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Przeklety roztwor. A ma on te wlasnosé

Zew mig roznosi si¢ korytarzami

Zyt do najdalszych zakamarkow ciata,

Po czym z gwaltownym wigorem — jak kropla
Kwasu, co mleko nagle scina w twarog —

Klarowng krew przemienia w gesty Skrzep.

William Shakespeare Hamlet

ttum. St. Baranczak
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1. Wprowadzenie

1.1 Miazdzyca — przyczyna choroby niedokrwiennej serca

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego, na czele z chorobg niedokrwienng serca stanowig
powazny problem kliniczny 1 spoteczny bedac wcigz jedng z glownych przyczyn
Smiertelnosci w krajach rozwinigtych. W Polsce na chorobg¢ wiencowa cierpi okoto 8,6%
dorostej populacji 1 jest ona przyczyna niemal 50% zgondéw (GUS, 2004). Choroba
niedokrwienna serca obejmuje szereg stanow klinicznych od stabilnej dtawicy piersiowej
poprzez diawice niestabilng, az po §wiezy zawal serca. Objawy choroby wiencowej sa
spowodowane  postegpem zmian miazdzycowych w  tetnicach nasierdziowych.

Patomorfologicznie miazdzyca t¢tnic manifestuje si¢ powstawaniem blaszek miazdzycowych.

1.1.1 Ewolucja blaszki miaZdiycowej

Powstawanie i1 rozw0j blaszek miazdzycowych jest dos¢ dobrze poznanym procesem (1, 2).
Pierwszym etapem ewolucji blaszki jest dysfunkcja (zaburzenie czynno$ci) S$rdédbtonka
tetnicy. Srodblonek jest tkanka o zlozonej funkcji autokrynnej i parakrynnej, regulujaca
nasilenie proceséw stanu zapalnego i krzepnigcia oraz kurczliwo$¢ $ciany naczynia (3).
Istotng role regulacyjng w wymienionych procesach odgrywa tlenek azotu - NO (4). Jednym
z wyktadnikow dysfunkcji $rodblonka jest zmniejszenie produkcji NO prowadzace do
zwiekszenia przepuszczalnosci srodbtonka, oksydacji lipidow 1 infiltracji $ciany naczynia
przez monocyty. Powstate z nich makrofagi fagocytuja utlenione lipidy (zwtaszcza oksy-
LDL) a uwalniane przez nie cytokiny wywotuja stan zapalny w $cianie naczynia, proliferacje

komorek migsni gtadkich, odktadanie si¢ biatek 1 proteoglikandéw macierzy pozakomoérkowe;j

7



oraz skurcz naczynia (5). Dysfunkcja $rdédblonka pojawia si¢ najwczesniej w miejscach
naczynia narazonych na duze sity $cinajace (ang. shear stress) wywierane przez zaburzony
przeplyw krwi a proces ten dodatkowo nasila wspdtistniejace nadcisnienie tetnicze (6,7). Inne
poza nadci$nieniem ogdlnoustrojowe czynniki sprzyjajace rozwojowi dysfunkcji srodbtonka
to hiperlipidemia, glikacja bialek w przebiegu cukrzycy, substancje zawarte w dymie
tytoniowym oraz krazace aminy biogenne i kompleksy immunologiczne (8,9). Wiele z tych
czynnikow zmniejsza zdolno$¢ ustroju do eliminacji wolnych rodnikdéw tlenowych i nasila
stres oksydacyjny (8,10,11).

Zaburzenie czynnosci blaszki miazdzycowej oraz gromadzenie si¢ W jej wnetrzu
proteoglikandw sprzyja przenikaniu lipoprotein LDL do blony wewngtrznej (12,13). Pewna
role ochronng moze wywiera¢ zwigkszone stezenie lipoprotein o duzej gestosci (HDL)
utatwiajacych transport cholesterolu na zewnatrz blaszki miazdzycowej (14,15)
I wywierajacych dziatanie przeciwzapalne i antyoksydacyjne (15). W rozwoju blaszki istotng
role odgrywaja reakcje immunologiczne. Duzg uwage poswigca si¢ receptorom Toll
podobnym (Toll-like receptors), ktore wiazg oksydowane LDL, toksyny bakteryjne,
fragmenty DNA 1 resztki rozpadlych komorek oraz biatko szoku cieplnego 60 (HSP 60)
(16,17). Receptory zmiatajgce (scavenger receptors) m.in. SR-A 1 CD36 odpowiadajg za
pochtanianie przez makrofagi oksy-LDL, co prowadzi do powstania komodrek piankowatych
(18,19). Role receptorow Toll podobnych w patomechanizmie stanu zapalnego toczacego si¢
wewnatrz blaszki miazdzycowej potwierdzaja wyniki badan na zwierzgtach — zablokowanie
szlaku pobudzenia zapoczatkowanego przez te receptory u myszy pozbawionych gendéw
apolipoproteiny E hamuje rozwdj miazdzycy (20). Komoérki znajdujace si¢ w blaszce
miazdzycowej uwalniajg liczne cytokiny, w tym biatko chemotaktyczne monocytow-1 (MCP-
1), leukotrien B4 (LTB,), oraz czynnik stymulujagcy wzrost kolonii makrofagow (M-CSF)

wywotujace migracje monocytéw 1 proliferacje makrofagow (21). Makrofagi 1 komorki



piankowate wydzielaja cytokiny pobudzajace komorki migsni gtadkich do produkcji macierzy
zewnatrzkomoérkowej oraz aktywujace limfocyty Th; (22). Cytokiny wytwarzane przez
makrofagi stymuluja wnikanie drobnych naczyn krwiono$nych do wnetrza blaszki
miazdzycowej (23). Naczynia te sg odgatezieniami drobnych tetniczek zaopatrujacych $ciang
tetnicy (vasa vasorum). Rozpad komoérek piankowatych prowadzi do powstawania
bezpostaciowych, pozakomoérkowych ztogéw lipidow sktadajacych si¢ gtéwnie z cholesterolu
w postaci wolnej 1 jego estrow. Wraz z licznymi komoérkami i pozakomoérkowymi biatkami
macierzy mi¢dzykomorkowej ztogi lipidow tworza wnetrze blaszki miazdzycowej. Od §wiatla

tetnicy blaszke miazdzycowa oddziela warstwa tacznotkankowa nazywana pokrywa blaszki.

1.1.2 Niestabilna blaszka miaZdiycowa

Nasilenie stanu zapalnego wewnatrz blaszki miazdzycowej znacznie zwigksza ryzyko
peknigcia pokrywy tacznotkankowej. Blaszke grozaca peknigciem okresla si¢ mianem
niestabilnej. Aktywne komorki stanu zapalnego wytwarzaja cytokiny prozapalne, wolne
rodniki, czynniki krzepnigcia 1 enzymy proteolityczne (24,25). Substancje te uszkadzaja
pokrywe tacznotkankowa (26,27). Kluczowa role w destabilizacji blaszki 1 przerwaniu
cigglosci jej pokrywy odgrywaja metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej (MMP)
i proteinazy cysteinowe (28,29). Ostabiona blaszka pgka pod wpltywem obcigzenia
wywieranego przez sily $cinajace i ci$nienie tetnicze. Najczestszym miejscem pekniecia jest
region znajdujacy si¢ w okolicy potaczenia pokrywy blaszki ze $ciang tetnicy okreslany

mianem regionu zawiasowego.



1.2 Czynnik tkankowy — mechanizm spustowy krzepniecia w ostrych zespolach

wiencowych

1.2.1 Rola czynnika tkankowego

Peknigcie blaszki miazdzycowej z odstonigciem jej bogatego w lipidy wnetrza prowadzi do
powstania zakrzepu 1 jest najwazniejszym mechanizmem lezacym u podiloza ostrych
zespotow  wiencowych  (30-34). Jak stwierdzono, mechanizmem bezposrednio
uruchamiajgcym kaskade krzepnigcia jest odstoniecie czynnika tkankowego (TF) obecnego
W znacznych ilo$ciach w uszkodzonej blaszce miazdzycowej (33,34,35). Ta pula TF pochodzi

najprawdopodobniej gtdéwnie z komorek piankowatych, ktore ulegly apoptozie (36).

1.2.2 Charakterystyka czynnika tkankowego

Czynnik tkankowy jest biatkiem o masie czasteczkowej 47 kDa. Jego gen znajduje si¢ na
chromosomie 1. TF jest produkowany przez wiele rodzajow komoérek wewnatrz-
I pozanaczyniowych. Rola czynnika tkankowego nie ogranicza si¢ jednak do aktywacji
krzepnigcia — jest niezbedny w procesach embriogenezy 1 angiogenezy petniagc takze funkcje
sygnatowg. Przekazywanie sygnatow migdzykomorkowych przez TF odbywa si¢ za
posrednictwem receptorow aktywowanych przez proteazy (PAR) (37). Czynnik tkankowy jest
niezbedny do Zycia — nie opisano przypadku braku TF u ludzi, natomiast swinki morskie
pozbawione genu dla TF ginety najczesciej juz w stadium embrionalnym (34).

W zdrowym naczyniu TF nie jest dostepny na powierzchni komorek nabtonka i znajduje si¢
w glebszych warstwach $ciany naczynia: na komorkach migsni gladkich 1 fibroblastach (38).
W blaszce miazdzycowej TF znajduje si¢ dodatkowo na powierzchni licznych komérek stanu
zapalnego a w szczegolnosci makrofagow (39). Potwierdzono rowniez obecnos$¢ czynnika

tkankowego w bezpostaciowej substancji migdzykomodrkowej blaszki miazdzycowej (36,39).
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Wyniki badan wskazuja, ze u osdb z niestabilng postacig choroby niedokrwiennej serca
stezenie TF w blaszce miazdzycowej jest znacznie wigksze i wyraznie nasila miejscowa

generacje¢ trombiny (35).

1.2.3 ,,Ukrywanie” czynnika tkankowego

Pierwsze badania przeprowadzone po wykryciu TF wskazywaty na jego duza aktywnos$¢ na
komorkach  otaczajacych ~ naczynia  krwionosne, ale nie na  komorkach
wewnatrznaczyniowych. Wyniki wielu pdzniejszych badan wykazaly obecnos$é¢ aktywnego
TF w krwi zdrowych ludzi (40,41). Wigkszo$¢ krazacego TF jest zwigzana z btonami
komoérkowymi, pewna cze$¢ znajduje si¢ na powierzchni mikroczastek a niewielka ilo$¢
wystepuje w postaci wolnej (42). Zaobserwowano takze, ze w komorkach produkujacych TF
wiekszos¢ tego biatka byla zlokalizowana na powierzchni komoérek a nie w ich wnetrzu
(43,44). Jednak eksperymenty in vitro wykazaly dobitnie, ze obecno$¢ aktywnego TF w krwi
nawet w bardzo nieduzym st¢zeniu powoduje natychmiastowe krzepnigcie (45). Poszukujac
wyjasnienia tej ewidentnej sprzeczno$ci Ronald Bach z zespotem odkryli zjawisko ukrywania
(ang.: encryption) aktywnosci TF (42,46). Tworzenie ukrytego TF polega na
posttranslacyjnym zahamowaniu jego aktywnosci prozakrzepowej. Ukryty TF pozostaje na
powierzchni blony komorkowej w postaci homodimeréw i zachowuje zdolno$¢ wigzania
czynnika (F) VII/VIla, jednak powstaty kompleks charakteryzuje si¢ znikomg zdolno$cig
prozakrzepowa (44). Ukrywanie nie polega zatem na przesuni¢ciu TF do wnetrza komorki
lecz na zastonigciu jego miejsc aktywnych.

Proces ukrywania i odkrywania TF jest regulowany przez stezenie jondOw wapnia w
cytoplazmie. W wyniku pobudzenia komorki jony wapnia naptywaja do cytoplazmy z cystern
wewnatrzkomoérkowych 1 z zewnatrz. Silny wptyw na aktywno$¢ kompleksu FVIIa/TF

wywiera takze sktad fosfolipidow zewnetrznej warstwy blony komérkowej. W niepobudzone;j
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komorce fosfatydyloseryna znajduje si¢ na wewnetrznej powierzchni btony komoérkowe;.
Utrzymanie takiego stanu wymaga dziatania 2 enzymoéw: flipazy i1 flopazy oraz wydatku
energii pochodzacej z ATP (42). Pobudzenie komorki i naptyw jondéw wapnia powoduje
zwigkszenie stgzenia fosfatydyloseryny na zewnetrznej powierzchni btony cytoplazmatycznej
i tworzenie si¢ ,,tratw” zlozonych z czasteczek fosfatydyloseryny, co ostatecznie prowadzi do
odstoniecia (ang.: decryption) TF poprzez zmiang jego struktury czwartorzedowe;j
I ujawnienie pelnej aktywnosci prozakrzepowej (42).

Istniejg dane wskazujace, ze pewna role w tym procesie odgrywaja takze cytoplazmatyczne
fragmenty tancucha TF ulegajace fosforylacji i taczace si¢ z aktyna cytoszkieletu (47,48).
Z drugiej strony zaobserwowano, ze brak domeny cytoplazmatycznej nie zaburza procesu
ukrywania i odkrywania TF (49).

Ukrywanie czynnika tkankowego na powierzchni komoérek jest zatem mechanizmem
regulujacym aktywno$¢ prozakrzepowa i umozliwiajacym utrzymanie plynnosci krwi, przy
jednoczesnym zachowaniu zapasowej puli TF. Czynnik tkankowy z tej puli jest latwo
I szybko dostepny w przypadku pobudzenia komorki (50). Dodatkowo pojawia si¢ coraz

wigcej dowodow przemawiajacych na rzecz sygnatowej roli ukrytego TF (51).

1.2.4 Alternatywnie przyciety czynnik tkankowy

Innym waznym rodzajem czynnika tkankowego jest alternatywnie przycigty TF (ang.:
alternatively spliced TF, asTF). Jest to rozpuszczalna posta¢ TF o krétszym tancuchu
pozbawionym domeny cytoplazmatycznej 1 zakonczonym inng sekwencja aminokwasoéw niz
pelna wersja TF (52). Alternatywnie przycigty TF odkryty przez zespdt Yale Nemersona
stanowi najprawdopodobniej wigkszo$¢ wolnego, rozpuszczalnego TF krazacego w krwi (52).
Wyniki badan in vitro wskazuja jednak, ze aktywno$¢ prozakrzepowa wolnego TF jest o kilka
rzedow wielkos$ci mniejsza od ,,wtasciwego” TF (53).
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1.3 Aktywacja osoczowego ukladu krzepniecia: generacja trombiny

TF jest przede wszystkim kluczowym elementem uktadu krzepnigcia a jego najwazniejszym
zadaniem jest inicjowanie produkcji (generacji) trombiny. Celem uktadu krzepnigcia jest
utrzymanie cigglosci naczyn i zapobieganie utracie krwi. Odstonigcie TF sygnalizuje
uszkodzenie $ciany naczynia i daje poczatek procesowi prowadzacemu do powstawania
trombiny a ostatecznie zakrzepu fibrynowego. Sekwencje zdarzen wiodgcych do powstania
trombiny okres$la si¢ tradycyjnie mianem kaskady krzepnigcia, cho¢ w rzeczywistosci proces
ten jest zjawiskiem wielowatkowym. Generacja trombiny jest procesem o duzej dynamice,
w ktérym mozna wyrdézni¢ 2 fazy — inicjacji 1 propagacji. W fazie inicjacji zostaja
uruchomione procesy krzepnigcia, natomiast w fazie propagacji wszystkie mechanizmy
enzymatyczne osiagaja maksymalng wydajno$¢ produkujac znaczne iloSci trombiny.
W generacji trombiny biorg udziat 3 kompleksy enzymatyczne o zblizonej strukturze,
z ktorych kazdy sklada sie z proteazy serynowej zaleznej od witaminy K (FVII, FIX, FX),
kofaktora biatkowego zwigkszajacego aktywno$¢ proteazy (TF, FV, FVII) oraz

wielkoczasteczkowego substratu biatkowego (protrombina — FI1).

1.3.1 Zewngtrzpochodny i wewngqtrzpochodny szlak krzepnigcia

Inicjacja generacji trombiny przez TF nosi nazwe szlaku zewnatrzpochodnego. TF jako
kofaktor przyspiesza autoaktywacj¢ FVII do FVIla (54), za$ po polaczeniu si¢ z czynnikiem
VII/VIIa tworzy kompleks tenazy zewnatrzpochodnej aktywujace; niewielkie ilosci
czynnikow IX 1 X (55,56) niezbgdnych w fazie inicjacji krzepnigcia (Rys. 1.1). Czynnik IXa
po potaczeniu z FVIII aktywuje FX do FXa, za$ Xa laczy si¢ z Va i1 protrombing tworzac
kompleks protrombinazy. Niewielka ilos¢ wyprodukowanej poczatkowo trombiny jest
niezbedna dla aktywacji FVIII do FVIIla (57) i ostatecznie kompleks FVIIla/FIXa (tenaza
wewnatrzpochodna) staje si¢ zrdédtem istotnych ilosci FXa niezbednych do wydajnej
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produkcji trombiny w fazie propagacji krzepnigcia. Tenaza wewnatrzpochodna jest okoto 50-
krotnie bardziej wydajna w pordéwnaniu z tenazg zewnatrzpochodng (58). Niedobor
czynnikow VIII lub IX uniemozliwia dziatanie tenazy wewnatrzpochodnej i amplifikacje
aktywacji FX do FXa lezac u podstaw patomechanizmow hemofilii A i B.

Poza szlakiem zewnatrzpochodnym zaleznym od TF generacja trombiny moze zosta
zainicjowana na drodze wewnatrzpochodnej (Rys. 1.1). W szlaku tym biorg udziat FXII,
prekallikreina i1 wielkoczasteczkowy kininogen (HMWK) ulegajace aktywacji w wyniku
kontaktu z ujemnie natadowanymi powierzchniami. Czynnik XII jest proteaza rozkladajaca
prekallikreing do kallikreiny i aktywujaca czynniki IX i XI. Aktywny czynnik XI,
w obecnosci HMWK i fosfolipidow aktywuje czynnik IX. Dalsza cz¢$¢ kaskady krzepnigcia
jest wspdlna dla obu szlakow. Wewnatrzpochodny szlak aktywacji generacji trombiny wydaje

si¢ mie¢ marginalne znaczenie w ostrych zespotach wiencowych (59).

14



USZKODZENIE SCIANY NACZYNIA

szlak szlak interakcja ptytek
wewnatrzpochodny zewnatrzpochodny i §ciany naczynia

ujemnie naladowane KAL 4_13[(
pownuznhnu VH Vl[a

I 1K Y
XH—’XH aktywacja plytek
1 K A
‘—J_.
Xla
Ca+2

1X—> Xa

j}‘f]][a Ca y

X_an

V—P Va Ca+z
PL
Protrombina——» Trombina >

XII-Y>X111a
Fibryn ogen\‘—»» Fibryna

Plazminogen %» Plazmina ,\
> TAFla <—TAFI

Fibrynoliza ¥

Rysunek 1.1. Kaskada krzepnigcia
KAL — Kkallikreina; PK — prekallikreina; HK — kininogen wielkoczasteczkowy; PL —
fosfolipidy; t-PA — tkankowy aktywator plazminogenu; TAFI — inhibitor fibrynolizy

aktywowany przez trombing

1.3.2 Czynnik X1 na nowo odkryty

Do niedawna sadzono, iz jedyna rola czynnika XI jest aktywacja FIX i FX w
wewnatrzpochodnym szlaku krzepnigcia (patrz Rys. 1.1). Jednak wyniki badan von den
Borme (60) dobitnie wykazaty, ze przy malejacych stezeniach TF zwigksza si¢ wptyw FXI na
tempo generacji trombiny. To zupelie nowe odkrycie zyskato potwierdzenie w kolejnych

badaniach (61,62) pozwalajagc na zrozumienie znaczenia zaobserwowanego uprzednio
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mechanizmu aktywacji FXI przez trombing (63). Wyjasniono przy tym odkryty duzo
wczesniej fenomen polegajacy na sktonnosci do krwawien wystepujacej u oséb z niedoborem
FXI, ktérej nie stwierdzano u chorych z niedoborami pozostalych czynnikéw szlaku
wewnatrzpochodnego.

Aktualny model krzepnigcia zaklada, ze czynnik XI ulega aktywacji pod wptywem trombiny
powstatej na drodze zaleznej od TF i stanowi dodatkowe zrédlo FIXa niezbgdnego do
propagacji zakrzepu w miejscach oddalonych od uszkodzonej §ciany naczynia, gdzie TF nie
jest dostepny w wystarczajacej ilosci (64). Dodatkowo, dzigki FXIa po uformowaniu si¢
zakrzepu powstaja dodatkowe ilosci trombiny, ktora hamuje fibrynoliz¢ poprzez aktywacje
zaleznego od trombiny inhibitora fibrynolizy TAFI (trombin-activatable fibrinolysis inhibitor)
(64). Podsumowujac, zgodnie z nowa teorig krzepni¢cia FXI/FXIa jest niezbedny do
propagacji zakrzepu i zwicksza jego trwalosc.

Implikacje kliniczne tych obserwacji nie sg jednoznaczne: z jednej strony niedobor FXI
sprzyja krwawieniom, z drugiej za$ nie dowiedziono, aby jego nadmiar zwigkszatl ryzyko
zakrzepicy (64). W nielicznych dotychczas badaniach donoszono o obecnosci aktywnego FXI

w ostrych zespotach wiencowych (59).

1.3.3 Generacja trombiny

Kompleks protrombinazy skladajacy si¢ z czynnikow Xa, Va oraz protrombiny
spoczywajacych na fosfolipidach blony komorkowej zaktywowanej ptytki rozszczepia
taficuch protrombiny przy Arg 320, nastgpnie w wyniku samostrawienia przy Arg 284
powstaja 2 stabilne lancuchy A i1 B aktywnej o-trombiny. W krwi wykrywa si¢ takze

meizotrombing powstajaca z protrombiny po hydrolizie przy Arg 320. Meizotrombina moze
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ulec samostrawieniu do trombiny, sama za$ nie posiada zdolnosci rozszczepiania fibrynogenu
i nie aktywuje ptytek natomiast silnie aktywuje biatko C.

Autoaktywacja trombiny prowadzi do odszczepienia fragmentu 1 i fragmentu 2 protrombiny
(F1, F2). Aktywna trombina nie wystepuje w postaci wolnej lecz krazy w potaczeniu z F1
oraz dimerem F1+2. Niewielka pozostala cz¢$¢ trombiny ulega zwigzaniu przez jej gtowny
inhibitor — antytrombine (AT) tworzac kompleks trombina-antytrombina (TAT).

Dzigki proteolitycznemu dziataniu trombiny powstaje fibryna — glowne biatko zakrzepu.
Trombina oddziela fibrynopeptyd A (FPA) poprzez rozerwanie tancucha Ao przy Arg 16.
W ten sposob tworzy si¢ fibryna I, od ktorej trombina oddziela fibrynopeptyd B poprzez
proteolize¢ tancucha BP przy Arg 14. Tak powstata fibryna II samorzutnie polimeryzuje.
Powstaty zakrzep zyskuje na wlasno$ciach mechanicznych i opornosci na liz¢ dzigki
powstaniu poprzecznych wigzan utworzonych przez FXIIla aktywowany uprzednio przez
trombing.

Od konca lat 70. XX wieku, wraz z wprowadzeniem do powszechnego uzytku prostych metod
oznaczania markerow trombinogenezy (TAT, F1+2) oraz wskaznikow produkcji fibryny
(FPA), wiadomo, ze ACS wigze si¢ ze zwigkszeniem generacji trombiny oznaczanej z ich
pomocg W krwi zylnej, a takze udokumentowano ich dalszy wzrost w czasie leczenia

trombolitycznego (65-67).

1.4 Rola plytek krwi w ostrym zespole wiencowym

Uszkodzenie pokrywy blaszki miazdzycowej jest silnym bodZzcem wywotujagcym aktywacje
I agregacje ptytek. Z odstonigtymi wioknami kolagenu laczy si¢ czynnik von Willebranda.
Pobliskie komorki s$rodbtonka, pobudzone przez cytokiny prozapalne i prozakrzepowe,

uwalniaja vVWF z ciatek Weibel-Paladego zas ptytki krwi z ziarnistosci alfa. Czynnik von
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Willebranda utatwia adhezj¢ ptytek do miejsca uszkodzenia zwlaszcza przy duzych sitach
$cinajacych oraz ich wzajemne polaczenie za posrednictwem receptora blonowego GPIb-1X-
V (68). Ptytki krwi polaczone z uszkodzong blaszka miazdzycowa sa poczatkowo nieaktywne
ale ulegaja szybkiemu pobudzeniu w obecnos$ci kolagenu, difosforanu adenozyny (ADP),
adrenaliny i trombiny (69). Pobudzenie ptytek prowadzi do zmiany ich struktury, uwolnienia
ADP z ziarnisto$ci oraz uruchomienia produkcji tromboksanu A, przez cyklooksygenaze 1.
Na powierzchni ptytek uaktywnia si¢ kompleks glikoproteiny IIb-Illa (integryna allbf3)
uzyskujac zdolno$¢ wigzania fibrynogenu, co zwigksza site zwigzania zakrzepu ptytkowego
(70). Jednym z najsilniejszych czynnikéw pobudzajacych ptytki jest trombina (71,72),
wiazaca si¢ z ptytkami za posrednictwem receptora aktywowanego przez proteazy (PAR)
a zwlaszcza jego podtypéw PARI1 i PAR4 (73). Aktywacja ptytek jest znacznie utatwiona w
obecnosci dysfunkcjonalnego s$rodbtonka, ktéry produkuje zmniejszone ilosci NO
i prostacykliny.

Aktywacje ptytek mozemy ocenia¢ na podstawie markeréw oznaczanych w surowicy — to jest
B-tromboglobuliny, selektyny P (P-sel) i rozpuszczalnego ligandu CD40 (sCD40L). B-
tromboglobulina jest biatkiem wydzielanym podczas aktywacji plytek z ziarnistosci alfa. Jest
to jeden z najwczesniej odkrytych i1 stosowanych wskaznikow aktywacji plytek. Nie jest
znana funkcja tego bialka ani jego potencjalny udziat w mechanizmach krzepnigcia.
Selektyna P posredniczy w przyleganiu ptytek do aktywowanych komorek s$rodbtonka
i leukocytow. Ostatnio spore zainteresowanie budzi rola szlaku sygnatowego CD40-sCD40L

stanowigcego wspolny element mechanizmow aktywacji krzepnigcia i stanu zapalnego.
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1.4.1 Szlak sygnatowy CD40-sCD40L

Rozpuszczalny ligand CD40 (oznaczany réwniez jako sCD154) i jego receptor CD40
stanowig wspolne ogniwo ukltadu krzepnigcia 1 stanu zapalnego. Rozpuszczalny ligand
SCDA40L jest uwalniany w znacznych ilo$ciach przez aktywowane ptytki krwi (74), ktore sg
zrodtem wigkszosci sCD40L oznaczanego w surowicy 1 osoczu krwi (74-76). sCD40L nalezy
do nadrodziny genow czynnika martwicy nowotwordw (TNF) i jest strukturalnie zblizony do
TNFa. CD40 stanowigcy receptor dla ligandu sCD40L wystepuje na powierzchni wielu
typow komorek, miedzy innymi monocytow, limfocytow, neutrofili, komorek srodbtonka
i migsni gladkich (77) oraz na ptytkach (78). CD40, podobnie jak sSCD40L po raz pierwszy
opisano jako receptor powierzchniowy limfocytow, uczestniczacy w wymianie sygnatow
miedzy limfocytami T i B (79,80). Aktywacja ptytek krwi w warunkach in vitro
Z zastosowaniem trombiny prowadzi do ekspresji CD40L na powierzchni blony komoérkowe;j
a w nastgpnym etapie do ztuszczania i uwalniania jego rozpuszczalnej postaci SCD40L, ktory
moze jednocze$nie stanowi¢ wiarygodny marker aktywacji plytek (74). Plytki uwalniaja
sCD40L réwniez w przebiegu reakcji krzepniecia in vivo (74). Na powierzchni
aktywowanych plytek zachodzi interesujaca sytuacja wspoOlwystgpowania CD40 1 jego
ligandu CD40L. Jak si¢ jednak wydaje, potaczenie CD40 1 sCD40L, cho¢ nasila aktywacje
ptytek nie jest niezbedne dla prawidtowej agregacji (74). Uwalnianie sCD40L przez
pobudzone ptytki po jego potaczeniu z CD40 prowadzi do stymulacji reakcji zapalnej
w komorkach $rodbtonka i ekspresji na ich powierzchni molekut adhezyjnych i TF (81,82)
oraz uwalniania cytokin, migdzy innymi interleukiny 6 (78,83). sCD40L zwrotnie pobudza
ptytki do uwalniania mediatoréw zapalnych i wolnych rodnikéow (84). Zgodne wyniki
licznych badan wskazuja, ze uktad CD40-sCD40L odgrywa kluczowa role nie tylko
W procesach krzepnigcia i stanu zapalnego ale takze w progresji miazdzycy i destabilizacji

blaszki miazdzycowej (85-88). Jego aktywacja prowadzi do ekspresji licznych cytokin,
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chemokin, czynnikéw wzrostu i metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej oraz czynnikéw
krzepnigcia w licznych komorkach zwigzanych z blaszka miazdzycowa (89,90). Z drugiej
strony, obserwuje si¢ zwigkszenie ekspresji CD40 na pobudzonych zapalnie komorkach
srodbtonka i innych komodrkach blaszki miazdzycowej, co uwrazliwia te komoérki na
prozapalne dziatanie sCD40L (91).

W badaniach klinicznych zaobserwowano, ze u pacjentéw z choroba niedokrwienng serca
stezenie SCD40L w surowicy korelowalo ze stezeniem selektyny P (92). Stezenie sCD40L
byto znamiennie wigksze u chorych z ostrym zespotem wiencowym w poréwnaniu z osobami
ze stabilng chorobg niedokrwienng serca (92,93) a jego stgzenie bylo silnym, niezaleznym
czynnikiem ryzyka pierwszego i1 kolejnego incydentu wiencowego (92,94). Zwickszone
stezenie SCD40L w surowicy obserwowano takze w innych stanach zwigzanych z aktywacja
uktadu krzepnigcia i stanu zapalnego, na przyktad u chorych na cukrzyce (95,96). W wielu
badaniach potwierdzono, ze stg¢zenie sCD40L zmniejszalo si¢ znamiennie w wyniku
stosowania statyn (92,96,97)

Podsumowujac, aktywacja uktadu CD40-sCD40L zapoczatkowana pobudzeniem ptytek
odgrywa istotng role w patomechanizmie krzepnigcia i1 stanu zapalnego jak rdéwniez
W rozwoju miazdzycy. Rozpuszczalny ligand sCD40L moze ponadto stanowi¢ wiarygodny

wskaznik aktywacji ptytek.

1.5 Dzialanie statyn

Statyny, czyli inhibitory reduktazy 3-hydroksy 3-metyloglutarylokoenzymu A (HMG-CoA)
sa stosowane od polowy lat 80 ubieglego wieku w celu zmniejszenia stezen lipidow

w surowicy krwi. Ich dziatanie polega na hamowaniu syntezy cholesterolu w watrobie, co
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prowadzi do wyréwnawczego zwickszenia ekspresji receptora dla lipoprotein o matej gestosci
(LDL-C) na powierzchni hepatocytdow i nasilenia wychwytu tych lipoprotein z krazenia.
W rezultacie dochodzi do redukcji stgzenia cholesterolu catkowitego (TC), frakcji
cholesterolu LDL i triglicerydow (TG) oraz zwigkszenia st¢zenia frakcji cholesterolu

zawartego w lipoproteinach o duzej gestosci (HDL-C).

1.5.1 Molekularne podstawy plejotropowego dzialania statyn

Statyny wywieraja rowniez dziatanie niezalezne od zmniejszenia st¢zenia lipidow. Efekty te,
zwigzane z zahamowaniem syntezy kwasu mewalonowego sga okreslane mianem
plejotropowych. Uposledzenie syntezy mewalonianiu hamuje powstawanie farnezylu
i geranylu — niesteroidowych grup lipidowych niezbednych do izoprenylacji czyli
posttranslacyjnej modyfikacji wielu biatek. Izoprenylacja zmienia aktywnos$¢ biatek
sygnalowych wiagzacych GTP poprzez utatwienie ich potaczenia z btong cytoplazmatyczng.
Proces ten dotyczy w szczegodlnosci kinaz biatkowych nalezacych przede wszystkim do
rodzin Ras, Rho i Rab. Zahamowanie izoprenylacji zwicksza ilos¢ nieaktywnych postaci
kinaz w cytoplazmie. Kinazy Ras s3 istotne z powodu ich udzialu w onkogenezie za§ Rho
budza zainteresowanie z uwagi na ich znaczenie w regulacji funkcji $rodblonka. W kilku
badaniach stwierdzono, ze kinazy Rho reguluja aktywno$¢ cytoszkieletu, migracje komorek
i przepuszczalno$¢ srodbtonka (98,99). Ich aktywnos¢ realizuje si¢ po polaczeniu z blong
cytoplazmatyczna, do czego niezbgdna jest wezesniejsza prenylacja. Na przestrzeni ostatnich
kilku lat dokonal si¢ znaczny postgp W poznaniu molekularnych mechanizméow
plejotropowego dzialania statyn. Stwierdzono, Ze stosowanie statyn zmniejsza aktywno$¢
jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB i1 zwigksza aktywno$¢ szlaku kinaz P13/Akt
poprzez zahamowanie izoprenylacji. Zwigkszenie aktywnosci Akt zwigeksza biodostgpnosé

tlenku azotu poprzez indukcje ekspresji 1 aktywnosci eNOS. Dodatkowo Akt wplywa na
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czynno$¢ cytoszkieletu regulujac aktywnos$¢, ksztatt i przepuszczalnos¢ komorek srodbtonka
oraz hamujac apoptoze (100). Kureishi i wsp. wykazali in vitro, ze simwastatyna zwigksza
aktywno$¢ ukladu kinaz Pl13/Akt i fosforylacje eNOS a efekty te mozna zablokowac

inkubujac komorki z kwasem mewalonowym lub wortmaning — inhibitorem kinazy PI3 (101).

1.5.2 Wplyw statyn na uklad krzepniecia

Statyny wywierajg hamujacy wplyw na uktad krzepnigcia poprzez dziatanie na wielu etapach.
Stwierdzono, zZe simwastatyna 1 fluwastatyna zmniejszaja ekspresj¢ RNA dla TF
w hodowlach komoérkowych (102), efekt ten byt rezultatem zahamowania aktywacji
jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-xB. W podobnym badaniu in vitro
zaobserwowano, ze sita wplywu statyn na ekspresje TF byla $cisle zalezna od stopnia
zahamowania NF-kB (103). Dodatkowo potwierdzono, ze zmniejszenie ekspresji TF pod
wpltywem statyn bylo zwigzane z zahamowaniem aktywnosci szlaku kinaz RhoA (104).
Podobne wyniki uzyskano w badaniach u ludzi. Uwage zwracaja szczegdlnie wyniki badania
ATROCAP (the Atorvastatin and Thrombogenicity of the Carotid Atherosclerotic Plaque),
W ktérym zaobserwowano, ze stosowanie przez 4-6 miesigcy atorwastatyny powodowatlo
znamienne zmniejszenie zarowno ilo$ci antygenu TF jak i1 jego aktywnosci w blaszkach
miazdzycowych usunietych z tetnic szyjnych (105). W kilku badaniach stwierdzono, ze
stosowanie atorwastatyny zmniejszato réwniez aktywnos$¢ prozakrzepowa czynnika VII
W sposob niezalezny od dziatania hipolipemizujacego (106,107). Jednak niektére zespoty
badajgc inne statyny nie potwierdzity tych obserwacji (108).

Badania Undas i1 wsp. (109) oraz innych zespolow wykazaly hamujacy wptyw stosowania
statyn na generacj¢ trombiny (110,111). Podobnie w kilku badaniach wykonanych w naszym
o$rodku zaobserwowano, ze stosowanie statyn hamowato aktywacj¢ krzepnigcia w krwi

wyptywajacej z nacig¢ skéry w modelu uszkodzenia drobnych naczyn u o0sob
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z hipercholesterolemia (112-114). W nielicznych przeprowadzonych dotychczas badaniach
U chorych z ostrymi zespolami wiencowymi nie stwierdzono, by stosowanie statyn miato
wplyw na parametry aktywacji krzepnigcia (115,116).

Wyniki przeprowadzonego w naszym osrodku przez Undas i wsp. badania in vivo wykazaty,
Ze stosowanie simwastatyny przez 3 miesigce zmniejsza tempo wytwarzania FVa i FXlla,
przyspiesza eliminacj¢ FVa oraz zmniejsza st¢zenie FPA i FPB w krwi wyptywajacej z nacigé
skory (117).

Stosowanie statyn wplywa takze na mechanizmy hamujace uktad krzepnigcia. W szeregu
badan stwierdzono, ze statyny zwigkszajg st¢zenie trombomoduliny — istotnego elementu
uktadu biatka C (118,119). Efekt ten byt zalezny od zahamowania szlaku sygnatowego Rho
I ustgpowal po podaniu mewalonianu lub pirofosforanu geranogeranylu (120). Udato si¢ takze
wykazac, ze zwigkszenie ekspresji trombomoduliny bylo zwigzane z mechanizmem zaleznym
od NO (121). W kontekscie powyzszych odkry¢ pewng konfuzj¢ wprowadzajg wyniki badan
swiadczacych o hamujacym wptywie statyn na inhibitor szlaku zaleznego od TF (TFPI) (122-
124). Z drugiej strony w niedawnym badaniu zaobserwowano korzystny wplyw statyn na

proporcj¢ TF/TFPI wewnatrz blaszki miazdzycowej (125).

1.5.3 Znaczenie statyn w chorobie niedokrwiennej serca i ostrych zespotach wiencowych

Korzystne dzialanie statyn na uklad krzepnigcia powinno mie¢ szczegdlne znaczenie
w chorobie niedokrwiennej serca. Rzeczywiscie, wyniki licznych badan klinicznych
potwierdzity korzystny wplyw stosowania statyn u oséb z chorobami uktadu krazenia.
Pierwszym badaniem, ktére zwrécitlo uwage badaczy na takie efekty dziatania statyn byto
badanie 4S (Scandinavian Simvastatin Survival Study), opublikowane w 1994 roku (126).
Innym waznym badaniem bylo CARE (Cholesterol and Recurrent Events), ktérego wyniki

opublikowano w 1996 roku (127). Korzysci zwigzane ze stosowaniem statyn w prewencji
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pierwotnej i wtornej choroby niedokrwiennej serca wykazano takze w badaniach: LIPID
(128) i WOSCOPS (West of Scotland Coronary Prevention Study) (129). Sposréd nowszych
badan uwage zwracaja wyniki badania TNT, w ktorym stwierdzono, ze u chorych na stabilng
chorobe wiencowa intensywne leczenie hipolipemizujace atorwastatyng w dawce 80 mg/d
przez 4,9 roku (mediana), w pordwnaniu z leczeniem atorwastatyng w dawce 10 mg/d,
wigzalo si¢ ze zmniejszeniem ryzyka powaznych incydentdéw sercowo-naczyniowych
ocenianych tacznie oraz powaznych incydentow wiencowych, nie wptywajac znamiennie na
ryzyko zgonu (130).

Obserwacje poczynione w wymienionych badaniach oraz licznych innych pracach
potwierdzaja wyniki niedawnych metaanaliz. W metaanalizie obejmujacej ponad 40000
pacjentow stwierdzono, iz stosowanie statyny u osob bez choroby niedokrwiennej serca,
naczyn mozgowych i tetnic obwodowych zmniejsza ryzyka zawatu serca, udaru mozgu
I koniecznosci wykonania rewaskularyzacji wiencowej (131). W jeszcze wigkszym
przegladzie systematycznym obejmujacym badania, w ktorych udziat wzigto tacznie ponad
120000 os6b stwierdzono, ze stosowanie statyn w profilaktyce pierwotnej i wtornej
znamiennie zmniejsza ryzyko zgonu z jakiejkolwiek przyczyny i z przyczyn sercowo-
naczyniowych, ryzyko jakiegokolwiek udaru moézgu 1 niekrwotocznych incydentow

naczyniowo-mozgowych (132).

Jednak stabilna choroba niedokrwienna serca 1 ostry zespot wiencowy znacznie si¢ roznig.
Stad tez dla niniejszego badania wigksze znaczenie majg badania dotyczace wptywu
stosowania statyn u chorych w trakcie zawatu serca. Korzysci wynikajace ze stosowania
statyn u chorych na zawat serca zaobserwowano przy okazji badan prowadzonych w innych
celach, takich jak PRISM (133), czy PURSUIT (134). Pierwszym badaniem dotyczacym

wytacznie intensywnego leczenia statynami w ostrych zespotach wiencowych byto MIRACL
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(135), w ktérym u ponad 3000 chorych stosowano atorwastatyng w dawce 80 mg od
pierwszych dob zawatu serca. Glowny punkt koncowy (zgon, nagle zatrzymanie krazenia,
zawal serca lub zaostrzenie niestabilnej choroby wiencowej) wystapit u 17,4% chorych
w grupie placebo i u 14,8% w grupie atorwastatyny (RRR: 16%, 95% CI: 0-30%). W 2004
roku opublikowano takze wyniki badania PROVE IT-TIMI 22 (136), w ktorym porownywano
wyniki intensywnego leczenia hipolipemizujacego atorwastatyng z leczeniem standardowym
prawastatyna. Trwajace 2 lata leczenie rozpoczynano u chorych po niedawno przebytym
ostrym zespole wiencowym. Stwierdzono, ze bardziej intensywnej leczenie atorwastatyng
W poréwnaniu z leczeniem prawastatyng w dawce standardowej 40 mg dziennie, zmniejszyto
ryzyko zgonu i powaznych incydentow sercowo-naczyniowych ocenianych tacznie o 14%
(95% CI: 4-23). W badaniu ,,A to Z” obejmujacym najliczniejszg grupg chorych (niemal
4500) zaobserwowano, ze intensywne leczenie simwastatyng rozpoczete bezposrednio po
zawale serca nieznamiennie zmniejsza ryzyko zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych
I powaznych incydentow sercowo-naczyniowych ocenianych tacznie (RRR: 10%, 95% CI: od
-4 do 22) oraz zmniejsza ryzyko zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych i ryzyko $wiezo
rozpoznanej zastoinowej niewydolno$ci serca (137). Wyniki opublikowanego w 2007 roku
badania ARMYDA-ACS wykazaty, ze nawet krotkotrwate leczenie statyna zmniejsza ryzyko

powiktan u chorych na zawat leczonych inwazyjnie (138).
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2. Zalozenia i cele pracy

Whyniki dotychczasowych badan przynosza niewiele danych na temat przebiegu procesow
aktywacji osoczowego ukladu krzepnigcia w trakcie ostrych zespotow wiencowych
I wzajemnych relacji miedzy aktywacja ptytek krwi a produkcja trombiny. Nie znamy zatem
odpowiedzi na pytanie czym rdzni si¢ aktywacja uktadu krzepnigcia w czasie ostrego zespotu
wiencowego od stanu tego uktadu u chorych ze stabilng postacig choroby niedokrwiennej
Serca.

Ponadto, mimo badan wskazujacych na korzysci plynace ze stosowania statyn u oséb
z chorobg niedokrwienng serca nadal nie jest jasne, czy wczesniejsze stosowanie tych lekow
wplywa na aktywacj¢ uktadu krzepnigcia i markery stanu zapalnego w ostrej fazie zawalu

Serca.

Przystepujac do niniejszego badania postawiono zatem nastepujace cele:

1. Ocena nasilenia generacji trombiny i1 aktywacji ptytek krwi podczas ostrego zespotu
wiencowego w porownaniu ze stabilng dtawicg piersiowg

2. Okreslenie czynnikow warunkujacych przebieg aktywacji uktadu krzepnigcia 1 ptytek krwi
w ostrych zespotach wiencowych, w tym markerow zapalenia, stresu oksydacyjnego i1 uktadu
hemostazy

3. Ocena wptywu wczesniejszego leczenia statynami na przebieg powyzszych procesow
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3. Badani

Do udziatu w badaniu zakwalifikowano 53 chorych, w wieku 46 — 75 lat ($redni wiek 61 lat),
w tym 42 me¢zczyzn i 11 kobiet.

Do badania wiaczono 28 chorych ze $wiezym zawalem serca, przyjetych do Centrum
Interwencyjnego Leczenia Serca i Naczyn Krakowskiego Szpitala Specjalistycznego im. Jana

Pawta IT w Krakowie oraz 25 pacjentow ze stabilng choroba niedokrwienng serca.

3.1 Chorzy na zawal serca

3.1.1 Kryteria kwalifikacji

Kryteriami wlaczenia do grupy chorych z ostrym zespotem wiencowym byty:

- rozpoznanie ostrego zespotu wiencowego — niestabilna dtawica piersiowa lub §wiezy
zawal serca bez lub z uniesieniem odcinka ST w ciggu 12 godzin od poczatku
objawow. Zawat serca zdefiniowano zgodnie z kryteriami przyjetymi przez ACC/ESC
w 1999 roku z modyfikacjg z 2004 roku. (139)

- przyjecie 75-300 mg kwasu acetylosalicylowego co najmniej 1 godzing przed

przyjeciem do szpitala

3.1.2 Kryteria wylgczajqce

Kryteria wylaczenia z udzialu w badaniu obejmowaty:
- ostry incydent sercowo-naczyniowy w ciggu ostatnich 3 miesiecy przed badaniem,
- wstrzas kardiogenny

- skaza krwotoczna
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- choroby autoimmunologiczne,

- ostra choroba infekcyjna,

- nadczynnos¢ lub niedoczynno$¢ tarczycy,

- cukrzyca wymagajaca insulinoterapii,

- leczenie tienopirydynami, doustnymi antykoagulantami lub innymi niz ASA
niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi, kortykosteroidami podawanymi
doustnie, lekami hipolipemizujagcymi innymi niz statyny,

- choroby mieséni,

- schorzenia psychiatryczne,

- ciezkie choroby wspotistniejace: nowotwor ztosliwy, uszkodzenie watroby
(zwigkszenie aktywnosci aminotransferazy alaninowej > 1,5 razy gornej granicy
normy), niewydolnos$¢ nerek (stezenie kreatyniny >140 pM),

- brak zgody pacjenta na udzial w badaniu

3.2 Grupa kontrolna

Grupg kontrolng stanowili dobrani pod wzgledem pici, wieku i stosowanego leczenia chorzy
ze stabilng dlawicag piersiowg objeci opieka Poradni Chordb Serca i Naczyn II Katedry
Choréb Wewngtrznych Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie oraz
chorzy przyjmowani do Centrum Interwencyjnego Leczenia Serca i Naczyn Krakowskiego
Szpitala Specjalistycznego im. Jana Pawta II w Krakowie celem wykonania planowego

badania koronarograficznego.
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3.2.1 Kryteria kwalifikacji

Kryterium witaczenia chorych do grupy kontrolnej stanowita stabilna diawica piersiowa

u chorego obarczonego czynnikami ryzyka choroby niedokrwiennej serca, potwierdzona

poprzez spetienie przynajmniej jednego z ponizszych warunkow:

dodatni wynik proby wysitkowe;j

dodatni wynik badania scyntygrafii perfuzyjnej migsnia serca

dodatni wynik angiografii tetnic wiencowych metodg wiclorzedowej, spiralnej
tomografii komputerowej (MSCT)

przebyty ostry zespdt wiencowy (>3 miesigce wezesniej)

Dodatkowym warunkiem sine qua non wiaczenia do badania bylo przyjecie kwasu

acetylosalicylowego (75-300 mg) przynajmniej 1 godzing przed badaniem.

3.2.2 Kryteria wylgczajgce

ostry incydent sercowo-naczyniowy w ciggu ostatnich 3 miesigcy przed badaniem,
niewydolnos¢ serca II1 1 IV stopnia skali NYHA

skaza krwotoczna

choroby autoimmunologiczne,

ostra choroba infekcyjna,

nadczynnos$¢ lub niedoczynnos$¢ tarczycy,

cukrzyca wymagajaca insulinoterapii,

leczenie tienopirydynami, doustnymi antykoagulantami lub innymi niz ASA
niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi, kortykosteroidami podawanymi doustnie,
lekami hipolipemizujagcymi innymi niz statyny,

choroby migsni,

choroby psychiatryczne,
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- ciezkie choroby wspotistniejace: nowotwor ztosliwy, uszkodzenie watroby
(zwickszenie aktywno$ci aminotransferazy alaninowej > 1,5 razy goérnej granicy
normy), niewydolno$¢ nerek (st¢zenie kreatyniny >140 pM),

- brak zgody pacjenta na udziat w badaniu

Tabela 3.1. Charakterystyka badanych grup

Srednia (zakres)

Razem AMI CAD
Badani (n) 53 28 25
Wiek (w latach) 61 (46 — 75) 61 (46 — 75) 61 (47 — 73)
Mgzczyzni (n) 42 22 20
Kobiety (n) 11 6 5
Przebyty zawat serca, n (%) 12 (23) 7 (25) 5 (20)
BMI (kg/m?) 27,2 (20,5-40,1) 29,3 (20,5 26,2 (21 -31)

40,1)

Nadci$nienie tetnicze (n) 38 22 16
Cukrzyca (n) 6 4 2
Obcigzajacy wywiad rodzinny 41 19 22
(n)
Palenie tytoniu (n) 22 11 12
Leki:
Kwas acetylosalicylowy (n) 53 28 25
Statyny (n) 12 7 5
Beta-blokery (n) 27 12 14
Inhibitory ACE (n) 24 11 13
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Antagoni$ci wapnia (n) 10 3 7
Diuretyki (n) 7 3 4
Antagonis$ci receptora 2 1 1

angiotensyny Il (ARB) (n)

AMI — chorzy na zawat serca; CAD — osoby ze stabilng chorobg niedokrwienng serca BMI —

wskaznik masy ciata, ACE — konwertaza angiotensyny

3.3 Chorzy na zawal leczeni heparyna

Na podstawie wykonanych przy przyjeciu rutynowych badan krzepnigcia wyodrgbniono 4
osoby z wydtuzonym czasem aPTT, ktore wczesniej otrzymaty heparyne niefrakcjonowana.

Grupe te wylaczono do osobnej analizy.

3.4 Podzial chorych na zawal

Grupe chorych na zawat serca podzielono nastgpnie na 2 podgrupy na podstawie zmian
stwierdzanych w zapisie EKG:
1. Chorzy na zawat z uniesieniem odcinka ST (STEMI)

2. Chorzy na zawal bez uniesienia odcinka ST (NSTEMI)
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4. Metodyka

4.1 Schemat organizacyjny badania

Badanie miato charakter kliniczno-kontrolny. Po przyjeciu zbierano wywiad, przeprowadzano
badanie fizykalne, wykonywano zapis EKG z 12 odprowadzen oraz pobierano krew zylng do
badan laboratoryjnych. Po pobraniu krwi wykonywano nacigcia skory metodg opisang
ponizej. U chorych na zawal odnotowywano réwniez wyniki badania koronarograficznego
a w szczeg6lnosci rodzaj naczynia dozawatowego czyli zamknigtej lub krytycznie zwezonej
tetnicy zaopatrujacej obszar objety zawalem. W przypadku, gdy stwierdzono zamknigcie
wiecej niz 1 naczynia odnotowywano rodzaj naczynia, ktorego zakres unaczynienia
odpowiadal zmianom w zapisie EKG. U chorych na zawal sprawdzano takze wyniki
kolejnych oznaczen troponiny I dokonywanych w trakcie hospitalizacji 1 rejestrowano
warto$¢ maksymalng.

Na podstawie wynikow badania EKG chorych na zawal przydzielano do grupy z uniesieniem
odcinka ST lub bez uniesienia ST. Jako diagnostyczne uznawano uniesienie ST w 2
sgsiadujacych uniesieniach o co najmniej 2 mm (0,2 mV) w stosunku do linii izoelektrycznej
w odprowadzeniach V3-V3 lub o co najmniegj 1 mm (0,1 mV) w pozostatych

odprowadzeniach.

4.2 Wykonywane oznaczenia

Krew zylng do badan laboratoryjnych pobierano jednokrotnie, za pomocg zestawoOw

probowek proézniowych firm Becton-Dickinson zawierajacych wersenian sodu, cytrynian sodu
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oraz na skrzep. Oznaczenia morfologii krwi oraz podstawowych parametrow krzepnigcia
(INR, APTT) wykonywano bezposrednio po pobraniu. Pozostalg objetos¢ krwi wirowano
przez 10 minut z predko$cig 3500 obrotéw na minute w temperaturze 4°C, nastepnie w czesci
objetosci wykonywano oznaczenia lipidogramu, st¢zen kreatyniny, glukozy i troponiny | oraz
aktywnosci izoenzymu MB kinazy kreatynowej (CK-MB) w surowicy krwi. W osoczu
oznaczano stg¢zenie fibrynogenu. Pozostata objetos¢ krwi, po odwirowaniu rozdzielano na
osocze lub surowice, a nastepnie zamrazano w temperaturze -80°C.

Zamrozone probki rozmrazano jednokrotnie celem wykonania zaplanowanych oznaczen.

4.2.1 Podstawowe oznaczenia

Podstawowe badania biochemiczne (st¢zenia kreatyniny, glukozy) wykonywano za pomoca
analizatora Hitachi. Morfologi¢ krwi oraz liczbe ptytek oznaczano standardowymi metodami
w laboratorium szpitalnym. Stezenie cholesterolu catkowitego, frakcji HDL oraz
triglicerydow oznaczano metodami enzymatycznymi w laboratorium szpitalnym (140,141).

Stezenie cholesterolu LDL w surowicy okreslano zgodnie ze wzorem Friedewalda (142).

4.2.2 Markery stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego

Biatko C-reaktywne
Stezenie biatka C-reaktywnego w surowicy krwi oznaczano metodg o wysokiej czutosci

(metoda nefelometryczna, Dade Behring, Niemcy). Zmienno$¢ wewnatrz serii: 3,8%.

Interleukina 6
Stezenie interleukiny 6 (IL-6) w surowicy krwi oznaczano metodg immunoenzymatyczng

ELISA (R&D Systems, Wielka Brytania). Zmienno$¢ wewnatrz serii: 6,7%.
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8-izo-prostaglandyna F,
W surowicy krwi oznaczano stezenie 8-izo-prostaglandyny F,, metoda ELISA (Cayman

Chemicals, USA). Zmienno$¢ wewnatrz serii: 7,6%.

4.2.3 Markery aktywacji plytek
S-tromboglobulina

W osoczu mierzono stezenie B-tromboglobuliny metodg ELISA (Diagnostica Stago, Francja).

Zmienno$¢ wewnatrz serii: 7,3%.

Selektyna P
W o0soczu oznaczano stezenie selektyny P (P-sel) metoda ELISA (R&D Systems, Wielka

Brytania); zmienno$¢ wewnatrz serii: 7,4%.

Rozpuszczalny ligand CD40
Stezenie rozpuszczalnego ligandu CD40 (sCD40L) w o0soczu oznaczano metoda ELISA

(R&D Systems, Wielka Brytania). Zmienno$¢ wewnatrz serii: 5,8%.

4.2.4 Stezenia czynnikow krzepniecia

W osoczu krwi oznaczano metodg koagulometryczng poziomy nast¢pujacych czynnikow
krzepniecia: 11, V, VII, VIII, IX, X. Stosowano osocza kontrolne pozbawione poszczegolnych
czynnikow krzepnigcia (Dade Behring). Zmienno$¢ wewnatrz serii wynosita dla wszystkich

oznaczen 6,1%.
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4.2.5 Stezenie aktywnego czynnika XI oraz aktywnego czynnika tkankowego

W osoczu cytrynianowym oznaczano stezenia aktywnego czynnika XI oraz aktywnego
czynnika tkankowego oryginalng metoda:

Osocze rozmrozono w temperaturze 37° C w obecno$ci antytrypsyny kukurydzianej (CTI:
hamuje aktywacj¢ krzepnigcia na drodze zewnatrzpochodnej; przygotowanie opisano
wcezesniej (143)). Nastepnie dodano CaCl, do ostatecznego stezenia 15 mM I zainicjowano
krzepnigcie poprzez dodanie 2 uM pecherzykéw fosfolipidowych (PCPS) sktadajacych sie
z25% dioleoilo-sn-glicero-3-fosfo-L-seryny  oraz  75%  1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-
fosfocholiny (oba odczynniki pochodzity z Avanti Polar Lipids, Inc; Alabaster, AL, USA),
ktére przygotowano w sposob wczesniej opisany (144). Stosowanie do planowanego
oznaczenia do osocza dodawano hamujace przeciwciata monoklonalne anty-FXI (aFXI-2) lub
anty-TF (aTF-5) do osiagnigcia stezenia 0,1 mg/ml, przed dodaniem chlorku wapnia. Czas
krzepnigcia oznaczano z zastosowaniem koagulometru ST8 (Diagnostica Stago, Parsippany,
NJ). Aktywno$¢ czynnika Xla i TF w osoczu obliczano na podstawie krzywych
kalibracyjnych uzyskanych poprzez oznaczenia kolejnych rozcienczen ludzkiego FXIa (dar
Dr R. Jenny z Haematologic Technologies, Inc., Essex Junction, VT, USA) lub lipidowanego
(143) TFy.242 (dar Dr. R. Lundblad z Baxter Healthcare Corp., Duarte, CA) w potaczonym
osoczu od 10 dawcow. Metoda ta cechuje si¢ duza czutosciag 1 umozliwia wykrywanie stezen
aktywnego TF do 0,4 pM. Oznaczenie zostato wykonane we wspotpracy z laboratorium K.G.

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

4.2.6 Stezenie immunoreaktywnego czynnika tkankowego

Stezenie immunoreaktywnego TF metoda immunofluorescencyjng z uzyciem przeciwcial
monoklonalnych (145) oznaczano we wspotpracy z laboratorium K.G. Manna (Departament
of Biochemistry, Burlington, VT, USA):
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Mikrosfery luminescencyjne o okreslonym wspotczynniku emisji 658:712 nm (klasyfikacja
Luminex #035) potaczono z przeciwcialami mysimi przeciwko TF (TF-5 mAb) zgodnie
Z instrukcjg producenta (Luminex, Austin, TX, USA). Znakowane przeciwciata umieszczano
w otworach plytki pokrytej 1,2 um warstwa PVDF (Multi-Screen filter — Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA). Dodawano 50 pL osocza z dodatkiem buforu (HBS 1%,
BSA 1%, Triton X-100 0,2-1%). Po 30 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej
wyptukiwano nadmiar roztworu i dodawano 100 pL przeciwciat anty TF-48 mAb (10 pg/mL,
HBS, 1% BSA 0,2% Triton X-100); inkubowano przez kolejne 30 minut. Po 3 kolejnych
ptukaniach dodawano R-Phycoerytrynostreptawidyne (100 puL roztworu 5 pg/ml z buforem:
HBS, 1% BSA, 0,2% Triton X-100). St¢zenia odczytywano z uprzednio przygotowanych

krzywych standardowych (145).

4.2.7 Parametry uktadu krzepnigcia

Fibrynogen

Stezenie fibrynogenu w osoczu oznaczano metoda koagulometryczng za pomocg zestawu
Multifibren U, na aparacie BCT (Behring Coagulation Timer, Dade-Behring, Niemcy).

Zakres warto$ci prawidtowych: 1,8 — 3,5 g/I.

Markery generacji trombiny

W osoczu krwi oznaczano stezenie komplekséw trombina-antytrombina (TAT) metoda
ELISA (Dade Behring, Niemcy). Zmienno$¢ wewnatrz serii: 5,3%.

Fragmenty F1+2 protrombiny w 0soczu oznaczano metodg ELISA (Dade Behring, Niemcy).

Zmienno$¢ wewnatrz serii: 5,2%.
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4.2.8 Inhibitory krzepniecia

Antytrombina
W osoczu krwi oznaczano aktywnos$¢ antytrombiny (AT) metoda koagulometryczng (Dade

Behring, Niemcy). Zmienno$¢ wewnatrz serii: 4,4%.

az-makroglobulina
Stezenie ap-makroglobuliny w osoczu krwi oznaczano metodg nefelometryczng (Dade

Behring, USA), zmienno$¢ wewnatrz serii: 4,7%.

Inhibitor zewngtrzpochodnej drogi krzepnigcia
W o0soczu oznaczano catkowite stezenie inhibitora zewnagtrzpochodnej drogi krzepnigcia

(TFPI) metoda ELISA (TFPI; Diagnostica Stago, USA); zmienno$¢ wewnatrz serii: 5,4%.

ar-antytrypsyna
W o0soczu oznaczano stgzenie ap-antytrypsyny metoda nefelometryczng (Dade Behring,

USA), zmienno$¢ wewnatrz serii: 4,1%.

4.3 Badanie krzepni¢cia w modelu uszkodzenia mikrokrazenia

Przeprowadzono badanie aktywacji uktadu krzepnigecia w modelu uszkodzenia mikrokrazenia
(146,147). Na bocznej powierzchni przedramienia (ok. 4-5 cm od zgigcia tokciowego)
wykonywano nacig¢cie za pomocg aparatu Simplate RI (Organon Teknika, USA). Nacigcia
wykonywano przy stazie zylnej uzyskanej z zastosowaniem mankietu aparatu do pomiaru
ci$nienia tetniczego napompowanego do cisnienia 40 mm Hg. Krew wyptywajaca z nacigé
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zbierano do heparynizowanych kapilar (Baxter, USA) w odstgpach jednominutowych, az do
ustania krwawienia. Jednocze$nie oznaczano czas krwawienia zgodnie z metodg Mielkego
(148). Probki krwi natychmiast przenoszono w stosunku 4:1 do mieszaniny antykoagulantow
o nastepujacym sktadzie: 100 mM EDTA, 20 mM benzamidyny i 10 uM chlorometyloketon,
inhibitor proteaz serynowych (Sigma, USA). Po odwirowaniu (w ciggu 20 minut z predkoscia
6000 obr./min. w temperaturze 4°C) nadsacz odpipetowywano i zamrazano W mniejszych
probowkach w temperaturze —80°C do czasu wykonywania oznaczen.

Po rozmrozeniu, w probkach supernatantu uzyskanych ta metoda oznaczono:

1. Stezenie kompleksow TAT metoda ELISA (Dade Behring, Niemcy). Zmienno$¢ wewnatrz
serii: 5,6%.
2. Stezenie sCD40L metoda ELISA (R&D Systems, Wielka Brytania). Zmienno$¢ wewnatrz

serii: 6,1%.

Po ustaleniu stgzen sCD40L i TAT w probkach krwi wyptywajacej z nacig¢ skory
W poszczegdlnych minutach stworzono krzywe narastania st¢zen w czasie 1 obliczono
nastepujace parametry:

1. Maksymalne stezenie TAT 1 sCD40L

2. Maksymalna predko$¢ narastania st¢zen (dla TAT w okresie miedzy 2 1 3 minutg, dla
sCD40L migdzy 1 1 2 minutg)

3. Predkos$¢ poczatkowa miedzy punktem O a stgzeniem w 1 minucie. Na podstawie
wstepnych obliczen zaniechano przedstawiania predkosci poczatkowej narastania stezen
sCD40L, ktora nie réznita si¢ istotnie od predkosci maksymalnej. Przedstawiono tylko

predkos¢ poczatkowa narastania TAT.
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4. Pole powierzchni pod krzywa odpowiadajace $redniemu catkowemu stgzeniu substancji

powstatej w czasie obserwowanej reakcji

4.4 Analiza statystyczna

Obliczenia wykonano na komputerze typu PC (Windows, Microsoft) oraz Apple Macintosh
(Apple OS X, Apple Computers) z zastosowaniem programow MATLAB (MathWorks),
Statistica (Statsoft) i Excel (Microsoft).

Wartosci przedstawiono jako $rednig arytmetyczng = odchylenie standardowe (SD) lub biad
standardowy $redniej (SEM), za§ w przypadku rozktadow nie spetniajacych kryteriow
rozktadu normalnego jako mediang (1 1 3 kwartyl). Zgodno$¢ z rozkltadem normalnym
sprawdzano z zastosowaniem testu Shapiro-Wilka. Dla poréwnania wynikéw
W poszczegblnych grupach w przypadku rozktadu normalnego stosowano test t-Studenta dla
zmiennych niepowigzanych, a w pozostalych sytuacjach test U Manna-Whitney’a dla
zmiennych niepowigzanych. Korelacje oceniano testem Spearmana lub Pearsona,
odpowiednio do rozktadu zmiennych.

Za istotng statystycznie przyjeto wartos¢ prawdopodobienstwa p < 0,05.
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5. Wyniki

5.1 Charakterystyka badanych grup

Chorzy na zawat serca (AMI) oraz osoby ze stabilng dtawicg piersiowg (CAD) nie rdznity si¢

pod wzgledem pici, wieku, stosowanego leczenia, najwazniejszych czynnikow ryzyka

miazdzycy oraz wczesniejszych incydentow wiencowych (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Charakterystyka badanych populacji: chorych na zawat serca (AMI) oraz 0sob ze

stabilng chorobg niedokrwienng serca (CAD)

Srednia (zakres)

AMI CAD
Badani (n) 24 25
STEMI/NSTEMI (%) 14 (58)/10 (42) 0
Wiek, lata 61 (46-76) 61 (47-73)
Mezczyzni, n (%) 19 (79) 20 (83)
BMI (kg/m?) 27,3 (21-40) 26,2 (21-31)
Nadci$nienie tetnicze, n (%) 18 (75) 16 (64)
Cukrzyca, n (%) 3(13) 2 (8)
Obcigzajacy wywiad 13 (54) 22 (73)
rodzinny, n (%)
Przebyty zawat serca, n (%) 7 (30) 5 (20)
Palenie tytoniu, n (%) 9 (38) 12 (48)
Liczba ptytek, (/uL) 243.000 £49.900 245.000 + 61.500
Kreatynina, uM 81,96 + 25,43 79,6 + 18,2
Glukoza, mM 8,02 +3,16 5,79 £ 1,28
Leki:
Kwas acetylosalicylowy, n 24 (100)* 25 (100)
(%)

0,9
0,96
0,93
0,52
0,79
0,86

0,7
0,53
0,67
0,91

<0,0001

1,0
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Statyny, n (%)
Beta-blokery, n (%)
Inhibitory ACE, n (%)
Antagonisci wapnia, n (%)
Diuretyki, n (%)

Antagonisci receptora

5 (21)
10 (42)
8 (33)
3(13)
3(13)
0(0)

angiotensyny Il (ARB), n (%)

5 (20)
14 (56)
13 (52)
7 (28)
4 (16)
1(4)

0,96
0,4
0,27
0,38
0,98
0,82

* wsrod osob ze §wiezym zawatem serca 15 przewlekle stosowato ASA przed wystgpieniem

bolu

Charakterystyke podgrupy ze STEMI i NSTEMI przedstawiono w Tabeli 5.2.

Tabela 5.2. Charakterystyka chorych na zawat serca

Liczba chorych, n (%)
Czas trwania bolu,
mediana (zakres) [h]
Troponina | przy
przyjeciu [ng/mL]
Maksymalne stezenie
troponiny I [ng/mL]
Maksymalne stezenie

CK-MB (U/L)

LAD, n (%)
RCA, n (%)
Cx, n (%)

Brak zmian, n (%)

STEMI

14 (58)

4 (1—7)

1,55+ 1,51

33,84 £ 53,01

210,5+223,4

NSTEMI

10 (42)

6 (1—12)

5,57+9,34

11,22 + 14,1

923+ 111,9

Zamknieta tetnica wiencowa

6 (43)
3(21)
4 (29)

1(7)

4 (40)
2 (20)
4 (40)

0

0,1

0,6

0,4

0,2

1,0

1,0

0,8

0,8
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STEMI — grupa chorych na zawat serca z uniesieniem odcinka ST w zapisie EKG, NSTEMI —
grupa chorych na zawat bez uniesienia odcinka ST w zapisie EKG, CK-MB — izoenzym MB
kinazy kreatynowej, LAD — gataz migdzykomorowa przednia lewej tetnicy wiencowej, RCA

— prawa tetnica wiencowa, Cx — gataz okalajaca lewej tetnicy wiencowej

Nie stwierdzono znamiennych réznic migdzy chorymi ze STEMI i NSTEMI pod wzglgdem
czasu trwania bolu zawalowego, poczatkowego i maksymalnego stezenia troponiny I,
maksymalnego stezenia CK-MB oraz rodzaju naczynia zaopatrujacego obszar mi¢$nia serca
objety zawalem. Nie stwierdzono takze znamiennych réznic pomigdzy chorymi na zawat

w zaleznos$ci od rodzaju zamknigtego naczynia ani §ciany serca objetej zawatem.

5.2 Pomiary w krwi obwodowej

5.2.1 Markery zapalenia i stresu oksydacyjnego

W krwi zylnej chorych na zawat w porownaniu z pacjentami ze stabilng chorobg wiencowg
stwierdzono czterokrotnie wigksze stezenia CRP (10,26 + 20,58 vs 2,45 + 3,06 mg/L;
p=0,013) i 0 76% wicksze st¢zenie interleukiny 6 (IL-6) (3,53 + 1,22 vs 2,03 £+ 0,72 pg/mL;
p< 0,0001). Zaobserwowano takze, iz st¢zenie IL-6 bylo o 66% wigksze w grupie chorych na
zawal STEMI w porownaniu z chorymi na zawat NSTEMI (4,23 + 1,01 vs 2,54 + 0,70
pg/mL; p=0,0006). Nie stwierdzono réznicy migdzy chorymi na zawat STEMI i NSTEMI pod
wzgledem stezenia CRP. W Zadnej z grup nie stwierdzono korelacji miedzy stezeniem IL-6

i CRP.
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W krwi zylnej chorych na zawal w pordwnaniu z pacjentami ze stabilng chorobg wiencowa
stwierdzono o 10% wigksze stgzenie 8-izOPGF; (363,2 + 45,94 vs 328,2 + 31,96 pg/mL;
p=0,011).

Nie zaobserwowano roznic pod wzgledem poziomu markerow stanu zapalnego i stresu
oksydacyjnego w zaleznos$ci od wieku i ptci badanych oraz wystepowania najwazniejszych
czynnikow ryzyka choroby niedokrwiennej serca (nadci$nienie tetnicze, cukrzyca, palenie

papieroséw, obcigzajacy wywiad rodzinny).

5.2.2 Aktywacja plytek krwi

Nie stwierdzono réznic miedzy badanymi grupami pod wzgledem liczby ptytek krwi.
Stezenie sCD40L w krwi zylnej bylo znamiennie wigksze u chorych z grupy AMI
W poréwnaniu z osobami z grupy CAD (807,1 + 295,6 vs 226,2 + 52,3 ng/mL, p<0,0001)
aroznica siggata 360%. U chorych na zawal, w porownaniu z osobami ze stabilng chorobag
niedokrwienng serca, zaobserwowano rdéwniez znamiennie wigksze poziomy innych
wskaznikow aktywacji ptytek: selektyny P o 53% (158,1 = 37,3 vs 102,7 = 13,5 ng/mL;
p<0,0001) oraz B-tromboglobuliny o 19% (65,8 + 11,4 vs 55,1 = 6,8 IU/mL; p=0,0009).
Wykryto takze znamienng réznice wewnatrz grupy chorych na zawat serca: u chorych na
zawatl STEMI stezenie sCD40L w krwi zylnej byto o 85% wigksze w porownaniu z chorymi
na zawal NSTEMI ( 998,7 + 188,32 vs 538,9 & 187,2 pg/mL; p=0,0003).

Nie zaobserwowano roznic pod wzgledem poziomu markerow aktywacji ptytek w zaleznos$ci
od wieku 1 plci badanych oraz wystgpowania najwazniejszych czynnikéw ryzyka choroby
niedokrwiennej serca (nadci$nienie tetnicze, cukrzyca, palenie papierosOw, obcigzajacy
wywiad rodzinny). W grupie chorych na zawat serca stwierdzono korelacj¢ migdzy stezeniem
sCD40L w krwi zylnej a IL-6 (r=0,61; p<0,0001). Zaobserwowano rowniez silng korelacje

z poziomem CK-MB (r=0,72; p<0,0001) i slabiej wyrazona ze stezeniem cholesterolu
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calkowitego w surowicy krwi (r=0,42; p=0,047). Nie stwierdzono natomiast znamiennej
korelacji miedzy stezeniem sCD40L w krwi zylnej a poczatkowym i maksymalnym stezeniem
troponiny 1.

W grupie chorych na zawatl zaobserwowano znamienng korelacj¢ stezenia selektyny P z 8-
1z0-PGF,, (r=0,66; p=0,0005) oraz bardzo silng korelacj¢ ze stezeniem B-tromboglobuliny
(r=0,94; p<0,0001). Stezenie P-tromboglobuliny w tej grupie byto rowniez skorelowane ze
stezeniem 8-iz0-PGF,, (r=0,62; p=0,001). Nie zaobserwowano korelacji pomi¢dzy stezeniem
SCD40L w krwi zylnej a stezeniami selektyny P i -tromboglobuliny.

W grupie CAD zaobserwowano podobne, cho¢ mniej wydatne korelacje stezenia selektyny P
z 8-1z0-PGF,, (r=0,46; p=0,02) oraz ze stezeniem [B-tromboglobuliny (r=0,74; p<0,0001).
Rowniez stgzenie B-tromboglobuliny w tej grupie bylo skorelowane ze st¢zeniem 8-1z0-PGF,,
(r=0,49; p=0,01). Podobnie jak w grupie ACS nie stwierdzono znamiennej korelacji mi¢dzy
stezeniem sCD40L w krwi zylnej a stezeniami selektyny P i B-tromboglobuliny.

W zadnej z grup nie zaobserwowano korelacji miedzy liczba ptytek a stezeniem markeréw

aktywacji plytek.

5.3 Stezenie czynnikow Krzepniecia

Nie zaobserwowano roznic pod wzgledem stezenia czynnikéw krzepnigcia i1 inhibitoréw
W zalezno$ci od wieku 1 pici badanych oraz wystgpowania najwazniejszych czynnikow
ryzyka choroby niedokrwiennej serca (nadci$nienie tetnicze, cukrzyca, palenie papierosow,

obcigzajacy wywiad rodzinny).
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5.3.1 Czynnik tkankowy

5.3.1.1 Aktywny TF

Aktywno$¢ czynnika tkankowego wykryto u 9 z 24 (26,7%) badanych w grupie AMI i u ani
jednego chorego (0%) w grupie CAD (p<0,0001). Wykryte stezenia aktywnego TF miescity
si¢ w zakresie 0,3-0,8 pM (mediana 0,5 pM), u 2 badanych wynik wyniost <0,4 pM, czyli
ponizej granicy czuto$ci metody.

Aktywny czynnik tkankowy wykryto w krwi u 7 chorych na zawat STEMI (50%) i 2 chorych
na zawal NSTEMI (20%, p<0,0001). Iloraz szans wykrycia obecno$ci aktywnego czynnika
tkankowego w zawale STEMI w porownaniu z NSTEMI byl nieznamienny 1 wynidst OR=4,0
(95% CI 0,78-20,6). Po uwzglednieniu wytgcznie oséb z mierzalnym aktywnym czynnikiem
tkankowym nie wykryto zadnych dodatkowych znamiennych korelacji migdzy jego st¢zeniem

a innymi parametrami.

5.3.1.2 Immunoreaktywny TF

W grupie chorych na zawal stwierdzono znamiennie wigksze st¢zenia immunoreaktywnego
czynnika tkankowego (mediana w grupie AMI i CAD odpowiednio 3,4 i 2,1 pM; p=0,046).
Stezenie immunoreaktywnego czynnika tkankowego bylo znamiennie wigksze w grupie
chorych na zawat STEMI w poréwnaniu z chorymi na zawat NSTEMI (4,85 +4,6 vs 2,2 + 1,6
pM; p=0,005).

W grupie AMI stezenie TF immunoreaktywnego bylo silnie skorelowane ze stezeniami TF
aktywnego (r=0,71; p=0,0001) oraz stezeniami sCD40L w krwi zylnej (r=0,61; p=0,002)
I stezeniem IL-6 (r=0,44; p=0,03). W grupiec CAD stg¢zenie immunoreaktywnego TF

korelowato ujemnie ze stezeniem sCD40L w krwi zylnej (r=-0,44; p=0,03).
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5.3.2 Czynniki kompleksu protrombiny

W grupie chorych na zawat serca w poréwnaniu z chorymi na stabilng chorobe niedokrwienng
serca stwierdzono znamiennie wigksze stezenia czynnika II. Zaobserwowano réwniez
znamiennie wicksze stezenie czynnika VII w grupie chorych na STEMI w poréwnaniu
z chorymi na NSTEMI (127,5 + 34 % vs 100,5 £ 28 %; p=0,006). Poziomy wszystkich

czynnikéw kompleksu protrombiny przedstawiono w Tabeli 5.3.

Tabela 5.3. Poziomy czynnikéw kompleksu protrombiny w osoczu krwi zylnej
Dane przedstawiono jako mediany (rozstep mig¢dzykwartylowy). Wynik przedstawiony

w procentach odpowiada % $redniego poziomu w populacji.

AMI CAD P
F 11 [%] 125,5 (37,5) 98 (21) 0,001
F VI [%] 111 (33) 111 (39) NS
F IX [%] 115 (45,5) 109 (41) NS
F X [%] 104 (39,5) 110 (33) NS

W grupie chorych na zawatl serca poziom czynnika VII bylo znamiennie skorelowane ze
stezeniem sCD40L w krwi zylnej (r=0,53; p=0,009), stezeniem IL-6 (r=0,69; p=0,0002), 8-
iz0-PGF,, (r=0,41; p=0,04) oraz ujemnie ze stezeniem CRP (r=-0,43; p=0,04). W grupie CAD
nie stwierdzono podobnych korelaciji.

W grupie AMI poziom czynnika X byl ujemnie skorelowany ze st¢zeniem markerow
uszkodzenia mig$nia serca tj. maksymalnym st¢zeniem troponiny (r=-0,62, p=0,004) i CK-

MB (r=-0,44; p=0,03).
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5.3.3 Poziomy pozostalych czynnikow krzepniecia i inhibitorow

Poziomy pozostatych czynnikow krzepniecia oraz inhibitorow krzepnigcia przedstawiono

w Tabeli 5.4.

Tabela 5.4. Poziomy czynnikoéw krzepnigcia i inhibitoréw krzepnigcia w osoczu krwi zylne;j.

Dane przedstawiono jako mediany (rozstep mig¢dzykwartylowy). Wynik przedstawiony

w procentach odpowiada % $redniego poziomu w populacji.

FV [%]

F VI [%]
FXla [pM]
TFPI [pM]

AT [%]

TF immunoreaktywny [pM]
TF aktywny [pM]?

Fibrynogen [g/L]

az-antytrypsyna [g/L]

az-makroglobulina [g/L]

AMI
3,4 (35)
0,5 (0,5)
3,72 (2.1)
114 (32,5)
172 (45)
45,5 (43)
117 (23)
87 (14)
2,55 (0,66)

2,43 (0,36)

CAD
21(2)
0(0)
2,63 (1,78)
125 (41)
114 (39)
15 (50)
100 (18)
113 (22)
2,3 (0,47)

2,37 (0,21)

0,046
0,024
0,006
NS
<0,0001
0,02
0,04
<0,0001
0,009

NS

# —u chorych z oznaczalnym stezeniem aktywnego TF

W grupie chorych na zawat serca w pordwnaniu z chorymi na stabilng chorobg¢ niedokrwienng

serca stwierdzono znamiennie wigksze stezenia fibrynogenu i czynnika VIIL
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Sposrod inhibitorow krzepnigcia w grupie AMI w poréwnaniu z grupa CAD stwierdzono
znamiennie mniejszy poziom antytrombiny oraz wigksze poziomy TFPI i as-antytrypsyny.
Nie stwierdzono znamiennych roznic st¢zenia ap-makroglobuliny.

W grupie chorych na zawat stwierdzono korelacj¢ migdzy stezeniem sCD40L w Krwi zylnej
a stezeniem czynnika VII (r=0,52; p=0,01) i TF immunoreaktywnego (r=0,61; p=0,002).

W grupie osob ze stabilng chorobg niedokrwienng serca stezenie sCD40L w krwi zylnej
korelowato ujemnie z poziomem immunoreaktywnego TF (r=-0,44; p=0,03) i stgzeniem

czynnika V (r=-0,53; p=0,007).

5.3.3.1 Poziom czynnika Xla

W grupie chorych na zawal serca w poroéwnaniu z grupa CAD stwierdzono znamiennie,
trzykrotnie wickszy poziom czynnika XIa (p=0,02).

U chorych na zawat serca poziom czynnika Xla byt skorelowany ze stezeniem IL-6 (r=0,57;
p=0,004), poziomem TF — aktywnego i immunoreaktywnego — (odpowiednio r=0,47, p=0,02
i r=0,42, p=0,04) oraz ze st¢zeniem sCD40L w krwi zylnej (r=0,55; p=0,006). W grupie AMI
poziom FXIa byt takze silnie skorelowany z markerami uszkodzenia mig$nia serca tj.
maksymalnym stezeniem troponiny I (r=0,63; p=0,004 ) i CK-MB (r=0,81; p<0,0001).

W grupie CAD poziom FXIla byl znamiennie skorelowany ze stezeniem immunoreaktywnego

TF (r=0,58, p=0,002).

5.4 Markery generacji trombiny w krwi zylnej

Nie zaobserwowano réznic pod wzgledem poziomow markerow generacji trombiny W Krwi

zylnej w zaleznosci do wieku 1 pici badanych oraz wystgpowania najwazniejszych czynnikow
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ryzyka choroby niedokrwiennej serca (nadcis$nienie tetnicze, cukrzyca, palenie papierosow,
obcigzajacy wywiad rodzinny).

U chorych na zawal serca stwierdzono silng aktywacje¢ uktadu krzepniecia w krwi zylne;j.
Stezenie fragmentow F1+2 protrombiny bylo znamiennie wigksze w grupie AMI
w poréwnaniu z grupg CAD (1,4 = 0,59 vs 0,8 £ 0,17 nM; p<0,0001), podobnie st¢zenie
kompleksow TAT w krwi zylnej (6,93 £1,33 vs 3,19 + 0,64 ug/L; p<0,0001). Zaobserwowano
takze znamienng roznice stgzenia TAT i fragmentéw F1+2 protrombiny w Krwi zylnej migdzy
chorymi na zawat STEMI i NSTEMI (odpowiednio 7,42 + 1,31 vs 6,25 = 1,08 pg/L; p=0,02
oraz 1,56 = 0,60 vs 1,18 + 0,52 nM; p=0,04).

W grupie chorych na zawat stwierdzono silng korelacje migdzy markerami generacji trombiny
i aktywacji ptytek w krwi zylnej: miedzy stezeniami TAT i sCD40L (r=0,78; p<0,0001) oraz
miedzy stgzeniami F1+2 i sCD40L (r=0,47; p=0,02). Stezenie TAT w Krwi zylnej u chorych
na zawat bylo takze bardzo silnie skorelowane z poziomem czynnika Xla (r=0,77; p<0,0001),
nieco slabiej ze poziomem czynnika tkankowego immunoreaktywnego i aktywnego
(odpowiednio r=0,51; p=0,01 i r=0,52; p=0,01). Stezenie TAT w krwi zylnej korelowato
takze z poziomem IL-6 (1=0,67; p<0,0001), maksymalnym stezeniem troponiny I (r=0,52;
p=0,02), poziomem CK-MB (r=0,80; p<0,0001), stezeniem TC (r=0,46; p=0,03)
i cholesterolu LDL (r=0,53; p=0,01). Nie stwierdzono istotnej korelacji ze stezeniem CRP.
Stezenie F142 korelowalo z poziomem czynnika Xla (r=0,46; p=0,02), IL-6 (r=0,42; p=0,04)
i cholesterolu catkowitego (r=0,45; p=0,03). Nie stwierdzono istotnych korelacji TAT i F1+2

w krwi zylnej ze stezeniem CRP.

U badanych ze stabilng chorobg niedokrwienng serca stgzenie TAT w krwi zylnej korelowato
z poziomem czynnika IX (r=0,49; p=0,01) i st¢zeniem IL-6 (r=0,69; p=0,0001). Nie

stwierdzono natomiast istotnej korelacji ze stezeniem CRP. Stezenie F1+2 w Krwi zylnej
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u tych chorych bylo skorelowane poziomem TFPI (R=0,46; p=0,02) i ujemnie ze stezeniem
cholesterolu HDL (r=-0,41; p=0,04). U chorych na zawal serca nie zaobserwowano
znamiennych korelacji migedzy st¢zeniami TAT i F1+2 a markerami aktywacji ptytek w krwi

zylnej a zwlaszcza sCD40L.

5.5 Model uszkodzenia mikrokrazenia

Nie stwierdzono znamiennej réznicy mi¢dzy chorymi na zawal serca i osobami ze stabilng
chorobg niedokrwienng serca pod wzgledem objetosci krwi wyplywajacej z nacig¢ skory
W poszczeg6lnych minutach.

Nie stwierdzono takze znamiennej réznicy pod wzgledem czasu krwawienia w grupach AMI

i CAD (odpowiednio 393,8 + 129,7 s 1407,2 + 97,9 s; p=0,68).

5.5.1 Generacja trombiny

Nie zaobserwowano réznic pod wzglgdem poziomdéw markerow generacji trombiny
W modelu uszkodzenia mikrokrazenia w zaleznosci od wieku 1 pilci badanych oraz
wystepowania najwazniejszych czynnikdéw ryzyka choroby niedokrwiennej serca
(nadci$nienie tetnicze, cukrzyca, palenie papierosdw, obcigzajacy wywiad rodzinny).

W grupie chorych na zawat w poréwnaniu z osobami ze stabilng choroba wiencowa
stwierdzono znamiennie bardziej intensywna generacj¢ trombiny mierzong za pomoca

stezenia kompleksow TAT w krwi wyptywajacej z nacie¢ (Rys. 5.1).
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Rys. 5.1. Stezenia kompleksow TAT w krwi wyplywajacej z nacigé skory u chorych na zawat
serca (AMI) i 0sOb ze stabilng chorobg niedokrwienng serca (CAD). Dane przedstawiono jako

Srednig + blad standardowy $redniej (SEM). Znamienne rdznice oznaczono gwiazdka *.

Zaobserwowano znamienne roznice szybkosci reakcji: poczatkowa predkos¢ generacji TAT
W pierwszej minucie bylta znamiennie wigksza w grupie AMI (0,326 + 0,11 vs 0,0785 + 0,030
nmol/L/s; p<0,0001; rys. 2), natomiast predko$¢ maksymalna reakcji przypadajgca w okresie
miedzy 2 1 3 minutg byta niemal dwukrotnie wigksza w grupie AMI w poréwnaniu z grupg
CAD (0,31 £ 0,11 vs 0,15 &+ 0,05 nmol/L/s, p<0,0001; rys. 3). U badanych w grupie chorych
na zawat stwierdzono takze dwukrotnie wigksze maksymalne st¢zenia TAT w 6 minucie (84,2
+ 11,2 vs 40,2 £ 7,4 nM, p< 0,0001; rys. 4) za§ Srednie catkowite stgzenie powstate]
substancji okreslone jako pole powierzchni pod krzywa narastania stezenia TAT w czasie
bylo w grupie AMI niemal trzykrotnie wigksze w porownaniu z chorymi w grupie CAD
(144,5 = 33,3 vs 53,4 = 12,7 nM; p<0,0001; rys. 5). Roznice stezen miedzy grupami byly
znamienne rowniez w pozostaltych minutach. Wsrdd chorych na zawat nie zaobserwowano

znamiennych réznic generacji trombiny pomie¢dzy grupami STEMI 1 NSTEML
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5.5.1.1 Korelacje w grupie chorych na zawat

U chorych na zawal zaobserwowano korelacj¢ pomigdzy stezeniem TAT w krwi zylnej
a parametrami generacji trombiny w krwi wyptywajacej z nacig¢ skory: maksymalnym
stezeniem TAT (r=0,46; p=0,02), powierzchnig pod krzywa stezen TAT (r=0,53; p=0,007)
I maksymalna predkoscig narastania stgzen TAT (r=0,43; p=0,04).

Podobnie stezenie fragmentow F14+2 protrombiny w Krwi zylnej u chorych na zawat
korelowalo z parametrami generacji trombiny w modelu uszkodzenia mikrokrazenia:
powierzchnig pod krzywa stezenia TAT (r=0,68; p=0,0002), maksymalnym stezeniem TAT
(r=0,42; p=0,04) i predkosciag poczatkowa generacji trombiny (r=0,48; p=0,02).

W grupie chorych na zawat stwierdzono korelacj¢ migdzy stezeniem sCD40L w Krwi zylnej
aTAT w krwi zylnej (r=0,78; p<0,0001), maksymalnym st¢zeniem TAT w Kkrwi
wyplywajacej z nacie¢ skory (r=0,55; p=0,006), polem powierzchni pod krzywa stezen TAT
(r=0,62; p=0,001) oraz stezeniem fragmentow F1+2 w osoczu krwi zylnej (r=0,47; p=0,02).
Stwierdzono takze istotne korelacje ze st¢zeniem IL-6 ale nie CRP. Wszystkie istotne
korelacje migdzy parametrami generacji trombiny i wybranymi oznaczonymi parametrami

w grupie chorych na zawat serca przestawiono w Tabeli 5.5.
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Tabela 5.5. Korelacje migdzy wskaznikami generacji trombiny i wybranymi oznaczonymi

parametrami w grupie chorych na zawat serca (przedstawiono wylacznie istotne korelacje).

TAT max TAT Vmax TAT V4 TAT area
IL-6 r=0,43; p=0,04 NS r=0,42; p=0,04 | r=0,51; p=0,01
FIX NS r=-0,42; p=0,04 NS NS
F Xla r=0,43; p=0,03 NS NS r=0,5; p=0,01
AT NS r=0,43; p=0,03 NS NS
sCD40L zylne r=0,55; p=0,005 NS r=0,68; r=0,62; p=0,001

p=0,0002
TAT zylne r=0,46; p=0,03 NS r=0,49; p=0,01 | r=0,53; p=0,007
F1+2 zylne r=0,42; p=0,04 NS r=0,48; p=0,02 r=0,68;
p=0,0002

P-sel r=0,45; p=0,03 NS NS NS
B-TG r=0,47; p=0,02 NS r=0,41; p=0,049 NS
Trop. max. NS r=0,47; p=0,03 NS r=0,58; p=0,005
CK-MB r=0,42; p=0,04 NS r=0,58; p=0,003 | r=0,57; p=0,004
TC r=0,59; p=0,03 NS NS r=0,62; p=0,002
LDL-C r=0,43; p=0,04 NS NS r=0,54; p=0,008

TAT max — maksymalne st¢zenie TAT; TAT area — pole pod krzywa st¢zenia TAT; TAT Vi

— poczatkowa predkos¢ generacji TAT; TAT Vmax — maksymalna predkos¢ generacji TAT;

B-TG — stezenie PB-tromboglobuliny; trop.max. — maksymalne stezenie troponiny; TC —

stezenie cholesterolu catkowitego, LDL-C — stezenie cholesterolu LDL
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5.5.1.2 Korelacje w grupie osob ze stabilng chorobg niedokrwienng serca

U badanych ze stabilng chorobg niedokrwienng serca maksymalna predkos$¢ generacji TAT
w modelu uszkodzenia mikrokrazenia byta skorelowana ze st¢zeniem TAT w krwi zylnej
(r=0,44; p=0,03) oraz stgzeniem F1+2 w krwi zylnej (r=0,43; p=0,03).

W grupie os6b ze stabilng chorobg niedokrwienng serca maksymalne stezenie TAT w Krwi
wyptywajacej z nacig¢ korelowato ze stgzeniem sCD40L w krwi zylnej (r=-0,46; p=0,02).

Nie stwierdzono korelacji parametrow generacji trombiny z IL-6 ani CRP.

Jedynym czynnikiem krzepnigcia korelujagcym z parametrami generacji trombiny byt czynnik
VII. Zaobserwowano istotng korelacje miedzy poziomem TFPI a maksymalnym st¢zeniem
TAT. Nie stwierdzono natomiast istotnych korelacji mi¢edzy poziomami innych inhibitoréw
krzepnigcia a parametrami generacji trombiny. WSszystkie istotne korelacje migedzy
parametrami generacji trombiny i wybranymi oznaczonymi parametrami w grupie chorych ze

stabilng chorobg niedokrwienng serca przestawiono w Tabeli 5.6.

Tabela 5.6. Korelacje migdzy parametrami generacji trombiny i innymi wybranymi

parametrami 0znaczonymi w grupie 0sob ze stabilng chorobg niedokrwienng serca.

TAT max TAT Vimax TAT area TAT V,
TAT zylne NS r=0,44,; p=0,03 NS NS
F1+2 zylne NS r=0,43; p=0,03 NS NS
TFPI r=0,58; p=0,003 NS NS NS
TC NS NS r=0,47; p=0,02 NS

TAT max — maksymalne stezenie TAT; TAT area — pole pod krzywa st¢zenia TAT; TAT V1
— poczatkowa predkos¢ generacji TAT; TAT Vmax — maksymalna predko$¢ generacji TAT;

TC — stgzenie cholesterolu catkowitego
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5.5.2 Aktywacja plytek

Nie zaobserwowano roznic pod wzgledem pozioméw markerow aktywacji ptytek w modelu
uszkodzenia mikrokrazenia w zaleznosci od wieku 1 plci badanych oraz wystepowania
najwazniejszych czynnikow ryzyka choroby niedokrwiennej serca (nadci$nienie t¢tnicze,
cukrzyca, palenie papierosow, obcigzajacy wywiad rodzinny).

W grupie chorych na zawat w poréwnaniu z chorymi na stabilng chorob¢ niedokrwienng serca
stwierdzono znamiennie wigksze stezenie SCD40L w krwi wyptywajacej z naci¢é skory (Rys.

5.2).
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Rys 5.2. Stezenie rozpuszczalnego ligandu CD40 w krwi wyptywajacej z nacie¢ skory
U chorych na zawat i 0s6b ze stabilng choroba niedokrwienng serca. Dane przedstawiono jako

srednie £ SEM. Znamienne roznice oznaczono gwiazdka *.

Zaobserwowano znamienng, ponaddwukrotng roznice maksymalnego stezenia sCD40L (w 6
minucie) pomi¢dzy chorymi w grupie AMI i w grupie CAD (20,7 + 2,1 vs 8,8 £ 1,2 ng/mL;
p<0,0001) oraz znamiennie wigksze $rednie catkowite steZenie substancji powstatej w czasie

reakcji przedstawione jako pole powierzchni pod krzywa narastania st¢zenia sCD40L
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w czasie (31,6 £ 2,2 vs 16,6 + 2,6 ng/mL; p<0,0001). Réznice stezen miedzy grupami byty
znamienne takze w pozostatych minutach.

W grupie chorych na zawal znamiennie wigksza byla rowniez maksymalna predkosé
uwalniania sCD40L przypadajaca migdzy 1 i 2 minutg (0,0867 + 0,005 vs 0,0641 +0,012
ng/mL/s; p<0,0001). Nie zaobserwowano znamiennych réznic pod wzgledem parametrow
aktywacji ptytek ocenianych w modelu uszkodzenia mikrokrazenia pomi¢dzy chorymi na

STEMI i NSTEMLI.

5.5.2.1 Korelacje w grupie chorych na zawat serca

W grupie chorych na zawal serca zaobserwowano silng korelacje miedzy maksymalng
predkoscig uwalniania sCD40L w krwi wyplywajacej z nacigé a stezeniem selektyny P i -
tromboglobuliny. Nie wykryto istotnych korelacji ze st¢zeniem IL-6 ani CRP.

W modelu uszkodzenia mikrokrazenia stwierdzono réwniez wystgpowanie znamiennych
korelacji miedzy markerami aktywacji plytek i generacji trombiny: mi¢dzy maksymalnym
stezeniem TAT w krwi wyplywajacej z nacig¢ a maksymalnym stgzeniem sCD40L
I maksymalng uwalniania sCD40L jak rowniez miedzy stezeniem sCD40L w krwi zylnej
a powierzchnig pod krzywa stezen sCD40L wyptywajacych z nacig¢ skory. Korelacje miedzy
markerami aktywacji ptytek w modelu uszkodzenia drobnych naczyn a innymi zmierzonymi

parametrami w grupie chorych na zawat serca zebrano w Tabeli 5.7.
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Tabela 5.7. Korelacje miedzy markerami aktywacji ptytek a innymi zmierzonymi

parametrami w grupie chorych na zawat serca (przedstawiono jedynie istotne korelacje).

sCD40L max SCD40L Vax sCD40L area
P-sel r=0,59; p=0,002 r=0,65; p=0,0005 NS
B-TG r=0,56; p=0,004 r=0,62; p=0,001 NS
FXI NS r=0,44; p=0,03 NS
TAT area r=0,45; p=0,03 r=0,54; p=0,007 NS
TAT max r=0,67; p=0,0004 r=0,61; p=0,002 NS
TAT Vmax NS r=0,48; p=0,02 r=0,59; p=0,002
sCD40L zylny NS NS r=0,49; p=0,02
TAT zylny NS NS r=0,52, p=0,01
8-iz0-PGF2a r=0,50; p=0,01 NS NS
CK-MB r=0,48; p=0,02 r=0,54; p=0,006 r=0,59; p=0,003
Trop. max. NS NS r=0,66; p=0,001
TC NS r=0,55; p=0,006 r=0,44; p=0,04

SCD40L max — maksymalne stezenie SCD40L; sCD40L Va2 — maksymalna predkosé

uwalniania SCD40L; sCD40L area — pole pod krzywa stgzen sCD40L

5.5.2.2 Korelacje w grupie 0sob ze stabilng chorobgq niedokrwienng serca

U o0so6b ze stabilng chorobg niedokrwienng serca stwierdzono niewielka ilo§¢ znamiennych
korelacji miedzy markerami aktywacji ptytek w modelu uszkodzenia mikrokrazenia a innymi
oznaczonymi parametrami. Uwage zwracaja istotne korelacje miedzy sCD40L a markerami
generacji trombiny. Stwierdzono takze istotng korelacj¢ ze st¢zeniem IL-6 ale nie CRP.
Korelacje miedzy markerami aktywacji ptytek w modelu uszkodzenia drobnych naczyn

a innymi zmierzonymi parametrami zebrano w Tabeli 5.8.
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Tabela 5.8. Korelacje migdzy markerami aktywacji ptytek a innymi zmierzonymi

parametrami w grupie osob ze stabilng chorobg niedokrwienng serca (przedstawiono

wylacznie istotne korelacje).

sCD40L max SCD40L Vax sCD40L area
IL-6 r=-0,43; p=0,03 NS NS
FV NS r=0,54; p=0,005 r=0,54; p=0,005
TAT area r=0,54; p=0,005 NS r=0,50; p=0,01
TAT Vmax NS r=0,42; p=0,04 r=0,53; p=0,007
TC NS NS r=0,44; p=0,03
LDL-C NS NS r=0,4; p=0,047

sCD40L max — maksymalne stezenie sCD40L; sCD40L V. — maksymalna predkosé

uwalniania SCD40L; sCD40L area — pole pod krzywa stgzen sCD40L

5.6 Wplyw statyn

W grupie chorych na zawat i os6b ze stabilng chorobg niedokrwienng serca byto po 5 0so6b
uprzednio leczonych statyng (odpowiednio 21 1 20% badanych).

W grupie chorych na zawal nie stwierdzono znamiennych réznic pod wzgledem stezenia
cholesterolu catkowitego, LDL-C, HDL-C 1 triglicerydow w zalezno$ci od wczes$niejszego
stosowania statyny.

W grupie oséb ze stabilng choroba niedokrwienng serca stosowanie statyn wigzalo si¢ ze
znamiennie mniejszym stezeniem cholesterolu catkowitego (4,37 +0,86 vs 6,04 + 0,68 mM;
p=0,003) i cholesterolu LDL (2,45 0,77 vs 3,78 = 0,77 mM; p=0,007). Roznice stezen HDL-

C i triglicerydow byty nieznamienne.
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Nie stwierdzono aby stosowanie statyn mialo znamienny wptyw na markery stanu zapalnego

lub stresu oksydacyjnego.

5.6.1 Wplyw statyn na aktywacje osoczowego uktadu krzepniecia

Nie zaobserwowano, aby wczesniejsze stosowanie statyn u chorych na zawat byto zwigzane

Z r6znicami stezen czynnikow krzepnig¢cia oraz inhibitorow ani wskaznikow generacji

trombiny ocenianych w krwi zylnej. W grupie chorych na zawal serca wczesniejsze

stosowanie statyny bylo zwigzane ze znamiennie mniejszg generacja TAT w modelu

uszkodzenia mikrokrgzenia (Rys. 5.3).
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Rys. 5.3. Stezenie kompleksow TAT w krwi wyplywajacej z nacigé skory u chorych na zawat

w zalezno$ci od wczesniejszego leczenia statyng oraz dla porOwnania w grupie 0sob ze

stabilng choroba niedokrwienng serca. Dane przedstawiono jako $rednie £ SEM. Znamienne

roznice oznaczono gwiazdka *.
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W grupie chorych na zawatl u oso6b leczonych statyng w poroOwnaniu z osobami nie
przyjmujacymi wezesniej statyn W Krwi wyptywajacej z nacigé skory stwierdzono znamiennie
mniejsze warto$ci nastepujacych parametrow: predkosci poczatkowej generacji TAT (0,15 +
0,031 vs 0,37 + 0,061 nmol/L/s; p<0,0001), maksymalnego stezenia TAT (72,2 = 10,71 vs
87,3 £ 9,22 nM; p=0,009) oraz pola powierzchni pod krzywa stezenia TAT (92,4 + 18,13 vs
158,1 + 20,61 nM; p=0,0007). Réznice stezen TAT w krwi w modelu uszkodzenia
mikrokrazenia migdzy leczonymi i1 nieleczonymi statyng byly znamienne takze w pozostatych

minutach.

W grupie 0sob ze stabilng choroba niedokrwienng serca nie stwierdzono wplywu statyn na
markery generacji trombiny oceniane w krwi zylnej. W modelu uszkodzenia mikrokrazenia
W grupie tej stosowanie statyny bylo zwigzane ze znamiennie mniejszym polem pod krzywa
stezenia TAT (44,88 £19,89 vs 55,55 + 9,85 nM; p=0,4) oraz znamiennie mniejszymi

stezeniami TAT w 2 (p=0,4) 1 3 minucie (p=0,3) (Rys. 5.4).
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Rys. 5.4 Stezenie TAT w krwi wyplywajacej z nacig¢ skory u chorych z grupy CAD
w zalezno$ci od wczesniejszego leczenia statynami. Dane przedstawiono w postaci sredniej +

SEM. Znamienne roznice oznaczono gwiazdka *.

5.6.2 Wplyw statyn na aktywacje plytek

W grupie chorych na zawat nie stwierdzono znaczacego wplywu stosowania statyn na
markery aktywacji ptytek oceniane w Kkrwi zylnej ani na stezenie sCD40L w Kkrwi
wyptywajacej z nacig¢ (Rys. 5.5). Jedyng znamienng statystycznie rdznice stanowito stezenie

sCD40L w 5 minucie (p=0,04).
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Rys. 5.5. Stezenie sCD40L w krwi wyptywajacej z nacig¢ skory u chorych z AMI i CAD
w zalezno$ci od wcezesniejszego przyjmowania statyn. Dane przedstawiono jako $rednie =+
SEM. Znamienne rdznice oznaczono gwiazdka *.

AMI+stat — chorzy na zawal, ktorzy otrzymywali statyne; AMI bez stat — chorzy na zawat nie
otrzymujacy statyny; CAD+stat — chorzy na stabilng chorobe niedokrwienng serca leczeni
statyng; CAD bez stat — chorzy na stabilng chorob¢ niedokrwienng serca, ktorzy nie

otrzymywali statyny

W grupie 0sob ze stabilng chorobg wiencowg nie stwierdzono znaczacego wplywu stosowania
statyn na markery aktywacji ptytek oceniane w Kkrwi zylnej. W modelu uszkodzenia
mikrokrgzenia stwierdzono natomiast u chorych stosujgcych statyny, w porownaniu
Z osobami nie przyjmujacymi statyn, znamiennie mniejsze st¢zenie maksymalne sCD40L w 6
minucie (6,69 vs 9,41 ng/mL; p=0,003), mniejszg predkos¢ maksymalng uwalniania sSCD40L
(0,044 vs 0,069 ng/mL/s; p=0,0007), mniejsze pole powierzchni pod wykresem (11,85 vs
17,76 ng/mL; p=0,0007). Znamiennie mniejsze byly roéwniez roznice st¢zenia sCD40L we

wszystkich pozostatych minutach.
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5.7 Wplyw heparyny niefrakcjonowanej

Tabela 5.9. Charakterystyka chorych leczonych heparyna niefrakcjonowang

Badany nr 1 2 3 4
STEMI/NSTEMI NSTEMI NSTEMI STEMI STEMI
Wiek, lata 56 72 57 50
Pteé K M M M
BMI (kg/m?) 31,6 28,9 23,3 23,5
Nadci$nienie t¢tnicze + + + +
Cukrzyca - + - -
Obcigzajacy wywiad + + - -
rodzinny

Palenie tytoniu - - - +
Kreatynina, uM 70 61 70 119
Glukoza, mM 6,0 6,8 8,1 58
Leki:

Kwas acetylosalicylowy + + + +
Statyna + - + -
Beta-bloker + - + -
Inhibitory ACE + + + -
Antagonista wapnia - - - -
Diuretyk - - - -
Antagonisci receptora + - - -

angiotensyny Il

Dane demograficzne 1 kliniczne 4 pacjentow leczonych heparyng byly podobne do
stwierdzanych u 24 chorych uczestniczacych w badaniu.
Zastosowanie heparyny u 4 badanych chorych na zawal bylo zwigzane ze znamiennym

wydtuzeniem czasu APTT (186,3 = 58,9 vs 31,0 = 7,53 s; p=0,002), zwickszeniem wskaznika
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INR (1,15 £ 0,11 vs 1,02 +£0,08; p=0,03) oraz wydtuzeniem czasu krwawienia (627,5 + 189,8

vs 393,8 £ 129,7 s; p=0,02).

W krwi zylnej chorych na zawatl otrzymujacych heparyne w porownaniu z chorymi z grupy
AMI nie otrzymujacymi heparyny zaobserwowano znamiennie mniejsze poziomy czynnika II
(55,5 £4,8 % vs 124,3 + 21,9 %; p=0,002), czynnika VII (69,8 = 14,4 % vs 118,3 + 30,3 %;
p=0,004), czynnika VIII (132,8 + 7,3 % vs 167,3 + 32,9 %; p=0,03), czynnika IX ( 60,0 =+ 8,9
% vs 119,9 £ 29,9 %; p=0,002), czynnika X (63,3 = 6,3 % vs 111,1 £ 26,0 %; p=0,002)
I antytrombiny (70,5 +6,6 vs 88,5 = 11,6 %; p=0,006) oraz wigksze stezenie TFPI (130,3 +
11,8 vs 116,3 £18,7 pM; p=0,002). U zadnego z chorych leczonych heparyng nie wykryto
w krwi aktywnosci czynnika Xla (p=0,002). Nie stwierdzono roéznic pod wzgledem stezen
czynnika tkankowego i pozostalych inhibitoréw krzepniecia, czyli aj-antytrypsyny i dp-
makroglobuliny.

W krwi zylnej chorych na zawal otrzymujacych heparyn¢ zaobserwowano znamiennie
mniejsze stezenie sCD40L (485,5 + 208,8 vs 807,1 £ 295,6 pg/mL; p=0,048). Nie
stwierdzono istotnych roznic stezenia selektyny P i f-tromboglobuliny.

W krwi zylnej chorych z grupy AMI leczonych heparyng w poréwnaniu z pozostalymi
chorymi na zawatl serca zaobserwowano rowniez znamiennie mniejsze st¢zenia kompleksow
TAT (4,75 £ 0,65 vs 6,93 +1,33 pg/mL; p=0,004) i fragmentow F1+2 (0,91 £ 0,18 vs 1,4 +

0,59 nM; p=0,03).

5.7.2 Model uszkodzenia mikrokrgienia

5.7.2.1 Generacja trombiny
W grupie chorych na zawal u oséb otrzymujacych heparyn¢ w poroéwnaniu z osobami nie

leczonymi heparyng w Krwi wyplywajacej z nacig¢ skory (Rys. 5.6) stwierdzono znamiennie
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mniejsza predkos¢ maksymalng generacji TAT (6,0 +2,15 vs 18,43 + 6,87 nmol/L/s;
p=0,003), poczatkowa predkos¢ wytwarzania TAT (2,6 £1,0 vs 19,6 £ 6,47 nmol/L/s;
p=0,002), maksymalne st¢zenie TAT w 6 minucie ( 31,48 +5,96 vs 84,16 £11,22 nM;

p=0,002) oraz pole powierzchni pod krzywa stezenia TAT (34,81 + 2,61 vs 144,46 + 33,33

nM; p=0,002).
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Rys. 5.6. Stezenie TAT w krwi wyptywajacej z nacie¢ skory u chorych na zawal nie
otrzymujacych heparyny (AMI; przedstawiono $rednie £ SEM), u 4 chorych, ktérzy otrzymali
heparyne (hepl-hep4; przedstawiono wartosci zmierzone) oraz u 0sob ze stabilng chorobg

niedokrwienng serca (CAD; przedstawiono $rednie = SEM).

W pordéwnaniu z osobami ze stabilng choroba niedokrwienng serca u chorych na zawat serca
leczonych heparyng stwierdzono znamiennie mniejsze stezenia TAT w kazdej minucie: w 1
minucie o 45% (2,6 £ 1,0 vs 4,7 = 1,83 nM; p=0,01), w 2 minucie o 35% (7,83 + 0,86 vs
12,14 £ 3,35 nM; p=0,006), w 3 minucie o 35% (13,8 = 2,04 vs 21,4 + 4,94 nM; p=0,006),
w 4 minucie o 30% (21,13 + 0,85 vs 30,4 + 8,22 nM; p=0,03), w 5 minucie o 23% (28,38 +
3,1 vs 36,96 = 7,98 nM; p=0,03), stezenie maksymalne w 6 minucie o 22% (31,48 £ 5,96 vs
40,17 + 7,44 nM; p=0,04), predkos¢ poczatkowa generacji trombiny o 45% (2,6 + 1,0 vs 4,71
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+1,83 nmol/L/s; p=0,02), maksymalng predko$¢ generacji trombiny o 35% (6,0 + 2,15 vs 9,24
+ 2,83 nmol/L/s; p=0,05) i pole powierzchni pod krzywa stezen TAT o 35% (34,8 + 2,61 vs

53,42 + 12,72 nM; p=0,004).

5.7.2.2 Aktywacja plytek krwi

W krwi wyptywajacej z naci¢¢ skory w grupie chorych na zawal serca otrzymujacych
heparyn¢ (Rys. 5.7) w porownaniu z osobami nie otrzymujacymi heparyny zaobserwowano
znamiennie mniejsza predkos¢ maksymalng uwalniania sCD40L (0,024+ 0,0015 vs 0,087 +
0,001 ng/mL/s; p=0,002), mniejsze stezenie maksymalne sCD40L (6,29 +0,19 vs 20,68 + 2,09
ng/mL; p=0,002) i mniejsze pole pod krzywa stezenia sCD40L (11,13 + 0,39 vs 31,58 + 2,24

ng/mL; p=0,002). Stwierdzono takze znamienne réznice stezen we wszystkich pozostatych

minutach.
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Rys. 5.7. Stezenie sCD40L w krwi wyptywajacej z nacie¢ skory u chorych na zawat
leczonych heparyna (AMI+hep), nie otrzymujacych heparyny (AMI-hep) oraz u osoéb ze
stabilng choroba niedokrwienng serca. Dane przedstawiono jako $rednie + SEM. Znamienne

roéznice oznaczono gwiazdka *.
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W poréwnaniu z osobami ze stabilng choroba niedokrwienng serca u chorych na zawat serca
leczonych heparyna zaobserwowano takze znamiennie mniejsze (o okoto 30%) stezenia
sCD40L w krwi wyplywajacej z nacig¢ skory od 2 do 6 minuty (Rys. 11), trzykrotnie
mniejszg predkos¢é uwalniania sCD40L (0,021 £+ 0,001 vs 0,065 + 0,01 ng/mL/s; p=0,002)
I mniejsze o 33% pole powierzchni pod wykresem stgzen sCD40L (11,13 + 0,39 vs 16,58 +

2,54 ng/mL; p=0,0003).
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6. Dyskusja

Przedstawione w pracy wyniki wskazujg, ze w ostrych zespotach wiencowych dochodzi do
znacznych zmian w kinetyce reakcji krzepnigcia 1 aktywacji ptytek krwi w odpowiedzi na
uszkodzenia naczynia, ktore zachodzg w naczyniach obwodowych. Ostra zakrzepica w tetnicy
sredniego kalibru jaka jest tetnica wiencowa jest bodzcem zwickszajagcym gotowos¢
prozakrzepowa nawet w matych naczyniach obwodowych, czego wyrazem jest ponad
dwukrotne przyspieszenie generacji trombiny 1 sekrecji bialek ptytkowych. Inne
obserwowane nieprawidtowos$ci hemostatyczne w zawale serca, niewystepujace w stabilnej
chorobie wiencowej obejmuja: uwolnienie rozpuszczalnego aktywnego czynnika tkankowego
— gltownie w STEMI — oraz czgstsza obecno$¢ wigkszych ilosci aktywnego czynnika XI.
Pojawienie si¢ czynnika Xla wigzato si¢ ze znamiennie bardziej nasilong generacjg trombiny.
Uwage zwraca takze korelacja migdzy parametrami opisujagcymi generacje trombiny
a stezeniem IL-6. Dodatkowo udato si¢ wykazac¢, ze wcze$niejsze stosowanie statyny wigzato
si¢ z zahamowaniem generacji trombiny u chorych na zawat serca oraz u osob ze stabilng
choroba wiencowg. Calo$¢ pierwszej analizy iloSciowej 1 jakosciowej uktadu krzepnigcia
W ostrym zawale serca zawartej w tej pracy wskazuje, ze zakrzep w tetnicy powoduje
systemowg aktywacje krzepnigcia znacznie przyspieszajagcg procesy hemostatycznej
odpowiedzi na uszkodzenie naczynia, ktore réznig si¢ od tej stwierdzanej w probkach
pobranych z zyly obwodowe;j. Te obserwacje podkreslajg znaczenie komorek Sciany naczynia
w przebiegu efektywnej hemostazy oraz zalety modeli krzepnigcia uwzgledniajacych

obecnos¢ $ciany naczynia i elementéw morfotycznych krwi.
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6.1 Czynnik tkankowy

6.1.1 Aktywny czynnik tkankowy

Na przestrzeni ostatnich lat trwa ozywiona dyskusja na temat wystepowania wolnej,
rozpuszczalnej postaci aktywnego TF w krwi. Wyniki prac niektorych zespolow wskazuja na
obecnos¢ aktywnego TF w osoczu u chorych bez ostrych zespotow wiencowych (40,41,149-
152). W badaniu przeprowadzonym przez So i wspdlpracownikow stwierdzono obecnos¢
aktywnego TF w osoczu zdrowych oséb nalezacych do grupy kontrolnej w $rednim stgzeniu
wynoszacym 37 pM , za$ u chorych na reumatoidalne zapalenie stawéw nawet 49 pM (153).
Aktywny TF wykrywano w krwi w postaci wolnej oraz na powierzchni bton komérkowych
I mikroczastek (149-153). Jednak badania zespolu K. G. Manna przeprowadzone in vitro
wskazuja, ze w osoczu zdrowych ludzi aktywny TF moze wystgpowaé w stezeniu nie
przekraczajacym 16 fM, poniewaz wigksze st¢zenia natychmiast aktywuja generacje trombiny
(53). Rozbieznosci rezultatow dotychczasowych badan mozna wyjasni¢ przede wszystkim
odmienno$ciami metodologii. W wigkszosci badan stosowano testy ELISA o malej czutosci
I swoistosci wzgledem TF (154). Testy te nie pozwalajg odrozni¢ aktywnego TF od postaci
nieaktywnych. Dodatkowo zaktadajg mas¢ czasteczkowa TF na poziomie 32,7 kDa, co jest
prawdziwe tylko w odniesieniu do niektérych rodzajow TF. Najczesciej stosowany zestaw
ELISA (IMUBIND, American Diagnostica, Greenwich, CT, USA), wbrew deklaracjom
producenta, charakteryzuje si¢ czuloscig pozwalajacg na wykrywanie TF w stezeniach >4 pM
przy zastosowaniu kalibratorow IMUBIND a w przypadku bardziej czutych kalibratoréw >
1,5 pM (154). Aby oceni¢ aktywno$¢ TF stosuje si¢ badania czynno§ciowe oceniajace wptyw
aktywnego TF na powstawanie czynnika Xa (53). Jednak w testach tych powszechnie stosuje

si¢ bardzo duze stezenia czynnika VIla, przekraczajace o 2 rzedy wielkoSci stezenia
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stwierdzane in vivo (53). W takich warunkach nawet bardzo mato aktywne postaci
rozpuszczalnego TF wykazuja zauwazalny wptyw na generacje¢ czynnika Xa.

Aktualnie najdoktadniejsza metoda oceny rzeczywistych pozioméw aktywnego TF sa testy
koagulometryczne. Metody te, z ktorych jedng zastosowano w niniejszym badaniu,
wykorzystuja aktywnos¢ TF w badanym osoczu do inicjowania krzepnigcia sztucznej
mieszaniny skladnikéw krzepnigcia pozbawionej TF. Uzyskane przez nas wyniki wskazuja,
ze aktywny TF moze wystgpowaé u chorych na zawat serca, znacznie czgéciej u osob ze
STEMI, ale byt nieobecny u 0sob ze stabilng chorobg niedokrwienng serca. Wystepowanie TF
w aktywnej postaci w krwi chorych na zawal §wiadczy o duzej aktywnosci krzepnigcia
przebiegajacego szlakiem zaleznym od TF, a takze o uszkodzeniu blaszki miazdzycowej
i uwalnianiu aktywnego TF do krazenia. Rezultaty te pozostaja w zgodzie z obserwacjami

K.G. Manna i wsp. (53).

6.1.2 Immunoreaktywny czynnik tkankowy

Immunoreaktywny TF obejmuje wszystkie postaci TF wykrywane przez przeciwciala
monoklonalne skierowane przeciwko TF. Znaczna czg$¢ immunoreaktywnego TF najpewniej
nie jest aktywna w procesach krzepnigcia (154,155). W niniejszym badaniu
immunoreaktywny czynnik tkankowy byt wykrywalny zaréwno w krwi chorych na zawat
serca jak 1 0sob ze stabilng chorobg niedokrwienng serca. StwierdziliSmy takze, ze st¢zenie
immunoreaktywnego czynnika tkankowego byto znamiennie wigksze w grupie chorych na
zawal w poréwnaniu z osobami cierpigcymi na stabilng posta¢ choroby niedokrwiennej serca.
Mozliwos¢ wykrycia immunoreaktywnego czynnika tkankowego zarowno u chorych
z zawatem jak 1 w grupie CAD wskazuje, Ze jest to najprawdopodobniej ta frakcja TF, ktora
opisywano w doniesieniach licznych badaczy jako rozpuszczalny czynnik tkankowy (,,blood

borne TF” badz ,,soluble TF”). Cz¢$¢ rozpuszczalnego TF stanowi alternatywnie przyciety TF
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(alternatively spliced TF, asTF)(156,157). asTF jest pozbawiony domeny przezbtonowe;j,
ajego rola nie zostala doktadnie wyjasniona. Wiadomo jednak, ze w potaczeniu
z fosfolipidami 1 FVIIa asTF wykazuje aktywnos$¢ prokoagulacyjng wyrazajaca si¢ konwersja
FX do FXa (156). Wyniki badan Parhami-Seren i wsp. wskazuja, ze stgzenia asTF niezbedne
do skrécenia czasu krzepnigcia z 223 do 150 sekund byly okoto 80000 razy wigksze w od
stezen aktywnego TF stwierdzanych w osoczu (53). Z kolei Bogdanov i wsp. (157) stwierdzili
na modelu zwierz¢cym, iz aktywnos¢ asTF stanowita okoto 3% aktywnosci petnej wersji TF,
jednak w badaniu tym przyjeto mato czule kryteria oceny aktywnosci TF (skrocenie czasu
krzepnigcia z 233 do 150 sekund po dodaniu TF w stgzeniu 40 nM, czyli 80,000 razy
wickszym od fizjologicznego). Na podstawie dotychczasowej wiedzy, jak i wynikow
niniejszego badania mozna wigc stwierdzi¢, ze niepoprawne jest utozsamianie wolnych
postaci TF z aktywnym TF. Co wigcej, stosujac dostepne obecnie metody aktywny TF mozna
wykry¢ w krwi tylko w stanach zwigzanych z silng aktywacja krzepnigcia zwigzang

z ekspresja lub uwalnianiem TF, na przyktad w przebiegu zawatu serca.

Interesujgce wyniki przyniosta w tym kontekScie analiza grupy chorych na zawal serca.
Zaobserwowano zalezno$¢, 1z stezenie immunoreaktywnego TF jest znamiennie wigksze
U chorych z zawatem serca przebiegajacym z uniesieniem odcinka ST w pordwnaniu
Z chorymi na zawat NSTEML.

Analizujac stezenia aktywnego 1 immunoreaktywnego czynnika tkankowego nalezy pamigtac,
Ze najistotniejszg rol¢ w krzepnigciu in vivo odgrywa najprawdopodobniej czynnik tkankowy
zlokalizowany na powierzchni bton komoérkowych — monocytow, komorek srodblonka
i ptytek krwi. Dlatego badanie rozpuszczalnych postaci TF w osoczu, obejmujgcych wolny
TF oraz prawdopodobnie TF optaszczony na mikroczastkach, moze dostarcza¢ wiedzy

0 aktywacji procesOw krzepnigcia zapoczatkowanych ekspresja czynnika tkankowego, jednak
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nie odzwierciedla bezposrednio aktywnos$ci TF in vivo. Brak Kkorelacji z parametrami
generacji trombiny sugeruje znikomy wptyw rozpuszczalnego TF na ten proces i dodatkowo

podkresla role puli TF w miejscu przerwania ciggtos$ci naczynia.

Niedawno opublikowano wyniki trwajacego ponad 2 lata badania AtheroGene, ktorym objeto
1695 0s6b (158). W badaniu tym nie wykryto znamiennej réznicy w stezeniu rozpuszczalnego
TF pomigdzy osobami ze stabilng CAD a chorymi z ostrym zespolem wiefcowym. Nie
zaobserwowano takze znamiennych réznic stezenia rozpuszczalnego TF mig¢dzy chorymi
Z niestabilng dtawicg piersiowa, NSTEMI i STEMI. Stwierdzono natomiast, ze st¢zenie
rozpuszczalnego TF przy przyjeciu do szpitala bylo silnym, niezaleznym czynnikiem ryzyka
zgonu z powodu incydentow sercowo-naczyniowych. Réznice wynikéw migdzy niniejsza
praca a cytowanym badaniem mozna wytlumaczy¢ odmienng metodg 0znaczania
rozpuszczalnego TF, ktéra w badaniu AtheroGene opierata si¢ na technice ELISA
Z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych, ktéra nie uwzglednia aktywnosci
koagulacyjnej TF.

Wyniki dotyczace TF wpisujg si¢ w goraca lecz wcigz nierozstrzygnieta dyskusje dotyczaca
roli zrodet TF w krzepnieciu, a posrednio poszukiwan optymalnych, wystandaryzowanych

metod pomiaru zawartosci TF w Krwi.

6.2 Czynniki krzepnigcia

6.2.1 Aktywny czynnik XI

Interesujacym aspektem aktywacji uktadu krzepnigcia w chorobie niedokrwiennej serca jest
rola czynnika XI. W 1995 roku Murakami z zespotem stwierdzili (159), ze stezenie czynnika

XI potaczonego w kompleks z aj-antytrypsyng bylo znamiennie wigksze u osob z chorobg
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niedokrwienng serca w porownaniu z osobami zdrowymi. Minnema i wsp. W Swojej pracy
z 2000 roku wykryli obecno$¢ aktywnego czynnika Xla w krwi co czwartego chorego na
zawal serca i u 8% chorych na niestabilng dlawice piersiowa, za§ u zdrowych oséb FXla
wystepowat u 4% badanych (59). W niniejszym badaniu stwierdzono obecnos¢ FXIa w krwi
u wigkszosci chorych na zawat serca jak i 0séb ze stabilng chorobg wiencowa. Stgzenie FXla
bylo przy tym znamiennie wigksze u chorych na zawat. W publikacji opartej o populacje
niniejszego badania poszerzong o grupe kontrolng zdrowych ochotnikow dobranych
odpowiednio pod wzgledem wieku i plci stwierdzono ponadto, ze FXIa nie wystepuje w krwi
zdrowych ludzi (160). W niniejszym badaniu zastosowano odmienng od Minnema i wsp.
metode oznaczania stezenia FXla — wykorzystano do tego celu swoiste przeciwciata
przeciwko FXIa, ktérych dodanie powodowato wydtuzenie czasu krzepnigcia proporcjonalne
do stezenia badanego czynnika. Minnema 1 wsp. stosowali mniej czula metode
immunochemiczng, dodatkowo oznaczali wytacznie czynnik Xla potaczony w kompleks z a;-
antytrypsyna i inhibitorem C1-esterazy. Wuillemin i wsp. sugerowali, ze inhibitor C1 esterazy
in vivo jest najsilniejszym inhibitorem czynnika XI (161,162), cho¢ wyniki starszych badan
wskazywaty, ze tylko 8% FXla pozostaje zwigzane w kompleksie z inhibitorem C1 esterazy
(163). Dlatego oznaczanie FXIa w kompleksie z inhibitorem umozliwia najpewniej wykrycie
zaledwie malej czesci catkowitej aktywnosci FXla. Najprawdopodobniej wigc powyzsze
réznice w metodyce thumaczg zaobserwowane rozbieznosci w wynikach.

W dotychczas wykonanych badaniach potwierdzono, iz ostre zespoty wiencowe nie powoduja
aktywacji wewnatrzpochodnego szlaku krzepnigcia (164) jak réwniez, ze u chorych na ACS
ze zwigkszong aktywno$cig czynnika Xla nie wykrywa si¢ markeréw aktywacji szlaku
wewnatrzpochodnego (59). Skad zatem zwigkszenie stezenia czynnika FXIa powstajacego
klasycznie w trakcie aktywacji uktadu kontaktu? Wyniki licznych badan potwierdzity, iz

niezalezne zrodlo FXIa moze stanowi¢ bezposrednia aktywacja FXI przez trombing
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(64,165,166). Aktywny czynnik XI nie wpltywa jednak znaczaco na ilo§¢ wytworzonej
trombiny jesli obecny jest aktywny TF (165), dodatkowo aktywacja FXI bez udziatu FXII
moze mie¢ miejsce tylko pod warunkiem obecnos$ci ptytek (167) oraz dostepnosci duzych
stezen trombiny i jest hamowana przez fibrynogen — ,naturalny” substrat trombiny (166).
Doktadna rola FXIa nie zostata ostatecznie ustalona. Sadzi si¢ jednak, ze odgrywa on istotng
rolg w fazie konsolidacji krzepnigcia i chroni powstaly zakrzep przed dziataniem
mechanizmow fibrynolitycznych (64). Z drugiej strony, niektore doniesienia wskazuja na
istotne znaczenie czynnika Xla dla podtrzymania prawidtowego krzepnigcia przy niskich
stezeniach TF (61,168). Obecno$¢ aktywnego FXI sugeruje, ze dochodzi do sprawnej
aktywacji FIX i produkcji trombiny szlakiem wewnatrzpochodnym, co przy niewielkich
ilosciach TF w ostrym zawale moze zapewni¢ wydajng generacj¢ trombiny W Krwi.

Uwage zwraca zaobserwowana u chorych na zawal serca bardzo silna korelacja pomigdzy
poziomem FXla i stezeniem kompleksow TAT oraz fragmentdow F1+2 protrombiny
stanowigcych czuly wskaznik generacji trombiny. Wyniki te potwierdzono w innej pracy na
poszerzonej populacji niniejszego badania (160). U chorych na zawat serca zaobserwowano
takze korelacj¢ migdzy FXla oraz aktywnym i1 immunoreaktywnym czynnikiem tkankowym,
natomiast u osob ze stabilng choroba wiencowa stezenie FXIa korelowalo ze stezeniem
immunoreaktywnego TF, co takze moze potwierdza¢ , ze pojawienie si¢ TF powoduje
niezalezng od czynnika XII aktywacje FXI (61,63,64). Zjawisko to mozna sprébowac
wytlumaczy¢ przyjmujac, ze zwigkszenie ekspresji TF intensyfikuje generacje trombiny,
ktora z kolei aktywuje czynnik XI.

Warto zauwazy¢, ze niniejsze badanie jest jednym z pierwszych, w ktorym jednoczesnie
oceniano poziom FXIa i TF w osoczu chorych na zawal serca. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono, ze aktywacja czynnika XI jest szczegdlnie silna w stanach zwigzanych

z uwolnieniem aktywnego TF i by¢ moze stanowi mechanizm dodatkowej amplifikacji
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generacji trombiny. Powyzsze wyniki zostaly potwierdzone w badaniu na wigkszej grupie

pacjentow, ktorego rezultaty niedawno opublikowano (160).

Zaobserwowalismy takze, ze st¢zenie aktywnego czynnika XI u chorych na zawal bylo
skorelowane z markerami uszkodzenia migénia serca — stezeniem troponiny I i aktywnos$cig
CK-MB. Obserwacja ta moze $wiadczy¢ o zwiagzku aktywacji krzepnigcia, ktorej wyrazem
jest pojawienie si¢ aktywnego FXI z nasileniem martwicy mig¢énia serca. Stwierdzona
zalezno$¢ migdzy aktywnym FXI i stezeniem IL-6 odzwierciedla zwigzek miedzy generacja

trombiny a nasileniem stanu zapalnego typowym dla ACS.

6.3 Generacja trombiny

Wyniki dotychczasowych badan wskazuja, ze stezenia F1+2 u chorych z ostrymi zespotami
wiencowymi wynosza $rednio 1-2 nM 1 sg zwykle co najmniej dwukrotnie wyzsze
W poréwnaniu z wartosciami obserwowanymi u chorych na stabilng dlawice piersiowa
(67,169). Podobny wzrost dotyczy stezen TAT oraz FPA, a najwigksze warto$ci obserwuje si¢
u chorych z wysokimi stgzeniami sercowych troponin w krwi (67,169). Udowodniono
rowniez, ze aktywacja uktadu krzepnigcia utrzymuje si¢ nawet 6 miesigcy po zawale serca i
wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem powiktan (170).

Rezultaty wezesniejszych prac znalazly pelne potwierdzenie w wynikach niniejszego badania.
Zgodnie z oczekiwaniami zaobserwowaliSmy wystepowanie istotnych korelacji miedzy
markerami generacji trombiny a maksymalnym stgzeniem troponiny I 1 CK-MB. Mozna na tej
podstawie domniemywaé o istnieniu zaleznoSci pomiedzy nasileniem generacji trombiny

a zasiegiem zawalu oraz prawdopodobnie $rednicg zamknigtego naczynia wiencowego. Nie
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stwierdzili$my jednak zwigzku migdzy rodzajem niedroznego naczynia a nasileniem generacji

trombiny w krwi zylnej ani st¢zeniem troponiny I lub aktywnosciag CK-MB.

6.3.1 Ocena generacji trombiny w modelu uszkodzenia mikrokrqzenia

W niniejszym badaniu u chorych z ostrym zespolem wiencowym po raz pierwszy
analizowano jednoczesnie st¢zenia TF w postaci aktywnej 1 nieaktywnej, stezenia czynnikow
krzepnigcia 1 inhibitorow oraz generacj¢ trombiny w modelu uszkodzenia mikrokrazenia.
Badanie aktywacji uktadu krzepnigcia na podstawie parametréw generacji trombiny
ocenianych w krwi zylnej, czyli stgzenia TAT i FI1+2 , umozliwiajg bardzo ograniczong
analize kinetyki procesdéw krzepniecia inicjowanych przez uszkodzenie naczynia,
podstawowy fizjologiczny bodziec uktadu krzepnigcia. Ocena generacji trombiny w modelu
uszkodzenia drobnych naczyn ukazuje nie tylko ilo§ciowo nasilenie procesu trombinogenezy,
ale rowniez predkosci poszczegélnych faz tego procesu. W 1988 roku Weiss i Lages
udowodnili, ze krzepnigcie w tym modelu jest zalezne od TF (171), co potwierdzono
W pozniejszych badaniach (172). Nalezy jednak mie¢ na wzgledzie, iz model ten nie opisuje
procesdw zachodzacych w naczyniu wiencowym, ale wplyw ogolnoustrojowej aktywacji
uktadu krzepnigcia na kinetyk¢ powstawania trombiny w miejscu uszkodzenia drobnych
naczyn skory. Cho¢ mechanizmy krzepnigcia uwazane sa za uniwersalne, z zasady niezalezne
od kalibru naczynia, nie ma pewnosci, czy kinetyka reakcji w tetnicy wiencowej jest
identyczna do tej opisanej w drobnych naczyniach skory, jednak sita z jaka zakrzep wieicowy
modyfikuje krzepnigcie na obwodzie poprzez systemowa aktywacje krzepnigcia jest
zaskakujaca.

Poréwnanie stezen TAT w poszczeg6lnych minutach, tacznej ilosci TAT opisanej polem pod

krzywa stezen oraz poczatkowej i maksymalnej predkosci generacji TAT wykazato znaczne
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réznice migdzy badanymi grupami. Generacja trombiny u chorych na zawal postgpowata
dwukrotnie szybciej i doprowadzita do powstania dwu-, trzykrotnie wigkszych stezen TAT.
Interesujagce wyniki przyniosta analiza korelacji w grupie chorych na zawal. Zwigzek
maksymalnego st¢zenia TAT i $redniego catkowitego stezenia TAT z poziomem czynnika
Xla moze potwierdza¢ role FXIa w amplifikacji trombinogenezy. Dodatkowo parametry
opisujace generacje¢ trombiny w modelu uszkodzenia mikrokrazenia wykazywaty dodatnig
korelacje ze stgzeniami TAT 1 F14+2 w krwi zylnej, co potwierdza wiarygodnos¢
zastosowanego modelu w ocenie ogdlnoustrojowej aktywacji krzepnigcia.

Parametry generacji trombiny w modelu uszkodzenia mikrokrazenia byly skorelowane
z wszystkimi markerami aktywacji ptytek: stezeniem sCD40L, selektyny P 1 f-
tromboglobuliny, co wskazuje na zwigzek migdzy aktywacja ptytek a generacjg trombiny

Co ciekawe, nie zaobserwowano zwigzku miedzy stezeniem aktywnego ani
immunoreaktywnego TF a parametrami generacji trombiny. Wyniki te wskazuja, ze
pojawienie si¢ TF jest niezbgdne jedynie do zainicjowania procesu krzepnigcia, ktorego
dynamika w dalszym przebiegu nie zalezy od TF krazacego w krwi. Ponadto obserwacje te
podkreslaja, ze lokalne krzepnigcie jest odmienne niz to pokazuja markery mierzone w zylne;j

krwi krazacej.

6.4 Aktywacja plytek krwi

Aktywacja ptytek jest jednym z najwazniejszych elementéw patomechanizmu ostrych
zespotow wiencowych (173-175). Peknigcie blaszki miazdzycowej i odstonigecie jej silnie
trombogennego wnetrza nie tylko aktywuje krzepniecie osoczowe poprzez ekspozycje
czynnika tkankowego ale prowadzi rowniez do aktywacji ptytek. U chorych na zawatl serca

W poréwnaniu z osobami ze stabilng chorobg wiencowa stwierdziliSmy bardziej nasilong
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aktywacje ptytek i znamienne zwigkszenie stezen wszystkich markerow aktywacji ptytek
oznaczanych w krwi zylnej: selektyny P, B-tromboglobuliny oraz sCD40L.

W przeprowadzonych dotychczas badaniach potwierdzono wystepowanie zwigkszonych
stezen sCD40L w krwi zylnej u chorych z niestabilng diawica piersiowa i zawalem serca
W poréwnaniu z osobami ze stabilng chorobg niedokrwienng serca (176,177). Co ciekawe,
podobnie jak w niniejszym badaniu, nie stwierdzono korelacji pomig¢dzy stezeniami selektyny
P i sCD40L (95). Wczesniejsze doniesienia potwierdzajg takze nasza obserwacje dotyczaca

silnej korelacji miedzy stezeniami sSCD40L i IL-6 oraz SCD40L i TF (95).

6.4.1 Ocena aktywacji plytek w modelu uszkodzenia mikrokrgzenia

W modelu uszkodzenia mikrokrazenia wykazano znamiennie wigksze stezenia sCD40L
w krwi wyptywajacej z naci¢¢ skory u chorych na zawat serca. Dotychczas przeprowadzono
kilka badan, w ktorych analizowano aktywnos$¢ ptytek w modelu uszkodzenia mikrokrazenia.
W pionierskim badaniu z 1987 roku Kyrle wraz z zespotem oceniali st¢zenia [3-
tromboglobuliny w krwi wyplywajacej z nacig¢ skory u 7 zdrowych ochotnikow (178).
Podobnie w p6zniejszych badaniach Undas i wsp. oceniali st¢zenia 3-tromboglobuliny (179)
isCD40L (180) w krwi wyplywajacej z nacig¢ skory u chorych obarczonych
hipercholesterolemia i duzym ryzykiem choroby niedokrwiennej serca. Wyniki drugiego
z wymienionych badan dobrze koreluja z rezultatami niniejszej pracy. Undas i wsp. okreslali
stezenia sCD40L na poczatku badania oraz po 3 1 28 dniach stosowania simwastatyny.
Stezenia sCD40L przed zastosowaniem statyny byly bardzo podobne do uzyskanych
w niniejszym badaniu u chorych ze stabilng CAD nie otrzymujacych statyn. St¢zenia
u chorych ze stabilng chorobg wieficowa otrzymujacych statyny miescily si¢ pomiedzy

warto$ciami uzyskanymi w 3 i 28 dniu stosowania simwastatyny (180).
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Wyniki niedawno opublikowanego badania naszego zespotu przeprowadzonego na
poszerzonej populacji opisanej w niniejszej pracy potwierdzily obserwacje dotyczace
uwalniania sCD40L z ptytek krwi w miejscu uszkodzenia mikrokragzenia u chorych ze

stabilng CAD 1 ACS (181).

6.5 Markery stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego w zawale serca

Wyniki niniejszego badania potwierdzity wczesniejsze odkrycia dotyczace zwigkszenia
st¢zenia markerow stanu zapalnego (IL-6 i CRP) w przebiegu zawatu serca (182). U chorych
na zawal serca w poréwnaniu z grupa AMI stezenie CRP bylo wicksze niemal czterokrotnie
a lL-6 o 75%. Stezenie IL-6 byto $rednio o 2/3 wigksze u chorych na zawat z uniesieniem
odcinka ST w poréwnaniu z zawatem NSTEMI. Co ciekawe, o ile stezenie IL-6 byto silnie
skorelowane z parametrami generacji trombiny i aktywacji ptytek, o tyle nie zaobserwowano
takiej zaleznosci w przypadku CRP. Dwa ostatnie spostrzezenia moga $wiadczy¢
0 odmiennym charakterze obu markerow. IL-6 powstaje przede wszystkim w blaszce
miazdzycowej 1 zmiany jej stezenia mogag bardzo szybko reagowaé na pekniecie blaszki.
Zkolei CRP kragzace w Krwi jest syntetyzowane glownie w watrobie w odpowiedzi na
pojawienie si¢ innych markeréw, a w szczegdlnosci 1L-6 (183). Stad zapewne brak silnych
korelacji migdzy CRP a parametrami aktywacji ptytek i generacji trombiny. Znaczne
zwiekszenie stezenia CRP w grupie AMI w porownaniu z grupg CAD moze natomiast by¢
spowodowane nie samym ostrym zespotem wiencowym lecz niestabilnos$cig blaszki
miazdzycowe] w okresie bezposrednio poprzedzajacym jej pegkniecie. Nasze obserwacje
pozostajg w zgodzie z wynikami wcze$niejszych badan. Maier i wsp. (184) badajac chorych
na zawal serca stwierdzili wzrost stezenia I1L-6 1 spadek CRP w okolicy peknigtej blaszki
W pordwnaniu ze stezeniem w aorcie, wyniki te ttumaczyli lokalng produkcja IL-6 1 zuzyciem
CRP przez komorki stanu zapalnego wewnatrz 1 w okolicy peknigtej blaszki miazdzycowe;.
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Cusack 1 wsp stwierdzili zwigkszenie stezenia IL-6 w zatoce wiencowej u chorych na
niestabilng dlawicg piersiowa, co roéwniez moze $wiadczy¢ o lokalnej produkcji tej cytokiny
(185). Moze to potwierdza¢, ze obserwowany w pierwszych godzinach zawatu poziom CRP
jest bardziej wyrazem wczesniejszej aktywnos$ci zapalnej wewnatrz niestabilnej blaszki niz
reakcjg na sam zawat serca.

Zaobserwowana korelacja migdzy stgzeniami IL-6 i parametrami generacji trombiny znajduje
uzasadnienie w wynikach pracy Li i wsp. (186), ktorzy wykazali, ze trombina silnie indukuje
uwalnianie 1L-6 z monocytéw za posrednictwem receptorow aktywowanych przez proteazy
(PAR). Dotychczasowe prace przynosily jednak sprzeczne wnioski dotyczace zwigzku
miedzy IL-6 a parametrami generacji trombiny. Song i wsp. nie zaobserwowali korelacji
miedzy stezeniami IL-6 i TAT u chorych ze $wiezym udarem niedokrwiennym (187),
natomiast Marucci z zespotem wykryli taka zalezno$¢ u chorych z przewlekla niewydolnoscia

serca (188).

6.6 Wplyw wcze$niejszego stosowania statyn na aktywacje ukladu krzepniecia

W grupie os6b ze stabilng chorobg niedokrwienng serca zaobserwowaliSmy, ze wczesniejsze
stosowanie statyn miato znamienny wpltyw na stezenie cholesterolu catkowitego 1 frakcji
LDL. Natomiast w grupie chorych na zawat serca nie stwierdzono wptywu statyn na st¢zenia
lipidéw. Stosowanie statyn nie miato réwniez wptywu na markery stanu zapalnego ani stresu
oksygenacyjnego w zadnej z badanych grup. W dotychczasowych badaniach potwierdzono
hamujacy wplyw statyn na stezenie markeréw stanu zapalnego, jednak nie analizowano
chorych z ostrym zespotem wiencowym (179,189).

Liczne doniesienia wskazywaly na wptyw statyn na uklad krzepnigcia. Dzialania te obejmujg

hamowanie ekspresji TF wykrywane w badaniach in vitro (190-194) i w modelach
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zwierzecych (195-198). W badaniu z 2001 roku stwierdzono, ze stosowanie simwastatyny nie
tylko opdznia tworzenie tancucha cig¢zkiego i lekkiego czynnika Va o 30—60 sekund ale
takze zmniejsza ich powstawanie odpowiednio o 30% i 19%. Efekt ten byl niezalezny od
wplywu simwastatyny na stgzenia lipidow (172).

Wyniki naszego badania nie wykazaly wptywu statyn na stezenia TF, czynnikoéw krzepnigcia
1 inhibitoréw. ZaobserwowaliS§my jednak znamienny, hamujacy wptyw statyn na generacje
trombiny, zar6wno w grupie chorych na AMI jak i oséb ze stabilng CAD.

Wyniki dotyczace osob ze stabilng CAD sg zgodne z wczesniejszymi obserwacjami (172).
Podobne wyniki przyniosto takze badanie przeprowadzone u 0s6b z zaawansowang chorobg
niedokrwienng serca (199).

Nieliczne dotychczas doniesienia dotyczace wplywu leczenia statynami na generacje
trombiny u chorych po przebyciu ostrego zespolu wiencowego przyniosty sprzeczne wyniki.
Olivotti z zespolem nie zaobserwowali zmniejszenia stezenia fragmentéw F1+2 protrombiny
w surowicy ani zahamowania tworzenia trombiny w powstajacych in vitro skrzepach
u chorych na zawat leczonych przez 16 tygodni atorwastatyng w duzych dawkach (200).
Podobnie wyniki badan Dupuis 1 wsp. (201) nie wykazaly znamiennych réznic pod wzgledem
generacji trombiny pomigdzy chorymi na zawal osobami z hipercholesterolemig leczonymi
prawastatyng w dawce 40 mg 1 pacjentami otrzymujacymi placebo, cho¢ jednocze$nie
stwierdzono poprawe¢ parametrow okreslajacych czynnos$¢ srodbtonka. Z kolei w badaniu
Sanguigni i wsp. (202) stwierdzono istotny wplyw atorwastatyny na stezenie F1+2 w krwi juz
po 3 dniach leczenia.

W naszym badaniu po raz pierwszy analizowaliSmy wplyw wczesniejszego przyjmowania
statyn na generacje trombiny w pierwszych godzinach ACS. Whnioski z dotychczasowych
badan przeprowadzanych kilka tygodni po zawale serca mogly wskazywac, ze aktywacja

uktadu krzepnigcia we wczesnym okresie zawalu bedzie zbyt nasilona, aby udato si¢
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zaobserwowa¢ hamujacy wptyw statyn. Rzeczywiscie, wyniki naszego badania nie wykazaty
wplywu wczeSniejszego przyjmowania statyn na parametry generacji trombiny okres$lane
w krwi zylnej. Dopiero zastosowanie modelu uszkodzenia mikrokrazenia pozwolito na
zaobserwowanie znamiennego, hamujgcego wptywu statyn na generacj¢ trombiny w §wiezym
zawale serca. Stezenia kompleksow TAT w krwi wyptywajacej z nacig¢ skory
W poszczegdlnych minutach u chorych na zawat leczonych statynami znajdowaty si¢ mniej
wiecej w potowie drogi migdzy wartosciami stwierdzanymi u chorych na zawal nie
otrzymujacych statyny i osobami nalezacymi do grupy kontrolnej. Wyniki niniejszego
badania po raz pierwszy wskazuja na hamujacy wplyw statyn stosowanych przed
wystgpieniem niedokrwienia na generacj¢ trombiny.

W niniejszym badaniu nie stwierdziliSmy wptywu stosowania statyn na markery aktywacji
ptytek obecne w krwi zylnej zaréwno u chorych na zawat jak i u 0sob ze stabilng chorobg
niedokrwienng serca. W modelu uszkodzenia mikrokrazenia efekt wcze$niejszego
przyjmowania statyn w grupie chorych na zawal byt niewielki — jedyng znamienng ro6znice
stanowito mniejsze stezenie sSCD40L w 5 minucie. W grupie CAD hamujacy efekt statyn na
uwalnianie sCD40L byt silniej zaznaczony — zaobserwowano znamiennie roznice wszystkich
ocenianych parametrow.

Wyniki dotychczasowych badan sugerowaly istnienie hamujacego wptywu statyn na ptytki
krwi (202-208). Wigkszos¢ z tych dziatan ma charakter plejotropowy, jednak cze$¢ zapewne
zalezy od dziatania hipolipemizujacego statyn skoro udowodniono wptyw zwigkszonego
stezenia cholesterolu na aktywnos$¢ ptytek (205). Do tej pory nie badano jednak dziatania
statyn na aktywacje ptytek krwi u chorych na zawal serca. Sanguigni i wsp. (202)
zaobserwowali znamienne zmniejszenie stezenia rozpuszczalnego ligandu CD40L oraz
CD40L na ptytkach krwi u chorych z hipercholesterolemig juz po 3 dniach leczenia

atorwastatyng w dawce 10 mg dziennie, a efekt ten byl niezalezny od wptywu na stezenie
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lipidow. Podobne wyniki, potwierdzajace hamujacy wplyw statyn na stezenie sCD40L
u chorych z hiperlipidemia przedstawiono w innych doniesieniach (206-208). Stwierdzono
takze, iz zmniejszenie ryzyka zwigzane ze stosowaniem atorwastatyny byto zalezne od
zmniejszenia stgzenia sSCD40L w krwi obwodowej (209). Réwniez wyniki badan in vitro
wskazuja na niezalezny od lipidow, hamujacy wplyw statyn na ekspresjc CD40L przez
aktywowane ptytki pobrane od 0s6b z hipercholesterolemia (202). Nieliczne prace wykazaty
brak wptywu statyn na ekspresj¢ CD40L na powierzchni ptytek (92,206) lub na st¢zenie

sCD40L w krwi (189).

6.7 Wplyw heparyny na aktywacje ukladu krzepniecia w zawale serca

Heparyne stosuje si¢ w leczeniu ostrych zespolow wiencowych od potowy lat *50 ubiegtego
stulecia. Wyniki bardzo licznych badan dowodza, ze ciagly dozylny wlew heparyny prowadzi
do zmniejszenia st¢zenia markerdw generacji trombiny W Krwi zylnej u chorych na
niestabilng dlawice piersiowg i zawal serca (210-212) a po zakonczeniu wlewu heparyny
wystepuje ponowny wzrost tych parametrow (210). W niniejszym badaniu rowniez
stwierdziliSmy silny hamujacy wpltyw heparyny niefrakcjonowanej na aktywacje krzepnigcia
osoczowego u chorych na zawat serca.

Znamienne zahamowanie generacji trombiny zaobserwowaliSmy roéwniez w modelu
uszkodzenia mikrokrazenia, jednak w zawale serca stwierdzono jedynie wartosci zblizone do
grupy CAD.

Wyniki te mozna odnie$s¢ do wczesniejszych doniesien zespolu Kyrlego (213-217), ktéry
analizowal wplyw heparyny na parametry generacji trombiny w modelu uszkodzenia
drobnych naczyn. W badaniach, w ktorych wzieli udzial zdrowi ochotnicy, zaobserwowano

znamienne zmniejszenie stezenia TAT, F1+2 1 FPA w krwi wyptywajacej z nacig¢ skoéry po
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zastosowaniu heparyny niefrakcjonowanej lub drobnoczgsteczkowej. Podobne wyniki
uzyskano w badaniu innym badaniu z tego samego os$rodka, w ktéorym po zastosowaniu
heparyny niefrakcjonowanej u chorych poddawanych planowym zabiegom przezskornej
angioplastyki t¢tnic wiencowych stwierdzono zmniejszenie o 90% w stosunku do wartos$ci

wyjsciowych stezenia F1+2 w krwi wyptywajacej z nacigé skory (217).

W modelu uszkodzenia mikrokrazenia stwierdziliSmy rowniez znamienny wptyw heparyny na
aktywacje ptytek. Analiza uwalniania sCD40L w krwi wyptywajacej z nacie¢ skory wykazata
istotne zahamowanie aktywacji ptytek u chorych na zawal otrzymujacych heparyne.
Z wyjatkiem stezenia sCD40L w pierwszej minucie, wszystkie pozostate zmierzone
parametry byly znamiennie mniejsze nie tylko w poréwnaniu z pozostatymi chorymi na zawat
ale takze z grupg CAD. W jednym z wymienionych powyzej badan zespotu Kyrlego (218),
w ktorym poza parametrami generacji trombiny oceniano réwniez stezenia B-tromboglobuliny
w krwi wyptywajacej z nacig¢ skory, stwierdzono zahamowanie aktywacji ptytek u zdrowych
ochotnikéw po zastosowaniu heparyny niefrakcjonowanej lub drobnoczasteczkowej. Podobne
wyniki przyniosto badanie tego samego zespolu przeprowadzone u chorych poddawanych
planowym zabiegom przezskoérnej angioplastyki tetnic wiencowych, w ktorym stwierdzono
zmniejszenie 0 65% w stosunku do warto$ci wyjsciowych stezenia B-tromboglobuliny w krwi
wyplywajacej z nacie¢ po zastosowaniu heparyny niefrakcjonowanej (217).

Nowe obserwacje pokazuja, ze wplyw heparyny niefrakcjonowanej jest stosunkowo niewielki
1 sugeruja, ze heparyny drobnoczasteczkowo 1 inhibitory trombiny moga prowadzi¢ do

silniejszego zahamowania generacji trombiny niz ta obserwowana w stabilnej CAD.
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6.8 Ograniczenia badania

Zdecydowanie najwazniejszym ograniczeniem tego badania byta mata liczebno$¢ badanej
populacji. Zwigkszenie liczebnos$ci pozwolitoby uzyska¢ lepsza dyskryminacje miedzy
grupami oraz, by¢ moze, odnalezé nowe korelacje miedzy ocenianymi parametrami.
Szczegolnie istotne moze by¢ przebadanie wigkszej grupy chorych leczonych wcze$niej
statynami, gdyz obecne liczebnosci — po 5 0s6b w kazdej grupie — uniemozliwily uzyskanie
znamiennych statystycznie réznic w zakresie wielu ocenianych parametréw. Sposrod
ocenianych leczonych statyng niemal wszyscy otrzymywali simwastatyne w dawce 20 mg
dziennie. Nie wiadomo zatem, czy inne statyny wywierajg podobne dziatanie. Analiza
korelacji przy takiej liczebnos$ci jest obarczona duzym bigedem typu II. Jednak liczebnosé
badanych grup byta wystarczajaca, aby stwierdzi¢ wyrazne réznice mi¢dzy chorymi w grupie
AMI a CAD pod wzgledem generacji trombiny i aktywacji pltytek, co potwierdza, ze rdznice
miedzy grupami sg niewatpliwie duze.

Przystepujac do badania nie planowano dalszej obserwacji chorych i oceny klinicznych
punktow koncowych w przebiegu wewnatrzszpitalnym i1 obserwacji odlegtej. Wydluzenie
obserwacji mogtoby przynies¢ interesujace wnioski dotyczace zaleznosci miedzy nasileniem
aktywacji uktadu krzepnigcia w pierwszych godzinach ostrego zespotu wiencowego
a dalszym przebiegiem klinicznym i odleglym rokowaniem. Jednak szansa stwierdzenia
wystarczajacej liczby incydentow klinicznych przy takiej liczebnosci grup jest znikoma.
Dopiero duza grupa pozwoli oceni¢ wplyw badanych parametrow krzepnig¢cia na istotne

punkty koncowe w AMI.
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6.9 Podsumowanie

Wyniki niniejszego badania rzucaja nowe $wiatto na wplyw calkowitego lub prawie
catkowitego zamknigcia naczynia wiencowego na przebieg reakcji krzepniecia w odpowiedzi
na uszkodzenia naczynia na obwodzie. Jest to pierwsze badanie, w ktérym jednoczesnie
analizowano aktywnos$¢ TF, poziom licznych czynnikéw krzepnigcia oraz nasilenie generacji
trombiny i aktywacj¢ ptytek zarowno w krwi zylnej jak i w modelu uszkodzenia drobnych
naczyn. Udato si¢ zaobserwowac interesujace zalezno$ci migdzy stezeniami TF 1 FXIa oraz
migdzy TF 1 FXla a parametrami opisujacymi generacj¢ trombiny. Ocena aktywacji uktadu
krzepnigcia w modelu uszkodzenia mikrokrazenia dostarczyta dodatkowych informacji na

temat kinetyki generacji trombiny i aktywacji ptytek w ostrej zakrzepicy tetnicze;j.

Wyniki niniejszego badania przyniosty pewne wnioski o znaczeniu klinicznym: aktywacja
krzepnigcia w ostrych zespotach wiencowych jest zwigzana z uwalnianiem aktywnego TF
a generacja trombiny ulega amplifikacji poprzez aktywacje dodatkowego szlaku czynnika
Xla. Wyniki te, cho¢ uzyskane w niewielkiej grupie badanych wskazuja, 1z stosowanie statyn,
oprocz udowodnionego znaczenia w prewencji ostrych zespotow wiencowych moga miec
rowniez wplyw na krzepnigcie pomimo jego silnej aktywacji, co dodatkowo potwierdza
ogromne znaczenie tych lekow w leczeniu ACS.

Poznanie mechanizméw krzepniecia pozwoli opracowaé optymalne leki przeciwzakrzepowe
ktore bedg mie¢ mniejsze niz aktualne ryzyko krwawienia. Nowe kierunki wskazujg m. in. B.
Furie i B.C. Furie (218). Ich zdaniem idealny lek powinien zapobiega¢ zakrzepicy ale nie
hamowa¢ prawidtowej hemostazy, stad kluczowe znaczenie ma poznanie mechanizmow

hemostazy aktywnych w czasie zakrzepicy te¢tniczej manifestujacej si¢ jako ACS.
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7. Wnioski

1. Ostry zespdt wiencowy prowadzi do wyraznej systemowej aktywacji krzepnigcia, czego
wyrazem jest ponad 2-krotny wzrost szybkosci generacji trombiny po uszkodzeniu naczynia
wraz z 2 razy szybszym uwalnianiem bialek z ptytek krwi w poréwnaniu ze stabilng chorobg
wiencowa.

2. Ostry zespot wiencowy, zwlaszcza zawat STEMI, w poréwnaniu ze stabilng choroba
wiencowg wigze si¢ z czestszym wystepowaniem W Krwi krazacej aktywnego czynnika
tkankowego i aktywnego czynnika XIl, a ich stezenie jest zwigzane z nasileniem generacji
trombiny.

3. W przebiegu $wiezego zawalu serca generacja trombiny w odpowiedzi na uszkodzenie
naczynia koreluje ze stezeniem interleukiny-6, ale nie ze st¢zeniem biatka C-reaktywnego.

4. Wczesniejsze stosowanie statyn u chorych na §wiezy zawat serca powoduje uposledzenie

generacji trombiny po uszkodzeniu naczynia ale nie wptywa na aktywacje ptytek krwi.
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8. Streszczenie

Peknigcie blaszki miazdzycowej 1 powstanie na jej powierzchni zakrzepu jest najczgstsza
przyczyng ostrych zespoldow wiencowych (OZW). Czynnikiem inicjujagcym aktywacje
krzepnigcia jest ekspresja czynnika tkankowego (TF) obecnego we wnetrzu uszkodzonej
blaszki. Szczegdly kinetyki reakcji krzepnigcia 1 czynniki modyfikujace ich przebieg u
chorych na OZW, w tym rola czynnika XI (FXI), nie zostaly w peini poznane. Nie badano
takze w jaki sposob systemowa aktywacja krzepnigcia w OZW wplywa na generacje
trombiny i aktywacje ptytek po uszkodzeniu naczynia.

Inhibitory reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoeznymu A (statyny) wykazuja wiele
dziatah przeciwmiazdzycowych poza obnizeniem stg¢zenia cholesterolu. Obejmuja one m.in.
hamowanie aktywacji krzepnigcia zwigzane ze zmniejszong ekspresjg TF. Nie badano jednak,
czy przeciwzakrzepowe dzialanie statyn mozna wykry¢ w czasie OZW.

Celem pracy byla ocena aktywacji uktadu krzepnigcia w odpowiedzi na uszkodzenie naczyn
I w krwi krazacej u oséb z OZW, w poréwnaniu z chorymi ze stabilng chorobg niedokrwienng
serca (ChNS). Dodatkowo oceniano stezenie aktywnego 1 immunoreaktywnego TF oraz
aktywnego FXI w OZW a takze zbadano wplyw tych czynnikdw na lokalne reakcje
krzepnigcia. Podjeto takze probe odpowiedzi na pytanie, czy stosowanie statyn przed
wystgpieniem objawow niedokrwienia serca zmienia aktywacj¢ krzepnigcia u chorych
z OZW.

W badaniu Kkliniczno-kontrolnym wzigto udziat 53 pacjentéw (42 mezczyzn) w wieku od 46
do 76 lat, w tym 28 chorych z zawatem serca (OZW), a w$rdod nich 16 z zawatem z
uniesieniem odcinkéw ST (STEMI) 1 12 z zawalem bez uniesienia ST (NSTEMI) oraz 25
0osOb ze stabilng ChNS. W ciggu pierwszych 20 minut od przyjecia badano parametry
aktywacji uktadu krzepnigcia w krwi zylnej oraz w modelu uszkodzenia drobnych naczyn

skory. W osoczu oznaczano st¢zenie fibrynogenu, PB-tromboglobuliny, aktywnego FXI

88



(FXla), aktywnego i immunoreaktywnego czynnika tkankowego (TF), selektyny P (P-sel),
rozpuszczalnego ligandu CD40 (sCD40L), czynnikéw krzepniecia II, V, VII, VIII, IX, X, a;-
makroglobuliny, kompleksow trombina-antytrombina (TAT), fragmentow F1+2 protrombiny,
aktywno$¢ antytrombiny (AT), inhibitora zewnatrzpochodnej drogi krzepnigcia (TFPI) i as-
antytrypsyny. W surowicy krwi oznaczano st¢zenie biatka C-reaktywnego (CRP),
interleukiny 6 (IL-6), 8-izo-prostaglandyny F,, (8-izoPGF,,). W krwi wyptywajacej z nacigé
skory przedramienia oznaczano stezenie sCD40L 1 TAT przedstawione jako jako funkcja
czasu krwawienia.

Chorzy z OZW 1 stabilng ChNS nie roznili si¢ od siebie pod wzgledem wskaznikow
demograficznych, czynnikdéw ryzyka miazdzycy i przyjmowanych lekow. W krwi zylnej
chorych z OZW w poréwnaniu z pacjentami z ChNS stwierdzono czterokrotnie wigksze
stezenia CRP (p=0,013) i 0 76% wigksze stezenie IL-6 (p< 0,0001). Stezenie IL-6 byto o 66%
wieksze w grupie chorych STEMI w porownaniu z chorymi NSTEMI (p=0,0006). U chorych
z OZW, w poréwnaniu z osobami z ChNS, zaobserwowano wigksze poziomy wskaznikow
aktywacji plytek: sCD40L o 360% (p<0,0001), selektyny P o 53% (p<0,0001) oraz B-
tromboglobuliny o 19% (p=0,0009). U chorych STEMI stezenie sCD40L w krwi zylnej byto
0 85% wigksze w poréwnaniu z chorymi NSTEMI (p=0,0003). Aktywny TF wykryto u 9 z 24
(26,7%) badanych w grupie OZW, w tym u 7 chorych na zawat STEMI (50%) i 2 chorych na
zawal NSTEMI (20%, p<0,0001) 1 u ani jednego chorego w grupie ChNS (p<0,0001).
W grupie OZW w poréwnaniu z grupg ChNS stwierdzono trzykrotnie wigkszy poziom
czynnika Xla (p=0,02) oraz wigksze stezenie fragmentéw F1+2 protrombiny 1 kompleksow
TAT w krwi zylnej (p<0,0001), ktore byty dodatkowo znamiennie wigksze u oséb ze STEMI
w poréwnaniu z NSTEMI (odpowiednio p=0,02 oraz p=0,04). Stezenie TAT w krwi zylnej
u chorych na zawat wykazywato korelacje z poziomem czynnika XlIa (r=0,77; p<0,0001), TF

immunoreaktywnego i aktywnego (odpowiednio r=0,51; p=0,01 i r=0,52; p=0,01) oraz z IL-6
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(r=0,67; p<0,0001). W grupie ChNS stezenie TAT w krwi zylnej korelowato ze stezeniem IL-
6 (r=0,69; p=0,0001).

W modelu uszkodzenia drobnych naczyn w grupie OZW w poréwnaniu z ChNS stwierdzono
znacznie bardziej nasilong generacj¢ trombiny wyrazong wigkszymi warto§ciami parametrow
generacji TAT, takich jak: predkos¢ poczatkowa reakcji, predkos¢ maksymalna, stezenie
maksymalne, $redniej produkcji (wszystkie p<0,0001) oraz stezenia TAT w kolejnych
minutach. W grupie OZW zaobserwowano korelacje mi¢dzy parametrami generacji trombiny
a FXIa (r od 0,43 do 0,5; p<0,03) i IL-6 (r od 0,42 do 0,51; p<0,04), ktore nie wystepowaty
w grupie ChNS. Rowniez dynamika uwalniania sCD40L z ptytek w modelu uszkodzenia
drobnych naczyn byta znacznie wigksza u chorych z OZW (wszystkie oceniane parametry,
p<0,0001). Aktywacja ptytek nie zalezala od nasilenia reakcji zapalnej w OZW. U chorych
z OZW stezenie TAT w krwi zylnej pozostawalo w korelacji z maksymalnym stezeniem TAT
(r=0,46; p=0,03), poczatkowa predkoscig generacji TAT (r=0,49; p=0,01), srednig produkcja
TAT (r=0,53; p=0,007) i $rednig produkcjg sCD40L (r=0,52, p=0,01) w modelu uszkodzenia
mikrokrazenia, natomiast stezenie sCD40L w krwi zylnej bylo skorelowane z $rednig
maksymalng predkoscig uwalniania sCD40L (r=0,49; p=0,02), maksymalnym stezeniem TAT
(r=0,55; p=0,005), predkosciag poczatkowa generacji TAT (r=0,68; p=0,0002) i $rednig
maksymalng produkcjg TAT (r=0,62; p=0,001). W grupie ChNS st¢zeniec TAT w krwi zylnej
bylo skorelowane tylko z maksymalng predkoscia generacji TAT (1=0,44; p=0,03), nie
zaobserwowano natomiast korelacji st¢zenia sCD40L w krwi zylnej z parametrami generacji
trombiny 1 aktywacji plytek w modelu uszkodzenia mikrokrgzenia. Nasilenie stresu
oksydacyjnego, st¢zenie TF ani FXla nie korelowaly z generacja TAT ani uwalnianiem
sCD40L mierzonymi po uszkodzeniu naczyn.

Weczesniejsze stosowanie statyn u chorych na zawat nie wplywato na parametry krzepnigcia

i aktywacji ptytek krwi oraz stanu zapalnego w krwi zylnej. W modelu uszkodzenia
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mikrokrazenia przyjmowanie statyny przed OZW wigzato si¢ ze zmniejszeniem predkosci
poczatkowej generacji TAT (p<0,0001), maksymalnego stezenia TAT (p=0,009) i $Sredniej
produkcji TAT (p=0,0007). Wczesniejsze stosowanie statyn nie mialo wptywu na lokalne
uwalnianie sCD40L w grupie OZW z wyjatkiem istotnej roznicy st¢zenia sCD40L w 5
minucie krwawienia. Stwierdzono natomiast znamienny wptyw statyn na wszystkie wskazniki
uwalniania SCD40L w krwi wyptywajacej z nacig¢ skory w grupie ChNS (p<0,05).

Podsumowujac, przedstawione wyniki wskazuja na silng aktywacje osoczowego uktadu
krzepnigcia i plytek krwi u chorych na OZW, a szczeg6lnie oséb ze STEMI. Uwagg zwracat
zwigkszony poziom aktywnego TF jak réwniez aktywnego FXI w krwi krazacej, ktory
korelowal z nasileniem generacji trombiny. Wykazano, ze ogdlnoustrojowa aktywacja uktadu
krzepnigcia i stanu zapalnego w OZW nasila generacj¢ trombiny i aktywacje ptytek w miejscu
uszkodzenia drobnych naczyn. Udowodniono, ze dynamika generacji trombiny w odpowiedzi
na naci¢cie skory u chorych z OZW zalezy od poziomu aktywnego czynnika XI. Ponadto
zaobserwowano, ze wczesniejsze stosowanie statyn u chorych na zawat serca powoduje
istotne uposledzenie generacji trombiny po uszkodzeniu naczynia ale nie wplywa na
aktywacje plytek krwi. Przedstawione wyniki poszerzaja naszg wiedz¢ na temat reakcji
krzepnigcia zachodzacych u pacjentow z OZW, wskazujac jak potezny i1 ztozony jest wptyw

zakrzepu w tgtnicy wiencowej 1 niedokrwienia serca na hemostazg.
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9. Summary

Rupture of an atherosclerotic plaque with subsequent formation of thrombus on its surface is
the most common cause of acute coronary syndromes (ACS). Exposure of tissue factor (TF)
present within the ruptured plaque is the trigger of the coagulation activation. Detailed
kinetics of coagulation reactions and modifying factors in patients with ACS, particularly
a role of factor XI (FXI), have not been fully understood yet. Neither has been investigated
the impact of systemic activation of coagulation in ACS on local thrombin generation and
platelet activation after vascular injury.

Inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutarylcoenzyme A (statins) exert a number of
antiatherogenic actions besides cholesterol lowering. These include inhibition of coagulation
activation by reduced TF expression. However, it has not been yet investigated if the effect of
statins can be detected during the ACS.

The aim of this study was to assess activation of coagulation system in response to
microvascular injury and in circulating blood in ACS patients compared to patients with
stable coronary artery disease (CAD). In addition, levels of active and immunoreactive TF
and active FXI were determined and the influence of both factors on local coagulant reactions
was investigated. Moreover, an attempt was made to answer the question if the use of statins
prior to myocardial ischemia alters the activation of coagulation in ACS patients.

The case-control study involved 53 subjects (42 male), aged 46 to 76, including 28 patients
with ACS: STEMI (n=16) and NSTEMI (n=12) and 25 with stable CAD. The parameters of
activation of coagulation in venous blood and in the model of small skin vessels injury were
measured within 20 minutes of hospital admission. The levels of fibrinogen, p-
thromboglobulin, active FXI (FXla), active and immunoreactive TF, P selectin (P-sel),
soluble ligand CD40 (sCD40L), coagulation factors II, V, VII, VIII, IX, X, a,-macroglobulin,

thrombin-antithrombin complexes (TAT), prothrombin fragments F1+2, antithrombin activity
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(AT), tissue factor pathway inhibitor (TFPI), and as-antitripsin were measured in plasma. The
levels of C-reactive protein (CRP), interleukin 6 (IL-6), 8-iso-prostaglandin F,, (8-i1S0OPGF,,)
were measured in serum. The levels of sSCD40L and TAT were measured as a function of time
in blood oozing from bleeding time wounds on a forearm.

The ACS and CAD patients did not differ significantly in terms of demographic parameters,
cardiovascular risk factors and medications. In venous blood of ACS patients compared to
CAD there were 4 times higher levels of CRP (p=0.013) and 76% higher levels of IL-6 (p<
0.0001). The IL-6 concentration was 66% higher in STEMI group compared to NSTEMI
patients (p=0.0006). In ACS patients compared to CAD group higher levels of platelet
activation markers were noted: sCD40L by 360% p<0.0001), P selectin by 53% (p<0.0001)
and B-thromboglobulin by 19% (p=0.0009). In STEMI subjects sCD40L concentrations in
venous blood were 85% higher than in NSTEMI patients (p=0.0003). Active TF was detected
in 9 out of 24 (26.7%) patients in ACS group, including 7 STEMI (50%), 2 NSTEMI patients
(20%, p<0.0001) and none in CAD group (p<0.0001). In ACS group compared to CAD group
3 times higher levels of FXla (p=0.02), higher levels of F1+2 prothrombin fragments and
TAT complexes in venous blood were observed (p<0.0001), and the two latter were
significantly higher in STEMI group compared to NSTEMI (p=0.02 and p=0.04 respectively).
Levels of TAT in venous blood of ACS patients correlated with FXla (r=0.77; p<0.0001),
immunoreactive and reactive TF (r=0.51; p=0.01 and r=0.52; p=0.01 respectively) and with
IL-6 levels (r=0.67; p<0.0001). In CAD group venous TAT correlated only with IL-6
concentrations (r=0.69; p=0.0001). In a model of microvascular injury there was significantly
enhanced thrombin generation expressed by increased parameters such as TAT production in
ACS group compared with CAD: initial velocity of TAT generation, maximal velocity, peak
TAT concentration, mean TAT production (all of above p<0.0001) and TAT concentrations in

all consecutive minutes. In ACS group there were correlations between thrombin generation
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and FXla (r from 0.43 to 0.5; p<0.03) and IL-6 (r from 0.42 to 0.51; p<0.04), which were
absent in CAD group. Also the dynamics of SCD40L release from platelets in vascular injury
model was significantly enhanced in ACS patients (all parameters, p<0.0001). In ACS
patients platelet activation did not depend on the degree of inflammatory activation. In CAD
group TAT concentrations in venous blood correlated with peak TAT concentration (r=0.46;
p=0.03), initial velocity of TAT generation (r=0.49; p=0.01), mean TAT production (r=0.53;
p=0.007) and mean sCD40L release (r=0.52, p=0.01) in our model; whereas sCD40L
concentration in venous blood correlated with maximal mean sCD40L release (r=0.49;
p=0.02), peak TAT concentration (r=0.55; p=0.005), initial velocity of TAT generation
(r=0.68; p=0.0002) and maximal mean TAT production (r=0.62; p=0.001). In CAD group
venous TAT concentration correlated only with maximal velocity of TAT generation (r=0.44;
p=0.03). No correlations of venous sCD40L with parameters of thrombin generation and
platelet activation in the vascular injury model were observed. Markers of TAT generation
and sCD40L release in the model of microvascular injury did not correlate with the degree of
oxidative stress nor the levels of TF and FXla.

Prior use of statins in ACS subjects did not affect the markers of coagulation, platelet
activation and inflammation measured in venous blood. In a model of microvascular injury
use of statins prior to ACS was associated with a significant decrease of initial velocity of
TAT generation (p<0.0001), peak TAT concentration (p=0.009) and mean TAT production
(p=0.0007). Prior use of statins did not alter local release of sCD40L in ACS group with
exception of significant difference of sSCD40L concentration in the 5™ minute of bleeding.
Statins did significantly diminish all parameters of local SCD40L release in CAD patients.

In summary, the data confirm strong activation of coagulation and platelets in patients with
ACS, particularly in subjects with STEMI, with increased levels of active TF and active FXI

in circulating blood which correlated with degree of thrombin generation. We proved that
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systemic activation of coagulation and inflammation in ACS enhances thrombin generation
and platelet activation at the site of vascular injury. Moreover, these results demonstrated that
dynamics of thrombin generation in response to skin incision in patients with ACS depend on
levels of active factor XI. Use of statins prior to ACS significantly impairs thrombin
generation but does not alter the activation of platelets after vascular injury. These results
expand our knowledge about the coagulation in ACS patients indicating potent and complex

impact of coronary artery thrombosis and myocardial ischemia on hemostasis.
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