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SKROTY UZYWANE W PRACY

ABI - wskaznik kostkowo-ramienny

ALAT - aminotransferaza alaniowa

BMI - wskaznik masy ciata

cFn - fibronektyna komérkowa

CRP - biatko C-reaktywne

ELISA - test immunoenzymatyczny

ET-1 - endotelina 1

Fg - fibrynogen

FPA - fibrynopeptyd A

FPB - fibrynopeptyd B

FXIII - czynnik XIIT krzepnigcia

HDL-C - cholesterol frakciji lipoprotein o duzej gestosci
HMG-CoA - 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzym A
IFNy - interferon gamma

IL - interleukina

Ks - wspolczynnik przepuszczalnosci

LDL-C - cholesterol frakciji lipoprotein o matej gestosci
max DD - maksymalne stezenie D-dimeréw w badaniu lizy skrzepu
max ADD - maksymalny przyrost stezenia D-dimeréw w badaniu lizy skrzepu
NO - tlenek azotu

NMR - jadrowy rezonans magnetyczny

PAI-1 - inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1
PAOD - miazdzyca zarostowa tetnic konczyn dolnych
pFn - fibronektyna osoczowa

PGE;, - prostaglandyna E4
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ROS
sICAM-1
TAFI
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TC
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TG
TGEFB
TNFa
tPA
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VEGF
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- prostacyklina

- wskaznik odbioru naczyniowego

- rozpuszczalna czasteczka przylegania miedzykomoérkowego typu 1
- inhibitor fibrynolizy aktywowany trombing

- zakrzepowo-zarostowe zapalenie naczyn, choroba Buergera
- cholesterol catkowity

- czynnik tkankowy

- triglicerydy

- transformujacy czynnik wzrostu beta

- czynnik martwicy nowotworow alfa

- tkankowy aktywator plazminogenu

- naczyniowa czasteczka przylegania typu 1

- naczyniowy czynnik wzrostu §rédblonka

- cholesterol frakciji lipoprotein o bardzo matej gestosci

- czynnik von Willebranda



1. WSTEP

1.1 MIAZDZYCA ZAROSTOWA TETNIC KONCZYN DOLNYCH

111  Epidemiologia, patogeneza i obraz kliniczny

Miazdzyca zarostowa tetnic koniczyn dolnych (Peripheral Artery Occlusive Disease —
PAOD) jest stosunkowo czesta choroba naczyn, chociaz uwaza sig, ze dokladna czesto$é jej
wystgpowania jest niedoszacowana, poniewaz rozpoznanie zwykle ustala si¢ w objawowym okresie,
czyli w zaawansowanym stadium choroby. Podstawe do rozpoznania PAOD stanowi jej glowny
objaw - chromanie przestankowe - czyli niedokrwienny bél miesni kofczyny, wystepujacy podczas
chodzenia, ustepujacy w czasie odpoczynku. W badaniach epidemiologicznych do rozpoznania
chromania uzywa si¢ specjalnych kwestionariuszy np. The Edinburgh Clandication Questionnaire, ktory
jest ulepszona wersja stosowanego wezesniej i zaaprobowanego przez Swiatowa Organizacje Zdrowia
(WHO) kwestionariusza Rose (1). Na podstawie chromania cz¢sto$§¢ PAOD szacuje si¢ od 0,6% w
wieku 30-34 lat, ok. 6% w wicku 60 lat do prawie 8% po 70 roku zycia (2-6). W oparciu o badania
dodatkowe - pomiar ci$nien obwodowych 1 dystansu chromania na biezni — odsetek chorych z
niedokrwieniem koficzyn dolnych wzrasta 3-5-krotnie 1 przekracza 20 % (3, 5, 7-9).

Czesto$¢ wystepowania PAOD ro$nie z wiekiem. W mlodszym wieku (<50 roku zycia)
czgdciej choruja mezezyzni; stosunek mezezyzn do kobiet wynosi od 1,5 — 2 : 1 do 5:1, podczas gdy
po 70 roku zycia przewaga mezczyzn zanika i czesto$¢ PAOD jest podobna u obu pfci (6, 9-11).

Miazdzyca zarostowa charakteryzuje si¢ powolnym narastaniem zmian. U 60-70% pacjentow
przebieg jest wzglednie stabilny. Jednak, u co trzeciego chorego dochodzi do pogorszenia ukrwienia i
progresji choroby, a u 5% pacjentéw konieczna jest amputacja (8, 12, 13).

Najistotniejszym czynnikiem ryzyka PAOD, stwierdzanym u ponad 80% chorych jest
palenie tytoniu (7, 14, 15). Korelacja migdzy paleniem tytoniu a PAOD jest silniejsza niz
obserwowana w przypadku choroby niedokrwiennej serca (15).

Hipercholesterolemia takze wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia PAOD (10, 16,
17). Wydaje sig, ze jej rola jest mniejsza niz w miazdzycy tetnic wienicowych, a niektérzy badacze
wrecz odmawiaja jej znaczenia (18, 19). Jednak skutecznos$¢ leczenia modyfikujacego stezenie
lipidoéw, zwlaszcza za pomoca statyn, wskazuje, ze chorzy na PAOD moga odnie§¢ korzys$¢ z
redukcji poziomu cholesterolu (20-22).

Cukrzyca jest niewatpliwie bardzo silnym czynnikiem ryzyka PAOD, co stwierdzono w wielu
badaniach (3, 23, 24). Czestos¢ niedokrwienia konficzyn dolnych u mezczyzn z cukrzycy jest 2-3 razy,
a wéréd kobiet nawet pigeciokrotnie wigksza niz u oséb bez cukrzycy (19, 25). Ponadto u chorych na

cukrzyce wspolwystepowanie z miazdzyca cech mikroangiopatii zwigksza ryzyko niepowodzenia



leczenia i powoduje kilkukrotny wzrost czesto$ci amputacji konczyny (26-28).

Do niedokrwienia koficzyn dolnych usposabia nadci$nienie tetnicze. Zwigcksza ono ryzyko
wystapienia niedokrwienia koficzyn dolnych u mezczyzn dwu- a u kobiet czterokrotnie (9, 14).
Niekiedy nie stwierdza si¢ tej zaleznodci, bowiem wyzsze warto$ci ci$nienia tetniczego moga
maskowac objawy niedokrwienia w wyniku poprawy perfuzji obwodowej (29).

W chromaniu przestankowym, jak réwniez w bezobjawowe] miazdzycy konczyn dolnych,
stwierdza si¢ podwyzszony poziom fibrynogenu. Wykazuje on zalezno$¢ z zaawansowaniem choroby,
szczeg6lnie u mezczyzn palacych tyton (30). Ponadto, podwyzszone stezenie fibrynogenu wyraznie
pogarsza rokowanie u pacjentow po epizodzie sercowo-naczyniowym (31). Wiele badan wskazuje, ze
hiperfibrynogenemia jest niezaleznym czynnikiem ryzyka choroby niedokrwiennej serca, zawatu i udaru
mozgu (31-33).

Wykazano takze, iz sposrdd nielipidowych biomarkeré6w miazdzycy, podwyzszone stezenie biatka
C-reaktywnego jest najsilniejszym, niezaleznym czynnikiem predykcyjnym rozwoju miazdzycy tgtnic
obwodowych (34). Jednakze nie zaobserwowano dotychczas wptywu zwigkszonego stgzenia tego markera
na przebieg i progresjg PAOD.

Nalezy takze wspomnieé, ze hyperhomocysteinemia stanowi niezalezny czynnik ryzyka
rozwoju 1 progresji miazdzycy, zwlaszcza w lozysku naczyn obwodowych, w tym tetnicach koficzyn
dolnych (35-37).

Dotad nie stwierdzono, jakie czynniki determinuja odmienny przebieg miazdzycy
rozwijajacej si¢ w réznych naczyniach, ale dominuje poglad, Zze u chorych na PAOD kluczows role

odgrywa palenie tytoniu (7, 14, 15).

Zmiany miazdzycowe pojawiaja si¢ gléwnie w naczyniach mig$niowych i elastycznych
duzego i $redniego kalibru, powodujac zwezenie $wiatla, utrudnienie przeplywu, zakrzepy i
ostatecznie - niedokrwienie narzadéw. Wedlug najpopularniejszej teorii R. Rossa (38), miazdzyca jest
przewlekla chorobg zapalng tetnic. Uszkodzenie $rédblonka przez czynniki infekceyjne, wolne
rodniki, zmodyfikowane lipoproteiny i1 zwigkszone sily $cinania (nadci$nienie) prowadzi do
dysfunkcji sré6dbtonka, jego zwickszonej przepuszczalnosci, ekspresji adhezyn, uwalniania czynnikéw
chemotaktycznych i czynnikéw wzrostu. To z kolei wplywa na wzmozone przyleganie monocytéw i
plytek oraz migracje tych komoérek do przestrzeni podsrédblonkowej, w ktérej pojawily sie komorki
micéni gladkich z blony srodkowej (39). Pod s$rédblonkiem tworza si¢ komoérki piankowate i
nastepuje dalszy rozwoj blaszki miazdzycowej. Dysfunkcja $rédblonka manifestuje si¢ zwickszona
ekspresja czynnika tkankowego (TF), czasteczek adhezyjnych (VCAM-1, ICAM-1, selektyna P),
endoteliny-1 (ET-1), angiotensyny II, czynnika von Willebranda (vWF), inhibitora aktywatora
plazminogenu, cytokin zapalnych jak interleukina 6 (IL-6) i innych (40). Skutkiem tego jest
przyleganie leukocytéw do $ciany naczynia i zwigkszona przepuszczalno$é srédblonka. Nasilajacy si¢

proces zapalny prowadzi do uwalniania coraz wickszych ilosci cytokin (takich jak IL-1, IFNy, TNFa),



czynnikéw wzrostu 1 enzymoéw proteolitycznych, ktore ostatecznie wywoluja ogniskows martwice.
Stymulowane czynnikiem TGFB gromadzenie tkanki tacznej i elementéw macierzy pozakomoérkowej
prowadzi do restrukturyzacji blaszki miazdzycowej tak, Zze ostatecznie powstaje charakterystyczna
wiodknista pokrywa, pod ktora znajduje si¢ rdzen lipidowy (41). Dalsze nasilenie procesu zapalnego
prowadzi do intensywnych naciekéw komoérkowych, aktywacji metaloproteinaz i peknigcia pokrywy
widknistej, co pozwala na kontakt krwi z rdzeniem blaszki. Natychmiastowa aktywacja plytek i
leukocytéw wraz z aktywacja kaskady krzepnigcia 7z loco powoduje czeSciowe lub calkowite
zamknigcie naczynia. Rezultatem tego jest ostre niedokrwienie narzadow, objawiajace si¢ klinicznie

zawalem serca, udarem mozgu lub krytycznym niedokrwieniem kodczyny.

Zwigkszona $miertelno$¢ wsréd pacjentéw z miazdzyca obwodowsa jest niewatpliwie naturalna
konsekwencja wspolwystepowania zmian w innych tetnicach. Najczestsza przyczyna zgondéw
chorych na PAOD sa zawaly serca i udary mézgu. Wspotwystepowanie choroby niedokrwiennej
serca szacuje si¢ na 29-90% w zaleznosci od uzytych metod diagnostycznych (3, 29). Wysoki odsetek
istotnych zmian w tetnicach wieficowych stwierdza si¢ w badaniu koronarograficznym (90%), w tym
ponad 5 razy czg$ciej niz u 0s6b bez miazdzycy kodczyn wystgpuje choroba gtéwnego pnia lewej
tetnicy wieficowej i choroba wielonaczyniowa (42, 43). Wspdlistnienie zmian w tetnicach szyjnych
szacuje si¢ na 26-50% przypadkéw PAOD (44, 45). Zatem objawowe niedokrwienie kodczyn
dolnych manifestujace si¢ chromaniem przestankowym jest zaréwno wskaznikiem nasilenia
miazdzycy, jak réwniez stanowi wazny czynnik rokowniczy, poniewaz wykazuje silng korelacje z
czgstoscla  zgondw z  przyczyn sercowo-naczyniowych. Wsréd pacjentéw  z  chromaniem
przestankowym $miertelnosé ta jest trzykrotnie wigksza niz w populacji 0séb bez tego objawu (10,

46, 47).
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Ryec. 1. Przezywalnosé 10- letnia pacjentéw z PAOD w stosunku do populacji ogélnej (wg. Criqui i wsp.#7)



1.1.2  Diagnostyka

Objawow miazdzycy zarostowej nalezy poszukiwaé u oséb obcigzonych duzym ryzykiem
sercowo-naczyniowym, zwlaszcza po 50 roku zycia, palacych papierosy lub cierpigcych na cukrzyce
(48). Nie wykazano jednak, aby przesiewowe badania w celu wykrycia beobjawowych chorych na
PAOD byly optacalne (49).

Do podstawowych metod oceny niedokrwienia koficzyn dolnych nalezy badanie obecnosci
tetna na konczynach. Metoda ta obarczona jest bledem, zaleznym od doswiadczenia lekarza i
wymaga potwierdzenia zobiektywizowanym badaniem. Podstawowym testem sluzacym do oceny
adekwatno$ci ukrwienia koniczyn jest wskaznik kostkowo-ramienny (Ankle-Brachial Index - ABI),
czyli iloraz ci$nienia skurczowego na tetnicy piszczelowej tylnej (,za kostka”) do cisnienia
skurczowego na tetnicy ramiennej, mierzony metoda doplerowska. Za prawidlowe przyjmuje sig
wartosci > 0,9. Chociaz objawy chromania wystepuja zwykle dopiero przy ABI wynoszacym ponizej
0,8 (50), to zwigkszone ryzyko zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych zaobserwowano u
pacjentéw po 65 roku zycia, u ktérych ABI byt ponizej 0,9 (51), aczkolwiek nie wszyscy potwierdzaja
te obserwacje (52). Mimo pewnych ograniczen szczegdlnie w przypadkach sztywnych (uwapnionych),
mato podatnych na ucisk tetnic u starszych pacjentéw oraz u niektérych chorych na cukrzyce,
wykazano jednak, ze wskaznik ten ma duza czulo$¢ wynoszaca 95% 1 swoisto$¢ siggajaca 100% w
poréownaniu do potwierdzonej angiograficznie miazdzycy tetnic obwodowych (7, 53). Korelacja ABI
z obrazem arteriograficznym, w zalezno$ci od ocenianego segmentu naczyniowego waha si¢ od 70 do
85% (54, 55). Pomiar ABI pomaga w ustaleniu rozpoznania PAOD oraz moze sluzy¢ do
monitorowania progresji choroby lub efektéw leczenia. Jeszcze wigksza warto$¢ diagnostyczna ma
pomiar ABI przed i po standardowym wysitku - czyli marszu na biezni ruchomej. Jego spadek, czgsto
do wartosci nieoznaczalnych tuz po zakoficzeniu marszu, jest znamienny dla PAOD (56, 57). Stosuje
si¢ dwa rodzaje testu: o stopniowanym obcigzeniu (narastajacym nachyleniu biezni) oraz ze stalym
obciazeniem (stata predko$¢ 1 nachylenie). W Europie czg¢éciej wykonuje si¢ ten ostatni rodzaj testu.
Stata predkosé biezni (3,2 km/h) i nachylenie (10-12°) s3 dobrze tolerowane przez pacjentéow z
chromaniem, a jednoczesnie pozwalaja na prawidlowa identyfikacj¢ tego objawu u chorych z PAOD
w czasie kilku minut trwania testu (58, 59). U chorych na cukrzyce z uwagi na czeste zwapnienia w
obrebie warstwy $rodkowej tetnic podudzi (i trudnosci z wlasciwa oceng ABI), oznacza si¢ wskaznik
paluch-ramie (foe-brachial systolic pressure indexx — TBSPI, lub TBI) przy uzyciu fotopletyzmografii lub
tzw. pletyzmografii impedancyjnej (60, 61). Do innych nieinwazyjnych metod oceny niedokrwienia
koficzyn pomagajacych w kwalifikowaniu chorych do dalszego leczenia naleza: pomiar cisnied
segmentarnych, PVR (pulse volume recording), oscylometria i pletyzmografia. Metody te dostarczaja
cennych informacji uzupelnieniajacych pomiar ABI, nie pozwalajg jednak na dokladna oceng

zwezenia  poszczegélnych tetnic, jak réwniez nie zostaly wystandaryzowane, co utrudnia



jednoznaczna interpretacje ich wynikéw.

Sposréd metod obrazowych najczesciej wykorzystywanymi sa: ultrasonografia dopplerowska,
angiografia (klasyczna i cyfrowa angiografia subtrakcyjna), a od niedawna réwniez tomografia
komputerowa i angiografia rezonansu magnetycznego. Badanie metoda duplex z kolorowym
obrazowaniem doplerowskim stanowi atrakcyjng metode diagnostyczna i potencjalng alternatywe dla
arteriografii (62, 63). Jest badaniem bezpiecznym, pozwala na ocen¢ zasiggu i nasilenia zmian,
predkodci przeplywu w tetnicach i gradientéw cisnienia przez zwezenie. Poza brakiem wygodnej
archiwizacji wadgq badania jest to, ze jako§¢ uzyskanych informacji zalezy od wprawy i do§wiadczenia
badajacego. Trudnosci spotykane przy ocenie tetnic wynikajace z grubosci oddzielajacych tkanek 1
glebokiego polozenia naczyn réwniez stanowia ograniczenie tej metody (64). Poniewaz ocena cisniefi
segmentarnych i oscylometria s3 mniej czasochlonne i tanisze a informacje uzyskane na ich podstawie
wystarczaja do wlasciwego kwalifikowania chorych z chromaniem do dalszego leczenia,
ultrasonografia calego ukladu tetniczego nie znajduje uzasadnienia u pacjentéw z PAOD (29). Jakos¢
uzyskanych obrazéw w angiotomografii, zwlaszcza wielorzedowej, doréwnuje angiografii (65, 66) 1
pozwala w wielu przypadkach na wlasciwe kwalifikowanie chorych do  zabiegéw
rewaskularyzacyjnych. Podobnie technika rezonansu magnetycznego pozwala na coraz doktadniejsza
oceng naczyn (67), zwlaszcza przy zastosowaniu $rodkow wzmacniajacych i odpowiedniej technice
akwizycji (68). Zadna z tych metod nie jest jednak zalecana w standardach postepowania w
niedokrwieniu koniczyn.

Zloty standard w diagnostyce obrazowej miazdzycy naczyf, w tym tetnic koniczyn dolnych,
stanowi arteriografia (tradycyjna, jak i subtrakcyjna) i jest badaniem wymaganym u wszystkich
chorych przed zabiegami rewaskularyzacyjnymi. Jej wiclkq zaleta jest nie tylko doktadnosé w ocenie
stopnia zwezenia naczynia, ale takze mozliwo$¢ jednoczasowego dzialania terapeutycznego za

pomoca angioplastki balonowej i/lub wszczepienia stentu (ryc. 2).

Ryc. 2. Obraz naczyn biodrowych w arteriografii miednicowo-kofczynowej. Angioplastyka lewej tetnicy
biodrowej wspdlnej (rozpicty balon, z prawej; zbiory wlasne).
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Wedlug zalecenr grupy transatlantyckiej (TASC), u pacjentéw z chromaniem przestankowym
wykonanie angiografii wskazane jest wowczas, gdy podjeto decyzje o leczeniu inwazyjnym w razie

wykrycia zmian kwalifikujacych si¢ do zabiegu (29).

1.1.3  Postgpowanie

Postgpowanie u chorych na PAOD zmierza do zapobiegania powiklaniom sercowo-
naczyniowym, zahamowania postegpu choroby 1 zmniejszenia objawéw niedokrwienia (29, 69).
Modyfikacja czynnikdéw ryzyka w postaci zmiany trybu zycia i sposobu odzywiania, zaprzestania
palenia tytoniu, oraz farmakoterapia hyperlipidemii, nadci$nienia i cukrzycy wyraznie ograniczaja

ryzyko powiklan miazdzycowych (29, 70, 71).

Podstawowym zaleceniem w chromaniu przestankowym jest regularny wysitek fizyczny.
Wykazano bowiem, iz w znaczny sposéb poprawia on bezbdlowy i catkowity dystans chodzenia oraz

jako$¢ zycia chorych (72-74).

W postepowaniu farmakologicznym stosuje si¢ profilaktyke z zastosowaniem lekdw
przeciwplytkowych z aspiryna na czele, leki hipolipemizujace, a zwlaszcza statyny, oraz leki mogace
poprawi¢ ukrwienie kofczyn dolnych m.in.: pentoksyfiling, cilostazol, naftydrofuryl, prostanoidy,
cho¢ skuteczno$¢ tej ostatniej grupy nie zostata przekonywujaco dowiedziona. Trwaja badania
kliniczne oceniajace réwniez skuteczno$¢ naczyniowego czynnika wzrostu srodblonka (I ascular
Endothelial Growth Factor — VEGF) 1 zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow (Basic Fibroblast
Growth Factor - bFGFE).

Aspiryne zaleca si¢ wszystkim chorym na PAOD, zwlaszcza ze wspolistniejacym zwezeniem
tetnic wienicowych lub mézgowych; zmniejsza ona $miertelnos¢ z przyczyn sercowo-naczyniowych o
30% (75, 76), natomiast nie wptywa na dystans chromania. Tiklopidyna okazala si¢ réwnie skuteczna
w redukeji ryzyka powiklan sercowo-naczyniowych (77, 78), a takze wydluzata dystans chromania
oraz zmniejszata czesto§¢ rewaskularyzacji koniczyn dolnych w poréwnaniu do placebo (79). W
badaniu CAPRIE, poréwnujacym skuteczno$¢ prewencji wtérnej aspiryny z inna tienopirydyna —
klopidogrelem - wykazano, ze klopidogrel bardziej niz aspiryna zmniejszat ryzyko powiklan sercowo-
naczyniowych, co najwyrazniej bylo wyrazone w niejednorodnej klinicznie grupie chorych na PAOD

(0 23,8%) w poréwnaniu do 0séb po udarze mézgu i zawale serca (80).

Skuteczno$¢ statyn w PAOD zostata wykazana w kilku duzych badaniach. W analizie post hoc
badania 4S (Scandinavian Sinwastatin Survival Study), poza zmniejszeniem $miertelnosci ogélnej, zgonéw
zwigzanych z choroba niedokrwienna serca i zawalow serca niezakonczonych zgonem,
zaobserwowano wyrazne zahamowanie progresji chromania przestankowego u pacjentéw z

hipercholesterolemia, otrzymujacych simwastatyne w prewencji wtornej (20). W najwickszym
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dotychczas przeprowadzonym badaniu z zastosowaniem statyn - HPS (Heart Protection Study)
potwierdzono, ze statyny zmniejszajg ryzyko zgonu i powiklan sercowo-naczyniowych zaréwno w
miazdzycy tetnic wiedcowych, jak 1 w miazdzycy tetnic obwodowych, niezaleznie od poziomu
cholesterolu (81). Dwa niedawno przeprowadzone badania wykazaly, Ze statyny wydluzaja

znamiennie dystans chromania przestankowego (21, 22).

Sposrdéd lekéw poprawiajacych ukrwienie kofczyn dolnych do najczgsciej stosowanych
nalezy pentoksyfilina. Zwigksza ona plastyczno$¢ erytrocytow, zmniejsza stezenie fibrynogenu i
agregacje plytek. W wielu badaniach stwierdzono, Ze pentoksyfilina wydluza dystans chromania
przestankowego (82-84), jednakze nie wszystkie potwierdzaly to korzystne dziatanie (85).

Cilostazol, inhibitor fosfodiesterazy III, jest kolejnym lekiem o dzialaniu poprawiajacym
ukrwienie koficzyn bezposrednio rozszerzajacym naczynia i hamujacym agregacje plytek. W kilku
opublikowanych randomizowanych badaniach wykazano wydluzenie dystansu chromania o 31-47%
u leczonych cilostazolem w poréwnaniu do 0séb otrzymujacych placebo (86, 87). W jednym z badan,
odstawienie tego leku u pacjentdw z chromaniem przestankowym powodowalo skrécenie dystansu
chromania, podczas gdy odstawienie pentoksyfiliny i placebo pozostawalo bez wplywu na chromanie
(85). Cilostazol stanowi optymalny lek u chorych z nasilonym chromaniem przestankowym, u
ktérych  wyczerpano inne metody postgpowania zachowawczego 1 brak jest mozliwosci
rewaskularyzaciji.

W leczeniu chromania przestankowego stosowany bywa réwniez naftydrofuryl (niedostepny
w Polsce). Lek ten bedacy antagonista receptora serotoninowego i zmniejszajacy agregacje plytek,
poprzez poprawe metabolizmu tlenowego niedotlenionych tkanek, zwigksza dystans chromania
przestankowego w poréwnaniu z placebo (88). Podobne dzialanie wykazuje propionylo-l-karnityna

(89).

Prostanoidy takie jak prostaglandyna E1 (PGE,) i prostacyklina (PGI;) hamuja adhezje i
agregacj¢ plytek, rozszerzaja naczynia, poprawiajg funkcje $rédblonka (poprzez wzrost NO i
zmniejszenie poziomu endoteliny-1), hamuja proliferacjc miegsni gladkich naczyd 1 zwigkszaja
aktywnos$¢ fibrynolityczng osocza. Te korzystne efekty zachecily do ich stosowania u pacjentéow z
niedokrwieniem konczyn. Poniewaz dzialanie prostaglandyn wiasciwie polega gtownie na poprawie
mikrokrazenia znalazly one zastosowanie w leczeniu zaawansowanej miazdzycy (krytycznego
niedokrwienia) (90-95). Z uwagi sposéb podawania prostaglandyn (dozylnie lub dotetniczo), co w
leczeniu przewleklym jest niepraktyczne, probowano podawaé doustne analogi tych substancii.
Ostatnio opublikowano wyniki badania z zastosowaniem doustnej postaci analogu PGI; - beraprostu,
w ktérym wykazano wydluzenie bezbolowego (82%) i catkowitego (60%) dystansu chodzenia w
stosunku do odpowiednio 53 1 35 % w grupie placebo w ciagu 6 miesiccy (96), co bylo istotne

statystycznie, ale malo istotne z punktu widzenia klinicznego (wydluzenie bezbdélowego dystansu
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chodzenia o 36 m i calkowitego o 70 m w grupie leczonej beraprostem). Wedlug najnowszych
wytycznych siédmej konferencji American College of Chest Physicians dotyczacych postgpowania
przeciwzakrzepowego u chorych z niedroznoscia tetnic obwodowych, z uwagi na brak
przekonujacych dowodow nie zaleca si¢ stosowania prostaglandyn u pacjentéw z niedokrwieniem

koficzyn dolnych (76).

W wytycznych grupy transatlantyckiej (TASC) z 2000 roku, zalecenie ich stosowania dotyczy
jedynie chorych z krytycznym niedokrwieniem konczyn, u ktérych nie ma mozliwosci

rewaskularyzacji i alternatyws jest amputacja koficzyny (29).

Leczenie inwazyjne wewnatrznaczyniowe lub chirurgiczne wskazane jest u pacjentéw z
chromaniem przestankowym, u ktorych rehabilitacja ruchowa i postepowanie farmakologiczne nie
przyniosty poprawy, jak rowniez w ostrym 1 krytycznym niedokrwieniu koficzyn. Postepowanie
chirurgiczne zastrzega si¢ dla chorych, u ktérych niemozliwe sg techniki endowaskularne. Z uwagi na
niezadowalajace wyniki odlegte przy duzym zaawansowaniu zmian, leczenie chirurgiczne stosuje si¢ u
chorych z krétkim dystansem chromania (97, 29), chociaz niektérzy kwestionuja jego przydatnosé u
pacjentéw z chromaniem przestankowym (98). Operacje na tetnicach proksymalnych (odcinek
aortalno-biodrowy), polegajace na wszczepieniu zespolenia omijajacego, cechujg si¢ duzym odsetkiem
pierwotnej droznosci (80-90%) oraz niewielka $miertelnoscig i czestodcig innych powikltan (1%).
Podobny odsetek droznosci charakteryzuje interwencje wewnatrznaczyniowe w odcinku biodrowo-
udowym we wczesnych okresach obserwacji, jednak wyniki odlegle wykazuja juz tylko okoto 50-60
% droznosci tetnic. Pomimo to w obserwacji odleglej nie stwierdzono, aby dystans chromania lub

ABI poprawialy si¢ u leczonych inwazyjnie w pordéwnaniu z leczonymi zachowawczo.

W wybranych przypadkach zakrzepicy tetniczej, takze w tetnicach konczyn dolnych, stosuje
si¢ leki fibrynolityczne, zwykle podawane za pomoca cewnika wewnatrznaczyniowego w obreb
skrzepu lub blisko niego w celu zwickszenia skutecznosci leczenia i ograniczenia powikian
krwotocznych. Procedura lokalnej fibrynolizy wykonywana jest w stanach naglacych, jako alternatywa
chirurgicznej embolektomii i poprzedza angioplastyke z implantacja stentu w miejscu uszkodzonej

blaszki miazdzycowej, na ktérej doszto do wytworzenia zakrzepu (99).
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1.2 CHOROBA BUERGERA

1.2.1 Wystepowanie, objawy kliniczne i obraz histologiczny

Choroba Buergera (choroba von Winiwartera-Buergera, Thrombangiitis Obliterans — TAO)
jest rzadka choroba zapalna naczyn o nieznanej etiologii, wystepujaca przede wszystkim u palaczy
tytoniu. Pierwszy przypadek tej choroby u mezczyzny z utrzymujacym si¢ od 12 lat owrzodzeniem
koniczyny i zakoficzonym ostatecznie jej utrata, opisal w 1879 roku Feliks von Winiwarter (100). W
1908 roku Leo Buerger przedstawil dokladny opis zmian patologicznych w tej chorobie w oparciu o
badanie 11 amputowanych kofczyn u mtodych mezczyzn migdzy 20 a 40 rokiem zycia, uzywajac po

raz pierwszy terminu zakrzepowo-zarostowe zapalenie naczyn (thrombo-angiitis obliterans) (101).

Czestosé rozpoznawania TAO zalezy od regionu zamieszkiwania badanej populacji oraz w
duzej mierze od przyjetych kryteridéw diagnostycznych. W Stanach Zjednoczonych czestosé
rozpoznawania TAO na przestrzeni 40 lat (1947-1986) zmniejszyla si¢ ze 104 do 8 - 12,6 na 100 000
populacji, prawdopodobnie gtéwnie dzigki zaostrzeniu kryteriéw diagnostycznych (102, 103). W
Polsce czgstosé ta jest podobna i wynosi ok. 8 na 100 000 mieszkanicéw (104). Czgstos¢ choroby
Buergera wsréd pacjentéw z niedokrwieniem kodczyn waha sie od 0,5 do 5,6% w krajach
europejskich, 45-63 % w Indiach, 16-66% w Japonii i Korei i az 80% wsréd populacji Zydow
aszkenazyjskich (102, 103, 105, 106). W Polsce odsetek ten wynosi ok. 3,3 % (107). Duza czgsto$é
TAO w potudniowo-wschodniej Azji wydaje si¢ by¢ czesciowo zwigzana z rodzajem tytoniu
uzywanego na tym obszarze (108) i niejasna predyspozycja genetyczna. W chorobie Buergera cz¢sciej
stwierdza si¢ wystegpowanie antygendéw zgodnosci tkankowej (buman lymphocyte antygen — HLA) typu
A9, A1, B5, B8 1 DR4 (109-111), natomiast niezwykle rzadko - HLA B12, uwazany przez niektérych

autoréw za czynnik ochronny (112). Amerykanskie obserwacje jednak nie potwierdzaja tej koncepji

(113).

Choroba Buergera wystepuje typowo przed 45 rokiem zycia, gtéwnie u mezczyzn; odsetek
kobiet waha si¢ miedzy 11-23 % (103, 114, 115). Uwaza si¢, ze wzrastajaca czesto$¢ tej choroby u

kobiet taczy sie ze zwigkszong czestoscig palenia tytoniu.

TAO zajmuje naczynia tetnicze i zylne malego 1 $redniego kalibru oraz charakteryzuje si¢
wystepowaniem bogatokomérkowego, zapalnego skrzepu ze stosunkowo ograniczonym naciekiem
zapalnym $ciany naczynia. U 50% pacjentéw stwierdza si¢ zajecie wylacznie naczyn konczyn dolnych,
u 30-40% niedokrwienie dotyczy koficzyn dolnych i gérnych, a u 10 % objawy ograniczone sa
wylacznie do kofczyn gérnych (103). Chociaz dla choroby Buergera typowe jest zajecie naczyi
koniczyn, to istnieja w literaturze doniesienia o innych lokalizacjach zmian, takich jak tetnice

moézgowe, wiencowe, nerkowe, krezkowe, plucne czy aorta (116-119).
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Obraz anatomopatologiczny zajetych naczyn zalezy od czasu trwania i fazy choroby. W jej
przebiegu wyrdznia si¢ stadium ostre, posrednie i przewlekle. W stadium przewleklym (zejsciowym)
stwierdza si¢ w zajetej kofczynie zorganizowane zakrzepy 1 wldknienie naczyn (120, 121). W fazie
ostrej obraz histologiczny ma znaczenie diagnostyczne. Spotyka si¢ bowiem, bogatokomoérkowy
zakrzep zapalny z obecnoscia mikroropni, wielojadrzastych komérek olbrzymich i leukocytow o
wieloksztaltnych jadrach z wyraznie mniejszym odczynem zapalnym w obrebie $ciany naczyn (122).
W okresie posrednim choroby skrzep ulega stopniowej organizacji w obrebie zajetych tetnic 1 zyt.
Cecha charakterystyczng choroby Buergera we wszystkich jej stadiach, odrézniajaca ja od miazdzycy i
innych chordb zapalnych naczyq, jest nienaruszona struktura blony elastycznej $ciany naczynia (123).
Dopiero w ostatnich latach, uzywajac technik immunocytochemicznych, zwrécono uwage na ,,nowe”
cechy histologiczne, typowe dla TAO, rzadko spotykane w miazdzycy i innych chorobach zapalnych,
a mianowicie zrekanalizowane naczynia o ksztalcie podobnym do cebuli, wléknienie przydanki,
obrz¢k $rédblonka naczyn odzywezych (vasa vasornm) oraz przewlekle zapalenie z obrzgkiem na
zewnatrz blony sprezystej zewnetrznej tych naczyn (124). Na to, ze uszkodzenie mikrokrazenia jest
istotnym czynnikiem w patogenezie TAO, jako jedni z pierwszych zwroécili uwage polscy autorzy
(125). Ponadto badacze japoniscy stwierdzili, poza opisywanymi wczesniej nacickami komérkowymi
w obrebie skrzepu i1 blony wewnetrznej, ztogi immunoglobulin i sktadowych dopetniacza C3d i C4c
wzdluz zachowanej blony elastycznej $ciany naczynia (126). Obserwacje te przemawiaja za zapalnym
i immunologicznym tlem choroby. Chociaz zakrzepica wydaje si¢ réwniez odgrywal role w
patofizjologii TAO (127, 128), to jej znaczenie jest wcigz niejasne. Wigkszo$¢ doniesient ostatnich lat
wskazuje raczej na tlo autoimmunologiczne. Przemawia za tym stwierdzana u pacjentéw z TAO
obecnosé przeciwcial antyelastynowych (129), oraz obserwacja Adara 1 wsp, ktorzy stwierdzili w tej
chorobie nadwrazliwo§¢ komoérkowsa na kolagen typu I 1 III z obecnosciq przeciwcial
przeciwkolagenowych (130). Réwniez Eichhorn i wsp. wykazali u pacjentéw z chorobg Buergera w
aktywnej fazie choroby istotnie podwyzszone miana przeciwcial przeciwendotelialnych w
poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz pacjentéw z TAO w fazie remisji, co sugeruje immunologiczne
tlo choroby (131). Jednak pytanie, co jest antygenem dla tych réznych autoprzeciwcial, wciaz

pozostaje bez odpowiedzi.

Dominujacym objawem choroby Buergera jest chromanie zajgtych koniczyn, choé spotyka
si¢ je rzadziej niz w miazdzycy zarostowej (132). Chromanie zwykle rozpoczyna si¢ od stép i/lub rak,
obejmujac proksymalne cze¢sci koniczyn. Pézniej dochodzi do wystgpienia bolow spoczynkowych a w
koficu owrzodzen niedokrwiennych palcéw rak i stop (ryc. 2). Niekiedy jednak, pierwszym objawem
moga by¢ boéle spoczynkowe. W 40% przypadkéw zmianom tetniczym towarzyszy zapalenie zyl
powierzchownych, czesto o wedrujacym charakterze, odzwierciedlajace aktywnos§é choroby (102,

103). Podobny jest odsetek chorych, u ktorych wystepuje objaw Raynaud.
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Ryc. 2. Zmiany niedokrwienne dystalnych czesci koficzyn u pacjentéw z choroba Buergera (zbiory wiasne).

Choroba Buergera ulega samoograniczeniu u wigkszo$ci pacjentéw po zaprzestaniu palenia.

Konieczno$¢ amputacji dotyczy jednak wigkszego odsetka pacjentéw niz ma to miejsce w miazdzycy
zarostowej 1 sigga blisko 20% (103, 132). Z uwagi na niezwykle rzadkie zajecie naczyn mézgowych,
wieficowych i trzewnych, przezywalnos¢ pacjentéw z choroba Buergera jest zblizona do populacji

ogolnej 1 wynosi 97% w ciagu 5 lat a 94% w ciagu 10 lat (103).
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1.2.2  Diagnostyka

Chociaz wystapienie choroby Buergera zdarza si¢ u oséb niepalacych, to w wickszosci
kryteriow diagnostycznych palenie tytoniu aktualne badZ stwierdzane w przeszlosci stanowi
konieczny warunek rozpoznania tej choroby (103, 113, 115, 133). Kryteria diagnostyczne
zaproponowane przez Shionoye obejmuja: 1) palenie tytoniu w wywiadzie, 2) poczatek choroby
przed 50 rokiem zycia, 3) zamknigcia tetnic ponizej tetnicy podkolanowej, 4) zajecie naczyn konczyny
gornej lub wedrujace zapalenie zyl oraz 5) nieobecno$é¢ typowych czynnikéw ryzyka miazdzycy z
wyjatkiem palenia tytoniu (133). Pewne rozpoznanie choroby mozna ustali¢ po stwierdzeniu
wszystkich pieciu kryteriow. Mills i Porter zaproponowali inny system, obejmujacy duze i male
kryteria choroby, do$¢ rygorystyczne, pozwalajace jednak na pewne rozpoznanie choroby z bardzo
duza doktadnoscia (134). Z kolei Papa i wsp. opracowali skale punktowa, uwzgledniajaca cechy
kliniczne, angiograficzne, histopatologiczne oraz kryteria wykluczajace (135). W oparciu o obserwacje
112 chorych Olin przedstawil w 1990 roku nastepujace kryteria: wiek ponizej 45 roku zycia, palenie
tytoniu, obecno$¢ niedokrwienia dystalnych czesci kodczyny (manifestujacego si¢ chromaniem,
bélem spoczynkowym, owrzodzeniami lub martwica) udokumentowanego nieinwazyjnymi badaniami
naczyniowymi, wykluczenie choréb autoimmunologicznych, stanéw nadkrzepliwosci i cukrzycy w
badaniach laboratoryjnych, wykluczenie proksymalnego Zrédla  zatorowosci w  badaniu
echokardiograficznym 1 angiograficznym oraz odpowiednie cechy angiograficzne w zajetych i nie
zajetych konczynach (102). Opisano szereg charakterystycznych dla choroby Buergera zmian
naczyniowych w badaniu arteriograficznym (ryc. 3) (136, 137). Naleza do nich: brak blaszek
miazdzycowych 1 zwapnien, gladki obrys duzych naczyn, czeste okluzje tetnic przedramienia z
fragmentarycznie droznymi, kretymi odcinkami, okluzje tetnic palcéw oraz tetnic podudzia (o
prawidlowym wygladzie) z dobrze rozwinietymi, korkociagowatymi naczyniami krazenia obocznego,
wystepujacymi w stadium przewleklym choroby. Obraz ten, mimo znacznej swoistoéci, nie jest
jednak patognomoniczny dla choroby Buergera i moze wystgpowaé w przewleklym niedokrwieniu
koniczyn w przebiegu miazdzycy, cukrzycy i nawracajacych dystalnych embolizacji (132). Badanie
histologiczne rzadko jest potrzebne do rozpoznania choroby, chyba, ze niespetnione sa podstawowe

kryteria np. objawy pojawiaja si¢ po 45 roku zycia lub proces zajmuje duze naczynia (114).
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Ryc. 3. Obraz angiograficzny w chorobie Buergera (zbiory wlasne).

A. Niedroznos¢ tetnicy tokciowej oraz okluzje tetnic wlasciwych

palcow reki po stronie promieniowe;.

B. Zamknigcia naczyn podudzia oraz
korkociggowate naczynia krazenia obocznego.

1.2.3  Postgpowanie

Jedynym  skutecznym, udowodnionym sposobem leczenia zakrzepowo-zarostowego
zapalenia naczyn jest zaprzestanie palenia tytoniu (114, 138, 139). Zalecenie to dotyczy zaprzestania
konsumpcji tytoniu pod kazda postacia, albowiem choroba moze rozwinaé si¢ réwniez u o0séb
zujacych lub wdychajacych tyton (132, 140, 141). Zaprzestanie uzywania tytoniu powoduje u

wigkszosci pacjentéw wygojenie owrzodzen i ustapienie dolegliwo$ci bélowych. Ocenia sig, ze az 94
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% chorych dzicki zaprzestaniu palenia tytoniu unika amputacji, podczas gdy kontynuacja palenia
przez pacjentéw zagrozonych utrata konczyny doprowadza do jednej lub wielu amputacji u 47% z
nich (142).

Bole spoczynkowe 1 owrzodzenia sa wskazaniem do hospitalizacji pacjentéw z TAO. Stosuje
sie wowczas narkotyczne leki przeciwbdlowe, a przypadkach ran zakazonych chirurgiczne ich
opracowanie oraz antybiotykoterapig.

Leczenie chirurgiczne w chorobie Buergera nie nalezy do rutynowego postgpowania i
rozwaza si¢ je tylko w przypadku krytycznego niedokrwienia. Jedynie 10 % pacjentéw posiada
bowiem odpowiednie warunki anatomiczne umozliwiajace pomostowanie, a segmentalne
niedroznosci tetnic i slaba jako$¢ zmienionych chorobowo zyl pogarszaja wyniki odlegte (132). W
najwickszej, 18- letniej obserwacji, 61 chorych na TAO poddanych zabiegowi podpachwinowego
pomostowania tetnic, badacze japoniscy wykazali siegajacy 49% odsetek pigcioletniej droznosci
operowanych naczyni (143). Inng metoda leczenia chirurgicznego niedokrwienia koficzyn opracowana
w Indiach i stosowana z duza skutecznosciqa u pacjentéw z choroba Buergera jest przeszczep
sieciowy, prawie nie stosowany poza tym krajem (144). Okolo 20 % chorych na TAO w réznym
okresie choroby poddawanych jest zabiegowi sympatektomii (103). Jednak jej rola w tagodzeniu

dolegliwosci bélowych 1 zapobieganiu amputacji pozostaje niejasna (114, 145).

W fazie ostrej choroby w celu hamowania progresji zakrzepicy tetniczej stosowana bywa
heparyna oraz leczenie przeciwplytkowe za pomoca aspiryny. Brak jest jednak dowodow na
skutecznos¢ tego postgpowania. Doniesienia na temat leczenia fibrynolitycznego w chorobie
Buergera sa niezwykle skape (146, 147). W artykule Husseina i El Dortiego opisano dotetniczy wlew
streptokinazy u 11 pacjentéw z krytycznym niedokrwieniem konfczyn w przebiegu TAO, okreslajac
odsetek powodzenia leczenia wyrazany unikni¢ciem amputacji badZ zmiang jej poziomu na 58%
(146). Wigcej jest danych dotyczacych leczenia z zastosowaniem analogéw prostaglandyn o dziataniu
wazodylatacyjnym i przeciwplytkowym — PGE; (alprostadil, Prostavasin) i PGIlz (prostacyklina,
Iloprost) (148-151). Leki te dos¢ dawno stosowane w leczeniu pacjentéw z niedokrwieniem koficzyn
w przebiegu miazdzycy (90, 91, 93, 94), byly przedmiotem badan w chorobie Buergera
opublikowanych w 1990 1 1998 roku. Fiessinger i Schafer (150) przeprowadzili randomizowane
badanie z podwdjnie §lepa proba, w ktérym pacjenci losowo otrzymywali dozylna postaé iloprostu z
doustnym placebo lub aspiryng¢ z dozylna forma placebo w postaci szesciogodzinnego wlewu przez
28 dni. U 88 % pacjentéw otrzymujacych iloprost zaobserwowano poprawe w stosunku do 21 %
wsréd oséb otrzymujacych aspiryne. W badaniu opublikowanym przez europejska grupe badawcza
TAO (European TAO Study Group) z udzialem 319 chorych, w ktérym stwierdzono istotna
statystycznie przewage matych dawek iloprostu nad placebo w zmniejszeniu dolegliwosci bélowych,

nie wykazano u oséb otrzymujacych iloprost szybszego gojenia si¢ owrzodzenr (151). Iloprost nie
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zostal dopuszczony do leczenia niedokrwienia koniczyn w Stanach Zjednoczonych, chociaz nadal

bywa stosowany w Europie.

W ostatnim dziesigcioleciu wprowadzono do leczenia krytycznego niedokrwienia kofczyn, w
tym w chorobie Buergera, nowe metody leczenia. Stymulator rdzeniowy, stosowano poczatkowo u
chorych na PAOD (152), a nastepnie coraz czg¢éciej wykorzystywano w chorobie Buergera, gdy
wyczerpano tradycyjne metody leczenia (153-155). Inna metoda stosowang w ostatnich latach u
pacjentéow z krytycznym niedokrwieniem, u ktérych wykorzystano dostepne opcje leczenia jest
stymulacja neoangiogenezy za pomocs czynnikéw wzrostowych. W 1998 roku Isner opublikowal
wyniki leczenia 6 chorych na TAO domigéniowym podaniem genu naczyniowego czynnika wzrostu
srédbtonka (VEGEF) (156). U 3 pacjentéw uzyskano poprawe, jednakze u dwéch mimo
zastosowanego leczenia konieczna byla amputacja. Te pionierskie metody, podobnie jak ostatnio
stosowane w krytycznym niedokrwieniu koniczyn przeszczepy macierzystych komorek szpiku (157)
oraz komoérek progenitorowych (CD34+) otrzymywanych z krwi obwodowej (158), sa obiecujace. U
chorych na TAO i brakiem innych opcji terapeutycznych, moga sta¢ sie waznym sposobem

postepowania.
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1.3 POWSTAWANIE SKRZEPU

W warunkach fizjologicznych krzepnigcie krwi umozliwia zahamowanie krwawienia z
uszkodzonego naczynia. W chorobowo zmienionych naczyniach aktywacja krzepniecia sprzyja
zakrzepom 1 zatorom zaréwno w ukladzie tetniczym, jak i zylnym, wiodac do zawalu serca, udaru
mozgu, krytycznego niedokrwienia koniczyn, a takze zakrzepicy zyl glebokich lub zatoru plucnego.
Powstawanie skrzepu fibrynowego wzmacnia czop plytkowy utworzony w odpowiedzi na

uszkodzenie naczynia, czyli hemostaze pierwotna (159).

Proces tworzenia skrzepu fibrynowego przebiega wieloetapowo i oparty jest na kaskadzie
reakcji enzymatycznych, prowadzacych ostatecznie do katalitycznego rozszczepienia fibrynogenu do
fibryny przy udziale trombiny. Konwersja fibrynogenu do fibryny oraz wytwarzanie wiazan
krzyzowych miedzy jej monomerami przez aktywny czynnik XIII stanowiq koncowy etap
krzepnigcia, w ktorym dochodzi do powstania skrzepu stosunkowo odpornego na uszkodzenia

mechaniczne i enzymatyczna degradacje (160, 161).

1.3.1 Fibrynogen i jego konwersja do fibryny

Fibrynogen (Fg) jest rozpuszczalng glikoproteina o masie czasteczkowej 340 kD, skiadajaca
si¢ z trzech par lancuchéw polipeptydowych Awa, BB i y polaczonych mostkami dwusiarczkowymi.
Jego stezenie w osoczu wynosi przecigtnie 2-3 g/l. Fibrynogen powstaje gléwnie w komoérkach

watroby, a takze w megakariocytach, komérkach nablonka, fibroblastach.

Poziom Fg podlega duzym wahaniom biologicznym. Jego synteza w watrobie jest
regulowana przez IL-6 (162). Podczas reakcji ostrej fazy dochodzi do wzrostu jego poziomu.
Zrédlem 11-6 sa makrofagi aktywowane podczas infekcji lub reakcji zapalnej obecnej w s$cianie
naczynia krwionosnego. Regulacja produkcji i stezenia Fg zalezy takze od obecnoéci innych cytokin
zapalnych oraz stanu metabolicznego organizmu. Substancje takie jak IL-1, IL-6, TNF «, wolne
kwasy tluszczowe (FFA) oraz wszystkie sytuacje prowadzace do wzrostu stgzenia powyzszych
czynnikéw powoduja rowniez wzrost stezenia Fg (163). Podwyzszone stezenie Fg spotyka si¢ w
zaawansowanym wieku, u plci zenskiej, palaczy tytoniu, w nadci$nieniu tetniczym, cukrzycy i
hypercholesterolemii (164). Stezenie Fg zmniejszaja: aktywnos¢ fizyczna, redukcja masy ciata 1
zaprzestanie palenia. Wydaje sig, ze wahania poziomu fibrynogenu zwiazane z reakcjq ostrej fazy

wtorng do réznego rodzaju zakazen i palenia tytoniu moga mie¢ znaczenie w rozwoju miazdzycy.

W czasteczce Fg wyréznia si¢ 3 domeny czynno$ciowe - dwie zewnetrzne domeny D i

centralna domeng E, ktére sa polaczone tadcuchami polipeptydowymi (165). Czasteczka ta posiada
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konstytutywne miejsca wiazania, ktore sa odslaniane w wyniku proteolizy Fg przez trombineg, a takze
w wyniku samego procesu polimeryzacji (np. miejsce wiagzania tPA).

al
L]

S
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Ryec. 4. Funkcjonalna budowa czasteczki fibrynogenu. E- centralna domena (E) zawierajaca fibrynopeptyd A
(A) i fibrynopeptyd B (B); D- dystalne domeny D; t.C- C-konicowy fragment tadcucha @f; y’ — faficuch gamma
zawierajacy miejsca wiazania dla trombiny i czynnika XIII.

Podstawows funkcja Fg uwarunkowana budows jego czasteczki jest udzial (wraz z plytkami
krwi) w powstawaniu czopa hemostatycznego. Poza tym wplywa on takze na lepkos§é krwi. Poprzez
interakcje z receptorami leukocytéw i plytek zmienia zdolno$¢ tych komérek do adhezji, agregacii i
chemotaksji. Fg odgrywa takze wazng role¢ w procesie gojenia si¢ ran oraz rozwoju i przebudowy
tkanek (166). Fg i zlogi fibryny oraz produkty jej degradacji moga bra¢ udzial w regulacii

angiogenezy, jak réwniez wchodzi¢ w sktad bialek nieprawidlowej macierzy zewnatrzkomorkowe;.

Fibrynogen jest podstawowym substratem dla trombiny, silnej proteazy serynowej o
wielorakich funkcjach. Formowanie si¢ skrzepu jest procesem wieloetapowym, rozpoczynajacym sie
od odszczepienia 16 — aminokwasowego fibrynopeptydu A (FPA) z tancuchéw Aa czasteczki Fg w
reakcji katalizowanej przez trombing. Uwalnianie fibrynopeptydéw A z réwnoczesna ekspozycja
dwéch miejsc E(A) na domenach E prowadzi do powstania fibryny 1. Podobnie odszczepienie
analogicznych fibrynopeptydéow B (FPB) od tafncuchéw BJ prowadzi do odslonigcia miejsc E(B),
ktére oddzialywuja z receptorami plytek, fibroblastow i komoérek $rédblonka. Uwolnienie
fibrynopeptydow odstania komplementarne wzgledem siebie miejsca w obrebie domen D i1 E
czasteczek fibrynogenu oraz prowadzi do spontanicznej polimeryzacji monomerow fibryny, poprzez
potaczenie ,,koniec do boku” domen D i E. Nakladajace si¢ w ten sposéb na siebie wiékna nosza
nazwe protofibryli. Po odszczepieniu FPB, ktéry to proces ma miejsce po upakowaniu widkien w
postaci protofibryli, powstaje fibryna II. Uwolnienie FPB umozliwia boczna agregacje protofibryli,
ktorej stopienn wplywa na rozciagliwosé skrzepu (167). Dalsza agregacja boczna prowadzi do
powstania peczkow widkien o wigkszej grubosci, co ze skreceniem wildkien tworzacych ostatecznie
rozgaltezione struktury sieciowe sklada si¢ na tréjwymiarowy obraz sieci, stanowiacej zrab skrzepu.
Wilékna sieci fibrynowej stabilizowane sa dodatkowo przez wiazania krzyzowe (y-glutamylo-e-
lizynowe) mig¢dzy taficuchami y i « fibryny, ktére warunkuja opornos¢ skrzepu na dziatanie plazminy.

Powstaja one dzi¢ki aktywnosci czynnika XIlla, transglutaminazy aktywowanej przez trombine.
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Czynnik XIIT (FXIII) wyst¢puje w osoczu w formie zymogenu w stezeniu ok. 70-90 nmol/1 i
skfada si¢ z 2 podjednostek A i 2 podjednostek B polaczonych nickowalencyjnie w tetramer o masie
czasteczkowej ok. 320 kD (168, 169). Okoto 50% aktywnosci FXIII, polegajacej na stabilizacji
fibryny, wykazuje dimeryczna forma czynnika zawarta w plykach krwi i skladajaca si¢ wylacznie z
podjednostek A (170). Podjednostka A zawiera centrum aktywne enzymu i jest syntetyzowana w
hepatocytach, monocytach i megakariocytach, podczas gdy podjednostka B stuzy jako nosnik
podjednostki A i powstaje gtéwnie w watrobie (171, 172). Dzigki badaniom krystalograficznym, ktore
pozwolily na dokladniejsze poznanie budowy czasteczki czynnika XIII, mozliwe bylo bardziej
precyzyjne okreslenie jej funkeji (ryc. 5). Podjednostka A zawiera peptyd aktywacyjny skladajacy si¢ z
37 aminokwasow. Peptyd aktywacyjny jednej podjednostki A zamyka dostep do centrum aktywnego

enzymu zawierajacego cysteing, drugiej podjednostki (173, 174).

Cys3ld

Ryc. 5. Krystalograficzna rekonstrukcja przestrzennej budowy podjednostki A czasteczki czynnika XIII.
(Weiss MS et al. FEBS Letters1998!74 Ariéns RA et al. Blood 2002'%) Kolorem pomaraficzowym oznaczony
jest katalityczny rdzen zawierajacy w aktywnym miejscu cysteing (Cys 314 — kolor niebieski). Kolorem
blgkitnym oznaczony jest peptyd aktywacyjny. Kolorem zéttym i zielonym oznaczono pozostale domeny
podjednostki A. Zaznaczona na rysunku kolorem czerwonym walina (Val34), jest miejscem jednego z
najczestszych polimorfizméw podjednostki A w ogdlnej populacji (polimorfizm Val34Leu FXIII).

Aktywacja FXIII polega na usunigciu peptydu aktywacyjnego przez trombing, a nastepnie dysocjacji
podjednostki A w obecnosci jonéw wapnia. Waznym kofaktorem aktywacji FXIII sa polimery
fibryny (175, 176). Kompleks utworzony z trombiny, polimeréw fibryny i osoczowego czynika XIII
przyspiesza odszczepienie podjednostki A, co ma istotne znaczenie dla kontroli hemostazy. W czasie
aktywaciji FXIII podjednostka B dysocjuje od podjednostki A, co umozliwia ekspozycje aktywnych
miejsc tej ostatniej i interakcje z fibryna. Tworzenie wigzan krzyzowych przez aktywny FXIII w

obrebie sieci fibrynowej przebiega dwuetapowo. Wytworzone wigzania miedzy glutaming a lizyna
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stabilizuja sie¢ fibrynowa, czyniac ja stosunkowo odporng na uszkodzenia mechaniczne i chronig

nowo tworzong fibryne przed enzymatycznym rozkladem (177, 178).

W ostatnich 10 latach badano zwigzek pomiedzy polimorfizmami czynnika XIII a ryzykiem
choréb  sercowo-naczyniowych. Sposréd najczesciej spotykanych polimorfizméw  najwicksze
znaczenie dla wlasciwosci sieci fibrynowej wydaje si¢ mie¢ polimorfizm Val34Leu, w ktorym
tranzycja guaniny w tyming w pozycji 34 kodonu podjednostki A FXIII powoduje zastapienie waliny
leucyna w peptydzie aktywacyjnym. Zamiana ta zachodzi w miejscu oddalonym o 3 reszty
aminokasowe od miejsca dziatania trombiny na FXIII (tj. pomiedzy arginina w pozycji 37 a glicyna w
pozyciji 38) i powoduje zmiang aktywnosci FXIIL. Aktywacja wariantu 34Leu FXIII zachodzi bardziej
gwaltownie niz Val34 FXIII (179, 180). Roéwniez wigzania poprzeczne mig¢dzy taficuchami y i a
fibryny pojawiaja si¢ wezesniej w obecnosci wariantu 34Leu FXIII. W ostatnich latach stwierdzono,
ze z wystgpowaniem allelu 34Leu FXIII wigze si¢ zmniejszone ryzyko zawalu serca (181, 182),

niedokrwiennego udaru mézgu (183), jak rowniez zakrzepicy zyl glebokich (184).

Poznanie struktury czasteczki Fg oraz jego zdolnosci do tworzenia polimeréw fibryny pod
wplywem trombiny mozliwe bylo dzigki wielorakim metodom chemicznym i fizykochemicznym.
Protofibryle maja posta¢ helikalng, ktéra jest najprawdopodobniej konsekwencja symetrii czasteczki
fibrynogenu. Roéwniez widkna fibryny wykazujga pewien stopieni skrecenia i zdolnos$¢ do
ograniczonego przyrostu swych wymiaréw. Osiagaja one Srednice nie przekraczajaca 10 nm. Wynika
to najpewniej z ograniczonej rozciagliwosci protofibryli budujacych strukture wiékna fibrynowego w

warstwach powierzchniowych widkna (185).

1.3.2  Sieé fibrynowa

Charakterystyka powstajacej sieci fibrynowej ma znaczenie dla aktywaciji lizy skrzepu, a przez
to dla efektywnosci procesu krzepniecia i w konsekwencji powiktan w przebiegu miazdzycy.
Najwazniejsze czynniki charakteryzujace zel fibrynowy to: stosunek dtugosci wlékien do ich grubosci
(mass-length ratio), przepuszczalno$¢ i ,upakowanie” sieci fibryny (186, 187). Strukture sieci
fibrynowej poznano stosujac techniki mikroskopii $wietlnej, elektronowej, konfokalnej 3D (ryc. 06).
Mikroskopia elektronowa pozwolita na wstgpna identyfikacje rozmiaréw widkien, jednakze bez
mozliwosci doktadnego pomiaru ich $rednicy. Do tego celu wprowadzono metody badajace
wlasciwosci zeléw fibrynowych. Podstawows wlasciwoscia Zelu jest jego przepuszczalno§é. Okresla
si¢ ja, przepuszczajac okreslony roztwér buforu przez badany zel fibrynowy, a jej wielko§é wyraza sig
tzw. wspolczynnikiem przepuszczalnosci, ktorego miarg jest stata Darcy’ego (Ks). Na podstawie tego
parametru mozna nastgpnie wyznaczy¢ wspoltczynnik masa-diugo$é widkna i podaé jego przyblizona

$rednice (188).
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Ryc. 6. Obraz sieci fibrynowej w mikroskopie elektronowym.

Stwierdzono, ze struktura zelu fibrynowego zmienia si¢ w zaleznosci od warunkéw
panujacych podczas aktywacji fibrynogenu pod wplywem trombiny. Wiokna sieci fibrynowej moga
mie¢ rézng grubos$¢ i Srednicg, co bezposrednio przeklada si¢ na stopien upakowania sieci i jej
przepuszczalno$¢. Sie¢ zbudowana z widkien cienkich, o malej $rednicy charakteryzuje si¢ mala
porowatoscia i wysokim stopniem upakowania struktury, co przejawia si¢ malq przepuszczalnoscia. Z
kolei zele zbudowane z widkien grubych tworza pory o duzej srednicy 1 wykazuja znacznie mniejsze
upakowanie sieci, co wplywa na zwigckszenie przepuszczalnosci.

Pierwsze badania nad struktura sieci fibrynowej prowadzono przy uzyciu roztworéw
oczyszczonego Fg, w warunkach statycznych, w ktérych struktura sieci determinowana jest gtownie
przez stezenie Fg i trombiny. Te dwa elementy niezbedne do powstania sieci fibrynowej warunkuja
tzw. potencjal krzepliwos$ci sSrodowiska, w ktorym zachodza przemiany Fg (189). Zaobserwowano, iz
w zelach powstajacych w $rodowisku o wzrastajacych stezeniach Fg lub trombiny dochodzi do
znacznej redukeji przestrzeni miedzy widknami, co wiaze si¢ ze zmniejszeniem liczby pordw i
skréceniem  wldkien sieci fibrynowej. Podobny spadek porowatosci skrzepu ma miejsce w
srodowisku o duzej sile jonowej (190). Wartosci Ks okreslajace stopien upakowania struktury sieci, a
zatem i liczbe pordéw, w zelach, ktére powstaly w §rodowisku o wysokim stezeniu Fg lub trombiny
byly mate, podobnie jak w zelach powstalych w §rodowisku o duzym stezeniu jonéw sodu. Dane te
dotycza jednak badan z oczyszczonymi biatkami, ktére w niewielkim stopniu odpowiadaja warunkom

fizjologicznym panujacym w naczyniu.

Przy stalych stezeniach Fg i trombiny na strukture sieci fibrynowej wplywaja rézne czynniki
zawarte w osoczu m.in. stezenie albuminy i fibronektyny. Dlatego zasadnym jest badanie zeli
fibrynowych powstalych z osocza, pozwala to bowiem na oceng ewentualnych interakcji
zachodzacych miedzy skladnikami osocza podczas formowania si¢ sieci fibrynowej. Jak zaznaczono
powyzej, na strukture zelu fibrynowego ma wplyw stezenie Fg (185). Zwigkszone stezenie Fg w
osoczu powoduje przyspieszone odszczepianie fibrynopeptydu A (191), co powoduje tworzenie

gestej 1 zbitej sieci fibrynowej (192). Sie¢ utworzona w warunkach duzego stezenia Fg sklada si¢ z
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grubych wlékien (185), o zmniejszonej wrazliwosci na fibrynolize. Fg oddzialywuje ponadto na
receptor dla plazminogenu, co dodatkowo zmniejsza podatno$¢ na lizg. Zmieniona aktywnosé¢ Fg

takze moze wplywac na strukture i wlasciwosci sieci fibrynowej (193).

Cienkie wldkna, tworzace struktury o wysokim stopniu upakowania powstaja w obecnosci
trombospondyny, albuminy lub immunoglobulin dodanych do roztworu Fg. Natomiast w obecnosci
czynnika plytkowego PF4, B-trombomoduliny powstata sie¢ fibrynowa charakteryzuje si¢ obecnoscia

widkien grubych z tendencja do tworzenia poréw o duzej $rednicy.

Do innych czynnikéw modyfikujacych strukture skrzepu zalicza si¢ aktywno$é FXIII i jego
polimorfizm Val34Leu (179, 180). Aktywny FXIII 34Leu wplywa na strukture i wlasciwosci skrzepu
w sposéb zalezny od poziomu Fg (194). W obecnosci FXII134Leu skrzep fibrynowy powstaje
szybciej 1 cechuje si¢ cienkimi wléknami, malymi porami i zmniejszona przepuszczalnoscia w
stosunku do wariantu Val34. Dzieje si¢ tak, poniewaz wczesne tworzenie wiazan krzyzowych fibryny
przez FXIII 34Leu w czasie uwalniania fibrynopeptydu A hamuje agregacje boczna fibryli, natomiast
opodznione tworzenie wiazan krzyzowych przez FXII134Val umozliwia wigksza agregacje boczna
zanim ostatecznie si¢ one wytworza (179). Lim 1 wsp. wykazali, ze przy duzych stezeniach
fibrynogenu u nosicieli allelu Leu34 tworzg si¢ skrzepy o zwigkszonej przepuszczalnosci i luzniejszej

strukturze w stosunku do 0s6b z genotypem Val34Val (194).

Na wlasciwosci skrzepu ma réwniez wplyw szereg bialek przylaczanych wiazaniem
krzyzowym przez aktywny FXIII do tadcucha o czasteczki fibryny. Jedna z nich jest fibronektyna
(Fn), glikoproteina petnigca istotna rolg we wzroscie 1 réznicowaniu komérek (195). W organizmie
stwierdza si¢ dwie formy fibronektyny - osoczows (pFn), produkowana przez watrobe i nalezaca do
biatek ostrej fazy oraz plodowa, zwang réwniez tkankowa (cFn), syntetyzowang przez fibroblasty i
inne komérki, wydzielang do macierzy zewnatrzkomérkowej. Zwickszona ekspresje cFn stwierdza si¢
w zmienionych chorobowo tetnicach lub uszkodzonych np. balonem (196, 197), co wskazuje, ze jest
ona markerem uszkodzenia naczyd. Aktywny FXIII przylacza do fibryny Fn, ktéra zmienia
wlasciwosci mechaniczne skrzepu zwigkszajac grubos§é widkien i przepuszczalnosé skrzepu. Ponadto
Fn ulatwia migracje 1 adhezje komérek do widkien skrzepu, przez co przyspiesza proces gojenia ran
(198, 199). Z kolei kolagen przylaczany do fibryny stabilizuje macierz zewnatrzkomoérkows tworzaca,

si¢ w miejscu uszkodzenia tkanki.
Wysokie stezenia cholesterolu oraz frakeji lipoprotein o bardzo matej gestosci (VLDL) (200)

takze moga wplywac na strukture sieci, czyniac ja bardziej zbita.

Ze zdolno$cia do penetracji struktury sieci fibrynowej wiaze si¢ kolejna, poza
przepuszczalnoscia, cecha skrzepu fibrynowego uwarunkowana m.in. jego budowg - podatnosé¢ na

lize. Najwazniejszym enzymem fibrynolitycznym jest plazmina. Najwazniejszym aktywatorem jej
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zymogenu jest tkankowy aktywator plazminogenu (fissue plasminogen activator - tPA), natomiast
inhibitorem aktywacji inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1) oraz inne inhibitory
plazminy i plazminogenezy takie jak oz antyplazmina czy TAFL (#hrombin activatable fibrinolysis inbibitor).
Aktywacja plazminogenu jest zalezna od trombiny i ulega przyspieszeniu w obecnosci usieciowanej
fibryny (161). W sieciach utworzonych z cienkich i zbitych widkien dziatanie fibrynolityczne ulega
ostabieniu. Moze to wynika¢ przynajmniej cze¢Sciowo z ograniczonej penetracji bialek ukladu
fibrynolitycznego i redukcji miejsc wigzania dla plazminogenu (200). Collet i wsp. wykazali, zZe
szczegOlnie zbite zele fibrynowe o malej przepuszczalnodci i stabej podatnosci na fibrynolize
powstaja w osoczu pacjentéw z zespolem nerczycowym. Stwierdza si¢ u nich wysoki poziom
osoczowego Fg i male stezenie albuminy, co wplywa na wspoétczynnik przepuszezalnosei i stosunek
masa-dlugos¢ widkna. Struktura gestej sieci zwiazana byla z obnizong predkoscia fibrynolizy po
dodaniu t-PA do roztworu. Zwiazek ze zmniejszong lizq wykazywal tu réwniez podwyzszony
poziom triglicerydow (201). Wrazliwos§¢ skrzepu na liz¢ moze by¢ zmniejszona takze przez biatka
bedace inhibitorami fibrynolizy (a2- antyplazmina, PAI-1 i PAI-2) przylaczane do widkien
fibrynowych (202, 203).

Coraz wigcej danych eksperymentalnych i klinicznych wskazuje, ze nieprawidlowa struktura
skrzepu fibrynowego moze odgrywaé rolg w wielu jednostkach chorobowych (204). Zmieniong
strukture sieci fibrynowej stwierdza si¢ np. u pacjentéw z cukrzyca (205, 206). Ponadto struktura
skrzepu fibrynowego wykazuje szczegélnie istotne réznice migdzy ludZzmi zdrowymi i obcigzonymi
chorobami ukladu sercowo-naczyniowego. Zmniejszona przepuszczalno$é skrzepu fibrynowego
wynikajaca z obecnosci gesto upakowanej sieci, charakteryzuje osoby, u ktérych doszto do rozwoju
choroby wieficowej w stosunkowo mlodym wieku (200), zwlaszcza te z zaawansowana miazdzyca
tetnic wienicowych (186), jak réwniez bliskich krewnych tych oséb (207). Dotychczas nie
opublikowano danych dotyczacych wlasciwosci skrzepu fibrynowego u pacjentéw z inna lokalizacja

miazdzycy, w tym z PAOD i chorobami zapalnymi naczyd, w tym z choroba Buergera.
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2. ZAXY.OZENIA I CELE BADANIA

Dostepne dane sugeruja, ze geste upakowanie stosunkowo cienkich widkien fibrynowych
wraz ze zmniejszong podatnoscig na fibrynolize, charakteryzuje chorych na zaawansowang miazdzyce
tetnic wieficowych. Nie wiadomo, czy wlasciwosci skrzepu fibrynowego ulegaja zmianie u 0oséb z
miazdzyca obejmujaca pozasercowe lozyska naczyniowe, w tym z miazdzyca zarostowsa tetnic
koniczyn dolnych. Ponadto nieznane sa réwniez wiasciwosci skrzepu w innych patologiach

naczyniowych, takich jak np. choroba Buergera.

Poniewaz zmieniona struktura sieci fibrynowej wplywa na szybko$¢ lizy skrzepu, jego
wlasciwosci mogg mie¢ duze znaczenie w zréznicowanym przebiegu choréb naczyniowych oraz
skutecznosci leczenia fibrynolitycznego. Okreslenie czynnikéw warunkujacych strukture skrzepu
fibrynowego nie tylko w miazdzycy, ale takze w innych chorobach naczyn, moze poméc wypracowac

zindywidualizowane podejScie do terapii tych schorzen.
Cele badania, to:

1. Ocena przepuszczalnosci skrzepu fibrynowego 1 jego podatnosci na lize u chorych na miazdzyce
zarostows, tetnic koniczyn dolnych o réznym stopniu zaawansowania oraz pacjentéw z choroba

Buergera.

2. Okredlenie czynnikéw determinujacych wiasciwosci  skrzepu fibrynowego w miazdzycy

zarostowej tetnic 1 chorobie Buergera.
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3. BADANI

W badaniu wzigto udzial 16 kolejnych pacjentéw z choroba Buergera, w stadium remisji, w
wieku 38-56 lat oraz 55 chorych na miazdzyce zarostowy tetnic konczyn dolnych w wieku 44-70 lat w
stadium II wg Fontaine’a. Wszyscy oni leczyli si¢ w Poradni Choréb Serca i Naczyn II Katedry

Choréb Wewnetrznych Collegium Medicum U]J.

Przyjeto nastepujace kryteria wlaczenia do badania:
® Rozpoznanie miazdzycy zarostowej tetnic konczyn dolnych na podstawie:
- wywiadu (chromanie przestankowe - II stopiefi zaawansowania miazdzycy zarostowe;
wedlug klasyfikacji Fontaine’a)
- badania fizykalnego
- badan nieinwazyjnych: wskaznik kostka-rami¢ ponizej 0,8 (dla koficzyny o nizszej wartosci
wskaznika) w
spoczynku lub w prébie marszowej na biezni ruchomej o nachyleniu 10° i statej predkosci 3,2 km/h
(58)
- badania angiograficznego (szczegdly w rozdziale Metody)
® Rozpoznanie choroby Buergera w oparciu o kryteria opracowane przez Shionoy’e 1 Olina (102,

133) przy zgodnych danych klinicznych i angiograficznych.

Kryteriami wykluczajacymi byly:
® wick > 70 lat

® objawy $wiezej infekcji

® choroba nowotworowa w wywiadzie

® niedawno przebyty epizod sercowo-naczyniowy (zawal serca, dtawica niestabilna, udar mézgu) lub
zabieg operacyjny w okresie krétszym niz 3 miesiace

® choroba wspodlistniejaca jak -

o niewydolno$¢ nerek (stezenie kreatyniny > 177 umol/I)

© uszkodzenie watroby (ALAT > 1,5 x gbrnej granicy normy)

® choroby autoimmunologiczne w wywiadzie

® watpliwosci, co do sprostania przez pacjenta wymogom badania
Grupe kontrolng dla chorych z PAOD stanowito 30 os6b bez objawéw miazdzycy, dobranych pod

wzgledem wieku, bez objawow $wiezej infekcji, choroby nowotworowej z ujemnym wywiadem w

kierunku choroby niedokrwiennej serca, chromania przestankowego oraz udaru moézgu. Grupe
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kontrolng dla choroby Buergera stanowito 17 oséb zdrowych, palacych papierosy, dobranych pod
wzgledem plci i wieku.

Oceniajac wystgpowanie czynnikéw ryzyka miazdzycy u badanych przyjeto nizej wymienione
definicje:

Cukrzyce zdefiniowano w oparciu o kryteria rozpoznawcze Komitetu Ekspertéw ds Rozpoznawania
i Klasyfikacji Cukrzycy z 1997 roku zatwierdzone przez Swiatows Organizacje Zdrowia (WHO) w
1999 roku (208, 209).

Nadcisnienie zdefiniowano w oparciu o wytyczne siédmego raportu Joint National Committee on
Prevention, Detection, Evaluation and Teatment of High Blood Pressure JNC7) z 2003 roku (210).

Obcigzajacy wywiad rodzinny definiowano jako nagly zgon lub przebyty zawal serca u krewnego
pierwszego stopnia (<65 roku zycia dla kobiet 1 <55 roku zycia dla mezczyzn).

Chorobe niedokrwienng serca definiowano jako przebycie zawalu serca lub niestabilng dlawicg
piersiowa udokumentowana w karcie informacyjnej leczenia szpitalnego.

Uwzgledniono przewlekle przyjmowane leki, a w ostatecznej analizie wzi¢to pod uwage 2 najczesciej
stosowane tj. kwas acetylosalicylowy i statyny.
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4. METODY

W dniu kwalifikacji u wszystkich badanych przeprowadzono badanie lekarskie i oznaczono
podstawowe parametry w krwi obwodowej: morfologie krwi, aminotransferazy, kreatynine, glukoze,

elektrolity, petny lipidogram.

4.1. U chorych na miazdzyce zarostowsa i chorobe Buergera wykonano nastgpujace badania

oceniajgce zaawansowanie zmian naczyniowych:

® oznaczenie wskaznika kostka/ramie przy uzyciu manometru oraz przeno$nego aparatu

dopplerowskiego z gtowica 8§ MHz (Dopplex 11 MD2, Huntleigh Healthcare Ltd, USA)

® test marszowy na biezni ruchomej (Marquet Electr., USA) przy stalej predkosci przesuwu 3,2

km/h i nachyleniu 10° (58, 59)

® pomiar grubosci warstwy wewnetrznej i sSrodkowej tetnic szyjnych metoda ultrasonograficzng na
aparacie Acuson Sequoia 512 (USA) z uzyciem glowicy linearnej 6 MHz u pacjentéw w pozycji
lezacej. Okreslono grubos¢ blony wewnetrznej 1 $rodkowej tetnic (kompleks intima-media).
Pogrubienie tego kompleksu powyzej 1 mm lub 100% przyrost jego grubosci w stosunku do
prawidtowych przylegajacych segmentéw $ciany naczynia definiowano jako obecno$é blaszki
miazdzycowej (211). Oceniono dystalny odcinek tetnicy szyjnej wspolnej (1 cm od opuszki), opuszke

1 proksymalny odcinek tetnicy szyjnej wewnetrznej (1 cm od opuszki) obu stron.

® ocena angiograficznego zaawansowania zmian naczyniowych w kofczynach dolnych za pomoca
zaadaptowanej do potrzeb tego badania, metody oznaczania wskaznika ,,odbioru
naczyniowego” (o, run-off score” - ROS)(212). Wartos¢ ROS podano w punktach wg nastgpujacego
schematu: Naczyniom o najwazniejszym znaczeniu dla ukrwienia kofczyny, stanowiacym gtéwne
pnie - tetnicom biodrowym wspolnym, udowym wspoélnym i podkolanowym -przyznano 3 punkty,
tetnicy udowej powierzchownej 2 punkty, pozostalym tetnicom 1 punkt. Stopief zwezenia naczynia
przedstawiono w skali 4 punktowej: 0 — naczynie bez zwezen, 1- naczynie zwezone < 50%, 2-
naczynie zwezone >50%, 3- naczynie niedrozne. W stosunku do naczyni podudzia zastosowano skale
3 punktows (0-naczynie niezmienione, 1-nieregularnosci $cian i zwezenia, 3-niedroznosc). Wskaznik
Lrun-off” stanowi sume iloczynéw stopnia zwezenia i ,,waznosci naczynia”. Arbitralnie przyjeto
warto$¢ ROS 27 jako oddzielajaca podgrupe chorych na PAOD o ,wickszym” i ,,mniejszym”
zaawansowaniu choroby. ROS oszacowano na podstawie wykonanego w Pracowni Angiografii 11

Katedry Choréb Wewnetrznych Collegium Medicum U]J badania angiograficznego metoda dozylnego

31



wstrzykniecia §rodka cieniujacego do zyt dotu lokciowego u wszystkich 55 pacjentéw z miazdzyca
zarostows, 1 zadawalajaca technicznie jakoScia obrazéw. U pacjentéw kwalifikowanych do
przezskérnego leczenia inwazyjnego wykonywano angiogratic metoda dotgtniczego wstrzyknigcia
kontrastu (34 chorych). Wszyscy pacjenci z choroba Buergera (16 chorych) mieli wykonana
angiografi¢ metoda dotetnicza. Badanie angiograficzne wykonano za pomoca aparatu Philips Integris
V 3000 w trakcie diagnostyki obrazowej niedokrwienia koficzyn. Ostateczna ocena angiografii byta

weryfikowana przez angiologa.
4.2, OZNACZENIA LABORATORYJNE

Krew do badad od pacjentéw z miazdzyca zarostowa koniczyn dolnych oraz choroba
Buergera pobierano dwukrotnie w odstepie 3-6 miesiecy. U 0s6b z grupy kontrolnej krew pobierano
jednorazowo. Krew pobierano na czczo, co najmniej 14 godzin po ostatnim positku, za pomoca
prozniowego zestawu firmy Becton-Dickinson do probéwek z wersenianem sodowym, cytrynianem
sodowym (3,2%) oraz bez antykoagulantu. Krew wirowano z predkoscia 3500 obrotéw/min przez
10 minut w temperaturze 4°C, a nastgpnie rozdzielano na prébki o objetosci 300 pl i przechowywano

w temperaturze -80°C do czasu wykonywania dalszych analiz.

Badania podstawowe

W dniu pobrania oznaczano morfologie pelnej krwi oraz parametry biochemiczne (stezenie glukozy,
kreatyniny oraz lipidogram) w surowicy.

Morfologi¢ krwi obwodowej oznaczano w automacie hematologicznym Sysmex K-1000 (ICN,
Japonia).

Parametry biochemiczne oznaczano metodami enzymatycznymi w analizatorze Vitros 250 (Johnson
& Johnson, USA).

Ponadto zostaly oznaczone:

Wskazniki stanu zapalnego

® Fibrynogen - metodg koagulometryczng w osoczu cytrynianowym (zestaw Multifibren U, aparat
BCT, Behring Coagulation Timer, Dade Behring, Niemcy) oraz nefelometrycznie (Dade Behring,
Niemcy).

® Bialko C-reaktywne - metoda nefelometryczna o wysokiej czulosci w surowicy (Dade Behring,
Niemcy).

® [nterlenkina- 6 - metoda immunoenzymatyczng o wysokiej czuloéci w osoczu (ELISA, R & D
Systems, Wielka Brytania).

® fibronektyna osoczowa (pFn) - metoda immunoenzymatycznag w osoczu (ELISA, American

Diagnostica Inc, USA).

32



Markery uszkodzenia srédblonka
o Cxasteczka pryylegania miedgykomidrkowego typu 1 (sICAM-1)- metoda immunoenzymatyczna w
osoczu (ELISA, R & D Systems, Wiclka Brytania).

o fibronektyna komorkowa (cFn)— metoda immunoenzymatyczna w osoczu (ELISA, Adeza Biomedical
Inc, USA)

Markery fibrynolizy

e calkowite st¢zenie antygenu tkankowego aktywatora plazminogenu w osoczu (total t-PA:Ag,

ELISA, American Diagnostica Inc, USA)

e calkowite stezenie antygenu inhibitora aktywatora plazminogenu typu 1 w osoczu (PAI-1:Ag,
ELISA, American Diagnostica Inc, USA)

e stezenie D-dimeréw w osoczu (ELISA, American Diagnostica Inc, USA)

Marker generacji trombiny

fibrynopeptyd A (FPA) metoda ELISA w osoczu (American Diagnostica Inc, USA)

U wszystkich uczestnikéw badania oznaczono dwukrotnie:

a) przepuszczalnosé skrzepow fibrynowych

Porowatos¢ zelu fibrynowego okreslano metoda Millsa 1 wsp. (207). Wstepnie, polistyrenowa
rureczke o dlugosci 2 em przeplukiwano roztworem fibrynogenu ludzkiego w stezeniu 2 mg/ml
(Sigma) 1 suszono przez 60 min, aby poprawi¢ przyleganie wlasciwego skrzepu osocza. Skrzep
fibrynowy zostal utworzony w rureczce ze 100 pl osocza cytrynianowego poprzez dodanie 1 U/ml
ludzkiej trombiny (Sigma) i 20 mM chlorku wapnia. Nast¢pnie skrzep, w ustawionej pionowo
rureczce (z zaklejonym dolnym otworem za pomocs Parafilmu), przechowywano w komorze
wilgotnej przez 2 godziny (24 °C). Po przeplukaniu buforem przepuszczalno$é skrzepu okreslono w
oparciu o pomiar obje¢tosci buforu [0,05 M Tris-HCI + 0,15 M NaCl, pH 7,5], ktéry przeniknal przez
zel przy réznym ci$nieniu hydrostatycznym w ciagu godziny. Nastepnie przepuszczano przez zel
bufor zabarwiony blekitem bromofenolu, aby wykryé ewentualne przecieki buforu. Zele o
niejednorodnym wybarwieniu lub przysciennym przecicku nie byly uwzgledniane w ostateczne;j

analizie. Przepuszczalno$¢ zostala wyrazona stala Darcy’ego (188).
I<S:QXT]XL/AXtXp

Ks - wspotczynnik przepuszczalnosci (stala Darcy’ego)

Q - objetosé przesaczonego plynu (ml) o lepkosci 1 (dyna x sec/cm?) w czasie t (s)

L - dtugosé¢ kolumny zelu (cm)

A - pole przekroju poprzecznego $wiatla rureczki (cm?)

p - warto$¢ zastosowanego ci$nienia (dyna/cm) korelujaca z odleglo$cia miedzy poziomem buforu a

gbérnym brzegiem zelu.
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Jednostka Ks jest cm? Parametr ten daje posrednio informacje o rozmiarach poréw w sieci
fibrynowej 1 pozwala w przyblizeniu szacowaé grubo§¢ wildkien fibrynowych. Przepuszczalnosé

ukltadu zwykle maleje wraz ze spadkiem grubosci wiékna.

b) Podatnosé¢ skrzepu na fibrynolize oceniono na podstawie seryjnych pomiaréw stezenia D-
dimeréw w buforze przenikajacym przez zele (przygotowane tak, jak podano w punkcie a), do
ktorego dodano rekombinowany t-PA (Boehringer Ingelheim) w stezeniu koficowym 0,2 pmol/1 z
dodatkiem 1 mg/ml albuminy bydlecej (Sigma). Probki buforu o wezesniej opisanym sktadzie
pobierano co 20 minut zgodnie z metoda opracowana przez Colleta i wsp. (201).

W analizie uwzgledniono nastgpujace zmienne — czas rozpoczecia lizy, czyli czas wykrycia po raz
pierwszy oznaczalnych stezenn D-dimerdw, czas zakoniczenia lizy, maksymalna szybko$¢ narastania
stezenia D-dimeréw w poczatkowej fazie lizy (max ADD) oraz maksymalne ich stezenie w fazie
plateau (max DD). Po przecietnie 80-120 min skrzep zapadal si¢, co uniemozliwialo dalszy pomiar

stezenia D-dimeréw. Oceniano takze czas utrzymywania sie integralno$ci skrzepu w rureczce.

Ze wzgledu na uznany wplyw na wiasciwosci skrzepu (179, 180) oznaczono polimorfizm czynnika
XIII Val34Leu metoda reakcji taficuchowej polimerazy (PCR) wg. Balogha i wsp. (213). Oznaczono
3 warianty alleliczne jak nastepuje: LL — osoby homozygotyczne pod wzgledem allelu Leu34, VL -
heterozygoty o genotypie Val34Leu oraz VV — osoby homozygotyczne pod wzgledem allelu Val34.

5. ANALIZA STATYSTYCZNA

Obliczenia wykonano na komputerze IBM PC za pomoca programu STATISTICA 6.0 PL.
Dane przedstawiono w postaci §redniej arytmetycznej z odchyleniem standardowym (SD). Aby
poréwnaé zmienne miedzy grupami zastosowano test t Studenta, a przypadku braku rozkladu
normalnego test Manna-Whitney’a. Dla sprawdzenia czy rozklad zmiennej jest normalny
zastosowano test Shapiro-Wilka. Przy poréwnaniu trzech grup zastosowano analiz¢ watiancii
(ANOVA), a w przypadku braku normalnosci test Kruskala-Wallisa. Do opisu korelacji miedzy
zmiennymi wykorzystano wspoélczynnik korelacji Persona lub Spearmana. Zmienne kategoryczne
poréwnano za pomocs testu Chi-kwadrat (}2). Za istotne przyjeto efekty, dla ktérych warto$é p

wynosita < 0,05.
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6. WYNIKI

6.1 POROWNANIE GRUP CHORYCH I GRUP KONTROLNYCH

PAOD i grupa kontrolna (PAODK)

W grupie chorych z PAOD stwierdzono czestsze wystepowanie czynnikow ryzyka takich jak
palenie tytoniu, nadci$nienie, cukrzyca i dyslipidemia. Ponadto pacjenci z PAOD charakteryzowali si¢
znamiennie wyzszymi stezenia markeréw stanu zapalnego (Fg, 1L-6) oraz réznili si¢ pod wzgledem
czestoscl przyjmowania lekow w stosunku do pacjentéw z grupy kontrolnej (tabela 1).

Tab.1. Poréwnanie chorych na PAOD z grupa kontrolna (PAODK) pod wzgledem danych demograficznych,

czynnikéw ryzyka, wskaznikow stanu zapalnego i przyjmowanych lekow. Wyniki przedstawiono jako $rednie z
odchyleniami standardowymi lub watto$ci bezwzgledne (%0).

PAOD PAODK WARTOSC P
Mezczyzni, n (%) 48(82,7) 20 (66,67) 0,02
Wiek, (lata) 55(£6,5) 54,4 (£6,5) 0,69
BMI, kg/m? 242 (+3,5) 26,4 (+3,41) 0,006
Nadciénienie tetnicze, n (%) 46 (83,6) 0 (0,0) 0,00001
Cukrzyca, n (%) 10 (18,2) 0 (0,0) 0,014
Palenie tytoniu (akt), n (%) 40 (72,7) 0 (0,0) 0,00001
TC, mmol/1 5,73 (+1,46) 5,0 (£0,77) 0,009
LDL-C, mmol/1 3,46 (+1,31) 2,94 (+0,72) 0,06
HDL-C, mmol/1 1,41 (£0,53) 1,39 (+0,24) 0,51
TG, mmol/1 1,91 (+1,22) 1,3 (+£0,36) 0,03
Fibrynogen, g/1 3,57(+0,95) 2,53 (£0,4) 0,000001
CRP, mg/1 3,22 (+5) 1,39 (+0,54) 0,3
IL-6, pg/ml 3,07 (£3,1) 1,59 (£0,73) 0,006
pFn, mg/dl 0,32 (£0,05) 0,34 (+0,08) 0,17
Aspityna, n (%) 46 (83,6) 0 (0,0) 0,00001
Statyna, n (%) 37 (67,3) 0 (0,0) 0,00001

Celem potwierdzenia stabilno$ci markeréw zapalnych u 34 chorych na miazdzyce zarostowa

wykonano po 3-6 miesigcach powtdrne oznaczenie st¢zenia Fg, CRP i I1L-6. Uzyskane wyniki nie
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réznily sie istotnie statystycznie od parametréow wyjsciowych (danych nie pokazano). W grupie

PAOD stwierdzono znamiennie wyzsze stezenia wszystkich analizowanych parametréw krzepnigcia,

fibrynolizy oraz dysfunkcji srédbtonka, z wyjatkiem sICAM-1, w stosunku do pacjentéw z grupy

kontrolnej (tabela 2).

Tab.2. Wybrane parametry dysfunkeji srodblonka, krzepniecia i fibrynolizy u chorych
kontrolnej (PAODK), przedstawione jako $rednie z odchyleniami standardowymi.

na PAOD i grupie

PAOD PAODK WARTOSC P
cFn, pg/ml 1,71 (£0,34) 1,23 (£0,2) 0,000001
sICAM-1, ng/ml 259,5 (+43) 238,3 (+29) 0,057
tPA, ng/ml 10,1 (£2,43) 5,68 (+1,34) 0,000001
PAI-1, ng/ml 16,5 (+6,7) 8,87 (+2,0) 0,000001
FPA, ng/ml 435 (£0,8) 321 (£0,74) 0,000001

Badania charakteryzujqce skrzep fibrynowy

Przepuszezalnost skrzepow fibrynowych

Wspdtczynnik przepuszczalnosci w grupie chorych na PAOD byt znamiennie mniejszy (o $rednio

19%) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (ryc. 7).

20 9 p<0,001

Wspdiczynnik Ks (<109 cm?)

PAOD

PAODK

Ryc. 7. Przepuszczalno$é skrzepow fibrynowych w poszczegdlnych grupach wyrazona $rednia wartoscig
wspolezynnika przepuszcezalnosci (Ks) (£SD), p<0,001. PAOD- pacjenci z PAOD (n=55), PAODK — grupa

kontrolna PAOD (n=30).
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W grupie PAOD przepuszczalnos§é skrzepu wykazywala odwrotna korelacje ze stezeniem Fg (r=-
0,35; p=0,008) oraz stezeniem PAI-1 (r=-0,55; p=0,00001). Nie stwierdzono zalezno$ci miedzy

wspotczynnikiem Ks a wiekiem, profilem lipidowym oraz markerami zapalenia.

W grupie kontrolnej stwierdzono znamienna odwrotng korelacje przepuszczalnosci skrzepu z
wiekiem (r=-0,74; p=0,000003), stezeniem cholesterolu catkowitego (r=-0,4; p=0,02) i triglicerydow
(t=-0,55; p=0,001) oraz stezeniem Fg (r=-0,75, p=0,000001) i markeréw stanu zapalnego jak CRP
(r=-0,77; p<0,000001) 1 IL-6 (r=-0,59; p=0,0005). Przepuszczalnosé¢ skrzepu wykazywala réwniez
odwrotng 1 silng zalezno$¢ ze stezeniem fibronektyny komorkowej (r=-0,84; p<0,000001) i

osoczowej (t=-0,69; p=0,00002).
Podatnosé na lize

Stezenia D-dimeréw byly znamiennie mniejsze w grupie PAOD w stosunku do grupy
kontrolnej (p<0,000001) od poczatku pomiaru, czyli od 20 min i utrzymywaly si¢ na nizszym
poziomie do konica obserwacji lizy skrzepu w grupie kontrolnej (ryc. 8). W grupie chorych na
miazdzyce pdzniej pojawialy si¢ mierzalne stezenia D-dimeréow (w 20 min 16% pacjentéw z PAOD
vs 100% grupy kontrolnej) i pdzniej wystgpowal ich maksymalny przyrost (max ADD). Ostatnie
mierzalne stezenia D-dimerow stwierdzono u 18 (60%) pacjentéw z grupy kontrolnej, podczas gdy w
grupie chorych z PAOD mierzalne stezenia D-dimeréw stwierdzano do kofica obserwacji u
wszystkich chorych (120 min, tabela 3).
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Ryc. 8. Poréwnanie $rednich wartosci stezert D-dimeréw (pg/ml) w czasie lizy skrzepu pod wplywem rt-PA
miedzy pacjentami z PAOD (n=55) i grupa kontrolng (PAODK, n=30). Pionowe stupki oznaczajg 0,95
przedziat ufnosci. Dla kazdego z punktéw obserwacji p<0,0001. Liza skrzepu zakoficzona w grupie kontrolne;j
w 100 min.
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Tab. 3. Liczby pacjentéw (%) z PAOD i PAODK z mierzalnymi stezeniami D-dimeréw na poczatku (20, 40
min) i pod koniec (100, 120 min) trwania lizy skrzepu (*p=0,001).

20 min * 40min* | 100 min* | 120 min
PAOD 9 (16) 49 (89) 55 (100) 55 (100)
PAODK 30 (100) 30 (100) 18 (60) 0

Maksymalny przyrost stezenia D-dimeréw w grupie PAOD korelowal ze wspdlczynnikiem
przepuszczalnoéci (r=0,42; p=0,001). Podobna zaleznoé¢ wystepowata w grupie kontrolnej PAODK
(r=0,55; p=0,001). Nie stwierdzono istotnej korelacji miedzy maksymalnym tempem narastania

stezenia D-dimeréw a innymi ocenianymi parametrami w obu grupach.
Polimorfizm czynnika X111

Polimorfizm Val34Leu FXIII oznaczono u 42 pacjentéw z PAOD i wszystkich oséb w
grupie kontrolnej. W grupie chorych na PAOD stwierdzono obecnos$é genotypu LL u 3 chorych
(7,1%). Genotyp VL miato 19, a VV 20 pacjentéw (odpowiednio 45% 1 47%). W grupie kontrolne;j
genotyp LL stwierdzono u 1 pacjenta (3,3%), u 11 genotyp VL (36,7%), a u 18 genotyp VV (60%).

W poréwnywanych grupach nie stwierdzono istotnych réznic w rozkladzie wariantow allelicznych
polimorfizmu FXIII. W obrebie grupy kontrolnej stwierdzono znamiennie nizszy wspotczynnik
przepuszczalnosci u nosicieli allelu L (genotypy LL 1 VL) w stosunku do 0séb z genotypem VV
odpowiednio (Ks 14,4 vs 17,25 x 10 cm?, p<0,00001). Nie stwierdzono natomiast znamiennych
zalezno$ci migdzy polimorfizmem FXIII a podatnoscia na lize. W grupie chorych na PAOD

polimorfizm Val34Leu FXIII nie mial wplywu na badane wlasciwosci skrzepu fibrynowego.
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TAO i grupa kontrolna (TAOK)

Poréwnywane grupy nie réznily sie pod wzgledem cech demograficznych i wystepowania
czynnikéw ryzyka miazdzycy z wyjatkiem aktualnego palenia tytoniu i st¢zenia fibrynogenu (tabela 4).
Tab. 4. Poréwnanie chorych na TAO z grupa kontrolna (TAOK) pod wzgledem danych demograficznych,

czynnikéw ryzyka, wskaznikow stanu zapalnego i przyjmowanych lekéw. Dane przedstawiono jako $rednie z
odchyleniami standardowymi lub warto$ci bezwzgledne (%o).

TAO TAOK WARTOSC P
Mezczyzni (%o) 9 (56,2) 10 (58,8) 0,88
Wiek 459 (£5,6) 452 (+4,6) 0,67
BMI, kg/m? 26,2 (£5,6) 27,7 (+4,68) 0,41
Nadciénienie tetnicze, n (%) 2(12,5) 0 0,14
Cukrzyca, n (%) 0 0 -
Palenie tytoniu (akt), n (%) 6 (37,5) 17 (100) 0,0005
TC, mmol/1 515 (£1,12) 5,16 (£0,87) 0,94
LDL-C, mmol/1 2,92 (£0,89) 2,95 (£0,90) 0,92
HDL-C, mmol/1 1,37 (20,5) 1,37 (£0,2) 0,59
TG, mmol/1 1,8 (£1) 1,77 (£0,78) 0,84
Fibrynogen, g/1 3,064 (+1,23) 2,45 (£0,54) 0,0004
CRP, mg/1 3,43 (£6,7) 1,38 (£0,71) 0,62
pFn, mg/dl 0,46 (£0,00) 0,33 (£0,00) 0,000001
IL-6, pg/ml 3,7 (£3,0) 2,25 (£0,77) 0,36
Aspiryna, n (%) 7 (43,8) 0 0,005
Statyna, n (%) 2 (12,5) 0 0,15

Podobnie jak w grupie chorych na PAOD, u 13 pacjentéw z TAO celem oceny stabilnosci
oznaczonych markeréw zapalnych wykonano po 3-6 miesiacach powtérne oznaczenie stezenia Fg,
CRP i IL-6. Uzyskane wyniki nie réznily si¢ istotnie statystycznie od parametrow wyjsciowych
(danych nie pokazano).

U pacjentéw z TAO stwierdzono wigksze stezenia tPA, PAI-1 i FPA niz w grupie kontrolne;.
Stezenie cFn bylo ponad dwa razy wicksze u chorych na TAO niz w grupie kontrolnej, podczas gdy

poziomy sICAM-1 byly w obu grupach podobne (tabela 5).
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Tab. 5. Wybrane parametry uszkodzenia $rédblonka, krzepnigcia i fibrynolizy w grupie TAO i grupie
kontrolnej (TAOK) (Srednie z odchyleniami standardowymi).

TAO TAOK WARTOSC P
cFn, pg/ml 4,47 (£0,47) 1,17 (£0,16) 0,000001
sICAM-1, ng/ml 239,8 (+56) 211,6 (£29,4) 0,24

tPA, ng/ml 10,7 (£2,2) 436 (+1,13) 0,000001
PAI-1, ng/ml 18,9 (+5,56) 8,88 (£1,15) 0,000001
FPA, ng/ml 4,12 (£0,6) 2,55 (+0,43) 0,000001

Badania charakteryzujqce skrzep fibrynowy
Przepuszezalnosé skrepow fibrynowych

Przepuszczalnosé skrzepu wyrazona Ks byla mniejsza ponad 2 razy u chorych na TAO w

poréownaniu do grupy kontrolnej (tryc. 9).
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Ryc. 9. Przepuszczalno$¢ skrzepow fibrynowych w grupie chorych z TAO i TAOK wyrazona $rednig

wartoscig wspotczynnika przepuszezalnosci (Ks), p<0,001. TAO- pacjenci z TAO (n=16), TAOK — grupa
kontrolna TAO (n=17).

W grupie TAO wspoélczynnik przepuszczalno$ci wykazywal znamienna odwrotng korelacje ze
stezeniem fibronektyny osoczowej (1=-0,77; p=0,0004), podczas gdy w grupie kontrolnej (TAOK)
stwierdzono odwrotng zalezno$¢ Ks od stezenia fibrynogenu (r=-0,7; p=0,0000) oraz fibronektyny

komorkowej (r=-0,85; p=0,00001). Pozostate wskazniki we krwi obwodowej ani wiek nie wigzaly si¢

z warto$cig Ks w sposéb znamienny.
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Podatnosé na lize

Stwierdzono wyraznie ostabiona lize skrzepéw u pacjentéw z TAO. Przebieg lizy skrzepu
wyrazony pomiarami stezedl D-dimeréw w poszczegblnych punktach czasowych w grupie pacjentow
z TAO 1 w grupie kontrolnej przedstawia rycina 10. Maksymalny przyrost stezenia D-dimerow byl
znamiennie mniejszy w grupie chorych z TAO w stosunku do pacjentéw z grupy kontrolnej (0,029 vs
0,0625 pg/ml/min, p=0,01). Pierwsze mierzalne st¢zenia D-dimeréw w trakcie lizy skrzepu wystapily
w grupie kontrolnej juz w 20 min, podczas gdy w grupie pacjentéw z choroba Buergera dopiero w 40
min obserwaciji lizy. Liza skrzepu zakonczyla si¢ w grupie kontrolnej w 80 min u 8 pacjentow (47%) i
w 100 min u pozostatych 9 (53%). U chorych z TAO obserwacj¢ zakoniczono po 120 min (tabela 06).
W grupie TAO stwierdzono korelacje podatnosci na lize z przepuszczalnodcia [max ADD (r=0,59;
p=0,01)]. W grupie kontrolnej (TAOK) stwierdzono zaleznos¢ Ks ze stezeniem D-dimerow w 20, 40
1 60 min lizy skrzepu [DD20 (r=0,5; p=0,02), DD40 (+=0,6; p=0,01), DD60 (+=0,5; p=0,02)] ale nie

maksymalnym ich przyrostem.
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Ryec. 10. Pordéwnanie Srednich wartosci stezed D-dimeréw (pg/ml) w czasie lizy skrzepu pod wplywem tt-PA
miedzy grupami TAO (n=16) i TAOK (n=17). Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzial ufnosci. Dla kazdego
z punktow obserwacji p<0,001. Liza skrzepu zakoficzona w grupie kontrolnej w 100 min.
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Tab. 6. Liczby pacjentéw (%) z TAO i TAOK z mierzalnymi stezeniami D-dimeréw na poczatku (20, 40 min)
i pod koniec (100, 120 min) trwania obserwacji lizy skrzepu (* p=0,001)

20 min 40 min* | 100 min* | 120 min
TAO 0 5(31) 16 (100) 16 (100)
TAOK 17 (100) 17 (100) 9 (52) 0

Polimorfizm czynnika X111

Polimorfizm Val34Leu FXIII oznaczono u wszystkich 17 oséb z grupy kontrolnej oraz u 10
chorych na TAO. U pacjentéw z chorobs Buergera nie stwierdzono obecnosci genotypu LL.
Czterech chorych miato genotyp VL (40%), a 6 genotyp VV (60%). U oséb z grupy kontrolnej
réwniez nie stwierdzono genotypu LL. Siedem oséb posiadato genotyp VL (41%) a 10 genotyp VV
(49%). W obu grupach rozklad wariantéw allelicznych FXIII byt podobny.

Nie stwierdzono, aby u nosicieli allelu L. przepuszczalnodci skrzepu albo jego podatno$é na lize
réznily si¢ znamiennie statystycznie od warto$ci w grupie homozygot VV zaréwno w grupie TAO,

jak i TAOK.
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6.2 POROWNANIE GRUP CHORYCH NA PAOD 1 TAO

Jak oczekiwano, chorzy na miazdzyce zarostows tetnic koniczyn dolnych byli $rednio 10 lat
starsi niz ci z choroba Buergera. W obu grupach dominowali mezczyzni. Jednakze w grupie PAOD
przewaga mezczyzn byla znacznie wigksza w poréwnaniu z TAO. Pacjenci z PAOD w poréwnaniu
z grupa TAO czesciej chorowali na nadci$nienie tetnicze i cukrzyce oraz czesciej palili papierosy i
mieli obcigzajacy wywiad rodzinny. Nie obserwowano réznic miedzy grupami w proflu lipidowym
ani stezeniach markeréw zapalenia. Ponadto chorzy na PAOD czesciej przyjmowali aspiryne i

statyne (tabela 7).

Tab. 7. Wyjsciowa charakterystyka badanych grup pacjentéw. W tabeli podano wartosci srednie z odchyleniami
standardowymi (SD) lub wartosci bezwzgledne (%0).

PAOD TAO WARTOSC P
Mezczyzni, n (%) 48 (82,7) 9 (56,2) 0,0077
Wiek , lata 55(£6,5) 45,9 (£5,6) 0,000004
BMI, kg/m? 242 (+3)5) 26,2 (£5,6) 0,09
Nadci$nienie tetnicze, n (%) 46 (83,0) 2 (12,5 0,00001
Choroba niedokrwienna serca (n) 25 (45,5) 0 0,0001
Cukrzyca, n (%) 10 (18,2) 0 0,07
Obciazajacy wywiad rodzinny, n (%) | 26 (47,3) 2(12,5) 0,01
Palenie tytoniu (akt.), n (%) 40 (72,7) 6 (37,5) 0,01
TC, mmol/1 5,73 (£1,46) 5,15 (£1,12) 0,17
LDL-C, mmol/] 3,46 (+1,31) 2,92 (£0,89) 0,15
HDL-C, mmol/1 1,41 (£0,53) 1,37 (£0,5) 0,87
TG, mmol/1 1,91 (£1,22) 1,8 (£1) 0,92
Fibrynogen, g/1 3,57(%0,95) 3,064 (+1,23) 0,03
CRP, mg/1 3,22 (+5) 3,43 (+6,7) 0,54
IL-6, pg/ml 3,07 (£3,1) 3,7 (£3,0) 0,38
pFn, mg/dl 0,32 (+0,05) 0,46 (+0,00) 0,000001
Aspiryna, n (%) 46 (83,6) 7 (43,8) 0,0019
Statyna, n (%) 37 (67,3) 2 (12,5 0,0002
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Wskazniki niedokrwienia konczyn i miazdiycy w tetnicach zewnqtrzczaszkowych

Poréwnujac  obiektywne parametry ukrwienia kofczyn miedzy grupami chorych,
stwierdzono znamienng réznice w dystansie chromania na biezni (p=0,01), nie stwierdzono
natomiast istotnych réznic w warto$ciach wskaznika kostka — ramie. Rowniez réznica wartosci
wskaznika odbioru naczyniowego (ROS) nie byla znamienna statystycznie, mimo ze byl on wigkszy u

chorych na PAOD o 68 % w stosunku do pacjentow z TAO (tabela 8).

U chorych na miazdzyce zarostowa tetnic koniczyn dolnych czesciej stwierdzano zmiany w tetnicach
szyjnych tj. pogrubienie kompleksu intima-media oraz blaszki miazdzycowe - niz w grupie chorych

na TAO (p=0,003).

Tab. 8. Poréwnanie zaawansowania zmian naczyniowych w obu grupach chorych (srednie £SD) lub wartosci
bezwgledne

PAOD TAO WARTOSC P
Dystans chromania na biezni, m 109,1 (£79) 49,1 (£90) 0,01
ABI 0,49 (£0,106) 0,58 (£0,22) 0,22
Zaawansowanie zmian w angiografii | 22,6 (£12,4) 15,5 (£ 2,9) 0,32
(wskaznik ,,run off)
Zmiany w tetnicach szyjnych, n (%) 41 (74) 4 (25) 0,003

Chromanie prestankomwe

Pacjenci z TAO charakteryzowali si¢ krétszym dystansem chromania niz chorzy na PAOD
(odpowiednio $r. 49,1 m i 109,1 m). Mezczyzni chorzy na PAOD pokonywali dluzszy dystans niz
kobiety (p=0,03), podobnie jak pacjenci z nadci$nieniem tetniczym w stosunku do oséb bez
nadcis$nienia (p=0,02). W grupie TAO chromanie przestankowe korelowalo z przyjmowaniem
aspiryny tj. pacjenci otrzymujacy kwas acetylosalicylowy charakteryzowali si¢ dluzszym dystansem

chromania (§r. 109 m) niz chorzy nie przyjmujacy leku (§r. 26 m) (p=0,02).

Wskagnik kostka-ramig

Srednia warto$¢ ABI byla podobna w grupie PAOD w poréwnaniu do pacjentéw z TAO
(p=0,22). U chorych z PAOD wskaznik kostka-rami¢ wykazywal odwrotng zaleznos¢ ze
wskaznikiem odbioru naczyniowego (r=-0,67; p=0,01). W grupie TAO, wartos¢ ABI korelowala
silnie i ujemnie ze stezeniem ICAM-1 (r=-0,9; p=0,02). Nie stwierdzono istotnych zalezno$ci miedzy
wartoécig ABI a profilem lipidowym lub markerami zapalenia oraz hemostazy zaréwno w grupie

PAOD, jak i TAO.
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Wskaznik odbioru nacgyniowego ( ROS)

U pacjentéw z PAOD wskaznik odbioru naczyniowego wykazywal odwrotna korelacje z
ABI (t=-0,67; p=0,01). Ponadto stwierdzono zaleznos¢ miedzy ROS a stezeniem fibronektyny
komorkowej (r=0,6; p=0,02) oraz PAI-1 (r=0,89; p=0,00004). W grupie TAO nie stwierdzono

istotnych statystycznie korelacji wskaznika ROS z badanymi zmiennymi.
Badania laboratoryjne

Stezenia cholesterolu catkowitego oraz frakcji LDL, HDL i triglicerydéw nie wykazywaty
istotnych réznic miedzy pacjentami z PAOD 1 TAO (tabela 7), jak réwniez nie wykazywaly

znamiennych korelacji z badanymi cechami skrzepu fibrynowego.

Wskagniki stann apalnego

Srednie stezenia Fg zaréwno u pacjentéw z PAOD, jak i TAO byly stosunkowo wysokie, ale
nie réznily si¢ znamiennie. Stezenia CRP i I1L-6 byly podobne w obu grupach i nie réznily si¢
znamiennie. Ste¢zenie fibronektyny osoczowej bylo znamiennie wigksze u chorych na TAO w

poréwnaniu z pacjentami z PAOD (p<<0,000001, tabela 7).

Markery uszfodzenia sridblonka

Srednie stezenie sSICAM-1 w obu grupach chorych bylo podobne (tabela 9). W grupie
chorych z PAOD stezenie sSICAM-1 wykazywalo odwrotng zalezno$¢ ze stezeniem IL-6 (r=-0,44;
p=0,01). Ponadto stwierdzono odwrotna zaleznos¢ tego markera z wartoscia ABI (r=-0,9; p=0,02)

oraz st¢zeniem fibronektyny komérkowej (r=-0,87; p=0,009) u pacjentéw z TAO.

Stezenie fibronektyny komoérkowej bylo prawie trzykrotnie wyzsze u pacjentéw z choroba
Buergera w stosunku do chorych na PAOD (p<0,000001, ryc. 11). Nie stwierdzono natomiast u
chorych na TAO znamiennej korelacji tego markera z zadnym 2z wskaznikéw zaawansowania
niedokrwienia. W grupie pacjentéw z PAOD stezenie cFn wykazywalo zalezno$¢ ze wskaznikiem

odbioru naczyniowego (r=0,6; p=0,02).
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Ryc. 11. Stezenie fibronektyny komoérkowej w poszczegdlnych grupach pacjentéw (wartosci $rednie £SD).
Pacjenci z PAOD (n=55), TAO (n=16); grupy kontrolne: PAODK (n=30) i TAOK (n=17).

Inne badania

Stezenia markera generacji trombiny, fibrynopeptydu A, jak i markeréw fibrynolizy tPA oraz

PAI-1 nie réznily si¢ istotnie migedzy grupami chorych (tabela 9).

Tab. 9. Wybrane parametry krzepniecia, fibrynolizy oraz uszkodzenia srédbtonka w badanych grupach chorych.
Dane przedstawiono jako $rednie z odchyleniami standardowymi.

PAOD TAO WARTOSC P
cFn, pg/ml 1,71 (£0,34) 4,47 (+0,47) <0,000001
sICAM-1, ng/ml 259,5 (+43) 239,8 (+56) 0,32
tPA, ng/ml 10,1 (£2,43) 10,7 (£2,2) 0,41
PAI-1, ng/ml 16,5 (£6,7) 18,9 (£5,56) 0,2
FPA, ng/ml 435 (£0,8) 4,12 (£0,6) 0,29
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Badania charakteryzujqce skrzep fibrynowy
Przepuszezalnost skrzepow fibrynowych

Jak pokazano na ryc. 12, przepuszczalno$§é skrzepéw  fibrynowych  wyrazona

wspotczynnikiem przepuszcezalnosci (Ks) byla ponad dwukrotnie mniejsza (o 131%) u chorych na

TAO w poréwnaniu do chorych na PAOD (p<<0,000001).

p<0,001

Wspotczynnik Ks (- 10 ° cm?)

PAOD TAO

Ryc. 12. Przepuszczalnos$é skrzepow fibrynowych w grupach chorych z PAOD i TAO wyrazona $rednig
warto$cia wspolezynnika przepuszezalnosci (Ks) (£SD), p<0,001. PAOD- pacjenci z PAOD (n=55), TAO
pacjenci z TAO (n=10).

Poréwnujac wlasciwosci skrzepéw z zaawansowaniem zmian naczyniowych w grupie chorych na
PAOD wykazano odwrotng zalezno$¢ przepuszczalnosci skrzepu (Ks) z zaawansowaniem zmian w
tetnicach konczyn (ROS) (r=-0,5; p=0,00007). Chorzy na PAOD z wigkszym zaawansowaniem
zmian w angiografii (ROS=27) mieli mniejszq przepuszczalno§é skrzepéw niz osoby o mniej
zaawansowanych zmianach (ROS<26) odpowiednio (Ks 11,8 1 13,8 x 10 cm?, p=0,001). Przyjeta
arbitralnie warto§¢ 27 stanowita polowe maksymalnego ROS w grupie PAOD. Korelacja
przepuszczalnoéci z dystansem chromania w grupie PAOD nie osiagneta znamienno$ci statystycznej
(p=0,08), natomiast byla istotna i silna w grupie chorych z TAO (+r=0,9; p=0,002).

W grupie pacjentow z TAO poza dystansem chromania stwierdzono korelacje przepuszczalnosci z
podatnoscig na liz¢ [max ADD (1=0,59; p=0,01)] oraz przyjmowaniem aspiryny (p=0,03).

W obu grupach nie stwierdzono zaleznosci mi¢dzy wlasciwosciami skrzepu a obecnoscia zmian w

tetnicach szyjnych.
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Podatnosé na lize

Podatnos¢ na liz¢ wyrazona maksymalnym przyrostem stezenia D-dimeréw byla wyraznie
mniejsza w grupie chorych na TAO w stosunku do pacjentéw z miazdzyca (0,58 vs 1,7 pg/ml,
p=0,01). W grupie TAO pdzniej pojawily si¢ mierzalne stezenia D-dimeréw i ich wartoéci w trakcie
lizy skrzepu byly wyraznie mniejsze niz u pacjentéw z PAOD juz od 40 min pomiaru (0,029 vs 0,085
pg/ml/min, p=0,000001). Ta znamienna réznica utrzymywala si¢ w kolejnych punktach czasowych
az do konca obserwacji (120 min). Po pierwszych 20 min lizy réznice w stezeniu D-dimeréw nie

osiagnely znamiennosci statystycznej (p=0,00, tabela 10).
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Ryec. 13. Pordéwnanie Srednich warto$ci stezed D-dimeréw (pg/ml) w czasie lizy skrzepu pod wplywem rt-PA
miedzy grupa chorych na PAOD (n=55) i TAO (n=16). Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzial ufnosci. Dla
kazdego z punktow obserwacji p<<0,001. Obserwacja zakonczona po 120 min.

Tab.10. Liczby pacjentéw (%) w poszczegdlnych grupach chorych z mierzalnymi stezeniami D-dimeréw na
poczatku (20, 40 min) i pod koniec (100,120 min) trwania lizy skrzepu. (*p=0,001)

20 min 40 min * 100 min 120 min
TAO 0 5(31) 16 (100) 16 (100)
PAOD 9 (16) 49 (89) 55 (100) 55 (100)

W grupie chorych na PAOD stezenia D-dimeréw korelowaly z przepuszczalno$cia skrzepu [max

ADD (+=0,59; p=0,01), max DD (r=0,88; p=0,000006)] oraz ABI [max ADD (+=0,28; p=0,03)].
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Stwierdzono natomiast odwrotng zalezno$§¢ miedzy liza skrzepu a wskaznikiem odbioru
naczyniowego [max ADD (1=-0,45; p=0,0001)].
U chorych na TAO podatnosé¢ na liz¢ wykazywala zaleznos¢ od przepuszczalnosci skrzepu [max

ADD (+=0,59; p=0,01)].

Polimorfizm czynnika X111

Polimorfizm Val34Leu FXIII oznaczono u 42 pacjentéw z PAOD i 10 chorych na TAO. W grupie
PAOD stwierdzono obecno$¢ genotypu LL u 3 chorych (7,1%). Genotyp VL obecny byl u 19,a VV
u 20 pacjentow (odpowiednio 45% i 47 %). W grupie TAO nie stwierdzono obecnosci genotypu LL.
Czterech pacjentow z TAO miato genotyp VL (40%), a 6 genotyp VV (60%).

W poréwnywanych grupach nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pod wzgledem rozkladu
wariantéw allelicznych FXIII, jak réwniez nie obserwowano wplywu genotypu na badne cechy

skrzepu.
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6.3 CHORZY NA PAOD Z ARTERIOGRAFIA DOTETNICZA

W obrebie grupy chorych z miazdzyca zarostowa wyodrebniono pacjentéw (n=34), u
ktérych wykonano arteriografic metoda dotgtniczego wstrzyknigcia $rodka cieniujacego i osobno
analizowano u nich bylo zaawansowanie zmian naczyniowyh w kofczynach. Charakterystyke ogdlna

tej podgrupy (PAOD L.A.) w poréwnaniu z grupa kontrolng przedstawiono w tabeli 11 .

Tab. 11. Wyjsciowa charakterystyka grupy pacjentéw PAOD ILA. i jej poréownanie z grupa kontrolng
(PAODK). W tabeli podano wartosci srednie (£SD) lub wartosci bezwzgledne (%0).

PAOD LA, PAODK WARTOSC P
Mezczyzni, n (%) 28(82,3) 20 (66,67) 0,15
Wiek, (lata) 53,7(+6,7) 54,4 (£6,5) 0,63
BMI, kg/m? 24,07 (+3,2) 26,4 (£3,41) 0,005
Nadciénienie tetnicze, n (%) 28 (82,3) 0 (0,0) 0,00001
Cukrzyca, n (%) 5(18,2) 0 (0,0) 0,03
Palenie tytoniu (akt), n (%) 24 (70,6) 0 (0,0) 0,00001
TC, mmol/1 5,89 (£1,8) 5,0 (£0,77) 0,01
LDL-C, mmol/1 3,58 (+1,6) 2,94 (+0,72) 0,055
HDL-C, mmol/1 1,44 (£0,61) 1,39 (+0,24) 0,7
TG, mmol/1 2,08 (+1,4) 1,3 (£0,36) 0,004
Fibrynogen, g/1 3,65 (+ 1,1) 2,53 (+0,4) 0,000001
CRP, mg/1 2,81 (£3,4) 1,39 (+0,54) 0,02
IL-6, pg/ml 3,27 (+3,7) 1,59 (£0,73) 0,018
pFn, mg/dl 0,319 (+0,05) 0,34 (£0,08) 0,07
Aspiryna, n (%) 30 (88,2) 0 (0,0) 0,00001
Statyna, n (%) 24 (70,6) 0 (0,0) 0,00001

Grupa chorych z PAOD LA. nie réznita si¢ pod wzgledem plci i wieku od grupy kontrolne;.
Poréwnujac wyodrebniona grupe PAOD L.A. z grupa kontrolng, potwierdzono réznice w zakresie
analizowanych zmiennych obserwowane pomiedzy cala grupa PAOD i grupa kontrolna (tabela 11).
Wykazano wyrazne uposledzenie fibrynolizy oraz zwigkszong generacje FPA, a takze wyzsze

poziomy cFn w grupie chorych w poréwnaniu z grupa kontrolna (tabela 12).
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Tab. 12. Wybrane parametry uszkodzenia §rédblonka oraz krzepniecia i fibrynolizy w grupie PAOD LA. i

grupie kontrolnej (PAODK).

PAOD LA. PAODK WARTOSC P
cFn, pg/ml 1,75 (+0,3) 1,23 (+0,2) 0,000001
sICAM-1, ng/ml 260,7 (+37,8) 238,3 (+29) 0,29

tPA, ng/ml 10,1 (+2,4) 5,68 (+1,34) 0,000001
PAI-1, ng/ml 16,4 (£6,4) 8,87 (+2,0) 0,000001
FPA, ng/ml 428 (+0,85) 3,21 (+0,74) 0,000002

Poréwnujac grupe PAOD LA. z chorymi na TAO, stwierdzono ze osoby z pierwszej grupy sa

starsze, wigcej jest wirdd nich mezezyzn 1 czesciej w tej grupie wystepuja czynniki ryzyka miazdzycy.

Profil lipidowy w obu grupach byl podobny, tak jak stezenia markeréw zapalenia. W grupie TAO

jedynie stezenie pFn bylo istotnie wigksze. Aspiryna i statyny byly czesciej przyjmowane przez

chorych z grupy PAOD LA. (tabela 13).

Tab. 13. Poréwnanie grupy pacjentéw z PAOD L.A. z grupa chorych na TAO. W tabeli podano wattosci

srednie (£SD) lub wartosci bezwzgledne (%).

PAOD LA, TAO WARTOSC P
Mezczyzni , n (%) 28(82,3) 9 (56,2) 0,022
Wiek , lata 53,7(£6,7) 45,9 (+5,6) 0,00022
BMI, kg/m? 24,07 (£3,2) 26,2 (£5,6) 0,087
Nadcisnienie tetnicze, n (%) 28 (82,3) 2 (12,5) <0,00001
Cukrzyca, n (%) 5(18,2) 0 0,11
Obcigzajacy wywiad rodzinny, n (%) | 24 (70,6) 2(12,5) 0,001
Palenie tytoniu (akt.), n (%) 24 (70,6) 6 (37,5) 0,03
TC, mmol/1 5,89 (+1,8) 5,15 (+1,12) 0,13
LDL-C, mmol/1 3,58 (+1,6) 2,92 (+0,89) 0,15
HDL-C, mmol/1 1,44 (£0,62) 1,37 (20,5) 0,72
TG, mmol/1 2,07(+1,4) 1,8 (£1) 0,49
Fg, g/1 3,65 (£ 1,1) 3,64 (+1,23) 0,65
CRP, mg/1 2,81 (+3,3) 3,43 (£6,7) 0,66
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PAOD LA. TAO WARTOSC P
IL-6, pg/ml 3,27 (+3,7) 3,7 (£3,6) 0,66

pFn, mg/dl 0,32 (£0,05) 0,46 (£0,06) 0,000001
Aspiryna, n (%) 30 (88,2) 7 (43.9) 0,001
Statyna, n (%) 24 (70,6) 2 (12,5) 0,0004

Nie stwierdzono znamiennych réznic miedzy grupami PAOD LA. i TAO w zakresie markeréw

fibrynolizy i krzepnigcia, a takze sSICAM-1. Stezenie cFn bylo ponad dwukrotnie wigksze u chorych

na chorobe¢ Buergera (tabela 14).

Tab. 14. Wybrane parametry uszkodzenia §rédbtonka, krzepniecia i fibrynolizy w grupie PAOD LA. 1 TAO

(Srednie z odchyleniami standardowymi).

PAODI. A. TAO WARTOSC P
cFn, pg/ml 1,75 (£0,34) 4,47 (£0,47) 0,000001
sICAM-1, ng/ml 260,7 (£38) 239,8 (+56) 0,29
tPA, ng/ml 10,1 (£2,44) 10,7 (£2,2) 0,4
PAI-1, ng/ml 16,4 (£6,3) 18,9 (£5,56) 0,18
FPA, ng/ml 4,28 (+0,8) 4,12 (+0,6) 0,5

ZLaawansowanie mian naczyniowych

Poréwnanie zaawansowania zmian naczyniowych pomiedzy grupa PAOD 2z wykonang

dotetnicza arteriografia oraz grupa z TAO przedstawiono w tabeli 15. Nie stwierdzono istotnych

réznic badanych zmiennych poza dluzszym dystansem chromania u chorych na PAOD.

Tab. 15. Zaawansowanie zmian naczyniowych w grupie PAOD I. A. oraz TAO.

PAODI. A. TAO WARTOSC P
Dystans chromania, m 98,9 (£89) 49,1 (£90) 0,017
ABI 0,51 (£0,15) 0,58 (£0,22) 0,16
Wskaznik ,,run off”’ 21,8 (£10,5) 15,5 (£ 2,9) 0,15
Zmiany w tetnicach szyjnych, n (%) 24 (71) 4 (25) 0,15
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Badania charakteryzujqce skrzep fibrynowy

Przepuszczalnosé skrzepéw fibrynowych wyrazona wspélezynnikiem przepuszczalnosei (Ks)
byla znamiennie mniejsza u pacjentéw z PAOD L.A. w poréwnaniu do oséb z grupy kontrolnej (12,9
vs 16,1 x 10 cm?; p<0,000001). Podobnie zachowywala si¢ podatno$¢ na lize, ktéra byta u chorych
mniejsza niz w grupie kontrolnej [max ADD (0,0685 vs 0,0785 pg/ml/min, p<0,01)].
Zaleznosci miedzy cechami skrzepu (wspolczynnikiem przepuszczalnosci i maksymalnym
przyrostem stezenia D-dimeréw) a badanymi parametrami laboratoryjnymi w grupie pacjentéw, u

ktérych wykonano arteriografie dotetnicza przedstawiono w tabeli 16.

Tab. 16. Zalezno$ci miedzy parametrami skrzepu (Ks i max ADD) a badaniami laboratoryjnymi w grupie
PAOD LA.

Ks r P max ADD r P
/run off 0,4 0,017 /ABI 0,3 0,05
/max ADD 0,3 0,05 /run off 0,4 0,01
/max DD 0,6 0,00004 /Ks 0,3 0,05
/Fg 0,5 0,002

/PAI-1 -0,38 0,02
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6.4 PACJENCI Z PAOD DOBRANI POD WZGLEDEM PLCI I WIEKU DO CHORYCH NA TAO

Z uwagi na to, ze poréwnywane grupy chorych réznily si¢ zaréwno liczebnoscia, jak 1
wiekiem i plcig w celu wyeliminowania potencjalnego wplywu tych czynnikéw na badane wilasciwosci
skrzepow fibrynowych, wyodrebniono podgrupe pacjentéw z PAOD dobranych do grupy chorych
na TAO pod wzgledem plci i wieku. Zaréwno przepuszczalnos$é skrzepow, jak i podatnosé na lize
byly znamiennie mniejsze w grupie TAO w poréwnaniu do dobranej pod wzgledem plci i wieku
grupy PAOD o podobnej liczebnosci, potwierdzajac znikoma przepuszczalnosé skrzepéw i ich duza
oporno$¢ na lize u chorych na TAO. Te oraz inne istotne statystycznie réznice miedzy wybrana
podgrupa chorych (PAOD 18) a pacjentami z TAO przedstawiono w tabeli 17. Potwierdzono, ze
pacjenci z choroba Buergera charakteryzuja si¢ znacznie wickszymi stezeniami fibronektyny
osoczowej 1 komoérkowej; dla tego ostatniego parametru réznica miedzy chorymi z TAO i PAOD

byta niemal trzykrotna.

Tab. 17. Istotne réznice miedzy dobrana pod wzgledem liczebnosci, plci i wieku grupa PAOD (n=18) i grupa
pacjentéw z TAO (n=10)

PAOD 18 TAO WARTOSC P

Nadcisnienie tetnicze, n (%) 15 (83) 2 (12,5) 0,00004
Palenie tytoniu (akt.), n (%) 13 (£72) 6 (37,5) 0,04

IL-6, pg/ml 2,5 (+3,2) 3,7 (£3,6) 0,04

pFn, mg/dl 0,31 (+0,05) 0,46 (+0,06) 0,000001
cFn, pg/ml 1,59 (£0,34) 447 (£0,47) 0,000001
Ks, (x 10° cm2) 12,8 (+1,73) 5,65 (+1,9) 0,000001
Max DD, ng/ml 5,6 (£0,94) 1,75 (+0,29) 0,000001
Max ADD, ng/ml/min 0,083 (+0,017) 0,029 (+0,005) 0,000001
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7.  DYSKUSJA

Przedstawione wyniki wskazuja na istotne réznice we wiasciwosciach skrzepu fibrynowego,
tj. jego przepuszczalnosci 1 podatnosci na lize, miedzy chorymi na miazdzycg zarostows tgtnic
koniczyn dolnych oraz chorobe Buergera. Szczegélnie mala przepuszczalno$¢ —skrzepu
charakteryzowala pacjentéw z TAO w poréwnaniu z grupami kontrolnymi, jak i chorymi na
miazdzyce zarostowa. Ponadto przepuszczalno$¢ skrzepu wiazala si¢ z zaawansowaniem miazdzycy u

pacjentéw z PAOD.

W badaniu wykazano, ze przepuszczalno$¢ zeli fibrynowych jest mniejsza u oséb
rozpoznang PAOD i1 TAO niz u oséb zdrowych w podobnym wieku. Zjawisko malej
przepuszczalnosci zeli opisane tutaj jest podobne do obserwowanego u mezczyzn z miazdzyca tetnic
wienicowych, ktérzy doznali zawatu serca w mlodym wieku (186, 200). Natomiast po raz pierwszy w
tej pracy wykazano, ze dotyczy ono takze chorych na PAOD i zakrzepowo-zarostowe zapalenie
naczyn. Warto podkreslié, ze wspolczynnik przepuszczalnosci (Ks) u pacjentow z TAO byl
szczegllnie maly (3-krotnie mniejszy niz w grupie kontrolnej), co najpewniej oznacza, ze siec
fibrynowa u pacjentow z chorobg Buergera cechuje si¢ szczegdlnie gesto upakowanymi wléknami
fibrynowymi. Obserwowane wartosci Ks byly mniejsze od tych opisywanych u chorych na miazdzyce
tetnic wieicowych (200) oraz u pacjentdéw z zespolem nerczycowym, ktorzy takze cechuja si¢ niska
przepuszczalnoscia zeli (214). Wyniki moga sugerowaé obecnos$¢ cieniszych, zbitych wiékien skrzepu
zwlaszcza u chorych na TAQO, ale dopiero analiza za pomoca mikroskopii elektronowej, konfokalnej

lub NMR mogtaby potwierdzi¢ t¢ hipoteze.

Czynniki modulujace wlasciwosci skrzepdéw obejmuja czynniki wrodzone/genetyczne oraz
srodowiskowe, ktére dziataja poprzez zréznicowane mechanizmy m.in. zmiany stezen fibrynogenu i
trombiny. Zmniejszona przepuszczalno$¢ skrzepdw u pacjentéw z PAOD byla niezalezna od wieku,
plci, czynnikéw ryzyka takich jak aktualne palenie tytoniu, hyperlipidemia, nadci$nienie i cukrzyca czy
wspotwystepowania choroby niedokrwiennej serca i zmian w tetnicach szyjnych. W grupie TAO
réwniez nie obserwowano zaleznoéci Ks od cech demograficznych 1 czynnikéw ryzyka choréb
sercowo-naczyniowych. Wplyw cukrzycy na strukture skrzepu i jego wlasciwosci opisywany w
literaturze (205, 206) nie uwidocznil si¢ w zaawansowanej objawowej miazdzycy koficzyn, co moze
sugerowac, ze choroba naczyf ,,maskuje” wplyw cukrzycy na wlasciwosci skrzepu. Zalezno$é ta
mogla tez nie by¢ widoczna z powodu stosunkowo malej liczebnosci chorych na cukrzyce (n=10)
wérdd pacjentdw z miazdzyca. Podobnie nie zaobserwowano wplywu lipidemii na strukture i
wiasciwosci skrzepu wérdd pacjentéw z miazdzyca, stwierdzono natomiast taka zalezno§¢ u oséb z

grupy kontrolnej. Stezenie cholesterolu catkowitego i triglicerydéw wykazywato tu silna odwrotna

55



korelacje z przepuszczalnodcia skrzepu. Podobna zalezno$¢ miedzy stezeniem triglicerydéw a
przepuszczalnodcia skrzepu stwierdzili Fatah 1 wsp. (200) u oséb zdrowych stanowiacych grupe

kontrolng dla chorych na zawal serca.

Jak oczekiwano, stwierdzono zaleznodci wlasciwosci skrzepu od stezenia Fg w grupie
PAOD. Zaleznosci wlasciwosci skrzepu od stezenia Fg sa zgodne z obserwacjami Fatah i wsp. (200)
1 Millsa i wsp. (207). Stezenie Fg, z ktorego powstaje fibryna jest bowiem najistotniejszym czynnikiem
wplywajacym na strukture sieci fibrynowej. Przy jego duzych stezeniach w osoczu odszczepianie
fibrynopeptydu A zachodzi szybciej (191) i tworzace si¢ sieci charakteryzuja si¢ zbitymi, gesto

upakowanymi wiéknami (192).

Do czynnikéw, ktore wykazywaly zalezno$¢ z przepuszczalnoscia skrzepu u chorych na
PAOD nalezalo takze stezenie PAI-1. Obie grupy chorych wykazywaly znamienne wyzsze stezenia
analizowanych parametréw uktadu krzepniecia 1 fibrynolizy w stosunku do oséb z grup kontrolnych.
Brak jest obserwacji dotyczacych nieprawidlowosci generacji trombiny i ukladu fibrynolizy u
pacjentéw z TAO. Natomiast donoszono o podwyzszonych stezeniach antygenu tPA oraz PAI-1 u
0s6b z chromaniem przestankowym zwlaszcza cigzkim (<200 m) w stosunku do oséb stanowigcych
grupe kontrolna (215). Podwyzszone stezenia PAI-1 stwierdzane u chorych z PAOD w
przedstawianej pracy, towarzyszyly niskiej przepuszczalno$ci skrzepu, co moze mieé zwigzek ze
zwickszona ekspresja zapalnych cytokin. Fatah i wsp. (200) wykazali podobna korelacj¢ z biatkiem
ostrej fazy orozomukoidem. W literaturze nie znaleziono danych na temat wptywu CRP lub IL-6 na
strukture skrzepéw fibrynowych. Wobec roli przypisywanej CRP w miazdzycy (34), wplyw tego
biatka na strukture skrzepu moze mieé¢ znaczenie w patogenezie tej choroby i jej powiklan
zakrzepowych. W przedstawianej pracy wykazano taka zalezno$é u oséb zdrowych stanowiacych
grupe kontrolng PAOD. Wspoétczynnik przepuszczalnosci wykazywal odwrotng korelacje nie tylko
ze stezeniem Fg, ale réwniez CRP, IL-6 oraz pFn. Obserwacja ta moze wskazywaé, ze wplyw
markerow zapalnych na strukture 1 wlasciwosci sieci fibrynowych widoczny jest u 0séb zdrowych, ale
w przypadku zaawansowanych zmian naczyniowych (PAOD), a zwlaszcza zapalnych (TAO), jest
trudniejszy do wykrycia wobec obecnosci wielu czynnikéw zaklocajacych np. PAI-1. W grupie
pacjentéw z TAO przepuszczalno$¢ skrzepéw wykazywala ujemna korelacje ze stezeniem
fibronektyny osoczowej bedacej markerem stanu zapalnego. Dotychczas w piSmiennictwie nie
opisywano takiej zalezno$ci. Stgzenie pFn u pacjentéw z chorobg Buergera bylo znamiennie
podwyzszone w stosunku do chorych z PAOD i grup kontrolnych. Jednak najbardziej zaskakujaca
obserwacja dotyczy fibronektyny komoérkowej, ktéra wydaje si¢ w $wietle przedstawionych danych
wazng determinanta wlasciwosci skrzepu. Dotad nie opublikowano danych o wplywie tego biatka na
porowatos¢ skrzepéw fibrynowych. Okazalo sig, Ze stezenie fibronektyny komoérkowej bylo 2,5 raza

wigksze od wartosci obserwowanych u pacjentéw z PAOD i prawie 4 -krotnie wigksze niz w grupie

56



kontrolnej. Zwigkszona ekspresja fibronektyny komoérkowej jest najpewniej wyrazem dzialania na
naczynie czynnikéw uszkadzajacych, co w przypadku choroby Buergera moze by¢ zwigzane z
procesem zapalnym 1 uszkodzeniem §rédblonka. Obserwacja ta zdaje si¢ potwierdza¢ inne
doniesienia przemawiajace za zapalnym charakterem tego schorzenia (125, 129-131). Zalezno$é
miedzy stezeniem fibronektyny komoérkowej a przepuszczalnoscia w grupie chorych na TAO nie
osiagneta znamiennosci statystycznej (p=0,06), mimo tak duzej réznicy stezen tego markera miedzy
badanymi grupami, co wynika najpewniej z malej liczby oséb uwzglednionych w analizie.
Przepuszczalnos$é skrzepu wykazywala odwrotna zalezno$¢ ze stezeniem fibronektyny komoérkowej
w obu grupach kontrolnych, ale nie u pacjentéw z PAOD i TAO. Prawdopodobnie w PAOD i TAO
istnieja inne czynniki zaklécajace (np. Fg, aspiryna), nieobecne w grupach kontrolnych i ewentualny

wplyw cFn ulega zamaskowaniu.

Istnieja dane wskazujace, ze porowatos¢ skrzepu zwicksza si¢ pod wplywem malych dawek
aspiryny u oséb zdrowych. Williams i Fatah (216) wykazali wzrost Ks o 65% u zdrowych osob,
przyjmujacych 75 mg kwasu acetylosalicylowego dziennie (w poréwnaniu do 22% wzrostu u os6b
otrzymujacych 320 mg aspiryny). W tym badaniu zadna z oséb z grupy kontrolnej nie przyjmowata
aspiryny, co uniemozliwilo weryfikacje obserwacji badaczy z Instytutu Karola w Sztokholmie. Co
cickawe, 7 0s6b z grupy TAO przyjmowalo ASA w dawce 75-150 mg/dz i stosowanie tego leku w tej
grupie wigzalo si¢ z wigkszym wskaznikiem przepuszczalnosci. Obserwacja ta moze $wiadczy¢ o tym,
iz pacjenci z TAO moga odnies¢ korzy$¢ z przyjmowania aspiryny. Przyjmowanie kwasu
acetylosalicylowego nie zmieniato przepuszczalno$ci skrzepu w grupie chorych z PAOD. Oczywiscie

dla potwierdzenia potencjalnej roli aspiryny w terapii TAO niezbedne sq badania kliniczne.

Biorac pod uwagg liczne korzystne dzialania statyn, w tym przeciwzakrzepowe (217), mozna
bylo przypuszczaé, ze leczenie statynami zmienia wilasciwosci skrzepu. Jednak przedstawione wyniki
wskazuja, ze przyjmowanie statyn przez pacjentow z PAOD i TAO nie mialo wplywu na
wspotezynnik Ks. Ocena wplywu statyn na skrzep nie byla celem pracy i przy duzej liczbie
czynnikéw zaklécajacych w poréwnywanych grupach stwierdzenie istotnej réznicy w warto$ciach Ks
bylo mato prawdopodobne. Hipoteza o wplywie statyn na strukture skrzepu zastuguje jednak na

weryfikacje w duzym badaniu.

Rozktad wariantéw allelicznych polimorfizmu Val34Leu FXIII u chorych z PAOD i TAO
nie wykazywal istotnych statystycznie téznic. Obecno$¢ Leu34 nie miala wplywu na
przepuszczalno$¢ 1 lize skrzepu. Obserwacja ta jest zbiezna z obserwacja Millsa i wsp. badajacego
krewnych o0s6b z chorobg wieficowa (207). Autorzy ci wysungli wniosek, ze silny wplyw stgzenia
fibrynogenu na strukture skrzepu, jak réwniez szeroki zakres jego stezen u badanych moze
maskowac zwigzek pojedynczego polimorfizmu ze zmieniona strukturg skrzepu. Wydaje si¢ réwniez,

ze zalezno$¢ ta moze by¢ niewidoczna z powodu zbyt malej liczebnosci badanych grup. Wsréd oséb
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z grupy kontrolnej PAOD jednakze stwierdzono, iz wystepowanie allelu L (genotyp LL i VL FXIII)
wiazalo si¢ z mniejszq przepuszczalnoscia skrzepu niz u nosicieli wariantu VV, jak to obserwowali u
0s6b zdrowych bedacych nosicielami allelu 34Leu FXIII Ariens i wsp. (179). Niewatpliwie
polimorfizm Val34Leu FXIII jest waznym genetycznym czynnikiem determinujacym wlasciwosci

skrzepow fibrynowych.

Mala porowatos$¢ 1 przepuszczalno$é skrzepu u pacjentéw z PAOD korelowata z
podatnodcig na lize. Skrzepy fibrynowe o matej przepuszczalnosci trudniej poddawaly sie lizie pod
wplywem t-PA, co manifestowalo si¢ pdzniejszym w stosunku do grupy kontrolnej rozpoczeciem
lizy, wolniejszym narastaniem stezenia D-dimeréw 1 diuzszym czasem trwania lizy. W grupie chorych
na TAO rozpuszczalno§¢ zeli fibrynowych byla jeszcze nizsza i charakteryzowala si¢ powolnym
narastaniem D-dimeréw, osiagajacych stezenia typowe dla poczatkowej fazy lizy u oséb z grup
kontrolnych w momencie, gdy ta byla juz u nich zakonczona (zalamanie si¢ skrzepu przed 80 min
obserwacji). Zalezno$¢ migdzy porowatoscia skrzepu a podatnoscia na liz¢ potwierdzono w wielu
obserwacjach (187, 193, 200, 201). Pojedyncze, cienkie wldokna ulegaja szybszej lizie niz wldkna
grube, jednakze to przestrzenna struktura skrzepu a nie grubos$¢ pojedynczych widkien determinuje
szybkos¢ jego lizy (218). Dlatego sieci fibrynowe u pacjentéw z PAOD 1 TAO wykazujace mniejsza
przepuszczalno$é, ktora jak wiadomo, koreluje z gruboscia 1 stopniem upakowania widkien, ulegaja
wolniejszemu rozkladowi niz skrzepy oséb zdrowych z grup kontrolnych. Zjawisko to, zwigzane z
gestym  upakowaniem wildkien, moze wynika¢ 2z utrudnionego transportu czynnikéw
fibrynolitycznych w obreb sieci oraz uwigzieniem i nagromadzeniem powstalych D-dimeréw, co
wplywa na opdznienie procesu lizy (193, 219). Moze takze wynikac z aktywacji nowych czasteczek Fg
ptrzez trombing zwiazang z produktami rozktadu fibryny, i w ten sposob chroniona przed dziataniem

jej inhibitoréw (220),

Przepuszczalnosé zelu wytworzonego z osocza cytrynianowego oceniana w tej pracy zostala
opracowana przez Millsa i wsp. (207) z Uniwersytetu w Leeds w Wielkiej Bytanii, jednego z
najlepszych osrodkéw badan nad fibryna i czynnikami modyfikujacymi jej wlasciwosci. M. Blombick
ijej zespol pracujacy w Instytucie Karola w Sztokholmie stosuje odmienna metode, w ktérej osocze
dializowane jest 7z vitro w obecno$ci buforu (200). Réwnie pracochlonna i wymagajaca duzego
doswiadczenia metoda oceny podatnosci na liz¢ wprowadzona przez Colleta i wsp. (201) nie jest
wolna od ograniczed. Jednak pomiar podstawowego markera fibrynolizy, D-dimeréw, wydaje si¢
blizszy sytuacji fizjologicznej niz inne stosowane fizykochemiczne analizy. Mozna tez oceniaé
turbidymetrycznie zele przygotowane z osocza w obecnosci rtPA, okreslajac ich absorbancje (221).
Wiele opublikowanych danych analizujacych strukture skrzepu pochodzi z badat in vitro z
zastosowaniem oczyszczonych biatek i czesto w bardzo zréznicowanych stezeniach - chlorku wapnia

i trombiny, ktére maja silny, nieliniowy wplyw na przepuszczalnosé skrzepu. Wybér modelu dla
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oceny wiasciwosci skrzepu i podatnoéci na lize niewatpliwie moze wplywaé na uzyskane wyniki.
Zaletg przedstawionego tutaj badania jest wykonanie analiz w stosunkowo duzej grupie chorych na

miazdzyce zarostowsq 1 réwnie licznych grupach kontrolnych.

Do oceny niedokrwienia koniczyn w grupach chorych, uzyto zaréwno metod nieinwazyjnych
tzn. pomiaru dystans chromania na biezni ruchomej i wskaznika kostkowo-ramiennego, jak i metody
obrazowej - arteriografii. Poniewaz zmienno$¢ ABI nie zawsze koreluje z ocena czynnosciows (61,
222), zaawansowanie niedokrwienia zostalo okreslone obiema metodami nieinwazyjnymi, z uwagi na
ich wzajemne uzupelnianie si¢. Dystans chromania oceniono na biezni ruchomej z najczescie]
stosowanymi parametrami - stala predkoscia przesuwu 3,2 km/h i nachyleniem 10 © (58, 59). Ten
sposob oceny niedokrwienia wybrano z uwagi na dobra tolerancje obciazenia, jak réwniez, z powodu
braku istotnych réznic pomigdzy warto§ciami testu marszowego wykonywanego ze stala predkoscia a
testami ze stopniowanym wysitkiem oraz zmieniajacym si¢ nachyleniem biezni (59, 223, 224). Grupa
chorych na PAOD byta zréznicowana pod wzgledem zaawansowania choroby, ocenianego dtugoscia
dystansu chromania na biezni ruchomej oraz ABI 1 réznila si¢ znamiennie od grupy pacjentéw z
TAO w zakresie dystansu chromania przestankowego, ale nie ABI. Zaréwno dystans chromania jak i
wskaznik kostkowo-ramienny nie wykazywaly zaleznosci z obserwowanymi cechami skrzepu.
Zaleznoéci te byly natomiast widoczne przy zastosowaniu obrazowania do oceny zaawansowania
miazdzycy.

Do najczestszych obrazowych metod oceny zaawansowania zmian w tetnicach naleza
ultrasonograficzna i angiograficzna. Ostatnio, dzigki postgpowi w obrazowaniu naczyn technika
rezonansu magnetycznego, mozliwa jest réwniez diagnostyka tetnic koniczyn ta metods ze
skutecznoscia nieznacznie mniejszq od arteriografii (67, 68). Tomografia komputerowa, zwlaszcza
wielorzedowa, ma jeszcze wigksza skutecznosé w diagnostyce naczyn obwodowych, poréwnywalng z
arteriografia (65, 66, 225). Z uwagi jednak na dostgpnos¢ tych badad, jak réwniez brak mozliwosci
jednoczesnego dzialania terapeutycznego, najbardziej powszechng metodg diagnostyczna pozostaje
angiografia tetnic koficzyn. Ocena zwezenia w arteriografii ma charakter przyblizony. Poza jako$cia
techniczng uzyskanych obrazéw, wynikajaca miedzy innymi ze stopnia rozcieficzenia $rodka
cieniujacego 1 interferenciji sasiadujacych narzadéw, utrudniajg ja poszerzenia postenotyczne oraz
ekscentryczne zwezenia nie obejmujace calego obwodu naczynia. Ponadto na ocen¢ zwezenia
wplywa réwniez umiejscowienie zdrowych odcinkéw naczyfi, wzgledem ktérych jest ona
wykonywana. Bezposrednim dowodem istotno$ci zwezenia jest inwazyjna ocena gradientu ci$nien
przez zwezenie oraz ultrasonografia wewnatrznaczyniowa. Najczesciej jednak ocena zwezen
dokonywana jest przez poréwnanie miejsca zwezonego do miejsca uznanego za prawidlowe w tym
samym naczyniu (226). W przedstawianej pracy wykorzystano oceng zaawansowania zmian w

tetnicach koniczyn dolnych w oparciu o radiologiczng metode szacowania odbioru naczyniowego u
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pacjentéw poddanych zabiegom pomostowania tetnic obwodowych (212). Niezaprzeczalng zaletq tej
metody jest jej prostota i mozliwo$¢ przedstawienia zaawansowania zmian naczyniowych za pomoca
liczby, co pozwala na przeprowadzenie poréwnan. Wskaznik odbioru naczyniowego wyrazony
loczynem stopnia zwezenia naczynia (0-brak zwezenia, 1- zwezenie <50%, 2- zwezenie > 50%, 3-
niedroznos¢) 1 ,,wazno$ci” naczynia (punkty 1-3) wykazywal znamienna, odwrotna korelacje ze
wskaznikiem kostka-rami¢. Ponadto pozwolil na zréznicowanie grupy chorych z PAOD na
pacjentéw z duzym (ROS 227) i mniejszym (ROS<206) zaawansowaniem zmian. Wartos¢ 27
stanowila polowe maksymalnego ROS w grupie chorych z PAOD i zostala przyjeta w tej pracy
arbitralnie, aby ulatwi¢ analiz¢ iloSciowa. U pacjentéw z ROS = 27 punktéw przepuszczalnosé
skrzepéw  byla znamiennie nizsza (o 14,3%) od stwierdzanej u chorych z mniejszym
zaawansowaniem zmian w tetnicach. Na zaleznos¢ te nie wplywaly wiek, ple¢ ani czynniki ryzyka
miazdzycy. Podobng korelacje stwierdzono w odniesieniu do podatnosci na lize. Tak wigc, stopien
zaawansowania miazdzycy wyrazony ROS wykazywal zaleznosci z obiema wlasciwosciami skrzepu
fibrynowego - przepuszczalnoscia i podatnoscia na lize. Spostrzezenie to jest zbiezne z obserwacja, w
ktorej stwierdzono zalezno$¢ migdzy nasileniem zmian w angiografii t¢tnic wieicowych i cechami

skrzepu u pacjentow, po zawale serca (180).

Zastrzezenie moze budzi¢ technika badania, jaka wybrano do oceny angiograficznego
zaawansowania zmian tzn. cyfrowa anglografia subtrakcyjna (DSA) z dozylnym wstrzyknigciem
$rodka cieniujacego. Podejscie to stosuje si¢ od wielu lat do przegladowej oceny zmian tetnic kofczyn
dolnych i w zalezno$ci od ocenianego odcinka drzewa naczyniowego charakteryzuje si¢ ono czuloscia
siegajaca 66-93% 1 ponad 90% swoistoscia (227, 228, 229). Metoda ta ma swoje ograniczenia, ktorych
cze$¢ wymieniono wezesniej, wynikajace z wigkszego stopnia rozcieficzenia $rodka cieniujacego w
krazeniu, stabszej widocznosci naczyfi odcinka aortalno-biodrowego spowodowanego obecno$cia
gazéw jelitowych oraz naczyd podudzia z powodu ich mniejszego kalibru. Ponadto technika ta
wymaga podawania wickszych objetosci §rodka cieniujacego niz w przypadku badania dotetniczego.
Zaletg badania jest natomiast jego mala inwazyjno$¢ i mozliwo§¢ wykonania w warunkach
ambulatoryjnych. Wielorzedowa tomogratia komputerowa jest w tym wypadku badaniem o wigkszej
dokladnodci, ale mniej dostepnym. W przeprowadzonej pracy w celu zminimalizowania bledu oceny
zaawansowania zmian naczyniowych do badania wlaczono jedynie pacjentéw z zadowalajaca
technicznie jakos$cig obrazéw oraz uproszczono sposob oceny zwezenia stosowany w ocenie odbioru
naczyniowego (212), w stosunku do naczyn podudzia do skali 3 punktowej ( O- naczynie
niezmienione, 2- nieregularnosci $cian 1 zwezenia, 3- niedroznos$¢ naczynia). Ponadto u 34 chorych z
PAOD zakwalifikowanych do leczenia endowaskularnego, u ktérych wykonano angiografie
dotetnicza, osobno oceniono zwezenia. Zwezenia oceniane w badaniu metodq dozylnego

wstrzyknigcia kontrastu zostaly potwierdzone w badaniu dotgtniczym w 100%. Z powodu mniejszej

60



liczebnosci chorych z wykonanym dotetniczym badaniem angiograficznym, réznica dotyczaca plci
miedzy chorymi na PAOD a grupa kontrolng przestata by¢ istotna, podobnie jak réznica czestodci
wystgpowania zmian w tetnicach szyjnych migdzy chorymi na PAOD i TAO. Pozostate porownania i
najistotniejsze korelacje obserwowane w grupie 55 chorych z miazdzyca zarostows z badaniem DSA
metodq dozylnego wstrzykniecia $rodka cieniujacego stwierdzono réwniez w  podgrupie
weryfikowanej badaniem dotetniczym. Nalezy jednak podkreslié, ze mimo istotnych korelacji z
badaniami nieinwazyjnymi (ABI), metoda ta nie nalezy do standardowego sposobu weryfikowania
zmian, na co wskazuje sposéb rekrutowania chorych, obejmujacy jedynie osoby z zadawalajacymi
technicznie obrazami angiograficznymi oraz konieczno$¢ modyfikacji oceny zwezenia naczyn

podudzi.

Komentarza wymaga réwniez kwalifikacja chorych do grupy TAO. Jak przedstawiono we
wstepie, kryterium przemawiajacym za rozpoznaniem TAO wedlug wickszosci badaczy jest
niewystepowanie, poza paleniem, tzw. klasycznych czynnikow ryzyka miazdzycy. U 2 oséb z choroba
Buergera rozpoznano nadcis$nienie tgtnicze, ktore jako czynnik ryzyka miazdzycy powinno stanowic
jedno z kryteriéw wykluczajacych. Jednakze stwierdzono, iz rozwingto si¢ ono po wielu latach od
rozpoznania choroby 1 nie mialo wplywu na zmiang¢ oceny calego obrazu klinicznego. Wszyscy
chorzy na TAO wlaczeni do obserwacji spetniali kryteria diagnostyczne Shionoy’i (133), ktére naleza

do najcze¢sciej stosowanych w diagnostyce tej choroby.

Podsumowujac nalezy podkresli¢, Zze obnizona przepuszczalno$é skrzepéw fibrynowych
zwigzana z ich struktura oraz mniejsza podatno$¢ na liz¢ opisywane u pacjentéw po zawale serca z
zaawansowang choroba wieficowa charakteryzuja réwniez chorych z zaawansowana, objawowa
miazdzyca zarostowq tetnic konczyn dolnych. Ponadto stwierdzono, ze mniejsza przepuszczalnosé
zeli cechuje osoby o wigkszym zaawansowaniu PAOD w ocenie angiograficznej. Przepuszczalno$é
skrzepu u tych chorych koreluje ujemnie z wyzszymi stgzeniami Fg oraz PAI-1, co moze tlumaczy¢
takze mniejsza podatno$¢ na lize. Po raz pierwszy stwierdzono réwniez, ze szczegllnie mala
przepuszczalno$é skrzepéw fibrynowych 1 zmniejszona podatnosé na lize¢ w poréwnaniu do oséb
zdrowych, jak i chorych na PAOD, charakteryzuje pacjentéw z chorobg Buergera. To nowo opisane
zjawisko nie wydaje si¢ wynika¢ ze stabszej aktywnosci fibrynolitycznej ani zwigkszonej generacii
trombiny. Ciekawa jest réwniez obserwacja znamiennie zwigkszonego stezenia fibronektyny
komorkowej u tych chorych w poréwnaniu do grupy kontrolnej i do chorych na PAOD. Mogloby to
wskazywaé na przydatno§¢ tego markera w réznicowaniu TAO z miazdzyca zarostows tetnic
koticzyn dolnych.

Konieczne sa jednak dalsze badania w wigkszych grupach chorych na PAOD i TAO w celu
potwierdzenia tych wstepnych obserwacji, ktére nie tylko wskazuja na nowe mechanizmy

patogenetyczne, ale tez moga mie¢ implikacje kliniczne.
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WNIOSKI

Chorobe Buergera charakteryzuje mata przepuszczalnosé skrzepow fibryny w poréwnaniu
zaréwno do oséb zdrowych, jak i chorych na miazdzyce zarostows tetnic koniczyn dolnych.
Skrzepy fibrynowe w tej ostatniej grupie sa réwniez mniej porowate w poréwnaniu do grupy

kontrolne;.

Zaréwno w chorobie Buergera, jak 1 w miazdzycy zarostowej tetnic koficzyn dolnych

stwierdza si¢ uposledzenie podatnosci skrzepdéw na lize w poréwnaniu do grup kontrolnych.

Przepuszczalno$é skrzepow fibrynowych u chorych na miazdzyce zarostowy tetnic koficzyn
dolnych wigze si¢ ze stezeniem fibrynogenu 1 aktywnoscia inhibitora aktywatora
plazminogenu typu 1, a w przypadku choroby Buergera z dystansem chromania i stezeniem

fibronektyny osoczowe;.

Chorych na zaawansowang miazdzyce zarostowsa tetnic kodczyn dolnych charakteryzuja
mniej przepuszczalne i mniej podatne na lize skrzepy fibrynowe zaréwno w poréwnaniu z

osobami zdrowymi, jak i z chorymi o mniejszym zaawansowaniu choroby.
W chorobie Buergera zwickszone jest stezenie fibronektyny komoérkowej; moze ona

stanowi¢ jeden z markerow réznicujacych te chorobe od miazdzycy zarostowej tetnic

koficzyn dolnych.
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9. STRESZCZENIE

Koncowe etapy procesu krzepnigcia, polegajace na konwersji fibrynogenu do fibryny oraz
wytwarzaniu wigzaf krzyzowych migdzy jej monomerami przez aktywny czynnik XIII, prowadza do
powstania skrzepu stosunkowo odpornego na uszkodzenia mechaniczne i enzymatycznag degradacje.
Usieciowanie fibryny, grubos$¢ jej widkien oraz wrazliwo§é na dzialanie plazminy, zaleza od wielu

czynnikéw §rodowiskowych i genetycznych.

Dostepne dane wskazuja, ze nieprawidiowa struktura skrzepu fibrynowego moze odgrywaé role w
wielu jednostkach chorobowych, w tym w zaawansowanej chorobie wieficowej. Nie wiadomo, czy
zmniejszona przepuszczalno$¢ 1 oporno$¢ na lize wystepuja takze u chorych na miazdzyce
rozwijajaca si¢ w innych tozyskach naczyniowych, w tym miazdzyce zarostowa tetnic konczyn
dolnych. Nie badano réwniez wiasciwosci skrzepu w chorobach zapalnych naczyn takich jak choroba
Buergera.

Celem badania byta ocena wiasciwosci skrzepu fibrynowego (przepuszczalnosci i podatnosci
na liz¢) 1 okreslenie czynnikéw determinujacych architekture skrzepu fibrynowego u chorych na
miazdzyce zarostowq tetnic kofczyn dolnych o réznym stopniu zaawansowania oraz chorobe

Buergera.

W badaniu wzi¢to udzial 55 kolejnych pacjentéw z miazdzyca zarostows tetnic koficzyn
dolnych w wicku od 44 do 70 lat i 16 pacjentéw z choroba Buergera w wicku 38 do 56 lat. Grupy

kontrolne dobrane pod wzgledem wieku liczyly odpowiednio 30 1 17 oséb.

W grupach pacjentéw z miazdzycy zarostowa i chorobg Buergera oceniono stopiefl zaawansowania
niedokrwienia koficzyn za pomoca pomiaru dystansu chromania na biezni ruchomej oraz wskaznika
kostkowo-ramiennego. Ponadto oceniono zaawansowanie zmian naczyniowych konczyn dolnych w
badaniu angiograficznym za pomocg wskaznika odbioru naczyniowego (,,run off score”) oraz obecnosé
zmian w tetnicach szyjnych badaniem ultrasonograficznym. U wszystkich pacjentéw oznaczono w
surowicy krwi: profil lipidowy, fibrynogen, biatko C-reaktywne (CRP), stezenia interleukiny 6 (IL-0),
czasteczki przylegania miedzykomoérkowego 1 (ICAM-1), fibronektyny osoczowej i komoérkowej,
stezenie fibrynopeptydu A (FPA), antygenu tkankowego aktywatora plazminogenu (tPA), antygenu
inhibitora plazminogenu typu 1 (PAI-1) i D-dimeréw. Ponadto badano przepuszczalnosé skrzepow
fibrynowych z osocza cytrynianowego wyrazajac ja wspélczynnikiem przepuszczalnosci Ks (stalg
Darcy’ego). Podatno$é skrzepéw na liz¢ oceniono na podstawie seryjnych pomiaréw stezenia D-
dimeréw w buforze przenikajacym przez zele, do ktérego dodano rekombinowany t-PA wedlug

metody Colleta i wsp. Oznaczono takze polimorfizm Val34Leu czynnika XIII.
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W analizie poréwnawczej, w obrebie chorych na miazdzyce zarostowa konczyn dolnych
wyodrebniono podgrupe z dotetniczym badaniem angiograficznym (n=34) oraz podgrupe dobrang
pod wzgledem plci i wieku do chorych z zakrzepowo-zarostowym zapaleniem naczyn (n=18). Dla

obu podgrup przeprowadzono oddzielne poréwnania i korelacje.

Przepuszczalno$é skrzepéw fibrynowych pacjentéw z choroba Buergera byla ponad dwukrotnie
mniejsza niz chorych na miazdzyceg zarostowg koficzyn (zaréwno w catej grupie jak i w podgrupie z
wykonang angiografia dotetnicza i tej dobranej pod wzgledem plci 1 wieku do pacjentéw z choroba
Buergera). W grupie chorych na miazdzyce zarostows stwierdzono takze znamiennie mniejszy Ks (o
14,3%, p=0,001) u pacjentéw z wigkszym zaawansowaniem zmian w badaniu angiograficznym
(arbitralnie przyjeta warto$¢ ,run off” = 27) w poréwnaniu do chorych 2z mniejszym
zaawansowaniem miazdzycy (,,run off 7 < 26). Przepuszczalnosé skrzepoéw w grupie pacjentow z
chorobg Buergera znamiennie korelowala z maksymalng szybko$cia narastania stezent D-dimeréw
(¢=0,59; p=0,01), dystansem chromania (+r=0,9; p=0,002) i przyjmowaniem aspiryny (p=0,03) oraz
wykazywala odwrotna zalezno$¢ ze stezeniem fibronektyny osoczowej (r=-0,77; p=0,0004).
Przepuszczalno$é skrzepéw w grupie chorych na miazdzyce zarostowa tetnic konczyn dolnych
natomiast korelowala znamiennie z maksymalna szybkoscia narastania stezeft D-dimerow (r=0,42;
p=0,001) oraz ze stezeniem fibrynogenu (r=-0,35; p=0,008) i PAI-1 (r=-0,55; p=0,00001). W grupie
TAO stezenie fibronektyny komérkowej byto ponad 3 krotnie wigksze niz w grupie kontrolnej [4,47
(£0,47) vs 1,17 (£0,16) pg/ml, p<0,000001] i ponad dwukrotnie wigksze niz u chorych z PAOD
[4,47 (£0,47) vs 1,71 (£0,34) pg/ml, p<0,00001].

W grupie kontrolnej TAO stwierdzono istotng statystycznie odwrotna zalezno$¢ przepuszczalnosci
skrzepu ze stezeniem fibrynogenu (r=-0,7; p=0,0000) oraz stezeniem fibronektyny komoérkowej (r=-
0,85; p=0,00001). W obrebie grupy kontrolnej PAOD przepuszczalno$¢ skrzepu wykazywala
znamienng zalezno$¢ z jego podatnoscia na lize¢ (1=0,55; p=0,001). Ponadto stwierdzono w tej grupie
znamienng odwrotna korelacje przepuszczalnodci skrzepu z wiekiem (r=-0,74; p=0,000003),
stezeniem cholesterolu catkowitego (1=-0,4; p=0,02) i triglicerydéw (r=-0,55; p=0,001) oraz
stezeniem markeréw stanu zapalnego jak Fg (r=-0,75, p=0,000001), CRP (+=-0,77; p<0,000001) i IL-
6 (r=-0,59; p=0,0005). Przepuszczalnos¢ skrzepu wykazywala takze odwrotng zalezno$¢ ze stezeniem
fibronektyny komoérkowej (r=-0,84; p<0,000001) i osoczowej (r=-0,69; p=0,00002). W grupie
kontrolnej PAOD stwierdzono ponadto zalezno$¢ Ks od polimorfizmu czynnika XIII Val34Leu.
Nosiciele allelu Leu34 charakteryzowali si¢ mniejsza wartoscia Ks niz osoby homozygotyczne pod

wzgledem allelu Val34 (p<0,000001).

Podatnos¢ na liz¢ byla réwniez mniejsza w grupie chorych na chorobe Buergera w stosunku do

pacjentéw z miazdzyca zarostowa i grup kontrolnych (p<0,00001). W obu grupach chorych
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wykazywala ona znamienng zalezno$¢ z przepuszczalnodcia skrzepow.

W badaniu wykazano, ze obnizona przepuszczalno§é skrzepéw fibrynowych oraz mniejsza
podatnosc¢ na liz¢ opisywane u pacjentéw z miazdzyca tetnic wieicowych i ich rodzin, charakteryzuja
réwniez pacjentow z zaawansowana, objawows miazdzyca zarostows konczyn dolnych. Wiasciwosci
skrzepu zalezaly takze od zaawansowania tej choroby. Po raz pierwszy stwierdzono réwniez, ze
szczegblnie mata przepuszczalno$é skrzepéw fibrynowych i znikoma podatno$é na lize w
poréownaniu do oséb zdrowych, jak i chorych na PAOD, charakteryzuje pacjentéw z choroba
Buergera. To nowo opisane zjawisko moze mie¢ znaczenie w patogenezie tej choroby 1 nie wydaje si¢
wynika¢ ze slabszej aktywnosci fibrynolitycznej ani zwigkszonej generacji trombiny. Wyraznie
zwickszone stezenie fibronektyny komoérkowej u 0séb z choroba Buergera w poréwnaniu do grupy
kontrolnej i chorych na PAOD, moze by¢ przydatne w réznicowaniu tej choroby z miazdzyca

zarostows, tetnic koniczyn dolnych.
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SUMMARY

The final steps of the coagulation process, which involve conversion of fibrinogen to fibrin
and cross-linking of fibrin fibers by activated factor XIII, lead to the formation of a compact clot
resistant to mechanical and enzymatic degradation. Fibrin network architecture, fibrin fiber thickness
and susceptibility to plasmin depend on a number of environmental and genetic factors. Available
data indicate that abnormal fibrin clot structure may be important in several diseases including
advanced coronary artery disease. It is not known if decreased permeability and resistance for lysis of
the clots can also be found in patients with atherosclerosis developing in other vascular beds such as
those with peripheral artery occlusive disease (PAOD). There have been no studies regarding fibrin

clots in the inflammatory artery diseases like Buerger disease either.

The aim of the study was to evaluate fibrin clot properties, such as permeability and susceptibility to
fibrinolysis, and identify factors which influence these variables in patients with peripheral

atherosclerotic occlusive disease and Buerger disease.

We enrolled to the study 55 consecutive patients with PAOD aged 44 to 70 and 16 patients with
Buerger disease aged 38 to 56 years. Control groups consisted of 30 and 17 healthy age-matched

volunteers, respectively.

In both patient groups the severity of the lower extremity ischaemia was assessed by using the ankle-
brachial index and claudication distance measurement on the walking treadmill. Furthermore, the
run-off score was used for the evaluation of severity of stenoses of the arteries based on the results in
the intravenous angiographic examination, and ultrasound examination of the extracranial arteries for
evaluation of the atheromatous lesions was performed. In all patients, blood samples were drawn for
the measurement of lipids, concentration of fibrinogen, C-reactive protein (CRP), interleukin-6 (IL-
0), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), plasma and cellular fibronectin, fibinopeptide A,
tissue plasminogen activator antigen (tPA), plasminogen activator inhibitor-1 antigen (PAI-1) and D-
dimers. Fibrin clots obtained from citrate plasma samples were used for the measurement of clot
permeation, expressed by the permeability coefficient, Ks (Darcy constant). The susceptibility to
fibrinolysis of the clots was assessed by serial measurements of D-dimers in the buffer percolating
through fibrin gels after addition of recombinant tPA according to the method by Collet et al. The
factor XIII Val34Leu polymorphism was also determined. Among patients with PAOD, a subgroup
in which intraarterial angiographic examination was performed (n=34), along with that serving as
aged- and sex-matched comparator to the Buerger disease group were selected. For both these

subgroups comparisons and correlations were made separately.

The permeability of the fibrin clots of patients with Buerger disease was above twofold lower than in

PAOD patients (in the whole group as well as in the both subgroups: with intraarterial angiography
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and aged- and sex-matched to the Buerger disease patients). In PAOD patients with angiographically
more advanced disease (run-off score = 27) the Ks coefficient was significantly lower (by 14.3%,
p=0.001) in comparison to those with milder disease (run-off score < 20). In the Buerger disease
group, the clot permeability showed a significant correlation with the maximum velocity of the
increase in D-dimer levels (r=0.59; p=0.01), claudication distance (r=0.9; p=0.002) and aspirin use
(p=0.03) and inversely correlated with plasma fibronectin concentrations (r=-0.77; p=0.0004). The
clot permeability in patients with PAOD significantly correlated with the maximum velocity of the
increase in D-dimer levels (r=0.42; p=0.001), fibrinogen concentration (r=-0.35; p=0.008) and PAI-1
(t=-0.55; p=0.00001). In the Buerger disease group, cellular fibronectin levels were more than three-
fold higher than in the control group (4.47 vs 1.17 pg/ml, p<0.000001) and twofold higher than in
the PAOD group (4.47 vs 1.71 pg/ml, p<0.0001).

There was a statistically significant inverse correlation between clot permeability and
fibrinogen concentrations (r=-0.7; p=0.0006) and cellular fibronectin levels (r=-0.85; p=0.00001) in
the TAO control group. In the PAOD control group, clot permeability correlated with susceptibility
to fibrinolysis (t=0.55; p=0.001). Furthermore, there were inverse associations between clot
permeability and age (r=-0.74; p=0.00003), total cholesterol concentration (r=-0.4; p=0.02),
triglycerides (r=-0.55; p=0.001) and inflammatory markers such as fibrinogen (r=-0.75; p=0.00001),
CRP (r=-0.77; p=0.000001) and IL-6 (t=-0.59; p=0.0005) was shown. Clot permeability was also
inversely correlated with cellular (r=-0.84; p<<0.000001) and plasma fibronectin levels (r=-0.69;
p=0.00002). There was also a correlation between Ks and factor XIII Val34Leu polymorphism in the
PAOD control group, but not in both patient groups. The Leu34 carriers had lower the Ks
coefficient than individuals homozygous with the Val34 allele (p<<0.00001).

The susceptibility to fibrinolysis was also decreased in patients with Buerger disease as
compared to those with PAOD and controls (p<<0.000001). There was a significant association of

this parameter with clot permeability.

In conclusion, this study demonstrates that decreased permeability and hypofibrinolysis of fibrin
clots, previously described in patients with coronary artery disease and their relatives, also
characterize patients with symptomatic, advanced peripheral artery occlusive disease. These
properties of the clot correlate with the severity of the disease. For the first time, it has also been
shown that exceptionally low permeability of the fibrin clots and hypofibrinolysis (compated to
healthy controls and patients with PAOD) occur in patients with Buerger disease. This new
described phenomenon might be involved in the pathogenesis of Buerger disease and shows no
association with plasma fibrinolytic activity or thrombin generation. Markedly increased levels of
cellular fibronectin in patients with Buerger disease could be useful in the differentiation of this

disease from peripheral atherosclerotic occlusive disease.
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