PRACA ORYGINALNA / ORIGINAL RESEARCH ARTICLE

83

Uktad antykoagulacyjny biatka C w ostrych biataczkach

Protein C anticoagulant system in acute leukaemias

Marzenna Galar, Jarostaw Piszcz, Anna Szumowska, tukasz Botkun, Janusz Ktoczko

STRESZCZENIE

Rozwojowi ostrych biataczek juz w momencie diagnozy towarzyszy
subkliniczna aktywacja krzepniecia. Zaburzenia hemostazy, wynikajace
m.in. z uszkodzenia srodbfonka i ostabionej funkcji syntetycznej watro-
by, nie zawsze manifestujg sie jawng skazg krwotoczng lub chorobg za-
krzepowa. Wydolnos$¢ mechanizméw kompensacyjnych — na poziomie
uktadu antykoagulacyjnego biatka C — zapewnia rownowage hemosta-
tyczng miedzy czynnikami prozakrzepowymi i prokrwotocznymi.
Badaniami objeto 20 chorych z nowo rozpoznanymi ostrymi biataczka-
mi. W poczatkowym okresie rozwoju choroby obserwowano obnizenie
stezen antykoagulacyjnych biatek syntezowanych w watrobie (PC, PS)
oraz wzrost sTM i znaczne obnizenie sEPCR - biatkowych markeréw
uszkodzenia srédbtonka naczyn.

Stowa kluczowe: ostre biataczki, biatko C, biatko S, trombomodulina, srod-
btonkowy receptor biatka C

SUMMARY

Acute leukaemias development is connected with subclinical activation
of coagulation. Haemostatic disturbances — as a result of endothelium
damage and/or impaired synthetic function of the liver — not always
manifest as an overt haemorrhage or thrombotic disease. Compensatory
mechanisms competence, in so far as it affect protein C anticoagulant
system, assures haemostatic balance between prothrombotic and pro-
haemorrhage factors.

Investigation was performed in 20 newly diagnosed patients with acute
leukaemias. At the moment of diagnosis, plasma concentrations decre-
ase of anticoagulation proteins, synthesised by the liver was observed.
There was also noted an increase of sTM and significant decrease of
SEPCR concentrations — markers of endothelial damage.

Keywords: Acute leukaemias, Protein C, Protein S, Thrombomodulin, Endo-
thelial cell protein C receptor
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Wstep

Uktad antykoagulacyjny bialtka C zapewnia wila-
Sciwa i skuteczna wewnatrznaczyniowa kontrole
krzepniecia krwi. System ten obejmuje czynniki
krazace w osoczu - bialko C (PC), bialko S (PS), jak
i wystepujace w formach endotelialnej i rozpusz-
czalnej — trombomodulina (TM) oraz srédblonkowy
receptor bialka C (EPCR). Dziatanie uktadu inicjo-
wane jest poprzez wiazanie trombiny ze Sréodblon-
kowym biatkiem trombomodulina. W obecnosci
srodblonkowych i osoczowych kofaktoréow powstaje
aktywne biatko C (APC) o wlasciwosciach antyko-
agulacyjnych [1]. Skladowe uktadu bialka C tworza
zlozone, wielkoczasteczkowe kompleksy, ktérych
funkcje niejednokrotnie wykraczaja poza hemosta-
ze osoczowa [2].

Choroby rozrostowe ukladu krwiotworczego
zwigzane sa z wysokim ryzykiem powiklan zakrze-
powych oraz krwawien [3]. Etiologia tych zaburzen
w przebiegu ostrych biataczek jest zlozona i zréz-
nicowana w zaleznosci od rodzaju biataczki oraz
fazy leczenia. Rozwojowi ostrych biataczek juz
w momencie diagnozy towarzyszy subkliniczna
aktywacja Kkrzepniecia, ktéra moze ujawnic¢ sie
zespolem objawow zwigzanych z rozsianym wykrze-
pianiem $rédnaczyniowym (DIC). Obraz kliniczny
jest zréznicowany - od zlokalizowanych zylnie i/lub
tetniczo zakrzepow, po rozsiane zagrazajace zyciu
krwawienia [4]. Stale czynniki odpowiedzialne za
rozw6j krwawien u chorych na ostre biataczki to
matoptytkowosé, uszkodzenie Sciany naczyn krwio-
nosnych, oslabienie funkcji watroby, aktywacja
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fibrynolizy, DIC, stosowane leczenie cytostatyczne
oraz towarzyszace stany chorobowe. Do czynnikéw
bioracych udziat w patogenezie powiklan zakrzepo-
wych naleza prokoagulacyjne wlasciwosci komorek
blastycznych, zaburzenia przeptywu naczyniowego,
obecnos¢ cewnikéw naczyniowych, stosowane
leczenie przeciwnowotworowe, infekcje, wrodzona
trombofilia oraz dilugotrwala hospitalizacja [5].
Defekty ukladu biatka C stanowia jedna z gtéwnych
przyczyn zakrzepicy w populacji ogélnej, co podkre-
Sla istotna role ukiadu w regulowaniu krzepnigcia
krwi [6]. W patogenezie obserwowanych powiklan
w przebiegu ostrych bialaczek udzial maja zmiany
stezenn biatek antykoagulacyjnych (PC, PS, TM,
EPCR). W momencie rozpoznania choroby w gtow-
nej mierze sa skutkiem uszkodzenia watroby przez
nacieki bialaczkowe oraz zaburzen w funkcjonowa-
niu srédbtonka [4].

Celem pracy jest ocena parametrow uktadu biatka
C w rozpoznanych de novo ostrych bialaczkach szpi-
kowych i limfoblastycznych.

Materiat i metody

Badaniami objeto 20 pacjentéw z nowo rozpoznany-
mi ostrymi biataczkami, w tym: 13 z ostra biataczka
szpikowa (acute myeloblastic leulkcaemia; AML), z wy-
taczeniem AML-MS3, oraz 7 z ostra biataczka limfo-
blastyczna (acute lymphoblastic leukaemia; ALL), ho-
spitalizowanych w Klinice Hematologii Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku. Grupe badana stano-
wilo 9 kobiet oraz 11 mezczyzn w wieku 22-88 lat
(mediana 55 lat). Rozpoznanie choroby ustalono na
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Ryc. 1. Osoczowe stezenia biatka C (PC) i catkowitego
biatka S (PS) u chorych na ostre biataczki mielo-

i limfoblastyczne (AML, ALL; n=20) w poréwnaniu z grupa
0s6b zdrowych (n=20; p<0,001)

Fig. 1. Plasma concentrations of protein C (PC) and total
protein S (PS) in patients with acute myelo- and lymphoblastic
leukaemias (AML, ALL; n=20) in relation to healthy control
(n=20; p<0.001)

podstawie wynikow badania podmiotowego, przed-
miotowego oraz rutynowych badan laboratoryjnych
obejmujacych morfologi¢ krwi obwodowej, ocene mie-
logramu, badanie cytochemiczne, immunofenotypo-
wanie, badania cytogenetyczne, jak réwniez bada-
nia oceniajace funkcje watroby (ASPAT, ALAT) oraz
rutynowe badania z zakresu hemostazy (PT, APTT).
Grupe kontrolng stanowilo 20 zdrowych ochotnikéw
(10 kobiet, 10 mezczyzn) w zblizonym przedziale wie-
ku - od 28 do 79 lat, mediana 53,5 roku.

Od wszystkich oséb chorych i zdrowych krew
do badan pobierano rano, na czczo, z zyly tokciowej
bez ucisku zylnego, do 3,8% roztworu cytrynianu
sodu w stosunku objetoSciowym 9:1. Bezposrednio
po pobraniu krew wirowano przez 15 minut przy
1500 g w temperaturze pokojowej w celu otrzyma-
nia osocza ubogoplytkowego, ktére przechowywano
w temperaturze -75°C do chwili wykonania badan.

W badanych osoczach oznaczano stezenia bialka
C, catkowitego biatka S oraz rozpuszczalnych form
trombomoduliny (sTM) i $rédblonkowego recep-
tora biatka C (sEPCR) metoda immunoenzyma-
tyczna (ELISA) przy uzyciu komercyjnych zestawow
ASSERACHROM firmy Diagnostica Stago.

Wyniki badan poddano analizie statystycznej
przy uzyciu pakietu STATISTICA 8.0, za istotne sta-
tystycznie uznajac wartosci p <0,05.

Praca byla realizowana w ramach projektu sta-
tutowego nr 3-52588. Na przeprowadzenie badan
uzyskano zgode Komisji Bioetycznej UMB. Wszyscy —
pacjenci i osoby zdrowe — wyrazili Swiadoma, pisemna
zgode na udzial w badaniach.
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Ryc. 2. Osoczowe stezenia rozpuszczalnych form
trombomoduliny (TM) i sSrédbfonkowego receptora biatka C
(sEPCR) u chorych na ostre biataczki mielo- i limfoblastyczne
(AML, ALL; n=20) w poréwnaniu z grupa osob zdrowych
(n=20; p<0,001)

Fig. 2. Plasma concentrations of thrombomodulin (TM) and
endothelial cell protein C receptor (EPCR) in patients with acute
myelo- and lymphoblastic leukaemias (AML, ALL; n=20) in
relation to healthy control (n=20; p<0.001)
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Tabela I. Badane parametry uktadu antykoagulacyjnego biatka C u chorych na ostre biataczki w poréwnaniu z grupa kontrolna
Table I. Parameters of protein C anticoagulant system in patients with acute leukaemias in relation to healthy control

Badany parametr Kontrola AML, ALL
yp (n=20) (n=20)

PC (%) 98,02+15,85 63,67+21,41

PS (%) 93,18+8,31 77,23+10,91

TM (ng/ml) 45,38x7,77  161,91+177,69

SEPCR (ng/ml) 164,96+117,06 50,08+21,67

p AML (n=13) ALL (n=7) p
<0,001 60,13+20,34 70,24+23,38 ns
<0,001 80,12+11,84 71,85+6,68 0,019
<0,001 123,44+131,10 233,37+237,53 ns
<0,001 41,10+14,87  66,77+23,35 0,008

PC - biatko C (protein C), PS - biatko S (protein S), TM — trombomodulina (thrombomodulin), sEPCR - $rédbtonkowy receptor biatka C (endothelial cell protein C receptor)

Wyniki

W grupie 20 chorych znoworozpoznanymiostrymibia-
taczkami stwierdzono znamienne statystycznie obni-
zenie stezen biatka C (63,67+21,41% vs 98,02+15,85%,
p<0,001), calkowitego biatka S (77,23+10,91% vs
93,18+8,31%, p<0,001) oraz rozpuszczalnej formy
Srodbtonkowego receptora biatka C (50,08+21,67 ng/
ml vs 164,96+117,06 ng/ml, p<0,001) (Ryc. 1, 2).
Wykazano istotnie statystycznie wyzsze stezenie PS
w grupie chorych na ostre biataczki mieloblastycz-
ne w poréwnaniu z chorymi z ostrymi bialaczkami
limfoblastycznymi (80,12+11,84% vs 71,85+6,68%,
p=0.019). Natomiast stezenie SEPCR bylo istotnie
statystycznie wyzsze w grupie chorych na ALL w po-
rownaniu z chorymi z AML (66,77+23,35 ng/ml vs
41,10+14,87 ng/ml, p=0,008). Nie wykazano istot-
nych statystycznie réznic w stezeniach PC u chorych
na AML i ALL. U chorych na ostre biataczki obser-
wowano znamienny statystycznie wzrost stezen oso-
czowej trombomoduliny (161,91+x177,69 ng/ml vs
45,38+7,77 ng/ml, p<0,001) (Ryc. 2). Nie wykazano
roznic w stezeniach sTM u chorych na AML i ALL.

Wyniki badanych parametréw ukladu antyko-
agulacyjnego biatka C w ostrych biataczkach przed-
stawiono w tabeli I.

W grupie chorych na ostre biataczki wyka-
zano wysoki poziom aktywnosci LDH (3251,89+
8153,38 1U/]). Aktywnos¢ tego enzymu byta znacz-
nie wyzsza u chorych z ALL (7042,57+12650 1U/])
niz AML (839,64+734,0 IU/]). Aktywnos¢ enzy-
mow watrobowych miescitla si¢ w granicach warto-
Sci prawidlowych (ostre biataczki szpikowe: ASPAT
- 35,2+30,6 1U/1, ALAT - 36,5+24,4 1U/I; ostre bia-
taczki limfoblastyczne: ASPAT - 41,0+27,3 1U/1, ALAT
- 50,7+32,5 1U/]). Badania hemostazy (PT, APTT)
nie wykazywaly istotnych zmian poza nieznacznym
wydluzeniem czasu protrombinowego w calej grupie
ostrych biataczek (PT - 16,5+4,6 sek).

Omoéwienie
U pacjentéw z ostrymi biataczkami wystepuja zabu-
rzenia hemostazy o zlozonej etiologii. Obraz kliniczny

przedstawia najczesciej skaze krwotocznag. Zakrzepi-
ca jest rzadziej wystepujacym powiklaniem, zazwy-
czaj towarzyszacym zespolowi DIC. U niektérych pa-
cjentow z ostrymi biataczkami zakrzepica rozwija sie
pomimo wystepujacej trombocytopenii i przy braku
laboratoryjnych dowodéw na obecnos¢ DIC [3]. Tsu-
mita i wsp. [7] wykazali zwiazek pomiedzy powikla-
niami zakrzepowo-zatorowymi w ostrych bialaczkach
a zmianami w poziomie biatek antykoagulacyjnych
ukladu biatka C. Kluczowym elementem tego ukladu
sa witamino-K-zalezne biatka syntezowane w watro-
bie - bialko C, ktére krazy w osoczu w postaci nie-
aktywnego zymogenu proteazy serynowej, oraz pel-
niace wobec niego funkcje kofaktorowa biatko S. PS
wystepuje w osoczu w formie aktywnej (wolnej) oraz
w postaci nieaktywnych kompleksow ze sktadowa do-
pelniacza C4b [1, 8]. Powiklania zakrzepowe obser-
wowane w chorobach watroby, zespole DIC, w trakcie
leczenia warfaryna moga byé wynikiem wrodzonej
badZz nabytej trombofilii zwigzanej z niedoborem
bialka C [6]. Troy i wsp. [9] wykazali obnizenie pozio-
mu antygenu oraz aktywnosci biatka C u pacjentéw
z ostra biataczka mieloblastyczna. Spadkowi uleglo
rowniez stezenie wolnej postaci PS, podczas gdy ste-
zenie calkowitego PS pozostalo w normie. Zmiany
w poziomie PC i PS nie mialy zwigzku z ostabieniem
funkcji watroby ani wzrostem stezenia biatka C4b.
W ostrej biataczce limfoblastycznej autorzy badania
wykazali prawidlowe poziomy bialek C i S w poréw-
naniu z osobami zdrowymi. W przeprowadzonych
badaniach stwierdzono spadek stezen PC oraz catko-
witego PS zaréwno w AML, jak i w ALL. Wyniki te sa
zgodne z uzyskanymi przez Dixit i wsp. [10], ktorzy
rowniez stwierdzili niskie poziomy PC i PS - odpo-
wiednio u 42,9% i 57,1% badanych pacjentéw. Przy-
czyn w spadku poziomu bialek antykoagulacyjnych
(PC, PS) upatruje si¢ przede wszystkim w ostabionej
funkcji syntetycznej watroby, jako wyniku zaburzo-
nego przeplywu krwi, ktory prowadzi do uszkodzenia
naczyn watrobowych [11]. DIC jest gléwna przyczyna
koagulopatii wystepujacej w ostrych bialaczkach. Ro-
deghiero i wsp. [11] stwierdzili jednak, ze w przebiegu
zespotu DIC w ostrych biataczkach nie obserwuje sie
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statej i znaczacej redukcji osoczowych stezen PC i AT,
co jest charakterystyczne dla innych jednostek cho-
robowych powiklanych tym zespolem. Zaobserwo-
wali natomiast Scisla zalezno$¢ pomiedzy poziomem
inhibitoréw oraz ich synteza watrobowa.

Wazna role w prawidlowym funkcjonowaniu
uktadu antykoagulacyjnego biatka C spelniaja
komorki srodbtonka, ktore wykazuja czynne dzia-
lanie przeciwzakrzepowe poprzez wytwarzanie TM,
EPCR, tlenku azotu (NO), prostacykliny (PGIL,) [8].
Z tego wzgledu choroby zwiazane z uszkodzeniem
naczyn, w tym réznorodne infekcje, posocznica, jak
réwniez stan zapalny wystepujacy jako odpowiedz
immunologiczna w procesie nowotworowym, zmie-
niajq funkcje uktadu biatka C, m.in. zwiekszajac ste-
zenie rozpuszczalnej formy trombomoduliny (sTM)
[2]. W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano
znaczace, istotne statystycznie zwigkszenie steze-
nia osoczowej trombomoduliny w grupie pacjentow
z ostrymi bialaczkami, co moze swiadczy¢ o tocza-
cym si¢ procesie zapalnym z uszkodzeniem komoérek
Srodbtonka.

Trombomodulina oraz EPCR funkcjonuja jako
receptory i kofaktory reakcji hamowania krzepnie-
cia [12, 13]. W warunkach in vivo stezenie EPCR jest
wyzsze w duzych naczyniach, podczas gdy aktywacja
biatka C poprzez kompleksy trombina-TM zachodzi
gléwnie w mikrokrazeniu [2, 13]. Przypuszczano, ze
wiekszos¢ procesow aktywujacych biatko C odbywa
si¢ w drobnych naczyniach, z uwagi na wyzsze w nich
stezenie TM [13]. Waznym Srédblonkowym aktywa-
torem antykoagulacyjnego biatka C jest EPCR, ktory
znajduje si¢ w poblizu kompleksu trombina-TM
i nasila aktywacje PC. Taylor i wsp. [13] wykazali, ze
przy wysokim stezeniu EPCR, bedacym w nadmiarze
w stosunku do trombomoduliny, wzrost aktywacji
biatka C w warunkach in vivo jest zalezny od steze-
nia EPCR. Wrodzone badZ nabyte zmiany w poziomie
EPCR moga zatem determinowac¢ wystapienie miej-
scowych stanéw zakrzepowych.

Rozpuszczalna, osoczowa forma EPCR (sEPCR)
z tym samym powinowactwem wiaze PC i APC,
wykazujac efekty dziatania przeciwne do formy endo-
telialnej. sSEPCR hamuje antykoagulacyjna aktyw-
nos¢ APC, nasila odpowiedz zapalna oraz interferuje
z dzialaniem ochronnym endotelialnego EPCR [2].
W przeprowadzonych badaniach wykazano istotny
spadek stezen sEPCR u chorych na ostre biataczki.
By¢ moze jest to wynikiem obnizonej ekspresji endo-
telialnej formy EPCR, a w nastepstwie zmniejszonego
uwalniania do osocza. Wyzsze stezenia SEPCR w ALL
niz w AML moga przynajmniej w czesci odpowiadac
za wieksza sktonnos¢ do zakrzepicy w ostrej bialaczce
limfoblastyczne;j.

Obnizenie stezen bialek antykoagulacyjnych (PC,
PS) oraz wzrost stezen sTM, prowadzace do nadkrze-

pliwosci, kompensowane sa spadkiem stezenn sEPCR
u chorych na ostre biataczki.

Whioski

U pacjentéw z nowo rozpoznanymi ostrymi biatacz-
kami obserwuje sie obnizone stezenia biatek syntezo-
wanych w watrobie (PC, PS). Towarzyszy temu wzrost
sTM oraz obnizenie sEPCR - biatek wskazujacych
na uszkodzenie srédbtonka naczyn. Wspolistnienie
zmian prozakrzepowych i prokrwotocznych zapew-
nia utrzymanie wzglednej réwnowagi hemostatycznej
w poczatkowym etapie rozwoju choroby.
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