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1. UVOD

1.1. Venski tromboembolizam

Tromboza je nastajanje ugruSka unutar krvne Zile koji dovodi do djelomicne ili potpune
okluzije krvne Zile — vene (venska tromboza) ili arterije (arterijska tromboza) (Ashorobi i sur.,
2022). Venska tromboza naj¢esc¢e pogada duboke vene ekstremiteta (uglavnom nogu) te se tada
naziva dubokom venskom trombozom (DVT). Najopasnija komplikacija duboke venske
tromboze je plu¢na embolija (PE) koja nastaje kada u veni nastali ugruSak otputuje cirkulacijom
do pluéne arterije ili nekog njezinog ogranka Sto rezultira zacepljenjem. Stoga se DVT i PE
¢esto objedinjuju pojmom venskog tromboembolizma (VTE) (Stone 1 sur., 2017). Za razliku
od VTE, arterijska tromboza uglavnom se povezuje s rupturom aterosklerotskog plaka i

posljedi¢nim akutnim infarktom miokarda ili cerebrovaskularnim inzultom (Asada i sur., 2020).

1.1.1. Epidemiologija duboke venske tromboze i plu¢ne embolije

Procjena pobolijevanja od DVT u Republici Hrvatskoj oko 160/100 000 godiSnje, $to u
op¢oj populaciji predstavlja oko 6500 novooboljelih godiSnje. Incidencija DVT
eksponencijalno prati rastu¢u zivotnu dob te se DVT u dobi od 80 godina iznosi 5/1000 (Banfi¢,
2016). Polovica slu¢ajeva DVT javlja se u hospitaliziranih pacijenata ili osoba smjestenih u
domove za starije 1 nemoc¢ne (Heit 1 sur., 2001). U 10-30 % slucajeva akutne venske tromboze
do¢i ¢e do ponovne tromboze unutar idué¢ih 10 godina (Banfi¢, 2016). Cesta komplikacija DVT
je pluéna embolija. Incidencija PE procjenjuje se na 60/100 000 (Oger, 2000). Oko 45 %
pacijenata s PE razvit ¢e akutno desnostrano zatajenje srca, dok ¢e do 3.8 % pacijenata s PE
razviti kronicnu tromboembolijsku pluénu hipertenziju. U 6 % slucajeva duboke venske
tromboze i u 12 % slucajeva pluéne embolije dolazi do smrti unutar mjesec dana od postavljanja

dijagnoze (Waheed i sur., 2023).
1.1.2. Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj venskog tromboembolizma

Nastajanju tromboze doprinose tri skupine ¢imbenika koji se tradicionalno nazivaju
Virchowovom trijadom: ozljeda vaskularnog endotela, staza krvi 1 hiperkoagulacijsko stanje
(Kushner, 2022). Ozljeda vaskularnog endotela dovodi do izlaganja tkivnog faktora, proteina
normalno prisutnog u subendotelu, ali ne i na vaskularnom endotelu, koji aktivira faktor
zgrusavanja VII i tako inicira proces zgrusavanja (Winter 1 sur., 2017). Do ozljede vaskularnog
endotela dolazi kod trauma, kirur§kih zahvata i postavljanja intravenskih katetera. Staza krvi

(usporenje ili zaustavljanje normalnog protjecanja krvi) moZze biti uzrokovana imobilizacijom,

1



trudno¢om, pretilo§éu, dugim putovanjima sa smanjenom mobilnos¢u ili povecanom
viskozno$¢u krvi (npr. u policitemiji ili dehidraciji) (Kushner, 2022). Hiperkoagulacijsko stanje
oznaCava pomicanje dinamicke ravnoteze izmedu fizioloskih prokoagulacijskih 1
antikoagulacijskih mehanizama u korist prokoagulacijskih. Hiperkoagulacijskom stanju mogu
pogodovati razli¢iti nasljedni i steCeni rizi¢ni ¢imbenici. Nasljedni rizicni ¢imbenici koji
pogoduju hiperkoagulacijskom stanju ukljucuju polimorfizam G1619A (Leiden) u genu za
faktor zgruSavanja V, polimorfizam G20210A u genu za protrombin, nedostatak proteina C1 S,
disfibrinogenemiju te krvnu grupu A, B ili AB (Franchini i Makris, 2013; Zoller i sur., 2012).
Steceni rizicni ¢imbenici koji pogoduju hiperkoagulacijskom stanju su uznapredovala dob,
imobilizacija, trudnoca, antifosfolipidni sindrom, kirurski zahvati, traume, primjena estrogena,
maligne bolesti, kemoterapija, pretilost, venski kateteri, infekcije, upalne bolesti 1 pusenje

(Zoller 1 sur., 2012).

1.1.2.1. Trudnoéa

Trudnice imaju Cetiri do pet puta vecu vjerojatnost VTE nego Zene iste dobi koje nisu
trudne. Smatra se da je prokoagulacijsko stanje u trudno¢i fizioloski mehanizam zastite zbog
povecanog rizika od krvarenja uslijed poroda (James, 2015). Rizik od tromboze najveéi je
neposredno nakon poroda (Maughan, 2022). U trudno¢i je povecana aktivnost
prokoagulacijskih ¢imbenika kao S§to su fibrinogen, faktor zgrusavanja VIII i VWF, a smanjena
aktivnost antikoagulacijskih ¢imbenika kao §to su protein C 1 protein S. Stazi krvi u trudnoci
doprinose povecani ukupni volumen krvi i kompresija rastueg uterusa na krvne Zile.
Prokoagulacijskom stanju u trudno¢i doprinosi i placenta koja pojacano eksprimira tkivni faktor
(James, 2015). Osim S$to predstavlja rizik od tromboze, prokoagulacijsko stanje u trudnoci
povezuje se s preeklampsijom, abrupcijom placente, restrikcijom fetalnog rasta, spontanim

pobacajem i intrauterinom smrti (Grouzi, 2022).

1.1.2.2. Primjena estrogena

Primjena estrogena u svrhu kontracepcije ili hormonske nadomjesne terapije predstavlja
hiperkoagulacijsko stanje. Dok je apsolutni rizik za venski tromboembolizam u Zena koje ne
koriste oralne kontraceptive 0.19 do 0.37 na 1000 zena godiSnje, rizik venskog
tromboembolizma kod Zena koje koriste oralne kontraceptive iznosi izmedu 0.55 1 1.41 na 1000
zena godiSnje (Abou-Ismail 1 sur., 2020). U randomiziranom kontroliranom istrazivanju
(Rossouw 1 sur., 2002) Zene u postmenopauzi koje su koristile hormonsku nadomjesnu terapiju

imale su dva puta vecu ucestalost VTE nego Zene koje su koristile placebo. Patofizioloski se
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ucinak estrogena objaSnjava povecanjem aktivnosti faktora zgruSavanja, a smanjenjem
aktivnosti fizioloskih inhibitora zgrusavanja. Naime, pokazalo se da kombinirani oralni
kontraceptivi povecavaju aktivnost faktora zgrusavanja II, VII, VIII i X te VWF, a smanjuju

aktivnost antitrombina i1 proteina S (Abou-Ismail i sur., 2020).

1.1.2.3. Kirurski zahvati

KirurSki zahvati smatraju se rizicnim ¢imbenikom za razvoj VTE, posebice ako su
dugotrajni ili uklju¢uju naknadnu imobilizaciju i mirovanje kao S$to je Cesto slucaj u
ortopedskim zahvatima koji su ujedno i najrizi¢niji za razvoj VTE. 13 % pacijenata nakon
zamjene koljena, 11 % pacijenata nakon zamjene kuka i 6 % pacijenata nakon operacije
kraljeznice razvije VTE. Tromboprofilakticna terapija smanjuje vjerojatnost tromboze

povezane s kirurS8kim zahvatima za 70-90 % (Kang i sur., 2022).

1.1.2.4. Malignitet

Osobe oboljele od raka imaju vecu vjerojatnost nastanka VTE. Procjenjuje se da je oko
20-30 % svih prvih VTE povezano s rakom (Timp i sur., 2013). Rizik za razvoj VTE znacajno
ovisi o vrsti raka — najvedi je u raku pluc¢a, mozga, pankresa i jajnika te u hematoloskim
malignitetima, a relativno je nizak kod raka dojke i prostate (Timp 1 sur., 2013). Patofizioloski
se hiperkoagulacijsko stanje u malignitetu objas$njava poja¢anom ekspresijom tkivnog faktora
1 drugih prokoagulacijskih molekula na tumorskim stanicama. Takoder, pacijenti oboljeli od
raka Cesto su smanjene pokretljivosti 1 uznapredovale dobi, a i samo tumorsko tkivo moze

uzrokovati stazu krvi zbog pritiska na krvne zile (Falanga i sur., 2015; Timp i sur., 2013).

1.1.3. Duboka venska tromboza

Duboku vensku trombozu moZe se podijeliti na provociranu i neprovociranu te na
proksimalnu 1 distalnu. Proksimalna se odnosi na trombozu iznad koljena, a distalna na
trombozu ispod koljena. Pritom je proksimalna DVT opasnija od distalne jer ¢es¢e dovodi do
pluéne embolije (Waheed 1 sur., 2023). Simptomi DVT su unilateralni edem, bol, eritem,
groznica, periferna cijanoza i prominentnost povrSinskih vena. Simptomi duboke venske
tromboze nisu specificni tj. mogu se zamijeniti za celulitis, traumu, vaskulitis, vensku ili limfnu

opstrukciju i drugo (Waheed i sur. 2023; Banfi¢, 2016).

U dijagnostici VTE najvazniji laboratorijski parametar su D-dimeri koji se koriste kao

kriterij za isklju¢ivanje DVT ili PE. Meta-analizom 16 studija s ukupno 5253 ispitanika (Bhatt



i sur., 2020) utvrdena je visoka dijagnosti¢ka osjetljivost poviSenih D-dimera u DVT te je ona
iznosila 96.1 % (95 % CI=92.6 — 98.0). S druge strane, u istoj studiji dijagnosticka specifi¢nost
poviSenih D-dimera u DVT-u bila je niska 1 iznosila je 35.7 % (95 % CI = 29.5 — 42.4). Naime,
D-dimeri su poviseni i u raznim drugim stanjima kao Stu su malignitet, trudnoca, trauma,
kirurski zahvati i diseminirana intravaskularna koagulacija. Zbog njihove nespecifi¢nosti,
poviSena vrijednost D-dimera nije dovoljan kriterij za postavljanje dijagnoze DVT ili PE

(Linkins 1 Takach Lapner, 2017).

U slikovnoj dijagnostici DVT prvenstveno se koriste kompresijski ultrazvuk (trombom
ispunjena vena nije kompresibilna) i dopplerski ultrazvuk (u trombom ispunjenoj veni izostaje
venski protok) (Banfi¢, 2016). Ultrazvucnoj dijagnostici teze dostupne vene (npr. zdjeli¢ne
vene, gornja i1 donja Suplja vena) vizualiziraju se MSCT ili MR venografijom (Banfi¢, 2016;
Karande 1 sur., 2016). Dijagnosti¢ki postupnik pri sumnji na duboku vensku trombozu donjih

udova prikazan je na Slici 1.

Znakovi i

simptomi bolesti

h A

Procjena
vjerojatnosti
DVT
Mala Velika
vjerojatnost vjerojatnost

DVT DVT
D-dimeri iznad D-dimeri ispod UZV vena UZV vena
grani¢ne graniéne pozitivan negativan

vrijednosti viijednosti

A
h 2 Dokazana
UZV vena UZV vena Isklju¢ena DVT
pozitivan negativan DVT
h 4 A 4 h A A 4

Dokazana Isklju¢ena Ponoviti Iskljuéena
DVT DVT UZV vena DVT

Slika 1. Dijagnosticki postupnik pri sumnji na duboku vensku trombozu donjih udova (preuzeto

D-dimeri 1spod
graniéne
vrijednosti

D-dimeri iznad
graniéne
vrijednosti

i prilagodeno prema Banfi¢, 2016)



1.1.3.1. Terapija duboke venske tromboze

Lijecenje DVT treba zapoceti odmah nakon postavljanja dijagnoze subkutanom
primjenom niskomolekulskog heparina (Banfi¢, 2016). Po potrebi (u trudnica, bubreznih
bolesnika i pretilih pacijenata) terapijska doza moze se prilagoditi prema vrijednostima anti-Xa
aktivnosti (Banfi¢, 2016; Egan i Ensom, 2015). Nakon inicijalnog lijecenja DVT od 5 do 10
dana, obavezno je i lijecenje u trajanju od 3 mjeseca za koje se koriste varfarin ili direktni oralni
antikoagulansi (Banfi¢, 2016). Pritom je kod primjene direktnih oralnih antikoagulansa manja
vjerojatnost krvarenja nego kod varfarina (Nakamura i sur., 2017). Kod primjene varfarina
potrebno je prilagodavati dozu lijeka tako da se INR odrzava u terapijskom rasponu od 2.0 do
3.0. Vrijednosti INR-a iznad 3.0 ukazuju na sklonost krvarenju, a vrijednosti ispod 2.0 ukazuju
na nedovoljnu ucinkovitost terapije, a samim time 1 rizik od tromboze (Erkens i sur., 2012).
Nakon 3 mjeseca individualno se razmatra potreba za produljenjem lijeCenja varfarinom ili

direktnim oralnim antikoagulansima, posebice ako je DVT bila neprovocirana (Banfi¢, 2016).

1.1.3.2. Post-tromboti¢ki sindrom

Post-tromboticki sindrom je dugotrajna komplikacija DVT koja obuhvaca simptome
kao $to su bol 1 edem noge, osjecaj tezine u nozi, hiperpigmentacija, pruritus i gréevi (Ashrani
i Heit, 2009). Post-tromboticki sindrom javlja se u 20-50 % bolesnika unutar 2 godine od akutne
DVT. 5-10 % oboljelih od DVT razvit ¢e teski oblik post-tromboti¢kog sindroma koji ukljucuje
ulceracije nogu te znacajno smanjuje kvalitetu zivota (Kahn 1 sur., 2016). Nastajanje post-
trombotiCkog sindroma povezuje se s fibroznim promjenama na venama zahvaéenima
trombozom 1 propadanjem venskih zalistaka te posljedicnom venskom hipertenzijom i
smanjenom perfuzijom misi¢a (Gwozdz i sur., 2020; Kahn i sur., 2016). Rizi¢ni faktori za
razvoj post-trombotickog sindroma uklju¢uju stariju dob, pretilost, proksimalnu DVT i

subdoziranost varfarinom (INR < 2.0 preko 50 % vremena) (Kahn i sur., 2016).

1.1.4. Pluéna embolija

Pluéna embolija je okluzija pluéne arterije ili nekog od njezinih ogranaka, najcesce
uslijed tromba (embolusa) porijeklom iz dubokih vena (Freund i sur., 2022). Mali embolusi ne
moraju uzrokovati simptome, ali ve¢ina dovodi do dispneje. Cesto je prisutna oitra bol u
prsima, tahipneja i osjecaj nemira. Takoder, manji embolusi mogu uzrokovati okluziju
perifernih, manjih ogranaka pluéne arterije te tako uzrokovati pluéni infarkt (ishemiju pluénog

tkiva). Plu¢ni infarkt dovodi do kaslja, krvlju protkanog iskasljaja, oStre boli u prsnom kosu pri



disanju i poviSene temperature (http://www.msd-prirucnici.placebo.hr). Ve¢i embolusi dovode
do dispneje, tahipneje, iskaSljavanja krvi, hipoksije, cijanoze, zatajenja desnog srca i
hipotenzije. Hipoksija nastaje zbog smanjenje perfuzije pluca i time otezane izmjene plinova u
alveolama. Zatajenje desnog srca nastaje zbog dilatacije i slabljenja desnog ventrikula uslijed
pojac¢anog napora izazvanog pumpanjem krvi u zacepljenu pluénu arteriju. Zatajenje desnog
srca dovodi do smanjenog sr€anog minutnog volumena i hipotenzije, a ¢esto 1 do iznenadne
smrti (Vyas 1 Goyal, 2022). Metodom izbora u dijagnostici plu¢ne embolije smatra se CT plu¢na
angiografija (Moore i sur., 2018) dok se normalna koncentracija D-dimera u plazmi koristi kao

iskljucni kriterij za PE (Gao i sur., 2018) (Slika 2).

Znakovi i

simptomi bolesti

Procjena
vjerojatnosti
pluéne embolije

PE
vierojatna

PE nije
vjerojatna

CT plucna
angiografija

D-dimeri

Pozitivna ~ Negativna >0.5mgLFEU  <0.5mg/L FEU

PE PE PE
potvrdena iskljuéena iskljucena

Slika 2. Pojednostavljeni dijagnosti¢ki postupnik pri sumnji na pluénu emboliju (preuzeto i

CT pluéna
angiografija

prilagodeno prema Zhang i sur., 2015).

Terapija pluéne embolije podrazumijeva hitnu primjenu niskomolekulskog heparina.
Takoder, u pacijenata s PE visokog rizika (PE visokog rizika ukljucuje hipotenziju ili Sok)
potrebno je provesti tromboliticku terapiju. U pacijenata s PE visokog rizika koji imaju

kontraindikacije za tromboliti¢ku terapiju potrebno je provesti kirurSku ili katetersku



embolektomiju. Nakon akutnog lijecenja, preporucuje se antikoagulacijska terapija varfarinom
ili direktnim oralnim antikoagulansima u trajanju od 3 mjeseca, a u slu¢aju neprovocirane PE
potrebno je razmotriti moguénost i dugotrajnije antikoagulacijske terapije (Stjepanovic¢, 2022;

Bergovec i sur., 2011).

1.2. Nasljedna trombofilija

Trombofilija se definira kao stanje u kojem zbog steCenih ili nasljednih ¢imbenika postoji
povecani rizik za razvoj tromboze. Nasljedna trombofilija klinicki se manifestira kroz
rekurentne tromboze, trombozu u ranoj dobi, trombozu na neobi¢nim mjestima i1 obiteljsku
tendenciju stvaranju tromboze (DeLoughery, 2019). NajceS¢a nasljedna trombofilija je faktor
V Leiden, defekt u faktoru zgrusavanja V koji dovodi do njegove nedovoljne inaktivacije
aktiviranim proteinom C. Druga najces¢a trombofilija je polimorfizam G20210A u genu za
protrombin koji dovodi do povecane sinteze protrombina (Rennert H i DeSimone RA, 2019).
Nasljedna trombofilija moze biti uzrokovana i kvantitativnim deficitom ili funkcionalnim
defektom fizioloskih inhibitora zgruSavanja — proteina C, proteina S i antitrombina. Rijetko je
trombofilija uzrokovana disfibrinogenemijom, defektom u strukturi molekule fibrinogena koja
otezava fibrinolizu (DeLoughery, 2019). Kod pacijenata s disfibrinogenemijom javljaju se i
krvarenja kao posljedica oteZanog stvaranja fibrinskog ugruska (Casini i sur., 2015)
Zastupljenost pojedinih poremecaja kod pacijenata s nasljednom trombofilijom prikazana je u

Tablici 1.

Tablica 1. Nasljedne tombofilija i njihova zastupljenost (DeLoughery, 2019)

Nasljedna trombofilija % slucajeva nasljednih tromfobilija
Faktor V Leiden 40-60

Protrombin G20210A 10

Nedostatak proteina C 5-10

Nedostatak proteina S 5-10

Nedostatak antitrombina 1-3

Disfibrinogenemija 1

1.2.1. Faktor V Leiden

Faktor V Leiden (rs6025) je polimorfizam u faktoru zgruSavanja V koji uzrokuje
rezistenciju faktora zgruSavanja Va na inaktivaciju aktiviranim proteinom C S§to dovodi do
povecanog rizika od VTE. Faktor V Leiden je najce$¢a nasljedna trombofilija (Rennert H i

DeSimone RA, 2019).



1.2.1.1. Fiziologija faktora zgruSavanja V i sustava proteina C

Faktor zgruSavanja V sintetizira se u jetri te je prisutan u plazmi (80 %) i trombocitima
(20 %) (Neuenschwander, 2006) iz kojih se, nakon aktivacije trombocita, otpusta i veze za
trombocitnu stanicnu membranu (Sharda 1 Flaumenhaft, 2018; McMichael, 2012). Faktor V
sastoji se od jednog polipeptidnog lanca kojeg trombin i znatno manje FXa cijepanjem peptidne
veze aktiviraju u FVa (Dahlbick, 2017) koji se sastoji od dva lanca medusobno povezana
nekovalentnim interakcijama uz sudjelovanje kalcija (Camire i Bos, 2009). FVa je kofaktor
aktiviranog faktora X koji cijepa protrombin u trombin te tako u fazi inicijacije zgrusavanja
stvara malu koli¢inu trombina koja ¢e potaknuti proces zgruSavanja, a u fazi propagacije
zgrusavanja stvara veliku koli¢inu trombina potrebnu za prevodenje fibrinogena u fibrin

(McMichael, 2012).

FVa se fizioloski inhibira sustavom proteina C. Kako nastajanje ugruska napreduje,
lokalno raste koncentracija trombina S§to za posljedicu ima povecanje ekspresije
trombomodulina. Trombomodulin je glikoprotein s antikoagulacijskim djelovanjem koji je
eksprimiran s luminalne strane vaskularnog endotela. Vezanjem trombina za trombomodulin,
dolazi do promjene konformacije trombina ¢ime trombin gubi sposobnost vezanja za
fibrinogen, faktor V te trombocitne receptore. Takoder, trombin vezan za trombomodulin
znatno je podlozniji inhibicijskom djelovanju antitrombina nego slobodni trombin. Vezanjem
antitrombina, osim $to se inhibira trombin, povecava mu se i klirens jer se nastali kompleks
trombina i antitrombina uklanja iz cirkulacije degradacijom u jetri. Kompleks trombina i
trombomodulina vazan je aktivator proteina C koji inhibira faktore zgrusavanja FVa i FVIIla
(Esmon, 2003). Vezanjem trombina za trombomodulin dolazi do promjene konfromacije

trombina te on postaje sposoban aktivirati protein C (Xu i sur., 2005).

Protein C veze se za EPCR (endotelni receptor proteina C, engl. endothelial protein C
receptor). Vezanjem za EPCR protein C mijenja konformaciju tako da mu raste afinitet za
vezanje na kompleks trombin-trombomodulin. Trombin iz kompleksa s trombomodulinom
cijepa protein C u aktivirani protein C koji onda disocira s EPCR. Disocirani APC veZe se na
protein S koji je vezan za faktor Va i faktor VIIla i djeluje kao kofaktor aktiviranog proteina C
u proteolitickoj inaktivaciji faktora Va i VIIla (Khor 1 Van Cott, 2009). Aktivirani protein C je
serinska proteaza koja inaktivira faktor Va cijepanjem peptidnih veza na polozajima Arg306,
Arg506 1 manje znacajno Arg679 (Dahlbéck, 2017). APC inaktivira i faktor VIlla, cijepanjem
peptidnih veza na polozajima Arg336 1 Arg562. Osim §to cijepa aktivirani faktor V (FVa), APC



cijepa i inaktivni faktor V (FV) na polozaju Arg506 te pritom nastaje produkt koji djeluje kao
kofaktor aktiviranog proteina C u inaktivaciji faktora VIIIa (Khor i Van Cott, 2009).
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Slika 3. Sustav proteina C. (a) Na vaskularnom endotelu eksprimirani su trombomodulin (TM)
i endotelni receptor proteina C (EPCR) na koje se vezu trombin (T) odnosno protein C (PC).
(b) Trombin iz kompleksa s trombomodulinom aktivira protein C u aktivirani protein C (APC).
(c) APC disocira s endotelnog receptora proteina C; protein S (PS) disocira sa svog plazmatskog
nosaca, C4b-vezujuceg proteina (C4bBP, engl. C4b-binding protein). (d) APC 1 PS stvaraju
kompleks koji na stani¢noj povrsini inaktivira FVa i FVIIIa (preuzeto i prilagodeno prema Khor
1 Van Cott, 2009).

1.2.1.2. Patofiziologija faktora V Leiden

Faktor V Leiden (F5 G1691A; rs6025) je polimorfizam u genu F35 koji kodira faktor
zgrusavanja V i nalazi se na kromosomu 1. Faktor V Leiden predstavlja supstituciju gvanina
adeninom na polozaju 1691 S$to u proteinskom produktu dovodi do zamjene arginina
glutaminom na polozaju 506. Budu¢i da je Arg506 poloZaj na kojem APC inaktivira faktor Va,
u proteinskom produktu koji na poloZaju 506 ima glutamin inaktivacija faktora Va nije efikasna
(Albagoush i sur., 2023). Takoder, kod faktora V Leiden aktivirani protein C ne moze cijepati
inaktivni faktor V na polozaju Arg506 te tako tvoriti antikoagulacijski produkt koji djeluje kao
kofaktor aktiviranog proteina C u inaktivaciji FVIIIa (Khor i Van Cott, 2009). Stoga faktor V
Leiden predstavlja hiperkoagulacijsko stanje (Kujovich, 2011).
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Slika 4. Faktor V Leiden. Zbog zamjene arginina glutaminom na poziciji 506 ne dolazi do
efikasne inaktivacije FVa aktiviranim proteinom C (preuzeto i prilagodeno prema
https://diapharma.com).

1.2.1.3. Klini¢ka znacajnost faktora V Leiden

U europskoj 1 americkoj populaciji 3-8% osoba su heterozigoti za FVL, dok je 1/5000
osoba homozigot za FVL. Sto se ti¢e Europe, prevalencija je najve¢a u Grékoj (15 %), Svedskoj
(11 %) 1 Ujedinjenom kraljevstvu (8.8 %) (Kujovich, 2011). Prevalencija faktora V Leiden
povecana je u pacijenata s povijes¢u VTE u odnosu na opéu populaciju (Tablica 2) (Kujovich,

2011).

Tablica 2. Prevalencija faktora V Leiden medu odabranim skupinama pacijenata (Kujovich,
2011)

Stanje Prevalencija faktora V Leiden medu
oboljelima ( %)

Prvi idiopatski VTE 25

Rekurentni VTE 30-50

Tromboza gornjih ekstremiteta 9-20

Tromboza cerebralnih vena 10-20

VTE povezan s trudnoc¢om 20-46

VTE povezan s oralnim kontraceptivima 20-60

Spontani pobacaj 8-30
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Procijenjeni relativni rizici razvoja pojedinih bolesti za FVL heterozigote prikazani su
u Tablici 3, a za FVL mutirane homozigote u Tablici 4. Relativni rizik definira se kao omjer
incidencije pojedine bolesti u FVL heterozigota (Tablica 3) tj. FVL mutiranih homozigota
(Tablica 4) u odnosu na osobe koje su divlji tip za FVL (Kujovich, 2011; Viera, 2008).

Tablica 3. Procijenjeni relativni rizik pojedinih bolesti u FVL heterozigota (Kujovich, 2018;
Kujovich, 2011)

Stanje Procijenjeni relativni rizik
Prvi VTE 3-8

Tromboza cerebralnih vena 3-5

Primarna tromboza gornjih ekstremiteta 3-6

Tromboza povezana s centralnim venskim kateterom 2-3

Tromboza povrsinskih vena 6

Tromboza povezana s trudnocom 5-8*

Rekurentni VTE 1.4-1.6

Spontani pobacaj 2-4

*u odnosu na trudnice koje su divlji tip za FVL

Tablica 4. Procijenjeni relativni rizik pojedinih bolesti u FVL mutiranih homozigota
(Kujovich, 2011).

Stanje Procijenjeni relativni rizik
Prvi VTE 10-80

Rekurentni VTE 2-3

VTE povezan s trudno¢om 20-40*

VTE povezan s oralnim kontraceptivima 100

VTE povezan s kirur$kim zahvatima 20

Spontani pobacaj prije 12. tjedna trudnoce 3

Spontani pobac¢aj nakon 12. tjedna trudnoce 11

*u odnosu na trudnice koje su divlji tip za FVL

Iako je relativni rizik povecan, posebice u FVL mutiranih homozigota, godisnje ¢e samo
0.5 % FVL heterozigota i 1.8 % FVL mutiranih homozigota razviti prvu VTE (Kujovich, 2018).
Rizik je veéi u trudno¢i, posebno postpartalno. Prema istrazivanju Bates i sur. (2016) 1.2 % (95
% CI=0.8 —1.8) FVL heterozigota i 4.8 % (95 % CI = 1.4 — 16.8) FVL mutiranih homozigota

razvit ¢e VTE antepartalno ili postpartalno.

FVL heterozigotima bez osobne anamneze VTE se antikoagulacijska profilaksa rutinski
ne preporucuje. Preko 50 % VTE kod FVL heterozigota prac¢eno je nekim od stecenih rizi¢nih

¢imbenika tromboze pa se antikoagulacijska profilaksa u takvim okolnostima moze privremeno
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preporuciti. Primjerice, profilaksa niskomolekulskim heparinom preporucuje se tijekom
trudnoce 1 6 tjedana postpartalno svim zenama koje su FVL heterozigoti te imaju osobnu ili
obiteljsku povijest VTE. Takoder, antikoagulacijska profilaksa antepartalno i postpartalno
preporucuje se svim FVL homozigotima i1 svim trudnicama koje su dvostruki heterozigoti za
FVL i protrombin G20210A (Kujovich, 2011). FVL mutiranim homozigotima preporucuje se
antikoagulacijska profilaksa prije kirurSkih zahvata (Albagoush i sur., 2023).

Povezanost faktora V Leiden i neZeljenih ishoda trudnoce kao Sto su preeklamspija,
abrupcija placente i restrikcija fetalnog rasta nije nedvojbeno utvrdena. Neki autori ukazuju da
nema povezanosti (Rodger i sur., 2010), dok drugi autori ukazuju da povezanost postoji (Lykke
1 sur., 2012). KoriStenje oralnih kontraceptiva i faktor V Leiden pokazuju aditivni ucinak na
povecanije rizika VTE. Zene koje koriste oralne kontraceptive te su ujedno FVL heterozigoti
imaju 11 do 41 puta ve¢i rizik VTE nego Zene koje ne koriste oralne kontraceptive i divlji su
tip za FVL. Kod Zena koje koriste oralne kontraceptive te su FVL mutirani homozigoti ili su
kombinirani FVL 1 protrombin G20210A heterozigoti, rizik VTE je 17 do 110 puta ve¢i nego
kod Zena koje su divlji tip za FVL 1 protrombin G20210A te ne koriste oralne kontraceptive.
(Kujovich, 2018).

Faktor V Leiden ne mozZe se jednozna¢no povezati s povecanim rizikom arterijske
tromboze (Carroll 1 Piazza, 2018). Ipak, neke studije ukazuju da FVL predstavlja rizi¢ni
¢imbenik za akutni infarkt miokarda (Forte i sur., 2011; Mannucci i sur., 2010; Ye i sur., 2006;

Middendort, 2004) i cerebrovaskularni inzult (Alhazzani 1 sur., 2018).

1.2.1.4. APC rezistencija

APC rezistencija (APCR) je laboratorijski test kojim se ispituje antikoagulacijski
odgovor plazme na prisutnost aktiviranog proteina C. Princip ispitivanja APC rezistencije
temelji se na odredivanju aktiviranog parcijalnog tromboplastinskog vremena (APTV) u
ispitivanoj plazmi sa i bez dodanog APC. Kod zdravih ispitanika dolazi do znacajnog
produljenja APTV-a nakon dodatka APC jer APC inaktivira FVa i FVIIla koji su sastavnice
zajednickog 1 unutarnjeg puta zgruSavanja (Moore i sur., 2019). Takav rezultat testa APC
rezistencije smatra se negativnim. Pozitivan rezultat APC rezistencije u preko 95 % slucajeva
javlja se uslijed faktora V Leiden (Van Cott i sur., 2016) zbog kojeg APC ne moze inaktivirati
FVa pa dodatak APC nedovoljno produljuje APTV. Prije izvodenja testa za APC rezistenciju
potrebno je plazmu prediluirati s faktor V deficijentnom plazmom tako da se nadomjesti

eventualni utjecaj nedostatka ostalih faktora zgruSavanja (osim faktora V) na rezultate testa
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(Moore 1 sur., 2019). U svrhu standardizacije APCR se preporuca izraziti kao normalizirani
omjer tako da se odreduje APTV u pacijentovoj plazmi (prije i poslije dodanog APC) kao i u

normalnoj plazmi (prije 1 poslije dodatnog APC) te se rezultat izrazava kao:

[APTV+APC,pacijentova plazma]/[APTV—APC,pacijentova plazma]
[APTV+APC,normalna plazma]/[APTV—-APC,normalna plazma]

(APTV-APC = izmjereni APTV (s) prije dodanog APC; APTV+APC = izmjereni APTV (s)
nakon dodanog APC) (Kadauke i sur., 2014; Margeti¢, 2014). Pacijenti s pozitivnom APC

APCR =

rezistencijom koja ukazuje na prisutnost polimorfizma FVL imat ¢e snizenu vrijednost ovako
izrazenog APCR. lTako FVL mutirani homozigoti najceS¢e imaju izrazeniju APC rezistenciju
nego FVL heterozigoti (manji APCR normalizirani omjer) (Zoller i sur., 1994), ipak se test
APC rezistencije ne moze koristiti za pouzdano razluc¢ivanje FVL heterozigota i FVL mutiranih
homozigota, nego se u tu svrhu pristupa genotipizaciji FVL (Griffin i sur., 2001).

APCR je ekonomicniji 1 jednostavniji probirni test za faktor V Leiden nego Sto je to
genotipizacija (Priiler 1 sur., 2014). Smatra se da negativan rezultat APC rezistencije iskljucuje
potrebu za genotipizacijom faktora V Leiden, dok za postavljanje dijagnoze faktora V Leiden
grani¢ne i pozitivne rezultate APC rezistencije treba potvrditi genotipizacijom (Khor i van Cott,
2009). Osim ekonomi¢nosti, prednost ispitivanja APC rezistencije pred genotipizacijom faktora
V Leiden je §to se njome moze otkriti 1 steCena APC rezistencija koja je takoder, neovisno o
faktoru V Leiden, rizi¢ni ¢imbenik za razvoj VTE. Poznati uzroci steCene APC rezistencije su
pozitivan lupus antikoagulans, povecana aktivnost FVIII, trudnoéa i koriStenje oralnih

kontraceptiva (Margeti¢, 2014).

Iako je test APC rezistencije kod heterozigota za faktor V Leiden gotovo uvijek
pozitivan, ipak u iznimnim situacijama moze biti negativan. Kod APC rezistencije pseudo-
divljeg tipa rezultati APCR daju negativan (normalan) nalaz iako je osoba FVL heterozigot. To
se dogada iznimno rijetko, kada je na istom alelu i FVL i neka missense ili nonsense mutacija
(primjerice u literaturi je opisan faktor V Graz, F'5 G5326A) koja ¢e uzrokovati da proteinski
produkt uopce ne nastane ili da nastali proteinski produkt bude nefunkcionalan. Zbog toga, iako
je osoba FVL heterozigot, na fenotipskoj razini ne dolazi do ispoljavanja faktora V Leiden pa

takve osobe nemaju povecani rizik od tromboze (Priiller i sur., 2013).

Otprilike 1 od 1000 FVL heterozigota ujedno na homolognom kromosomu 1 ima F5
nul-varijantu (varijanta koja ne rezultira genskim produktom) (Kujovich, 2018). Budu¢i da kod
takvih osoba uopce ne nastaje proteinski produkt divljeg tipa, pretraga APC rezistencije dat ¢e

rezultate koji se o¢ekuju kod homozigota iako osoba ima samo jednu kopiju varijante FVL. Za
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takve osobe kaze se da su APCR pseudo-homozigoti, a smatra se da imaju veci rizik od

tromboze nego FVL homozigoti. (Duckers i sur., 2011).

1.2.2. Polimorfizam G20210A u genu za protrombin

Polimorfizam G20210A u genu za protrombin (F2 G20210A; rs1799963) predstavlja
zamjenu gvanina adeninom na poziciji 20210 u genu F2 koji kodira za protrombin (faktor
zgruSavanja II) 1 nalazi se na kromosomu 11 (Kujovich, 2021). Protrombin G20210A uzrokuje
pretjeranu sintezu protrombina, a time 1 povecanu aktivnost protrombina u plazmi S$to
predstavlja hiperkoagulacijsko stanje (Kujovich, 2021). Polimorfizam G20210A nalazi se u
dijelu gena F2 koji kodira za 3' netranslatiranu regiju (3' UTR, engl. 3" untranslated region)
mRNA koja se ne translatira, nego ima regulatornu funkciju (Mayr, 2019). Kad je na poziciji
20210 gena F2 prisutan adenin, povecana je efikasnost procesiranja mRNA $to dovodi do njene
akumulacije, a time i povecane sinteze protrombina (Kujovich, 2021). Kod heterozigota je
plazmatska aktivnost protrombina oko 30 %, a kod mutiranih homozigota oko 70 % veca nego

kod osoba koje su divlji tip za F2 G20210A (Ridker 1 sur., 1999).

U opcoj europskoj populaciji je izmedu 1.7 % (sjeverna Europa) i 3 % (juzna Europa)
heterozigota za protrombin G20210A, dok je taj polimorfizam vrlo rijedak u afri¢koj i azijskoj

populaciji (Rosendal i sur., 1998).

Tablica 5. Relativni rizik razli¢itih trombotickih dogadaja kod heterozigota za F2 G20210A u
odnosu na homozigote za divlji tip (Kujovich, 2021 (*); De Stefano i sur., 2001 (**)).

Stanje Relativni rizik Literatura
VTE 2-5 *
DVT gornjih ekstremiteta 3-6 *
DVT gornjih ekstremiteta kod Zena koje 9-14 *
koriste oralne kontraceptive

Tromboza cerebralnih vena 6-10 *
Tromboza portalne vene 4 *
Tromboza hepatickih vena 1 *
VTE u djecjoj dobi 3-4 *
Rekurentna tromboza 1.3 *x

Heterozigoti za F2 G20210A koji su oboljeli od DVT imaju povecani rizik razvoja PE
(32 %) u odnosu na osobe koje nemaju nikakvu poznatu nasljednu trombofiliju (19 %)
(Kujovich, 2021). F2 G20210A heterozigoti imaju najvise 2-3 puta povecani rizik spontanog
pobacaja (Kujovich, 2021), iako ne postoji konsenzus oko povezanosti F2 G20210A genotipa
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i nezeljenih ishoda trudno¢e (Padda i sur., 2021). Literaturni podaci o mutiranim homozigotima
za F2 G20210A su oskudni, ali ukazuju na veéi rizik od VTE i spontanih pobacaja kod

mutiranih homozigota nego kod heterozigota (Shemesh 1 sur., 2017)

F2 G20210A genotip ne povezuje se konzistentno s poveéanim rizikom od arterijske
tromboze (Carroll 1 Piazza, 2018), iako postoje studije koje ukazuju na povecani rizik od
akutnog infarkta miokarda u F2 G20210A heterozigota i mutiranih homozigota u odnosu na

homozigote za divlji tip (Li i sur., 2017; Forte 1 sur., 2011).

U jednoj studiji slucaja s kontrolom (engl. case-control study) 51 od 2310 (2.2 %)
pacijenata oboljelih od VTE 1 0 od 3204 (0.0 %) kontrolnih ispitanika bili su dvostruki
heterozigoti za faktor V Leiden i F2 G20210A. Dvostruki heterozigoti imali su ve¢i rizik od
VTE (OR=20.0; 95 % CI = 11.1-36.1) nego nositelji samo FVL (OR=4.9; 95 % CI = 4.1-5.9)
ili nositelji samo F2 G20210A (OR=3.8; 95 % CI = 3.0-4.9) (Emmerich 1 sur. 2001).

1.2.2.1. Indikacije za genotipizaciju faktora V Leiden i protrombina G20210A

Prema smjernicama americkog stru¢nog druStva za medicinsku genetiku (engl. American
College of Medical Genetics) iz 2018. godine genotipizacija faktora V Leiden i protrombina

G20210A preporucuje se u sljede¢im slucajevima:

1. prvi neprovocirani VTE, posebice kod osoba mladih od 50 godina;

2. VTE na neobi¢nom mjestu (npr. portalna vena, hepaticke, mezentericke, cerebralne
vene);

3. rekurentni VTE;

4. obiteljska anamneza VTE s (a) dva ili viSe ¢lana obitelji s povijes¢u VTE ili (b) jedan
prvi srodnik s VTE u ranoj dobi;

5. osobe s pozitivnim testom APC rezistencije (Zhang i sur., 2018a).
Testiranje se moze razmotriti i u sljede¢im slucajevima:

1. Zene mlade od 50 godina koje pusSe i imaju povijest akutnog infarkta miokarda;

2. bracai sestre osoba koje su homozigoti za faktor V Leiden ili protrombin G20210A;

3. asimptomatska trudnica ili Zena koja planira trudnoéu s prvim srodnikom s povijeséu
neprovocirane VTE ili VTE provocirane trudno¢om ili oralnim kontraceptivima;

4. trudnica ili Zena koja planira trudnocu ili koriStenje estrogena koja ima prvog srodnika

s povijes¢u VTE koji je poznati nositelj faktor V Ledein i/ili protrombina G20210A;
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5. trudnica ili Zena koja planira trudnocu, a koja je ranije imala VTE nepovezan s

estrogenima ili VTE provociran slabim rizicnim faktorom (Zhang i sur., 2018a).

Rutinsko testiranje u pravilu se ne preporucuje osobama s osobnom ili obiteljskom anamnezom

arterijske tromboze (Zhang i sur., 2018a).

1.2.3. Polimorfizam 5G/4G u genu za PAI-1

Inhibitor aktivatora plazminogena-1 (PAI-1) pripada porodici inhibitora serinskih
proteaza (serpina) i najvazniji je fizioloski inhibitor aktivatora plazminogena — tkivnog (tPA,
engl. tissue plasminogen activator) 1 urokinaznog (uPA, engl. wurokinase plasminogen
activator). Plazmin je serinska proteaza koja razgradnjom fibrina dovodi do razgradnje ugruska.
Djelovanjem plazmina na fibrin nastaju razgradni produkti fibrina, od kojih su klinicki
najrelevantniji D-dimeri (Risman i sur., 2023). Plazmin se sintetizira u jetri kao neaktivni
plazminogen, a aktivatori plazminogena, serinske proteaze, cijepaju ga u aktivni plazmin (Flick
1 Bugge, 2017). FizioloSki najznacajniji aktivator plazminogena je tkivni aktivator
plazminogena (tPA), zatim urokinazni aktivator plazminogena (uPA), a manje su vazni FXIa,
FXIla i kalikrein (Katz i Tadi, 2021). tPA se luci iz vaskularnog endotela te na fibrinskom
ugrusku stvara kompleks s plazminogenom i aktivira ga, a zatim plazmin mehanizmom
pozitivne povratne sprege dodatno aktivira tPA. uPA se veze na svoj receptor na povrSini
endotela te aktivira plazmin koji onda dodatno aktivira uPA (Katz i Tadi, 2021). Plazmin koji
je aktiviran djelovanjem tPA uglavnom je uklju€en u fibrinolizu, dok plazmin koji je aktiviran
djelovanjem uPA ima funkciju u remodeliranju tkiva, stani¢noj adheziji i migraciji te upali
(Sillen 1 Declerck, 2021). PAI-1 posredno, inhicijom aktivatora plazminogena, inhibira
aktivaciju plazminogena u plazmin, dok se az-antiplazmin i a2-makroglobulin u cirkulaciji vezu

na plazminogen i izravno inhibiraju njegovu aktivaciju u plazmin.

PAI-1 sintetizira se u vaskularnom endotelu, trombocitima, adipoznom tkivu 1 drugdje,
a ekspresija mu je potaknuta raznim faktorima kao $to su proupalni citokini (Sillen 1 Declerck,
2021; Suyama i sur., 1998). U krvi se PAI-1 u manjoj koli¢ini nalazi u plazmi, a u ve¢oj koli¢ini
u trombocitima (Sillen i Declerck, 2021). PAI-1 se veze na tPA 1 uPA te ih izravno inhibira.
Povecana aktivnost PAI-1 dovodi do pretjerane inhibicije aktivatora plazminogena i
posljedicno nedovoljne aktivacije plazminogena u plazmin. Smanjena aktivnost plazmina
dovodi do neefikasne fibrinolize, odnosno predstavlja hiperkoagulacijsko stanje (Dayco i sur.,
2022; Sillen i Declerck, 2021). PAI-1 kodiran je genom SERPINEI koji se nalazi na

kromosomu 7 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Poznati polimorfizam u promotorskoj regiji
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gena SERPINE] je delecija/insercija 5G/4G (rs1799768) (Dayco i sur., 2022). 4G alel dovodi
do stvaranja visSe mRNA nego 5G alel, a time i viSe proteinskog produkta PAI-1 (Isordia-Salas
1 sur., 2009). U istrazivanju koje su na 126 zdravih ispitanika proveli Begonja i sur. (2002)
frekvencije genotipova PAI-1 u hrvatskoj populaciji bile su 29 % za 5G/5G, 47 % za 5G/4G 1
24 % za 4G/4G.

U meta-analizi koju su proveli Tsantes i sur. (2007) omjer izgleda za VTE u PAI-1
4G/4G homozigota u odnosu na osobe s 5G/4G 1 5G/5G genotipom iznosio je 1.14 (95 % Cl =
1.004 — 1.297). Doprinos polimorfizma PAI-1 5G/4G nastajanju VTE vjerojatno je malen i
prisutan tek u kombinaciji s ostalim rizicnim ¢imbenicima (Tsantes 1 sur., 2008). Prema meta-
analizi koju su proveli Li i sur. (2015), u odnosu na PAI-1 5G/5G 1 5G/4G genotip, PAI-1
4G/4G genotip predstavlja riziéni ¢imbenik za rekurentne spontane pobacaje u bjelkinja (OR =
2.23; 95 % CI = 1.44 — 3.46). Ipak, smjernice za testiranje na tromfobiliju britanskog
hematoloskog drustva (engl. British Society for Haematology) iz 2022. godine ne preporucuju
genotipizaciju PAI-1 5G/4G polimorfizma niti u svrhu evaulacije VTE niti u svrhu evaulacije

spontanih pobacaja ili drugih nezeljenih ishoda trudnoce (Arachchillage i sur., 2022).
1.2.4. Polimorfizam C677T u genu za MTHFR

Metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) je enzim koji katalizira redukciju 5,10-
metilentetrahidrofolata u 5-metiltetrahidrofolat, oblik folata koji se koristi u remetilaciji
homocisteina u metionin. Smanjena funkcija MTHFR onemogucuje nastajanje 5-
metilentetrahidrofolata, a time i uklanjanje homocisteina pa je kod smanjene funkcije MTHFR
koncentracija homocisteina u plazmi povisena, §to se povezuje s rizikom od kardiovaskularnih
bolesti i tromboze (Slika 5) (Raghubeer i Matsha, 2021). Gen za MTHFR nalazi se na
kromosomu 1. Polimorfizam C677T (rs1801133) u genu za MTHFR uzrokuje zamjenu alanina
valinom na polozaju 222 (Liew i Gupta, 2015). Osobe s MTHFR 677 TT genotipom imaju 50-
60 % smanjenu aktivnost MTHFR (Rahubeer 1 Matsha, 2021). Prema nekim istraZzivanjima
MTHFR C677T polimorfizam je rizi¢ni faktor za razvoj tromboze i kardiovaskularnih bolesti,

dok druga istraZivanja to opovrgavaju (Levin i Varga, 2016).

Otprilike 25 % opce svjetske populacije nositelji su MTHFT C677T, s tim da je najveca
frekvencija medu hispanskom (47 %) 1 europskom (36 %) populacijom (The 1000 Genomes
Consortium Project, 2015). U europskoj populaciji 13.5 % osoba ima MTHFR 677 TT genotip
(Graydon i sur., 2019).
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Slika 5. Metabolicka povezanost MTHFR i homocisteina. MTHFR — metilentetrahidrofolat
reduktaza; MTR — metionin sintaza; MTRR — metionin sintaza reduktaza; CBS — cistation-[3-
sintaza (preuzeto i prilagodeno prema Zhang 1 sur., 2018b)

1.2.4.1. Klini¢ka znacajnost genotipizacije polimorfizma MTHFR C677T odredivanja

plazmatske koncentracije homocisteina

MTHEFR 677 TT genotip povezuje se s blago poviSenim koncentracijama homocisteina
u plazmi. U istrazivanju koje su proveli Pereira i1 sur. (2004) koncentracija homocisteina u
plazmi osoba s MTHFR 677 CC genotipom bila je 8.2+2.0 pmol/L, kod osoba s MTHFR 677
CT genotipom 8.8+3.2 umol/L, a kod osoba s MTHFR 677 TT genotipom 16.2+8.9 umol/L.

Hiperhomocisteinemija se opéenito moze podijeliti na blagu, umjerenu i tesku (Tablica 6).

Tablica 6. Klasifikacija hiperhomocisteinemije (Hirmerova, 2013).

Vrsta Koncentracija Etiologija
hiperhomocisteinemije homocisteina u

(prevalencija) plazmi

Blaga (<10 %) 15 — 30 pmol/L MTHFR 677 TT, vegetarijanska

prehrana, blagi deficit folata ili
vitamina B12, renalna insuficijencija,
terapija antagonistima folata

Umjerena (<1 %) 30 — 100 pmol/L Umjereni 1 teSki deficit folata ili
vitamina B12, renalna insuficijencija
Teska (<0.02 %) > 100 umol/L Homocistinurija
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Teska hiperhomocisteinemija vrlo je rijetka i javlja se kod kongenitalne homocistinurije
koja je naj¢es¢e uzrokovana mutacijom u genu za cistation B-sintazu (Hirmerova, 2013), ali
znatno rjede moze biti uzrokovana i mutacijama u MTHFR genu koje uzrokuju izrazito
smanjenu aktivnost MTHFR, ¢ak 1 aktivnost od 0 % (Leclerc i sur., 2013). Najces¢i uzrok smrti
kod oboljelih od homocistinurije su VTE i arterijska tromboza (Morris i sur., 2017). Predlozeni
mehanizmi protrombotickog djelovanja homocisteina uklju¢uju uzrokovanje disfunkcije
endotela, vazokonstrikciju povecanjem sinteze tromboksana A2, povecanje aktivnosti
trombocita te smanjenje vezanja tPA na fibrin i time smanjenu fibrinolizu (Hirmerova, 2013).
Ipak, ostaje dvojbeno moze li se blaga hiperhomocisteinemija, kakva se pojavljuje u osoba s
MTHEFR 677 TT genotipom, povezati s povecanim rizikom od VTE. Neke studije (Herrmann 1
sur., 2012) su ustvrdile postojanje korelacije izmedu hiperhomocisteinemije i VTE, dok druge
studije nisu (Mékelburg i sur., 2009; Gémez 1 sur., 2008). Prema prospektivnoj studiji na 27
555 Zena starosti > 45 godina (Aday 1 sur., 2021) hiperhomocisteinemija je rizi¢ni faktor za
neprovociranu, ali ne i za provociranu DVT i PE. Prospektivna studija (Naess, 2008) pratila je
kohortu od 66 140 osoba kroz 7 godina te su rezultati ukazivali na to da hiperhomocisteinemija
(u koncentracijama iznad 95. percentila) jest rizi¢ni faktor za razvoj prvog VTE u musSkaraca
(OR 2.17; 95 % CI = 1.20-3.91), ali ne 1 u Zena. Rezultati iste studije pokazali su da
polimorfizam MTHFR 677 TT nije faktor rizika za razvoj prvog VTE. Studija koja je
ukljucivala 4375 pacijenata s prvim VTE 14856 kontrolnih ispitanika nije potvrdila korelaciju
MTHEFR 677 TT i VTE (Bezemer i sur., 2007). Meta-analiza na preko 11 000 VTE pacijenata
122 000 kontrola nije pronasla korelaciju MTHFR 677 TT 1 VTE (Simone i sur., 2013). S druge
strane, meta-analiza koja je obuhvatila 99 ranijih studija pokazala je povecani rizik DVT u
osoba s MTHFR 677 TT 1 CT genotipom u odnosu na osobe s CC genotipom (OR=1.39, 95 %
CI 1.29-1.55) (Zeng i Zeng, 2018).

MTHFR 677 TT genotip povezuje se s nizim koncentracijama folata u serumu. U
jednom istrazivanju koncentracije folata u serumu bile su 20.2 % (95 % CI = 5.4-32.6 %) nize
uosobas MTHFR 677 TT genotipom nego u osoba s genotipom MTHFR 677 CC ili CT (Nishio
i sur., 2008). Budu¢i da je deficit folata prije i na pocetku trudnoce poznati uzrok defekata
neuralne cijevi kao $to su spina bifida ili anencefalija (Wald, 2022), provedena su istrazivanja
povezanosti genotipa MTHFR 1 pojavnosti defekata neuralne cijevi (Levin 1 Varga, 2016).
Ranije studije ukazivale su na 2 do 4 puta povecani rizik od defekta neuralne cijevi u djeteta
kad je trudnica MTHFR 677 TT genotip (Reilley i sur., 2013). U meta-analizi koja je obuhvatila
1329 pacijenata oboljelih od defekata neuralne cijevi i 2965 kontrolnih ispitanika MTHFR 677
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TT genotip pokazao se kao rizi¢ni faktor za razvoj defekata neuralne cijevi u odnosu na MTHFR
677 CC genotip (OR 1.892, 95 % CI = 1.333-2.687). U istu meta-analizu ukljuc¢eno je 3018
majki s potomstvom koje je bolovalo od defekata neuralne cijevi i 8746 kontrolnih ispitanica.
MTHEFR 677 TT genotip u majki pokazao se kao rizi¢ni ¢imbenik za razvoj defekata neuralne
cijevi u djece u usporedbi s MTHFR 677 CC genotipom (OR 2.016, 95 % CI = 1.478-2.750).
Ipak, relevantna ameri¢ka druStva ne preporucuju povecanje dnevnog unosa folne kiseline

trudnicama s MTHFR 677 TT genotipom (Levin i Varga, 2016).

Tablica 7. Smjernice stru¢nih drustava vezano za klinicku primjenu genotipizacije MTHFR i
odredivanja plazmatske koncentracije homocisteina (Arachchillage i sur., 2022; Levin i
Varga, 2016)

Organizacija Smjernice Literatura
American Heart Homocistein i genotipizacija MTHFR ne Greenland i sur.,
Association trebaju se koristiti u procjeni rizika 2010

kardiovaskularnih bolesti.

American College Genotipizacija MTHFR ne treba se koristitiu  Hickey i sur., 2013
of Medical svrhu procjene rizika tromboze ili rekurentnih
Genetics sponatnih pobacaja. U svrhu smanjenja rizika

defekta neuralne cijevi svim trudnicama se

preporucuje 4 mg folne kiseline/dan, neovisno

o genotipu MTHFR C677T.
American Ne preporucuje se koristiti genotipizaciju American Congress
Congress of MTHFR niti homocistein u evaulaciji VTE1  of Obestricians and
Obestricians and  neZeljenih ishoda trudnoce. Gynecologists, 2013
Gynecologists
British Society for U svrhu testiranja na trombofiliju ne Arachchillage i sur.,
Haematology preporucuje se odredivanje plazmatske 2022

koncentracije homocisteina, niti

genotipizacija MTHFR.

1.3. Vrednovanje analiza u podrucju molekularne dijagnostike

U vrednovanju metoda molekularne dijagnostike razlikuju se postupci verifikacije i
validacije. Validacijom se ispituju opce karakteristike odredene metode tj. dokazuje se sluzi li
odredena metoda svrsi kojoj je primarno namijenjena (Joint Committee for Guides in
Metrology, 2012). Verifikacija je provjera istinitosti tehnickih specifikacija proizvodaca
pregledom dokumentacije i prikupljanjem objektivnih dokaza da su utvrdeni zahtjevi ispunjeni
(Tesija Kuna, 2016). Verifikacija se provodi kod metoda koje su prethodno validirane i koje se

bez modifikacije koriste to¢no prema zadanom protokolu. Laboratorij provodi validaciju za in
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house metode 1 za metode koje su modificirane u odnosu na validirani protokol (Joint

Committee for Guides in Metrology, 2012).

Vrednovanje analiza u podruc¢ju molekularne dijagnostike provodi se ispitivanjem
analiticke preciznosti, analiticke to¢nosti, granica detekcije i ponovljivosti drugom metodom
(Felicitas 1 sur., 2012; Clinical Practice Committees of the Association for Molecular
Pathology, 2009). Analiticka preciznost definira se kao bliskost slaganja izmedu mjerenja istog
analita u istom uzorku u ponovljenim mjerenjima (TeSija Kuna, 2016). U molekularnoj
dijagnostici analiticka preciznost moze se definirati kao bliskost slaganja izmedu rezultata
nezavisnih analiza provedenih u propisanim uvjetima. Naj¢eS$¢i uzroci varijabilnosti koji se
mogu odraziti na preciznost ukljucuju operatera i lot reagensa (Clinical Practice Committees of
the Association for Molecular Pathology, 2009). Analiticka to¢nost definira se kao bliskost
rezultata mjerenja nekog analita stvarnoj vrijednosti tog analita. AnalitiCka tocnost u
kvalitativnim metodama predstavlja udio pravilno klasificiranih rezultata (stvarno pozitivnih 1
stvarno negativnih). Komponente analiticke toCnosti su analiticka osjetljivost 1 analiticka
specificnost (Tesija Kuna, 2016). U kvalitativnim metodama molekularne dijagnostike
analiticka osjetljivost predstavlja sposobnost testa da detektira mutaciju kada je ta mutacija
prisutna, a analiticka specifi¢nost predstavlja sposobnost testa da pokaze negativan rezultat u
uzorcima koji nemaju ispitivanu mutaciju (Clinical Practice Committees of the Association for
Molecular Pathology, 2014). Analiticka osjetljivost, specificnost i to¢nost kvalitativnih metoda
racunaju se prema sljede¢im izrazima (Clinical Practice Committees of the Association for

Molecular Pathology, 2014):

analiticka osjetljivost ( %) = x 100;

SP+LN

analiticka specificnost ( %) = x 100;

SN+LP

SP+SN
SP+SN+LP+LN

analiticka to¢nost ( %) = x 100;

gdje je: SP — broj stvarno pozitivnih uzoraka; SN — broj stvarno negativnih uzoraka; LP — broj

laZzno pozitivnih uzoraka; LN — broj lazno negativnih uzoraka (Tablica 8).
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Tablica 8. Odredivanje broja stvarno pozitivnih, stvarno negativnih, lazno pozitivnih i lazno
negativnih uzoraka

pozitivna ciljna negativna ciljna
vrijednost vrijednost
pozitivan rezultat dobiven metodom stvarno pozitivan lazno pozitivan
u postupku vrednovanja (SP) (LP)
negativan rezultat dobiven metodom laZzno negativan stvarno negativan
u postupku vrednovanja (LN) (SN)

Granica detekcije u molekularnoj dijagnostici predstavlja najmanju koli¢inu DNA potrebnu
za uspjeSno dobivanje rezultata odredene analize (Clinical Practice Committees of the
Association for Molecular Pathology, 2009). Osim analiticke validacije, moze se provoditi i
klini¢ka validacija koja ukljucuje dijagnosticku specifi¢nost, osjetljivost i to€nost. One se
raCunaju identi¢no kao analiticka osjetljivost, specificnost 1 tocnost, ali kriterij
pozitivnosti/negativnosti uzorka nije pozitivna/negativna ciljna  vrijednost, nego
prisutnost/odsustvo bolesti (Clinical Practice Committees of the Association for Molecular

Pathology, 2009).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

U Klini¢kom zavodu za kemiju Klini¢kog bolnickog centra Sestre milosrdnice doslo je do
promjene analitickog sustava za izvodenje genotipizacije polimorfizama F5 G1619A (faktor V
Leiden; rs6025), F2 G20210A (protrombin G20210A; rs1799963), PAI-1 5G/4G (rs1799768)
i MTHFR C677T (rs1801133). Uveden je LightCycler® 480 (Roche Diagnostics GmbH,
Svicarska) koji je zamijenio dotada$nji analitic¢ki sustav LightCycler® 1.5 (Roche Diagnostics
GmbH, Svicarska). Cilj ovog rada bio je validirati analiti¢ke karakteristike mjernih postupaka
genotipizacije polimorfizama F5 G1619A, F2 G20210A, PAI-1 5G/4G 1 MTHFR C677T na
analitickom sustavu LightCycler® 480 kako bi se utvrdilo posjeduju li navedeni mjerni postupci

dovoljnu analiticku kvalitetu da bi se mogli koristiti u rutinskom radu.
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3. MATERIJALI Il METODE

3.1. Izolacija DNA

Koriste¢i komercijalni kit za ekstrakciju DNA, nakon liziranja stanica, primjenom

postupka ekstrakcije 1 centrifugiranja na kolonama s adsorbensom za DNA, u konacnici se

dobije Cista DNA otopljena u puferu.

Uzorci:

Za izolaciju DNA koriSteni su uzorci pune venske krvi uzeti u epruvetu s antikoagulansom

KsEDTA.

Laboratorijska oprema:

e termostat Hybex Microsample Incubator (SciGene, Sjedinjene Americke Drzave)

e vrtlozna mjesalica Variable Speed SA8 Vortex Mixer (Cole-Palmer Stuart, Sjedinjene

Americke Drzave)

e mikrocentrifuga MicroCL 17 (Thermo Fisher Scientific, Sjedinjene Americke Drzave)

e automatske pipete volumena 10-100 pL i 100-1000 uL (Eppendorf, Njemacka)

Reagensi i potros$ni materijali:

e High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Svicarska), sadrzi:

o

o

o

o

(@]

Tissue Lysis Buffer (4 M urea, 200 mM Tris, 20 mM NaCl, 200 mM EDTA)
Binding Buffer (6 M gvanidin-HCI, 10 mM urea, 10 mM Tris-HCI, 20 % Triton X-
100)

Proteinaza K (liofilizat)

Inhibitor Removal Buffer (5 M gvanidin-HClL, 20 mM Tris-HCI; konacne
koncentracije nakon dodatka etanola)

Wash Buffer (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI; konac¢ne koncentracije nakon dodatka
etanola)

Elution Buffer (10 mM Tris-HCI)

kolone za proc¢is¢avanje High Pure Filter Tubes

plasti¢ne epruvete za prikupljanje eluata Collection Tubes

e plasti¢ni jednokratni nastavci za pipete s filterom volumena 100 pL i 1000 pL (Eppendorf,

Njemacka)

e plasti¢ne jednokratne sterilne epruvete volumena 1,5 mL (Eppendorf, Njemacka)

e izopropanol 99.7 % (Merck, Njemacka)

e ctanol apsolutni (T.T.T., Hrvatska)
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voda za PCR (Roche Diagnostics GmbH, Svicarska)

menzura volumena 100 mL

Postupak:

[ ]
l.
2.

A R e

10.
11.
12.

13.
14.

Priprema reagensa

U bocicu s liofiliziranom proteinazom K dodati 4.5 mL vode za PCR 1 otopiti liofilizat.

U bocicu s Inhibitor Removal Bufferom dodati 20 mL apsolutnog etanola.

U bocicu s Wash Bufferom dodati 80 mL apsolutnog etanola.

Izolacija DNA

Prije samog postupka izolacije DNA potrebno je zagrijati uzorke na sobnu temperaturu
(+15°C do +25°C) i temperirati alikvot Elution Buffera u termostatu na +70°C.

Dodati proteinazu K u plasti¢nu jednokratnu sterilnu epruvetu volumena 1,5 mL.

Dodati 200 pL uzorka pune venske krvi.

Dodati 200 pL Binding Buffera i vorteksirati 10 sekundi.

Inkubirati 10 minuta. Kratko centrifugirati epruvete.

Dodati 100 pL izopropanola. Vorteksirati 10 sekundi. Kratko centrifugirati epruvete.
Prebaciti sadrzaj epruvete u Filter Tube koja je prethodno umetnuta u Collection Tube.
Zacepiti kolonu 1 centrifugirati 1 min na 8000 g. Baciti eluat.

U Filter Tube dodati 500 puL Inhibitor Removal Buffera. Centrifugirati 1 min na 8000 g.
Baciti eluat.

U Filter Tube dodati 500 L Wash Buffera. Centrifugirati 1 min na 8000 g. Baciti eluat.

U Filter Tube dodati 500 uL. Wash Buffera. Centrifugirati 1 min na 8000 g.

Centrifugirati 10 sekundi na 13 000 g. Baciti eluat.

Premjestiti Filter Tube u novu plasticnu jednokratnu epruvetu volumena 1,5 mL i dodati
200 pL prethodno zagrijanog Elution Buffera.

Centrifugirati 1 min na 8000 g.

Pohraniti epruvetu s izoliranom DNA na +4°C.

3.2. Odredivanje koncentracije i ¢istoce DNA

Koncentracija 1 Cisto¢a izolirane DNA odredena je mikrovolumnim spektrofotometrom

kojiuuzorku od 1 uL otopine izolirane DNA mjeri apsorbancije na 230, 260 i 280 nm te racuna

koncentraciju DNA u uzorku. Budu¢i da DNA ima apsorpcijski maksimum na valnoj duljini od

260 nm, izmjerena apsorbancija na valnoj duljini od 260 nm razmjerna je koncentraciji DNA.

Proteini (tj. aromatske aminokiseline) imaju apsorpcijski maksimum na 280 nm. Gvanidin-HCl
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koji se koristi u izolaciji DNA ima apsorpcijski maksimum na 230 nm. Stoga omjer
apsorbancija A260/A280 i A260/A230 uzorka ukazuje na Cisto¢u izolirane DNA. Prihvatljivi
su uzorci DNA s omjerom A260/A280 koji iznosi 1.7 — 2.0 i omjerom A260/A230 koji iznosi
1.8-2.4.
Laboratorijska oprema:
e mikrovolumni spektrofotometar DS-11 FX+ (DeNovix, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave)
e vrtlozna mjeSalica Variable Speed SA8 Vortex Mixer (Cole-Palmer Stuart, Sjedinjene
Americke Drzave)
e automatska pipeta volumena 0,5-10 uL (Eppendorf, Njemacka)
Reagensi i potro$ni materijali:
e plasti¢ni jednokratni sterilni nastavci za pipete s filterom volumena 10 pL (Eppendorf,
Njemacka)
e FElution Buffer, sadrzan u High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics
GmbH, Svicarska)
e staniCevina
Postupak:
1. 2 uL Elution Buffera pipetira se na mjerno polje u svrhu postavljanja bazne linije (engl.
blank) spektrofotometra te se izvrSi mjerenje.
2. Po zavrsetku mjerenja, stani¢evinom se obriSe mjerno polje.
3. Na mjerno polje pipetira se 1 uL prethodno vorteksiranog uzorka DNA te se izvrsi
mjerenje.

4. Mjerno polje prebriSe se stanicevinom.

3.3. Genotipizacija polimorfizama F5 G1691A, F2 G20210A, PAI-1 5G/4G
i MTHFR C677T lan¢anom reakcijom polimeraze u stvarnom

vremenu uz analizu Kkrivulje taljenja

Genotipizacija polimorfizama F5 G1691A, F2 G20210A, PAI-1 5G/4G 1 MTHFR C677T
provedena je lancanom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu (qPCR, engl. quantitative

polymerase chain reaction) uz analizu krivulje taljenja (engl. melting curve analysis).

PCR se temelji na viSestrukom ponavljanju ciklusa grijanja i hladenja reakcijske smjese koji
ukljucuju denaturaciju DNA i njenu replikaciju djelovanjem termostabilne DNA polimeraze koja

se ne denaturira na visokim temperaturama potrebnima za denaturaciju DNA. U svakom se
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ciklusu replicira ciljni fragment DNA, odnosno ukupni broj fragmenata DNA umnoZzenih PCR-
om iznosi 2V gdje je N broj ciklusa. Svaki ciklus ukljucuje tri faze, omogucéene prikladnom
temperaturom i trajanjem:
1. denaturaciju kalupa dvolanc¢ane DNA zbog pucanja vodikovih veza izmedu lanaca
DNA uslijed visoke temperature;
2. sljepljivanje (hibridizaciju) klica i jednolan¢ane DNA;
3. produljenje (elongaciju) klica (sintezu novog lanca DNA) djelovanjem DNA
polimeraze kojom nastaje dvolanc¢ani DNA produkt.

DNA polimeraza ima sintetsku aktivnost u smjeru 5’—3’ te moze sintetizirati lanac DNA na
temelju komplementarnog lanca, ali ne moZe zapoceti sintezu de novo, nego nastavlja lanac koji
su ve¢ zapocele oligonukleotidne klice (engl. primers) — uzvodna klica (engl. forward primer) 1
nizvodna klica (engl. reverse primer), koje tako omeduju fragment DNA koji se umnozava. Cilj
je umnoziti onaj dio DNA koji sadrzi poziciju ispitivanog polimorfizma. Konkretno, u zasebnim
lan¢anim reakcijama polimeraze umnoZeni su fragment gena za faktor V duljine 110 pb, fragment
gena za protrombin duljine 106 pb, fragment gena za PAI-1 duljine 345 pb i fragment gena za
MTHFR duljine 288 pb. U sastavu reakcijske smjese nalaze se joS dNTP-ovi
(deoksiribonukleozid-trifosfati, engl. deoxynucleoside triphosphates, dNTPs) koji su gradivni
elementi novosintetizirane DNA te ioni Mg?* koji su kofaktor DNA polimeraze i stabilizatori

dNTP-ova. Shema lancane reakcije polimeraze prikazana je na Slici 6.
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Slika 6. Shema lancane reakcije polimeraze (preuzeto i prilagodeno prema Quan i sur., 2018).
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Za umnazanje fragmenta DNA od interesa koriStena je lancana reakcija polimeraze u
stvarnom vremenu koja koristi hibridizacijske sonde obiljezene s dva fluorofora — donorskim i
akceptorskim. Kada su sonde vezane za DNA od interesa (tijekom PCR-a to se dogada u fazi
sljepljivanja klica, kada je DNA od interesa jednolancana), donorski i akceptorski fluorofor
nalaze se u neposrednoj blizini te dolazi do fluorescentnog rezonantnog prijenosa energije (FRET,
engl. fluorescence resonance energy transfer) izmedu dvaju fluorofora. Donorski fluorofor,
pobuden svjetlos¢u iz uredaja, emitira fluorescenciju koju akceptorski fluorofor apsorbira te
posljedi¢no 1 on emitira fluorescenciju, ali na drugoj valnoj duljini nego donorski fluorofor. Mjeri
se samo fluorescencija koju emitira akceptorski fluorofor. Nuzni uvjet za nastajanje fluorescencije
je vezanje sondi na jednolan¢anu DNA jer su u suprotnom fluorofori previSe udaljeni da bi doslo
do FRET-a. Kako ciklusi PCR-a napreduju, u svakoj fazi sljepljivanja klica bit ¢e sve vise
dostupnih jednolancanih DNA na koje se sonde mogu vezati te ¢e dolaziti do rezonantnog
prijenosa energije izmedu sve veceg broja fluorofora, a time i do sve vece detektirane
fluorescencije. Tako fluorescentno obiljezene sonde omogucéuju pracenje nastajanja produkata
PCR-a u stvarnom vremenu.

Nakon provedene lancCane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu, umnozeni produkti
denaturirani su poviSenjem temperature i nakon toga renaturirani sniZenjem temperature.
Denaturacijom se razdvajaju lanci umnozenih produkata, a renaturacijom dolazi do njihove
hibridizacije, ali takoder dolazi i do hibridizacije umnozenih produkata i1 fluorescentno obiljeZenih
sondi iz otopine. Budu¢i da su se hibridizacijom sondi na DNA od interesa fluorofori nasli u
neposrednoj blizini, dolazi do FRET-a i detektira se fluorescencija. Za sva Cetiri ispitivana
polimorfizma koristene sonde dizajnirane su tako da su potpuno komplementarne divljem alelu
1ako nacelno sonde mogu biti dizajnirane tako da su potpuno komplementarne mutiranom alelu.
Buduc¢i da su sve koriStene sonde dizajnirane tako da su potpuno komplementarne divljem alelu,
kod homozigota za divlji tip nastat ¢e samo homodupleksi (sonde i umnozeni produkti su potpuno
komplementarni), kod mutiranih homozigota ¢e nastati samo heterodupleksi (sonde i umnozeni
produkti nisu potpuno komplementarni), dok ¢e kod heterozigota nastati homodupleksi i
heterodupleksi.

Nakon umnaZzanja fragmenta DNA od interesa te provedene denaturacije i renaturacije
kojom su nastali homodupleksi i/ili heterodupleksi, reakcijska smjesa se postupno zagrijava.
Postupnim povecanjem temperature dolazi do denaturacije homodupleksa 1 heterodupleksa tj.
odvajanja sondi od lanca umnozene DNA, nakon ¢ega se sonde nalaze udaljene u otopini pa se

fluorescencija gasi (dakle, pove¢anjem temperature fluorescencija se smanjuje). Homodupleksi 1
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heterodupleksi kod svakog ispitivanog polimorfizma pokazuju karakteristicne temperature
taljenja (Tm, engl. melting temperature — temperatura pri kojoj je denaturirano 50 % DNA), koje
su vece kod homodupleksa nego kod heterodupleksa jer je teze razdvojiti lance koji su medusobno
potpuno komplementarni. Krivulje taljenja prikazuju ovisnost izmjerene fluorescencije o
temperaturi, a na njima prisutne tocke infleksije odgovaraju temperaturama taljenja. Krivulje
taljenja lakSe se analiziraju kada se funkcija ovisnosti fluorescencije (F) o temperaturi (T)
transformirana u funkciju ovisnosti negativne derivacije fluorescencije po temperaturi (-dF/dT) o
temperaturi (T). Time se teZze uocljive tocke infleksije sigmoidalnih krivulja taljenja
transformiraju u lakSe uocljive vrhove krivulja, gdje svaki vrh krivulje odgovara jednoj
temperaturi taljenja. Ako je prisutan samo vrh krivulje na temperaturi koja odgovara temperaturi
taljenja hibrida sondi 1 DNA koja sadrzi divlji alel, ispitanik je homozigot za divlji tip. Ako je
prisutan samo vrh krivulje na temperaturi koja odgovara temperaturi taljenja hibrida sondi i DNA
koja sadrzi mutirani alel, ispitanik je mutirani homozigot. Ako su prisutna oba vrha krivulje,

ispitanik je heterozigot (prisutan je i mutirani i divlji alel).

Uzorci

e uzorci DNA izolirane iz uzoraka pune krvi uzete na antikoagulans KsEDTA, zaprimljenih u
Klini¢ki zavod za kemiju Klini¢kog bolnickog centra Sestre milosrdnice;

e pozitivni kontrolni uzorci heterozigotnog genotipa i genotipiziraju¢i standardi genotipa
dviljeg tipa 1 homozigotnog mutiranog genotipa za svaki pojedini ispitivani polimorfizam,
sadrzani u komercijalnim kitovima (popisani pod Reagensi i potrosni materijali).

Laboratorijska oprema:

e uredaj za qPCR LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostics GmbH,
Svicarska) s pripadajuéim programom LightCycler® 480 Software, verzija 1.5.1.62 (Roche
Diagnostics GmbH, Svicarska)

e vrtlozna mjesalica MS 3 Vortexer (IKA, Svicarska)

e centrifuga MEGA STAR 3.0R (VWR, Sjedinjene Americke Drzave)

e automatske pipeta volumena 0,5-10 uL i 1-100 uL (Eppendorf, Njemacka)

Reagensi i potroSni materijali:

e plasti¢ni jednokratni nastavci za pipete s filterom volumena 10 pL i 100 pL (Eppendorf,
Njemacka)

e plocice s 96 reakcijskih jazica LightCycler® 480 Multiwell (Roche Diagnostics GmbH,

Svicarska)
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adhezivna folija LightCycler® 480 Sealing Foil (Roche Diagnostics GmbH, Svicarska)

LightMix in-vitro diagnostics kit Factor V (Leiden) (TIB Molbiol, Njemacka), sadrzi:

©)

Parametar Specific Reagents (PCR) — specificne klice i hibridizacijske sonde,
liofilizat

Positive Heterozygous Control — pozitivni kontrolni uzorak DNA heterozigotnog
genotipa (F5 1619 GA), liofilizat

Genotyping Standard Wildtype — genotipizirajuci standard DNA genotipa divljeg
tipa (F5 1619 GQG), liofilizat

Genotyping Standard Mutant — genotipiziraju¢i standard DNA mutiranog
homozigotnog genotipa (F5 1619 AA), liofilizat

LightMix in-vitro diagnostics kit Factor I1 G20210A (TIB Molbiol, Njemacka), sadrzi:

©)

Parametar Specific Reagents (PCR) — specificne klice 1 hibridizacijske sonde,
liofilizat

Positive Heterozygous Control — pozitivni kontrolni uzorak DNA heterozigotnog
genotipa (F2 20210 GA), liofilizat

Genotyping Standard Wildtype — genotipizirajuci standard DNA genotipa divljeg
tipa (F2 20210 GG), liofilizat

Genotyping Standard Mutant — genotipizirajuéi standard DNA mutiranog
homozigotnog genotipa (F2 20210 AA), liofilizat

LightMix in-vitro diagnostics kit PAI-1 (TIB Molbiol, Njemacka), sadrzi:

o

(@]

Parametar Specific Reagents (PCR) — specificne klice i hibridizacijske sonde,
liofilizat

Positive Heterozygous Control — kontrolni uzorak DNA heterozigotnog genotipa
(PAI-1 5G/4G), liofilizat

Genotyping Standard Wildtype — genotipiziraju¢i standard DNA genotipa divljeg
tipa (PAI-1 5G/5G), liofilizat

Genotyping Standard Mutant — genotipiziraju¢i standard DNA mutiranog
homozigotnog genotipa (PAI-1 4G/4G), liofilizat

Light Mix in-vitro diagnostics kit MTHFR C677T (TIB Molbiol, Njemacka), sadrzi:

o

Parametar Specific Reagents (PCR) — specificne klice i1 hibridizacijske sonde,
liofilizat

Positive Heterozygous Control — pozitivni kontrolni uzorak DNA heterozigotnog

genotipa (MTHFR 677 CT), liofilizat
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Genotyping Standard Wildtype — genotipizirajuci standard DNA genotipa divljeg
tipa (MTHFR 677 CC), liofilizat

Genotyping Standard Mutant — genotipiziraju¢i standard DNA mutiranog
homozigotnog genotipa (MTHFR 677 TT), liofilizat.

e LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics GmbH, Svicarska),

sadrzi:
o

o

@)
@)

Postupak:

LightCycler® FastStart Enzyme (oznaka: 1a) — Taq polimeraza

LightCycler® FastStart Reaction Mix HybProbe (oznaka: 1b), 10x konc. — reakcijski
pufer Tris-HCI, smjesa ANTP-ova (s dUTP umjesto dTTP), 10 mM MgCl

stock otopina MgClz, 25 mM

voda za PCR

e Priprema otopine specifi¢nih klica i hibridizacijskih sondi (jednaka je za sva Cetiri

ispitivana polimorfizma, uz koriStenje posebnog reagensa za svaki ispitivani polimorfizam):

1.

5.
6.

Bocicu s liofiliziranom smjesom specificnih klica 1 hibridizacijskih sondi
centrifugirati 1 min na 10 000 o/min.

Provjeriti nalazi li se na dnu bocice zeleno-plavkasti talog.

Otopiti talog u 66 pL. vode za PCR 1 lagano promijeSati pipetom sa sterilnim
nastavkom 10 puta.

Inkubirati otopinu na sobnoj temperaturi 20 s.

Promijesati na vrtloznoj mijesalici 10 s.

Kratko centrifugirati da se sa stijenki bocice spuste zaostale kapi reagensa.

e Priprema otopina pozitivnih kontrolnih uzoraka/genotipizirajucih standarda (jednaka je

za sva Cetiri ispitivana polimorfizma, uz koristenje posebnih pozitivnih kontrolnih uzoraka 1

genotipiziraju¢ih standarda za svaki ispitivani polimorfizam):

1.

Bocicu s liofiliziranim pozitivnim kontrolnim uzorkom/genotipiziraju¢im standardom
centrifugirati 1 min na 10 000 o/min.

Provjeriti nalazi li se na dnu bocice plavkasti talog.

Otopiti talog u 80 pL vode za PCR i lagano promijesati pipetom sa sterilnim
nastavkom 10 puta.

Inkubirati otopinu na sobnoj temperaturi 20 s.

Promijesati na vrtloznoj mijesalici 10 s.

31



6. Kratko centrifugirati da se sa stijenki boc€ice spuste zaostale kapi pozitivnih kontrolnih
uzoraka/genotipizirajucih standarda.

e Priprema otopine LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe:

1. Bocicu la drzati u ledenici na -15°C do -25°C sve do kratkog centrifugiranja (tocka
3).

2. Odmrznuti bo€icu 1b; ukoliko se tijekom pohrane u bocici stvorio vidljivi reverzibilni
precipitat, inkubirati otopinu 1b na +37°C i lagano povremeno promijesati u bocici
okretanjem sve dok se potpuno ne otopi precipitat.

3. Kiratko centrifugirati boCicu la i bocicu 1b (kako bi se sa stijenki spustile zaostale
kapi) te ih potom staviti na led.

4. 45 pL otopine 1b ispipetirati u otopinu 1la.

5. Otopina lagano izmijeSati pipetom.

e Priprema reakcijske smjese za qPCR (naveden je postupak za jednu reakcijsku smjesu, tj.
za genotipizaciju jednog uzorka DNA/pozitivnog kontrolnog uzorka/genotipizirajuceg
standarda; postupak je jednak za sva Cetiri ispitivana polimorfizam, uz koristenje posebne
pripremljene otopine specifi€nih klica 1 hibridizacijskih sondi za svaki ispitivani
polimorfizam):

U reakcijsku jazicu na ploci se ispipetira redom:
1. 5.2 uL vode za PCR;
0.8 puL otopine MgClz, 25 mM;
1.0 puL pripremljene otopine specificnih klica i hibridizacijskih sondi;

1.0 uL pripremljene otopine LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe;

wos wD

2.0 uL otopine izolirane DNA ili pripremljene otopine pozitivnog kontrolnog
uzorka/genotipizirajuceg standarda za ispitivani polimorfizam.

U svakoj seriji uzoraka nuzno je koriStena negativna kontrola (voda za PCR) i pozitivni
kontrolni uzorak heterozigotnog genotipa za ispitivani polimorfizam. Reakcijska smjesa za
negativnu kontrolu prireduje se na isti nacin kao za uzorke, samo $to se umjesto 2.0 pL izolirane
u jazicu pipetira 2.0 uL vode za PCR. Nakon pipetiranja reakcijskih smjesa u jaZice na ploci,
ploca je prekrivena adhezivnom folijom i 1 minutu centrifugirana na 700 g na temperaturi od
kako bi se sav sadrzaj reakcijske smjese spustio na dno jazice. Ako u negativnoj kontroli dode do

umnazanja PCR produkata, rezultati cijelog run-a se odbacuju i postupak se mora ponoviti.
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e Lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu uz analizu krivulje taljenja

PCR je proveden na analitickom sustavu LightCycler® 480 (Roche Diagnostics GmbH,
Svicarska) uz koristenje pripadajuceg programa. Uvjeti PCR-a (Slika 7) za ispitivanje sva &etiri
polimorfizma bili su sljedeci: pocetna denaturacija na 95°C tijekom 10 min; 45 ciklusa umnazanja
koji su se sastojali od denaturacije DNA na 95°C tijekom 5 s, sljepljivanja klica na 60°C tijekom
10 s 1 produljenja klica na 72°C tijekom 15 s. Fluorescenija u svrhu pracenja koli¢ine nastalog
produkta mjerena je tijekom faze sljepljivanja klica. Nakon 45 ciklusa umnazanja, provedena je
denaturacija umnozene DNA na 95°C tijekom 30 s, a zatim renaturacija DNA na 43°C tijekom 2
min kada je doslo do hibridizacije fluorescentno obiljeZenih sondi 1 umnozene DNA. Nakon toga
je provedeno postupno zagrijavanje do 75°C uz kontinuirano mjerenje fluorescencije. Pritom je,
ovisno o prisutnom genotipu, doslo do denaturacije DNA pri tocno odredenim temperaturama
taljenja. Nakon taljenja DNA uredaj je ohladen na 40°C tijekom 30 s. Fluorescencija je mjerena
na valnim duljima od 465 do 510 nm. Dobivene krivulje taljenja (Slika 8) transformirane su u
krivulje ovisnosti negativne derivacije fluorescencije po temperaturi (-dF/dT) o temperaturi (T)
(Slika 9, Slika 10) radi lakSeg ocitavanja krivulja i odredivanja genotipa.

Overview
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Slika 7. Shema uvjeta temperature (os ordinata) i trajanja (os apscisa) pojedinih faza qPCR-a i
taljenja DNA. Zeleno oznacene tocke oznaCavaju trenutke mjerenja fluorescencije. Tijekom
ciklusa umnazanja ciljnog fragmenta DNA fluorescencija se mjeri samo jednom u svakoj fazi
sljepljivanja klica, a tijekom taljenja DNA fluorescencija se mjeri kontinuirano.
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Melting Curves
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Slika 8. Krivulje taljenja (ovisnost F o T) dobivene tijekom genotipizacije F5 G1619A. Svaka
krivulja predstavlja krivulju taljenja za jedan ispitivani uzorak. Temperature pridruzene
tockama infleksije odgovaraju temperaturama taljenja hibrida umnozene DNA i fluorescentno
obiljezenih sondi, a karakteristicne su za svaki pojedini genotip (GG, GA, AA). Temperature
taljenja je teSko precizno ocitati jer su tocke infleksije teSko uocljive pa se ovako dobivena
krivulja transformira u krivulju prikazanu na Slici 11. Negativna kontrola (voda) ne smije
pokazivati sigmoidalnu krivulju. F —izmjerena fluorescencija; T — temperatura.
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Slika 9. Krivulje taljenja (ovisnost -dF/dT o T) dobivene tijekom genotipizacije F5 G1619A.
Svaka krivulja odgovara krivulji taljenja za jedan ispitivani uzorak. Temperature koje
odgovaraju vrhovima krivulja na grafu oznacavaju temperature taljenja hibrida umnozene DNA
i fluorescentno obiljezenih sondi, a karakteristi¢ne su za svaki pojedini genotip (GG, GA, AA).
Negativna kontrola (voda) ne smije pokazivati vrh krivulje. Shema ocitavanja genotipa
prikazana je u Tablici 9. -dF/dT — derivacija fluorescencije po temperaturi; T — temperatura.
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Slika 10. Krivulje taljenja (ovisnost -dF/dT o T) dobivene tijekom genotipizacije (10a) F2
G20210A; (10b) PAI-1 5G/4G; (10c) MTHFR C677T. Krivuljama su pridruzeni odgovarajuci
genotipovi: (10a) GG, GA, AA; (10b) 5G/5G, 5G/4G, 4G/4G; (10c) CC, CT, TT. Negativna
kontrola (voda) ne smije pokazivati vrh krivulje. Shema ocitavanja genotipa prikazana je u
Tablici 9. -dF/dT — derivacija fluorescencije po temperaturi; T — temperatura.
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Tablica 9. Sheme ocitavanja genotipa prema krivuljama taljenja. Tm — temperatura taljenja;
mut/mut — mutirani homozigot; wt/mut — heterozigot; wt/wt — divlji tip.

F5 G1619A
genotip AA (mut/mut) GA (wt/mut) GG (wt/wt)
broj vrhova 1 2 1
Tm /°C 51-53 51-53159-61 59-61
F2 G20210A
genotip AA (mut/mut) GA (wt/mut) GG (wt/wt)
broj vrhova 1 2 1
Tm /°C 50-53 50-53160-63 60-63
PAI-15G/4G
genotip 4G/4G (mut/mut) 5G/4G (wt/mut) 5G/5G (wt/wt)
broj vrhova 1 2 1
Tm /°C 52-55 52-55159-62 59-62
MTHFR C677T
genotip TT (mut/mut) CT (wt/mut) CC (wt/wt)
broj vrhova 1 2 1
Tm /°C 58-61 58-61165-68 65-68

3.4. Validacija metoda genotipizacije polimorfizama F5 G1691A, F2
G20210A, PAI-1 5G/4G i MTHFR C677T

3.4.1. Ispitivanje analiticke nepreciznosti

Za svaki od Cetiri ispitivana polimorfizma, analitiCka nepreciznost ispitana je na dva
uzorka DNA s poznatim ciljnim vrijednostima divljeg tipa i heterozigota, uz 5 ponavljanja
svakog uzorka tijekom 5 radnih dana. Pritom su ispitivani uzorci zauzimali nasumi¢ne polozaje

na ploci s 96 reakcijskih jazica. Analiticka nepreciznost izraCunata je prema sljede¢em izrazu:

Analiticka nepreciznost = 100 % — % podudarnosti s ciljnim vrijednostima
Uzoreci:
e komercijalni kontrolni uzorci/genotipizirajuc¢i standardi s poznatim ciljnim vrijednostima
divljeg tipa 1 heterozigota, navedeni pod to¢kom 3.3.
KoriSteni materijali i uredaji:
e navedeni pod tockama 3.2.1 3.3.
Postupak:

e opisan pod to¢kama 3.2.13.3.
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3.4.2. Ispitivanje analiticke to¢nosti

Analiticka osjetljivost ispitana je u 5 neovisnih run-ova tijekom 5 radnih dana
genotipizacijom 5 uzoraka s poznatom pozitivnom ciljnom vrijednosti mutiranog homozigota.
Analiticka specificnost ispitana je u 5 neovisnih run-ova tijekom 5 radnih dana genotipizacijom
5 uzoraka s poznatom negativnom ciljnom vrijednosti.

Analiticka osjetljivost, specificnost i tocnost izracunati su prema sljede¢im izrazima:

analiticka osjetljivost ( %) = x 100;

SP+LN

analiticka specifi¢nost ( %) = x 100;

SN+LP

SP+SN
X
SP+SN+LP+LN

analiticka to¢nost ( %) = 100;

gdje je SP — broj stvarno pozitivnih uzoraka; LP — broj stvarno negativnih uzoraka; LP — broj

lazno pozitivnih uzoraka; LN — broj lazno negativnih uzoraka.

Uzoreci:

e uzorci s pozitivnom ciljnom vrijednosti mutiranog homozigota — komercijalni genotipizirajuci
standardi, navedeno pod tockom 3.3.

e uzorci s negativnom ciljnom vrijednosti — voda za PCR, navedeno pod tockom 3.3.

KoriSteni materijali i uredaji:

e navedeno pod tockama 3.2.13.3.

Postupak:

e naveden pod tockama 3.2.13.3.

3.4.3. Ispitivanje ponovljivosti drugom metodom

Ponovljivost drugom metodom ispitana je metodom qPCR-a uz analizu krivulje taljenja
na analitickom sustavu LightCylcer 480 (Roche Diagnostics GmbH, Svicarska) u seriji od 10
uzoraka razli¢itih genotipova ranije odredenih na analitickom sustavu LightCycler® 1.5 (Roche
Diagnostics GmbH, Svicarska). Ponovljivost drugom metodom izraZena je kao postotak
podudarnosti rezultata dobivenih na razli¢itim analitickim sustavima.
Uzoreci:
e uzorci DNA izolirane iz uzoraka pune krvi uzete na antikoagulans KsEDTA, zaprimljenih u

Klini¢ki zavod za kemiju Klini¢kog bolnickog centra Sestre milosrdnice
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e uzorci DNA iz programa vanjske procjene kvalitete RfB (Referenzinstitut fiir Bioanalytik,
Njemacka)

KoriSteni materijali i uredaji:

e navedeni pod tockama 3.2.13.3.

Postupak:

e opisan pod to¢kama 3.2 1 3.3.

3.4.4. Ispitivanje granice detekcije

Ispitana je uspjesnost PCR-a u seriji razrjedenja uzorka DNA kako bi se utvrdila
minimalna koli¢ina DNA potrebna za uspjesnu reakciju.
Uzorci
e uzorci DNA izolirane iz uzoraka pune krvi uzete na antikoagulans KsEDTA, zaprimljenih

u Klinicki zavod za kemiju Klinickog bolnickog centra Sestre milosrdnice; koristeni su

uzorci poznatog heterozigotnog genotipa za ispitivani polimrofizam
KorisSteni materijali i uredaji:

e automatska pipeta volumena 1000 pL (Eppendorf, Njemacka)
e plastiéni jednokratni nastavci za pipete s filterom volumena 1000 pL (Eppendorf,

Njemacka)

e plasti¢ne jednokratne sterilne epruvete volumena 1,5 mL (Eppendorf, Njemacka)
e ostali koriSteni materijali i uredaji navedeni su pod to¢kama 3.2. 1 3.3.
Postupak:

U uzorku DNA odredena je koncentracija DNA (opisano pod tockom 3.2.). Razrjedenja
uzorka izolirane DNA heterozigota za ispitivani polimorfizam izradena su u jednokratnim
plasti¢nim epruvetama volumena 1,5 mL u odgovaraju¢im volumenima vode za PCR kao Sto je
opisano u Tablici 13. 1z svakog razrjedenja uzet je alikvot od 2 pL te je on koristen kao uzorak u
daljnjem postupku genotipizacije (opisano pod to¢kom 3.3.).

Ukoliko je doslo do uspjesnog PCR-a te je bilo moguce iz dobivene krivulje taljenja odrediti
genotip, reakcija se smatra uspjeSnom, a u suprotnom se reakcija smatra neuspjesnom. Granicom

detekcije smatra se najmanja koli¢ina DNA (ng) kod koje je doslo do uspjesne reakcije.

38



4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Ispitivanje analiticke nepreciznosti

Tablica 10. Ispitivanje analiticke nepreciznosti za metode genotipizacije polimorfizama F35
G1619A, F2 G20210A, PAI-1 5G/4G i MTHFR C677T na analiti¢kom sustavu LightCycler®

480 (Roche Diagnostics Gmbh, Svicarska).

Ispitivani polimorfizam: F5 G1619A

Ponavljanje Ciljna vrijednost Dobivena vrijednost Podudarnost
! GG GG DA
GA GA DA
5 GG GG DA
GA GA DA
3 GG GG DA
GA GA DA
4 GG GG DA
GA GA DA
5 GG GG DA
GA GA DA
Podudarnost: 10/10 (100 %)
Analiti¢ka nepreciznost: 0 %
Ispitivani polimorfizam: F2 G20210A
Ponavljanje Ciljna vrijednost Dobivena vrijednost Podudarnost
{ GG GG DA
GA GA DA
5 GG GG DA
GA GA DA
3 GG GG DA
GA GA DA
4 GG GG DA
GA GA DA
5 GG GG DA
GA GA DA

Podudarnost: 10/10 (100 %)

Analiticka nepreciznost: 0 %

Ispitivani polimorfizam: PAI-1 5G/4G

39



Ponavljanje Ciljna vrijednost Dobivena vrijednost Podudarnost

{ 5G/5G 5G/5G DA
5G/4G 5G/4G DA
5 5G/5G 5G/5G DA
5G/4G 5G/AG DA
3 5G/5G 5G/5G DA
5G/4G 5G/AG DA
4 5G/5G 5G/5G DA
5G/4G 5G/4G DA
s 5G/5G 5G/5G DA
5G/4G 5G/AG DA

Podudarnost: 10/10 (100 %)

Analiticka nepreciznost: 0 %

Ispitivani polimorfizam: MTHFR C677T
Ponavljanje Ciljna vrijednost Dobivena vrijednost Podudarnost

! CcC CcC DA
CT CT DA
5 CcC CcC DA
CT CT DA
3 CcC CcC DA
CT CT DA
4 CcC CcC DA
CT CT DA
s CcC CcC DA
CT CT DA

Podudarnost: 10/10 (100 %)

Analiticka nepreciznost: 0 %

Unaprijed definirani kriterij prihvacanja za analiti¢ku nepreciznost iznosi 0%. Kriterij je
zadovoljen za sve Cetiri ispitane metode genotipizacije polimorfizama na analitickom sustavu
LightCycler® 480. Stoga se moze zakljuciti da sve Cetiri ispitane metode imaju zadovoljavajuéu

bliskost slaganja izmedu rezultata nezavisnih analiza provedenih u propisanim uvjetima.
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4.2. Ispitivanje analitiCke tocnosti

Tablica 11. Ispitivanje analiticke osjetljivosti, preciznosti i tocnosti za metode genotipizacije
polimorfizama F5 G1619A, F2 G20210A, PAI-1 5G/4G 1 MTHFR C677T na analitickom
sustavu LightCycler® 480 (Roche Diagnostics Gmbh, Svicarska). MT Standard —
genotipiziraju¢i standard DNA mutiranog homozigotnog genotipa; H2O — voda za PCR; neg —
negativna vrijednost (nije doslo do umnazanja produkta PCR-a)

Ispitivani polimorfizam: F5 G1619A

Analiticka osjetljivost Analiti¢ka specifi¢nost
Uzorak Ciljna Dobivena Ciljna Dobivena
vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost
MT Standard AA AA / /
HO / / neg neg
MT Standard AA AA / /
HO / / neg neg
MT Standard AA AA / /
H,O / / neg neg
MT Standard AA AA / /
H.O / / neg neg
MT Standard AA AA / /
H.O / / neg neg
Stvarno pozitivni (SP) 5
LazZno pozitivni (LP) 0
Stvarno negativni (SN) 5
Lazno negativni (LN) 0
Analiticka osjetljivost 100 %
Analiticka specifi¢nost 100 %
Analiticka to€nost 100 %

Ispitivani polimorfizam: F2 G20210A

Analiticka osjetljivost Analiticka specifi¢nost
Uzorak Ciljna Dobivena Ciljna Dobivena
vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost
MT Standard AA AA / /
H,O / / neg neg
MT Standard AA AA / /
HO / / neg neg
MT Standard AA AA / /
H,O / / neg neg
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MT Standard AA AA / /
H,O / / neg neg
MT Standard AA AA / /
H,O / / neg neg
Stvarno pozitivni (SP) 5
LazZno pozitivni (LP) 0
Stvarno negativni (SN) 5
LazZno negativni (LN) 0
Analiticka osjetljivost 100 %
Analiticka specificnost 100 %
Analiticka to¢nost 100 %

Ispitivani polimorfizam: PAI-1 5G/4G

Uzorak

Analiticka osjetljivost

Analiti¢ka specifi¢nost

Ciljna Dobivena Ciljna Dobivena
vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost
MT Standard 4G/AG 4G/4AG / /
HO / / neg neg
MT Standard 4G/AG 4G/AG / /
H,O / / neg neg
MT Standard 4G/4AG 4G/4G / /
H,O / / neg neg
MT Standard 4G/4AG 4G/4G / /
HO / / neg neg
MT Standard 4G/AG 4G/4AG / /
H.O / / neg neg
Stvarno pozitivni (SP) 5
LazZno pozitivni (LP) 0
Stvarno negativni (SN) 5
Lazno negativni (LN) 0
Analiticka osjetljivost 100 %
Analiticka specifi¢nost 100 %
Analiticka to€nost 100 %

Ispitivani polimorfizam: MTHFR C677T

Uzorak

Analiti¢ka osjetljivost

Analiticka specifi¢nost

Ciljna
vrijednost

Dobivena
vrijednost

Ciljna
vrijednost

Dobivena
vrijednost
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MT Standard TT TT / /
H,O / / neg neg
MT Standard TT TT / /
H,O / / neg neg
MT Standard TT TT / /
HO / / neg neg
MT Standard TT TT / /
HO / / neg neg
MT Standard TT TT / /
HO / / neg neg
Stvarno pozitivni (SP) 5
LaZno pozitivni (LP) 0
Stvarno negativni (SN) 5
Lazno negativni (LN) 0
Analiticka osjetljivost 100 %
Analiticka specifi¢nost 100 %
Analiti¢ka to¢nost 100 %

Unaprijed definirani kriterij prihvacanja za analiti¢ku osjetljivost iznosi 100%. Kriterij je

zadovoljen za sve Cetiri ispitane metode genotipizacije polimorfizama na analitiCkom sustavu

LightCycler® 480. Stoga se mozZe zakljuditi da sve &etiri ispitane metode imaju zadovoljavajuéu

sposobnost detektiranja pojedinih polimorfizama kada su ti polimorfizmi stvarno prisutni.

Unaprijed definirani kriterij prihvacanja za analiticku specificnost iznosi 100%. Kriterij

je zadovoljen za sve Cetiri ispitane metode genotipizacije polimorfizama na analiticCkom sustavu

LightCycler® 480. Moze se zakljuditi da sve Cetiri ispitane metode imaju zadovoljavajuéu

sposobnost pokazivanja negativnog rezultata kada u uzorku nema prisutnog pojedinog

polimorfizma.

Unaprijed definirani kriterij prihvac¢anja za analiticku to¢nost iznosi 100%. Kriterij je

zadovoljen za sve Cetiri ispitane metode genotipizacije polimorfizama na analitickom sustavu

LightCycler® 480, te sve Cetiri ispitane metode na zadovoljavajuéi na¢in klasificiraju pozitivne

1 negativne rezultate.
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4.3. Ispitivanje ponovljivosti drugom metodom

Tablica 12. Ispitivanje ponovljivosti drugom metodom za genotipizaciju polimorfizama F5
GI1619A, F2 G20210A, PAI-1 5G/AG i MTHFR C677T. # — redni broj uzorka; LC 1.5 —
LightCycler® 1.5 (Roche Diagnostics Gmbh, Svicarska); LC 480 — LightCycler® 480 (Roche
Diagnostics Gmbh, Svicarska).

Ispitivani polimorfizam: F5 G1619A
# Genotip odreden na LC 1.5 Genotip odreden na LC 480 Podudarnost
1 GG GG DA
2 GA GA DA
3 GG GG DA
4 GA GA DA
5 AA AA DA
6 AA AA DA
7 GG GG DA
8 GA GA DA
9 AA AA DA
10 GA GA DA
Podudarnost rezultata dobivenih na LC 1.51 LC 480 = 10/10 (100 %)
Ispitivani polimorfizam: F2 G20210A
# Genotip odreden na LC 1.5 Genotip odreden na LC 480 Podudarnost
1 GG GG DA
2 GG GG DA
3 GG GG DA
4 AA AA DA
5 GA GA DA
6 GA GA DA
7 GA GA DA
8 GA GA DA
9 AA AA DA
10 AA AA DA
Podudarnost rezultata dobivenih na LC 1.5 1 LC 480 = 10/10 (100 %)
Ispitivani polimorfizam: PAI-1 5G/4G
# Genotip odreden na LC 1.5 Genotip odreden na LC 480 Podudarnost
1 4G/4AG 4G/4G DA
2 5G/4AG 5G/4AG DA
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3 4G/4AG 4G/4AG DA
4 5G/5G 5G/5G DA
5 4G/4AG 4G/4G DA
6 5G/4AG 5G/4G DA
7 5G/4AG 5G/4G DA
8 4G/4G 4G/4G DA
9 5G/5G 5G/5G DA
10 5G/4G 5G/4G DA
Podudarnost rezultata dobivenih na LC 1.5 1 LC 480 = 10/10 (100 %)
Ispitivani polimorfizam: MTHFR C677T
# Genotip odreden na LC 1.5 Genotip odreden na LC 480 Podudarnost
1 CT CT DA
2 CC CC DA
3 CT CT DA
4 CC CC DA
5 TT TT DA
6 CC CC DA
7 TT TT DA
8 TT TT DA
9 CC CC DA
10 CT CT DA
Podudarnost rezultata dobivenih na LC 1.5 1 LC 480 = 10/10 (100 %)

Unaprijed definirani kriterij prihvac¢anja za ponovljivost drugom metodom iznosi 100%.
Kriterij je zadovoljen za sve Cetiri ispitane metode genotipizacije polimorfizama na analitickom
sustavu LightCycler® 480. M zaklju¢iti da su na analitickim sustavima LightCycler® 480 i

LightCycler® 1.5 sve Cetiri ispitivane metode medusobno usporedive (daju istovjetne rezultate).

4.4. Ispitivanje granice detekcije

Tablica 13. Ispitivanje granica detekcije za genotipizaciju polimorfizama F5 G1619A, F2
G20210A, PAI-1 5G/AG 1 MTHFR C677T na analitickom sustavu LightCycler® 480 (Roche
Diagnostics Gmbh, Svicarska).

Ispitivani polimorfizam: F5 G1691A
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Genotip uzorka DNA: GA

Koncentracija DNA u uzorku izolirane DNA: 35 ng/uL

V (DNA) V (H0) Razrjedenje Kpliéina DNA u Uspjesna reakcija
/ uL / uL alikvotu od 2 pLL
2 2 1:2 35ng DA
2 6 1:4 17.5ng DA
2 14 1:8 8.8 ng DA
2 30 1:16 4.4 ng DA
2 62 1:32 2.2 ng DA
2 126 1:64 1.1 ng DA
2 254 1:128 0.6 ng DA
Granica detekcije: 0.6 ng DNA
Ispitivani polimorfizam: F2 G20210A
Genotip uzorka DNA: GA
Koncentracija DNA u uzorku izolirane DNA: 41 ng/pL
V(DNA) V (H:0) Razrjedenje Kpliéina DNA u Uspjesna reakcija
/ uL / uL alikvotu od 2 pLL
2 2 1:2 41.0ng DA
2 6 1:4 20.5 ng DA
2 14 1:8 10.3 ng DA
2 30 1:16 5.1 ng DA
2 62 1:32 2.6 ng DA
2 126 1:64 1.3 ng DA
2 254 1:128 0.7 ng NE
Granica detekcije: 1.3 ng DNA
Ispitivani polimorfizam: PAI-1 5G/4G
Genotip uzorka DNA: 5g/4g
Koncentracija DNA u uzorku izolirane DNA: 42 ng/uL
V (DNA) v (H0) Razrjedenje Kpliéina DNA u Uspjesna reakcija
/ uL / uL alikvotu od 2 uL
2 2 1:2 42 ng DA
2 6 1:4 21 ng DA
2 14 1:8 10.5 ng DA
2 30 1:16 52ng DA
2 62 1:32 2.6 ng DA
2 126 1:64 1.3 ng DA
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Granica detekcije: 1.3 ng DNA

Ispitivani polimorfizam: MTHFR C677T

Genotip uzorka DNA: CT
Koncentracija DNA u uzorku izolirane DNA: 33.3 ng/uL

I el Il
2 2 1:2 33.3ng DA
2 6 1:4 16.7 ng DA
2 14 1:8 8.4 ng DA
2 30 1:16 4.2 ng DA
2 62 1:32 2.1ng DA
2 126 1:64 1.0 ng DA

Granica detekcije: 1.0 ng DNA

Prema deklaraciji proizvodaCa granice detekcije za sve Cetiri ispitane metode
genotipizacije polimorfizama na analitickom sustavu LightCycler® 480 iznose 1.5 ng DNA.
Ispitane granice detekcije za metode genotipizacije polimorfizama F5 G1619A, F2 G20210A,
PAI-1 5G/AG 1 MTHFR C677T iznose redom: 0.6 ng DNA, 1.3 ng DNA, 1.3 ng DNA 1 1.0 ng
DNA. Sve ispitane granice detekcije manjih su vrijednosti od deklariranih te je time potvrdena

deklaracija proizvodaca.

Etiologija venskog tromboembolizma ukljuuje brojne steCene i nasljedne rizi¢ne
¢imbenike. S obzirom na promjene analitickog sustava za genotipizaciju navedenih
polimorfizama uveden je LightCycler® 480 (Roche Diagnostics GmbH, Svicarska). Cilj ovog
rada bio je validirati analiti¢ke karakteristike mjernih postupaka genotipizacije F'5 G1619A, F2
G20210A, PAI-1 5G/4G 1 MTHFR C677T metodom lancane reakcije polimeraze uz analizu
krivulje taljenja na sustavu LightCycler® 480 prije koriStenja u rutinskom radu. Ispitani su
parametri; analiticka nepreciznost, analiticka osjetljivost, analiticka specificnost, analiticka
to¢nost, usporedivost drugom metodom i granica detekcije koji su u potpunosti zadovoljili
unaprijed definirane analitiCke kriterije kvalitete 1 stoga se ispitani mjerni postupci mogu

prihvatiti za rutinski rad.
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5. ZAKLJUCCI

Rezultati validacije mjernih postupaka genotipizacije polimorfizama F5 G1619A (rs6025),
F2 G20210A (rs1799963), PAI-1 5G/AG (rs1799768) i MTHFR C677T (rs1801133) na
analitickom sustavu LightCycler® 480 (Roche Diagnostics Gmbh, Svicarska) u potpunosti su
zadovoljili unaprijed definirane analiticke kriterije kvalitete i1 stoga se ispitani mjerni postupci

mogu prihvatiti za rutinski rad.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA I SIMBOLA

A230
A260
A280
APC
APCR
APTV
CBS
CI

CT
DNA
dNTP
DVT
EPCR
FRET

FV
FVa
FVIla
FVlIlla
FVL
FXa
FXla
FXIla
INR

LN

LP
MR
MS
MSCT

apsorbancija na valnoj duljini od 230 nm

apsorbancija na valnoj duljini od 260 nm

apsorbancija na valnoj duljini od 280 nm

aktivirani protein C

rezistencija na aktivirani protein C (engl. activated protein C resistance)
aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme

cistation-B-sintaza (engl. cystathionine beta-synthase)

interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

kompjutorska tomografija (engl. Computed Tomography)
deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
deoksiribonukleozid-trifosfat (engl. deoxynucleoside triphosphate)
duboka venska tromboza

endotelni receptor proteina C (engl. endothelial protein C receptor)
fluorescentni rezonantni prijenos energije (engl. fluoresence resonance
energy transfer)

faktor zgrusavanja V

aktivirani faktor zgruSavanja V

aktivirani faktor zgruSavanja VII

aktivirani faktor zgrusavanja VIII

faktor V Leiden

aktivirani faktor zgrusavanja X

aktivirani faktor zgruSavanja XI

aktivirani faktor zgruSavanja XII

internacionalni normaliziraju¢i omjer (engl. International Normalized
Ratio)

laZzno negativan

lazno pozitivan

magnetska rezonancija

metionin sintaza (engl. methionine synthase)

viSeslojna kompjutorizirana tomografija (engl. Multislice Computed

Tomography)
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MSR
MTHFR

OR
PAI-1

PCR
PE
qPCR

SN
SP
TF
TFPI
Tm
™
tPA
uPA

VTE
VWF

wt

metionin sintaza reduktaza (engl. methionine synthase reductase)
metilentetrahidrofolat reduktaza (engl. methylenetetrahydrofolate
reductase)

omjer izgleda (engl. odds ratio)

inhibitor aktivatora plazminogena-1 (engl. plasminogen activator
inhibitor-1)

lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)
pluéna embolija

lan¢ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (engl. quantitative
polymerase chain reaction)

stvarno negativan

stvarno pozitivan

tkivni faktor

inhibitor puta tkivnog faktora (engl. tissue factor pathway inhibitor)
temperatura taljenja (engl. melting temperature)

trombomodulin

tkivni aktivator plazminogena (engl. tissue plasminogen activator)
urokinazni aktivator plazminogena (engl. urokinase plasminogen
activator)

venski tromboembolizam

von Willebrandov faktor

alel divljeg tipa (engl. wild type)
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8. SAZETAK/SUMMARY

8.1. Sazetak

Venski tromboembolizam je potencijalno po Zivot opasno stanje Cija etiologija ukljucuje
brojne stecene i nasljedne rizi¢ne ¢imbenike. Nasljedni rizi¢ni ¢imbenici ukljucuju genske
polimorfizme faktor V Leiden (£5 G1619A) 1 protrombin G20210A (F2 G20210A). Katkad se
u rizi¢ne faktore za venski tromboembolizam ubrajaju i genski polimorfizmi PAI-1 5G/4G i
MTHFR C677T iako se oni ne mogu jednozna¢no povezati s povecanim rizikom venskog
tromboembolizma. U Klinickom zavodu za kemiju Klini¢kog bolnickog centra Sestre
milosrdnice doSlo je do promjene analitickog sustava za genotipizaciju navedenih
polimorfizama te je uveden LightCycler® 480 (Roche Diagnostics GmbH, Svicarska). Cilj ovog
rada bio je validirati analiticke karakteristike mjernih postupaka genotipizacije F5 G1619A, F2
G20210A, PAI-1 5G/4G 1 MTHFR C677T metodom lancane reakcije polimeraze uz analizu
krivulje taljenja na sustavu LightCycler® 480 prije koristenja u rutinskom radu. Ispitani su
analiticka nepreciznost, analiticka osjetljivost, analiticka specificnost, analiticka toc¢nost,
usporedivost drugom metodom i granica detekcije. Svi ispitani parametri u potpunosti su
zadovoljili unaprijed definirane analiticke kriterije kvalitete i stoga se ispitani mjerni postupci

mogu prihvatiti za rutinski rad.
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8.2. Summary

Venous thromboembolism is a potentially life-threatening condition whose etiology
includes numerous acquired and hereditary risk factors. Hereditary risk factors include gene
polymorphisms factor V Leiden (F5 G1619A) and prothrombin G20210A (F2 G20210A).
Gene polymorphisms PAI-1 5G/4G and MTHFR C677T are also sometimes considered a risk
factor for venous thromboembolism although those can not be consistently associated with
increased risk of venous thromboembolism. In the Clinical Chemistry Department of the Sestre
milosrdnice University Hospital Center, the analytical system being used for genotyping
mentioned polymorphisms was changed by introducing LightCycler® 480 (Roche Diagnostics
GmbH, Switzerland). This study aimed to evaluate analytical characteristics of genotyping
polymorphisms F5 G1619A, F2 G20210A, PAI-1 5G/4G, and MTHFR C677T by real-time
polymerase chain reaction with melting curve analysis on LightCycler® 480 before putting it
into routine operation. Analytical imprecision, analytical sensitivity, analytical specificity,
analytical accuracy, repeatability using another method, and limit of detection were examined.
All examined parameters fully met the pre-defined analytical quality criteria and therefore the

evaluated methods can be accepted for routine work.
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