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Wstep: Przypuszcza sie, ze trombinowy
inhibitor fibrynolizy (thrombin activata-
ble fibrinolysis inhibitor — TAFI) bierze
udziat w powiktaniach zakrzepowych
i krwotocznych oraz w patogenezie nie-
ktérych nowotworéw. Celem pracy byta
ocena stezenia TAFI w osoczu krwi cho-
rych na raka jelita grubego i piersi
w poréwnaniu z grupa 0séb zdrowych.
W dostepnym pismiennictwie nie zna-
leziono danych na ten temat.

Materiat i metody: Badaniem objeto
84 osoby — 27 pacjentéw z rakiem jeli-
ta grubego, w tym 15 mezczyzn
i 12 kobiet w wieku 38-83 lat (rednio
65 lat), 37 kobiet z rakiem piersi w wie-
ku 36-69 lat (Srednio 53 lata) oraz
20-osobowa grupe o0s6b zdrowych,
w tym 12 mezczyzn i 8 kobiet w wieku
19-56 lat (Srednio 41 lat). W osoczu
cytrynianowym krwi badanych ozna-
czono stezenie TAFI metoda immuno-
enzymatyczng przy uzyciu komercyjne-
go zestawu Imubind TAFla/ai Antigen,
ELISA firmy American Diagnostica.
Wyniki: W osoczu krwi grupy kontrolnej
stezenie TAFI wynosito 59,9 +11,5 ng/ml.
Podobne stezenia TAFI odnotowano
w osoczu chorych na raka jelita grube-
go i na raka piersi. Nie stwierdzono
istotnych réznic w stezeniu TAFI
w zaleznosci od ptci i wieku badanych.
Zaréwno stopiefn zaawansowania kli-
nicznego, jak i wielkos¢ guza w skali
TNM nie miaty wptywu na stezenia TAFI.
Natomiast wzrost stopnia ztosliwosci
guzéw z G1/G2 powodowat niewielkie,
lecz statystycznie istotne réznice
w zawartosci TAFI.

Whiosek: Stezenia TAFI u chorych na
raka jelita grubego i raka piersi byty
podobne jak w grupie kontrolnej i nie
zalezaty od ptci czy wieku badanych ani
tez od zaawansowania klinicznego
i wielkosci guzow.

Stowa kluczowe: TAFI, rak jelita grube-
go, rak piersi.
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Wstep

Czynniki uktadu fibrynolizy biorg czynny udziat w wielu procesach fizjolo-
gicznych i patologicznych, w tym takze w rozroscie nowotworowym. Za jego
inwazje i tworzenie przerzutéw odpowiedzialne sa neoangiogeneza i migra-
cja komorek nowotworowych. Sktadniki uktadu plazminogen—plazmina wyste-
puja w wielu nowotworach, a ich zwiekszona ekspresja wskazuje nie tylko
na wzmozona aktywnosé¢, ale takze na duza wartosé prognostyczna. Uroki-
nazowy aktywator plazminogenu (u-PA) i tkankowy aktywator plazminoge-
nu (t-PA) znajduja sie w komarkach nowotworowych, u-PA ze swoim recep-
torem u-PAR bierze udziat w czynnosci komérek, podczas gdy t-PA ze swoim
receptorem anneksyna Il uptynnia wewngatrznaczyniowe ztogi fibryny na
powierzchni komérek srodbtonka. Hamowanie procesu fibrynolizy moze przy-
czyniac sie takze do powstawania powiktan zakrzepowo-zatorowych.

Wsréd inhibitoréw fibrynolizy kluczowa role odgrywa PAI-1 biorgcy udziat
w wielu chorobach naczyn (np. w zawale serca), jak réwniez w patogenezie
nowotworéw. Inhibitor aktywatoréw plazminogenu typu 1 (plasminogen acti-
vator inhibitor type 1—PAI-1) jest glikoproteing syntetyzowana przez komor-
ki srédbtonka, megakariocyty, hepatocyty i komorki nowotworowe, hamuja-
ca t-PA i u-PA. Moze on wptywac na migracje komaérek nowotworowych przez
blokowanie ich potaczenia z wiktronektyna — sktadnikiem macierzy zewnatrz-
komorkowej. Inhibitor aktywatorow plazminogenu typu 1, inaktywujac u-PA,
chroni komarki nowotworowe przed proteoliza. Duze stezenie PAI-1 czesto
taczy sie z niekorzystnym rokowaniem i $wiadczy o wzroscie i inwazyjnosci
nowotworéw, w tym takze raka piersi i raka jelita grubego [1-5].

Innym dziataniem w procesie hamowania fibrynolizy charakteryzuje sie trom-
binowy inhibitor fibrynolizy (thrombin activatable fibrinolysis inhibitor — TAFI)
oczyszczony i scharakteryzowany przez Bajzara i wsp. [6, 7]. Trombinowy inhi-
bitor fibrynolizy jest znany takze pod nazwa prokarboksypeptydazy B, a aktyw-
na jego forma pojawia sie podczas procesu krzepniecia i stanéw zapalnych.

Trombinowy inhibitor fibrynolizy jest uwazany za ogniwo taczace proces
krzepniecia i fibrynolizy. Nalezy go odrézni¢ od karboksypeptydazy N i jej pod-
jednostek obecnych takze we krwi. Trombinowy inhibitor fibrynolizy pocho-
dzenia ludzkiego jest glikoproteing i jako proenzym ma mase czasteczkowa
ok. 65 kDa, ktéra po aktywacji zmniejsza sie do 35 kDa. Stezenia trombiny
niezbedne do aktywacji pro-TAFI musza by¢ duzo wieksze niz ilosci potrzeb-
ne do wykrzepiania fibryny. Za aktywacje pro-TAFI do TAFI odpowiedzialna
jest trombina w kompleksie z trombomoduling (T/TM) — srédbtonkowym
receptorem trombiny. Kompleks T/TM nasila ten efekt aktywacyjny ponad
1000 razy, dlatego kompleks ten uznano za fizjologiczny aktywator tego inhi-
bitora. Nalezy pamietac, ze kompleks T/TM aktywuje tez biatko C (PCa), kt6-
re ze swoim kofaktorem — biatkiem S — inaktywuja aktywne czynniki krzep-
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niecia Vllla i Va. Prawdopodobnie dlatego PCa moze réwniez przeksztatcaé
pro-TAFI w TAFI. Trombinowy inhibitor fibrynolizy chroni zatem zakrzep przed
nadmierna fibrynoliza.

Trombinowy inhibitor fibrynolizy, majac aktywnosé karboksypeptydazy,
odszczepia z C koncowej czesci tancucha a-fibryny reszty aminokwasowe
lizyny i argininy, ktére sa niezbedne do wigzania w strukturze fibryny t-PA
oraz plazminogenu. W sieci wioknika obniza sie zatem plazminogeneza, a zde-
gradowana przez TAFI fibryna nie bedzie ulegac dalszemu procesowi fibry-
nolizy. Nie beda powstawac produkty degradacji fibryny (FDP), obecnie naj-
czesciej oznaczane jako D-dimery [9-15].

Nieliczne sa publikacje o roli TAFI w patogenezie choréb nowotworowych
i kontrowersyjne poglady na temat stezenia tego inhibitora we krwi oséb
zdrowych. W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono prac na temat ste-
zenia TAFI we krwi chorych na raka jelita grubego i raka piersi.

Celem pracy byta ocena stezen TAFI w osoczu krwi chorych na raka jelita
grubego i raka piersi w poréwnaniu z grupa oséb zdrowych.

Materiat i metody

Badaniem objeto 3 grupy:

* 27 pacjentéw z rozpoznaniem raka jelita grubego o r6znym umiejscowie-
niu, w tym 15 mezczyzn i 12 kobiet w wieku 38-83 lat ($rednio 65 lat),

* 37 chorych kobiet z rozpoznaniem raka piersi w wieku 36—69 lat (Srednio
53 lata),

* 20 klinicznie zdrowych oséb, w tym 12 mezczyzn i 8 kobiet w wieku 19-56 lat
(rednio 41 lat); osoby te miaty prawidtowe wyniki podstawowych badan
laboratoryjnych i zostaty zakwalifikowane przez Stacje Krwiodawstwa do
pierwszego oddania krwi.

Pacjenci dwoch pierwszych grup byli zdiagnozowani i operowani na
Oddziale Chirurgii Onkologicznej. Chorzy mieli przeprowadzong weryfikacje
histologiczna guzéw pobranych podczas operacji. U pacjentéw okreslono sto-
pien klinicznego zaawansowania, wielkos¢ guzow wg klasyfikacji TNM i ska-
le ztosliwosci ,,G” (Richardsona-Blooma). U pacjentek z rakiem piersi zbada-
no takze obecnosc receptoréw ER, PGR i Her-2.

Dane dotyczace klasyfikacji chorych na oba rodzaje nowotworéw przed-

stawiono w tabeli L

Tabela 1. Klasyfikacja chorych na raka jelita grubego i raka piersi
Table 1. Classification of patients with colon and breast cancer

I 8 8
stopien klinicznego Il 9 12
zaawansowania Il 6
IV 4
Tl = 17
T2 7 16
T3 16 3
klasyfikacja T4 4 1
wg TNM NO 13 24
N1 6 13
N2 8 =
stopien ztosliwosci Gl 7 18
wg Richardsona G2 7 12
i Blooma G3 13 7
receptory ER +14 =23
raka piersi PgR +15 -17

Her-2 +19 -18
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Tabela 2. Stezenie TAFI (ng/ml) w grupie kontrolnej, raku jelita grubego i raku piersi w zaleznosci od ptci i wieku
Table 2. TAFI concentration (ng/ml) in control, colon and breast cancer groups according to sex and age

Grupa kontrolna Rak jelita grubego Rak piersi
n Wiek TAFI [ng/ml] n Wiek TAFI [ng/ml] n Wiek TAFI [ng/ml]
(lata) x +SD (lata) x +SD (lata) x +SD
ogotem 20 41 59,9 +11,5 27 65,6 62,1+8,8 37 53,0 63,0 £10,5
(19-56) (38-83) (36-69)
kobiety 8 38 59,8 £12,0 12 61,0 59,4 £9,5 37 53,0 63,0 £10,5
(31-56) (38-79) (36-69)
mezczyzni 12 43 60,0 +11,7 15 69,0 65,6 +6,7 = = =
(19-54) (41-83)

Materiat do badan stanowito osocze krwi pobranej od
pacjentéw przed operacja przy okazji pobierania jej do
innych rutynowych badan laboratoryjnych, a u 0séb zdro-
wych w Stacji Krwiodawstwa przed pierwszym oddaniem
krwi.

Krew pobierano do 3,8-procentowego roztworu cytry-
nianu sodu w proporcji 9 : 1, wirowano przez 20 min celem
uzyskania osocza ubogoptytkowego, ktére rozpipetowano
po 0,2 ml do probéwek typu Eppendorfa i zamrazano w tem-
peraturze —=70°C nie dtuzej niz 6 miesiecy.

W rozmrozonych prébkach osocza cytrynianowego ozna-
czano antygen TAFI metodg immunoenzymatyczng (ELISA)
przy uzyciu komercyjnego zestawu Imubind TAFla/ai Anti-
gen ELISA firmy American Diagnostica zgodnie z informa-
cja producenta. Test ten mierzy stezenie antygenu TAFla
i TAFlai w osoczu krwi i innych ptynach ustrojowych. Na prze-
prowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej.

Obliczenia statystyczne wykonano za pomoca programu
Statistica firmy StatSoft. Zgodnos¢ rozktadu badanego para-
metru z rozktadem normalnym sprawdzono testem Shapiro-
-Wilka. W grupie chorych na raka jelita grubego i raka pier-
si oraz w grupie kontrolnej stezenie TAFI miato rozktad
normalny, dlatego parametr ten przedstawiono w postaci
wartosci sredniej (¥) i sredniego odchylenia standardowe-
go (SD). Istotnos¢ miedzy poszczegdlnymi grupami ocenia-
no testem t-Studenta dla grup niezaleznych. Réznice uzna-
no za znamienne dla poziomu istotnosci p < 0,005.

Wyniki

W tabeli 2. przedstawiono liczbe badanych oséb
w poszczegolnych grupach, ich sredni wiek z rozrzutem war-
tosci oraz stezenia TAFI wyrazone w ng/ml w postaci sred-
niej arytmetycznej i odchylenia standardowego (SD) w gru-
pie kontrolnej oraz u chorych na raka jelita grubego i raka
piersi.

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 2., Srednie
stezenia TAFI w grupie chorych na raka jelita grubego i raka
piersi sa podobne jak w grupie kontrolnej. Nie stwierdzono
istotnych réznic w stezeniu TAFI miedzy kobietami i mezczyz-
nami, a takze miedzy pacjentami w réznym wieku.

W tabeli 3. przedstawiono Srednie stezenia TAFI w raku
jelita grubego i raku piersi w trzech stadiach zaawansowa-
nia klinicznego, w trzech réznych wielkosciach guzéw wg
klasyfikacji TNM oraz trzech stopniach ztosliwosci wg ska-
li,G” (wg Blooma-Richardsona).

Tabela 3. Stezenie TAFI (ng/ml) w réznym stopniu zaawansowa-
nia raka jelita grubego i raka piersi.

Table 3. TAFI concentration (ng/ml) in different stages of colon and
breast cancer

Okres Rak jelita Rak piersi
grubego
n x +SD n x+SD
stopien | 8  61,6+12,5 8  64,7+122
klinicznego Il 9 62,2 +6,4 12 62,5+12,2
zaawansowania 11 6 62,0 +8,0 14 60,7 +4,2
klasyfikacja T1 - - 17 61,1 +9,2
wg TNM T2 7 59,5 +7,5 16 64,5+13,0
T3 16 62,7 £9,6 = =
stopien G1 6 51,8 +7,8 18 67,9 £10,5
ztosliwosci G2 63,6 +5,72 12 56,9 +#9,2b
wg Richardsona G3 11 64,9 +7,4 7 60,6 +8,9
i Blooma
Gl/G2  p ) 0,025 p b) 0,01

W skali ,,G” w stopniu ztosliwosci G1 w raku jelita gru-
bego stwierdzono istotnie mniejsze stezenie TAFI niz w stop-
niu G1 w raku piersi. Natomiast w raku jelita grubego
w stopniu ztosliwosci G2 wobec G1 stezenie TAFI istotnie
sie zwiekszato, a w raku piersi byto istotnie mniejsze. Ponad-
to nadmienic trzeba, ze we wszystkich badanych grupach
wystepowat dosy¢ duzy rozrzut wartosci stezen TAFI: w gru-
pie kontrolnej 45,2-80,3 ng/ml, w raku jelita grubego
38,2-75,9 ng/ml, a w raku piersi 48,5-85,6 ng/ml.

Dyskusja

W wiekszosci publikacji dotyczacych TAFI jego pomiar
jest oparty na ocenie aktywnosci wyrazonej w procentach
w poréwnaniu z grupami referencyjnymi ludzi zdrowych.
Osoczowa aktywnosé TAFI badano najczesciej metoda opi-
sana przez Mosiniera i wsp. polegajaca na aktywacji TAFI
przez kompleks trombina—trombomodulina (T/TM) i pomia-
rze aktywnego TAFI na substracie z hipurylo-argining [15].

Tylko w pojedynczych pracach badacze postuguja sie
pomiarem stezenia TAFI, stosujac komercyjny zestaw opra-
cowany przez American Diagnostica pod nazwg Imubind
TAFla/ai Antigen ELISA. Analizujac te nieliczne publikacje,
trudno ocenié prawidtowe stezenia TAFI w grupach ludzi
zdrowych. W ulotce informacyjnej producenta opisujacej
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metode pomiaru TAFla/ai podano jako prawidtowa wartos¢
w ludzkim osoczu stezenie 0-30 ng/ml. Uszynski i wsp.
w 2003 r. podali dla kobiet grupy kontrolnej wartos¢
11,35 ng/ml [sadze, Zze zaszta pomytka i chodzi nie o ml, lecz
o L (litn)] [16], a w 2007 r. autorzy ci podali jako wartos¢ sred-
nig stezenia TAFI w grupach kobiet nieciezarnych
72,55 ng/ml z rozrzutem wartosci 67,50-76,69 ng/ml,
a u kobiet ciezarnych — 55,46 ng/ml [17]. By¢ moze dlatego
niektdérzy autorzy réwniez osoczowe stezenia TAFI wyraza-
ja w procentach [18].

W przeprowadzonych przez autoréw niniejszej pracy
badaniach 20-osobowej grupy ludzi zdrowych Srednie ste-
zenie TAFla/ai wynosito 59,9 +11,5 ng/ml z dosy¢ duzym roz-
rzutem wartosci 45,2-80,3 ng/ml. Stezenia TAFI podane
przez Uszynhskiego i wsp. w 2007 r. mogtyby sie miescic¢
w tym zakresie. Zaréwno w grupie referencyjnej, jak i u cho-
rych na raka jelita grubego i raka piersi autorzy niniejszej
pracy nie stwierdzili réznic zaleznie od ptci i wieku, podob-
nie jak w badaniach innych autoréw [18—-20]. Wprawdzie
Santamaria i wsp. odnotowali nieco mniejsze wartosci TAFI
u kobiet w wieku ponizej 31. roku zycia, a wieksze stezenie
TAFI u kobiet z hipercholesterolemia [21]. W naszej grupie
kontrolnej nie byto kobiet w wieku ponizej 31. roku zycia;
natomiast nie mierzyliSmy u nich poziomu cholesterolu.
Poza tym nasza grupa referencyjna byta zbyt mata, aby
wyciaggnac wtasciwe wnioski. Interesujaca jest publikacja
Santamaria i wsp., opisujaca przeprowadzone przez auto-
row w Hiszpanii badania populacyjne stezenia TAFI u 303
0s0b, w tym 167 kobiet i 136 mezczyzn, w ktorej stwierdzo-
no brak zaleznosci TAFI od ptci i wieku (u kobiet powyzej 31.
roku zycia), nadcisnienia tetniczego, cukrzycy, otytosci, pale-
nia tytoniu, picia alkoholu i obcigzajacych historii rodzin-
nych. Jedynie kobiety z hipercholesterolemia miaty istotnie
wyzszg aktywnosé TAFla [21]. Ciekawe, ale niewyjasnione,
jest spostrzezenie Uszyhskiego i wsp. o duzym stezeniu
TAFla/ai we krwi pepowinowej ttumaczone zmianami hor-
monalnymi ptodu [16]. Poniewaz TAFI jest gtéwnie syntety-
zowany w watrobie, podobnie jak witamino-K-zalezne czyn-
niki krzepniecia, ktérych stezenie we krwi pepowinowej jest
zmniejszone, moze chodzi tutaj o czynnos¢ wyréwnawcza
i ochrone noworodkéw przed krwawieniami. Rola TAFI
w patogenezie nowotworéw nie jest w petni poznana.
W badaniach in vivo na modelu myszy brak genu TAF/ nie
wptywat na wzrost guza i powstawanie przerzutow [22].
W hodowlach komérek niedrobnokomérkowego raka ptu-
ca obserwowano uwalnianie TAFI. U chorych na ten nowo-
twor takze stwierdzano zwiekszone stezenia TAFI [23, 24].

W badaniach autoréw niniejszej pracy stezenia antyge-
nu TAFla/ai we krwi chorych na raka piersi i raka jelita gru-
bego byty bardzo podobne jak w grupie kontrolnej i nie zale-
zaty od ptci i wieku badanych. Typ histopatologiczny guzow,
stopien zaawansowania klinicznego, klasyfikacja wg skali
TNM nie miaty wptywu na badane stezenia TAFl w osoczu
krwi chorych na raka piersi i raka jelita grubego. Inaczej nato-
miast zachowywaty sie oba rodzaje guzow w klasyfikacji wg
stopnia ztosliwosci w skali ,G”. W raku piersi w stadium G1
stezenie TAFI byto istotnie wieksze niz w G2 (p < 0,01),
tzn. wzrost ztosliwosci z G1 do G2 zmniejszat stezenie TAFI,
natomiast w raku jelita grubego w stadium G1 byto istotnie
nizsze (p < 0,025) niz w G2 i G3, tzn. wzrost ztosliwosci

w raku jelita grubego powodowat wieksze stezenia TAFI.
Zatem stezenia TAFI w obu rodzajach nowotworéw zacho-
wywaty sie odmiennie. Do potwierdzenia tej obserwacji
konieczne sa wieksze grupy badanych.

W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono danych na
ten temat. W jednej tylko publikacji badano wptyw chemio-
terapii na poziom osoczowego TAFI i PAI-1 w operacyjnym
raku piersi [25]. Autorzy ci nie stwierdzili réznic w stezeniach
TAFI, poréwnujac okres przedoperacyjny i po chemioterapii.
Nie poréwnywali jednak stezenia TAFI we krwi chorych na
raka piersi z wystepujacym w grupie kontrolnej czy z norma
laboratoryjna. Zwiekszone stezenie TAFI stwierdzono
w zakrzepicy zyt gtebokich, rozsianym wewnatrznaczynio-
wym wykrzepianiu (DIC), chorobie niedokrwiennej serca
i udarze moézgu [26]. Zmniejszone stezenie TAFI obserwo-
wano natomiast w chorobach zapalnych jelit, w przewle-
ktych chorobach watroby i jej marskosci oraz ostrej biatacz-
ce promielocytowej [27-29]. Mate stezenie TAFI wydaje sie
zdeterminowane genetycznie i moze zaleze¢ od polimorfi-
zmu genu TAFI. Polimorfizm 1040C/T genu TAFI ma by¢ zwia-
zany z ryzykiem zachorowania na raka jamy ustnej [30, 31].

Podsumowujac:

1. W osoczu krwi 0séb zdrowych mezczyzni i kobiety nieza-
leznie od wieku maja jednakowe stezenie TAFI.

2. We krwi chorych na raka piersi i raka jelita grubego stwier-
dzono podobne jak w grupie referencyjnej stezenia TAFI.

3. Rozpoznanie histologiczne, stopien klinicznego zaawan-
sowania oraz klasyfikacja wg skali TNM nie miaty wpty-
wu na stezenia TAFI w osoczu krwi chorych na raka jeli-
ta grubego i raka piersi.

4. Wzrost stopnia ztosliwosci obu nowotwordw w skali G1
do G2 powodowat niewielkie, lecz statystycznie istotne
zmiany stezenia TAFI.
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