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1. Uvod

1.1. Trombofilija

Trombofilija se definira kao nasljedno ili steceno stanje, a odnosi se na abnormalnosti
u hemostazi koje povecavaju rizik od venske ili arterijske tromboze. Termin
"hiperkoagulabilno stanje" Cesto se koristi kao drugi naziv za predtromboticko stanje, unatoc
¢injenici da veéina osoba s ovim stanjem nece doZivjeti trombozu. Istrazivanja genetskih
mutacija koje uzrokuju nasljednu hiperkoagulabilnost obi¢no se provode u obiteljima s
visokom stopom trombotskih dogadaja. Osim genetskih faktora, ste€ene bolesti takoder mogu
izazvati promjene u koagulaciji, povecavajuci sklonost pojedinca trombozi (Campello i sur,
2019). Trombofilija opisuje poremecaje koji dovode do vece sklonosti formiranju patoloskih
intravaskularnih tromba (Moore, 2024). Buduéi da tromboza ima viSestruke uzroke,
prisutnost trombofilnog defekta je samo jedan od faktora koji utjecu na rizik. Zbog toga je
testiranje na trombofiliju predmet rasprave kada je rije¢ o prevenciji i lijeCenju, jer rezultati
testiranja Cesto ne pruzaju informacije koje bi znacajno utjecale na lijecenje, a ponekad mogu
cak 1 nasStetiti pacijentima. Testiranje se obicno preporucuje za pacijente koji su dozivjeli
vensku trombozu 1 njthovu blizu obitelj (Stevens 1 sur, 2016). NajceS¢a prezentacija

trombofilije je multifaktorijalna bolest venski tromboembolizam (VTE) (Moore, 2024).

1.1.1. Stecene trombofilije

Odredeni steCeni poremecaji mogu dovesti do sklonosti stvaranju krvnih ugrusaka
zbog razli¢itih faktora. To ukljucuje povecanje faktora koje poticu zgruSavanje krvi,
smanjenje tvari koje sprjeCavaju zgrusavanje, upalne i autoimune procese, te brojne promjene
koje utjeCu na ravnotezu procesa zgruSavanja. NajceS¢i steCeni poremecaji povezani s
povecanim rizikom od tromboze ukljucuju antifosfolipidni sindrom, poviSene razine
homocisteina, privremeno ili trajno povecanje prokoagulantnih faktora, te smanjenje
prirodnih antikoagulansa u tijelu (Campello 1 sur, 2019).

Antifosfolipidni sindrom predstavlja jedan od oblika steCene sklonosti ka stvaranju
krvnih ugrusaka, a preporuke naglasavaju vaznost testiranja na ovu bolest. Postoji niz drugih
stanja koja mogu doprinijeti ve¢em riziku od tromboze, ukljuujuéi stecene anomalije u

proteinima koji sudjeluju u zgrusavanju krvi (poput deficita prirodnih antikoagulanata ili



rezistencije na aktivirani protein C bez prisutnosti faktora V Leiden) te odredena medicinska
stanja (kao $to su mijeloproliferativni poremecaji, paroksizmalna noéna hemoglobinurija i
karcinom). Odredeni lijekovi poput hormonske nadomjesne terapije i kemoterapije, mogu
povecati rizik za trombozu. PusSenje, prekomjerna tjelesna masa, starenje i trudnoca, takoder
mogu pridonijeti povecanju rizika (Stevens i sur, 2016).

lako su laboratorijske pretrage za trombofiliju lako dostupne i jednostavne za
provedbu, izbor pacijenata za testiranje i interpretacija rezultata mozZe biti kompleksna. Cesto
je pacijente s genetskom sklonosti prema trombofiliji moguce identificirati bez provodenja
laboratorijskih pretraga, a na temelju rizi¢nih faktora kao Sto su: rana pojava VTE (ispod
40-50 godina), izraZzena obiteljska anamneza VTE, epizode VTE u kombinaciji s blagim
okidac¢ima, ponovljene epizode VTE te VTE na neuobic¢ajenim mjestima poput cerebralnih i
abdominalnih vena. Postoji velik broj steCenih i nasljednih varijanti trombofilije koje
povecavaju rizik od VTE, ali istrazivanja sugeriraju da testiranje ima ograni¢enu klinicku
korist, osobito u pogledu ishoda kao Sto je smrtnost. Rezultati testiranja rijetko utjecu na
promjenu pristupa lijeCenju VTE, a klinicari €esto pozitivne ili negativne rezultate ne tumace
ispravno. Pozitivan rezultat moze rezultirati nepotrebno produljenom antikoagulantnom
terapijom, dok negativan rezultat ne eliminira mogucénost postojanja neidentificirane
trombofilije koja nije pokrivena standardnim testiranjem, Sto znaci da negativan rezultat ne
implicira nuzno nizak rizik. Uobi¢ajeno je misljenje da rutinska procjena trombofilije nije
neophodna za sve pacijente s VTE, ali postoje odredene situacije u kojima bi takva procjena
mogla biti korisna (Dicks 1 sur, 2024). Testiranje moze biti korisno za odredene pacijente koji
bi inafe prekinuli antikoagulantnu terapiju dok za vecinu ¢lanova obitelji pacijenata s VTE,
testiranje na trombofiliju nije potrebno jer se odluke o profilaksi u situacijama visokog rizika
i izboru kontraceptivnih metoda mogu donijeti na temelju obiteljske anamneze. Medutim,
testiranje se moZze uzeti u obzir kod Zenskih ¢lanova obitelji s VTE 1 poznate nasljedne
trombofilije, ako bi rezultati testiranja mogli utjecati na odluke vezane za upotrebu estrogena

ili njegovu profilaksu tijekom trudnoce (Stevens i sur, 2016).

1.1.2. Nasljedni ¢imbenici rizika za trombofiliju

Nasljedna trombofilija predstavlja genetsku predispoziciju za razvoj venske tromboze.
Glavni genetski faktori su faktor V Leiden i mutacija gena protrombina, koji zajedno ¢ine
veéinu slucajeva. Manje ucestali, ali ozbiljniji su defekti antitrombina, proteina C i S.

Novootkriveni genetski faktori uklju¢uju pseudo-homozigotnost za APC rezistenciju,



hiperfunkcionalni faktor IX Padova i antitrombin (AT) rezistenciju. U mnogim obiteljima s
trombofilijom poznati genetski uzroci ostanu neotkriveni (Campello i sur, 2019).

Faktor V Leiden je genetska mutacija koja povecava rizik od stvaranja krvnih
ugrusaka zbog otpornosti na aktivirani protein C. Ova mutacija je najéeS¢a kod bijelaca,
posebno americke bjelacke populacije i varira po riziku izmedu onih s jednom (heterozigoti) i
dvije kopije mutacije (homozigoti) (Dicks i sur, 2024). Heterozigoti imaju do 3 puta veci
rizik za razvoj VTE, dok homozigoti imaju i do 11 puta veéi rizik od venskog
tromboembolizma, §to moZe zahtijevati dugotrajnu antikoagulacijsku terapiju (Pastori 1 sur,
2023). Oko 10% osoba s faktorom V Leiden (FVL) mutacijom dozivi VTE (Moore, 2024).

Mutacija protrombina G20210A je drugi najceS¢i genetski uzrok trombofilije s
ucestalos¢u od oko 2% u opéoj populaciji. Ova genetska promjena dovodi do poveéane
aktivnosti protrombinskog gena, S$to uzrokuje poviSene koncentracije protrombina u krvi i
vecu aktivnost trombina, ¢ime se povecava opasnost od razvoja venske tromboembolijske
bolesti. Prevalencija ove mutacije varira ovisno o geografskoj lokaciji, pri ¢emu je ¢eSca
medu osobama europskog podrijetla, dok je u azijskim i africkim populacijama vrlo rijetka.
Heterozigoti imaju 2,8 puta, a homozigoti 6,7 puta veci rizik od razvoja VTE nego osoba bez
mutacije. Osobe koje su heterozigoti i za FV Leiden i protrombin G20210A mutaciju imaju
3,4 puta veéi rizik (Simeone i sur, 2013). Mutacija protrombina G20210A se nasljeduje
autosomno dominantno, sli¢no kao i mutacija faktora V Leiden (Dicks i sur, 2024). Iako je
polimorfizam u genu za protrombin jedan od znaajnijih uzroka trombofilije, on nije tema

validacije pa nece biti opSirnije obraden.

1.2. Venski tromboembolizam

Venski tromboembolizam (VTE), ukljucujuéi pluénu emboliju (PE) i duboku vensku
trombozu (DVT), predstavlja znacajan uzrok morbiditeta i mortaliteta globalno, a najcesce
pogada donje ekstremitete. lako su izravni oralni antikoagulansi unaprijedili prevenciju,
incidencija VTE raste, posebno medu mladim odraslim osobama i pacijentima s upalnim
stanjima. VTE je tre¢i najceS¢i kardiovaskularni uzrok smrti u zapadnim zemljama, a
posebno je zabrinjavajuci zbog rizika od ponovne tromboze. Genetske predispozicije i rasne
razlike takoder doprinose prevalenciji VTE, ¢ineéi ga sveprisutnim zdravstvenim izazovom
(Yamashita 1 sur., 2022, Colling i sur., 2021).

U SAD-u, godiSnja ucestalost venskog tromboembolizma (VTE) je 123 slucaja na

100.000 ljudi, dok je u Europi incidencija nesto veca, s procjenom od 131 slucaja na 100.000



ljudi. Ucestalost VTE raste s dobi 1 varira medu razli¢itim etni¢kim skupinama, s ve¢om
prevalencijom medu bjelackom i afroamerickom populacijom u odnosu na azijsku
populaciju. Pluéna embolija (PE), kao ozbiljan oblik VTE, ima smrtnost izmedu 8,7% i
17,4% unutar tri mjeseca od dijagnoze. PE moZe se moZe manifestirati na razli¢ite nacine, od
asimptomatske do smrtonosne. Smjernice naglaSavaju vaznost procjene rizika kod pacijenata
s PE kako bi se donijele informirane odluke o lije€enju, posebno za one s visokim
kratkorocnim rizikom koji bi mogli imati koristi od agresivnijih tretmana poput trombolize
(Yamashita 1 sur., 2022). Godisnje, DVT pogada izmedu 88 1 112 osoba na 100.000, s rizikom
ponovne pojave VTE-a od 20% do 36% unutar deset godina. Simptomi DVT-a ukljucuju
oticanje, bol i nelagodu, toplinu, osjetljivost na dodir i izrazene venske kolaterale.
Dijagnosticki pristup obuhvaca procjenu vjerojatnosti, testiranje D-dimera i slikovne
pretrage, posebno kod pacijenata bez prethodne povijesti VTE-a, gdje je prevalencija DVT-a
manja od 20% (Chopard i sur, 2020).

1.2.1. Cimbenici rizika za razvoj VTE

Rizik od VTE je multifaktorijalan. U istrazivanjima koja se bave ovim stanjem, VTE
se obi¢no kategorizira kao izazvan ili neizazvan. Izazvani VTE se povezuje s odredenim
pokretackim faktorima koji su se dogodili unutar tri mjeseca prije pojave, poput
imobilizacije, ozljede, kirurS§kog zahvata, raka ili boravka u bolnici. S druge strane,
neizazvani VTE se javlja bez prisutnosti ovih faktora. Razli¢iti elementi doprinose riziku od
venskog tromboembolizma (VTE), ukljucuju¢i kako trenutne tako 1 dugotrajne faktore, poput
demografskih karakteristika, zivotnih navika, antropometrije i genetike, te klinickih stanja
koja su se razvila. Patofiziologija VTE se razlikuje od drugih vaskularnih bolesti, jer neki
poznati faktori rizika za aterosklerotske kardiovaskularne bolesti, poput hiperlipidemije,
hipertenzije 1 dijabetesa melitusa, nisu izravno povezani s rizikom za VTE, za razliku od

faktora poput starosti i prekomjerne tjelesne mase (Lutsey 1 Zakai, 2023).



Tablica 1: Rizi¢ni faktori za venski tromboembolizam iz (Lutsey i1 Zakai, 2023)

venskog tromboembolizma,
koji traje samo kratko vrijeme.

KATEGORIJA DEFINICIJA RIZICNI FAKTORI
Cimbenici koji dovode do Operacije, prijelomi i lakse
Akutni okidai trenutnog povecanja rizika od | ozljede,hospitalizacija, trombocitopenija

izazvana heparinom, infekcije
COVID-19

Subakutni okidaci

Stanja koja dovode do trajnog
povecanja rizika od venskog
tromboembolizma, tijekom
trajanja okidaca.

Upala, koriStenje oralnih kontraceptiva,
hormonska nadomjesna terapija,
trudnoca, egzogeni testosteron

Bazalni ¢imbenici
rizika

Cimbenici koji su stabilni ili
prili¢no stabilni kod pojedinca
1 povezani su s rizikom od
venskog tromboembolizma.

Starija dob, spol, etnic¢ka pripadnost,
tjelesna neaktivnost, nezdrava prehrana,
pusenje, visi rast, pretilost,
May-Thurnerov sindrom, genetika

Steceni riziéni
faktori

Cimbenici rizika koji su ili
prisutni ili odsutni kod
pojedinaca i nisu prisutni
tijekom cijelog zZivota.

Rak 1 lijecenje raka, pretilost sindrom

antifosfolipidnih antitijela, autoimune

bolesti, zatajenje srca, fibrilacija atrija,
prethodni venski tromboembolizam

1.2.2. Lijecenje VTE

Terapijski pristup venskom tromboembolizmu (VTE) provodi se kroz tri klju¢ne

etape: inicijalnu stabilizaciju koja traje od nekoliko dana do nekoliko tjedana, osnovno

lijeCenje koje obicno traje izmedu tri 1 Sest mjeseci, te dugorocnu prevenciju koja zapocinje

nakon zavrSetka osnovnog lijecenja. Identifikacija VTE kao izazvanog ili neizazvanog je

bitna jer odreduje duzinu terapije, a posebno je vazna u odluci o primjeni dugotrajnih

preventivnih strategija. Takve strategije su posebno preporucene za osobe s neizazvanim VTE

1 mogu obuhvatiti periodicni nadzor, antikoagulacijsku terapiju u periodima povecanog

rizika, ili trajnu antikoagulacijsku terapiju. VTE predstavlja znacajan uzrok morbiditeta 1

mortaliteta, stoga je razumijevanje opterecenja koje ovo stanje predstavlja, kao i faktora




rizika, od iznimnog znaCaja za njegovu prevenciju i smanjenje socijalnih dispariteta u
pojavnosti 1 ishodima VTE (Lutsey i Zakai, 2023). Antikoagulantna terapija ostaje temelj
lijecenja 1 prevencije VTE, a uvodenje izravnih oralnih antikoagulansa (DOAK) predstavlja
znacCajan napredak, nude¢i alternativu antagonistima vitamina K i1 omogucujuéi razlicite
pristupe lijeCenju. Neki DOAK-1 omogucuju lijeCenje bez intravenskih antikoagulansa, Sto
moze dovesti do ranijeg otpusta iz bolnice ili lijeCenja izvan bolni¢kih uvjeta. Unato¢
napretku, postoje brojna otvorena pitanja i nejasnoce koje predstavljaju izazove za klinicare,
isti€uci potrebu za daljnjim istrazivanjima u ovom podrucju (Yamashita 1 sur., 2022).

U fazi akutnog lijeCenja antikoagulantna terapija je klju¢na u lijeCenju duboke venske
tromboze (DVT) kako bi se smanjila smrtnost od pluéne embolije i sprije¢io morbiditet.
Odmah nakon dijagnoze DVT-a ili pri visokoj sumnji, preporucuje se zapocCeti s
antikoagulantnom terapijom. Izbor terapije ukljucuje izravne oralne antikoagulanse poput
rivaroksabana ili apiksabana, ili parenteralnu antikoagulaciju s heparinom niske molekularne
tezine koja se kasnije zamjenjuje DOAK-om.

Kroni¢no lijecenje venskog tromboembolizma zahtijeva pazljivu ravnotezu izmedu
sprjeCavanja recidiva 1 minimiziranja rizika od krvarenja. Nakon inicijalne faze lijeCenja,
produzena terapija antikoagulansima moze biti potrebna za osobe s visokim rizikom od
ponovne VTE. Europsko kardiolosko drustvo preporu€uje procjenu individualnog rizika od
recidiva umjesto koriStenja starih kategorija izazvane i neizazvane VTE. Prema novim
smjernicama, dugotrajno lijecenje se savjetuje ako je rizik od recidiva ve¢i od 3% godisnje,
dok bi oni s manjim rizikom trebali imati vremenski ograni¢eno lijeCenje. Ove promjene
odrazavaju potrebu za personaliziranim pristupom u lije€enju VTE, uzimaju¢i u obzir kako
dugorocne koristi tako 1 potencijalne rizike povezane s antikoagulantnom terapijom (Chopard
i sur, 2020). Kearon i Kahn (2020) navode da su posljedice krvarenja generalno losije od
posljedica povratne VTE te da je smrtnost od krvarenja do 3 puta veca od smrtnosti VTE.
Testiranje na trombofilije omogucuje procjenu rizika od povratka VTE i adekvatno lijecenje
pacijenata. Prema smjernicama americkog druStva za hematologiju, testiranje potpunog
panela za trombofiliju opravdano je kod osoba:

e sa simptomatskom VTE izazvanom nekirurS§kim prijelaznim rizi¢énim faktorima,
trudno¢om ili postpartalno, koriStenjem kombiniranih hormonskih kontraceptiva
e sa simptomatskom VTE na neobi¢nom mjestu kod kojih se planira ukidanje inicijalne
terapije.
Potpuni panel za trombofiliju obuhvaca istovremeno testiranje faktora V Leiden, mutacije

protrombina G20210A, antifosfolipidnih antitijela, nedostatak antitrombina, proteina C i
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proteina S. Selektivno testiranje na nasljedne trombofilije preporuceno je kod osoba s
obiteljskom povijesti trombofilije (Middeldorp i sur., 2023). Pastori i sur. (2024) navode da je
testiranje na faktor V preporuceno kod osoba:
e s niskom ili grani¢nom vrijednosti testa rezistencije na aktivirani protein C (APCR)
e koje primaju direktne inhibitore trombina ili faktora Xa, koji mogu interferirati
testiranjem APCR
e s lupus antikoagulansom i produzZenim aktiviranim parcijalnim tromboplastinskim
vremenom
e koje surazvile VTE u ili nakon trudnoce
e s VTE koji je povezan s koriStenjem kombiniranih hormonskih kontraceptiva

e mladih od 40 godina s neizazvanim VTE i jednim srodnikom s povijes¢u VTE.

1.3. Polimorfizam G1691A (rs6025) u genu za faktor V

Faktor V je jednolancani glikoprotein veli¢ine 330 kD koji sudjeluje u hemostazi, a u
krvi je neaktivan sve do cijepanja trombinom ili faktorom Xa. Cijepanjem nastaje aktivirani
faktor V (FVa), heterodimer koji se sastoji od teSkog (105 kDa) i lakog (71-74 kDa) lanca
(Rosing i sur., 2001). FVa se povezuje sa faktorom Xa te nastaje kompleks protrombinaze
koja cijepa protrombin u trombin. U pocetnoj fazi zgruSavanja nastaje mala koli¢ina trombina
potrebna za aktivaciju trombocita te faktora V i1 X. U amplifikacijskoj fazi kompleks
protrombinaze nalazi se vezan na trombocite te pocinje proizvoditi velike koli¢ine trombina
potrebne za stvaranje stabilnog trombocitno-fibrinskog ugruska (Topi¢ 1 sur., 2017).
Aktivirani protein C (APC) je inhibitor faktora V. APC cijepa aktivirani FV kod o¢uvanih
argininskih ostataka R306, R506 1 R679 te ga tako inaktivira. Faktor V Leiden (FVL) je
tockasta mutacija kod koje je gvanin zamijenjen adeninom na poziciji 1691 u genu za faktor
V. Ta supstitucija uzrokuje zamjenu arginina R506 glutaminom S§to 10 puta usporava

inaktivaciju aktiviranog faktora V (Van Cott i sur., 2016; Kujovich, 2011).



Aktivacija faktora V u normalnoj Rezistencija na APC kod

koagulacijskoj kaskadi mutacije factor V Leiden
FaktorV
Faktor V
Trombin e—)
i ﬁ
Trombin v
Faktor Va
\/
Faktor Va
Aktivirani protein C sss=sp
v
Aktivirani protein C se—) Faktor Va
v v
Faktor V (inaktiviran) T—— % Toombim

Slika 1: Prikaz aktivacije normalnog i mutiranog faktora V u koagulacijskoj kaskadi.

Prevalencija heterozigota za FVL u Europi i Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama je 3-8%, dok
je prevalencija homozigota za FVL 1/5000. Mutacija je naj¢esc¢a u europskim populacijama,
dok je u azijskim 1 afriCkim iznimno rijetka. U Europi prevalencija varira od 10-15% u
Grekoj i Svedskoj do 2-3% u Italiji i Spanjolskoj (Kujovich, 2011).

Rezistencija na aktivirani protein C (APCR) je koagulacijski test kojim se procjenjuje
odgovor plazme na prisutnost aktiviranog proteina C. Test se temelji na mjerenju aktiviranog
parcijalnog tromboplastinskog vremena (APTV) u plazmi, prije i nakon dodavanja APC-a.
Kod zdravih osoba, APTV se znacajno produzuje nakon dodavanja APC-a jer on inaktivira
faktore Va i VlIlla, koji su klju¢ni za zgruSavanje krvi. Takav rezultat se smatra negativnim za
APC rezistenciju. Pozitivan rezultat APC rezistencije, koji se u vise od 95 % slucajeva javlja
zbog faktora V Leiden, pokazuje da APC ne mozZe inaktivirati faktor Va pa dodatak APC-a ne
produZuje dovoljno APTV. Prije provodenja testa za APC rezistenciju, plazmu je potrebno
prediluirati s plazmom koja nema faktor V kako bi se eliminirao utjecaj nedostatka drugih
faktora zgrusavanja na rezultate testa (Moore i sur., 2019; Van Cott i sur., 2016). APCR se

izraCunava prema formuli:

APTV+APC (pacijentova plazma)

AP CR _ APTV (pacijentova plazma)
~  APTV+APC (normalna plazma)

APTV (normalna plazma)




(APTV+APC - izmjereni APTV(s) nakon dodatka APC-a). APCR se izrazava kao
normalizirani omjer APTV-a (sa i bez APC) pacijentove plazme i APTV-a (sa 1 bez APC)
normalne plazme. 80% pacijenata s omjerom osjetljivosti na APC manjim od 0,84 i 100%
pacijenata s omjerom osjetljivosti na APC manjim od 0,70 bili su heterozigotni ili
homozigotni za FVL mutaciju (www.practical-haemostasis.com). APCR je povoljniji i
jednostavniji test za otkrivanje faktora V Leiden u usporedbi s genotipizacijom. Negativan
rezultat APC rezistencije eliminira potrebu za genotipizacijom faktora V Leiden, dok
grani¢ne 1 pozitivne rezultate APC rezistencije treba potvrditi genotipizacijom (Selby, 2019).
Prednost APC rezistencije u odnosu na genotipizaciju faktora V Leiden je i mogucnost
otkrivanja stecene APC rezistencije, koja je rizi¢ni ¢imbenik za razvoj VTE, neovisno o
faktoru V Leiden. Poznati uzroci ste¢ene APC rezistencije ukljucuju pozitivan lupus
antikoagulans, povecanu aktivnost FVIII, trudno¢u 1 koriStenje oralnih kontraceptiva

(Takhviji 1 sur., 2021).

1.4. Polimorfizam C677T (rs1801133) u genu za MTHFR

Metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) je enzim koji sudjeluje u metabolizmu
folata 1 homocisteina. Katalizira reakciju redukcije 5,10-metilentetrahidrofolata u
S-metiltetrahidrofolat, oblik folata koji sudjeluje u reakciji remetilacije homocisteina u
metionin (Zarembska 1 sur., 2023). Smanjena kataliticka aktivnost enzima MTHFR povezana
je sa kardiovaskularnim 1 psihickim bolestima, psorijazom, dijabetesom i karcinomima. Gen
za enzim MTHFR nalazi se na lokaciji p36.3 prvog kromosoma i kodira dimerne proteine
veli¢ine 70-77 kDa (Liew 1 Gupta, 2015). Najcesée ispitivani polimorfizmi su C677T i
A1298C. Tockasta mutacija C677T uzrokuje zamjenu citozina timinom na poziciji 677 te
posljedi¢no uzrokuje zamjenu aminokiseline alanina valinom (Wan i sur., 2018). Mutacija
uzrokuje sintezu termolabilnog enzima §to uzrokuje smanjenje enzimske aktivnosti za 70%
kod homozigota, odnosno za 35% kod heterozigota. Smanjenje enzimske aktivnost uzrokuje

poviSenu koncentraciju homocisteina (Fan 1 sur., 2016).



CIKLUS FOLATA

Folat, Folna kiselina

Dihidrofolat

Tetrahidrofolat Metionin —\

SAM

5,10-metilentetrahidrfolat B12 | MS Nﬂja
MTHFR\ SAH
5-metiltetrahidrofolat Homocistein 4—/

Slika 2. Ciklus folata. MTHFR - metilentetrahidrofolat reduktaza; MS - metionin sintetaza;

SAM - S-adenozil metionin; SAH - S-adenozil homocistein;

U hrvatskoj populaciji oko 46% ljudi ima divlji tip gena (CC), 45% ljudi su
heterozigoti (CT), a 9% su homozigoti za mutirani tip gena (TT). Distribucija polimorfizma u
hrvatskoj je u skladu sa distribucijom polimorfizma u drugim europskim drZzavama
(Lovricevi€ 1 sur., 2004).

Polimorfizam C677T je najces¢i uzrok poviSene koncentracije homocisteina u krvi.
PoviSena razina homocisteina u krvi uzrokuje aktivaciju 1 agregaciju trombocita, aktivaciju
faktora V 1 VII, oksidativni stres i aterosklerotske lezije. Normalna razina homocisteina u
krvi je do 15 umol/L, a poviSena razina homocisteina se moze podijeliti u tri kategorije:
umjerena (15 - 30 umol/L), srednja (30 - 100 umol/L) i izrazito povisena ( >100 pumol/L).
Kod izrazito poviSene koncentracije homocisteina u krvi, postoji ozbiljan rizik za nastanak
tromboembolijskih komplikacija (Zarembska 1 sur., 2023). Seo i sur. (2010) su utvrdili da za
svaki porast koncentracije homocisteina od 5 pmol/L, raste rizik od kardiovaskularne bolesti

za 50%.
1.5. Polimorfizam 5G/4G (rs1799768) u genu za PAI-1

Inhibitor aktivatora plazminogena 1 (PAI-1) je jednolancani glikoprotein velic¢ine 47
kDa. Regulator je endogene fibrinolize, a glavni supstrat mu je tkivni aktivator plazminogena

(tPa). PAI-1 se uglavnom nalazi u alfa granulama trombocita iz kojih se izlucuje u aktivnom
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obliku. U sistemskoj cirkulaciji brzo prelazi u latentni oblik Sto osigurava visoku inhibiciju
fibrinolize samo na mjestu akutnog nastajanja tromba (Pavlov i Celap, 2019). PAI-1 stvara
kovalentnu vezu sa tkivnim i urokinaznim aktivatorima plazminogena u omjeru 1:1 te blokira
nastajanje plazmina i posljedi¢no razgradnju fibrina. PAI-1 poti¢e migraciju leukocita na
mjesto upale i ima znacajnu ulogu u remodeliranju tkiva (Yildiz 1 sur., 2014). Visoke razine
PAI-1 u krvi su povezane sa kardiovaskularnim i neurodegenerativnim bolestima,

metabolickim poremecajima, tkivnom fibrozom, starenjem i rakom (Sillen 1 Declerck, 2021).

ULOGA PAI-1 U FIBRINOLITICKOM SUSTAVU

Fibrinogen
o0 PAI-T o, :
uPa «*° A tPg < Trombin
v
Fibrin
Plazminogen P Plazmin =—
v

Razgradni produkti fibrina

Slika 3. Uloga PAI-1 u fibrinolitickom sustavu. uPa - urokinazni aktivator plazminogena; tPa

- tkivni aktivator plazminogena; PAI-1 - inhibitor aktivatora plazminogena 1;

Gen za PAI-1 nalazi se na kromosomu 7 na poziciji q22. Polimorfizam 5G/4G nalazi
se u promotorskoj regiji gena te se radi o inserciji (5G)/ deleciji (4G). Mutacija utjece na
vezanje transkripcijskih faktora, pa tako 5G alel moze vezati i aktivator i inhibitor
transkripcije, dok 4G alel moze vezati samo aktivator transkripcije. 4G alel je povezan s
vi§im koncentracijama PAI-1 u plazmi. S obzirom da je PAI-1 reaktant akutne faze, razlika u
plazmatskim koncentracijama izmedu 4G 1 5G alela bit ¢e znatno veca u prisustvu upale
(Tsantes 1 sur., 2008). Begonja i sur. (2002) su na 126 zdravih ispitanika proveli istrazivanje
frekvencija genotipova PAI-1 u hrvatskoj populaciji. Frekvencije su bile 29 % za 5G/5G, 47
% za 5G/4G te 24 % za 4G/4G.
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1.6. Lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu uz analizu Kkrivulje
taljenja

Lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) je najceSce koriStena
metoda u molekularnoj dijagnostici. PCR se koristi za dijagnostiku genetskih poremecaja,
otkrivanje gena povezanih s rakom, tipizaciju tkiva i odabir donora za transplantaciju,
filogenetske analize, molekularna epidemioloska istrazivanja, dijagnostiku infekcija
uzrokovanih patogenim mikroorganizmima 1 genotipizaciju otpornosti na lijekove
(Mahanama i Wilson-Davies, 2021).

PCR je biokemijska reakcija umnazanja malog DNA ili RNA fragmenta. Reakcija se
odvija koriStenjem termostabilne DNA polimeraze koja katalizira sintezu komplementarnog
DNA lanca prema jednolanéanom DNA kalupu. Cetiri su glavne komponente PCR reakcije:
pocetnice, DNA kalup, termostabilna DNA polimeraza i nukleotidi (ANTPs). PocCetnice su
posebno dizajnirani, kratki oligonukleotidi koji su komplementarni krajevima dijela DNA
koji se zeli umnoziti. DNA kalup sadrzi regiju DNA koju se Zeli umnoziti i pruza pocetni
materijal za reakciju. PCR reakcija se odvija u ponavljaju¢im ciklusima, a svaki ciklus se
sastoji od 3 koraka: denaturacija DNA, hibridizacija pocetnica i elongacija pocetnica.
Denaturacija se odvija na 94 °C i odvaja dvostruku uzvojnicu DNA u jednolan¢anu DNA.
Hibridizacija pocetnica odvija se na nizoj temperaturi, obi¢no izmedu 45 i 60 °C. te se
pocetnice vezu za svoja komplementarna mjesta na DNA kalupu. Hibridizacijom se stvara
dvostruka uzvojnica potrebna za vezanje DNA polimeraze i sintezu komplementarnog lanca.
Elongacija se obicno odvija na 72 °C. Budu¢i da se oba lanca DNA kopiraju tijekom PCR

procesa, dolazi do udvostrucavanja broja kopija DNA. Konc¢na kolicina DNA kopija po

zavrsetku PCR reakcije ¢e iznositi 2", pri ¢emu je n broj ciklusa.

Lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (qPCR) podrazumijeva mjerenje
koncentracije DNA tijekom izvodenja reakcije koristenjem fluorescentnih boja. Metodu
qPCR mozemo podijeliti na temelju specificnosti boja koje se koriste tijekom reakcije. Boje
poput SYBR Green i EvaGreen nespecifi¢no se vezu za dvostruku uzvojnicu DNA te mjere
ukupan broj DNA molekula umnozenih tijekom PCR reakcije. Drugi nacin mjerenja DNA je
koristenjem specificnih DNA proba koje su spregnute s fluoroforama. Metoda se temelji na
fluorescentnom rezonantnom prijenosu energije (FRET) izmedu dvije fluorofore (donora i
akceptora). Donorska fluorofora prelazi u pobudeno stanje i emitira svjetlost koju
akceptorska fluorofora apsorbira i emitira svjetlost vece valne duljine, ukoliko se nalazi u

neposrednoj blizini. Kako bi doslo do prijenosa energije 3 uvjeta moraju biti zadovoljena:
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1. Fluorofore moraju biti u neposrednoj blizini

2. Orijentacija dipola donora i akceptora moraju biti paralelne

3. Emisijski spektar donora se mora preklapati sa eksitacijskim spektrom akceptora.
Metoda sa specificnim DNA probama koje su spregnute s fluoroforama razvijena je u vise
razli¢itih izvedbi. U izvedbi s hidroliziraju¢im probama, obje fluorofore su vezane za jednu
probu te se mjeri se fluorescencija donorske fluorofore koja raste nakon hidrolize probe.
Proba hibridizira s jednolan¢anom DNA tijekom faze elongacije, a DNA polimeraza svojom
5" egzonukleaznom aktivnoS¢u hidrolizira DNA probu pri ¢emu se donor udaljava od
akceptora. S druge strane, u izvedbi s hibridiziraju¢im probama, boje su vezane na dvije
razli¢ite probe, jedna na 3°, a druga na 5" kraju. Nakon denaturacije DNA probe hibridiziraju
sa specificnim ciljnim sekvencama tako da su dvije fluorofore u neposrednoj blizini.
Mjerenjem fluorescencije akceptora postize se velika specificnost jer fluorescentni signal
poraste samo ako su obe nezavisne probe hibridizirale sa specificnim ciljanim sekvencama

DNA (Artika i sur., 2022).

Donor
fluorophore

. Acceptor
5' fluorophore

G2

Donor
fluorophore

Acceptor
fluorophore

13



Slika 4. Shema metode sa specificnim hibridiziraju¢im probama (preuzeto prema Artika 1

sur., 2022)

Analiza krivulje taljenja DNA (engl. melting curve analysis) je tehnika kojom se
mogu razlikovati jednonukleotidni polimorfizmi. Temelji se na svojstvu disocijacije DNA pri
¢emu Ce regije bogate AT sekvencama disocirati na nizim temperaturama u odnosu na regije
bogate GC sekvencama. U analizi jednonukleotidnih polimorfizama koriste se posebno
dizajnirane obiljezene probe koje su komplementarne odredenom alelu gena te s njime
stvaraju homoduplekse. Te probe c¢e hibridizirati 1 s mutiranim alelom stvarajuci
heteroduplekse, ali nece biti u potpunosti komplementarne slijedu DNA pa ¢e disocirati na
nizim temperaturama. Kako probe obiljezene s fluoroforama disociraju od DNA, tako dolazi
do promjene fluorescencije. Krivulje taljenja prikazuju ovisnost izmjerene fluorescencije o
temperaturi, a na njima prisutne tocke infleksije odgovaraju temperaturama taljenja (Wittwer

i sur., 2024; Erali 1 Wittwer, 2010).

rA
| S |
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Fluorescence

Temperature [°C]
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Slika 5. Krivulje taljenja (preuzeto sa softvera uredaja)

1.5. Vrednovanje kvalitativnih postupaka ispitivanja

Vrednovanje postupaka ispitivanja sluzi za nepristrano 1 objektivno procjenjivanje

karakteristika metode ili analitickog sustava koji se uvodi u rutinski rad. Cilj vrednovanja je
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utvrditi ima 1i metoda dovoljnu analiti¢ku kvalitetu za klini¢ku primjenu. Tijekom evaluacije
prikupljaju se eksperimentalni podaci koji se statisticki obraduju kako bi se procijenila
pogreska metode. Ta se pogreska usporeduje s unaprijed definiranim analitickim ciljevima, a
na temelju objektivne usporedbe donosi se odluka o uvodenju metode u rutinski rad
laboratorija (Saracevi¢, 2013). Akreditacija laboratorija prema HR ISO 15189 normi
predstavlja sluzbenu potvrdu kompetentnosti za provodenje testiranja i mjerenja u skladu s
medunarodnim standardima, $to ulijeva povjerenje u rezultate i povecava konkurentnost
laboratorija na trziStu. Akreditirani laboratorij mora zadovoljavati tehnicke uvjete koje
zahtjeva norma (osoblje, uvjeti smjestaja i okruzenja, laboratorijska oprema, procesi prije
ispitivanja, procesi ispitivanja, procesi nakon ispitivanja,osiguranje kvalitete, izvje$¢ivanje o
rezultatima, izdavanje nalaza). Jedan od osnovnih zahtjeva za akreditaciju medicinskih
laboratorija je validacija novih metoda.

Vrednovanje postupaka ispitivanja provodi se validacijom 1ili verifikacijom.
Validacijom se dokazuje sluzi 1i metoda svrsi kojoj je namijenjena te se odreduju
karakteristike 1 ograni¢enja metode. Parametri koji se mogu ispitivati validacijom su:
istinitost, preciznost, granica detekcije, ponovljivost, mjerna nesigurnost, granica
kvantifikacije, linearnost (podru¢je unutar kojeg su rezultati izravno proporcionalni
koncentraciji analita u uzorku), radno podrucje (raspon izmedu gornje i donje koncentracijske
granice analita u uzorku koju je moguce odrediti), selektivnost (mjera moguénosti
odredivanja zeljenog analita u matrici) 1 robusnost (otpornost postupka na male namjerne
promjene parametara metode. Verifikacijom se provjera istinitost tehnickih specifikacija koje
proizvodac navodi na osnovu provedenog procesa validacije i potrebno ju je provesti kada se
validirana metoda po prvi puta uvodi u laboratorij i kada se promijene neki uvjeti u
laboratoriju koji utjeCu na metodu (Vukasovi¢, 2016).

Analiticka preciznost definirana je kao bliskost slaganja izmedu mjerenja odredenog
analita u istom uzorku u ponovljenim mjerenjima. U molekularnoj dijagnostici analiticka
preciznost moze se definirati kao bliskost slaganja izmedu rezultata nezavisnih analiza
dobivenih iz istog uzorka. Analiticka to¢nost definira se kao bliskost rezultata mjerenja
odredenog analita stvarnoj vrijednosti tog analita. AnalitiCka to¢nost u kvalitativnim
metodama predstavlja udio pravilno klasificiranih rezultata, odnosno onih koji su stvarno
pozitivni (TP) 1 stvarno negativni (TN). Komponente analitiCke toc¢nosti su analiticka
osjetljivost i analiticka specifi¢nost. Analiticka osjetljivost u kvalitativnim metodama
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

15



ispitivanu mutaciju. Kvalitativne metode se mogu usporedivati pomocu Cohenovog kappa
koeficijenta, odnosno Inter-rater agreement kappa statistiCkog testa koji definira snagu
usporedivosti. Ispitivanje je potrebno provesti na minimalno 30 uzoraka, pri ¢emu treba
ukljuciti barem 10 uzoraka za svaku ocekivanu kategoriju, kako bi se mogao izraCunati
pouzdani kappa koeficijent. Granica detekcije u molekularnoj dijagnostici predstavlja
najmanju koli¢inu DNA potrebnu za uspjeSno dobivanje rezultata odredene analize

(Vukasovi¢, 2016).
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2. Obrazlozenje teme

U Odjelu za molekularnu dijagnostiku Klinickog zavoda za kemiju Klinickog bolni¢kog
centra Sestre milosrdnice promijenjen je analiticki sustav za genotipizaciju polimorfizama FV
G1619A (faktor V Leiden; rs6025), MTHFR C677T (rs1801133) i PAI-1 5G/4G (rs1799768).
Instaliran je novi analizator Roche Diagnostics LightCycler® PRO (Roche Diagnostics
GmbH, Basel, Svicarska) koji je zamijenio dotada$nji analizator Roche Diagnostics
LightCycler® 480 II (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Svicarska). Cilj ovog rada bio je
vrednovati analitiki sustav LightCycler® PRO validacijom analiti¢kih karakteristika mjernih
postupaka genotipizacije polimorfizama FV G1619A, MTHFR C677T i PAI-1 5G/4G 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 i metode

3.1. Izolacija DNA

Kao uzorak u genotipizaciji polimorfizama FV Leiden, PAI-1 5G/4G i MTHFR C677T

koristi se DNA izolirana iz pune krvi. Izolacija DNA provedena je pomocu komercijalnog

sustava za izolaciju DNA, a kao uzorak za izolaciju DNA koriStena je puna venska krv

izvadena u epruvetu sa KsEDTA antikoagulansom.

Laboratorijska oprema:

e termostat Hybex Microsample Incubator (SciGene, Sunnyvale, Sjedinjene Americke

Drzave)

e vrtlozna mjeSalica Variable Speed SA8 Vortex Mixer (Cole-Palmer Stuart, Chicago,

Sjedinjene Americke Drzave)

e mikrocentrifuga MicroCL 17 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Sjedinjene

Americke Drzave)

e automatske pipete volumena 10-100 pL 1 100-1000 pL (Eppendorf, Hamburg,

Njemacka)

Reagensi 1 potros$ni materijali:

o High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Basel,

Svicarska), sadrzi:

o

o

o

o

o

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

Proteinaza K (liofilizat)

Inhibitor Removal Buffer (5 M gvanidin-HCIl, 20 mM Tris-HCI; konac¢ne
koncentracije nakon dodatka etanola)

Wash Buffer (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI; kona¢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, Hamburg, Njemacka)
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plasticne jednokratne sterilne epruvete volumena 1,5 mL (Eppendorf, Hamburg,

Njemacka)

izopropanol 99.7 % (Merck, Darmstadt, Njemacka)

etanol apsolutni (T.T.T., Sveta Nedelja, Hrvatska)
voda za PCR (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Svicarska)

menzura volumena 100 mL

Protokol:

e Priprema reagensa

1.

2.
3.

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.

e Izolacija DNA

1.
2.

1 sat prije pocetka izolacije potrebno je temperirati Elution Buffer na 70°C

U jednokratnoj sterilnoj epruveti volumena 1,5 mL pomijeSa se 200 pL
uzorka, 200 uL Binding Buffera i 40 puL proteinaze K te se inkubira 10 minuta
na temperaturi 70°C

Dodaje se 100 pL izopropanola te se vorteksira 10 sekundi, a zatim se
epruveta kratko centrifugira

Sadrzaj epruvete se prebacuje u High Filter Tube te se kolona zacepi i
centrifugira 1 minutu na 8000 g

Eluat se baca, dodaje se 500 pL. Removal Buffera te se centrifugira 1 minutu
pri 8000g

Eluat se baca, dodaje se 500 uL. Wash Buffera te se centrifugira 1 minutu pri
8000g

Eluat se baca, dodaje se 500 uL. Wash Buffera te se centrifugira 1 minutu pri
8000g

Eluat se baca te se centrifugira 10 sekunda pri 13000g

Eluat se baca, dodaje se 200 puL Elution Buffera te se centrifugira 1 minutu pri
8000g

10. Eluat sadrzi pro¢iséenu izoliranu DNA koja se pohranjuje na 4°C

19



3.2. Odredivanje koncentracije i Cistoce izolirane DNA

Koncentracija i ¢istoéa DNA odredena je mikrovolumnim spektrofotometrom. Mikrovolumni
spektrofotometar mjeri apsorbancije na 230, 260 1 280 nm u 1 pL otopine DNA.
Apsorbancija izmjerena na 260 nm razmjerna je koncentraciji DNA, apsrobancija izmjerena
na 280 nm koncentraciji proteina, dok je apsorbancija izmjerena na 230 nm razmjerna
koncentraciji gvanidin-HCI. Omjeri apsorbancija A260/A280 i A260/A230 koriste se za
procjenu Cistoce izolirane DNA. Prihvatljivi uzorci DNA imaju omjer A260/A280 od 1,7 do
2,0 te omjer A260/A230 od 1,8 do 2,4.
Laboratorijska oprema:
e mikrovolumni spektrofotometar DS-11 FX+ (DeNovix, Wilmington, Sjedinjene
Americke Drzave)
e vrtlozna mjeSalica Variable Speed SA8 Vortex Mixer (Cole-Palmer Stuart, Chicago
Sjedinjene Americke Drzave)
e automatska pipeta volumena 0,5-10 pL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
Reagensi i potroSni materijali:
e plasti¢ni jednokratni sterilni nastavci za pipete s filterom volumena 10 puL (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka)
o [Elution Buffer, sadrzan u High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics GmbH, Basel, Svicarska)
e stanicevina
Protokol:
1. 2 puL Elution Buffera pipetira se na mjerno polje u svrhu postavljanja bazne
linije (engl. blank) spektrofotometra te se izvrsi mjerenje.
2. Stani¢evinom se obriSe mjerno polje.
3. Na myjerno polje pipetira se 1 pL prethodno vorteksiranog uzorka DNA te se
izvr$i mjerenje.

4. Mjerno polje prebriSe se stani¢evinom.
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3.3. Genotipizacija polimorfizama FV, MTHFR i PAI-1

Genotipizacija polimorfizama FV G1691A, MTHFR G20210A i PAI-1 5G/4G provedena je
na analiti¢kom sustavu LightCycler® PRO (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Svicarska) uz
koristenje LightMix in-vitro diagnostics kit Factor V (Leiden) (TIB Molbiol, Berlin,
Njemacka), Light Mix in-vitro diagnostics kit MTHFR C677T (TIB Molbiol, Berlin,
Njemacka) i LightMix in-vitro diagnostics kit PAI-1 (TIB Molbiol, Berlin, Njemacka).
Genotipizacija polimorfizama provedena je lanCanom reakcijom polimeraze u stvarnom
vremenu uz analizu krivulje taljenja. Tijekom analize krivulje taljenja temperatura se
postupno povecava te SimpleProbe oligomer disocira pri specificnoj temperaturi (Tm).
Mutacija u toj regiji destabilizira oligomer-DNA hibrid te uzrokuje snizavanje temperature
pri kojoj oligomer disocira. Za svaku seriju uzoraka potrebno je koristiti negativnu kontrolu,
pozitivnu kontrolu DNA heterozigotnog genotipa (HT) i DNA standarde za divlji genotip
(WT) i mutirani genotip (MT).

Slika 6. Shema uvjeta temperature (os ordinata) i trajanja (os apscisa) pojedinih faza qPCR-a

i taljenja DNA.

Reagensi i potrosSni materijali:

e plasticni jednokratni nastavci za pipete s filterom volumena 10 pL i 100 pL
(Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

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

e adhezivna folijja LightCycler® 480 Sealing Foil (Roche Diagnostics GmbH, Basel,
Svicarska)

o LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics GmbH, Basel,
Svicarska), sadrzi:

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

O

LightCycler® FastStart Reaction Mix HybProbe (oznaka: 1b), 10x konc. —
reakcijski pufer Tris-HCI, smjesa dNTP-ova (s dUTP umjesto dTTP), 10 mM
MgClI2

otopina MgCl2, 25 mM

voda za PCR

e LightMix in-vitro diagnostics kit Factor V (Leiden) (TIB Molbiol, Berlin, Njemacka),

sadrzi:

o

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

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

Genotyping Standard Wildtype — genotipiziraju¢i standard DNA genotipa
divljeg tipa (FV 1619 GG), liofilizat

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

e Light Mix in-vitro diagnostics kit MTHFR C677T (TIB Molbiol, Berlin, Njemacka),

sadrzi:

o

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

Positive Heterozygous Control — pozitivni kontrolni uzorak DNA
heterozigotnog genotipa (MTHFR 677 CT), liofilizat

Genotyping Standard Wildtype — genotipiziraju¢i standard DNA genotipa
divljeg tipa (MTHFR 677 CC), liofilizat

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

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

o

o

O

Parametar Specific Reagents (PCR) — specificne pocetnice 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/5QG), liofilizat
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o Genotyping Standard Mutant — genotipiziraju¢i standard DNA mutiranog
homozigotnog genotipa (PAI-1 4G/4G), liofilizat
Protokol:
e Priprema otopine LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe:
1. Otopinu 1b odmrznuti zagrijavanjem epruvetice na 30°C - 35°C od 3 do 5
minuta
2. Kratko centrifugirati epruvetice la i 1b te pripaziti da su otopine bez vidljivih
Cestica
3. Dodati 60 pL otopine 1b u otopinu la i lagano promijesati s pipetom, pazeci
da se ne stvaraju mjehurici
4. Epruveticu kratko centrifugirati kako bi se zaostale kapljice spustile sa stijenki
e Priprema otopine specificnih pocetnica i hibridizacijskih sondi (jednaka je za sva
3 polimorfizma uz koriStenje zasebne smjese specificnih pocetnica 1 hibridizacijskih
sondi):
1. Centrifugirati epruveticu sa smjesom specifi¢nih pocetnica i hibridizacijskih
sondi 1 minutu na 10.000 okretaja po minuti
2. Provjeriti da se talog nalazi na dnu epruvetice
3. Dodati 66 pL vode za PCR
4. Inkubirati otopinu 20 sekundi na sobnoj temperaturi, a zatim vorteksirati 10
sekundi
5. Kratko centrifugirati kako bi se zaostale kapi spustile sa stijenki epruvetice
e Priprema pozitivne kontrole i genotipiziraju¢ih standarda (jednaka je za sva 3
polimorfizma uz koriStenje zasebnih pozitivnih kontrola odnosno genotipizirajucih
standarda:
1. Centrifugirati epruveticu s pozitivnom kontrolom odnosno genotipizirajuéim
standardom 1 minutu na 10000 okretaja po minuti
2. Provjeriti da se talog nalazi na dnu epruvetice
3. Otopiti talog u 80 uLL vode za PCR
4. Inkubirati otopinu 20 sekundi na sobnoj temperaturi, a zatim vorteksirati 10
sekundi
5. Kratko centrifugirati kako bi se zaostale kapi spustile sa stijenki epruvetice
e Priprema reakcijske smjese za PCR (jednaka je za sva 3 polimorfizma uz koriStenje
zasebnih pripremljenih otopina specificnih pocetnica i hibridizacijskih sondi i

zasebnih  pripremljenih  otopina pozitivnog kontrolnog uzorka odnosno
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genotipizirajueg standarda; postupak je naveden za pripremu jedne reakcijske
smjese):
Potrebno je otpipetirati:
1. 5.2 uL vode za PCR
2. 0.8 uL otopine MgCl2, 25 mM
3. 1.0 uL pripremljene otopine specificnih pocetnica i hibridizacijskih sondi
4. 1.0 pL pripremljene otopine LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe
5. 2.0 pL otopine izolirane DNA 1ili pripremljene otopine pozitivnhog kontrolnog

uzorka odnosno genotipizirajuceg standarda

3.3.2. Metoda odredivanja genotipa FV G1691A

Za genotipizaciju polimorfizma FV G1691A koristili smo LightMix in-vitro diagnostics kit
Factor V (Leiden) (TIB Molbiol, Berlin, Njemacka). Fragment duljine 110 parova baza se
umnaza koristeci specificne pocetnice. Fragment se analizira pomoc¢u SimpleProbe oligomera
koji se veze na regiju gdje je prisutna mutacija. Kod divljeg genotipa vrh krivulje nalazi se na
61°C, a kod mutiranog homozigota na 53°C. Heterozigot ¢e imati dva manja vrha na 61°C i

53°C.

Tablica 2 . Shema ocitavanja genotipa prema krivulji taljenja za FV G1691A

Genotip Mutirani homozigot | Heterozigot Divlji tip
FV 1691A/A FV 1691G/A FV 1691G/G
Broj vrhova 1 2 1
Temperatura taljenja | 51 - 53°C 51 - 53°C 1 59 -|59-61°C
61°C

3.3.3. Metoda odredivanja genotipa MTHFR C677T

Za genotipizaciju polimorfizma MTHFR C677T koristili smo LightMix in-vitro diagnostics
kit MTHFR C677T (TIB Molbiol, Berlin, Njemacka). Fragment duljine 288 parova baza se
umnaza koristeci specificne pocetnice. Fragment se analizira pomoc¢u SimpleProbe oligomera
koji se veze na regiju gdje je prisutna mutacija. Kod divljeg genotipa vrh krivulje nalazi se na
68°C, a kod mutiranog homozigota na 61°C. Heterozigot ¢e imati dva manja vrha na 68°C i

61°C.
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Tablica 3 . Shema ocitavanja genotipa prema krivulji taljenja za MTHFR C677T

Genotip Mutirani Heterozigot Divlji tip
homozigot MTHFR 677C/T MTHEFR 677C/C
MTHEFR 677T/T

Broj vrhova 1 2 1

Temperatura taljenja | 58 - 61°C 58 -61°C165-68°C 65 - 68°C

3.3.4. Metoda odredivanja genotipa PAI-1 5G/4G

Za genotipizaciju polimorfizma PAI-1 5G/4G koristili smo LightMix in-vitro diagnostics kit

PAI-1 (TIB Molbiol, Berlin, Njemacka). Fragment duljine 345 parova baza se umnaza
koriste¢i specificne pocetnice. Fragment se analizira pomoc¢u SimpleProbe oligomera koji se

veze na regiju gdje je prisutna mutacija. Kod divljeg genotipa vrh krivulje nalazi se na 60°C,

a kod mutiranog homozigota na 53°C. Heterozigot ¢e imati dva manja vrha na 60°C i 53°C.

Tablica 4. Shema ocitavanja genotipa prema krivulji taljenja za PAI-1 5G/4G

62°C

Genotip Mutirani homozigot | Heterozigot Divlji tip
PAI-1 4G/4G PAI-1 5G/4G PAI-1 5G/5G

Broj vrhova 1 2 1

Temperatura taljenja | 52 - 55°C 52 - 55°C 1 59 -|59-62°C
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3.3.5. Roche Diagnostics Ligthcycler® PRO system

Slika 7. Roche Diagnostics Ligthcycler® PRO system (preuzeto s
www.diagnostics.roche.com)

Roche Diagnostics Ligthcycler® PRO system je analizator koji se moze koristiti za razlicite
vrste genskih analiza, ukljucujuéi detekciju, apsolutnu kvantifikaciju, relativnu
kvantifikaciju/analizu genske ekspresije, analizu genske varijacije pomocu analize krivulje
taljenja ili zavrSne tocke, te za analizu metilacije. Ova tehnologija kombinira PCR, pracenje
fluorescencije u stvarnom vremenu i analizu krivulje taljenja. Pra¢enjem fluorescencije u
svakom ciklusu moguce je pratiti umnoZzavanje nukleinske kiseline i1 odrediti koli¢inu ciljnog
produkta (kvantifikacija), dok se o€itanjem promjena temperature u analizi krivulje taljenja
moze provesti kvalitativna analiza i genotipizacija uzorka. Roche Diagnostics Lightcycler®
PRO system je CE-IVD certificirani analizator koji moze istovremeno analizirati do 384
uzorka unutar 1 sata. Uredaj moze koristiti dva tipa ciklickih grijac¢a koji su dizajnirani za
plocice s 96 1 384 reakcijske jazice. Detekcijska jedinica je fluorescentni fotometar koji se
sastoji od sedam ekscitacijskih i emisijskih filtera. Bilo koja kombinacija eksitacijskog i
emisijskog filtera tvori fluorescencijski kanal. U tablici 5 prikazani su optimalni

fluorescencijski kanali.
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Tablica 5. Optimalni fluorescencijski kanali i pripadajuce fluorescencijske boje

Eksitacijske valne duljine Emisijske valne duljine Optimalne boje

432,5 nm 474,2 nm Cyan 500

494 nm 523,4 nm FAM

541 nm 565,3 nm HEX
574,1 nm 601,2 nm Red 610
620,7 nm 636,2 nm Red 640
656,7 nm 675,3 nm Cy5

687 nm 7247 nm Cys,5

3.4. Provodenje validacije metoda genotipizacije

3.4.1. Ispitivanje analiticke nepreciznosti metode

Analiticka nepreciznost za genotipizaciju sva tri polimorfizma ispitana je u pet neovisnih
ponavljanja tijekom pet radnih dana. KoriSteni su komercijalni kontrolni uzorci proizvodaca
odnosno genotipiziraju¢i standardi s poznatim ciljnim vrijednostima divljeg tipa i mutiranog
homozigota. Uzorci su izmedu serija zauzimali nasumic¢ne polozaje na reakcijskoj plocici s

96 reakcijskih jazica. Analiticka nepreciznost je izracunata prema formuli:

Analiticka nepreciznost = 100% — % podudarnosti s ciljnim vrijednostima

3.4.2. Ispitivanje analiticke neto¢nosti metode

Analiticka osjetljivost za genotipizaciju sva tri polimorfizma ispitana je u pet neovisnih serija
tijekom pet radnih dana genotipizacijom pet uzoraka s poznatom pozitivnom ciljnom
vrijednosti mutiranog homozigota. Kao wuzorak su koriSteni zasebni komercijalni

genotipizirajuéi standardi. Analiticka osjetljivost izracunata je prema formuli:
. o o\ _ __SP _
Analiticka osjetljivost (%) = —p7 % 100;

gdje je SP- broj stvarno pozitivnih uzoraka; LN - broj stvarno negativnih uzoraka.
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Analiticka specifi¢nost za genotipizaciju sva tri polimorfizma ispitana je u pet neovisnih
serija tijekom pet radnih dana genotipizacijom pet uzoraka s poznatom negativnom ciljnom
vrijednosti. Kao uzorak koriStena je slijepa proba, odnosno voda za PCR. Analiticka

osjetljivost izracunata je prema formuli:

SN
SN+LP

Analitic¢ka specificnost (%) = X 100;

gdje je SN - broj stvarno negativnih uzoraka; LP - broj lazno pozitivnih uzoraka.

Analiticka netoc¢nost izraCunata je prema formuli:

SP+SN

Analiticka netocnost (%) = [1 — (Sprsvzipain)

] x 100;

gdje je SP- broj stvarno pozitivnih uzoraka; LN - broj stvarno negativnih uzoraka; SN - broj

stvarno negativnih uzoraka; LP - broj lazno pozitivnih uzoraka.

3.4.3. Ispitivanje ponovljivosti drugom metodom

Ponovljivost drugom metodom ispitana je u dvije serije na ukupno 40 uzoraka razli¢itih
genotipova usporedbom rezultata dobivenih na novom analitiCkom sustavu Roche
Diagnostics LightCycler® PRO s rezultatima koji su ranije odredeni na analitickom sustavu
Roche Diagnostics LightCycler® 480. Koristeni su uzorci DNA otprije poznatih pacijenata i
uzorci DNA iz programa vanjske procjene kvalitete RfB (Referenzinstitut fiir Bioanalytik,
Bonn, Njemacka). Ponovljivost drugom metodom analizirana je pomocu Inter-rater
agreement kappa statistickog testa koristeci statisticki program Medcalc. Tablica prikazuje

nacin interpretacije dobivene kappa vrijednosti.

Tablica 6. Interpretacija kappa vrijednosti

K Interpretacija*

0-0.20 Slu¢ajna podudarnost
0.21-0.39 Minimalna podudarnost
0.40-0.59 Slaba podudarnost

0.60 —-0.79 Osrednja podudarnost
0.80-0.90 Snazna podudarnost
ot oven
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3.4.4. Ispitivanje granice detekcije

Granica detekcije ispitana je izvodenjem PCR-a na seriji razrjedenja uzorka DNA kako bi se
utvrdila minimalna koli¢ina DNA potrebna za uspjes$no izvodenje reakcije. Koristeni su
uzorci DNA od prije poznatih pacijenata s heterozigotnim alelima. Razrjedenje je izvedeno u

omjerima 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 1 1:64.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Rezultati

4.1.1. Ispitivanje analiticke nepreciznosti

Tablica 7. Ispitivanje analitiCke nepreciznosti za FV G1691A

FV G1691A
Ponavljanje Uzorak Ciljna vrijednost Dobivena Podudarnost
vrijednost
1 WT Standard G/G G/G DA
MT Standard A/A A/A DA
2 WT Standard G/G G/G DA
MT Standard A/A A/A DA
3 WT Standard G/G G/G DA
MT Standard A/A A/A DA
4 WT Standard G/G G/G DA
MT Standard A/A A/A DA
5 WT Standard G/G G/G DA
MT Standard A/A A/A DA
Podudarnost 100%
Analiti¢cka nepreciznost 0%
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Tablica 8. Ispitivanje analiticke nepreciznosti za MTHFR C677T

MTHFR C677T
Ponavljanje Uzorak Ciljna vrijednost Dobivena Podudarnost
vrijednost
1 WT Standard C/C C/C DA
MT Standard T/T T/T DA
2 WT Standard C/C C/C DA
MT Standard T/T T/T DA
3 WT Standard C/C C/C DA
MT Standard T/T T/T DA
4 WT Standard C/C C/C DA
MT Standard T/T T/T DA
5 WT Standard C/C C/C DA
MT Standard T/T T/T DA
Podudarnost 100%
Analiti¢ka nepreciznost 0%
Tablica 9. Ispitivanje analiticke nepreciznosti za PAI-1 4G/5G
PAI-1 4G/5G
Ponavljanje Uzorak Ciljna vrijednost Dobivena Podudarnost
vrijednost
1 WT Standard 5G/5G 5G/5G DA
MT Standard 4G/AG 4G/4AG DA
2 WT Standard 5G/5G 5G/5G DA
MT Standard 4G/AG 4G/4G DA
3 WT Standard 5G/5G 5G/5G DA
MT Standard 4G/AG 4G/AG DA

31




4 WT Standard 5G/5G 5G/5G DA
MT Standard 4G/AG 4G/AG DA
5 WT Standard 5G/5G 5G/5G DA
MT Standard 4G/AG 4G/AG DA
Podudarnost 100%
Analiti¢ka nepreciznost 0%

Unaprijed definirani kriterij za analiticku nepreciznost iznosi 0%. Zadani kriterij zadovoljen
pryj y p ] J

je za sva 3 ispitivana polimorfizma na analitickom sustavu Lightcycler PRO.

4.1.2. Ispitivanje analiticke neto¢nosti

Tablica 10. Ispitivanje analitiCke netocnosti za FV G1691A na analitickom sustavu

LightCycler PRO
FV G1691A
Ponavljanje Uzorak Analiticka osjetljivost Analiticka specifi¢nost
Ciljna Dobivena Ciljna Dobivena
vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost
l. HT Positive G/A G/A / /
Control
H20 / / neg neg
2. HT Positive G/A G/A / /
Control
H20 / / neg neg
3. HT Positive G/A G/A / /
Control
H20 / / neg neg
4. HT Positive G/A G/A / /
Control
H20 / / neg neg
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5. HT Positive G/A G/A / /
Control
H20 / / neg neg

Broj stvarno pozitivnih (SP) 5
Broj lazno negativnih (LN) 0
Broj stvarno negativnih (SN) 5
Broj lazno pozitivnih (LP) 0

Analiti¢ka osjetljivost 100%

Analiti¢ka specifi¢nost 100%

Analiticka neto¢nost 0%

Tablica 11. Ispitivanje analiticke netocnosti za MTHFR C677T na analitiCkom sustavu

LightCycler PRO
MTHFR C677T
Ponavljanje Uzorak Analiticka osjetljivost Analiticka specificnost
Ciljna Dobivena Ciljna Dobivena
vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost
1. HT Positive C/T C/T / /
Control
H20 / / neg neg
2. HT Positive C/T C/T / /
Control
H20 / / neg neg
3. HT Positive C/T C/T / /
Control
H20 / / neg neg
4. HT Positive C/T C/T / /
Control
H20 / / neg neg
3. HT Positive C/T C/T / /
Control
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H20 / / neg neg
Broj stvarno pozitivnih (SP) 5
Broj lazno negativnih (LN) 0
Broj stvarno negativnih (SN) 5
Broj lazno pozitivnih (LP) 0
Analiti¢ka osjetljivost 100%
Analiti¢ka specifi¢nost 100%
Analiticka neto¢nost 0%

Tablica 12. Ispitivanje analitiCke netocnosti za PAI-1 4G/5G na analiticCkom sustavu

LightCycler PRO
PAI-1 4G/5G
Ponavljanje Uzorak Analiticka osjetljivost Analiticka specifi¢nost
Ciljna Dobivena Ciljna Dobivena
vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost
L HI Positive 1 5616 5G/4G / /
Control
H20 / / neg neg
> HT Positive | 5546 5G/4G / /
Control
H20 / / neg neg
3. HT Positive | 554G 5G/4G / /
Control
H20 / / neg neg
4 HT Positive | 554 5G/4G / /
Control
H20 / / neg neg
> HI Positive 1 5616 5G/AG / /
Control
H20 / / neg neg
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Broj stvarno pozitivnih (SP) 5
Broj lazno negativnih (LN) 0
Broj stvarno negativnih (SN) 5
Broj lazno pozitivnih (LP) 0
Analiti¢ka osjetljivost 100%
Analiticka specifi¢nost 100%
Analiticka neto¢nost 0%

Unaprijed definirani kriterij za analiticku osjetljivost iznosi 100%. Zadani kriterij zadovoljen
je za sva 3 ispitivana polimorfizma na analitiCkom sustavu Lightcycler PRO. Unaprijed
definirani kriterij za analiti¢ku specifi¢nost iznosi 100%. Zadani kriterij zadovoljen je za sva
3 ispitivana polimorfizma na analitickom sustavu Lightcycler PRO. Unaprijed definirani
kriterij za analitiCku neto¢nost iznosi 0%. Zadani kriterij zadovoljen je za sva 3 ispitivana

polimorfizma na analitickom sustavu Lightcycler PRO.

4.1.3. Ispitivanje ponovljivosti drugom metodom

Tablica 13. Ispitivanje ponovljivosti drugom metodom za FV G1691A na analitiCkom sustavu

LightCycler PRO

FV G1691A
LightCycler PRO LightCycler 480 11
AA GA GG
AA 11 0 0
GA 0 14 0
GG 0 0 15
Podudarnost 100%
Kappa koeficijent 1,000 (1,000 - 1,000)
(95%CI)

Tablica 14. Ispitivanje ponovljivosti drugom metodom za MTHFR C677T na analitickom
sustavu LightCycler PRO
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MTHFR C677T
LightCycler PRO LightCycler 480 11
cC CT TT
CcC 15 0 0
CT 0 13 0
TT 0 0 12
Podudarnost 100%
Kappa koeficijent 1,000 (1,000 - 1,000)
(95%CI)

Tablica 15. Ispitivanje ponovljivosti drugom metodom za PAI-1 4G/5G na analitickom

sustavu LightCycler PRO

PAI-1 4G/5G
LightCycler PRO LightCycler 480 11
4G/4G 4G/5G 5G/5G
4G/4G 14 0 0
4G/5G 0 16 0
5G/5G 0 0 10
Podudarnost 100%
Kappa Koeficijent 1,000 (1,000 - 1,000)
(95%CI)

Unaprijed definirani kriterij Kappa koeficijenta za ponovljivost drugom metodom je 1.

Zadani kriterij zadovoljen je za sva 3 ispitivana polimorfizma na analitickom sustavu

Lightcycler PRO te je usporediv sa analitickim sustavom LightCycler 480 II.
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4.1.4. Ispitivanje granice detekcije

Tablica 16. Ispitivanje granice detekcije za FV G1691A na analitickom sustavu LightCycler
PRO

FV G1691A
Razrjedenje Koli¢ina DNA Uspjesnost reakcije
1. 1:2 15,0 ng DA
2. 1:4 7,5 ng DA
3. 1:8 3,8 ng DA
4. 1:16 1,9 ng DA
3. 1:32 1,0 ng DA
6. 1:64 0,5 ng NE
Granica detekcije 1 ng

Tablica 17. Ispitivanje granice detekcije za MTHFR C677T na analitickom sustavu
LightCycler PRO

MTHFR C677T
Razrjedenje Koli¢ina DNA UspjesSnost reakcije
1. 1:2 15,0 ng DA
2. 1:4 7,5 ng DA
3. 1:8 3,8 ng DA
4. 1:16 1,9 ng DA
5. 1:32 1,0 ng DA
6. 1:64 0,5 ng DA
Granica detekcije 0,5ng
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Tablica 18. Ispitivanje granice detekcije za PAI-1 4G/5G na analiti¢kom sustavu LightCycler
PRO

PAI-1 4G/5G
Razrjedenje Koli¢ina DNA Uspjesnost reakcije
1. 1:2 25,0 ng DA
2. 1:4 12,5 ng DA
3. 1:8 6,3 ng DA
4. 1:16 3,2ng DA
5. 1:32 1,6 ng DA
6. 1:64 0,8 ng DA
Granica detekcije 0,8 ng

Granice detekcije za sve tri metode genotipizacije polimorfizama iznose 1,5 ng prema
deklaraciji proizvodaca. Rezultati ispitivanja granice detekcije iznose 1 ng za FV G1691A,
0.5 ng za MTHFR C677T 1 0,8 ng za PAI-1 4G/5G. Rezultati ispitivanja sukladni su

navodima proizvodaca.

4.2. Rasprava

Trombofilija je skup poremecéaja koji povecavaju sklonost organizma stvaranju krvnih
ugrusaka (tromba), Sto moze dovesti do ozbiljnih zdravstvenih komplikacija kao Sto su
duboka venska tromboza i pluéna embolija. Na razvoj trombofilije utjeCu brojni nasljedni 1
steceni ¢imbenici rizika. Nasljedni rizi¢ni ¢imbenici ukljucuju genske polimorfizme faktor V
Leiden (FV G1691A), PAI-1 5G/4G i MTHFR C677T. Cilj ovog rada bio je vrednovati
analiticki sustav LightCycler® PRO validacijom analiti¢kih karakteristika mjernih postupaka
genotipizacije FV G1619A, PAI-1 5G/4G 1 MTHFR C677T metodom lanfane reakcije
polimeraze uz analizu krivulje taljenja na sustavu prije koristenja u rutinskom radu. Rezultati
validacije mogu utjecati na daljnju klinicku primjenu pobolj$anjem:

e pouzdanosti rezultata: Visoka osjetljivost i specifiénost omogucuju pouzdano

koristenje ovih metoda u klinickoj praksi za precizno genotipiziranje pacijenata
e brzine dijagnostike: Validacija olakSava rano otkrivanje osoba s visokim rizikom za

trombozu, §to poboljSava prevenciju i upravljanje rizikom kod osjetljivih skupina

38



e podrSke personaliziranoj terapiji: Omogucuje prilagodbu terapije (antikoagulansi,
profilaksa u trudnoci) za nositelje genetskih polimorfizama povezanih s trombozom
e implementacije: UspjeSna validacija na LightCycler® PRO uredaju omogucuje
pouzdanu primjenu novih metoda u rutinskoj laboratorijskoj praksi
Ispitani su analiticka nepreciznost, analiticka osjetljivost, analiticka specificnost, analiticka
netocnost, usporedivost drugom metodom 1 granica detekcije. Svi ispitani parametri u
potpunosti su zadovoljili unaprijed definirane analiti¢ke kriterije kvalitete 1 stoga se ispitani

mjerni postupci mogu prihvatiti za rutinski rad.
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5. Zakljucak

Rezultati validacije mjernih postupaka genotipizacije polimorfizama FV G1691A (rs6025),
MTHFR C677T (rs1801133) i PAI-1 4G/5G (rs1799768) na analitickom sustavu
LightCycler® PRO (Roche Diagnostics Gmbh, Svicarska) u potpunosti su zadovoljili
unaprijed definirane analiticke kriterije kvalitete. Ispitani mjerni postupci mogu se uvesti u

rutinski rad u klini¢koj praksi za precizno genotipiziranje pacijenata.
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6. Popis kratica, oznaka i simbola

VTE
APC
AT
FRET
FVL
DVT
PE
DOAK
APCR
APTV
MTHFR
MS
SAM
SAH
PAI-1
PCR
DNA
RNA
dNTP
A260
A280
A230
Tm
WT
MT
HT

SP

SN
LP
LN

venski tromboembolizam

aktivirani protein C

antitrombin

fluorescencijski rezonantni prijenos energije
faktor V Leiden

duboka venska tromboza

pluéna embolija

direktni oralni antikoagulansi
aktivirani protein C rezistencija
aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme
metilentetrahidrofolat reduktaza
metionin sintetaza

S-adenozil metionin

S-adenozil homocistein

inhibitor aktivatora plazminogena - 1
lancana reakcija polimeraze
deoksiribonukleinska kiselina
ribonukleinska kiselina
deoksiribonukleozid-trifosfat
apsorbancija na valnoj duljini 260 nm
apsorbancija na valnoj duljini 280 nm
apsorbancija na valnoj duljini 230 nm
temperatura taljenja

divlji genotip

mutirani genotip

heterozigotni genotip

stvarno pozitivan

stvarno negativan

lazno pozitivan

laZzno negativan

kappa koeficijent
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8. Sazetak/Summary

8.1. Sazetak

Trombofilija je skup poremecéaja koji povecavaju sklonost organizma stvaranju krvnih
ugrusaka (tromba), Sto moze dovesti do ozbiljnih zdravstvenih komplikacija kao $to su
duboka venska tromboza i pluéna embolija. Nasljedni rizi¢ni ¢imbenici uklju¢uju genske
polimorfizme faktor V Leiden (FV G1691A), PAI-1 5G/4G i MTHFR C677T. U Klinickom
zavodu za kemiju Klinickog bolnickog centra Sestre milosrdnice instaliran je novi analiticki
sustav LightCycler® PRO (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Svicarska) koji bi se koristio za
genotipizaciju navedenih polimorfizama. Cilj ovog rada bio je vrednovati analiticki sustav
LightCycler® PRO validacijom analiti¢kih karakteristika mjernih postupaka genotipizacije
FV G1619A, PAI-1 5G/4G i MTHFR C677T metodom lancane reakcije polimeraze uz
analizu krivulje taljenja prije koriStenja u rutinskom radu. Ispitani su analiti¢ka nepreciznost,
analiticka osjetljivost, analiticka specificnost, analiticka netocnost, usporedivost drugom
metodom 1 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.

46



8.2. Summary

Thrombophilia is a collection of disorders which increase an organism's tendency to form
blood clots, which can lead to serious health complications like deep venous thrombosis and
pulmonary embolism. Hereditary risk factors include gene polymorphisms for factor V
Leiden (FV GI1691A), PAI 5G/4G, and MTHFR C677T. New analytical system for
genotyping aforementioned polymorphisms, LightCycler® PRO (Roche Diagnostics GmbH,
Basel, Svicarska), was installed in the Clinical Department of Chemistry University Hospital
Center Sestre milosrdnice. This study aimed to evaluate new analytical system LightCycler®
PRO by validating analytical characteristics of genotyping polymorphisms FV G1691A,
PAI-1 5G/4G, and MTHFR C677T using real-time polymerase chain reaction with melting
curve analysis. Analytical imprecision, analytical sensitivity, analytical specificity, analytical
inaccuracy, repeatability using another method, and limit of detection were examined. All
parameters fully met the pre-defined analytical quality criteria and therefore the evaluated

methods can be accepted for routine work.
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can be accepted for routine work.
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