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Streszczenie

Wstep: Z okresem menopauzy wigza sie niekorzystne zmiany w uktadzie hemostazy kobiet, niosace ze soba
zwiekszone ryzyko zapadalnosci na choroby uktadu krazenia. W leczeniu schorzef wieku menopauzalnego coraz
powszechniej stosuje sie terapie hormonalng (HT). Jednym z najbardziej niebezpiecznych dziatan niepozadanych
ww. terapii sg powiktania zakrzepowo-zatorowe. Doustne $rodki hormonalne moga prowadzi¢ do prozakrzepo-
wych zmian w uktadzie hemostazy, nawet 3-krotnie zwiekszajac ryzyko powiktaf. Terapia hormonalna istotnie
wptywa na metabolizm i strukture biatek uczestniczacych w procesach krzepniecia i fibrynolizy.

Cel pracy: Celem badan byto okreslenie wptywu dtugotrwatego stosowania HT na kinetyke proceséw
polimeryzacji osocza oraz lizy wtdknika poprzez badanie ogélnego potencjatu tworzenia skrzepu i fibrynolizy
u kobiet w wieku okotomenopauzalnym.

Materiat i metody: Materiatem byto Swiezo mrozone osocze kobiet nieprzyjmujacych srodkéw hormonal-
nych (kontrola), a takze stosujacych HT (grupa badana). Do badan stosowano trombine o koficowym stezeniu
0,5 j/ml oraz tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA) o ostatecznym stezeniu 60 ng/ml. Rejestrowano zmiany
absorbancji w czasie przy uzyciu programu kinetycznego przez 55 min przy dtugosci fali A = 415 nm.

Wyniki: Dtugotrwate stosowanie HT ztozonej z estrogendw i gestagendw przyczynia sie do istotnych zmian
w kinetyce zarébwno polimeryzacji osocza, jak i lizy wtoknika. Przeprowadzone badania wykazaty znaczne przy-
spieszenie procesu tworzenia skrzepu oraz silne zahamowanie jego lizy u kobiet przyjmujacych HT w stosunku
do grupy kontrolnej. Oceny powyzszych zmian dokonano na podstawie wartosci szybkosci maksymalnej polime-
ryzacji oraz czasu, w ktérym nastapita potowiczna liza wtéknika. Zjawisko to moze by¢ wynikiem formowania
sie skrzepu o nieprawidtowe] strukturze, co w konsekwencji prowadzi do zahamowania lizy wtdknika, czego
nastepstwem sag powiktania zakrzepowo-zatorowe.

Stowa kluczowe: terapia hormonalna, hemostaza, krzepniecie, fibrynoliza, menopauza.

Summary

Objectives: Hormone therapy (HT) is more and more universally applied in treatment of menopausal age
complaints. Thrombotic-embolic diseases are among the most dangerous and undesirable complications of HT.
Hormones can lead to pro-thrombotic changes and the risk of thrombosis and its complications may be even
3-fold increased. Hormone therapy influences the metabolism of proteins participating in processes of clotting
and lysis. The purpose of the research was to determine the long-term influence of HT on the kinetics of plasma
fibrin polymerization and lysis in postmenopausal women.

Material and methods: The material was fresh frozen plasma from 64 menopausal women either taking
HT for 12 months (study group, n = 32) or with no treatment (controls, n = 32). For experiments thrombin was
applied at the final concentration of 0.5 U/ml and tissue plasminogen activator (t-PA) at the final concentration
of 60 ng/ml. Changes of turbidity were registered with a kinetic program for 55 minutes at X = 415 nm. The
maximum velocity of polymerization and half time of fibrin lysis were calculated.
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Results: Long-term HT treatment caused changes of fibrin plasma polymerization and fibrin lysis. The para-
meters of coagulation were increased and significant inhibition of lysis was noted in the women taking HT.
Conclusions: 12 months of oral hormone therapy resulted in increased initial velocity of clot formation and
inhibition of fibrinolysis. The increased level of fibrinogen and its higher polymerization may partly explain the
increase in venous thrombosis and cardiovascular events reported after the use of combined hormone therapy.
Key words: hormone therapy, haemostasis, coagulation, fibrinolysis, menopause.

W leczeniu dolegliwosci i schorzeh wieku menopauzal-
nego coraz czesciej stosuje sie hormonalng terapie (HT),
ktéra ma na celu wyeliminowanie lub ztagodzenie niepo-
zadanych skutkéw klimakterium [1]. Znany powszechnie
fakt, ze doustne srodki hormonalne powoduja prozakrze-
powe zmiany w uktadzie krzepniecia i fibrynolizy, przyczy-
nit sie do podjecia badan nad wptywem HT na hemosta-
ze ustrojowa. Z opublikowanych w ostatnich latach prac
wynika, iz podczas stosowania preparatéw hormonal-
nych ryzyko powiktan zakrzepowo-zatorowych wzrasta
2-3-krotnie, zwtaszcza w pierwszych 6-12 mies. terapii
[2, 3]. Przyjmowanie $rodkéw hormonalnych wptywa tak-
ze na metabolizm oraz strukture biatek uczestniczacych
w procesach krzepniecia i fibrynolizy [4-6]. To wtasnie
przesuniecie rownowagi w kierunku nadkrzepliwosci byto
jedna z przyczyn podjecia badah nad wptywem stosowa-
nia doustnej suplementacji hormonalnej (ztozonej z 17-
-estradiolu oraz dydrogesteronu) na kinetyke tworzenia
skrzepu i lizy wtéknika u kobiet menopauzalnych.

Prowadzone doswiadczenia koncentrowaty sie na
wyznaczeniu wybranych parametréw kinetycznych po-
przez badanie catkowitego potencjatu tworzenia skrzepu
i fibrynolizy [7]. Wsréd oznaczanych parametréw znala-
zty sie: predkos¢ maksymalna polimeryzacji osocza, czas
trwania potowicznej lizy wtéknika oraz moment utwo-
rzenia w petni ustabilizowanego skrzepu (okreslany jako
absorbancja maksymalna). Uzyskane wartosci pomogty
w okresleniu wptywu doustnej hormonalnej terapii na
szybkos¢ formowania sie skrzepu oraz jego lizy.

Cel pracy

Celem podjetych badan byto okreslenie wptywu
dtugotrwatego stosowania (12 mies.) doustnej hormo-
nalnej terapii ztozonej z 17B-estradiolu oraz dydrogeste-
ronu na przebieg procesdéw: tworzenia skrzepu oraz lizy
wtdknika w osoczu kobiet okotomenopauzalnych.

Materiat i metody

W badaniu wziety udziat 64 kobiety w wieku okoto-
i pomenopauzalnym, bedace pacjentkami Kliniki Gine-
kologii i Choréb Menopauzy oraz Poradni Menopauzy
Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w todzi. Grupe
badang stanowity 32 pacjentki, pozostate za$ ustanowity
grupe kontrolng. Sredni wiek kobiet wynosit 54,2 roku.
Wskazaniami do rozpoczecia leczenia byty objawy ze-
spotu klimakterycznego, zas kryteriami wykluczajgcymi:
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istnienie przeciwwskazafh do hormonalnej terapii, ostre
lub przewlekte choroby zapalne, nowotwory, cukrzyca,
stosowanie lekéw o wiasciwosciach antyoksydacyjnych
badz antykoagulacyjnych. Pacjentki z grupy badanej zo-
staty zakwalifikowane do doustnej ciagtej estrogenowo-
-gestagenowe] terapii i stosowaty ja przez okres mini-
mum 12 mies. Kobiety nalezace do grupy kontrolnej nie
przyjmowaty zadnych srodkéw hormonalnych. Na prze-
prowadzenie badah uzyskano zgode Komisji Bioetycznej
przy ICZMP w todzi (nr RNN/57/06/KE).

U wszystkich kobiet przed rozpoczeciem terapii wyko-
nano: badanie ginekologiczne potaczone z cytologiczna
oceng pochwowej czesci szyjki macicy, przezpochwowe
ultrasonograficzne badanie narzadéw rodnych, palpacyj-
ne badanie piersi oraz mammografie. We krwi pacjentek
oznaczono petng morfologie, stezenie glukozy na czczo,
stezenie cholesterolu i triglicerydéw. U kazdej kobiety po-
brano takze 5 ml krwi w celu okreslenia nastepujacych
elementéw uktadu krzepniecia i fibrynolizy:

o ptytki krwi (PLT) — przy uzyciu aparatu Baker 810,
» czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT)

— Pathromtin SL firmy Dade-Behring,

« stezenie fibrynogenu (Fg) — odczynnik Multifibren U
firmy Dade-Behring.

Krew pobierana byta do dwéch probéwek zawieraja-
cych 550 pl 3,8-proc. cytrynianu sodowego — do kazdej
probowki pobrano 5 ml krwi (stosunek miedzy cytrynia-
nem sodu a krwig wynosit 1 : 9). U kobiet z grupy ba-
danej zastosowano 12-miesieczng doustng hormonal-
ng terapie ztozong z 17p-estradiolu (E, 1 mg/dobg) oraz
dydrogesteronu (5 mg/dobe) przez 28 dni cyklu. Efekt
dziatania opisywanych preparatéw okreslono poprzez
poréwnanie wybranych elementéw uktadu hemosta-
zy oraz parametréw kinetycznych procesu tworzenia
skrzepu i fibrynolizy w grupie kontrolnej (nieprzyjmuja-
cej HT) oraz badanej (zazywajacej HT). Do wywotania
procesu polimeryzacji stosowano trombine o konco-
wym stezeniu 0,5 j/ml, zas w celu wzbudzenia fibryno-
lizy uzyto tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA)
o0 ostatecznym stezeniu 60 ng/ml. Zasada metody, kt6ra
wykorzystano, opiera sie na pomiarze zmian natezenia
Swiatta przechodzacego przez studzienke zawierajaca
3-krotnie rozciefczone osocze. Po dodaniu trombiny
procesowi formowania skrzepu fibrynowego towarzy-
szy zmniejszenie natezenia Swiatta przepuszczanego
przez badany materiat, co wyraza sie rosnacymi war-
tosciami absorbancji. Moment powstania w petni usta-
bilizowanego skrzepu widoczny jest jako maksimum
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absorbancji, czyli osiagniecie przez wykres plateau.

W kolejnym etapie dodany przed pomiarem t-PA aktywu-

je proces fibrynolizy utworzonego skrzepu, czemu towa-

rzyszy zmniejszenie wartosci absorbancji az do osiagnie-
cia linii podstawowej sprzed pomiaru. Badania ogblnego
potencjatu tworzenia skrzepu i fibrynolizy dokonano przy
uzyciu czytnika mikroptytek BIO-RAD 550. Rejestrowa-
no zmiany w czasie absorbancji od momentu dodania
trombiny przy uzyciu programu kinetycznego (Microplate

Manager 4.0.) przez 55 min przy dtugosci fali A = 415 nm.

W ciggu tego czasu czytnik dokonat 132 pomiarow. Kaz-

da serie wykonywano na prébkach swiezo mrozonego

0s0cza, powtarzajac czterokrotnie dla kazdej pacjentki.

Badania wykonywano przy statej temperaturze 20°C.

Prébki, ktére oceniano, zawieraty:

a) 300 ul osocza trzykrotnie rozcieficzonego roztwo-
rem TBS-u (buforowany Tris-HCl fizjologiczny roz-
twor soli),

b) 60 pl trombiny wotowej 400 firmy BIO_MED o osta-
tecznym stezeniu 0,5 j/ml,

c) tkankowy aktywator plazminogenu (preparat handlo-
wy Actilyse 20 firmy Boehringer Ingelheim) o korco-
wym stezeniu 60 ng/ml.

Na podstawie wynikéw pomiaréw wyznaczono na-
stepujace parametry:

1) szybkos$¢ maksymalna polimeryzacji,

2) czas potowicznej lizy widknika,

3) absorbancja maksymalna.

Wyniki

W tabeli | przedstawiono wyniki wptywu stosowania
doustnej terapii hormonalnej na wartosci wybranych
parametréw polimeryzacji osocza i lizy wtoknika.

Zaobserwowano, iz dtugotrwate stosowanie doustnej
hormonalnej terapii ztozonej z estrogenéw i gestagenéw
przyczynia sie do niekorzystnych zmian w kinetyce za-
réwno procesu polimeryzacji, jak i lizy wtéknika w osoczu
pacjentek. Przeprowadzone wstepne badania wskazuja
na znaczne przyspieszenie procesu formowania skrzepu
oraz silne zahamowanie jego lizy u kobiet stosujacych
doustne $rodki hormonalne w poréwnaniu z grupa kon-
trolng. Oceny powyzszych zmian dokonano na podstawie
wartosci szybkosci maksymalnej polimeryzacji, a takze
dtugosci trwania czasu potowicznej lizy wtéknika (byt
on prawie dwukrotnie dtuzszy w grupie pacjentek z HT).
Wyzsze wartosci maksymalnej absorbancji odnotowano
u kobiet przyjmujacych srodki hormonalne.

Dla parametréw wyrazonych w skali przedziatowej
(ciggtych) podano minimum i maksimum, obliczono $red-
nia, mediane, odchylenie standardowe, standardowy
btad Sredniej i wspotczynnik zmiennosci. Sprawdzono
normalnosé rozktadéw testem Shapiro-Wilka. Poréwna-
nie srednich miedzy grupami w przypadku nieodrzucenia
hipotezy o normalnosci rozktadu na poziomie istotnosci
p = 0,05 wykonano testem t-Studenta dla prob niezalez-

nych wzgledem zmiennej (APTT, liczba ptytek krwi, czas
50% lizy), a w przypadku odrzucenia hipotezy o normal-
nosci rozktadow (stezenie Fg, predkosé maksymalna po-
limeryzacji, absorbancja maksymalna) stosowano niepa-
rametryczny test U Manna-Whitneya.

Zaobserwowano znamienna statystycznie rdznice
w srednim stezeniu fibrynogenu oraz APTT w grupie ba-
danej w poréwnaniu z grupa kontrolna: 3,12 g/l vs 4,24g/|
(p < 0,001); APTT: 27,18 s vs 31,08 s (p = 0,02). W grupie
badanej znamienne statystycznie réznice dotycza takze
wartosci szybkosci maksymalnej polimeryzacji w po-
réwnaniu z grupa kontrolng: 95,84 mOD/min vs 146,50
mOD/min (p < 0,001), wartosci absorbancji maksymal-
nej 0,279 vs 0,312 (p < 0,001) oraz czasu potowicznej lizy
wtdknika z 17,16 min na 31,43 min (p < 0,001). Nie byto
réznic znamiennych statystycznie pomiedzy liczba ptytek
w grupie kontrolnej i badanej. Na podstawie uzyskanych
wynikéw mozna stwierdzi¢, ze u kobiet w wieku okoto-
menopauzalnym stosowanie terapii hormonalnej opartej
na doustnych preparatach powoduje zwiekszenie tempa
powstawania skrzepu, a takze hamowanie procesu fibry-
nolizy. Zjawisko to moze byé wynikiem prozakrzepowego
dziatania estrogenéw, jednak wptyw hormonoterapii na
czynnos¢ uktadu hemostazy jest procesem bardzo ztozo-
nym i wielokierunkowym.

Dyskusja

Jednym z najbardziej niebezpiecznych dziatah nie-
pozadanych u kobiet stosujgcych doustne preparaty
hormonalne sg powiktania zakrzepowo-zatorowe [8, 9].

W badaniu autoréw podczas 12-miesiecznej HT obser-
wowane byto zwiekszenie stezenia fibrynogenu; moze to
by¢ zwigzane ze zwiekszona lepkoscia krwi, co utrudnia
jej przeptyw w naczyniu krwionosnym [10]. W badaniu

Tab. I. Wyniki wptywu stosowania doustnej terapii hormonal-
nej na wartosci wybranych parametréw polimeryzacji osocza
i lizy wtoknika

Parametry  Grupa kon- Grupa ba-
Parametr
stystyczne trolna dana
V .. polimeryzacji  Srednia +
[MOD/min] odch. std. 95,84 £5,12 146,50 +8,32
czas 50% lizy srednia +
[min] odch. std. 17,16 +3,18 31,43 +11,62
Srednia +
A odch. std. 0,279 48,31 0,312 £12,42
stezenie Fg [g/l] Srednia + 3,12 £1,12 4,24 +1,28
odch. std. e T
liczba phytek srednia £ 553000 £72,7  238.000 £70,8
krwi odch. std.
APTT [s] Sredniat 00533 31,08 4341
odch. std. e e
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Leiden Thrombophilia Study (LETS) wykazano dodatnig
korelacje miedzy podwyzszonym stezeniem fibrynogenu
a ryzykiem zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej [11]. Za-
tem podwyzszone stezenie tego biatka moze stanowic
jedna z przyczyn zwiekszenia szybkosci procesu formo-
wania skrzepu [12].

Innym powodem przyspieszenia procesu polimeryza-
¢ji osocza u pacjentek stosujacych HT jest trombogenne
dziatanie progestagendéw, wchodzacych w sktad suple-
mentacji hormonalnej. Opisywane $rodki prowadzg tak-
Zze do ostabienia fibrynolizy, ktéra réwniez obserwuje sie
w grupie badanej. Przyczyna utrudnionej lizy skrzepéw
moze by¢ nieprawidtowa struktura tworzonego wtokni-
ka. Cienkie i écisle upakowane wit6kna fibryny sa mniej
dostepne dla czynnikéw fibrynolitycznych. Skrzepy w ten
sposéb zbudowane nie moga zostaé sprawnie usuniete
przez system fibrynolityczny. Takie uposledzone usuwa-
nie skrzepdw moze stac sie przyczyna zakrzepicy [13].

Prawdopodobny w zahamowaniu lizy wt6knika wy-
daje sie takze udziat inhibitora fibrynolizy aktywowanego
przez trombine (thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor
— TAFI), ktéry ma zdolno3d¢ odszczepiania C-koncowych
reszt lizyny z fibryny, co z kolei prowadzi do ostabienia
fibrynolizy. Jak bowiem wiadomo, lizyny C-koricowe w fi-
brynie s3 niezbedne do przytaczania plazminogenu oraz
t-PA [14, 15], a zatem udziat tej karboksypeptydazy moze
by¢ istotny. Enzym ten ostabia wiec kofaktorowa aktyw-
nos¢ fibryny w aktywacji plazminogenu [16].

Powstajacy w ten sposéb widknik ma nietypowa struk-
ture, co w efekcie moze doprowadzi¢ do zatoréw w ukta-
dzie sercowo-naczyniowym lub innych schorzer uktadu
krazenia towarzyszacych okresowi menopauzy [17].

Detekcja i redukcja czynnikéw ryzyka sercowo-na-
czyniowego winna by¢ jednym z podstawowych ele-
mentéw kwalifikacji do HT oraz monitorowania kobiet
podczas terapii. W przypadku istnienia choroby uktadu
krazenia kluczowe jest jej wtasciwe leczenie. Istotny
dla bezpieczefistwa naczyniowego jest wybdr witasci-
wej drogi podania terapii hormonalnej (wazny m.in. ze
wzgledu na mozliwe przeciwwskazania), nie ma nato-
miast watpliwosci, ze optymalng forma leczenia skut-
kéw klimakterium jest niskodawkowa terapia hormo-
nalna wieku menopauzalnego [18].

Whioski

Dtugotrwate stosowanie doustnej terapii hormonal-
nej powoduje znaczne przyspieszenie procesu tworze-
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nia skrzepu, a takze silne zahamowanie jego lizy u ko-
biet w wieku okotomenopauzalnym. Ztozona HT moze
by¢ réwniez przyczyna formowania sie wtdéknika o nie-
prawidtowej strukturze, co w konsekwencji prowadzi
do zwolnionej lizy skrzepu badanych pacjentek.
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