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Streszczenie

Wrodzone niedobory naturalnych antykoagulantow, ty. antytrombiny (AT), biatka C (PC) i biatka S
(PS), wystepujgce odpowiednio u 0,02-0,17%, 0,2-0,3% i 0,5% ogolnej populacji Europy, sq zwigzane
ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej (VTE), zarowno samoist-
nej, jak 1 wywolanej przejsciowym czynnikiem ryzyka, na przyklad zabiegiem operacyjnym. Czestosc
tych anomalii, w wigkszosci dziedziczonych autosomalnie dominujgco, szacuje si¢ na 0,5-4,9%
w przypadku AT, 3% w przypadku PC 1 2-12% w przypadku PS wsrod chorych po pierwszym incy-
dencie VTE. Jako testy przesiewowe przy podejrzeniu niedoboru AT, PC lub PS stosuje si¢ oznaczenie
aktywnosci tych bialek. Poza wtornymi przyczynami niedoborvow, takimi jak chorvoby waqtroby lub
cigza (w przypadku niedoboru PS), wynik testu aktywnosci moze byc niemiarodajny z powodu lecze-
nia przeciwzakrzepowego heparyng w przypadku AT i antagonistami witaminy K w przypadku PC
1 PS. Nie zaleca sig przeprowadzania badan u chorych z nowo rozpoznang zakrzepicq. Diagnostyka
laboratoryina wrodzonych niedoborow bialek antykoagulacyjnych powinna obejmowac zarowno testy
Jfunkcjonalne, jak 1 pomiar stezen antygenow AT, PC i PS w osoczu metodami immunologicznymi. Do
potwierdzenia wrodzonego defektu i identyfikacyi mutacyi w genach SERPINCI, PROC i PROSI1 ko-
dujqcych naturalne antykoagulanty — odpowiednio AT, PC i PS — stuzq bezposrednie sekwencjono-
wanie genow oraz, w czesci przypadkow, metoda multipleksowej amplifikacyi sondy zaleznej od ligacyi,
umozliwiajqca detekcje duplikacyi i duzych delecyi. Przeprowadzenie badan w kierunku niedoboru AT,
PC i PS zaleca wigkszos¢ ekspertow u pacjentow w mlodym wieku po epizodzie VITE bez wystgpienia
przejsciowych czynnikow ryzyka, szczegolnie przy dodatnim wywiadzie rodzinnym, nawracajgcych
incydentach VIE 1 zakvzepicy zylnej o nietypowej lokalizacyi. Niedobor AT obcigzony co najmniej
50-procentowym ryzykiem wystgpienia VTE w czasie zycia jako silna trombofilia jest wskazaniem do
przewleklej tevapii antykoagulacyjnej. Niedobory PC i PS u doroslych po pierwszym epizodzie zakrze-
powo-zatorowym nie sq w wigkszosci przypadkow wskazaniem do przewleklej antykoagulacyi, chyba ze
wspolistnieje inna trombofilia, na przyklad czynnik V Leiden lub mutacia G20210A genu protrombiny.

Stowa kluczowe: niedobér antytrombiny, niedobor biatka C, niedobér biatka S, zylna choroba
zakrzepowo-zatorowa, diagnostyka laboratoryjna
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Abstract

Inherited deficiencies of natural anticoagulants such as antithrombin (AT), protein C (PC) and
protein S (PS), with the prevalence of 0.02-0.17%, 0.2-0.3% and 0.5%, respectively, in the general
population of Europe, are associated with an increased risk of venous thromboembolism (VTE),
both spontaneous and induced by transient risk factor such as surgery. The frequency of these
abnormalities — inherited in most cases in an autosomal dominant pattern — is estimated at
0.5-4.9%, 3%, 2—12% of patients after the first incident of VTE. The activity assay as the initial
screening test of AT, PC or PS deficiencies is recommended. Beside the acquired causes of the
deficiencies such as liver disease or pregnancy (in the case of PS deficiency), activity tests can be
modified by anticoagulant treatments with heparin in case of AT and vitamin K antagonists in
case of PC and PS. It is also not vecommended to perform the laboratory investigation during
the acute phase of thrombotic event. The laboratory investigation of congenital deficiency of anti-
coagulant proteins should include analysis of both functional activity and measuvement of plasma
concentration of AT, PC as well as PS with immunological methods. To confirm the inherited
defect and identify mutations in the genes SERPINCI1, PROC and PROS1 encoding the natural
anticoagulants — respectively, AT, PC and PS — direct gene sequencing is used and in some cases
multiplex ligation-dependent probe amplification, which allows to detect large deletions and dupli-
cations. Testing for deficiency of AT, PC and PS are recommended by most experts in patients with
unprovoked episode of VTE at a young age, especially with positive family history of thrombosis,
recurrent VIE and thrombosis at unusual sites. AT deficiency with 50% risk of developing VTE
during lifetime as a severe thrombophilia is an indication for life-long anticoagulant thevapy. Defi-
ciencies of PC and PS in adults after the first VTE episode are not in most cases the indication for
chronic anticoagulation, unless other thrombophilias for example factor V Leiden or prothrombin

G20210A mutation coexist.

Key words: antithrombin deficiency, protein C deficiency, protein S deficiency, venous

thromboembolism, laboratory investigation

Wprowadzenie

Antytrombina (AT, antithrombin), biatko C
(PC, protein C) 1 biatko S (PS, protein S) to endo-
genne inhibitory procesu krzepniecia zapewniaja-
ce rownowage w ukladzie hemostazy. Wrodzony
niedobor naturalnych antykoagulantow jest gene-
tycznie uwarunkowanym stanem nadkrzepliwoS$ci
(trombofilig) predysponujacym do wystapienia zyl-
nej choroby zakrzepowo-zatorowej (VTE, venous
thromboembolism), definiowanej jako zakrzepica zyl
gltebokich (DVT, deep vein thrombosis) z zatorowos-
cia plucna (PE, pulmonary embolism) lub bez nie;j.
Sredni wiek wystapienia pierwszego epizodu za-
krzepowego jest zblizony w przypadku wszystkich
trzech defektéw i wynosi 30—40 lat [1]. Zakrzepica
zyl glebokich w niedoborze naturalnych antykoa-
gulantéw najczesSciej dotyczy konczyn dolnych, ale
poza tym moze wystapi¢ w nietypowej lokalizacji,
na przyktad w zytach gtebokich koficzyn gornych,
w zatokach zylnych moézgu, zytach nerkowych
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1 krezkowych [1, 2]. Zdarza sie rowniez zakrze-
powe zapalenie zyl powierzchownych konczyn
dolnych, czestsze w przypadku niedoboru PC 1 PS
w poréwnaniu z niedoborem AT [3]. Niedobory AT,
PC 1 PS moga rowniez uczestniczy¢ w patogenezie
zakrzepicy tetniczej, najczeScie] w postaci udarow
niedokrwiennych moézgu [4] 1, rzadziej, zawalu
serca [5].

Epizody VTE na tle niedoboru biatek anty-
koagulacyjnych najczeSciej cechuje tendencja do
nawracania i rodzinny charakter wystepowania,
moga by¢ samoistne lub wywotane wspoiwystepo-
waniem przejSciowych czynnikow ryzyka zakrze-
powego, takich jak: zabieg operacyjny (zwlaszcza
ortopedyczny), diugotrwate unieruchomienie,
cigza, polog czy doustne Srodki antykoncepcyjne
lub hormonalna terapia zastepcza [2, 6].

W przypadku podejrzenia trombofilii suge-
rowany przez Piazze [7] algorytm postepowania
obejmuje dwustopniowq strategie. Kolejno$¢ ba-
dan jest determinowana czestoscig wystepowania
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czynnikow ryzyka trombofilii, zwlaszcza w popu-
lacji z potwierdzong klinicznie VTE. W pierwszym
etapie badan diagnostycznych zaleca sie identyfi-
kacje mutacji czynnika V Leiden, mutacji G20210A
w genie protrombiny i badanie w kierunku zespotu
antyfosfolipidowego. Jezeli wyniki tych oznaczen
sq negatywne, to drugi etap badan jest ukierun-
kowany na diagnostyke niedoborow AT, PC i PS.
Z jednej strony wskazaniami do przeprowadzenia
badan w kierunku niedoboru biatek inhibitorowych
AT, PC 1 PS sa: VTE u osoby w wieku ponizej
30-40 lat bez wystapienia przejSciowych czynnikow
ryzyka, nawracajace incydenty VTE, zakrzepica
zylna o nietypowej lokalizacji, dodatni wywiad ro-
dzinny w kierunku VTE, incydenty VTE podczas
ciazy czy stosowanie egzogennych estrogenow
[7]. Jednak, z drugiej strony, Kyrle [8] sugeruje,
ze ze wzgledu na nieznacznie zwiekszone ryzyko
nawrotéow VTE badania przesiewowe w kierunku
wrodzonych niedoboréw AT, PC i PS u pacjentow
po pierwszym epizodzie zakrzepowym nie powinny
by¢ wykonywane rutynowo.

W niniejszym artykule podsumowano wiedze
o diagnostyce niedoboréw AT, PC i PS u dorosiych
pacjentow z wywiadem w kierunku incydentow
zakrzepowo-zatorowych kierowanych do poradni za-
burzen krzepniecia w celu wyja$nienia ich przyczyn.

Niedobor antytrombiny

Budowa i funkcja antytrombiny

Antytrombina jest najwazniejszym endogen-
nym inhibitorem procesu krzepniecia. To jed-
nolancuchowa glikoproteina, o masie 58 kDA,
skladajaca sie z 432 aminokwasow, w tym szeSciu
cystein tworzacych trzy mostki dwusiarczkowe.
Jest syntetyzowana giownie w watrobie, ale row-
niez przez komorki §rodblonka, megakariocyty
1 plytki krwi. Antytrombina nalezy do inhibitoréw
proteaz serynowych. Antykoagulacyjna aktywno$c
AT polega na inaktywacji trombiny (T, thrombin)
1 aktywnego czynnika X (Xa), w mniejszym stopniu
rowniez czynnikow IXa, XIa i XIla. Ponadto AT pelni
funkcje stabego inhibitora czynnika VlIla, ale tego
zwigzanego z czynnikiem tkankowym (TE, tissue
factor) [2]. Poza dzialaniem antykoagulacyjnym AT
wykazuje réwniez dzialanie przeciwzapalne, zmniej-
szajac zalezne od trombiny i czynnika Xa uwalnianie
cytokin prozapalnych. Poza tym AT poSrednio odgry-
wa role w hamowaniu aktywacji i agregacji plytek,
stymulujac uwalnianie prostacykliny przez komorki
Srodblonka naczyn [9]. Dodatkowo niezwigzana
z heparyng AT cechuje sie zdolno$ciag hamowania
elastazy i endopeptydazy uwalnianych w reakcji

zapalnej 1 bioracych udzial w uszkodzeniu $cian
naczyn krwiono$nych [2]. Dane pochodzace z badan
na zwierzetach wskazujg na nowg protekcyjng role
AT w uszkodzeniach watroby [10].

Dojrzate biatko AT ma dwie funkcjonalne
domeny — argininowe centrum reaktywne zloka-
lizowane na C-koncu AT 1 domene odpowiedzialng
za wigzanie glikozaminoglikandéw zlokalizowana
w N-terminalnej czeSci biatka AT. Centrum reak-
tywne dziala jak pseudosubstrat dla centrum reak-
tywnego proteaz serynowych, tworzac nieodwra-
calny kompleks (T-AT), usuwany z krazenia przez
uklad siateczkowo-§rodbtonkowy [11]. Podawana
egzogennie heparyna oraz naturalne glikozamino-
glikany, wystepujace na powierzchni §rodbtonka
naczyn, okolo 1000-krotnie zwiekszajg aktywno§¢é
inhibitorowa AT, ktéra w warunkach fizjologicznych
jest niska. Po zwigzaniu z heparyna AT ulega zmia-
nom konformacyjnym, ktore umozliwiajg interakcje
z aktywnym centrum proteaz serynowych. Utwo-
rzenie kompleksu miedzy AT, trombing i heparyna
diuzsza niz 18 jednostek cukrowych (w tym zawie-
rajacych specyficzng sekwencje pentasacharydowa)
jest niezbedne do hamowania trombiny przez AT,
natomiast hamowanie czynnika Xa przez AT jest
nasilane tylko przez zwiazanie sekwencji pentasa-
charydowej heparyny z AT [12].

Czasteczka AT przechodzi potranslacyjna
modyfikacje polegajaca na przylaczaniu wigzaniem
glikozydowym bocznych tancuchow cukrowych do
reszt kwasu asparaginowego w pozycjach Asn95,
Asnl35, Asnl55 i Asnl192. Taka glikozylowang
forme AT okre$la sie jako «-AT i stanowi 90% kra-
zacej AT. Pozostate 10% to 8-AT, ktora nie podlega
glikozylacji w pozycji Asnl35 1 wykazuje wieksze
powinowactwo do heparyny, jednak jej fizjologiczna
rola pozostaje niewyjas$niona [13].

Gen antytrombiny (SERPINCI) jest zlokali-
zowany na dlugim ramieniu chromosomu 1 (q23-
-25) 1 skiada sie z siedmiu eksonéw oraz szeSciu
intronow [2].

Klasyfikacja niedoboréw antytrombiny

Wyrdznia sie nabyty i wrodzony niedobér AT.
Nabyty niedobor AT (tab. 1) moze by¢ wynikiem
zaburzonej syntezy bialtka AT w przebiegu chorob
watroby, a takze nadmiernej utraty AT, na przy-
ktad w zespole nerczycowym. Efektem zuzycia
AT w czasie ostrej fazy incydentu zakrzepowego
1 w zespole rozsianego wykrzepiania wewnatrz-
naczyniowego (DIC, disseminated intravascular
coagulation) jest obnizenie jej aktywnosSci. Nabyty
deficyt AT obserwuje sie niekiedy w chorobach
nowotworowych [2, 14].
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Tabela 1. Nabyte przyczyny niedoboréw antytrombiny (AT),
biatka C (PC) i biatka S (PS)

Table 1. Causes of acquired antithrombin (AT), protein C
(PC) and protein S (PS) deficiency

Kategoria Przyczyny niedoboru

Obnizona synteza Choroby watroby
U wczesniakéw i noworodkow
Niedobdér witaminy K (dotyczy PC i PS)
Nadmierna utrata Zespot nerczycowy
Dializoterapia (dotyczy tylko AT)
Sepsa z DIC
Ostra faza epizodu zakrzepowego

i zwiekszone
zuzycie

Urazy wielonarzadowe

Rozlegte oparzenia

Operacja

Choroby nowotworowe

Stany zapalne (dotyczy PC i PS)
Czynniki
farmakologiczne

Terapia L-asparaginaza

Terapia heparyna (dotyczy tylko AT)
Terapia antagonistami witaminy K
(dotyczy PS i PC)

Dtugotrwata terapia estrogenami

Inne Cigza, HIV (dotyczy zwtaszcza PS)

DIC (disseminated intravascular coagulation) — zespét rozsianego wykrzepia-
nia wewnatrznaczyniowego; HIV (human immunodeficiency virus) — ludzki
wirus nabytego niedoboru odpornosci

Podstawa klasyfikacji wrodzonego niedoboru
AT s3a wyniki badan laboratoryjnych, w ktorych
okre§lano zar6wno aktywnos¢, jak i stezenie anty-
genu AT. Wyrdznia sie dwa typy wrodzonego nie-
doboru AT: typ I okreSlany jako niedobor ilo§ciowy
1typ II — niedobor jako$ciowy. W typie [ niedoboru
wystepuje ograniczenie syntezy nieprawidlowego
bialka, co prowadzi do zmniejszenia aktywnoSci
1 stezenia AT w osoczu. Typ II natomiast polega
na zmniejszeniu aktywnos$ci AT przy prawidlowym
stezeniu AT w osoczu. Sytuacja ta jest spowodo-
wana obecno$cig w krazeniu dysfunkcjonalnego
biatka [2]. W obrebie jakoSciowego defektu AT
wyrozniono trzy podtypy. Podtyp II-RS (reactive
site) jest wynikiem mutacji w obrebie centrum
reaktywnego AT i wigze sie z duzym ryzykiem
wystapienia zakrzepicy. W przypadku podtypu
II-HBS (heparin binding site) mutacje dotycza
domeny wiazacej heparyne, a ryzyko wystapienia
epizodow zakrzepowych jest najnizsze. Podtyp II-
-PE (pleiotropic effect) obejmuje plejotropowa grupe
mutacji w AT, ktore sg przyczyna upoSledzenia jej
funkcji, ale rowniez powodujg obnizenie stezenia
antygenu AT w osoczu poprzez zmiane struktu-
ralnej integralnoSci i stabilnoSci tego biatka [15].

Wrodzony niedob6r AT jest schorzeniem
dziedziczonym w sposob autosomalny dominuja-

cy 1 wiekszo$¢ chorych to heterozygoty. Bardzo
rzadko wystepujace homozygoty opisano z mutacja
w czasteczce AT w obrebie domeny wigzacej he-
paryne (podtyp II-HBS niedoboru AT), u ktérych
zakrzepica zylna lub tetnicza moze sie pojawié juz
w okresie noworodkowym [11, 16].

Epidemiologia
wrodzonego niedoboru antytrombiny
Niedobor AT opisano najwczesniej ze wszyst-
kich niedoborow biatek antykoagulacyjnych, bo juz
w 1965 roku [17]; wiaze sie z najwyzszym ryzykiem
(siegajacym 50%) wystapienia VTE w okresie zy-
cia, a ryzyko to wzrasta z wiekiem [1]. Wrodzony
niedobor AT jest rzadkim defektem genetycznym
1 wystepuje w populacji ogolnej z czestoscig 0,02—
-0,17% [18]. Wsréd pacjentow z potwierdzona Kli-
nicznie VTE niedobér AT stwierdza sie u 0,5-4,9%
0s6b 11 0,5-7,0% o0sob z rodzinng trombofilig [19].
W populacji ogélnej typ II niedoboru AT wystepu-
je czeSciej niz typ I, przy czym wsrod pacjentow
z VTE w okoto 80% przypadkéw zdiagnozowano
typ I niedoboru AT [2].

Diagnostyka laboratoryjna
wrodzonego niedoboru antytrombiny

Jak ukazano na rycinie 1, w diagnostyce labora-
toryjnej w celu wykrycia niedoboru AT jako badanie
przesiewowe stosuje sie test aktywnos$ci AT meto-
da chromogenng [20], poniewaz aktywno§¢ AT jest
obnizona w obu typach niedoboru [21]. Oznaczanie
aktywno$ci AT metoda chromogenng opiera sie na
pomiarze stopnia hamowania trombiny lub czynni-
ka Xa przez AT, pochodzaca z probki pacjenta po
dodaniu heparyny, w obecnoSci tak zwanego sub-
stratu chromogennego, ktory zawiera specyficzny
peptyd polaczony z barwnym zwiazkiem, zazwy-
czaj p-nitroaniling (p-NA). Pozostajace aktywne
proteazy, ktorych AT nie zahamowala, katalizuja
hydrolize wigzania peptyd—p-NA 1 uwalniajg p-NA,
ktorej 1loS¢ jest mierzona spektrofotometrycznie.
Aktywnos$¢ AT w badanej probce jest odwrotnie
proporcjonalna do intensywnos$ci zabarwienia [22].
W rutynowej diagnostyce obecnie czeSciej stosuje
sie test z zastosowaniem czynnika Xa niz trombiny,
poniewaz w teScie aktywnosci z uzyciem trombi-
ny wyniki moga by¢ zawyzone przez kofaktor II
heparyny, ktory jest naturalnym inhibitorem tylko
trombiny, a nie czynnika Xa. Interferencja kofaktora
II heparyny w teScie z uzyciem trombiny ma szcze-
gblne znaczenie u pacjentéw poddanych terapii
heparyng i bezpoSrednimi inhibitorami trombiny,
na przyktad biwalirudyna lub dabigatranem [23,
24]. Jednak w zakresie wykrywania niektorych

www.hematologia.viamedica.pl 215



Hematologia 2014, tom 5, nr 3

L. NORMA
Aktywnos¢ AT >
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v
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Czy pacjent jest poddany
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inhibitorami trombiny?
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v
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trombiny, to nalezy go powtorzyc
po zakonczeniu terapii
NIE_ Niedobér AT wykluczony
NIE

LTAK

v

Powtorzy¢ test
po ustapieniu nabytych
czynnikéw niedoboru AT

Rycina 1. Algorytm postepowania diagnostycznego we wro-
dzonym niedoborze antytrombiny (AT) (zmienione na podsta-

wie [20])

Figure 1. A diagnostic algorithm of hereditary antithrombin (AT)

deficiency (modified based on [20])

podtypow w typie II niedoboru AT test funkcjo-
nalny oparty na hamowaniu czynnika Xa jest mniej
wrazliwy [25]. Opisano réwniez takie warianty
AT, na przyktad AT Cambridge II, ktore moga by¢
wykryte jedynie dzieki zastosowaniu wiecej niz
jednego testu lub dzieki odpowiedniej modyfikacji
(skrocenie czasu preinkubacji) metody pomiarowe;j
z uzyciem trombiny [26, 27]. Ze wzgledu na to, ze
w testach funkcjonalnych do okreslania aktywno-
Sci AT wykorzystuje sie heparyne, wynik zalezy
zarowno od zdolno$ci AT do wigzania heparyny, jak
1 mozliwo$ci inhibicyjnych AT. Dlatego podtyp II-
-HBS, charakteryzujacy sie nieprawidlowym wigza-
niem heparyny, moze by¢ zidentyfikowany jedynie
w teScie okreSlajacym aktywno§¢ AT, niezaleznie
od zdolnoSci wigzania heparyny z zastosowaniem
czynnika Xa, przy catkowitym braku heparyny lub
bardzo niskim jej stezeniu i przedtuzonym czasie
inkubacji (tzw. test progresywny) [28].
Aktywno§¢ AT w wiekszosci laboratoriow jest
wyrazana w procentach, a przedzial referencyjny
wynosi 80-120%, gdzie 100% odpowiada aktywno-
Sci 1 jednostki AT w 1 ml osocza referencyjnego
[21]. U wiekszoSci heterozygotycznych pacjentow

» Oznaczy¢ stezenie antygenu AT

}

Czy stezenie antygenu AT
jest obnizone?

TAK NIE
A A 4
Niedobor AT Niedobér AT
: iz typu II: obnizona
typu |: obnizone O
aktywnos¢ ywr
i stezeni przy prawidtowym
1 stezenie Widl
antygenu AT stezeniu
i 4 antygenu AT
(niedobor Y ;
ilosciowy) (niedobor
jakosciowy)

v

v

W celu potwierdzenia niedoboru
nalezy powtdrzyc test w pdzniejszym
terminie, przebada¢ krewnych,
sekwencjonowac gen AT

z wrodzonym niedoborem AT jej aktywno§¢ mieSci
sie w przedziale 40-60% [2]. W przypadku uzyska-
nia nieprawidlowej wartos$ci w tescie aktywnoSci
AT, jak rowniez wtedy, gdy wynik pozostaje na
granicy normy (przedzial 70-80%), rekomenduje
sie przeprowadzenie testu potwierdzajgcego na
nowej probce. Aby potwierdzi¢ istnienie niedoboru,
gdy wynik testu funkcjonalnego jest obnizony oraz
okresli¢ typ niedoboru, nalezy oznaczy¢ stezenie
antygenu AT w osoczu pacjenta odpowiednig meto-
da immunologiczng [21]. Obecnie najczeSciej stosu-
je sie nefelometryczny pomiar, ktéry polega na re-
jestracji zmian zmetnienia roztworu podczas reakcji
AT z komplementarnym przeciwciatem. Warto§ci
referencyjne stezenia AT w osoczu w przypadku
zastosowania metody nefelometrycznej wynosza
0,19-0,31 g/1. Test immunoenzymatyczny (ELISA,
enzyme-linked immunosorbent assay) pozwala na
okreSlenie stezenia antygenu AT z uzyciem spe-
cyficznych przeciwcial sprzezonych z enzymem, po
dodaniu odpowiedniego chromogennego substratu.
Kolejne metody, obecnie rzadziej wykorzystywane,
stuzace do ilo$ciowego okre§lenia stezenia antyge-
nu AT, to immunodyfuzja radialna i immunoelektro-
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foreza wedlug Laurella. Podstawa immunodyfuzji
radialnej jest pomiar pierScienia precypitacyjnego
powstalego w agarozie w wyniku interakcji mie-
dzy antygenem 1 specyficznym przeciwcialem
znajdujacym sie w zelu. Immunoelektroforeza
wedlug Laurella natomiast to metoda ilo§ciowa
bedaca polaczeniem dwoch technik — immuno-
dyfuzji radialnej i elektroforezy. W metodzie tej
antygen przemieszcza sie w zelu umieszczonym
w polu elektrycznym zawierajacym unieruchomio-
ne przeciwciala — stezenie antygenu okreSla sie
na podstawie wysokoS§ci szczytow precypitacyjnych
powstalych wtedy, gdy antygen zostanie w caloSci
Zwigzany przez przeciwciala.

Zastosowanie dodatkowej techniki ogniskowania
izoelektrycznego, ktora polega na rozdziale elektro-
foretycznym bialek w zelach poliakrylamidowych
o odpowiednim gradiencie pH, umozliwia analize
procesu glikozylacji czasteczki AT. W metodzie tej
roznice w zakresie ruchliwos$ci elektroforetycznej
wynikaja z odmiennego punktu izoelektrycznego (pl)
nieprawidlowej izoformy AT o réznym stopniu gliko-
zylacji, w efekcie czego wystepuje wiecej niz jeden
prazek AT. Nieprawidlowa glikozylacja czasteczki
AT jest podlozem niedawno odkrytej nowej postaci
niedoboru AT. Mutacja polegajaca na zamianie kwasu
asparaginowego na treonine w pozycji 135 fancucha
peptydowego AT powoduje wzrost stezenia w osoczu
frakcji B-AT do okoto 30%, maskujac w badaniach
laboratoryjnych (wyniki na granicy normy) jako§-
ciowy 1iloSciowy niedobo6r AT [29]. Mutacje bedace
przyczyna niewlaSciwego procesu glikozylacji AT
mogg dotyczy¢ czasteczki AT lub enzymo6w bioracych
udzial w syntezie N-glikanow [30].

W diagnostyce laboratoryjnej wrodzonego
niedoboru AT nalezy wykluczy¢ przyczyny niedo-
boru nabytego (tab. 1). Przy interpretacji wynikow
trzeba rowniez uwzglednié leczenie przeciwzakrze-
powe heparyna, ktéra powoduje obnizenie stezenia
AT nawet do 30% poprzez nasilenie formowania
nieodwracalnych komplekséw T-AT w osoczu
1inaktywacji AT. Z tego wzgledu przeprowadzenie
badan w kierunku niedoboru AT zaleca sie okolo
5 dni po zakonczeniu terapii. Nie zaleca sie prze-
prowadzania badan w trakcie ostrej fazy zakrze-
powej, aby unikna¢ wynikow falszywie dodatnich.
Oznaczenia najlepiej wykonac¢ 3-6 miesiecy po
wystapieniu epizodu VTE [21].

Diagnostyka molekularna
wrodzonego niedoboru antytrombiny

Analiza molekularna wrodzonego niedoboru
AT nie jest stosowana w rutynowej diagnostyce.
Jednak identyfikacja mutacji genu SERPINCI me-

todami biologii molekularnej pozwala na potwier-
dzenie klinicznie rozpoznanego wrodzonego niedo-
boru AT, a ponadto moze by¢ pomocna w okreSleniu
typu niedoboru i oszacowaniu ryzyka rozwoju VTE.
Diagnostyke genetyczna mozna przeprowadzic¢
nawet w ostrej fazie choroby i podczas leczenia
przeciwzakrzepowego, poniewaz materialem do
badan jest DNA izolowane z krwi obwodowe;.

Bezposrednie sekwencjonowanie, zwykle me-
toda Sangera, jest podstawowg technikg molekular-
na umozliwiajaca identyfikacje zmian na poziomie
DNA i polega na ustaleniu kolejno§ci nukleotydow
w analizowanym genie. Aby okresli¢ charakter
zmiany, przeprowadza sie analize wplywu mutacji
na wlasciwos$ci biologiczne biatka z uzyciem odpo-
wiednich programow komputerowych oraz porow-
nawcza analize miedzygatunkowa, ktora umozliwia
okreS§lenie stopnia ewolucyjnego konserwowania
zmutowanego podstawnika [31]. Uzupelnieniem
sekwencjonowania genu, ktére umozliwia identy-
fikacje substytucji oraz matych (kilka par zasad)
delecjiiinsercji, czesto jest analiza multipleksowej
amplifikacji sondy zaleznej od ligacji (MLPA, mul-
tiplex ligation-dependent probe amplification). Me-
tode te stosuje sie w celu wykrycia duzych delecji
obejmujacych jeden lub kilka eksonow albo nawet
caly gen, co w klasycznym sekwencjonowaniu nie
jest mozliwe. W metodzie MLPA wykorzystuje
sie specyficzne sondy hybrydyzujace do komple-
mentarnych badanych sekwencji DNA. Sondy te
sa konstruowane z dwoch fragmentow, ktore po
hybrydyzacji do badanego obszaru ulegaja ligacji
1 nastepnie amplifikacji podczas reakcji tancucho-
wej polimerazy (PCR, polymerase chain reaction).
Uzyskane produkty amplifikacji sg identyfikowane
1 okreslane ilo§ciowo metoda elektroforezy kapi-
larnej. Ilo§¢ produktu zalezy bezposrednio od iloSci
matrycy, co jest widoczne jako zmiana intensywno-
Sci fluorescencji podczas rozdziatu w elektroforezie
kapilarnej w stosunku do préob referencyjnych [32].

Jezeli bezposrednie sekwencjonowanie ani
analiza MLPA nie wykazaly obecnoSci mutacji
w genie SERPINCI1 w przypadku badania AT,
a u pacjenta utrzymuje sie jej obnizona aktywnos¢,
to warto przeprowadzi¢ analize glikozylacji AT
technika ogniskowania izoelektrycznego (opisa-
no wczesniej).

Mutacje bedace przyczyng niedoboru AT
stanowia niejednorodng grupe. NajczeSciej wy-
stepujgce mutacje typu zmiany sensu polegaja na
zamianie pojedynczego nukleotydu w kodonie,
czego konsekwencja jest zamiana aminokwasu
w kodowanym biatku. Mutacje zmiany sensu doty-
czace peptydu sygnatowego AT moga zahamowaé
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transport przez bfony komorkowe 1 sekrecje zmu-
towanego wariantu biatka do osocza. Efektem
mutacji powodujacych substytucje aminokwasow
zaangazowanych w tworzenie struktur przestrzen-
nych biatka moze by¢ wewnatrzkomorkowa de-
gradacja, czemu towarzyszy osoczowy niedobor
AT. Mniej powszechne s3 mutacje nonsensowne,
w ktorych przedwczesne wprowadzenie jednego
z kodonow ,,stop” wigze sie z syntezg skroconego
biaika, co znaczaco wplywa na jego funkcje. Z kolei
mutacje miejsc splicingowych dotycza polaczen
intron—ekson i moga prowadzi¢ do nieprawidiowego
sktadania mRNA, czego skutkiem jest powstanie
niestabilnego bialka. Rzadko wystepujace delecje
1 insercje powoduja przesuniecie ramki odczytu
1 powstanie niefunkcjonalnego biatka [2].

Profil mutacji w genie SERPINCI1 odpowie-
dzialnych za niedobdr AT okre$lono w populacji
niemieckiej [33]. Uzyskane wyniki sg spojne z da-
nymi opublikowanymi w Bazie Danych Mutacji
Genetycznych Czltowieka (HGMD, Human Gene
Mutation Database), http://www.hgmd.org. W bada-
nej populacji pacjentdw z niedoborem AT mutacje
zmiany sensu stanowily okolo 71% wszystkich
mutacji, a kolejno mutacje miejsc splicingowych
okolo 8% 1 mutacje nonsensowne okoto 7%. Krot-
kie delecje, insercje 1 duplikacje lacznie wystapily
u okolo 9% pacjentow. Duze delecje, obejmujace
nawet cale eksony, wykryto w 5% przypadkow [33].

Ze wzgledu na najwyzsza (83,5%) wykrywal-
no$¢ mutacji w genie SERPINCI, u pacjentow
z niedoborem AT wskazane jest przeprowadzenie
diagnostyki molekularnej, nawet u osob z nieznacz-
nie obnizong aktywnosScig AT (70-75%) [33].

Niedobor biatka C

Budowa i czynno$§¢ biatka C

Biatko C jest zalezng od witaminy K proteaza
serynowa o masie 62 kDa, zlozona z lancucha
ciezkiego (41 kDa) z domena katalityczna 1 fan-
cucha lekkiego (21 kDa), polaczonych mostkiem
dwusiarczkowym miedzy Cys141 1 Cys265 [34].
Bialko to jest syntetyzowane glownie w watrobie,
ale rowniez przez komorki Srodblonka, nerek, pluc
1najadrza w postaci pojedynczego tancucha polipep-
tydowego zlozonego z 461 aminokwasow. Region
N-koncowy tancucha lekkiego PC zawiera domeny
Gla, sktadajace sie z 9 reszt kwasu glutaminowego
ulegajacego karboksylacji podczas potranslacyjnej
modyfikacji do kwasu y-karhoksyglutaminowego,
potrzebnego do prawidlowego wigzania jonoéw
Ca2*. W obecno$ci jonéw Ca®* domena Gla od-
dzialuje z ujemnie natadowanymi fosfolipidami

(fosfatydyloseryna, fosfatydyloetanoloamina) na
powierzchni komorek, a takze jest glownym miej-
scem interakcji PC ze Srédbtonkowym receptorem
biatka C (EPCR, endothelial protein C receptor)
[35]. Proteolityczna aktywacja proenzymu PC
do aktywnego PC (APC, activated PC) polega
na hydrolizie wiazania Argl69-Leul70, ktory
uwalnia 12-aminokwasowy peptyd aktywacyjny
z N-koncowej czesci fancucha ciezkiego [34]. Re-
akcja ta zachodzi w obecno$ci trombiny zwigzane;j
z trombomoduling na powierzchni komorek §rod-
blonkaijest wzmacniana okoto 20 razy po polacze-
niu sie PC z EPCR [36]. Po aktywacji czeS¢ APC
oddysocjowuje od EPCR, wiaze sie z fosfolipidami
blony komoérkowej, gdzie degraduje i inaktywuje
kofaktory generacji trombiny, czyli czynnika Va, dla
ktorego charakterystycznymi miejscami hydrolizy
jest Arg w pozycjach 306, 506 i 679, i czynnika
VIlIa przy Arg 336, 562 1 740 [34, 37]. Procesy te
przebiegajag w obecno$ci jondow Ca? ™, fosfolipidow
1 PS jako kofaktora reakcji. Aktywne PC hamuje
aktywowany trombing inhibitor fibrynolizy (TAFI,
thrombin activatable fibrinolysis inhibitor), przez co
posrednio moze nasilac fibrynolize [38]. Fibrynoliza
jest rowniez stymulowana przez zdolno§¢ APC do
wigzania inhibitora tego procesu, jakim jest inhibi-
tor aktywatora plazminogenu 1 (PAI-1, plasminogen
actiwator inhibitor 1) [39].

Coraz wiecej doniesienn wskazuje na to, ze
ukiad PC, oprocz swoich znanych wtaSciwoSci
przeciwzakrzepowych, peini wiele dodatkowych
funkcji, miedzy innymi dziala przeciwapoptotycznie
1 przeciwzapalnie, w tym hamuje ekspresje genow
cytokin prozapalnych i molekut adhezyjnych,
oslabia migracje neutrofili 1 uwalnia ich mediatory
[40-42]. Wykazano, ze APC dziala cytoprotekcyjnie
w $rodblonku, a takze w stosunku do limfocytow,
komorek dendrytycznych czy neurondow [40, 42].

Gen kontrolujacy synteze PC (PROC) znajduje
sie na chromosomie 2 w pozycji 2q13-ql4 i zawiera
dziewie¢ eksonow kodujacych 1,7 kb mRNA. Ekson
1 jest eksonem niekodujacym oddzielonym diugim
intronem od inicjujacego kodonu ATG, co jest wy-
jatkowym zjawiskiem wsrod czynnikow zaleznych
od witaminy K [43].

Klasyfikacja niedoboru biatka C

Niedob6r PC moze by¢ nabyty lub wrodzony.
Przyczyny nabytego niedoboru PC przedstawiono
w tabeli 1. Biatko C jest biatkiem zaleznym od
witaminy K, dlatego niedobdér witaminy K i tera-
pia antagonistami witaminy K (VKA, vitamin K
antagonist) powoduja zmniejszenie aktywnosSci
PC. Zaburzona synteza PC wystepuje w przebiegu
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chorob watroby. Podobnie jak w przypadku AT,
spadek aktywnosci PC w wyniku nadmiernego
zuzycia jest efektem ostrej fazy zakrzepowej, DIC
czy zabiegow operacyjnych [6, 43].

Klasyfikacja wrodzonego niedoboru PC, po-
dobna jak w przypadku niedoboru AT, obejmuje
dwa giéwne typy: typ I — niedobor iloSciowy
(zmniejszona synteza nieprawidlowego bialka,
co powoduje spadki aktywnosci i stezenia PC
w osoczu) i typ II — niedobor jako$ciowy (spadek
aktywnosci PC przy prawidlowym stezeniu PC
w osoczu). Wyrdznia sie dwa podtypy w obrebie
typu I, tj. podtypy Ila i IIb. W podtypie Ila wyste-
puje zmniejszona aktywno§¢ PC, zarowno ustalona
metoda koagulometryczna, jak 1 za pomoca testu
amidolitycznego, natomiast w podtypie IIb zmniej-
szona aktywno$¢ jest wykazana tylko za pomoca
testu koagulometrycznego [6].

Wrodzony niedobor PC jest dziedziczony
autosomalnie dominujaco, przy czym wiekszo$¢
mutacji ma charakter heterozygotyczny. Homo-
zygoty z mutacja genu PROC s3 bardzo rzadkie
1wigza sie z piorunujaca plamicg i DIC wystepujaca
u noworodkow [44, 45].

Epidemiologia wrodzonego niedoboru biatka C
Niedobor PC po raz pierwszy opisali Griffin
1 wsp. w 1981 roku [46]. Heterozygotyczny nie-
dobor PC wystepuje u 6% rodzin z trombofilia,
u 3% pacjentow z pierwszym epizodem DVT oraz
u 0,2-0,3% o0s6b zdrowych [47]. U prawie 75%
pacjentow z niedoborem PC stwierdza sie typ I,
a u pozostalych 25% typ Ila stanowi 95% przypad-
kow. Typ IIb wystepuje niezmiernie rzadko [6].

Diagnostyka laboratoryjna
wrodzonego niedoboru bialka C

Podobnie jak w przypadku niedoboru AT,
oznaczenie aktywnos$ci PC jest badaniem prze-
siewowym w przypadku podejrzenia niedoboru
PC (ryc. 2) [48]. Testy funkcjonalne wymagaja
wstepnej aktywacji plazmatycznego PC 1 opieraja
sie na pomiarze antykoagulacyjnej aktywnosci APC
wobec naturalnych substratow, czyli czynnika Va
1 czynnika VIIIa lub na pomiarze aktywnos$ci ami-
dolitycznej wobec syntetycznego substratu w te-
Scie chromogennym. W diagnostyce wrodzonych
niedoborow PC nalezy stosowac funkcjonalne testy
koagulometryczne: czas czeSciowej tromboplasty-
ny po aktywacji (APTT, activated partial thrombo-
plastin time), rzadziej — czas protrombinowy (PT,
prothrombin time), czas Krzepniecia w obecnoSci
jadu zmii Russella (RVVT, Russell’s viper venom
time) [22].

Na wynik testu krzepnieciowego wplywa
wiele czynnikdéw, miedzy innymi oporno$¢ na
APC, wysoka warto$¢ czynnika VIII (> 150%),
obecnos$¢ antykoagulantu tocznia (LA, lupus an-
tykoagulant) czy terapia bezpoSrednimi inhibito-
rami trombiny, istnieje wiec ryzyko otrzymania
fatszywych wynikow. Jednak, aby temu zapobiec,
mozna zastosowacé test amidolityczny po wczes-
niejszej aktywacji PC aktywatorem wyizolowa-
nym z jadu weza — mokasyna miedzioglowego
[24]. Test ten pozwala wykryc wiekszo$§¢, ale nie
wszystkie funkcjonalne defekty PC. Test chromo-
genny jest specyficzny dla wykrycia dysfunkc;ji
katalitycznej PC, ale poniewaz jest niezalezny od
fosfolipidow, to uposledzone wigzanie fosfolipi-
dow z powodu mutacji w genie PROC nie zostanie
wykryte za jego pomoca. Podobnie moze sie staé
w przypadku, gdy dysfunkcja PC jest spowodo-
wana defektem w obrebie centrum aktywnego
odpowiedzialnego za inaktywacje naturalnych
substratow [49]. Ponadto zastosowanie metody
funkcjonalnej, opartej na pomiarze aktywnosci
amidolitycznej, moze spowodowac niewykrycie
podtypu IIb niedoboru PC, w ktéorym aktywnos$¢é
PC mierzona ta metoda pozostaje w normie,
a obserwuje sie zmniejszenie aktywnos$ci PC
w testach krzepnieciowych [50].

Aby okresli¢ typ niedoboru PC po przeprowa-
dzonym teScie funkcjonalnym, nalezy metodami
immunologicznymi, podobnymi jak w przypadku
pomiaru stezenia AT, okresli¢ stezenie antygenu
PC. Warto$ci prawidiowe dla aktywnos$ci PC to
70-130%, a dla stezenia w osoczu — 2—6 mg/1 [22].

Strategia diagnostyczna wrodzonego niedobo-
ru PC powinna umozliwi¢ wykluczenie przyczyny
niedoboru nabytego (tab. 1). W interpretacji wy-
nikdw nalezy uwzgledni¢ rowniez wplyw lekow
na badane parametry. Oznaczen PC nie nalezy
wykonywaé u pacjentéow przyjmujacych VKA. Re-
komenduje sie przeprowadzenie badania 10-14 dni
po odstawieniu VKA; na ten czas mozna wigczyé
leczenie heparyng [48].

Diagnostyka molekularna
wrodzonego niedoboru biatka C

Metody molekularne stosowane w diagnostyce
niedoboru PC s3 takie same, jak wcze$niej opisane
w odniesieniu do niedoboru AT.

Mutacje powodujace niedobdr PC, podobnie
jak w przypadku AT, stanowia heterogenng grupe.
Profil mutacji w genie PROC odpowiedzialnych za
niedobo6r PC okre§lono w populacji niemieckiej,
a wykrywalno$¢ mutacji wynosita 70-80% [33]. Nie-
dobor PC najczeSciej byt wywolany przez mutacje
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Aktywnos¢ PC
okreslono w tescie
krzepnieciowym
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witaminy K? Niedobér PC typu II:
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NIE | w teécie chromogennym R Powtorzyc test aktywnos¢ przy
lub krzepnieciowym > TAK po ustapieniu i stezenie prawidiowym
2 uzyciem aktywatora RVV "] nabytych czynnikéw antygenu PC stezeniu
c niedoboru PC (niedobor antygenu AT
rzzlc’zsqn ilosciowy) (niedobor
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Czy aktywnosc czynnika VIl NIE > NIE | Oznaczenie stezenia Czy stezenie antygenu PC
jest podwyzszona? d antygenu PC jest obnizone?

Okresli¢ aktywnos¢ PC w tescie chromogennym lub krzepnieciowym RVV

Rycina 2. Algorytm postepowania diagnostycznego we wrodzonym niedoborze biatka C (PC) (zmienione na podstawie
[48]); RVV — jad zmii Russella; APTT — czas cze$ciowej tromboplastyny po aktywac;ji

Figure 2. A diagnostic algorithm of hereditary protein C (PC) deficiency (modified based on [48]); RVV — Russell’'s
viper venom; APTT — activated partial thromboplastin time

zmiany sensu (odpowiednio 78%), a nastepnie
mutacje nonsensowne (11%), mutacje wplywajace
na splicing (7%), mate duplikacje/insercje/delecje
(2%) oraz duze delecje (2%) [33]. U pacjentow
z aktywnos$cig PC powyzej 70% nie zaleca sie
poszerzenia diagnostyki o analize genu PROC ze
wzgledu bardzo mate prawdopodobienstwo wykry-
cia mutacji [33].

Niedobor biatka S

Budowa i czynno$¢ biatka S

Biatko S jest kolejnym, zaleznym od witaminy
K naturalnym antykoagulantem. Dojrzate PS to jed-
nolaficuchowa glikoproteina o masie 75 kDa skfa-
dajaca sie z 635 aminokwasow. Biatko S pelni role
kofaktora antykoagulacyjnego dziatania APC i jest
syntetyzowane gléwnie przez hepatocyty, a takze
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przez komorki srodbtonka, komorki Srodmiazszowe
Leydiga 1 megakariocyty. Okolo 60% PS tworzy
niekowalencyjne kompleksy z biatkiem wigzacym
dopelniacz (C4BP, C4b-binding protein), natomiast
pozostale 40% to wolna forma PS [51]. Obie formy
PS moga stuzy¢ jako kofaktory APC w proteolizie
aktywnego czynnika Va i czynnika VIIla, ale wolna
forma PS jest bardziej efektywna [52]. Wszystkie
czynniki zwiekszajace stezenie skiadowej dopel-
niacza C4BP ograniczaja dostepno$é PS 1 w ten
sposob hamujg aktywno§¢ ukiadu PC (tab. 1) [22].
Biatko S wykazuje najwieksze sposrod wszystkich
bialek zaleznych od witaminy K powinowactwo
do ujemnie natadowanych fosfolipidow bionowych
1 dzieki temu powoduje wzrost powinowactwa
APC do tych fosfolipidow. Dowiedziono rowniez,
ze bialko to cechuje niezalezna od APC aktywno§¢
przeciwkrzepliwa (bezpo$rednie hamowanie kom-
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pleksu protrombinazy i tenazy) [53, 54]. Dodatkowo
PS inaktywuje czynnik Xa, bedac kofaktorem in-
hibitora szlaku czynnika tkankowego (TFPI, tissue
Jactor pathway inhibitor) oraz wzmacnia fibrynolize
przez obnizenie aktywnos$ci TAFI [55].

Zarowno aktywny gen dla PS (PROSI), jak
1 transkrypcyjnie nieaktywny pseudogen (PROS2)
jest zlokalizowany na chromosomie 3 w pozycji
3q11.1-3q11.2 i wykazuje 97-procentowa homolo-
gie. Gen PROSI1 zawiera 15 eksonow kodujacych
3,5 kb mRNA. Obecno§¢ PROS2 moze utrudniac
rozpoznanie wrodzonego niedoboru PS [43].

Klasyfikacja niedoboru biatka S

Wyroznia sie nabyty i wrodzony niedobor
PS. Przyczyny nabytego niedoboru PS (tab. 1) sg
w wiekszoSci przypadkow takie same, jak niedo-
boru PC. Nalezy zaznaczy¢, ze niedobor PS obser-
wuje sie u kobiet od poczatku ciazy i u pacjentow
z zespolem nabytego niedoboru odpornosci (AIDS,
acquived immunodeficiency syndrome) [6, 43]. Ge-
netycznie uwarunkowany niedobor PS dzieli sie na
trzy typy: typ I — obnizenie stezen catkowitego
1 wolnego PS oraz obnizona jego aktywnos¢; typ 11
— prawidlowe stezenia catkowitego i wolnego PS,
ale obnizona jego aktywno§¢; typ III — obnizone
stezenie wolnej frakcji i aktywnosci PS przy pra-
widlowym stezeniu calkowitego PS [56].

Niedobor PS dziedziczy sie w sposob auto-
somalny dominujacy. Heterozygotyczny niedobor
wystepuje w wiekszoSci przypadkow. Homozygo-
tyczne deficyty PS prowadza do zakrzepicy wyste-
pujacej juz w okresie noworodkowym 1 majg postac
plamicy piorunujacej [43].

Epidemiologia wrodzonego niedoboru biatka S

Niedobér PS poraz pierwszy opisano w 1984 roku
[57]. Niedobor ten stwierdza sie czeSciej niz niedo-
bér PC, a jego wystepowanie szacuje sie na mniej
niz 0,5% w ogolnej populacji europejskiej i 2-12%
wérod pacjentow z VTE [58]. Pacjenci z niedobo-
rem typu I 1 III stanowig 95% wszystkich pacjentow
z niedoborem PS [43].

Diagnostyka laboratoryjna niedoboru biatka S

Diagnostycznie niedobo6r PS stwarza najwiecej
trudno$ci spo$rod wszystkich wrodzonych czyn-
nikow lezacych u podstaw trombofilii. Sytuacja ta
jest czeSciowo spowodowana specyfika PS, ktore
wykazuje funkcje antykoagulacyjne, ale nie prze-
jawia aktywno$ci enzymatycznej. Dostepne funk-
cjonalne testy sg oparte na pomiarze aktywno$ci
PS jako kofaktora APC, z tego powodu oporno$é
na APC, podwyzszona aktywno$¢ czynnika VIII

czy obecno$§¢ LA w duzym stopniu wplywaja na
wynik koncowy [24]. Podobnie jak w przypadku PC
aktywno$¢ PS jest oznaczana zaré6wno metodami
koagulometrycznymi, jak i metodg chromogenna.
W testach tych okresla sie szybko$¢ inaktywacji
czynnika Va przez dodany do badanej probki APC.
W tej sytuacji szybko$¢ inaktywacji czynnika Va
zalezy od stezenia i aktywnos$ci PS bedacego ko-
faktorem PC [24].

Po stwierdzeniu obnizonej warto$ci w teScie
aktywno$ci PS nalezy oznaczy¢ stezenie antygenu
PS w osoczu. Oznaczenie to metoda ELISA stwa-
rza pewne trudnoSci ze wzgledu na fakt, ze okolo
60% PS wystepuje w formie zwiazanej z biatkiem
wiazacym skiadowa C4b ukladu dopelniacza,
a okolo 40% — w formie wolnej. Oznaczenie tylko
wolnej frakcji PS bedacej kofaktorem PC wyma-
ga wczesniejszego przygotowania probki w celu
oddzielenia wolnego PS od zwigzanego PS lub za-
stosowania w teScie przeciwcial monoklonalnych
rozpoznajacych tylko wolne PS [59]. W przypadku
pomiaru calkowitego PS metodg ELISA stosuje
sie diuzszy czas inkubacji, aby umozliwi¢ uwol-
nienie PS z kompleksu C4bBP [49]. Wystepujacy
w ostrych i przewleklych stanach zapalnych
wzrost stezenia biatka C4bBP wiazacego PS po-
woduje zmniejszenie aktywnosci PS 1 obnizenie
stezenia wolnej, aktywnej antykoagulacyjnie
frakcji PS w osoczu, nie wplywajac jednoczesnie
na frakcje catkowitg [24]. W celu wykrycia niedo-
boru PS zaleca sie oznaczenie wolnej formy PS.
Oznaczenie calkowitego PS w osoczu jest pomoc-
ne w okresleniu typu niedoboru. Ze wzgledu na
wplyw wielu czynnikow fazy przedanalitycznej
1 analitycznej na wynik testu funkcjonalnego ozna-
czenie iloSciowe wolnej frakcji PS zaproponowali
Marlar i Gausman [59] jako test poprzedzajacy
okreslenie aktywnoSci PS w diagnostyce niedo-
boru tego biatka (ryc. 3) [60]. Jednak przy takim
podejSciu istnieje ryzyko niewykrycia rzadkie-
go niedoboru PS typu II, w ktorym wystepuje
prawidiowe stezenie frakcji wolnej PS [61, 62].
Warto$ci referencyjne aktywnos$ci PS zaleza od
plciiwynosza 60-114% u kobiet 1 67-139% u mez-
czyzn; prawidlowe stezenie calkowite biatka S
waha sie w granicach 17-35 mg/1 [22].

Podobnie jak w przypadku PC stezenie PS
moze byC obnizone przez leczenie VKA 1 przez
inne czynniki wymienione w tabeli 1.

Diagnostyka molekularna
wrodzonego niedoboru biatka S

Metody molekularne stosowane w diagno-
styce wrodzonego niedoboru PS opieraja sie na
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Czy sg przyczyny
nabytego niedoboru PS?

NIE

A

7

TAK

Oznaczenie stezenia wolnego antygenu PS

NORMA

A 4

Powtorzy¢ test
po ustapieniu nabytych
czynnikéw niedoboru PS

Nie zaleca sie
przeprowadzenia
innych testow

OBNIZONA

A

OBNIZONE STEZENIE

.

Okreslenie aktywnosci PS

Czy pacjent jest poddany
terapii antagonistami
witaminy K?

WYNIK NIEPRAWIDLOWY

TAK

A 4

A

A 4

Powtorzy¢ test funkcjonalny
po zakonczeniu terapii
(po ok. 10 dniach)

Czy jest obecny
antykoagulant
tocznia?

Czy u pacjenta
podwyzszona jest
aktywnos¢
czynnika VIII?

Czy u pacjenta
wystepuje mutacja
czynnika V
typu Leiden?

TAK

A

A

TAK

TAK

vy

Fatszywie podwyzszona
aktywnosc¢ PS w tescie APTT

Fatszywie zmniejszona aktywnos¢ PS

w tescie APTT

-

-

W celu potwierdzenia niedoboru nalezy powtdrzy¢ test w pozniejszym terminie,
przebada¢ krewnych, sekwencjonowaé gen AT

Rycina 3. Algorytm postepowania diagnostycznego we wrodzonym niedoborze biatka S (PS) (zmienione na podstawie

[60]); APTT — czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji

Figure 3. A diagnostic algorithm of hereditary protein S (PS) deficiency (modified based on [60]); APTT — activated

partial thromboplastin time

sekwencjonowaniu genu PROS]I i analizie MLPA.
Charakterystyka mutacji genu PROS1 w populacji
niemieckiej wykazala, ze mutacje zmiany sensu
wystepowaly u 63% pacjentow z niedoborem PS,
mutacje miejsca splicingowego — u 13%, mutacje
nonsensowne — u 9%, mate duplikacje/insercje/de-
lecje wykryto u 9% pacjentdow, natomiast duze
delecje stanowily 6% wykrytych mutacji w genie
PROSI1 [33]. Dane te sg spdjne z profilem mutacji
w genie PROS]1 przedstawionym w bazie HGMD.
Wykrywalno§¢ mutacji w rodzinach z niedobo-
rem PS wynosita okolo 50% [33, 63]. Powodem
nizszej wykrywalno§ci mutacji w obrebie genu
PROS1 w porownaniu z genami SERPINC1 1 PROC
moze by¢ wplyw innych czynnikéw niz genetyczne
na stezenie PS, tj. wieku, plci, cigzy, stosowania
antykoncepcji itp. [33, 64]. U pacjentow z aktyw-
noscig PS powyzej 55% nie zaleca sie poszerzenia
diagnostyki o analize genu PROSI [33].
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Profilaktyka i leczenie stosowane
w niedoborach antytrombiny,
bialka C i biatka S

W stanach zwiekszonego ryzyka zakrzepowe-
g0, na przyklad po urazie, niewykazujace objawow
osoby z niedoborem endogennych inhibitoréow
procesu krzepniecia powinny by¢ poddane profi-
laktyce przeciwzakrzepowej, zwlaszcza wtedy, gdy
wywiad rodzinny w kierunku VTE jest dodatni.
Taka strategia dotyczy rowniez kobiet w cigzy [65].
Jednak, biorac pod uwage ryzyko krwawien i kosz-
ty, profilaktyka powinna by¢ rozwazona u kazdego
nosiciela cechy osobno, pamietajac, ze najwyzsze
ryzyko powiklan dotyczy osob z niedoborem AT.

Leczenie VTE u pacjentow z wrodzonymi nie-
doborami AT, PC1PS jest w wiekszo$ci przypadkow
takie samo, jak u innych chorych z VTE, zaréwno
w ostrej fazie choroby, jak 1 w profilaktyce wtorne;j
[65]. Pacjenci z niedoborem AT moga wykazywac
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Tabela 2. Genetyczne podfoze wrodzonego niedoboru antytrombiny (AT) u polskich pacjentéw (zrodta [67-72])

Table 2. The genetic background of congenital antithrombin (AT) deficiency in Polish patients (sources [67-72])

Pacjent Typ mutacji

Wyniki badan laboratoryjnych

Kliniczna manifestacja/wiek
wystapienia pierwszego

Typ nie-

Refe-

doboru rencja

Test aktywnosci Stezenie epizodu zakrzepowego
AT antygenu AT
1. 9.13296 G>A 62* 90** VTE/27 lat 1I-RS [68]
Arg393His 52* 57** VTE/27 lat
60* 102** VTE/31 lat
2. 9.13322 T>C 66* 48** Brak objawéw 1I-PE [68]
Phe402Leu 66* 58** VTE/49 lat
3. 9.13328 G>C 62* 61** VTE/41 lat 1I-PE [68]
Ala404Pro
Nowa mutacja
4. 9.5356-58Del.CTT 39* Brak wyniku VTE/31 lat [68]
52* 55%* VTE/28 lat
Nowa mutacja 42* 57** VTE/33 lata
5. 9.5355 A>G 50* Brak wyniku VTE/26 lat [68]
His120Arg 56* 54** VTE/19 lat
Nowa mutacja
6. g.9819 C>T 48* 52%* VTE/20 lat [68]
Arg359Stop
7. g.13337 C>A 55* 64** VTE/32 lata II-PE [68]
Pro407Thr
8. 9.5381 C>T 44* 48** VTE/48 lat [68]
Arg129Stop
9. 9.9805 T>C 49* 71%* VTE/28 lat 1I-RS [68]
Arg393Cys
10. g.9805 T>C 61* 72%* VTE/22 lata [68]
lle354Thr
Nowa mutacja
11. Antytrombina Krakéw 56,3%"* 0,16 g/I*# 30 lat [67]
Del.A w kodonie 438, Brak objawéw (epizody zakrze-
przesuniecie ramki odczytu: powe u cztonkéw rodziny
Stop Kodon 444 z potwierdzong mutacjg AT
Nowa mutacja Krakow: VTE, zawat serca)
38,2%"* 0,10 g/I*#  Zakrzepica tetnicza u noworodka
12. Antytrombina Krakow |1 53%%# 0,15 g/I*# VTE/26 lat [69]
c.6244+1 G>T
Mutacja miejsca
splicingowego
Nowa mutacja
13. 9.9788 G>A 58%* 0,17 g/I## VTE/39 lat [70]
Mutacja miejsca Udar niedokrwienny mézgu/41 lat
splicingowego Przemijajace ataki
niedokrwienne moézgu/43 lata
14, Antytrombina Rybnik 46%* 0,15 g/I*# VTE/22 lata [71]
c.683 G>T Nawracajace zapalenie zyt
Gly228Val powierzchniowych
Nowa mutacja konczyn dolnych
15. Antytrombina Katowice 50%%* 0,13 g/I*# VTE/44 lata [72]
Del. Ex1
Nowa mutacja
*Wyrazone w jm./dl — przedziat referencyjny 75-125 jm./dl; **wyrazone w jm./dl — przedziat referencyjny 73-130 jm./dl; #przedziat referencyjny 70-120%;
##przedziat referencyjny 0,19-0,31 g/l; VTE (venous thromboembolism) — zylna choroba zakrzepowo-zatorowa
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Tabela 3. Genetyczne podfoze wrodzonego niedoboru PC i PS u polskich pacjentéw [66, 73-77]

Table 3. The genetic background of congenital PC and PS deficiency in Polish patients [66, 73-77]

Pacjent Typ mutacji Wyniki badan laboratoryjnych  Kliniczna manifestacja/ Typ Referencja
/wiek wystapienia niedoboru
Test aktywnosci Stezenie pierwszego epizodu
PC (%) antygenu PC zakrzepowego
(%)

PROC

1. c.109G>C 48 i 58* 46 i 59%** STEMI/28 lat | [73]
p.Gly109Arg

2. c.106T>C 42* 44 i 41** DVT/PE/29 lat | [74]
p.Cys 106Arg
Nowa mutacja

PROS1

PS wolne (%) PS catkowite (%)

1. Delecja egzonéw 1-12 18,9 18,8%# 40## DVT/25 lat | [75]
Nowa mutacja

2. Heerlen polymorphism 52,8 55,8# 110,5## DVT/50 lat M [76]
p.Ser501>Pro

3. Heerlen polymorphism 31,8i34,1* 81,6%# STEMI/45 lat 1 [77]
p.Ser501>Pro

4. Duplikacja GA 15,4% 60,2%& VTE/17 lat I [66]
p.Tyr131AspfsX3
Nowa mutacja

5. c.1020C>A 8,0% 65,1## DVT/42 lata 1] [66]
p.Tyr 340X

Nowa mutacja

*Przedziat referencyjny 70-140%; **przedziat referencyjny 65-140%; #przedziat referencyjny 74-146%; ##przedziat referencyjny 75-140%; $przedziat referencyjny
55-124%; &przedziat referencyjny 74-146%; STEMI (ST elevation myocardial infarction) — ostry zespét wiencowy z uniesieniem odcinka ST; DVT (deep vein thrombosis)
— zakrzepica zyt gtebokich; PE (pulmonary embolism) — zatorowosc¢ ptucna; VTE (venous thromboembolism) — zylna choroba zakrzepowo-zatorowa

oporno$¢ na leczenie heparyna niefrakcjonowana
1 drobnoczasteczkowa 1 w zwigzku z tym wymagac
wiekszych dawek tych lekdw, aby osiggnaé efekt
terapeutyczny [2]. U chorych z niedoborami PC
1 PS w pierwszych dniach leczenia VKA moze wy-
stapi¢ martwica skory, najczeSciej na tutowiu [65].

Niedobor AT, obarczony co najmniej 50-pro-
centowym ryzykiem wystapienia VTE w okre-
sie zycia jako silna trombofilia, jest wskazaniem
do przewleklej terapii antykoagulacyjnej juz po
pierwszym epizodzie choroby. Natomiast niedo-
bory PC i PS u dorostych po pierwszym epizodzie
zakrzepowo-zatorowym nie sg w wiekszoSci przy-
padkow wskazaniem do przewleklej antykoagu-
lacji, chyba ze wspolistnieje inna trombofilia, na
przyklad czynnik V Leiden lub mutacja G20210A
genu protrombiny [65]. Po dwoch incydentach VTE
pacjenci z niedoborami AT, PC i PS, podobnie jak
osoby bez tych nieprawidlowosci, maja wskazanie
do antykoagulacji do konca zycia, chyba ze terapia ta
powoduje powazne krwawienia lub nie jest akcep-
towana przez chorego. Obecnie u chorych z VTE
1 niedoborem jednego z inhibitoréw krzepniecia
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stosuje sie VKA lub riwaroksaban badzZ dabigatran
(zarejestrowany w tym wskazaniu wiosng 2014 r.).
Czy nowe doustne antykoagulanty sa rownie sku-
teczne jak VKA u takich chorych? Aktualne dane
wskazuja, ze obie grupy lekow sg rownie skutecz-
ne, poza rzadkimi powaznymi niedoborami, jak to
niedawno opisano w odniesieniu do dwoch chorych
z wrodzonym niedoborem PS ponizej 20% niesku-
tecznie leczonych riwaroksabanem w pierwszych
miesigcach zakrzepicy [66].

Niedobory antytrombiny, biatka C i biatka S
opisane u polskich chorych

Dotychczas opublikowano opisy 15 réznych
typow mutacji odpowiedzialnych za wrodzony
niedobor AT u polskich pacjentow (tab. 2); 8 z nich
to nowe mutacje w genie SERPINCI [67-72].
W przypadku niedoboru PC opublikowano opisy
dwoch mutacji genu PROC, z czego jedna nie byta
dotad opisywana w literaturze [73, 74]. Moleku-
larne podloze niedoboru PS opisano u 5 polskich
pacjentow, z czego trzy mutacje w genie PROSI to
nowe mutacje [66, 75-77] (tab. 3).
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Podsumowanie

Niedobdr AT, PC i PS narusza rownowage mie-
dzy procesami prozakrzepowymi i mechanizmami
antykoagulacyjnymi. Niedobor tych inhibitorow
krzepniecia jest przyczyna wrodzonej trombofilii.
Wiekszo$¢ ekspertow zaleca wykluczenie tych nie-
dobordw u chorych z VTE wystepujaca w mtodym
wieku, zwlaszcza w przypadku dodatniego wywiadu
rodzinnego. Badaniami przesiewowymi u takich
pacjentow sa testy aktywnosci AT, PC lub PS.

Pacjenci z niedoborem AT, PC lub PS oraz
posiadajacy mutacje w genach SERPINCI, PROC,
PROS]1 sa w grupie zwiekszonego ryzyka nawrotu
incydentow zakrzepowo-zatorowych. Wskazane
jest takze poradnictwo genetyczne i przeprowadze-
nie poszerzonej diagnostyki w kierunku trombofilii
wérod cztonkow rodziny pacjenta, u ktorego zdiag-
nozowano wrodzony niedohor jednego z bialek an-
tykoagulacyjnych.
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