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1. UvOD

1.1. Krvne grupe

Krv je tjelesna tekucina koja je ista u svakom covjeku, a opet razlicita. RazliCitost
molekula na membranama eritrocita glavni je kriterij po kojem se pojedinci svrstavaju u
skupine odredene krvne grupe. Te molekule nazivaju se eritrocitnim antigenima. Mogu biti
ugljikohidratne ili proteinske grade, $to je osnova za biokemijsku podjelu krvnih grupa (Labar
1 sur., 2007). Eritrocitni antigenski sustav najvazniji je u transfuzijskoj medicini jer
nepodudarne krvne grupe darivatelja i primatelja izazivaju po Zivot opasno stanje - reakciju
hemaglutinacije za koju su odgovorna protutijela nazvana aglutinini (Yamamoto i sur., 2012).
Danas je poznato 38 sustava krvnih grupa (www.isbtweb.org), od kojih su najpoznatiji i
klini¢ki najvazniji ABO sustav i Rh sustav (Gorakshakar i sur., 2016; Hoffbrand i sur., 2016).
Rasprostranjenost krvnih grupa znacajno se razlikuje izmedu pojedinih naroda. Pretpostavlja
se da je drugacija ucestalost u populacijama Sirom svijeta rezultat selekcije tijekom epidemija

koje su se dogadale kroz povijest (Yamamoto i sur., 2012).

1.2. ABO sustav krvnih grupa

Istrazujuéi pojavu hemaglutinacije Karl Landsteiner je doSao do revolucionarnog
otkrica. Naime, 1901. u vrijeme izvodenja eksperimenta u svom laboratoriju, otkrio je da
postoje najmanje tri krvne grupe; nazvao ih je krvnim grupama A, B i O. Nekoliko godina
kasnije otkrivena je i AB krvna grupa od strane Lansteinerovih studenata (Tan i Graham,
2013). Osim karakteristicnim ugljikohidratnim molekulama na membranama eritrocita,
nazvanim aglutinogenima A 1 B, krvne grupe ABO sustava opisane su prisustvom specificnih
protutijela u plazmi koja su usmjerena prema aglutinogenima eritrocita razliitith krvnih
grupa. Ta protutijela nazvana su anti-A i anti-B aglutininima. U krvnoj plazmi mogu postojati
dvije vrste protutijela eritrocitnog ABO antigenskog sustava - hladna i topla protutijela.
Hladna protutijela su rezultat odgovora imunosnog sustava na antigene iz okoline, kao §to su
povrsinske molekule na nekim mikroorganizmima, koje su strukturno sli¢ne eritrocitnim
antigenima. Sintetiziraju se u ranoj dobi, u prvih 6 mjeseci nakon rodenja (Garraty, 2005). Ta
su protutijela IgM razreda. Topla protutijela sintetiziraju se u tijelu pojedinca od trenutka kad

u njega dospije nepodudarna krv, npr. za vrijeme trudnoce ili prilikom transfuzije Krvi.



Vec¢inom su IgG razreda, iako se u primarnoj reakciji imunosnog sustava sintetiziraju i IgM
protutijela (Labar i sur., 2007; Hoffbrand i sur., 2016).

Prema tome, u krvnoj grupi A na povrsini eritrocita nalaze se aglutinogeni A, a u
krvnoj plazmi anti-B aglutinini, u krvnoj grupi B aglutinogeni B i anti-A aglutinini, u krvnoj
grupi AB oba aglutinogena i nema prisutnih anti-A ni anti-B aglutinina, dok su u krvnoj grupi
O prisutni i anti-A i anti-B aglutinini, a nema aglutinogena A niti B. Najzastupljenija krvna
grupa u Hrvatskoj je A s udjelom 42 %, slijedi O s 34 %, B sa 17 % te AB sa 7 %
(www.hztm.hr).

Uoceno je da postoji nekoliko podtipova krvne grupe A, od kojih su najées¢i Al 1 A2.
Osim anti-A aglutinina, u krvnoj plazmi B nositelja prisutan je anti-Al aglutinin, koji se
slabijim intenzitetom veze samo za Al aglutinogen, dok A2 aglutinogen prepoznaju anti-A
aglutinini (Dean, 2005; Cid i sur., 2012). ABO gen zapravo kodira sintezu enzima
glikoziltransferaza, a ne izravno aglutinogena. Glikoziltransferaza A i glikoziltransferaza B
razlikuju se u samo cetiri aminokiseline (R176G, G235S, L266M, G268A) (Dean, 2005;
Yamamoto i sur., 2012). Spomenuti enzimi kataliziraju reakcije dodavanja ugljikohidrata s
donorskih oblika se¢era UDP-N-acetilgalaktozamina ili UDP-galaktoze na galaktozni ostatak
na nereduciraju¢em kraju osnovnoga H antigena, koji se nalazi na membranama eritrocita kao
glikoprotein ili glikolipid, stvarajuci tako N-glikane. Postoje dva tipa osnovnog glikanskoga
lanca, tip 1 i tip 2. Razlikuju se u vrsti veze kojom je krajnja galaktoza H antigena vezana za
N-acetilglukozamin; u tipu 1 to je B(1,3) veza, a u tipu 2 p(1,4) veza. U krvnoj grupi A na
ugljikov atom (C-3) krajnje galaktoze u sastavu glikanskog lanca H antigena a(1,3) vezom
veze se N-acetilgalaktozamin (GalNAc-al,3(Fuc-al,2)-Gal-), a u krvnoj grupi B na istu
poziciju a(1,3) vezom veze se D-galaktoza (Gal-al,3(Fuc-al,2)-Gal-); osobe s krvnom
grupom O ne sintetiziraju funkcionalne glikoziltransferaze pa stoga imaju samo osnovni H
antigen (Fuc-al,2-Gal-) (Cid i Yamamoto, 2012; Stryer i sur., 2013). U svijetu postoji mali
postotak ljudi koji nemaju H antigen na svojim eritrocitima, tzv. O Bombay ili Oh fenotip. Do
toga dolazi zato Sto su naslijedili oba recesivna h alela FUT1 gena. FUT1 gen kodira enzim
fukoziltransferazu koja sudjeluje u sintezi H antigena. Buduéi da ti pojedinci nemaju H
antigen, osim anti-A i anti-B aglutinina, u krvnoj plazmi imaju i anti-H aglutinine, §to ih ¢ini
vrlo podloznima transfuzijskim reakcijama aglutinacije ukoliko ne prime krv istoga O
Bombay fenotipa. Te osobe mogu imati A ili B alel u sastavu ABO gena, ali ne ispoljavati A,
B ili AB fenotip jer nema H antigena koji je osnova za vezanje ugljikohidratnih ostataka
aglutinogena A i B (Dean, 2005).



H antigen

Gal B(1,4) GIcNAc-R

Fuc a(1,2)
1,3) Gal B(1,4) GIcNAc-R Gal a(1,3) Gal B(1,4) GIcNAc-R
Fuc a(1,2) Fuc a(1,2)
A antigen B antigen

Slika 1. Struktura A, B i1 H antigena s tipom 2 lanca; Gal - galaktoza,
GIcNAc - N-acetilglukozamin, GalNAc - N-acetilgalaktozamin, Fuc - fukoza,

FUTL - fukoziltransferaza, R - reducirajuéi kraj lanca (prema Anstee, 2010.)

Antigeni krvne grupe ABO sustava nisu prisutni samo na povrsini eritrocita, ve¢ i na
staniénim membranama drugih stanica u tkivima, osobito membranama epitelnih stanica, pa
se moZe zakljuciti da nisu vazni samo u transfuzijskoj medicini, ve¢ 1 u drugim granama
medicine, poput transplantacijske medicine (Garratty, 2005; Yamamoto i sur., 2012). Oko 80
% ljudi ima dominantan Se alel FUT2 gena, §to omogucuje prisustvo ovih aglutinogena na
staniénim membranama tkivnih stanica te u slobodnom obliku u sekretima i drugim tjelesnim
teku¢inama, kao §to su slina ili sjemena tekucina, dok ih u likvoru nema (Dean, 2005). FUT2
gen kodira za o-1,2-fukoziltransferazu koja omoguéava prijenos L-fukoze na ugljikov atom
(C-2) krajnje galaktoze na tipu 1 glikanskog lanca. A i B glikoziltransferaze kataliziraju
reakciju vezanja N-acetilgalaktozamina i D-galaktoze na tip 1 lanca glikana u tkivima samo
ako je produkt aktivhog FUT2 gena prethodno vezao L-fukozu (Anstee, 2010). Ljudi s
dominantnim Se alelom FUT2 gena jesu sekretori, dok se homozigoti za recesivan alel
nazivaju nesekretori i nemaju slobodne antigene ABO sustava u tjelesnim tekucinama
(Yamamoto 1 sur., 2012; Hoftbrand 1 sur., 2016). Medu europskim stanovniStvom najcesc¢a
mutacija koja utiSava FUT2 gen je besmislena (engl. nonsense) mutacija G428A (Anstee,
2010).



1.2.1. Nasljedivanje krvnih grupa ABO sustava

Molekularna osnova nasljedivanja krvnih grupa ABO sustava otkrivena je 1990.
godine kad je sekvenciran ABO gen (Anstee, 2010; Yamamoto i sur., 2012). Humani ABO
gen smjesten je na dugom kraku kromosoma 9 (9934.1-934.2) (www.isbtweb.org). Sadrzi 7
egzona i 6 introna koji obuhvacaju 18 kb genomske DNA. Egzoni 6 i 7 sadrze sljedove koji
kodiraju oko 80 % glikoziltransferaze i 90 % kataliticke regije enzima (Gorakshakar i sur.,
2016).

Krvne grupe ABO sustava nasljeduju se autosomno dominantno, a tip krvne grupe je
pod nadzorom tri glavna alela ABO gena: A, B i1 O (Hoffbrand i sur., 2016). Pretpostavlja se
da su B i O aleli nastali od A alela tijekom evolucije (Gassner i sur., 1996; Calafell i sur.,
2008; Yamamoto i sur., 2012). A i B alele razlikuje sedam tockastih mutacija, od kojih Cetiri
rezultiraju kodiranjem razli¢itih aminokiselina, a O alel je od A alela drugaciji po deleciji
nukleotida na poziciji 261 u egzonu 6 (Dean, 2005; Gorakshakar i sur., 2016). Aleli za Ai B
fenotip su kodominantni, dok je alel koji odreduje O fenotip recesivan. Dakle, da bi osoba bila
A odnosno B fenotipa dovoljno je da od roditelja naslijedi jedan A odnosno B alel, dok osoba
AB fenotipa nasljeduje oba alela. Pojedinci s krvnom grupom O moraju naslijediti oba O
alela. Utvrdeno je da alel A ima dva podtipa, A1l i A2, od kojih A2 kodira aglutinogen sa
slabijim antigenskim svojstvima (Hoffbrand i sur., 2016). O alel takoder ima dva podtipa, O1
1 02. Razlikuju se u devet nukleotida u egzonima 6 i1 7 te u Cetrnaest polozZaja u intronu 6
(Calafell i sur., 2008). Razlike u alelima rezultat su mnogobrojnih promjena u ABO genu,
ponajviSe pogresnih (engl. missense) mutacija (Yamamoto i sur., 2012). Genotipizacijom
osnovne 4 ABO krvne grupe na 5 osnovnih alela O1, O2, A1, A2 i B moguce je razluciti 15

razli¢itih genotipova (Gassner i sur., 1996).

Tablica 1. Fenotipovi 1 pripadajuci genotipovi ABO sustava krvnih grupa (prilagodeno prema

Dean, 2005.)

Fenotip Genotip
A Al101, A102, A201, A202, A1Al, A1A2, A2A?
B BO1, BO2, BB
AB AlB, A2B
O 0101, 0102, 0202




1.3. Venske tromboembolije

Venske tromboembolije (VTE) naj¢esce se dijele na duboku vensku trombozu (DVT)
donjih ekstremiteta i pluénu emboliju (PE). Mogu biti incidentalne ili rekurentne. Manje ¢esti
oblici VTE-a su: DVT gornjih ekstremiteta, tromboza jugularne vene, tromboza cerebralnih
sinusa i intraabdominalna venska tromboza (Davidson, 2010). Ucestalost VTE-a razlikuje se
po spolovima. Pokazalo se da muskarci ¢eS¢e obolijevaju, kao i da su skloniji rekurentnim
tromboembolijama (Essien i sur., 2019). Rizik za rekurentnu tromboemboliju imaju osobe s
dijagnozom trombofilije, osobe koje su dozZivjele neizazvanu tromboti¢ku epizodu ili imaju
primarnu DVT, oni kojima je antikoagulantna terapija trajala krace od pola godine te stariji
ljudi (Prandoni i sur., 2007). Rasa takoder utje¢e na rizik od nastanka ugrusaka; stopa
obolijevanja od VTE-a veca je medu crncima nego bijelcima (Essien i sur., 2019).

Nasljedni ¢imbenici rizika koji uzrokuju trombofiliju najces¢e su mutacija faktor V
Leiden (FVL) i mutacija protrombin G20210A. Dakle, poremecaji u strukturi i funkciji
molekula uklju¢enih u koagulacijsku kaskadu imaju vazan utjecaj na nastanak ugrusaka (Jukié¢
i sur., 2009).

Ako se VTE ne lijeci, smrtnost je oko 25 %, dok se pravovremenom prikladnom
terapijom moze svesti na svega 1 % do 5 %. Komplikacijama pridonose ostala patoloska
stanja, kao §to su maligniteti, kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest (KOPB), zatajenje srca, ali
1 starija zivotna dob (Essien i sur., 2019). Unato¢ poboljSanjima zdravstvene skrbi, DVT 1 PE
imaju relativno visoku stopu smrtnosti. Za osobe koje osim DVT-a razviju PE puno je veca

vjerojatnost letalnog ishoda (Konecny, 2008).

1.3.1. Plu¢na embolija

PE je opstrukcijska kardiovaskularna bolest koja zahvacéa krvne zile pluca.
NajraSireniji uzrok opstrukcije jest ugrusak nastao uslijed DVT-a, iako zacepljenje krvne zile
kardiovaskularnim uzrocima smrti, odmah nakon mozdanog udara i infarkta miokarda (Essien
i sur., 2019). Analizama post mortem pokazalo se da 5 % do 10 % hospitaliziranih bolesnika
premine uslijed komplikacija uzrokovanih PE-om. Cak 50 % bolesnika s DVT-om razvije
latentnu PE, odnosno nemaju prisutne klinicke znakove niti simptome koji bi ukazali na
patolosko stanje. Najopasnija posljedica PE-a je oSte¢enje desne klijetke srca uzrokovano
pluénom hipertenzijom. Opstrukcija pluéne cirkulacije povisuje tlak u krvnim zilama pluca, a

visok tlak u pluénoj arteriji oteZzava desnoj klijetki pumpanje deoksigenirane krvi u pluénu
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cirkulaciju pa se desna klijetka puni krvlju povecavajuéi svoj volumen i smanjujuéi snagu
srca. Otezano izbacivanje krvi iz srca u pluénu arteriju takoder nastaje uslijed hipoksije koja
rezultira vazokonstrikcijom krvnih zila pluca, ali i dodatno osStecuje sr¢ani organ (Konecny,
2008; Essien i sur., 2019). PE je po zivot opasno patoloSko stanje koje moze dovesti do

iznenadne smrti (Prandoni i sur., 2007).

1.3.1.1. Klini¢ki znakovi i dijagnosticiranje pluéne embolije

Klini¢ki znakovi koji mogu upucivati na PE su bol u prsima, dispneja u mirovanju i
tahikardija. Manji dio bolesnika zali se na hemoptizu, a kod nekih je sinkopa prvi znak.
Budu¢i da su svi navedeni znakovi nespecifi¢ni, nije uvijek jednostavno dijagnosticirati PE.
Od laboratorijskih testova najvaznija pretraga jest D-dimer, koja ima vrlo visoku negativnu
prediktivnu vrijednost, §to znaci da se mogucnost dijagnoze PE-a iskljucuje ako je dobiveni
rezultat ispod grani¢ne vrijednosti. Odredivanje vrijednosti troponina moZe biti korisno samo
u kombinaciji s ostalim testovima. Troponin je biljeg oSte¢enja miokarda. Povisen je ako je
doslo do ishemije sr¢anog misi¢a ili oStecenja sré¢anog tkiva izazvanim nec¢im drugim. Dakle,
nije specifi¢an za PE, ve¢ vrijednosti mogu biti visoke i u nekim drugim patoloskim stanjima.
NT-proBNP jest biljeg rastezanja desne klijetke, ali nikako ne moZe biti samostalno
primijenjen pri postavljanju dijagnoze PE-a jer povecanje volumena desne klijetke moze biti
druge etiologije. Stoga se NT-proBNP moze koristiti takoder samo u kombinaciji sa
slikovnim pretragama (Essien i sur., 2019).

Od slikovnih pretraga primjenjuju se: kolor dopler vena, ehokardiografija, CT plu¢na
angiografija (CTPA) te ventilacijska ili perfuzijska scintigrafija. Kolor dopler vena donjih
ekstremiteta koristi se u svrhu otkrivanja izvornog mjesta na kojem je ugrusak nastao. Ako se
na vrijeme otkrije sklonost razvoju PE-a, adekvatnom profilaksom moze se sprijeCiti
formiranje ugruska. Negativan nalaz ne iskljucuje dijagnozu PE-a. Transtorakalna
ehokardiografija je metoda koja se najceS¢e koristi kod bolesnika kojima je postavljena
sumnja na PE kako bi se vidjelo je li doSlo do oStec¢enja srca. CTPA je brza Siroko dostupna
slikovna pretraga koja ukazuje na oSteCenje desne klijetke, kao ehokardiografija. Razlika
izmedu tih metoda je da CTPA prva upucuje na povecanje volumena desne klijetke srca i
moze se upotrijebiti za procjenu prognoze, dok je ehokardiografija korisna pri pracenju
terapije. Ventilacijskoj ili perfuzijskoj scintigrafiji podvrgavaju se samo oni bolesnici kod
kojih se ne smije primijeniti CTPA. Metoda scintigrafije korisnija je pri otkrivanju kroni¢ne

PE i njom uzrokovane kroni¢ne pluéne hipertenzije (Essien i sur., 2019). Pri dijagnosticiranju



rekurentne PE koriste se pretrage ventilacije ili perfuzije pluca te spiralna CTPA (Prandoni i
sur., 2007).

Vise od jedne Cetvrtine bolesnika s dijagnozom DVT-a i/ili PE-a unutar pet godina od
postavljanja dijagnoze dozivi ponovnu tromboembolijsku epizodu. Osobe koje su dulje na
antikoagulantnoj terapiji pod manjim su rizikom od ponovne pojave tromboembolije
(Prandoni i sur., 2007.).

1.3.1.2. Cimbenici rizika

Cimbenici rizika razvoja PE-a dijele se na primarne i sekundarne odnosno genetske i
stecene. Od primarnih genetskih ¢imbenika rizika opisano je nekoliko mutacija u genima koji
kodiraju proteine uklju¢ene u koagulacijsku kaskadu, ¢ije oSte¢enje doprinosi nastanku
nasljedne trombofilije. Kako je ve¢ navedeno, to su A1691G mutacija FVL-a i protrombin
G20210A uz deficijencije proteina C, proteina S, antitrombina i heparinskog ko¢imbenika II
(Konecny, 2008; Essien i sur., 2019).

A1691G FVL jest autosomno dominantna toCkasta mutacija kod koje je arginin na
poziciji 506 zamijenjen glutaminom. NajraSireniji je uzrok genetske sklonosti razvoju
ugruSaka, s 5 % zastupljenosti u svjetskoj populaciji. Zbog neosjetljivosti na inaktivaciju
aktiviranim proteinom C, ¢imbenik Va ostaje duze u cirkulaciji povecavaju¢i koncentraciju
trombina. 20 % do 50 % bolesnika s dijagnozom VTE-a ima navedenu mutaciju FVL-a
(Labar i sur., 2007; Konecny, 2008; Essien i sur., 2019).

Mutacija G20210A u genu ¢imbenika II ili protrombina pronadena je na kromosomu
11. Utvrdeno je da dovodi do povecane transkripcije gena i sinteze protrombina. Heterozigoti
imaju oko 30 % vise protrombina u krvnoj plazmi. Prisutna je u 1 do 2 % asimptomatskih i 3
do 7 % osoba s trombozom (Labar i sur., 2007; Konecny, 2008; Essien i sur., 2019).

Deficijencije proteina C i proteina S &esti SU uzroci tromboembolija. Cak otprilike 40
% osoba s deficijencijom proteina S razvit ¢e PE. Manjak heparinskog koc¢imbenika II
povecava rizik od nastajanja tromba jedino u kombinaciji s drugim ¢imbenikom rizika.
Ostecenje 1ili nedostatak navedenih proteina doprinosi hiperkoagulabilnosti uslijed
nemogucnosti odrzavanja homeostaze izmedu krvarenja i zgruSavanja. Osim toga, nasljednim
¢imbenicima rizika pripadaju i poremecaji u sintezi proteina koji su dio procesa fibrinolize.
Deficijencija plazminogena, tkivnog aktivatora plazminogena (tPA) i ¢cimbenika XIII, povisen
inhibitor aktivatora plazminogena (PAI-1) te disfibrinogenemije mogu, iako vrlo rijetko,

utjecati na rizik nastanka PE-a. Pretpostavlja se, takoder, da srpasta anemija povecava



sklonost tromboembolijama. Genetski ¢imbenici vode povecanom riziku od primarnog
tromboembolijskog dogadaja, ali ne i sekundarnog (Konecny, 2008; Essien i sur., 2019).
Sekundarna tromboembolija je posljedica nekog drugog stanja, najcesée patoloskoga.
Glavni sekundarni ¢imbenici rizika za razvoj PE-a su operativni zahvati i velike traume,
maligniteti, trudnoca te starija zivotna dob. PE je vodeé¢i uzrok smrti majke nakon poroda
(Anderson i Spencer, 2003). Trombofilijsko stanje uzrokovano sekundarnim ¢imbenicima
posljedica je ostecenja endotela koje privlaci trombocite i molekule ukljucene u koagulacijsku
kaskadu te rezultira formiranjem ugruska (Essien i sur., 2019). SteCenim ¢imbenicima rizika
pripadaju hiperhomocisteinemija, antifosfolipidna protutijela (lupus antikoagulans i
antikardiolipinska protutijela), ¢ija se prisutnost o¢ituje trombozama, ucestalim pobacajima i
trombocitopenijom, te visak koagulacijskih ¢imbenika FVIII, FIX, FXI i vWF (Labar i sur.,
2007). Nadalje, u ste€ene ¢imbenike rizika ubrajaju se pretilost, hipertenzija i Secerna bolest.
Osobe u ovim stanjima imaju oko dva puta veéi rizik od nastanka VTE-a. Takoder, primjena
nekih lijekova ili hormona poveéava sklonost tromboemboliji. Kortikosteroidi poveéavaju
koncentraciju odredenih molekula uklju¢enih u kaskadu zgrusavanja krvi, poput vWF-a,
PAI-1 i trombina. Nadomjesna hormonska terapija estrogenom (NHT) ili oralna kontracepcija
doprinose otprilike dvostruko vecem riziku nastanka VTE-a. Rizik se razlikuje ovisno o dozi,
formulaciji i aktivnoj tvari (Crous-Bou i sur., 2017). Oko 85 % pacijenata s tromboembolijom
ima neku kroni¢nu bolest koja doprinosi trombofilijskom stanju. Osim toga, PE moze
povecati stopu mortaliteta nekih kroni¢nih patoloSkih stanja, kao §to je KOPB. Pokazalo se da
otprilike jedna petina akutnih komplikacija KOPB-a nastaje uslijed razvoja PE-a (Essien i
sur., 2019). Prehrana, fizicka aktivnost 1 zagadenje zraka navode se kao moguci ¢imbenici
rizika, no rezultati studija su vrlo heterogeni te su stoga potrebna daljnja istrazivanja (Crous-

Bou i sur., 2017.)

1.3.1.3. Lijecenje pluéne embolije

PE je glavni uzrok smrti hospitaliziranih pacijenata u SAD-u, od kojih najvi$u stopu
smrtnosti imaju kirurski bolesnici. No adekvatnom prevencijom moguce je sprijeciti fatalni
ishod (Park i sur., 2009). Prva terapija koja se daje bolesnicima s PE-om ili onima koji imaju
visoki rizik od razvoja PE-a jest antikoagulacijska. Najcesce se primjenjuje nefrakcionirani ili
niskomolekularni heparin (Essien i sur., 2019). Pritom treba paziti na kontraindikacije i
komplikacije do kojih bi moglo do¢i, poput krvarenja ili heparinom izazvane

trombocitopenije. Moguée je da je upravo nemoguénost primjene antikoagulansa kod



kirurskih bolesnika u vremenu netom nakon operativnog zahvata, razlog najvise stope
smrtnosti od PE-a medu ovom populacijom pacijenata (Park i sur., 2009). Od dodatnih
terapija primjenjuju se suplementacija kisikom kod onih bolesnika koji su u stanju hipoksije te
antihipotenzivni lijekovi ako je doslo do dilatacije desne klijetke srca. U slucaju potrebe za
ubrzanom razgradnjom ugruska, bolesnik moze dobivati fibrinolitike. Dokazano je da rana

antikoagulacijska terapija zna¢ajno smanjuje stopu smrtnosti od PE-a (Essien i sur., 2019).

1.4. ABO sustav krvnih grupa i bolesti

1.4.1. ABO sustav krvnih grupa i infektivne bolesti

Jos$ se polovicom proslog stoljeca pocelo proucavati imaju li krvne grupe utjecaj na
ucestalost razvoja nekih patoloskih stanja. Prvo se ispitivala potencijalna povezanost s
bolestima koagulacijskog sustava, karcinomima, pepti¢kim ulkusom i infekcijama raznim
mikroorganizmima (Garratty, 2005). Mikrobni organizmi vezu se za razlicite ugljikohidratne
strukture na stani¢noj povrSini ciljnih stanica domacina, a kako su antigeni ABO sustava
krvnih grupa ugljikohidratne grade, pretpostavilo se da bi mogli biti meta nekih
mikroorganizama. Jedna od prvih uocenih povezanosti krvnih grupa ABO sustava i
infektivnih bolesti bila je izmedu bakterije Helicobacter pylori, koja je uzro¢nik peptickog
ulkusa, 1 ABO krvne grupe. UocCeno je da razliiti sojevi ove bakterije pokazuju drugaciju
sklonost vezanja za ugljikohidratne antigenske ostatke, pa se tako 5 % sojeva H. pylori, tzv.
specijalisti, specificno veze za H antigen. Stoga su osobe s O krvnom grupom podloznije
infekciji H. pylori i posljedi¢no razvoju peptickog ulkusa (Yamamoto i sur., 2012). Nadalje,
osobe koje su nesekretori ABO antigena imaju oko 50 % vecu vjerojatnost da Ce razviti
pepticki ulkus od sekretora, no na razvoj duodenalnog ulkusa veci utjecaj ima genotip ABO

gena nego genotip FUT2 gena (Garraty, 2005). Takoder, sekretori su podlozniji infekciji

-----

Streptococcus pneumoniae i Escherichia coli (Anstee, 2010). Dakle, prisutnost antigena ABO
sustava u tkivima i tjelesnim tekucinama utjeCe na osjetljivost prema zarazi nekim
infektivnim agensima te na tijek razvoja infekcije.

Yamamoto i sur. utvrdili su povezanost infekcije uzro¢nikom malarije Plasmodium
falciparum s ABO sustavom dokazavsi da su osobe s A i B alelima podloznije tezoj klini¢koj

slici u odnosu na osobe s O alelima. ZaraZeni eritrociti osoba s ne-O krvnim grupama



formiraju ¢vrsée i vece “rouleaux” formacije u usporedbi s eritrocitima O krvne grupe te je
izrazeniji proces sekvestracije eritrocita uzrokovan infekcijom. Nastala okluzija krvnih zila
doprinosi slabijoj opskrbi tkiva kisikom, hranjivim tvarima i posljedi¢no tezoj klinickoj slici

(Anstee, 2010).

1.4.2. ABO sustav krvnih grupa i karcinomi

Ekspresija ABO gena mijenja se u patoloskim stanjima poput odredenih maligniteta.
Primije¢eno je da se neki karcinomi, poput karcinoma zeluca, kolona, slinovnica, jajnika,
javljaju ¢esée u osoba s A krvnom grupom nego O. To bi se moglo objasniti promatranjem
karcinoma na razini stanica. Neke tumorske stanice na povrsini stani¢ne membrane izraZzavaju
iste ili slicne molekule A antigenu pa ih anti-A protutijela prepoznaju i oznace za uniStavanje
od strane imunosnog sustava. Za razliku od osoba s O krvnom grupom, osobe s A krvnom
grupom nemaju anti-A protutijela u serumu pa se ne mogu na ovaj nacin boriti s tom opakom
bolescu (Garratty, 2005; Yamamoto i sur., 2012; Crous-Bou i sur., 2017). Nadalje, uoceno je
da je ekspresija A, B i H antigena smanjena u tumorskim stanicama, osobito leukemijama
mijeloidne loze, ¢ak do razine da ih se uopée ne moze detektirati. Jedan od mehanizama koji
moze dovesti do smanjenja ekspresije antigena jest metilacija promotorske regije ABO gena,
¢ime se ogranicava transkripcija gena 1 sinteza glikoziltransferaza. No ¢ini se da kod
leukemija to nije uzrok, ve¢ dolazi do poremecaja u strukturi glikoziltransferaza, Sto
onemogucava vezanje antigena krvnih grupa ABO sustava na staniénu membranu eritrocita
(Garraty, 2005). Smanjenje ekspresije antigena ABO sustava na stani¢noj povrSini tumorskih
stanica razmjerno je potencijalu metastaziranja svih tumora (Ewald i Sumner, 2016).

Wolpin i1 sur. zakljucili su da je rizik za razvoj karcinoma gusterace veci kod nositelja
ABO genotipa ne-O krvne grupe. Istrazuju¢i malo detaljnije, ABO genotipizacijom dobili su
da genotipovi AO, BO, AA i BB rastu¢im redoslijedom imaju vecu vjerojatnost obolijevanja
u odnosu na genotip OO. B alel najvise pridonosi riziku od karcinoma gusterace, pa slijede
Al, A2 1 na kraju O bez znacajne razlike izmedu Ol 1 O2 alela (Wolpin 1 sur., 2009;

Yamamoto i sur., 2012).

1.4.3. ABO sustav krvnih grupa i ostale bolesti
Juki¢ 1 sur. 2012. ispitali su utjecu li genotipovi ABO krvne grupe na rizik razvoja

infarkta miokarda kao arterijske tromboembolije u hrvatskoj populaciji. Nisu dobili statisticki
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znacajnu razliku u ucestalosti infarkta miokarda kod ne-OO i OO genotipova izmedu skupine
ispitanika i kontrolne skupine. Jedino je genotip O1Al imao grani¢no vecu vjerojatnost
razvoja infarkta (OR 1,66; 95 % CI 1,03-2,68). Rezultati drugih studija vrlo su raznoliki te su
stoga potrebna daljnja istrazivanja (Juki¢ i sur., 2012). Medutim, krvne grupe ABO sustava
mogu utjecati na razvoj demencije i kognitivnih oStecenja. Iza toga takoder stoji razlicita
sklonost nastanku ugruSaka zbog drugacijih koncentracija FVIII i vVWF u krvnoj plazmi osoba
nositelja A, B, AB i O krvnih grupa. Vuk Pisk i sur. 2019. ispitali su povezanost ABO krvnih
grupa 1 psihijatrijskih poremecaja u hrvatskoj populaciji te utvrdili da je vjerojatnost razvoja
psihijatrijskog poremecaja skoro tri puta veca u nositelja AB krvne grupe u usporedbi s
ostalima. Opcenito, osobe s ne-O krvnom grupom sklonije su kognitivnim poremecajima
nastalim uslijed cirkulacijskih promjena (Crous-Bou i sur., 2017; Vuk Pisk i sur., 2019).
Ispitivani su utjecaji ABO krvnih grupa na nastanak esencijalne hipertenzije, Se€erne bolesti i
hiperlipidemije no, rezultati studija su nekonzistentni i zahtijevaju daljnja istrazivanja (Ewald

i Sumner, 2016).

1.5. Venske tromboembolije i ABO sustav krvnih grupa

U ranijim studijama proucavana je povezanost ABO krvne grupe s pojavom VTE-a u
klini¢kim oblicima DVT-a i PE-a. Najve¢i broj studija govori da manju sklonost pojavi
venskih tromboembolija imaju osobe nositelji krvne grupe O u odnosu na ne-O krvne grupe.
To se primarno dogada uglavnom zbog otprilike 25 % nize plazmatske koncentracije FVIII i
VWF-a u krvnoj plazmi osoba O krvne grupe u odnosu na ostale (Yamamoto i sur., 2012;
Crous-Bou 1 sur., 2017). Takoder, osobe A2 fenotipa imaju manju stopu obolijevanja od
VTE-a u usporedbi s drugim ne-O krvnim grupama, $to se isto moze potkrijepiti nizim
koli¢inama FVIII i vWF-a u njihovoj krvnoj plazmi (Anstee, 2010). FVIII je jedan od
proteina sustava ¢imbenika zgruSavanja krvi. Do aktivacije trombinom, u cirkulaciji je vezan
za VWF koji ga §titi od proteolize. Nakon aktivacije odvaja se od vWF-a te uz FIXa sudjeluje
u aktivaciji FX, $to u konacnici vodi veéim koli€inama trombina u krvnoj plazmi odnosno
vecem kapacitetu nastajanja ugrusaka (Labar 1 sur., 2007; Konecny, 2008). Na povrsini oba
glikoproteina, i FVIII-a i vVWF-a, kao N-vezani glikani nalaze se antigeni ABO sustava koji
onemogucuju da ih enzimi proteaze razgrade. vVWF, koji sadrzi N-vezane ABO antigene, ima
otprilike dvostruko duze poluvrijeme zivota od onog koji na sebi nema ABO antigene, §to
objasnjava vece koncentracije ovog ¢imbenika u krvnoj plazmi osoba s A, B i AB krvnim

grupama nego kod osoba O krvne grupe (Anstee, 2010; Crous-Bou i sur., 2017). lzmjerene
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vece koli¢ine ovih ¢imbenika u krvnoj plazmi ne-O osoba poduprijele su hipotezu da su
pojedinci s krvnim grupama A, B i AB skloniji stvaranju krvnih ugrusaka od pojedinaca s
krvnom grupom O (Garraty, 2005).

S druge strane, Ohira 1 sur. dosli su do otkri¢a da razlike u koncentraciji FVIII u
krvnoj plazmi uzrokovane razli¢itim krvnim grupama ABO sustava ipak nisu glavni i jedini
mehanizam kojim ABO krvne grupe doprinose nastanku VTE-a. Naime, Afroamerikanci
imaju vecu incidenciju VTE-a od bijelaca, a u njihovoj populaciji prevladava krvna grupa O.
Medutim, koncentracija FVIII, ali 1 udio drugih okoli$nih ¢imbenika rizika, vi§i su nego u
bijelaca. Takoder, dobiven je veéi omjer izgleda (OR) za obolijevanje od VTE-a pri usporedbi
A 10 krvnih grupa nego B i O krvnih grupa, a koncentracija FVIII visa je u osoba s B krvnom
grupom nego s A krvnom grupom (Ohira i sur., 2007). Dakle, povisena plazmatska
koncentracija FVIII u osoba ne-O krvnih grupa vjerojatno nije jedini ¢imbenik rizika za
razvoj VTE-a, ve¢ tom doprinose i drugi mehanizmi koji su posredovani molekulama ¢ija je
koli¢ina odredena pripadno$c¢u ne-O krvnim grupama. Jedan od dodatnih mehanizama mogle
bi biti razlike u glikozilaciji E- i P-selektina, medustani¢ne adhezijske molekule-1 (ICAM-1) i
¢imbenika nekroze tumora-alfa (TNF-o), koje su pod utjecajem ABO gena. Nabrojene
glikoproteinske molekule vazne su u upalnim odgovorima i pri odrZavanju integriteta
membrana epitelnih stanica krvnih Zila te stoga mogu utjecati na proces formiranja ugruska
(Wolpin i sur., 2010; Yamamoto i sur., 2012).

Wu 1 sur. su metaanlizom pokazali da je otprilike dvostruko ve¢i rizik da ¢e ne-O
krvna grupa oboljeti od VTE-a nego O krvna grupa (Wu i sur., 2008). U skladu s tim su
rezultati Wolpina 1 sur. koji su dobili da je oko dva puta veca vjerojatnost da osobe s ne-O
krvnom grupom razviju idiopatsku PE u usporedbi s nositeljima O krvne grupe. Idiopatska PE
dijagnosticirana je onim bolesnicima koji nisu imali dijagnozu aktivhog maligniteta te nisu
dozivjeli veliku traumu ili bili na operativnom zahvatu unutar jednog mjeseca od utvrdivanja
PE-a. Takoder, primijetili su da bivsi i trenutno aktivni pusaci s A, B i AB krvnim grupama
imaju veci rizik za razvoj PE-a od nepusaca istih krvnih grupa, §to ukazuje na interakciju
genetskih 1 okoliSnih ¢imbenika rizika pri nastanku tromba (Wolpin i sur., 2010.).

Nadalje, Spiezia i sur. izvijestili su o rezultatima studije utjecaja ABO krvne grupe i
nasljedne trombofilije na razvoj DVT-a. Nasljedna trombofilija, kojom su obuhvacene
deficijencije antitrombina, proteina C i proteina S te mutacije FVL i protrombin G20210A, u
kombinaciji s krvnom grupom ABO sustava povecava rizik obolijevanja od DVT-a. Osobe s
ne-O krvnom grupom i nasljednom trombofilijom imaju sedam puta vecu vjerojatnost pojave

DVT-a u zivotu od osoba koje su O krvne grupe i nemaju nasljednu trombofiliju. Medutim,
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autori smatraju da razlike u koncentraciji FVIII i VWF-a uzrokovane razli¢itim ABO krvnim
grupama malo utjeCu na sklonost razvoju tromboembolije i da postoji neki drugi jos
neistrazeni mehanizam kojim pripadnost odredenoj krvnoj grupi utje¢e na podloznost razvoju
VTE-a (Spiezia i sur., 2012).

Franchini i Makris prikazali su objedinjene rezultate nekoliko studija koji se slazu u
jednom - ne-O krvne grupe imaju otprilike dvostruko ve¢i rizik od pojavnosti VTE-a od O
krvne grupe. Ima li osoba nositelj ne-O krvne grupe uz to FVL mutaciju, vjerojatnost od
pojave VTE-a je oko Cetiri puta veca u usporedbi s nositeljem O krvne grupe bez mutacije
(Franchini 1 Makris, 2012). Takoder, nije isti rizik od pojave VTE-a kod osoba koje su ve¢
imale tromboticki dogadaj i u onih koje nisu. Ne-O krvna grupa uz stariju dob nosi otprilike
duplo ve¢i rizik od pojave rekurentne tromboembolije nego od pojave incidentalne
tromboembolije (Ohira i sur., 2007).

Jedna hipoteza govori da je veca sklonost zgruSavanju krvi kod osoba s ne-O krvnim
grupama u odnosu na one s O krvnom grupom bila prednost za prezivljavanje u davnim
vremenima. Osim antigena eritrocitne krvne grupe, oporavku od ozljeda s krvarenjem
pridonosile su mutacije FVL i protrombin G20210A (Anstee, 2010). Neki znanstvenici
preporucuju da bi bilo korisno uvesti test odredivanja ABO krvne grupe u standardne testove
probira nasljedne trombofilije kako bi se povecan rizik od nastanka ugruSaka $to prije uocio 1

na vrijeme se zapocelo s preventivnim tretmanom (Franchini i Makris, 2012).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

ABO sustav krvnih grupa je najvazniji sustav krvnih grupa u transfuzijskoj i
transplantacijskoj medicini. Dosadasnjim istrazivanjima dokazana je veca ili manja
povezanost izmedu ABO krvne grupe i kardiovaskularnih, tumorskih te infektivnih bolesti.
PE se ubraja u venske tromboembolije. Najces¢e je posljedica pojave ugruska u krvnim
zilama pluéne cirkulacije. Budu¢i da ABO krvne grupe potencijalno uzrokuju razli¢itu
sklonost nastanku ugrusaka, u vise studija ispitivana je povezanost ABO krvne grupe i PE-a.
Vecina rezultata slaze se da nositelji ne-O krvne grupe (A, B 1 AB) imaju vecu sklonost
tijekom Zivota oboljeti od PE-a u odnosu na nositelje O krvne grupe. lako velik dio studija
govori da O alel ne doprinosi trombotickom riziku te da nositelji A krvne grupe imaju najveci

rizik, rezultati su ipak nekonzistentni i razlikuju se medu populacijama.

Cilj ovog rada bio je utvrditi postoji li povezanost izmedu genotipova ABO sustava krvnih
grupa, kao ¢imbenika rizika, i pojave PE-a u hrvatskoj populaciji retrospektivnom studijom

izmedu skupine bolesnika s dijagnozom PE-a i kontrolne skupine.

Specificni ciljevi:
e odrediti genotipove ABO krvnih grupa kod bolesnika s PE-om
e ispitati povezanost izmedu genotipova ABO i PE-a usporedbom ABO genotipova
uzoraka skupine ispitanika i kontrolne skupine

e usporediti dobivene rezultate sa sli¢nim studijama provedenim u svijetu
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

U ovom radu koriSteni su uzorci 109 ispitanika, od kojih je 56 muSkaraca i 53 Zene.
Ispitanicima je u Klinici za unutarnje bolesti Klinicke bolnice Dubrava i Klini¢ke bolnice
Merkur dijagnosticirana PE. Srednja dob ispitanika je 71 (23-95) godina. Vrsta uzorka bila je
puna krv uzeta na EDTA antikoagulans.

Kontrolna skupina sastojala se od 303 dobrovoljna darivatelja krvi pri Hrvatskom
zavodu za transfuzijsku medicinu (HZTM) bez tromboze u povijesti bolesti, sa srednjom dobi
39 (16-76) godina, od kojih je 180 muskaraca i 123 Zene. Vrsta uzorka bila je ista kao u

skupini ispitanika.

3.2. Uredaji i kemikalije
Iz uzoraka ispitanika izolirana je genomska DNA u Odjelu za molekularnu
dijagnostiku (OMD) HZTM-a na uredaju za automatiziranu izolaciju nukleinskih kiselina. Za
izolaciju su koristeni:
1) QIAcube uredaj (QIAGEN, Njemacka)
2) QIlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Njemacka)
3) Eppendorf epruvete od 1,5 mL i 2 mL
4) plasti¢ni adapteri za centrifugiranje kolona sa silika-gel membranom u epruvetama za
eluciju
5) gumeni ¢epovi koji oznacavaju poziciju i broj uzorka na inkubatoru s mijeSalicom
6) nastavci s filterima od 200 pL i 1000 pL
7) pipeta do 1000 pL

Nakon izolacije genomske DNA uslijedila je ABO genotipizacija za koju su koriSteni
materijali 1 uredaji za provodenje lanCane reakcije polimeraze pomocu pocetnica specifi¢nih
za sljedove (PCR-SSP) prema metodi Gassnera i sur. (1996.), te materijali i uredaji za
elektroforezu i slikanje gela:

1) sterilni kabinet s laminarnim protokom zraka (Iskra Pio LFVP9, Slovenija)

2) PCR uredaj ABI 2720 (Applied Biosystems, SAD)

3) Elchrom Scientific sustav za elektroforezu

4) UV transiluminator (TFX-20.MC, EEC)

5) UVISAVE-Q9 HOD UVITEC kamera (Uvitec Ltd, UK)
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6)
7)
8)
9)

vorteks uredaj
racunalo
Eppendorf epruvete od 1,5 mL i 2 mL

epruvete za PCR u stripu od 8 jazica

10) stalci
11) pipete od 10 pL, 100 pL 1 1000 pL
12) nastavci za pipete

Otopine i kemikalije koriStene za provodenje PCR-SSP reakcije i elektroforeze:

1)

2)
3)
4)
5)
6)

7)
8)
9)

pocetnice za alel specificni PCR od 8 reakcija i za internu kontrolu (ulomak HGH-
humanog hormona rasta):
0l-a 5-TTA AGT GGA AGGATGTCCTCGTCG TA-3
01-b 5-TAA GTG GAA GGA TGT CCT CGT CGT G -3’
01-r 5'-ATA TAT ATG GCA AAC ACA GTT AAC CCAATG -3’
02-a 5'-TCG ACCCCCCGAAGAAGCT-3
02-b 5'-CGA CCC CCC GAA GAAGCC -3’
02-r 5-AGT GGA CGT GGA CAT GGA GTT CC -3’
B-a 5-ATC GAC CCC CCG AAGAGCG -3’
B-b 5'-CCG ACC CCC CGA AGA GCC -3’
B-r 5'-AGT GGA CGT GGA CAT GGAGTT CC -3’
A2-7 5"-CAG GCG GTC CGG AAGCG -3’
A2-8 5’-CAG GCG GTC CGG AAC ACG - 37
A2-rl2 5-GTG TGT GTG ATT TGA GGT GGG GAC -3'
HGHa 5-TGC CTT CCC AACCATTCCCTTA-3
HGH b 5-CCA CTC ACG GAT TTC TGT TGT GTT TC -3'
10x pufer za amplifikaciju uz 1,5 M MgCl,
10 mM dNTP mjeSavina (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
Taq DNA polimeraza (5 U/uL)
bidestilirana voda
agarozni gel za elektroforezu (PCR Check IT Wide Mini 4x25 s etidij-bromidom, AL-
Laborthechnik , Austrija)
pufer za nanoSenje uzoraka
TBE pufer
etidij-bromid
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3.3. Metode

3.3.1. Izolacija genomske DNA

Genomska DNA izolirana je iz uzoraka ispitanika u OMD-u automatiziranom
metodom izolacije pomocu QIAcube uredaja. Izolacija je provedena standardnim QIAGEN
testnim kitom (QIAamp DNA Blood Mini Kit, QIAGEN, Njemacka) za izolaciju genomske
DNA na kolonama prema radnoj uputi Odjela RU-OMD-033-QIlAcube izolacija nukleinskih
kiselina. Komplet reagencija QIAamp DNA Blood Mini Kit sadrzi: liziraju¢i pufer AL,
apsolutni etanol, pufer za ispiranje AW 1, pufer za ispiranje AW 2, pufer za eluciju AE,
QIAGEN proteazu i kolone sa silika-gel membranom.

QIAcube je automatizirani uredaj za izolaciju nukleinskih kiselina. Sastavljen je od
inkubatora s mijesalicom, sustava za pipetiranje s robotskom rukom, nosaca za filter nastavke,
nosaca za bocice reagensa, centrifuge i spremnika za otpad. Na uredaju je moguce izolirati
DNA molekulu iz dva do dvanaest uzoraka u isto vrijeme. Jedna serija uzoraka prati isti
protokol koji je odreden vrstom uzorka, pocetnim i elucijskim volumenima.

Pocetni volumen uzorka za izolaciju DNA iz pune krvi jest 200 pL 1 jednak je
elucijskom volumenu. Radna otopina proteaze pripremi se otapanjem liofiliziranog enzima
prema uputama proizvodaca i pohrani kao alikvoti na -20 °C do upotrebe. U oba pufera za
ispiranje treba se dodati apsolutni etanol prije nego $to se upotrijebe. Nakon §to se QIAcube
uredaj ukljuci 1 otvori, postavi se nosa¢ s reagensima (pufer AL, pufer AWI1, pufer AW2,
apsolutni etanol i pufer AE). Zatim se napune nosaci s nastavcima s filterima od 1000 pL i
200 pL te postavi proteaza u epruveti od 1,5 mL. Slijedi umetanje adaptera u centrifugu. Na
adapterima se nalaze kolona sa silika-gel membranom i epruveta za eluciju. Posljednji korak
je umetanje uzoraka u epruvetama od 2 mL i gumenih ¢epova u inkubator s mijeSalicom.
Nakon toga na zaslonu se odabere odgovarajuci program za izolaciju i pokrene uredaj. Po
zavrSetku izolacije izvade se i zatvore elucijske epruvete te se uredaj o€isti. Izolirana DNA

pohrani se u hladnjaku na 2-8 °C do postupka ABO genotipizacije.

3.3.2. ABO genotipizacija

ABO genotipizacija provedena je pomocu “in house” PCR-SSP metode prema RU-
OMD-009-ABO genotipizacija, a pocetnice su preuzete iz rada Gassnera i sur. (1996.).
Postupci pripreme izvodili su se u sterilnom kabinetu. Na samom pocetku bilo je potrebno

prirediti osam mjesavina pocetnica, koje su podijeljene u alikvote i zamrznute na -20 °C.
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Prilikom svake serije ABO genotipizacije alikvot svake mjeSavine pocetnica otapan je do
sobne temperature prije koriStenja. Svaka pojedina mjeSavina pocetnica sadrzavala je dvije
specificne pocetnice za ciljnu sekvencu i par pocetnica za internu kontrolu. Pripremljena je na
nacin da se u Eppendorf epruvetu od 1,5 mL otpipetiralo 100 uL specificne pocetnice 5'
(20 uM), 100 pL specifiéne pocetnice 3' (20 uM), po 10 uL HGH-a (20 uM) i 10 uLL. HGH-b
(20 uM) te 780 pL bidestilirane vode. Kombinacije specificnih pocetnica u osam razli¢itih

mjeSavina pocetnica prikazane su u Tablici 2.

Tablica 2. Kombinacije specifi¢nih pocetnica u osam mjesavina pocetnica za PCR-SSP ABO

genotipizaciju

MjesSavina pocetnica 1 2 3 4 5 6 7 8

0l-a | 01-b | 02-a | 02-b | B-a | B-b | A2-7 A2-8

Specifi¢ne pocetnice
01-r | 01-r | 02-r | 02-r | B-r | B-r | A2-r/2 | A2-r/2

Proces ABO genotipizacije zapocinjao je svakodnevnom pripremom PCR-SSP
mjeSavine. Za jedan uzorak bilo je potrebno pomijesati 20 pL 10x PCR pufera s 15 mM
MgClz, 8 uL 10 mM dNTP-a, 2 uL Taq DNA polimeraze, 60 pL bidestilirane vode i 10 pL
uzorka izolirane genomske DNA, $to ukupno ¢ini 100 pL. PCR-SSP mjesavine. Buduc¢i da je
serija po jednom radnom danu ukljucivala genotipizaciju DNA iz 12 uzoraka, pripremana je
mjeSavina s 13 puta veéim volumenima izuzevs$i uzorak, nakon cega je podijeljena u 12
alikvota po 90 pL te je u svaki alikvot dodano po 10 pL odgovaraju¢eg uzorka. Tako
pripremljene PCR-SSP mjeSavine bilo je potrebno promijesati na vorteks uredaju. Nakon toga
u svaku jazicu PCR stripa dodano je 10 pL mjeSavine pocetnica na nacin da je prva jazica
svakog stripa sadrzavala mjeSavinu pocetnica 1, druga jaZica mjeSavinu pocetnica 2 itd. Zatim
je dodano po 10 pL. PCR-SSP mjesavine u jazice, tako da je pojedini PCR strip sadrzavao
jedan uzorak, nakon Cega su bile zatvorene i postavljene na PCR uredaj. Denaturacija
genomske DNA bila je provedena na 95 °C, nakon cega je uslijedilo 35 ciklusa PCR-SSP
reakcije. Po zavrSetku umnazanja temperatura u PCR uredaju spustila bi se na 4 °C, ¢ime se
omogucilo ocuvanje umnoZenih PCR produkata do daljnjeg postupka analize. Program rada

PCR uredaja koji je koriSten opisan je u Tablici 3.
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Tablica 3. Program rada PCR uredaja koriSten za ABO genotipizaciju

Temperatura (°C) Trajanje (s) Broj ciklusa

95 120 /

95 30

64 60 10 ciklusa
72 45

95 30

61 60 25 ciklusa
72 45

4 do iskljuéenja /

Sljedeci korak, nakon zavrSetka PCR-SSP reakcije, bila je provjera umnoZenih PCR
produkata na agaroznom gelu metodom elektroforeze prema RU-OMD-011-Elektroforeza. Za
provjeru se pripremi uzorak za nanoSenje na gel od 8 uL PCR produkta i 2 pL pufera za
nanosenje uzorka, koji se sastoji od glicerola 1 boje bromfenol plavilo. Glicerol olakSava
ukapavanje, a boja omogucava pracenje putovanja na gelu. Prije nanoSenja uzorka na sustav
za elektroforezu obavezno se treba iskljuciti pumpa za recirkulaciju pufera. Uzorci se nanose
u jazice na komercijalnom agaroznom PCR Check IT Wide Mini 4x25 gelu s etidij-
bromidom. U posljednju jazicu u svakom retku nanese se molekularni biljeg od 100 pb kako
bi se moglo odrediti veli¢ine PCR produkata. Nakon nanoSenja zatvori se kada, namjeste
uvjeti i pokrene sustav. Elektroforeza traje 15 minuta na 151 V i 998 mA. Kad elektroforeza
zavrsi, gel se obasja UV svjetlom pod UV transiluminatorom i fotografira kamerom prema
RU-OMD-012-Snimanje gela. Vidljivi umnozeni fragmenti gena hormona rasta znace da je
amplifikacija molekula DNA bila uspjeSna. Na temelju veli¢ine specificnih PCR produkata

odredi se ABO genotip za svaki uzorak.
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Slika 2. Elferogram umnozenih PCR produkata ABO gena; genotipovi u prvom redu: O1A1
(12468), molekularni biljeg i O1B (124568); genotipovi u drugom redu: O101 (1468),
molekularni biljeg i A1B (24568)

Tablica 4. Tablica za ocitavanje ABO genotipa iz elferograma. Prikazano 15 mogucih

genotipova dobivenih kombinacijama A1, A2, B, O1i O2 alela

Reakcija br. 1 2 3 4 5 6 7 8
PCR produkt (pb) | 134 | 133 | 194 | 193 | 195 | 194 | 172 | 173

0101|0202 B | B |A2|A2

Specifi¢nost
HIOHEO®H]6 60

Rezultati Genotip | Fenotip
+ - - + - + - + 0101 O
+ |+ |+ |+ - + - o 0102 o)
Pozicija 1 pozitivna
+ + - + | + + - + 0O1B B
(01)

0 i - 0 - 5 - 5 O1A1 A
+ + - + - + + + 01A2 A
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Reakcija br. 1 2 3 4 5 6 7 8
PCR produkt (pb) | 134 | 133 | 194 | 193 | 195 | 194 | 172 | 173
0101|0202 B | B |A2|A2
Specifi¢nost
OO HE | ®H]E ][]0
Rezultati Genotip | Fenotip
- i o - - + - + 0202 0]
Pozicija 3 pozitivna | ~ L R R * ) * 02B B
(02) |+ -+ -]+ ] 0AaL | A
- + + + - + + + 02A2 A
- + - + + - - + BB B
Pozicija 5 pozitivna
-+ - |+ |+ |+ | -]+ ]| AIB AB
(B)
- + - + + + + + A2B AB
. - = - + - + - + AlAl A
Pozicija 2/4/6
pozitivna (ne - 3 - i - + + + AlA2 A
01/02/B)
- 0 - W - + + - A2A2 A

3.3.3. Statisticka obrada podataka

Za statisticku analizu podataka koriSten je racunalni program MedCalc (MedCalc

Software Version 19.3.1., Mariakerke, Belgium). Od deskriptivnih podataka prikazani su spol,

dob, ABO fenotip i ABO genotip. Spol, ABO fenotip 1 ABO genotip izrazeni su kao

apsolutne 1 relativne frekvencije, dok su za dob odredeni medijan 1 raspon.
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Razlike u kategorijskim varijablama izmedu ispitivane i kontrolne skupine, odnosno
ABO fenotipovima i genotipovima, analizirane su hi-kvadrat (x?) testom i Fisherovim
egzaktnim testom. Prednost koristenja imao je x? test osim u slu¢ajevima kad postavljeni
uvjeti za koriStenje ovog testa nisu bili zadovoljeni. Naime, ako je vise od 20 % polja tablice
imalo vrijednost <5, za izracun vrijednosti p primijenjen je Fisherov egzaktni test.

Pri izraunu vjerojatnosti rizika koriSten je omjer izgleda (OR) uz 95 %-tni interval
pouzdanosti (CI). Da bi vrijednost OR bila statisticki znacajna, 95 %-tni Cl ne smije
obuhvacati jedinicu, odnosno obje grani¢ne vrijednosti intervala moraju biti nize ili vise od 1.
Takoder, OR ima znaCenje samo ako je na temelju prethodno izraCunate vrijednosti p
dobiveno da je prisutna statisti¢ki znaGajna razlika izmedu ispitivanih svojstava (Simundi¢,
2008).

U provedenim analizama razina statisticke znacajnosti postavljena je na 0,05, tj. 5 %.
Dakle, vrijednost p jednaka ili viSa od 0,05 znaci da nema statisticki znacajne razlike izmedu

ispitivanih svojstava, a vrijednost p niza od 0,05 ukazuje na statisticki znac¢ajnu razliku.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati

4.1.1. Usporedba skupine ispitanika i kontrolne skupine prema spolu i dobi

ABO genotipizacijom odredeni su genotip i fenotip skupini ispitanika od 109
bolesnika s PE-om i kontrolnoj skupini od 303 dobrovoljna darivatelja krvi te su dobiveni
rezultati usporedeni. Razvrstavanjem podataka prema spolu utvrdeno je u skupini bolesnika
51 % muskaraca i 49 % zena, a u kontrolnoj skupini 59 % muskaraca i 41 % Zena. Analizom
starosne dobi dobiveno je da je medijan dobi skupine ispitanika 71 godina uz raspon 23-95
godina; u kontrolnoj skupini medijan je 39 godina uz raspon 16-76 godina, iz ¢ega je vidljivo
da kontrolnu skupinu sainjava ponesSto mlada populacija od one u skupini ispitanika.

Raspodjela podataka o obje ispitivane skupine prema spolu i dobi prikazana je u Tablici 5.

Tablica 5. Podaci o spolu i dobi kod skupine bolesnika i kontrolne skupine

Skupina ispitanika Kontrolna skupina
Spol
N1 Dob/godina N2 Dob/godina
Muski 56 65 (23-91) 180 42 (16-64)
Zenski 53 77 (31-95) 123 36 (18-76)
Ukupno 109 71 (23-95) 303 39 (16-76)

N1 i N2 - broj sudionika studije

4.1.2. Usporedba skupine ispitanika i kontrolne skupine prema ABO fenotipu
Najzastupljenija krvna grupa u skupini ispitanika prema fenotipu je A s udjelom 39 %.
Slijede krvne grupe O, B i AB s udjelima 27 %, 21 % i 13 %. U kontrolnoj skupini pak
prevladava O krvna grupa s udjelom 40 %, nakon koje slijede A s 38 %, B sa 17 % te AB s
5 %. Raspodjela apsolutnih i relativnih frekvencija fenotipova ABO krvnih grupa obje

ispitivane skupine prikazana je u Tablici 6.
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Tablica 6. ABO fenotipovi kod skupine bolesnika i kontrolne skupine

ABO Skupina ispitanika Kontrolna skupina Ukupno
Eetb N1 Postotak/% N2 Postotak/% WS,
A 43 39 115 38 158
B 23 21 50 17 73

AB 14 13 16 5 30
O 29 27 122 40 151
Ukupno 109 100 303 100 412

N1 i N2 - broj sudionika studije

4.1.3. Usporedba skupine ispitanika i kontrolne skupine prema ABO genotipu

U skupini ispitanika najzastupljeniji ABO genotip je A101 s 24,8 %, dok je u

kontrolnoj skupini to genotip O101 s udjelom od 37,3 %. Genotip O202 nije pronaden u

skupini ispitanika, a u kontrolnoj skupini zabiljeZen je samo jedan slucaj. Genotipovi O2A1 i

A2B najmanje su zastupljeni u skupini ispitanika s udjelom od 0,9 %. lzuzev genotipa 0202 s

udjelom 0,3 %, u kontrolnoj skupini najmanji udio imaju genotipovi BB i A2B s

vrijednostima udjela 0,7 % i 0,9 %. O2A2, A2A2 i O2B genotipovi nisu zabiljeZeni ni u

jednoj skupini. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 7.

Tablica 7. ABO genotipovi kod skupine bolesnika i kontrolne skupine

Skupina ispitanika

Kontrolna skupina

ABO ABO Ukupno
fenotip | genotip | N Postotak/% N2 Postotak/% | (N1+N2)
0101 | 25 22,9 113 37,3 138
0 0102 4 3,6 8 2,6 12
0202 - - 1 0,3 1

24



ABO ABO Skupina ispitanika Kontrolna skupina Ukupno
fenotip | genotip | N Postotak/% N2 Postotak/% (N1+N2)
Ol1A1 27 24,8 82 27,1 109
O1A2 3 2,8 11 3,6 14
02A1 1 0,9 5 1,7 6
A 02A2 - - - - -
AlAl 9 8,3 12 4,0 21
AlA2 3 2,8 5 1,7 8
A2A2 - - - - -
O1B 18 16,5 48 15,8 66
B 02B - - - - -
BB 5 4,6 2 0,7 7
AlB 13 11,9 13 4,3 26
AB
A2B 1 0,9 3 0,9 4
Ukupno 109 100,0 303 100,0 412

N1 i N2 - broj sudionika studije

4.1.4. Statisticka analiza usporedbe A, B, AB i O fenotipova izmedu skupine ispitanika i
kontrolne skupine

¥ testom dokazano je da postoji statisti¢ki znadajna razlika u zastupljenosti ne-O
fenotipova 1 O fenotipa izmedu skupine ispitanika 1 kontrolne skupine (p=0,011). Postavljena
razina statisticke znacajnosti bila je p=0,050. Izra¢unom omjera izgleda (OR) dobiveno je da
osobe nositelji ne-O krvne grupe imaju vecu vjerojatnost obolijevanja od PE-a (OR 1,86;
95 % CI 1,15-3,01) od pojedinaca s O krvnom grupom. Rezultati statisticke usporedbe

prikazani su u Tablici 8.
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Tablica 8. Statisti¢ka analiza usporedbe ne-O i O ABO fenotipova

) Skupina Kontrolna
ABO fenotip L ) p OR 95 % ClI
ispitanika skupina
ne-O 80 181 0,011 1,86 1,15- 3,01
@) 29 122 -

p - vrijednost odredena y? testom, OR - omjer izgleda, 95 % Cl — 95 %-tni interval

pouzdanosti

Podaci pojedinagne usporedbe y? testom nositelja A, B i AB krvnih grupa s O krvnom
grupom izmedu dviju skupina prikazani su u Tablici 9. Dobivena je statisticki znacajna
razlika izmedu B 1 O odnosno AB i O fenotipova (p=0,041 odnosno p=0,001). Iz vrijednosti
OR-a i 95 %-tnih intervala pouzdanosti vidi se da nositelji B (OR 1,94; 95 % CI 1,02-3,66) i
AB (OR 3,68; 95 % CI 1,62-8,39) krvne grupe u usporedbi s onima koji su O krvne grupe
imaju vecu vjerojatnost obolijevanja od PE-a. Osobe s krvnom grupom A nemaju znacajno
vecu vjerojatnost rizika od PE-a od onih s krvnom grupom O (p=0,097; OR 1,57; 95 % ClI
0,92-2,69).

Tablica 9. StatistiCka analiza usporedbe ABO fenotipova osoba s krvnim grupama A, B 1 AB

u odnosu na osobe s O krvnom grupom

_ Skupina Kontrolna
ABO fenotip o ) p OR 95 % CI
ispitanika skupina
A 43 115 0,097 1,57 0,92 - 2,69
B 23 50 0,041 1,94 1,02 - 3,66
AB 14 16 0,001 3,68 1,62 - 8,39
O 29 122 -

p - vrijednost odredena 2 testom, OR - omjer izgleda, 95 % CI - 95%-tni interval pouzdanosti
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4.1.5. Statisticka analiza usporedbe ABO genotipova izmedu skupine ispitanika i
kontrolne skupine

U Tablici 10 prikazana je usporedba ABO genotipova u odnosu na nositelje genotipa

OO. Statisticki znacajna razlika dokazana je izmedu A1Al, BB te AlB genotipa i OO

genotipa (p=0,023, 0,005 te 0,002). Izracunom OR-a dobiveno je da osobe s A1A1 genotipom

imaju otprilike trostruko vecu vjerojatnost (OR 3,16; 95 % CI 1,21-8,19) obolijevanja od PE-a

od osoba s OO genotipom, pojedinci s BB genotipom deseterostruko ve¢u (OR 10,52; 95 %
Cl11,94-56,95) te oni s A1B genotipom ¢etverostruko veéu (OR 4,21; 95 % CI 1,76-10,03).

S druge strane, nije dobivena statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova koji

imaju jedan O ili A2 alel u odnosu na OO genotip izmedu oboljelih od PE-a i zdravih osoba.

Tablica 10. Statisticka analiza usporedbe ne-OO ABO genotipova i OO genotipa

ABO Skupina Kontrolna
genotip ispitanika skupina P R % Cl
O1A1 27 82 0,289 1,39 0,76 - 2,51
O1A2 3 11 0,736 1,15 0,30 - 4,38
02A1 1 5 1,000 0,84 0,09 - 7,48
02A2 - - - - -
AlAl 9 12 0,023 3,16 1,21-8,19
AlA2 3 5 0,202 0,25 0,57 -11,17
A2A2 - - - - -

O1B 18 48 0,211 1,58 0,80 - 3,10

02B - - - - -

BB 5 2 0,005 10,52 1,94 - 56,95
AlB 13 13 0,002 4,21 1,76 - 10,03
A2B 1 3 0,581 1,40 0,14 - 13,97
00 29 122 - - -

p - vrijednost odredena Fisherovim egzaktnim testom, OR - omjer izgleda, 95 % CI —

95 %-tni interval pouzdanosti
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Budu¢i da je mali broj uzoraka u studiji koji su nositelji A2 ili O2 alela, posebno je
napravljena analiza s Al 1 A2 alelima svrstanim u jednu zajednicku skupinu A alela te
usporedena s Ol i O2 alelima u zajedni¢koj skupini O alela. Statisti¢ki znacajna razlika
dobivena je za AA, BB i AB genotipove u usporedbi s OO genotipom (p=0,015, 0,005 i
0,004), dok za OA i OB genotipove nema statisti¢ki znacajne razlike u pojavnosti izmedu

skupine ispitanika i kontrolne skupine u odnosu na OO genotip (Tablica 11).

Tablica 11. Statisti¢ka analiza usporedbe objedinjenih ABO genotipova i OO genotipa

ABO Skupina Kontrolna
genotip ispitanika skupina P R % Cl

OA 31 98 0,381 1,33 0,75 - 2,36
AA 12 17 0,015 2,97 1,28 - 6,90
OB 18 48 0,211 1,58 0,80 - 3,10
BB 5 2 0,005 10,52 1,94 - 56,95
AB 14 16 0,004 3,68 1,62 - 8,39
00 29 122 -

p - vrijednost odredena Fisherovim egzaktnim testom, OR - omjer izgleda, 95 % CI —

95 %-tni interval pouzdanosti

Usporedbom svih ABO genotipova bez O alela s onima koji su sastavljeni od jednog
ili dva O alela utvrdeno je da osobe ¢iji genotip nije sastavljen od O alela (A1Al, A1A2, BB,
A1B i A2B) imaju otprilike trostruko vecu vjerojatnost rizika za razvoj PE-a od osoba koje su
naslijedile barem jedan O alel (O1A1, O1A2, O2A1, 01B, 0101, 0102) (Tablica 12).
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Tablica 12. Statisticka analiza usporedbe ABO genotipova bez O alela i s barem jednim O

alelom
Skupina ispitanika | Kontrolna skupina
Aleli p OR | 95%CI
N1 | Postotak/% N2 | Postotak/%
samo Ai/iliB | 31 28 35 12 <0,0001 | 3,04 | 1,76-5,25
barem jedan O | 78 72 268 88 -

N1 i N2 - broj sudionika studije, p - vrijednost odredena %> testom, OR - omjer izgleda,

95 % CI — 95 %-tni interval pouzdanosti
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4.2. Rasprava

Ve¢ nekoliko desetljeCa krvne grupe ABO sustava proucavaju se kao moguéi
¢imbenik rizika za razvoj VTE-a, ali i infektivnih bolesti te karcinoma (Garraty, 2005). Sto se
tiCe ispitivanja povezanosti ABO sustava s VTE-om, dokazano je da osobe s O krvnom
grupom imaju oko 25 % nizu koncentraciju FVIII i vWF-a u cirkulaciji od ostalih, §to je
objasnjeno utjecajem ABO gena. Ovi glikoproteini na povrsini imaju vezane ugljikohidratne
ostatke koji odgovaraju ABO aglutinogenima. Tako vezani glikani Stite VWF od uklanjanja iz
cirkulacije procesom proteolize kataliziranim enzimom ADAMTS13 (Hajizadeh i sur., 2016).
Stoga pojedinci s A, B 1 AB krvnim grupama zbog prisustva aglutinogena A i/ili B imaju vece
koli¢ine FVIII i vWF-a u plazmi. Budu¢i da su spomenuti glikoproteini izravni ili neizravni
dijelovi koagulacijske kaskade, veca je sklonost nastanku ugrusaka u nositelja ne-O krvnih
grupa (Crous-Bou i sur., 2017). U studiji koju su proveli Murray i sur. na uzorcima tkiva 35
osoba, koje su umrle uslijed PE-a, imunohistokemijskom analizom post mortem utvrdeno je
da nositelji ne-O krvne grupe imaju vise vVWF-a na povrsini pluénih endotelnih stanica od
onih s O krvnom grupom, §to je potencijalno posljedica obilnije sinteze i/ili sekrecije ove
molekule. Uzorci s barem jednim O alelom imali su manje koli¢ine vWF-a od uzoraka bez O
alela (Murray 1 sur., 2019). Dakle, osim §to povecanje plazmatske koncentracije ¢imbenika
vWF, a posljedi¢no i FVIIL, u osoba s ne-O krvnim grupama doprinosi ve¢oj sklonosti razvoju
ugrusaka, na povecan rizik od PE-a utjece i veca koli¢ina vWF-a na stijenkama plu¢nih krvnih
zila.

Najnovija studija Warda i sur. iz 2020. donosi nove poglede na utjecaj ABO krvnih
grupa na trombocite i na formaciju krvnog ugruS$ka na mjestima vaskularne ozljede.
Proucavani su molekularni mehanizmi utjecaja ABO sustava na ¢imbenik vWF, koji su ve¢im
dijelom posredovani preko ABH ugljikohidratnih struktura N- i O- vezanih glikana na vVWF-u,
kao 1 wugljikohidratnih struktura izlozenih na povrSinama razli¢itih trombocitnih
glikoproteinskih receptora. To podupire hipotezu da ABO krvna grupa, ne samo da utjece na
kvantitativne i kvalitativne vrijednosti VWF-a, nego takoder moZe utjecati na specificne
aspekte funkcije trombocita. (Ward i sur., 2020). Medutim, regulacija vWF-a nije jedini
mehanizam kojim ABO krvne grupe doprinose povecanoj sklonosti razvoju ugrusaka. Pod
utjecajem enzima koje kodira ABO gen jesu i neke molekule koje su dio upalnog procesa, kao
Sto su E- i P-selektin, ICAM-1 i TNF-a, ¢iji porast znaci veéu podloznost upalnim reakcijama,
Sto, izmedu ostalog, moze uzrokovati oSteCenje endotelnih stanica krvnih zila. U svrhu
popravljanja nastale Stete poti¢e se nakupljanje trombocita i proces zgrusavanja. U procesu

agregacije trombocita sudjeluju GPIb-1X-V i GPllb-1lla, trombocitni glikoproteinski receptori
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koji na povrSini imaju ABO aglutinogene. Stoga se misli da krvne grupe, utjecanjem na
funkciju trombocita, reguliraju primarnu hemostazu (Wolpin i sur., 2010; Yamamoto i sur.,
2012; Ward i sur., 2020). Dakle, jos uvijek nije u potpunosti jasno kojim sve procesima ABO
krvna grupa utjeCe na pojacanu sklonost zgrusavanju odnosno nastanku trombotskih epizoda.
Traga se za daljnjim objaSnjenjima veze ABO sustava s venskim tromboembolijama, pa tako i
PE-om, koje predstavljaju znac¢ajan uzrok smrtnosti.

U ovom radu provedena je retrospektivna studija o povezanosti ABO krvnih grupa i
PE-a u hrvatskoj populaciji na uzorku skupine 109 ispitanika s postavljenom dijagnozom PE-
a i kontrolne skupine od 303 dobrovoljna darivatelja krvi bez koagulacijski poremecaja u
povijesti bolesti. Rezultati su pokazali da osobe s ne-O krvnim grupama imaju skoro
dvostruko ve¢i rizik razvoja PE-a od nositelja O krvne grupe (OR 1,86; 95 % CI 1,15-3,01).
Moze se reci da su u skladu s rezultatima ranijih ispitivanja, od kojih su neke studije ispitivale
samo utjecaj fenotipa ABO na razvoj PE-a, dok novije studije ispituju i ABO genotipove, §to
je detaljnije i daje viSe podataka za usporedbu. Tako su, kako je ranije spomenuto, Wolpin i
sur. dokazali da je otprilike dva puta veca vjerojatnost da nositelji fenotipa ne-O krvne grupe
razviju idiopatsku PE u usporedbi s nositeljima O krvne grupe (Wolpin i sur., 2010). Nadalje,
usporedbom A, B i AB krvnih grupa s O krvnom grupom u ovoj studiji dobiveno je da B
krvna grupa ima otprilike dvostruko vecu vjerojatnost razviti PE u odnosu na O, a AB ¢ak oko
tri 1 pol puta vecu (OR 1,94, 95 % CI 1,02-3,66; OR 3,68, 95 % CI 1,62-8,39). Prema tome,
moze se re¢i da B alel nosi rizik za razvoj PE-a. Iako je izgledno da A alel takoder povecava
rizik obolijevanja, osobe s krvnom grupom A ipak nisu pokazale statisticki znac¢ajnu razliku u
nastanku PE-a od osoba s krvnom grupom O (OR 1,57; 95 % CI 0,92-2,69), §to nije u skladu
s ostalim ve¢ spomenutim studijama. Wolpin i sur. izvijestili su da nositelji svih ne-O krvnih
grupa, A, B i AB, imaju skoro dvostruko vec¢i rizik u odnosu na nositelje O krvne grupe
(OR 1,86; OR 1,90; OR 1,78) (Wolpin i sur., 2010). Usporedujuéi ucestalost ABO genotipova
utvrdeno je da A1A1, A1B 1 BB genotipovi imaju znatno vecu vjerojatnost da ¢e u zivotu
razviti PE od OO genotipa (OR 3,16, 95 % CI 1,21-8,19; OR 4,21, 95 % CI 1,76-10,03;
OR 10,52, 95 % CI 1,94-56,95). A1B genotip ima ve¢i rizik od A1A1, dok BB genotip ima
najveci rizik u odnosu na OO genotip, ¢ak deseterostruko veci. Pretpostavka da O alel ne
pridonosi poveéanom riziku od PE-a dokazana je usporedbom svih ispitanika koji nisu
nositelji O alela i onih koji imaju barem jedan O alel. Izracunom je utvrdeno da osobe bez O
alela imaju otprilike trostruko ve¢i rizik razviti PE od osoba koje su nositelji barem jednog O

alela (OR 3,04, 95 % CI 1,76-5,25).
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Da O krvna grupa, odnosno O alel, ne doprinosi povecanju koli¢ine ¢imbenika vWF-a
i FVIII dokazano je puno ranije u studiji O'Donnela i sur. na 158 zdravih dobrovoljaca
britanskog podrijetla, nositelja A i O krvnih grupa. Autori su ispitivali je li utjecaj ABO krvne
grupe na vrijednosti vVWF ¢imbenika posredovan ABH antigenim determinantama smjeStenim
na N-glikanima vWF-a. Utvrdili su da osobe s O krvnom grupom imaju najmanju razinu
ukupnog VWF-a. Nositelji A1A1 genotipa imali su najvise vWF-a u cirkulaciji, A101
znac¢ajno manje, a O101 najmanje, Sto znaci da O1 alel ne doprinosi veéoj koli¢ini vVWF-a, pa
tako niti pove¢anom riziku od tromboembolija (O'Donnell i sur., 2002).

Juki¢ 1 sur. su 2009., ispitavsi povezanost ABO genotipova i rizika od tromboze kod
bolesnika s dijagnozom VTE-a u hrvatskoj populaciji, takoder dosli do zakljucka da je rizik
veci u nositelja ne-OO genotipova krvnih grupa nego u nositelja OO genotipova. Njihovi
rezultati pokazali su da B alel najviSe doprinosi riziku od tromboze, $to je konzistentno s
rezultatom sadaSnjeg rada, slijedi Al, a A2 1 O aleli ne utjecu na rizik. S obzirom da u
hrvatskoj populaciji nije previse zastupljen A1A1 genotip, autori nisu ni utvrdili rizik za
nositelje izmedu skupine ispitanika i kontrolne skupine, dok genotipovi O1A1/O2A1 imaju
skoro duplo ve¢i rizik od pojave trombotskih ugrusaka (OR 1,95). Najvise su riziku od
tromboze doprinijeli genotipovi A1B/A2B (OR 2,73). SreCom, nositelja tih genotipova ima
najmanje u Hrvatskoj (Juki¢ 1 sur., 2009). Ovi rezultati dijelom se razlikuju od dobivenih u
naSoj studiji, a razlog tome moze biti Sto je u studiji iz 2009. bilo zna¢ajno manje slucajeva s
PE-om medu ukupno 60 pacijenata s VTE-om. Naime, rezultatima nase studije utvrdeno je da
ATA1 genotip ima tri puta veci rizik od PE-a u usporedbi s OO genotipom. Takoder, za
razliku od Juki€ 1 sur., nije dobivena statisticki znacajna razlika izmedu O1A1, O2A1 1 O1A2
genotipova i OO genotipa te je najvisi rizik od PE-a imao BB genotip.

U GWAS (engl. genome-wide association study) studiji Tregoueta i sur. iz 20009.
provedenoj na viSe od 1700 bolesnika i 1400 kontrolnih ispitanika dokazano je da osobe s
krvnim grupama O i A2 imaju manji rizik od obolijevanja od VTE-a u odnosu na druge krvne
grupe (Tregouet, 2009; Yamamoto i sur., 2012). U skladu s navedenim, rezultati naseg rada
ne pokazuju statisticki znacajnu razliku u pojavnosti genotipova koji imaju jedan O ili A2 alel
u odnosu na OO genotip izmedu oboljelih od PE-a i zdravih pojedinaca. Stoga se moze
zakljuciti da O 1 A2 aleli ne povecavaju sklonost razvoju PE-a.

Vasan 1 sur. 2016. proveli su veliku prospektivnu studiju na 1 112 072 Svedskih i
danskih darivatelja krvi iz skandinavske baze podataka SCANDAT?2 prikupljajuéi informacije
0 obolijevanju od venskih tromboembolija u razdoblju od 20-ak godina. U radu je
obuhvaceno 3302 dobrovoljnih darivatelja krvi oboljela od PE-a. Cilj im je bio ispitati
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povezanosti venskih i arterijskih tromboembolijskih dogadaja s krvnim grupama ABO
sustava. Utvrdili su da ne-O krvne grupe imaju otprilike dvostruko vecu vjerojatnost rizika od
PE-a, za DVT neznatno vecu, u usporedbi s O krvnom grupom. Trudnice su pokazale rizik
nesto visi od dva puta pri usporedbi ne-O 1 O krvnih grupa. Pojedina¢nim usporedbama Al,
AlB, A2 i A2B krvnih grupa s O krvnom grupom primije¢eno je da Al alel doprinosi
povecanom riziku od VTE-a, dok A2 alel ne uzrokuje drugaciji rizik za PE od O alela, Sto se
slaze s rezultatima ove studije. Od ne-O krvnih grupa najve¢i rizik za VTE imali su A1B i
A2B genotipovi. Medutim, to nije u skladu s rezultatima ove studije po kojoj BB genotip nosi
najveéi rizik. Osim toga, autori su dokazali da ABO krvne grupe manje doprinose
vjerojatnosti nastanka rekurentne PE, nego incidentalne PE (Vasan i sur., 2016).

U retrospektivnoj studiji objavljenoj 2016. Hajizadeh i sur. su na uzorku od 230
Iranaca, kojima je potvrdena dijagnoza PE-a, takoder, ispitali jesu li ABO fenotipovi povezani
s nastankom PE-a, usporedbom pacijenata prema dvije kontrolne skupine. Jedna kontrolna
skupina sastojala se od 81 970 darivatelja krvi bez povijesti kardiovaskularnih bolesti. Budu¢i
da su smatrali da darivatelji krvi nisu bas reprezentativni uzorak ispitivane populacije, druga
kontrolna skupina ukljucila je 256 asimptomatskih zdravstvenih radnika. Medutim, u
statisti¢koj usporedbi rezultati se nisu znacajno razlikovali izmedu dvaju kontrolnih skupina.
Utvrdeno je da je A krvna grupa znacajno ceS¢a u skupini ispitanika nego u kontrolnim
skupinama, dok je krvna grupa O bila najmanje zastupljena u oboljelih od PE u odnosu na
kontrolne skupine. Osim toga, autori su istrazili ima li spol utjecaj na smrtnost od PE-a s
obzirom na ABO krvnu grupu. Dobiveno je da muskarci nositelji O krvne grupe imaju
znacajno vecu stopu smrtnosti u odnosu na ostale ispitanike, $to bi moglo znaciti da bolesnici
s O krvnom grupom imaju losiji ishod iako imaju manji rizik obolijevanja od PE-a. Medutim,
studija je provedena na malom broju ispitanika i jedina je navela ovaj podatak pa je to
potrebno provjeriti daljnjim istrazivanjima (Hajizadeh i sur., 2016).

Stowell i sur. izvijestili su 2019. o studiji provedenoj na 11 673 ispitanika kojom je
dokazano da su koncentracije VWF-a i FVIII najvise u B i AB krvnim grupama, nakon kojih
slijede A1, A1A2, A2 te O. Nadalje, autori navode da homozigotni nositelji AA odnosno BB
imaju vecu koli¢inu ovih glikoproteina od heterozigotnih AO odnosno BO, iz ¢ega se mozZe
pretpostaviti da homozigoti imaju ve¢i rizik razvoja PE-a nego heterozigoti (Song i sur., 2015;
Stowell i sur., 2019). Dakle, taj podatak u skladu je s rezultatima ovog rada prema kojima nije
dokazana statisti€¢ki znaCajna razlika izmedu skupine ispitanika 1 kontrolne skupine

usporedbom AO i BO nositelja s OO nositeljima.
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S druge strane, Kullab i sur. iste godine u retrospektivnoj studiji provedenoj na 492
bolesnika, u kojoj je ispitana povezanost ABO krvnih grupa i rizika od VTE-a u saudijskoj
populaciji, nisu dobili statisti¢ki znacajnu razliku izmedu nositelja ne-O i O krvnih grupa
(Kullab i sur., 2019).

Groot i sur. ispitali su povezanost ABO krvnih grupa i odredenih kardiovaskularnih
bolesti na 406 755 ispitanika bijele rase britanskog podrijetla, od toga 5776 bolesnika s PE-
om. U studiju nisu ukljucili ispitanike AB krvne grupe zbog male zastupljenosti. Nositelji ne-
O (A1 B) krvne grupe imali su jedan i pol puta veci rizik od O nositelja. Budu¢i da autori nisu
ispitali utjecaj AB krvne grupe, iako je rizik nesto nizi, rezultat se relativno slaze s rezultatom
ovog rada. Izmedu A i B nositelja nije pronadena razlika u utjecaju na rizik od PE-a, odnosno
jednako doprinose povecanju rizika (Groot i sur., 2020). S druge strane, u ovom radu utvrden
je povecan rizik za B, no ne i za A nositelje.

Kosta i sur. 2020. su retrospektivnom studijom provedenoj na po 420 slucajeva i
kontrolnih ispitanika, bijelaca europskog podrijetla, ispitali kakav je utjecaj aktivnosti A i B
glikoziltransferaza na plazmatsku koncentraciju VWF-a i FVIII te rizik od tromboembolije.
Francuska studija je po prvi put pokazala da je aktivnost glikoziltransferaza visa u kontrolnoj
skupini od skupine bolesnika neovisno o krvnoj grupi, no VWF-a i FVIII bilo je viSe u plazmi
pacijenata. Dakle, koli¢ina ¢imbenika ne korelira pozitivno s aktivnosti enzima. Znaci li to da
povisene koncentracije vWF-a 1 FVIII nisu posljedica smanjene proteolize uslijed
glikozilacije ugljikohidratnim ostacima A i B aglutinogena te da neki drugi mehanizam
regulira koli¢ine ovih molekula u krvnoj plazmi? Nastale sumnje potrebno je ispitati daljnjim
istrazivanjima. Takoder, autori su potvrdili da je aktivnost glikoziltransferaza ve¢a u ABO
homozigota nego u heterozigota, iz ¢ega se moze zakljuciti da aleli zbirno doprinose
aktivnosti enzima (Kosta i sur., 2020).

Uz ABO krvnu grupu, navode se jos neke genetske mutacije kao ¢imbenici rizika za
razvoj VTE-a, pa tako i PE-a. Naj¢e$¢i uzroci nasljedne trombofilije su FVL mutacija i
protrombin G20210A (Crous-Bou i sur., 2017). Juki¢ i sur. utvrdili su da osobe s ne-OO
krvnom grupom i heterozigotnom FVL mutacijom imaju deset puta veéi rizik za razvoj
tromboze od onih pojedinaca koji su OO krvne grupe i nisu nositelji F\VL mutacije te da se
medu nositeljima OO genotipa Cak trideset puta povecava rizik uz prisutnost FVL mutacije
(Juki¢ 1 sur., 2009).

Osim genetskih mutacija, odredeni okoliSni ¢cimbenici mogu povecati rizik od VTE-a.
Uz ve¢ sigurno utvrdene ¢imbenike rizika, kao $to su velike traume i operacije, imobilizacija,

karcinomi, trudnoca i akutne infekcije, dokazano je da pretilost vise od dva puta povecava
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vjerojatnost razvoja VTE-a, a hipertenzija i Secerna bolest oko jedan i pol puta. Jo§ uvijek je
nekonzistentno imaju li pusaci ve¢i rizik u odnosu na nepusace (Wolpin i sur., 2010; Crous-
Bou i sur., 2017). Nadalje, u mladoj dobi ¢esS¢e obolijevaju zene, Sto se pripisuje trudnoci i
primjeni oralne kontracepcije, dok su u starijoj dobi vise pogodeni muskarci. Ako Zena uzima
oralnu kontracepciju ili hormonsku terapiju 1 uz to je nositeljica FVL mutacije, ima viSestruko
veci rizik za razvoj VTE-a (Crous-Bou i sur., 2017). Stoga prilikom ispitivanja rizika
nastanka VTE-a, kao i PE-a, u obzir treba uzeti sve ¢imbenike rizika da bi se dobio §to bolji
uvid u moguénosti mjera prevencije i lijeCenja.

Nekoliko je ograni¢enja ove studije. Prvo, ova retrospektivna studija obuhvatila je
relativno mali broj ispitanika, a da bi se dobio §to vjerodostojniji rezultat pozeljno je imati $to
veéi uzorak na kojem se istrazivanje provodi. Takoder, udio pojedinih ABO krvnih grupa u
kontrolnoj skupini donekle se razlikuje od raspodjele udjela u hrvatskoj populaciji.
Najzastupljenija krvna grupa u Hrvatskoj je A s udjelom 42 %, dok je u kontrolnoj skupini u
ovome istrazivanju O s udjelom 40 % (www.hztm.hr). Osim toga, u radu je promatran samo
utjecaj ABO krvnih grupa kao ¢imbenika rizika, a u obzir nisu uzeti ostali ¢cimbenici koji bi
mogli doprinijeti razvoju PE-a.

Konaéno, u radu je dokazano da su osobe s ne-O krvnom grupom podloznije razvoju
PE-a od nositelja O krvne grupe. Usporedbom ABO fenotipova dobiveno je da nositelji AB
imaju najveci rizik, zatim slijede B nositelji, a za A nositelje nije dokazana statisticki znacajna
razlika. Uz to, analizom ABO genotipova utvrdeno je da BB genotip ima deseterostruko veci
rizik, A1B Cetverostruko te A1AT1 trostruko od OO genotipa. Genotipovi koji sadrze jedan O
ili A2 alel nisu pokazali statisticki znacajnu razliku u odnosu na OO genotip.

Broj bolesnika kojima je postavljena dijagnoza PE-a porastao je tijekom godina (Park
i sur.,, 2009). Bilo da je to posljedica veée izloZenosti okoliSnim cimbenicima rizika,
drugacijeg stila Zivota, primjene boljih dijagnostickih metoda, dostupnijih zdravstvenih usluga
ili kombinacije sveg navedenog, potrebno je pravovremeno poduzeti adekvatne mijere
prevencije u svrhu sprjeCavanja razvoja patoloskog stanja. Koji se sve mehanizmi kriju iza
razlicite sklonosti bolesnika razvoju PE-a, nije u potpunosti poznato. Stoga su nuzna daljnja
istrazivanja u ovom podru¢ju kako bi se utvrdilo ima 1i uvodenje pretrage ABO

genotipizacije, kao genetickog ¢imbenika za razvoj PE-a, klinicko znacenje.
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5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog rada bio je ispitati postoji li povezanost izmedu genotipova ABO sustava
krvnih grupa i razvoja PE-a u hrvatskoj populaciji. Provedenom retrospektivnom
studijom o skupinama od 109 bolesnika s dijagnozom PE-a i 303 kontrolna ispitanika
dokazano je da postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti ne-O fenotipova i O
fenotipa izmedu skupine bolesnika i kontrolne skupine (p=0,011). IzraCunom omjera
izgleda dobivena je vjerojatnost obolijevanja otprilike dvostruko veca u nositelja ne-O
krvne grupe (OR 1,86; 95 % CI 1,15-3,01).

Utvrdeno je da se B i AB krvne grupe po zastupljenosti statisti¢ki znacajno razlikuju
od O krvne grupe medu ispitanim skupinama (p=0,041 i p=0,001) uz omjere izgleda
1,94 (95 % ClI 1,02-3,66) te 3,68 (95 % CI 1,62-8,39), dok za A krvnu grupu nema
znacajne razlike (p=0,097).

Nositelji A1A1, A1B i BB genotipova imaju vecu vjerojatnost razviti PE od OO
genotipa (OR 3,16; OR 4,21; OR 10,52) te navedeni genotipovi predstavljaju
¢imbenike rizika za razvoj PE-a u ispitivanoj skupini hrvatske populacije.

B alel najvise doprinosi povecanju rizika nastanka ugrusaka, iza kojeg slijedi Al. Nije
dobivena statisticki znacajna razlika u zastupljenosti genotipova koji se sastoje od
jednog O ili A2 alela u odnosu na OO genotip izmedu bolesnika i zdravih osoba, stoga
ovi aleli ne utjeu znacajno na rizik od trombotskog dogadaja.

Usporedbom svih genotipova koji ne sadrze O alel s onima koji su sastavljeni od
barem jednog O alela, dobivena je znacajna razlika u ucestalosti (p<0,0001) te je
dokazano da je vjerojatnost razvoja PE-a trostruko vecéa u nositelja isklju¢ivo A i/ili B
alela (OR 3,04; 95 % CI 1,76-5,25).

Rezultati ovoga istrazivanja u skladu su s drugim studijama u kojima se takoder
potvrdila povezanost pojedinih ne-O krvnih grupa s razvojem PE-a kod bolesnika.
Medutim, unato¢ brojnim provedenim studijama jo§ uvijek nisu u potpunosti
razjasnjeni mehanizmi kojima ABO sustav krvnih grupa utjeCe na razvoj
tromboembolija. Budu¢im istrazivanjima preostaje utvrditi ima li ABO genotipizaciji
mjesta medu laboratorijskim pretragama u svrhu pravovremene prevencije i

uspjesnijeg lijeCenja kako PE-a, tako i ostalih venskih tromboembolija.
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7. SAZETAK/SUMMARY

7.1. Sazetak

Nositelji razli¢itih krvnih grupa ABO sustava imaju drugacije koncentracije
koagulacijskih ¢imbenika vWF 1 FVIII u krvnoj plazmi. Dosada$njim istrazivanjima
dokazano je da ne-O krvne grupe doprinose ve¢em riziku razvoja plué¢ne embolije (PE). Cilj
ove studije bio je ispitati povezanost ABO fenotipova, genotipova i alela s PE-om u hrvatskoj
populaciji. Retrospektivna studija provedena je na 109 bolesnika s dijagnozom PE-a i 303
dobrovoljna darivatelja krvi bez koagulacijskih bolesti. 1z uzorka pune Krvi izolirana je
genomska DNA pomoc¢u QIAamp DNA Blood Mini kita na QIAcube uredaju (QIAGEN,
Njemacka). ABO genotipizacija provedena je “in house” PCR-SSP metodom na uredaju ABI
2720 (Applied Biosystems, SAD). Statistickom usporedbom dobivena je 1,86 puta veca
vjerojatnost obolijevanja od PE u nositelja ne-O krvnih grupa (OR 1,86; 95 % CI 1,15-3,01).
Utvrdeno je da B 1 AB krvne grupe najviSe pridonose riziku uz omjere izgleda 1,94 te 3,68,
dok za A krvnu grupu nema statisticki znacajne razlike (p=0,097). Nositelji genotipova A1A1,
A1B i BB imaju vecéu vjerojatnost razviti PE od OO genotipa (OR 3,16, 95 % CI 1,21-8,19;
OR 4,21, 95 % CI 1,75-10,03; OR 10,52, 95 % CI 1,94-56,95), stoga navedeni genotipovi
predstavljaju ¢imbenike rizika za razvoj PE-a u hrvatskoj populaciji. B alel najviSe doprinosi
povecanju rizika, slijedi Al, dok O 1 A2 aleli ne utjeCu znaajno na rizik. Dokazana je
trostruko veca vjerojatnost razvoja PE u nositelja samo A i/ili B alela (OR 3,04; 95 % CI
1,76-5,25) u usporedbi s nositeljima barem jednog O alela. Rezultati ove studije u skladu su
sa sli¢nim objavljenim istraZivanjima te potvrduju da su ne-O krvne grupe geneticki cimbenik
rizika za razvoj PE-a. Budu¢im istraZivanjima treba u potpunosti razjasniti mehanizam kojim

ABO sustav krvnih grupa utjece na razvoj PE-a.

Kljuéne rije¢i: krvne grupe ABO sustava, von Willebrandov ¢imbenik, pluéna embolija,
ABO genotipizacija
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7.2. Summary

Carriers of particular blood types of the ABO system have different concentrations of
VWF and FVIII in blood plasma. Previous research has shown that non-O blood types
contribute to a higher risk of pulmonary embolism (PE). The aim of this study was to examine
the association of ABO phenotypes, genotypes and alleles with PE in the Croatian population.
A case-control study was conducted on 109 patients diagnosed with PE and 303 voluntary
blood donors without any coagulation disorder as a control group. Genome DNA was isolated
from a whole blood sample using the QIAamp DNA Blood Mini kit on a QlAcube device
(QIAGEN, Germany). ABO genotyping was performed by “in house” PCR-SSP method on
the ABI 2720 device (Applied Biosystems, USA). Statistical analysis has shown a 1.86-fold
higher risk of the development of PE in non-O blood type carriers (OR 1.86; 95% CI
1.15-3.01). The strongest association with PE risk has been recorded for B and AB blood
types with odds ratios of 1.94 and 3.68, while for blood type A there was no statistically
significant difference (p = 0.097). Carriers of ALA1, A1B and BB genotypes are more likely
to develop PE than OO genotypes (OR 3.16, 95% CI 1.21-8.19; OR 4.21, 95% CI 1.75-10.03;
OR 10, 52, 95% CI 1.94-56.95). Therefore, these genotypes represent risk factors for the
development of PE in the sample of Croatian population. The B allele showed greatest
contribution to the risk, followed by Al, while the O and A2 alleles do not significantly affect
the risk. Carriers of A and/or B allele proved to be three times more prone to develop PE
(OR 3.04; 95% CI 1.76-5.25) compared to carriers of at least one O allele. The results of this
study are consistent with recently published studies and confirm that non-O blood types are a
genetic risk factor for the development of PE. Future research should fully elucidate the

mechanism by which the ABO blood group system influences the development of PE.

Key words: ABO blood group system, von Willebrand factor, pulmonary embolism, ABO
genotyping

43



8. PRILOZI

8.1. Kratice

ADAMTS13 = engl. a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type 1 motif 13
CT = racunalna tomografija

DNA = deoksiribonukleinska kiselina

dNTP = deoksiribonukleotid-trifosfat

EDTA = etilendiamintetraoctena kiselina

IgG = imunoglobulin G

IgM = imunoglobulin M

UDP = uridin-difosfat

UV = ultraljubicasto zracenje
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