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Zaburzenia hemostazy w czerwienicy prawdziwe;j

i nadptytkowosci samoistne;j

Haemostasis disturbances in polycythemia vera and essential thrombocythemia

Anna Szumowska, Marzenna Galar, Janusz Ktoczko

STRESZCZENIE

Przebieg kliniczny przewlektych nowotworéw mieloproliferacyjnych
zwigzany jest ze sktonnoscig do zakrzepicy i/lub krwawien. W powsta-
waniu tych zaburzen biorg udziat czynniki zwigzane z hemostaza ptytko-
W3, 0S0CZOow3g oraz naczyniowa, jak rowniez zaburzenia reologiczne krwi.
Ryzyko zakrzepowe przekracza ryzyko wystapienia skazy krwotocznej.
Patogeneza powikfan zakrzepowych w przebiegu czerwienicy prawdziwej
(PV) i nadptytkowosci samoistnej (ET) jest ztozona i zréznicowana. Zna-
czacy udziat w patogenezie zakrzepicy w PV i ET ma obecnos¢ punktowej
mutacji JAK2 V617F, ktoéra stanowi podtoze molekularne tych chorob.
W przebiegu PV i ET aktywowane sg procesy krzepniecia, fibrynolizy oraz
zapalne. Zastosowane leczenie zmniejsza aktywnos¢ prozakrzepowa.
Stowa kluczowe: czerwienica prawdziwa, nadptytkowosé¢ samoistna, za-
krzepica, krwawienia, mutacja JAK2 V617F

SUMMARY

Chronic myeloproliferative neoplasms (MPN) are commonly associated
with thrombohemorrhagic complications. Pathogenesis of this compli-
cations is connected with platelet, plasma and vascular disturbances of
haemostasis as well as of blood rheological disorders. Thrombotic risk
constantly outweighs the risk of haemorrhage. Pathogenesis of throm-
botic complications during clinical course of polycythemia vera (PV) and
essential thrombocythemia (ET) is complex and differentiated. Mecha-
nism involved in thrombotic tendency have also been attributed to the
JAK2 V617F mutation, a molecular hallmark of PV and ET. Coagulation,
fibrinolysis processes and inflammation are activated in myeloprolifera-
tive neoplasms. Therapeutic modalities diminish thrombotic risk.

Key words: Polycythemia vera, Essential thrombocythemia, Thrombosis,
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Wstep

Nowotwory mieloproliferacyjne sa chorobami, w kté-
rych mutacja hematopoetycznej komorki pnia prowa-
dzi do nadmiernej, niekontrolowanej proliferacji jed-
nego lub wielu szeregow szpikowych [1]. W 1951 roku
William Dameshek sformulowat pojecie przewlektych
zespolow mieloproliferacyjnych, do ktérych zaliczyt
przewlekla biataczke szpikowa (CML; Chronic My-
eloid Leukemia), czerwienice prawdziwa (PV; Polycy-
themia Vera), nadplytkowosé¢ samoistna (ET; Essen-
tial Thrombocythemia) oraz pierwotna mielofibroze
(PMF; Primary Myelofibrosis) [2]. Odkrycie chromo-
somu Philadelphia (Ph), odpowiedzialnego za rozwoéj
CML pozwolilo na wyodrebnienie przewlektych cho-
rob mieloproliferacyjnych BCR-ABL-ujemnych [3].
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W 2005 roku zdefiniowane zostato molekularne pod-
toZe tych choréb — nabyta mutacja genu kinazy Janu-
sowej 2 (JAK2 V617F), i poznano strukture egzonow
12 i 14 genu JAK2 oraz somatycznych mutacji genu
MPL (W515L/K) [4]. Prowadzone badania i odkrycia
byty impulsem do zmian nomenklaturowych w obre-
bie tych choréb. W 2008 roku WHO wprowadzito na-
zwe: przewlekle nowotwory mieloproliferacyjne (MPN;
chronic myeloproliferative neoplasms) [5].

Powiktania krwotoczne i zakrzepowe

Przebieg kliniczny nowotworéw mieloproliferacyj-
nych, zwlaszcza czerwienicy prawdziwej i nadplyt-
kowosci samoistnej, zwiazany jest ze sklonnoscia do
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zakrzepicy dotyczacej naczyn mikrokrazenia, tetnic
i zyt oraz z wystepowaniem krwawien [6]. W powsta-
waniu tych zaburzen biora udzial czynniki zwiazane
z hemostaza plytkowa, osoczowa oraz naczyniowa,
jak réwniez zaburzenia reologiczne krwi [7]. W opu-
blikowanych duzych badaniach retrospektywnych
dotyczacych czestosci wystepowania powiklan za-
krzepowych i krwotocznych w PV i ET wykazano,
ze ryzyko zakrzepowe (tetnicze, zylne, dotyczace
mikrokrazenia) stale przekracza ryzyko krwawien
w momencie diagnozy oraz podczas okresu obser-
wacji (dla nowo zdiagnozowanych ET i PV odpowied-
nio: 7,6-29,4% i 11,2-38,6%) [8]. Krwawienia, jako
poczatkowy objaw choroby, wystepuja zdecydowanie
rzadziej (ET: 3-18%; PV: 3-8,1%), gléwnie u pacjen-
téw z ET z wysoka liczba plytek krwi. Z klinicznego
punktu widzenia krwawienia w tej grupie chorych
sa mniej grozne niz powiklania zakrzepowe [9, 10].
Skaza krwotoczna w chorobach mieloproliferacyjnych
ma charakter skazy naczyniowej i/lub plytkowe;j.
Trombocyty, mimo zwiekszonej liczby we krwi ob-
wodowej, nie spelniaja swojej funkcji hemostatycznej
i prowadza do zaburzenia hemostazy pierwotnej [10,
11]. Mechanizm patogenetyczny krwawien stanowic
moze takze tzw. nabyta choroba von Willebranda -
zuzycie znacznych iloSci endogennego czynnika von
Willebranda (vWF) na skutek spontanicznej agre-
gacji trombocytow w krazeniu [10]. Czestsze i trud-
niejsze do opanowania sa krwawienia u pacjentow
z MPN otrzymujacych leczenie antykoagulacyjne lub
przeciwptytkowe [8]. Zlozona patogeneza powiklan
zakrzepowych w przebiegu MPN, oprécz uznanych
czynnikow zwiekszajacych ryzyko zakrzepicy, ta-
kich jak: wiek powyzej 60 lat, dodatni wywiad za-
krzepowy, wspoélistnienie naczyniowych czynnikow
ryzyka (nadcisnienie tetnicze, hipercholesterolemia,
cukrzyca, palenie papieros6w) lub wrodzonej trombo-
filii, obejmuje czynniki sprzyjajace nadkrzepliwosci:
zwiekszona mase¢ krwinek czerwonych w PV, trom-
bocytoze i zaburzenia funkcji ptytek w ET [5, 9]. Do
potencjalnych czynnikéw ryzyka zakrzepowego na-
leza takze: podwyzszona leukocytoza, obecnos¢ mu-
tacji JAK2 V617F, jak réwniez duza zawartos¢ allelu
V617F genu JAK2 [12].

Wraz z odkryciem mutacji JAK2 V617F zmie-
nilo si¢ podejscie diagnostyczne i terapeutyczne do
pacjentéw z nowotworami mieloproliferacyjnymi
[5, 13]. Defekt ten jest charakterystyczny dla nowo-
tworéw mieloidalnych i nie wystepuje w innych scho-
rzeniach prowadzacych do policytemii [14]. Obecnosé
mutacji V617F zlokalizowanej w egzonie 14 genu
JAK2 potwierdzono u 95% pacjentéw z PV, u 35-70%
chorych z ET oraz w okoto 50% przypadkéow z PMF
[13, 15]. U 3% pacjentow JAK2 V617F-ujemnych wyka-
zano defekty o podobnym znaczeniu czynnos$ciowym
w egzonie 12 genu JAKZ [13]. Natomiast u okoto 5%

chorych z ET i PMF JAK2 V617F-ujemnych, wykryto
somatyczne mutacje (W515L i W515K) w obrebie genu
receptora dla trombopoetyny (MPL), ktore prowadza
do konstytutywnej aktywacji receptora i wzmozonej
proliferacji komorek szpikowych [13, 16]. U pacjentow
z ET i PV zostal wykazany zwigzek mutacji punkto-
wej JAK2 V617F z tendencja prozakrzepowa [8, 17].
Defekt ten prowadzi do wzrostu aktywnosci enzyma-
tycznej kinazy Janus 2 (utrata kontroli nad proce-
sem autoinhibicji) i jej statego pobudzenia - pozostaje
w stanie aktywnym niezaleznie od wigzania ligandu
z receptorem. Komorki hematopoetyczne cechuje tym
samym wzmozona wrazliwos¢ na cytokiny wzrostowe
i nasilona proliferacja w obrebie ukladu erytroidal-
nego, plytkotworczego i granulocytarnego [13, 15].
Obecnos¢ mutacji JAKZ2 sprzyja aktywacji leukocy-
téw, co moze skutkowaé ich zwiekszona adhezyjno-
Scia, uszkodzeniem komorek srédblonka oraz akty-
wacja krzepniecia, przyczyniajac sie do rozwoju stanu
nadkrzepliwosci [18].

Szczegodlnie interesujaca cecha nowotworéw mie-
loproliferacyjnych, zwlaszcza czerwienicy prawdziwej
jest fakt, ze pojedyncza mutacja w obrebie genu JAK2
odpowiedzialna jest za proliferacje trzech szeregéw
szpikowych oraz ich komérek potomnych we krwi
obwodowej i za stan nadkrzepliwosci towarzyszacy
chorobie [6]. Ponadto zwigzana jest z wystepowaniem
objawu patognomicznego tych choréb - uogdlnio-
nego swiadu skory [19] oraz odpowiedzia na leczenie
- wieksza liczba komoérek hematopoetycznych z nie-
prawidlowym allelem genu JAK2 wymaga mniejszych
dziennych dawek hydroksymocznika (HU) [20].

Zaburzenia hemostazy osoczowej

Wazna role w patogenezie zakrzepicy w MPN odgry-
wa wzmozona aktywacja leukocytow i plytek krwi,
jak réwniez ich zwiekszona adhezyjnosé do komoérek
$rédbtonka. Neutrofile oddziatuja na uklad hemostazy
poprzez 3 gléwne mechanizmy: 1) produkcje i wydzie-
lanie substancji prozakrzepowych/proagregacyjnych,
2) zmian¢ wlasciwosci hemostatycznych plytek krwi
i komérek sSrédbtonka oraz 3) interakcje ze zaktywowa-
nymi ptytkami krwi skutkujaca wytwarzaniem agre-
gatéw ptytkowo-leukocytarnych [9, 8, 21]. U pacjentéw
z PV 40-50% leukocytow krazy z ptytkami krwi przy-
czepionymi do ich blony. Procent ten jest wyzszy w ET,
gdzie plytki krwi wykazujq adhezje do 50-60% neutro-
filow i 80% monocytéw. Leczenie hydroksymocznikiem
prowadzi do ustgpienia tych zmian, prawdopodobnie
poprzez zablokowanie interakcji pomiedzy P-selekty-
na na plytkach krwi, a glikoproteinowym ligandem 1
P-selektyny (PSGL-1) na neutrofilach [9, 22].
Aktywacji leukocytéow wielojadrzastych u pacjen-
tow z PV i ET towarzyszy zwigkszone uwalnianie
enzymow proteolitycznych, takich jak: elastaza neu-
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trofilowa (NE), fosfataza alkaliczna (LAP), mieloperok-
sydaza (MPO) oraz katepsyna G. O stalej aktywacji
leukocytéw Swiadcza: utrzymywanie sie zwigkszo-
nych stezenn MPO oraz NE mimo normalizacji leuko-
cytozy, jak réwniez zwigkszona ekspresja antygenow
powierzchniowych - B,-integryny i CD11b. Wysokie
poziomy elastazy moga by¢ skutkiem duzego obrotu
komoérkowego ze wzrostem ilosci mtodych form leuko-
cytow wielojadrzastych bogatych w ten enzym [6,18].
W PV i ET wzmozonej aktywacji ptytek krwi i leuko-
cytow towarzysza podwyzszone stezenia markerow
aktywacji krzepniecia: fragmentéw protrombiny 1+2
(F1+2), D-dimeru (DD), kompleks6éw trombina-anty-
trombina (TAT) oraz osoczowych markeréw aktywacji
i/lub uszkodzenia Srédbtonka - czynnika von Wille-
branda i trombomoduliny (TM) [9, 18, 23]. W innych
badaniach Falanga i wsp. wykazali, Ze osoczowe
poziomy sTM byly podwyzszone tylko u pacjentow
z ET wykazujacych mutacje w genie JAK2 [21].

U pacjentéw z MPN wzmozZona trombinogeneza
wyraza sie¢ zwigkszonymi stezeniami komplek-
s6w trombina-antytrombina. Wskutek zwiekszonej
aktywnos$ci zakrzepowej przekraczajacej mozliwosci
kompensacyjne ustroju, u pacjentéw z PV obserwo-
wano istotne obnizenie aktywnos$ci antytrombiny
(AT) [24]. O przesunieciu rownowagi hemostatycz-
nej w kierunku zakrzepicy w PV i ET Swiadczyc
moze podwyzszone stezenie inhibitora tkankowego
aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1). Zrédiem
PAI-1 u badanych chorych sa nadwrazliwe trombo-
cyty, ktore podczas degranulacji uwalniaja inhibitor
z cytoplazmatycznych ziarnistosci [25,26]. Nieza-
leznie od zwiekszonych stezenn PAI-1 u chorych na
nowotwory mieloproliferacyjne stwierdza si¢ wzrost
stezenia komplekséw plazmina-antypazmina (PAP),
wskazujacych na wtérna aktywacje procesu fibryno-
lizy [25, 27].

Uposledzenie aktywnosci fibrynolitycznej oraz
dysfunkcja srédbtonka moga byé¢ odpowiedzialne za
powstawanie zakrzepéw u pacjentéw z PV [25, 27].
Zaréwno zabiegi flebotomii, jak i leczenie hydrok-
symocznikiem oddzialuja na aktywnosé fibrynoli-
tyczna u pacjentéw z PV, wplywajac na ogranicze-
nie sklonnosci do zakrzepicy. Flebotomia zmniejsza
hematokryt i lepko$é krwi, zachowana jednak zostaje
stata aktywacja leukocytéw, ich agregacja z ptytkami
krwi oraz uwalnianie czynnikéw prozakrzepowych
z uszkodzonego Srédbtonka. Upusty krwi nie wply-
waja korekcyjnie na zwiekszone poziomy TM, PAI-1
oraz inhibitora fibrynolizy aktywowanego trombina
(TAFIa) w PV, zmniejszaja natomiast stezenie kom-
pleksow PAP. Zastosowanie leczenia cytoredukcyjnego
hydroksymocznikiem (HU) znaczaco obniza stezenia
TAFla, PAI-1, PAP oraz TM. Ponadto HU zmniejsza
liczbe erytrocytow, ptytek krwi oraz redukuje liczbe
leukocytéw, zmniejszajac ich aktywacje i liczbe recep-
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torow adhezyjnych, ktére odgrywaja role w interak-
cjach pomiedzy komoérkami srédblonka a ptytkami
krwi, co ostatecznie prowadzi do zmniejszenia ryzyka
zakrzepowego [25]. Poza wymienionymi efektami
terapeutycznymi wykazano, ze HU jest wysoce efek-
tywny w redukowaniu klonéw komoérkowych nosza-
cych mutacje V617F kinazy Janus 2 [28].

Wyniki badan Bucalossi i wsp. wykazaly, ze nie-
dobor naturalnych antykoagulantow i/lub nabyta
opornos¢ na aktywne bialtko C (APCR), w potaczeniu
z innymi czynnikami prozakrzepowymi (trombo-
cytoza, nadlepko$é krwi), moga by¢ przyczyna jaw-
nych stanéw zakrzepowych u pacjentéw z PV i ET
[29]. Pojedyncze lub zlozone niedobory naturalnych
antykoagulantéw obserwowane byly u 43,5% pacjen-
téow z PV i ET ze wspotistniejaca zakrzepica (niedo-
bory dotyczyly: biatka C (PC) - 23,9%; AT - 15,2%;
PC+PS - 2,2%, PC+AT - 2,2%) i tylko u 5,7% (niedobor
PC) pacjentow bez zakrzepicy w wywiadzie. U 15%
pacjentow z PV i ET z zakrzepica wykryto APCR, pod-
czas gdy nie obserwowano tego defektu u zadnego
pacjenta bez zakrzepicy. Przy poréwnaniu wartosci
Srednich aktywnosci PC i AT oraz calkowitego steze-
nia antygenu biatka S (PS) w grupie chorych (PV, ET)
i kontrolnej os6b zdrowych - tylko aktywnosé¢ PC
wykazywala znaczace roznice. Etiologia niedoboréw
naturalnych antykoagulantéw w przebiegu nowo-
tworéw mieloproliferacyjnych pozostaje nieznana.
Wedlug autoré6w badania, nie maja one podloza
dziedzicznego, nie sa wynikiem zastosowanej che-
mioterapii ani zaburzen w funkcjonowaniu watroby
(prawidlowy PT) [29]. Nie mozna jednak wykluczyé
subklinicznej wewnatrznaczyniowej aktywacji krzep-
nigcia (DIC) i uszkodzenia komorek srodbtonka [9,
29]. W badaniach in vitro wykazano, ze elastaza neu-
trofilowa moze proteolitycznie inaktywowac niektore
inhibitory krzepniecia krwi: biatko C, biatko S, anty-
trombine oraz kofaktor heparyny II (HC II) [25]. Wyka-
zano ponadto nabyta opornos¢ na aktywne biatko C,
ktora korelowala ze zredukowanym stezeniem cz.V
i wolnego biatka S. U pacjentéw z nowotworami mie-
loproliferacyjnymi stala degranulacja leukocytow
wywolana ich aktywacja oraz uwalnianiem elastazy
i katepsyny G moze skutkowac zuzyciem cz.V oraz PS,
a takze prowadzi¢ do APCR [9]. W innych badaniach
stwierdzono, ze wzrost ryzyka zakrzepowego w ET byl
niezalezny od obecnosci APCR [23]. Wrodzony niedo-
bér naturalnych antykoagulantéw jest uznana przy-
czyna zakrzepicy zylnej. W badaniu Bucalossi i wsp.,
w grupie pacjentow z PV i ET zakrzepica dotyczyla
gtéwnie tetnic (41,3% przypadkow zakrzepicy). Praw-
dopodobnie za ten charakterystyczny rozklad zakrze-
picy moga odpowiadaé inne czynniki osoczowe i/lub
plytkowe [29].

Ekspresja integryn i selektyn leukocytarnych
stymuluje produkcje reaktywnych form tlenu oraz
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cytokin zapalnych. Mechanizm ten 1aczy aktywacje
komoérek krwi z zapaleniem, ktére moze mie¢ zna-
czenie przyczynowe zaréwno w tworzeniu zakrzepow
zylnych, jak i tetniczych. Fakt ten jest szczegélnie
interesujacy ze wzgledu na mozliwos¢ wykorzysta-
nia markerow zapalenia jako biomarkerow trombofi-
lii towarzyszacej nowotworom mieloproliferacyjnym.
Barbui i wsp. oznaczali osoczowe poziomy markeréw
zapalenia — biatka C-reaktywnego (CRP) i pentrak-
syny 3 (PTX3) oraz oceniali ich powiazanie z zakrze-
pica i wystepowaniem mutacji JAK2 V617F. Wyka-
zali oni zwiazek miedzy poziomem CRP, obecnoscia
mutacji JAK2 oraz wzrostem ryzyka zakrzepowego,
jednak mata liczebnos¢ grupy badanej nie pozwolita
na ocene wartosci predykcyjnej markera w zakrze-
pach zylnych i tetniczych [7, 30].

Na powstawanie powiklan zakrzepowych
u pacjentow z PV wplyw maja rowniez wiasciwosci
reologiczne krwi i zmiany w jej przepltywie. W kra-
zeniu zylnym sily Scinania sa niskie, zatem wysoki
hematokryt wywiera istotny wptyw na lepkos¢ krwi
iwywoluje zaburzenia w jej przeptywie [6]. Przy wyso-
kich silach Scinania, obserwowanych w naczyniach
tetniczych, zaburzenia przeplywu sa stabsze na sku-
tek osiowej migracji krwinek czerwonych. Jednakze
wzrost masy krwinek czerwonych przemieszcza ptytki
w kierunku Sciany naczyniowej. Ptytki krwi latwiej
ulegaja aktywacji wysokimi sitami $cinania, co przy
trombocytozie skutkuje réwniez wzrostem interak-
cji ptytka-ptytka [6]. Duze napiecie Sciany naczyn
wskutek nadlepkosci krwi odpowiada za przewlekla
dysfunkcje srédblonka oraz aktywacje plytek krwi
ileukocytéw [7]. Zmniejszenie lepkosci krwi nie znosi
ryzyka zakrzepowego, poniewaz pacjenci z ET z pra-
widlowymi wartosciami hematokrytu sa narazeni na
powstawanie powiklan zakrzepowych w podobnym
stopniu jak pacjenci z PV [8, 10].
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