acetylosalicylowy stosowany u pacjentéw z choroba wiencowa zwigksza wielko$¢ poréw w
strukturze skrzepu i jego podatno$¢ na lizg, co jest najpewniej skutkiem formowania
grubszych widkien fibryny [105]. Nie wykazano jednak zwigkszenia podatnosci na lizg
skrzepéw u 0s6b zdrowych przyjmujacych 75-320 mg aspiryny dziennie [102].

Modyfikacja fibrynogenu przez aspiryng polega na acetylacji reszt lizynowych fibrynogenu,
co uposledza proces polimeryzacji fibryny, zmniejsza stabilno$¢ tworzonego skrzepu,
zwigksza jego porowato$¢ oraz podatno$¢ na liz¢ [106]. W eksperymentach in vitro aspiryna
hamuje utlenienie fibrynogenu, w ten sposéb stabilizuje jego funkcje biologiczne i zapobiega
ich utracie pod wplywem oksydacji [94]. Aspiryna prawdopodobnie takze hamuje aktywacj¢
fXIII poprzez zmniejszenie generacji trombiny [107]. W do$wiadczeniach z uzyciem modelu
uszkodzenia mikrokrazenia obwodowego wykazano, Zze zalezne od aspiryny oslabienie
aktywacji fXIII jest bardziej nasilone u nosicieli allela Leu34 niz homozygot Val34 [108], co
moze po czesci wyjasniac niektére aspekty zjawiska opornosci na aspiryne [109].

Statyny  (inhibitory reduktazy  3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A), poza
zmniejszeniem st¢zenia cholesterolu, dziataja takze przeciwzakrzepowo oraz korzystnie
zmieniaja struktur¢ skrzepu [110]. Inne leki modulujace struktur¢ skrzepu to inhibitory

konwertazy angiotensyny [111] oraz metformina [112] jednak dane na temat ich dziatania sa

skape.
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1.5. Wiasciwosci skrzepu fibrynowego w ZChZZ

U pacjentéw z ZChZZ, epizodem zakrzepicy w tozysku tetniczym, chorobami z autoagresji
lub powiktaniami polozniczymi obserwuje si¢ swoista nadkrzepliwo$s¢ zwiazana ze
wzmozong produkcja fibryny i ostabieniem fibrynolizy [113]. Badania z uzyciem rt-PA
potwierdzity zmniejszenie efektywnosci lizy skrzepu fibrynowego u pacjentéw po przebytym
pierwszym epizodzie ZChZZ, a takze 2-krotne zwiekszenie ryzyka wystapienia ZChZZ u
zdrowych ochotnikéw z najdtuzszymi (>90 percentyla) czasami lizy [114]. 77% zmiennosci
czasu lizy u pacjentéw z ZChZZ zalezy od PAI-1, TAFI, protrombiny i ap-antyplazminy;
udziat fibrynogenu jest minimalny [115]. Analiza pacjentéw z ZChZZ uczestniczacych w
badaniu kliniczno-kontrolnym Multiple Environmental and Genetic Assessment ujawnita, ze
trzy tradycyjne czynniki ryzyka ZChZZ — doustne $rodki antykoncepcyjne, unieruchomienie,
obecno$¢ czynnika V Leiden — poteguja dodatkowo ryzyko zakrzepicy wynikajace z
wydluzenia czasu lizy o odpowiednio 20-, 10,3- i 8,1-razy [116]. Niedawno stwierdzono, ze
szczegoOlnie dlugi czas lizy (>95 percentyla) zwiazany jest z 3,4-razy wickszym ryzykiem
wystapienia zespotu Budda i Chiariego i czgsciowo koreluje ze zwigkszona aktywno$cia PAI-
1, ale nie TAFI [117].

Badania Undas i wsp. wykazaly, ze po wykluczeniu znanych trombofilii, obecnos$ci
nowotworu, urazu, operacji czy ciazy, u pacjentéw z samoistna ZChZZ i ich zdrowych
krewnych pierwszego stopnia wystepuja: mniejsza przepuszczalnos$¢ i upakowanie skrzepéw
fibrynowych, wigksza maksymalna absorbancja i wydtuzony czas lizy w poréwnaniu do
zdrowych niespokrewnionych kontroli [118]. Wyniki te wskazuja na genetyczne podloze
samoistnej ZChZZ. Niekorzystne zmiany strukturalne i czynnosciowe skrzepéw fibrynowych
byly silniej wyrazone u pacjentéw z ZChZZ niz u ich zdrowych krewnych, co sugeruje udziat
dodatkowych czynnikéw i/lub przebytego epizodu zakrzepicy per se w niekorzystnych
modyfikacjach fibryny. Mozna zalozy¢, Ze genetycznie uwarunkowane niekorzystne
modyfikacje struktury i funkcji fibryny stanowia nowy czynnik ryzyka wystapienia
samoistnej ZChZZ [118]. Stwierdzono ponadto, Ze skrzepy fibrynowe uzyskane od pacjentéw
7z przebyta zatorowo$cia plucna cechuja si¢ wigksza przepuszczalnoScia, mniejszym
upakowaniem i1 wigksza podatnoscia na liz¢ w poréwnaniu do skrzepéw pacjentéw z sama
tylko zakrzepica zyt glebokich konczyn dolnych [118].

Nie jest jasne czy u pacjentéw z ZChZZ zwiazana z przejéciowymi czynnikami ryzyka
wystgpuja niekorzystne zmiany struktury i funkcji fibryny w poréwnaniu z osobami

zdrowymi. Wstgpne obserwacje nie potwierdzaja istnienia zmian w przepuszczalnosci czy
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podatnosci na lizg skrzepéw fibrynowych uzyskanych od pacjentow z zakrzepica zyt

glebokich konczyn dolnych wiktajaca uraz lub zabieg operacyjny.

1.6. Wiasciwosci skrzepu fibrynowego w innych jednostkach chorobowych

W 1992 roku stwierdzono zwiazek migdzy miedzy struktura skrzepu a zaawansowanag
choroba wiencowa [119]. U mezczyzn z zawalem serca przebytym <45 r.z skrzepy
zbudowane sa z ggstej sieci fibrynowej i maja zmniejszona przepuszczalnos¢ [120].
Wykazano takze, ze w podobnej grupie pacjentéw (choroba wiencowa rozpoznana <45 r.z.)
skrzepy fibrynowe cechuja si¢ zwigkszona sztywnoscia i iloscia krétkich widkien, co wiaze
si¢ z mniejsza podatnoscia na liz¢ [121]. Istnieja dowody na podloze genetyczne modyfikacji
struktury i funkcji fibryny obserwowanych u takich pacjentéw i ich zdrowych krewnych
pierwszego stopnia [122].

Niekorzystne zmiany struktury i/lub funkcji skrzepdéw fibrynowych obserwowano takze u
pacjentéw z udarem moézgu [123], zastoinowa niewydolnoscia serca [124], miazdzyca
zarostowa tetnic konczyn dolnych [125], schylkowa niewydolno$cia nerek [126,127],

przewlekta obturacyjna chorobg ptuc [128] oraz reumatoidalnym zapaleniem stawéw [129].
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2. Dzialanie statyn

Statyny sa stosowane od 1987 roku w celu zmniejszenia st¢zenia lipidow w surowicy krwi.
Ich korzystne dzialanie zaobserwowano w profilaktyce pierwotnej i wtérnej choréb uktadu
sercowo—naczyniowego na podlozu miazdzycy. Atorwastatyna jest syntetyczng i lipofilng
statyng, ktéra w sposéb kompetycyjny i1 odwracalny hamuje watrobowa biosyntezg
cholesterolu na etapie przemiany 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A (HMG-CoA) do
mewalonianu, katalizowanej przez reduktazg HMG-CoA. Bezpos$rednim skutkiem
hamowania reduktazy HMG-CoA jest nasilenie transkrypcji genu kodujacego receptor dla
cholesterolu LDL na powierzchni hepatocytéw, a w konsekwencji zwigkszony wychwyt z
krwi lipoprotein o malej ggstosci (LDL). W rezultacie dochodzi do redukcji stgzenia
cholesterolu catkowitego (TC), frakcji cholesterolu LDL (o 18-60%) i triglicerydéw (TG) (o
10-30%). Stgzenie cholesterolu zawartego w lipoproteinach o duzej gestosci (HDL-C) nie

ulega zmianie.

2.1. Dodatkowe, tzw. plejotropowe dzialanie statyn

Statyny wywieraja rowniez dzialanie niezalezne od zmniejszenia st¢zenia cholesterolu. Dane
z badan klinicznych i do$wiadczalnych z wykorzystaniem statyn wskazuja na wiele
dodatkowych korzysci wykraczajacych poza efekt zmniejszenia st¢zenia cholesterolu, co
okresla si¢ mianem dziatania plejotropowego. Stwierdzono, ze statyny oddziatuja na uktad
krazenia poprzez: 1) poprawe funkcji srédbtonka, 2) stabilizacje¢ blaszek miazdzycowych, 3)
hamowanie uktadu krzepnigcia i stymulacje¢ endogennej fibrynolizy, 4) hamowanie reakcji
zapalnej oraz immunomodulacjg.

Jednym ze szlakéw przyczyniajacych si¢ do wystapienia efektéw plejotropowych statyn jest
zahamowanie reduktazy HMG-CoA, od ktérej zalezy nie tylko synteza cholesterolu, ale takze
synteza niesteroidowych grup lipidowych czyli izoprenoidéw. W komérkach s$rédbionka
naczyniowego, komoérkach migsni gtadkich, fibroblastach oraz komérkach uczestniczacych w
reakcjach zapalnych izopernoidy (zwiazki farnezylu i geranylu) stuzg do posttranslacyjnej
modyfikacji wielu biatek regulatorowych. Izoprenylacja matych bialek sygnatowych o

aktywno$ci GTPazy ulatwia ich polaczenie z btona komérkowa i oddziatywanie na kolejne
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biatka regulacyjne [130]. Izoprenylacja dotyczy w szczegdlnosci GTPaz sygnatowych
nalezacych do nadrodziny biatek Ras. Naleza tu m.in. bialka Rho (izoformy A,B,C), Rac
(izoformy 1,2,3), Rab, Cdc42 oraz Ras, ktérych efektorami sa odpowiednie kinazy biatkowe
regulujace kluczowe dla danej komorki procesy rearanzacji cytoszkieletu, proliferacji,
ekspresji molekut adhezyjnych, uwalniania cytokin i ekspresji genéw [131]. Zahamowanie
izoprenylacji bialek o aktywnosci GTPazy zwigksza ich pul¢ swobodnie krazaca w
cytoplazmie, ktéra traci mozliwo$¢ taczenia si¢ z btong komérkowa i pobudzania kinaz.
Szczegélne zainteresowanie budzi biatko Rho i jego efektorowe kinazy ROCK (Rho-
associated, coiled-coil containing protein kinase) z uwagi na ich znaczenie w regulacji
cytoszkieletu, migracji i przepuszczalnosci komérek srédblonka [132,133]. Zahamowanie
izoprenylacji bialek Rho i zmniejszenie aktywnosci szlaku Rho/ROCK prowadzi do
zwigkszenia ekspresji srodblonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS, endothelial nitric oxide
synthase) [134,135] oraz pobudzenia szlaku kinaz PI3K/Akt, ktére réwniez nasilaja
aktywno$¢ eNOS [136]. Statyny moga takze pobudza¢ szlak PI3K/Akt na drodze niezaleznej
od Rho/ROCK [137]. Zwigkszenie aktywnos$ci eNOS obserwowane jest dodatkowo w
przypadku braku biatka btonowego — tzw. kaweoliny-1 - ktéra ogranicza funkcjg eNOS
poprzez zamykanie tego enzymu w pgcherzykach (kaweolach). Wykazano, ze atorwastatyna
zmniejsza ilo$¢ kaweoliny-1, co zapobiega usuwaniu eNOS z powierzchni komoérki [138].
Innym ciekawym biatkiem sygnalizacyjnym jest Rac. Hamowanie izoprenylacji biatka Rac
uposledza zalezna od NADPH produkcj¢ wolnych rodnikéow tlenowych. Wykazano, ze w
obecnosci statyny, wskutek zahamowania aktywno$ci Racl i zmniejszonego powstawania
wolnych rodnikéw, zmniejsza si¢ takze uszkodzenie komoérek indukowane angiotensyna II
[139,140], co moze chroni¢ przed przerostem migsnia sercowego [141]. Istnieja dane z badan
klinicznych na temat istotnej roli hamowania biatek Rac1 podczas stosowania statyn [142].
Inhibitory reduktazy HMG-CoA oddzialuja réwniez na receptory aktywowane proliferatorami
peroksysoméw (PPAR), ktére znajdujg si¢ na terenie jadra komdrkowego i po potaczeniu w
heterodimery z receptorem retinoidowym X steruja ekspresja wielu gendéw [143]. PPAR
odpowiedzialne sa przede wszystkim za utrzymanie homeostazy energetycznej komorki, a
takze reguluja odpowiedzia komoérki na stan zapalny [144,145]. W ostatnich latach na
podstawie doswiadczen prowadzonych na hodowlach komoérkowych stwierdzono, ze pod
wplywem statyn dochodzi do pobudzenia PPAR-y w makrofagach i monocytach, czego
efektem jest zmniejszenie produkcji przez te komérki TNFa oraz czynnika transkrypcyjnego

NF-xB [146,147]. W modelach zwierzgcych potwierdzono szybkie przeciwzapalne dziatanie
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statyn za posrednictwem receptorow PPAR-a, ktére polegalo na zahamowaniu ekspresji
prozapalnych genéw [148].

Istnieja wreszcie dowody na przeciwzapalne dziatanie statyn niezalezne PPAR. Statyny moga
wigza¢ si¢ bezposrednio z integryna LFA (lymphocyte function-associated antigen) na
powierzchni limfocytéw T, ktéra stuzy do rozpoznawania molekut adhezyjnych ICAM-1.
Skutkiem takiego dziatania jest ostabienie reaktywnosci limfocytéw T i zmniejszenie odczynu

zapalnego [149].

2.2. Wplyw statyn na uklad krzepnigcia

Wiele danych wskazuje, ze statyny moga wywiera¢ hamujacy wptyw na uklad krzepnigcia
poprzez dziatanie na kilku etapach — od ostabienia interakcji TF-fVIla, poprzez zmniejszanie
generacji trombiny, wplyw na uktad trombomodulina — biatko C, modulowanie struktury i
funkcji skrzepu fibrynowego, zwigkszenie endogennej fibrynolizy czy wreszcie

oddziatywanie na ptytki krwi.

2.2.1. Statyny a aktywnos¢ kompleksu TF - fVIIa

Stwierdzono, ze simwastatyna, fluwastatyna, ceriwastatyna i prawastatyna zmniejszaja
ekspresj¢ RNA dla TF w hodowlach komérkowych i monocytach ludzkich aktywowanych
lipopolisacharydem [150,151], co bylo rezultatem zahamowania jadrowego czynnika
transkrypcyjnego NF-kB. W badaniach in vitro zaobserwowano, ze sita wpltywu statyn na
ekspresj¢ TF byla §cisle zalezna od stopnia zahamowania NF-xB [152] i szlaku kinaz
RhoA//ROCK [153]. W doswiadczeniach z ludzkimi komoérkami $rédblonka aorty czy
komoérkami migéni gladkich wykazano, ze simwanstatyna istotnie osltabia indukowang
dzialaniem trombiny ekspresj¢ TF w sposéb zalezny od czasu podania i zastosowanej dawki.
Zahamowanie ekspresji TF w tych komérkach byto rowniez zalezne od inhibicji szlaku kinaz
Rho/ROCK, a podanie mewalonianu znosilo ochronny efekt simwastatyny [153,154].
Szczegélng uwage zwracaja wyniki badania ATROCAP (The Atorvastatin and
Thrombogenicity of the Carotid Atherosclerotic Plaque), w ktéorym zaobserwowano, ze
stosowanie przez 4-6 miesigcy atorwastatyny powodowalto znamienne zmniejszenie zaréwno

ilosci antygenu TF jak i jego aktywno$ci w blaszkach miazdzycowych usunigtych z tgtnic
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szyjnych [155]. Podobne wyniki uzyskano badajac zmniejszenie ekspresji TF w blaszkach
miazdzycowych usuwanych z tgtnic wiencowych pacjentéw leczonych inhibitorami reduktazy
HMG-CoA [156]. Istnieja wreszcie dowody, ze atorwastatyna moze zmniejsza¢ ilos¢ TF w
mikroczastkach uwalnianych z aktywowanych ptytek krwi [157].

Dane na temat wptywu statyn na fVII sa niejednoznaczne. W kilku badaniach stwierdzono, ze
stosowanie atorwastatyny zmniejszato aktywnos¢ prozakrzepowa fVII w spos6b niezalezny
od dziatania hipolipemizujacego [158,159], jednak inne zespoly badajac inne statyny nie
potwierdzity tych obserwacji [160].

2.2.2. Statyny a generacja trombiny

Badania Undas i wsp. [161] oraz innych zespotéow [162,163] wykazaty hamujacy wplyw
stosowania statyn na generacj¢ trombiny. Stwierdzono takze ostabienie aktywacji fV i fXIII,
zmniejszenie proteolizy fibrynogenu i zwolnienie jego konwersji do fibryny, a takze
zwigkszenie inaktywacji czynnika fVa i ekspresji trombomoduliny [110]. Zmniejszenie
generacji trombiny wykazano w modelu uszkodzenia naczyn po podaniu 3 dawek
simwastatyny 40 mg dziennie [164], po miesigcu [165] i po 3 miesiacach simwastatyny 20-40
mg dziennie [166] u oséb z hipercholesterolemia lub oséb obciazonych duzym ryzykiem
sercowo-naczyniowym. W grupie pacjentdéw przyjmujacych simwastatyng przez 3 dni
obserwowano w miejscu uszkodzenia naczyfh istotne zmniejszenie st¢zenia produktéw
konwersji protrombiny do trombiny (fragmentéw F 142, pretrombiny-2 i tancucha B),
fancuchéw cigzkich i lekkich fVa, a takze zwolnienie szybkos$ci generacji trombiny (o ok.
30%) i aktywacji fV (o ok. 20%). Ponadto stwierdzono przy$pieszona inaktywacje fVa
zalezna od aktywnego biatka C, ktérego aktywno$¢ znamiennie zwigkszyta si¢ [164]. W
modelu mikrouszkodzenia krazenia obwodowego wykazano zmniejszenie konwersji
fibrynogenu do fibryny (wyrazane jako zmniejszone powstawanie FPA i FPB) po 3
miesigcach stosowania statyny, ktére bylo niezalezne od efektu hipolipemizujacego i takze
odzwierciedlalo zmniejszenie generacji trombiny [166]. Ostabienie generacji trombiny
(wyrazonej jako potencjal endogennej trombiny) pod wpltywem stosowanej atorwastatyny

potwierdzono takze w testach in vitro z wykorzystaniem automatycznego trombogramu [157].
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2.2.3. Statyny a trombomodulina i uklad biatka C

W szeregu badan stwierdzono, ze statyny zwigkszaja transkrypcj¢ genu TM w komorkach
srédblonka [166-169], w spos6b zalezny od zahamowania szlaku sygnatowego Rho. Znaczne
zwigkszenie transkryptu genu TM (mRNA) obserwowano juz po uptywie 24 godzin od
zastosowania atorwastatyny [170]. Innym niezaleznym szlakiem wiodacym do zwigkszenia
ekspresji TM w komorkach $rédbtonka pod wptywem statyn jest szlak zalezny od NO [171].
Badania Undas i wsp. dostarczyly dowodow na zalezne od simwastatyny zwigkszenie
wydajnosci proteolitycznej APC. Analiza metoda Western blotu produktéw degradacji fVa w
krwi uzyskanej metoda mikrouszkodzenia naczyn obwodowych wykazata istotne zwigkszenie
aktywnos$ci biatka C po 3 dniach lub 3 miesiacach stosowania simwastatyny [164,166].
Badania oparte na analizie osocza krwi zylnej nie potwierdzity zwigkszenia st¢zenia biatka C
w toku leczenia atorwastatyna [172], co sugeruje, ze zalezna od statyn poprawa sprawnosci
enzymatycznej kompleksu TM-APC jest szczegdlnie silnie wyrazona w kapilarach, gdzie

stosunek aktywno$ci uktadu TM-APC do objgtosci krwi jest znaczny.

2.2.4. Statyny a struktura i funkcja skrzepu fibrynowego

Inhibitory reduktazy HMG-CoA nie zmieniaja st¢zenia fibrynogenu w osoczu, ale korzystnie
wplywaja na parametry skrzepéw fibrynowych [110]. Pierwszych danych na temat
potencjalnego wptywu tych lekdw na endogenna fibrynoliz¢ dostarczyly badania
doswiadczalne na hodowlach komérkowych, w ktérych — po podaniu statyn — obserwowano
zmniejszenie produkcji PAI-1 [173,174] oraz zwigkszanie wydzielania t-PA [175], jednak
wyniki badan in vivo nie byly niejednoznaczne [176].

U pacjentéw z choroba wiencowa 4-tygodniowe leczenie simwastatyna lub atorwastatyng 40
mg dziennie skutkowalo zwigkszeniem przepuszczalnosci zelu fibrynowego (o 20%) i
skroceniem czasu lizy (o 22%) pomimo braku zmian st¢zenia PAI-1 czy t-PA. Parametry
skrzepéw korelowaly ze zmniejszeniem generacji trombiny, ktére najpewniej byto skutkiem
zaleznego od statyny zmniejszenia ekspresji TF, nie wykazano natomiast zwiazku zmian
stezenia lipidéw z poprawa struktury/funkcji fibryny po leczeniu tymi lekami [111]. W grupie

pacjentéw z zaawansowang miazdzyca tetnic wieficowych, u os6b uprzednio leczonych
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inhibitorami reduktazy HMG-CoA, obserwowano poprawg przepuszczalnosci i skrécenie
czasu lizy skrzepéw fibrynowych [177]. Niedawno wykazano, Zze simwastatyna podawana
przez 3 miesiace w dawce 40 mg dziennie osobom o matym ryzyku sercowo-naczyniowym i
bez hipercholesterolemii daje podobne efekty — tj. zwigkszenie przepuszczalnosci skrzepu i
skrécenie czasu jego lizy — ktére sa niezalezne od zmian w lipidogramie, ale koreluja ze

zmniejszeniem stezenia CRP [178].

2.2.5. Statyny a plytki krwi

Badania plytek krwi u os6b leczonych statynami daly sprzeczne wyniki [179,180]. Istnieja
doniesienia o zaleznym od statyn zmniejszeniu st¢zenia selektyny P [181] oraz metabolitéw

tromboksanu A, [182,183], jednak znacznie kliniczne tych obserwacji pozostaje niejasne.

2.3. Statyny a ZChZZ — dane z badan klinicznych

W ostatnich latach zwrécono uwage na potencjalne zwiazki miedzy ZChZZ a zakrzepica na
blaszce miazdzycowej w ukladzie tetniczym. W wielu badaniach obserwacyjnych
(kohortowych i kliniczno-kontrolnych) stwierdzano, ze u pacjentéw leczonych statynami w
celu redukcji ryzyka sercowo-naczyniowego niespodziewanie rzadziej wystepuje ZChZZ.
Zmniejszenie ryzyka wystapienia ZChZZ u oséb stosujacych statyny szacowano na 40-50%
[184-190], jednak metodologia tych badan (gléwnie badania retrospektywne) obniza
wiarygodnos¢ wynikéw. Jako pierwsi Ray i wsp. w badaniu kohortowym retrospektywnym
(n=125 862) wykazali, ze u 0s6b stosujacych jakakolwiek statyne ryzyko wystapienia ZChZZ
jest o ok. 22% mniejsze niz u oséb nieprzyjmujacych tych lekéw; HR 0,78 (0,69-0,87) [184].
Analiza Yang’a i wsp. (badanie kohortowe, retrospektywne) nie wykazata istotnych korzysci
ze stosowania statyn w prewencji ZChZZ prawdopodobnie z uwagi na mniejsza populacje
[185]. W kolejnych latach publikowano wyniki badan obserwacyjno-kontrolnych u pacjentéw
z przebyta ZChZZ i zdrowych ochotnikéw [189,190] stwierdzajac, Ze stosowanie statyny
wiazato si¢ z 45% zmniejszeniem ilorazu szans wystapienia zakrzepicy zylnej; OR 0,55
(0,46-0,67), a leki hipolipemizujace inne niz statyny nie miaty tak korzystnego dziatania.

Wplyw statyn na redukcje ryzyka wystapienia ZChZZ widoczny byl niezaleznie od
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stosowanego preparatu (efekt klasy), bez wzgledu na wiek czy obecno$¢ miazdzycy w
uktadzie t¢tniczym [190].

W roku 2008 opublikowano wyniki pierwszego randomizowanego badania prospektywnego
JUPITER (Justification for the Use of Statins in Prevention: an Intervention Trial Evaluating
Rosuvastatin) [191], w ktérym lek z grupy statyn (rozuwastatyng) stosowano u oséb
zdrowych (n=17 802), bez hiperlipidemii, z nieznacznie zwigkszonym st¢zeniem CRP w
surowicy (>2mg/l). Badanie to zostatlo przedwcze$nie zakonczone z uwagi na zmniejszenie
ryzyka wystapienia gléwnego punktu koncowego (zawal serca, udar moézgu, procedura
rewaskularyzacji z powodu niestabilnej choroby wieficowej, zgon z powodu incydentu
sercowo-naczyniowego) w grupie leczonych rozuwastatyna, w porownaniu do o0séb
przyjmujacych placebo. W grupie leczonej rozuwastatyna w ciagu $rednio 1,9 lat obserwacji
stwierdzono m.in. zmniejszenie stgzenia CRP o ok. 37% co datlo blisko
piecdziesigcioprocentowe  zmniejszenie ryzyka  wystapienia incydentu  sercowo—
naczyniowego w uktadzie t¢tniczym; HR 0,56 (0,46 — 0,69).

Jako wtérny punkt koncowy analizowano nastepnie czesto$¢ wystepowania ZChZZ [192]. W
grupie leczonej rozuwastatyna ryzyko wystapienia ZChZZ byto o 43% mniejsze niz u oséb
otrzymujacych placebo; HR 0,57 (0,37-0,86). Rozuwastatyna silniej redukowata ryzyko
wystapienia zakrzepicy zylnej bez zatorowosci (0 55%) niz zatorowosci plucnej (o 23%),
redukcja ryzyka samoistnej ZChZZ lub zwiazanej z obecnoécia przejéciowych czynnikéw
ryzyka byta podobna (39% vs. 48%). Co oczywiste nie bylo réznic w czgstosci krwawien
miedzy grupa przyjmujaca statyng czy placebo.

Wyniki badania JUPITER sg niezbitym dowodem na przeciwzakrzepowe dziatanie statyn w
fozysku tetniczym i zylnym o istotnym znaczeniu klinicznym. Wspieraja réwniez koncepcje
istnienia wspélnego podtoza patogenetycznego (prezentowanie TF) zakrzepicy tgtniczej i

zylnej.

35



3. Zatozenia i cele pracy

Dotychczasowe badania mechanizméw przeciwzakrzepowego dzialania statyn prowadzano u
pacjentéw z hipercholesterolemia z wykorzystaniem modelu uszkodzenia naczyn. Badano
takze wptyw statyn na strukture i funkcje skrzepu oséb zdrowych.

Aktualnie nie ma danych na temat potencjalnego wptywu inhibitoréw reduktazy HMG-CoA
na strukture i funkcje skrzepu fibrynowego u pacjentéw z ZChZZ, cho¢ wiadomo, Ze
parametry skrzepu fibrynowego w ZChZZ sa niekorzystnie zmienione. Nie jest jasne czy
statyny potrafia korzystnie zmieni¢ struktur¢ i funkcje skrzepu u pacjentéw po przebytym
epizodzie ZChZZ i jakie czynniki determinuja site takiego dzialania.

Na podstawie dostgpnych badan, mozna zalozyé¢, iz przeciwzakrzepowe dziatanie
zastosowanej statyny (atorwastatyna 40 mg dziennie) wystapi juz po trzech dniach
stosowania. Wykazano, Ze u pacjentéw z hipercholesterolemia wczesne efekty
przeciwzakrzepowe statyn utrzymuja si¢ podczas terapii i sag podobne do tych obserwowanych
po 3 dniach oraz 1 i 3 miesiacach leczenia [164-166]. Jest prawdopodobne, ze podobne
zjawiska wystapia u pacjentéw po przebytej ZChZZ, a wyniki planowanych badan przyczynia

si¢ do lepszego zrozumienia wptywu statyn na uktad krzepnigcia.
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4. Badani

Do udzialu w badaniu zakwalifikowano 53 oséb, w wieku 23 — 65 lat (Sredni wiek 43,2 lata),
w tym 28 me¢zczyzn i 25 kobiet. Do badania wtaczono 28 pacjentéw po przebytym epizodzie
ZChZZ rekrutowanych z Poradni Nadkrzepliwosci Krakowskiego Szpitala Specjalistycznego
im. Jana Pawta II oraz Wojewddzkiej Poradni Choréb Naczyn Szpitala Zakonu Bonifratréw
Sw. Jana Grandego w Krakowie.

Grupg kontrolng stanowito 25 ochotnikéw o malym ryzyku sercowo-naczyniowym. Uzyskano
zgod¢ Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego na prowadzenie badan

(KBET/55/B/2009), a uczestnicy wyrazili pisemna zgod¢ na udzial.
4.1. Pacjenci z ZChZZ

4.1.1. Kryteria kwalifikacji

Kryteriami wtaczenia do grupy chorych z ZChZZ byty:

e przebyta zakrzepica zyt gtgbokich konczyn dolnych i/lub zatorowos$¢ ptucna
potwierdzona w badaniach obrazowych (USG zyt glebokich, spiralna tomografia
komputerowa tegtnic ptucnych) w ciagu ostatnich 30 miesigcy

® niestosowanie leczenia przeciwkrzepliwego co najmniej od 1 miesiaca

4.1.2. Kryteria wykluczajace

Kryteria wytaczenia z udziatu w badaniu byly nastgpujace:

e ostra zakrzepica

dtawica piersiowa

e skaza krwotoczna

e choroby autoimmunologiczne

e stezenie CRP >10 mg/l

¢ nadczynno$¢ lub niedoczynno$¢ tarczycy

e cukrzyca
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aktualne leczenie tienopirydynami, doustnymi antykoagulantami, heparyna
niefrakcjonowang lub drobnoczasteczkowa, aspiryna i innymi niesteroidowymi lekami
przeciwzapalnymi, kortykosteroidami  podawanymi  doustnie oraz lekami
hipolipemizujacymi

choroby wspdtistniejace: nowotwoér ztosliwy, uszkodzenie watroby (zwigkszenie
aktywno$ci aminotransferazy alaninowej >1,5 razy gbérnej granicy normy),
niewydolno$¢ nerek (st¢zenie kreatyniny >140 pmol/l), choroby mig$ni, choroby
psychiatryczne

brak zgody pacjenta na udzial w badaniu

4.2. Grupa kontrolna

Grupe kontrolng stanowili dobrani pod wzgledem plci i wieku ochotnicy, u ktérych nie

wystapily incydenty zakrzepicy zylnej ani tgtniczej. Dozwolone bylo wystgpowanie

nadci$nienia tetniczego tagodnego tak, aby jego czgsto$¢ byta podobna jak w grupie chorych

po ZChZZ.

4.2.1. Kryteria kwalifikacji

Kryteriami wilaczenia do grupy kontrolnej byty:

male ryzyko sercowo-naczyniowe oceniane jako <5% wg SCORE
niestosowanie zadnych lekdw, procz ewentualnie lekéw hipotensyjnych, w ciagu

ostatnich 4 tygodni

4.2.2. Kryteria wykluczajace

Kryteriami wykluczenia z grupy kontrolnej byty:

przebyty jakikolwiek epizod zakrzepicy zylnej lub tgtniczej

dtawica piersiowa

ostra zakrzepica
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skaza krwotoczna

choroby autoimmunologiczne

stezenie CRP >10mg/1

nadczynno$¢ lub niedoczynno$¢ tarczycy

cukrzyca

aktualne leczenie  tienopirydynami, doustnymi  antykoagulantami, heparyna
niefrakcjonowana lub drobnoczasteczkowa, aspiryng i innymi niesteroidowymi lekami
przeciwzapalnymi,  kortykosteroidami  podawanymi  doustnie = oraz  lekami
hipolipemizujacymi

choroby wspoétistniejace: nowotwdr zlosliwy, uszkodzenie watroby (zwigkszenie
aktywnos$ci aminotransferazy alaninowej >1,5 razy gérnej granicy normy), niewydolnos¢
nerek (stgzenie kreatyniny >140 pmol/l), choroby mig$ni, choroby psychiatryczne

brak zgody pacjenta na udzial w badaniu
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5. Metody

5.1. Protokot

Badanie byto badaniem interwencyjnym prowadzonym metoda proby otwartej. U wszystkich
uczestnikow zostato przeprowadzone badanie podmiotowe i przedmiotowe oraz oszacowany
wspolczynnik masy ciala (BMI) i ryzyko sercowo-naczyniowe. Osoby zakwalifikowane do
badania otrzymywaly atorwastatyn¢ (Sortis, Pfizer) przez 3 kolejne dni w dawce 40 mg
dziennie. U pacjentéw z przebyta ZChZZ odnotowywano lokalizacje zakrzepicy oraz
wykonywano kontrolne badanie USG aparatem firmy GE Vivid 7 (USA). Oceniano badaniem
uciskowym oraz metoda kolorowego doplera przepltyw krwi w zytach glgbokich goleni, pniu
piszczelowo-strzatkowym, zyle podkolanowej, zyle udowej powierzchownej i wspdlnej oraz
w zyle biodrowej zewngtrznej w celu wykrycia ewentualnego istnienia rezydualnej skrzepliny

definiowanej jako >20% zwe¢zenie swiatla zyty.

5.2. Wykonane oznaczenia

Krew zylna pobierano dwukrotnie — wyjsciowo i po 3 dniach stosowania atorwastatyny 40 mg
dziennie. Krew pobierano rano na czczo za pomoca zestawoéw probéwek prézniowych firmy
Sarstedt z uzyciem minimalnej stazy. Oznaczenia morfologii krwi oraz podstawowych
parametréw krzepnigcia: fibrynogen, dimery D, INR i czas czgéciowej tromboplastyny po
aktywacji (APTT) wykonywano bezposrednio po pobraniu. W surowicy oznaczano
lipidogram, stgzenie kreatyniny, glukozy, CRP metoda wysokiej czutosci oraz aktywnos$¢
aminotransferazy alaninowej. W przypadku pacjentéw z hipercholesterolemia oznaczano
takze stgzenie hormonu tyreotropowego w celu wykluczenia niedoczynnosci tarczycy.
Pozostata objgtos¢ krwi, po odwirowaniu rozdzielano na osocze lub surowicg, a nast¢pnie
zamrazano w temperaturze -80°C. Zamrozone probki rozmrazano jednokrotnie celem

wykonania zaplanowanych oznaczen.
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5.2.1. Podstawowe oznaczenia

Morfologi¢ krwi oraz liczbg plytek oznaczano standardowymi metodami w laboratorium
szpitalnym za pomoca analizatora firmy Sysmex (Japonia). Stg¢zenie cholesterolu
catkowitego, frakcji HDL, LDL oraz triglicerydéw oznaczano metodami enzymatycznymi w
laboratorium szpitalnym za pomoca analizatora Cobas 6000 firmy Roche (Szwajcaria).

Stezenie cholesterolu LDL w surowicy oznaczano metoda bezposrednia.

5.2.2. Markery stanu zapalnego

CRP

Stezenie biatka C-reaktywnego w surowicy krwi oznaczano metoda o wysokiej czutosci
testem immunoturbidymetrycznym ze wzmocnieniem czastkami lateksu za pomoca
analizatora Cobas 6000 firmy Roche (Szwajcaria). Zakres warto$ci prawidtowych: 0,0 — 3,0

mg/l.

5.2.3. Parametry ukladu krzepnigcia

Fibrynogen
Stezenie fibrynogenu w osoczu oznaczano metoda Clausa odczynnikiem Fibrinogen-C XL

firmy Instrumentation Laboratory (USA). Zakres warto$ci prawidtowych: 1,8 — 3,5 g/I.

Markery generacji trombiny
Fragmenty F1+42 protrombiny w osoczu (F1.2) oznaczano metoda ELISA firmy Siemens,

Marburg (Niemcy).
-PA

Stezenie tkankowego aktywatora plazminogenu w osoczu oznaczano metoda ELISA firmy

Hyphen Biomed, Neuville-Sur-Oise (Francja).
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PAI-1
Stezenie inhibitora aktywatora plazminogenu typu 1 w osoczu oznaczano metoda ELISA

Hyphen Biomed, Neuville-Sur-Oise (Francja).

Lp(a)
Stezenie lipoproteiny Lp(a) w osoczu oznaczano metoda ELISA firmy (DRG Diagnostics,
Marburg (Niemcy).

5.2.4. Ocena w kierunku trombofilii

Czynnik V Leiden

Polimorfizm fV Leiden (A1691G) badano metodg Real-Time PCR z uzyciem odczynnikéw
TagMan Genotyping Asseys w aparacie 7900 Fast Real Time PCR System firmy Applied
Biosystems (USA).

Polimorfizm genu protrombiny G20210A

Polimorfizm genu protrombiny G20210A badano metoda analizy polimorfizmu dlugosci
fragmentow restrykcyjnych (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism) z uzyciem
restryktazy HindlIII firmy Fermentas (USA).

Przeciwciata antykardiolipinowe

Przeciwciata antykardiolipinowe (w klasie IgG i [gM) oznaczano metoda ELISA firmy
INOVA Diagnostics (USA). Zakres wartosci prawidlowych: dla klasy IgG 0-13,1 GPL, dla
klasy IgM 0-17,3 MPL.

Przeciwciata przeciw fr-glikoproteinie 1

Przeciwciata przeciw [,-glikoproteinie 1 (w klasie IgG i IgM) oznaczano metoda ELISA
firmy INOV A Diagnostics (USA). Zakres wartosci prawidtowych: dla klasy IgG 0-15,7 SGU,
dla klasy IgM 0-14 SMU.
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Antykoagulant tocznia
Oznaczano w osoczu metoda koagulometryczna w aparacie ACL TOP 500 firmy

Instrumentation Laboratory (USA). Warto$¢ prawidtowa — wynik ujemny.

Antytrombina
Aktywno$¢ antytrombiny oznaczano w osoczu metoda chromogenng w aparacie ACL TOP

500 firmy Instrumentation Laboratory (USA). Zakres wartosci prawidtowych: 75-125%.

Wolne biatko S
Wolne biatko S badano metodgq immunoturbidymetrii w aparacie Instrumentation Laboratory

(USA). Zakres wartos$ci prawidtowych: mezczyzni 75-130%, kobiety 59-118%.

Biatko C
Biatko C oznaczano metoda chromogenna zestawem Protein C — 0020300500 firmy

Instrumentation Laboratory (USA). Zakres warto$ci prawidtowych: 70-140%.

Czynnik VIII
Aktywnos$¢ fVIII w osoczu oznaczano metoda koagulometryczna z wykorzystaniem osocza
testowego pozbawionego fVIII w aparacie firmy Instrumentation Laboratory (USA). Zakres

warto$ci prawidtowych: 70-130%.

Homocysteina

Stezenie catkowitej homocysteiny oznaczano w osoczu EDTA metoda wysokocisnieniowe;j
chromatografii cieczowej (HPLC) w aparacie Hewlett Packard 1100 firmy Bio-Rad (USA)
wg Gtowackiego R. i wsp [193]. Zakres wartosci prawidlowych: 5-15umol/l.
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5.2.5. Ocena struktury i funkcji fibryny

Wiasciwosci osoczowego skrzepu fibrynowego
Oznaczono wskaznik przepuszczalnosci, tzw. stala Darcy’ego (Ks), metoda Millsa i wsp.[122]

w zestawie przedstawionym na rysunku 4.

Rysunek 4. Schematyczna budowa aparatu do badania przepuszczalnosci skrzepéw fibrynowych. Oznaczenia: a
— zbiornik z buforem, b — rurka odpowietrzajaca, ¢ — rurka z badanym skrzepem, d — prébéwka zbiorcza, A P —
ci$nienie buforu na poziomie przesiakania. Na podstawie: Sjgland JA, Inflammation and Fibrin Structure in

Patients with End-Stage Renal Disease, rozprawa doktorska 2007, zmodyfikowane.
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Polistyrenowa rurke (c) o dlugosci 20 mm i $rednicy 2,8 mm przeptukiwano fibrynogenem o
stezeniu 2 g/l w buforze TBS (Tris HC1 50 mmol/l i NaCl 0,15 mol/l pH 7,4) z dodatkiem
trombiny ludzkiej (Sigma) i pozostawiano w 25 °c przez 60 min, nast¢pnie ptukano samym
buforem. Wewngtrzna powierzchnia rurki zostawata w ten sposéb pokrywana cienka warstwa
fibryny, aby zwigkszy¢ przyleganie do $cian formowanej w niej pdzniej zelu fibrynowego i
zapobiec zapadaniu si¢ zelu oraz przeplywaniu buforu miedzy $ciang rurki a zelem [56],
poniewaz zel fibrynowy utworzony w osoczu jest delikatny i tatwo si¢ zapada w plastikowych
rurkach [194]. Utworzona cienka warstwa fibryny nie wpltywa na pomiar przesaczania przez
uformowany nastgpnie zel fibrynowy [56]. Tak przygotowana rurke z jednym koncem
zaklejonym Parafilmem® wypeiano 20 pl osocza cytrynianowego zmieszanym z 80 pul TBS,
do ktérego dodawano chlorek wapnia i ludzka trombing (Sigma) w stezeniach koncowych
odpowiednio 15 mmol/l i 1 U/ml. Rurk¢ umieszczano w wilgotnej komorze w temperaturze
25°C na 2 godziny. Po usunigciu Parafilmu® rurke z Zelem fibrynowym przeptukiwano TBS.
Gorny otwor rurki laczono polistyrenowym przewodem ze zbiornikiem buforu (a), ktdry
przesaczat si¢ pod ci$nieniem 4 cm H,0. Przesaczony w ciagu 1 godziny bufor zbierano,
wazono i mierzono obj¢tos¢. Nastepnie - po zakonczeniu eksperymentéw - dodawano bigkit

bromofenolu do buforu, aby wykry¢ uszkodzone zele i odrzuci¢ uzyskane z nich wyniki.

Wspdtczynnik K jest miara powierzchni zelu umozliwiajacej przeptyw buforu i jest

obliczany na podstawie rdwnania:

~Ln-Q

KS =
t-A-AP

gdzie Q to przeplyw w czasie t, L — dlugos¢ Zelu (13 mm), 1 - lepko$¢ ptynu (1/100 puaz), A

- pole przekroju zelu (0,049 cm?), Ap - ci$nienie dziatajace na zel (w dynach/cmz).
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Turbidymetria

Jest metoda oparta na zjawisku rozpraszania wiagzki $wiatta przechodzacego przez roztwor
fibrynogenu/fibryny. Rozpraszanie wiazki $wiatla nasila si¢ podczas polimeryzacji zelu
fibrynowego, a zmniejsza si¢ podczas fibrynolizy. Osocze cytrynianowe rozcienczano w
stosunku 2:3 za pomoca 0,05 mol/l Tris-HCI, 0,15 mol/l NaCl, pH 7,4. Po dodaniu 1 U/ml
ludzkiej trombiny (Sigma) i 15 mmol/l chlorku wapnia do osocza (st¢zenia koncowe),
mierzono absorbancj¢ przy dlugosci fali 405 nm przez 8 min na spektrofotometrze Perkin-
Elmer Lambda 4B. W ten sposéb wyznaczano przebieg krzywej turbidimetrycznej tworzenia
si¢ zelu fibrynowego (rysunek 5), na podstawie ktorej oceniano tzw. lag phase oraz
maksymalng absorbancj¢ (A Abs) w fazie plateau (zwykle po 6 - 8 min). Czas okreslany jako
lag phase odzwierciedla czas potrzebny do utworzenia protofibryli, a A Abs zalezy od ilosci

protofibrylli tworzacych wtékno fibryny w wyniku bocznej agregacji [57,127,195].
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Rysunek 5. Przebieg krzywej turbidymetrycznej tworzenia si¢ zelu fibrynowego. Oznaczenia: lag phase — czas
przed poczatkiem polimeryzacji, A Abs - maksymalna absorbancja. Na podstawie: Carter AM, Cymbalista CM,
Spector TD, Grant PJ; EuroCLOT Investigators. Heritability of clot formation, morphology, and lysis: the
EuroCLOT study. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2007,27:2783-9, zmodyfikowane.

Sprawnos¢ mechanizmow fibrynolitycznych

Wykonano oceng¢ kinetyki lizy po dodaniu egzogennego rt-PA (Boerhinger Ingelheim)
metoda Williamsa i wsp. [105]. 100 pl osocza cytrynianowego mieszano z 1 U/ml ludzkiej
trombiny i 1 pmol/l rt-PA. Kinetyka powstawania fibryny i jej lizy oceniane sa na podstawie
absorbancji przy dlugosci fali 405 nm przez 30 min. Czas lizy (tsoq) oceniany zmodyfikowana
metoda Williamsa i wsp. zdefiniowany jest jako czas, w ktérym absorbancja zmniejsza sig o

50% wartoS$ci szczytowej (rysunek 6) [S7].
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Rysunek 6. Przebieg krzywej turbidymetrycznej tworzenia si¢ zelu fibrynowego oraz lizy. Oznaczenia: tsoq —
czas w ktérym absorbancja zmniejsza si¢ o 50% wartosci szczytowej, A Abs - maksymalna absorbancja. Na
podstawie: Carter AM, Cymbalista CM, Spector TD, Grant PJ; EuroCLOT Investigators. Heritability of clot
formation, morphology, and lysis: the EuroCLOT study. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2007,27:2783-9,

zmodyfikowane.

Kinetyke lizy skrzepu badano réwniez bez dodawania egzogennej trombiny, metoda Lismana
1 wsp. [60]. 75 ul osocza cytrynianowego mieszano z 15 mmol/l chlorkiem wapnia, 10000-
krotnie rozcienczonym TF (Innovin, Dade Behring), 12 pmol/l pgcherzykami
fosfolipidowymi i 60 ng/ml rt-PA (Boerhinger Ingelheim, Germany) [196]. Kinetyka
powstawania fibryny i jej lizy tzw. czas lizy skrzepu (CLT) oceniane sa na podstawie

absorbancji przy dlugosci fali 405 nm w temperaturze 37°C.

Oceniono takze maksymalne stgzenie (D-D ) i tempo (D-D ) uwalniania dimeréw D ze

skrzepu podanego dziataniu rt-PA w stezeniu koncowym 0,2 pumol/l zgodnie z procedura
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opracowang przez Colleta i wsp.[197]. Tempo lizy szacowano w oparciu o stezenia dimeréw
D (American Diagnostica) w plynie przesigkajacym przez zel fibrynowy przygotowany wg

wczesniej omoéwionej metody. Prébki pobierano co 20 min.

Oceng struktury i funkcji fibryny wykonano we wspétpracy z laboratorium K.G. Manna

(Departament of Biochemistry, Burlington, VT, USA).

5.2.6. Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano w programie STATISTICA 9 PL w §rodowisku Windows PC.
Dane przedstawiono jako s$rednie + odchylenie standardowe badZz jako mediang (zakres
migdzykwartylowy) dla zmiennych odbiegajacych od rozktadu normalnego. Dane w skali
nominalnej przedstawiono w postaci liczno$ci i wartosci procentowych. Test Shapiro-Wilka
wykorzystano do oceny normalnosci rozktadu zmiennych. Powiazane badz niepowigzane
testy t-Studenta oraz testy nieparametryczne Wilcoxona lub Kruskalla-Wallisa wykorzystano
do oceny istotno$ci rézni¢ w zaleznoSci od charakterystyki badanych zmiennych i ich
rozktadu. Dane w skali nominalnej analizowano testem Chi-kwadrat. Korelacje pomigdzy
zmiennymi oceniano za pomocg metody rangowej Spearmana. Analiza kowariancji
(ANCOVA) zostala wykorzystana do obliczenia skorygowanych S$rednich oraz oceny
istotno$ci réznic pomi¢dzy badanymi grupami. Warto$ci p mniejsze niz 0,05 zostaty uznane
za istotne. Moc testu w zaleznosci od liczebnosci grup oszacowano dla oznaczen K, tsgg oraz

CLT przy pomocy programu GPower 3.1.2 w srodowisku Windows PC [198].
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6. Wyniki

6.1. Charakterystyka badanych grup

Grupa kontrolna oraz osoby po przebytym epizodzie ZChZZ nie réznily sie pod wzgledem
wieku, plci, czgstosci palenia tytoniu, obcigzajacego wywiadu rodzinnego w kierunku choréb
ukladu krazenia, wystgpowania nadci$nienia tgtniczego czy stosowania inhibitoréw
konwertazy angiotensyny. Pacjenci z ZChZZ mieli czesciej niz osoby z grupy kontrolnej
dodatni wywiad rodzinny w kierunku ZChZZ, ale obserwacja ta osiagneta graniczna warto$é
istotnosci statystycznej (p=0,053). Pacjenci z ZChZZ mieli wigkszy BMI niz osoby z grupy
kontrolnej (tabela 6.1). Nie bylo ré6znic w wynikach podstawowych badan laboratoryjnych w
obu grupach, poza nieznacznie wigkszym stg¢zeniem CRP [1,66 (0,74-2,22) mg/l vs 0,84
(0,54-1,12) mg/l; p= 0,03], glukozy [5,66 £0,36 mmol/l vs 5,44 £0,36 mmol/l; p= 0,03] oraz
t-PA [14,05 (11,05 -17,35) ng/ml vs 10,8 (10,10-13,70) ng/ml; p= 0,015] u pacjentéw z
ZChZZ.
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Tabela 6.1.
Podstawowa charakterystyka oséb z grupy kontrolnej i pacjentéw z zylna choroba

zakrzepowo-zatorowg

Grupa kontrolna ZChZZ
n=25 n=28 P
Wiek (lata) 42,4 +10,5 43,9 11,1 0,60
Pte¢ meska, n (%) 14 (56%) 14 (50%) 0,67
BMI (kg/mz) 24,4 (23,0-27,8) 28,3 (24,8-30,5) 0,04
Paleme((t%;omu, n 6 (24%) 9 (32%) 0.52
Obciazajacy wywiad
rodzinny ch.u.k., 5 (20%) 6 (21%) 0,91
n (%)
ZChZZ w rodzinie, 0 (0%) 4 (14%) 0.05
n (%)
Nadci$nienie
tetnicze,n (%) 4 (16%) 6 (21%) 0,62
Stosowanie ACE-I, 3 (12%) 3 (11%) 0,89
n (%)

Wartosci podane jako §rednia £SD, mediana (przedzial migdzykwartylowy) lub procent

BMI - wskaznik masy ciata, ch.uk. - choroby uktadu krazenia, ZChZZ - zylna choroba zakrzepowo-zatorowa,

ACE-I - inhibitory konwertazy angiotensyny

W grupie 0séb z ZChZZ odnotowano 10 pacjentéw z zakrzepica samoistna (36% grupy
ZChZZ), reszte (n=18, 64%) stanowili pacjenci z zakrzepica zwiazana z przejéciowymi
czynnikami ryzyka: unieruchomienie (n=10), zabieg operacyjny (n=4), doustne $rodki
hormonalne (n=3), polég (n=1). Zakrzepica proksymalna zyt konczyn dolnych wystgpowata u
17 pacjentéw, natomiast zakrzepica dystalna u 11. Zatorowos¢ plucna zostata rozpoznana w
przesztosci u 4 oséb  (14% grupy ZChZZ), a aktualnie wykonywane badanie
ultrasonograficzne zyt konczyn dolnych ujawnilo obecnos$¢ skrzepliny rezydualnej u 9
pacjentéw (32% grupy ZChZZ). Sredni czas od epizodu ZChZZ do dnia wtaczenia do badania
wynosit 15 miesigcy (10,5-25), $redni czas leczenia antykoagulacyjnego 7 miesigcy (5-12), a
czas od zakonczenia antykoagulacji 8 miesigcy (3,5-15). Obecno$¢ trombofilii stwierdzono
ogétem u 14 pacjentéw (50%) z ZChZZ. 6 oséb posiadato heterozygotyczna postaé fV
Leiden, 3 osoby zwigkszona aktywnos¢ fVII (>150%), 1 osoba wariant 20210A genu

protrombiny (heterozygota), 1 osoba niedobér AT, 1 osoba hiperhomocysteinemig, u 1 osoby
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wspolwystepowaty heterozygotyczna posta¢ fV Leiden z hiperhomocysteinemia oraz u 1
osoby  wspOtwystgpowal  wariant 20210A genu protrombiny (heterozygota) z

hiperhomocysteinemia.

Wyniki oznaczen parametréw fibrynowych wyjsciowo istotnie roznity si¢ w grupie kontrolnej
i u pacjentéw z ZChZZ, co przedstawiono w tabeli 6.2. U pacjentéw z ZChZZ stwierdzono
szybsze powstawanie protofibryli (lag phase krétszy o 9%, p<0,0001), tworzenie grubszych
wiokien fibrynowych (A Abs wigksza o 14,2%, p< 0,0001), a skrzepy byly o 27,4% mniej
przepuszczalne (p<0,0001) i o 25% mniej podane na liz¢ (p<0,0001), wystgpowato tez
wigksze D-D .« 0 20,6% (p= 0,0008), cho¢ wolniejsze w czasie (o 8,1%, p= 0,0002)

uwalnianie dimeréw D pod wptywem rt-PA.
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Tabela 6.2. Wyjsciowe parametry fibrynowe w grupie kontrolnej i u pacjentéw z zylng

choroba zakrzepowo-zatorowa

Zmienna Grupa kontrolna ZChZZ p
n=25 n=28
K, (10° cm?) 9,5+1,3 6,9 0,9 <0,0001
Lag phase (s) 47,7 £3,7 43,4 £3,6 <0,0001
A Abs (405nm) 0,77 +0,05 0,88 +0,05 <0,0001
tso (min) 7,7 £1,2 9,7 £1,1 <0,0001
CLT (min) 71,7 £8,8 89,5 12,0 <0,0001
D-D pax (mg/1) 3,4 (3,3-4,1) 4,1 (3,9-4,4) 0,0008
D-D 14e (mg/l/min) 0,074 £0,007 0,068 £0,005 0,0002

Warto$ci podane jako $rednia +£SD lub mediana (przedziat migdzykwartylowy)

ZChZZ - zylna choroba zakrzepowo-zatorowa, K, - wspétczynnik przepuszczalnosci, Lag phase - czas przed
rozpoczeciem bocznej agregacji protofibryli, A Abs (405nm) - maksymalna absorbancja zelu fibrynowego w
turbidymetrii przy dlugosci fali 405 nm, tsoq- czas lizy oceniany zmodyfikowana metodq Williamsa 1 wsp.,
CLT - czas lizy oceniany zmodyfikowana metoda Lismana i wsp., D-D ,,x - maksymalne st¢zenie dimeréw D,

D-D ., - maksymalne tempo przyrostu dimeréw D

Wykonano takze analizg wyj$ciowych parametréw fibrynowych w podgrupach pacjentéow z
ZChZZ. U pacjentéw z samoistng ZChZZ (n=10) w poréwnaniu do zakrzepicy zwiazanej z
przejsciowymi czynnikami ryzyka (n=18) wystgpowata wigksza przepuszczalno$¢ skrzepow
(K, 7,6 £1,4:10° cm?® vs 6,3 +1,1-10” cm?, p= 0,01), wicksza podatno$¢ na lize (tsos 8,7 +1,6
min vs 10,2 +1,1 min, p= 0,01) i wolniejsze tempo uwalniania dimeréw D (D-D . 0,065 +
0,005 mg/l/min vs 0,069 +0,004 mg/l/min, p= 0,01). U pacjentéw z obecna rezydualng

skrzeplina w zylach glebokich konczyn dolnych stwierdzono w poréwnaniu do pacjentéw bez
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skrzepliny rezydualnej wigksza absorbancj¢ maksymalng (A Abs 0,9 0,04 vs 0,8 +0,06, p=
0,005) i mniejsza przepuszczalno§é skrzepéw fibrynowych (K 6,0 +0,9-10° cm?® vs 7,2
+1,4:10° cm?; p= 0,03), krétsza faze tworzenia protofibryli (lag phase 41,2 £2.5 s vs 44,5
+2.8 s, p= 0,005) oraz dtuzszy czas lizy (tsos 10,6 [9,5 — 11,3] min vs 9,9 [7,5 — 10,3] min, p=
0,03). Nie stwierdzono istotnych réznic w strukturze/funkcji fibryny u pacjentéw z zakrzepica

proksymalna vs dystalng ani u pacjentéw z obecna vs nieobecng trombofilia.

W tabeli 6.5 przedstawiono wspoétczynniki korelacji parametréw fibrynowych i innych
zmiennych przed zastosowaniem atorwastatyny w grupie kontrolnej. Przed wiaczeniem
atorwastatyny w tej grupie wiek korelowat ujemnie z lag phase (r= -0,55, p= 0,004), a
dodatnio z maksymalna absorbancja (r= 0,4, p= 0,04). Stgzenie fibrynogenu korelowato
ujemnie z K (r=-0,57, p= 0,003), lag phase (r=-0,77, p< 0,0001) oraz tempem uwalniania
dimeréw D (r= -0,66, p= 0,0003), a dodatnio z maksymalng absorbancja (r= 0,83, p<0,0001),
czasem lizy tsoq (r= 0,62, p=0,001) i CLT ( r=0,84, p< 0,0001) oraz maksymalnym stgzeniem
dimeréw D (r= 0,69, p= 0,0001). Dodatkowo wigkszos$¢ parametrow fibrynowych (procz K i
tso%) korelowata ze stezeniem PAI-1 (ujemne korelacje dla lag phase i D-D 4, dodatnie dla
maksymalnej absorbancji, CLT i D-D ). Nie zaobserwowano istotnych korelacji migdzy

parametrami fibrynowymi a CRP, poza staba ujemna korelacja dla K (r=-0,47, p=0,017).

Analiza wspdiczynnikéw korelacji migdzy parametrami fibrynowymi a innymi zmiennymi u
pacjentéw z ZChZZ (tabela 6.8) przed stosowaniem atorwastatyny wykazata ujemna korelacje
stezenia fibrynogenu z K (r= -0,44, p= 0,019) oraz korelacje dodatnie z maksymalna
absorbancja (r= 0,57, p= 0,001), czasami lizy tsoq (r= 0,64, p= 0,0002) i CLT (r= 0,8,
p<0,0001) i maksymalnym st¢zeniem uwalnianych dimeréw D (r= 0,38, p= 0,04). Nie
stwierdzono istotnych korelacji miedzy st¢zeniem fibrynogenu a lag phase czy tempem
uwalniania dimeréw D. Przed zastosowaniem atorwastatyny st¢zenie CRP korelowato
dodatnio z maksymalna absorbancja (r= 0,52, p= 0,004) i czasami lizy ( r= 0,44, p= 0,02), a
F1.2 dodatnio z maksymalng absorbancja (r= 0,46, p= 0,01). Nie bylo istotnych korelacji
migdzy stezeniem PAI-1 czy Lp(a) a parametrami fibrynowymi. Nie stwierdzono takze
istotnych korelacji migdzy parametrami fibrynowymi a czasem od epizodu ZChZZ, czasem

od zakonfczenia leczenia antykoagulacyjnego ani dtugoscia antykoagulacji.
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6.2. Dzialanie atorwastatyny

6.2.1. Efekty atorwastatyny w grupie kontrolnej
Po 3 dniach stosowania atorwastatyny 40 mg dziennie stwierdzono istotne zmniejszenie

stezenia cholesterolu catkowitego (o ok. 19%), cholesterolu LDL (o ok. 23%), triglicerydéw

(o ok. 7%) oraz t-PA (o ok. 8%). Wyniki pozostalych oznaczen nie zmienily si¢ (tabela 6.3).
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Tabela 6.3. Wyniki badan laboratoryjnych w grupie kontrolnej (n=25) wyjsciowo i po 3

dniach atorwastatyny (40 mg dziennie)

Zmienna Wyjsciowo Po atorwastatynie p
Hb (g/dl) 14,5 +0,98 - -
WBC (x10° /ul) 5,9 (5,2-6,3) - -
PLT (x10° /ul) 237 (210-264) - -
AlAT (U/N) 28 (19-34) 25 (19-42) 0,45
Glukoza (mmol/1) 5,44 +0,36 5,47 £0,39 0,73
Kreatynina (umol/l) 79 (68-84) 77 (69-88) 0,26
TC (mmol/l) 5,87 £1,03 4,76 £1,02 <0,0001
LDL-C (mmol/l) 3,33 +0,61 2,59 +0,62 <0,0001
HDL-C (mmol/l) 1,29 (1,08-1,62) 1,21 (1,08-1,60) 0,33
TG (mmol/1) 0,95 (0,66-1,6) 0,89 (0,61-1,33) 0,01
CRP (mg/1) 0,84 (0,54-1,12) 0,57 (0,39-1,20) 0,37
>300D(’:1gi/‘£‘)”r-‘; - 6 (24%) 5 (20%) 0,73
Fibrynogen (g/1) 3,08 £0,73 3,18 £0,76 0,14
tHey (umol/1) 5,70 (4,50-8,70) 6,70 (5,20-8,60) 0,33
t-PA (ng/ml) 10,80 (10,10-13,70) 10,00 (9,40-10,40) 0,001
PAI-1 (ng/ml) 20,07 £7,36 17,85 £7,00 0,24
F1.2 (pmol/l) 105 (85-121) 104 (89-114) 0,95
Lp(a) (mg/dl) 5,73 (3,35-11,63) 5,43 (3,29-11,79) 0,86

Wartosci podane jako $rednia +SD, mediana (przedzial migdzykwartylowy) lub procent

Hb — hemoglobina, WBC — leukocyty, PLT - ptytki krwi, AIAT - aminotransferaza alaninowa, TC - cholesterol
catkowity, LDL-C - cholesterol LDL, HDL-C - cholesterol HDL, TG - triglicerydy, CRP - biatko C reaktywne,
tHcy - homocysteina catkowita, t-PA - tkankowy aktywator plazminogenu, PAI-1 - inhibitor aktywatora

plazminogenu typu 1, F1.2 - fragment protrombiny 1.2, Lp(a) - lipoproteina Lp(a)
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Tabela 6.4. Parametry fibrynowe w grupie kontrolnej (n=25) wyjéciowo i po 3 dniach

atorwastatyny (40 mg dziennie)

Zmienna Wyjsciowo Po atorwastatynie p

K (10” cm?) 9,5+1,3 8,7 1,3 0.06
Lag phase (s) 47,7 £3,7 48,0 £3,8 0,84
A Abs (405nm) 0,77 £0,05 0,78 +0,05 0,27
tso (min) 7,7 £1,2 8,0+£1,2 0,36
CLT (min) 71,7 £8,8 63,8 +8,8 0,003
D-D pax (mg/1) 3,4 (3,3-4,1) 3,4 (3,3-4,0) 0,91
D-D 14e (mg/l/min) 0,07 £0,007 0,07 £0,007 0,92

Warto$ci podane jako $rednia +£SD lub mediana (przedziat migdzykwartylowy)

skréty jak w tabeli 6.2

Parametry fibrynowe w grupie kontrolnej wyjéciowo i po 3 dniach stosowania atorwastatyny
przedstawiono w tabeli 6.4; poza skréceniem - o 11% - czasu lizy (CLT) nie zaobserwowano
istotnych zmian.

Analizy korelacji parametrow fibrynowych i innych zmiennych po 3 dniach atorwastatyny
zobrazowano w tabeli 6.5. Stgzenie fibrynogenu korelowato dodatnio z absorbancja (r= 0,76,
p< 0,0001), CLT (r= 0,48, p= 0,01) oraz maksymalnym st¢zeniem uwalnianych dimeréw D
(r= 0,43, p= 0,03). Stgzenie CRP korelowato ujemnie z K (r= -0,41, p= 0,04), a dodatnio
maksymalna absorbancja (r= 0,45, p= 0,02) i stgzeniem dimeréw D (r= 0,43, p= 0,03).
Dodatkowo zaobserwowano ujemne korelacje migdzy PAI-1 a tempem uwalniania dimeréw

D (r=-0,52, p= 0,007) oraz migdzy Lp(a) a lag phase (r=-0,46, p= 0,02).
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Tabela 6.5. Wspélczynniki korelacji dla parametréw fibrynowych i innych zmiennych w

grupie kontrolnej przed leczeniem / po leczeniu

Ks Lag A Abs ts(}% CLT D-D max D-D rate
phase

wiek -0,26 / -0,55%/ 0,40%/ 0,37/ 0,36/ 0,28/ -0,15/
-0,05 0,08 0,28 0,22 0,29 0,39 -0,28

fibrynogen | -0,57%/ -0,77%/ 0,83%/ 0,62*/ 0,84%*/ 0,69*/ -0,66%*/
-0,11 0,25 0,76* 0,15 0,48%* 0,43% -0,14

CRP -0,47%/ -0,28 / 0,26/ 0,21/ 0,21/ 0,25/ -0,02/
-0,41%* 0,01 0,45* 0,19 0,35 0,43* -0,12

TC -0,08 / -0,17/ 0,12/ 0,19/ 0,11/ -0,13/ -0,04/
-0,40* -0,05 0,00 0,22 0,13 0,28 -0,31

TG 0,10/ 0,13/ -0,15/ -0,21/ 0,03/ -0,35/ -0,03 /
-0,49%* -0,30 0,23 0,12 0,22 0,13 -0,26

PAI-1 -0,20/ -0,52%/ 0,56*/ 0,34/ 0,71%/ 0,54%/ -0,62%/
-0,37 -0,39 0,19 0,03 0,38 0,22 -0,52%

F1.2 -0,14/ -0,36 / 0,39%/ 0,30/ 0,44%*/ 0,55*/ -0,42%/
0,12 -0,18 0,23 -0,09 0,12 -0,20 -0,17

Lp(a) 0,10/ 0,07/ -0,39/ -0,17/ -0,14/ -0,31/ 0,03/
-0,17 -0,46%* -0,19 0,36 0,16 0,01 -0,04

* — korelacja istotna (p<0,05), pozostate skréty jak w tabeli 6.2 1 6.3
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6.2.2. Efekty atorwastatyny u pacjentow z ZChZZ

W wyniku zastosowanej atorwastatyny 40 mg dziennie podawanej przez 3 kolejne dni
zaobserwowano zmniejszenie st¢zenia cholesterolu catkowitego (o 18,2%), cholesterolu LDL
(0 22,7%), HDL (0 5,3%), triglicerydéw (o 1%), homocysteiny (o 31,6%), PAI-1 (0 19,4%) i
Lp(a) (o 7,2%), natomiast stezenie F1.2 zwigkszyto si¢ (0 5%). Wyniki pozostatych oznaczen

nie zmienity si¢ (tabela 6.6).
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Tabela 6.6. Wyniki badan laboratoryjnych u oséb z zylna chorobg zakrzepowo-zatorowa

(n=28) wyjs$ciowo i po 3 dniach atorwastatyny (40 mg dziennie)

Zmienna Wyjsciowo Po atorwastatynie p
Hb (g/dl) 14,5 £1,12 - -
WBC (x10? /ul) 5,9 (4,9-6,2) - -
PLT (x10° /ul) 221,5 (177-236) - -
AlAT (U/N) 21,5 (15,5-32,5) 20,0 (16-37) 0,70
Glukoza (mmol/l) 5,66 +0,36 5,60 +0,44 0,57
Kreatynina (umol/l) 74 (68-83) 75 (69-81) 0,37
TC (mmol/l) 5,67 1,14 4,64 £1,08 <0,0001
LDL-C (mmol/l) 3,44 +0,88 2,66 +0,84 <0,0001
HDL-C (mmol/l) 1,50 (1,19-1,65) 1,42 (1,21-1,57) 0,02
TG (mmol/l) 0,97 (0,83-1,35) 0,96 (0,73-1,22) 0,02
CRP (mg/1) 1,66 (0,74-2,22) 1,69 (0,77-2,72) 0,78
D'di?ggy(%)g/ L) 10 (35.7%) 6 (21.4%) 0.73
Fibrynogen (g/1) 3,11 £0,67 3,16 £0,71 0,48
tHey (umol/1) 7,75 (5,05-9,60) 5,30 (3,60-6,65) 0,006
t-PA (ng/ml) 14,05 (11,05 -17,35) 13,15 (10,05-17,20) 0,69
PAI-1 (ng/ml) 21,39 £7,68 17,23 £5,43 0,009
F1.2 (pmol/l) 106 (87-132) 111,5 (90-135,5) 0,034
Lp(a) (mg/dl) 4,97 (3,26-11,86) 4,61 (3,09-11,86) 0,0006

Wartosci podane jako $rednia +SD, mediana (przedzial migdzykwartylowy) lub procent

Skréty jak w tabeli 6.3



Parametry fibrynowe u pacjentéw z ZChZZ wyijéciowo i po 3 dniach stosowania
atorwastatyny przedstawiono w tabeli 6.7. W wyniku zastosowanej statyny zwigkszeniu
uleglty K (0 23,2%, p< 0,0001), lag phase (0 4,5%, p= 0,04) oraz tempo uwalniania dimeréw
D (o 10,3%, p= 0,0001). Zmniejszyly si¢ natomiast A Abs (0 4,5%, p= 0,002) i czasy lizy
skrzepu (tsog, 0 19,9% oraz CLT o 13,7%, p< 0,0001).

Korelacje miedzy parametrami fibrynowymi a innymi zmiennymi u pacjentéw z ZChZZ po
atorwastatynie zebrano w tabeli 6.8. Stwierdzono ujemna korelacj¢ fibrynogenu z K
(r=-0,65, p= 0,0002) oraz korelacje dodatnie z maksymalna absorbancja (r= 0,88, p< 0,0001),
czasem lizy tsoq (r= 0,62, p= 0,0005) i CLT (r= 0,46, p= 0,01) i maksymalnym stgzeniem
uwalnianych dimeréw D (r= 0,44, p= 0,02). Nie stwierdzono istotnych korelacji miedzy
stezeniem fibrynogenu a lag phase czy tempem uwalniania dimeréw D. Po 3 dniach
atorwastatyny zaobserwowano ujemne korelacje CRP i K (r=-0,54, p= 0,003) oraz lag phase
(r=-0,38, p= 0,05) oraz PAI-1 z K; (r= -0,63, p= 0,0003), lag phase (r=-0,63, p= 0,0002) i
tempem uwalniania dimeréw D (r= -0,44, p= 0,02). PAI-1 dodatnio korelowal natomiast z
czasem lizy (dla tsos r= 0,53, p= 0,004; dla CLT r= 0,68, p< 0,0001). Dla F1.2 wystapily
korelacje ujemne z K (r=-0,52, p= 0,004) i z lag phase (r= -0,42, p= 0,02) oraz dodatnie z
czasem lizy tsoq (r= 0,5, p= 0,006), CLT (r= 0,4, p= 0,03) i maksymalnym stezeniem dimeréw
D (r= 0,39, p=0,04).

Po 3 dniach stosowania statyny nie stwierdzono istotnych korelacji migdzy zmiang

parametréw fibrynowych a zmiang stgzenia cholesterolu, tHey, t-PA, PAI-1, F1.2 czy Lp(a).
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Tabela 6.7. Parametry fibrynowe u 0s6b z zylng choroba zakrzepowo-zatorowa (n=28)

wyjsciowo i po 3 dniach atorwastatyny (40 mg dziennie)

Zmienna Wyjsciowo Po atorwastatynie p
K, (107 cm?) 6,9 0,9 8,5 +0,98 <0,0001
Lag phase (s) 43,4 +3,62 45,4 43,62 0,04
A Abs (405nm) 0,88 +0,05 0,84 +0,05 0,0023
tso¢ (min) 9,67 +1,12 7,74 1,12 <0,0001
CLT (min) 89,53 12,01 77,26 £12,01 0,0004
D-D pay (mg/l) 4,11 (3,89-4,45) 4,00 (3,67-4,30) 0,22
D-D 4. (mg/l/min) 0,068 +0,005 0,075 +0,007 <0,0001

Warto$ci podane jako $rednia +£SD lub mediana (przedziat migdzykwartylowy)

Skréty jak w tabeli 6.2
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Tabela 6.8. Wspdiczynniki korelacji dla parametrow fibrynowych i innych zmiennych u

pacjentéw z zylna chorobg zakrzepowo-zatorowa przed leczeniem / po leczeniu

Ks Lag A Abs ts()% CLT D-D max D-D rate
phase
fibrynogen -0,44*/ 0,14/ 0,57%/ 0,64*/ 0,80%*/ 0,38%/ 0,01/
-0,65* -0,27 0,88%* 0,62 0,46* 0,44% -0,35
glukoza -0,37/ -0,20/ 0,09/ 0,38%/ 0,12/ 0,18/ 0,16/
0,06 -0,02 0,05 -0,02 -0,33 0,04 0,28
CRP -0,27 / 0,03/ 0,52%*/ 0,44*/ 0,44%*/ 0,26/ -0,10/
-0,54%* -0,38* 0,66* 0,53* 0,25 0,33 -0,32
TC 0,14/ 0,43*/ -0,01/ 0,001/ 0,29/ -0,12/ 0,05/
0,00 -0,09 0,32 0,08 -0,04 0,19 0,07
LDL-C -0,04 / 0,33/ 0,18/ 0,19/ 0,44%*/ -0,05/ 0,09/
-0,12 -0,09 0,42 0,19 0,00 0,09 0,05
HDL-C 0,17/ 0,27/ -0,28 / -0,38%/ -0,20/ -0,37/ -0,02/
0,11 0,04 -0,14 -0,15 0,15 0,22 -0,17
TG 0,11/ 0,04/ 0,004 / 0,11/ 0,03/ 0,11/ 0,2/
0,11 -0,1 0,26 0,02 -0,2 0,3 -0,3
PAI-1 0,02/ -0,02/ 0,23/ -0,10/ 0,20/ 0,02/ 0,08/
-0,63* -0,63* 0,25 0,53* 0,68* 0,30 -0,44%*
F1.2 0,00/ -0,07/ 0,46%*/ 0,19/ 0,32/ -0,04 / 0,12/
-0,52* -0,42%* 0,28 0,50%* 0,40* 0,39* -0,24
Lp(a) 0,20/ 0,04/ -0,1/ -0,2/ -0,1/ 0,10/ -0,2/
0,11 0,21 0,10 -0,31 0,03 0,01 -0,003

* — korelacja istotna (p<0,05), pozostate skréty jak w tabeli 6.2 1 6.3
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6.2.3. Zmiany parametréw fibrynowych w podgrupach pacjentéw z ZChZZ

U pacjentow z obecna rezydualna skrzepling stwierdzono 10 razy bardziej nasilone
zmniejszenie maksymalnej absorbancji zelu fibrynowego pod wplywem atorwastatyny niz u
pacjentéw bez skrzepliny (0,10 0,07 vs 0,01 £0,07, p=0,005), natomiast skrécenie czasu lizy
(A CLT) obserwowano tylko w podgrupie pacjentéw bez skrzepliny rezydualnej (tabela 6.9).
W przypadku braku skrzepliny rezydualnej wystapit wigkszy przyrost tempa uwalniania
dimeréw D po zastosowaniu atorwastatyny (0,009 £0,01 mg/l/min vs 0,003 0,01 mg/l/min;
p=0,04).

Nie bylo réznic w wielko$ci zmian parametréw fibrynowych pod wptywem statyny u
pacjentdw z obecna lub nieobecng trombofilia. Pacjentéw z zakrzepica samoistng cechowat
wigkszy (ok. 2,4 razy) przyrost tempa uwalniania dimeréw D pod wptywem statyny niz w
przypadkach zakrzepicy towarzyszacej przejSciowym czynnikom ryzyka (0,012 0,01
mg/l/min vs 0,005 £0,006 mg/l/min, p= 0,044). Uwzgledniajac pierwotna lokalizacjg
zakrzepicy (proksymalna /dystalna), korzystne zmniejszenie maksymalnej absorbancji zelu
fibrynowego pod wpltywem atorwastatyny stwierdzono jedynie w przypadkach zakrzepicy

proksymalnej [0,07 20,07 (405nm) vs -0,008 £0,07 (405nm), p= 0,01].
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Tabela 6.9. R6znice w wielko$ci zmiany parametrow fibrynowych u pacjentéw z zylna
choroba zakrzepowo-zatorowa po 3 dniach atorwastatyny 40 mg dziennie w zaleznosci od

obecnosci / braku skrzepliny rezydualnej

Obecna RVT Brak RVT P
n=9 n=19 t Studenta/ M-W

A K, (107 cm?) 1,8 0,9 1,5+1,4 0,54
A Lag phase (s) 1,5+5.4 2,1 +44 0,70
A A Abs (405nm) 0,1 £0,07 0,0 £0,07 0,005
A ts99, (min) 2,1 £0,7 1,8 £1,5 0,61

A CLT (min) -0,4 £12,5 * 17,4 £6,4 <0,0001
A D-D pax (mg/l) 0,4 +0,7 0,1+0,5 0,37
A D-D ;3¢ (mg/l/min) 0,003 +0,01 0,009 +0,01 0,04

Wartosci podane jako $rednia £SD lub mediana (przedzial migdzykwartylowy)

M-W - test Manna—Whitney’a
RVT - skrzeplina rezydualna, pozostate skréty jak w tabeli 6.2

*u pacjentéw z RVT czas lizy wydluzyt sie po leczeniu
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6.2.4. Wyniki analizy statystycznej — moc testu

Analizowane zmienne K u pacjentéw z ZChZZ przed i po atorwastatynie cechuja sie
rozktadem normalnym, przyjeto wigc rozktad normalny w populacji. Za podstawg analizy
liczebnosci przyjeto porodwnanie rozktadéw w modelu parametrycznym powigzanym (k=2
grupy: przed i po interwencji terapeutycznej). Wielkos$¢ efektu (effect size) ,,d” obliczono na
podstawie zmiennych K przed [n=28; $rednia=6,8; SD=1,3; wspdéiczynnik zmiennosci
(%CV)=19,1%] i po interwencji terapeutycznej (n=28; srednia=8,4; SD=0,9; %CV=10,7%)
oraz istotnej (p=0,03; r=0,4) korelacji migdzy zmiennymi. Wielko$¢ efektu wyniosta 1,28, co
klasyfikuje efekt interwencji w zakresie bardzo silnego wptywu. Zwraca takze uwage niska i
niewielka liczbowo réznica %CV zmiennych przed i po interwencji, co $wiadczy o wysokiej
jakosci danych eksperymentalnych. Z powyzszymi danymi moc testu na poziomie 0,05
(jednostronnie — wzrost wartosci) osiagana jest dla wielkosci grupy n=9 pacjentéw, na
poziomie 0,01 dla n=17, na poziomie 0,001 dla n=29. Mozna przyjac, ze wielko$¢ grupy n=28
jest wigksza od zatozonego minimum n=17 zapewniajacego bardzo wysoka moc testu i
prawdopodobienstwo trafno$ci wynikéw badania (p=0,01). Dla podniesienia mocy testu do
p=0,001 (prawdopodobienstwo graniczace z pewnoscia) konieczne bytoby zwigkszenie grupy

tylko o jedna osobg tj. do n=29 0s6b.

Analizowane zmienne tsyq, u pacjentéw z ZChZZ przed i po atorwastatynie cechuja sie
brakiem zgodno$ci rozktadu z rozktadem normalnym, przyj¢to jednak rozktad normalny w
populacji. Za podstawe analizy liczebno$ci przyjeto porodwnanie rozktadéow w modelu
powiazanym nieparametrycznym Wilcoxona (k=2 grupy, przed 1 po interwencji
terapeutycznej). Wielkos¢ efektu (effect size) ,,d” obliczono na podstawie zmiennych tsog
przed (n=28; s$rednia=9,7; SD=1,5; %CV=15,5%) i po interwencji terapeutycznej (n=28;
srednia=7,8; SD=1,2; %CV=15,4%) oraz istotnej (p=0,003; r=0,54) korelacji migdzy
zmiennymi. Wielko$¢ efektu wyniosta 1,44, co klasyfikuje go w zakresie bardzo silnego
wplywu. Zwraca takze uwage niemalze identyczny liczbowo i niewielki wspdtczynnik
zmienno$ci %CV zmiennych przed i po interwencji, co $wiadczy o wysokiej jakosci danych
eksperymentalnych. Z powyzszymi danymi moc testu na poziomie 0,05 (jednostronnie —
redukcja) osiggana jest dla wielkosci grupy n=8 pacjentéw, na poziomie 0,01 dla n=15, na
poziomie 0,001 dla n=25. Mozna przyjac, ze wielko$¢ grupy n=28 jest wigksza od zatozonego
minimum n=25 zapewniajacego prawdopodobienstwo graniczace z pewnoscig trafnosci

wynikéw badania (p=0,001).
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Analizowane zmienne CLT u pacjentéw z ZChZZ przed i po atorwastatynie cechuja sie
rozktadem normalnym, przyjeto rozklad normalny w populacji. Za podstawe analizy
liczebnosci przyjeto pordwnanie rozktadéw w modelu parametrycznym powigzanym (k=2
grupy, przed i po interwencji terapeutycznej). Wielkos$¢ efektu (effect size) ,,d” obliczono na
podstawie zmiennych CLT przed (n=28; $rednia=89,2; SD=13,5; %CV=15,1%) i po
interwencji terapeutycznej (n=28; S$rednia=77,6; SD=16,5; %CV=21,3%) oraz istotnej
(p<0,001; r=0,69) korelacji migdzy zmiennymi. Wielkos¢ efektu wyniosta 0,96, co
klasyfikuje go w zakresie silnego wptywu. Zwraca takze uwagg niska i niewielka liczbowo
réznica wspoélczynnika zmiennosci %CV zmiennych przed i po interwencji, co §wiadczy o
wysokiej jakosci danych eksperymentalnych. Z powyzszymi danymi moc testu na poziomie
0,05 (jednostronnie — redukcja) osiagana jest dla wielkosci grupy n=14 pacjentow, na
poziomie 0,01 dla n=27, na poziomie 0,001 dla n=47. Mozna przyjac, ze wielko$¢ grupy n=28
jest wigksza od zatozonego minimum n=27 zapewniajacego bardzo wysoka moc testu i
prawdopodobienstwo trafno$ci wynikéw badania (p=0,01). Dla podniesienia mocy testu do
p=0,001 (prawdopodobienstwo graniczace z pewnoscia) konieczne bytoby zwigkszenie grupy

do n=47 osob.
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7. Dyskusja

Przedstawione wyniki wskazuja na istotne roznice struktury i funkcji skrzepow fibrynowych u
0s6b bez ZChZZ w poréwnaniu do pacjentéw, ktérzy przebyli epizod ZChZZ. Stwierdzono,
7e u pacjentéw z ZChZZ skrzepy fibrynowe maja mniejsza liczbe poréw, grubsze wiékna
oraz sa bardziej oporne na lizg. Co wazne, wykazano takze, Ze trzydniowa terapia
atorwastatyng 40 mg dziennie korzystnie wplywa na parametry fibrynowe u pacjentéw po
epizodzie ZChZZ, a efekt ten jest niezalezny od CRP, zmian w lipidogramie czy zmian

stgzenia homocysteiny, t-PA, PAI-1, F1.2 i Lp(a).

7.1. Wyjsciowe wlasciwosci skrzepéw fibrynowych w ZChZZ

W grupie pacjentéw z ZChZZ skrzepy fibrynowe cechowaly si¢ mniejsza (o ok. 30%)
przepuszczalnoscia zwigzang z mniejsza liczba poréw oraz tworzeniem grubszych widkien w
poréwnaniu do oséb bez ZChZZ, co jest zgodne z wcze$niejszymi obserwacjami [118]. U
pacjentéw z ZChZZ skrzepy fibrynowe tworzyty sie szybciej oraz miaty grubsze widkna, a
czas lizy byl o ok. 25% dtuzszy niz u oséb bez ZChZZ. Wczeéniejsze badania nie
wskazywaty na réznice w szybkosci tworzenia skrzepu miedzy grupa z samoistng ZChZZ a
osobami zdrowymi, co moze wynika¢ z wigkszej liczebnosci grupy pacjentéw z samoistng
7ZChZZ [118]. Aktualnie wykazano wieksza oporno$é¢ na lize u pacjentéw z ZChZZ w
poréwnaniu do os6b z grupy kontrolnej, co potwierdza wyniki badan Undas i wsp., w ktdérych
porownywano efektywnos$¢ lizy (metoda z dodaniem trombiny) u os6b zdrowych i z
samoistng ZChZZ z wykluczeniem trombofilii [118]. Podobne wnioski plyna z badania
Lismana i wsp. pordwnujacego sprawnos$¢ lizy (metoda bez dodawania egzogennej trombiny)
u 0s6b zdrowych i pacjentéw z ZChZZ samoistna lub towarzyszaca przejsciowym czynnikom
ryzyka [114].

W niniejszym badaniu nie bylo istotnych réznic w strukturze/funkcji skrzepéw fibrynowych u
pacjentow w zaleznosci od lokalizacji zakrzepicy (proksymalna vs dystalna) ani od obecnosci
lub braku trombofilii. Te kwestie nie byty dotychczas badane w dostgpnym pismiennictwie,
cho¢ wydaje sig, ze na podstawie objawow klinicznych, wynikow leczenia i czgstosci
nawrotow  zakrzepicy  proksymalnej, mozna oczekiwa¢ niekorzystnych zmian

struktury/funkcji fibryny w tej grupie. Pacjenci z obecna skrzepling rezydualna w zylach
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glebokich konczyn dolnych (w poréwnaniu do pacjentéw bez takiej skrzepliny) cechowali si¢
skrzepami o mniejszej przepuszczalnosci, grubszych widknach oraz stabej podatnosci na lizg.
Jest wysoce prawdopodobnym, Ze takie niekorzystne modyfikacje struktury/funkcji fibryny
stanowig istotny czynnik odgrywajacy rol¢ w patogenezie tego powiktania, ktéry moze
przyczynia¢ si¢ do zwigkszonej czgstosci nawrotéw zakrzepicy u pacjentéw ze skrzepling
rezydualng.

Zaskakujace wyniki uzyskano analizujac wyjsciowe parametry fibrynowe u pacjentéw z
samoistng ZChZZ w poréwnaniu do zakrzepicy towarzyszacej przejéciowym czynnikom
ryzyka. W grupie samoistnej ZChZZ wystepowata wigksza przepuszczalno$é skrzepow,

wigksza podatno$¢ na lizg, ale wolniejsze tempo uwalniania dimeréw D.

7.2. Efekty atorwastatyny u 0s6b bez ZChZZ

Pod wplywem zastosowanej atorwastatyny w grupie kontrolnej nie wystapily istotne zmiany
przepuszczalnosci skrzepéw fibrynowych ani zmniejszenie st¢zenia CRP. W wczesniejszym
badaniu, stosujac simwastatyne przez 3 miesiace, obserwowano redukcj¢ st¢zenia CRP i
niewielki wzrost (o 4,4%) wspdlczynnika przepuszczalnosci u oséb z malym ryzykiem
sercowo-naczyniowym [178]. Brak takich efektow w aktualnym badaniu moze wynikaé z
mniejszego ryzyka sercowo-naczyniowego osob w grupie kontrolnej (mtodszy wiek, mniejszy
BMI, mniejsze wyjsciowe stgzenie CRP, mniejsza czgsto$¢ nadcis$nienia tgtniczego oraz
uczestnictwo kobiet). Nie mozna rowniez wykluczyé, ze w populacji o matym ryzyku
sercowo—naczyniowym i wyjsciowym st¢zeniu CRP 0,84 (0,54-1,12) mg/l, trzydniowe
stosowanie atorwastatyny w dawce 40 mg dziennie jest niewystarczajace do uzyskania
zwigkszenia przepuszczalnosci skrzepu oraz dalszej redukcji CRP.

U os6b bez ZChZZ po 3 dniach atorwastatyny jedynie czas lizy CLT skrécit sig¢ (o 11%),
pozostate parametry fibrynowe nie ulegly zmianie. Wyjsciowe wartosci CLT korelowaty
dodatnio z PAI-1 i F1.2, jednak po zastosowaniu statyny obserwacja ta stracita istotno$¢
statystycznga. Podobna popraweg podatnosci skrzepu fibrynowego na liz¢ (skrécenie czasu lizy
o 11,2%) wykazano wczesniej u ochotnikdw otrzymujacych simwastatyng 40 mg dziennie
przez 90 +12 dni [178]. Wskazywano wéwczas na zwiazek migdzy skrdceniem czasu lizy
(wyrazanym metodg Lismana i wsp.) a redukcja stgzenia CRP pod wplywem simwastatyny,
ktérego wyjsciowe stezenie byto wigksze (1,89 +0,82 mg/l) niz aktualnej pracy. Korzystne

efekty simwastatyny wiazano z plejotropowym i przeciwzapalnym dzialaniem tego leku
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[178]. W aktualnej pracy uzyskano poprawe efektywnosci lizy skrzepoéw (mierzona metoda
Lismana i wsp.) bez zmiany stgzenia CRP co wskazuje, Ze korzystna modyfikacja
struktury/funkcji fibryny u os6b z bardzo matym wyjsciowym stezeniem CRP moze wynikaé
z samego oslabienia generacji trombiny. Ocena sprawnosci lizy metodg Lismana i wsp. oparta
jest na analizie przebiegu krzywej turbidymetrycznej powstawania i dezintegracji fibryny bez
dodawania egzogennej trombiny, a w celu uzyskania fibryny wykorzystuje si¢ TF na
pecherzykach fosfolipidowych. Wydaje sig, ze CLT jest stosunkowo czuly na niewielkie
zmiany w endogennej generacji trombiny, jakich oczekuje si¢ u oséb z matym ryzykiem
sercowo—naczyniowym otrzymujacych statyng. Nalezy zwrdci¢ uwage na brak istotnych
zmian w innych testach oceniajacych sprawnos¢ lizy u oséb z grupy kontrolnej, co mozna
wytlumaczy¢ odmienno$ciami metodologicznymi. Badanie efektywnosci lizy oparte na
analizie maksymalnego stezenia i tempa uwalniania dimeréw D polega na dodaniu roztworu
rt-PA w buforze na powierzchnig¢ zelu fibrynowego uzyskanego podobnie jak przy badaniu
przepuszczalnosci. rt-PA tworzy w miejscu dodania na zel fibrynowy wyraznie czoto
fibrynolizy, ktére z czasem przenika w glab fibryny na zasadzie przesigkania i dyfuzji
[43,44]. W warunkach in vivo fibrynoliza i polimeryzacja fibryny zachodza jednoczasowo i
nie istnieje wyodrgbnione czoto fibrynolizy, z tego powodu modele oparte na analizie
przebiegu krzywej turbidymetrycznej polimeryzacji i lizy fibrynogenu/fibryny w obecnosci
uprzednio dodanego rt-PA wydaja si¢ by¢ blizej fizjologii. Reasumujac, mozna przypuszczac,
7e trzydniowe stosowanie atorwastatyny u os6b z matym ryzykiem sercowo-naczyniowym i
matym wyjsciowym stezeniem CRP zmienia nieznacznie lub niemal nie ma wptywu na

wlasciwosci sieci fibrynowe;j.

7.3. Efekty atorwastatyny u pacjentéw z ZChZZ

Oryginalnym i waznym spostrzezeniem jest stwierdzenie, ze w grupie pacjentéw z ZChZZ
pod wplywem atorwastatyny podawanej jedynie przez 3 dni wykazano zwigkszenie
przepuszczalnosci skrzepu fibrynowego (o 23,2%), wydtuzenie czasu tworzenia skrzepu (o
4,5%) zmniejszenie (o 4,5%) grubosci powstajacych widkien fibryny, poprawe efektywnosci
lizy skrzepéw (skrocenie tspq, 0 19,9% i CLT o 13,7%) i zwigkszenie (o 10,3%) tempa
uwalniania dimeréw D pod wptywem rt-PA.

Dotychczas nie badano oddziatywania statyn na strukture skrzepu u pacjentéw z ZChZZ.

Badania prowadzone u oséb z choroba wiencowa [111] lub cukrzyca typu 1 [157]
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potwierdzaja podobne (o ok. 20%) zwigkszenie wskaznika przepuszczalnosci skrzepu
fibrynowego pod wplywem zastosowanej atorwastatyny (40 mg dziennie przez 28 +2 dni lub
80 mg przez 2 miesigce) badz simwastatyny (40 mg dziennie przez 28 +2 dni). Dotychczas
modulujace dziatanie statyn na strukture i funkcje skrzepu fibrynowego wigzano m.in. z ich
dzialaniem przeciwzapalnym i zmniejszaniem st¢zenia biatka CRP, ktére - jak wynika prac in
vitro Salonena i wsp. - moze przylacza¢ si¢ do fibrynogenu/fibryny [199]. W aktualnym
badaniu wzrost przepuszczalnosci skrzepu po atorwastatynie u pacjentéw z ZChZZ byt
niezalezny od zmian w lipidogramie, a st¢zenie CRP nie zmienito si¢. Sugeruje to, ze zalezne
od statyn korzystne modulowanie struktury skrzepu moze wystapi¢ nawet wobec braku
zmniejszenia st¢zenia CRP, co wynika zapewne z ostabienia generacji trombiny [111] i
zmniejszonej ekspresji TF w $cianie naczynia. Badania Tehraniego i wsp. [157] z
zastosowaniem atorwastatyny 80 mg dziennie przez 2 miesiace u dorostych pacjentéw z
cukrzyca typu 1, dyslipidemia [st¢zenie cholesterolu catkowitego 4,86 +0,45 mmol/l i
cholesterolu LDL 3,15 (2,80-3,35) mmol/l] i bez powiktan makroangiopatycznych,
potwierdzily zmniejszenie generacji trombiny (wyrazanej jako potencjal endogennej
trombiny) oraz poprawg przepuszczalnosci skrzepu fibrynowego pod wplywem atorwastatyny
bez zmian w st¢zeniu CRP, ktérego wyjsciowe stgzenie byto mate i wynosito 0,61 (0,47—
0,83) mg/l.

Podatnoéé¢ skrzepu fibrynowego na lize ma zasadnicze znaczenie w patofizjologii ZChZZ, a
gesto upakowane skrzepy o malej liczbie porow sg stabo penetrowane przez biatka, czego
efektem jest wydluzenie czasu lizy. Zwigkszenie przepuszczalnosci skrzepu oraz
zmniejszenie upakowania jego struktury poprawiaja efektywnos¢ lizy [200]. W niniejszej
pracy w grupie pacjentéw z ZChZZ istotnie poprawita sie podatno$é na lize po zastosowanej
atorwastatynie, co stanowi dowdd na nowy mechanizm przeciwzakrzepowego dziatania
statyn w ZChZZ niezalezny od CRP czy zmian lipidogramu. Aktualnie brakuje innych
doniesien na temat wptywu statyn na zwigkszenie podatnosci na lize skrzepéw w ZChZZ. W
badaniach u pacjentow z choroba wiencowa leczonych atorwastatyna lub simwastatynag
uzyskano réwniez skrécenie czasu lizy (wyrazanym metoda Williamsa i wsp.) niezalezne od
CRP czy interleukiny-6 [111]. W niniejszym badaniu uzyskano zwickszenie tempa
uwalniania dimeréw D w tescie przepuszczalnosci z rt-PA u pacjentéw z ZChZZ po 3 dniach
stosowania atorwastatyny, co moze sugerowac¢ ulatwiong penetracj¢ wtornie do zwigkszonej
srednicy poréw skrzepu.

Od kilku lat pojawiaja si¢ doniesienia na temat znaczenia czasu lizy i czynnikéw go

determinujacych u oséb zdrowych [63] lub z zakrzepica w tozysku zylnym [114,118] czy
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tetniczym [201,202]. W badaniu EUROCLOT wykazano, ze czynniki genetyczne jedynie
umiarkowanie (w ok. 10-40%) moduluja strukture i funkcje skrzepu, a decydujace znaczenie
maja nabyte czynniki $rodowiskowe Wydtuzenie czasu lizy koreluje dodatnio m.in. z
wystgpowaniem zespolu metabolicznego lub z jego poszczegllnymi skladowymi [63].
Stezenie bialek osoczowych zaangazowanych w endogenng fibrynolizg zwigksza si¢ wraz ze
wzrostem tkanki ttuszczowej i BMI [203,204], dodatkowo stgzenie plazminogenu, PAI-1 i
t-PA zalezy do stanu zapalnego i jest markerem aktywowanego $rédbtonka [205,206].
Najwickszy wplyw na zmienno$¢ czasu lizy oraz wyrazna korelacje z ryzykiem ZChZZ
wykazuje PAI-1, a takze (w mniejszym stopniu) plazminogen, TAFI, protrombina i op-
antyplazmina. W aktualnym badaniu po 3 dniach stosowania atorwastatyny 40 mg dziennie
wystapilo zmniejszenie stezenia PAI-1 i t-PA, co moze by¢ odzwierciedleniem
plejotropowego i1 przeciwzapalnego wplywu tego leku na $rédblonek naczyniowy. Istotne
korelacje migdzy PAI-1 a wigkszo$cia parametréw fibrynowych wystepowaly czgsciej po
atorwastatynie, ktéra prawdopodobnie zmniejszala wptyw czynnikéw zaktdcajacych, byé
moze zwiazanych z lipidami. Zwigkszenie podatnosci na liz¢ bylo jednak niezalezne od
obserwowanych pod wplywem statyny zmian stezenia PAI-1 czy t-PA. Nie oznaczano
natomiast st¢zenia plazminogenu, TAFI czy ap-antyplazminy, nie mozna zatem wykluczy¢,
ze ewentualne zmiany tych parametréw mogly przyczyni¢ si¢ do korzystnego wplywu
atorwastatyny na strukturg i funkcje fibryny. W badaniach z atorwastatyng (10 mg dziennie
przez 90 dni) [207] lub simwastatyng (40 mg dziennie przez 56 dni) [208] podawana osobom
z hipercholesterolemia stwierdzono redukcje¢ stezenia TAFI, ktére korelowato ujemnie ze
stezeniem kompleksu plazmina-antyplazmina. Co ciekawe w czasie sze$¢dziesigciodniowego
podawania atorwastatyny stgzenie TAFI stopniowo malato z kazdym kolejnym tygodniem
podawania leku, a st¢zenie kompleksu plazmina-antyplazmina zwigkszato sig [207].

Nalezy podkresli¢, ze doniesienia na temat wpltywu statyn na stezenie bialek osoczowych
zaangazowanych w fibrynoliz¢ w innych grupach pacjentéw moga odbiega¢ od wynikéw
uzyskanych w ZChZZ. Podawanie atorwastatyny pacjentom z choroba wieficowa nie
powodowato zmian st¢zenia t-PA [111,209] i wiazalo si¢ ze zmniejszeniem [209] lub brakiem
zmiany st¢zenia PAI-1 [111].

Dotychczasowe dane wskazuja, ze kilka innych parametréw moze rowniez wplywac na
zmienne fibrynowe, w tym tHcy, Lp(a) i F1.2. Hiperhomocysteinemia koreluje z tworzeniem
skrzepéw fibrynowych zbudowanych z cienkich, ggsto upakowanych widkien o zmniejszone;j
liczbie poréw, co warunkuje ich opornos$¢ na lize [83]. W aktualnej pracy stezenia tHcy

ulegly zmniejszeniu po zastosowaniu atorwastatyny u pacjentéw z ZChZZ, jednak poprawa
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parametréw fibrynowych nie miata zwiazku z tym zjawiskiem. Z uwagi na niewielka
liczebno$¢ grup obserwowane zmniejszenie st¢zenia tHcy nalezy interpretowaé z
ostrozno$ciag. Wptyw statyn na st¢zenie tHcy jest niewielki - w metaanalizie Jankowskiego i
wsp. zmniejszenie st¢zenia tHcy pod wptywem réznych statyn osiagneto granicznag warto$é
istotnosci statystycznej [210].

Lp(a) wykazuje silne powinowactwo do fibryny zdeponowanej na uszkodzonej $cianie
naczynia lub blaszce miazdzycowej [90]. Lp(a) konkuruje z plazminogenem o miejsca
wigzania na fibrynie oraz bezposrednio ostabia zdolnosci katalityczne kompleksu
plazminogen — t-PA - fibryna poprzez hamowanie konwersji mato aktywnego Glu-
plazminogenu do aktywnej postaci Lys-plazminogenu [88]. Zwigkszone osoczowe stezenie
Lp(a) koreluje ze zmniejszona przepuszczalnoscig skrzepéw fibrynowych zbudowanych z
cienkich wtékien i ich opornoscia na lize [89]. W aktualnej pracy stezenie Lp(a) uleglo
zmniejszeniu po 3 dniach atorwastatyny 40 mg dziennie u pacjentéw z ZChZZ, jednak
poprawa parametréw fibrynowych nie miala zwiazku z tym zjawiskiem. Dostgpne w
pisSmiennictwie dane na temat dziatania inhibitoréw reduktazy HMG-CoA na stezenie Lp(a)
sa skape i niespdjne [211].

Stezenie F1.2 w osoczu byto jedynym parametrem generacji trombiny ocenianym w
niniejszym badaniu. U pacjentéw z ZChZZ po 3 dniach stosowania atorwastatyny
zaobserwowano niespodziewanie zwigkszenie st¢zenia F1.2, bowiem istnieje wiele danych na
zalezne od statyn ostabienie generacji trombiny oceniane metoda ex vivo [110] czy za pomoca
tzw. endogennego potencjatu trombiny [157]. Oznaczanie F1.2 krazacych w osoczu zylnym
odzwierciedla ogdlnoustrojowa konwersj¢ protrombiny do trombiny i jest znacznie mniej
czule na lokalne zmiany w dostgpnosci TF w §cianie naczynia jakich nalezy oczekiwa¢ w
trakcie stosowania inhibitoréw reduktazy HMG-CoA. Wykazano, ze zwigkszenie generacji
trombiny wyrazane jej endogennym potencjatem, a nie osoczowym st¢zeniem F1.2 wigze si¢
z ryzykiem ZChZZ [212]. Warto zwréci¢ uwage, ze w aktualnym badaniu stezenia F1.2
pozostawaly w dolnych granicach wartosci prawidlowych, a ich niewielkie zwigkszenie

osiagneto znamienno$¢ statystyczng najpewniej w zwiazku z malq liczebnoscia grupy.
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7.4. Ograniczenia badania

Zdecydowanie najwazniejszym ograniczeniem tego badania byla mala liczebno$¢ badanej
populacji. Zwigkszenie liczebnosci pozwolitoby uzyskac¢ lepsza dyskryminacje migdzy
grupami oraz odnalez¢ nowe korelacje migdzy ocenianymi parametrami. Wobec
niejednoznacznych i niespdjnych korelacji migdzy parametrami fibrynowymi, a innymi
zmiennymi przed i po leczeniu statyna nalezy zalozy¢ istnienie pewnego czynnika
zakldécajacego (by¢ moze zwiazanego z lipidami), ktérego sita oddziatywania zmniejszala si¢
po 3 dniach przyjmowania atorwastatyny. Nalezy pamigta¢, ze analiza korelacji przy takiej
liczebnosci jest obarczona duzym btedem typu II. Liczebno$¢ badanych grup byta jednakze
wystarczajaca, aby stwierdzi¢ wyjsciowo wyrazne réznice migdzy grupa kontrolna a
pacjentami z ZChZZ pod wzgledem budowy i funkcji skrzepu fibrynowego, co potwierdza, ze
réznice migdzy grupami sa niewatpliwie duze.

Badanie bylo prowadzone metoda préby otwartej bez stosowania placebo, jednak nie
wystapily inne niz omawiane powyzej zmiany czynnikow warunkujacych strukturg i funkcje
skrzepu fibrynowego. Nalezy wigc zalozy¢, ze obserwowane zmiany parametréw
fibrynowych zalezaty jedynie od zastosowanego leku.

Szczegblnie istotne moglo by¢ przebadanie wiekszej grupy z ZChZZ, aby stwierdzié czy
korzystne zmiany struktury i funkcji skrzepu pod wpltywem inhibitoréw reduktazy HMG-CoA
sa niezalezne od CRP. By¢ moze nalezato by stosowa¢ wicksza dawke atorwastatyny lub inng
statyng (np. rozuwastatyng) przez dtuzszy czas w takiej grupie.

Waznym ograniczeniem niniejszej pracy jest brak oceny zmiany generacji trombiny pod
wplywem atorwastatyny metoda automatycznego trombogramu, ktdry coraz czgsciej uwazany
jest za lepszy marker potencjatu krwi do generowania trombiny niz F1.2 mowiacy o ilosci
powstatego enzymu [213]. By¢ moze zastosowanie wlasnie tego testu pozwolitoby lepiej
zbada¢ wptyw 3-dniowego stosowania atorwastatyny na generacj¢ trombiny oraz wykazaé
ewentualne korelacje z obserwowana poprawa struktury i funkcji skrzepu. Nalezy takze
pamigtac, ze wykonane w aktualnej pracy analizy osocza in vitro nie uwzgledniaja wplywu
elementow morfotycznych krwi na struktur¢ i funkcje skrzepu, a one moga modulowaé
przebieg fibrynolizy [43]. Nie potwierdzano wreszcie efektow dziatania atorwastatyny na
architekture skrzepu fibrynowego na pomoca innej metodyki — np. z wykorzystaniem SEM.
Pomiary grubo$ci wtdkna fibrynowego czy wielkosci porow w skrzepie wykonane za pomoca
mikroskopii elektronowej zwykle dobrze koreluja z wynikami testéw opartych na

przepuszczalnosci lub przebiegu krzywej turbidymetrycznej. Warto jednakze przypomniec, ze
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w SEM analizuje si¢ skrzepy przetworzone (odwodnione i utrwalone), a wigc uzyskane
wyniki nie jest tatwo ekstrapolowa¢ na warunki wystgpujace in vivo. Przyktadem takich
rozbieznosci jest praca Sjglanda i wsp., w ktorej, analizujac obrazy skrzepéw uzyskane w
SEM, nie potwierdzono wykazanych wczesniej w turbidymetrii wyraznych réznic w grubo$ci
widkna fibryny migdzy pacjentami z niewydolnos$cia nerek a grupa kontrolna [126]. By¢
moze wigcej informacji dostarczyloby obrazowanie skrzepdw fizjologicznie uwodnionych, na

co pozwala mikroskopia konfokalna [214].

7.5. Podsumowanie

Wyniki niniejszego badania rzucajg nowe §wiatto na dziatanie atorwastatyny u pacjentéw po
epizodzie ZChZZ i u 0séb bez tej choroby. Jest to pierwsze badanie, w ktérym analizowano
wplyw atorwastatyny na strukture i funkcje skrzepu fibrynowego pacjentéw z ZChZZ. Po
zastosowaniu atorwastatyny wykazano - niezaleznie od stgzenia CRP czy zmniejszenia
stgzenia cholesterolu lub innych czynnikéw oddziatujacych na endogenna fibrynoliz¢ —
korzystny wptyw na strukture i funkcje skrzepu szczegélnie widoczny u pacjentéw z ZChZZ,
u ktérych skrzepy fibrynowe powstawaty wolniej, byly zbudowane z ciefiszych widkien,

miaty wigksza Srednicg poréw oraz byty bardziej podatne na lizg.

Wyniki badania przynosza wnioski o potencjalnym znaczeniu praktycznym. Korzystna
modulacja struktury i funkcji skrzepu fibrynowego u pacjentéw z ZChZZ stanowi dowéd na
nowy mechanizm przeciwzakrzepowego dziatania atorwastatyny i1 moze tlumaczy¢
zmniejszenie incydentéw ZChZZ u oséb leczonych inhibitorami reduktazy HMG-CoA. By¢
moze stosowanie statyn w prewencji wtérnej ZChZZ przyczyni sig¢ do zmniejszenia czestosci
nawrotow tej choroby, wtedy gdy zaprzestaje si¢ wtdrnej profilaktyki za pomoca antywitamin
K. Konieczne sa jednak dalsze badania na duzych grupach chorych, aby oceni¢ ktérzy
pacjenci moga odnies¢ najwigksza korzys¢ z tego dodatkowego dziatania statyn. Réwniez
mechanizmy molekularne tych efektéw wymagaja badan z wykorzystaniem modeli
zwierzgcych i oczyszczonego fibrynogenu. Wobec ogromnej popularnosci statyn we
wspolczesnej profilaktyce choréb sercowo-naczyniowych na podtozu miazdzycy, wyjasnienie
przeciwzakrzepowych dziatan statyn i ich odpowiedzialne wykorzystanie moze mie¢ duzy

wplyw na chorobowos$¢ w skali nawet zdrowia publicznego.
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8. Whnioski

1y

2)

3)

4)

S)

Przebyty epizod ZChZZ predysponuje do powstawania skrzepéw o malej $rednicy
poréw, grubych widknach i zmniejszonej podatnosci na liz¢ w poréwnaniu do os6éb
bez ZChZZ.

Obecnos¢ rezydualnej skrzepliny w zytach gtebokich konczyn dolnych po przebytym
epizodzie ZChZZ predysponuje do szybszego tworzenia skrzepéw o grubszych
widknach, mniejszej przepuszczalnosci i bardziej opornych na liz¢ w poréwnaniu do
pacjentéw z ZChZZ bez skrzepliny rezydualne;.

Zastosowanie atorwastatyny w dawce 40 mg dziennie przez 3 dni prowadzi do
zwigkszenia efektywnosci lizy skrzepu fibrynowego u oséb bez ZChZZ i z matym
ryzykiem sercowo—naczyniowym.

Poprawa struktury i funkcji skrzepu fibrynowego wskutek stosowania atorwastatyny w
dawce 40 mg dziennie przez 3 dni u pacjentéw z ZChZZ polega na zwigkszeniu
przepuszczalnosci i podatnosci na lizg.

Dziatanie atorwastatyny na parametry fibrynowe jest niezalezne od zmian stgzenia

cholesterolu lub nasilenia zapalenia.
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9. Streszczenie

Zylna choroba zakrzepowo-zatorowa (ZChZZ), obejmujaca zakrzepice zyt gtebokich i/lub
zatorowo$¢ plucna, rozwija sie u 1-3 oséb na 1000 dorostych. Patogeneza ZChZZ jest ztozona
i nie w petni poznana. Ostatnio wykazano, ze ZChZZ charakteryzuje si¢ zmienionymi
wlasciwosciami sieci fibrynowej, powstajacej wskutek konwersji fibrynogenu do fibryny w
koncowym etapie aktywacji krzepnigcia. Skrzepy fibrynowe utworzone z osocza chorych na
7ZChZZ maja mniejsza przepuszczalno$é i podatnoéé na lize w poréwnaniu do 0séb zdrowych.
Inhibitory reduktazy 3-hydroksy 3-metyloglutarylokoenzymu A (statyny) wykazuja dziatanie
przeciwzakrzepowe niezalezne od zmniejszania stgzenia cholesterolu, w tym korzystne
zmiany struktury i funkcji skrzepu fibrynowego udowodnione u oséb z matym ryzykiem
sercowo-naczyniowym lub z choroba wieficowa. Wykazano, ze rozuwastatyna zmniejsza
ryzyko rozwoju ZChZZ juz w czasie dwuletniej obserwacji. Nie wiadomo jednak czy
poprawa czynnoéci fibryny pod wptywem statyn wystepuje takze w pacjentéw z ZChZZ.
Celem pracy bylo zbadanie oddzialywania atorwastatyny na struktur¢ i funkcje skrzepu
fibrynowego u pacjentéw po przebytym epizodzie ZChZZ oraz w grupie kontrolnej bez
ZChZZ dopasowanej pod wzgledem czynnikéw ryzyka sercowo-naczyniowego.

Do badania interwencyjnego prowadzonego metoda proby otwartej zakwalifikowano 25 oséb
bez ZChZZ (grupa kontrolna) i 28 pacjentéw po przebytej ZChZZ. Kryteriami wlaczenia
ochotnikéw byto mate ryzyko sercowo-naczyniowe (SCORE <5%), a dla pacjentéw z ZChZZ
potwierdzona badaniami obrazowymi zakrzepica zylna w ciagu ostatnich 30 miesigcy i
niestosowanie antykoagulacji >1 miesiaca przed wlaczeniem do badania. Z grupy kontrolnej
wykluczono osoby po epizodzie zakrzepicy zylnej lub tetniczej, a w grupie pacjentéw z
ZChZZ osoby z zakrzepica tetnicza w wywiadzie. WspSlnymi dla obu grup kryteriami
wykluczenia byly dlawica piersiowa, ostra zakrzepica, cukrzyca, skaza krwotoczna, choroby
autoimmunologiczne, aktywny stan zapalny, nadczynno$¢ lub niedoczynno$¢ tarczycy,
stosowanie lekéw (poza lekami hipotensyjnymi) oraz cigzkie choroby wspdtistniejace.

Osoby wtaczone do badania otrzymywaly atorwastatyng (Sortis, Pfizer) przez 3 kolejne dni w
dawce 40 mg dziennie. Krew pobierano na czczo przed pierwsza dawka leku i po 3 dniach
zazywania atorwastatyny.

Uczestnikom badania oznaczano w surowicy krwi lipidogram, stgzenie biatka C-reaktywnego

(CRP) oraz podstawowe parametry biochemiczne, a w osoczu st¢zenie fibrynogenu, dimeru
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D, fragmentéw F1+2 protrombiny (F1.2), tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA),
inhibitora aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1), lipoproteiny (a) [Lp(a)] i homocysteiny
catkowitej (tHcy). Czynno$¢ i strukturg skrzepu fibrynowego oceniano za pomoca wskaznika
przepuszczalnosci (K), turbidymetrii powstawania fibryny za pomoca lag phase oraz
maksymalnej absorbancji (A Abs), a takze parametréw oceniajacych sprawnos$¢ lizy skrzepu
fibrynowego w obecnosci rekombinowanego t-PA przy uzyciu egzogennej trombiny (tsos),
bez trombiny (CLT), oraz w modelu degradacji skrzepu mierzac st¢zenie uwalnianego dimeru
D [maksymalne st¢zenie (D-D pax) 1 szybkos$¢ narastania stgzenia (D-D 1q)]. U pacjentéw z
ZChZZ oceniano wystepowanie trombofilii oraz lokalizacje zakrzepicy i ewentualng
rezydualng skrzepling w zajgtym naczyniu.

Dwie grupy nie roznity si¢ pod wzgledem demograficznym, czgstoSci wystgpowania
nadci$nienia tgtniczego, przyjmowanych lekéw, poza czgstszym wystgpowaniem nadwagi u
pacjentéw z ZChZZ. Wyijéciowo nie bylo réznic w wynikach podstawowych badan
laboratoryjnych migdzy grupami, poza nieznacznie wigkszym stgzeniem CRP (1,66 [przedzial
migdzykwartylowy 0,74-2,22] mg/l vs 0,84 [0,54-1,12] mg/l, p= 0,03), glukozy (5,66 +0,36
mmol/l vs 5,44 +0,36 mmol/l, p= 0,03) oraz t-PA (14,05 [11,05-17,35] ng/ml vs 10,80 [10,10-
13,70] ng/ml, p= 0,015) u pacjentéw z ZChZZ.

Wyniki oznaczen parametréw fibrynowych przez zastosowaniem atorwastatyny istotnie
réznity sie w grupie kontrolnej i pacjentéw z ZChZZ. U pacjentéw z ZChZZ stwierdzono
szybsze powstawanie protofibryli (o 9%, p<0,0001), tworzenie grubszych (o 14,2%, p<
0,0001) widkien fibrynowych, a skrzepy bylty o 27,3% mniej przepuszczalne (p< 0,0001) i o
25% mniej podane na lizg (p< 0,0001) niz w grupie kontrolnej. Obecno$¢ rezydualnej
skrzepliny w zytach glebokich konczyn dolnych (n=9) zwiazana byla z przys$pieszeniem
powstawania protofibryli (lag phase 41,2 £2.5 s vs 44,5 2.8 s, p= 0,005) oraz tworzeniem
skrzepéw o grubszych widknach (A Abs 0,9 +0,04 vs 0,8 +0,06, p= 0,005), mniejszej
przepuszczalnosci (K 6,0 £0,9 107 cm? vs 72 +1,4 107 cmz, p= 0,03) i bardziej opornych
na liz¢ (tsog 10,6 [9,5 — 11,3] min vs 9,9 [7,5 — 10,3] min, p= 0,03).

W grupie kontrolnej po podaniu atorwastatyny zmniejszyto si¢ stezenie cholesterolu
catkowitego (TC), cholesterolu LDL (LDL-C) i triglicerydéw (wszystkie p< 0,05), a CRP nie
ulegto zmianie. Zaobserwowano skrécenie CLT o 11% (p= 0,003), a pozostate parametry
fibrynowe pozostaly niezmienione.

U pacjentéw z ZChZZ po zastosowaniu atorwastatyny stwierdzono zmniejszenie TC (p<
0,0001), LDL-C (p< 0,0001) i brak zmiany poziomu CRP, ale takze redukcje stezenia tHcy (o
31,6%, p= 0,006), PAI-1 (0 19,4%, p= 0,009) i Lp(a) (0 7,2%, p= 0,0006). Analizujac zmiany
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wlaéciwosci fibryny po atorwastatynie u pacjentéw z ZChZZ stwierdzono zwigkszenie K (o
23,2%, p< 0,0001), lag phase (o 4,5%, p= 0,04) oraz D-D 4 (0 10,3%, p< 0,0001).
Zmniejszyty si¢ natomiast A Abs (0 4,5%, p= 0,002), tsos (0 19,9%, p< 0,0001) oraz CLT (o
13,7%, p= 0,0004). U pacjentéw z obecna rezydualng skrzepling wystapita wigksza redukcja
A Abs pod wptywem atorwastatyny niz u pacjentéw bez skrzepliny (odpowiednio 0,10 +0,07
vs 0,01 0,07, p= 0,005), natomiast skrécenie CLT obserwowano tylko w podgrupie
pacjentéw bez skrzepliny rezydualnej. W przypadku zakrzepicy samoistnej (n=10) po
atorwastatynie wystapit wigkszy (o ok. 2,4 razy) przyrost D-D . niz w zakrzepicy z
obecnoscia przejsciowych czynnikéw ryzyka (0,012 mg/l/min +0,01 vs 0,005 mg/l/min
+0,006, p= 0,044). Po atorwastatynie u pacjentow z zakrzepica proksymalng (n=17), w
przeciwienstwie do dystalnej, wystapilo zmniejszenie absorbancji (p= 0,01). Trombofilia
stwierdzona u 14 pacjentéw nie wplywata na parametry fibrynowe oceniane przed i po
statynie. Zmiany wiasciwosci sieci fibrynowej u pacjentéw z ZChZZ nie zalezaty od zmian
stezenia cholesterolu, tHcy, t-PA, PAI-1, F1.2 ani Lp(a).

Podsumowujac, przedstawione wyniki potwierdzaja, iz u pacjentéw po przebytej ZChZZ
skrzepy fibrynowe maja mniejsza przepuszczalnos¢, sa bardziej zbite 1 mniej podatne na lizg
niz u oséb bez ZChZZ. Korzystne zmiany parametréw struktury i funkcji skrzepu
fibrynowego w wyniku stosowania atorwastatyny 40 mg dziennie przez 3 dni jest znacznie
silniej wyrazone u pacjentéw z ZChZZ niz u oséb bez ZChZZ, u ktérych jedynie liza fibryny
jest przyspieszona po statynie. Wywotana atorwastatyna poprawa przepuszczalnosci skrzepu i
zwigkszenie podatnosci na liz¢ nie zalezy od zmian lipidogramu. Obecnos$¢ rezydualnej
skrzepliny ma wplyw na parametry fibrynowe i ich zmiang po statynie. Wyniki badania
wskazuja, ze nawet krotkie 3-dniowe podawanie statyny korzystnie zmienia parametry sieci
fibrynowej, co moze stanowi¢ dodatkowy mechanizm przeciwzakrzepowego dziatania tej

klasy lekéw u pacjentéw z ZChZZ.
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10. Summary

Venous thromboembolism (VTE), comprising deep vein thrombosis and pulmonary
embolism, affects 1-3 per 1000 persons per year. The pathogenesis of VTE is multifactorial
and not fully understood. Recently VTE patients have been shown to display unfavorably
altered fibrin clots as compared to healthy individuals.

Inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase (statins) not only reduce
cholesterol biosynthesis, but also attenuate blood coagulation including favorable alteration of
fibrin clots properties, as seen in coronary artery disease patients and in low cardiovascular
risk subjects. Rosuvastatin has been reported to reduce the risk of VTE within a 2-year period.
It is unknown whether statin-related alteration of fibrin properties occurs in VTE patients.

The aim of the study was to evaluate atorvastatin induced alterations of fibrin clots in VTE
patients and in disease control group matched for cardiovascular risk factors.

25 volunteers without VTE (control group) and 28 VTE patients were enrolled to the open-
label intervention study. Inclusion criteria for control group were low cardiovascular risk
(SCORE <5%) and - for VTE patients - documented venous thrombosis within previous 30
months with over 1 month anticoagulation withdrawal prior to the enrollment. Exclusion
criteria from control group was a history of any thrombosis, and for VTE patients a history of
arterial thrombosis. Angina, acute thrombosis, diabetes, haemorrhagic diathesis, autoimmune
diseases, hypo- or hyperthyroidism, acute inflammation, medication usage (beside
antihypertensive drugs) and severe comorbidities were the exclusion criteria for both groups.
Study participants received atorvastatin (Sortis, Pfizer) 40 mg/day for 3 days. Fasting blood
was collected before intake of the first dose and after 3 days of atorvastatin administration.
Lipid profiles, high-sensitivity C-reactive protein (CRP), other serum routine parameters,
fibrinogen concentrations, D-dimers, prothrombin fragment 1.2 (F1.2), tissue plasminogen
activator (t-PA), plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), lipoprotein(a) [Lp(a)] and total
homocysteine (tHcy) were determined.

Plasma fibrin clot properties were expressed as permeation coefficient (K), turbidity
measurements of fibrin polymerization [lag phase, maximum absorbance (A Abs)], plasma
clot lysis assays in presence of recombinant tissue-type plasminogen activator (rtPA) with
(tso%) or without (CLT) exogenous thrombin and D-dimer levels [maximum concentration (D-

D max) and rate of increase (D-D rate)] in a fibrin clot perfusion model. The location of
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venous thrombosis in VTE patients was analyzed. Screening for thrombophilia and residual
venous thrombosis (RVT) detection were also performed.

Two groups did not differ with respect to demographic data and arterial hypertension,
however overweight was more common in VTE patients. There were no differences in
laboratory data between the groups at the baseline, except for higher CRP (1.66 [interquartile
range 0.74-2.22] mg/l vs 0.84 [0.54-1.12] mg/l, p= 0.03), glucose (5.66 +0.36 mM vs. 5.44
+0.36 mM, p= 0.03) and t-PA levels (14.05 [11.05-17.35] ng/ml vs 10.80 [10.10-13.70]
ng/ml, p= 0.015) in VTE patients.

Plasma fibrin clot variables prior to atorvastatin administration significantly differed between
two groups. VTE patients displayed 9% faster protofibril formation and 14.2% thicker fibrin
fiber formation, together with 27.4% lower clot permeability and 25% lysability compared to
control group (p for all <0.0001).

The presence of RVT in the lower extremity deep veins (n=9) led to faster protofibril (lag
phase 41.2 £2.5 s vs 44.5 £2.8 s, p= 0.005) and thicker fibrin fiber (A Abs 0.9 +0.04 vs 0.8
+0.06, p= 0.005) formation together with lower clot permeability (K, 6.0 £0.9 «10” cm? vs 7.2
+1.4 :10” em?, p= 0.03) and lysability (tsos 10.6 [9.5 — 11.3] min vs 9.9 [7.5 — 10.3] min, p=
0.03).

In control group atorvastatin decreased total (TC), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-
C) and triglyceride levels (p for all <0.05), while CRP level remained unchanged. A reduction
in CLT (by 11%, p= 0.003) was noted; other fibrin parameters were unaltered.

Atorvastatin in VTE patients resulted in TC, LDL-C reduction (p for all < 0.0001), no change
in CRP concentration and a decrease in tHcy (by 31.6%, p= 0.006), PAI-1 (by 19.4%, p=
0.009), Lp(a) (by 7.2%, p= 0.0006) levels. VTE patients following atorvastatin administration
had an increase in K (by 23.2%, p< 0.0001), lag phase (by 4.5%, p= 0.04), D-D 1 (by
10.3%, p< 0.0001) and decrease in A Abs (by 4.5%, p= 0.002), tsos (by 19.9%, p< 0.0001)
and CLT (by 13.7%, p= 0.0004). Atorvastatin-induced reduction of A Abs was more
pronounced in patients with RVT as compared to patients without RVT (0.10 £0.07 vs 0.01
+0.07, p= 0.005), while CLT reduction was seen only in patients without RVT. D-D
increase following atorvastatin was higher in unprovoked (n=10) than provoked VTE (0.012
mg/l/min £0.01 vs 0.005 mg/l/min £0.006, p= 0.044, respectively). Patients with proximal
venous thrombosis (n=17), contrary to distal thrombosis patients, displayed A Abs reduction
following atorvastatin administration (p= 0,01). Thrombophilia (n=14) did not alter fibrin clot

properties either before or after statin administration. The improvement of fibrin clot
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structure/function in VTE patients after atorvastatin was unrelated to TC or tHcy, t-PA, PAI-
1, F1.2, Lp(a) changes.

In conclusion, the present study confirms that fibrin clots in VTE patients are less permeable,
more compact and resistant to lysis compared with controls without VTE. A 3-day
administration of atorvastatin (40 mg/d) alters favorably fibrin clot properties, however more
explicitly in VTE patients than in controls, in whom only lysis is accelerated. Atorvastatin-
induced improvement in fibrin clot permeability and susceptibility to lysis is independent to
any changes in lipid profile. The presence of RVT modulates fibrin clot properties and its
alteration following statin use. The current study demonstrates that even a 3-day course of
atorvastatin alters favorably fibrin clot structure/function, which might reflect additional

antithrombotic properties of statins in VTE patients.
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