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1. Uvod

1.1. Enzim metilentetrahidrofolat-reduktaza

Metilentetrahidrofolat-reduktaza (MTHFR) jedan je od brojnih enzima koji sudjeluju u
stanicnom ciklusu aktivacije 1 prijenosa jedinice koju ¢ini skupina s jednim ugljikovim
atomom (1C) vezana za folat (kofaktor i nositelj). U reakcijama koje ¢e biti opisane, ova
skupina prolazi kroz niz pretvorbi mijenjajuci reducirani i oksidirani oblik (5,10-metilen-
tetrahidrofolat (THF), 5-metil-THF 1 10-formil-THF — svaka s vlastitom drugadijom

biosintetskom funkcijom) (Ducker i Rabinowitz, 2017).
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Slika 1. Metabolizam 1C skupine sisavaca

CBS - cistation-p-sintaza; CGL — cistation-y-liaza; DHFR — dihidrofolat reduktaza; FDH —
10-formiltetrahidrofolat dehidrogenaza; MAT — metionin adenoziltransferaza; MS — metionin
sintaza; MTHFC - 5, 10-metilentetrahidrofolat ciklohidrolaza; MTHFD - 5, 10-
metiletetrahidrofolat dehidrogenza; MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; SAHH — S-
adenozilhomocistein hidrolaza; SHMT — serin hidroksimetiltransferaza; TS — timidilat sintaza
(Preuzeto iz: Methylenetetrahydrofolate reductase: biochemical characterization and medical

significance, Trimmer, 2013)

5, 10-metilen-THF (CH,Hyfolata), ¢ija metilenska skupina potjece od B-ugljikovog atoma iz

serina ili formata, ima tri moguca metabolicka djelovanja:



1. Uz enzim timidilat-sintazu metilenska skupina prenosi se s 5,10-metilen-THF-a na
deoksiuridin-monofosfat (dUMP) koji se reducira do deoksitimidin-monofosfata
(dTMP)

2. Uz enzim metilentetrahidrofolat dehidrogenazu 5,10-metilen-THF prevodi se u dva
koraka do 10-formil-THF koji sudjeluje u sintezi purina

3. MTHEFR katalizira izravnu redukciju do 5-metil-THF (CH3H,folat)
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Slika 2. Reakcija katalizirana MTHFR enzimom. Nekovalentno vezani flavin adenin
dinukleotid (FAD) prima reducirajuée H" ione i prenosi ih na CHyHs-folat ¢ime nastaje
produkt, 5-metiltetrahidrofolat (CH3H,4-folat)

(Preuzeto iz: Methylenetetrahydrofolate reductase: biochemical characterization and medical

significance, Trimmer, 2013)

Potonja reakcija definira ulogu MTHFR-a i ¢ini ga klju¢nim regulatornim enzimom u
metabolizmu folata i homocisteina. Produkt te reakcije jest 5-metil-THF. Metionin-sintaza
(MS) ovisna o vitaminu B12 katalizira reakciju u kojoj se metilna skupina s donora, 5-metil-
THF-a, prenosi na homocistein pri ¢emu nastaje metionin. (Trimmer, 2013)

Metionin u obliku S-adenozilmetionina (AdoMet) ¢ini najvazniji izvor metilne skupine u
reakcijama biosinteze u stanici. AdoMet, reaktivni nositelj metilne skupine, drugi je najcesci
enzimski kofaktor (nakon ATP-a) te igra vaznu ulogu u epigenetskim, biosintetskim i
metabolickim procesima. Stanice sisavaca ne mogu de novo sintetizirati metionin stoga je
reakcija remetilacije homocisteina za njih posebno vazna. Dakle, metilacija homocisteina
omogucuje regeneraciju metilne skupine za ponovnu sintezu metionina (Trimmer, 2013).
Metionin se moze sintetizirati iz homocisteina i betaina putem neovisnim o folatu, uz betain-
homocistein-metiltransferazu (BHMT). Medutim, ekspresija BHMT-a ogranicena je na jetru i
bubrege, a MS prisutna je u svim tjelesnim stanicama stoga je remetilacija homocisteina

primarni put sinteze metionina (Ducker i Rabinowitz, 2016).



1.2. Metabolizam homocisteina i vitamini B

Homocistein je aminokiselina sa sulthidrilnom skupinom koja ne izgraduje proteine nego
nastaje njihovom metabolickom razgradnjom. Metabolizam homocisteina kombinacija je
dvaju metabolickih puteva; remetilacijskog i transsulfuracijskog (Selhub, 1999).
Transsulfuracijskim metabolizmom uz cistation-f-sintazu (CBS) i serin iz homocisteina
nastaje cistationin koji se dalje metabolizira u aminokiselinu cistein. U reakciji remetilacije
kataliziranoj metionin sintazom, homocistein prima metilnu skupinu od donora, 5-metil-THF-
a (ili betaina, reakciju katalizira BHMT), kako bi nastala aminokiselina metionin.
Metilkobalamin (reakcijski oblik vitamina B12) je meduprodukt reakcije i prenositelj metilne
grupe (Selhub, 1999).

Kao $to je prethodno objasnjeno, reakcija s 5-metil-THF-om je dominantna. Dio metionina
koji se sintetizira aktivira se adenozinom kako bi nastao AdoMet, ciljna molekula, ¢ija je

uloga u stanici prethodno opisana.
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Slika 3. Metabolizam homocisteina
SAM - S-adenozilmetionin; THF - tetrahidrofolat; PLP - piridoksal-5-fosfat

(Preuzeto iz: Homocysteine metabolism, Selhub, 1999)



Nusprodukt reakcija metilacije u kojima sudjeluje AdoMet, ciljna molekula, jest S-
adenozilhomocistein (AdoHcy). Dakle, navedene reakcije ¢ine konstantni ciklus regeneracije
metionina iz homocisteina i ponovnog nakupljanja homocisteina tijekom metilacijskih
reakcija kofaktora AdoMet-a. Vazno je naglasiti da je hidroliza AdoMet-a reverzibilna
reakcija Cija je ravnoteza pomaknuta u korist sinteze AdoHcy-a stoga se moze reéi da, ipak,

postoji ve¢a moguénost nakupljanja ovog metabolita u stanici (Selhub, 1999).

Mala koli¢ina homocisteina koja se normalno moze naci u cirkulaciji posljedica je stani¢nog
transportnog mehanizma koji pomaze odrzavanju niske razine potencijalno toksi¢nog
homocisteina u stanici. Prisutnost hiperhomocisteinemije upucuje na to da je doSlo do
poremecaja u metabolizmu homocisteina. Stani¢ni mehanizam izvoza homocisteina prenosi
viSak metabolita u cirkulaciju ¢ime sprjecava toksi¢na oste¢enja stanice, ali izlaze oSteCenjima
vaskularno tkivo. Poremecaj u metabolizmu moze biti posljedica genetskih promjena nekog
od enzima ukljucenih u metabolizam homocisteina ili nutritivne deficijencije jednog ili vise

vitamina koji, takoder, sudjeluju u njegovom metabolizmu (Selhub, 1999).

Kada je unos metionina prehranom dostatan i razina metionina u stanicama visoka (nema
potrebe za regeneracijom metionina), pojacano je stvaranje AdoMet-a. AdoMet u visokim
koncentracijama djeluje kao alostericki inhibitor MTHFR-a, a aktivator CBS-a. Stoga se
homocistein koji nastaje kao nusprodukt reakcija metilacije u kojima sudjeluje AdoMet
metabolizira transulfuracijskim putem, dok je remetilacijski put, u ovom slucaju suprimiran.
U obrnutoj situaciji, kada je unos metionina nedovoljan i razina u stanici nedostatna, sinteza
AdoMet-a je smanjena te je remetilacijski put metabolizma homocisteina preferiran (pojacana
je potreba za regeneracijom metionina iz homocisteina). Ako postoji poremecaj u sintezi 5-
metil-THF-a (smanjena aktivnost MTHFR-a ili deficijencija folata), osim S§to se smanji
sinteza metionina nastaje i problem u rezervnom metaboli¢kom putu homocisteina. Zbog
snizene koncentracije metionina, smanjena je sinteza AdoMet-a stoga ga nema dovoljno za
aktivaciju enzima CBS-a. Osim toga, u takvim uvjetima ubrzano se tros§i AdoMet ¢ime se
dodatno otezava aktivacija transsulfuracijskog puta. Homocistein se nastavlja nakupljati i

nastaje hiperhomocisteinemija (Selhub, 1999).

Kada se narusi remetilacijski put metabolizma homocisteina zbog deficijencije vitamina B12
ili poremecaja rada enzima MS posljedice su drugacije nego ako se taj put metabolizma
poremeti na razini sinteze 5-metil-THF-a (funkcionalni poremecaj enzima MTHFR-a ili

nedostatak folata) (Selhub, 1999.). U prvom slu¢aju 5-metil-THF nakupljat ¢e se u stanici, a



sinteza AdoMet-a bit ¢e smanjena. Ipak, posljedice nece biti toliko ozbiljne, jer ¢e nakupljeni
5-metil-THF inhibirati troSenje stani¢nih zaliha AdoMet-a te ¢e se pojacano aktivirati put

katabolizma homocisteina preko enzimske reakcije CBS-a (Selhub, 1999).

Sinteza 5-metil-THF-a prvi je korak kljuan u sintezi metionina. Neposredna posljedica
poremecaja sinteze 5-metil-THF-a, ili zbog deficijencije folata ili uslijed mutacije gena za
MTHFR, smanjuje sintezu metionina. Metabolizam homocisteina usmjerava se prema
transulfuracijskom putu. Medutim, u tom sluc¢aju transulfuracijski put nedostatan je u
metaboliziranju homocisteina zbog vise razloga: smanjena sinteza metionina vodi do sniZenja
unutarstani¢ne razine AdoMet-a, nedostatak 5-metil-THF-a poti¢e vec¢u potrosnju AdoMet-a
¢ime se pojacano nakuplja homocisten kao nusprodukt reakcija metilacije (reakcije metilacije
glicina uz enzim glicin-metiltransferazu). Poviseni homocistein uz nisku koncentraciju
AdoMet-a uzrokuje smanjenu aktivaciju sinteze cistationina, pocetni korak transulfuracijskog

puta (Selhub, 1999).

Za pravilno funkcioniranje metabolizma homocisteina neophodna je dovoljna opskrba stanica
vitaminima B skupine. Uz folat koji je u svojim metiliranim oblicima donor metilne skupine i
supstrat remetilacijskog puta sinteze metionina, riboflavin (u obliku flavin adenin
dinukleotida, FAD) i vitamin B12 su koenzimi, dok je piridoksin koenzim (piridoksal-fosfat -
PLP) u reakciji transsulfuracije (Selhub, 1999).

Prvu studiju koja je dokazala interakciju izmedu koli¢ine dostupnih nutrijenata nuznih za
pravilno funkcioniranje metabolizma homocisteina i koncentracije homocisteina u plazmi
proveli su Kang i1 sur (Kang i sur., 1991). Otkriven je obrnuto proporcionalni odnos izmedu
koncentracija folata, vitamina B12 1 koncentracije homocisteina u plazmi. Pri sniZenoj
koncentraciji folata dokazano je povecanje razine homocisteina u krvi od, otprilike, 2 puta.
Vecina pacijenata s niskim folatima ima 1 nedostatak vitamina B12. Dakle, kada je zaliha
folata i vitamina B12 neadekvatna smanjeno je ,,CiS¢enje” homocisteina iz cirkulacije, tj.
metabolizam homocisteina je poremecen Sto vodi do hiperhomocisteinemije (Kang i sur.,
1991).

Medutim, istrazivanja koja su ispitivala uc¢inkovitost suplemenatacije vitaminima B skupine

na snizavanje razine homocisteina dala su nekonzistentne rezultate (Santilli i sur., 2016).



1.3. Posljedice hiperhomocisteinemije

Hiperhomocisteinemija je povezana s brojnim procesima i promjenama na razini stanice koje
imaju utjecaj na patofiziologiju bolesti krvnih zila. Pri poviSenoj koncentraciji homocisteina
pojacan je proces autooksidacije homocisteina u krvi (pri ¢emu nastaje homocistin), a
posljedica oksidativne aktivnosti jest stvaranje oksidativnih kisikovih vrsta (Santilli i sur.,
2016). Zbog pojacanog oksidacijskog stresa inducirana je lipidna peroksidacija na
membranama endotelnih stanica te oksidacija lipoproteina u plazmi. Produkti lipidne
peroksidacije, poput F,-izoprostana mogu potaknuti aktivnost trombocita vezuéi se za
receptore tromboksana na njima (Santilli 1 sur., 2016). U suvisku homocisteina, trombociti
metaboliziraju homocistein do cisteina iz kojeg potom nastaje sumporovodik (H,S). H,S
aktivira metabolizam arahidonske kiseline preko fosfolipaze A, a posljedica je pojacano
stvaranje tromboksana A, (Santilli i sur., 2016).

Vazan u€inak povisene koncentracije homocisteina jest njegov utjecaj na aktivnost endotelne
sintaze dusikovog oksida (eNOS). Prisutan oksidacijski stres poti¢e oksidaciju kofaktora
eNOS, BH4, koji je neophodan za proces zdruzivanja enzima eNOS (engl. coupling). Posto se
smanji koli¢ina kofaktora BH4 mijenja se i stanje enzima eNOS. eNOS prelazi iz zdruZenog
oblika u razdvojeni (engl. uncoupled). Zdruzeni eNOS ima aktivnost usmjerenu prema sintezi
NO, dok razdvojeni oblik enzima sintetizira kisikov superoksid (O;). Dodatno, BH4 je
potentni Cista¢ radikala (antioksidans) tijekom oksidativnog stresa (Santilli i sur., 2016).

Zbog nakupljanja AdoHcy jedna od posljedica je i inhibicija reakcija metilacije, a potaknuta
je homocisteinilacija 1 posttranslacijske modifikacije proteina. NaruSeni su 1 epigeneticki
procesi, jer je jedan od kljuénih mehanizama kontrole ekspresije gena reakcija metilacije
(Santilli i sur., 2016).

Dakle, hiperhomocisteinemija moZe biti jedan od uzro¢nika ateroskleroze, sr¢anog infarkta,
perifernih arterijskih bolesti, venske tromboembolije (duboke venske tromboze, pluéne
embolije) (Moll 1 Varga, 2015). Povezuje se 1 s rizikom od spine bifide kod novorodencadi te
s komplikacijama u trudno¢i, poput preeklampsije 1 gubitka fetusa (Moll 1 Varga, 2015).
Smatra se da je normalna koncentracija homocisteina u krvi < 15umol/L. 5-7% opce
populacije ima blago do umjereno povecane razine homocisteina. Dakle, homocisteinemija je
priliéno ucestala pojava te se smatra da su uzrok tome generalno Cesto zastupljeni

polimorfizmi gena za MTHFR (Moll i Varga, 2015).



1.4. Gen za metilentetrahidrofolat-reduktazu i mutacije

Lokus gena koji kodira za enzim MTHFR jest 1p36.3. Gen za MTHFR sastoji se od 11
egzona i 10 introna te je dugacak 2,2 kb (kilobaza) (Zhang i sur., 2014).

Identificirane su brojne mutacije gena s razli¢itim stupnjem aktivnosti eksprimiranog enzima,
stoga 1 drugacijim opsegom posljedica deficijencije enzima. Mutacije s tezom klinickom
slikom pacijenata karakterizirane su aktivnos¢u enzima od 0-20 % divljeg tipa enzima (bez
mutacije), vrlo poviSenim koncentracijama homocisteina u krvi i urinu te niskim
koncentracijama metionina (Frosst i sur., 1995). Biokemijski pokazatelji u korelaciji su s
postotkom aktivnosti MTHFR-a. Klinicka slika nositelja mutacija ukljucuje usporen i
poremecen rast i razvoj, gubitak motornih funkcija, bolesti krvnih Zila te psihijatrijske i

neuroloske komplikacije (Frosst i sur., 1995).

Jo$ 1969. godine zanimanje za preuranjene slucajeve aterotromboze i tromboembolije kod
pacijenata s izrazenom homocistinurijom ucinilo je homocistein kandidatom ¢imbenikom za

poremecaje vaskularnog sustava (Kang i sur., 1991).

Cak i uz metode odredivanja ukupnog i vezanog homocisteina te otkrivanje genske pozadine
poremecaja njegove koncentracije tesko je identificirati pojedince koji ¢e zasigurno razviti
ozbiljna stanja hiperhomocisteinemije i homocistinurije. To sugerira da postoje i drugi
¢imbenici koji uvjetuju navedena stanja. Dakle, vazno je otkriti i uzeti u razmatranje sve
moguce ¢imbenike predispozicije za neravnoteZznu koncentraciju homocisteina te posljedi¢no

razvoj kardiovaskularnih bolesti (Kang i sur., 1991).

1988. godine Kang i suradnici otkrili su ,,novu* mutaciju u genu za MTHFR sa specificnom
aktivno$¢éu enzima od otprilike 50 % aktivnosti divljeg tipa enzima (Kang i sur., 1991).
Karakteristi¢na termolabilnost MTHFR-a primijeéena je u in vitro uvjetima na 46 'C, §to je i
dovelo do otkri¢a ove mutacije. MTHFR C677T mutacija u egzonu 4, u podrucju gena koji
kodira za N-terminalnu kataliticku domenu enzima, dovodi do zamjene Ala s Val na 222
mjestu u aminokiselinskom slijedu. Smanjena aktivnost MTHFR-a dovodi do umjerene
hiperhomocisteinemije, a Kang i suradnici su 1991. dokazali povezanost otkrivenog
termolabilnog enzima i1 poviSenih vrijednosti homocisteina s koronarnom sréanom bolesti
(Trimmer, 2013). Klinicka slika i biokemijski pokazatelji poremecene funkcije MTHFR
enzima izravno su proporcionalni s gubitkom funkcije enzima uslijed mutacije gena za

MTHFR. Takoder, umjerena hiperhomocisteinemija, prisutna kod C677T mutacije, moze



varirati ovisno o utjecaju drugih ¢imbenika (negenetskih), poput niske razine folata (Kang i
sur., 1991). Homozigoti za mutirane alele C677T (TT) imaju prosje¢no 25 % viSu

koncentraciju homocisteina od tipa bez mutacije (Trimmer, 2013).

1995. uslijedila je studija (Frossta i sur., 1995) koja je detaljnije opisala odnos mutacije
C677T i aktivnosti MTHFR-a te termolabilnost enzima. Zamjenom aminokiselina, Ala u Val,
tj. zamjenom nukleotida C u T, nastaje specifi¢ni slijed u genu, Hinfl. Mutacija je analizirana
kod pacijenata s preuranjenim nastupom vaskularne bolesti, no istrazivanje nije rezultiralo
kona¢nim sudom o interakciji mutacije i bolesti. Prosje¢na aktivnost MTHFR-a u mutiranih
homozigota (TT) iznosila je 30 % od normalne aktivnosti (kod CC varijante) (Frossta i sur.,
1995). Heterozigoti imali su 65 % rezidualne aktivnosti enzima te su dokazana preklapanja
vrijednosti aktivnosti kod skupine homozigota divljeg tipa i heterozigota. Razina izmjerenog
homocisteina bila je, otprilike, dva puta veéa kod mutiranih homozigota nego kod

heterozigota i tipa bez mutacije (Frossta i sur., 1995).

Polimorfizam u genu za MTHFR, C677T, generalno je Cest u populacijama, a prevalencija se
razlikuje ovisno o etnickom podrijetlu 1 geografskom poloZaju populacije. U Europi 10-12 %
TT homozigota prisutno je u Spanjolskoj, Francuskoj, Madarskoj. Prevalencija je niza u
sjevernim zemljama (4-6 %); Finskoj, Nizozemskoj, Rusiji te Njemackoj. Najveca
zastupljenost C677T mutacije u Europi zabiljeZzena je u Italiji, i1 to s naglaskom na jug Italije,
pokrajinu Kampaniju i Siciliju (Wilcken i sur., 2003). Na ameri¢kim kontinentima
prevalencija MTHFR C677T visa je kod populacija hispanskog podrijetla, srednje zastupljena
je kod stanovni$tva europskog podrijetla, a vrlo niska (1-2 %) kod Afroamerikanaca. Niska
zastupljenost mutacije u crnoj rasi u skladu je s onom kod africke populacije (Wilcken i sur.,

2003).

Drugi, manje ucestali polimorfizam gena za MTHFR, A1298C, nalazi se u egzonu 7 i
uzrokuje zamjenu glutamata s alaninom na polozaju 429, u C-terminalnoj, regulatornoj regiji
enzima. Mutacija A1298C prvi put je identificirana u studiji karcinoma jajnika (uloga
MTHFR-a u povecanju potrebe stanice za folatom) (Weisberg, 1998). 1998. Weisberg i
suradnici detaljnije su opisali A1298C mutaciju i njen utjecaj na aktivnost enzima. Zamjenom
nukleotida A u C nastaje specificno mjesto u genu, Mboll. Mutacija A1298C, takoder,
reducira aktivnost MTHFR-a, ali ne u tolikoj mjeri kao mutacija C677T pa je stoga njen
utjecaj na razinu homocisteina manji u odnosu na C677T. Budu¢i da se mjesto mutacije nalazi

u regiji gena koji kodira za regulatornu domenu proteina pretpostavlja se da mutacija utjece



na regulaciju aktivnosti enzima. To¢nije, smatra se da utjeCe na regulaciju putem AdoMet-a
koji alostericki inhibira enzim vezanjem u C-terminalnoj regiji. Mutirani homozigoti za
A1298C (CC) imaju otprlike 60 % rezidualne aktivnosti enzima (Weisberg, 1998). Medutim,
1 u slucajevima kada je izmjerena aktivnost enzima jednaka 1 kod C677T 1 A1298C mutacije,
polimorfizam A1298C rezultira manjim povisenjem koncentracije homocisteina (Weisberg,
1998).

Polimorfizam A1298C gena za MTHFR povezuje se s rizikom od pobacaja i gubitka fetusa,
posebice ako je prisutan i deficit folata te s arterijskom i venskom trombozom (Karmadonova
i sur., 2014).

Pod pretpostavkom da je poviSenje koncentracije homocisteina posljedica poremecaja
metabolizma homocisteina zbog mutacija u genu za vazan enzim tog metabolizma, MTHFR,
moze se zakljuciti da navedeni polimorfizmi gena pripadaju rizicnim c¢imbenicima za

vaskularne okluzivne bolesti (Lupi-Herrera, 2018).

1.5. Venska tromboembolija

Venska tromboembolija (VTE) jest bolest krvoZilnog sustava karakterizirana poremecenim
zgruSavanjem krvi s ponavljaju¢im akutnim epizodama. Kompleksne je patogeneze u koju su
ukljuceni razli¢iti ¢imbenici te predstavlja znacajni uzrok morbiditeta 1 mortaliteta u svijetu
(Wolberg i sur., 2015).

U skupini kardiovaskularnih bolesti (CVD) VTE po ucestalosti zauzima tre¢e mjesto, nakon
koronarne bolesti i ishemijskog sr¢anog udara (Wolberg i sur., 2015). Glavne manifestacije
VTE su duboka venska tromboza (DVT) i pluéna embolija (PE). Njihova godiSnja
prevalencija je oko 1-5/1000 (Nizankowska i sur., 2003), iako je tesko odrediti egzaktan broj
budu¢i da prevalencija varira u razliCitim populacijama s obzirom na etnicko porijeklo
populacije i geografsko podrucje (Liew i Gupta, 2014). Incidencija se povecava na 1/100
godisnje oboljelih u skupini starijih od 55 godina. Medu oboljelima vise je muskih pacijenata,
1ako zene u reproduktivnoj dobi imaju veci broj oboljelih (Beckman, 2010).

Kao 1 kod svakog sustava u organizmu tako i koagulacijski sustav krvi tezi odrzavanju
homeostatske ravnoteze koja se sastoji od prokoagulacijskih, antikoagulacijskih 1
fibrinolitickih ¢imbenika. Dode li do pomaka u toj ravnoteZi, s jedne strane, rezultat moze biti

stvaranje patoloSkog krvnog ugruska.
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Virchow. Tek 100 godina nakon objave njegovog rada opis je dobio naziv Virchow-ova
trijada. Trijada ukljucuje tri grupe ¢imbenika trombogeneze; hiperkoagulabilnost, promjene u

protoku krvi (staza i turbulencije) i poremecaj endotelne funkcije (Wolberg i sur., 2015).

1.6. Patofiziologija venske tromboembolije

U zdravim venama, endotel krvnih zila ,,0sjeca* tok krvi i stvara povr$inu koja sprjecava
nastanak ugruSka. Endotel promovira ekspresiju antitrombotskih ¢imbenika poput Kruppel-
sli¢nog ¢imbenika 2 koji posreduje stvaranje trombomodulina (djeluje kao transkripcijski
faktor). Drugi endotelni ¢imbenici su inhibitor puta tkivnog faktora (TFPI), heparan sulfat,
aktivator tkivnog plazminogena, dusikov monoksid (NO), prostaciklin (Wolberg i sur., 2015).
U valvulama vena, koje nemaju laminarni tok krvi i sklone su hipoksiji, pojacana je ekspresija
trombomodulina i endotelnog receptora proteina C, $to prevenira zgruSavanje krvi (Wolberg i
sur., 2015). Antikoagulacijski ¢imbenici krvi; protein C, protein S i antitrombin inhibiraju
lokalno stvaranje tromba. Staza krvi, kao jedan od patogenih ¢imbenika venske tromboze,
uzrokuje endotelnu disfunkciju 1 ekspresiju stani¢nih adhezijskih molekula (VCAM-1-
adhezijski protein vaskularnih stanica, P-selektin, E-selektin), privlacenje leukocita zidu
krvnih zila i inicira endotelnu prokoagulacijsku aktivnost (Wolberg i sur., 2015). Endotelne
stanice smanjuju ekspresiju 1 aktivnost antitrombotskih ¢imbenika, a poticu aktivnost
prokoagulacijskih i antifibrinoliti¢kih faktora (npr., inhibitor aktivatora plazminogena - PAI1,
1 tkivnih faktora). Posljedica je akumulacija fibrina i eritrocita te zacepljenje vena (Wolberg i
sur., 2015).

Za razliku od arterijskih ugrusaka koji su bogati trombocitima (bijeli trombi), venski sadrze
manje trombocita, a ve¢i udio eritrocita i fibrina zato se zovu ,,crveni* (Wolberg i sur., 2015).
Smatra se da eritrociti sami po sebi doprinose stvaranju tromba; agregiraju u podrucjima
sporijeg toka krvi te povecavaju viskoznost krvi, takoder, izlazu na svoju povrSinu
fosfatidilserin, prokoagulacijski fosfolipid (dio kontaktnog puta aktivacije) (Wolberg i sur.,
2015). Neutrofili pridonose VTE-u tako $to otpustaju NET-e (engl. neutrophil extracellular
traps) — izvanstanicne mreze od DNA, histona i antimikrobnih proteina, koje mogu hvatati
trombocite i eritrocite. Neutrofili takoder mogu potaknuti trombozu oslobadanjem proteaze,
elastaze, koja inaktivira antikoagulacijski TFPI, a eksprimira tkivni ¢imbenik. DNA i RNA
mogu aktivirati koagulacijski cimbenik XII (Wolberg i sur., 2015).

10



Posljedice DVT-a su nateCeni i bolni udovi te adematozno i osjetljivo tkivo duz vene
zahvacene trombozom. Moze biti i asimptomatska i s PE kao prvom manifestacijom.
Najmanje 40 % pacijenata s DVT u proksimalnim venama razvit ¢e PE, i to bez simptoma
(Wolberg i sur., 2015).

1.7. Dijagnoza venske tromboembolije

Postavljanje dijagnoze VTE, DVT ili PE, nakon klini¢ke prezentacije koja postavlja sumnju
na iste trebala bi prvo ukljuciti procjenu moguéih ¢imbenika rizika. Ako ne postoje evidentni
uzro¢nici Kkoristi se laboratorijski test D-dimera (otpustaju se u cirkulaciju tijekom razgradnje
fibrina iz ugrusaka) kojim se moze iskljuciti VTE, jer ima visoku negativnu prediktivnu
vrijednost. Ako su prisutni rizi¢ni ¢imbenici, dijagnoza VTE-a potvrduje se (ili ipak odbacuje)
kompresijskim ultrazvukom za DVT (zamijenio je kontrastnu venografiju) te CT- (engl.
computerized tomography) -pluénom angiografijom (CTPA) ili skeniranjem pluca uz izmjenu
faza ventilacije-perfuzije za dijagnozu PE (podrudja pluca zahvaéena pluénom embolijom
pokazuju normalan dotok zraka, no nema osvjetljenja koje oznacava perfuziju, zbog
blokiranog protoka krvi) (Wolberg i sur., 2015). CTPA je najucestaliji dijagnosticki test,
rendgenskim snimanjem prsa iskljucuju se upala pluéa (pneumonija) ili pneumotoraks, a
elektrokardiogramom, akutni infarkt miokarda i perikarditis (Davidson i sur., 2010).

Pacijenti s progesivnom PE su hipotenzivni, imaju velik broj sr¢anih otkucaja u minuti, nisku
saturaciju kisikom (hipoksija), niski parcijalni tlak kisika te prisutnu metaboli¢ku acidozu.
Ekstenzivna blokada protoka krvi u pluc¢a uzrokuje naprezanje desne klijetke srca Sto se moze
vidjeti ehokardiografijom (ultrazvukom srca). Rezultira dilatacijom desnog dijela srca u
pokus$aju da potisne krv u blokirane pluéne arterije (Davidson i sur., 2010). Posljedice su
povecanje pluénog arterijskog tlaka te otpuStanje mozdanih natrijuretskih peptida ili njegovih

prekursora i troponina (Wolberg i sur., 2015).

1.8. Antikoagulacijska terapija venske tromboembolije

Antikoagulacijska terapija akutnih stanja VTE ukljucuje tri faze; inicijalna terapija tijekom 5-
10 dana, produZena terapija sljedecih 3-6 mjeseci i dugoro¢na terapija (Wolberg i sur., 2015).
Cilj poCetne terapije jest ograniCiti rast tromba, dok ostale preveniraju ponovljeni VTE
dogadaj. Pocetno lijeCenje obuhvaéa parenteralnu terapiju; nefrakcionirani heparin i.v., s.c.

niskomolekularni heparin (LMWH) ili fondaparinuks i antagoniste vitamina K, kao S§to je
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varfarin (Wolberg i sur., 2015). Varfarin ima odgodeno djelovanje (tek nakon nekoliko dana)
zato se prvo daje parenteralna terapija. Alternativa varfarinu su direktni oralni antikoagulansi
(DOAC) koji se daju u fiksnim dozama i za razliku od varfarina nije potrebno redovito
pracenje INR-a (medunarodni normaliziraju¢i omjer). DOAC-i su bolja opcija jer su jednako
ucinkoviti 1 smanjuju rizik od rekurentnih VTE, nose manji rizik od krvarenja koje je Cesta
nuspojava varfarina. Pacijenti se mogu lije¢iti i s rivaroksabanom ili apiksabanom koji
direktno inhibiraju faktor Xa. Oralna terapija smanjuje potrebu za parenteralnom, daje se
intenzivnije i u ve¢im dozama prvih nekoliko dana (Wolberg i sur., 2015).

Pacijenti s karcinomom uz VTE imaju ve¢i rizik od ponavljajucih epizoda tromboze; kod
takvih pacijenata LMWH se pokazao boljim od antagonista vitamina K. Trudnicama se
takoder prepisuje LMWH jer varfarin i DOAC-i prolaze placentu, a varfarin je uz to i
teratogen (Wolberg i sur., 2015).

Trombolitska terapija preporuca se pacijentima s masivnom PE koji uz to imaju i hipotenziju.
Ta terapija moze se dati sistemski ili kateterom izravno u tromb. Primjer takvog lijeka jest
alteplaza koja prevodi plazminogen u plazmin. Kod pacijenata koji nemaju hipotenziju
trombolitska terapija moze dovesti do pojacanog krvarenja ukljucujuci intrakranijalno
(Wolberg i sur., 2015).

Produzena terapija traje najmanje 3 mjeseca. Kod pacijenata s nejasnim uzrokom
proksimalnog DVT ili PE i malim rizikom od krvarenja preporuca se neogranic¢ena terapija, a
s drugim takvim dogadajem i dozivotna (Wolberg i sur., 2015).

Vena cava filteri preveniraju da tromb iz dubokih vena dode do plu¢a. Oni se uzimaju u obzir
samo kod pacijenata s akutnim ekstenzivnim DVT-om s ili bez PE koji imaju kontraindikacije
na antikoagulacijsku terapiju, poput ozbiljnih krvarenja i rekurentne VTE unato¢ terapiji i kod
onih kod kojih je trenutno antikoagulacijska terapija kontraindicirana (operacija ili prije
poroda) (Wolberg i sur., 2015).

1.9. Plu¢na embolija

vvvvv

smrtnosti u razvijenim zemljama (Srivastava, 2016). Mortalitet je moguce reducirati brzom
dijagnozom i adekvatnom terapijom. U odsustvu lijeCenja smrtnost doseze i do 30 %, dok
pravovremena terapija smanjuje smrtnost na 2-8 % (Karmadonova i sur., 2015). Klini¢ka
prezentacija bolesti Cesto je varijabilna 1 nespecificna §to otezava donoSenja dijagnoze. U

sustini, PE jest stanje u kojem krvni ugruSak putuje iz sistemske cirkulacije i dospijeva u
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pluéni krvozilni sustav. Veéina ugrusaka dolazi iz dubokih vena donjih i gornjih ekstremiteta,
tako da se DVT i PE smatraju slijedom iste bolesti, VTE (Elassal i sur., 2014). Ono §to je
potrebno za ranu dijagnostiku i prevenciju smrtnih ishoda PE jest specifican biljeg za

otkrivanje genetske predispozicije i profilaksu rizi¢ne populacije (Basol 1 sur. 2016).

1.10. Rizi¢ni ¢imbenici venske tromboembolije

I genetski tj. nasljedeni i okoli$ni tj. steCeni ¢imbenici rizika mogu uzrokovati VTE. Zapravo
smatra se da je kljuna kombinacija viSe rizicnih ¢imbenika da bi proces bolesti zapoceo
(Wolberg i sur., 2015).

U vecini slucajeva nasljedena predispozicija za razvoj bolesti ostaje utiSana dok se ne pojavi
odredeni okoli$ni/steceni ¢imbenik koji potakne ispoljavanje bolesti (Nizankowska i sur.,
2003).

Najja¢im rizicnim c¢imbenicima, prema mnogim istraZivanjima, smatraju se upravo
nenasljedni, poput dobi, velikih operacija, hospitalizacije, imobilizacije, karcinoma, oralne
kontracepcije, hormonske nadomjesne terapije, trudnoce, dugih putovanja (Srivastava, 2016).
Starenjem se smanjuje miSi¢ni tonus te pokretljivost vena i njihovih valvula. Veliki tumori
uzrokuju mehani¢ke opstrukcije vena 1 zastoj krvi, a postoji i sloZzeni mehanizam
patofizioloske povezanosti tumora i VTE-a; aktivacija trombocita tumorskim stanicama te
stvaranje prokoagulacijskih ¢imbenika u tumorskim stanicama, kao 1 u monocitima i
makrofazima podrazenim tumorskim antigenima. U trudno¢i se povecava viskoznost krvi te
koncentracija fibrinogena i aktivnost ¢imbenika koagulacije, a smanjuje koncentracija
antitrombina III. Estrogen i progesteron u oralnim kontraceptivima povecavaju stvaranje
prokoagulacijskih ¢imbenika, a smanjuju antikoagulacijske. Imobilizacija uzrokuje sporost
protjecanja krvi u venama, nakupljanje koagulacijskih ¢imbenika te lokalno oStecenje
endotela zbog hipoksije (Gamulin 1 sur., 2005). Hospitalizacija je jedan od glavnih i klju¢nih
stecenih ¢imbenika rizika stoga postoje preporuke da bi se rizik od VTE trebao procjenjivati

kod svih pacijenata pri primitku u bolnicu (Srivastava, 2016).

1.11. GenetsKi rizi¢ni ¢imbenici venske tromboembolije

Nasljedna trombofilija najces¢i je uzrotnik VTE-a u populaciji pacijenata mladih od 50

godina. (Kreidy, 2014) U prisutnosti nasljednih riziénih ¢imbenika vazno je obratiti paznju na
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druga rizi¢na stanja koja lako mogu biti okida¢ tromboembolijskog dogadaja, npr. uzimanje
oralne kontracepcije kod Zena (Lenicek-Krleza i sur., 2010).

1965. Egeberg je identificirao prvi ¢imbenik koji je povezao s pojavom trombofilije kada je
istrazivao obitelj s nasljednom deficijencijom antitrombina. 1969. prvi put je u korelaciju
dovedena i ABO krvna grupa s rizikom od VTE-a. Ranih 1980-ih otkrivena je povezanost
proteina C i proteina S s nasljednom trombofilijom, a 90-ih faktor V Leiden i mutacija
protrombina G20210A (Rosendaal i Reitsma, 2009).

Medu genetskim ¢imbenicima rizika, snazno djeluju¢ima smatraju se deficijencije prirodnih
inhibitora koagulacije (antitrombin, protein C i S). lako su vrlo rijetke, kod samo 1 %
populacije, ipak dovode do ozbiljnog fenotipa sa ¢ak do 10 puta povecanim rizikom od
razvoja bolesti (i kod heterozigotnih nositelja) (Rosendaal 1 Reitsma, 2009). Vecina izvjeStaja
o deficijencijama tih ¢imbenika dolaze iz studija nasljednih obiteljskih oblika VTE-a. Buduci
da se radi o specificnim fenotipovima koji su zastupljeni u rijetkim obiteljskim sluc¢ajevima
treba oprezno tumaciti rezultate, jer tu mogu biti ukljuceni drugi nasljedni ¢imbenici koji nisu
detektirani.

Antitrombin je kljucni inhibitor zgrusavanja. Pripada obitelji serinskih proteaza te djeluje
inhibitorno 1 na aktivirane koagulacijske ¢imbenike poput IX, X, XI I XII. Molekularna
osnova greSke u sintezi antitrombina moze biti vrlo heterogena, najceS¢e su to missense
mutacije (Srivastava, 2016).

Protein C svoju antikoagulacijsku funkciju aktivira vezanjem na kompleks trombin-
trombomodulin (endotelni receptor trombina) ili na sami trombin. Aktivirana serinska
proteaza razgraduje faktore Va i VIlla. Protein S sluzi kao enzimski kofaktor u toj reakciji
povecavajudi efikasnost same reakcije te je takoder cimbenik rizika (Srivastava, 2016).

U umjerene genetske ¢imbenike rizika kao biljezi trombofilije ubrajaju se mutacije: Faktor V
Leiden (FVL), protrombin G20210A, genotipovi ABO krvne grupe. FVL je relativno Cesta
mutacija koja se kod bijele rase javlja s prosjecnom prevalencijom od 5 %. U skupini
oboljelih od VTE ona je zastupljena s prevalencijom > 20 %. Mutacija FVL dovodi do
pretjerane aktivnosti faktora V, odnosno rezistencije na aktivirani protein C, sto djeluje
prokoagulantno te za 3-8 puta povecava rizik od tromboze kod heterozigotnih nositelja, a za
50-100 puta za homozigotne nositelje FVL mutacije. Brojnim studijama utvrdeno je da je
FVL mutacija naj€es¢i nasljedni uzroc¢nik trombofilije (Elassal, 2014).

Protrombin G20210A je mutacija koja dovodi do za 30 % povisenih razina protrombina, a

time 1 vece sklonosti zgruSavanju krvi. Ova mutacija je takoder frekventna i to gotovo
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iskljucivo kod bijele rase. Nositelji mutacije imaju 2-3 puta veéi rizik od razvoja VTE-a, a
prevalencija medu oboljelima je oko 6 % (Rosendaal i Reitsma, 2009).

Poznato je da ABO krvne grupe znacajno odreduju krvnu razinu koagulacijskog ¢imbenika
VIII, jednog od proteina uklju¢enih u kaskadu zgrusavanja krvi. To¢nije, ¢imbenik VIII i von
Willebrandov ~ ¢imbenik  (VWF)  podlijezu  post-translacijskim ~ modifikacijama
glikoziltransferazama koje kodiraju ABO geni. Dakle, ABO fenotip korelira s krvnom
razinom ¢imbenika VIII i VWF (Crous-Bou, 2017). Nositelji krvne grupe 0 imaju smanjene
razine von Willebrandova faktora, otprilike 25 % manje, $to im daje odredenu zastitu u
odnosu na druge krvne grupe kada govorimo o sklonosti razvijanju tromboze. Nositelji ne-O
krvnih grupa imaju 2-4 puta veci rizik od VTE-a (Rosendaal i Reitsma, 2009). Juki¢ i sur.,
2009. godine istrazili su odnos ABO genotipova krvne grupe 1 rizika od razvoja tromboze u
hrvatskoj populaciji. Potvrdena je teza da nositelji ne-O krvnih grupa imaju znacajnu
genetsku predispoziciju za razvoj tromboze. Tocnije, u najvecem riziku su pojedinci s AB ili
A’B genotipom krvne grupe, slijede ih nositelji BB/O'B/O’B te O'A/O?A® genotipova.
Takoder, nositelji B alela imaju vecu sklonost trombozi od nositelja A alela (Jukié i sur.,
2009).

Slabiji utjecaj na razvoj tromboze ima nekoliko genetskih ¢imbenika. Polimorfizam 4G/5G
gena koji kodira za inhibitor aktivatora plazminogena — 1 (PAI-1) takoder je jedan od
genetskih ¢imbenika VTE. 4G alel povezan je s pove¢anjem koncentracije PAI-1 u krvi ¢ime
se smanjuje fibrinoliza 1 ve¢a je mogucnost stvaranja ugruSka (Hosseini i sur., 2015).
Tromboticki rizik mutacije u genu za MTHFR, opisan u prethodnim poglavljima, ¢ija je
posljedica poremecaj metabolizma homocisteina i shodno tome poviSenje koncentracije
homocisteina i dalje se istrazuje. Mutacije u genu za MTHFR ubrajaju se u tzv. mije$ani oblik
¢imbenika rizika, s obzirom da se na njithovo prokoagulantno djelovanje moZe utjecati
protektivno uzimanjem B vitamina i folne kiseline; $to nije moguce kod klasi¢no naslijedenih
¢imbenika rizika (Reilly 1 sur., 2013).

konzistentnost u rezultatima istrazivanja. Primjerice, u talijanskoj populaciji TT genotip -
C677T MTHFR mutacije indiciran je kao neovisni ¢imbenik rizika VTE-a, dok drugdje nije
(Shafia, 2018).

Medutim, treba naglasiti da se svi utvrdeni ¢imbenici rizika trebaju uzimati u obzir zajedno,
jer kombinacija viSe naslijedenih genetskih ¢imbenika moze znafajno povecati rizik koji bi

jedna varijanta samostalno predstavljala (Simone i sur., 2013).
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1.12. Modulirajuéa uloga vitamina B kod mutacija gena za
metilentetrahidrofolat-reduktazu

PoviSenje koncentracije homocisteina rezultat je interakcije genetskih i okolisnih utjecaja,
odnosno funkcionalnosti enzima 1 dostupnosti kocCimbenika (folata, vitamina BI12,
riboflavina). Genetski poremecaji vezani su za termolabilnost, tj. gubitak funkcije enzima
ukljuc¢enih u metabolizam homocisteina, dok okolisne faktore ¢ini pravilan unos vitamina
klju¢nih za metabolizam homocisteina.

Brojna istrazivanja podrzavaju ulogu mutacija gena za MTHFR kao ¢imbenika rizika za CVD
te potencijalnu moduliraju¢u ulogu vitamina B u znacéajnosti tog rizika. Razlike u statusu
vitamina B mogle bi objasniti velike geografske i populacijske varijacije u utjecaju mutacija
na rizik od CVD-a. Stoga se namecu istrazivanja uloge interakcije gena-nutrijenata u
moduliranju rizika (Reilly i sur., 2013).

Dokazano je da se suplementacijom folne kiseline moze smanjiti koncentracija ukupnog
homocisteina kod nositelja C677T mutacije u genu za MTHFR (Liew 2015; Karmadonova
2015; Santilli i sur., 2016). Folat stabilizira C677T mutiranu varijantu enzima tako $to
sprjecava njegovo odvajanje od pripadajuceg flavinskog ko¢imbenika (FAD). (Lucock, 2014)
Medutim, nije dokazano da suplementna terapija smanjuje rizik od rekurentnih trombotskih
dogadaja (Santilli i sur., 2016).

Cinjenica da se razina homocisteina moze smanjiti dodatnim unosom folne kiseline, vitamina
B12, riboflavina, piridoksina, a da to smanjenje ne dovodi do korekcije stanja CVD-a moze
sugerirati da je homocistein jednostavno biljeg poveéanog kardiovaskularnog rizika, a ne
uzrok istog (Moll i Varga, 2015).

U konacnici, utjecaj MTHFR mutacija na rizik od VTE moze biti i pod utjecajem gen-gen i
gen-okolisnih interakcija (Zeng J i Zeng Q, 2018). Osim toga, patofizioloski mehanizam
VTE-a vrlo je kompleksan i tesko je procijeniti koliki udio u njenom razvoju ima

jednogenska, tockasta mutacija gena za MTHFR.
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2. ObrazloZenje teme

Svrha ovog rada jest ispitati zastupljenost sljede¢ih mutacija u genu za MTHFR: C677T i
A1298C, u uzorku hrvatske populacije, istraziti postoji li korelacija izmedu navedenih
mutacija i pluéne embolije te postoji li povezanost kombinacije mutacija C677T i A1298C s
rizikom od razvoja pluéne embolije na uzorku hrvatske populacije. Dakle, cilj rada jest
utvrditi predstavljaju li mutacije gena za MTHFR, C677T i A1298C, rizi¢ne ¢imbenike za

oboljenje od plu¢ne embolije u odabranom uzorku hrvatske populacije.
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3. Materijali i metode
3.1. Materijali

3.1.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu, Odjelu za
molekularnu dijagnostiku, Odsjeku za DNA tipizaciju u periodu od listopada 2019. do srpnja
2020. godine.

Skupinu ispitanika ¢ini 110 pacijenata iz Klinicke bolnice Dubrava i Klinicke bolnice Merkur.
Pacijentima je fizikalnim pregledom, laboratorijskim testovima i drugim dijagnostickim
metodama potvrdena dijagnoza PE. Skupinu pacijenata s dijagnozom PE ¢ine 54 Zene i 56
muskaraca. Podatak o zivotnoj dobi 7 od 110 pacijenata je nepoznat. Dakle, medijan dobi
preostalin 103 pacijenata (pacijenti kojima je poznata dob) je 71 godina, mod 74 te
interkvartilni raspon od 26 godina. Najmladi pacijent ima 23, a najstariji 95 godina.

Osim mutacije u genu za MTHFR, za skupinu pacijenata s dijagnozom plu¢ne embolije,
tocnije njih 84, poznati su i podaci o prisutnosti drugih rizicnih ¢imbenika (pusenje, maligne
bolesti, imobilizacija) te mogucih komorbiditeta (DVT, infarkt miokarda — IM, ozljede,

ponovljeni slucajevi PE).

Poznati rizicni ¢imbenici za 84/110
ispitanika
30
25
20 Poznati rizi¢ni
faktori za
15 —] ] 84/113
10 — — — __ispitanika
5 - — — — -
0
2 N & 2 & Q
AR S N
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& & @o"
(Q'Z}\ QO A\

Slika 4. Prisutnosti drugih rizi¢nih ¢imbenika (puSenje, maligne bolesti, imobilizacija) i
komorbiditeta
Sljedeca analiza odnosi se na skupinu od 84 ispitanika s PE za koje su poznati podaci o

prisutnosti drugih rizi¢nih ¢imbenika i komorbiditeta. 19 % (N=16) pacijenata s dijagnozom
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PE pusi ili je nekad tijekom zivota pusilo, 31 % (N=26) ima aktivnu malignu bolest ili je ista
,»preboljena‘ tijekom zivota, 12 % ispitanika je nekad tijekom zivota bilo imobilizirano. 23 %
ispitanika uz plué¢nu emboliju boluje i od DVT-a, a njih 4 % imalo je ponavljane epizode PE,
dok je 9 % pacijenata dozivjelo IM.

Kontrolnu skupinu ¢ini 101 zdravi dobrovoljni davatelj krvi. Pregledom anamneze i obiteljske
povijesti bolesti potvrdeno je da nijedan pojedinac iz kontrolne skupine nema zabiljezen
sluc¢aj tromboembolijske bolesti. Dob kontrolne populacije, od koje je 48 zZena te 53
muskarca, kre¢e se od 25 do 65 godina. Medijan dobi je 41 godina, a mod 33. Interkvartilni
raspon dobi kontrolne skupine je 16.5 godina. Najmladi zdravi pojedinac ima 23, a najstariji

65 godina.

Tablica 1. Raspodjela ispitanika studije prema spolu

Spol Pacijenti % (N) Kontrole % (N)
Zene 49 (54) 48 (48)
Muskarci 51 (56) 52 (53)

Ukupno 110 101

1z raspodjele ispitanika prema spolu vidljiva je podjednaka zastupljenost Zena i muskaraca u
dvije skupine, skupini pacijenata i kontrolnoj skupini ispitanika.

Nakon informiranog pristanka skupine pacijenata, prikupljeni su uzorci krvi. Periferni uzorak
krvi izvaden je u epruvete sa suhim antikoagulansom K:EDTA (etilendiamintetraoctena

kiselina) u volumenu od 8,5 ml.

19



3.2. Metode

3.2.1. Izolacija genomske DNA na uredaju QIAcube

Za izolaciju DNA iz uzorka pune krvi s antikoagulansom EDTA koristen je komercijalni
komplet reagencija QlAamp DNA Blood mini QlAcube kit (QiagenGmbH, Hilden,
Njemacka).

QIAcube uredaj je robotska radna stanica za automatiziranu izolaciju nukleinskih kiselina iz
Sirokog spektra materijala (puna krv, buffycoat, plazma, serum, kultura stanica, kultura
bakterija, tkiva). 1zolacija se provodi standardnim QIAGEN kitovima za izolaciju nukleinskih
kiselina na kolonama (silika-gel membrane) prema protokolima proizvodaca. lzolacija se
temelji na procesu vezanja-ispiranja-eluiranja, pri ¢emu je kljuéni korak adsorpcija
nukleinskih kiselina na silika-gel membranu. Genomska DNA iz pune krvi izolira se iz
pocetnog uzorka volumena 200 pL. Potrebni reagensi za izolaciju su liziraju¢i pufer, proteaza,
apsolutni etanol, puferi za ispiranje (AW1 i AW?2) te pufer za eluciju (AE).

Liziraju¢i pufer razgraduje stanice ¢ime se oslobada stani¢ni sadrzaj. Proteaza sluzi za
uklanjanje stani¢nih proteina i oslobadanje nukleinskih kiselina od kompleksa s proteinima.
Pomocu apsolutnog etanola, DNA iz uzorka adsorbira se na silika-gel membranu kolone.
Zatim se DNA vezana na membranu proc¢iS€ava od svih stani¢nih primjesa puferima za
ispiranje do zavrSnog koraka, eluiranja genomske DNA s membrane puferom za eluciju.
Izolirana DNA eluirana je u 200 pl pufera za eluciju, visoke je ¢istoce i prinosa te je spremna

za umnazanje lanc¢anom reakcijom polimeraze (PCR) (Kundid, 2018).

3.2.2. Genotipizacija mutacija metilentetrahidrofolatreduktaze C677T i A1298C pomocu
metode real-time PCR — lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real-time PCR), osim §to
omogucuje kvantifikaciju, vrlo je osjetljiva metoda genotipizacije. U ovom istrazivanju real-
time PCR tehnika upotrebljena je u sklopu metode alelne diskriminacije kako bi se
identificirale varijante gena, od kojih su neke posljedica ispitivanih tockastih mutacija u genu
za MTHFR (Pogi¢, 2018).

Real-time PCR inacica je klasi¢ne lancane reakcije polimeraze koja omoguéuje kontinuirano
prac¢enje nastajanja produkata umnazanja tijekom vremena. U primjenjenoj metodi TagMan

tehnologije detekcije, koristi se dvostruko oznacCena fluorescentna sonda. Emitiraju¢a boja
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(engl. reporter) vezana je za 5° kraj TagMan sonde, a prigusiva¢ boje (engl. quencher) vezan
je za 3" kraj. Tako oznacen oligonukleotid komplementarno se veze za ciljnu sekvencu u
genu. Sve dok su emitiraju¢a boja i boja-prigusiva¢ zajedno vezane u sondi, prigusivac
suprimira fluorescentni signal putem rezonantnog prijenosa fluorescentne energije (FRET).
Odnosno, energiju koju emitira reporter boja, prigusivac apsorbira, sve dok je sonda intaktna.
U PCR-u u stvarnome vremenu polimeraza katalizira umnazanje gena na koji je vezana
pocetnica (engl. primer). Osim polimerazne aktivnosti, Tag DNA polimeraza ima i 5'-
3"egzonukleaznu aktivnost. Tijekom reakcije polimeraza katalizira sintezu komplementarnog
lanca 1 posljedi¢no razgraduje fluorescentnu TagMan sondu vezanu na ciljni lanac. Time se
reporterska boja oslobada i1 udaljava od prigusivaca te nastaje fluorescentni signal
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3887036/).

Metoda PCR-a u stvarnome vremenu omogucuje stalno pracenje nastanka produkta
polimerazne reakcije tijekom vremena pomocu intenziteta emisije fluorescencije reporterske
boje. Amplifikacijska krivulja graficki prikazuje odnos signala fluorescencije i broja ciklusa
umnozavanja. Bazi¢nu liniju amplifikacijske krivulje ¢ine pocetni ciklusi umnoZzavanja u
kojima ne dolazi do velike promjene u signalu fluorescencije. Detekcija signala iznad bazi¢ne
linije oznaCava umnozeni produkt. Tresholdcycle (Ct) vrijednost prikazuje broj ciklusa u
kojem intenzitet fluorescencije prelazi intenzitet praga
(https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0888754312000043).
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Slika 5. Amplifikacijska krivulja graficki prikazuje odnos signala fluorescencije i broja
ciklusa umnozavanja. Koli¢inu umnozenog produkta je moguce pratiti kroz cikluse
umnazanja (ispis rezultata s uredaja ABI Prism 7500 Real-time PCR system; Odjel za
molekularnu dijagnostiku, odsjek za DNA tipizaciju, Hrvatski zavod za transfuzijsku

medicinu, Zagreb).

Za genotipizaciju mutacija C677T i A1298C u genu za MTHFR u ovom radu koriSten je
uredaj ABI Prism 7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems, SAD).

Metodom alelne diskriminacije (test zavrSne toCke) moze se odrediti genotip na temelju
identifikacije tockaste mutacije u genu, tocnije, identificirati varijanta sekvence nukleinske
kiseline od interesa. Princip je identiCan prethodno opisanoj metodi PCR-a u stvarnome
vremenu, samo $to se u reakcijsku smjesu dodaje, uz fluorescentnu sondu za divl;ji tip alela,

dodatna TagMan fluorescentna sonda specificna za mutiranu varijantu gena. Tijekom real-
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time PCR ciklusa svaka specificno ozna¢ena TagMan sonda veze se za pojedini alel (divlji ili
mutirani) te se traZeni aleli umnazaju zasebno. Ovisno o tome o kojem se alelu radi proizvest
¢e se specificni fluorescentni signal. Testom alelne diskriminacije uzorci se razvrstavaju na
homozigote (divljeg ili mutiranog tipa) i heterozigote.

Flourescentni signal za svaki analizirani uzorak genomske DNA prenosi se na graf. Uz x-0s
smjeStaju se uzorci umnozeni kao normalni aleli bez mutacije (divlji tip), a uz osi y uzorci s
mutacijom (mutirani tip), dok su uzorci heterozigota s jednim divljim, a drugim mutiranim
alelom smjesteni u sredini grafa (Pogi¢, 2018).
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Slika 6. Graf alelne diskriminacije prikazuje fluorescentni signal svakog analiziranog uzorka s
obzirom na genotip (ispis rezultata s uredaja ABI Prism 7500 Real-time PCR system; Odjel za
molekularnu dijagnostiku, odsjek za DNA tipizaciju, Hrvatski zavod za transfuzijsku
medicinu, Zagreb).
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3.2.3. Reagensi za izvodenje metode PCR-a u stvarnome vremenu

- Univerzalni TagManGenotyping Master Mix (Applied Biosystems, SAD)
- CustomTagMan SNP GenotypingAssay (Applied Biosystems, SAD) - ishodnice i sonde
sadrzane su u kitu:
- MTHFR C677T-SNP esej C_1202883_20, Chr 1 (rs 1801133)
- MTHFR A1298C-SNP esej C_850486_20, Chr 1 (rs 1801131)
- Bidestilirana voda (Aqua pro injectione, HZTM, Zagreb)
- MicroAmpOptical Tube (0,2 ml) (Applied Biosystems, SAD) - opticke epruvete za PCR
- MicroAmpOptical Cap (Applied Biosystems, SAD) - ¢epovi za opti¢ke epruvete
- nastavci s filterom 2-100 ul (Eppendorf, Njemacka)
- nastavci s filterom 0,1-10 pl (Eppendorf, Njemacka)

3.2.4. Postupak pripreme reakcijske smjese za PCR u stvarnome vremenu

U sterilnom kabinetu s laminarnim protokom zraka pripremljena je reakcijska smjesa
za Real-time PCR reakciju na uredaju AB 7500 (Applied Biosystems, SAD).
Reakcijska smjesa sadrzi:

12,5 pl Univerzalni TagMan Master Mix
0,63 pl TagMan SNP ishodnice i sonde

8,87ul Bidestilirana voda

22 pl reakcijske smjese za RT-PCR + 3 ul izolata genomske DNA

Uz ukupnih 22 L reakcijske smjese za PCR u stvarnome vremenu dodaje se i 3 pL kalupa
DNA koja se analizira. Dakle, ukupni volumen svakog uzorka je 25 ul. Uz pripremu
reakcijske smjese za nepoznate uzorke, kao dio procesne kontrole umnoZavaju se negativna
kontrola, u koju se umjesto DNA dodaje bidestilirana voda i 3 pozitivne kontrole s poznatim
genotipom MTHFR-a, mutacija C677T/A1298T (divlji tip - bez mutacije, heterozigotni tip -
samo jedan mutirani alel, a drugi divlji i homozigotni tip za mutaciju - oba mutirana alela).
Nakon zavrSenog pipetiranja epruvete su zatvorene ¢epovima i stavljene u uredaj za real-time
PCR. Odabirom programa definiraju se uvjeti reakcije i zapocinje umnazanje uz mogucnost

pracenja porasta fluorescencije u ciklusima umnazanja (Pogi¢, 2016).
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3.2.5. Uvijeti real-time PCR

Tablica 2. Program real-time PCR umnozavanja

UVJETI REAKCIJE PCR TEMPERATURA VRIJEME
HOLD-aktivacija enzima AmpErase .
uracil-N-glycosylase 20%C 2 min.
HOLD-aktivacija AmpliTaq Gold enzima 95°C 10 min.

40 ciklusa umnozavanja:

Denaturacija 95°C 15 sek.
Vezanje pocetnica i produljenje lanca 60 °C 1 min.
Detekcija fluorescencije 60 °C

3.2. Statisticka metoda

Dobiveni rezultati odredivanja genotipova ispitanika za polimorfizme gena za
MTHFR, A1298C 1 C677T, prikazani su pomocu apsolutnih 1 relativnih frekvencija. Razlike
ucestalosti pojedinih genotipova C677T i A1298C, u genu za MTHFR, izmedu promatranih
skupina analizirane su y2-testom i testom razlika proporcija uz 95 % granice pouzdanosti
(CI).

Razina statisti¢ke znacajnosti postavljena je na 0,05 u svim analizama. Nul hipoteza
y2-testa bila je da nema razlike u promatranom svojstvu (genotip MTHFR) izmedu skupina s
pripadaju¢im frekvencijama (za pojedini polimorfizam). Kada je dobivena y2 vrijednost
manja od grani¢ne vrijednosti odredene postavljenom p-vrijednosti testa, odbacuje se nul
hipoteza 1 prihvaca alternativna hipoteza, tj. u tom slucaju postoji statisticki znacajna razlika
izmedu skupina u promatranom svojstvu. U testu razlike proporcija, razlika izmedu
usporedenih skupina u promatranom svojstvu smatra se statisticki zna¢ajnom ako je dobivena
p-vrijednost testiranja manja od postavljene razine statisti¢ke zna¢ajnosti (p=0,05) (Simundié,

2008). Za analizu je koristen statisti¢ki program MedCalc Software version 14.8.1.
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4. Rezultati

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi jesu li mutacije C677T 1 A1298C u genu za MTHFR
rizi¢ni ¢imbenici za razvoj pluéne embolije u hrvatskoj populaciji. Dakle, u studiji istrazivanja
parova sudjelovala je skupina pacijenata s dijagnozom plu¢ne embolije (PE) te kontrolna
skupina zdravih pojedinaca (kontrola). U skupini PE bilo je ukupno 110 bolesnika, a u
kontrolnoj skupini 101 ispitanik.

4.1. Ucestalost pojedinih genotipova MTHFR-a u skupini pacijenata s plu¢cnom
embolijom i kontrolnoj skupini

4.1.1. Zastupljenost pojedinih genotipova MTHFR-a za C677T u skupini pacijenata s
pluénom embolijom i kontrolnoj skupini

Za varijantu C677T MTHFR-a ispitanici (iz skupina PE i kontrole) podjeljeni su u 3 moguca
genotipa; divlji tip je nositelj normalnih alela, CC, heterozigoti s alelima CT i mutirani tip je
nositelj] TT alela. Zastupljenost genotipova izrazena je u apsolutnim (N) i relativnim
frekvencijama (%).

x2 test koriSten je kako bi se ispitalo postoji li razlika izmedu dviju skupina s obzirom na
zastupljenost prethodno navedenih genotipova za C677T mutaciju. Uz 95 % interval
pouzdanosti potvrdena je nul hipoteza testa (dobivena p vrijednosti veca je od postavljene
0,05). Drugim rije¢ima, dokazano je da nema statisticki znaCajne razlike u zastupljenosti
moguc¢ih genotipova izmedu skupina, odnosno mutacija C677T u genu za MTHFR

podjednako je zastupljena i kod pacijenata s pluénom embolijom i kod zdravih pojedinaca.

Tablica 3. Ucestalost pojedinih genotipova za C677T mutaciju u skupini pacijenata s PE i

kontrolnoj skupini

MTHFR C677T
PE KONTROLA x2
N % N % (95 % CI%) P
divlji tip CC 46 418 44 43,6
heterozigoti CT 49 44,5 45 44,6 0,17 0,921
mutirani tip TT 15 13,6 12 11,9

*95%- tni interval pouzdanosti
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4.1.2. Zastupljenost pojedinih genotipova za A1298C mutaciju u skupini pacijenata s pluénom
embolijom i kontrolnoj skupini

Za varijantu A1298C ispitanici su, takoder, podjeljeni u 3 moguca genotipa; divlji tip je
nositelj normalnih alela AA, heterozigoti s alelima AC i mutirani tip je nositelj CC alela.
Zastupljenost genotipova izrazena je u apsolutnim (N) i relativnim frekvencijama (%).

y2 test koriSten je kako bi se ispitalo postoji i razlika izmedu dviju skupina, skupine
pacijenata s PE i kontrolne skupine koju ¢ine zdrave osobe, u zastupljenosti prethodno
navedenih genotipova za mutaciju A1298C MTHFR-a. Uz 95 % interval pouzdanosti
potvrdena je nul hipoteza testa (dobivena y2 vrijednost manja je od pripadne grani¢ne
vrijednosti 1 p vrijednost ve¢a od 0,05). Drugim rije¢ima, dokazano je da nema statisticki
znaCajne razlike u zastupljenosti mogucéih genotipova izmedu skupina, odnosno, mutacija

A>C podjednako je zastupljena i kod pacijenata s PE i kod zdravih pojedinaca.

Tablica 4. Ucestalost pojedinih genotipova za mutaciju A1298C u skupini pacijenata s PE i
kontrolnoj skupini

MTHFR A1298C
PE KONTROLA 12
N % N % (95 % CI7%) P
divlji tip AA | 49 44,5 45 44.6
heterozigoti AC | 47 42,7 45 44,6 0,19 0,909
mutirani tip 14 12,7 11 10,9

*95%- tni interval pouzdanosti

4.1.3. Ugestalost mutiranog alela za mutacije C677T i A1298C u genu za MTHFR u skupini
pacijenata s pluénom embolijom i kontrolnoj skupini

U tablici 5 prikazana je zastupljenost mutiranog alela za obje mutacije u genu za MTHFR,
C677T i A1298C. Navedene su apsolutne i relativne frekvencije ispitanika koji imaju barem

jedan mutirani alel u genotipu MTHFR-a.
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Tablica 5. Zastupljenost mutiranog alela u genotipovima MTHFR ispitanika za mutacije
C677T 1 A1298C

C677T A1298C
T razlika c razlika
N | o | @B%cr | P N | % (95 % CI%) P
PE 64 | 58 61 | 55
2,00 % 0,77 0,00 % 1
KONTROLA | 57 | 56 56 | 55

*95%- tni interval pouzdanosti

Razlikuju li se skupina pacijenata s PE i kontrolna skupina po zastupljenosti mutiranog alela u
genotipovima MTHFR-a za mutacije C677T i A1298C ispitano je pomocu testa razlike
proporcija. Ve¢ prema relativnim frekvencijama mutiranog alela mogucde je pretpostaviti da se
dvije skupine gotovo uopée ne razlikuju; u slu¢aju mutacije A1298C pronadena je potpuna
podudarnost pacijenta i zdravih ispitanika. Uz 95 % interval pouzdanosti dobivene su p-
vrijednosti (za obje mutacije vece od 0,05) kojima je dokazano da nema statisticki znacajne

razlike izmedu skupina ispitanika u navedenom svojstvu.

4.2. Zastupljenost pojedinih genotipova MTHFR-a u skupini pacijenata s
pluénom embolijom i kontrolnoj skupini prema spolu

Tablica 6. Usporedba podskupina Zena i muSakaraca, skupine ispitanika s PE, prema

zastupljenosti genotipova MTHFR-a za C677T i A1298C

PE 12
GENOTIP ZENE | MUSKARCI (?;5| Yo P
(N) (N) )
divlji tip CC 19 27
C677T | heterozigot CT 29 20 3,61 0,165
mutirani tip
TT 6 9
divlji tip AA 24 25
A1298C | heterozigot AC 25 22 1,32 0,217
mutirani tip
cC 5 9

*95 %- tni interval pouzdanosti
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x2 testom usporedene su zastupljenosti genotipova (divlji, heterozigot i mutirani tip) kod Zena
i muskaraca za obje mutacije gena za MTHFR, C677T i A1298C. Dobivenim %2
vrijednostima uz 95 %-tni interval pouzdanosti dokazano je da nema statisticki znacajne
razlike izmedu spolova u ucestalosti pojedinog genotipa. Npr., broj zZena s mutiranim
genotipom, bilo za A1298C ili C677T, ne razlikuje se statisticki znacajno od broja muskaraca

s tim istim genotipom u skupini pacijenata s PE.

Tablica 7. Usporedba zastupljenosti mutiranog tipa kod Zena i muskaraca u skupini pacijenata
s PE za C677T i A1298C

Ce77T razlika p A1298C razlika p
— (95% — (95%
PE mutirani tip CI%) mutirani tip CI%)
TT (%) CC (%)
ZENE 11 0,446 9 0,27
5,0 % 7%
MUSKARCI 16 16

*95 %- tni interval pouzdanosti

Test razlike proporcija koriSten je kako bi se ispitalo postoji li razlika u frekvenciji mutiranog
genotipa izmedu Zena 1 muskaraca koji boluju od pluéne embolije. Razlika izmedu spolova
kod varijante C677T je 5 %, a za varijantu A1298C 7 %. Na osnovu dobivenih p-vrijednosti
za svaku mutaciju zakljuceno je da nema statisticki znacajne razlike u frekvenciji Zena i

muskaraca s mutiranim genotipom.

4.2.1. Zastupljenost mutiranog alela u skupini pacijenata s pluénom embolijom i kontrolnoj
skupini prema spolu

U tablici 8 prikazane su frekvencije mutiranog alela u genotipovima MTHFR za svaku
mutaciju, C677T 1 A1298C, u Zena 1 musSkaraca koji pripadaju skupini ispitanika s plu¢nom
embolijom.

Tablica 8. Usporedba zastupljenosti mutiranog alela u genotipovima MTHFR za mutacije

C677T 1 A1298C izmedu Zena i musSkaraca u skupini pacijenata s plu¢nom embolijom (PE)

Ce77T A1298C

T (%) | razlika 0 C (%) | razlika 0
FENE o (95% CI1*) = (95% CI1%)
MUSKARCI | 52 13,0% 0,17 |55 0,0% 1
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Testom razlike proporcija utvrdeno je da nema razlike izmedu spolova u zastupljenosti
mutiranog alela u skupini pacijenata. Za varijantu MTHFR C677T razlika izmedu Zena i
muskaraca u navedenom svojstvu je 13 %. lako veca u usporedbi s razlikom izmedu spolova

za varijantu A1298C, ipak je dokazano da nema statisticki znacajne razlike.

4.3. Ucestalost kombinacija genotipova C677T i A1298C ispitanika u skupini
pacijenata s pluénom embolijom i kontrolnoj skupini

Tablica 9. Prikaz apsolutnih i relativnih frekvencija ispitanika za sve moguce kombinacije
genotipova dviju mutacija MTHFR gena u skupini pacijenata s pluénom embolijom i

kontrolnoj skupini

kombinacije PE KONTROLA Razlika
CcerrT A1298C N % N % %
CcC AA 12 10,9 11 10,9 0
cC AC 20 18,2 22 21,8 3,6
CC CC 14 12,7 11 10,9 1,8
CT AA 23 20,9 22 21,8 0,9
CT AC 26 23,6 23 22,8 0,8
CT CcC 0 0 0 0 0
TT AA 14 12,7 12 11,9 0,8
TT AC 1 0,9 0 0 0,9
TT CcC 0 0 0 0 0

Ve¢ na temelju vizualne procjene razlike relativnih frekvencija kombinacija genotipova u PE
skupini 1 kontrolnoj skupini moZe se pretpostaviti da izmedu dviju skupina nema razlike u
zastupljenosti ispitanika u pojedinim kategorijama kombinacija (npr. broj ispitanika s

mutiranim genotipom jedne i druge mutacije, C677T i A1298C, u obje skupine je 0).
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Tablica 10. Usporedba frekvencija kombinacija mutacija C677T i A1298C izmedu PE

skupine i kontrolne skupine

KOMBINACIJA

razlika (%) p*
Ce77T A1298C
divlji tip heterozigot 3,6 0,514
divlji tip mutirani tip 1,8 0,687

*p-vrijednost dobivena testom razlike proporcija

Testom razlike proporcija, provjerena je statisticka znacajnost razlike izmedu frekvencija

kombinacije divljeg tipa za C677T i heterozigota za A1298C te statistiCka znacajnost razlike

izmedu frekvencija kombinacije divljeg tipa za C677T 1 mutiranog tipa za A1298C u skupini

PE 1 kontrolnoj skupini (tablica 10.). Testom je potvrdeno da nema statisticke znacajnosti u

slucajevima kombinacija genotipova koje su navedene. Budu¢i da su testirane frekvencije

kombinacija ujedno i najvece razlike relativnih frekvencija (3,6 % i 1,8 %), od svih navedenih

u tablici 9, odmah se moZe zakljuciti da izmedu ostalih frekvencija kombinacija, takoder,

nema statisticki zna€ajne razlike izmedu pacijenata i zdravih pojedinaca.
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5. Rasprava

MTHFR vazan je enzim u metabolizmu homocisteina. Homocistein nastaje reakcijama
metilacije iz AdoMet-a, koji predstavlja jedan od najvaznijih enzimskih kofaktora u bioloskim
reakcijama (Trimmer, 2013). Dakle, homocistein je razgradni produkt te ga je potrebno
metabolickim putevima ukloniti iz stanice. Remetilacijskim putem, u kojem sudjeluje i
MTHFR, iz homocisteina ponovno nastaje metionin (Selhub, 1999). Mutacije gena za
MTHFR dokazano utjeCu na aktivnost enzima, Sto se u odredenoj mjeri ogleda kroz
povecanje koncentracije homocisteina. Hiperhomocisteinemija smatra se rizichim
¢imbenikom u razvoju venske tromboembolije, u uzem smislu i PE (Frosst i sur., 1995).

U kojoj mjeri odredena mutacija u genu za MTHFR smanjuje aktivnost enzima? Koliko
smanjena aktivnost enzima utjeCe na povisenje koncentracije homocisteina? Kakav je status
vitamina B; folata, cijanokobalamina, riboflavina, piridoksina? Koji su drugi rizi¢ni ¢imbenici
prisutni i kakva je njihova interakcija u procesu razvoja venske tromboembolije? — pitanja su
koja i dalje suprotstavljaju znanstvenu zajednicu u odgovorima i zasigurno ¢ine povod
buducih istraZivanja.

Navedeno istrazivanje koje je provedeno u skupini bolesnika s PE-om bavilo se ispitivanjem
povezanosti dviju mutacija u genu za MTHFR, C677T 1 A1298C, s pluénom embolijom.
Studija je provedena na skupini od 110 pacijenata s PE-om te kontrolnoj skupini od 101
zdravog dobrovoljnog davatelja krvi bez koagulacijskih problema. Svim ispitanicima odreden
je genotip MTHFR-a s obzirom na mutacije C677T i A1298C. Upotrebom statistickih testova
usporedene su ucestalosti mutacija u genu za MTHFR u skupini pacijenata s PE-om i skupini
zdravih ispitanika (kontrolna skupina) kako bi se utvrdilo postoji li statisticki znacajna razlika
u zastupljenosti mutacija ciljnog gena izmedu populacije s dijagnozom PE-a i zdrave
populacije. Usporedeni su sljede¢i podatci: ucestalost pojedinih genotipova za mutacije
C677T i A1298C MTHFR-a, ucestalost mutiranog alela za C677T i A1298C, zastupljenosti
genotipova s obzirom na spol, zastupljenost mutiranih homozigota za C677T i A1298C kod
zena 1 muskaraca u skupini pacijenata, zastupljenosti mutiranog alela prema spolu za C677T 1
A1298C, ucestalost kombinacija genotipova C677T 1 A1298C.

Niti u jednoj kategoriji usporedbe koja je analizirana nije dokazana statisticki znacajna razlika
izmedu promatranih skupina. Iz navedenih rezultata zakljucuje se da u ispitanoj skupini
bolesnika s PE-om, mutacije C677T i A1298C MTHFR-a, ne predstavljaju ¢imbenik rizika za
razvoj PE-a, jer je prevalencija mutacija gotovo jednaka kod skupine zdravih i bolesnih

osoba. Drugim rije¢ima, navedenim istrazivanjem nismo utvrdili povezanost mutacija U genu
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za MTHFR i PE, tj. da prisutnost mutacije, C677T ili/i A1298C, ¢ini genetsku predispoziciju
za razvoj PE-a u ispitivanoj skupini.

2009. godine, takoder je provedena retrospektivna studija (engl. case-control study) u
hrvatskoj populaciji ¢iji je primarni cilj bio ispitati povezanost genotipova ABO krvnih grupa,
ali 1 drugih relevantnih gentskih ¢imbenika rizika (FV Leiden, protrombin G20210A, MTHFR
C677T), s razvojem tromboze (Juki¢ i sur., 2009). Ukljuceno je 154 pacijenata s dijagnozama
VTE (60 pacijenata s DVT-om ili PE-om), kroni¢ne venske bolesti i arterijske tromboze i 303
dobrovoljnih davatelja krvi bez trombotickog rizika. Prema rezultatima studije zakljuceno je
da je 2 puta ve¢i rizik od tromboze kod nositelja ne-O krvne grupe. Najveci rizik dokazan je
kod nositelja AB i A’B genotipova, zatim slijede BB/O'B/O?B te O'A/O*A! (Juki¢ i sur.,
2009). Incidencija mutacije C677T MTHFR-a homozigota u skupini pacijenata bila je 26, a u
kontrolnoj skupini 21, ¢ime nije dokazana statisticki znacajna razlika. Nadalje, omjer izgleda,
tj. vjerojatnost da ¢e nastupiti bolest kod nositelja mutiranog genotipa uz 95 % interval
pouzdanosti (CI 95 %), za nositelje ne-O krvne grupe uz prisutnu mutaciju C677T bio je 5,61
(Cl 2,14-14,73) kod pacijenata s trombozom, a za pacijente s venskom trombozom,
specifi¢no, 6,0 (CI 2,3-16,1). Dakle, dokazano je da nositelji ne-O krvne grupe s mutacijom
C677T imaju 2 puta veéi rizik za razvoj tromboze od nositelja istog fenotipa bez mutacije
C677T (Juki¢ i sur., 2009). No, kada su usporedene zastupljenosti nositelja O-krvnih grupa
pozitivnih na mutaciju C677T MTHFR-a sa zastupljenos¢u iste skupine krvnih grupa bez
mutacije C677T nije pronadena statisticki znaCajna razlika (Juki¢ i sur., 2009). Stoga je
zaklju€eno da izolirana mutacija C677T MTHFR-a nije rizi€ni ¢imbenik za razvoj tromboze u
ispitivanoj skupini bolesnika, osim ako navedena mutacija nije zdruzena s nekim drugim
nasjednim ili nenasljednim ¢imbenikom (Juki¢ i sur., 2009). Dakle, ta studija iz 2009. godine
je u korelaciji s ovim istrazivanjem, uz znaajnije manje slucajeva s PE-om medu 60
pacijenata s VTE-om i ta je studija samo posredno istrazila razinu rizika TT homozigota za
C677T mutaciju te se primarno bazirala na analizu interakcije te mutacije s ABO genotipom
krvne grupe (Juki€ 1 sur., 2009).

2019. godine provedeno je jos jedno ispitivanje ucestalosti mutacija C677T 1 A1298C gena za
MTHFR u hrvatskoj populaciji te njihova pojedinacna/kombinirana povezanost s
trombotickim rizikom za razvoj VTE-a na 152 bolesnika s dijagnozom VTE-a i kontrolnoj
skupini od 101 dobrovoljnog davatelja krvi bez tromboembolickih epizoda. Uclestalosti
genotipova MTHFR-a za mutacije C677T i A1298C, kao ni ucestalosti alela nisu se statisti¢ki
znacajno razlikovale izmedu skupine pacijenata i kontrolne skupine. Takoder, nije bilo

statisti¢ki znacajne razlike niti u zastupljenosti kombinacija genotipova MTHFR-a za C677T i
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A1298C izmedu promatranih skupina. U ovoj studiji je, dodatno, ispitana i prisutnost
mutacije FVL-a u skupinama. Medutim, ni kombinacije mutacija u genu za MTHFR s FVL-
om nisu utjecale na rizik od nastanka VTE-a (Kundid, 2019). Dakle, postoji oc¢igledna
koherentnost u ishodima ove retrospektivne studije i sadasnje studije.

U studiji koju su proveli Basol i sur. 2016. godine, u turskoj populaciji na 118 pacijenata
ispitana je povezanost mutacija u genu za MTHFR s PE-om. Za C677T mutaciju nije bilo
razlike u ucestalosti genotipa izmedu skupine pacijenata i kontrolne skupine, dok je razlika u
frekvenciji mutiranog alela (T) bila statisti¢ki znacajna. Za A1298C mutaciju nije dokazana
korelacija s PE-om. Uz to, zakljuéeno je da nositelji kombinacije genotipova bez mutacija
(CC i AA) imaju najmaniji rizik od razvoja PE-a (Basol i sur., 2016).

Medutim, dvije godine kasnije, takoder u turskoj populaciji, Bezgin i sur. proveli su
istrazivanje koje je dalo potpuno suprotne rezultate, ali udio bolesnika s DVT-om bio je puno
veéi u odnosu na PE (Bezgin i sur., 2018). Studija je ukljuéila 310 pacijenata (14 % pacijenata
s DVT-om uz PE, 6 % s izoliranom dijagnozom PE-a, a ostatak samo DVT) i 289 kontrolnih
ispitanika (bez CVD-a i VTE-a). Analizirano je ukupno 12 mutacija koje su prethodno
svrstane u potencijalne rizicne ¢cimbenike VTE-a, medu kojima i mutacije u genu za MTHFR,
C677T i A1298C. Svim ispitanicima izmjerena je i serumska koncentracija homocistena te je
prosje¢na koncentracija homocisteina bila gotovo jednaka u skupini pacijenata i kontrolnoj
skupini (p= 0,36). Dakle, za razliku od prethodne studije u turskoj populaciji (uvjetno receno,
jer je navedena skupina premali uzorak populacije), mutacija A1298C pokazala je znacajno
vecu ucestalost u skupini pacijenata s izoliranom dijagnozom PE (p=0,006) nego Sto je
ucestalost te mutacije bila u svim ostalim skupinama (DVT skupina 1 kontrolna skupina), dok
razlika u zastupljenosti C677T mutacije izmedu pojedinih skupina nije bila statisticki
znacajna (Bezgin 1 sur., 2018).

U kineskoj Han populaciji (224 pacijenta), 2017. godine dokazana je povezanost obje
mutacije s rizikom od razvoja PE-a, posebice kod homozigota. OR (95% CI) za mutirane TT
homozigote iznosi 1,71 (1,24-2,21), a za CC mutirane homozigote 1,58 (1,24-2,01). Sli¢no
kao i u prethodnoj studiji, dokazano je da gen-gen interakcija povecava rizik, kod nositelja
mutiranih alela za oba polimorfizma, §to nije dokazano u sadasnjoj studiji, a ni u istrazivanju
Kundid iz 2019 (Li i sur., 2017; Kundid, 2019).

Hosseini i sur. 2015. godine proveli su retrospektivnu studiju u iranskoj populaciji (uzorak od
182 pacijenta s DVT-om). Rezultati studije dokazali su statisticki znacajnu povezanost DVT-a
I mutacija C677T i A1298C s omjerima izgleda uz 95 % Cl od 6,0 (2,2-16,4) te 8,3 (4,4-15,8)
(Hosseini i sur., 2015).
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U rumunjskoj studiji mutacija C677T pokazala je pozitivnu korelaciju s rizikom od razvoja
VTE-a. Odabrani su pacijenti (N=90) s idiopatskim oblikom VTE-a medu kojima je 19 % bilo
homozigota za navedenu mutaciju dok ih je u kontrolnoj skupini bilo zastupljeno samo 7 %
(OR= 3,26, 95 %CI (1,14-9,31)). Za mutaciju A1298C nije dokazana povezanost s VTE-om
(Hotoleanu i sur., 2013).

2018. godine, Lupi-Herrera i sur. na uzorku od 334 Meksikanca (od ¢ega 212 oboljelih od
tromboembolijske bolesti) dokazali su statisticki znacajnu razliku u ucestalosti T alela
(C677T mutacija) i razliku izmedu ucestalosti parova CC 1 TT te CT 1 TT. Takoder, kod
pacijenata s dijagnozom PE-a utvrdena je statisticki znac¢ajna zastupljenost homozigota (TT) u
odnosu na homozigote bez mutacije (CC). Potvrdeno je i da mutirane homozigote gena za
MTHEFR prati povisenje koncentracije homocisteina u krvi (Lupi-Herrera i sur., 2018).

Studija provedena na 177 bolesnika s PE-om i 461 kontrolnim ispitanikom, u zapadno-
sibirskoj populaciji, utvrdila je razliku samo kod TT genotipa C677T mutacije i to kod
muskaraca 1 starijih od 45 godina. Razdioba ostalih alelnih varijanti kod pacijenata s PE-om
nije se znacajno razlikovala od kontrolne skupine (Karmadonova, 2015).

Ray i sur., proveli su meta analizu MTHFR C677T mutacije u razvoju VTE-a koja je
obuhvatila 31 studiju objavljenu u razdoblju od 1990. do 2001. U zajednic¢koj skupini
pacijenata bio je 4901 slucaj VTE, a u kontrolnoj skupini 7886 zdravih ispitanika. Samo 4 od
31 studije zakljucile su pozitivnu korelaciju. Prevalencija TT genotipa u skupini VTE-a bila je
svega 14,3 %, dok je u kontrolnoj skupini bila 11,7 %. Uz 95 %-tni interval pouzdanosti
dobiven je OR od 1,2 (CI 1,1-1,4), ¢ime je potvrdena grani¢na korelacija MTHFR mutacije i
VTE-a (Ray i sur., 2002).

Simone i sur., proveli su 2013. meta analizu radova dostupnih u online bazama koji su
objavljeni do 2010.godine, a obuhvatila je retrospektivne studije te kohortne studije na temu
povezanosti FVL-a, mutacije protrombina G20210A i C677T mutacije gena za MTHFR s
rizikom od VTE-a. Nakon isklju¢enja radova koji se nisu uklapali u zadane kriterije autora,
preostalo je analizirati rezultate 2501 pacijenta 1 11409 kontrolnih ispitanika. Zakljucili su da
mutacija C677T ne pokazuje povezanost s rizikom od razvoja VTE-a, u odnosu na ostale 2
mutacije. Ispostavilo se da mutacija C677T ne doprinosi tromboti¢kom riziku niti u interakciji
s druge dvije analizirane mutacije (Simone i sur., 2013).

Zhang i sur. proveli su meta analizu radova na istu temu kako bi se dobio pregled sumarne
situacije u kineskoj populaciji. Ukljucene su 24 studije (2339 slucaja VTE-a i 4048 kontrolnih
ispitanika). Utvrdena je statisticki znacajna povezanost mutacije u svim genetskim modelima

(T alel u usporedbi s C alelom, TT s CC, TT s CT, CT s CC) s razvojem VTE-a. Dakle, na
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ispitanoj skupini bolesnika u kineskoj populaciji prisutnost mutiranog alela bilo u
heterozigotnom ili homozigotnom genotipu povecava rizik od VTE-a (Zhang i sur., 2014).
Noviju meta analizu objavili su Kinezi, Zeng J. 1 Zeng Q., 2018. godine, a ukljucila je 99
studija dostupnih na online bazama radova. 97 studija istrazilo je povezanost C677T mutacije
s rizikom od VTE-a, a 19 studija bavilo se korelacijom A1298C mutacije s VTE-om. U meta
studiji ispitano je 11 istrazivanja PE. Suprotno meta analizi iz 2013. godine, zakljuceno je da
mutacija A1298C znacajno korelira s rizikom od PE-a, dok je C677T mutacija predlozena kao
prediktivni biljeg za razvoj VTE-a, to¢nije i DVT-a i PE-a, kod bijele rase, isto¢nih i zapadnih
Azijata (Zeng J i Zeng Q, 2018).

Istrazivanje u poljskoj populaciji, sa 149 slucaja VTE-a i 100 kontrolnih, analiziralo je
zastupljenost mutacija FVL-a, protrombina G20210A te C677T i A1298C mutacija u genu za
MTHFR. Pronadena je razlika u zastupljenosti VTE-a izmedu spolova; veca prevalencija
DVT-a i PE-a bila je kod muskaraca. FVL i protrombin G20210A potvrdeni su kao rizi¢ni
¢imbenici. Za mutacije U genu za MTHFR nije utvrdena rizi¢nost, za C677T OR 0,86 (95 %
Cl 0,3-2,6), za A1298C OR 0.66 (95 % CI 0,8-6,7). Osim toga, mjerili su i razinu
homocisteina kod pacijenata i kontrolnih ispitanika. Koncentracije homocisteina bile su
gotovo jednake u obje skupine (Nizankowska i sur., 2003).

Ellasal i sur. proveli su istrazivanje, u Egiptu, koje je ukljucilo 31 pacijenta s dijagnozom PE-
om. Vazan kriterij uklju¢ivanja u studiju bio je da pacijent nema niti jedan poznati dokazani
rizicni ¢imbenik za razvoj VTE-a (kontracepcija, hormonska terapija, sr€ano zatajnje,
karcinom, nedavni operativni postupak, produzena imobilizacija, starost). lako je uzorak
premali, na takvom uzorku pacijenata, s idiopatskim oblikom bolesti, moZe se relativno jasno,
bez interferencije drugih rizi¢nih ¢imbenika, dokazati ili opovrgnuti korelacija ispitivanih
mutacija s PE-om. Analiziran je tip oboljenja, u smislu tezine slu¢aja VTE-a, prisutnosti
DVT-a i PE, tromboza na razli¢itim lokacijama u tijelu. Dokazano je da FVL Kkorelira s
tezinom slucaja VTE-a (visestruke epizode DVT-a, uz PE, i prisutnost tromboze na drugim
mjestima) i s rekurentnim oblikom VTE-a. 15 pacijenata (48 %) imalo je mutaciju C677T.
Medutim, nije utvrdena znacajna razlika u obliku VTE-a, rekurentnosti DVT-a i PE-a te u
prisutnosti drugih tromboza izmedu nositelja mutacije i pacijenata bez mutiranog alela. lako,
kod 13 pacijenata - nositelja dviju mutacija (od tri promatrane; FVL, mutacija C677T
MTHFR-a 1 protrombin G20210A) dokazana je statisticki znaCajna korelacija s tezinom
oblika VTE-a i incidencijom rekurentnog PE-a, §to potvrduje tezu interakcije izmedu gena
(Ellasal i sur., 2014). Medutim, nije navedeno koje mutacije su bile istovremeno prisutne kod

pacijenata stoga se ne moze zakljuciti o relativnom doprinosu mutacije gena za MTHFR
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riziku razvoja bolesti, a i uzorak od 13 ispitanika premalen je da bi se donio relevantan
zakljucak.

2018. godine provedena je studija u populaciji Kashmira (Indija), a ukljucila je 250 pacijenata
s dijagnozom VTE-a i 250 zdravih kontrolnih ispitanika. Zastupljenost alela i genotipova
C677T polimorfizma gena za MTHFR bila je gotovo jednaka u skupini pacijenata i kontrolnoj
skupini. Statisticki znacajna povezanost mutacije s rizikom od razvoja VTE-a nije pronadena,
no medu njima je bilo samo 8 bolesnika s PE-om (Shafia i sur., 2018).

Najnovija meta analiza provedena je ove godine, a obuhvatila je 32 studije odabrane prema
kriterijima kvalitete autora, od ¢ega je 31 ispitivala rizi¢nost mutacije C677T, a 6 studija
povezanost A1298C mutacije s razvojem VTE-a. Takoder, 15 studija ukljucilo je ispitanike
azijskog porijekla, a 12 studija ispitanike bijele rase. Sumarni rezultati pokazali su statisticki
znacajnu razliku, izmedu bolesnika 1 kontrolnih ispitanika, u svim genetskim modelima za
C677T mutaciju: CC+CT u usporedbi s TT: OR=0,68 (0,56, 0,83), CC s CT+TT: OR=0,82
(0,72, 0,94), CT s TT: OR=0,65 (0,52, 0,81), CC s TT: OR=0,73 (0,60, 0,89) i C s T:
OR=0,80 (0,71, 0,90). Medutim, kada su ispitanike podijelili prema rasi u dvije podskupine,
azijati i bijelci, dobiven je zanimljiv rezultat; kod bijele rase ipak nije dokazana znacajna
povezanost C677T mutacije s rizikom od bolesti. Dakle, jo$ jednom je, u sluaju mutacija u
genu za MTHFR i njihove korelacije s VTE-om, potvrdena mogucnost varijabilnosti rezultata
istrazivanja zbog razli¢itog etnickog podrijetla populacija. Za A1298C mutaciju nije
pronadena statisticki znacajna razlika ni u kojem genetskom modelu i neovisno o rasi
ispitanika (Gao M i sur., 2020).

Iako su uzorci ispitanika vecine studija, pa tako 1 ovog istraZivanja napravljenog u okviru
diplomskog rada, premali da bi se donio zaklju€ak o cijeloj populaciji, sigurno je da sama
razdioba mutacija u genu za MTHFR varira u razli¢itim populacijama i ovisi o etnickom
porijeklu ispitivane populacije (uzorka populacije). Prema tome, heterogenost rezultata
istrazivanja moZze se objasniti razli¢itom razdiobom mutacija gena za MTHFR u opcoj
populaciji.

Za razliku od iskljucivo genetskih nasljednih ¢imbenika rizika za razvoj trombotickih bolesti
kao $to su FVL i protrombin G20210A, sloZenija je situacija kod procjene istog rizika kod
tzv. mijeSanih ¢imbenika kakve su ispitivane dvije mutacije gena za MTHFR na koje djeluju
dodatni nenasljedni ¢imbenici (vitamini, metaboli¢ki produkti) (Reilly i sur., 2013). Jedno od
ograniCenja nase studije jest i to $to ispitanicima nisu izmjerene koncentracije homocisteina,
kao ni provjeren status relevantnih vitamina B (vitamin B12, B6, B2, folna kiselina). Podatak

0 koncentraciji homocisteina dao bi informaciju o u¢inku mutacije u genu za MTHFR na
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aktivnost enzima, a uz status vitamina B ispitanika mogli bismo zakljuciti $to je uzrokovalo
hiperhomocisteinemiju (smanjena aktivnost MTHFR-a ili nedostatne koncentracije vitamina
B).

S obzirom na nekonzistentne rezultate dosad provedenih istrazivanja i dalje ostaje nesuglasje
po pitanju uloge genskih mutacija MTHFR-a i homocisteina u riziku od razvoja VTE-a (stoga
i PE-a). Stovise pojedinci tvrde da nema sigurnih dokaza &ak niti o povezanosti
hiperhomocisteinemije i kardiovaskularnog rizika te da je poviSeni homocistein u izoliranim
slucajevima prisutan kod pacijenata s CVD-om. Problem istrazivanja povezanosti
homocisteina s rizikom od razvoja CVD-a jest to §to se koncentracija homocisteina uvijek
mjeri tek nakon nastupa bolesti stoga se ne moze utvrditi je i homocistein uopée uzrok ili
posljedica bolesti (Athyros i sur., 2010; Santili i sur., 2016).

S druge strane, odnos homocisteina i vaskularnih bolesti ovisi 1 o nasljednim i1 o steCenim
¢imbenicima, kao §to je prethodno opisano. Sam ucinak mutacije u genu za MTHFR na
koncentraciju homocisteina u krvi moze se modificirati implementacijom folne kiseline (ili
drugih vitamina B) kao dodatkom prehrani (Santili i sur., 2016).

Takoder, 1 dalje nije jasno smanjuje li se rizik od bolesti smanjenjem razine homocisteina,
pretpostavljenog uzro¢nika patoloskog procesa. Odgovor na to pitanje mogao bi objasniti
neuskladenost rezultata istraZivanja povezanosti MTHFR mutacija 1 tromboembolijskih
bolesti. Ako MTHFR mutacija uzrokuje povecanje koncentracije homocisteina, koje pokrece
patofizioloski temelj tromboembolijskih bolesti, uspostavlja li se ravnoteza i sprijeCava
ponovni VTE dogadaj smanjenjem koncentracije homocisteina?

Studija ,,Heart Outcomes Prevention Evaluation (HOPE) istraZila je reverzibilnost u€inka
poviSene koncentracije homocisteina na razvoj CVD-a. Ukljuéeno je 5522 pacijenta s CVD-
om ili diabetesom melitusom te barem jednim rizi¢nim ¢imbenikom za vaskularne bolesti.
Pacijenti su podijeljeni u dvije skupine; skupina koja je primala vitaminsku terapiju (vitamin
B12, B6, folat) i placebo skupina, a studija je trajala 5 godina. Razina homocisteina u krvi
smanjila se kod ispitanika koji su primali suplemente vitamina, dok je koncentracija
homocisteina porasla kod ispitanika s placebom. Medutim, incidencija VTE dogadaja kroz 5
godina trajanja studije bila je jednaka u obje skupine. Dakle, smanjenje razine homocisteina u
krvi folnom kiselinom te vitaminima B12 i B6 nije reduciralo rizik od DVT-a ili PE-a,
odnosno nije bilo stvarnog benefita od takve terapije (Athyros i sur., 2010).

VTE, pa tako i PE, bolest je Siroko zastupljena u populacijama svih rasa i etni¢kih pripadnosti
te je rastuci problem javnog zdravstva. Posljedica je sloZzenog patofizioloskog procesa u koji

su kumulativnim djelovanjem uklju¢eni brojni ¢imbenici. Iako su nenasljedni — steCeni
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¢imbenici rizika najces¢éi okidac razvoja bolesti, koja u obliku PE nastupa naglo i vrlo ¢esto
zavrsava smrtnim ishodom, nasljedni ¢imbenici ipak Cine glavnu predispoziciju koja se ne
smije zanemariti. Aktivnost znanstvene zajednice i istrazivanja potrebna su kako bi se
omogucila prevencija, pravovremeno lijeCenje 1 smanjili morbiditet i mortalitet bolesti.

U slucaju mutacija u genu za MTHFR i njihove uloge u razvoju VTE-a, stoga i PE-a,
potrebno je, takoder, nastaviti istrazivati. Sljede¢i korak trebala bi biti opsezna studija koja bi
ukljucila velik (puno veci) broj ispitanika. Uz analizu dviju mutacija, C677T 1 A1298C, u
obzir treba uzeti i prisutnost drugih ¢imbenika rizika te detaljno ispitati njihove interakcije.
Vazno je odrediti razinu homocisteina te modulatora koncentracije tog potencijalno Stetnog
metabolita kako bi se utvrdilo u kojoj mjeri sama mutacija utje¢e na njegov metabolizam i
koncentraciju.

Kona¢no, uzevs$i u obzir sve navedeno, treba prosuditi i odgovoriti na pitanje gdje se na
ljestvici vaznosti, tj. snage ucinka nalaze mutacije gena za MTHFR u razvoju patologije VTE-

ate je li i u kojim klinickim slu¢ajevima potrebno i opravdano ispitati njihovu prisutnost.
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6. Zakljucci

e Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati povezanost dviju mutacija U genu za MTHFR s
rizikom od razvoja PE na uzorku hrvatske populacije istrazivanjem 110 pacijenata s
dijagnozom PE-a te 101 ispitanika iz kontrolne skupine. Rezultati statistickih testova
pokazali su da ne postoji statisticki zna¢ajna razlika u uéestalosti mutacija C677T (y2=
0,17; p=0,921) 1 A1298C (y2= 0,19; p=0,909) izmedu dviju skupina ispitanika, $to
zna¢i da na ispitanom uzorku mutacije U genu za MTHFR ne predstavljaju rizi¢ni
¢imbenik za razvoj PE.

e  Utvrdena razlika izmedu pojavnosti mutiranog alela izmedu bolesnika i kontrolnih
ispitanika, za C677T bila je 2 % (p=0,77), bez statisticke znacajnosti. Za mutaciju
A1298C nije dokazana nikakva razlika izmedu ispitivanih skupina (0 %, p=1).

e  Zastupljenosti pojedinih genotipova MTHFR-a za obje mutacije, prema spolu
pokazale su da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu skupine bolesnika i
kontrolne skupine, za C677T (y2= 3,61; p=0,165) te za A1298C(y2= 1,32; p=0,217).

e Usporedbom kombinacija genotipova mutacija C677T i A1298C ispitanika, najvece
razlike izmedu promatranih skupina dobivene su za kombinaciju CC, AA (3,6 %) te
CC, CC (1,8 %). Medutim, test razlike proporcija potvrdio je da navedene razlike nisu
statisticki znacajne (p= 0,514 1 p=0,687).

e Rezultati nase studije u skladu su s brojnim europskim istrazivanjima koja nisu
pokazala povecani rizik razvoja pluéne embolije uslijed mutacija C677T i A1298C u
genu za MTHFR.

e S obzirom da su MTHFR mutacije mijeSani ¢imbenici rizika za razvoj VTE-a,
potrebna su dodatna ispitivanja homocisteina kao i folata i vitamina B12, uklju¢enih u
metabolicki put.

e Nepobitna Cinjenica jest da mutacije U genu za MTHFR, u odredenim uvjetima,
posrednim ucinkom mogu doprinijeti razvoju PE-a. U sljede¢im istrazivanjima trebalo
bi analizirati mutacije C677T i A1298C u kontekstu Sire slike, uz vise genetskih

¢imbenika, te na temelju toga stratificirati rizik od plué¢ne embolije.

Posljedica navedenih mutacija C677T i A1298C jest, u odredenoj mjeri, smanjena aktivnost
MTHFR-a uklju¢enog u metabolizam homocisteina, Stetnog nusprodukta metilacijskih

reakcija u kojima sudjeluje AdoMet, najznacajniji stani¢ni donor metilne skupine. Medutim,
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kontroverznost homocisteina kao riziénog ¢imbenika tromboembolijskih bolesti, s jedne
strane, proizlazi iz kompleksnosti njegovog metabolizma stoga prisutnost mutacija ne mora
nuzno imati za posljedicu hiperhomocisteinemiju koja ¢e uvjetno potaknuti kaskadu bolesti.
Nedostatna aktivnost MTHFR-a moze se kompenzirati drugim metaboli¢kim putevima
razgradnje homocisteina ili pak dovoljnim unosom nutrijenata potrebnih za funkciju
remetilacijskog puta metabolizma, folata i vitamina B12.

Dakle, uz odredivanje genotipa MTHFR-a, u budu¢im istraZivanjima, pozeljno je odrediti i
koncentraciju samog homocisteina te folata i drugih vitamina B kako bi se dobio realan status
tog metabolita u organizmu.

S druge strane, sama patofiziologija tromboembolijskih bolesti je vrlo slozena. Razvoj VTE-a,
DVT-a i PE-a, kod svakog pacijenta posljedica je svojstvenog kumulativnog ucinka vise
razli¢itth ¢imbenika rizika, a vjerojatnost da samo jedan, bilo nasljedni ili nenasljedni,
¢imbenik rizika uzrokuje nastanak bolesti, vrlo mala. Stoga i ne ¢udi da su dosadaSnja
istrazivanja na temu mutacija u genu za MTHFR i tromboembolijskih bolesti ishodila
nekonzistentne rezultate, jer su ispitivane mutacije samo jedan ,kotaci¢c* u cjelokupnom

mehanizmu razvoja bolesti.
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8. SaZetak/Summary

Mutacije u genu za metilentetrahidrofolat-reduktazu (MTHFR), C677T i A1298C, uzrokuju
smanjenu funkcionalnost i aktivnost MTHFR-a, S$to zbog nakupljanja metabolickog
nusprodukta homocisteina u stanicama uzrokuje stanje oksidativnog stresa i pokrece niz
patoloskih procesa koji dovode do hiperkoagulabilnog stanja. Dosadasnja istrazivanja
mutacija u genu za MTHFR i homocisteina, u ulozi rizicnog c¢imbenika venskih
tromboembolijskih bolesti, kao $to je plu¢na embolija (PE), ishodila su neuskladene rezultate
zbog interakcije velikog broja ukljucenih ¢initelja. Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati
povezanost dviju mutacija u genu za MTHFR s rizikom od razvoja PE-a na uzorku hrvatske
populacije. U studiju istrazivanja parova uklju¢eno je 110 pacijenata s dijagnozom PE-a te
101 dobrovoljni davatelj krvi koji ¢ine kontrolnu skupinu. lzolacija genomske DNA iz uzorka
pune krvi u€injena je pomocu komercijalnog kompleta reagencija QlAamp DNA Blood mini
QIAcube kit na uredaju QIAcube (Qiagen, Njemacka). Za genotipizaciju mutacija MTHFR-a,
C677T i A1298C, metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu koristen je
uredaj ABI Prism 7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems, SAD). Dobiveni
rezultati analizirani su y2-testom i testom razlika proporcija uz 95 % intervale pouzdanosti
(CI) i razinu statistiCke znacajnosti od 0,05 (p-vrijednost). Usporedbom zastupljenosti
pojedinih genotipova MTHFR-a za C677T nije dobivena statisticki zna¢ajna razlika izmedu
skupine pacijenata s PE-om i kontrolne skupine (2= 0,17; p=0,921), kao ni za mutaciju
A1298C (x2= 0,19; p=0,909). Takoder, ni ucestalosti mutiranog alela nisu se statisticki
znacajno razlikovale kod bolesnika i kontrolnih ispitanika. Usporedbom kombinacija
genotipova C677T 1 A1298C ispitanika izmedu skupina, najvece razlike dobivene Su za
kombinacije CC, AA (3,6 %) te CC, CC (1,8 %). Medutim, test razlike proporcija potvrdio je
da navedene razlike nisu statisticki znacajne (p= 0,514; p=0,687). Rezultati ove studije
pokazali su da na ispitanom uzorku hrvatske populacije, mutacije u genu za MTHFR: C677T

1 A1298C, ne predstavljaju rizi¢ni ¢cimbenik za razvoj pluéne embolije.
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MTHFR gene mutations, C677T and A1298C, reduce enzyme activity and decrease its
function which leads to the accumulation of potentialy toxic metabolite homocysteine. The
consequence is increased oxidative stress and other pathological processes that provide the
state of hipercoagulability. Recent studies on mutations in MTHFR gene and homocysteine in
a role of risk factor for venous thromboembolic disorders, including pulmonary embolism,
have reported inconsistent results because of interaction of numerous factors. The aim of this
study was to examine relationship between two mutations in the MTHFR gene and the risk of
pulmonary embolism. This case-control study has included 110 patients with pulmonary
embolism and 101 healthy controls (blood donors). Genome DNA from whole blood samples
was isolated via commercial kit, QlAamp DNA Blood mini QIAcube kit on QlAcube device
(Qiagen, Germany). The genotyping of MTHFR mutations C677T and A1298C was
performed using real time polymerase chain reaction on the analyzer ABI Prism 7500 Real-
time PCR system (Applied Biosystems, USA). Data was tested using statistical methods, y2-
test and comparison of proportions, with confidence intervals of 95 % and the value of
statistical significance of 0,05 (p-value). There was no statistically significant difference in
presence of the MTHFR C677T genotypes among patients with PE and controls (y2= 0,17,
p=0,921). Same results have been observed for the A1298C mutation (x2= 0,19; p=0,909).
The data regarding the frequency of mutated allele in PE group and control group also
showed no singificant association with PE. When the combinations of MTHFR C677T and
A1298C genotypes were compared, greatest differences between groups have been reported
for CC, AA (3,6 %) and CC, CC (1,8 %) combinations. Even though, there was no
statistically significant difference between frequencies of the two groups (p= 0,514; p=0,687).
The results of this study demonstrated that MTHFR mutations: C677T and A1298C, does not

represent a risk factor for the development of pulmonary embolism.
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