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Uktad biatka C u chorych na samoistne wioknienie ptuc
— obserwacje wstepne

Protein C system in patients with idiopathic pulmonary fibrosis — preliminary report

Abstract

Introduction: The natural anticoagulant — activated protein C system plays an important role in the pathogenesis of idiopathic
pulmonary fibrosis. The purpose of this study was to evaluate the concentration of protein C (PC), protein S (PS), thrombomodulin
(TM), selectin E (sSelE), and thrombin—antithrombin complex (TAT) in patients with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF).
Material and methods: Study grup consisted of 11 patients aged 51.5 + 8.62 years with idiopathic pulmonary fibrosis and
20 healthy adults as control. Concentration of PC, PS TM, sSelE and TAT in plasma with ELISA method was assessed.
Results: We observed significantly lower plasma concentration of PC (98.24 =+ 16.17% vs. 130.59 = 19.03%), PS (71.31 =
+ 12.95%vs. 93.47 = 18.63%), TM (2.67 = 0.40 ng/ml vs. 3.99 = 1.16 ng/ml) and significantly higher level of TAT complex
(Me = 4.00 mg/ml vs. 2.20 mg/ml) and sSelE (Me = 36.40 ng/ml vs. 22.84 ng/ml) in patients with idiopathic pulmonary
fibrosis as compared to controls.

Conclusion: In presented pilot study we observed decreased activity of protein C system and increased thrombin genera-
tion in peripheral blood of patients with idiopathic pulmonary fibrosis.
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Streszczenie

Wstep: Uktad biatka C to naturalny ukiad antytrombogenny, ktéry moze odgrywac istotna role w procesie samoistnego
widknienia ptuc. Celem pracy bylo oznaczenie stezenia biatka C (PC), biatka S (PS), trombomoduliny (TM), selektyny E
(sSelE) i kompleksu trombina—antytrombina (TAT) w osoczu krwi chorych na samoistne wtéknienie pluc.

Materiat i metody: Grupa badanych obejmowata 11 chorych na samoistne widknienie ptuc ($rednia wieku 51,5 + 8,62 rz.).
Rozpoznanie ustalono na podstawie objawdw klinicznych, badan czynno$ciowych, radiologicznych, u wszystkich chorych
przeprowadzono biopsje otwartg ptuca. Grupa kontrolna obejmowata 20 zdrowych ochotnikdw, pierwszorazowych dawcéw
krwi. W osoczu oznaczono stezenie PC, PS, TM, sSelE i TAT metodg immunoenzymatyczng (ELISA).

Whyniki: U chorych na samoistne widknienie ptuc zaobserwowano istotnie obnizone stezenia PC (98,24 = 16,17% vs. 130,59 *
+ 19,03%), PS (71,31 = 12,95% vs. 93,47 + 18,63%), TM (2,67 =+ 0,40 ng/ml vs. 3,99 = 1,16 ng/ml) oraz istotnie wyzsze stezenie
kompleksu TAT (Me = 4,00 mg/ml vs. 2,20 mg/ml) oraz sSelE (Me = 36,40 ng/ml vs. 22,84 ng/ml) w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Whiosek: Wstepne obserwacije wskazujg, ze we krwi chorych na samoistne witknienie ptuc wystepuije obnizenie potencjafu antyko-
agulacyjnego uktadu biatka C, ktére moze by¢ konsekwencjg nasilonej wewnatrznaczyniowej aktywaciji procesu krzepnigcia krwi.
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Wstep

Obecnie uwaza sie, ze w patomechanizmie
samoistnego wiéknienia ptuc kluczowa role odgry-
waja takie procesy, jak: uszkodzenie $rédblonka
naczyn i nabtonka pecherzykéw ptucnych, proli-
feracja komoérek mezenchymy i wiéknienie. Czyn-
nik wywolujacy tego typu ostre uszkodzenia po-
zostaje nadal niezidentyfikowany.

W wyniku uszkodzenia bariery nabtonkowo-
-sr6dbtonkowej i jej nieszczelnosci dochodzi do
przenikania biatek ukladu hemostazy do prze-
strzeni pozanaczyniowej, gdzie gromadza sie
w duzym stezeniu czynniki krzepniecia i fibry-
nolizy [1-3]. Cytokiny uwalniane z komérek za-
angazowanych w proces zapalny powoduja ak-
tywacje procesu krzepniecia krwi i prowadzg do
zmian zar6wno w hemostazie wewnatrznaczy-
niowej, jak i miazszu ptuc. Priorytetowa role
w aktywacji krzepniecia krwi u chorych na sa-
moistne wléknienie ptuc odgrywa czynnik tkan-
kowy (TF, tissue factor), ktérego wzmozona eks-
presja obserwowana jest zar6wno we krwi, jak
i w plynie oskrzelowo-pecherzykowym [4, 5].
Mediatory procesu zapalnego, takie jak plytko-
wy czynnik wzrostu B (PDGF, platelet derived
growth factor B), czynniki réznicowania wzrostu
(TGF-«, B, transforming growth factor ., ), inter-
leukiny IL-1 i IL-8, czynnik martwicy nowotwo-
ru (TNF-a, tumor necrosis factor a), indukuja
w komorkach §r6dbtonka naczyniowego, komor-
kach nabtonkowych pecherzykéw ptucnych oraz
makrofagach ekspresje TF, co prowadzi do akty-
wacji uktadu krzepniecia, generacji trombiny
i powstania ztogéw widknika [6, 7].

W warunkach fizjologicznych nadmiernemu
odktadaniu sie wléknika moze przeciwdziataé
sprawnie dziatajacy system antykoagulacyjny biat-
ka C [8]. Do zapewnienia fizjologicznej funkcji tego
uktadu niezbedne sa nastepujgce czynniki: biatko C
(PC, protein C) i biatko S (PS, protein S), trombo-
modulina (TM, thrombomodulin), $r6dblonkowy
receptor dla biatka C (EPCR, endothelial protein C
receptor) i inhibitor biatka C (PCI, protein C inhi-
bitor). Kompleks trombomodulina—-trombina przy
udziale biatka S jako kofaktora reakcji aktywuje
biatko C, ktére nastepnie degraduje aktywne for-
my V i VIII czynnika krzepniecia [8, 9].

Do pelnej aktywacji uktadu biatka C wymaga-
na jest obecnosé trombomoduliny, ktéra jest natu-
ralnym antykoagulantem, obecnym na powierzch-
ni komoérek $r6dbtonka naczyniowego. Podobnie
jak selektyna E (sSelE, selectin E), TM jest uwal-
niana do krazenia z aktywowanych lub uszkodzo-
nych komoérek $r6dbtonka naczyniowego pod

wplywem takich czynnikéw, jak: toksyny bak-
teryjne, hipoksja, cytokiny zapalne [10].

Celem pracy byla ocena uktadu biatka C na tle
wybranych parametréw krzepniecia krwi u cho-
rych na samoistne wiéknienie phuc.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono w grupie 11 chorych
na samoistne wiéknienie ptuc w wieku 51,5 = 8,6
roku (9 mezczyzn i 2 kobiety) zakwalifikowanych
do leczenia w Kujawsko-Pomorskim Centrum Pul-
monologii w Bydgoszczy. Rozpoznanie ustalono na
podstawie objawéw klinicznych, badan czynno-
$ciowych, radiologicznych, u wszystkich chorych
przeprowadzono biopsje otwartg ptuca. Grupe kon-
trolng stanowito 20 zdrowych mezczyzn, pierwszo-
razowych dawcow krwi z Regionalnego Centrum
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Bydgoszczy
w podobnym wieku co osoby z grupy badane;j. Pro-
tokét badania zaakceptowata Komisja Bioetyczna.
Wszyscy pacjenci oraz osoby z grupy kontrolnej
wyrazily pisemna zgode na udziat w badaniu.

Materiatem do badan byla krew pobierana od
pacjentéw przed rozpoczeciem leczenia w godzi-
nach porannych, z czystego naklucia zyly odlok-
ciowej, do probéwki zawierajgcej 3,2% cytrynia-
nu sodu w proporcji: 9 ml krwi + 1 ml cytrynianu
sodowego. Stezenie trombomoduliny, biatka C,
biatka S, kompleksu trombina—antytrombina oraz
selektyny E oznaczono metoda immunoenzyma-
tyczng ELISA (testy: TM-IMUBIND trombomodu-
lin ELISA Kit, American Diagnostica, PC, PS-AS-
SERACHROM PROTEIN C, S Diagnostica Stago,
Roche). U chorych na samoistne wiéknienie ptuc
oceniono réwniez poziom kompleks6w trombina—
—antytrombina (TAT) jako markera procesu trom-
binogenezy in vivo oraz dokonano pomiaru roz-
puszczalnej formy selektyny E, ktéra uznaje sie
za marker pobudzenia i/lub uszkodzenia komé-
rek é§ré6dblonka naczyniowego (TAT+Enzygnost
TAT, Dade Behring, selektyna E — Bender Med.
Systems).

Analize statystyczng przeprowadzono przy
uzyciu programu statystycznego STATISTICA
for Windows firmy StatSoft. Do oceny ré6znic
miedzy grupami zastosowano test t-Studenta
oraz test U Manna-Whitneya, uznajgc poziom
istotnodci p < 0,05 za statystycznie istotny. Bial-
ko C, S oraz trombomodulina charakteryzuja sie
rozktadem zbliZzonym do normalnego (X + SD),
natomiast selektyna E oraz kompleks TAT —r6z-
nym od normalnego, dlatego ich zmiennoé¢
przedstawiono w postaci mediany (Me) i kwar-

tyli (Q11 Q3).
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Tabela 1. Stezenie biatka C, biatka S i trombomoduliny
w osoczu chorych na samoistne widknienie ptuc
w poréwnaniu z grupg kontrolng oséb zdrowych

Table 1. The concentration of protein C, protein S and
thrombomodulin in plasma of patients with
idiopathic pulmonary fibrosis (examined group)
compared to control group

Tabela 2. Stezenie kompleksu trombina—antytrombina
oraz selektyny E w osoczu chorych na samoistne
witdknienie ptuc w poréwnaniu z grupa kontrolng

Table 2. The concentration of thrombin—antithrombin
complex and selectin E in plasma of patients with
idiopathic pulmonary fibrosis (examined group)
compared to control group

Grupa badana  Grupa kontrolna p
Examined group  Control group
X+SD X+SD
PC [%] 98,24 + 16,17 130,59 = 19,03  0,00005
PS [%] 71,31 £1295 93,47 = 18,63 0,00072
TM [ng/ml] 2,67 = 0,40 3,99 = 1,16 0,00001

SD (standard deviation) — odchylenie standardowe; PC (protein C) — biatko C;
PS (protein S) — biatko S; TM (thrombomodulin) — trombomodulina

Wyniki

Srednie stezenie PC, PS oraz TM bylto u cho-
rych na samoistne wléknienie ptuc znamiennie
statystycznie nizsze w poréwnaniu z grupa kon-
trolna (tab. 1).

Wykazano tez, ze stezenie kompleksu TAT
bylo znamiennie statystycznie wyzsze u pacjen-
téw z samoistnym wiéknieniem pluc w poréwna-
niu z grupa kontrolna, co §wiadczy o nasilonym
wytwarzaniu trombiny. U chorych na samoistne
wléknienie pluc stezenie selektyny E bylo zna-
miennie podwyzszone w poréwnaniu z osobami
zdrowymi (tab. 2).

Omodwienie

W badaniach wlasnych u wszystkich chorych
na samoistne wléknienie ptuc stwierdzono, zZe ste-
zenie biatka C bylo istotnie statystycznie nizsze
w poréwnaniu z grupg kontrolna (98,24 + 16,17%
vs. 130,59 * 19,03%). Jednak warto$ci te pozosta-
waly w zakresie normy fizjologicznej (70-140%).
Kobayashi i wsp. [11] badali w osoczu i plynie
oskrzelowo-pecherzykowym (BALF, bronchoalve-
olar lavage fluid) u chorych na samoistne wiéknie-
nie pluc stezenie biatka C i wykazali miedzy in-
nymi, ze stezenie osoczowego PC u tych chorych
byto por6wnywalne z grupa kontrolng. Natomiast
stezenie bialka C w BALF bylo istotnie wyzsze,
jednak warto$¢ wskaznika APC-PCI/PC (activated
PC-PC inhibitor/PC) byla znamiennie statystycznie
nizsza, co wskazuje na obnizenie aktywnosci ukta-
du biatka C w BALF.

Stezenie biatka S u badanych przez nas cho-
rych bylo podobne jak biatka C, znamiennie staty-
stycznie nizsze u chorych na samoistne wiéknie-

Grupa badana Grupa kontrolna p
Examined group Control group

Me Q1; a3 Me Q1; 03

TAT [mg/ml] 4,00 1,90;570 2,20 2,10;2,60 0,01
Sel E[ng/ml] 36,40 19,78; 44,95 22,84 19,26; 34,76 0,02

Sel E (selectin E) — selektyna E; TAT (thrombin—antithrombin) — kompleks trombi-
na—antytrombina; Me — mediana; Q1 — kwartyl 1; Q3 — kwartyl 3

nie ptuc w stosunku do o0s6b zdrowych (71,31 *
+ 12,95% vs. 93,47 = 18,63%) i pozostawalo na
dolnej granicy warto$ci fizjologicznych.

Do aktywacji uktadu biatka C obok biatka S
niezbedna jest trombomodulina. W badaniach wta-
snych autorzy wykazali, Zze stezenie TM w osoczu
chorych na samoistne wléknienie ptuc byto zna-
miennie statystycznie nizsze w poréwnaniu z grupa
kontrolna (2,67 = 0,40 ng/ml vs. 3,99 + 1,16 ng/ml).

Komérki érodbtonka réznych organéw i tka-
nek cechuje znaczna heterogennos¢ ekspresji TM,
co zalezy od stopnia ich unaczynienia. Migzsz pluc
i serce wykazujg podobna ekspresje trombomodu-
liny, natomiast naczynia krwiono$ne mézgu sg jej
niemalze pozbawione [10].

Nieliczne badania dotycza stezenia trombomo-
duliny u chorych na samoistne widéknienie ptuc.
Iguchi i wsp. oznaczali stezenie TM we krwi
i w moczu u chorych na samoistne wiéknienie
pluc. Badacze ci wykazali, ze stezenie TM we krwi
jest podobne do wartoéci obserwowanych w gru-
pie kontrolnej, natomiast warto$ci oznaczane
w moczu byly znamiennie statystycznie wyzsze niz
u 0s6b zdrowych [12].

Trombomodulina jest biatkiem modulujacym
wlasciwoéci trombiny. Trombina po zwigzaniu
z TM traci zdolno$¢ do przeksztalcania fibrynogenu
w fibryne, aktywacji osoczowych czynnikéw krzep-
niecia i plytek krwi. Powstaly kompleks trombina—
—trombomodulina aktywuje uklad biatka C oraz
wplywa na regulacje ukladu fibrynolitycznego po-
przez hamowanie aktywnosci PAI-1 (plasminogen
activator inhibitor), jak réwniez aktywacje nowo
odkrytego inhibitora fibrynolizy TAFI (thrombin
activatable fibrynolysis inhibitor) [10].

Fujimoto i wsp. [13, 14] wykazali znamiennie
podwyzszone stezenie TAFI, zar6wno w osoczu,
jak i w BALF, u chorych na samoistne wléknienie
pluc w poréwnaniu z grupa kontrolng. TAFI moze
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by¢ jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za
uposledzenie aktywnosci fibrynolitycznej obser-
wowane u tych chorych. Wykazany w badaniach
wlasnych obniZzony poziom TM moze byé zatem
wynikiem jej zuzycia w procesie aktywacji ukla-
du biatka C, jak réwniez aktywacji TAFI.

Oprécz oceny TM przeprowadzono réwniez oce-
ne rozpuszczalnej formy selektyny E, uznawanej za
biochemiczny marker aktywacji lub uszkodzenia
srodbtonka naczyniowego. U chorych na samoistne
wléknienie ptuc stwierdzono jej znamiennie staty-
stycznie wyzsze stezenie w por6wnaniu z grupa kon-
trolna. Wyniki badahh wlasnych autoréw sg zgodne
z obserwacjami Hayashi i wsp. [15], ktérzy rowniez
stwierdzili podwyzszone stezenie selektyny E u cho-
rych na samoistne wiléknienie ptuc. Autorzy ci
stwierdzili znamiennie statystycznie dodatnig kore-
lacje miedzy poziomem rozpuszczalnej formy sSelE
a poziomem SP-A (surfactant apoprotein-A) i wska-
zuja na diagnostyczna uzyteczno$¢ pomiaru sSelE
w ocenie aktywnos$ci procesu wiéknienia.

Autorzy niniejszego artykutu wykazali w ba-
daniach wtasnych u chorych na samoistne wiék-
nienie ptuc obok obnizonego potencjatu antyko-
agulacyjnego biatka C wzmozone wytwarzanie
trombiny, o czym §wiadczylo podwyzszone steze-
nie komplekséw trombina-antytrombina. Obser-
wacje wlasne sa zgodne z obserwacjami innych au-
toréow, ktérzy rowniez stwierdzili u tych chorych
wzmozone wewnatrznaczyniowe wytwarzanie
trombiny [11, 13]. Wytworzona trombina jest czyn-
nikiem stymulujacym ekspresje cytokin prozapal-
nych, synteze kolagenu oraz bierze udzial w mi-
gracji i proliferacji fibroblastéw [4, 16].

Obnizone wartosci biatka C i S oraz trombomo-
duliny obserwowane u chorych na samoistne wtok-
nienie ptuc wskazuja na wyrazne obnizenie potencjatu
antykoagulacyjnego, co moze wigzaé sie ze zuzywa-
niem sie tych czynnikéw w procesie hamowania od-
ktadania sie wi6knika w §rédmigzszu pluc. Przedsta-
wione wyniki majg charakter wstepny i wymagaja
dalszych badan na szerszym materiale klinicznym.

Whioski

U chorych na samoistne wiéknienie ptuc ob-
serwuje sie zaburzenia w hemostazie wewnatrz-
naczyniowej zwigzane z uszkodzeniem $rédbton-
ka naczyniowego, wzmozone wytwarzanie trom-
biny oraz obnizenie potencjatu antykoagulacyjne-
go uktadu biatka C.
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