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1. Wykaz uzywanych skrotéow

Ab- przeciwciato (ang. antybody)

ACCP -American College of Chest Physicians

ACR- American College of Rheumatology

Ag- antygen (ang. antigen)

ANA-przeciwciata przeciwjadrowe (ang. anti-nuclear antibodies)
anty- oxLDL- przeciwciata przeciwko utlenionym LDL

APA- przeciwciata antyfosfolipidowo-biatkowe (ang. antiphospholipid-protein
antibodies)

APASS- The Antiphospholipid Antibodies and Stroke Study

APC- aktywna forma biatka C (ang. activated protein C)

aPL- przeciwciata przeciwfosfolipidowe

APOH- apolipoproteina H (ang. Apolipoprotein H)

APS- zespot antyfosfolipidowo-biatkowy (ang. antiphospholipid syndrome )

aPT- anti-prothrombin antibodies

BMI- wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

B2 GPI- B2 —glikoproteina |

CMV- wirus cytomegalii

dRVVT- czas aktywacji jadem zmii Russela (ang. diluted Russell's viper venom time)
ds-DNA -przeciwciata przeciwko dwuniciowemu DNA (ang. double- stranded DNA)
EBV- wirus Epsteina i Barr

ELISA- metoda immunoenzymatyczna (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
EPCR- srodblonkowy receptor biatka C (ang. endothelial protein C receptor)

F- czynnik (ang. factor)

GFR- wspotczynnik przesaczania kigbuszkowego (ang. glomerular filtration rate)
GP- glikoproteina phytki krwi

HBV- wirus zapalenia watroby typu B

HCV- wirus zapalenia watroby typu C

HIV- ludzki wirus niedoboru odpornosci

ICAM-1 -(ang. intercellular adhesion molecule 1)

IL-1- interleukina 1

IL-6- interleukina 6


http://pl.wikipedia.org/wiki/Język_angielski

ISTH- International Society on Thrombosis and Haemostasis

KCT- (ang. kaolin clotting time )

LA- antykoagulant toczniowy (ang. lupus anticoagulant)

LDL- frakcja cholesterolu LDL

MIC- choroba niedokrwienna serca (fac. morbus ischemicus cordis)
MP-mikroczasteczki (ang. microparticles)

ns- roznica nieistotna statystycznie (ang. not significant)

OR- iloraz szans (ang. odds ratio)

ox-LDL- utlenione LDL

PAI-1- inhibitor aktywatora fibrynolizy typu tkankowego (ang. plasminogen activator
inhibitor)

PAPS- pierwotny zespot antyfosfolipidowy (ang. primary antiphospholipid syndrome)
PCR- polimerazowa reakcja tancuchowa (ang. polimerase chain reaction)

PGI2- prostacyklina

RATIO -Risk of Arterial Thrombosis In relation to Oral contraceptive

RIA- metoda radioimmunoenzymatyczna ( radio-immuno assay)

RP- objaw Raynaud (ang. Raynaud's phenomenon)

SAPS —wtorny zesp6t antyfosfolipidowy (ang. secondary antiphospholipid syndrome)

SARA- reaktywne zapalenie stawow nabyte droga piciowa (ang. sexually acquired
reactive arthritis)

,»Selection bias”- btad selekcji

SLE — toczen rumieniowaty uktadowy (ang. systemic lupus erythematosus)
SNP- polimorfizm jednego nukleotydu (ang. single-nucleotide polymorphism )
TAFI- inhibitor fibrynolizy (ang. thrombin activatable fibrinolysis inhibitor)
TG- triglicerydy

TF- czynnik wewngtrzny (ang. tissue factor)

TFPI- inhibitor zewnatrzpochodnej drogi krzepnigcia (ang. tissue factor pathway
inhibitor)

TIA- przejsciowe niedokrwienie mozgu (ang. transient ischemic attack)

TP- matoplytkowos¢ (ang. trombocytopenia)

t-PA - aktywator fibrynolizy typu tkankowego (ang. tissue plasminogen activator)
TXA2- tromboksan A2

u-PA- urokinazowy aktywator plazminogenu (ang. urokinase plasminogen activator)
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WZW:- wirusowe zapalenie watroby
VCAM-1- (ang. vascular cell adhesion molecule 1)
VWE- czynnik von Willebranda (ang. von Willebrand factor)

Wsp.- wspotpracownicy



2. Wstep

Zespot antyfosfolipidowy (APS- antiphospholipid syndrome) jest jedna z
najczestszych przyczyn wtornej trombofilii- czyli nabytej sktonnosci do wyst¢powania

powiktan zakrzepowo-zatorowych.

Zaliczany jest do jednostek chorobowych o etiologii autoimmunologicznej. Cechuje si¢
wystgpowaniem typowych objawow klinicznych (tj. zakrzepica zylna, tetnicza i/lub
niepowodzeniami polozniczymi) i szczegdélnym rodzajem autoprzeciwcial (APA-
antiphospholipid antibodies), ktore sa skierowane przeciwko biatkowym kofaktorom
powiazanym z ujemnie natadowanymi fosfolipidami. Mimo, iz przeciwciala te w
badaniach in vitro hamuja generacje trombiny, to klinicznie ich obecno$¢ wiaze si¢ z

predyspozycja do nadkrzepliwosci krwi.

Patomechanizmy tego z pozoru paradoksalnego zjawiska nie sa do konca znane,
a liczne hipotezy, ktore powstaly na przestrzeni wielu lat, potwierdzaja jedynie zlozony
charakter zjawisk z udziatem ujemnie natadowanych fosfolipidow bioracych udziat w

procesach hemostazy in vivo.

Najbardziej prawdopodobnym mechanizmem nadkrzepliwosci krwi wydaje si¢
by¢ nasilona generacja trombiny in vivo (1). Wplyw na to maja liczne czynniki.
Najwazniejsza rolg odgrywa najpewniej wzmozona ekspresja czynnika tkankowego
(TF), przy uposledzonej czynnosci jego inhibitora (TFPI- inhibitor czynnika
tkankowego; ang. Tissue factor pathway inhibitor) (2,3). Przeciwciata
antyfosfolipidowe poprzez interakcj¢ z receptorami btonowymi monocytow i komorek
srodbtonka, zwigkszaja ekspresj¢ TF, ktory tworzy kompleksy z krazacymi we krwi
mikroczasteczkami, pochodzacymi z komorek $rodbtonka, migsni gltadkich naczyn,

leukocytow i ptytek krwi i nasila tendencje prozakrzepowe (4).

Ponadto przeciwciata antyfosfolipidowe moga wplywaé na antykoagulacyjny
uktad biatka C poprzez blokowanie fosfatydyloetanolaminy, niezbgdnej do inaktywacji
czynnika V przez aktywowane biatko C (APC), przy jednoczesnym braku wplywu na
uktad protrombinazy. Prowadzi to do rozwoju nabytej opornosci na APC (5). Sa to
najprawdopodobniej tylko jedne z wielu mechanizméw mogacych prowadzi¢ do

powstawania zakrzepdéw u ludzi z przeciwcialami antyfosfolipidowymi.



APS wystepuje jako zespot pierwotny, niezwiazany z innymi chorobami (PAPS)
oraz zespot wtorny (SAPS), wystepujacy w przebiegu innych choréb, z reguty
autoimmunologicznych, a w$rdd nich najczesciej w przebiegu tocznia rumieniowatego

uktadowego (SLE - systemic lupus erythematosus ) (6).

Zespot antyfosfolipidowy to niezwykta posta¢ trombofilii z kilku powodow. Po
pierwsze, jest to nabyta sktonno$¢ do nadkrzepliwosci o etiologii immunologicznej. Pod
tym wzgledem zespo6t dzieli podobne podloze patogenetyczne z matoptytkowoscia
poheparynowa, czy nabyta postacia plamicy zakrzepowej matoptytkowej. Po drugie,
mimo znacznych wysitkéw, nie udalo si¢ dotad stworzy¢ jednolitej, spdjnej teorii
patogenezy powiktan zakrzepowych 1 zidentyfikowaé szczegétowych mechanizmow
odpowiedzialnych za powstawanie zakrzepow. Po trzecie, zespot antyfosfolipidowy
niesie ze soba rownoczesnie ryzyko zakrzepicy, tak w tozysku zylnym, jak i tetniczym.
Po czwarte wreszcie, zakrzepica tgtnicza lokalizuje si¢ z zupelnie niewyjasnionych
powodow, przede wszystkim w krazeniu mézgowym, wiodac do mikrozawatow lub
petnoobjawowego udaru niedokrwiennego mozgu.

Wydaje sig, ze sama obecno$¢ przeciwcial przeciwfosfolipidowych nie
gwarantuje rozwoju zespotu antyfosfolipidowego. Wykazano np., ze tylko u 8,1%
takich osob w ciagu 5 lat pojawia si¢ zakrzepica. Stad stworzono hipoteze tzw. ,,dwoch
bodzcow” (,,double hit”), moéwiaca o koniecznosci pojawienia si¢ jeszcze jednego
czynnika niezbednego do manifestacji klinicznej APS (71).

Biorac pod uwageg bezposrednie 1 odlegle nastgpstwa kliniczne to wiasnie
zakrzepica tgtnicza wydaje si¢ nie$¢ dla chorego najpowazniejsze konsekwencje.
Istotnym staje si¢ wigc znalezienie wyrdznikow determinujacych wystapienie tego

powiktania w APS, a co za tym idzie prob ich zapobiegania.

2.1 Rys historyczny

W 1906 roku A. Wasserman opisal u chorych zakazonych kretkiem kity
wystgpowanie specyficznego przeciwciala tzw. reaginy, ktéra byla skierowana
przeciwko zawierajacym fosfolipidy ekstraktom biatkkowym (7). W 1941 roku Pangborn
nazwal aktywna komponent¢ antygenowa testu VDRL (veneral diseasese research

laboratory test) wyizolowana z serca wotu, kardiolipina (8).
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Do dzisiaj mieszanina kardiolipiny, cholesterolu i fosfatydylocholiny uzywana jest do
szybkiego rozpoznawania zakazenia kita (test VDRL). Wyniki tego badania nie sa
jednak swoiste, a fatszywie dodatnie wyniki moga wystgpowa¢ w przebiegu chordb

infekcyjnych, nowotworowych lub autoimmunologicznych (9).

W 1952 roku Conley i Hartman wykryli u dwoch oséb z SLE wydluzenie czasow
krzepnigcia osocza, zwiazane z obecnoscia krazacego antykoagulantu, ktory blokowat

fosfolipidy aktywujace krzepnigcie osocza in vitro (10).

Po uptywie 11 lat Bowie 1 wsp. odkryli, ze wystgpowanie krazacego antykoagulantu
wiaze si¢ paradoksalnie ze zwigkszona czgstoscia wystgpowania powiktan zakrzepowo-

zatorowych (11).

W 1972 roku Feinstein i Rappaport nazwali t¢ grupg przeciwcial antykoagulantem

toczniowym (lupus anticoagulant- LA) (12).

W 1983 roku E.N. Harris wykorzystujac metode radioimmunoenzymatyczna dokonat
odkrycia przeciwcial przeciwko kardiolipinie (aCL), a nastgpnie po uplywie okoto 2 lat

opracowat metode immunoenzymatyczna, ktora jest wykorzystywana do dzisiaj (13).

W tym sam roku Hughes opisal po raz pierwszy podstawowe objawy kliniczne

towarzyszace obecnosci tych przeciwciat.

Dopiero jednak Harris w 1987 roku wprowadzit definicj¢ zespotu antyfosfolipidowego
(APS- antiphospholipid syndrome). Charakteryzuje go taczne wystepowanie
przeciwcial antyfosfolipidowych z objawami zakrzepicy tgtniczej lub zylnej, a u kobiet
powiklan potozniczych, gldwnie pod postacia nawykowych poronien i przedwczesnych

porodow (14).

Istotny przetom w badaniach nad przeciwcialami antyfosfolipidowymi przynidst rok
1990, kiedy to trzy niezalezne grupy badaczy odkryly kofaktor biatkowy niezbedny do
wigzania si¢ przeciwciat przeciwkardiolipinowych z kardioliping, B2 —glikoproteing I

(B2 GPI) (15, 16, 17).

Rok poézniej wykazano, ze rOwniez protrombina moze by¢ podobnie dziatajacym
kofaktorem (13), a w nastgpnych latach odkryto takze inne biatka, ktére moga spetniac
te rolg np. biatko C, biatko S, aneksyna V, wysoko lub niskoczasteczkowy kininogen,
trombomodulina, czynnik XI, TFPI, czy kompleks aktywnego czynnika VII z
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czynnikiem VII (VIIa/VII) (18, 19, 20). Ich rola kliniczna jest w chwili obecnej stabo

poznana.

Z uwagi na kluczowa role¢ biatek w powstawaniu przeciwcial przeciwfosfolipidowych i
patomechanizmie powstawania zespotu antyfosfolipidowego J. Vermylen i J. Arnout
zaproponowali w 1992r wprowadzenie nowej nomenklatury: przeciwciata
antyfosfolipidowo-biatkowe (antiphospholipid-protein antibodies-APA) i zespot
antyfosfolipidowo-biatkowy  (antiphospholipid-protein  syndrome-APS) (21).

Nomenklatura ta, cho¢ precyzyjna, nie przyjeta si¢ jednak.

W 1999r ogloszono pierwsze migdzynarodowe kryteria APS (22) a w 2006r Myakis i
wsp. opublikowali jego obecne, zmodyfikowane kryteria APS, uwzgledniajace juz
obecnos$¢ przeciwciat przeciw B2 —glikoproteinie I oraz okreslajace wymodg obecnosci,

co najmniej $redniego lub wysokiego poziomu aCL (23).

2.2 Fosfolipidy i ich rola w procesach hemostazy

Fosfolipidy to lipidy zbudowane z glicerolu, dwodch tancuchéw kwasu
thuszczowego i fosforylowanego alkoholu (np. inozytolu, seryny, choliny, etanolaminy).
Sa sktadnikami wszystkich bton biologicznych i odgrywaja pierwszoplanowa rolg¢ w

prawidtowym funkcjonowaniu komorki.

Ich asymetryczne rozmieszenie po obu stronach btony komodrkowej, tj. na zewnatrz
fosfolipidy obojetne (np. fosfatydylocholina) a wewnatrz fosfolipidy ujemnie
natadowane (fosfatydyloseryna, fosfatydyloinozytol, kwas fosfatydowy) zapewnia

prawidtowa komunikacje miedzykomorkowa (24).
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Kardiolipina, ktéra jest powszechnie uzywana w testach in vitro do diagnostyki
przeciwcial antyfosfolipidowych, nie jest sktadnikiem btony komoérkowej, wystgpuje w
wewngtrznej btonie mitochondrialnej. Nie jest wigc ona najpewniej prawdziwym
antygenem dla przeciwcial antyfosfolipidowych, a jedynie reaguje krzyzowo z
wigkszos$cia przeciwcial skierowanych przeciwko kompleksom kofaktoréw biatkowych

z ujemnie natadowanymi fosfolipidami (24).

Fosfolipidy, jako struktury eksponowane na powierzchni $rodbtonka i ptytek krwi,
umozliwiaja przyczepianie si¢ do nich kompleksow czynnikow krzepnigcia, co stanowi

0 ich zasadniczej roli w procesie hemostazy.

Po aktywacji komorek ujemnie natadowane fosfolipidy przemieszczaja si¢ na zewngtrz
(tzw. ruch ,,flip-flop” ), co rozpoczyna wiele reakcji na ich powierzchni (25). I tak, w
obecno$ci wapnia, tworzy si¢ m.in. kompleks czynnika FXa- FVa (protrombinaza),
ktory przeksztalca protrombing w trombing. Podobnie FIXa w kompleksie z FVIlla
tworza na powierzchni fosfolipidow tzw. tenaze, ktéra aktywuje FX 50 razy szybciej
niz kompleks TF i FVIIa, tworzony zreszta tez na powierzchni bton zawierajacych

ujemnie natadowane fosfolipidy (26).

Z kolei na komoérkach s$rodblonka fosfolipidy umozliwiaja aktywacje¢ biatka C,
hamujacego krzepnigcie krwi, a takze sa niezbgdne do prawidtowego dziatania TFPIL

2.3 Rodzaje przeciwciat przeciwfosfolipidowych

Przeciwciata przeciwfosfolipidowe naleza do réznych klas immunoglobulin
(IgG, IgM lub rzadziej IgA), wystepuja czesto w  wielu chorobach
autoimmunologicznych, przede wszystkim w SLE, rzadziej w zespole suchosci,
mieszanej chorobie tkanki lacznej, reumatoidalnym zapaleniu stawdw, idiopatycznej

plamicy matoptytkowej, czy innych chorobach immunologicznych (27).
Moga one wystgpowac zardwno jako alloprzeciwciala jak 1 autoprzeciwciata.

Alloprzeciwciala, czyli tzw. prawdziwe przeciwciala przeciwfosfolipidowe,
skierowane wylacznie przeciwko fosfolipidom (zaré6wno ujemnym jak i oboj¢tnym), nie
wymagaja do wiazania biatkowych kafaktorow. Powstaja podczas szeregu zakazen,
zarowno o etiologii wirusowej, bakteryjnej, jak i pasozytniczej (patrz Tab. 1) (28),

14



towarzysza schorzeniom nowotworowym 1 hematologicznym (np. chloniakom
nieziarniczym, rakowi prostaty, ptuca i bialaczce wlochatokomorkowej) (29), bywaja
indukowane przez zazywanie niektoérych lekéw (np. prokainamid, chloropromazyna)
(30). Alloprzeciwciata te nie przedtuzaja czasoOw krzepnigcia zaleznych od fosfolipidow

in vitro i nie wiaza si¢ z ryzykiem powiktan zatorowo-zakrzepowych (31).

Natomiast autoprzeciwciala sa obecne w chorobach uktadowych tkanki tacznej lub
jako jedyny objaw choroby autoimmunologicznej (APS). Sa skierowane przeciwko
kompleksom fosfolipidow z ich biatkowymi kofaktorami (stad okreslenie przeciwciata
przeciwfosfolipidowe nie jest precyzyjne, ale powszechnie uzywane). Przedtuzaja czasy
krzepnigcia zalezne od fosfolipidow, odpowiadaja za fatszywie dodatni wynik odczynu

kitowego, a klinicznie za powiklania zakrzepowe (33).

Pojawiaja si¢ doniesienia o roli predyspozycji genetycznej do wytwarzania przeciwciat
przeciwfosfolipidowych. Udowodniono zwiazek z niektorymi antygenami uktadu HLA
(np. DR 3, DR4, DR7, DRB1*070, DQB1*0303, DMA*0102) (34, 35). Pojawiaja si¢
coraz to nowe informacje o genach korelujacych ze sktonnoscia do wytwarzania tych

przeciwcial.

15



Tabela 1. Wystepowanie przeciwcial przeciwfosfolipidowych w chorobach

o etiologii zakaznej ( 32)

Etiologia Jednostka Czynnik etiologiczny Czestosé
chorobowa wystepowania
aCL (%)
Bakteryjna kita Treponema pallidum do 100
borelioza Borrelia burgdorferi 14-41
leptospiroza Leptospira sp. 50
trad Mycobacterium leprae 33-67
gruzlica Mycobacterium 28-53
tuberculosis
pneumokokowe | Pneumococcus sp. 25
zapalenie ptuc
inne zakazenia Salmor_]e”.a . . 20-80
Escherichia coli
Mycoplasma pneumoniae
Streptococcus aureus
Streptococcus sp.
Wirusowa AIDS wirus HIV typ L'i I 0-80
ospa wietrzna wirus ospy wietrznej 20-47
swinka wirus $winki 33-54
rézyczka wirus rozyczki 66-80
mononukleoza | Wirus EBV 9-70
WZW typuBi | Wirus HBV i HCV 14-100
C
zakazenie CMV | Wirus CMV 14-35
zakazenie Parwowirus B19 25-50
parwowirusem
B 19
Pasozymicza | toksoplazmoza | Toxoplasma gondi 7
malaria Plazmodium vivax 70-100
zespot SARA Chlamydia trachomatis 10-25
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2.4 Biatkowe kofaktory przeciwciat przeciwfosfolipidowych

Antygenowos¢ fosfolipidéw w zwiazku z ich niewielka masa czasteczkowa jest
niewielka. Wzrasta ona jednak bardzo znacznie po interakcji z biatkami lub po przejsciu

w forme heksagonalna (36, 37).

Przylaczenie biatkowego kofaktora do fosfolipidu zmienia konformacje tego

pierwszego, odstania neoepitopy, taczace si¢ ze swoistymi przeciwciatami (38).

Najwazniejsze bialkowe kofaktory przeciwcial przeciwfosfolipidowych to (2

glikoproteina I i protrombina.

2.4.1 B2 glikoproteina | (B2GPI, apolipoproteina H)

B2GPI, opisana po raz pierwszy w 1961r przez Schulza jest syntetyzowana
gléwnie w watrobie, a w mniejszych ilosciach rowniez przez komorki $rodbtonka i

tozyska (39).

W zwiazku z tym, Ze moze si¢ ona rowniez pojawia¢ we frakcji chylomikronéw, HDL,
VLDL i ma zdolno$¢ aktywowania in vitro lipazy lipoproteinowej, nazywana byta

wczesniej apolipoproteing H (40).

Bialko to ma masg okoto 43 kD, a jego stgzenie w osoczu wynosi ok. 200 pg/ml. 2GPI
sklada si¢ z 326 aminokwasow tworzacych pojedynczy tancuch polipeptydowy,
sktadajacy si¢ z pigciu struktur- domen (tzw. ,,sushi domain”). Pierwsze 4 domeny
zawieraja po 60 aminokwasoOw a piata domena ma dodatkowe czasteczki cysteiny,
tworzace C-koncowy fragment, ktory nadaje jej hydrofobowy charakter, odpowiadajacy
za wiazanie si¢ B2GPI do ujemnie natadowanych fosfolipidow. Wiazanie B2GPI z

fosfolipidami nie wymaga obecnos$ci jonow wapnia (41).

Niektore badania, oparte o obraz w mikroskopie elektronowym, wskazuja na istnienie
dwoch form B2GPI: ,,aktywnej ” otwartej oraz ,, nieaktywnej” okraglej, osoczowej
(powstatej wskutek interakcji domeny pierwszej z piata). f2GPI, bedac w formie
zaktywowanej ma odstonigte epitopy pierwszej domeny (ukryte w formie okraglej), co

umozliwia przytaczenie si¢ w tym miejscu przeciwcial przeciwko B2GPI. Przeciwciata
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rozpoznajace epitopy na pierwszej domenie, lepiej koreluja z epizodami zakrzepowymi,

niz przeciwciata skierowane przeciwko innym domenom (42).

B2GPI uwazana jest za antykoagulant, gdyz hamuje ona aktywacj¢ wewnatrzpochodne;j
drogi krzepnigcia (43), czynnik XII (44), aktywacj¢ czynnika Xa i protrombinazy (45)
oraz ADP- zaleznej agregacji ptytek krwi (46). Hamuje ona réwniez uktad biatka C, co
moze przyczynia¢ si¢ do powstawania zakrzepéw (47). Niedobor tego biatka

wykrywany jest rzadko i nie niesie ze soba zwigkszonej tendencji prozakrzepowej (48).

2.4.2 Protrombina

Protrombina (czynnik II) zbudowana jest z 579 aminokwasow tworzacych
pojedynczy tancuch glikoproteinowy o masie 72 kD. Jest syntetyzowana w watrobie
przy udziale witaminy K, co prowadzi do potranslacyjnej karboksylacji resztami kwasu
glutaminowego N-koncowego obszaru tancucha. Taka zmiana umozliwia wiazanie
jonéw wapnia, a nastgpnie oddziatywanie z ujemnie natadowanymi fosfolipidami.
Protrombina jest nieczynnym zymogenem osoczowym, przeksztalcanym w proteaz¢
serynowa- trombing (czynnik Ila). Okres pottrwania protrombiny w osoczu to 2-4 dni a

jej stezenie wynosi 1-2 pmol/l (26, 49).

Trombina, powstajaca z protrombiny, petni kluczowa rol¢ w powstawaniu
skrzepu, gdyz powoduje przeksztatcenie czasteczki fibrynogenu w monomery fibryny,
aktywuje czynnik XIII stabilizujacy skrzep oraz nasila wlasna produkcje wskutek
aktywacji czynnika V 1 VIII. Z drugiej strony, na §rodbtonku naczyfh po potaczeniu z
trombomoduling, aktywuje antykoagulacyjny uktad biatka C. Przy uszkodzeniu
srodbtonka, a tym samym zmniejszeniu ekspresji trombomoduliny, zaczyna dominowac

prozakrzepowa aktywno$¢ trombiny (50).

Od dawna postulowano udzial protrombiny w patogenezie zespotu
antyfosfolipidowego. Poczatkowo tlumaczono zjawisko antykoagulantu toczniowego
zahamowaniem powstawania kompleksu protrombinazy na powierzchni fosfolipidow
(51). W 1960r S.l. Rapaport opisat przypadek hipoprotrombinemii z przedtuzeniem
czasOw krzepnigcia w przebiegu SLE (52).
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Podejrzewano, ze hipoprotrombinemia moze by¢ spowodowana powstawaniem
przeciwcial skierowanych przeciwko protrombinie (aPT) (53). Ten rodzaj przeciwcial
wystepuje znacznie cz¢sciej w SLE, ale bardzo rzadko powoduje obnizenie stgzenia

protrombiny (54). Identyfikuje si¢ je u ok. potowy chorych z LA (55).

W latach 90-tych Galli i wsp. stwierdzili, ze istnieja co najmniej dwa typy przeciwciat
przeciwfosfolipidowych o wilasciwosciach antykoagulantu: zalezny od protrombiny i

drugi, zalezny od B2GPI (56).

Jednakze rola aPT w zespole antyfosfolipidowym nie jest do konca wyjasniona. Rzadko
prowadza one do powiktan krwotocznych poprzez zmniejszenie st¢zenia protrombiny.
Znacznie czgsciej nie wptywaja na jej stezenie w osoczu, a powoduja raczej powiktania

zakrzepowe 1 niepowodzenia potoznicze (57).

2.4.3 Aneksyna V (tozyskowy czynnik przeciwkrzepliwy-1)

Aneksyna V jest biatkiem z grupy adhezyn, wiaze silnie ujemnie naladowane
fosfolipidy w obecnosci jonow wapnia. Jest szeroko rozpowszechniona w narzadach i
tkankach, a szczegdlnie w tozysku, na powierzchni srédbtonka oraz na erytrocytach,
gdzie pelni funkcje tkankowego czynnika antykoagulacyjnego (hamuje reakcje
krzepnigcia zalezne od fosfolipidow). W tozysku jest zlokalizowana na mikrokosmkach
syncytiotrofoblastu i poprzez swoja funkcjg¢ zapobiega wykrzepianiu w jego naczyniach
(58).

Zbudowana jest z pojedynczego *tancucha polipeptydowego zlozonego z 319
aminokwasdw; masa jej wynosi 36 kD. Sktada si¢ z N- koncowego ogona i rdzenia,
utworzonego przez cztery powtarzajace si¢ domeny, zawierajace po 65-70 reszt

aminokwasowych. Jej stgzenie w osoczu wynosi <10 ng/mL (59).

W kaskadzie krzepnigcia aneksyna V hamuje FX, protrombing oraz kompleks TF z
FVII (60, 61).

Wykazano ponadto, iz hamuje ona aktywacj¢ biatka C na powierzchni $rodblonka i

rozktad FV przez aktywowane biatko C i S (62).
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W niektorych pracach opisywano, iz pacjenci z APS i1 powiktaniami zakrzepowymi

wykazuja obecnos¢ przeciwcial przeciwko aneksynie V (63, 64).

Inni nie wskazywali jednak takiej zaleznosci (65, 66, 67).

2.4.4 Pozostate kofaktory przeciwciat przeciwfosfolipidowych

Poza  wymienionymi  powyzej, role¢ kofaktorow dla  przeciwciat
przeciwfosfolipidowych moga peti¢ inne zwiazki, np. biatko C i S, trombomodulina i

siarczan heparanu (68, 69).

Rola tych kofaktoréw i przeciwciat przeciwko nim skierowanych jest niejasna.

2.4.5 Mechanizm prozakrzepowego dziatania przeciwciat

przeciwfosfolipidowych

Przyczyny powstawania przeciwcial przeciwfosfolipidowych nie zostaty dotad
wyjasnione. Bardzo prawdopodobna wydaje si¢ teoria sformutowana w 1996r przez
Arnouta. Zaklada ona, Ze ujemnie naladowane fosfolipidy, przede wszystkim
fosfatydyloseryna, znajdujace si¢ po wewngtrznej stronie blony komorkowej, w trakcie
aktywacji, uszkodzenia lub apoptozy komorki, zostaja przemieszczone na zewnatrz.
Wiaze si¢ do nich wykazujaca silne powinowactwo B2GPI, zmieniajac swoja
konformacjg¢, a powstaly w ten sposob kompleks moze indukowaé reakcje
autoimmunologiczng, wskutek ktorej powstaja skierowane przeciwko niemu

autoprzeciwciata (70).

Pomimo znanego faktu, iz obecno$¢ przeciwciat przeciwfosfolipidowych wiaze
si¢ z wigkszym ryzykiem epizodéw zakrzepowych, do tej pory nie udalo sig
jednoznacznie okres$li¢ mechanizméw lezacych u podstawy tego zjawiska. Istnieje
jednak kilka hipotez probujacych wyjasni¢ powyzszy zwiazek, uwzgledniajacych
zarowno wplyw aktywacji srodbtonka, monocytow, ptytek krwi oraz prozakrzepowych
mikroczasteczek, powstajacych z w/w komorek, jak 1 hamowanie aktywnosci
naturalnych inhibitorow krzepnigcia ( m.in. biatka C, TFPI, aneksyny V), uktadu

dopetniacza i fibrynolizy.
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2.5.1 Hamowanie ukfadu biatka C

Biatko C jest endogennym osoczowym inhibitorem krzepnigcia, produkowanym
w watrobie i zaleznym od witaminy K. Posiada swo¢j kofaktor- biatko S (réwniez
produkowane w watrobie w sposob zalezny od witaminy K), ktory wielokrotnie
zwigksza aktywnos¢ biatka C. Tylko forma wolna biatka S ma aktywnos$¢ kofaktora dla
biatka C (71).

Do aktywacji biatka C dochodzi na powierzchni fosfolipidow blony srodbtonka
naczyniowego, gdy trombina wigze si¢ z swoim receptorem trombomoduling lub
srédbtonkowym receptorem biatka C (EPCR). Trombomodulina jako kofaktor
przyspiesza tempo aktywacji biatka C okoto 400 razy i petni funkcje¢ gtownie w tozysku
drobnych naczyn (nie wystgpuje na S$roédblonku naczyn moézgowych), natomiast
dziatanie trombiny przez EPCR przewaza w duzych naczyniach, gdzie skuteczno$¢
trombomoduliny jest bardzo mata. Wskutek tej reakcji powstaje aktywna forma biatka
C (APC). APC inaktywuje FVa i FVllla, co zapobiega dalszemu tworzeniu trombiny
(72).

Przeciwzakrzepowe dzialanie APC polega roéwniez na inaktywacji inhibitora aktywatora

plazminogenu ( PAI-1).

Smirnov 1 wsp. wykazali, ze przeciwciala przeciwfosfolipidowe blokuja
fosfatydyloetanolaming, niezbedna do inaktywacji aktywnego FV przez APC (5). To
wybiorcze uszkodzenie przeciwzakrzepowego dziatania biatka C, przy braku wplywu
na uktad protrombinazy, jest prawdopodobnie odpowiedzialne za obserwowana u oséb

z przeciwciatami przeciwfosfolipidowymi, nabyta opornos¢ na dziatanie biatka C (73).

Przeciwciata przeciwfosfolipidowe rozpoznaja biatko C tylko w obecnosci
B2GPI, stad powstata sugestia, ze dysfunkcja biatka C powodowana przez przeciwciala

przeciwfosfolipidowe jest promowana przez B2GPI (74).

Wplyw aPL na ukfad biatka C moglby takze thumaczy¢ tzw. paradoks trombiny.
Trombina jest z jednej strony gldwnym enzymem krzepnigcia, a z drugiej, aktywatorem
biatka C, stymuluje uwalnianie z komoérek $rodbtonka aktywatora fibrynolizy typu
tkankowego (t- PA), jego inhibitor (PAI-1) oraz inhibitor fibrynolizy (TAFI). W
sytuacji zablokowania przez aPL niewielkiej ilo$ci trombiny miatoby dochodzi¢ do

obnizenia aktywacji biatka C i wystapienia powiktan zakrzepowych (75, 76).
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Ponadto u osob z APS opisywano obecno$¢ przeciwciat skierowanych
przeciwko komponentom uktadu biatka C, np. trombomodulinie, biatku C, biatku S oraz
sktadowej dopetiacza C4b (77, 78, 79). Jednak rola tych przeciwciat nie jest do konca

jasna.

2.5.2 Hamowanie aktywnosci antytrombiny

Antytrombina jest gtéwnym inhibitorem krzepnigcia krwi. Hamuje przede
wszystkim trombing, a poza tym czynnik [Xa, Xa oraz stabo VIla (tylko w kompleksie
z TF). Fizjologicznym aktywatorem antytrombiny jest siarczan heparanu, obecny na

srodblonku.

Istnieje Kkilka hipotez blokowania funkcji antytrombiny, m.in. poprzez bezposredni
wpltyw przeciwcial skierowanych przeciwko siarczanowi heparanu lub w wyniku
interakcji aPL z B2GPI 1 fosfolipidami $rodbtonka naczyn blokujacymi posrednio
siarczan heparanu (80, 81). Istnieja tez doniesienia o wplywie aPL na obnizenie st¢zenia

antytrombiny w 0soczu oraz na zmniejszenie jej aktywnosci (82).

2.4.6 Hamowanie przeciwzakrzepowego dziatania aneksyny V

Aneksyna V jest antykoagulantem, ktoéry zapewne swa glowna role pelni w
tozysku, gdzie chroni powierzchniowe fosfolipidy przed kontaktem z osoczowymi

czynnikami krzepnigcia (83)

Przeciwciata przeciwfosfolipidowe w kompleksie z ich biatkowymi kofaktorami
wypieraja aneksyng z jej potaczen z fosfolipidami, co uszkadza barier¢ ochronna
tworzong przez aneksyng, prowadzac prawdopodobnie do powiklan zakrzepowych w

lozysku, a w nastepstwie niepowodzen potozniczych (84).

Opisywano, 1z obecno$¢ przeciwcial przeciwko aneksynie V korelowata z

nawracajacymi poronieniami (85).
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2.4.7 Hamowanie przeciwzakrzepowej aktywnosci B2GPI

Istnieja pewne dane sugerujace wplyw przeciwciat przeciwfosfolipidowych na
czynno$¢ P2GPI, tj. zaburzenie jej funkcji jako stabego antykoagulantu, co mogloby
powodowa¢ wzrost aktywnos$ci trombiny (83, 86). W APS nie stwierdza si¢ jednak
obnizenia st¢zenia f2GPI (87).

Rola hamowania funkcji tego biatka w APS jest ciagle stabo udokumentowana.

2.4.8 Wptyw na ekspresje czynnika tkankowego (TF) i inhibitor
zewnatrzpochodnego uktadu krzepniecia (TFPI)

TF jest integralnym biatkiem btonowym, skladajacym si¢ z domeny
cytoplazmatycznej zawierajacej cysteing, domeny przezbtonowej i domeny
pozakomérkowej wiazacej ligand. W warunkach fizjologicznych TF nie jest
eksponowany na powierzchni $rodbtonka 1 monocytéw. Staje si¢ on dostgpny po
uszkodzeniu $ciany naczynia oraz po ekspozycji komorek na lipopolisacharydy bakterii,
TNF -a, IL-1, czy kompleksy immunologiczne (88).

Podstawowa rola TF jako kofaktora jest znaczne przyspieszenie konwersji czynnika VII
do VIIa. Nastgpnie kompleks TF-FVIla (tzw. tenaza zewnatrzpochodna) katalizuje

aktywacje czynnika X i IX, prowadzac ostatecznie do generacji trombiny.

Dziatanie TF reguluje inhibitor zewnatrzpochodnego uktadu krzepnigcia (TFPI). Jest on
bialkiem osoczowym, syntetyzowanym przede wszystkim przez $rodblonek
naczyniowy, megakariocyty i watrobg. Posiada trzy domeny, ktore zawieraja miejsca
wiazace dla kompleksu TF-FVIla, czynnika Xa 1 heparyny. Przylaczenie FXa do TFPI
aktywuje ten ostatni, umozliwiajac dalsze inaktywowanie kompleksu TF-FVlla.
Hamowanie kompleksu TF-FVIla moze wystgpowacé, cho¢ stabiej, takze w
nieobecnosci FXa (89, 90).

W APS stwierdzano, powodowana przez aPL, podwyzszona ekspresj¢ TF na
krazacych we krwi monocytach (91). Cuadrado 1 wsp. wykazali, ze ekspresja 1 poziom
mRNA czynnika tkankowego w monocytach jest wyzsza u pacjentoéw z pierwotnym

APS i epizodami zakrzepowymi w wywiadzie, w poréwnaniu do grupy bez manifestacji
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zakrzepowo-zatorowej i do osob zdrowych. Zwigkszona ekspresja TF korelowata

rowniez z obecnoscia aPL IgG (92, 93).

Wykazywano takze wpltyw przeciwciat przeciwfosfolipidowych na TFPI. Salemniak i
wsp. zauwazyli u pacjentdw z aPL wyzsza generacj¢ FXa oraz mniejsze st¢zenie TFPIL.
Wysunigto hipotezg, ze przeciwciata przeciwko f2GPI hamujq inhibitorowa aktywno$¢
TFPI, poniewaz kompleksy przeciwciat anty- B2GPI z f2GPI konkuruja z kompleksami

TFPI- FXa o miejsca wiazania na powierzchni fosfolipidow (94).

W APS opisywano takze obecno$¢ przeciwcial przeciwko TFPI, ktére moga obnizad

jego aktywnos¢ (95).

2.4.9 Zaburzenia powstawania eikozanoidow

Jednym z kolejnych postulowanych mechanizmow predysponujacych do
zakrzepicy w APS jest zmniejszona produkcja prostacykliny (PGI2) w $roédbtonku
naczyn oraz zwigkszenie produkcji tromboksanu A2 (TXA2) w ptytkach krwi (96).

Opisywano zwiazki pomigdzy zahamowaniem syntezy PGI2 a obecnoscia LA,
wyzszym mianem aPL IgG, mniejsza iloscia ptytek krwi i zakrzepica tetnicza (97).

Sugerowano réwniez wplyw LA na uwalnianie kwasu arachidonowego z bton

komodrkowych (98) oraz hamowanie fosfolipazy A2 przez niektore aPL (99).

Wptyw aPL na produkcje PGI2 jest jednak kontrowersyjny (100, 101).

2.4.10Uposledzenie fibrynolizy

Autoprzeciwciata obecne w APS moga takze uposledzaé fibrynolizg¢ i w ten
sposob prowadzi¢ do powiktan zakrzepowych (102, 103). Moze si¢ to wigzaé z
dysfunkcja komorek srodbtonka. W osoczu chorych dochodzi¢ moze do podwyzszenia
poziomu inhibitora aktywatora fibrynolizy (PAI-1) oraz obnizenia st¢zenia t-PA (104,
105).
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Przeciwciata przeciwko t-PA opisywano takze w osoczu pacjentow z APS. Skierowane
one byty przeciwko katalitycznej domenie tego aktywatora, co miato hamowac jego

czynnosc¢ (106).

Istnieje rowniez mozliwo$¢ wptywu B2GPI na uktad fibrynolizy. Wysunigto
hipotezg, ze chroni ona aktywnos$¢ t-PA przed hamowaniem przez PAI-1, a aPL

moglyby zniwelowac ten efekt (107).

B2GPI moze takze wpltywaé na wytwarzanie plazminy, ktéra powoduje proteolizg
czasteczki P2GPI w domenie V, wskutek czego traci biatko powinowactwo do
fosfolipidow, a nabywa zdolnosci do wiazania z plazminogenem. Moze to obniza¢ ilo$¢

tworzacej si¢ z plazminogenu plazminy (108).

Rozwazano réwniez mozliwos¢ wpltywu zwigkszonej generacji TAFI pod
wptywem aPL. Jednak prace opublikowane w ostatnim okresie nie potwierdzity
zwiazku podwyzszonego poziomu TAFI z wigksza tendencja do zakrzepicy 1

nawykowych poronien (109, 110).

2.4.11Nasilanie aktywacji i agregacji ptytek krwi

Piytki krwi petnia kluczowa rolg¢ w pierwotnej hemostazie. Interakcja aPL z
plytkami moze dokonywac si¢ na trzy sposoby: pierwszy, gdy aPL jak kazde inne
immunoglobuliny poprzez swoj fragment Fab tacza si¢ ze specyficznym antygenem na
powierzchni ptytki krwi w klasycznej reakcji antygen- przeciwciato (Ag-Ab); drugi,
gdy kompleksy Ag-Ab wiaza si¢ z ptytkami poprzez receptor FcyRII i trzeci, gdy aPL
lacza si¢ z plytkami krwi w niespecyficzny sposob, zwiazany najpewniej z
uszkodzeniem ich btony komorkowej (111) Ten ostatni mechanizm wydaje si¢ nie mie¢

znaczenia w patofizjologii powstawania zakrzepow w APS (83).

Bez wzgledu na mechanizm, ptytki krwi moga ulega¢ aktywacji u chorych z
APS (112). Zwigkszona aktywacj¢ plytek krwi obserwowano takze w modelu in vitro
pod wplywem monoklonalnych i poliklonalnych aPL, pochodzacych od oséb z APS
(113).

Rowniez przeciwciata przeciwko B2GPI moga sprzyjac przyleganiu ptytek krwi
do warstwy podsrodblonkowej (114). Niebagatelne znaczenie przypisuje si¢ tu
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dimerycznej formie B2GPI, ktéra powstaje wskutek zwiazania jednocze$nie jej dwu
czasteczek z dwoma ramionami przeciwciata. Taki dimer wykazuje zwigkszone

powinowactwo do fosfolipidow.

De Groot i wsp. wykazali w modelu in vitro, ze ta forma P2GPI, nasladujac efekt
dziatania komplekséw B2GPI i anty- B2GPI, powoduje zwigkszona adhezjg ptytek krwi
do kolagenu, a nastgpnie ich agregacje¢. Sugerowali oni, ze dimeryczne formy B2GPI
wiaza si¢ z ptytkami krwi za pomoca receptora apoER2'(apolipoprotein E receptor 2°),
jednego z rodziny receptorow lipoprotein o niskiej gestosci (LDL), obecnego na

ptytkach krwi (115).

Wplyw aPL na aktywacj¢ plytek moze si¢ tez dokonywac przy udziale uktadu
dopetniacza. U pacjentdow z APS i niedokrwieniem centralnego systemu nerwOwego
stwierdzano zwigkszony poziom kompleksu C5b-9, powodujacego aktywacje plytek
krwi (116, 117).

Dodatkowo udowodniono, ze C5b-9 moze zwigksza¢ przezblonowa migracje
fosfatydyloseryny, powodujac zwigkszone wiazanie B2GPI, co w mechanizmie

blednego kota pobudza C5b-9, a nastepnie aktywuje plytki krwi (118).

2.4.12Aktywacja komarek srodbtonka i powstawanie mikroczastek

B2GPI jest gtowna molekuta odpowiedzialng za wigzanie si¢ aPL do komorek
srodbtonka poprzez ekspresje neoepitopu swoistego dla krazacych aPL (119).

Zwiazanie si¢ kompleksu aPL- B2GPI do powierzchni $rdédblonka powoduje jego
aktywacje 1 uwalnianie roznych substancji biologicznie czynnych (m.in. prozapalnych i

prozakrzepowych) (120, 121).

U chorych z pierwotnym APS i nawracajacymi epizodami zakrzepowymi
stwierdzano zwigkszenie osoczowego poziomu rozpuszczalnych VCAM-1, a takze E-
selektyny, ICAM-1 oraz prozapalnych cytokin (np. interleukiny 1 i interleukiny 6) (122,
123, 124).
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U chorych z SLE i obecnoscia aPL zwracalo uwage zwigkszenie poziomu t-PA i
czynnika von Willebranda, jako wskaznikow uszkodzenia $rédbtonka (125). Nie

wszyscy jednak potwierdzali te obserwacje (126).

Istotny udzial w etiopatogenezie powiktan zakrzepowych w APS przypisuje si¢
rowniez mikroczastkom. Mikroczastki to fragmenty bton komoérkowych, ktore odrywaja
si¢ od aktywowanych lub ulegajacych apoptozie komoérek (ptytek krwi, komoérek
srodbtonka, granulocytow i1 monocytéw). Wzrost ich liczby w osoczu obserwuje si¢
m.in. w stanie zapalnym, pod wptywem czynnika martwicy nowotworéow (TNF-a), czy

w sytuacji stresu oksydacyjnego (127).

W 2004r Morel udowodnil, ze mikroczastki pochodzace z leukocytow 1 ptytek
krwi wiaza si¢ z aktywowanymi komorkami $rodbtonka za posrednictwem E- selektyny
I P- selektyny, co powoduje wzrost lokalnego st¢zenia TF w o0soczu i aktywacji

procesoéw krzepnigcia krwi (128).

Natomiast Dignat-George wykazata zwigkszona ilo$¢ mikroczastek pochodzenia
srédbtonkowego w osoczu osob, zarowno z APS. Pod wpltywem wiazania aPL do
srédblonka, nastgpuje jego aktywacja, zwigkszenie ekspresji molekut adhezyjnych i TF,
oraz zmiany jego profilu z przeciwzakrzepowego na prozakrzepowy, czemu towarzyszy

powstawanie mikroczastek (129).

Roéwniez mikroczastki pochodzace z monocytow moga wptywaé prozakrzepowo u

chorych z APS i powiktaniami zakrzepowymi (130).

Dodatkowym czynnikiem ryzyka wystapienia zakrzepicy u pacjentow z APS
moze by¢ takze obecno$¢ przeciwciatl przeciwko kompleksom ox-LDL i1 B2GPI. Ich

zwiazek z zakrzepica tetnicza jest kontrowersyjny (131, 132, 133).
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2.5 Zespoét antyfosfolipidowy

Objawy zwiazane z APS moga dotyczy¢ prawie wszystkich narzadow i uktadow,

stad zespot ten jest problemem interdyscyplinarnym.

Najczestsza manifestacja kliniczna APS jest zakrzepica, ktéra moze dotyczy¢ catego
lozyska naczyniowego, zar6wno tetniczego, jak i zylnego, a u kobiet dodatkowo moze

powodowac¢ wystepowanie niepowodzen potozniczych.

2.6.1 Kryteria rozpoznawania

Obecne kryteria diagnostyczne zespotu antyfosfolipidowego przyjely ostateczna
formg na kongresie w Sydney w 2005r., a opublikowane zostaty w roku 2006 (patrz
Tab. 2) (23).

Objawy kliniczne musza by¢ potwierdzone obiektywnymi metodami, a za dodatnie
przyjmuje si¢ te wyniki oznaczen laboratoryjnych, ktéore wypadna dodatnio
przynajmniej 2 razy, w odstgpie co najmniej 12 tygodni.

Zespot antyfosfolipidowy rozpoznaje sig, gdy jest spelnione >1 kryterium kliniczne i >1
kryterium laboratoryjne. Kryteriow tych nie mozna zastosowac, gdy objawy kliniczne

choroby wystapity w okresie <12 tygodni lub > 5 lat od momentu wykrycia aPL.

28



Tabela 2. Kryteria diagnostyczne zespolu antyfosfolipidowego

Kryteria kliniczne 1.

2.

a)

b)

c)

Zakrzepica naczyn:

Jeden lub wigcej epizodow zakrzepicy w naczyniach tgtniczych, zylnych (z wyjatkiem
zakrzepicy zyt powierzchownych) lub wlosowatych w obrgbie jakiejkolwiek tkanki i
narzadu, potwierdzonej badaniem obrazowym, dopplerowskim lub histologicznym. W
obrazie histopatologicznym zmianom zakrzepowym nie powinno towarzyszy¢ zapalenie
$ciany naczynia.

Niepowodzenia poloznicze

>1 obumarcie morfologicznie prawidtowego plodu po 10 tygodniu ciazy
(prawidtowa morfologia ptodu udokumentowana za pomoca USG lub badania
bezposredniego)

>1przedwczesny pordd morfologicznie prawidlowego noworodka przed 34
tygodniem ciazy w zwiazku ze stanem przedrzucawkowym lub rzucawka badz
cigzka niewydolnoscia tozyska

>3 samoistne poronienia o niewyjasnionej przyczynie przed 10 tygodniem ciazy,
z wykluczeniem przyczyn zwiazanych ze zmianami anatomicznymi lub
zaburzeniami hormonalnymi u matki oraz chromosomalnymi u obojga rodzicéw

Kryteria
laboratoryjne

antykoagulant toczniowy obecny w osoczu,

wykryty >2 krotnie w odst¢gpach >12 tygodni, metodami zaleconymi przez
International Society on Thrombosis and Haemostasis

przeciwciala antykardiolipinowe w klasie IgG lub IgM obecne w surowicy lub w
osoczu, w $rednim lub duzym stezeniu (tzn. >40 GPL* lub MPL*, lub >99
percentyla), wykryte > 2-krotnie w odstgpie >12 tygodni, standaryzowana
metoda ELISA.

przeciwciata przeciwko B2-glikoproteinie |1 obecne w surowicy lub w osoczu (w

mianie >99 percentyla) > 2-krotnie w odstgpie >12 tygodni, standaryzowana
metoda ELISA

* GPL (IgG), MPL (IgM)-umowne jednostki miedzynarodowe, odpowiadajace stezeniu

przeciwciat okoto 1 pg/ml.

Dla celow naukowych zalecono takze klasyfikowanie obecnosci aPL ze wzgledu na

ich liczbg u pojedynczego chorego (Tab. 3).
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Tabela 3. Klasy obecnosci przeciwcial antyfosfolipidowych

Klasa Kryteria diagnostyczne

| obecno$¢ wigcej niz jednego kryterium laboratoryjnego

(r6zne kombinacje)

lla obecny tylko LA

b obecne tylko przeciwciata aCL (IgG i/lub IgM); >40 GPL lub MPL, lub
>99 percentyla

llc obecne tylko przeciwciata przeciwko B2GPI (IgG i/lub IgM); >99
percentyla

Do czasu wejscia w zycie najnowszych kryteriow rozpoznawania APS istniat
podziat tego zespotu na pierwotny (PAPS) 1 wtorny (SAPS).
Pacjenci, ktorzy spetniali laboratoryjne i kliniczne cechy APS, ale nie mieli innych cech
choréb autoimmunologicznych (w tym nie speiniali kryteriow rozpoznania SLE wg
ACR), byli zaliczani do grupy pierwotnego APS.
SAPS rozpoznawano wtedy, gdy zespot antyfosfolipidowy towarzyszyt innej chorobie
autoimmunologicznej, najczgs$ciej SLE (134, 135).
Obecnie nie zaleca si¢ stosowania tych terminéw, poniewaz: a) u czgsci chorych z APS
z czasem rozwija si¢ petny obraz SLE, b) obraz choroby, przebieg i postgpowanie w
APS, niezaleznie od postaci jest identyczne (23).

W zwiazku z czgstszym wystgpowaniem zakrzepicy u pacjentow z licznymi
czynnikami ryzyka, zalecono podzial pacjentow zgodnie z:
a) obecno$cia innych czynnikow wrodzonych lub nabytych mogacych wywotaé
zakrzepicg lub b) brakiem tych czynnikéw. Do w/w czynnikow zaliczono: wiek > 55 lat
dla mgzczyzn 1 > 65 lat dla kobiet, obecno$¢ znanych czynnikow ryzyka chorob
sercowo—naczyniowych (nadci$nienia tgtniczego, cukrzycy, zwigkszonego stgzenia
LDL i niskiego HDL, palenia papieroséw, dodatniego wywiadu rodzinnego wczesnego
wystgpowania chorob sercowo-naczyniowych, BMI > 30 kg/m2, mikroalbuminurii,
obnizonego GFR<60 ml/min) oraz wystgpowanie dziedzicznej trombofilii, zespotu
nerczycowego, choroby nowotworowej, unieruchomienia, interwencji chirurgicznej
oraz stosowanie doustnej antykoncepcji w wywiadzie. Stad pacjenci spehiajacy

kryteria rozpoznania APS powinni by¢ analizowani pod katem przyczyn zakrzepicy.
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Epizody powiktan zakrzepowych w przesztosci powinny by¢ uznawane jako kryterium
kliniczne APS pod warunkiem braku alternatywnej diagnozy lub czynnikow mogacych

sprzyja¢ rozwojowi zakrzepicy (23).

2.6.2 Obraz kliniczny APS

2.6.2.1 Powiktania zakrzepowo-zatorowe

Epizody zakrzepowo- zatorowe moga wystgpowac u ponad potowy 0sob, u ktoérych

stwierdzono obecnos¢ aPL (136, 137). Statystyki ze zrozumiatych wzgledow sa tu
jednak niepewne.
Obraz kliniczny APS zalezy od tego, w jakim tozysku naczyniowym doszto do
zakrzepicy. Zbiorcze opracowania wskazuja, iz zakrzepica w tym zespole w okoto 2/3
przypadkéw dotyczy tozyska zylnego, a w 1/3 lozyska tetniczego (135). Blizszych
danych dostarcza badanie dotyczace ponad 1200 osdb z obecnos$cia aPL i epizodoéw
zakrzepowych potwierdzonych w badaniach obrazowych. Izolowana zakrzepicg zylna
obserwowano u 59% badanych, zakrzepice tetnicza u 28%, a w 13% zakrzepica
dotyczyta obu tozysk (137).

Zakrzepica zylna w APS dotyczy najczgsciej zyt glgbokich koficzyn dolnych, ma
czgsto charakter obustronny i nawracajacy (33, 137).

W znacznie rzadszych przypadkach dotyczy tozysk nietypowych: zyt szyjnych,
podobojczykowych, jamy brzusznej, miednicy matej oraz zatok zylnych moézgu i zyt
siatkowki (137).

Zakrzepica w lozysku tetniczym lokalizuje si¢ glownie (ok. 67%) w naczyniach
mozgowia (135), ale moze dotyczy¢ kazdego narzadu, a wowczas skutki sa zalezne od
umiejscowienia procesu zakrzepowego.

Udar niedokrwienny i napady przemijajacego niedokrwienia moézgu wystgpuja u
ok. 30% wszystkich chorych, z reguly os6b mtodych i znacznie czg$ciej niz w populacji
ogo6lnej (135). Wskutek powtarzajacych si¢ udaréw i1 mikrozawaldéw, nierzadko
skapoobjawowych lub bezobjawowych, moze rozwina¢ si¢ otgpienie. Objawowa
zakrzepica naczyn oka przebiega pod postacia przemijajacej naglej Slepoty (amaurosis
fugax), neuropatii nerwu wzrokowego lub zakrzepicy tgtnicy lub zyty siatkowki.

Zakrzepica tetnic wiencowych wystepuje stosunkowo rzadko (ok. 5%), ale czg$ciej

u chorych <45 rz, pod postacia dlawicy piersiowej lub zawatu serca (135).

31



Zmiany w naczyniach nerkowych najczgsciej przebiegaja bezobjawowo. Objawowa

zakrzepica tetnicy nerkowej 1 zawat nerki sa rzadkie (<3% chorych), natomiast czgsciej
wystepuje (>30% chorych) wewnatrznerkowa mikroangiopatia zakrzepowa, nierzadko z
towarzyszaca sino$cia siateczkowata (livedo reticularis), nadci$nieniem tetniczym i
niewielkim zwigkszeniem stezenia kreatyniny w surowicy (23, 138). Natomiast zmiany
zakrzepowe w obregbie pozostalych narzadow jamy brzusznej wystepuja bardzo rzadko
(<1% przypadkéw) (135). Ich skutkiem moze by¢ niedokrwienie przetyku, krezki,
zawat §ledziony, trzustki i nadnerczy.
Najbardziej niebezpieczna  manifestacja ~ APS  jest  katastrofalny  zespot
antyfosfolipidowy. Zakrzepica dotyczy wowczas kilku narzadéw jednoczes$nie (>3) i
prowadzi do niewydolnosci wielonarzadowej, nierzadko konczacej si¢ zgonem (ok.
50% chorych). Najczgsciej zakrzepica matych naczyn obejmuje nerki, pluca, OUN 1
serce (139, 140).

Nie jest jasne dlaczego w APS lokalizacja pierwszej zakrzepicy zylnej determinuje
wystapienie nastgpnego epizodu w tym samym tozysku. Podobnie ma si¢ rzecz z
tozyskiem tgtniczym. Pozwala to podejrzewad, iz istnieja nieznane jeszcze, dodatkowe
czynniki decydujace o pierwotnej lokalizacji epizodu zakrzepowego. Czgs¢ badan
wskazuje tutaj na rol¢ miana przeciwciat aPL (aCL >40 GPL), ktére mogloby

jednoczesnie wptywaé na zwigkszone ryzyko nawrotow zakrzepicy (144, 145).

2.6.2.2 Niepowodzenia potoznicze

Kryteria kliniczne rozpoznania APS obejmuja 3 rodzaje powiklan potozniczych
(Tab. 2). Do innych powiktan potozniczych, ktorych zwiazek z APS jest mniej pewny,
zaliczamy:  stan  przedrzucawkowy, rzucawka  cigzarnych, = zahamowanie
wewnatrzmacicznego wzrostu plodu, przedwczesne odklejenie sig¢ lozyska i
wewnatrzmaciczne obumarcie plodu. U kobiet z APS obserwowano takze zespot
HELLP (hemolysis, elevated liver enzymem, low platelets), poporodowy zespo6t ptucno-
nerkowy oraz plasawicg cigzarnych (143, 144).

Ryzyko utraty ciazy w APS zalezy od miana przeciwcial antyfosfolipidowych, a
wystapienie niepomyslnego zakonczenia poprzednich ciaz stanowi najwazniejszy
czynnik ryzyka kolejnej utraty ptodu (145).

U zdrowej kobiety obecno$¢ aPL wiaze sig¢ z ok. 16 procentowym ryzykiem poronienia

(146), natomiast u kobiety z APS prawdopodobienstwo wystapienia poronienia wynosi
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ok. 30% 1 znaczaco wzrasta (do ok. 70%) w przypadku wczesniejszych niepowodzen
potozniczych (147).

Kobiety z obecnymi aPL maja takze wigksze ryzyko zakrzepicy zyt gigbokich w ciazy i
potogu.

U podloza niepowodzen polozniczych w APS lezy najpewniej zakrzepica naczyn
spiralnych tozyska, co prowadzi do uposledzenia krazenia ptodowego, z nastgpowym
niedotlenieniem 1 obumarciem ptodu (148).

Ponadto aPL moga wypiera¢ aneksyne V z jej potaczen z fosfatydyloseryna w blonach
komoérkowych syncytiotrofoblastu  kosmkow tozyskowych, co doprowadza do
odstonigcia fosfolipidow i ich interakcji z aPL i nastgpowa zakrzepica w ich obrgbie

(149).

2.6.2.3 Kliniczne i laboratoryjne cechy zwigzane z APS niewigczone
do kryteriow diagnostycznych

Istnieja pewne objawy kliniczne i wyniki laboratoryjne, ktére wystepuja czgsto w
APS, ale nie sa dla tego zespotu swoiste. Zaliczamy tu: patologi¢ zastawek w sercu
(pogrubienie i/lub wypadanie ptatkow, wegetacje), sinos¢ siatkowata (livedo
reticularis), objaw Raynauda, schorzenia osrodkowego uktadu nerwowego (m.in.
padaczka, migrena, depresja, zaburzenia funkcji poznawczych), matoptytkowosé (<100
tys./ul), niedokrwisto$¢ hemolityczna z dodatnim odczynem Coombsa, nefropatie, oraz
w zakresie badan laboratoryjnych obecno$¢: przeciwciat antyfosfolipidowych w klasie
IgA, przeciwcial przeciwko fofsatydyloserynie, protrombinie oraz kompleksowi
fofsatydyloseryna- protrombina. Znaczenie kliniczne tych oznaczen nie zostalo dotad
ustalone (23). Obecno$¢ w/w cech klinicznych 1 laboratoryjnych, cho¢ nie maja one

charakteru kryteriéw diagnostycznych, powinna by¢ odnotowana.
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3. Polimorfizm glikoprotein ptytek krwi ( GP la/lla 807 C/T i
GP Ilb/llla PIA1/2) a wystepowanie epizodow
zakrzepowo-zatorowych

Kompleks glikoprotein (GP) Ilb/llla nalezy do rodziny adhezyjnych receptorow
integrynowych (integryna allbB3) ptytek krwi. Kluczowa rola tego kompleksu jest
udzial w procesach adhezji, agregacji i retrakcji skrzepu fibrynowego poprzez wiazanie
biatek adhezyjnych. Po aktywacji ptytek krwi dochodzi do zmiany konformacji
glikoproteiny i przytaczenia fibrynogenu, gtéwnego ligandu GP IIb/lIlla. Efektem jest
ich przyleganie i agregacja (150).

GP IIb/Illa ma réwniez zdolno$¢ wiazania innych ligandow: czynnika von Willebranda
(VWEF), trombospondyny, fibronektyny, czy witronektyny (151).

Gen kodujacy glikoproteing Illa znajduje si¢ na dtuzszym ramieniu chromosomu
17 w pozycji 17q21.32. Wérdd polimorfizméw pretendujacych do roli genetycznych
czynnikow wptywajacych na odpowiedz plytek krwi na czynniki aktywujace wyroznia
si¢ polimorfizm genu integryny B3 (P1A1/PIA2). Polega on na zamianie tymidyny na
cytozyng w pozycji 1565, co powoduje substytucj¢ leucyny w pozycji 33 3 integryny
(P1A1) na proling (P1A2) (152).

Polimorfizm P1A1/P1A2 wystgpuje u 20-30% zdrowych oséb rasy biatej (153), wydaje
si¢, ze nieco czgsciej u 0sob z zaawansowana choroba wiencowa (154).

Znane sa liczne doniesienia oceniajace znaczenie polimorfizmu PIA1/PIA2 na ryzyko
wystapienia epizodow zakrzepowo-zatorowych i jego wpltyw na odpowiedz na leczenie
lekami przeciwptytkowymi (155, 156, 157).

Polimorfizm ten mialby tez wiazaé si¢ z =zakrzepica tetnicza w zespole
antyfosfolipidowym (158) .

GP la/lla ( integryna a2f1; VLA-2 ) wystepuje na btonie komorkowej ptytki
krwi 1 pelni funkcjg receptora dla kolagenu I-IV. Jest odpowiedzialna za adhezj¢ ptytek
do uszkodzonej $ciany naczynia. W ostatnich latach sugerowano, iz polimorfizmy w
obrebie genu GP Ia (np. C 807T 1 G 873A) wplywajac na ekspresje GP la/lla na
powierzchni ptytek, moga sprzyja¢ wystepowaniu epizodow zakrzepicy tetniczej.

Przy obecnosci alleli 807T/873A ekspresja GP Ia/lla na powierzchni plytek krwi jest
wyzsza, a w przypadku alleli 807C/873G nizsza. Obecnos$¢ jedynie allelu 807T
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(homozygoty TT) moze predysponowa¢ do zawalu serca, a takze udaru moézgu u
mtodych oséb (159, 160).

Powyzsze dane spowodowaly zainteresowanie wyst¢powaniem polimorfizmow
integryn B3 i 02 u pacjentow z APS. Sugerowano, iz polimorfizm (807 C/T;
homozygota TT) stanowi dodatkowy czynnik ryzyka zakrzepicy tetniczej (158).

4. Polimorfizm B2 —glikoproteiny | a wystepowanie epizodéw
zakrzepowo-zatorowych

Polimorfizm genu kodujacego B2GPI (zamiana waliny na leucyn¢ w pozycji
247) moze wplywa¢ na indukcje produkcji przeciwcial antyfosfolipidowych i
potencjalnie wplywac¢ na rozwoj APS.

Wykazywano w APS zwiazek wystgpowania polimorfizmu tego genu (Val/Leu;
homozygota VV) z epizodami zakrzepicy w obu tozyskach naczyniowych (161).

5. Zatozenia i cele pracy

W przesziosci stosunkowo mato miejsca poswigcono poszukiwaniom
czynnikow, ktore moglyby decydowa¢ o lokalizacji zakrzepicy u 0sob z obecno$cia
przeciwcial antyfosfolipidowych. Tymczasem poznanie tych czynnikow moze poza
charakterem poznawczym, mie¢ takze olbrzymie znaczenie kliniczne w prewencji 1
wtornie- leczeniu chorych z APS.

Jesli wezmie si¢ pod uwagg, Ze przewazajaca czg$¢ epizodow zakrzepicy
tetniczej obejmuje krazenie mozgowe 1 dotyczy ludzi mlodych, okreslenie czynnikow
determinujacych wystapienie niedokrwiennego udaru mézgu i demencji pozawatowe;j
nabiera dodatkowej wagi.

We wstepie zasygnalizowano prace wskazujace na pojedyncze czynniki, ktore
wydaja si¢ wystgpowac czesciej u oséb z APS 1 dominujaca zakrzepica tgtnicza.
Przypomnijmy, ze obejmuja one: wysoki poziom przeciwcial antykardiolipinowych
(> 40 GPL), czy polimorfizm genu integryny 3.

Poniewaz w II Katedrze Choréb Wewngtrznych CMUIJ obserwujemy od szeregu
lat ponad stuosobowa grupe chorych cierpiacych na APS, podjeliSmy probe szerokiej
analizy czynnikéw, ktore moglyby charakteryzowac tych, ktorzy przebyli epizod
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zakrzepicy tgtniczej w poréwnaniu z innymi osobami z potwierdzonym APS, jednak
bez zakrzepicy tetnicze;j.
Potencjalnym nastgpstwem takiej analizy moglyby by¢ sugestie, co do sposobu

pierwotnej 1 wtdrnej prewencji, wykraczajace poza ogolnie obowiazujace zalecenia.

Cele pracy:
1. Okreslenie czynnikéw determinujacych ryzyko zakrzepicy tgtniczej u pacjentéw z
APS, obejmujace:
a. analize kryteriow laboratoryjnych APS u chorych z przebyta zakrzepica
tetnicza w poréwnaniu z pozostatymi pacjentami chorymi na APS.
b. zbadanie ewentualnego wplywu genetycznych polimorfizmow glikoprotein
ptytek krwi (polimorfizm GP la/lla 807 C/T i polimorfizm GP llb/Illa
P1A1/2) oraz polimorfizmu genu kodujacego 2 —glikoproteing I na ryzyko
zakrzepicy tetniczej u pacjentéw z APS.
C. okreslenie roli klasycznych czynnikow ryzyka epizodow sercowo-

naczyniowych u badanych chorych.

6. Badani

6.1 Kryteria wtaczenia do badania

Grupg badang stanowily osoby z rozpoznanym zespotem antyfosfolipidowym,
zgodnie z obowigzujacymi kryteriami, bedace w ciagu ostatnich 5 lat pod opieka Kliniki
Alergii i Immunologii CMUJ w Krakowie.

Kryterium wlaczenia do grupy z zakrzepica tgtnicza, tj. udarem mozgu,
przejSciowym niedokrwieniem mozgu (TIA), zawalem serca, czy zakrzepica tg¢tnicza w
pozostatym tozysku naczyniowym, bylo potwierdzenie takiego epizodu obiektywnymi
badaniami.

Kryterium wlaczenia do grupy osdb z zakrzepica zylna bylo potwierdzenie
obiektywnymi metodami przebytego epizodu zakrzepowo-zatorowego.

Przyjeto nastepujace kryteria wykluczajace z badania:

» migotanie przedsionkow

» Dbrak $wiadomej zgody na udzial w badaniu
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» niestosowanie si¢ do zalecen lekarskich przez pacjenta, m.in. nieregularne

stosowanie lekow przeciwzakrzepowych i przeciwplytkowych

6.2 Grupa badana

Do badania zakwalifikowano 163 osoby, ktore spetlniaty aktualne kryteria
diagnostyczne APS (23), w tym 123 kobiety i 40 mgzczyzn w wieku od 21 do 75 lat.
Z calej grupy pacjentéw z APS wyodrebniono 78 0s6b z przebytym co najmniej jednym
epizodem zakrzepicy tetniczej. Cze$¢ pacjentow miata kilka roznych epizodow
zakrzepicy tetniczej lub rownoczesnie powiktania zakrzepowe dotyczace obu tozysk

naczyniowych w przebiegu APS.

6.3 Grupa kontrolna

Grupe kontrolna dla pacjentow z przebyta zakrzepica tgtnicza stanowity osoby z
APS, ktore mialy inna kliniczna manifestacjg tego zespotu, tzn. zakrzepicg zylna i/lub
powiktania potoznicze. Zakwalifikowano do tej grupy 85 0s6b, przy czym kobiet byto
w niej 70, a m¢zczyzn tylko 15.

Dla kontroli niektérych oznaczen wykorzystano 100-osobowa grupe zdrowych
0sob, dobranych pod wzgledem pici i wieku. Grupa kontrolna shuzyta standaryzacji
oznaczen przeciwcial przeciwfosfolipidowych 1 innych koniecznych oznaczen
laboratoryjnych.

Kazda osoba, zarowno z grupy chorych, jak i zdrowych, podpisywala $wiadoma

zgode na udziat w badaniu klinicznym, zatwierdzona przez Komisje¢ Bioetyczna UJ.

7. Metody

7.1 Wywiad ankietowy

Dla uzyskania pelnych informacji klinicznych, niezbednych do zakwalifikowania
pacjentow do odpowiedniej grupy badanej, przeprowadzono dokladny wywiad
ankietowy dotyczacy objawow choroby podstawowej, przebytych epizodow
zakrzepowo-zatorowych, znanych czynnikow ryzyka chorob sercowo-naczyniowych i
zakrzepicy zylnej, w tym obciazenia rodzinnego tymi schorzeniami. W szeregu

przypadkach uwzgledniono wyniki koniecznych badan laboratoryjnych dostarczonych
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przez pacjenta, majacych charakter kryteriow klasyfikacyjnych SLE wg ACR (162), au
wszystkich wyniki obiektywnych badan potwierdzajacych przebyty epizod zakrzepowo-

zatorowy (formularz ankiety-patrz zatacznik nr 1).

7.2 Badania dodatkowe
Kryterium rozpoznania zakrzepicy byt dodatni wywiad ankietowy poparty
obiektywnymi badaniami dodatkowymi:
-w przypadku zakrzepicy tetniczej- USG tetnic, angiografia tetnicza lub:
e w przypadku udaru moézgu lub TIA- charakterystyczne zmiany w obrazie
tomografii komputerowej lub rezonansu magnetycznego
e w przypadku zawatu serca- charakterystyczne zmiany w badaniach
laboratoryjnych i w zapisie EKG
-w przypadku zakrzepicy Zylnej i zatorowosci plucnej- USG zyt, angiografia tetnic

ptucnych metoda wielowarstwowej tomografii komputerowe;j.

7.3 Rutynowe diagnostyczne oznaczenia laboratoryjne
Do zaplanowanych badan laboratoryjnych pobierano krew zylna:
e surowica- krew pobierano do proboéwki bez antykoagulantu, a nastgpnie po 2h
wirowano zgodnie z rutynowa procedura
e o0socze- krew zylna mieszano z 3,8% cytrynianem sodu w stosunku 9:1, a
nastgpnie wirowano zgodnie z rutynowa procedura
e surowica lub osocze byly uzywane do badan od razu , zgodnie ze szczeg6lnymi

wymogami metody, lub przechowywane w temperaturze -80°C

Wykonano nastgpujace oznaczenia:
e podstawowe parametry krwi obwodowej: morfologia krwi, lipidogram, stezenie
kreatyniny, glukozy, elektrolitow
e stezenie biatka C-reaktywnego (CRP)
o stezenie sktadowej C3 dopetniacza
e stezenie skladowej C4 dopelniacza
e przeciwciata przeciwjadrowe (ANA)- metoda immunofluorescencji posredniej z

uzyciem komorek Hep-2, immunodyfuzji oraz immunoblotu (metoda Western-
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Blot) oznaczono miana, typy §wiecenia oraz rodzaj ANA. Za wynik dodatni
przyjgto obecnos¢ przeciwcial w mianie > 1: 160. Wyrdznione typy $wiecenia i
rodzaje ANA-patrz zatacznik nr 2.

przeciwciata  antykardiolipinowe w klasie 1gG i IgM - metoda
immunoenzymatyczng (ELISA), opisana przez Harrisa w 1985r, po
wprowadzeniu modyfikacji wtasnych —wtasnorgczne przygotowanie mikroptytki
ELISA (home- made ELISA); standard wiasny-surowica pacjenta o wysokim
mianie przeciwciat aCL 1gG i IgM (13, 163)

przeciwciata przeciwko B2 —glikoproteinie I w klasie 1gG i IgM — metoda
immunoenzymatyczna (ELISA), opisana przez Arvieux, w modyfikacji wlasnej
-wlasnorgczne przygotowanie mikroptytki ELISA (home- made ELISA);
standard wlasny-surowica pacjenta o wysokim mianie przeciwciat anty B2GPI
1gG i IgM (164)

antykoagulant toczniowy —wedtug trojetapowej procedury zalecanej przez ISTH
(165)

obecnos$¢ polimorfizmu glikoprotein ptytek krwi: GP Ia/Ila 807 C/T 1 GP 1Ib/Illa
PIA1/2- metoda reakcji tancuchowej polimerazy (PCR)

obecno$¢ polimorfizmu walina/leucyna w pozycji 247 2 —glikoproteiny I-
metoda PCR

7.4 Szczegotowy opis metod oznaczania przeciwciat antyfosfolipidowych

7.4.1 Oznaczanie antykoagulantu toczniowego (LA)

Materiatem do badania LA jest ubogoptytkowe osocze cytrynianowe (liczba ptytek

powinna by¢ nizsza niz 1x10%/1), uzyskiwane metoda podwojnego wirowania (2000 g

przez 15 min., nastgpnie >2500 g przez 10 min.).

| etap- test przesiewowy

Wykazanie przedluzenia co najmniej jednego czasu krzepnigcia zaleznego od

fosfolipidow nakazuje przejs¢ do etapu II.

Stosowane testy przesiewowe:

» APTT- (ang. activated partial thromboplastin time — czas cze$ciowej

tromboplastyny po aktywacji)- Pathromtin SL, Dade Behring; norma: 28-40 s.
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» dRVVT-(ang. Dilute Russell's viper venom time- czas aktywacji krzepnigcia
jadem zmii Russela) ; DVV test, American Diagnostica; norma 34-46 s.

» PT- czas protrombinowy- Thromborel S, Dade Behring: norma 0,85-1,15 INR

» PTTTLA- czas kaolinowo-kefalinowy o wysokiej wrazliwo$éci na LA

(Diagnostica Stago; zakres warto$ci prawidlowych: 24-46 s)

11 etap- testy mieszania osocza badanego i osocza kontrolnego

Badane osocze mieszano z osoczem kontrolnym w stosunku 1:1 i wykonywano te same
testy co w pierwszym etapie badania.

O obecnosci LA $wiadezy brak korekcji przedtuzonego czasu krzepnigcia po dodaniu

osocza kontrolnego.

11 etap- testy potwierdzajgce

W celu potwierdzenia obecnosci LA zastosowano nast¢pujace testy potwierdzajace:

» Staclot LA, czas neutralizacji fosfolipidami ptytek krwi w formie heksagonalnej
(Staclot LA, Diagnostica Stago, Francja); skrocenie czasu ponizej 5 s - wynik
ujemny; 5-8 s - wynik watpliwy, powyzej 8 s - wynik dodatni

» dRVVT confirm, test normalizacji czasu DVV po dodaniu nadmiaru
fosfolipidow (DVV confirm, American Diagnostica, USA). Wynik przedstawia
si¢ jako stosunek testu przesiewowego (DVV test) do testu potwierdzajacego;

norma: ponizej 1,3.

Oznaczenia wykonywano na analizatorze Behring Coagulation Timer (BCT, Dade
Behring, Niemcy) oraz na aparacie Fibrintimer (Dade Behring, Niemcy).

Wszystkie testy wykonywano zgodnie z zaleceniami producentow.

Wyniki badania okres$lano jako dodatnie, ujemne lub watpliwe. Prawidlowo nie

stwierdza si¢ antykoagulantu toczniowego.

7.4.2 Oznaczanie przeciwciat antykardiolipinowych

Mikroptytki ELISA o S$redniej sile wiazania (PoliSorb, NUNC, BioKOM)
optaszczano 30 pl/studzienke bydlecej kardiolipiny (Sigma) w roztworze 96 % etanolu

o stezeniu 50 pug/ml 1 pozostawiano w temperaturze 4°C na 18 godzin. W tym czasie
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etanol odparowywat a kardiolipina oplaszczala ptytke. Nastgpnie ptytki plukano
trzykrotnie buforem fosforanowym (PBS) o pH 7,4 i blokowano przez dodanie po
150ul/studzienke 1% albuminy wotowej (BSA, Sigma) rozpuszczonej w PBS i
pozostawiano pod przykryciem przez 90 minut w temperaturze pokojowej. Po
trzykrotnym wyptukaniu plytki roztworem PBS, naktadano po 100 pl/ studzienkeg
surowicy badanej, rozcienczonej w stosunku 1:50 w 10% roztworze surowicy wotowe;j
(NBCS- new born calf serum, Gibco Life Technologies, Nowa Zelandia) i inkubowano
pod przykryciem w temperaturze pokojowej przez 150 minut. Po kolejnym plukaniu
ptytek roztworem PBS do studzienek nakladano po 100 pl kozich przeciwciat
przeciwko ludzkim immunoglobulinom G lub M sprz¢zonych z peroksydaza chrzanowa
(Goat F(ab’)2 Anti Human IgG, HRP; Goat F(ab’)2 Anti Human IgM, HRP;
BIOSOURCE, USA) i pozostawiano pod przykryciem na kolejne 90 minut. Po ostatnim
ptukaniu ptytki dodawano po 100 pul/ dotek roztworu o-fenylenodiaminy (OPD, Sigma,
USA) z nadtlenkiem wodoru (Sigma, USA) w buforze cytrynianowo-fosforanowym o
pH 5,0. Reakcje¢ barwna hamowano 2 mol/l H2SO4, w ilo$ci 50 pl/studzienkg (przez 15
minut), gdy gesto$¢ optyczna najwyzszego punktu krzywej standardowej wynosita od
1,2 do 0,9. Absorbancje mierzono na czytniku ELx808 (BIOKOM, USA) przy dlugosci
fali 492 nm. Do wyznaczenia punktu odcigcia warto$ci dodatnich wykorzystano warto$¢
99 percentyla obliczonego dla proby populacyjnej liczacej 100 osob.

Wynik podano w zalecanych jednostkach GPL dla aCL IgG i MPL dla aCL IgM, gdzie
1 jednostka odpowiadata aktywnosci wigzania 1pug/ml kardiolipiny do oczyszczonych
aCL uzyskanych z referencyjnej surowicy.

Uzyskane wyniki podano w nast¢pujacych normach (patrz Tab. 4):

Tabela 4. Zakres norm dla przeciwcial antykardiolipinowych (aCL) klasy 19G i

IgM
aPL I1gG (GPL) aPL IgM (MPL)
Wynik ujemny do 10 do 20
Wynik stabo dodatni 10-20 20-40
(watpliwy)
Wynik dodatni powyzej 20 powyzej 40
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7.4.3 Oznaczanie przeciwcial przeciwko p2-glikoproteinie |

Mikroptytki ELISA o duzej sile wiazania (MaxiSorp, NUNC, Dania)
optaszczano 50 pl/dotek ludzka B2GPI (Diagnostica Stago, Francja) o stezeniu 10 pg/ml
w buforze TBS o pH 7,4 i pozostawiano pod przykryciem na okoto 18 godzin w
temperaturze 4°C. Nastepnie ptytki ptukano dwukrotnie buforem TBS i blokowano
0,1% roztworem zelatyny (Sigma, USA) w TBS po 150 ul/ dotek i pozostawiano pod
przykryciem na 60 minut w temperaturze 37°C. Po trzykrotnym wyptukaniu phytki
roztworem TBS z 0,1% Tweenem, dodawano po 50 ul/ dotek badanej surowicy,
rozcienczonej w Stosunku 1:50 w 0,1% roztworze zelatyny w TBS z 0,1% Tweenem i
inkubowano przez 60 minut w 37°C pod przykryciem. Po kolejnym ptukaniu ptytek
roztworem TBS/Tween nakladano po 50 pl/ dotek kozich przeciwciat przeciwko
ludzkim immunoglobulinom 1gG i IgM sprzezonych z peroksydaza chrzanowa,
odpowiednio w rozcienczeniu 1:5000 1 1:3000, (Goat F(ab’)2 Anti Human IgG, HRP;
Goat F(ab’)2 Anti Human IgM, HRP; BIOSOURCE, USA) i pozostawiano pod
przykryciem na kolejne 60 minut w temperaturze 37°C. Po ostatnim cyklu ptukania
ptytki, dodawano po 100 pl/ dotek roztworu o-fenylenodiaminy (OPD, Sigma, USA) z
nadtlenkiem wodoru (Sigma, USA) w buforze cytrynianowo-fosforanowym o pH 5,0.
Reakcje barwna hamowano 2 mol/l kwasem siarkowym 50 pl/dotek (przez 15 minut).
Absorbancj¢ mierzono na czytniku Elx 808 (BIOKOM, USA) przy dlugosci fali 492
nm.

Do wyznaczenia krzywej standardowej dla przeciwciat klasy IgG i IgM uzyto standardu
wlasnego (surowica pacjenta o wysokim mianie przeciwcial w klasie 1gG lub IgM).
Surowice rozcienczano od 1:50 do 1:6400, a przy wykreslaniu krzywej standardowe;j
uzyto modelu czteroparametrowego. Do wyznaczenia punktu odcigcia wartosci
dodatnich wykorzystano warto$¢ 99 percentyla obliczonego dla proby populacyjne;
liczacej 100 oso6b. W zwiazku z tym, Zze podczas kazdorazowego oznaczania miana tych
przeciwcial wyznaczano wartos¢ 99 percentyla, ktérego warto$¢ roznita si¢ pomigdzy
poszczegblnymi partiami oznaczen, nie mozna okresli¢ konkretnych wartosci
liczbowych dla calej grupy. Wyniki uznawano za dodatnie lub ujemne w zaleznosci od

wartos$ci tego 99 percentyla dla poszczeg6lnych partii oznaczen.
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7.5 Oznaczanie polimorfizmu glikoprotein ptytek krwi ( GP la/lla 807 C/T
i GP lib/llla PIA1/2)

Badania molekularne przeprowadzono na genomowym DNA uzyskanym z leukocytow
krwi obwodowej. 1zolacje¢ DNA przeprowadzono metoda wysalania z uzyciem DNA-

zolu (Invitrogen).

Oznaczanie polimorfizmu GP la/lla 807 C/T
Polimorfizm C807T ptytkowej glikoproteiny Ia oceniono za pomoca metody PCR w
niewielkiej modyfikacji wlasnej i trawienia enzymem restrykcyjnym Taq | (Fermentas)
(158, 166).
Produkty PCR wraz z kontrola negatywna oceniano, przeprowadzajac elektroforez¢ na
2-procentowym zelu agarozowym.
Uzyskiwano nastepujace wyniki polimorfizmu GP la/lla 807 C/T:

» Homozygota CC (wariant prawidlowy)

» Heterozygota CT

» Homozygota TT

Oznaczanie polimorfizmu GP 1Ib/l1la PIA1/2
Polimorfizm PIAL/2 ptytkowej glikoproteiny IIb/IIla oceniono za pomoca metody PCR
w niewielkiej modyfikacji wlasnej 1 trawienia enzymem restrykcyjnym Mspl
(Fermantas) (158, 167).
Produkty PCR wraz z kontrola negatywna oceniano, przeprowadzajac elektroforez¢ na
2-procentowym zelu agarozowym.
Uzyskiwano nastepujace wyniki polimorfizmu GP I1b/1l1a PIA1/2:

» Al1/Al- homozygota (wariant prawidtowy)

» Al/A2- heterozygota

» A2/A2- homozygota
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7.6 Oznaczanie polimorfizmu B2 —glikoproteiny I (Val/Leu*")

Polimorfizm genu B2 —glikoproteiny | -Val/Leu®, polimorfizm jednego nukleotydu
(SNP), byl oznaczany za pomoca reakcji tancuchowej polimerazy. Fragmenty DNA
byly trawione przez endonukleazg Rsal (Sigma), a ich produkty wraz z kontrola
negatywna oceniano za pomocg elektroforezy (168, 169).
Uzyskano nastepujace wyniki polimorfizmu genu dla B2GPI -Val/ Leu®*’;

» Val/Val- homozygota (wariant prawidtowy)

» Val/Leu- heterozygota

» Leu/Leu —-homozygota

8. STATYSTYCZNA ANALIZA WYNIKOW

Uzyskane dane kliniczne i laboratoryjne wprowadzono do arkusza kalkulacyjnego
Excel (Microsoft, USA). Do analizy statystycznej danych oraz wykonania testow
parametrycznych i nieparametrycznych wykorzystano program Statistica (Statsoft,
USA).

W pracy zastosowano metody dla tablic czteropolowych (fourfold tables):

- test 2
- test doktadny Fishera (dwustronny)

- gdy pojawity sig istotne roéznice dodatkowo wyznaczano iloraz szans OR (0dds ratio) i
95% przedziat ufnosci dla OR (95% CI ; confidence interval using the approximation
of Woolf). Jesli 95% przedzial ufnosci nie zawieral 1, to porownywane grupy roznity
si¢ miedzy soba czgstoscia wystgpowania badanego czynnika. Z uwagi na typ

eksperymentu (retrospective case-control studies) do poréwnania czesto$ci

Py
OR=:"™
P2

wystgpowania cechy dychotomicznej w 2 grupach uzyto ilorazu szans P g

nie réznicy pl-p2 , gdzie pi oznacza prawdopodobienstwo (estymowane czgstoscia)
wystgpowania badanej cechy w i-tej grupie.
Dla porownania $rednich poziomoéw zmiennych ilosciowych w 2 grupach zastosowano

test t- Studenta (wariant dla problemu Behrensa Fishera). Niezbedna byta transformacja

symetryzujaca prawostronnie skosne rozktady. Zastosowano rowniez nieparametryczny
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odpowiednik testu t- Studenta czyli test U-Manna Whitneya oparty na rangach a nie na
bezposrednich danych.

We wszystkich rozpatrywanych testach réznice uznawano za znamienne dla poziomu
istotnosci p < 0,05.

W przypadku okreslania zalezno$ci wystapienia badanego parametru od kilku objawow
klinicznych przeprowadzono wieloczynnikowa analize regresji stosujac uogolniony

model liniowy dla dychotomicznej odpowiedzi (wariant-model logitowy).

9. WYNIKI

9.1 Charakterystyka grup badanych

9.1.1 Grupa oséb zdrowych (grupa kontrolna)

Grupg te stanowito 147 osdéb: 107 kobiet w wieku od 20 do 81 lat i 40 mezczyzn w
wieku od 20 do 82 lat; dobranych pod wzgledem pici i wieku do grupy chorych z
zespotem antyfosfolipidowym. Ich surowic¢ wykorzystano do standaryzacji metod
oznaczania aPL, przeciwciatl przeciwko P2GPI oraz jako grupe poréwnawcza do

oznaczen genetycznych.

9.1.2 Ogoélna charakterystyka grupy chorych

W analizie uwzgledniono 163 osoby z APS, w tym 123 kobiety i 40 mgzczyzn w wieku
od 21 do 75 lat. Badanych chorych podzielono na dwie grupy: z przebytym co najmniej
jednym epizodem zakrzepicy tgtniczej 1 bez zakrzepicy tgtniczej (patrz Tabela 5).Wsrod
badanej grupy 35 osob miato izolowany zesp6t antyfosfolipidowy (PAPS), a u 42 oséb
APS wspotistnial z jedna z choréb autoimmunologicznych (SAPS), najczgsciej z SLE.
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Tabela 5. Ogélna charakterystyka grupy chorych

APS z zakrzepica tetnicza APS bez zakrzepicy
tetniczej
N:78/163
N:85/163
Kobiety; liczba 0s6b (%) 53 (67,9) 70 (82,4)
N:123
Megzczyzni; liczba 0sob (%) 25 (32,1) 15 (17,6)
N:40
Przedzial wieku; srednia wieku
Ogodtem: (25-72) 45,9 (21-75) 41,6
Mgzczyzni: (25-72) 46,12 (21-52) 36,06
Kobiety: (25-70) 45,83 (21-75) 42,77
PAPS; liczba 0s6b (%)
35 (63,6%) 20 (36,4%)
SAPS; liczba 0sob (%)
42 (39,3%) 65 (60,7%)

9.1.3 Grupa pacjentow z zespolem antyfosfolipidowym i przebyta

zakrzepicg tetnicza

Grupg tg stanowilo 78 osob: 53 kobiety w wieku od 25 do 70 lat i 25 mgzczyzn w
wieku od 25 do 72 lat. Kryterium wtaczenia do grupy bylo speinienie warunkow

rozpoznania APS oraz przebycia minimum jednego epizodu zakrzepicy tetniczej,

potwierdzonego wynikami obiektywnych badan.

W grupie tej znalazto si¢ 31 osdéb, ktore miato manifestacje¢ APS tylko pod postacia
zakrzepicy tetniczej (jeden lub wigcej epizodéw), a w pozostatych przypadkach

wspotwystepowata ona z innymi manifestacjami APS (patrz Tabela 6 i Ryc. 3).

Tabela 6. Liczebno$¢ w poszczegolnych podgrupach chorych z APS i zakrzepica

tetnicza

Liczba osob
N (kobiety/mgzczyzni) 78 (53/25)
Zakrzepica tetnicza 31
Zakrzepica tetnicza i zylna 27
Zakrzepica tetnicza i powiktania potoznicze 12
Zakrzepica tetnicza, zylna i powiktania potoznicze 8
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EzT

W ZT+ZZ

O ZT+PP
0ZT+2Z+PP

Rysunek 3. Rozklad procentowy osob z APS i zakrzepica tetnicza (ZT) oraz
wspolwystepujaca zakrzepica zylng (ZZ) i powiklaniami polozniczymi (PP)

W tej grupie zakrzepica tgtnicza manifestowata si¢ najczsciej jako niedokrwienne
epizody w OUN. U 5 chorych zakwalifikowanych do tej grupy stwierdzono rzadsza
lokalizacj¢ zakrzepicy tetniczej, tj. zawatl §ledziony, zakrzepicg tetnic konczyn i tgtnic
nerkowych; a u 3 chorych wspotwystgpowaly one z udarem moézgu, TIA oraz zawatem
serca.

Wisréd grupy badanej zanotowano tacznie 123 epizody zakrzepicy tetniczej. Najczesciej
byta to, jak juz wczesniej wspomniano zakrzepica OUN (udar mézgu i TIA), rzadziej
zawal serca, czy zakrzepica dotyczaca pozostalej czesci tozyska naczyniowego (patrz
Tab. 7).
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Tabela 7. Rodzaj i liczba epizodow zakrzepicy tetniczej w grupie badanej

Ilo$¢ oséb | Ilos¢ epizodow
Udar mézgu o1 65
TIA 8 22
Zawal serca 16 19
Zakrzepica tetnic konczyn 4 4
Zawal Sledziony 1 1
Zakrzepica tetnic nerkowych 3 3

W grupie z zakrzepica tetnicza u 35 0s6b rozpoznano APS bez innej towarzyszacej
choroby autoimmunologicznej (PAPS), a u 42 os6b wystgpowat on lacznie z jedna z
chorob autoimmunologicznych (SAPS), najczgsciej z SLE (34 przypadki).

Zakrzepice tetnicza obserwowalismy az w 63,6% przypadkach zdiagnozowanych jako
PAPS. W SAPS procent ten wynosit 39,3. Mtlodzi chorzy po przebytym epizodzie
niedokrwienia OUN oraz rzadziej zawale serca, sa cz¢sto kierowani do naszego osrodka
celem diagnostyki w kierunku APS. Stad tez, to wtasnie udar mézgu lub TIA w grupie

PAPS wystepowal czgsciej niz w grupie SAPS (54,5% v 24,3%).

9.1.4 Grupa pacjentow z zespolem antyfosfolipidowym bez
przebytej zakrzepicy te¢tniczej
Grupg t¢ stanowito 85 osdb: 70 kobiet w wieku od 21 do 75 lat 1 15 mezczyzn w wieku
od 21 do 52 lat.

W tej grupie znalazly si¢ osoby z zespolem antyfosfolipidowym, ktore przebyly
zakrzepicg zylna i/lub mialy niepowodzenia poloznicze. Odnotowano 94 epizody
zakrzepicy zylnej u 67 osob. Najczgscie] wystgpowala zakrzepica zyt glgbokich
konczyn dolnych, rzadziej zatorowos$¢ plucna, pozostata ilos¢ powiktan zylnych
stanowila zakrzepica zyl konczyn gornych i1 zyly gtéwnej dolnej (patrz Tabela 8). W 19
przypadkach wystapit wigcej niz 1 epizod zakrzepicy zylnej (maksymalnie 6 epizodow).
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36 kobiet w tej grupie miato powiktania potoznicze, a u 18 kobiet wystgpowala rowniez

zakrzepica zylna.

U 65 0s6b APS wspotistnial z jedna z chordéb autoimmunologicznych, najczgsciej z SLE

(53 przypadki) a u 20 0s6b wystepowat jako postaé pierwotna.

Tabela 8. Rodzaj i liczba epizodéw zakrzepicy zylnej w grupie badanej

Ilo$¢ osob Ilos¢ epizodow
Zakrzepica zyl glebokich o7 76
Zatorowos$¢ plucna 14 16
Zakrzepica zyl konczyn gérnych 1 1
Zakrzepica zyly gléwnej dolnej 1 1

9.2 Zalezno$¢ wystepowania objawdw zwigzanych z APS w grupie z
zakrzepica tetnicza

Wsréd badanych uwzgledniono rowniez objawy APS, nie mieszczace si¢ w kryteriach
rozpoznania tego zespotu, lecz czgsto u chorych na APS wystgpujace, tj. sinos¢
siatkowata (livedo reticularis), objaw Raynauda oraz matoptytkowos¢ (< 100 tys./ ul).
Co ciekawe, sinos¢ siatkowata (LR) wystepowata czgsciej w grupie osob z zakrzepica
tetnicza (21 osdb; 29,6 %), niz bez niej (12 o0sob; 15,2 %) (p=0,03; OR=2.3; 95% CI:
1.055 + 5.211) (Ryc. 4).
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Rysunek 4. Czesto$é wystepowania livedo reticularis (LR) wsréd chorych z APS

Zalezno$¢ ta byla szczegdlnie widoczna u oséb z przebytym udarem moézgu, gdzie

szansa wystapienia LR wynosita az 3.6 (95% CI: 1,2561[1 0,461).

Umiarkowana matoptytkowos¢ wystgpowata u okoto ¥4 wszystkich chorych, podobnie

czesto u chorych z, oraz bez zakrzepicy tetniczej (26% vs. 22,6%, ns) (Ryc. 5).
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Rysunek 5. Czestos¢ wystepowania maloplytkowosci (TP) wsréd chorych z APS
(test x2 , p=0.6)

Takze objaw Raynaud (RP) wystgpowal rownie czgsto w obu grupach badanych (29,6
% v 26,6% ) (Ryc. 6).
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Rysunek 6. Czesto$¢ wystepowania objawu Raynaud (RP) wsrod chorych z APS
(test x2, p=0.7)

9.3 Zaleznos¢ wystepowania réinych typow przeciwciat
przeciwfosfolipidowych u pacjentow z zespotem
antyfosfolipidowym i zakrzepicg tetnicza

W obu badanych grupach nie stwierdzono znamiennych réznic w czgstosci
wystgpowania podwyzszonych pozioméw poszczegdlnych rodzajow przeciwciat
antyfosfolipidowych i przeciwciat p/ B2GPI, poza zwigkszona czgstoscia pojawiania si¢
przeciwcial aCL klasy IgG w grupie osob z zakrzepica tgtnicza (test x2 p=0.036;
OR=2.032; 95% ClI: (1.042; 3.956) (patrz Tab. 9)
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Tabela 9. Zalezno$¢

wystepowania
przeciwfosfolipidowych i p/ 2GPI u pacjentow w obu badanych grupach.

roéznych

typéw  przeciwcial

APS + zakrzepica APS bez p
tetnicza zakrzepicy
tetniczej
liczba osob (%) liczba osob (%)

LA 49 (62,8) 58 (69,9) ns
aCL IgG 58 (74,4) 50 (58,8) p=0.036
aCL IgM 27 (34,6) 28 (32,9) ns
ap2GPI IgG 36 (46,2) 37 (43,5) ns
ap2GPI IgM 44 (56,4) 38 (44,7) ns
LA+ aCL IgG lub/i ap2GPI 44 (56,4) 41 (49,4) ns
19G
LA+ aCL IgG + ap2GPlI IgG 30 (38,5) 30 (36,1) ns
LA+ aCL IgM lub/i ap2GPI 33 (42,3) 30 (35,7) ns
IgM
LA+ aCL IgM + ap2GPI IgM 17 (21,8) 12 (14,3) ns

ns- rznica nieistotna statystycznie

Gdy z grupy pacjentéow z APS wyosobniono grupe (20 osob), ktore mialty w wywiadzie

wigeej niz 1 epizod zakrzepicy tetniczej, zaobserwowano, iz czgsciej wystgpowaty u

nich aCL IgM (p=0,032, OR-2.75 95% CI 1.063+ 7.111) (patrz Tab. 10).
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Tabela 10.

Zaleznos$¢

wystepowania

réoznych  typéow

przeciwcial

przeciwfosfolipidowych u pacjentow z wiecej niz 1 epizodem zakrzepicy tetniczej

zakrzepica tetnicza zakrzepica tetnicza p

<1 epizod; n:143 >1 epizod; n:20

liczba os6b (%) liczba oséb (%)
aCL I1gG 93 (65) 15 (75) ns
aCL IgM 44 (30,8) 11 (55) p=0.03
ap2GPI IgG 64 (44,8) 9 (45) ns
ap2GPI IgM 69 (48,3) 13 (65) ns
LA 93 (66) 14 (70) ns
LA+ aCL IgG + 52 (36,9) 8 (40) ns
ap2GPI 1gG
LA+ aCL 1gG lub/i 73 (51,8) 12 (60) ns
ap2GPI 1gG

W analizie uwzgledniono rowniez $rednie poziomy aCL i af2GPI w klasie IgG i IgM.

Rowniez w tym przypadku nie zaobserwowano istotnej réznicy miana poszczegoélnych

rodzajow przeciwcial (patrz Tab. 11).

Tabela 11. Poziom analizowanych przeciwcial przeciwfosfolipidowych u badanych

chorych
APS + zakrzepica APS bez zakrzepicy p
tetnicza tetniczej
sr. +SD $r. +SD
aCL 1gG (GPL) 63,57+58,11 55,12+57,4 ns
aCL IgM (MPL) 44,73+65,67 40,86+46,65 ns
ap2GPI IgG (GPL) 22,26+41,61 15,46+22,46 ns
ap2GPI IgM (MPL) 24,46+35,81 24,33+52,5 ns

§r.- Srednia

SD-odchylenie standardowe
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Uwzgledniajac miana aCL 1 aB2GPI w grupie osob, ktore miaty w wywiadzie wigcej niz
1 epizod zakrzepicy tetniczej, zaobserwowano tendencj¢ w strong wyzszych mian aCL
IgM. Roznica ta nie osiagneta jednak poziomu istotnos$ci statystycznej (test U- Manna-
Whitneya; p=0,09, a po transformacji logarytmicznej rowniez testem t Studenta;
p=0,094) (patrz Tab. 12).

Tabela 12. Poziom analizowanych przeciwcial przeciwfosfolipidowych u pacjentow
z APS z wigcej niz 1 epizodem zakrzepicy tetniczej

zaKrzepica tetnicza zaKkrzepica tetnicza p
<1 epizod; n:143 >1 epizod; n:20
§r. +=SD §r. £SD
aCL 1gG (GPL) 58,113+56,11 66,693+69,31 ns
aCL IgM (MPL) 38,644+43,64 71,798+109,0 ns
ap2GPI IgG (GPL) 19,192+34,57 15,254+19,93 ns
ap2GPI IgM (MPL) 24,795+47,03 21,519+29,01 ns

9.4 Polimorfizm glikoprotein ptytek krwi ( GP la/lla 807 C/T i GP
llb/llla PIA1/2) u pacjentéw z zakrzepicg tetnicza

Badanie polimorfizmu glikoprotein ptytkowych wykonano u 131 0s6b z potwierdzonym
zespolem antyfosfolipidowym, w tym u 59 0so6b z zakrzepica tgtnicza i 72 0sob bez
takiej zakrzepicy.

U pozostatych 19 osoéb w grupie z przebyta zakrzepica tetnicza i u 13 0sob bez tej
zakrzepicy w wywiadzie, nie oznaczono polimorfizméw GP Ia/lla 807 C/T i GP IIb/Illa
PIA1/2 z rbéznych przyczyn: brak zgody na badania genetyczne, problemy z
oznaczeniem z przyczyn technicznych, niedostgpnos¢ materiatu genetycznego- krew na
badania genetyczne pobierano w ostatnim etapie pracy.

Nie zaobserwowano rdéznicy w czgstosci wystgpowania zmutowanych genow
glikoprotein pltytkowych pomigdzy badanymi grupami (patrz Tab. 13 i Tab. 14). Wptyw
mogla tu mie¢ liczebno§¢ oso6b, u ktérych mozliwe bylo wykonanie badan

genetycznych.
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Polimorfizm GP la/lla 807 C/T (ITGA2.C807T)

Tabela 13. Czestos¢ wystepowania polimorfizméow GP Ia/lla 807 C/T i allelu T

wsrod badanych chorych

APS + zakrzepica APS bez zakrzepicy p
tetnicza; n:59 tetniczej; n:72
Homozygota CC 16 (27,1) 22 (30,5) ns
(wariant prawidlowy)

liczba oséb (%)

Heterozygota CT 28 (47,5) 40 (55,6) ns
liczba oséb (%)

Homozygota TT 15 (25,4) 10 (13,9) ns
liczba os6b (%)

Czestosé allelu T 49,1 41,7 ns

(%)

Polimorfizm GP I1b/Illa PIA1/2 (ITGB3.Leu33Pro)

Tabela 14. Czestos¢ wystepowania polimorfizméw GP IIb/IIIa PIA1/2 i allelu A2

wsrod badanych chorych
APS + zakrzepica APS bez zakrzepicy p
tetnicza; n:59 tetniczej; n:72
Homozygota A1/Al 42 (71,2) 46 (63,8) ns
(wariant prawidlowy)
liczba oséb (%)
Heterozygota A1/A2 14 (23,7) 25 (34,7) ns
liczba osob (%)
Homozygota A2/A2 3(5,1) 1(1,4) ns
liczba oséb (%)
Czestos¢ allelu A2 16,9 18,7 ns
(%)
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9.5 Polimorfizm Val/Leu**’ B2 —glikoproteiny | (APOH.Val247Leu) u
pacjentow z zakrzepica tetnicza

Podobnie, jak w przypadku polimorfizméw glikoprotein ptytkowych, takze polimorfizm
genu B2 —glikoproteiny I oznaczono u nieco mniejszej liczby chorych (129 osob), u 57
0s0b z zakrzepica tetnicza 1 72 oséb bez niej.

Roéwniez tutaj nie obserwowaliSmy réznic w czestosci wystgpowania zmutowanych
alleli (patrz Tab. 15).

Tabela 15. Czestosé wystegpowania polimorfizmu Val/Leu
allelu Leu wsrod badanych chorych

247 B2 —glikoproteiny | i

APS + zakrzepica APS bez zakrzepicy p
tetnicza; n:57 tetniczej; n:72
wariant prawidlowy 33 (57,9) 49 (68,1) ns
(Val/Vval)
liczba oséb (%)
heterozygota (Val/Leu) 18 (31,6) 14 (19,4) ns
liczba oséb (%)
homozygota (Leu/Leu) 6 (10,5) 9(12,5) ns
liczba oséb (%)
czestos¢ allelu Leu 26,2 22,2 ns
(%)

W analizie uwzgledniono ponadto potencjalny zwiazek dodatniego wyniku B2GPI IgG
i/lub IgM z wystegpowaniem jednego z polimorfizméw Val/Leu247 B2 —glikoproteiny |
w obu badanych grupach i takze w tym przypadku nie obserwowano istotnej korelacji z

wystgpowaniem zakrzepicy tetniczej (patrz Tab. 16).
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Tabela 16. Zalezno$¢ wystepowania dodatniego wyniku B2GPI IgG i/lub IgM z
badanymi wariantami polimorfizmu Val/Leu**’ g2 —glikoproteiny |

APS + zakrzepica | APS bez zakrzepicy p
tetnicza tetniczej
liczba os6b/ liczba oso6b/
liczebnos$¢ grupy (%) | liczebno$¢ grupy (%)

B2GPI 1gG i IgM + polimorfizm 6/66 (9) 7175 (9,3) ns
Val/Leu247 2 GPI (Val/Val)
B2GPI IgG i IgM + polimorfizm 4/66 (6) 1/75 (1,3) ns
Val/Leu247 B2 GPI (Val/Leu)
B2GPI IgG i IgM + polimorfizm 1/66 (1,5) 1/75 (1,33) ns
Val/Leu247 p2 GPI (Leu/Leu)
B2GPI IgG lub IgM + polimorfizm 18/49 (36,7) 23/62 (37) ns
Val/Leu247 B2 GPI (Val/Val)
B2GPI IgG lub IgM + polimorfizm 8/49 (16,3) 7/63 (11,1) ns
Val/Leu247 p2 GPI (Val/Leu)
B2GPI IgG lub IgM + polimorfizm 2/49 (4) 3/63 (4,7) ns
Val/Leu247 B2 GPI (Leu/Leu)
B2GPI IgG i IgM + polimorfizm 5/66 (7,6) 2175 (2,7) ns
Val/Leu247 p2 GPI (Val/Leu lub
Leu/Leu)
B2GPI IgG lub IgM + polimorfizm 10/49 (20,4) 10/63 (15,9) ns

Val/Leu247 p2 GPI (Val/Leu lub
Leu/Leu)

Na podstawie powyzszej tabeli wida¢, iz niektére podgrupy bylty bardzo nieliczne, stad

najpewniej wynikat brak istotno$ci pomigdzy badanymi grupami.

9.6 Wspotwystepowanie polimorfizméw: Val/Leu247 B2 -GP |, GP

la/lla 807 C/Ti GP llb/llla PIA1/A2 u pacjentow z zakrzepica

tetnicza

Sprawdzono tez ewentualne jednoczesne wystgpowanie polimorfizmu GP Ia/lla 807

C/T (homozygota TT lub/i heterozygota CT, lub tylko homozygoty TT) i polimorfizmu
GP IIb/Illa (homozygota A2/A2 lub heterozygota A1/A2) wsréd badanych chorych,
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lecz nie znaleziono zwiazku z czgstszym wystgpowaniem zakrzepicy tetniczej w grupie

APS (patrz Tab. 17).

Tabela 17. Zalezno$¢ wystgpowania kombinacji polimorfizmow GP Ia/lla 807 C/T
z polimorfizmem GP Ilb/l1la PIA1/A2 w badanej grupie

APS + zakrzepica APS bez zakrzepicy p
tetnicza; n:59 tetniczej; n:72
Polimorfizm GP la/lla 16 (27) 21 (29) ns
807 (CTIlubTT)
+ polimorfizm GP
lib/llla (A1/A2 lub
A2/A2
liczba os6b (%)
Polimorfizm GP la/lla 5(8,5) 5(7) ns

807 (homozygota TT)
+ polimorfizm GP
lib/llla (A1/A2 lub
A2/A2

liczba os6b (%)

Przeanalizowano roéwniez zwiazek wspotwystepowania wszystkich trzech badanych

polimorfizméw lub ktéregokolwiek z nich w badanej grupie, nie znajdujac jednak

zwiazku z czgstszym wystepowaniem zakrzepicy tetniczej (patrz Tab. 18). Grupa oséb z

wspotwystepowaniem wszystkich trzech polimorfizmow byta jednakze bardzo

nieliczna.
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Tabela 18. Zaleino$¢ wystepowania polimorfizmow: Val/Leu?’ g2 —glikoproteiny

I, GP Ia/Ila 807 C/T i GP IIb/I11a PIA1/A2 pomi¢dzy badanymi grupami

APS + zakrzepica APS bez zakrzepicy p
tetnicza; n:59 tetniczej; n:72

Laczne wystepowanie 3(5) 3(4) ns
wszystkich
polimorfizmow:
> GP la/lla 807 (CT
lub TT)
» GP llb/llla (Al/A2
lub A2/A2
» Val/Leu247 BGPI
(Val/Leu lub
Leu/Leu)
liczba oséb (%)

Ktérykolwiek z 46 (78) 57 (79) ns
polimorfizmow:
» GP la/lla807 (CT
lub TT)
» GP llb/llla (Al/A2
lub A2/A2
> Val/Leu247 gGPI
(Val/Leu lub
Leu/Leu)
liczba oséb (%)

Nie odnotowano roéwniez czgstszego wystgpowania matoplytkowosci tacznie z
ktorymkolwiek z wymienionych powyzej polimorfizméw w obu badanych grupach

(patrz Tab. 19).
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Tabela 19. Zalezno§¢ wystepowania maloplytkowosci i polimorfizméw: Val/Leu®"’
B2 —glikoproteiny I, GP Ia/Ila 807 C/T i GP Ilb/I1la PIA1/A2 pomig¢dzy badanymi
grupami

APS + zakrzepica APS bez zakrzepicy p
tetnicza; n:59 tetniczej; n:72

Maloplytkowos¢ i 13 (16,05) 11 (16,18) ns
ktorykolwiek z
polimorfizmoéw:
» GP la/lla807 (CT
lubTT)
» GP llb/llla (Al/A2
lub A2/A2
» Val/Leu247 pGPI
(Val/Leu lub
Leu/Leu)
liczba os6b (%)

9.7 Klasyczne czynniki ryzyka wystepowania zakrzepicy tetniczej u
pacjentow z APS

W populacji ogdlnej istnieja dobrze zdefiniowane i zweryfikowane (,klasyczne™)
czynniki ryzyka chorob sercowo- naczyniowych. Nie moglo zatem zabraknaé ich
analizy w badanej populaciji.

Uwzgledniono obecno$¢ najistotniejszych czynnikow ryzyka, zaréwno epizodow
niedokrwiennych OUN, zawatu serca 1 zakrzepicy tetniczej w innej lokalizacji, jak 1

zakrzepicy zylnej, ktore objely:

Czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego niepodlegajace modyfikacji:
» wiek (mgzczyzni >45 rz, kobiety >55 rz)
> ple¢ meska
» wczesne (u mgzezyzn <55 rz, u kobiet <65 rz) wystgpowanie w rodzinie
choroby niedokrwiennej serca lub chorob innych tgtnic na podtozu
miazdzycy
» weczesnie] rozpoznana choroba niedokrwienna serca lub choroba innych
tetnic na podtozu miazdzycy
Czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego podlegajace modyfikacji:

» palenie tytoniu (obecnie i w przesztosci)
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» nadci$nienie tetnicze (ci$nienie skurczowe >140 mmHg, cisnienie
rozkurczowe > 90 mmHgQ)
» hipercholesterolemia (cholesterol catkowity >5,2 mmol/l, LDL>3,34 mmol/l,
TG>2,26 mmol/l)
» cukrzyca typu 2
Czynniki ryzyka zakrzepicy zylnej:
» ciaza i polog
» zylaki konczyn dolnych
doustna antykoncepcja hormonalna
dlugotrwate unieruchomienie
dodatni wywiad rodzinny w kierunku choroby zakrzepowo- zatorowej

rozpoznanie nowotworu ztosliwego

YV V V V V

urazy (zwlaszcza wielonarzadowe lub zlamania miednicy i kosci dhugich

konczyn dolnych)

Do szczeg6lowej analizy zwiazkéw z wystgpowaniem epizodow zakrzepicy
tetniczej uzyto najlepiej udokumentowanych i najsilniejszych czynnikoéw ryzyka i
sprawdzono zaréwno model jednoczynnikowy jak i wieloczynnikowy (patrz Tab. 20).
Tam gdzie to mozliwe zadbano o potwierdzenie czynnika ryzyka za pomoca wynikow

obiektywnych badan.
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Tabela 20. Klasyczne czynniki ryzyka zakrzepicy tetniczej w badanych grupach

APS z zakrzepica APS bez p
tetnicza; n:78 zakrzepicy
tetniczej; n:85

liczba 0s6b (%) liczba os6b (%)
Kobiety; n:123 53 (67,9) 70 (82,4) ns
Mezczyzni; n:40 25(32,1) 15 (17,6) p=0,03
Hipercholesterolemia 32 (45,1) 14 (18,2) p<0,001
Nadcis$nienie tetnicze 36 (46,8) 20 (23,8) p=0,002
Palenie tytoniu-aktualnie 12 (17,6) 7(9.1) ns
Palenie tytoniu- w wywiadzie 23 (33,8) 22 (28,6) ns
Choroba niedokrwienna serca (MIC) 8 (10,4) 2(2,4) p=0,039*
Cukrzyca typu 2 2(2,7) 2(2,5) ns
Dodatni wywiad rodzinny w 45 (35,7) 6 (33,3) ns
kierunku MIC
Doustna antykoncepcja hormonalna; 3(6,8) 10 (15,9) ns
liczba kobiet (%0)
Wiek ( $rednia; zakres)
Ogolem: 45,9 (25-72) 41,6 (21-75) p=0,025
Mezczyzni: 46,12 (25-72) 36,06 (21-52)
Kobiety: 45,83 (25-70) 42,77 (21-75)

MIC- choroba niedokrwienna serca

* rdznica istotna, ale niepewno$¢ z uwagi na niewielka liczbg przypadkow MIC

Wiek jako czynnik ryzyka zakrzepicy tetniczej w grupie oséb z APS

Chorzy na APS z zakrzepica t¢tnicza w wywiadzie byli Srednio starsi o ponad 4 lata
od 0s6b bez zakrzepicy tetniczej (45,9 £11,18 lat vs. 41,6+13,18 lat) (patrz Tab. 20),

przy czym Srednia wieku w grupie osob z udarem moézgu i/lub TIA byla nizsza o ok. 3

lata od $redniej wieku w grupie z zawatem serca (patrz Tab. 21).
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Tabela 21. Struktura wieku w badanych grupach

APS z APS i udar APS i zawal APS bez
zakrzepica moézgu lub/i TIA serca zakrzepicy
tetnicza tetniczej
n:78 n: 59 n: 16 n: 85
Przedzial wieku 25-72 25-72 25-68 21-75
srednia wieku 45,9 46 48,9 41,6
SD + 11,18 1,414 11,46 13,18

Ple¢ jako czynnik ryzyka zakrzepicy tetniczej w grupie osob z APS

W grupie z przebyta zakrzepica tetnicza znalazty si¢ 53 kobiety 1 25 mezczyzn,

natomiast w grupie bez takiej zakrzepicy 70 kobiet i 15 mgzczyzn. Pojawita sig¢ zatem

istotna przewaga mezczyzn wsrdd osob z zakrzepica tetnicza (32,1% vs. 17,6%; test %2

p=0,033; test Fishera p=0,045 ; OR= 2,201; 95% CI: 1,085 + 4,582) (patrz Tab. 19,

Ryc. 7).

100

80

60

40

20

ZT (+)

ZT (-)

O pte¢ meska

W ptec zenska

Rysunek 7. Procentowy udzial kobiet i m¢zczyzn w badanej grupie
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NadciSnienie tetnicze jako czynnik ryzyka zakrzepicy tetniczej w
grupie osob z APS

W grupie oséb z APS i przebytym epizodem zakrzepicy t¢tniczej nadci$nienie
tetnicze wystgpowato u 36 osob (46,8%), czyli u prawie polowy oséb z tej grupy.
W grupie pordwnawczej nadci$nienie t¢tnicze stwierdzono u 20 osob (23,8 %), czyli ok.
jednej czwartej. Stad ro6znica pomigdzy grupami stata si¢ istotna (test x2 p=0,002; test
Fishera p=0,003), a szansa wystapienia nadcis$nienia tgtniczego w grupie z zakrzepica
tetnicza okazala si¢ prawie trzykrotnie wigksza niz w grupie bez tej zakrzepicy (OR-
2,81; 95% CI: 1,43+ 5,55) (patrz Tab. 19, Ryc. 8).

p=0,002
A

100

80

60

40

20

ZT (+) ZT ()
NT+ obecnos¢ nadcisnienia tgtniczego
NT- brak nadci$nienia tgtniczego

Rysunek 8. Czestos¢ wystepowania nadcisnienia tetniczego w obu badanych
grupach

W grupie kobiet szansa wystapienia byta 2,345 razy wieksza w przypadku nadci$nienia
tetniczego (OR=2,345; 95%CI:1,094+5,027), natomiast w grupie m¢zczyzn ok. 6,500
razy (OR=6,5; 95%CI:1,199+35,245). Jednakze wplyw nadci$nienia tgtniczego na
wystapienie zakrzepicy tetniczej nie byl istotnie wigkszy w grupie mgzczyzn, z uwagi
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na slaba reprezentacj¢ grupy mezczyzn z ta zakrzepica bez nadci$nienia tgtniczego
(tylko 2 osoby). Stad bardzo szeroki przedzial ufnosci dla OR w grupie mezczyzn i

nieistotno$¢ interakcji nadcis$nienie tgtnicze 1 ptec.

Hipercholesterolemia jako czynnik ryzyka zakrzepicy tetniczej w
grupie osob z APS

Wsrdd oséb z APS 1 przebytym epizodem zakrzepicy tetniczej hipercholesterolemia
wystepowata u 32 oséb (45,1%), a w grupie porownawczej tylko u 14 osob (18,2 %)
(patrz Tab. 19, Ryc. 9). Roznica ta jest wysoce statystycznie istotna (test 2 p<0,001;
test Fishera p=0,001). Szansa wystepowania hipercholesterolemii w grupie z zakrzepica
tetnicza byla prawie czterokrotnie wigksza niz w grupie bez zakrzepicy tgtniczej (OR-
3,69; 95%ClI: 1,74 + 7,77).

p<0,001
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HCh+ Hipercholesterolemia
HCh- brak hipercholesterolemii

Rysunek 9. Czgstos¢é wystepowania hipercholesterolemii w obu badanych grupach
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Choroba niedokrwienna serca (MIC) jako czynnik ryzyka zakrzepicy
tetniczej w grupie osob z APS

W grupie oso6b z APS i przebytym epizodem zakrzepicy tetniczej choroba
niedokrwienna serca wystgpowata u 8 osob (10,4 %), natomiast w grupie porownawczej
rozpoznano ja u zaledwie 2 osob (2,4 %) (Ryc. 10). Roznica osiagngta istotnosé
statystyczna (test x2 p=0,039; test Fishera p=0,051), a szansa stwierdzenia MIC w
grupie z zakrzepica tgtnicza byla prawie pigciokrotnie wigksza niz w grupie bez tej
zakrzepicy (OR-4,64; 95% C1:0,95+ 22,58). Jednakze na zaleznos¢ ta nalezy patrzeé z
ostrozno$cia z uwagi na niewielka liczbe przypadkow objawowej choroby wiencowej

wsrod badanych.

p=0,039
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%26
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MIC+ zdiagnozowana choroba niedokrwienna serca
MIC- bez choroby niedokrwiennej serca

Rysunek 10. Czgsto$¢ wystepowania MIC w obu badanych grupach
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Z uwagi na to, ze niektére z w/w czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego sa, lub
moga by¢ ze soba powiazane, przeprowadzono wieloczynnikowa analiz¢ regresji
stosujac uogdlniony model liniowy- logitowy, aby sprawdzi¢, ktore z nich w sposob
istotny wplywaja na szans¢ wystapienia zakrzepicy tetniczej w grupie osob z APS.

W ostatecznej analizie uwzgledniono 4 czynniki ryzyka, ktore okazaly si¢ optymalnymi
predykatorami do budowy modelu do obliczen wg AIC Akaike (Akaike information
criterion) (170).

» plec

» nadci$nienie te¢tnicze

» hipercholesterolemia

» aktualne palenie papierosow
Istotnymi czynnikami, ktore niezaleznie wplywaly na szans¢ stwierdzenia zakrzepicy
tetniczej w grupie oséb z APS, okazaly si¢ ostatecznie: nadci$nienie tetnicze,
hipercholesterolemia i aktualne palenie papierosow.

I tak w grupie osob z APS 1 hipercholesterolemia szansa stwierdzenia zakrzepicy
tetniczej byla prawie dwukrotnie wigksza niz w grupie bez hipercholesterolemii
(p=0,002; OR=2,001; 95% CI 1,28+3,15).

Z kolei w grupie chorych na APS z nadci$nieniem tgtniczym szansa stwierdzenia
zakrzepicy tetniczej byla ponad pottora razy wigksza niz w grupie bez nadcis$nienia
(p=0,008; OR=1,78; 95% CI 1,16+2,75).

Natomiast w grupie osob aktualnie palacych papierosy szansa ta byla ok. 2 razy
wigksza niz u osob, ktore obecnie nie pala (p=0,015; OR=2,048 95% CI (1,15+3,66).

Natomiast pte¢, ktory w analizie jednoczynnikowej byla istotna, w analizie
wieloczynnikowej okazata si¢ by¢ powiazana z innymi badanymi czynnikami ryzyka
chorob sercowo naczyniowych.

Do zbadania swoistego zwiazku badanych zmiennych z zakrzepica tgtnicza uzyto
modelu addytywnego.
Badano réwniez istotno$¢ interakcji czynnikdéw: hipercholesterolemii 1 nadci$nienia

tetniczego, ale okazala sig ona nieistotna (p=0,884).
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10. DYSKUSJA

W niniejszej pracy podjeto probe znalezienia cech klinicznych i laboratoryjnych,
ktére wyrdzniaja pacjentdw z rozpoznanym zespotem antyfosfolipidowym i zakrzepica
tetnicza. Znalezienie takich markerow mogloby w przysziosci zaowocowa¢ zmianag
standardow postepowania w zakresie profilaktyki takich powiktan.

Przeprowadzona analiza kliniczna miata charakter retrospektywny, stad pewne
jej ograniczenia. W celu pordwnania czgstosci wystgpowania niektorych cech
klinicznych w badanej populacji ujednolicono proces zbierania informacji ustalajac
jednakowy wzor ankiety dla wszystkich badanych (patrz zatacznik nr 1). Stad wnioski z

powyzszych analiz mozna byto uzna¢ za wiarygodne.

10.1 Rozpoznanie zespotu antyfosfolipidowego

Analiz¢ danych klinicznych 1 laboratoryjnych wykonano u grupy chorych
zglaszajacych si¢ do Oddziatu Alergii i Immunologii Szpitala Uniwersyteckiego oraz
Paradni Nadkrzepliwos$ci Krwi 1 O$rodka Chordéb Immunologicznych przy II Katedrze
Chor6éb Wewngtrznych CMUJ w Krakowie w latach 2008-2010r.

Nieunikniona sytuacja byt wigc wptyw profilu dziatalnosci tych jednostek na
dobdr grupy chorych objetych badaniem. W zwiazku z tym, w badanej populacji
dominowaty przede wszystkim osoby z zespotem antyfosfolipidowym po przebytym
udarze mozgu. Rzadziej obserwowaliSmy inne postacie zakrzepicy tgtniczej w tym
zespole. Jest to podyktowane faktem, Ze nasz os$rodek jako jeden z nielicznych w Polsce
zajmuje si¢ petna diagnostyka zespotu antyfosfolipidowego. Trzeba jednak podkresli¢,
ze w duzych wieloosrodkowych badaniach niedokrwienny udar mozgu stanowi wsrod
chorych z APS dominujaca posta¢ zakrzepicy tetniczej (171).

W zwiazku z opublikowaniem w 2006r nowych kryteridow rozpoznawania APS
do badania kwalifikowano tylko tych chorych, ktorzy spetniali wspomniane warunki.

Z wstepnie zakwalifikowanej grupy pacjentdéw wykluczono wigc wszystkich, ktorzy
mieli graniczne miana aPL i u ktérych objawy kliniczne choroby wystapity w okresie
<12 tygodni lub > 5 lat od momentu wykrycia tych przeciwciat.

Ponadto przyjeto pewne uproszczenie, dzielac APS na niezwiazany z zadna inna
choroba (PAPS) lub tez powiazany z jaka$ inna jednostka chorobowa (SAPS). Z uwagi

na to, iz czgs$¢ pacjentow w grupie PAPS spetniato 1 lub 2 kryteria rozpoznania SLE wg
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ARA (162), nie mozna wykluczy¢, ze prospektywna obserwacja tych chorych
wykazalaby ich przejscie po kilku latach do grupy SAPS. Nalezy zatem traktowaé
powyzszy podziat jako porzadkowy. Stad analizujac wszystkie potencjalne czynniki

ryzyka zakrzepicy tetniczej grupe chorych z APS rozpatrywano jako catos¢.

10.2 Manifestacje zakrzepicy tetniczej w APS

W badanej przeze mnie populacji incydenty zakrzepicy zylnej wystapity w 52%
przypadkow, zakrzepicy tetniczej w 19%, a zard6wno zakrzepicy zylnej i tgtniczej u
16,6% os6b. Odzwierciedla to w przyblizeniu dane z literatury, gdzie w jednym z
opracowan obejmujacych grupe ok. 1300 pacjentéw z aPL i wynikami obiektywnych
badan potwierdzajacymi przebycie incydentu zakrzepowego zylnego i/lub tgtniczego,
stwierdzono, iz izolowana zakrzepica zylna wystgpuje w 59%, zakrzepica tgtnicza w
28%, a jednoczesnie w obu lozyskach naczyniowych w 13% przypadkow (135).
Natomiast w innym opracowaniu, The Euro-Phospholipid Project Group, dotyczacym
1000 os6b z APS, izolowana zakrzepica zylna wystapita u 37,1% chorych, zakrzepica
tetnicza u 15,2%, a w obu tozyskach naczyniowych u 12,1% (171).

Najczgsciej wystepujaca manifestacja zakrzepicy tgtniczej w badanej przez mnie

populacji bylo niedokrwienie w zakresie OUN: udar mézgu- 65,3% i TIA- 10,25%
przypadkéw. Natomiast zawal serca w naszej populacji wystapit u 20,5% pacjentow.
Inne rzadsze manifestacje zakrzepicy tetniczej np. zakrzepica tg¢tnic konczyn wystapita
u 5,12% naszych chorych.
W cytowanym powyze] prospektywnym badaniu (171,172) najczgsciej wystepujaca
manifestacja zakrzepicy tgtniczej bylo rowniez niedokrwienie w zakresie OUN (udar
mozgu wystapit u 19,8% badanych a TIA u 11,1%). Udar mozgu stanowil tam ok. 40%
wszystkich manifestacji zakrzepicy tetniczej, TIA ok. 22%, a zawat serca ok. 10%. Tak
duza ilo$¢ epizodéw udaru mézgu i zawatu serca w przebiegu APS u naszych badanych
byta zwiazana najpewniej z tym, iz wigkszos¢ mtodych pacjentéw po przebytym udarze
moézgu lub zawale serca, bez ewidentnych czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego,
byta kierowana do naszej kliniki jako os$rodka referencyjnego w celu dalszej
diagnostyki. Nierzadko wtedy przyczyna manifestacji klinicznych okazywat si¢ zespot
antyfosfolipidowy.
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W badanej grupie odnotowano tylko pojedyncze przypadki zakrzepicy tgtnic
nerkowych i 1 epizod zawatu §ledziony. We wszystkich przypadkach te rzadkie
manifestacje zakrzepicy tetniczej wystapity u oséb, ktore przebylty rowniez udar mozgu
lub/i zawatl serca. W opracowaniach dotyczacych populacji osob z APS te rodzaje
zakrzepicy stanowily tylko kilka procent wszystkich odnotowanych epizodow
zakrzepicy tetniczej (135, 171, 173).

Sino$¢ siatkowata, ktora w mojej analizie skorelowana byta z zakrzepica tgtnicza,
szczegollnie epizodami niedokrwiennymi OUN, wystapita u ok. 20% wszystkich
naszych badanych (29,6% pacjentow z zakrzepica tetnicza), w poréwnaniu do 24,1%
pacjentow w grupie The Euro-Phospholipid Project (172). Te¢ zalezno$¢ wystepowania
LR 1 zakrzepicy tgtniczej, szczegdlnie epizodéw niedokrwiennych OUN potwierdzaja

rowniez inne prace (173).

10.3 Udziat przeciwciat przeciwfosfolipidowych w
wystepowaniu zakrzepicy tetniczej w przebiegu APS

W literaturze medycznej opisywano zaleznosci pomigdzy obecnoscia konkretnych
przeciwcial antyfosfolipidowych a rodzajem zakrzepicy w APS.
W moim badaniu znalaztam jedynie istotny statystycznie zwiazek pomigdzy obecnoscia
aCL w klasie IgG a wystapieniem zakrzepicy tgtnicze;.
Znany jest fakt, iz $rednie 1 wysokie miano aCL IgG jest silnym czynnikiem ryzyka
wystapienia zakrzepicy w obu lozyskach naczyniowych w zespole antyfosfolipidowym
(174, 175, 176, 177). W jednej z prac pochodzacych z naszego osrodka wykazano
roOwniez, ze zakrzepica te¢tnicza u osob z rozpoznanym APS lub/i SLE czg$ciej wiazata
si¢ z obecnoscia aCL, szczegdlnie w klasie IgG (178)
Podobne zaleznosci pomigdzy  wystapieniem pierwszego epizodu udaru
niedokrwiennego mozgu lub TIA a obecnoscia aCL u kobiet zaobserwowano podczas
badania populacji Framingham (OR dla kobiet wynosito 2.6; 95% CI 1.3 do 5.4); w
grupie mezczyzn nie znaleziono takich korelacji. Jednakze w tej prospektywnej pracy
objeto 11- letnia obserwacja osoby bez rozpoznanego zespotu antyfosfolipidowego,
dlatego nie mozna bez zastrzezen porownywacé wynikéw tego badania z doniesieniami

dotyczacymi 0s6b z rozpoznanym APS (179).
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W niniejszej pracy poréwnujac obie grupy badane nie znaleziono zwiazku z
obecnoscia aCL w klasie IgM a czestszym wystgpowaniem zakrzepicy tetnicze;.
Natomiast, kiedy wzigto pod uwage osoby z APS, ktore przebyty wigcej niz 1 epizod
zakrzepicy t¢tniczej w poréwnaniu z pacjentami, ktorzy mieli 1 taki epizod w
wywiadzie, lub nie mieli go wcale, znamiennie czg$ciej obserwowano miano aCL w
klasie IgM powyzej 99 percentyla (OR-2,75, 95% CI:1,063+7,111; p=0,032). Zwracata
rowniez uwage w tej podgrupie tendencja do wyzszego miana aCL IgM , jednakze
zalezno$¢ ta nie byla istotna (p=0,09).

W mojej analizie nie obserwowalam natomiast korelacji pomig¢dzy obecnoscia LA,

a czestszym wystepowaniem zakrzepicy tetniczej u osob z APS w porownaniu do grupy
0s0b bez tej zakrzepicy.
Antykoagulant toczniowy jest wskazywany w kilku opracowaniach na najsilniejszy
czynnik ryzyka zakrzepicy, nie tylko u oséb speiniajacych aktualne kryteria
rozpoznania APS, lecz réwniez u oséb z SLE i1 obecnoscia aPL, lub u kobiet z
powiktaniami potozniczymi w APS (180, 181, 182, 183). W jednej z prac udowodniono
takze, ze obecnos¢ LA wiaze si¢ ze znacznie wigkszym ryzykiem zakrzepicy tetniczej u
0sob z SLE (OR- 15.69, 95% CI: 4.79-51.42, p < 0.001) (184). Obszerna metaanaliza
wykonana przez Monicg Galli 1 wsp. wskazywala takze na korelacj¢ obecnosci LA z
wystgpowaniem zakrzepicy, niezaleznie od umiejscowienia i rodzaju, czy rozpoznania
SLE. Ta analiza nie uwzgledniala jednak wytacznie oso6b z rozpoznanym APS, a raczej
heterogenna, szeroka grupg osob, pochodzaca z 25 rdznych badan, ktérzy wykazywali
obecno$¢ przeciwcial antyfosfolipidowych, oznaczanych niestandaryzowanymi
metodami. Zaleta tej] pracy bylo natomiast rozpatrywanie wytacznie badan
prospektywnych (182).

Podobne wyniki uzyskano w jednym z holenderskich badan wieloosrodkowych
(RATIO -Risk of Arterial Thrombosis In relation to Oral contraceptive) analizujacych
profil przeciwciat antyfosfolipidowych u kobiet < 50 rz, po udarze mézgu lub zawale
serca. Obecnos¢ LA wigzala si¢ tam z wigkszym ryzykiem niedokrwiennego udaru
mozgu (OR-43,1) i zawatlu serca (OR-5,3), a ryzyko to znacznie wzrastato u kobiet
réwnoczesnie palacych papierosy i stosujacych hormonalne $rodki antykoncepcyjne
(OR-201,0 dla udaru mozgu i OR-33,7 dla zawatu serca) (185). Nie mozna jednak
bezposrednio interpolowa¢ wynikow tego badania na populacj¢ oséb z APS
rozpoznanym zgodnie z obowiazujacymi obecnie kryteriami.
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Z kolei w badaniu (APASS- the Antiphospholipid Antibodies and Stroke Study),
dotyczacym ok. 1800 os6b z wudarem moézgu i obecnymi przeciwciatami
antyfosfolipidowymi, nie wskazywano, aby obecno$¢ LA i aCL zwigkszata ryzyko
kolejnych epizodéw zakrzepowych przez kolejne 2 lata od pierwszego zachorowania
(186). Niestety nie jest ono reprezentatywne dla grupy oséb z APS i udarem moézgu,
gdyz wigkszo$¢ osob nie spetniata kryteriow rozpoznania tego zespotu, a szczeg6lnie
wymogow laboratoryjnych dwukrotnego oznaczania i rodzaju aCL.

Do 2004r w diagnostyce APS uwzgledniano jedynie LA 1 przeciwciata
antykardiolipinowe. W 2004r w Sydney na XI migdzynarodowym kongresie
dotyczacym przeciwcial antyfosfolipidowych, ogltoszono nowe kryteria rozpoznawania
zespotu antyfosfolipidowego, w ktorych ujeto rowniez przeciwciata p/ f2-glikoproteinie
I w klasie IgG i IgM, jako jedno z rownorzednych kryteriow laboratoryjnych APS (23).
Przeciwciata te sa uwazane obecnie za bardziej swoisty, ale mniej czuty niz aCL
czynnik ryzyka manifestacji klinicznych w APS (187, 188). Wykazano, ze u zaledwie
3-10% chorych na APS wykrywa si¢ wylacznie przeciwciata p/ p2-glikoproteinie I, a
ich obecnos¢ koreluje m.in. z pierwszym epizodem zakrzepicy zyt glgbokich (OR-2,4,
95% CI: 1,3-4,2) (189).

Natomiast w badanej przeze mnie populacji nie odnotowano zalezno$ci pomigdzy
obecnoscia przeciwcial p/ B2-glikoproteinie I, a wigkszym ryzykiem wystapienia
zakrzepicy tgtniczej. Izolowana obecno$¢ przeciwcial p/ P2-glikoproteinie I, ktora
decydowata o rozpoznaniu APS, miata miejsce jedynie u 3 chorych. W grupie bez
przebytej zakrzepicy tgtniczej nie znaleziono takiej osoby w ogole.

W wigkszosci prac nie wykazywano zwiazku pomigdzy obecnoscia przeciwcial
af2GPI, a istotnym ryzykiem zakrzepicy w APS (182, 189).

Jedynie w badaniu Adriany Danowski i wsp. dotyczacym 418 osoéb z APS lub SLE
stwierdzono, iz utrzymujaca si¢ obecnos¢ przeciwciat p/ B2 GPI IgG wiaze sig¢ ze
zwigkszonym ryzykiem zakrzepicy zylnej, a przeciwciat p/ B2 GPI IgM z ryzykiem
zakrzepicy tetniczej (190).

W cytowanym juz powyzej badaniu RATIO znaleziono natomiast zwiazek z
obecnoscia przeciwciat p/ P2-glikoproteinie 1, a zwigkszonym ryzykiem udaru
niedokrwiennego mézgu (OR-2.3). Nie odnotowano jednak takiej zaleznos$ci z zawatem
serca (185). W innym badaniu obejmujacym grupg 172 kobiet (<45 172)
hospitalizowanych z powodu niedokrwiennego udaru moézgu, wykazano, iz
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przeciwciala p/p2-glikoproteinie I w obu klasach sa niezaleznym czynnikiem ryzyka
(po uwzglednieniu palenia papierosoOw, nadcis$nienia t¢tniczego i stopnia zwegzenia
tetnic wiencowych) wystapienia tego powiktania (OR-2,47 dla przeciwciat p/ 2 GPI
IgG i OR-3,68 dla przeciwciat p/ 2 GPI IgM) (191). Podobne wyniki uzyskat takze
Brey i wsp. w badaniu grupy megzczyzn po przebytym epizodzie niedokrwienia OUN i
zawale serca, gdzie udowodniono, ze przeciwciata p/ f2-glikoproteinie | w klasie 1gG
sa niezaleznym czynnikiem ryzyka wystapienia w przysztosci tych powiktan
zakrzepowych (192). Badania to jednak dotyczyly ogdlnej populacji osob, a nie
pacjentow z APS.

W zwiazku z doniesieniami, iz wspotwystgpowanie kilku aPL wiaze si¢ z
wigkszym ryzykiem zakrzepicy u 0sob z APS (193, 194, 195), sprawdzono w populacji
objetej moim badaniem réwniez i ta mozliwos¢.

Nie udowodniono jednak, aby jednoczesne wystepowanie LA z aCL lub/i ap2GPI
w obu klasach, wiazalo si¢ z czgstszym wystgpowaniem zakrzepicy tgtniczej. Nie
obserwowano rowniez czgstszego wystgpowania kilku rodzajow aPL w grupie osob z
przebytym wigcej niz jednym takim epizodem.

Z uwagi na retrospektywny charakter pracy nie analizowano wptywu
utrzymujacych si¢ dodatnich wynikéw aPL na ryzyko wystapienia zakrzepicy tgtnicze;j.
Istnieja jednak doniesienia, oparte o grupg chorych z SLE, iz zwigksza to ryzyko
wystapienia epizodow zakrzepowych u os6b bez przebytej dotychczas zakrzepicy (180,
204, 209, 210).

Nie znalaztam jednak takich badan w grupie osob z rozpoznanym APS.
Wymagatoby to zaplanowania prospektywnego badania, o co najmniej 5 letnim czasie

obserwaciji.

10.4 Wystepowanie klasycznych czynnikéw ryzyka chorob
sercowo-naczyniowych u pacjentow z APS

Powszechnie wiadomo, iz u chorych na toczen rumieniowaty ukladowy istotnie
czeSciej rozwija sig¢ wcezesna miazdzyca tegtnic i choroba wiencowa. Ryzyko to jest
szczegolnie wysokie (nawet 50 razy wyzsze) dla kobiet w 3 1 4 dekadzie zycia,
szczegoblnie jesli sa leczone glikokortykosteroidami lub maja dodatkowo inne klasyczne

czynniki ryzyka chordb sercowo-naczyniowych (199, 200).
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Pojawia si¢ zatem pytanie, czy rozpoznanie zespotu antyfosfolipidowego niesie ze
soba rowniez takie zwigkszone ryzyko i czy istnieja jakie$ czynniki, ktore moga mieé
wpltyw na jego nasilenie. Istnieja opracowania, ktore sugeruja te hipoteze (201, 202,
203).

Innym zagadnieniem jest wplyw réznych czynnikow ryzyka choréb sercowo-
naczyniowych i konkretnych aPL na ryzyko wystapienia powiklan zakrzepowych w
lozysku tetniczym u chorych z APS. W szerszych opracowaniach udowodniono, iz
zwigkszona ,,gotowos¢ zakrzepowa” w APS wplywa na wzrost ryzyka ostrych
incydentow wiencowych oraz odlegte skutki ich leczenia (204). Czy wigc podobne
spektrum czynnikow ryzyka odgrywa role w wystepowaniu epizodow niedokrwienia
OUN, szczeg6lnie udaru moézgu, prowadzacym niejednokrotnie do znacznego i
nieodwracalnego uposledzenia sprawnos$ci chorych?

Potencjalny wplyw rodzaju przeciwciat antyfosfolipidowych na zakrzepicg tetnicza
w APS, omowiono juz powyzej. Natomiast uwzgledniajac obowiazujace kryteria
rozpoznawania APS, istotna staje si¢ analiza w dwu grupach w zaleznos$ci od obecnosci
klasycznych czynnikow ryzyka chorob sercowo-naczyniowych (23).

Jednym z istotnych czynnikow ryzyka jest wiek. Przyjeto, iz dla kobiet wynosi on
powyzej 65 lat, a dla mezczyzn 55 rz. Wsrod badanych oséb z APS po przebytym
epizodzie zakrzepicy tetniczej Srednia wieku wynosita 45,9 lat, przy czym dla mezczyzn
byto to 46,1 lat a dla kobiet 45,8. Osoby te byly zatem stosunkowo mlode, ponizej
granicy uznanej za niezalezny czynnik ryzyka chorob sercowo-naczyniowych. Mimo to
wsrdd chorych z APS, osoby z przebytym epizodem zakrzepicy tgtniczej byty nieco
starsze, srednio o 4 lata, niz osoby z innymi objawami tego zespotu.

Zgodnie z trendem w populacji ogdlnej zakrzepica tgtnicza u chorych na APS dotyczyla
czegsciej osob ptei meskie;.

Kolejnym niezaleznym czynnikiem ryzyka wystapienia zakrzepicy tgtnicze] w APS
okazato si¢ nadcis$nienie tetnicze (OR-1,78; p=0,008). Istnieje, jak dotad jedno biezace
doniesienie potwierdzajace nasza obserwacje i wskazujace, iz leczenie nadci$nienia
tetniczego jest najistotniejsza interwencja zmniejszajaca ryzyko udaru mozgu (196).

Kolejnym potwierdzonym czynnikiem ryzyka wystapienia zakrzepicy tetniczej
okazata si¢ hipercholesterolemia (OR=2,001; p=0,002). Analiza nie obejmowata tu

poszczegolnych frakcji lipidogramu.
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Aktualne palenie papieroséw okazato si¢ takze zwigksza¢ ryzyko wystapienia
zakrzepicy tetniczej w grupie 0sob z APS (OR=2,048; p=0,015).

Pozostale czynniki ryzyka zakrzepicy t¢tniczej, takie jak: palenie papierosow w
przesztosci, dodatni wywiad rodzinny w kierunku choréb sercowo-naczyniowych,
doustna antykoncepcja hormonalna, czy cukrzyca, nie okazaly si¢ istotnymi
predyktorami tej manifestacji APS. Jednakze w moim badaniu populacja kobiet z
przebytym epizodem zakrzepicy tetniczej, ktore jednoczes$nie stosowaly doustna
antykoncepcj¢ hormonalna liczyta tylko 3 osoby, w tym 1 osoba w przesziosci palita
papierosy. Mozna przypuszczaé, iz w przypadku znacznego zwigkszenia liczebnosci tej
grupy, mozna bytoby uzyska¢ odmienne wyniki.

Rowniez w analizie wieloczynnikowej nie znaleziono wplywu wspotwystgpowania
klasycznych czynnikdéw ryzyka sercowo-naczyniowego i1 ktoregokolwiek przeciwciata
antyfosfolipidowego na wzrost ryzyka zakrzepicy tgtniczej w APS. Wplywala na to
najpewniej zbyt mata liczba oséb, co uniemozliwito zbudowanie optymalnego modelu
tego typu analizy.

W literaturze znalaztam kilka starszych prac dotyczacych nie tylko pacjentow z
APS, lecz najczesciej z SLE i obecnymi aPL, obejmujacych niestety niewielkie grupy
chorych, a sugerujace zwigckszenie ryzyka =zakrzepicy tetniczej u o0s6b z
wspotwystegpowaniem hipercholesterolemii 1 nadci$nienia tgtniczego (205, 206) oraz
dodatkowo palenia papieroséw oraz wysokiego miana aCL IgG (207). Hansen i1 wsp.
znalezli takze zalezno$¢ pomigdzy wystgpowaniem nadci$nienia tetniczego,
hiperlipidemii 1 cukrzycy w wywolywaniu zakrzepicy tgtniczej u 99 osoéb z aPL (208).
Z kolei w pracy hiszpanskich badaczy tylko nadci$nienie tg¢tnicze mialo istotny wpltyw
na wystgpowanie epizodow zakrzepicy tgtniczej w grupie os6b z SLE i1 obecnymi aPL
(OR 7,70, 95% CI 2,33-25,3) (209). Podobne wyniki uzyskano rowniez w jednej z prac,
wykonanej w USA na zrdznicowanej rasowo populacji oséb z APS, gdzie istotnym
czynnikiem ryzyka wystapienia zakrzepicy tgtniczej okazato si¢ nadci$nienie tgtnicze i
palenie papierosow, a obecnos¢ wigcej niz jednego czynnika znaczaco zwigkszata
ryzyko wystapienia tej zakrzepicy (196).

Znalaztam jak dotad jedynie jedno doniesienie analizujace wplyw powyzszych
czynnikoOw ryzyka na wystapienie zakrzepicy tgtniczej we wlasciwie rozpoznanym

APS. Wspomniane wczesniej opracowanie Adriany Danowski 1 wsp. (205) wskazuje, iz
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hipertriglicerydemia wiaze si¢ z 6,4 krotnym wzrostem ryzyka, ale jedynie w przypadku
zakrzepicy zylne;.

W literaturze medycznej nie ma jednoznacznego stanowiska, co do czgstosci
wystepowania zakrzepicy tetniczej w SAPS, w stosunku do PAPS. Osoby z
rozpoznanym SLE maja teoretycznie wigksze ryzyko tych powiktan, z uwagi na
przewlekty proces zapalny toczacy si¢ w naczyniach, przyczyniajacy si¢ do szybszego
rozwoju miazdzycy oraz obecno$¢ nadci$nienia tetniczego zwiazanego z przewlekia
choroba nerek.

Nasze wyniki wskazuja jednak na czgstsze wystgpowanie zakrzepicy tetniczej w
PAPS niz w SAPS (p=0,003), co nalezy wiaza¢ z tym, iz mtode osoby po przebytym
epizodzie zakrzepicy tetnicze] sa czgsto diagnozowane w naszej klinice w kierunku
APS i stad stanowia duza cz¢$¢ badanej grup. Mozna traktowac to jako ,,selection bias”,
zwiazany z osrodkiem referencyjnym. Czg$¢ z tych pacjentéw spetniata pojedyncze
kryteria rozpoznania SLE wg ARA, stad nie mozna wykluczy¢, iz po kilku latach moze
rozwina¢ si¢ u nich pelnoobjawowy toczen rumieniowaty ukladowy. Dane nalezy wigc
interpretowa¢ bardzo ostroznie. Rozstrzygnigciem, o niewielkim jednak znaczeniu,
byloby badanie prospektywne.

Szereg prac wskazuje bowiem na taka sama czgstos$¢ zakrzepicy tetniczej w SAPS |
w PAPS (210, 211), a tylko niektore na przewage w SAPS (196). Donoszono tez, ze w
przypadku osob u ktérych SLE rozwinat si¢ po kilku latach od rozpoznania APS, moga
czesciej rozwijac¢ si¢ powiktania zakrzepowe, a rzadziej te zwigzane z przewlektym
procesem zapalnym, niz u oso6b u ktérych poczatkowo rozpoznano SLE, a dopiero
p6zniej APS (212).

Wobec tych rozbieznych wynikow i dostgpnych juz danych nalezy kazdy rozpoznany
zespot antyfosfolipidowy traktowac jako istotny czynnik ryzyka nastgpnych epizoddéw

zakrzepowych 1 leczy¢ zgodnie z zaleceniami (213, 214).

10.5 Rola badan genetycznych w ocenie ryzyka wystapienia
zakrzepicy tetniczej u pacjentow z APS
Mozliwos$¢ genetycznej predyspozycji do rozwoju zespotu antyfosfolipidowego oraz do

produkcji przeciwciat antykardiolipinowych 1 antykoagulantu toczniowego byta

przedmiotem wielu badan rodzin chorych oraz populacji oséb z APS. Wskazywano w
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przesztosci na rodzinne wystgpowanie przeciwcial antyfosfolipidowych u oséb z
obecnoscia lub brakiem klinicznych cech zespotu antyfosfolipidowego (215, 216).

Stad pytanie, czy istnieja jakie§ genetyczne cechy predysponujace do rozwoju
zakrzepicy tetniczej w zespole antyfosfolipidowym.

Z uwagi na doniesienia, dotyczace roli polimorfizméw glikoprotein ptytkowych:
GP Ia/lla 807 C/T i GP IIb/Illa PIA1/2 w zwigkszaniu takiego ryzyka u osob z APS
(158), jak rowniez w populacjach osob z cukrzyca typu 2 (217) i nawracajacym udarem
moézgu (218), podjeto probe sprawdzenia tej hipotezy.

Nie udalo si¢ jednak wykaza¢ zwiazku pomigdzy wystgpowaniem polimorfizmu
GP la/lla 807 C/T (zaréwno heterozygot CT, jak i homozygot TT) oraz izolowanym
wystepowaniem polimorfizmu GP IIb/Illa PIA1/2, a zakrzepica tgtnicza. Nie znaleziono
rowniez takiego zwiazku, gdy w/w polimorfizmy wystgpowaty razem, bez wzgledu na
to, czy wystgpowal 1 lub dwa zmienione allele (C/T lub TT i A1/A2 lub A2/A2).

Badanie Sonii Jimenez i wsp. wsrod 131 pacjentow z APS wskazywato na taka
mozliwo$¢ w odniesieniu do polimorfizmu GP la/lla 807 C/T jako dodatkowego
czynnika ryzyka zakrzepicy tetniczej w APS (OR-3,59; p=0,04), a szczegodlnie w
przypadku wspotistnienia obu polimorfizméw: GP la/lla 807 C/T i GP lIb/Illa PIA1/2
(dalszy wzrost tego ryzyka ; OR-4,84; p=0,005) (158). Wyniki sa zatem odmienne od
moich mimo, iz badanie bylo przeprowadzone u podobnej liczby chorych. W moje;j
populacji byto takze wigcej pacjentow z przebyta zakrzepica tgtnicza (36 v 59) oraz w
sumie dwukrotnie wigcej tych epizodow (50 v 101). Natomiast podobnie jak w badaniu
hiszpanskim nie odnotowalam Zadnego zwiazku pomigdzy izolowanym
wystgpowaniem polimorfizmu GP IIb/Illa PIA1/2 a ryzykiem zakrzepicy tgtnicze;.

W zwiazku ze znacznym udziatem przeciwcial przeciwko B2 —glikoproteinie | w
patogenezie zespotu antyfosfolipidowego, wyniki kilku prac sugerowaly, iz
polimorfizm genu kodujacego B2 GPI (zamiana waliny na leucyng w pozycji 247)
cechuje osoby z pierwotnym APS (161), a takze odgrywa role w powstawaniu
przeciwcial p/ B2GPI, szczegodlnie u osdb z APS i zakrzepica tgtnicza (219).

W badanej przez mnie grupie nie udalo si¢ jednak potwierdzi¢ tej hipotezy,
podobnie zreszta jak w innym badaniu wykonanym w naszym o$rodku (169) 1 w
populacji kaukaskiej w Wielkiej Brytanii (220). Nie odnotowano réwniez zwiazku

pomigdzy obecnoscia przeciwciat p/B2 GPI w obu klasach, a w/w polimorfizmem.
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Zalezno$¢ taka wykazywano jedynie w nielicznych grupach chorych japonskich
(161, 221) oraz w jednym opracowaniu z Brazylii. W tym ostatnim badaniu dotyczacym
ok. 100 osob, wykazano, iz u homozygot Val/Val znaczaco czgSciej wystepuje
zakrzepica tetnicza (52%) 1 zylna (44%) (222). Podobne wyniki uzyskano tez w grupie
pacjentow meksykanskich, ale badanie objglo nieliczng grupg chorych z pierwotnym
APS (219).

By¢ moze za te rozbiezno$¢ odpowiada rzadsze wystgpowanie polimorfizmu
Val/Val wsréd Japonczykow, w odrdznieniu od ludzi rasy kaukaskiej, w ktorej genotyp
ten wystgpuje najczgs$ciej (169, 223). Dla wyjasnienia zwiazkoéw polimorfizmu
Val247Leu i réwnoczesna obecno$cia przeciwciat p/B2 GPI z zakrzepica tgtnicza

konieczne bytoby zatem badanie porownawcze wsrdd rdznych ras.

10.6 Potencjalny wplyw otrzymanych wynikéw na
standardy leczenia pacjentow z APS

Do rozpoznania zespotu antyfosfolipidowego niezbgdne jest spetnienie co najmnie;j
1 kryterium klinicznego i 1 kryterium laboratoryjnego. Pojawia si¢ zatem pytanie, czy
nalezy leczy¢ pacjentki z niepowodzeniami potozniczymi w wywiadzie i obecno$cia
przeciwcial antyfosfolipidowych, celem zapobiegania ewentualnemu wystapieniu
zakrzepicy tetniczej, potencjalnie znacznie grozniejszej niz zakrzepica zylna. Ten sam
problem dotyczy chorych na kolagenozy z obecnos$cia przeciwcial antyfosfolipidowych,
lecz nie spetniajacych zadnego kryterium klinicznego APS. W §wietle obowiazujacych
standardow wg ACCP (American College of Chest Physicians) 1 polskich wytycznych
profilaktyki 1 leczenia Zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej z 2009r., powyzszym
chorym nie zaleca si¢ profilaktyki przeciwzakrzepowej (213, 214). Wyjatek stanowi
jedynie okres unieruchomienia, a u kobiet okres ciazy i1 potogu.

Oczekujemy, ze odpowiedz na te pytania przyniosa kolejne badania. W
migdzyczasie w oparciu o nasze wyniki badan nalezatoby zwréci¢ szczegdlng uwage na
chorych z obecnymi przeciwciatami aCL w klasie IgG oraz pewnymi klasycznymi
czynnikami  ryzyka  zakrzepicy  tgtniczej, tj. nadci$nieniem  tegtniczym,
hipercholesterolemia oraz aktualnie palacych tyton. Mogloby to zminimalizowaé
ryzyko wystapienia epizodow tetniczych, szczegdlnie poprzez eliminacje tych
czynnikow.
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Odrgbnym problemem jest zakres terapeutyczny INR we wtdrnej profilaktyce
zakrzepicy tgtniczej u chorych z APS. Biorac pod uwage wyniki powyzszej pracy oraz
dane z literatury, wydaje sig, iz takim chorym powinno si¢ zaleca¢ docelowa wartosci
INR >3, przy uwzglednieniu indywidualnego ryzyka powiktan krwotocznych. Ten
problem zostal szczegétowo oméwiony w jednej z obszerniejszej metaanaliz (224).
Chorzy z APS i zakrzepica tetnicza oraz nawracajaca zakrzepica zylna, traktowani sa tu
jako grupa najwigkszego ryzyka, a zalecany zakres terapeutyczny INR wynosi dla nich
>3 (zalecenie 1C). Zalecenia te oparto jednak o prace z niewielka liczebnoscia

badanych (142, 225, 226, 227, 228). Problem pozostaje zatem nadal otwarty.

10.7 Ograniczenia badania

Powyzsze badanie ma swoje ograniczenia. Po pierwsze jest to badanie kliniczno-
kontrolne, awigc ma ono mniejsza sil¢ niz badanie prospektywne. Kolejnym
ograniczeniem jest niewielka liczebnos¢ w pojedynczych rozpatrywanych podgrupach
0osOb z rzadszymi manifestacjami zakrzepicy tgtniczej, uniemozliwiajaca rzetelne
statystyczne o nich wnioskowanie.

Nie uwzgledniono takze duzej zmienno$ci przebiegu chorob uktadowych
towarzyszacych APS, réznorodnosci ich objawow klinicznych, a takze czasu trwania,
co moglo niezaleznie wptywaé na ryzyko powiktan serowo-naczyniowych.

Nie uwzgledniono takze czasu trwania choroby, co wynikato przede wszystkim z
trudno$ci w okresleniu momentu zachorowania na APS w stosunku do czasu obserwacji
klinicznej.

Ponadto w analizie nie ujeto sposobow leczenia poszczegdlnych epizodow
zakrzepowych w ich ostrej fazie, jak rowniez przewlektej farmakoterapii i stosowania
si¢ pacjenta do zalecen, co mogto wplywac na ryzyko nawrotéw zakrzepicy.

Nie analizowali$my takze innych polimorfizmoéw genetycznych opisywanych w
pojedynczych doniesieniach jako potencjalne czynniki sprzyjajace powstawaniu APS,
np. polimorfizm tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA) i jego inhibitora (PAI-1)
oraz polimorfizm przekaznika sygnatu i aktywatora transkrypcji 4 (STAT4) (229, 230,

231). Niewykluczone, iz stanie si¢ to przedmiotem nast¢pnego badania.
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11. Whnioski

1. Obecnos$¢ sinosci siatkowatej w przebiegu zespotu antyfosfolipidowego
zwigksza ryzyko wystapienia zakrzepicy tetniczej, szczegélnie epizodu

niedokrwiennego OUN

2. U o0sob z rozpoznanym zespotem antyfosfolipidowym ryzyko powiklan w
postaci zakrzepicy tetniczej istotnie wzrasta przy dodatnim wyniku

przeciwciatl antykardiolipinowych w klasie IgG

3. Dodatni wynik przeciwciatl antykardiolipinowych w klasie IgM u o0s6b z
APS 1 przebytym co najmniej jednym epizodem zakrzepicy tgtniczej

zwigksza ryzyko wystapienia kolejnych epizodow

4. Nadci$nienie tetnicze, hipercholesterolemia i aktualne palenie tytoniu sa
najistotniejszymi czynnikami ryzyka wystapienia zakrzepicy tgtniczej] w

zespole antyfosfolipidowym

5. Starszy wiek i pte¢ mgska sa takze czynnikami ryzyka zakrzepicy tgtniczej-

zalezno$¢ znana dla populacji ogolnej

6. Obecnos¢ polimorfizméw gendw glikoprotein ptytkowych: IIb/Illa PIA1/2,
Ia/Ila 807 C/T oraz B2 —glikoproteiny I (Val247Leu) nie zwigksza ryzyka

wystapienia zakrzepicy tetniczej w zespole antyfosfolipidowym

Reasumujac, wnioski z mojego badania wskazuja, iz u niektorych chorych, szczegodlnie
z obecnoscia kilku wymienionych czynnikow ryzyka, nalezatoby rozwazy¢
wcezesniejsze wdrozenie profilaktyki przeciwzakrzepowej. Natomiast kategorycznie
nalezatoby zwalcza¢ wszystkie zidentyfikowane, klasyczne czynniki ryzyka chorob

sercowo-naczyniowych.
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12. Streszczenie

Zakrzepica tetnicza jest najgrozniejszym powiktaniem zespohu
antyfosfolipidowego. Celem pracy bylo znalezienie, zarowno laboratoryjnych, jak i
klinicznych, czynnikow determinujacych ryzyko zakrzepicy tetniczej u pacjentéw z
APS. Badaniom poddano 163 osoby, ktére spetniaty aktualne kryteria diagnostyczne
APS, w tym 123 kobiety i 40 mgzczyzn w wieku od 21 do 75 lat. Z calej grupy
pacjentow z APS wyodrgbniono 78 osdb z przebytym co najmniej jednym epizodem
zakrzepicy tgtniczej (53 kobiety i 25 megzczyzn; $rednia wieku- 45,9 lat). Grupg
kontrolna dla pacjentéw z przebyta zakrzepica tgtnicza stanowito 85 oséb z APS (70
kobiet i 15 mezczyzn; srednia wieku- 41,6 lat), z inna manifestacja tego zespotu, tzn.
zakrzepica zylna i/lub powiktaniami potozniczymi. Ponadto w celu standaryzacji metod
oznaczania aPL oraz jako grup¢ poréwnawcza do oznaczen genetycznych wykorzystano
grupg 147 zdrowych 0sob, dobranych pod wzgledem pfici 1 wieku do grupy chorych z
zespolem antyfosfolipidowym.

Wszystkich chorych poddano retrospektywnej analizie, uwzgledniajacej objawy
Kliniczne i wyniki badan laboratoryjnych. W ankiecie uwzglgdniono znane czynniki
ryzyka  sercowo-naczyniowego min. wiek, ple¢, nadcisnienie  tetnicze,
hipercholesterolemig, palenie papieroséw, cukrzycg, stosowanie hormonalnych
doustnych lekow antykoncepcyjnych oraz dodatni wywiad rodzinny w Kierunku
epizodow zakrzepowych. Analizowano roéwniez cechy zwiazane z APS, ale
niewlaczone obecnie do kryteridow rozpoznania tego zespotu, w tym matoptytkowos¢ i
sinos$¢ siatkowata.

Potwierdzenie obiektywnymi wynikami badan przebycia epizodu zakrzepicy tgtniczej u
osoby z rozpoznanym APS stanowito kryterium wiaczenia do grupy badanej. Natomiast
kryterium wykluczajacym z badania bylo migotanie przedsionkow, brak $wiadome;j
zgody na udzial w badaniu oraz niestosowanie si¢ do zalecen lekarskich przez pacjenta,
m.in. nieregularne stosowanie lekéw przeciwzakrzepowych i1 przeciwptytkowych.

W catej grupie badanej oznaczono: LA, aCL IgG i IgM, przeciwciala przeciw 2 GPI w
klasie IgG i1 IgM, obecno$¢ polimorfizmu glikoprotein ptytek krwi: GP la/Ila 807 C/T i
GP IIb/Illa PIA1/2 oraz obecno$¢ polimorfizmu walina/leucyna w pozycji 247 B2 —

glikoproteiny 1. Analizie poddano zaro6wno czgsto$¢ wystepowania poszczegodlnych

82



przeciwcial antyfosfolipidowych w obu badanych grupach, jak i ich wzajemne
powiazania.

Wsrod oznaczonych przeciwciatl najwigksze i1 istotne zagrozenie zakrzepica tetnicza
byto zwiazane z obecnoscia aCL IgG (p=0,036; OR=2,032). Nie udowodniono
natomiast, aby wyst¢gpowanie LA, izolowanego i w powiazaniu z aCL i/lub
przeciwcialami przeciw 2 GPI w obu klasach, niosto ze soba zwigkszone ryzyko tej
zakrzepicy.

Natomiast po wyodrebnieniu z badanej grupy 20 osob, ktore miaty w wywiadzie wigcej
niz 1 epizod zakrzepicy tetniczej, zaobserwowano, iz czg$ciej wystgpowaly u nich aCL
IgM  (p=0,032, OR-2,75) oraz pojawita si¢ tendencja do wyzszych mian tych
przeciwcial; roznica ta nie osiagneta jednak poziomu istotnos$ci statystyczne;.

Nie znaleziono istotnego zwiazku pomig¢dzy wystgpowaniem zakrzepicy tgtniczej, a

zadnym z badanych polimorfizméw glikoprotein ptytkowych (Ia/Ila 807 C/T 1 IIb/Illa
PIA1/2) oraz polimorfizmem Val/Leu247 B2 —glikoproteiny I. Nie obserwowano
réwniez takiej korelacji pomigdzy obecnos$cia przeciwcial przeciw B2GPI IgG i/lub
IgM, a wystepowaniem jednego z polimorfizmow Val/Leu247 p2—glikoproteiny 1.
Réwniez wystepowanie matoplytkowosci w grupie pacjentow z APS 1 zakrzepica
tetnicza nie bylo zwiazane z wystgpowaniem zadnego z wymienionych powyzej
polimorfizmow.
Natomiast analizujac objawy zwiazane z APS, niewlaczone do kryteriow rozpoznania
tego zespotu, tj. sino$¢ siatkowata (LR), objaw Raynauda i matoptytkowos¢, wykazano
czestsze wystgpowanie LR w grupie z zakrzepica tetnicza (p=0,03; OR=2,3),
szczegolnie u tych z przebytym udarem moézgu, gdzie szansa wystapienia (OR) objawu
wynosita az 3,6.

Po uwzglednieniu obecno$ci najistotniejszych czynnikow ryzyka sercowo-
naczyniowego w obu badanych grupach i przeprowadzeniu analizy jednoczynnikowej
stwierdzono, 1z zakrzepica tgtnicza w APS wystgpowala istotnie czgs$ciej w grupie
mezezyzn (p=0,03; OR= 2,201), oraz u o0s6b z rozpoznana hipercholesterolemia
(p<0,001; OR-3,69) i nadcisnieniem tetniczym (p=0,002; OR=2,81). Chorzy na APS z
zakrzepica t¢tnicza w wywiadzie byli tez srednio starsi o ponad 4 lata od osob bez takiej
zakrzepicy.

Natomiast analiza wieloczynnikowa wskazala, iz istotnymi czynnikami ryzyka
zakrzepicy tetniczej w APS sa nadci$nienie tgtnicze (p=0,008; OR=1,78),
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hipercholesterolemia (p=0,002; OR=2,001) i aktualne palenie papierosow (p=0,015;
OR=2,048).

A zatem to klasyczne, modyfikowalne czynniki ryzyka miazdzycy tetnic wydaja sie
decydowa¢ w zespole antyfosfolipidowym o lokalizacji zakrzepicy w lozysku
tetniczym.

Stad ich intensywne 1 wielokierunkowe zwalczanie (uwzgledniajace rowniez
modyfikacje stylu zycia) u o0s6b z rozpoznanym zespotem antyfosfolipidowym,
szczegOlnie, gdy wspotwystepuja przeciwciata aCL w klasie IgG, mogloby
zminimalizowaé ryzyko wystapienia tego rodzaju epizodow, zarowno w profilaktyce

pierwotnej, jak i wtorne;.

13. Summary

In antiphospholipid syndrome (APS) arterial thrombosis is less common than venous,
but results in a greater disability and morbidity. The aim of the study was to find
characteristic laboratory and/or clinical features which distinguish APS patients with
arterial thrombosis.
We retrospectively studied 163 patients (123 women and 40 men) with definite APS
(updated classification criteria of APS -2006).
Patients were divided into 2 groups: first with arterial thrombosis (78 subjects; 53
women and 25 men; median age, 45,9 years) and second with other manifestations of
APS, i.e.: venous thrombosis and obstetrical complications (85 subjects; 70 women and
15 men; median age, 41,6 years). We used sex and age matched control group (147
healthy subjects) for standardization of aPL detection and as a control group for genetic
study.
Patients were interviewed in a retrospective manner. The following factors were
examineted to determine their possible influence on the thrombosis risk: gender, age,
arterial hypertension, diabetes mellitus, smoking, family history of thrombosis, oral
contraceptive pills and hypercholesterolemia. Clinical features typical for APS (updated
classification criteria) as well as other antiphospholipid antibody-associated symptoms
(e.g. livedo reticularis, thrombocytopenia) were also analyzed.

Arterial events were assessed clinically and confirmed by objective methods.
Patients with atrial fibrillation, without a conscious consent to participate in the study
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and not-applying regularly antiplatelet or anticoagulation drugs were excluded from the
study.

Laboratory evaluation included: lupus anticoagulant (LA), anticardiolipin (aCL) and
anti-beta2-glycoprotein | (anti-B2GPI) antibodies [IgG and IgM class], platelet GP
polymorphisms (la/lla 807 C/T and PI1A1/2) and Val/Leu 247 32GPI polymorphism.

Significant association between arterial thrombosis and the presence of aCL IgG
(p=0,036; OR=2,032) was found. The presence of LA, as well as of anti-beta2-
glycoprotein I antibodies in both classes showed no association with arterial events.

When a group of twenty people with more than one episode of arterial
thrombosis was analyzed separately, a positive result for aCL IgM (p=0,032, OR=2,75)
was associated with that thrombosis.

There were no significant associations between any of the polymorphisms
studied (GP la/lla 807 C/T, GP PIA1/2 and Val/Leu 247 B2GPI) and arterial thrombosis
in APS patients. There were also no associations between positive findings of anti-
beta2-glycoprotein | (IgG and/or IgM class) and the Val/Leu 247 2GPI polymorphism.
When we checked for possible associations between APS-associated symptoms (e.g.
livedo reticularis, thrombocytopenia, Raynaud's phenomenon) and arterial thrombosis,
we found a significant relationship with livedo reticularis (p=0,03; OR=2,3), especially
in a stroke group (OR=3,6).

In an univariate analysis of classic risk factors for atherosclerosis a predictors of arterial
thrombosis were: male sex (p=0,03; OR= 2,201), hypercholesterolemia (p<0,001;
OR=3,69) and arterial hypertension (p=0,002; OR=2,81). Patients with APS and arterial
thrombosis were on average four years older than subjects without that thrombosis.
Multivariate analysis showed that independent risk factors for arterial thrombosis
included arterial hypertension (p=0,008; OR=1,78), hypercholesterolemia (p=0,002;
OR=2,001) and present smoking (p=0,015; OR=2,048).

In conclusion our results, point to an increased risk of arterial thrombosis in APS
patients, who are male, show the presence of aCL IgG, suffer from arterial hypertension
and/or hypercholesterolemia and are present smokers. Such patients require aggressive
treatment and a modification of their lifestyle to decrease the likelihood of arterial

episodes.
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15. Dodatek

Zalacznik nr 1

Nazwisko Imie: Ptec¢

PESEL:

KRYTERIA OGOLNE

TAK

NIE

rumien na twarzy w ksztatcie motyla

rumien krazkowy

nadwrazliwo$¢ na $wiatto

owrzodzenia w jamie ustnej

zapalenie stawow (bez nadzerek w RTG)

zapalenie optucnej lub osierdzia

zmiany w nerkach (utrzymujacy sie biatkomocz >0,5g/dobe lub wateczki w

moczu)

zmiany w uktadzie nerwowym (napady drgawek, zaburzenia psychiczne)

zaburzenia hematologiczne:

= niedokrwisto$¢ hemolityczna z retykulocytoza

= Jeukopenia <4000/pl stwierdzana = dwukrotnie

= limfopenia < 1500/pl stwierdzana = dwukrotnie

= matoptytkowos¢ < 100000/ ul stwierdzana = dwukrotnie

zaburzenia immunologiczne:

= przeciwciata przeciwko ds.-DNA

= przeciwciata przeciwko Sm

= obecno$¢ przeciwciat antyfosfolipidowych

obecno$¢ przeciwcial przeciwjagdrowych w nieprawidtowym mianie
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KRYTERIA APS TAK

NIE

ILOSC

Powiklania zakrzepowo-zatorowe:

Zakrzepica tetnicza:

Udar mézgu

TIA

Zakrzepica tetnic obwodowych (rodzaj):......

Zakrzepica zylna:

Zakrzepica zyt gtebokich

Zatorowos¢ ptucna

Powiktania potoznicze:

INNE OBJAWY ZWIAZANE Z APS:

TAK

NIE

Objaw Raynauda:

Sino$¢ siatkowata:

CZYNNIKI RYZYKA ZAKRZEPICY:

TAK

NIE

Operacja

Ciaza

Zylaki koriczyn dolnych

Nadci$nienie tetnicze

Choroba niedokrwienna serca

Migotanie przedsionkéw (kryterium wykluczajace zakwalifikowania do

grupy badanej)

Zaburzenia rytmu

Palenie papieros6w w przesztosci

Palenie papieroséw aktualnie

Antykoncepcja hormonalna

Hipercholesterolemia

Cukrzyca

Unieruchomienie

Dodatni wywiad rodzinny

INFORMACJE DODATKOWE
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Zalgcznik nr 2

Wyro6zniono nastepujace typy swiecenia ANA:
» homogenny

ziarnisty

cytoplazmatyczny

mitochondrialny

obwodowy

YV V V V V

jaderkowy
» rybosomalny
Wyro6zniono nastepujace rodzaje ANA:
» Ro (przeciwko podjednostkom 52 i 60 kDa)
La
Sm
RNP
Scl-70
Jo-1
Pm-Scl
Fibrylarynowe
RNA-Polimeraza |
Cyklinowe
ACA
Mitochondrialne
Cytoszkieletowe
Rybosomalne
,hnuclear dots”
p/ aparatowi Golgiego
p/ lizosomom oraz wrzecionu podziatowemu
Mi, Ku
p/Histonowe

rib-P-Protein

vV V V VYV V V V V V VYV V V V V V V V V V VY

przeciwciala przeciwko dwuniciowemu DNA (ds- DNA)- metoda
immunofluorescencji posredniej przy uzyciu wiciowca Crithidium

luciliae. Za wynik dodatni uznawano miano > 1: 10
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Lista rysunkow

Rysunek 1. Schemat budowy fosfolipidu (www.ebiolog.pl)

Rysunek 2. Asymetrycznie rozmieszczenie lipidow i glikolipidéw w btonach (Bruce
Alberts i in., Podstawy biologii komorki. Wprowadzenie do biologii komorki;
Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa, 1999

Rysunek 3. Rozktad procentowy osdéb z APS i zakrzepica tetnicza (ZT) oraz
wspotwystepujaca zakrzepica zylna (ZZ) 1 powiktaniami potozniczymi (PP)

Rysunek 4. Czgsto$¢ wystgpowania livedo reticularis (LR) wsérod chorych z APS
Rysunek 5. Czgstos¢ wystgpowania matoptytkowosci (TP) wsrod chorych z APS (test
%2, p=0,6)

Rysunek 6. Czgstos¢ wystgpowania objawu Raynaud (RP) wérdd chorych z APS (test
%2, p=0,7)

Rysunek 7. Procentowy udziat kobiet i mgzczyzn w badanej grupie

Rysunek 8. Czgstos¢ wystgpowania nadci$nienia t¢tniczego w obu badanych grupach
Rysunek 9. Czgstos¢ wystgpowania hipercholesterolemii w obu badanych grupach
Rysunek 10. Czgsto$¢ wystgpowania MIC w obu badanych grupach
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Lista tabel

Tabela 1. Wystepowanie przeciwciat przeciwfosfolipidowych w chorobach o etiologii
zakaznej

Tabela 2. Kryteria diagnostyczne zespotu antyfosfolipidowego

Tabela 3. Klasy obecnosci przeciwciat antyfosfolipidowych

Tabela 4. Zakres norm dla przeciwciat antykardiolipinowych (aCL) klasy IgG 1 IgM
Tabela 5. Ogdlna charakterystyka grupy chorych

Tabela 6. Liczebno$¢ w poszczegolnych podgrupach chorych z APS i zakrzepica
tetnicza

Tabela 7. Rodzaj 1 liczba epizodéw zakrzepicy tetniczej w grupie badane;j

Tabela 8. Rodzaj i liczba epizodow zakrzepicy zylnej w grupie badanej

Tabela 9. Zalezno$¢ wystgpowania roznych typow przeciwciat przeciwfosfolipidowych
i p/ B2GPI u pacjentéw w obu badanych grupach.

Tabela 10. Zalezno$¢ wystepowania réznych typow przeciwcial
przeciwfosfolipidowych u pacjentow z wiecej niz 1 epizodem zakrzepicy tgtniczej
Tabela 11. Poziom analizowanych przeciwcial przeciwfosfolipidowych u badanych
chorych

Tabela 12. Poziom analizowanych przeciwcial przeciwfosfolipidowych u pacjentéw z
APS z wigcej niz 1 epizodem zakrzepicy tetniczej

Tabela 13. Czgstos¢ wystgpowania polimorfizmow GP Ia/lla 807 C/T i allelu T wsrod
badanych chorych

Tabela 14. Czgsto$¢ wystgpowania polimorfizméw GP IIb/Illa PIA1/2 i allelu A2
wérod badanych chorych

Tabela 15. Czgstos¢ wystgpowania polimorfizmu Val/Leu247 B2 —glikoproteiny | i
allelu leu wéréd badanych chorych

Tabela 16. Zaleznos¢ wystgpowania dodatniego wyniku B2GPI IgG i/lub IgM z
badanymi wariantami polimorfizmu Val/Leu247 32 —glikoproteiny |

Tabela 17. Zalezno$¢ wystgpowania kombinacji polimorfizméw GP la/lla 807 C/T z
polimorfizmem GP I1b/llla PIA1/A2 w badanej grupie

Tabela 18. Zalezno$¢ wystgpowania polimorfizmow: Val/Leu247 B2 —glikoproteiny I,
GP Ia/Ila 807 C/T 1 GP IIb/Illa PIA1/A2 pomigdzy badanymi grupami

Tabela 19. Klasyczne czynniki ryzyka zakrzepicy tgtniczej w badanych grupach
Tabela 20. Klasyczne czynniki ryzyka zakrzepicy tg¢tniczej w badanych grupach
Tabela 21. Struktura wieku w badanych grupach
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