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WYKAZ SKROTOW ZASTOSOWANYCH W PRACY

ALAT - transaminaza alaninowa

ALL - ostra biataczka limfo blastyczna

AML - ostra biataczka szpikowa

APTT - czas cze$ciowej tromboplastyny po aktywacji
ASPAT - transaminaza asparaginowa

AT III - antytrombina III

CD 31 - ptytkowo-$rodbtonkowa czgsteczka adhezji komorkowej
CP — prokoagulant nowotworowy C

CR - caltkowita remisja

CVL - centralny cewnik naczyniowy

DAB — diaminobenzydyna

DIC - rozsiane wykrzepianie wewnatrznaczyniowe
DVT - zakrzepica zyt gtebokich

EDRF — ang. endotelial derived relaxing factor
EGFR - receptor naskorkowego czynnika wzrostu
ELISA - ang. enzyme-linked immunosorbent assai test immunoenzymatyczny
FVIlla — aktywowany czynnik antyhemofilowy VIII
GCT - nowotwor germinalny

GUMed — Gdanski Uniwersytet Medyczny

HBL - watrobiak zarodkowy

HCV — wirus zapalenia watroby typu C

HD - chtoniak Hodgkina

H-E - barwienie hematoksyling- eozyna

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci

[HC — immunohistochemiczne

IL-1 — interleukina 1



IL-11 — interleukina 11

IL-6 — interleukina 6

INR - standaryzowany wspolczynnik migdzynarodowy
K2EDTA - wersenian sodowo-dwupotasowy

L-ASPA - L-asparaginaza

LMWH - heparyna drobnoczasteczkowa

MTM - migsak tkanek migkkich

MVD - gestos¢ naczyn mikrokrazenia

N — norma laboratoryjna

NBL - zwojak zarodkowy wspotczulny

NHL -chloniak nieziarniczych

OUN - o$rodkowy uktad nerwowy

PAI-1 - inhibitor tkankowego aktywatora plazminogenu
PLT — phytki krwi

PT - czas protrombinowy

RMSA - migsak prazkowanokomorkowy typ pecherzykowy

RMSE - migsak prazkowanokomoérkowy typ ptodowy

SD — odchylenie standardowe

SIOP — fran. Societe International d’Oncologie Pediatrique, Miedzynarodowe Towarzystwo

Pediatrow Onkologow
SP - koniugat enzymatyczny Streptawidyna-Peroksydaza

TF - czynnik tkankowy

TFPI - inhibitor zaleznej od czynnika tkankowego zewnatrzpochodnej drogi krzepnigcia

TMB - tetrametylo-benzydyna
TNF — czynnik martwicy nowotworéw
t-PA - tkankowy aktywator plazminogenu

TT — czas trombinowy



UCK — Uniwersyteckie Centrum Kliniczne w Gdansku
UFH - heparyna niefrakcjonowana

VEGF - naczyniowo $rodblonkowy czynnik wzrostu
VKA - antagonisci witaminy K

VOD - choroba wenookluzyjna watroby

VWF - czynnik von Willebranda

ZP - zatorowos¢ ptucna

ZChZZ - Zylna Choroba Zakrzepowo-Zatorowa



Wstep
I. Fizjologia ukladu krzepnigcia i fibrynolizy.

Uktad hemostazy odgrywa istotng role w utrzymaniu homeostazy catego ustroju. Jego
glownymi skladowymi sa: ptytki krwi, czynniki uktadu krzepnigcia, czynniki uktadu
fibrynolizy 1 prawidlowa struktura naczyn krwionosnych. Wszystkie te czynniki dla
utrzymania rownowagi hemosztatycznej funkcjonuja w ustroju jednoczes$nie, wzajemnie na
siebie oddzialujac (1). Hemostaza warunkuje utrzymanie ptynnosci krazacej krwi, a w
sytuacji uszkodzenia struktury naczynia zabezpiecza jego spojnos$¢, wytwarzajac skrzep.
Mechanizmy hemostatyczne wplywaja nastgpnie na ograniczenie procesu Krzepnigcia,
rekanalizacj¢ naczynia i przywrdcenie prawidlowego w nim krazenia. Ptynno§¢ krwi jest
warunkowana przez:

- yjemnie zgodne fadunki elektryczne migdzy Sciang naczynia — srodbtonkiem 1 ptytkami krwi
- produkcje 1 wydzielanie przez $rddblonek: prostacykliny i czynnika EDRF (endotelial
derived relaxing factor), substancji hamujacych aktywacj¢ ptytek 1 dziatajacych
miorelaksacyjne na §cian¢ naczynia

- utrzymanie osoczowych czynnikéw krzepnigcia w formie nieaktywnych biatek,
wymagajacych proteolizy dla petnego dziatania,

- obecno$¢ naturalnych blokerow krzepnigcia (2).

Wstepna reakcja organizmu na przerwanie cigglo$ci naczynia i pojawienie si¢
krwawienia, jest utworzenie ,,ptytkowego czopu” w wyniku oddziatywania ptytek krwi z
elementami uszkodzonej $ciany naczynia. Jest to tzw. hemostaza pierwotna. Zaburzenia
hemostazy pierwotnej wystepuja w przypadku ilo§ciowych lub jako$ciowych zaburzen ptytek
krwi (trombocytopatie) albo w przypadku wad naczyniowych. Kliniczng manifestacja tych
zaburzen jest wystepowanie skazy ptytkowej lub naczyniowe;.

Prawidtowg reakcja po przerwaniu cigglosci naczynia jest obkurczenie si¢ i zmiana
napi¢cia elektrycznego $ciany naczynia. Odstoniety kolagen prezentujac tadunek dodatni
przyciaga trombocyty. Plytki krwi gromadzg si¢ i przylegaja do $rdédbtonka naczyniowego, a
nastgpnie przy wspotudziale pochodzacego ze srodbtonka czynnika von Willebranda (VWF) i
fibrynogenu, podlegaja aktywacji i uwalniaja swa zawarto$¢ (3). Stopniowe zwickszenie
liczby zaangazowanych w proces hemostazy ptytek, powoduje wzrost objetosci skrzepu
pierwotnego. Powstata struktura jest wysoce niestabilna i ma charakter przejsciowy. Dla

utrwalenia skrzepu pierwotnego niezbedna jest aktywacja mechanizméw zwigzanych z



hemostaza osoczowa, czyli tzw. ,.kaskady krzepnigcia”. Dopiero ten mechanizm zapewnia
powstanie struktury stabilizujacej 1 utrwalajacej skrzep — wtoknika. Jest to etap hemostazy
wtornej. Wioknik wigze czop plytkowy, przytwierdza go do $ciany uszkodzonego naczynia
oraz uaktywnia i podtrzymuje kaskade krzepnigcia. Istote jej prawidtowego funkcjonowania
stanowig dwa mechanizmy: pobudzania i ograniczania procesu krzepnigcia. Pierwszy polega
na dynamicznym aktywowaniu kolejnych czynnikow krzepnigcia we wzrastajagcym natezeniu.
W drugim, niestabilnos¢ uaktywnionych czynnikéw krzepnigcia sprawia, Ze s3 one
wykorzystywane jedynie w miejscu ich aktywacji 1 w warunkach fizjologicznych nie
dochodzi do szerokiego rozprzestrzenienia si¢ powstajacego skrzepu (4).

Wedlug obowigzujacej koncepcji funkcjonowania uktadu krzepnigcia istniejg dwa tory
aktywacji krzepnigcia. Dominujacg role odgrywa tor zewnatrzpochodny. Jest on
indukowany pierwotng reakcja na uszkodzenie naczynia krwiono$nego. Tor

wewnatrzpochodny, jak si¢ uwaza, pelni jedynie funkcje wspomagajaca.
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Wykres 1. Schemat kaskady krzepnigcia — hemostaza wtérna (5). Kolorem zielonym
oznaczono aktywujacy wpltyw trombiny. Kolorem czerwonym oznaczono punkty dziatania
biatek fibrynolitycznych w uktadzie hemostazy.

Tor zewnatrzpochodny jest aktywowany w momencie uszkodzenia §ciany naczynia,
ktére w miejscu uszkodzenia wyzwala ekspresje czynnika tkankowego (TF) na powierzchni
srodblonka naczynia. Czynnik tkankowy jest, jak si¢ obecnie uwaza najwazniejszym
promotorem uruchomienia kaskady krzepniecia krwi. Koncowym efektem uruchomione;j

kaskady krzepniecia jest powstanie fibryny i aktywacja ptytek krwi przez pobudzenie
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receptorow zaleznych od proteaz (6). TF taczy si¢ w kompleks z czynnikiem VIla (TF:FVIla),
ktory aktywuje czynnik X przy udziale jonéw wapniowych 1 zwigzkow fosfolipidowych
pochodzenia ptytkowego. Kompleks TF:FVIIa w niewielkim stopni aktywuje takze tor
wewnatrzpochodny krzepnigcia 1 czynnik IX. Aktywny czynnik Xa po polaczeniu z
aktywnym czynnikiem Va i fosfolipidami tworzy kompleks o aktywno$ci enzymatycznej -
protrombinaze (FVa:FXa), ktora katalizuje rozpad nieczynnej protrombiny do funkcjonalnie
czynnej trombiny. Jest to faza inicjacji krzepniecia. Ta wstepnie powstajaca mata porcja
trombiny jest niedostateczna dla proteolizy fibrynogenu w fibryng (wtoknik), ale staje si¢
starterem dla uruchomienia zasadniczej fazy kaskady krzepnigcia. Trombina w mechanizmie
dodatniego sprzezenia zwrotnego uaktywnia czynnik V, rozszczepia kompleks czynnika VIII
1 von Willebranda, aktywujac czynnik VlIlla, oraz stymuluje powstanie czynnika Xla 1 XIIla
(stabilizator fibryny). W efekcie dochodzi do wytworzenia aktywnego czynnika Xla, ktory
pobudza funkcj¢ czynnika IX i powoduje wytwarzanie czynnika Xa, (katalizatorem tej reakcji
jest aktywny czynnik VIlla), a w dalszej konsekwencji trombing. W ten sposdb poprzez
uaktywnienie drogi wewnatrzpochodnej, dochodzi do przyspieszenia powstawania trombiny i
zwigkszenia jej ilosci. Umozliwia to ostateczne uksztaltowanie skrzepu wioknikowego. W
warunkach fizjologicznych trombina scala wewngtrz- i zewnatrz- pochodna droge
krzepniecia w jedna funkcjonalng i rownolegle dzialajaca calo$¢ poprzez stalg
aktywacje czynnika Xa w mechanizmie sprzezenia zwrotnego. Wystepujacy w
wewnetrznej drodze krzepnigcia czynnik XII odgrywa jedynie role wspomagajaca w
aktywacji czynnika XI i nie ma rzeczywistego wptywu na powstanie skrzepu. Klinicznie
niedobor czynnika XII — anomalia Hagemana, mimo ze znajduje odzwierciedlenie w
wydluzeniu czasu czesciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT), zazwyczaj nie powoduje
objawow klinicznych. Czynnik XII odgrywa natomiast rol¢ w zapoczatkowaniu procesu
fibrynolizy w uktadzie kalikreina/kinina, gdyz katalizuje reakcje rozpadu plazminogenu w

plazming.

W warunkach fizjologicznych proces krzepnigcia musi znalez¢ przeciwwage dla
uzyskania réwnowagi w procesach hamowania i blokowania hemostazy, ktore zapobiegaja
wystapieniu powiktan w postaci zakrzepicy lub uszkodzenia tkanek. Osiggnigcie takiej
rownowagi jest mozliwe dzigki sprawnie dziatajagcym procesom fibrynolizy oraz prawidtowo
funkcjonujacym inhibitorom krzepnigcia. Do naturalnych inhibitoréw krzepnigcia naleza:

- antytrombina IIT (AT III)
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- uktad antykoagulacyjny biatko C — biatko S

- inhibitor zaleznej od czynnika tkankowego zewnatrzpochodnej drogi krzepnigcia (TFPI).

AT III jest glikoproteing produkowana w watrobie i $rédblonku naczyn. Jest zasadniczym
czynnikiem, ktory odpowiada za 75% aktywnoS$ci antykoagulacyjnej osocza. Jej aktywno$¢
wzrasta 1000 krotnie w obecnos$ci heparyny (w warunkach ,,in vivo™ jest to siarczan heparanu
srodbtonka naczyniowego). Dziala blokujac wspdlng cze$¢ obu torow kaskady krzepnigcia,
poprzez unieczynnianie czynnika Xa i trombiny (czynnik Ila), a w mniejszym stopniu takze
innych aktywnych biatek krzepnigcia jak czynnik XI, IX, VII.

Bialko C to proteina witamino-K-zalezna, roéwniez syntetyzowana w watrobie. Dla
prawidtowego funkcjonowania wymaga wspoldziatania z biatkiem S, ktére peini role
kofaktora. Aktywacja biatka C, indukowana przez obecno$¢ trombiny i trombomoduliny,
powoduje dezaktywacje czynnikéw VIlla i Va, hamujac szlak wewnatrzpochodny kaskady
krzepnigcia. Ponadto biatko C podtrzymuje proces fibrynolizy poprzez inaktywacje¢ inhibitora
tkankowego aktywatora plazminogenu (PAI-1) - gtlbwnego inhibitora fibrynolizy.

TFPI, jest biatkiem produkowanym w watrobie i $rddbtonku, o charakterze lipoproteiny
krazacej] w osoczu w postaci kompleksow z frakcjami cholesterolu. Rola TFPI polega na
trawieniu aktywnego czynnika Xa, oraz blokowaniu funkcji kompleksu TF/VIla. W ten
sposob dochodzi do zatrzymaniu fazy inicjacji oraz szlaku zewnatrzpochodnego kaskady
krzepnigcia.

Efektem skutecznej hemostazy po aktywacji krzepnigcia w wyniku uszkodzenia
naczynia krwiono$nego jest rozpuszczenie skrzepliny i przywrocenie swobodnego przeptywu
krwi w naczyniu. Ten koncowy etap odbywa si¢ w procesie fibrynolizy przy udziale
plazminy. Biatko to powstaje z nieaktywnego prekursora — plazminogenu, ktory jest
rozszczepiany przez kompleks kalikreiny i czynnika Xlla oraz tkankowy aktywator
plazminogenu (t-PA) z trombing.

Wyzej opisane mechanizmy wskazuja, ze trombina z jednej strony, w sposéb
dynamiczny wielomiejscowo indukuje proces krzepni¢cia prowadzac do wytworzenia
skrzepu oraz rownolegle wraz ze wzrostem jej iloSci, zwrotnie aktywuje naturalne

inhibitory krzepnig¢cia i stymuluje fibrynolize.
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I1. Laboratoryjne wskazniki ukladu krzepnig¢cia.

Ocena funkcjonowania ukladu hemostazy i fibrynolizy w praktyce klinicznej, jest
mozliwa dzigki testom laboratoryjnym. Wstepnymi badaniami przesiewowymi sag morfologia
krwi obwodowej z rozmazem oraz oznaczenie czasOw Kkrzepnigcia: czasu protrombinowego
(PT) 1 czasu czesciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT). W badaniu morfologii krwi
obwodowej ptytki krwi powinny by¢ oceniane ilo$ciowo i jako$ciowo poprzez okreslenie ich
morfologii, czesto przektadajacej si¢ na ich nieprawidlowg funkcje. Stwierdzenie
matoplytkowosci nakazuje poszukiwanie jej przyczyny. Dokladna ocena rozmazu krwi
pozwala wykrywac niektére wtorne przyczyny matoptytkowosci np. hematologiczng chorobe
nowotworowa. Nieprawidlowa budowa ptytek krwi, moze wskazywa¢ na wrodzona,
genetycznie uwarunkowang ich dysfunkcje. Trombocyty mate s3 typowe dla zespotu
Wiskotta-Aldricha (wynik mutacji w locus Xpl1.23-p11.22), a ptytki olbrzymie
charakterystyczne dla zespotu Maya-Hegglina (wynik mutacji w locus 22q12-13).

Czas protrombinowy (PT) pozwala oceni¢ droge wspolng i zewnatrzpochodng
kaskady krzepnigcia. Obecnie w ocenie czasu protrombinowego czg¢sciej uzywa si¢
standaryzowanego wspolczynnika migdzynarodowy — INR, co pozwala porownywaé
uzyskane warto$ci niezaleznie od zastosowanej metody 1 odczynnikdéw. Nieprawidtowe jego
wartosci moga wskazywaé na zaburzenia dotyczace czynnikéw VII, X, V, II, fibrynogenu
oraz czynnika tkankowego (TF). Czynniki II, VII, X oraz dodatkowo IX naleza do grupy
czynnikow witamino-K-zaleznych, dlatego INR (PT) stuzy do kontrolowania efektywnosci
leczenia przeciwkrzepliwego z zastosowaniem inhibitoroéw witaminy K, np. warfaryna.
Dokonujac oceny stanu krzepnigcia nalezy pamigtac, ze w okresie pierwszego potrocza zycia
stezenia czynnikéw witamino-K-zaleznych oraz biatek C i S sg nizsze i wynosza okoto 50%
warto$ci stwierdzanych w pozniejszym okresie zycia. Natomiast u dzieci powyzej 6 miesigca
zycia czynniki osoczowe I, VIII i XIII oraz vWF osiggaja wartosci poréwnywalne z osobami
dorostymi. Uwaza si¢, ze fizjologiczne niedobory niektorych czynnikow krzepnigcia, chronig
noworodki 1 niemowlgta przed powiklaniami zakrzepowymi, zmniejszajac aktywnos¢
prozakrzepowa osocza (3).

Czas czeSciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT) sluzy ocenie
wewnatrzpochodnej oraz czgsciowo drogi wspolnej kaskady krzepnigcia. Na podstawie
stwierdzenia nieprawidlowych wynikéw tego badania mozna podejrzewac ilosciowe
niedobory czynnikéw krzepnigcia tj. XII, XI, IX, VIII oraz cigzkie deficyty: X, V, IL, I lub

ewentualne wystepowanie ich inhibitoréw. Dla wlasciwej oceny wyniku czasu APTT i PT i
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zréznicowania przyczyn istniejacych zaburzen duze znaczenie posiada test korekcji, ktory
polega na potaczeniu osocza badanego z osoczem wzorcowym. Ustgpienie w wyniku tej
procedury, nieprawidtowos$ci w oznaczanych czasach krzepnigcia (korekcja) wskazuje na
wystepujace ilosciowe niedobory czynnikow krzepnigcia. Natomiast brak korekcji §wiadczy o
obecnos$ci inhibitoréw czynnikow krzepnigcia.

Oceng ilosciowg 1 jako$ciowa fibrynogenu przeprowadza si¢ poprzez jego oznaczenie
ilosciowe oraz badanie czasu trombinowego (TT). Badanie czasu TT polega na dodaniu
trombiny do osocza badanego i pomiaru czasu niezbednego do powstania skrzepu.
Wydluzenie czasu moze wskazywac¢ na niedobor ilosciowy fibrynogenu, lub obnizong jego
aktywnos$¢ (dysfibrynogenemie), jezeli warto$¢ stezenia tego biatka pozostaje w zakresie

normy (7).

III. Patofizjologia oddzialywania choroby nowotworowej na uklad
krzepnigcia.

Szczegbdlnego znaczenia nabiera ocena zaburzen ukltadu krzepnigcia w chorobie
nowotworowej. Stan nadkrzepliwosci w przebiegu nowotworéw uwidacznia si¢ czesto w
wystepujacych  wyjSciowych  odchyleniach badan laboratoryjnych: trombocytoza,
hiperfibrynogenemia, zwickszeniem ilosci produktow degradacji fibryny. Choroba
nowotworowa powoduje wtdrne zaburzenia iloSciowe 1 jakosciowe ptytek krwi. Komorki
nowotworowe stymulujg produkcje ptytek oraz pobudzaja ich agregacje. Terapia
przeciwnowotworowa prowadzi do uszkodzenia endotelium naczyniowego. Czynniki te
sprzyjaja powstaniu mikroskrzepliny/mikrozatoru nowotworowego. Mechanizm ten jest
uwazany za decydujacy w inwazyjno$ci nowotworu i powstawania jego wtornych ognisk (6).
Nowotwor pobudza wydzielanie réznorodnych substancji prokoagulacyjnych: w tym gtoéwnie
czynnika tkankowego (TF), nowotworowego prokoagulanta C (CP), ktoéry pobudza w sposéb
bezposredni dziatanie czynnika X. Dodatkowym czynnikiem dziatajagcym posrednio sg
odpowiedz zapalna 1 wydzielane przez nowotwoér cytokiny prozapalne (IL-1, IL-6, TNF).
Wsrod wielokierunkowego dziatania cytokiny te pobudzajg makrofagi i komorki endotelium,
powodujac wtorne zwigkszenie w surowicy ilosci TF — aktywatora drogi zewnatrzpochodnej
procesu krzepnigcia (17, 18). Wspomniane cytokiny dziataja prozakrzepowo takze, poprzez
mechanizmy antyfibrynolityczne. Zmniejszajg ekspresje trombomoduliny i blokujg inhibitory
krzepnigcia - biatka C (duza rola alfal-antytrypsyny) i biatka S. Jednocze$nie hamujg synteze
1 uwalnianie tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA). Cytokiny oddzialujg takze na
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srédblonek naczyniowy zwigkszajac ekspresje fosfolipidow blonowych dla czynnikow
krzepnigcia oraz bialek uczestniczacych w adhezji komoérek nowotworowych do S$ciany
naczynia (17). Nowotwor lity wywierajac ucisk na $wiatlo naczynia, spowalnia w nim
przeplyw, tworzac warunki sprzyjajace rozwojowi zakrzepicy. W hematologicznych
chorobach nowotworowych, zaréwno ostrych jak 1 przewlekltych poprzez wzmozona
produkcje komoérek nowotworowych, zwicksza si¢ lepkos¢ krwi 1 dochodzi do zwolnienia
przeptywu krwi w naczyniach mikrokrazenia — zespoét leukostazy. Sa to czynniki wyzwalajace

powiklania hemostatyczne — zatory 1 ogniska krwotoczne.

IV. Manifestacja kliniczna stanow prozakrzepowych.
1. Trombofilia

Zaburzenie roOwnowagi hemostazy jest przyczyng wielu patologii z powaznymi
konsekwencjami klinicznymi. Niedostateczne krzepnigcie, lub nadmierna fibrynoliza
wyzwala powiktanie krwotoczne. Klasycznym przyktadem takich zaburzen réwnowagi jest
hemofilia — wrodzony deficyt czynnika krzepnigcia VIII/IX lub choroba czarna noworodkow
ujawniajaca si¢ w przebiegu deficytu witaminy K i czynnikéw II, VII, IX, X. Przeciwna
sytuacja powstaje, gdy dochodzi do przewagi czynnikéw prozakrzepowych. Stan taki moze
doprowadzi¢ do wystepowania zakrzepow badz zatorow, gléwnie w uktadzie zylnym,
rzadziej tetniczym. Takie zaburzenie nazywane jest nadkrzepliwo$cia, a jego przyczyny tego
moga by¢ rézne. Stan nadkrzepliwo$ci nazywany jest trombofilia. Jest to obecno$¢ statej:
wrodzonej lub nabytej cechy zwigkszajacej prawdopodobienstwo wystgpienia zakrzepicy.
Dotaczenie wtornego czynnika ryzyka zakrzepicy (np. unieruchomienie) u osoby z
trombofilig stwarza wysokie ryzyko wystapienia choroby zakrzepowo-zatorowej. Czgstosé
trombofilii w populacji europejskiej jest szacowana na okoto 8% ogoétu populacji. Trombofilia
jest rozpoznawana w 30-50% przypadkach zakrzepicy zylnej u oséb w wieku <50 rz.(7).
Powtarzajace si¢ w wywiadzie rodzinnym (w pierwszej lub drugiej linii pokrewienstwa) takie
zdarzenia jak.: zakrzepica zyt glebokich (DVT), zatorowos¢ ptucna (ZP), zawat serca lub udar
moézgowy u os6b w wieku <40lat lub nawracajace poronienia (>3) u kobiet>3, s waznymi
klinicznymi informacjami wskazujagcymi na wystgpowanie trombofilii (8). Przyczyny
trombofilii sa zrdéznicowane, zaréwno wrodzone jak i nabyte. Najczesciej dochodzi do
zwigkszenia produkcji trombiny lub uposledzenia jej inaktywacji (7).
Do wrodzonych przyczyn trombofilii naleza:

- mutacja genu czynnika V typu Leiden, 3-7% ogotu populacji
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- mutacja genu protrombiny typu 20210G>A, 1-3% ogoétu populacji

- niedobdr inhibitoréw krzepniecia: AT III, biatko C, biatko S,

-homocystynuria oraz  mutacja homozygotyczna typ 67TT genu reduktazy
metylenoterahydrofolianu warunkujaca wolny metabolizm homocysteiny.

- dysfibrynogenemie, niedobor plazminogenu,

- zwigkszona aktywnos¢ cz. VIII (>150%).

Zwigkszone ryzyko nawracajacych incydentow zakrzepicy ujawnia si¢ takze u oséb z
niedoborami czynnikdw antytrombolitycznych, jak niedobor AT III, biatek C lub S
(2,5krotnie wigksze ryzyko). U dzieci z nawrotami zakrzepicy potwierdzono wysoka czgstos¢
mutacji czynnika V (9). Obecno$¢ mutacji czynnika V typu Leiden oraz mutacja genu
protrombiny (postacie heterozygotyczne) zwiekszaja ryzyko do 30%, natomiast warianty
homozygotyczne tych defektow, zwigkszaja ryzyko nawrotu zakrzepicy az pigciokrotnie (7).

Trombofilia nabyta moze towarzyszy¢ niektorym chorobom ogélnoustrojowym jak:

- choroby uktadowe tkanki tgcznej: zespdt antyfosfolipidowy (obecno$¢ autoprzeciwciat
przeciwko strukturom biatkowo-fosfolipidowym), pierwotny lub w przebiegu tocznia
rumieniowatego uktadowego lub reumatoidalnego zapalania stawow

- choroby zapalne z wtornym wystapieniem hiperhomocysteinemii, najczesciej w przebiegu
nieswoistych zapalen jelita grubego, takich jak wrzodziejace zapalenie jelita grubego i
Choroba Lesniowskiego-Crohna

- zwigkszone stgzenie czynnikéw krzepnigcia IX, XI, VIII, zwykle w przebiegu chorob
nowotworowych: chioniaki, biataczki, rak sutka, rak jelita grubego oraz ich leczenia —
chemioterapia z zastosowaniem cytostatykow, np. metotrexatu, fluorouracylu.

Poza nadkrzepliwo$cig sprzyjajace warunki do tworzenia skrzepliny w tozysku
zylnym powstaja w wyniku uszkodzenie §rodbtonka oraz spowolnienie przeptywu krwi (tzw.
triada Virchowa 1856r). Jednoczesne wystgpowanie co najmniej dwoéch czynnikdéw

prozakrzepowych, jest konieczne do uaktywnienia procesu zakrzepicy.

2. Zylna Choroba Zakrzepowo-Zatorowa (ZCZZ) - kliniczna manifestacja stanu
prozakrzepowego

Czesto$¢ wystepowania zakrzepicy zylnej u dzieci nie zostata dotychczas doktadnie
oszacowana. Prowadzone obserwacje jednoznacznie wskazuja na duzy wzrost czesto$ci
wystepowania zakrzepicy, szczegdlnie u dzieci hospitalizowanych. Zmiany zakrzepowo-
zatorowe w wieku rozwojowym diagnozowane sg glownie, jako wystepujace powiktania

cigzkich schorzen ogélnoustrojowych i ich intensywnego leczenia (10). Czgsciowy wpltyw na
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dane dotyczace czgstosci zakrzepicy ma coraz lepsza wykrywalno$¢ choroby. Wedlug danych
kanadyjskich czestos¢ ta wynosi 0,07/10 000, holenderskich 0,14/10 000, a amerykanskich
0,49/10 000 os6b w wieku 0-18 lat. Wyodrgbniono dwie grupy ryzyka wyzszej zapadalnosci
zakrzepicy — dzieci ponizej 1 roku zycia oraz miodziez powyzej 14 roku zycia (11,12). W
okresie noworodkowym 1 niemowlgcym glowny wpltyw na wystgpowanie zakrzepicy maja
uwarunkowania genetyczne, fizjologiczne procesy zachodzace w uktadzie hemostazy oraz
intensyfikacja leczenia neonatologicznego. Wsrod nastolatkow wyzsza zapadalnos$¢ jest
efektem  sumowania  si¢  trombofilii = oraz  dolaczajacych  si¢  czynnikow
dodatkowych/srodowiskowych (11,12,13,14).

Do czynnikéw dodatkowych ryzyka wystapienia zakrzepicy nalezg:

- dlugotrwale unieruchomienie, otytos¢

- przebyty zabieg operacyjny, uraz, ztamanie

- zakazenie 1 sepsa

- choroba nowotworowa

- cigza 1 potog oraz leczenie hormonalne

- wczesniactwo, zamartwica

- wady 1 niewydolno$¢ serca

- zakazenia 1 przewlekle stany zapalne — np. choroba Le$niowskiego-Crohna (7,14).
Klinicznymi objawami zakrzepicy zyt giebokich moga by¢:

- asymetrycznie obrzgkniete konczyny (uda, tydki), réznica obwodu konczyn >2cm

- zasinienie stop 1 podudzi, bol przy chodzeniu i staniu

- bol, zaczerwienienie, wzmozone ucieplenie w miejscu obrzeku, napigcie skory

- poszerzone naczynia krwiono$ne, przyspieszona czynnos¢ serca

- stan podgoraczkowy lub goraczka

- b6l w klatce piersiowej przy zatorze plucnym (7).

W diagnostyce choroby zakrzepowo-zatorowej u dorostych okresla si¢ obecnie
kliniczne prawdopodobienstwo zakrzepicy zyt gtebokich (DVT) lub zatorowosci ptucnej (ZP)
przy wykorzystaniu skali Wellsa (tabelal), ocenie wartosci stezenia D-dimeru w osoczu oraz
ocenie obrazu ultrasonograficznego lozyska naczyniowego z opcja dopplerowska i préba
uciskowa na naczynie (7). Potwierdzenie duzego prawdopodobienstwa wystapienia
zakrzepicy w skali Wellsa 1 po uzyskaniu pozytywnych wynikéw badan dodatkowych, jest

wskazaniem do natychmiastowego wdrozenie wtasciwej terapii przeciwkrzepliwe;.
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Tabela 1: Skala Wellsa oceny prawdopodobienstwa klinicznego ZP i DVT.

Ocena prawdopodobienstwa klinicznego ZP | Ocena prawdopodobienstwa klinicznego DVT

(15) (16)

przebyta ZZ lub ZP 1,5pkt | Nowotwor zlosliwy Ipkt

Niedawno przebyty zabieg | 1,5pkt | Niedowlad, porazenie lub niedawne | 1pkt

chirurgiczny, unieruchomienie unieruchomienie konczyny dolnej w
opatrunku gipsowym

Nowotwor ztosliwy Ipkt | Niedawne unieruchomienie w t6zku > 3 | 1pkt
dni lub duzy zabieg w ostatnich 4 tyg.

Krwioplucie Ipkt | Bolesnos¢ miejscowa w przebiegu zyt | 1pkt
glebokich konczyny dolnej

Tachykardia >100/min 1 pkt Obrzek catej konczyny dolnej Ipkt

Objawy ZZG 3pkt | Obwdd goleni wiekszy o >3cm w | 1pkt
porownaniu z bezobjawowa konczyng

Inne rozpoznanie mniej | 3pkt | Obrzek ciastowaty Ipkt

prawdopodobne niz ZP
Widoczne zyly krazenia obocznego 1pkt
Inne rozpoznanie réwnie lub bardziej | -2
prawdopodobne niz ZZG pkt

Interpretacja: Interpretacja:

Prawdopodobienstwo kliniczne: Prawdopodobienstwo kliniczne:

- mate 0-1pkt - mate <0 pkt

- posrednie 2-6 pkt - posrednie 1-2 pkt

- duze > Tpkt - duze >3 pkt

V. Zakrzepica w chorobie nowotworowe;j.
1. Obraz kliniczny zakrzepicy.

Wsréd pacjentow dorostych z chorobg nowotworowa, powiktania krwotoczne lub
zakrzepowe, s3 drugg najczestsza przyczyna Smiertelnosci po progresji i wznowie choroby
(19). Najwieksza czestos¢ wystepowania zakrzepicy jest obserwowana w hematologicznych
chorobach nowotworowych jak: ostra biataczka limfoblastyczna (ALL), ostra biataczka
szpikowa (AML) i w chioniakach nieziarniczych (NHL) (20, 21). Istnieje duza wzajemna
zalezno$¢ pomiedzy nowotworem, a zylng chorobg zakrzepowo-zatorowa (ZChZZ). Jako
pierwszy zwrocit uwage na ten fakt Trousseau w 1865r, ktéry potaczyt wystepowanie
wedrujacego zakrzepowego zapalenia zyl z rozpoznaniem nowotworu (22). Dotychczas
opublikowane wyniki badan na temat powiklan zakrzepowych dotycza gtéwnie populacji
ludzi dorostych. Wiadomo, z badan u pacjentéw dorostych, ze ZChZZ moze poprzedzaé w
czasie rozpoznanie onkologiczne o kilka miesigcy, a nawet lat. W okresie 6 miesiecy do 2 lat

po epizodzie zakrzepicy u 10-20% pacjentow z idiopatyczng zakrzepica zyl glebokich
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wykrywano chorob¢ nowotworowa. Stad wazne jest u ludzi dorostych, w przypadkach
rozpoznania zakrzepicy wystepujacej bez czynnikow ryzyka, prowadzi¢ przesiewowa
diagnostyke onkologiczng (23). Wykazano, ze nawroty ZChZZ s3 zdecydowanie czestsze w
chorobie nowotworowej w poréwnaniu do osoby zdrowej, nawet podczas prowadzenia
profilaktycznego leczenia przeciwzakrzepowego. Ryzyko wystapienia ZChZZ w chorobie
nowotworowej w populacji ludzi dorostych jest czterokrotnie wigksze, a chemioterapia
podnosi je dodatkowo o0 20% (24).

W badaniach dotyczacych populacji dziecigcej stwierdzono, ze zakrzepica w
przebiegu choroby nowotworowej u dzieci, w 16% przebiega objawowo, zas§ w 40%
przypadkow jest niema klinicznie. Przebiega najczesciej jako tzw. subkliniczna aktywacja
uktadu krzepnigcia (25). Poczatkowo bezobjawowy stan chorego, moze jednak w dalszym
przebiegu choroby nowotworowej doprowadzi¢ do cigzkich i1 zagrazajacych zyciu epizodow
zakrzepowych lub krwotocznych (21). Klasyczng postacig kliniczng zaburzen krzepnigcia u
dzieci z rozpoznaniem nowotworu jest rozsiane wykrzepianie wewnatrznaczyniowe (DIC).
Uwaza si¢, ze aktywacja procesu krzepnigcia jest wynikiem stymulacji tego procesu przez
czynniki zwigzane bezposrednio lub posrednio z rozwojem nowotworu. Wraz z progresja
choroby nowotworowej proces krzepnigcia z wytworzeniem mikroskrzeplin moze nabierac
dynamizmu zajmujac coraz wigkszg liczb¢ naczyn krwionosnych, co doprowadza do
catkowitego ,,wyczerpania” czynnikow uktadu krzepnigcia — ptytek krwi, czynnikow
krzepnigcia, fibrynogenu. W dalszej konsekwencji dochodzi do zatamania rownowagi uktadu
hemostazy i powstania zagrazajacych zyciu krwawien. Wigkszo$¢ objawowych przypadkéw
zakrzepicy u dzieci z rozpoznaniem ostrej bialaczki limfoblastycznej (ALL), wystepuje w
lokalizacjach krytycznych dla zycia: centralny uktad nerwowy, zatorowos$¢ ptucna (ZP),
skrzeplina w prawym przedsionku. Sredni wspotczynnik $miertelnosci w przebiegu
zakrzepicy u dzieci z ALL wynosi 15% (21,26,27). Wysoka $miertelno$¢ z powodu zmian
zakrzepowo-zatorowych jest czgsto maskowana poprzez powiktania krwotoczne lub
infekcyjne (17). Nalezy podkresli¢, ze w przypadkach choroby nowotworowej ryzyko
powstania zakrzepicy zwigksza si¢ takze ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia szeregu
pierwotnych i1 wtornych czynnikéw predysponujacych, jak 1 wzajemnego ich
wspotwystepowania co dodatkowo eskaluje istniejace ryzyko zylnej choroby zakrzepowo-
zatorowej (ZChZZ). U populacji dzieciecej choroby nowotworowe, mimo  ze sa
rozpoznawane rzadko, odpowiadaja za wystapienie okoto 40% przypadkow zakrzepicy w tym
wieku. Ryzyko zakrzepicy u dzieci z rozpoznaniem nowotworowym okresla si¢ jako 600 razy

wigksze niz ryzyko u dzieci zdrowych (26).
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2. Terapia nowotworowa.

Dodatkowym waznym czynnikiem $cis$le zwigzanym z nowotworem, ktory wywotuje
zaburzenia uktadu krzepnigcia — krwotoczne 1 zakrzepowe, jest terapia z zastosowaniem
lekow cytostatycznych. Przyktadem szeroko opisywanym w piS$miennictwie moze byc¢
stosowana w leczeniu ALL: L-asparaginaza (L-aspa). Lek ten blokuje syntez¢ asparaginy, a
tym samym zmniejsza dostepnos¢ aminokwasu dla komorek biataczkowych powodujac ich
apoptoze. Lek ten wsrdod ubocznych niekorzystnych dzialan wywiera wplyw hamujacy na
syntez¢ wielu biatek, m.in. takze biatek ukladu krzepnigcia. L-aspa powoduje obnizenie
stezenia antytrombiny w osoczu ponizej 50% oraz zmian¢ konformalng czasteczki, co
wpltywa na deficyt iloSciowy 1 jakosciowy biatka AT III. Jest to istotny czynnik ryzyka
wystapienia powiktan zakrzepowych. Stad w zapobieganiu powiktaniom zakrzepowym, u
chorych leczonych L-aspa, stosuje si¢ suplementacje AT III (28). L-aspa wywoluje réwniez
obnizenie poziomu innych biatek istotnych dla hemostazy tj. alfal-antytrypsyny, biatka C 1 S,
. Te dziatania uboczne stymuluja proces krzepnigcia gltownie przez obnizenie ilosci
naturalnych antykoagulantow (27, 30). L-asp oddzialuje takze na zmniejszenie stezenia
fibronektyny w osoczu, powodujac wzrost ilosci monomerdéw fibryny krazacych w tozysku, a
takze zwigksza produkcje trombiny. Inne cytostatyki jak np. busulfan, aktynomycyna,
arabinozyd cytozyny dziataja uszkadzajaco na S$rodbtonek drobnych naczyn 1 zatok
watrobowych. Wyzwala to proces tworzenia mikrozakrzepéw. Mikrozakrzepy powstaja na
drodze przewagi mechanizmow zakrzepowych nad fibrynolitycznymi w skutek uwalniania
cytokin z uszkodzonego $rédbtonka: IL-1, TNF-o oraz gromadzenia czynnika von
Wilebranda stymulujacego agregacje ptytek (30). Klinicznym obrazem tych zaburzen jest
rozpoznawana u czesci chorych leczonych wymienionymi cytostatykami choroba
wenookluzyjna watroby (VOD). Opisane zostaty rowniez dziatania prozakrzepowe innych
lekow cytostatycznych jak dakarbazyny, ktora moze by¢ przyczyna zakrzepicy zyt
watrobowych (z. Budda-Charii), bleomycyny 1 cisplatyny, po ktérych wystapi¢ moga
mikroangiopatie zakrzepowe: zesp6t hemolityczno-mocznicowy lub zakrzepowa plamice
matoptytkowa (31). Nalezy podkresli¢, ze zwigkszenie potencjatu zakrzepowego nastepuje
takze poprzez stosowanie w terapii onkologicznej lekow  hormonalnych —

glikokortykosteroidow lub estrogenow.

3. Rola centralnych cewnik6w naczyniowych.
Waznym dodatkowym czynnikiem ryzyka wystgpienia choroby zakrzepowo-

zatorowej u chorych onkologicznych jest stosowanie centralnych cewnikow naczyniowych.
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Leczenie przeciwnowotworowe u dzieci prowadzone jest z zastosowaniem permanentnych
centralnych cewnikow naczyniowych (CVL). Jest to najsilniejszy 1 najczestszy dodatkowy
czynnik prozakrzepowy u dzieci. Cewniki centralne sg obecnie, przy znacznej intensyfikacji
leczenia onkologicznego elementem niezbednym w prowadzeniu tego leczenia u dzieci.
Cewnik centralny pozwala na dozylna podaz lekow cytostatycznych 1 innych lekéw
uzupelniajagcych niezbednych w kompleksowym leczeniu oraz wielokrotny pobor krwi do
analizy laboratoryjnej. Obecnos¢ CVL wigze si¢ z wystepowaniem powiktan, do ktérych
nalezg najczesciej infekcja 1 zakrzepica. Czesto$¢ tych powiktan u dzieci z nowotworem
oszacowano na 40-46%, za$ samej zakrzepicy na 20-30% (24, 32, 33, 34). Czynnikiem
sprzyjajacym powstawaniu powiktan zakrzepowych w okolicy cewnika centralnego jest
infekcja odcewnikowa u chorych z nowotworem. Zakrzepica odcewnikowa zwieksza ryzyko
powstawania skrzeplin rdwniez w innych lokalizacjach, a nieprawidlowe funkcjonowanie
dozylnego cewnika centralnego, poprzez konieczno$¢ jego wymiany oraz opodznienia w
leczeniu onkologicznym, ma negatywny wplyw na przezycie dzieci z chorobg nowotworowg
(33, 34). Zdarza si¢ ze zakrzepica odcewnikowa pozostaje dtugo nierozpoznawana, gdyz nie
dysponujemy pewnymi metodami diagnostycznym stuzacymi postawieniu takiej diagnozy.
Bedace w uzyciu klinicznym ultrasonografia uciskowa z funkcja Doppler, obustronna
wenografia, czy angiografia w badaniu rezonansem magnetycznym nie posiadaja 100%
czutosci 1 swoistosci diagnostycznej dla zakrzepicy odcewnikowej (55). Ocene utrudnia
implantowany w $wietle naczynia cewnik, ktory zmniejsza $rednice zyty i zaburza laminarny
w niej przeplyw. Istniejg rézne warianty powstania skrzepliny odcewnikowej. Najczesciej
skrzeplina wystepuje wzdtuz przebiegu cewnika, ewentualnie lokalizuje si¢ na jego wolnym
koncu w $wietle zyly gldwnej gornej. Skrzeplina moze rowniez by¢ potozona przys$ciennie w
naczyniu, przez ktore przebiega cewnik. Najrzadziej skrzeplina wystepuje w tunelu
wewnetrznym kateteru, powodujac najczesciej, w przeciwienstwie do pozostatych lokalizacji
skrzepliny, jego trwatg dysfunkcje. Dysfunkcja cewnika moze by¢ czg¢sciowa, kiedy wlew
leku przez cewnik jest mozliwy lub petna (brak mozliwosci podania leku, lub pobrania krwi),
a jej czestos¢ u dzieci z nowotworem jest szacowane na okoto 30% chorych (8, 33, 34, 35).
Czynnikami zwigkszajacymi ryzyko wystgpienia niedroznosci cewnika s3: pozytywny
wywiad rodzinny w kierunku wystgpowania incydentow zakrzepicy oraz wystepowanie
wczesniejszych incydentéw zakrzepicy u samego chorego. Znaczenia nabiera typ cewnika
centralnego, albowiem w zwigzku z dluzszym czasem implantacji, dysfunkcja cewnika
czesciej wystepuje w przypadku kateteru typu Hickman’a lub portu naczyniowego, niz w

odniesieniu do cewnikéw centralnych zalozonych z dostepu obwodowego. Zaobserwowano
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znaczenie techniki implantacji oraz glebokosci na jaka wprowadzono koncéwke cewnika w
wystepowaniu jego dysfunkcji. Implantacja w gabinecie angiografii naczyniowej oraz
lokalizacja koncowki cewnika w zyle gldwnej gornej, wigze si¢ z wyzszg czestoscia
dysfunkcji cewnika, w przeciwienstwie do chirurgicznej implantacji kateteru w oparciu o
metode wenesekcji 1 wprowadzenie koncowki na gltebokos¢ wlotu do prawego przedsionka
(19). Pacjenci z nieprawidtowo dziatajacym kateterem maja znaczaco wyzsze ryzyko (3,7-
14,7 razy) rozwoju objawowej zakrzepicy odcewnikowej (8, 35, 36, 37), szczegllnie przy
lokalizacji masy patologicznej w $rddpiersiu, lub innej nieonkologicznej choroby ptuc (18).
Dzieci po przebyciu niedroznosci CVL w trakcie leczenia onkologicznego majg wyzsze
ryzyko wystapienia zespotu pozakrzepowego, takze po zakonczeniu leczenia onkologicznego
1 usunieciu cewnika (37, 38). U dzieci z ALL, leczonych z wykorzystaniem CVL,
stwierdzono wyzsze ryzyko zaleznej od kateteru zakrzepicy zyt glebokich przy implantacji
cewnika po lewej stronie ciata (38) i przez zyte podobojczykowa oraz w okresach stosowania
chemioterapii z wykorzystaniem asparaginazy i1 glikokortykosterydoéw (39, 40, 41). Ryzyko
zakrzepicy jest rowniez wyzsze jezeli cewnik centralny byt implantowany przez zyle
obwodowa, co wynika z wigkszych zaburzen w przeptywie krwi wywolanych cewnikiem
(dhugi cewnik centralny przebiegajacy w waskim naczyniu obwodowym) oraz czesto cigzkim
stanem chorego dyskwalifikujacym z zatozenia cewnikow typu Hickman’a lub portu
naczyniowego). Symptomy zakrzepicy - bol, obrzek, sinica, poszerzenie siatki naczyniowe;j
na klatce piersiowej — zaleza od lokalizacji, wielko$ci oraz dynamizmu powstania skrzepliny.
Roéwniez infekcja odcewnikowa ma udokumentowany wplyw na rozw6j CVL - zakrzepicy u
dzieci z aktywnym nowotworem. Nalezy podkresli¢, ze jednoczesne wystapienia zakazenia u
dziecka z dysfunkcja cewnika centralnego podwyzsza ryzyko rozwoju zakrzepicy (8, 41).
Kolejnymi czynnikami ryzyka zwigzanymi z leczeniem choroby nowotworowej i
powiktaniami sg zabiegi operacyjne, unieruchomienie lub odwodnienie, ktére poprzez
aktywacje czynnikéw prozapalnych, przymusowag pozycje, zageszczenie krwi zwiekszajg
prawdopodobienstwo rozwoju zakrzepicy.

W  podsumowaniu nalezy podkresli¢, ze pacjent z rozpoznaniem choroby
nowotworowej ma bardzo wysokie ryzyko wystapienia zakrzepicy, z powodu sumowania
si¢ wielu czynnikow ryzyka zwigzanych z chorobg i jej bardzo intensywnym leczeniem
(18, 19).
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VI. Terapia powiklan zakrzepowych choroby nowotworowe;j.

Wspoltczesnie leczenie zakrzepicy opiera si¢ na stosowaniu wybiorczo dziatajacych
lekow przeciwkrzepliwych. Duzy postep farmakoterapii tego schorzenia widoczny jest we
wdrazaniu nowych grup lekow w terapii oséb dorostych. Natomiast u dzieci zalecenia
terapeutyczne sa najczesciej ekstrapolowane z badan i obserwacji prowadzonych u dorostych.
Terapia zakrzepicy opiera si¢ na modelu dwufazowym: leczeniu choroby w fazie
petnoobjawowej oraz farmakoterapii profilaktycznej. Profilaktyka przeciwdziata wystgpieniu
incydentu zakrzepicy w grupach chorych o bardzo wysokim ryzyku (pierwotna) lub jej
nawrotowi (wtérna). Model ten opiera si¢ na potrzebie ciaglej naukowej analizy zasadno$ci
leczenia wyprzedzajacego, co powoduje ze wytyczne, szczegOlnie w odniesieniu do
profilaktyki zmieniajg si¢. Mata przejrzystos¢ zalecen widoczna jest szczegolnie w populacji
dziecigcej. Podstawowymi lekami stosowanymi w zakrzepicy obecnie u dzieci s3: heparyna
niefrakcjonowana (UFH) oraz zwiazki heparyny drobnoczasteczkowej (LMWH), a takze
antagonisci witaminy K (VKA), leki fibrynolityczne: urokinaza, altepaza (t-PA).
Zastosowanie VKA metabolizowanych w watrobie, wigze si¢ z mozliwosci wystgpienia
licznych interakcji lekowych zwigkszajacych lub zmniejszajacych dziatanie leku, co moze
generowac wystapienie dodatkowych powiktan. Stwierdzenie zakrzepicy jest bezwzglednym
wskazaniem do wdrozenia terapii heparyng z réwnoczasowym podawaniem VKA przez
okres 4-5 dni. Zgodnie z przyjetym schematem postgpowania, konieczne jest uzyskanie
terapeutycznego efektu leku VKA, ktéry weryfikowany jest poprzez kontrolne badania INR.
Docelowo dazy si¢ do osiggniecia i utrzymywania wartosci INR - 2,5 (zakres 2,0 — 3,0). Po
osiggnieciu tych wartosci INR leczenie heparyng powinno by¢ zakonczone. Od tego ogolnego
schematu postgpowania istnieje szereg odstepstw, zaleznych od stanu ogdlnego chorego,
lokalizacji i rozleglo$ci zakrzepicy, wspotwystepujacych powiktan krwotocznych i innych
towarzyszacych chorob przewleklych. Tylko w $cisle okre§lonych stanach zakrzepowych u
dzieci istnieja wskazania do zastosowania lekéw fibrynolitycznych. Leki przeciwkrzepliwe
nowej generacji: bezposredni inhibitor czynnika Xa (rywaroksaban, apiksaban) lub
bezposredni inhibitor trombiny (eteksylan dabigatranu), nie uzyskaty dotychczas rejestracji do
klinicznego zastosowania u dzieci. Waznym aspektem terapii zakrzepicy u dzieci jest
odmienny metabolizm lekow. Im miodsze dziecko tym leki sa szybciej metabolizowane i
krétszy jest ich okres poitrwania. Dlatego w terapii LMWH u dzieci <2 miesigca zycia lub

wagg ponizej 5 kilograméw leki podaje si¢ w ilosci 150% dawki dorostego. Ponadto
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dostosowuje si¢ dawke lekéw do poziomu aktywnosci anty-Xa (zakres docelowy wynosi 0,6-
1,0). Poczatkowe dawki VKA s3 dobierane do wieku i wagi pacjenta, a nastepnie dawki
dostosowuje si¢ do warto$ci INR (42). W obowigzujacych zaleceniach u dzieci z chorobg
nowotworowg nie zaleca si¢ pierwotnego profilaktycznego leczenia przeciwkoagulacyjnego.
Zastosowanie cewnika centralnego rowniez nie stanowi wskazania do rutynowej profilaktyki,
za wyjatkiem dlugotrwatego zywienia pozajelitowego, w ktorym zaleca si¢ terapie¢ VKA (INR
2,0-3,0) — sita zalecen 2C (43). Zalecenia dotyczace czasu trwania leczenia zakrzepicy
wystepujacej u dziecka w przebiegu choroby nowotworowej sa zgodne z ogdlnym
wytycznymi, tj. LMWH, przez minimum 3 miesigce, lub dtuzej, do czasu ustgpienia czynnika
wywotujgcego. W przypadku niedroznos$ci cewnika, zaleca si¢ docewnikowe zastosowanie t-
PA/urokinazy na okres minimum 30 minut z mozliwo$cig powtorzenia leczenia (42). W
profilaktyce niedrozno$ci cewnika centralnego obecnie dostepne sa leki o jednoczesnym
dziataniu przeciwinfekcyjnym i przeciwkrzepliwym do profilaktycznego wypekniania tunelu
cewnika centralnego — TauroLock®. Lek zawiera taurolidyn¢ o dziataniu p/infekcyjnym 1 4%

roztwoOr cytrynianiu o dziataniu antykoagulacyjnym.

VII. Udzial ukladu Kkrzepni¢cia w stymulacji rozwoju choroby

nowotworowej.

Uktad krzepnigcia odgrywa kluczowg role w rozwoju choroby nowotworowej. Proces
wzrostu guza pierwotnego i tworzenia odleglych przerzutéw nowotworu jest $ci§le zwigzany
z pobudzeniem kaskady krzepniecia (44, 45, 46). U okoto 50% pacjentéw z nowotworem i u
okoto 90% pacjentbw ze zmianami przerzutowymi wystepuja nieprawidlowosci
koagulologiczne, ktoére sa nastgpstwem wzrostu poziomu roéznorodnych czynnikow
krzepnigcia (47). Opublikowane badania zwracajag uwage na aktywny udziat w rozwoju
nowotworu czynnika tkankowego (TF), nazywanego rdéwniez: czynnikiem III lub
tromboplastyng tkankowa. Jest on podstawowym inicjatorem krzepnigcia krwi
zlokalizowanym w $cianie naczynia krwiono$nego. Badania roli TF w okresie embriogenezy
wykazaty, ze obnizenie lub brak ekspresji czynnika w trakcie embriogenezy powoduje
zaburzenia budowy naczyn, krwawienia i1 $mier¢ zarodka (6). TF wykazuje narzadowe
zréznicowanie intensywnosci ekspresji. W narzadach takich jak moézg, serce, tozysko, ptuca
jego ekspresja jest bardzo duza i stanowi dodatkowe zabezpieczenie przed krwawieniami i ich
skutkami w tych organach. Tam gdzie ekspresja TF jest mniejsza, np. mig¢sniach 1 stawach,

stwierdza si¢ zwigkszenie ekspresji innych czynnikow kaskady krzepniecia, gtownie drogi
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wewnatrzpochodnej (FVIIla 1 FIXa). Z tej fizjologicznej zmienno$ci rozmieszczenia
czynnikéw krzepnigcia wynika duza predyspozycja chorych na hemofili¢ do wystepowania
samoistnych wylewow gtownie do stawow 1 migéni (6). Lokalizacj¢ narzadowa czynnika TF
uzupehia osoczowa — rozpuszczalna posta¢ TF, ktora w gtownej mierze w stanach trombofilii
przyczynia si¢ do powstawania powiktan zakrzepowo-zatorowych. W stanach zdrowia
stezenie TF w osoczu wynosi okoto 149 — 172pg/ml (6). Badania dowodza, ze w niektérych
jednostkach chorobowych jak: zawat serca, udar mézgu, zakrzepica naczyn, posocznica oraz
cukrzyca st¢zenie to stymulowane cytokinami prozapalnymi, ulega wzrostowi (6). Wysokie
stezenie TF w osoczu zaobserwowano w niektorych chorobach nowotworowych u dorostych
(22, 48, 49, 50). Uwaza si¢ ze sam nowotwoOr moze produkowac 1 uwalnia¢ TF w nastepstwie
kancerogennych mutacji genow lub  oddziatywania czynnikéw produkowanych przez
nowotwor na podscielisko oraz w efekcie niedotlenienia tkanki nowotworowej (46). TF wraz
z czynnikiem VIla poprzez wptyw na proteazy czynnikéw krzepnigcia oraz receptory zalezne
od tych proteaz (PARI1-4) obecne w komorkach endotelium, nie tylko bierze udzial w
procesach prozakrzepowych, ale rowniez wptywa na wewnatrzkomorkowe procesy takie jak:
system transdukcji sygnatu, transkrypcja gendéw, powstawanie bialek (46, 48, 49, 50).
Odgrywa wigc istotng nichemostatyczng role¢ w pobudzaniu procesow biologicznych
nowotworu jak: migracja komorek, proliferacja, apoptoza, uruchomienie i pobudzenie reakcji
zapalnej. Ingerencja TF w wewnatrzkomodrkowe szlaki metaboliczne wptywa na wzrost guza i
tworzenie przerzutow (4, 6, 46, 48, 50). Czynnik ten uczestniczy takze w mechanizmach
kontroli adhezji 1 przemieszczania si¢ komorek, przenikania komodrek do i z ukladu
krwionosnego, wspotdziatania z uktadem immunologicznym. Ponadto biatko TF, jako jeden z
receptorow  przezbtonowych, po pofaczeniu z FVIla zmienia odpowiedz komorkowsa
wptywajac na transkrypcje genow i1 w konsekwencji reguluje proliferacje komorek (46, 48,
50). Ponadto kompleks TF-FVIla prowadzi do wewnatrzkomorkowej aktywacji kinaz
antyapoptotycznych, ktéorych uruchomienie blokuje $mier¢ komorki i sprzyja onkogenezie.
Potwierdzono zostat wptyw TF na powstawanie naczyn zarowno w okresie embriogenezy jak
i w chorobie nowotworowej (4, 6, 48, 50). Posrednio ten mechanizm ulatwia tworzenie
przerzutow, gdyz przerzutowanie w duzej mierze wynika ze zdolnosci do tworzenia nowych
naczyn — angiogenezy. W raku niedrobnokomoérkowym ptuca oraz raku prostaty wykazano
zwiazek pomiedzy ekspresja TF i gestoscig naczyn mikrokrazenia (MVD) oraz ekspresja
naczyniowego $rodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF), najsilniejszego czynnika wzrostu
naczyn krwiono$nych (46, 50). W transformowanych komoérkach nowotworowych z

nadekspresja TF zaobserwowano gwalttowny wzrost naczyn i lepsze unaczynienie. W
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przypadku zastosowania antysensownych oligonukleotydow anty-TF — rozwdj naczyn byt
istotnie wolniejszy (50).

Dotychczas nie opublikowano badan oceniajacych stezenie 1 ekspresj¢ TF w
nowotworach u dzieci. Nie podjeto rowniez kompleksowej oceny zwigzku pomiedzy TF, a
onkogeneza i1 powstawaniem przerzutow. Jak dotad stwierdzono, ze w nowotworach u
dorostych poziom TF jest podwyzszony, a w stadium rozsianym z obecnymi przerzutami
ekspresja TF jest do 1000 razy wieksza niz w guzach zlokalizowanych. W raku gruczotu
sutkowego, raku jelita grubego i1 czerniaku stwierdzono istnienie korelacji pomig¢dzy
stezeniem TF, a powstawaniem przerzutow (50). Badania pokazuja, ze ekspresja TF w tkance
nowotworowej, koreluje ze stopniem zlosliwosci ludzkich glejakéw. Wraz z rozwojem
zlosliwego glejaka dochodzi do powstawania ognisk nekrotycznych, otoczonych
pseudopalisadowymi komorkami. Komorki stymulowane stanem hipoksji wydzielaja
czynniki proangiogenne, a takze TF, ktéry rowniez pobudza rozwoj nowych naczyn i
stymuluje progresje glejaka (50, 51). W raku jelita grubego, niedrobnokomorkowym raku
phuc, raku sutka, raku watroby oraz raku prostaty udowodniono istotng zalezno$¢ pomigdzy
stezeniem TF, a nasileniem angiogenezy — szybszy wzrost naczyn krwiono$nych i poprawe
ukrwienia guza (22, 49, 50, 52). W nowotworach tych wysoki poziom TF byt niezaleznym
czynnikiem prognostycznym krotszego przezycia.

Podsumowujac: TF pelni istotng rolg¢ w procesach kancerogenezy i1 tworzenia
przerzutéw w chorobie nowotworowej, poprzez:

- pobudzenie angiogenezy w miejscach rozwijajacego si¢ guza i tworzacych si¢ przerzutow,
- produkcje biatek, ktoére wspottworzg srodowisko sprzyjajace do powstania przerzutu,
- hamowanie apoptozy,

- oddziatywanie poprzez molekuty adhezyjne na srédbtonek naczyn (46, 47, 49).

Istniejg dowody, ze u dorostych terapia przeciwkrzepliwa heparyng przedtuza zycie
chorych zmniejszajac ryzyko powiktan zwiazanych z ZChZZ w przebiegu nowotworu.
Korekcja zaburzen w hemostazie, indukowanych nowotworem 1 regulacja szlakow
sygnalowych komoérek zaleznych od receptora TF:FVIIa, moze blokowaé procesy
wewnatrzkomorkowe prowadzace do progresji nowotworowej. Stad wazna jest ocena wptywu
lekow o dziataniu modulujagcym uktad krzepniecia, takze pod katem dziatania
przeciwnowotworowego. Wyniki badan w populacji ludzi dorostych wskazuja, ze
przyjmowanie doustnych antykoagulantéw zmniejsza ryzyko zachorowania na chorobg

nowotworowg o 20%. (53). Wykazano, ze stosowanie heparyny ma liczne antynowotworowe
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dzialanie jak: blokowanie powstania trombiny i fibryny, modulacja systemu
immunologicznego, blokowanie adhezji komodrek nowotworowych, hamowanie

neoangiogenezy oraz proliferacji komorek endotelium, stymulowanie apoptozy (54).

Z dotychczasowych badan, jednoznacznie wynika wieloptaszczyznowy wzajemny
zwigzek uktadu krzepnigcia i choroby nowotworowej. W onkologii dorostych udowodniono
wpltyw czynnika tkankowego na rozwdj 1 przebieg nowotworow. Nowotwory typu
dziecigcego r0znig si¢ budowa histopatologiczng, przebiegiem klinicznym choroby,
charakteryzujacym si¢ duzym dynamizmem, wysokim zaawansowaniem w momencie
diagnozy oraz wrazliwo$cig na leczenie chemiczne i promieniowanie jonizujace. W niniejszej
pracy podjeto probe okreslenia stanu uktadu krzepnigcia w nowotworach dziecigcych w
odniesieniu do obrazu klinicznego oraz zwigzek hemostazy ze stopniem zaawansowania i
biologia guza Ponadto analizie poddano obecno$¢ w tkankach nowotworowych 1 stezenie w
surowicy czynnika TF w wybranych nowotworach dziecigcych, celem okreslenia
ewentualnego udzialu tego czynnika w rozwoju tych chorob u dzieci. Wyniki badan uktadu
hemostazy w nowotworach dziecigcych moga mie¢ w przyszioSci rowniez znaczenie

terapeutyczne w nowotworach litych wieku rozwojowego.
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Cel pracy:

Celem niniejszej pracy badawczej byla ocena stanu ukladu krzepni¢cia w zaleznosci od
parametrow klinicznych oraz typu histologicznego wybranych nowotworow wieku

rozwojowego. W tym celu zaplanowano nastepujace zadania badawcze:

1. Ocene parametrow ukladu krzepniecia w surowicy krwi u dzieci z rozpoznaniem

choroby nowotworowej z uwzglednieniem wybranych parametréw klinicznych choroby.

2. Porownanie parametrow hemostazy w surowicy krwi przed i po terapii

przeciwnowotworowej.

3. Ocene ekspresji wybranych wskaznikow hemostazy w tkankach nowotworowych

badanej populacji chorych.

27



MATERIALY I METODY

I . Charakterystyka grupy badanej

Kohortowymi badaniami prospektywnymi obj¢to 86 pacjentéw Kliniki Pediatrii,
Hematologii i Onkologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (GUMed) leczonych w
latach 2008-2014r z powodu rozpoznania choroby nowotworowej. Na prowadzenie pacy
badawczej zgode wyrazita Niezalezna Komisja Bioetyczna Do Spraw Badan Naukowych
przy GUMed uchwalg Nr 197/2008. Do badania zakwalifikowano chorych postugujac si¢
nastepujacymi kryteriami wiaczenia:

- wiek zachorowania 0-18 lat,

- stwierdzenie na podstawie wstepnej diagnostyki onkologicznej guza ztosliwego o

radiologicznych cechach zlosliwosci lub chtoniaka ziarniczego, potwierdzone

badaniem histopatologicznym

- prawidlowe parametry biochemiczne oceniajace funkcje watroby.

Pacjenci z postawiong diagnoza onkologiczng leczeni byli standardowymi protokotami

terapeutycznymi obowigzujgcymi dla okreslonych rozpoznan histopatologicznych.

W grupie badanej byto: 37 dziewczat (43%) oraz 49 chlopcow (57%).

Rozklad plci grupy badanej

n= 86

Wykres 2. Rozklad plci grupy badane;j.
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Wiek zachorowania pacjentow ksztattowal si¢ w zakresie od 5 doby zycia do 18 lat. W
grupie pacjentow najmtodszych (0-3 lata) znajdowato si¢ 23 dzieci (27%), zas w wieku 3-6 lat
— 16 pacjentow (18%). Najmniej liczng grupe stanowily dzieci w wieku 6-10 lat — 10 chorych
(12%) oraz chorzy w wieku zachorowania 10-14 lat — 12 (14%). Mtodziez (14-18 lat) byta
reprezentowana najliczniej — 25 o0so6b (29%). W najmtodszych grupach wiekowych
dominowaty rozpoznania nowotworoéw o etiologii zwigzanej z przetrwatg tkanka ptodowa:
zwojak zarodkowy wspodlczulny (neuroblastoma) oraz nerczak ptodowy (nefroblastoma). W
grupie nastolatkow przewazaty: Chloniak ziarniczy oraz migsaki tkanek migkkich i guzy
kosci. Taka rekrutacja pacjentow do badania odpowiada epidemiologicznym danym o

zapadalno$ci nowotworow dzieciecych w Polsce.

Rozklad wiekowy chorych

M (-3lata
M 3-6]at

i 6-10lat
M 10-14lat

i 14-18lat

n= 86

Wykres 3. Rozklad wiekowy chorych w badanej grupie.
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Do grupy badanej wiaczono pacjentdéw z rozpoznaniami: nowotwory osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN) - 7, migsaki tkanek migkkich (MTM) - 17, zwojak zarodkowy
wspotczulny (NBL) - 16, guz Wilms’a - 13, nowotwory kosci - 9, nowotwory germinalne

(GCT) - 6, watrobiak zarodkowy (HBL) — 4 oraz chtoniak Hodgkina (HD) — 14 chorych.

Glowne grupy nowotworow w badanej
populacji chorych

H Nowotwory OUN
EMTM

MNBL

H Guz Wilms'a
EHD

i Nowotwory Kosci
i Guz germinalny

W HBL

n= 86

Wykres 4. Gléwne grupy nowotworow w badanej grupie chorych.

Wsrod chorych z nowotworami osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), u czterech
rozpoznano glejaka wielopostaciowego oraz u trzech pacjentoéw - rdzeniaka zarodkowego.
Grupe chorych z guzami typu zwojaka zarodkowego wspoétczulnego (NBL) utworzyty:
nerwiak zarodkowy — 10 chorych i nerwiak zarodkowy zwojowy — 6 chorych. Grupe chorych
z migsakami tkanek migkkich (MTM) utworzyto 17 dzieci z rozpoznaniami: migsak
prazkowanokomoérkowy typ ptodowy (RMSE) — 7, migsak mazidwkowy — 4, migsak
prazkowanokomoérkowy typ pecherzykowy (RMSA) — 3, pozakostna posta¢ guza Ewing’a —
2, nerwiakomigsak — 1 chory. Dane dotyczace budowy histopatologicznej w grupie OUN,
NBL i migsakoéw tkanek miekkich, zawarto w tabeli nr 2.
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Tabela 2. Rozpoznania histopatologiczne w grupie nowotworéw OUN, NBL 1 Migsakow.

Diagnoza Rozpoznanie histopatologiczne Liczba chorych
Glejak wielopostaciowy 4
Nowotwory OUN
Rdzeniak zarodkowy 3
Nerwiak ptodowy 10
Neuroblastoma
Nerwiak ptodowy zwojowy 6
Migsak prazkowano komorkowy typ ptodowy 7
Migsak maziowkowy 4
Miesaki tkanek Migsak prazkowano komorkowy typ 3
mi¢kkich pecherzykowy
Guz Ewing’a posta¢ pozakostna 2
Nerwiakomigsak 1

(OUN - osrodkowy uktad nerwowy)

W podgrupie guzéw kosci rozpoznano siedem przypadkéw guza Ewing’a oraz dwa
przypadki migsaka kosciopochodnego (osteosarcoma). Nowotwory germinalne rozpoznano u
sze$ciu chorych. Byly to: kosmoéwczak, rozrodczak, guz pegcherzyka zottkowego oraz trzy
ztosliwe guzy germinalne o mieszanej budowie histopatologicznej. W grupie guzow Wilms’a
rozpoznanych u 13 chorych, podtyp nabtonkowo-mezenchymalny wystepowat u 10 chorych,
a podtyp blastemiczny u 3 chorych. W odniesieniu do pozostatych typéw nowotworow, w 4
przypadkach rozpoznano hepatoblastoma typu plodowego, a u 14 chorych chioniaka
Hodgkina, ktory prezentowat budowe typu stwardnienia guzkowego. Zbiorcze dane dotyczace

liczebnosci grup chorych pod wzgledem rozpoznania zawarto w tabeli nr 3.

Tabela 3. Rozpoznania nowotworowe w badanej grupie.

Rozpoznanie | MTM | NBL HD | Wilms | Kosci | OUN GCT HBL

Liczba chorych 17 16 14 13 9 7 6 4

Rozklad
20 19 16 15 10 8 7 5
procentowy %

(MTM — migsaki tkanej migkkich, NBL — zwojak wspotczulny zarodkowy, HD — Chtoniak
Hodgkina, Wilms — guz Wilms’a, Kosci — nowotwory kosci, GCT — nowotwory germinalne,
HBL — watrobiak zarodkowy)
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W oparciu o podobienstwo etiopatogenetyczne cz¢$ci nowotwordw wieku dziecigcego

1 wspdlne pochodzenie z przetrwatej tkanki ptodowej oraz wspolne histopatologiczne
pochodzenie migsakdw, a takze ze wzgledu na lokalizacje rozpoznania nowotworowe, zostaty
polaczone w nastgpujace grupy:

Podgrupa 1. Chorzy z ztosliwymi nowotworami pochodzenia zarodkowego, nie

migsakami: zwojak zarodkowy wspotczulny, nerczak zarodkowy (guz Wilms’a),

watrobiak zarodkowy oraz nowotwory germinalne - 39 pacjentéw (46%),

Podgrupa 2. Chorzy z guzami tkanek migkkich 1 kosci — 26 chorych (30%),

Podgrupa 3. Chorzy z chloniakiem Hodgkina — 14 chorych (16%),

Podgrupa 4. Chorzy z nowotworami osrodkowego uktadu nerwowego — 7 dzieci (8%).

Tabela 4. Rozpoznania w 4 podgrupach badanych chorych.

Podgrupy chorych
Rozpoznanie Podgrupa 1 Podgrupa 2 Podgrupa 3 Podgrupa 4
Liczba chorych 39 26 14 7
prolzglfg:v(;f Y% 46 30 16 8

Glowne grupy nowotworow w grupie badanej

M Podgrupa 1
M Podgrupa 2
i Podgrupa 3

® Podgrupa 4

Wykres 5: Podgrupy chorych wedlug rozpoznan.

Momentem wlaczenia chorych do badania byla pierwotna diagnoza choroby

nowotworu u 78 chorych, lub diagnoza wznowy nowotworu u 8 chorych.

32



I1. Material badany.

Materiat do badan stanowity:
1. Historie choroby pacjentéow wlaczonych do badania.

Dane dotyczace odpowiedzi na leczenie w postaci catkowitej remisji (CR), progresji,
wznowy 1 zgonu w przebiegu choroby nowotworowej, analizowano na podstawie
prospektywnej obserwacji w okresie 6 lat, od marca 2008r do grudnia 2014r, $rednio 41
miesiecy. Poczatek obserwacji chorych, to czas pierwszego pobrania probek krwi do badan do

analizy parametrow krzepnigcia.

2. Krew obwodowa.

Wszystkim chorym zakwalifikowanym do prowadzonego badania pobierano krew pelng w
ilosci 4ml, celem oceny stanu hemostazy w momencie rozpoznania pierwotnej choroby
nowotworowej lub wznowy nowotworu, przed wdrozeniem procedur terapeutycznych.
Chorych poddawano dodatkowej kontroli w nastepujacych punktach czasowych:

- po zakonczeniu terapii I linii przez chorego (w dalszej czeséci pracy stosowano okres§lenie
,»po zakonczeniu leczenia”) 1 ustgpieniu ostrych powiklan leczenia oraz wykonaniu badan
radiologicznych, $rednio 4- 6 tygodni od daty podania ostatniego cyklu chemicznego.

- w momencie stwierdzenia progresji nowotworu. W przypadku niepomyslnego przebiegu
choroby 1 zgonu chorego z powodu progresji nowotworu, analize statystyczng
przeprowadzono w oparciu o materiat biologiczny pobrany podczas diagnozy progresji lub

wznowy choroby.

3. Material tkankowy.

Materiat tkankowy pochodzacy z pobranych chirurgicznie tkanek nowotworowych od
chorych w badanej grupie, zatopiony w parafinie i zgromadzony w Zaktadzie Patomorfologii
Podmiotu Leczniczego ,,Copernicus” w Gdansku, (kierownik dr hab. med. Ewa Izycka-

Swieszewska).

I11. Metodyka badan.

1. Ocena hemostazy.
Z pobranych probek krwi obwodowej od wszystkich chorych oceniano:

1. morfologi¢ z pomiarem liczby ptytek krwi (PLT),
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2. koagulogram z okre$leniem parametrow uktadu krzepnigcia, tj. wskaznika
protrombinowego, INR - mig¢dzynarodowego wspodiczynnika znormalizowanego, czasu

czesciowe] tromboplastyny po aktywacji (APTT), Fibrynogenu, D-dimeru, antytrombiny III.

Morfologia krwi 1 koagulogram byly oznaczane rutynowo u pacjentéw onkologicznych

podczas diagnostyki i leczenia przeciwnowotworowego.

Pomiaru liczby ptytek krwi dokonano w krwi pobranej (2ml) do proboéwki zawierajacej
antykoagulant w postaci wersenianu sodowo-potasowego (K2EDTA). Ptytki krwi oceniano
wylacznie w momencie diagnozy choroby nowotworowej. Ze wzgledu na duza zmiennos¢
poziomu ptytek w trakcie stosowanej terapii oraz toksyczny wptyw lekow na ich produkcje w
szpiku, odstagpiono o kontrolnego badania liczby ptytek po zastosowanym leczeniu.
Oznaczenia morfologii krwi przeprowadzano metoda impedancyjng w oparciu o analizator SF

3000 firmy Sysmex.

W celu okreslenia koagulogramu pobierano 2ml krwi do probdwki zawierajacej
antykoagulant — 3,8% cytrynian sodowy w ilosci okreslonej przez producenta zestawu
analitycznego (rutynowo krew do probowki pobierana jest w stosunku 9:1, do ilosci
antykoagulantu zawartego w probowce). Probowka z krwig przed dokonaniem pomiaru
czasOw krzepnigcia poddawano wirowaniu z szybkoscig 2000xg obrotow przez 10-15 minut,
celem oddzielenia surowicy od elementow morfotycznych. Parametry krzepnigcia oznaczano
przy uzyciu standardowej metody koagulometrycznej aparatem analitycznym BCS XP firmy
Simens. Oznaczenia morfologii i koagulogramu dokonano w Laboratorium Centralnym,
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego (UCK) (kierownik Dr med. Krzysztof
Lewandowski). W ocenie uzyskanych wynikow postugiwano si¢ normami obowigzujagcymi w

Laboratorium Centralnym UCK (tabela 6).

Tabela 6. Normy badan koagulologicznych wg Laboratorium Centralnego, Uniwersyteckiego

Centrum Klinicznego w Gdansku.

Ptytki Wskaznik . .

APTT | Fibrynogen | D-dimer | AT III

krwi | protrombinowy | INR
sekundy g/l ug/l %
G/1 %

Zakres normy | 130- 0,9-

o 80-120 26-36 1,8-3,5 <500 75-125
laboratoryjnej | 410 1,3
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W momencie wykonywania badan koagulogramu w Laboratorium Centralnym UCK,
wykonywano u pacjentow, rowniez badania oceniajgce funkcje watroby tj.:
- transaminaza alaninowa (Alat) i transaminaza asparaginowa (Aspat),

- stezenie biatka catkowitego i1 albuminy, w oparciu o obowiazujace metody.

U wszystkich wiaczonych do badania stwierdzono prawidlowe wartosci transaminaz oraz
prawidlowe poziomy bialka i albuminy w surowicy krwi.
Uzyskane wyniki badan laboratoryjnych analizowano w odniesieniu do nastgpujacych
parametréw klinicznych 1 histologicznych:

- stopien zaawansowania choroby nowotworowej,

- etap choroby (wznowa lub pierwotne rozpoznanie),

- odpowiedz na leczenie (progresja choroby lub pozytywna odpowiedz - CR)

- typ histologiczny nowotworu.

2. Oznaczenia czynnika tkankowego (TF) metoda ELISA

Oznaczenia stezenia TF w surowicy przeprowadzono w oparciu o metode
immunoenzymatyczng (ELISA ang. enzyme-linked immunosorbent assay) w Zaktadzie
Immunologii  Katedry Immunologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod
kierownictwem Prof. dr hab. med. Jolanty Mysliwskiej. U kazdego pacjenta z nowo
rozpoznang chorobg nowotworowag oraz po zakonczeniu leczenia, w remisji catkowite;j,
rozpoznaniu progresji lub wznowy choroby pobierano krew w ilosci 2ml do sterylnej suchej
proboéwki nie zawierajacej antykoagulantu lub proboéwki z zelem separujacym. Wszystkie
pobrania krwi od chorych do prowadzonego badania odbywaly si¢ jednoczesnie z innymi
rutynowo wykonywanymi analizami laboratoryjnymi, po uzyskaniu zgody opiekunow
prawnych. Pobrang krew, po wyrzepieniu, poddawano wirowaniu (wiréwka automatyczna
3000 obrotéw /min; 5 minut) uzyskujac surowice. Wyizolowana surowica byta przenoszona
przy pomocy pipet automatycznych, do sterylnych probéwek typu Eppendorf, a nastepnie

zabezpieczana poprzez zamrozenie w temp -70st C, do pozniejszej analizy ELISA.

Oznaczen dokonywano z zastosowaniem komercyjnego 96-dotkowy zestawu ptytki
badawczej optaszczonej przeciwciatami monoklonalnymi anty-TF (firma Abcam o nr
katalogowym ab108903), przeciwko badanej cytokinie. Cata procedura oznaczenia st¢zenia
TF prowadzona byla w temperaturze pokojowej. Celem poprawy wiarygodno$ci prowadzone;j
analizy kazda surowice badano dwukrotnie. Przed nalozeniem na ptytke badanych surowic,

kazdy element plytki zostalt wypelniony roztworem rozcienczajacym (A4ssay Diluent) w ilosci

35



100pl dotaczonym do zestawu przez producenta. W nastgpnym etapie na dolki ptytki
diagnostycznej naktadano dostarczone przez producenta standardy oraz rozmrozone surowice
pacjentow 1 dzieci zdrowych w ilosci 50ul na dotek (rozciefczenie probek badanych w
stosunku 1:2). Tak przygotowana plytke poddawano dwugodzinnej inkubacji, po czym
pigciokrotnie ptukano kazdy dolek ptytki buforem pluczacym (Wash Solution) w ilosci 200ul.
Nastepnie do kazdego dotka dodawano 50ul pierwszorzgdowych biotynylowanych
przeciwcial przeciwko substancji badanej (TF), ktore ponownie inkubowano przez 2 godziny
1 ponownie ptukano. W kolejnym etapie do dotkow dodawano po 50ul przeciwciat
drugorzedowych - koniugat enzymatyczny Streptawidyna-Peroksydaza (SP), inkubowano
przez 30 minut 1 ponownie przeptukiwano. Poprzez nieodwracalne potaczenie biotyny ze

streptawidyng nastepuje sprzezenie enzymu peroksydazy z substancjg badang — TF.

Y przeciwcialo anty-antygen
" antygen

/\ przeciwcialo pierwszorzedowe

/,; przeciwcialo drugorzedowe

#& substrat dla enzymu

Rysunek: ELISA. 1-optaszczanie plytki antygenem-przeciwciatem. 2-inkubacia z z badanym
biatkiem. 3-inkubacja z przeciwciatem pierwszorzedowym (0 wysokim powinowactwie do badanego
biatka). 4-inkubacja z przeciwciatem drugorzedowym. 5-inkubacia z odpowiednim substratem
powodujaca reakcje. (met lab.pl/ELISA) (56).

Dodanie substratu dla peroksydazy — zwigzek TMB (tetrametylo-benzydyna) w ilosci
50ul 1 inkubowaniu przez 12 minut powoduje powstanie niebieskiej barwy w dotkach plytki.
Po dodaniu 50ul kwasnego zwiagzku (Stop Solution) reakcja enzymatyczna zostaje
zatrzymana, powodujac zmiang¢ koloru roztworu w dotku na zo6tty. Intensywnos¢ zoltej barwy
produktu barwnego w dotkach jest $cisle zwigzana z iloscig substancji badanej - TF w probce.

Przy uzyciu metody pomiaru absorbancji §wiatta spektrofotometrem o okreslonej dlugosci fali
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okresla si¢ stezenie substancji badanej. Pomiaréw absorbancji w surowicach pacjentow
dokonywano trzykrotnie przy dlugosci fali 450nm czytnikiem ptytek (Bio-Tek FL600;
oprogramowanie KC4, BIO-TEK Instruments Inc.), a stezenie TF obliczano przy uzyciu

krzywej standardowej wykreslonej w trakcie testu dzigki dotaczonym do zestawu standardom.

3. Badania patomorfologiczne
W Zaktadzie Patomorfologii Podmiotu Leczniczego ,,Copernicus” w Gdansku,
przeprowadzono rutynowe badania histologiczne pobranych tkanek nowotworowych od

dzieci w badanej grupie, celem okreslenia typu histologicznego nowotworu.

4. Badania immunohistochemiczne

W wyselekcjonowanej grupie 27 guzdéw (tabela nr 7), wykonano oznaczenia
immunohistochemiczne (IHC) wybranych czynnikéw zwigzanych z uktadem krzepnigcia:
czynnik tkankowy — TF, antytrombina III — AT III oraz czynnik krzepnigcia VIII — FVIII w
wycinkach z guzéow nowotworowych. O wyborze tych czynnikéw w analizie
immunohistochemicznej zadecydowata ich decydujaca rola w fizjologicznym funkcjonowaniu
hemostazy osoczowej. TF jest podstawowym czynnikiem inicjujacym krzepnigcie po
uszkodzeniu $ciany naczynia, za$§ AT III jest podstawowym markerem aktywnoS$ci
fibrynolizy. Badania przeprowadzono w Zaktadzie Patologii 1 Neuropatologii GUMed, na
podstawie materiatu tkankowego zgromadzonego w Zaktadzie Patomorfologii Podmiotu

Leczniczego ,,Copernicus” w Gdansku, (kierownik dr hab. med. Ewa Izycka-Swieszewska).

Tabela 7. Rozpoznania nowotworowe tkanek nowotworowych zastosowanych w badaniu.

' Guz Migsaki tkanek | Neuro- | Hepato- Guz Guzy
Rozpoznanie ] S ] _
Wilms’a migkkich blastoma | blastoma | Ewing’a | germinalne
Liczba
badanych 8 8 7 2 1 1
guzow

Na podstawie archiwalnych preparatow, wybarwionych hematoksyling- eozyng (H-E)
dokonano wyboru reprezentatywnych wycinkéw z guzoéw. Do badan THC wykorzystano
material tkankowy utrwalony w buforowanej 10% formalinie, zatopiony w parafinie.
Nastepnie postuzono si¢ metodg mikromacierzy tkankowych, w oparciu o komercyjny zestaw
Tissue-Tek® Quick-Ray™ Tissue Microarray System, firmy Sakura Finetek USA, Inc. Z

blokow tkankowych, z miejsca najbardziej histopatologicznie reprezentatywnego (bez zmian
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martwiczych i1 uszkodzen) wycinano, stosujac Punch Tips, walce tkankowe $rednicy 3mm.
Pobrang tkanke przenoszono na parafinowo- polimerowg plytke mikromacierzy (Recipient
Block), zawierajacg 30 dotkow w uktadzie 5x6 otwordw o Srednicy 3mm. Nastepnie catosé
scalono w cieplarce o temp. 60° C w czasie 30 min. Po tym czasie ptytk¢ zalano parafina,
ktéra po wystudzeniu utworzyla blok tkankowy. Przy pomocy mikrotomu saneczkowego z
bloku tkankowego mikromacierzy skrojono skrawki tkankowe grubosci 4 um, ktoére
umieszczono na szkietkach adhezyjnych (silanizowanych) Microscope Slides FLEX firmy
Dako, nr kat. K8020.

Tkanki kontrolne (pozytywne) w badaniu stanowity wycinki z nienowotworowej
tkanki nerki, tozyska 1 skory. Kontrola negatywng byly preparaty bez nalozonego

przeciwciala pierwotnego.

4a. Analiza immunohistochemiczna wybranych markeréw.

Przeprowadzono badania immunohistochemiczne wybranych markeréw uktadu krzepnigcia
TF 1 AT I w komorkach nowotworowych oraz w naczyniach nowotworowych.
Immunofenotypizacja przeprowadzona zostata przy uzyciu systemu detekcji EnVision Flex
firmy Dako, (nr kat. K8002).

Etapy:

1. Odparafinowanie, nawadnianie i cieplne odmaskowanie epitopu (HIER) przeprowadzono
w module Pt-link przy udziale buforu Target Retrieval Salution (nr S3308) (50x) Tris/EDTA
pH 9, w temp. 97° C w czasie 20 min.

2. Blokowanie endogennej peroksydazy - odczynnikiem Peroxidase-Blocking Reagent (nt SM
801).

3. Inkubacja 30 minut w temperaturze pokojowej z przeciwcialem pierwotnym w
rozcienczeniu:

- Anti Antithrombin III Ms mAb [BDI205] ab 20933 1: 200,

- Anti Tissue Factor Ms mAb [2K1] ab 17375 1: 50,

- Anti-Factor VIII Ms mAb [2.2.9] ab 41186 1:25,

- Anti-CD31 Ms JC70A firmy Dako M0823 1:20.

Do rozcienczenia przeciwcial uzyto Diluent firmy Dako (nr kat. K8006).

4. Inkubacja z przeciwcialem wtéornym anty - mysim skoniugowanym z polimerem
znakowanym HRP (nr SM 802). Inkubacja 20 min. w temperaturze pokojowe;j.

5. Reakcja barwna. Inkubacja 10 min. w temp. pokojowej z DAB-chromogen

(diaminobenzydyna, nt DM 827), rozcienczony w roztworze buforujgcym (Substrate Buffer)
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zawierajgcym nadtlenek wodoru, (nr SM 803).

6. Podbarwienie jader komoérkowych Hematoksyling Mayera — 5 min

Do przemywania skrawkow uzyto Wash Buffer (20x) (roztwor soli fizjologicznej z buforem
Tris o pH 7,6 oraz wody dejonizowanej (nr DM 831).

Mikroskopowa analiza immunohistochemiczna badanych antygenéw: czynnika
tkankowego (TF) oraz antytrombiny III (AT III) w komoérkach nowotworowych,
przeprowadzona zostata metodg poétilosciowy. Okreslano intensywno$¢ odczynu: staby ,,+7,
umiarkowany ,,++”, silny ,,+++” oraz procentowa ilos¢ komoérek nowotworowych ze
stwierdzang reakcja barwng: rozlang = 66-100% komorek, umiarkowana = 33-66% komorek
oraz ograniczona zawierajacg ponizej 33% komorek. W analizie statystycznej odczyndow
histopatologicznych tkanki nowotworowej poslugiwano si¢ sporzadzong skalg wtlasng

zawartg w tabeli nr 8.

Tabela 8. Ocena odczynow immunohistochemicznych w komoérkach nowotworowych.

Procent komorek guza z dodatnim odczynem

immunohistochemicznym

= 66-100% 33-66% <33%
>

g Silny +++ 9 6 3

° Umiarkowany ++ | 8 5 2

= [Staby + 7 4 1

(IHC — immunohistochemiczny)

W przypadku gdy w tkance nowotworowej nie wystepowata zadna reakcja barwna z
odczynnikiem badanym, to w analizie statystycznej przypisywano warto$¢ zero. Na podstawie
powyzszej tabeli nr 8, staba reakcje immunohistochemiczng opisywaly wartosci od zera do

czterech, umiarkowang — wartosci od 5 do 7, zas$ silng punkty 8 — 9.

W S$cianie naczyn nowotworowych okreslono site ekspresji wybranych antygenéw.
Ponownie oznaczano antytrombing III i czynnik tkankowy (TF), a dodatkowo postuzono si¢
markerami lokalizujacymi naczynia krwionosne w tkance: czynnik krzepnigcia VIII (FVIII)
oraz ptytkowo-$rodbtonkowa czasteczka adhezji komorkowej - CD31. Ekspresja odczynow
immunohistochemicznych w naczyniach prowadzona byta przez potilosciowe stwierdzenie
intensywnos$ci reakcji barwnej badanego odczynu: staby ,,+”, umiarkowany ,++”, silny

o
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5. Metody statystyczne.

Do analizy statystycznej wykorzystano pakiet oprogramowania statystycznego
Statistica.pl 10, firmy StatSoft. W wynikach analiz statystycznych podano obliczony poziom
istotnosci  statystycznej (p) weryfikowanej hipotezy zerowej. Wartosci p < 0,05

interpretowano jako znamienne statystycznie.

Analize zmian parametrow w catej obserwowanej grupie przed 1 po leczeniu wykonano za
pomocg testow T dla zmiennych zaleznych. Dla analizy wptywu roéznych czynnikéw na
zmiany parametrow wykonywano analiz¢ wariancji z powtarzanymi pomiarami lub
nieparametryczny test ANOVA rang Kruskala Wallisa. Do poréwnan wynikow badan
histochemicznych wykonywano analiz¢ za pomoca nieparametrycznego testu Manna-
Whitneya lub w przypadku poréwnan czgstosci wystepowania wykonywano test chi2

wprowadzajac poprawke Yatesa, gdy liczebnos¢ oczekiwana podgrupy byta mniejsza od 10.
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Wyniki
I. Analiza materialu klinicznego.

Analizie klinicznej poddano 86 pacjentow Kliniki Pediatrii, Hematologii i Onkologii
GUMed leczonych w latach 2008-2014r z powodu rozpoznania choroby nowotworowej. W
grupie badanej przewazali chtopcy - 49 (57%), w stosunku do 37 dziewczat (43%). Wiek
pacjentow wahat si¢ od pigciu dni do 18 lat (Sredni wiek 8 lat 1 6 miesigcy, mediana 7 lat 1 3

miesigce). Chorzy w wieku 0-3 lat i 14-18 lat, byli najczesciej reprezentowani.

O$miu (9%) chorych w momencie wiaczenia do badania znajdowalo si¢ w fazie
wznowy choroby nowotworowej, a u pozostatych pacjentow po raz pierwszy postawiono
rozpoznanie nowotworu ztosliwego. Wigkszo$¢ — 51 chorych (59%) demonstrowato chorobe
zlokalizowang, natomiast 27 dzieci (32%), bylo w stadium rozsianym choroby

nowotworowe;j.

Tabela 9. Stadium kliniczne choroby nowotworowej w badanej grupie.

Stadium zlokalizowane Stadium rozsiane
Liczba chorych 51 27
Rozklad [(:/rocentowy 59 32
0

Obserwacje kliniczng pacjentéw prowadzono od momentu wlaczenia do badania do jej
zakonczenia w grudniu 2014r. Byt to okres od 7 do 81 miesiecy — $rednio 41 miesiecy. W
trakcie prowadzonej prospektywnej obserwacji klinicznej, u 57 (66%) chorych uzyskano
pozytywna odpowiedz na leczenie w postaci catkowitej remisji (CR), progresje choroby
nowotworowej stwierdzono u 29 dzieci (34%), sposrod ktorych 23 (27%) zmarto z powodu

postepu choroby.

I1. Analiza wskaznikow laboratoryjnych hemostazy.

1. Plytki krwi

Oznaczenie liczby ptytek krwi wykonano u wszystkich badanych uzyskujac 86
wynikow. Srednia warto$é ptytek krwi w momencie diagnozy wyniosta 363,826 tys./ul (SD
138,219 tys./ul), z wartosciag minimalng 25tys/ul oraz maksymalng 947tys/ul. W trzech
przypadkach oznaczenia plytek byly nizsze od dolnej granicy normy (N= 150-410tys/ul).
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Dotyczyto to dwoch chorych w rozsianym stadium choroby (chorzy z rozpoznaniem migsaka
prazkowanokomoérkowego podtyp pecherzykowy oraz rdzeniaka zarodkowego) z obecnoscig
przerzutdw w szpiku kostnym oraz jednego chtopca z zaawansowanym guzem Wilms’a i
obecno$cia czopu nowotworowego w zyle gldwnej dolnej. W przypadku 24 chorych liczba
ptytek przekroczyta gorng granice normy. Chorzy z nadplytkowoscia rdznili si¢
rozpoznaniami i znajdowali si¢ w rdéznych stadiach zaawansowania choroby. Charakterystyke

przedstawia tabela nr 10.
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Tabela 10. Charakterystyka chorych z nadplytkowoscia.

Lp. Liczba plytek Zaawansowanie

krwi (rosngco) Wiek Rozpoznanie

s ) choroby

1 413 4 lata 5 miesiecy Lokalne Neuroblastoma
2 414 17 lat 8 miesigcy Lokalne HD
3 419 16 lat 11 miesiecy Lokalne HD
4 425 2 lata 11 miesiecy Uogolnione Guz Koéci
5 435 11 miesigcy Lokalne Neuroblastoma
6 437 3 miesiace Uogolnione Neuroblastoma
7 440 5 lat 3 miesigce Lokalne MTM
8 443 2 miesigce Uogolnione Neuroblastoma
9 445 1 miesigc Lokalne Neuroblastoma
10 449 2 miesiace Uogolnione Neuroblastoma
11 462 2 miesigce Lokalne MTM
12 471 15 lat Uogo6lnione MTM
13 476 15 lat 6 miesigcy Lokalne HD
14 487 15 lat 4 miesigce Lokalne HD
15 493 6 lat 2 miesigce Uogolnione Guz Wilms’a
16 517 6 lat Uogolnione Hepatoblastoma
17 520 3 lata 2 miesiace Lokalne Guz Wilms’a
18 548 16 lat 10 miesiecy Uogolnione HD
19 551 1 rok 5 miesigcy Uogolnione MTM
20 567 4 lata 7 miesiecy Lokalne Guz Wilms’a
21 607 4 miesigce Lokalne Guz germinalny
22 720 10 miesigcy Uogolnione Hepatoblastoma
23 820 1 rok 1 miesiac Uogolnione Neuroblastoma
24 047 2 lata 2 miesiace Uogdlnione Hepatoblastoma

(HD — Chtoniak Hodgkina, MTM — migsak tkanek migkkich)

W grupie dzieci najmtodszych, w wieku ponizej 3 lat (24 z 86 chorych), warto$¢
ptytek krwi w chwili rozpoznania wahata si¢ od 214 do 947tys./ul, ze $rednig wartoscig

przekraczajacg granice normy, wynoszacg 451tys/ul. Natomiast w grupie pacjentow powyzej
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3 lat (62 z 86 chorych), warto$¢ ptytek krwi wynosita 25 - 567tys./ul, a $rednia warto$¢ -

329tys/ul, miescita si¢ w granicach normy.

Wartosci ptytek krwi w grupie badanej
1000
947
900
800
700
600 67
500
4 451
400
300 4 329
100
0 25
dzieci ponizej 3 lat dzieci powyzej 3 lat

Wykres 6. Wartosci ptytek krwi (tys/ul) w grupie badanej w zaleznos$ci od wieku.

Zwraca uwage, ze najwyzsze wartosci ptytek stwierdzono u najmiodszych chorych
(wiek 0-3 lata), w podgrupie pierwszej z guzami pochodzenia ptodowego (dwa przypadki
watrobiaka zarodkowego i jeden zwojaka zarodkowego wspoiczulnego). Byli to pacjenci w

czwartym stopniu zaawansowania.

2. Wskaznik protrombinowy.

Wskaznik protrombinowy oznaczono przed leczeniem i po leczeniu onkologicznym u
81 dzieci. U wszystkich dzieci badania laboratoryjne: transaminazy oraz stezenie biatka
catkowitego 1 albumin, potwierdzily prawidtowa funkcje watroby. Wartosci wskaznika przed
leczeniem wynosity od 78 do 110%, $rednio 95,827% (SD 7,311). Tylko u jednego chorego z
rozpoznaniem guza Wilms’a, z czopem nowotworowym w zyle gltownej dolnej i
wytworzonym krazeniem obocznym, warto$¢ wskaznika protrombinowego byla obnizona i
wynosita 78% (N: 80-120%). Po leczeniu onkologicznym warto$ci wskaznika wahatly si¢ w
zakresie od 79 do 112%, $rednio 97,16% (SD 6,659). W badaniach po leczeniu wznowy u
jednego chorego z rozpoznaniem nowotworu osrodkowego uktadu nerwowego, stwierdzono

obnizong warto§¢ wskaznika do 79%. Poréwnujac $rednie wartosci przed 1 po leczeniu
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stwierdzono jedynie nieznamienny (p=0,18) wzrost $redniej wartosci wskaznika

protrombinowego.

3.INR
Warto$ci parametrow INR 1 wskaznika protrombinowego sa ze soba wzajemnie
powiazane, stad uzyskana analiza wynikow INR w calej badanej grupie, byta potwierdzeniem

wynikoéw analizy wskaznika protrombinowego.

Wyniki INR — migdzynarodowego wspotczynnika znormalizowanego, uzyskano u 81
chorych. Warto$ci przed leczeniem onkologicznym wahaty si¢ od 0,91 do 1,34, $rednio 1,076
(SD 0,081). Po zakonczonym leczeniu przeciwnowotworowym wyniki INR ksztattowaty sie
w zakresie od 0,93 do 1,27, srednio 1,056 (SD 0,075). Wszystkie uzyskane wyniki badan

pozostawaly w granicach normy.

Wartosci INR

1,4
1,3
1,2
L1 1,076 1,056
: |

0,9
0,8

przed leczeniem po leczeniu
Maks. 1,34 1,27
Min. 0,91 0,93

A Srednia 1,076 1,056

Wykres 7. Warto$ci wskaznika INR w grupie badanej przed i po leczeniu onkologicznym.

Stwierdzenie obnizenia Srednich wartosci INR po zastosowanym leczeniu
onkologicznym w poréwnaniu do wartosci wyjsciowych, potwierdzilo obserwacj¢ zmian
w odniesieniu do wskaznika protrombinowego, a réznice byly na granicy znamiennosci

statystycznej (p=0,079).

4. Czas czeSciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT)
Ten parametr oznaczono u 80 dzieci z rozpoznaniem choroby nowotworowej. Przed
leczeniem czas APTT wahat si¢ w granicach od 22 do 48 sekund, $rednio 33,475 sekundy

(SD 4,889). W chwili diagnozy u trzech pacjentéw z rozpoznaniem migsaka tkanek migkkich,
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czas APTT byty skrocony, a u 18 byt dluzszy od normy laboratoryjnej (N: 26 — 36 sekund).
Chorzy z wydtuzonym czasem APTT przed leczeniem, roznili si¢ rozpoznaniami. Najdluzszy
czas APTT (46 1 48 sekund) w momencie diagnozy odnotowano w dwoch przypadkach
rozsianych migsakow tkanek migkkich. Po leczeniu onkologicznym wartosci APTT w grupie
badanej wynosily: minimalna 23, maksymalna 45 sekund, $rednia 32,55 sekundy (SD 4,794).
Stwierdzono po leczeniu onkologicznym, u czterech chorych: skrdcenie czasu, a u 13 chorych
wydtuzenie czasu APTT w stosunku do normy. Skrdcenie czasu wystgpito u trzech pacjentow
w momencie stwierdzenia progresji choroby nowotworowej (jeden migsak tkanek migkkich,
dwa guzy OUN) i u jednego dziecka z rozpoznaniem chtoniaka Hodgkina, u ktorego
uzyskano catkowita remisje¢ choroby. Wydluzenie czasu APTT po leczeniu najczescie]
stwierdzano w grupie pacjentdw z rozpoznaniem mi¢saka tkanek miekkich (5 chorych).
Sposrdéd 13 chorych z wydtuzeniem czasu APTT po leczeniu onkologicznym pierwszej linii,
az siedmioro zmarto z progresji choroby w dalszej obserwacji klinicznej. Nie stwierdzono

znamiennych statystycznie rdéznic w pomiarze czasu APTT przed i po leczeniu (p=0,215).

5. Fibrynogen

Stezenie fibrynogenu w surowicy krwi zostato oznaczone u 77 dzieci z rozpoznaniem
choroby nowotworowej. Wartosci ksztattowaty si¢ w granicach od 0,98 do 8,79¢g/1, §rednia
4,285g/1 (SD 1,684). W chwili diagnozy, w przypadku 2 chorych wykazano obnizenie
stezenia fibrynogenu ponizej normy (N= 1,8 — 3,5g/1), a u 42 st¢zenie przekroczyto goérna
granice normy. Najnizszg warto$¢ - 0,98g/l w momencie rozpoznania, stwierdzono u chorej z
rozsianym wykrzepianiem §rédnaczyniowym (DIC) w przebiegu migsaka tkanek migkkich. U
opisywane] chorej inne parametry krzepnig¢cia réwniez byly nieprawidlowe: niska warto$¢
ptytek (25tys./ul), wydluzony czas APTT (46 sekund) oraz wysoki poziom D-dimeréw
(7760ug/l), co potwierdzalo rozpoznanie DIC. U drugiego chorego z niska warto$cia
fibrynogenu w momencie diagnozy rozpoznano masywny nowotwor watroby, obejmujacy
wiekszg czg$¢ narzadu. Najwyzszg srednig wartos¢ fibrynogenu (5,426g/1) w momencie
rozpoznania stwierdzono w podgrupie chorych z rozpoznaniem chtoniaka Hodgkina. Ponadto
u chorych z niekorzystnymi czynnikami prognostycznymi, jak rozpoznanie wznowy,
obecno$¢ przerzutéw, a w poOzniejszej obserwacji stwierdzana progresja i zgon, $rednia
warto$¢ fibrynogenu takze byta wysoka.

Po leczeniu onkologicznym stezenia fibrynogenu wahaty si¢ od 1,51 do 6,08g/1, a
srednia wyniosta 3,282¢g/1, (SD 0,939). W przypadku 19 chorych stezenie fibrynogenu po

zakonczonym leczeniu przekraczato goérny zakres normy. U 45% tych chorych przed
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leczeniem, réwniez stwierdzono podwyzszone wartosci stezenia fibrynogenu w surowicy.
Byli to chorzy z zaawansowanymi nowotworami, w wigkszos$ci o niepomyslnym dalszym
przebiegu choroby (11 z 19 chorych) w czasie prowadzonej obserwacji. Srednie wartosci
stezenia fibrynogenu przed leczeniem, u dzieci z rozpoznaniem choroby nowotworowej,
byly istotnie wyzsze w porownaniu do wartosci fibrynogenu po leczeniu onkologicznym

(p< 0,01).

Poziom Fibrynogenu przed i po leczeniu
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Wykres 8. Warto$ci stgzenia fibrynogenu (g/1) przed i po leczeniu przeciwnowotworowym.

6. D-dimer

Stezenia D-dimeru, zostaty oznaczone u 64 pacjentow. W chwili diagnozy wartosci
tego parametru ksztattowaty si¢ w szerokim zakresie od 113 do 25 681 ug/l, a $rednia
wyniosta 2245,719 ug/l (SD 4062,677). W momencie diagnozy u wigkszosci chorych stezenie
przed leczeniem przekraczato granice prawidlowe (N: < 500ug/l). Po leczeniu obserwowano
obnizenie warto$ci D-dimeru, cho¢ u 47% chorych nadal przekraczaty wartosci prawidlowe.
Wartosci po leczeniu wahaty si¢ w granicach od 71 do 4390 ug/l, a $rednia warto$¢ wyniosta

863,609 ug/l (SD 948,617). Po zastosowanym leczeniu onkologicznym stwierdzono
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znamienne statystycznie obnizenie stezenia D-dimeru w poréwnaniu z wartoSciami w

momencie diagnozy (p<0,01).

Poziom D-dimerow przed i po leczeniu
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Wykres 9. Stezenia D-dimerow (ug/l) przed i po zastosowanym leczeniu onkologicznym.
7. Antytrombina III (AT III)

Kolejnym analizowanym w surowicy krwi parametrem ukladu krzepnigcia byla
antytrombina III, ktérej aktywno$¢ okreslono u 67 chorych dzieci. Rozpigtos¢ wartosci AT 111
w chwili diagnozy nowotworu wahata si¢ od 53 do 126%, $rednia wyniosta 99,597% (SD
14,41). Wartosci AT III u czterech chorych znajdowaly si¢ ponizej dolnego zakresu normy
oraz u jednego powyzej gornej granicy normy (N = 75-125%). Obnizenie poziomu AT III
stwierdzono w grupie czterech niemowlat z rozpoznaniami nowotwordéw pochodzenia
ptodowego, za$ aktywnos$¢ przekraczajaca gérng granice normy stwierdzono u chorego z
guzem Wilms’a. Po zakonczeniu leczenia onkologicznego wartosci AT III wynosily od 65 do
125%, $rednia 100,91% (SD 13,944). U czterech chorych ze zta odpowiedzig na leczenie, w
progresji choroby nowotworowej, wyniki aktywnosci AT III byly obnizone w stosunku do
normy laboratoryjnej. Byli to chorzy z rozpoznaniami migsaka tkanek miekkich, nowotworu

OUN, watrobiaka zarodkowego i chtoniaka Hodgkina. Zaden pomiar nie przekroczyt gornej
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granicy normy. Nie stwierdzono znamiennych réznic wartosci AT III w odniesieniu do

badanych punktow czasowych. (p=0,549).

Zbiorcze dane dotyczace oznaczen koagulologicznych przed

i

po

leczeniu

onkologicznym w badanej grupie chorych w wieku rozwojowym, przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Warto$ci oznaczen parametrow uktadu krzepnigcia u dzieci przed i po leczeniu

onkologicznym.
Badanie Liczba , Srednia
oznaczen
wsk. Protrombinowy Prze.d 95,827
leczeniem
. Po
wsk. Protrombinowy leczeniu 81 97,160
INR Przed 1,076
leczeniem
INR Po 81 1,056
leczeniu
APTT Przed 33,475
leczeniem
APTT Po 80 32,550
leczeniu
. Przed
Fibrynogen leczeniem 4,285
Fibrynogen lecfeoniu 77 3,282
D-dimer Przed 2245,719
leczeniem
D-dimer Po. 64 863,609
leczeniu
AT 11 Przed 99,597
leczeniem
AT 111 Po 67 100,910
leczeniu
INR — miedzynarodowy wspotczynnik znormalizowany,

tromboplastyny po aktywacji, AT III — antytrombina III.

APTT

7,311

6,659

0,081

0,075

4,889

4,794

1,684

0,939

4062,67

948,617

14,410

13,944

Odchylenie
standardowe

0,184050

0,079074

0,215168

0,000005

0,007614

0,549869

— czas czesciowe]

A. Analiza parametréw krzepniecia w zaleznoS$ci od rozpoznania histopatologicznego.

Analizie poddano wszystkie badane parametry hemostazy: ptytki krwi, wskaznik

protrombinowy, APTT, D-dimer, AT IIl w wyznaczonych czterech podgrupach chorych i

odniesiono do rozpoznan histopatologicznych.
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1. Plytki krwi

Wartos$ci $rednie ptytek krwi w momencie diagnozy, w czterech utworzonych
podgrupach chorych wedtug rozpoznan wahaty si¢ od 240,286 do 398,436 tys./ul i wszystkie
miescily si¢ w granicach normy laboratoryjnej. Najnizsza $rednig liczbe ptytek stwierdzono w
grupie nowotworow osrodkowego uktadu nerwowego, a najwyzsza w grupie nowotworow

pochodzenia zarodkowego (tabela 12).

Tabela 12. Wartosci ptytek krwi u chorych w czterech podgrupach rozpoznan.

Etap Wartosci Plytki krwi (tys./ul) :
choroby badane Nowotwory Miesaki i Guzy Chloniak
OUN guzy kosci zarodkowe Hodgkina

Min 147 25 119 254

Przed Sredni 240,286 334,846 398,4
Leczeniem rednie ) ) 8,436 383
Max 391 551 947 548
Liczba chorych 7 26 39 14

(OUN — Osrodkowy uktad nerwowy)

Srednie warto$ci plytek krwi w ustalonych podgrupach chorych wedlug rozpoznan

histologicznych ro6znily si¢ znamiennie (p=0,013).

2. Wskaznik protrombinowy.

Analize wartosci wskaznika protrombinowego w czterech podgrupach chorych przed 1
po zakonczeniu terapii nowotworu przedstawiono w tabeli 13. W zZadnej grupie
analizowanych chorych $rednie warto$ci wskaznika protrombinowego nie przekraczaly
zakresu wartosci prawidlowych. Najwyzsza $rednia warto$¢ wskaznika przed leczeniem
nowotworu wystgpowata w podgrupie z nowotworami OUN (101,5714%), a najnizsza w
podgrupie z rozpoznaniem choroby Hodgkina (94,0714%). Obnizong ponizej normy, wartos¢
stwierdzono w przypadku jednego pacjenta z rozpoznaniem nerczaka ptodowego z czopem
nowotworowym w zyle gldwnej dolnej. Roznice w podgrupach, w zaleznos$ci od rozpoznania
histo-patologicznego, nie byly statystycznie znamienne. Po leczeniu onkologicznym
najwyzszg Srednig warto$¢ wskaznika protrombinowego stwierdzono u chorych z chtoniakiem
Hodgkina (101,0769%), a najnizsza w podgrupie z rozpoznaniem guzdéw zarodkowych —
95,5945%. Wynik badania po leczeniu, jedynie u jednego pacjenta z rozpoznaniem progresji
nowotworu osrodkowego uktadu nerwowego, wykazal warto$¢ ponizej normy (79%), a

pozostate miescily sie w granicach prawidlowych. W grupie chorych z guzami zarodkowymi,
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srednie warto$ci badanego wskaznika wykazaly najmniejsze zmiany po zastosowanym

leczeniu.

Tabela 13. Wartosci wskaznika protrombinowego w czterech podgrupach w zaleznosci od
rozpoznania nowotworu, przed i po leczeniu onkologicznym.

= : o :
Etap Wartosci Wskaznik pljotro?blnowy (%) w podgrupie :
chorob badane Nowotwory Migsaki i Guzy Chloniak
y OUN guzy kosci zarodkowe Hodgkina
Min 94 82 78 83
Przed Sredni 101,5714 95,7916 95,4054 94,0714
Leczeniem rednie > > > >
Max 106 107 110 107
P Min 79 83 84 93
. Srednie 98 97,2083 95,5945 101,0769
Leczeniu
Max 111 107 107 112
Liczba chorych 7 24 37 13

Po leczeniu onkologicznym stwierdzono obnizenie $redniej wartosci wskaznika
protrombinowego w podgrupie z guzami OUN (o 3,57%), za§ w podgrupie z migsakami 1
chtoniakiem Hodgkina wartosci tego parametru wzrosty. Srednie wartosci nie ulegty zmianie
w grupie guzow pochodzenia zarodkowego. W przypadku chorych z rozpoznaniem choroby
Hodgkina srednia wartos¢ wskaznika protrombinowego wzrosta o 7%, w grupie z migsakami
0 1,4167%. Roznice wartosci wskaznika protrombinowego przed i po leczeniu, pomiedzy
podgrupami: nowotwory OUN, miesaki i guzy kosci, guzy zarodkowe, chloniak

Hodgkina, byly statystycznie znamienne (p<0,05).
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wsk_protrombinowy*rozpoznanie;
Biezgcy efekt p=,04578
Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Wykres 10. Wartosci wskaznika protrombinowego przed i po leczeniu w zaleznosci od
podgrupy wg rozpoznan (OUN — nowotwory os$rodkowego ukladu nerwowego, MTM —
miesaki tkanek miekkich, HD — choroba Hodgkina).

3. Fibrynogen
Stezenie fibrynogenu oznaczono u 77 chorych. Warto$ci stezenia fibrynogenu w

surowicy krwi w przypadku wigkszosci chorych byly wyzsze przed rozpoczeciem leczenia,
niz po jego zakonczeniu, za wyjatkiem chorych z rozpoznaniem migsakéw tkanek migkkich 1
hepatoblastoma. Przed leczeniem wartosci $rednie we wszystkich podgrupach przekraczaty
ustalony zakres normy. Najnizszg $rednig wartos¢ fibrynogenu (3,6647g/1) przed leczeniem
stwierdzono w grupie z rozpoznaniem mi¢sakow 1 guzow kosci, a najwyzsza (5,426g/1) w
grupie z rozpoznaniem chtoniaka Hodgkina. Po zakonczeniu leczenia $rednie wartosci
fibrynogenu obnizyly si¢ i wahaly si¢ od 3,068 g/l (podgrupa nowotworéw OUN), do
3,6109¢/1 (podgrupa migsakow 1 guzow kosci) ( tabela 14).

52



Tabela 14. Wartos$ci fibrynogenu w podgrupach przed i po leczeniu onkologicznym.

Ea Wartosci MI.’odirup.y chorych z
P badane | Nowotworami resaxami Guzami Choroba
choroby i guzami . .
g/l OUN . zarodkowymi | Hodgkina
kosci
Min 2,22 0,98 1,55 2,17
Przed . .
. Srednie 4,453 3,6647 4,2013 5,426
Leczeniem
Max 7,3 8,47 8,33 8,79
Min 1,51 1,8 1,8 1,96
L Po . Srednie 3,068 3,6109 3,1925 3,116
eczeniu
Max 4,0 5,69 6,08 5,45
Liczba chorych 7 21 36 13

(OUN - osrodkowy uktad nerwowy)

Po leczeniu onkologicznym $rednie stg¢zenia fibrynogenu w grupach z nowotworami
o$rodkowego ukladu nerwowego, nowotworami zarodkowymi, chloniakiem Hodgkina, byty
nizsze niz w momencie rozpoznania. Te réznice byly istotne statystycznie (p<0,00001).
Srednie stezenie fibrynogenu w grupie miesakow i guzéw Kkosci po terapii bylo wyzsze,
niz w pozostalych rozpoznaniach i wartosci te roznily si¢ znamiennie od stezen
fibrynogenu w pozostalych porownywanych podgrupach chorych (p=0,003). U 10 z 21
pacjentéw tej grupy, po leczeniu nadal stwierdzano wartos$ci fibrynogenu przekraczajace
gbérng granice normy, za$ szescioro z tych chorych w dalszej obserwacji zmarto z progresji
choroby.

Nie zaobserwowano zmian w pozostatych parametrach uktadu krzepniecia przed i po
leczeniu: czas cze$ciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT), D-dimer, antytrombina 111 w

zadnej z czterech podgrup badanych dzieci.

B. Porownanie parametrow krzepniecia u dzieci z pierwotnym zachorowaniem i we
wznowie choroby nowotworowej.

1. Plytki krwi

Przed rozpoczgciem leczenia, wartosci ptytek krwi u 78 chorych z pierwotnym
rozpoznaniem nowotworu ksztaltowaly si¢ w zakresie od 25 do 947tys./ul, a §rednia wynosita
373,692 tys./ul. W grupie chorych ze wznowa nowotworu liczba plytek krwi wahata si¢ od
147 do 389tys./ul. Srednia warto$¢ ptytek krwi wyniosta 267,625 tys./ul. W obu grupach
chorych, $rednia warto$¢ ptytek miescita si¢ w ustalonych granicach normy. Wyzsza Srednia

liczbe plytek krwi stwierdzono u pacjentow z pierwotnym rozpoznaniem choroby
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nowotworowej, niz u chorych ze wznowg choroby, réznica byla znamienna statystycznie

(p=0,033).

2. Wskaznik protrombinowy

Wartos¢ wskaznika protrombinowego oznaczono w grupie 73 chorych z pierwotnym
rozpoznaniem nowotworu. Wyjsciowe warto$ci wahaty si¢ w przedziale od 78% do 109%
(Srednia 95,6%), za$ po leczeniu wynosity one: minimalna 83%, a maksymalna 112% ($rednia
97,48%). Wartosci wskaznika protrombinowego u o$miu chorych ze wznowg choroby
nowotworowej przed leczeniem, ksztaltowaly sie¢ w granicach: 86% - 110% ($rednia
97,875%), za§ po leczeniu wznowy wskaznik protrombinowy wynosit od 79% do 104%
(Srednia 94,25%), rdznice nie byly znamienne statystycznie. W obu grupach nie stwierdzono
rowniez znamiennych réznic wartosci wskaznika protrombinowego przed 1 po leczeniu
onkologicznym (p=0,59). Stwierdzono odmienne zachowanie si¢ wskaznika przed i po
leczeniu u chorych z pierwotnym rozpoznaniem i wznowa. W trakcie leczenia
pierwotnego zachorowania wskaznik protrombinowy wzrastal, zaS malal w grupie
chorych ze wznowa nowotworu. Ta roéznica byla bliska znamiennosci statystycznej

(p=0,0993).

3. Fibrynogen

U chorych (70 dzieci) w momencie diagnozy pierwotnego zachorowania na nowotwor,
stezenia fibrynogenu ksztattowaty si¢ w granicach: 0,98 — 8,79¢g/1 (Srednia 4,207g/1). Stezenia
fibrynogenu u siedmiu pacjentow ze wznowa, wahaly si¢ w przedziale od 2,4 do 7,3g/l
(Srednia 5,201g/l). Po zakonczeniu leczenia pierwotnej choroby nowotworowej, stezenie
fibrynogenu wynosito od 1,51 do 6,08g/l ($rednia 3,193g/l). Po leczeniu onkologicznym
wznowy nowotworu, stezenia fibrynogenu miescity si¢ w granicach od 3,18 do 5,97g/l
($rednia 4,178g/1) W grupie pierwotnego zachorowania, po leczeniu onkologicznym $rednie
stezenie fibrynogenu obnizylo si¢ do warto$ci prawidlowych. Stwierdzono natomiast
podwyzszone $rednie stezenie fibrynogenu powyzej granicy normy, po leczeniu wznowy.
Wyjsciowe Srednie wartosci fibrynogenu we wznowie choroby nowotworowej przed
leczeniem onkologicznym, byly znamiennie wyzsze, niz w przypadku pierwotnego
rozpoznania nowotworu (p=0,013). Po terapii przeciwnowotworowej u chorych zar6wno
z pierwotnym rozpoznaniem, jak i we wznowie, wartosci Srednie stezen fibrynogenu

obnizaly si¢ znamiennie (p<0,01).
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Fibrynogen*(zachorowanie/wznowa)
p=,97481
Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Wykres 11: Wartosci stezenia fibrynogenu przed i1 po leczeniu w pierwotnym zachorowaniu i
wznowie.

4. D-dimer

Stezenia D-dimeru w grupie chorych (570s6b) z pierwotnym rozpoznaniem
nowotworu, wyjsciowo wynosity od 113 do 15410 ug/l ($rednia 1873 ug/l). W chwili
wznowy nowotworu ste¢zenia D-dimeru ksztaltowaty si¢ w zakresie od 191 do 25 681 ug/l,
srednia warto$¢ wyniosta 5275 ug/l. Po zakonczonym leczeniu przeciwnowotworowym w
grupie z pierwotng chorobg nowotworowa stwierdzono st¢zenia D-dimeru od 71 do 4390 ug/l,
srednia warto$¢ 830ug/l. Po zakonczonym leczeniu wznowy warto$ci D-dimeru wahaty sie¢ w

granicach od 370 do 3825 ug/l, srednia wartos¢ wyniosta 1141 ug/Il.
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Wykres 12: Wartosci stezen D-dimeru przed i po leczeniu w pierwotnym zachorowaniu i
wznowie choroby nowotworowe;.

Stwierdzono znamiennie wyzsze Srednie st¢zenia D-dimeru w momencie diagnozy
w grupie pacjentow ze wznowg choroby nowotworowej (p=0,03). Obnizenie stezenia D-
dimeru po leczeniu onkologicznym stwierdzono w obu grupach chorych (p<0,01).
Zaobserwowano, ze po terapii przeciwnowotworowej wznowy nowotworu, obnizenie
wartosci stezenia D-dimeru bylo wi¢ksze, niz po leczeniu pierwotnego zachorowania i
roznica miedzy obu grupami pozostawala na granicy znamiennoSci statystycznej

(p=0,053).

W odniesieniu do pozostalych parametréw uktadu krzepnigcia: miedzynarodowy
wspotczynnik znormalizowany - INR, czas czg¢$ciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT),
antytrombina III, nie stwierdzono rdznic statystycznie znamiennych w grupach z pierwotnym
zachorowaniem i wznowg. Ponadto w obu poréwnywanych grupach nie stwierdzono réznic w

wartosciach tych parametréw badanych przed i po terapii.
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C. Analiza parametréw krzepniecia u dzieci w zaleznosci od stadium choroby.

W badanej grupie, znalazto si¢ 27 chorych (32%) w stadium uog6lnionym choroby
oraz 51 dzieci (59%) z chorobg zlokalizowanga. Przeanalizowano podstawowe parametry

hemostazy przed 1 po leczeniu w zaleznos$ci od stadium choroby zasadnicze;.

1. Plytki krwi

Liczba ptytek krwi w grupie chorych ze zlokalizowang chorobg nowotworowga
wynosita od 119 do 607 tys./ul ($rednio 338 tys./ul). Tylko jeden wynik byt nizszy od normy
(u chorego z guzem Wilms’a). U 11 chorych liczba ptytek krwi przekraczata gorna granice
normy (czworo chorych z chtoniakiem Hodgkina, troje ze zwojakiem zarodkowym, dwoje z
miesakiem tkanek migkkich oraz po jednym z guzem germinalnym i guzem Wilms’a).

W grupie chorych w stadium rozsianym choroby nowotworowej warto$¢ ptytek krwi
wahata sie¢ w granicach od 25 do 947 tys./ul. Srednia w tej grupie wyniosta 417,322 tys./ul i
przekroczyta ustalong norme. Obnizong liczbe ptytek do 25 tys./ul stwierdzono u jednej
chorej z migsakiem tkanek migkkich 1 przerzutami do szpiku kostnego. Wsrdd chorych w IV
stopniu zaawansowania bylo 13 dzieci z wynikami przekraczajagcymi normg i byli to glownie
pacjenci z przerzutami: do ptuc (7 chorych) i watroby (3 chorych). Wykazano znamiennie
wyzszg Srednig liczbe plytek krwi u chorych z uogodlniong postacia choroby

nowotworowej (p=0,039).

2. Wskaznik protrombinowy

Warto$ci wskaznika protrombinowego wyjsciowo w grupie chorych bez przerzutow
nowotworowych (50 chorych) wahaty si¢ od 78 do 112%, $rednia 96,42%. Po
przeprowadzonym leczeniu w tej grupie wynosity od 83 do 112%, a $rednia 97,82%. U 25
chorych z chorobg rozsiang, wartosci wskaznika protrombinowego w chwili diagnozy
zawieraly si¢ w przedziale od 82 do 108%, $rednia 94,12%. Po leczeniu onkologicznym
poziomy wskaznika protrombinowego ksztaltowaty si¢ w zakresie 84 - 107%, a $rednia
97,2%. Wstgpne rdznice wartosci tego parametru pomigdzy grupami chorych nie byty
znamienne. Po zakonczonej terapii, srednie wartosci wskaznika protrombinowego w obu
grupach byly wyzsze i porownywalne ze sobg (97,82% 1 97,2%). Wykazany wzrost wartosci
wskaznika protrombinowego w obu grupach chorych po zakonczeniu terapii nowotworu

byl na granicy istotnosci statystycznej (p=0,091).
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3.INR

W grupie dzieci z miejscowo zaawansowang chorobg nowotworowa (50 dzieci)
warto$¢ INR przed leczeniem zawieraty si¢ miedzy 0,91 a 1,34 (Srednia 1,0662), a po
zakonczeniu leczenia migdzy 0,93 a 1,25 (Srednia 1,054). Analizujac warto$ci INR w grupie
chorych z rozsiang choroba nowotworowa uzyskano 25 wynikow. Wartosci INR w chwili
diagnozy w tej grupie wahaty si¢ od 0,97 do 1,27 ($rednia 1,102). Po leczeniu minimalna
warto$¢ INR wynosita 0,94, a maksymalna 1,24 (Srednia 1,0536). Wartosci INR w grupie
chorych w IV stopniu zaawansowania byly wyj§ciowo wyzsze, niz w grupie bez przerzutow.

Wartosci koncowe INR, po leczeniu byty porownywalne w obu grupach.

INR*przerzuty
p=,09843
Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci

> 1,08
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1,04 ¢
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10 . . . . o 8rzerzuty
INR przed leczeniem INR po leczeniu - przerzuty
INR 1

Wykres 13. Wartosci INR w zaleznos$ci od zaawansowania choroby nowotworowe;j i leczenia

Roznice wartosci INR w momencie rozpoznania w chorobie zlokalizowanej i
uogolnionej byly statystycznie znamienne (p=0,023). Obnizenie wartosci INR po
zastosowaniu terapii onkologicznej bylo znamiennie wi¢ksze w grupie chorych z

przerzutami, niz bez przerzutéow (p=0,098).
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4. Fibrynogen

Stezenie fibrynogenu oznaczone w grupie 50 dzieci ze zlokalizowana chorobg
nowotworowg wahato si¢ w zakresie wartosci od 2,17 do 8,33g/1 (Srednia 4,206g/1). Wsrdod 23
dzieci z przerzutowa postacig choroby nowotworowej, w badaniach wyjsciowych stwierdzono
warto$ci fibrynogenu wynoszace od 0,98 do 8,79¢g/1 (§rednia 4,47g/1). Po przeprowadzonym
leczeniu przeciwnowotworowym u chorych z chorobg zlokalizowana, wartosci fibrynogenu
byty nizsze: 1,51 — 5,97g/1 (Srednia 3,26g/1). W grupie chorych z chorobg rozsiang, réwniez
stwierdzono obnizenie st¢zenia fibrynogenu i wynosit on od 1,8 do 6,08g/1 ($rednia 3,334g/1).
Stezenia fibrynogenu w obu grupach przed leczeniem przekraczaty gorng granice normy, a po

leczeniu miescity si¢ w granicach ustalonej normy.

Fibrynogen*przerzuty
p=,64562
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Wykres 14. Zmiany warto$ci fibrynogenu pod wptywem leczenia onkologicznego u chorych
w roznych stadiach zawansowania choroby nowotworowe;.

Srednie wartosci fibrynogenu w momencie diagnozy nowotworu u dzieci niezaleznie
od stadium zaawansowania nowotworu, byty porownywalne (4,2 g/l vs 4,47g/1). Po leczeniu
srednie wartosci stezenia fibrynogenu réwniez byly w obu grupach zblizone i wynosity 3,3¢g/1.

Nie wykazano zwigzku miedzy Srednig wartoscig stezenia fibrynogenu, a stadium
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zaawansowania choroby (p=0,52). Na podstawie oceny statystycznej potwierdzono
znamienne obnizenie stezenia fibrynogenu po zastosowaniu terapii

przeciwnowotworowej, niezaleznie od stadium zaawansowania choroby (p<0001).

5. D-dimer

Oceniono stezenie D-dimeru w momencie diagnozy w grupie 41 dzieci z
rozpoznaniem zlokalizowanej postaci choroby nowotworowej. Wahaly si¢ one w zakresie od
113 do 25681 ug/l (srednio 1890 ug/l). W rozsianej postaci choroby nowotworowej stezenie
D-dimeru oznaczono u 23 pacjentow. WyjSciowo jego wartosci ksztaltowatly si¢ od 140 do
15410 ug/l (Srednio 2879 ug/l). Po leczeniu onkologicznym w grupie ze zlokalizowang
chorobg stwierdzono st¢zenia D-dimeru od 170 do 4390 ug/l (srednia 660ug/l). W przypadku
chorych w IV stadium po leczeniu onkologicznym st¢zenie D-dimeru wahato si¢ od 71 do
3825ug/l (Srednio 1225ug/l). Srednie wartosci, niezaleznie od zaawansowania choroby i

efektu terapii, przekraczaty zakres normy.

DDIMERY*przerzuty
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Wykres 15. Warto$ci stezenia D-dimeru przed i po leczeniu onkologicznym w zalezno$ci od
zaawansowania choroby nowotworowe;.
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Na podstawie danych 1 analizy statystycznej oceniono, ze $rednie warto$ci D-dimeru
byly wyzsze w czwartym stadium choroby nowotworowej, zarowno przed jak i po leczeniu
onkologicznym, lecz réznica nie byla istotna statystycznie (p=0,17). Wykazano istotne
obnizenie Sredniej wartosci D-dimeru po leczeniu przeciwnowotworowym (p=0,007), w

obu grupach, niezaleznie od stadium choroby nowotworowe;j.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic wartosci APTT 1 AT III przed i po
leczeniu onkologicznym chorych z miejscowo zaawansowang chorobg nowotworowg i1 z

chorobg w czwartym stopniu zaawansowania.

D. Parametry krzepni¢cia w surowicy krwi w zaleznosci od uzyskanej odpowiedzi na
leczenie onkologiczne.

Kliniczng obserwacj¢ chorych od momentu wlaczenia do badania prowadzono w
czasie od marca 2008r do grudnia 2014r. W tym okresie u 57 chorych (66%) uzyskano
catkowita remisje¢, ktora utrzymywala si¢ do konca obserwacji, a u 29 dzieci (34%)
rozpoznano progresj¢ choroby nowotworowej, sposrod ktorych 23 dzieci (27%) zmarto w
konsekwencji niepomys$lnego przebiegu choroby. Przeprowadzono analiz¢ parametrow
uktadu krzepnigcia w zaleznosci od wynikow leczenia. U chorych z rozpoznang progresja
choroby kontrolne badania krwi pobierano w momencie stwierdzenia progresji. W analizie

chorych, ktoérzy zmarli wykorzystywano badania pobrane w chwili rozpoznania progresji

1. Plytki krwi

Liczba ptytek krwi w chwili diagnozy, u dzieci u ktorych uzyskano utrzymujaca si¢
catkowita remisje choroby nowotworowej, wahata si¢ od 119 do 947 tys./ul, §rednio 378,067
tys./ul. Za§ w grupie, w ktorej doszto do progresji nowotworu, wynosita od 25 do 720tys./ul,
srednia 332,701 tys./ul. W grupie 23 chorych, ktorzy zmarli z powodu nowotworu, wartosci
ptytek krwi wahaly si¢ od 25 do 820tys./ul, $rednia 325,217 tys./ul. Srednia liczba plytek
krwi, w grupie o niepomysSlnym przebiegu leczenia, w chwili diagnozy nowotworu byta
nizsza, niz u chorych u ktorych nie doszlo do progresji nowotworu. Wykazano
statystycznie znamienng roznice¢ Srednich wartosci plytek krwi miedzy tymi grupami

chorych (p=0,026).
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Wartosci ptytek krwi w zaleznosci od
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Wykres 16. Warto$ci ptytek krwi w zaleznos$ci od odpowiedzi na leczenie.

2. Wskaznik protrombinowy

W grupie, ktora osiggneta pozytywna odpowiedz na terapi¢ (57 chorych), rozpigtos¢
wynikéw przed leczeniem ksztaltowata si¢ w przedziale od 78 do 109%, a $rednia wyniosta
94,55%. Po leczeniu wartosci wskaznika protrombinowego byty wyzsze 1 wynosity od 83%
do 112%, ze srednig 96,917%. W grupie chorych, u ktorych wystapila progresja choroby i w
dalszej obserwacji zgon (21 chorych), wstepnie w momencie diagnozy nowotworu wartosci
wskaznika wahaly si¢ od 82 do 110%, $rednia wyniosta 99,476%. W chwili rozpoznania
progresji choroby stwierdzano nizsze wartosci wskaznika protrombinowego, ktore wynosity
od 79 do 111%, a $rednia 97,857%. Srednia warto§¢ wskaznika protrombinowego w
grupie o niepomyslnym przebiegu leczenia, byla znamiennie nizsza w momencie
stwierdzania progresji, w porownaniu do wartoSci oznaczanej w momencie diagnozy
nowotworu (p<0,05). Stwierdzono istnienie statystycznie znamiennej réznicy w Srednich
warto$ciach wskaznika protrombinowego pomiedzy grupa dobrze odpowiadajaca na
leczenie, a grupa zmarlych z progresji (p=0,03). Zaobserwowano tendencje¢ do obnizania
si¢ Sredniej wartosci wskaznika protrombinowego w grupie chorych w momencie

progresji, a w grupie z pozytywna odpowiedzig na leczenie ulegal wzrostowi (p=0,079).
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Wykres 17. Warto$ci wskaznika protrombinowego przed i po leczeniu w zalezno$ci od
przezycia.

3.INR

W grupie z dobrg odpowiedzig na leczenie (57 dzieci) rozpigtos¢ wynikow przed
leczeniem ksztattowata si¢ w przedziale od 0,91 do 1,34, a $rednia wyniosta 1,0885. Po
leczeniu stwierdzono wartosci INR od 0,93 do 1,25, $rednia 1,0608. INR oceniono w grupie
21 dzieci o niepomys$lnym przebiegu choroby. Wyjsciowo wartosci INR wahaty si¢ w
zakresie od 0,97 do 1,27, $rednio 1,039. Po leczeniu parametry te wynosity od 0,94 do 1,27,
srednia 1,041. Nie stwierdzono znamiennych ro6znic §redniej wartosci INR w obu grupach po
leczeniu. Wykazano, ze Srednia warto$¢ INR w chwili diagnozy w grupie dzieci z
niepomysSlnym przebiegiem choroby byla znamiennie nizsza, niz w grupie ktéra
osiagnela calkowitg remisje (0=0,019). W momencie progresji srednia wartos¢ INR byta
poréwnywalna z warto$cig INR w momencie diagnozy, za§ w grupie wyleczonych obnizyta

sie.
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Wykres 18. Warto$ci INR przed i po leczeniu w zalezno$ci od odpowiedzi na leczenie.

4. Fibrynogen

Stezenie fibrynogenu w surowicy oznaczono w grupie 57 dzieci, ktore osiaggnetly
catkowitg remisje, a w grupie chorych, u ktorych stwierdzono niepomysiny przebieg choroby,
analizie poddano 19 os6b. W grupie, ktéra osiggneta catkowita remisje, warto$ci wyjsciowe
stezenia fibrynogenu wahaty si¢ od 2,17 do 8,79¢g/1, srednio 4,3648g/l. W grupie z progresja
choroby, wartosci stezenia fibrynogenu na poczatku obserwacji wykazywaty rozpietos¢ od
0,98 do 7,3g/1, érednio 4,04g/1. Srednie stezenia fibrynogenu przed leczeniem w obu grupach
byty wysokie i1 przekraczaty granice normy - nie stwierdzono mig¢dzy nimi rdéznicy
statystycznej. Po zakonczonym leczeniu w grupie z dobrg odpowiedzia, stezenie fibrynogenu
miescito si¢ w zakresie od 1,8 do 6,08g/l, $rednio 3,1098g/l. W badaniu grupy o
niepomys$lnym przebiegu, w chwili progresji st¢zenie fibrynogenu wahato si¢ od 1,51 do

5,97¢g/1, ze srednig warto$cia 3,809g/1.
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Wykres 19. Ocena warto$ci stg¢zenia fibrynogenu przed i po leczeniu onkologicznym w
zalezno$ci od odpowiedzi na leczenie .

Na podstawie analizy statystyczne] wykazano znamienne obnizenie Sredniego
stezenia fibrynogenu po zastosowanym leczeniu w poréwnaniu ze Srednimi warto$ciami
na poczatku obserwacji, zarowno w grupie ktora osiagnela calkowita remisje, jak i w
grupie o niepomys$lnym przebiegu choroby (p=0,0019). Srednie stezenie fibrynogenu po
leczeniu onkologicznym bylo znamiennie wyzsze (p=0,03) u chorych z niepomysing

odpowiedzia, niz w grupie ktora pozostala w calkowitej remisji.

5. D-dimer

Stezenia D-dimeru w surowicy krwi oceniono w grupie 20 chorych z niepomys$lnym
przebiegiem choroby i grupie 44 dzieci z dobrg odpowiedzig na leczenie. W obu grupach w
momencie diagnozy, wartosci stezen D-dimeru wahaty si¢ w szerokim zakresie. W grupie
dzieci z pozytywna odpowiedzig na leczenie warto$¢ stezenia D-dimeru w momencie
diagnozy wyniosta od 126 do 9056 ug/l, srednia 1678,41 ug/l, a po leczeniu stezenie D-
dimeru wynosito od 71 do 3100 ug/l, srednio 685,75ug/l. W grupie z progresja choroby
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warto$ci stezen D-dimeru wahaty si¢ w zakresie od 113 do 25681 ug/l, a $rednia wyniosta
3493,9 ug/l, za$ po leczeniu onkologicznym st¢zenia wynosity od 258 do 4390 ug/l, $rednia
1254,9 ug/l. W obu grupach, zarowno przed jak i1 po leczeniu $rednie wartosci D-dimeru
przekraczaty zakres normy (N: <500 ug/l).
DDIMERY*(zgon/przezycie)
p=,25231
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Wykres 20. Stgzenie D-dimerow w surowicy przed i po wigczeniu leczenia onkologicznego w

zaleznosci od odpowiedzi na to leczenie.

Uzyskane wyniki wskazuja, Ze u chorych z niepomyslnym przebiegiem choroby
srednie stezenie D-dimeru w momencie diagnozy bylo znamiennie wyzsze w porownaniu
z grupa chorych z dobra odpowiedzia na leczenie (CR) (p=0,04). Po zastosowaniu
leczenia onkologicznego stwierdzono w obu grupach istotne obnizenie Sredniego stezenia

D-dimerow, chociaz nie osiagnelo ono wartosci prawidlowych (p<0,01).

6. Antytrombina III (AT IIT)

Stezenie antytrombiny III oceniono w grupie 45 chorych z dobra odpowiedzig i u 22 z
niepomyslnym przebiegiem choroby. W przypadku pozytywnej odpowiedzi, wstgpne wyniki
stezen AT III wahaty sie od 62 do 126%, a $rednia wyniosta 97,8% 1 miescita si¢ w zakresie

normy. Po leczeniu w tej grupie, wartosci stezen AT III wynosity od 76 do 125%, $rednia
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102,68%, roéwniez miescila si¢ w obowiazujacej normie. Stezenie antytrombiny III w grupie
chorych, u ktérych wystapita progresja, w chwili diagnozy wynosito od 53 do 123%, $rednia
103,27%. W badaniach kontrolnych po zastosowaniu leczenia poziom wahat si¢ od 65 do
123%, $rednia 97,27%. Roznice byly statystycznie nieznamienne. Analiza statystyczna
wykazala natomiast zmiane¢ wartosci stezen AT III w obu porownywanych grupach po
zastosowaniu leczenia onkologicznego (p=0,018). W grupie o niepomySlnym przebiegu
stezenie AT III obnizylo sie, a w grupie dobrze odpowiadajacej na leczenie AT III

wzroslo.

ATllI*progresja
Biezacy efekt p=,01809
Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Wykres 21. Wartosci stezen AT III przed i po leczeniu w zaleznosci od wystapienia progres;ji
choroby nowotworowe;.

W odniesieniu do czasu czgsciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT) nie
stwierdzono istotnych statystycznie roznic migdzy grupa chorych z progresja 1 grupa

pacjentow dobrze odpowiadajacych na leczenie.
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II1. Stezenie czynnika tkankowego (TF) w surowicy krwi.
1. Stezenia TF w surowicy przed i po leczeniu onkologicznym.

Wykonano oznaczenia TF w surowicy krwi u 55 badanych dzieci. Przed leczeniem
onkologicznym ste¢zenie czynnika tkankowego wynosito od 0,4 do 133,3 pg/ml, $rednia
55,606 pg/ml. Po leczeniu onkologicznym stwierdzono wyzsza $srednig warto$¢ TF - 61,974
pg/ml, a zakres stgzen wahat si¢ od 0 do 262,44 pg/ml. Nie stwierdzono znamiennej roznicy

w Sredniej wartosci stgzen TF przed 1 po leczeniu onkologicznym (p=0,3) — tabela 15.

Tabela 15. St¢zenie czynnika tkankowego (TF) przed 1 po leczeniu onkologicznym.

Liczba Odchylenie

Punkt czasowy i Srednia P
oznaczen standardowe
Czynnik .
tkankowy TF | Przed leczeniem 55,60602 28,48888
C ik 0,296833
tkanzg:vc;, TF po leczeniu 55 61,97418 43,56942

2. Stezenie TF w surowicy krwi w zaleznosci od rozpoznania histopatologicznego.

Analize stezen TF w surowicy krwi przeprowadzono w czterech wyznaczonych

wedhug rozpoznan histologicznych podgrupach chorych. Wyniki przedstawiono w tabeli 16.

Tabela 16. Stezenie TF w zalezno$ci od rozpoznania histopatologicznego (4 podgrupy).

Etap Wartosci Czynnik tlfank(.)v.vy (pg/ml) w podgrupie :
chorob badane Nowotwory Migsaki i Guzy Chloniak
y OUN guzy kosci zarodkowe Hodgkina
Prred Min 16,49 14,243 28,9 0,4
rze - -
Leczeniem Srednie 38,6225 58,8111 58,9826 47,7589
Max 69,49 133,3 118,54 110,54
P Min 23,83 0 32,28 5,98
o Srednie 60,3275 53,35 82,1574 29,3334
Leczeniu
Max 97,11 148,5 262,44 54,27
Liczba chorych 4 19 23 9

(OUN - osrodkowy uktad nerwowy)

Najnizsze $rednie st¢zenie TF w chwili diagnozy 38,6225 pg/ml (16,49 - 69,49pg/ml)
stwierdzono w podgrupie z guzami o$rodkowego uktadu nerwowego, za§ najwyzsze 58,9826
pg/ml (28,9 - 118,54pg/ml) w grupie z guzami zarodkowymi i w grupie z mi¢sakami oraz
guzami kosci - 58,8111pg/ml (14,243 - 133,3pg/ml). Po zastosowanym leczeniu najnizsze
srednie stezenie TF - 29,3334 pg/ml (5,98 - 54,27pg/ml) wystapito w grupie z rozpoznanym
chtoniakiem Hodgkina, a najwyzsze 82,1574 pg/ml w grupie guzow zarodkowych (32,2 -
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262,44 pg/ml). Zaobserwowano, po leczeniu onkologicznym, wzrost §redniego stezenia
czynnika tkankowego w grupie chorych z nowotworami osrodkowego ukladu nerwowego 1
grupie z guzami zarodkowymi oraz obnizenie w grupie ztoSliwych migsakow tkanek

migkkich 1 guzach kosci oraz w grupie z rozpoznaniem chtoniaka Hodgkina.

ANOVA dla TF*rozpoznanie dla czterch grup rozpoznan
p=,04771
Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Wykres 22. Stezenie czynnika tkankowego TF w surowicy, przez i po leczeniu chorych w
zalezno$ci od rozpoznania histopatologicznego.

Wykazano istotna rdéznice wartosci Sredniego stezenia TF w surowicy, w
zalezno$ci od rozpoznania histopatologicznego (p<0,025). JednoczeSnie stwierdzono
istotny wplyw terapii przeciwnowotworowej na stezenie TF (p<0,05). W podgrupach z
nowotworami pochodzenia zarodkowego i guzami osrodkowego ukladu nerwowego,
srednie stezenie TF w surowicy po leczeniu przeciwnowotworowym wzroslo, a w
podgrupach z rozpoznaniem mig¢sakow i guzow kosci oraz chloniakow Hodgkina Srednie

stezenia TF byly nizsze, niz w momencie rozpoznania.

3. Stezenie TF u dzieci ze wznow3q i w grupie z pierwotnym zachorowaniem.

Oznaczono stezenie TF w grupie 49 pacjentow z pierwotnym rozpoznaniem choroby

nowotworowej i w grupie szesciu dzieci z rozpoznang wznowg procesu nowotworowego. W
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grupie dzieci z pierwotnie rozpoznanym nowotworem st¢zenia TF ksztattowaly si¢ od 0,4 do
133,3 pg/ml, ze $rednig 57,158 pg/ml. Po leczeniu stezenie czynnika tkankowego miescito si¢
w granicach od 0 do 262,44 pg/ml, $rednio 63,257 pg/ml (wzrost wartos$ci $redniej po
leczeniu o 6,1 pg/ml). W grupie ze wznowa, przed leczeniem, st¢zenia TF wahaly si¢ od
17,06 do 69,49 pg/ml, $rednia 42,93 pg/ml. Po leczeniu st¢zenie TF w tej grupie, wynosito od
0 do 89,76 pg/ml - $rednia 51,491 pg/ml (wzrost wartosci sredniej o 8,56 pg/ml). W chwili
diagnozy srednie stezenie TF w grupie z pierwotnym nowotworem u dzieci byto wyzsze, niz
we wznowie choroby, zaréwno przed jak i po leczeniu onkologicznym. W trakcie leczenia w
obu grupach chorych stwierdzono nieznamienny wzrost $rednich stezen TF w surowicy,

wyzszy w grupie chorych ze wznowa (p= 0,90).

4. Stezenie TF w surowicy w zaleznosci od stadium zaawansowania choroby.

Wartos$ci st¢zenia czynnika tkankowego w grupie 33 dzieci ze zlokalizowang chorobg
nowotworowg w chwili diagnozy wyniosty od 0,4 do 133,3 pg/ml - $rednia 56,576 pg/ml. Po
leczeniu onkologicznym stg¢zenie TF wyniosto od 0 do 262,44 pg/ml, przy Sredniej
wynoszacej 60,147 pg/ml (po leczeniu wzrost $redniej o 3,571 pg/ml). W grupie chorych w
IV stopniu zaawansowania uzyskano 21 wynikéw. W chwili diagnozy rozsianej choroby
nowotworowej, stezenia TF wahaty si¢ w przedziale od 14,243 do 87,75 pg/ml, a $rednia
53,816 pg/ml. Po leczeniu onkologicznym uzyskano wyniki st¢zenia TF od 22,14 do 129,53
pg/ml - §rednia 65,607 pg/ml (po leczeniu wzrost wartosci $redniej o 11,792 pg/ml). Stezenia
TF przed leczeniem onkologicznym, niezaleznie od stopnia zaawansowania, byly nizsze niz
po leczeniu. Roznice $rednich wartosci TF przed i1 po leczeniu, w obu grupach chorych byly
nieznamienne (p=0,52).

Zwrbcono uwage na grupe chorych z rozpoznaniem zlo$liwych migsakéw tkanek
migkkich 1 guzéw kosci. Wérod tych chorych, w grupie z obecnoscia przerzutow, wartosci TF
w chwili diagnozy wahaly si¢ od 14,24 do 80,15pg/ml, ze $rednig 49,529pg/ml, a po leczeniu
wartosci TF wynosity od 22,14 do 125,73pg/ml, $rednia 60,127pg/ml. W grupie chorych z
rozpoznaniem zlokalizowanego migsaka, warto$¢ $rednia TF przed leczeniem wynosita
69,124pg/ml (zakres od 18,75pg/ml do 133,3pg/ml), w trakcie obserwacji ulegata
zdecydowanemu obnizeniu 45,82pg/ml (od 0 do 148,5pg/ml). Réznica wartosci TF w
grupie zlosliwych miesakow i guzow kosSci, w zalezno$ci od stopnia zaawansowania,

wykazywala znamienno$¢ statystyczng (p<0,05).
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5. Stezenie TF w surowicy w zaleznosci od odpowiedzi na leczenie.

Uzyskano wyniki wartosci stezen TF w momencie diagnozy choroby, u 35 chorych z
pozytywna odpowiedzig na leczenie i u 20 chorych z progresja choroby nowotworowe;.
Wartosci TF w grupie z pozytywna odpowiedzig wahaty si¢ od 0,4 do 133,3 pg/ml, a $rednia
wyniosta 60,219 pg/ml (SD 4,745). W badaniach kontrolnych po zastosowanym leczeniu,
stezenia TF w tej grupie wahaly si¢ w zakresie od 0 do 261,44 pg/ml, a $rednia wyniosta
63,701 pg/ml (SD 7,423). Wzrost $redniego stezenia TF w trakcie leczenia wynidst 3,482
pg/ml. U chorych z progresja choroby nowotworowej w trakcie obserwacji klinicznej,
wyjsciowo uzyskano wyniki TF w przedziale od 14,243 do 80,77 pg/ml, ze S$rednim
stezeniem 47,532 pg/ml (SD 6,278). Po zastosowaniu terapii st¢zenia TF wynosity od 23,83
do 97,11 pg/ml, $rednia 58,952 pg/ml (SD 9,82). W grupie z progresja, wzrost $redniej
wartosci TF w trakcie leczenia choroby wynidst 11,42 pg/ml. W obu poroéwnywanych
grupach zaobserwowano wzrost stezenia TF po zastosowaniu leczenia, lecz w grupie z
progresja choroby wzrost st¢zenia TF byl wigkszy, lecz roznica nie byta statystycznie
znamienna (p=0,53).

TERAPIA*progresja
Biezgcy efekt: F(1, 53)=,39451, p=,563264

Dekompozycja efektywnych hipotez
Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Wykres 23. Stezenia TF u chorych w zalezno$ci od odpowiedzi na stosowane leczenie.
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W grupie chorych, ktorzy w dalszej obserwacji zmarli z progresji nowotworu, warto$¢
TF w chwili diagnozy mies$cita si¢ w granicach od 14,243 do 79,07 pg/ml, $rednia 49,044
pg/ml. W badaniu kontrolnym TF wynosit od 23,83 do 97,11 pg/ml, za$ srednia 56,191 pg/ml

(wzrost wartos$ci $redniej o 7,147pg/ml).
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IV. Badania immunohistochemiczne wybranych czynnikow krzepniecia w
tkankach nowotworowych.

Okreslono ekspresj¢ antygendow: antytrombiny III (AT III) i czynnika tkankowego
(TF) w 27 wycinkach tkanki nowotworowej. Celem jakos$ciowej oceny nasilenia ekspres;ji
badanych antygenow w komorkach nowotworowych, postuzono si¢ stworzonym na potrzeby
tego badania systemem numerycznym w zakresie od 0 do 9 wg tabeli nr 8. Ekspresj¢ AT III 1
TF stwierdzano w komorkach nowotworowych w obrgbie cytoplazmy. Sita odczynu
wykazywala zrdznicowanie 1 heterogennos¢ dystrybucji. W guzach neuroblastycznych

immunoreaktywno$¢ stwierdzano w komponencie neuronalnym i w podscielisku Schwannian.

W $cianie naczyn nowotworowych okre§lono site ekspresji antygenow: antytrombiny
III, czynnika tkankowego TF 1 czynnika krzepnigcia VIII (FVIII). Ponadto oceniano
ptytkowo-$rodbtonkowa czasteczke adhezji komodrkowej - CD31, postugujac si¢ skalg w
zakresie 0 - 3. Reakcja z antygenem CD 31 shuzyta do lokalizacji struktur naczyniowych w

tkance nowotworowej.

1. DOKUMENTACJA FOTOGRAFICZNA

Fotografie nr 1-6 przedstawiaja odczyny immunohistochemiczne na obecnos$¢ badanych
antygenow w wybranych dziecigcych guzach nowotworowych. Przedstawione na fotografiach
(1-6) preparaty immunohistochemiczne wykonane zostaly przez dr Karoling Gizelbach-
Zochowska w Zaktadzie Patomorfologii Podmiotu Leczniczego COPERNICUS w Gdansku
(kierownik — dr hab. Ewa Izycka-Swieszewska). Obrazuja one w tkance nowotworowej
wybranych guzéw dzieciecych ekspresje badanych antygendéw: czynnika tkankowego (TF),
antytrombiny III (AT III), czynnika krzepnigcia VIII (FVIII) oraz ptytkowo-$rédblonkowe;j
czasteczki adhezji komorkowej - CD31.
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Fotgfaﬁa 1. Migsak Ewg’a — preparat immunohistochemiczny. Komorki znakowane

przeciwcialami p/w TF (pow. mikroskop 200x). Silna ekspresja TF (+++).
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. Guz Wilms’a komonenta epitelialnoblastemiczna - preparaf

Fotdgrafia 2
immunohistochemiczny. Komoérki znakowane przeciwcialami p/w AT III (pow.

mikroskop 200x). Silna ekspresja (+++) AT III w komérkach nowotworowych.
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Fotografia 3. Guz Wilms’a - preparat immunohistochemiczny. Naczynia znakowane

przeciwcialami p/w AT III (pow. mikroskop 400x). Silna ekspresja (+++) AT III w

naczyniach guza.
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Fotografia 4. Guz Wilms’a - preparat immunohistochemiczny. Naczynia znakowane

przeciwcialami p/w FVIII (pow. mikroskop 200x). Silna ekspresja FVIII w naczyniach

guza.
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Fotografia 5. Guz Wilms’a - preprat immunohistochemiczny. _chynia znakowane
przeciwcialami p/w CD 31 (pow. mikroskop 200x). Silna ekspresja (+++) CD 31 w

naczyniach guza.
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Fotografia 6. Zwojak zarodkowy wspolczulny - preparat immunohistochemiczny.

Naczynia znakowane przeciwcialami p/w CD 31 (pow. mikroskop 200x). Silna ekspresja

(+++) CD 31 w naczyniach guza.
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2. Odczyny immunohistochemiczne w komorkach nowotworowych.
Rozktad intensywnos$ci odczynu immunohistochemicznego AT III w komdrkach

nowotworowych przedstawiono w tabeli 17.

Tabela 17. Intensywno$¢ ekspresji antygenu AT III w wycinkach tkanek badanych

nowotworow.
Sita odczynu AT III w komorkach nowotworowych, zakres
Rozpoznania | Liczba 0.9
nowotworowe | chorych
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Guz Wilms’a 8 1 0 0 0 0 0 2 1 1 3
Inne guz
s 19 1 2 0 0 1 4 2 6 2 1
nowotworowe
Ogolem 27 2 2 0 0 1 4 4 7 3 4

Zakres intensywnos$ci odczynow: 0-9 punktow. Inne guzy nowotworowe = miegsaki i guzy
zarodkowe. AT III — antytrombina III.

Analiza wynikow wskazuje, ze w preparatach z guzami Wilms’a o budowie
nabtonkowo-mezenchymalnej uzyskano wysoka ekspresje odczynow z antytrombing III,
najnizsza oceniono na 6 punktow, a najwiecej byto odczyndw najsilniejszych, o sile ekspresji
9 punktow. Zwrocono uwage na silng ekspresj¢ antygenu w licznych (60-100%) komodrkach
guza Wilms’a o utkaniu nabtonkowo-mezenzymalnym (histologia posredniego ryzyka wg
klasyfikacji SIOP (57). Badanie patomorfologiczne wykonano u o$miu dzieci z guzem
Wilms’a. Budowe nabtonkowo-mezenchymalng guza Wilms’a wykazano u 7 chorych, zas u
jednego chorego guz mial budowg blastemiczng. W przypadku tego jednego guza Wilms’a, z
dominujaca blastemiczng komponentg histologiczng, ekspresja AT III nie wystgpowata. W
grupie innych guzéw nowotworowych stwierdzono w czterech na dziewigtnascie
przypadkow, stabg ekspresje antytrombiny III (< 5 punktéw). Byly to nowotwory: zwojak
zarodkowy wspotczulny — dwa przypadki i migsniakomigsak pragzkowano komoérkowy — 2
przypadki. Najsilniejsza ekspresje antytrombiny III w tej grupie, o sile 8-9 punktdw,
wykazano w nastgpujacych guzach: watrobiak zarodkowy, rak kosméwki 1 guzie Ewing’a. W
tabeli 18 poréwnano intensywno$¢ ekspresji antygenu AT III, w wycinkach tkanek

pozostatych guzow poza guzem Wilms’a.
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Tabela 18. Intensywno$¢ ekspresji antygenu AT III w wycinkach tkanek pozostatych
nowotworow (z wykluczeniem guza Wilms’a).

Sila odczynu AT III w komodrkach nowotworowych,

Rozpoznania Liczba

zakres 0-9

nowotworow chorych

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Migsak
7 1100 0 1 3 0 2 0 0
prazkowanokomorkowy

Migsak Ewing’a 1 01 0] 0 0 0 0 0 0 1 0
Guz germinalny 1 0|0 0 0 0 0 0 0 0 1
Neuroblastoma 8 0210 0 0 1 2 3 0 0
Hepatoblastoma 2 01 0] 0 0 0 0 0 1 1 0
Ogolem 19 11210 0 1 4 2 6 2 1

Zakres intensywnosci odczynow: 0-9 punktéw. AT III — antytrombina III

Stwierdzono duza rozpigtos¢ sity ekspresji antytrombiny III w komorkach
nowotworowych zaréwno migsakéow jak 1 guzow zarodkowych. W przypadku migsakow
tkanek migkkich dominowaty odczyny $rednie o sile 5 — 7 punktéw. Jedyny oceniany guz
kosci — migsak Ewing’a, charakteryzowat si¢ wysoka ekspresja antytrombiny III w
komorkach nowotworowych. W grupie guzéw zarodkowych (guz germinalny, neuroblastoma,
hepatoblastoma) przewazaty odczyny $rednie i silne. Ekspresje o sile oceny 6 punktow i
wiecej, stwierdzono w 8/11 guzéw zarodkowych. Roznice w ocenie ekspresji antytrombiny
III w badanych guzach, nie byty statystycznie znamienne (p > 0,05). Analiza badan
immunohistochemicznych AT III wykazata, ze najwigksza ekspresja antytrombiny III w
komorkach nowotworowych wystepuje w postaci epitelialno-mezenchymalnej guza
Wilms’a i jest znamiennie wyzsza, niz w grupie pozostalych badanych nowotworéow

(p=0,035).
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Ekspresja czynnika tkankowego TF w obrebie komorek nowotworowych oceniana w

27 guzach, byta staba lub umiarkowana (tabela 19).

Tabela 19. Intensywnos¢ ekspresji antygenu TF w komorkach wycinkow tkanek nowotworow
dziecigcych.

Sila odczynu TF w komoérkach nowotworowych,
Rozpoznania Liczba
zakres 0-9

nowotworow chorych

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Miegsak
7 1| 2 1 0 0 0 0 3 0 0
prazkowanokomorkowy

Migsak Ewing’a 1 O0101] O 0 0 0 0 1 0 0
Guz germinalny 1 010 0 0 0 0 0 1 0 0
Neuroblastoma 8 0] 1 0 0 2 0 2 3 0 0
Hepatoblastoma 2 O0101] O 0 0 0 0 2 0 0
Guz Wilms’a 8 1|3 0 0 2 0 2 0 0 0
Ogolem 27 216 1 0 4 0 4 10 | O 0

Zakres intensywnos$ci odczynow: 0-9 punktow.

Odczynow TF o sile 8-9 punktéw w komodrkach nowotworowych nie stwierdzono w
zadnym badanym nowotworze. W obrebie komorek roznych badanych nowotworow,
stwierdzono umiarkowang site ekspresji. Odczyny o sile 5 — 7 punktow w obrebie komorek
nowotworowych stwierdzono w 14 wycinakach guzéw o pochodzeniu embrionalnym lub
grupie migsakow. W 13 z 26 wycinkach ekspresja TF byta staba, o sile 5 punktow lub mnie;j.
Nie wykazano istotnych roznic statystycznych w ekspresji TF w komodrkach w zalezno$ci od

rozpoznania typu histologicznego nowotworu.

3. Odczyny immunohistochemiczne w naczyniach nowotworowych.

W naczyniach nowotworowych 26 badanych preparatow, okreslono ekspresj¢ trzech
antygenoéw, zwigzanych z procesem hemostazy: AT III, TF, FVIII. Zaobserwowano znaczng
ekspresje czynnika VIII w obrebie komodrek $rdédbtonka naczyn w wigkszosci badanych
przypadkéw. Sita odczynu na obecno$¢ antygenu FVIII wykazywata duza zmiennosc.
Wykazano korelacje sity ekspresji FVIII ze stadium zaawansowania choroby nowotworowej

(tabela 20).
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Tabela 20. Sita ekspresji antygenu FVIII w naczyniach nowotworowych w zalezno$ci
zaawansowania choroby nowotworowe;j.

Sila ekspresji immunohistochemicznej antygenu FVIII w Liczba
Obecnos¢ naczyniach nowotworowych wg skali 1-3 chorych
przerzutow L, ., L, badanych
stopien 1 stopien 2 stopien 3 HC
Nie 4 1 12 17
Tak 4 3 2 9
Ogolem 8 4 14 26

(IHC — immunohistochemicznie)

W grupie guzow zlokalizowanych wykonano 17 badah immunohistochemicznych, za$
w grupie guzow w IV stopniu zaawansowania klinicznego wykonano 9 badan. W wigkszosci
guzow zlokalizowanych naczynia nowotworowe wykazaty wysoka ekspresje antygenu FVIII
(12 na 17 odczyndéw immunohistochemicznych o najwyzszej sile). W guzach rozsianych (9
badan) naczynia nowotworowe wykazywaty w wigkszosci odczyny stabe — cztery guzy, lub
umiarkowane — trzy guzy. Silne odczyny stwierdzono tylko w dwoch guzach w czwartym
stadium zaawansowania. Réznica ekspresji antygenu FVIII w naczyniach tkanki
nowotworowej miedzy postaciami zlokalizowanymi i rozsianymi nowotworu, byla
statystycznie znamienna (p<0,05). W tkance nowotworowej ekspresja FVIII byla
wysoka w chorobie zlokalizowanej, a niska w chorobie rozsianej.

Analiza ekspresji FVIII w odniesieniu do innych cech klinicznych choroby
nowotworowej (typu histologii, odpowiedzi na leczenie, etap choroby) nie wykazata roéznic

statystycznie istotnych.

Ekspresja antygenu TF w naczyniach badanych wycinkéw nowotworow byta staba.
Ekspresje o natgzeniu 1 punktu stwierdzono w dziesigciu guzach na 27 przypadkéw. Dodatnie
odczyny wystepowaly gtownie w grupie guzow zarodkowych, w pieciu guzach Wilms’a,
dwoch przypadkach neuroblastoma i migsaka tkanek migkkich oraz w jednym przypadku
hepatoblastoma. W pozostaltych guzach reakcja immunohistochemiczna z antygenem TF w
naczyniach nie wystepowala. Uzyskane wyniki nie pozwolily na przeprowadzenie analizy

statystyczne;j.

Ekspresja antygenu antytrombiny III w naczyniach nowotworowych byta zmienna,

dotyczyta srodblonka i miejscami btony migsniowej, a jej wyniki przedstawiono w tabeli 21.
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Tabela 21. Intensywnos$¢ ekspresji antygenu AT III w naczyniach nowotworowych.

Licsh Sila ekspresji immunohistochemicznej antygenu AT
iczba
III w naczyniach nowotworowych wg skali 0-3
chorych : : : :
stopien 0 stopien 1 stopien 2 stopien 3
Migsak prazkowano
v 7 1 1 4 1
komorkowy

Migsak Ewing’a 1 0 1 0 0
Guz germinalny 1 0 0 1 0
Neuroblastoma 8 2 3 2 1
Hepatoblastoma 2 0 0 1 1
Guz Wilms’a 8 0 2 3 3
Liczba badanych guzow 27 3 7 11 6

(AT III — antytrombina III)

W trzech guzach (dwa przypadki zwojaka wspotczulnego zarodkowego i jeden
migs$niakomiesaka prazkowano komdrkowego) ekspresja byta nieobecna, a w pieciu guzach z
podgrupy guzow zarodkowych (trzy przypadki nerczaka ptodowego, po jednym watrobiaka
zarodkowego, zwojaka wspotczulnego zarodkowego) 1 jednym przypadku migsaka
prazkowanokomoérkowego — bardzo silna. Pozostate guzy — 7 przypadkéw, miaty staba, lub
umiarkowang ekspresje — 11 badanych guzéw. Nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji

AT III w naczyniach nowotworowych w odniesieniu do analizowanych danych klinicznych.
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Dyskusja.

Choroba nowotworowa w Polsce jest rozpoznawana u okoto 1200 dzieci 1 mtodziezy
rocznie, a terapig onkologiczng objetych jest rocznie okoto 2000 chorych w wieku 0 — 18 lat.
Wyleczalno$¢ z choroby nowotworowej, ktora zostata rozpoznana w wieku rozwojowym,
wynosi okoto 80% (58). Dalsza poprawa wynikodw stosowanej obecnie terapii nowotworow
dziecigcych bedzie mozliwa tylko w przypadku rozszerzenia dotychczas stosowanych metod
leczenia. W poszukiwaniu nowych sposobow terapii, niezbgdne jest dalsze poglebienie badan
dotyczacych biologii 1 patomechanizméw rozwoju nowotworéw. Wyniki dotychczasowych
badan przeprowadzonych u ludzi dorostych z choroba nowotworows, wskazuja ze
mechanizmy hemostazy sa znaczaco modyfikowane przez proces nowotworowy, a niektore
negatywne zmiany tj. powiktania zakrzepowo-zatorowe moga wptywac na przebieg kliniczny
choroby, ogranicza¢ mozliwosci leczenia oraz prawdopodobienstwo wyleczalnos$ci
nowotworu (59). Udowodniono w nowotworach wieku dorostego, ze niektore czynniki
zaangazowane w procesie krzepnigcia jak czynnik tkankowy i trombina, odgrywaja istotng
role w stymulacji procesu wzrostu i rozsiewu nowotworu (60, 61). Zasadniczym elementem
procesu krzepnigcia zapewniajacym hemostaze, sg ptytki krwi powstajace w szpiku kostnym
poprzez odszczepianie od megakariocytow. W mechanizmie degranulacji ziarnistosci
ptytkowych oraz uwolnienia ich zawartosci, przy wspodtudziale licznych receptorow
btonowych plytek, dochodzi do aktywacji, adhezji 1 agregacji ptytek krwi. Nastepstwem tych
procesOw jest wytworzenie pierwotnego czopu ptytkowego. Nieprawidlowo funkcjonujace
ptytki krwi, tworzac skrzepling w miejscu peknigtej blaszki miazdzycowe;j tetnic wiencowych
lub mézgowych, sa odpowiedzialne za rozwoj objawdéw w przebiegu choroby wiencowej, czy
w udarach mozgu (6, 7). Plytki krwi wspotuczestnicza réwniez w sposdb posredni i
bezposredni w procesach zwigzanych z rozwojem nowotworu. Sg zaangazowane W procesy
aktywacji $rodbtonka naczyniowego, wydzielanie biologicznie aktywnych cytokin
modulujacych reakcje zapalng i regulacje proceséw odpornosciowych. Aktywacja ptytek krwi
przez nowotwor, jak rdwniez stymulacja angiogenezy przez czynnik wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (VEGF) 1 zmiana stanu $rodbtonka naczyniowego dokonuje si¢ przy udziale
wielu innych czynnikow krzepnigcia (m.in. trombina, czynnik tkankowy, fibrynogen, czynnik
von Willebranda) pierwotnie uczestniczacych w procesach hemostazy. Wszystkie te czynniki
wplywaja na wzrost guza pierwotnego, wzrost naczyn nowotworowych oraz powstawanie
przerzutow odlegtych nowotworu (62, 63, 64, 65). Problem wieloplaszczyznowego

wzajemnego zwigzku ukladu krzepnigcia i choroby nowotworowej w nowotworach
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dzieciecych byl podejmowany w badaniach rdéznych autorow, ale dotychczas rola
poszczegbdlnych czynnikow tego uktadu w rozwoju choréb nowotworowych nie zostala
ostatecznie okreslona. Niewiele z tych badan dotyczy nowotworow wieku dziecigcego. Stad
tez obecna analiza zalezno$ci wybranych czynnikoéw ukladu krzepnigcia w odniesieniu do
obrazu klinicznego 1 odpowiedzi na leczenie w wybranych nowotworach u dzieci, moze
przyczyni¢ si¢ do poszerzenia wiedzy na ten temat. W przedstawianej pracy podjeto analize
wybranych wskaznikow hemostazy w ztosliwych nowotworach wieku dzieciecego, ktore nie

pochodzg z tkanki krwiotworczej.

1. Laboratoryjne wskazniki ukladu krzepnigcia.

W dotychczasowych opublikowanych badaniach dotyczacych ludzi dorostych
wykazano, ze u polowy chorych z nowotworem oraz 90% pacjentow w rozsianej postaci
choroby, wystepuja nieprawidlowe parametry uktadu krzepniecia (66). W przeprowadzonych
w tej pracy badaniach u dzieci, podstawowe parametry krzepni¢cia odniesiono do typu
nowotworu, stopnia zaawansowania klinicznego choroby oraz uzyskanej odpowiedzi na
leczenie przeciwnowotworowe. Analiza tych wynikéw, uzyskanych w momencie diagnozy
nowotworu, potwierdzifa istotne roznice w wartosciach niektorych parametrow krzepnigcia w
poréwnaniu z wartoSciami po uzyskaniu remisji choroby, jak rowniez stwierdzono
wystepowanie r6éznic w zalezno$ci od typu nowotworu i1 zaawansowania choroby.
Stwierdzono, ze liczba ptytek krwi u wigkszosci chorych pozostawata w zakresie normy, lecz
zauwazono, ze §rednie warto$ci liczby plytek krwi w momencie diagnozy, réznity si¢ w
zalezno$ci od typu nowotworu. Wskazuje to na roznice w ich zaangazowaniu w rozwodj
nowotworu, zalezne od rodzaju choroby nowotworowej. Stwierdzono roéwniez, ze nizsze
srednie wartosci ptytek krwi w chwili diagnozy wystepowaty w grupie chorych, u ktérych
odpowiedz na leczenie byla niekorzystna, z rozpoznaniem wznowy lub progresji w dalszej
obserwacji. Ta obserwacja wskazywa¢ moze na prognostyczne znaczenie liczby ptytek krwi,
oznaczanej w momencie diagnozy. Podwyzszona liczba ptytek krwi jako pozytywny czynnik
prognostyczny w momencie diagnozy nowotworu u dorostych, opisane zostata przez Ilhan-
Mutlu A. (67). Badania ostatnich lat potwierdzaja wazng role jaka ptytki krwi odgrywaja w
kancerogenezie. (68, 69).

Znamiennie wyzsza liczba ptytek krwi w momencie diagnozy wystepowata w
przypadku zawansowanej, rozsianej choroby nowotworowej, niz w postaci zlokalizowane;.

Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze liczba plytek krwi moze podlega¢ duzym wahaniom w
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przebiegu choroby nowotworowej. Towarzyszace procesom nowotworowym rozsiane
wykrzepianie wewnatrznaczyniowe (DIC) lub obecno$¢ przerzutow do szpiku kostnego
powoduje obnizenie wartosci plytek krwi. Wplyw na obnizenie liczby plytek krwi majq
réwniez przeprowadzane procedury diagnostyczne i terapeutyczne — jak przeprowadzenie
zabiegu operacyjnego, podaz systemowej chemioterapii lub radioterapia (70). Nowotwor
poprzez stymulacje produkcji cytokin zapalnych: IL-1, IL-6, IL-11 moze stymulowac
nadptytkowo$¢, co zaobserwowano u 10-60% chorych dorostych (70, 71, 72). Warto
zauwazy¢, ze stan nadplytkowosci wystepuje w wielu innych niz choroba nowotworowa,
ostrych i przewlektych stanach wspdtistniejagcych ze stanem zapalnym jak: nieswoiste
zapalenia jelit, reumatoidalne zapalenie stawdéw, toczen rumieniowaty uktadowy, czy
posocznicza i ostre zespoty wiencowe (7, 62). W przypadku nowotworoéw, stan zapalny
wywotany jest przez polaczenie plytek krwi i trombiny, ktére wyzwalaja reakcje komorkowe,
ktorych efektem jest wzrost produkcji cytokin prozapalnych 1 czastek adhezyjnych
uczestniczacych takze w aktywacji granulocytoéw. Uwaza si¢ ,ze ptytki krwi spetniajg wazng
role w rozwoju choroby nowotworowej. Komoérki nowotworowe optaszczone przez ptytki
krwi podlegaja parakrynnej stymulacji proliferacji. Ponadto w wyniku optaszczenia, komorki
nowotworowe ulegaja swobodnemu rozsiewowi droga krwiopochodna, uzyskujac zdolnosé¢
do przylegania do $rdédbtonka, co utatwia tworzenie przerzutow odleglych, a takze trudniej

zostajg zidentyfikowane przez uktad odpornosciowy (62).

W przypadku nowotwordw rozpoznawanych u ludzi dorostych, zwiekszona liczba
ptytek krwi wystepuje w stanach rozsiewu procesu nowotworowego, stad nadptytkowosc¢ jest
okreslana jako marker wysokiego zaawansowania choroby i ztej prognozy. W przypadku raka
ptuca, szyjki macicy udowodniono, ze nadmierna liczba ptytek krwi jest niezaleznym

negatywnym czynnikiem prognostycznym choroby. (70, 73).

Analiza czynnikow krzepnigcia, w przeprowadzonych w tej pracy badaniach, w chwili
rozpoznania nowotworu wykazata znamiennie wyzsze stezenia fibrynogenu i D-dimeru w
poroéwnaniu z wartosciami po zastosowanym leczeniu onkologicznym. W nowotworach pluc
wysokie warto$ci tych parametrow wystepuja w przypadkach wyzszego stopnia
zaawansowania, z obecnoscig przerzutow oraz zwigzane sg z krotszym przezyciem chorych
(74, 75). D-dimer, jako produkt rozpadu fibryny jest selektywnym markerem aktywacji
krzepnigcia, za$ fibrynogen nie tylko bierze udziat w procesie krzepnigcia jako biatko
substratowe dla reakcji tworzenia fibryny, ale dodatkowo jest wskaznikiem stanu zapalnego

jako biatko ostrej fazy. Wysokie wartosci fibrynogenu moga wigc by¢ efektem nie tylko
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pobudzenia uktadu krzepnigcia, lecz wynika¢ z udzialu reakcji zapalnej wyzwalanej w
procesie nowotworowym. Podobne znaczenie 1 role fibrynogenu jako czynnika krzepnigcia
oraz jako biatka stanu zapalnego w rakach jelita grubego, wykazat Son HJ 1 wspotautorzy
(76). W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze wyzsze warto§¢ D-dimeru i fibrynogenu
w chwili diagnozy nowotworu, korelowaty z niekorzystnym przebiegiem klinicznym choroby
nowotworowej. W przypadku wznowy lub progresji nowotworu wartosci wstepne tych
parametréw byly znamiennie wyzsze, a po zastosowanej terapii, nie ulegaly obnizeniu
warto$ci do takich pozioméw, jak w grupie chorych, ktorzy uzyskali calkowita remisje.
Pi$miennictwo wskazuje, ze nieprawidlowe wysokie wartosci fibrynogenu i D-dimeru moga

by¢ czynnikami ztej prognozy w nowotworach u dorostych.

Istniejg jedynie pojedyncze doniesienia naukowe dotyczace odchylen w badaniach
parametréw uktadu krzepnigcia w chorobach nowotworowych u dzieci, a te publikacje
dotycza glownie hematologicznych choréb nowotworowych. Praca Giordano i wsp. (77)
wskazuje na wysokie stezenia D-dimeru u dzieci w chwili rozpoznania ostrej biataczki
limfoblastycznej (ALL) 1 opisuje wpltyw prowadzonej terapii na jego normalizacjg.
Udowodniono, ze komorki blastyczne ALL poprzez aktywacje srodbtonka naczyniowego
stymulujg produkcj¢ i uwalnianie czynnika von Willebranda. Czynnik ten stymuluje proces
krzepnigcia aktywujac plytki krwi, pobudzajac ich adhezj¢ do $rddbtonka i uczestniczac w
powstaniu skrzepu, czego wyktadnikiem jest wzrost st¢zenia D-dimeru i trombiny (78). W
wielu pracach dotyczacych biataczek u dzieci, okreslono czynniki wptywajace na
indukowanie stanu nadkrzepliwos$ci, jak wstepna hiperleukocytoza i stosowanie terapii do
ktorej naleza m.in.: steroidoterapia, leczenie L-asparaginaza, a takze towarzyszace ciezkie
powiktania infekcyjne (27, 79, 80). W litych ztosliwych nowotworach dziecigcych
zachowanie si¢ mechanizméw hemostazy nie zostato dotychczas w pelni okreslone, cho¢
istniejg doniesienia opisujgce jawne klinicznie powiktania zakrzepowe w przebiegu takich
nowotworow jak zwojak zarodkowy wspotczulny, czy migsaki tkanek migkkich u dzieci (23,
81, 82). W przypadku chorych dorostych obcigzonych chorobg nowotworowa, stan
nadkrzepliwosci  zostat udokumentowany badaniami laboratoryjnymi hemostazy i
potwierdzony w licznych pracach, dotyczacych najczestszych nowotwordéw tj: raka piersi,
raka pecherzyka zotciowego, migsakow tkanek miekkich, raka pluca czy czerniaka (83, 84,
85, 86, 87). W moich badaniach stwierdzitem, ze w grupie chorych z niepomys$lng
odpowiedzig na leczenie, w chwili pierwotnej diagnozy S$rednia warto§¢ wskaznika

protrombinowego byla wyzsza, niz w grupie wyleczonych, cho¢ w obu grupach $rednie
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warto$ci pozostawaty w normie. Ta obserwacja wskazuje na wptyw procesu nowotworowego
na zewnatrzpochodng (czynnik VII oraz TF) 1 wspdlng cze$¢ (czynniki X, V, II) kaskady
krzepnigcia. Nie stwierdzono aktywacji wewnatrzpochodnej drogi hemostazy (czynniki
krzepnigcia XII, XI, IX, VIII), gdyz warto$ci czas czg$ciowej tromboplastyny po aktywacji
pozostawaty w trakcie badan niezmienne. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze w
guzach litych u dzieci w chwili diagnozy nowotworu przewazaja procesy prozakrzepowe, w
efekcie pobudzenia zewnatrzpochodnej drogi kaskady krzepnigcia. Stezenie antytrombiny I11
jako markera fibrynolizy ustrojowej, nie podlegalo zmianom w grupie badanej przed i po
terapii. Sugeruje to, ze w wieku dziecigcym, nowotwory nie wywodzace si¢ z ukladu

krwiotworczego, nie wptywaja w sposob zasadniczy na procesy fibrynolizy.

Wyniki badan przedstawione w obecnej pracy wykazaly pozytywny wplyw terapii
onkologicznej na normalizacj¢ uktadu hemostazy. W przypadku chorych z rozpoznaniem
nowotworow osrodkowego uktadu nerwowego, u ktorych stwierdzano w momencie diagnozy
stan nadkrzepliwos$ci, z wysokimi warto$ciami wskaznika protrombinowego oraz
podwyzszonego stezenia fibrynogenu, zauwazono ze terapia onkologiczna spowodowata
obnizenie 1 normalizacj¢ tych parametrow. W przypadku chorych z rozpoznaniem watrobiaka
zarodkowego stwierdzono w chwili diagnozy najnizsze wartos$ci stezen fibrynogenu w
porownaniu z grupami chorych o innym rozpoznaniu, co mozna thumaczy¢ uszkodzeniem
migzszu watroby przez rozrost nowotworowy i zmniejszeniem zdolno$ci syntezy tego biatka
przez watrobe. Najwyzsze wartosci ptytek krwi wystapilty w grupie chorych z watrobiakiem
zarodkowym, co jest nastgpstwem nadmiernej produkcji trombopoetyny przez ztosliwe guzy
watroby (88, 89). Jednoczes$nie u pacjentdéw z rozpoznaniem watrobiaka zarodkowego,
stwierdzono wzrost wartosci wskaznika protrombinowego, mimo niskich wartosci
fibrynogenu, co moze dodatkowo wskazywac na aktywno$¢ prozakrzepowsg tego nowotworu.
Te obserwacje potwierdzajg sugerowany w pisSmiennictwie mozliwy wptyw na czynniki
uktadu krzepnigcia, mechanizméw zwigzanych bezposrednio z rozwojem nowotworow OUN
i watroby. W przeciwienstwie do watrobiaka zarodkowego i guzow OUN, w przypadku
chorych z guzem Wilms’a, guzami kosci oraz chtoniakiem Hodgkina, stwierdzano w chwili
diagnozy wyzsze S$rednie wartosci fibrynogenu oraz nizsze poziomy wskaznika
protrombinowego w poréwnaniu ze $rednimi warto$ciami tych parametrow dla catej grupy
badanej. W nastepstwie terapii warto$ci fibrynogenu ulegaly obnizeniu, a wskaznik
protrombinowy podwyzszeniu. W przypadku chorych z nowotworami pochodzenia

mezenchymalnego, srednie wartosci fibrynogenu pozostawaty podwyzszone ponad norme,
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rowniez po leczeniu onkologicznym. Fibrynogen, w pozostatych grupach chorych, z innymi
niz mezenchymalne typami nowotworow, ulegal obnizeniu 1 normalizacji. W
dotychczasowych publikacjach naukowych nie odnaleziono podobnych obserwacji

dotyczacych nowotworow dziecigcych.

Z przeprowadzonych w niniejszej pracy badan wynika, Ze wznowa procesu
nowotworowego w badanej populacji dzieciecej réwniez wpltywa na uktad hemostazy,
generujagc ponownie stan prozakrzepowy. W momencie rozpoznania wznowy choroby
nowotworowej u badanych chorych zaobserwowano ze, §rednie stezenie fibrynogenu oraz D-
dimeru byto wyzsze, niz podczas pierwotnego rozpoznania nowotworowego. Rowniez $rednia
warto$¢ wskaznika protrombinowego byla wyzsza w momencie rozpoznania wznowy, niz
podczas pierwotnej choroby. W wyniku terapii nowotworowej wartosci zarowno fibrynogenu
jak 1 D-dimeru ulegaly obnizeniu, ale wartosci srednie w grupie chorych ze wznowa po
leczeniu byly wyzsze, niz w grupie chorych z pierwotnym zachorowaniem. Terapia wznowy
powodowata obnizenie S$rednich warto$ci wskaznika protrombinowego. Te obserwacje
wskazujg, ze we wznowie nowotworu u dzieci dochodzi do wigkszego, niz w pierwotnym
wzroscie nowotworu, pobudzenia aktywnos$ci prozakrzepowej. Mozna przypuszczaé, ze
wyzsze warto$ci wskaznika protrombinowego moga wynika¢ z aktywnos$ci czynnika
tkankowego. Tego typu przypuszczenia wymagaja jednak dalszych szczegdétowych badan.
Podobne wyniki parametréw hemostazy, jak u pacjentdéw ze wznowa, uzyskano takze w
przypadku chorych z nowotworem w stadium rozsianym. W grupie dzieci z zaawansowang,
rozsiang chorobg nowotworowg, takze stwierdzono wysokie wartosci INR, D-dimeru i
fibrynogenu. Byly one wyzsze, niz w grupie z chorobg zlokalizowang. Stwierdzono korzystny
wplyw terapii onkologicznej na ich obnizenie. Badania Raj SD i1 wsp. (90) wykazaty, ze
warto$¢ D-dimeru jest niezaleznym czynnikiem prognostycznym przezycia chorych dorostych
z rozpoznaniem migsaka tkanek migkkich, niezaleznie od stopnia zaawansowania.
Udowodniono tez, ze w postaci rozsianej tego typu nowotworu do mézgowia, stwierdza si¢
stan nadaktywno$ci uktadu hemostazy, nawet w przypadkach gdy w wyniku terapii
onkologicznej nie wystepuja juz aktywne ogniska nowotworowe w pierwotne] lokalizacji
(91). Wyniki przedstawianych przeze mnie badan wskazuja, ze takze w badanej grupie dzieci
z choroba nowotworowa parametry laboratoryjne uktadu krzepnigcia mogly mie¢ znaczenie
predykcyjne. Wartosci wskaznika protrombinowego, st¢zenie D-dimeru i fibrynogenu w
chwili diagnozy nowotworu w grupie dzieci, ktore podczas dalszej obserwacji zmarty z

powodu choroby nowotworowej, byly znamiennie wyzsze, w porownaniu do pacjentow
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pozytywnie odpowiadajacych na leczenie. To spostrzezenie potwierdzilo takze poréwnanie
wartosci INR, ktora w chwili diagnozy rowniez byla znamiennie nizsza w grupie o
niekorzystnej odpowiedzi na leczenie. Interesujace spostrzezenia dotycza takze, wartosci
stezenia antytrombiny III, podstawowej skladowej uktadu fibrynolizy. W grupie z
niekorzystng odpowiedzig na leczenie, warto$¢ antytrombiny III malata w nastepstwie terapii,
a w grupie chorych ktorzy osiggneli caltkowitg remisje¢, stezenie antytrombiny III wzrastato.
Obnizanie warto$ci AT III w grupie o niepomys$lnym przebiegu choroby, wskazuje nie tylko
na wzrost aktywnosci prozakrzepowej, lecz takze na zaburzenia roéwnowagi procesu
fibrynolizy i procesow zakrzepowych w ustroju. O dominujacej roli zewnatrzpochodnej drogi
kaskady krzepnigcia w chorobie nowotworowej u dzieci, swiadczy brak odchylen w czasie
czesSciowe] tromboplastyny po aktywacji (APTT) we wszystkich przeprowadzonych w tej
pracy badaniach.

2. Stezenie czynnika tkankowego w surowicy krwi.

Czynnik tkankowy (TF) jest gtéwnym aktywatorem toru zewngtrznego kaskady
krzepnigcia. Badania dowodza, ze uwalnianie do krwi czynnika tkankowego jest
stymulowane cytokinami prozapalnymi i jego stezenie w surowicy krwi ulega wzrostowi w
takich jednostkach chorobowych jak: zawal serca, udar moézgu, zakrzepica naczyn,
posocznica oraz cukrzyca (6). W stanach zdrowia stezenie TF w osoczu ludzi dorostych
wynosi okoto 149 — 172pg/ml (6). Inne publikacje podaja stezenia TF wahajace si¢ od 61 + 59
pg/ml do 187,3 + 103,7 pg/ml. Najczesciej powtarzajg si¢ wartosci okoto 140 pg/ml z
rozrzutem 18—290 pg/ml (91, 92). TF jest uznawany takze, jako gtdéwny biologiczny marker
zmian dokonujacych si¢ w hemostazie czlowieka w przebiegu choroby nowotworowej (93,
94). W przypadku wielu choréb nowotworowych wieku dorostego czynnik tkankowy jest
produkowany przez tkanke nowotworowa, co udowodnity badania przeprowadzane w
nowotworach takich jak rak ptuca, trzustki (95). Uwaza sie¢, ze zwigkszenie uwalniania TF
przez nowotwor, jest nastepstwem kancerogennych mutacji gendw, oddziatywaniem
czynnikow produkowanych przez nowotwor na podscielisko oraz niedotlenieniem (46).
Udowodniony zostal udzial tego czynnika w powstawaniu, przebiegu i progresji nowotworu
poprzez dziatanie modulujgce procesy wewnatrzkomorkowe oraz wplyw na procesy wzrostu
nowotworu, angiogenezy i tworzenia przerzutow zarowno w nowotworach u dorostych (rak
piersi, jelita grubego) jak rowniez w niektorych nowotworach u dzieci (np. retinoblastoma) (6,
46, 48, 50, 96). W populacji ludzi dorostych z rozpoznaniem choroby nowotworowe;j

stwierdzono wystepowanie podwyzszonych stezen TF w surowicy. Potwierdza to role
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czynnika tkankowego w rozwoju tego nowotworu. (22, 49, 52). Czynnik ten odgrywa istotna
nichemostatyczng rol¢ w pobudzaniu procesow biologicznych nowotworu takich jak:
regulacja aktywno$ci funkcji biatek kontaktu, zmiana biatek cytoszkieletu, migracja,
proliferacja, apoptoza komorek, uruchomienie i pobudzenie reakcji zapalnej. Ponadto
ingerencja TF w wewnatrzkomorkowe szlaki metaboliczne wptywa na wzrost guza i
tworzenie przerzutow (4, 6, 46, 48, 50, 97). Zwigkszenie ekspresji czynnika tkankowego jest
nastepstwem transformacji nowotworowych oraz wtdrnego pobudzenia aktywnos$ci
wewnatrzkomorkowych szlakow sygnatowych (np. uktad kinazy MAP, biatka sygnatowe K-
ras) lub mutacji inaktywujacych biatko supresorowe p53 (98). Wystepowanie zwigkszonych
wartosci TF moze by¢ nastepstwem nadekspresji zmutowanego receptora czynnika wzrostu
jak ma to miejsce w zlosliwych glejakach mézgu 1 naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR)
(99). Znaczenie czynnika tkankowego w nowotworach dziecigcych nie zostato dotychczas
jednoznacznie okreslone (prace Song i Schiavetti 81, 82, 96). Stad tez w mojej pracy,
opierajac si¢ na dotychczasowych publikacjach 1 wynikach badan, w ktorych wykazano
nadmierng aktywno$¢ zewnatrzpochodnej drogi krzepnigcia, wyrazonej wzrostem warto$ci
fibrynogenu 1 D-dimeru, podjalem probg okreslenia stezenia czynnika tkankowego w
surowicy krwi oraz w tkance nowotworowej w badanej grupie chorych dzieci z nowotworami.
Stezenie tego czynnika w chwili diagnozy bylo zréznicowane 1 wahato si¢ od 0,4pg/ml do
133,3pg/ml, co jest zgodne z danymi dotyczacymi stezen TF w populacji ludzi dorostych.
Zaobserwowano roznice w stezeniu czynnika tkankowego w zalezno$ci od rozpoznania
histopatologicznego. Najwyzsza $rednig wartosci TF w momencie diagnozy stwierdzono u
chorych z rozpoznaniem guzéw pochodzenia embrionalnego: guzy Wilms’a, zwojaki
zarodkowe wspodlczulne, watrobiaki zarodkowe i guzy germinalne. U tych pacjentow po
leczeniu onkologicznym warto$¢ TF wzrosta w poréwnaniu z jego stgzeniem w chwili
diagnozy. Obserwacja ta wymaga dalszych badan i poszukiwania przyczyn tego zjawiska.
Nowotwory dziecigce rozwijajace si¢ z przetrwatej tkanki ptodowej charakteryzuja si¢ duza
dynamika wzrostu, z krotkim czasem podwojenia masy nowotworu, co wplywa na wysoki
odsetek pacjentow w zaawansowanym, rozsianym stadium nowotworu w chwili diagnozy. W
grupie 23 chorych z nowotworami zarodkowymi, w ktorej zmierzono stezenie TF w
surowicy, az polowe (11) stanowili pacjenci z obecnoscig przerzutow odlegltych.
Agresywno$¢ dziecigcych nowotworéw moze by¢ przyczyng wysokich wartosci TF juz w
chwili diagnozy onkologicznej, ale w dostgpnym pisSmiennictwie nie odnaleziono
potwierdzenia dla tego przypuszczenia. Nowotwory pochodzenia zarodkowego u dzieci,

mimo znacznej dynamiki wzrostu, charakteryzuja si¢ dobrym rokowaniem, z wysokim

92



odsetkiem wyleczef, ze wzgledu na ich znaczng chemiowrazliwos¢. W badanej grupie 23
dzieci z guzami zarodkowymi, progresj¢ prowadzaca do zgonu, stwierdzono tylko u trojga
pacjentow. Pozostali (19 chorych) osiggneli calkowita remisje. Przyczyna utrzymywania si¢
wysokich wartosci TF u tych chorych wymaga dalszego wyjasnienia. By¢ moze kontrolne,
odlegte w czasie od zakonczonego leczenia, badania czynnika TF w tej grupie chorych,
przyblizytyby odpowiedz na to pytanie. Wzrost Srednich stezenia TF po leczeniu
onkologicznym I linii zaobserwowano w grupie dzieci z nowotworami OUN. W tej grupie
gldwng tego przyczyna moght by¢ niekorzystny przebieg choroby z progresja choroby u
czterech pacjentow. Obserwacja ta jest zbiezna z danymi w publikacjach dotyczacych guzow
OUN u dorostych (100). Wysoka wartos¢ TF w chwili diagnozy, zostala stwierdzona takze w
grupie dzieci ze ztosliwym migsakami. Posrod 19 pacjentow z rozpoznaniem migsaka tkanek
migkkich, u wiekszosci (10 chorych) choroba byla pierwotnie rozsiana, z obserwowang
nastepnie niekorzystng odpowiedzig na leczenie. Wszyscy chorzy w IV stadium klinicznym
zmarli z powodu progresji choroby. Mozna przypuszczac, ze wysoki odsetek progresji stat si¢
przyczyna, utrzymywania si¢ wysokich srednich stezen TF po zastosowaniu terapii. Wsrod
pacjentéw z migsakami, ktérzy pozytywnie odpowiedzieli na leczenie osiggajac catkowitg
remisje, warto$¢ TF ulegata zdecydowanemu obnizeniu. W grupie chorych z rozpoznaniem
chtoniaka Hodgkina st¢zenia czynnika tkankowego rowniez ulegly zdecydowanemu
obnizeniu w nastgpstwie terapii. Wszyscy badani pacjenci tej grupy bardzo dobrze i w
krotkim czasie odpowiedzieli na leczenie, uzyskujac catkowitg remisj¢ choroby. By¢ moze
wptyw na obnizenie si¢ TF w tej grupie chorych mial, rodzaj stosowanej terapii, ktora roznita
si¢ od leczenia guzéw litych, m.in. zastosowaniem sterydoterapii. Jak wiadomo z
pi$miennictwa sterydy poprzez dziatanie m.in. przeciwzapalne powoduja obnizenie cytokin
prozapalnych, co moze w konsekwencji wptywa¢ na obnizenie poziomu TF w surowicy.
Powyzsze wyniki wymagaja dalszych poszerzonych badan i ze wzgledu na zréznicowany
material (rozne rozpoznania histopatologiczne) stanowig jedynie wstepng obserwacie.
Wysokie warto$ci stezenia TF, utrzymujace si¢ pomimo leczenia sktania do podjecia dalszych
badan z monitorowaniem stezenh TF w dluzszym przedziale czasowym. W przypadku
pacjentow w wieku rozwojowym z rozpoznaniem nowotworow MTM i1 HD, stezenia
czynnika tkankowego w surowicy obnizyly si¢ po zastosowanym leczeniu, u dzieci ktére
osiggnety catkowita remisje. Jednoczesnie w przypadku tych rozpoznan, stwierdzono
utrzymywanie si¢ wysokiego stezenia TF po zastosowanej terapii w grupie pacjentow o ztym

rokowaniu. Te obserwacje s3 zgodne z opisami dla tych samych nowotworoéw, ale
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wystepujacych u dorostych i wstepnie wskazuje na rolg TF nie tylko w rozwoju nowotworu,

lecz réwniez jako czynnika prognozy (46, 47, 101).

W pracy podjatem probe okreslenia znaczenia prognostycznego TF, poprzez analize
stezenia TF w przypadku wznowy 1 progresji nowotworu wieku dziecigcego. Na uzyskane
wyniki duzy wptyw wywarla grupa chorych z nowotworami zarodkowymi, gdzie stwierdzono
utrzymywanie si¢ wysokich $rednich warto$ci TF réwniez po uzyskaniu catkowitej remisji
choroby. Dlatego uzyskane wartosci TF interpretowano metoda posrednig, oszacowujac
glebokos¢ zachodzacych zmian. Stwierdzono, ze w przypadku wznowy nowotworu, po
leczeniu utrzymuja sie wyzsze wartosci stezenia TF, niz po leczeniu pierwotnego
zachorowania. Rowniez uogolniona choroba, czy progresja nowotworu wigzaty si¢ z
wyzszymi wartosci stezen TF po zastosowanym leczeniu. Po wylaczeniu z analizy grupy
chorych z nowotworami zarodkowymi, wyzsze st¢zenia TF w surowicy po leczeniu, korelujg
z niekorzystnym przebiegiem choroby. Natomiast w przypadkach korzystnej odpowiedzi na
leczenie 1 osiggnieciu calkowitej remisji, warto§¢ TF ulegata duzemu obnizeniu. Wyniki
wskazuja, ze klinicznie niekorzystne czynniki prognozy w chorobie nowotworowej u dzieci,
jak: obecnos¢ przerzutdw, wznowa, progresja, zwigzane s3g z wyzszymi warto§ciami czynnika
tkankowego. Obserwacja ta w sposob posredni moze wskazywaé na znaczenie TF jako
czynnika prognostycznego 1 jego rol¢ w rozwoju choroby nowotworowej u dzieci. Tego typu
obserwacje wielokrotnie przedstawiano w réznych typach nowotwordéw u dorostych (46, 47,

51, 102).
3. Wskazniki ukladu krzepni¢cia w tkankach nowotworowych.

W koagulologicznej analizie immunohistochemicznej tkanki nowotworowej
postuzono si¢ antygenami odgrywajacymi istotng rol¢ w hemostazie. Czynnik tkankowy,
ktory jest prekursorem drogi zewnatrzpochodnej krzepnigcia, antytrombina III, bedaca
podstawowym czynnikiem uktadu fibrynolizy, za$ antygen CD 31 i czynnik krzepnigcia VIII
postuzyly jako markery S$ciany naczyniowej. Badania immunohistochemiczne dotyczace
wybranych czynnikow zwigzanych z hemostazg przeprowadzono w matej grupie chorych (26
pacjentdw). Oznaczenie ekspresji czynnika TF, czynnika VIII i antytrombiny III w tkance
nowotworowej, pozwala jedynie na wstgpne podsumowanie tych analiz. Wykazanie ekspresji
czynnika tkankowego o réznym nasileniu w komodrkach nowotworow wieku dziecigcego,
potwierdza udzial tego czynnika w procesie nowotworowym. Szczeg6lnie wysoka ekspresje

komoérkowa TF zaobserwowano w czg$ci przypadkow guzéw pochodzenia zarodkowego

94



(zwojak zarodkowy wspotczulny 1 guz Wilms’a) oraz w migsakach. W pozostatych badanych
tkankach, ekspresja ksztaltowala si¢ w zakresie odczynow stabych. Ekspresja TF w obrebie
naczyn nowotworowych byla staba lub nieobecna w badanych guzach. Konieczne sg dalsze
badania stopnia ekspresji 1 wystgpowania TF w tkance nowotworowej, w wigkszej grupie
nowotworow wieku rozwojowego. Inni autorzy w badaniach przeprowadzonych u dorostych,
w guzach pierwotnych 1 przerzutach, jak réwniez w plynie torbieli guzow, czy w
nowotworowych ptynach wysiekowych, wykazali obecno$¢ TF, jak i pozostatych czynnikow
krzepnigcia drogi zewnatrzpochodnej uktadu krzepnigcia (65, 99, 103).

Ekspresja czynnika krzepnigcia — VIII (FVIII), ujawnita si¢ gtbwnie w obrebie naczyn
krwionos$nych tkanek badanych guzow. Silna ekspresja tego czynnika w obrebie naczyn
nowotworowych wystepowata w przypadku guzéw o niskim stopniu zaawansowania
klinicznego choroby. W chorobie rozsianej, w naczyniach guza przewazaty odczyny o niskiej
intensywnosci. Obnizenie ekspresji czynnika VIII w obrgbie naczyh nowotworowych wraz z
zaawansowaniem procesu nowotworowego, moze by¢ nastgpstwem zmniejszenia
srodbtonkowej syntezy czynnika VIII w duzych guzach nowotworowych. Moze to wynikac
ze znacznego niedotlenienia zaré6wno tkanek jak 1 $cian naczyn w obrgbie guzéw
nowotworowych, lub wytwarzania czynnikéw hamujacych czynnik VIII. Ta obserwacja
wymaga réwniez potwierdzenia w dalszych badaniach, gdyz dotychczas w przypadku guzow
dziecigcych tego typu obserwacje nie zostaly opublikowane. W nowotworach u ludzi
dorostych (migsaki, czerniak zlosliwy) udowodniono, ze w poczatkowej fazie choroby
nowotworowej, szczegdlnie w postaciach zaawansowanych, dochodzi do stymulacji
aktywnosci czynnika VIII do pozioméw >150%, generujacych powiktania zakrzepowe (104).
W dotychczasowych opublikowanych pracach wykazano, ze stymulacja angiogenezy poprzez
srédblonkowo-naczyniowy czynnik wzrostu (VEGF), oddziatujac na $rodbtonek, powoduje
zwigkszenie ekspresji czynnika VIII (105). Natomiast w stanach terminalnych choroby
nowotworowej ujawniajg si¢ czesciej powiktania krwotoczne, ktore thumaczy si¢ obnizeniem
syntezy czynnika VIII w watrobie, czy tez uszkodzeniem toksycznym $rodblonka
naczyniowego pod wplywem nowotworu. W przypadku niektorych nowotworow u dorostych,
najczesciej w chorobach limfoproliferacyjnych, raku ptuca i prostaty, stwierdzono wraz z
rozwojem nowotworu, obecno$¢ inhibitora dla czynnika VIII, ktérego powstanie jest
stymulowane procesem nowotworowym (106, 107). Co wigcej, wykazano, ze obecno$¢
inhibitora tego czynnika prowadzi do wystgpienia nabytej hemofilii A, charakteryzujacej si¢
powiktaniami krwotocznymi. Uwaza si¢, ze choroba nowotworowa jest przyczyna 10%

przypadkéw nabytej hemofilii A u dorostych. (108). U dzieci natomiast nabyta hemofilia A
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jest chorobg kazuistyczng (109). W pismiennictwie odnaleziono jeden opis nabytego
niedoboru VII czynnika krzepnigcia, z powodu obecnosci inhibitora tego czynnika w
przebiegu choroby nowotworowej - guza Wilms’a u dziecka. W tym opisanym przypadku po
przeprowadzeniu resekcji masy nowotworowej, uzyskano pelng normalizacj¢ czasu
protrombinowego z ustgpieniem inhibitora czynnika (110). Opisano takze przypadki
wystepowania choroby nowotworowej u pacjentow obcigzonych wrodzong hemofilig (111,
112), mimo ze niektorzy autorzy wskazuja na ochronne, przeciwnowotworowe znaczenie
wrodzonego niedoboru czynnika VIII u chorych z hemofilia. Udokumentowano nizszy
wskaznik $miertelno$ci z powodu choroby nowotworowej (z wylaczeniem nowotwordéw
zwigzanych z zakazeniami wirusami HIV 1 HCV) u chorych na hemofili¢ (113). Obserwacje

te potwierdzajg role homeostazy uktadu krzepnigcia w kancerogenezie.

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly rowniez ekspresje gtbwnego czynnika
fibrynolizy - antytrombiny III w komdrkach nowotworowych, szczegdlnie nasilong w guzach
zarodkowych 1 migsakach. Warte podkreslenia jest stwierdzenie bardzo silnej ekspresji
antygenu AT III w licznych (60-100%) komodrkach guza Wilms’a o utkaniu nabtonkowym 1
mezenchymalnym, z przewagg w elementach nabtonkowych. W analizowanym materiale
bibliograficznym nie znaleziono zadnych informacji dotyczacych tej obserwacji. W
pozostalych badanych guzach typu dziecigcego ekspresja AT III w komorkach
nowotworowych nie byla tak intensywna, jak w przypadku guzow Wilms’a, cho¢ byla ona
wyraznie zauwazalna. Podejmujac wstepng probe interpretacji znacznej ekspresji AT I w
tkankach guza Wilms’a, nalezy zauwazy¢, ze tkanki tego nowotworu sg poddawane badaniom
histopatologicznym, jak réwniez immunohistochemicznym, po przeprowadzonej
przedoperacyjnie wstepnej chemioterapii. Zgodnie z przyjetym w Polsce protokotem SIOP
(Societe International d’Oncologie Pediatrique) w wersji z 2001 roku, wstepne leczenie
onkologiczne guza Wilms’a rozpoczyna si¢, jedynie w oparciu o badania radiologiczne, bez
diagnozy patomorfologicznej (57). Obserwowana wysoka ekspresja AT III w tkankach guza
Wilms’a, moze by¢ wynikiem wplywu wczesniej przeprowadzonej chemioterapii na
nowotwoér. Porownanie grupy guzéw Wilms’a przed leczeniem chemicznym i1 po wstepnej
chemioterapii, pozwolitoby oceni¢ wpltyw leczenia na  ekspresjc AT III w tkance
nowotworowej. Przeprowadzenie badan poréwnujacych ekspresje AT III w guzach Wilms’a
przed wstepna chemioterapia, jest mozliwe w Polsce jedynie w odniesieniu do przypadkéw
okotourazowej nefrektomii z guzem. Utkanie nabtonkowo-mezenchymalne guza Wilms’a to,

najczesciej wystepujaca posta¢ guza Wilms’a u dzieci, ktora kwalifikuje chorego do grupy
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posredniego ryzyka. W ocenianej grupie guzow Wilms’a, byt tylko jeden przypadek o innej
budowie histopatologicznej z dominujaca komponentag mezenchymalng, a ekspresja AT Il w
tym guzie nie wystgpowata. Nerczak plodowy o budowie nablonkowo-mezenchymalnej, jest
nowotworem o korzystnym rokowaniu. Osiggane wyniki leczenia chorych z ta postacia
histologiczng guza Wilms’a sa bardzo dobre, gdyz wyleczenia dotycza ponad 90% chorych
(114). Ostateczne wyjasnienie znaczenia silnej ekspresji AT III wystepujacej w komodrkach
nerczaka plodowego i1 jej wplywu dla przebiegu klinicznego tego nowotworu, wymaga

dalszych badan.
4. Podsumowanie

Proces rozwoju nowotworu u dzieci wywiera wptyw na funkcjonowanie uktadu
krzepnigcia, na co wskazujag wyniki przeprowadzonych w tej populacji badan. Phytki krwi
spetniajg zasadniczg role¢ w procesie krzepnigcia. W przeprowadzonych badaniach dzieci z
nowotworami, nie wywodzacymi si¢ z uktadu krwiotworczego, stwierdzono prawidlowa, w
granicach normy, liczb¢ ptytek krwi w chwili diagnozy choroby. Wykazano jednak réznice w
srednich wartosciach liczby ptytek miedzy grupa pacjentow dobrze odpowiadajacych na
leczenie 1 grupa o niekorzystnym przebiegu klinicznym. Udowodniono, ze w przypadku
niekorzystnego przebiegu choroby — wznowa, progresja, srednie wartosci ptytek krwi w
chwili diagnozy byly nizsze, niz w przypadku chorych, ktorzy w wyniku leczenia osiggneli
catkowita remisje. Badania w niniejszej pracy wskazaty dodatkowo, ze w przypadku
zawansowanej, rozsianej postaci choroby nowotworowej liczba ptytek byla znamiennie
wyzsza, niz w postaci zlokalizowanej. Ponadto stwierdzono, ze $rednie warto$ci pytek krwi,
w chwili diagnozy, réznig si¢ w zalezno$ci od rozpoznania typu nowotworu. Rzeczywistg
wartos$¢ tej obserwacji 1 ewentualng ocen¢ warto$ci prognostycznej tego parametru, moze
zosta¢ ustalona w dalszych rozszerzonych badaniach. W badaniach koagulologicznych
wykazano aktywacje drogi zewnatrzpochodnej kaskady krzepnigcia w chwili rozpoznania
nowotworu, na co wskazuja nieprawidlowe wartosci wskaznika protrombinowego i1 jego
pochodnej — wskaznika INR, przy prawidlowych wartosciach czasu czes$ciowej
tromboplastyny po aktywacji (APTT) stwierdzane w chwili diagnozy nowotworu.
Konsekwencja pobudzenia zewnatrzpochodnej drogi krzepnigcia jest indukcja stanu
prozakrzepowego, czego wykladnikami w przeprowadzonych badaniach byly stwierdzane
wysokie warto$ci fibrynogenu i D-dimeru. W przypadkach nowotworéw o niekorzystnym
klinicznie przebiegu (przerzuty, progresja, wznowa) zaobserwowano nasilenie si¢ aktywnosci
prozakrzepowej ujawniajacej si¢ pod postacig zmian st¢zenia D-dimeru, fibrynogenu w
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surowicy oraz wskaznika protrombinowego. W przypadkach progresji nowotworu wykazano,
oprocz wyze] wymienionych zaburzen, dodatkowo zahamowanie uktadu fibrynolitycznego
(obnizenie stezenia AT III), co poglebialo zaburzenia rownowagi hemostatycznej w kierunku
prozakrzepowym. Utrzymywanie si¢ nieprawidlowych wartosci tych parametréw hemostazy
moze mie¢ znaczenie prognostyczne. Uzyskiwana calkowita remisja choroby po terapii
onkologicznej powodowata korzystne zmiany w kierunku normalizacji tych parametrow
krzepnigcia. Obserwacje te wskazuja, ze stopien zaburzen hemostazy zwigzany z rozwojem
nowotworu, moze mie¢ znaczenie prognostyczne. Wymaga to potwierdzenia w badaniach na
wigksze] grupie chorych. Zaobserwowano réznice w badanych wyktadnikach stanu
hemostazy u chorych, w zaleznosci od typu histopatologicznego rozpoznanego u nich
nowotworu. Nalezy jednak pamigtac, ze typ histologiczny nowotworu determinowat rowniez
pozytywna lub negatywng odpowiedz na leczenie. W grupie chorych z nowotworami OUN
warto$¢ wskaznika protrombinowego malata w trakcie leczenia, za$ rosta w grupie chorych z
chtoniakiem Hodgkina 1 migsakami. W odniesieniu do wartosci fibrynogenu, stwierdzono
obnizanie si¢ jego stezenia po leczeniu onkologicznym we wszystkich grupach rozpoznan, za
wyjatkiem migsakow, gdzie warto$¢ ta utrzymywala si¢ na niezmiennym, wysokim poziomie

jak w chwili diagnozy.

Zmiany parametrow uktadu krzepnigcia u dzieci z niektorymi chorobami
nowotworowymi moga wynika¢ z produkcji czynnika tkankowego przez nowotwoér. W
przypadkach chorych z guzami o$rodkowego uktadu nerwowego, migsakami i chtoniakami
Hodgkina, wartosci TF obnizatly si¢ po uzyskaniu catkowitej remisji po leczeniu. Natomiast
wzrost poziomu TF w tych nowotworach, pomimo terapii onkologicznej, obserwowano u
chorych, u ktorych wystapity niekorzystne zdarzenia zwigzane z nowotworem: przerzuty,
wznowa lub progresja. Obserwacja ta wskazuje na progresywny udziat TF wraz z rozwojem
czesci nowotworow wieku dziecigcego. Nie dotyczy to guzow pochodzenia zarodkowego. W
nowotworach pochodzenia zarodkowego stwierdzono wysokie wartosci TF w surowicy, w
chwili diagnozy. Pomimo wysokich wspolczynnikow wyleczalno$ci tych nowotworow,
stezenie TF ro$nie w nastepstwie terapii i1 jest najwyzsze po uzyskaniu remisji choroby. Dla
wyjasnienia przyczyny tej obserwacji, potrzeba dalszych, poszerzonych dtugofalowych

badan.

Badania aktywnosci TF w tkankach nowotworowych wprawdzie potwierdzilty
aktywno$¢ tego czynnika w komorkach, ale intensywnos¢ ekspresji TF byta zroznicowana, co

nie pozwala na wigzace wnioski. Stwierdzono rowniez w pewnych typach histologicznych
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wysoka aktywno$¢ antytrombiny III. Szczegdlnie wysoka ekspresj¢ AT III wykazano w
komorkach nowotworowych guza Wilms’a o utkaniu nablonkowo-mezenchymalnym.
Badania aktywnosci czynnika VIII ujawnily jego obecno$¢ gléwnie w naczyniach
nowotworowych. Wysoka jego aktywno$¢ w naczyniach nowotworowych zaobserwowano w
postaciach zlokalizowanych nowotworu, za§ w postaciach uogolnionych jego aktywno$¢ byta

zdecydowanie mniejsza.

Uzyskane wyniki potwierdzaja wplyw rozwoju nowotworu na wybrane czynniki
uktadu hemostazy w chorobie nowotworowej u dzieci. W wyniku przeprowadzonych badan
uzyskano nowe dotychczas nie publikowane obserwacje, ktore wymagaja potwierdzenia w
dalszych, poszerzonych i wieloosrodkowych badaniach. Dalsze badania moga wyjasni¢ i
okresli¢ udziat zaobserwowanych zmian w procesie rozwoju nowotworu oraz oceni¢ ich
przydatnos¢ jako wskaznikdéw prognostycznych. Moga tez przyczyni¢ si¢ do rozwoju nowych

mozliwos$ci terapeutycznych w nowotworach dziecigcych.
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Whioski

1. W badanej grupie nowotworow dzieciecych wystepuje zwigkszona aktywnos¢

zewnatrzpochodnej drogi krzepnigcia.

2. Wplyw terapii przeciwnowotworowej na stan hemostazy zalezy od typu

histologicznego nowotworu.

3. Wstepnie podwyzszone st¢zenie czynnika tkankowego w surowicy krwi Kkoreluje z
niekorzystnym przebiegiem klinicznym choroby nowotworowej (obecnos¢ przerzutow,

progresja choroby).

4. Wstepne, w chwili rozpoznania niektore parametry krzepniecia w surowicy Kkrwi,
takie jak: warto$s¢ wskaznika protrombinowego, fibrynogenu, D-dimeru, moga miec
znaczenie prognostyczne, lecz wymaga to potwierdzenia badaniami na wi¢kszej grupie

chorych.

5. Ekspresja czynnika tkankowego w komorkach nowotworow dzieciecych jest

zroznicowana i zalezy od typu choroby nowotworowe;j.

6. Ekspresja czynnika krzepniecia VIII w nowotworach dzieciecych wystepuje glownie
w obrebie naczyn i jest wyisza w postaciach zlokalizowanych, niz w postaciach

rozsianych.
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Streszczenie

Uktad krzepnigcia warunkuje utrzymanie ptynnosci przez krazaca krew, a w sytuacji
uszkodzenia $ciany uktadu naczyniowego zabezpiecza jego spOjnos¢, wytwarzajac skrzep.
Nieprawidlowos$ci w procesie hemostazy warunkujg wystgpienie cigzkich powiklan o
charakterze zakrzepowo-zatorowym lub krwotocznym. W przebiegu choroby nowotworowe;j
ilo$¢ 1 nasilenie tych powiktan jest duza, co wynika z sumowania si¢ wielu czynnikow ryzyka
zwigzanych z choroba i jej leczeniem. Aktywacja kaskady krzepnigcia i innych mechanizméow
hemostatycznych jest procesem koniecznym dla procesu wzrostu guza nowotworowego i
tworzenia przerzutow. Kluczowag role w procesach karcynogenezy odgrywa czynnik
tkankowy (TF), inicjator zewngtrznego toru kaskady krzepnigcia. TF modulujac procesy
wewnatrzkomoérkowe wptywa na migracje 1 proliferacje komorek, hamuje apoptoze, aktywuje
srodbtonek naczyniowy, stymuluje angiogeneze powodujagc wzrost guza 1 jego
krwiopochodny rozsiew.

Choroba nowotworowa wieku dziecigcego to choroba rzadko wystepujaca, ale
charakteryzujaca si¢ wysoka agresywno$cig. Nowotwor rozwija si¢ szybko, a duzy odsetek
chorych w czasie diagnozy znajduje si¢ w fazie uogdlnionej choroby. Mechanizmy
uczestniczace w procesie nowotworzenia u dzieci wcigz pozostajg nieznane.

Celem pracy byla ocena stanu ukladu krzepnigcia w zaleznosci od parametrow
klinicznych oraz typu histologicznego wybranych nowotworéw wieku rozwojowego. W tym
celu zmierzono przed i1 po leczeniu przeciwnowotworowym wartosci podstawowych
parametréw laboratoryjnych uktadu krzepnigcia: ptytki krwi, czas protrombinowy, czas
czgsciowej tromboplastyny po aktywacji, D-dimer, fibrynogen, antytrombina III oraz stezenie
TF i poréwnano z wybranymi parametrami klinicznymi choroby. Dokonano oceny ekspresji
czynnikéw krzepnigcia: antytrombiny III, czynnika tkankowego, czynnika VIII oraz antygenu
CD31 w tkance nowotworowej: komorkach 1 naczyniach nowotworowych.

Badaniami objeto 86 dzieci leczonych w Klinice Pediatrii, Hematologii i Onkologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, w latach 2008-2014r z powodu rozpoznania choroby
nowotworowej. Chorych podzielono na cztery podgrupy rozpoznan: nowotwory pochodzenia
zarodkowego (zwojak wspolczulny zarodkowy, nerczak zarodkowy, nowotwory germinalne,
watrobiak zarodkowy), nowotwory tkanek migkkich i kosci, chtoniak Hodgkina, nowotwory
centralnego uktadu nerwowego.

Na podstawie wykonanych badan stwierdzono, ze S$rednie wartosci ptytek krwi,

wskaznika protrombinowego, fibrynogenu oraz TF w ustalonych podgrupach chorych wedtug
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rozpoznah histologicznych roznity si¢ znamiennie statystycznie. W przypadku diagnozy
wznowy nowotworu stwierdzono znamiennie wyzsze st¢zenia fibrynogenu i1 D-dimeru. U
chorych z uogo6lniong postacig choroby nowotworowej wykazano znamiennie wyzsza $rednig
liczbe ptytek krwi, TF 1 INR, niz w stadium zlokalizowanym. Istotne obnizenie $redniej
warto$ci fibrynogenu i D-dimeru po leczeniu przeciwnowotworowym bylo niezalezne od
stadium zaawansowania choroby nowotworowej. U chorych z niepomyslnym przebiegiem
choroby nowotworowej stwierdzono w chwili diagnozy nizsze $rednie wartosci ptytek krwi i
INR. Wartosci D-dimerdw, fibrynogenu w momencie rozpoznania progresji nowotworu byly
wyzsze, niz u  chorych  ktérzy wuzyskali  catkowita remisj¢.  Badaniami
immunohistochemicznymi stwierdzono najwigksza ekspresje antytrombiny III w komorkach
nowotworowych wystepujaca w postaci epitelialno-mezenchymalnej guza Wilms’a i jest ona
znamiennie wyzsza, niz w grupie pozostaltych badanych nowotwordéw. Jednocze$nie
stwierdzono statystyczna rdéznicg¢ ekspresji antygenu FVIII w naczyniach tkanki
nowotworowej migdzy postaciami zlokalizowanymi - wyzsza i1 rozsianymi nowotworu -
niska.

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nast¢pujace wnioski:
1. W badanej grupie nowotworéw dzieciecych wystepuje zwigkszona aktywno$¢
zewnatrzpochodnej drogi krzepnigcia.
2. Wplyw terapii przeciwnowotworowej na stan hemostazy ustroju, zalezy od typu
histologicznego nowotworu.
3. Wyzsze wartosci czynnika tkankowego w surowicy krwi koreluja z niekorzystnym
przebiegiem klinicznym choroby nowotworowej (obecnos¢ przerzutow, progresja choroby).
4. Wstepne, w chwili rozpoznania parametry krzepnig¢cia w surowicy krwi, takie jak: warto$¢
wskaznika protrombinowego, fibrynogenu, D-dimeru, moga mie¢ znaczenie prognostyczne,
lecz wymaga to potwierdzenia badaniami na wigkszej grupie chorych.
5. Ekspresja czynnika tkankowego w komodrkach nowotwordow dzieciecych jest zréznicowana
1 zalezy od typu choroby nowotworowe;.
6. Ekspresja czynnika krzepnigcia VIII w nowotworach dzieciecych wystepuje gldéwnie w

obrebie naczyn i jest wyzsza w postaciach zlokalizowanych, niz w postaciach rozsianych.

102



ABSTRACT

Coagulation system matters a lot for the maintenance of liquidity by circulating blood,
and in the event of damage to the vascular walls secures its consistency, generating a clot.
Irregularities in this process lead to instance of severe thromboembolic or haemorrhagic
complications. In the course of cancer the number and intensity of these complications is
high, due to the addition of multiple risk factors associated with the disease and its treatment.
Activation of the coagulation cascade is necessary for the process of cancer growth and
metastasis. An important role in this processes plays tissue factor (TF), the initiator of an
extrinsic pathway of clotting cascade. TF by modulating intracellular processes, affects the
migration and proliferation of cells, inhibits apoptosis, activates the vascular endothelium,
stimulates angiogenesis, causing tumor growth and metastases.

Childhood cancer occurs rarely but with high aggressiveness disease. The cancer
grows rapidly and a large percentage of patients have metastasis at the time of diagnosis of
disease. The mechanisms, which plays rules in the process of malignancy in children, still
remain unknown.

The aim of this work was to value the state of coagulation system according to the
parameters of the clinicopathological characteristic in patients with children and youth types
of cancers. The value of the basic laboratory parameters of the coagulation: platelets,
prothrombin time, partial thromboplastin time after activation, D-dimer, fibrinogen,
antytrombina III and TF concentration have been measured before and after treatment. Then
they have been compared with the selected clinical parameters of the disease. The expression
of clotting factors: antithrombin III, tissue factor, factor VIII antigen and tissue antigen CD31
have been measured in the cells and blood vessels.

The studies have covered 86 children who were treated in the Department of
Pediatrics, Hematology and Oncology, Medical University of Gdansk in 2008-2014 due to the
diagnosis of cancer. Patients were divided into four subgroups: the embryological origin of
cancer (neuroblastoma, germ cell tumors, Wilms’ tumor, hepatoblastoma), soft tissue and
bone tumors, Hodgkin's lymphoma, a cancer of the central nervous system.

On the basis of the performed study, there has been found that the average value of
platelets, prothrombin index, fibrinogen and TF was significantly statistically different in the
subgroups of patients according to the histological diagnoses. In the case of diagnosis of
recurrence of cancer there has been found significantly higher concentrations of fibrinogen

and D-dimer. In patients with a metastatic form of cancer there has been shown to
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significantly higher average number of platelets, TF and INR than located stadium.
Significant reduction of the average value of fibrinogen and D-dimer after treatment has been
independent of the stage of malignancy. In patients with adverse course of malignancy there
has been found lower average value of platelets and INR at the time of diagnosis. The value
of D-dimer, fibrinogen at diagnosis of cancer progression, have been higher than in patients
with complete remission. Immunohistochemical research has shown the highest expression of
antithrombin III in cancer cells in the epithelio-mezynchymal Wilms' tumor and it has been
significantly higher than in the rest of the studied group. There has been found a statistical
higher expression of FVIII antigen in tumor vessels in located stage than in scattered cancer.
On the basis of studies the following conclusions have been carried out :

1. There is increased activity of extrinsic pathway of clotting in the researching children's
cancers.

2. Anticancer therapy effects on the coagulation system and depends on the histological type
of malignancy.

3. Higher serum tissue factor values correlate with adverse course of clinical cancer (the
presence of metastases, the progression of the disease).

4. Initial values of coagulation parameters, such as prothrombin index, fibrinogen, D-dimer,
may have prognostic importance, but this conclusion requires the next tests on a larger group
of patients.

5. Expression of tissue factor in children's cancer cells is differentiated and depends on the
type of cancer.

6. Expression of clotting factor VIII in childhood cancer occurs mostly in the blood vessels

and it is higher in the localized forms, than scattered.
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