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SAZETAK

Venske i arterijske tromboembolije su vaskularne bolesti koje nastaju uslijed
genetske predispozicije i sekundarnih ¢imbenika. Tromboembolijske bolesti su veliki
javnozdravstveni problem u Hrvatskoj, kao i u vecini tranzicijskih europskih zemalja i jedan
od vodec¢ih uzroka mortaliteta populacije. Zbog toga je od velikog znaenja utvrditi
¢imbenike rizika koji su uklju€eni u razvoj ovih bolesti, kako bi mogli sprijeciti nastanak,
ponavljanje trombotickih epizoda i poboljsati lijeCenje. Istrazivanja su pokazala vecu ili
manju povezanost izmedu ABO krvne grupe i kardiovaskularnih, gastrointestinalnih,
tumorskih i infektivnih bolesti. Poznato je da nositelji ne-O krvne grupe ABO sustava imaju
povecani tromboticki rizik. Razlika izmedu O i ne-O KG je u razini glikoproteina von
Willebrand u plazmi koja je za 25-30% niza kod osoba s O krvnom grupom, u odnosu na ne-
O krvne grupe. Smatra se da je to posljedica izravnog funkcionalnog utjecaja ABO genskog
lokusa, ali mehanizam nije razjasnjen.

Cilj istrazivanja bio je utvrditi povezanost ABO genotipova i  genetickih
protrombotickih ¢imbenika kao genetickih ¢imbenika rizika za razvoj tromboze (FV Leiden,
protrombin G20210A i metilentetrahidrofolat reduktaza C677T) u hrvatskoj populaciji, kao
glavnog simptoma u oboljelih od tromboembolija.

Istrazivanjem je obuhvaceno 164 bolesnika s venskom trombozom,182 bolesnika s
arterijskom trombozom i 303 asimptomatska dobrovoljna davatelja krvi koji su predstavljali
kontrolnu skupinu. Genotipizacija na 5 osnovnih alela (01, O2, Al, A2, B) i 15 genotipova
bila je izvedena pomo¢u PCR-SSP metode, protromboti¢ke mutacije nacinjene su pomocu
metoda PCR-SSP, PCR-RFLP i RT-PCR.

Dobiveni rezultati pokazuju poveéani trombotic¢ki rizik kod ne-OO nositelja u
odnosu na OO nositelje genotipova za razvoj tromboembolijskih bolesti koji iznosi OR 1,46;
95% ClI : 1,06 — 2,02; p<0,05 .Rizik od venskih tromboembolija kod ne-OO KG statisticki je
jo§ znacajniji (OR 1,68; 95% CI : 1,12 — 2,53), a suprotno tome kod arterijskih nema
statisticki znacajne razlike u pogledu tromboti¢kog rizika izmedu ne-OO i OO nositelja.
Utvrden je veci rizik za oboljevanje od venskih tromboembolijskih bolesti kod nositelja
genotipova O1B/O2B/BB i AB/A2B, a dokazana je i statisti¢ki znacajno veca frekvecnija B
alela u skupini bolesnika s venskom trombozom (0,16) nego u kontrolnoj skupini (0,11);
P<0,05. Kod infarkta miokarda niti jedan ne-OO genotip ne povecava tromboticki rizik.
Mutacija FVL u skupini ne-OO nositelja povecava izglede za razvoj venske tromboze oko 9
puta, za nositelje MTHFR 677TT povecava ih za oko 4 puta, dok mutacija FII G20210A
kod ne-OO nositelja kao ¢imbenik rizika nema znacenje. Protrombotic¢ki geneti¢ki ¢imbenici
niti u jednoj skupini ne doprinose povecanju rizika za razvoj arterijske tromboembolije.
Incidencija tromboembolijskih bolesti kod Zena statisticki je znacajno veca u odnosu na
muskarce uz OR 1,43, a izgledi za razvoj venskih tromboembolija kod zena su ¢ak 2,53 puta
veci u odnosu na musSkarce. Suprotno tome, nema statisticki znacajne razlike izmedu spolova
za pojavu akutnog infarkta. Dob je znacajan ¢imbenik za razvoj infarkta miokarda kod osoba
starijih od 55 godina (17,6 puta ve¢i rizik).

Rezultati rada potvrdili su da osobe nositelji ne-OO genotipova ABO krvne grupe
imaju povecani tromboti¢ki rizik u Republici Hrvatskoj. Rad predstavlja temelje za
istrazivanje ABO sustava krvnih grupa kao genetickog c¢imbenika rizika za druge

kardiovaskularne bolesti, kao i gastrointestinalne, tumorske i infektivne bolesti.

Kljucne rijec¢i: ABO krvne grupe, venske 1 arterijske tromboembolije, geneticki ¢imbenici
rizika za trombozu, ABO genotipovi, FV Leiden mutacija, protrombin G20210A mutacija,
metilentetrahidrofolat reduktaza -C677T mutacija



SUMMARY

Venous thromboembolism (VTE) and coronary artery disease (CAD) are vascular
diseases in which both inherited and acquired factors are involved. Cardiovascular diseases
are important problem in Republic Croatia, as well in other European countries and one of
leading cause of population mortality. It is of utmost importance to identify the risk factors
implicated in the disease development and the candidates eligible for anticoagulant therapy to
prevent recurrent thrombotic episodes.There have been reports on a lower or higher
association between ABO blood groups and cardiovascular, tumour, gastrointestinal, and
infectious diseases. Most studies performed to date have generally agreed that non-OO blood
group carriers have a higher risk of thrombosis than OO blood group carriers. Differencies
between O and non-O blood groups are in values of glycoprotein von Willebrand factor in
plasma which is by 25-30% lower in O blood group than in non-O blood group. The
hypothesis is that this occurs due to the direct functional impact of ABO locus; however, the
exact mechanism has not yet been elucidated.

Aim of the study was to assess the association between ABO blood group genotypes
and genetic risk factors for thrombosis (FV Leiden, prothrombin G20210A, and
methylenetetrahydrofolate reductase C677T mutations) in the Croatian population and to
determine whether genetic predisposition to thrombotic risk is higher in non-OO blood group
genotypes than in OO blood group genotypes.

The study included 164 patients with VTE,182 patients with CAD and 303
asymptomatic blood donors as a control group. Genotyping to 5 common alleles (01, 02, Al,
A2, B) and 15 genotypes of ABO blood groups was performed by PCR-SSP and
prothrombotic mutations were determined by PCR-SSP, PCR-RFLP and RT-PCR methods.

The results show higher thrombotic risk for non-OO carriers compared to OO
genotype carriers for the development of thromboembolic diseases (OR 1.46; 95% CI :
1.0613 — 2.0238) p<0,05. VTE risk for non-OO blood group was higher (OR 1.68; 95% CI :
1.1147 — 2.5258), while there was no significant difference in the risk of arterial thrombosis
between non-OO and OO- carriers. The strongest association with thrombotic risk was
recorded for O1B/O2B/BB i AB/ A2B; and it has been proven statistically significant higher
frequency of B allel (0,16) in the group with VTE than in the control group (0,11). There was
no significant difference between genotypes in the risk of myocardial infarction. FV Leiden
increased the risk of thrombosis 9-fold in the group of non-OO carriers, and fourfold in the
group of MTHFR 677TT carriers, while there was no significant difference in the risk of
thrombosis between OO and non-OO blood groups associated with prothrombin mutation.
There was no contribution of prothrombotic genetic factors to risk for development of
myocardial infarction. Incidence of thromboembolic diseases was statistically significant for
women compared to men (OR 1.43), even higher in VTE studied group, 2.53 fold higher than
in men. There was not found significant difference between genders for development of
arterial disease. The age was established as significant factor for development myocardial
infarction for patients older than 55 years (17.6 -fold higher risk).

Study results confirmed the association of non-OO blood group genotypes with an

increased risk of thrombosis in Croatia. Study is basis for research of ABO blood group
system as genetic risk factors for other cardiovascular diseases, as well as gastrointestinal,
cancer and infectious diseases.

Key Words: ABO blood groups, venous and arterial thromboembolism, genetic thrombotic
risk factors, ABO genotypes, FV Leiden, prothrombin G20210A mutation,
metylenetetrahydrofolate reductase -C677T mutation
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1. uUvOD

1.1.  Povijest otkrica ABO sustava krvnih grupa

Krajem proslog i poCetkom ovog stolje¢a o krvnim grupama i njihovom znacenju se
sve viSe istrazuje i piSe. Njihovim postojanjem i poveznicama sa pojedinim podru¢jima naseg
zdravlja, navika i samog zivota bave se lijecnici, biokemicari, biolozi, nutricionisti, psiholozi
i sociolozi. U porastu je i znanstvena i popularna znatizelja, ali je vecina istrazivanja bazirana
na fenotipskim podjelama krvnih grupa i to uglavhom ABO sustava. ABO sustav je
najvazniji sustav krvnih grupa u transfuzijskoj i transplantacijskoj medicini, jer predstavlja

imunolosku barijeru protiv transfuzije inkompatibilne krvne grupe ili transplantacije organa.

Otkricem ABO sustava krvnih grupa 1900. godine austrijski lije¢nik Karl Landsteiner
utemeljio je transfuzijsko lijecenje 1 30 godina kasnije za svoj rad dobio Nobelovu nagradu. U
isto vrijeme su do istog otkri¢a dosli i Ceh Jan Janski (1907.) i Amerikanac William Moss
(1910.). Tri glavne krvne grupe Landsteiner je objasnio postojanjem dva antigena A i B na
eritrocitima, te protutijelima anti-A i anti-B u serumu. Cetvrtu i najrjedu krvnu grupu AB,
kasnije su opisali Decastello & Sturli. Osnove nasljedivanja ovog sustava otkrili su 1910.
godine Ludwik Hirszfeld i Erich von Dungem, a nesto kasnije Felix Bernstein dokazuje
postojanje vise alela na jednom lokusu. Englezi Watkins i Morgan krajem sedamdesetih
godina definiraju specifi¢ne ugljikohidrate i to N-acetilgalaktozamin za A i galaktozu za B
krvnu grupu (Watkins 2001).

Otkriveni su brojni eritrocitni antigeni svrstani u trideset sustava krvnih grupa. Radom
Yamamota 1990. klonirani su ABO geni, Sto je omogucilo naprednije strukturne i
funkcionalne analize ABO sustava (Yamamoto 1995). Uslijedile su brojne studije
polimorfizma ABO gena kojima se bavi molekularna biologija, oligosaharidnih A i B
antigena, $to je podrucje interesa glikobiologije, a Ciji se rezultati uspjesno primjenjuju u
forenzici, transfuzijskoj medicini, transplantaciji stanica, tkiva i organa, stani¢noj 1 razvojnoj
biologiji. Enzimologija vrsi ispitivanja A i B glikoziltransferaza, a imunologija proucava
produkte antigena tj. stvaranje, pojavnost, u¢inkovitost i uloge anti-A i anti-B protutijela, kao
1 moguc¢i gubitak A/B antigene ekspresije uz pojavu nekih tumorskih oboljenja (Mohandas et
al. 2005).



1.2.  Eritrocitne krvne grupe

Od ukupnog broja otkrivenih eritrocitnih antigena, 300 ih je svrstano u 30 sustava
krvnih grupa. Sustav krvne grupe je definiran kao skup antigena ¢iji se geni nalaze na jednom
genskom mjestu (lokusu) ili se radi o vrlo blizu smjeStenim homolognim genima. Primjer
prvog sustava je ABO sustav u kojem se na jednom genskom mjestu nalazi gen za antigen A,
B ili O, a drugog Rh sustav u kojem antigene kontroliraju dva vrlo blizu smjestena gena RHD
I RHCE. Eritrocitni antigeni su proteini ili ugljikohidrati vezani za glikoproteine i glikolipide
stanicne membrane. Proteinski antigeni su antigeni Rh, Kell, Kidd i Duffy sustava i njihova
sinteza odredena je izravno odgovaraju¢im genima. Antigeni ABO, Lewis i P sustava krvnih
grupa su ugljikohidratni i u njihovom nastajanju geni kontroliraju sintezu enzima
glikoziltransferaze koja katalizira sintezu antigena (Daniels 1995).

Antigene ABO sustava odreduju Seceri na glikoproteinima i glikolipidima eritrocitne
membrane. ABO geni kontroliraju enzime transferaze koje dodaju Seéere na H-antigen,
bazi¢nu supstanciju s fukozom. Geni za A 1 B antigene su kodominantni, §to znaci da svaki
gen odreduje antigen neovisno o genu koji se nalazi na drugom alelu. Gen O je funkcionalno
neaktivan pa je ,,recesivan®. U njemu najcesce postoji delecija jednog nukleotida Sto uzrokuje
prijevremenu Sifru za zavrSetak Citanja (tzv. stop kodon) i zbog toga nastaje neaktivna
transferaza.

Geni koji reguliraju sintezu eritrocitnih antigena uglavnom se nasljeduje prema Mendelovim
zakonima 1 ve¢inom su kodominantni tj. na eritrocitima se iskazuju antigeni naslijedeni od
oba roditelja. Recesivni se geni fenotipski ne iskazuju u prisutnosti dominantnih gena. Tako,
kada postoji ,,normalni A gen, slabije inacice A-antigena kao Sto je npr. A, se ne iskazuju.
Postoje i amorfni geni koji se ni u homozigotnoj formi ne iskazuju sintezom antigena. Primjer
za to je krvna grupa O u kojoj su oba gena na ABO lokusu promijenjena tako da nema sinteze
aktivne glikoziltransferaze. Osobe koje nasljeduju amorfne gene su tzv. null fenotipovi i oni
su bez ijednog antigena odredenog sustava krvnih grupa. Odsutnost antigena na eritrocitnoj
membrani moze se ocitovati morfoloskim promjenama eritrocita i ¢ak znakovima blage
anemije. Osim strukturnih gena, eritrocitne antigene kontroliraju i regulatorni geni (Kominato
et al. 2005).
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-

kraju H antigena, stvaraju¢i B antigen. U slucaju O alela, ekson 6 sadrzi

deleciju koja rezultira gubitkom enzimske aktivnosti. O alel se razlikuje od

Y X AR A
“ON ON 8

.1+ alela A u deleciji samo jednog nukleotida - guanin na poziciji 261. Delecija

uzrokuje nedostatak enzimske aktivnosti i H antigen ostaje nepromijenjen
(Anstee DJ, 2009, Seltsam et al. 2003).

Slika 1.3. Shema 9. kromosoma (Preuzeto iz: ghr.nlm.nih.gov)



Antigeni na eritrocitima uvjetuju specifi¢nost protutijela u serumu, $to je shematski prikazano

na Slici 1.4.
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Slika 1.4. Antigeni ABO krvnih grupa na eritrocitima i IgM protutijela u serumu (Preuzeto iz:
en.wikipedia.org)

Rh sustav antigena je najslozeniji krvnogrupni sustav kojeg ¢ini 50 antigena, a klinic¢ki
najznacajniji je RhD antigen, zatim C, ¢, E i e. Na slici 1.5. je prikazan model strukture RhD
antigena. Rh antigeni stvaraju se djelovanjem dvaju bliskih i visoko homolognih gena koji su
smjeSteni na kratkom kraku prvog kromosoma. RhD gen kodira polipeptid s D antigenom i
RhCE gen koji kodira polipeptid s C, ¢, E i e antigenima. Ta dva polipeptida se razlikuju u

samo 36 aminokiselina (Daniels 2005, Burton et al. 2008).



RhAG polipeptid

E Ostaci u RhD polipeptidu
- RhD polipeptid

Cc poveznice ostataka na RhCE
Ee poveznice ostataka na RhCE

0 | RhCE polipeptid

Slika 1.5. Model strukture RhD antigena: A — Strukturni model Rh proteina koji se sastoji od RhAG
(roza boja), RhD polipeptid (siva boja) i RhCE polipeptid (cijanidna boja). Ostaci u D polipeptidu
prikazani su plavo, a crvene i zelene su poveznice Cc i Ee sa CE polipeptidom. B - hipotetski
heterotrimer (roza-RhAG, sivo-RhD, cijanidno RhCE) (Preuzeto iz: Curr Opin Hematol 2008).

1.3. Nasljedivanje ABO sustava krvnih grupa

Krvne grupe se nasljeduju od oba roditelja, $to je shematski prikazano na slici
1.6. Sustav ABO krvnih grupa je pod kontrolom jednog gena sa 3 alela: i, 1* i I, Alel 1"

odreduje grupu A, alel I® odreduje grupu B, a alel i rezultirati ¢e O krvnom grupom. Kako su
1" i 1 dominantni nad i alelom, samo ¢e osobe koje naslijede ii od roditelja imati O krvnu
grupu. Osobe koje imaju kombinaciju I*1* ili I*i imaju krvnu grupu A. Osobe koje naslijede

od roditelja 1®1® ili 1% nositelji su krvne grupe B.Osobe sa genotipom I*1® imaju

oba fenotipa, jer i A i B pokazuju kodominaciju, $to znaci da roditelji krvne grupe A i krvne
grupe B mogu imati dijete krvne grupe AB. Medutim, isti roditelji mogu imati i dijete krvne

grupe O, ukoliko su oboje heterozigoti (1 %, I1*

i). Cis-AB fenotip ima jedan enzim koji stvara
oba antigena, i A i B antigen. Kao posljedica toga dolazi do slabe ekspresije A ili B antigena,
odnosno ekspresija nije na o¢ekivanoj razini kao kod osoba sa ,,normalnom* A; ili B krvnom

grupom (Calafell et al. 2008).
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Slika 1.6. Shematski prikaz nasljedivanja ABO krvnih grupa (Preuzeto iz: ghr.nlm.nih.gov (U.S.
National Library of Medicine)

Sve kombinacije u nasljedivanju sustava ABO krvnih grupa prikazane su u Tablici 1.1.

Tablica 1.1. Moguce kombinacije u nasljedivanju ABO krvnih grupa

Nasljedivanje ABO KG

Majka  Otac O A B AB
@) O O A O,B A, B
A 0O A O A 0O,A B,AB A, B, AB
B O,B O, A, B, AB O,B A, B, AB
AB A B A, B, AB A, B, AB A, B, AB

Seroloskim metodama moguce je odrediti Sest fenotipova: A, B, A2, A2B, AB i O, pomoc¢u
anti-A 1 anti-B antiseruma. Metodama molekularne biologije omogucena je ABO
genotipizacija. PCR-SSP metodom koja se temelji na nemoguénosti Taq polimeraze da
popravi neslaganje na 3' kraju DNA ishodnice, moguée je razlikovati O*, 0%, Al, A?i B alele,

tj. 15 razlicitih ABO genotipova (Issitt et al 1998).



Uz osnovne alele, subtipizacijom je definirano puno rijetkih alela (181 ABO alela, prema
podacima preuzetim iz Blood group antigen mutation database (BGMUT 2012).
Nomenklatura subtipova je definirana prema A101 alelu, koji je izabran kao standardni. Aleli
se razlikuju po samo nekoliko baza u kodirajucoj sekvenci ili u nekodiraju¢oj regiji gena, a
polimorfizmi su nastali kao posljedica SNP-(single nucleotyde polimorphism) ili intragenske
rekombinacije uslijed konverzije gena (crossing over). Prakti¢no, u imunohematoloskom
laboratoriju, subtipovi pokazuju razlike u ja¢ini aglutinacije eritrocita s anti-A, anti-B i anti-

A,B reagensima.

1.4. Raspodjela ABO sustava i evolucijski pokazatelji

Raspodijela krvnih grupa A, B, O i AB varira diljem svijeta po populacijama, a mogu

se pratiti i varijacije unutar subpopulacija (Garratty et al. 2004).

Primjerice, u Velikoj Britaniji, distribucija krvnih grupa stanovniStva pokazuje neke
korelacije sa invazijama i migracijama stanovnistva, ukljucujuéi Vikinge, Dance, Sase, Kelte i
Normane (Potts et al. 1979).

Postoji Sest zajednickih alela u bijeloj rasi vezano uz ABO sustav krvnih grupa (Seltsam et al.
2003):

A B o)

- AL101(Al) - B101(B1) - 001(01)
- A201(A2) - 002(01v)
- 003(02)

Mnoge rijetke varijante ovih alela pronadene su u ljudskoj populaciji diljem svijeta.

Neki evolucijski biolozi tvrde da se najranije razvio alel 1", a zatim O (delecijom jednog
nukleotida), te posljednji I1%. To je u skladu s prihvaéenim obrascima ranog kretanja
stanovniStva, a rezultat toga je prevladavanje nekih krvnih grupa u pojedinim zemljopisnim

podrucjima, npr., B krvna grupa je vise zastupljena medu stanovniStvom azijskog kontinenta,



dok je u zapadnoeuropskim zemljama relativno rijetka. Druge teorije tvrde da postoje Cetiri
glavne linije nasljedivanja ABO gena i da su se mutacije koje su stvorile O krvnu grupu
dogodile najmanje tri puta u ljudskoj evoluciji. Opre¢na ovima je ranija teorija prema kojoj je

O krvna grupa najstarija (Klein 2007).

Prevalencija pojedinih alela u populacijama je razli¢ita i postoje razlike prema etnickim
skupinama. U Sjedinjenim Americkim drzavama je Al alel dvostrukom c¢es¢i kod bijelaca u
odnosu na crnu rasu. A2 je skoro izjednaceno zastupljen medu bijelcima i crncima, a vrlo

rijetko kod pripadnika orijentalnih naroda (Tablica 1.2.).

Tablica 1.2. Prevalencija pojedinih alela medu razli¢itim rasama u SAD

% u SAD
Alel Protein
bijelci crnci | orijentalci
Al Al transferaza 22 12 18
A2 A2 transferaza 7 6 Rijetko
B B transferaza 6 12 17
O nefunkcionalno 65 70 65

Preuzeto iz: NCBI Blood Group Antigen Gene Mutation Database

U svijetu je najviSe nositelja O krvne grupe, ukupno preko 50%. NajviSe stanovnika koji
nemaju A i B alele potjecu iz Srednje 1 Juzne Amerike, slijede stanovnici Sjeverne Amerike i
africkog kontinenta, te dio Stanovni$tva u Zapadnoj Europi. Krvna grupa O je najmanje

zastupljena u isto¢noj Europi (Slika 1.7.).
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Slika 1.7. Raspodijela nositelja O krvne grupe u svijetu (Preuzeto iz: anthro.palomar.edu)

Usporeduju¢i A i B alele, vidljiva je puno veca zastupljenost A alela. U svijetu je oko 21%
nositelja A alela, najvise medu sjevernoamerickim Indijancima, australskim AboridZzanima, te
stanovnicima skandinavskih zemalja (Slika 1.8.) Zastupljenost B alela u svijetu je puno
manja, samo oko 16 % (Slika 1.9.). Na americkim kontinentima i Australiji je izrazito mali
postotak nositelja B alela, dok su na azijskom kontinentu skoro ¢etvrtina stanovnistva nositelji

B alela ( Bloodbook.com. 2010).
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Slika 1.8. Raspodjela A alela u svijetu (Preuzeto iz: anthro.palomar.edu)
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Slika 1.9. Raspodijela B alela u svijetu (Preuzeto iz: anthro.palomar.edu)

1.5.  ABO sustav krvnih grupa i bolesti

Nedvojbena je povezanost nastanka protutijela na ABO krvne grupe sa pojedinim
bolestima i komplikacijama, kao Sto su protutijela koja uzrokuju hemoliticke transfuzijske
reakcije, hemolitiCku bolest novorodenceta, autoimune hemoliticke anemije, odbacivanje

presatka.

Prevalencija pojedinih ABO alela u populacijama je razli¢ita, postoje i mnoga istrazivanja
koja potvrduju povezanost pojavnosti nekih bolesti sa razli¢itim genotipovima ABO krvnih
grupa. NajéeSc¢e se navode kardiovaskularne, gastroduodenalne, tumorske bolesti i infekcije
(Nayak 1997).

Mnogi znanstvenici ispituju povezanost ABO sustava krvnih grupa kao genetickog
¢imbenika, s razliitim bolestima. Tako npr. rezultati istrazivanja povezanosti tromboza s
ABO sustavom variraju, u nekim populacijama vec¢i rizik za tromboticke dogadaje nosi alel
A, u nekima alel B i diplotip AB. Geneticki trombotic¢ki faktori kao §to su mutacije FV
Leiden, protrombin G20210A i MTHFR C677T jos dodatno povecavaju taj rizik (Garraty G,
2005).
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1.5.1. ABO sustav krvnih grupa i infekcije

Postoje dokazi o vezi ABO sustava i infektivnih bolesti, te sklonosti pojedinih
bakterija, virusa i parazita za vezanje na eritrocite s odredenim antigenima krvnih grupa, koji
djeluju kao receptori. Primjer za to je da su nositelji O krvne grupe relativno rezistentni na
teSki oblik malarije (Cserti et al. 2007). Pretpostavlja se da su glavne razlike u gradi ABO
sustava krvnih grupa, s obzirom na oligosaharidne komponente, u razliitim dijelovima

svijeta bile uzrok izazivanju epidemija infektivnih bolesti u proslosti (Blackwell et al. 2002).

1.5.2. ABO sustav krvnih grupa i tumorske bolesti

Veliki broj ispitivanja usmjeren je na povezanost ABO sustava krvnih grupa i
pojavnosti malignih oboljenja. Tako je utvrdena CeS¢a pojava karcinoma kod osoba krvnih
grupa A ili AB uz obrazlozenje da tumorski biljezi imaju znacajke nalik na antigen A, pa ih
teSko otkrivaju imuni sustavi krvnih grupa A i AB. Dokazano je da kod odredenih vrsta
karcinoma, posebice probavnog trakta, krvna grupa A ima viSe razine tumorskog
supresorskog gena p53. Visoka razina tog gena upozorava da je tumor postao invazivniji te je

poceo narusavati proizvodnju antigena krvne grupe (lodice et al. 2010).

Autoimune bolesti u kojima je pojacan nadzor i prekomjerno aktivan imuni sustav, pri ¢emu
se rjede razvijaju zlo¢udne bolesti, visSe se povezuju s krvnom grupom O. Ipak, postoji
nekoliko vrsta tumora koji se povezuju s krvnim grupama O (melanom) i B (karcinom kosti i
mokraénog mjehura). Te spoznaje povezuju maligna oboljenja s poremecajem aktivnosti
krvne grupe, a ekspresija antigena nalik na krvnu grupu A na povrSini tumorskih stanica

najcesci je od ovih poremecaja (Metoki et al.1989).

Rizik od malignog oboljenja dodatno moZe biti povecan, ovisno o sekretorskom statusu

osobe. Sekretori, ¢iji antigeni slobodno cirkuliraju tijelom, opéenito su izlozeni vecem riziku

od nesekretora (Jaff MS, 2010).

Istrazivanjem karcinoma dojke znanstvenici su dosli do zakljucka da je krvna grupa vazan
prognosticki ¢imbenik glede sklonosti pojave i ishodu lijeCenja i to kao genetski ¢imbenik jer

se gen za koji se pretpostavlja da je povezan s karcinomom dojke nalazi blizu gena za krvnu
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grupu na kromosomu 9. Zene s krvnom grupom A opéenito deiée dozivljavaju losiji ishod i
sklonije su brzem razvoju i $irenju ove vrste karcinoma. Zene s krvnom grupom AB bliZe su
krvnoj grupi A 1 imaju neznatno pojacanu sklonost i vjerojatnost ponovnog obolijevanja, te
kraée vrijeme prezivljavanja. Medu oboljelim zenama, rjede su one s krvnom grupom O, kod
kojih je uoceno da imaju bolje rezultate lijeCenja i1 rjedu smrtnost. Ovaj se karcinom rjede

javlja i kod Zena krvne grupe B, osim onih sa obiteljski optere¢enim rizikom (Costantini et al.
1990).

Ginekoloski tumori su ¢es¢i 1 povezuju se s loSijim prognozama kod Zena s krvnom grupom
A, kao karcinom endometrija, grli¢a maternice i jajnika. Zene nositeljice B krvne grupe su

najmanje sklone zloéudnom tumoru jajnika (Marinaccio et al. 1995).

Karcinom mokraénog mjehura ces¢i je kod osoba krvnih grupa A, AB i B, nesekretora.
Povezanost s krvnom grupom A objaSnjava se istrazivanjem koje je pokazalo da su stanice
tumora mokra¢nog mjehura strukturalno sli¢ne antigenu A. Kod osoba krvne grupe B ta
povezanost ukljucuje njihovu sklonost prema mokra¢nim i bubreznim infekcijama. Buduéi da
krvna grupa AB dijeli sklonost krvnih grupa A i B prema pobolijevanju, rizik za ovaj oblik

karcinoma je jo§ vec¢i (Orlow et al. 1998).

Zbog velike povezanosti karcinoma pluca i1 puSenja, bilo bi za pretpostaviti da taj snazan
rizi¢ni ¢imbenik nadjaca sve razlike izmedu krvnih grupa, no ipak vise ljudi s krvnom grupom

A oboli od karcinoma pluca, a manje je oboljelih s krvnom grupom O (Ulger et al. 2002).

Izrazita veza otkrivena je izmedu osoba krvne grupe A te tumora mozga i Ziv€anog sustava, a
puno rjeda kod osoba s krvnom grupom B. Znanstvenici koji su proucavali djelovanje
postoperativne boli i imunokemoterapije na tumore mozga, otkrili su da je intervencija bila
djelotvorna kod krvnih grupa A i AB, ali ne i za krvnu grupu O (za krvnu grupu B ne postoje
podaci). Na temelju dobivenih rezultata, zakljucili su da bi odabir kemo i imunokemoterapije
trebao biti prema krvnoj grupi. lako je rije¢ o izoliranom otkri¢u, ono pokazuje moguénost da
medicinska intervencija u slucaju karcinoma, a mozda 1 u sluc¢aju drugih bolesti, moze biti

ucinkovitija ako se krvna grupa razmatra i kao ¢imbenik lijeCenja (Mehrazin 2006).

Dosad je provedeno nekoliko istrazivanja karcinoma koze i1 krvne grupe. Opcenito, ¢ini se da
je karcinom koze izrazito povezan s krvnom grupom O. Uz najvecu ulestalost pojave

melanoma, kod osoba krvne grupe O navodi se i najkraca prosjecna stopa prezivljavanja
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nakon postavljanja dijagnoze. Krvna grupa A imala je najduzu stopu prezivljavanja (Tursen et

al. 2005).

Karcinom kostiju se najvise povezuje s krvnom grupom B, a najmanje s krvnom grupom A.
Najsnaznije predispozicije za leukemiju imaju osobe krvne grupe A, a najmanje osobe krvne
grupe O, pogotovo zene. Epstein-Barrov virus utjeCe na razvoj bolesti pa su osobe s krvnom

grupom B, sklonijoj infekcijama, izloZene nesto veé¢em riziku (Janardhana et al. 1991).

1.5.3. Antigeni krvnih grupa u malignim bolestima

Epidemiolozi isticu da ekologija i nacin zivljenja uzrokuju ¢ak i do 90 % oboljenja od
malignih bolesti, $to daje i nadu za lijeCenje. Istrazivanja i otkri¢a u molekularnoj biologiji na
virusima koji uzrokuju karcinome (onkovirusima) i istrazivanja na mehanizmima obnove
DNA pruzaju sve ve¢e mogucnosti lijeCenja najteze bolesti. Krvna grupa je detektirana kao
vazan Cimbenik u procjeni rizika razvoja maligne bolesti, kao i na procjenu stope
prezivljavanja oboljelih. To objasnjava €injenicu da je gen koji odreduje krvnu grupu jedan od
najjacih gena u tijelu 1 najjaca podrska imunoloskom sustavu. Zadatak imunoloskog sustava je
upravo zaStita organizma od stranih uzrocnika, pa tako i od karcinogenih tvari sofisticiranim
metodama. Jedna metoda ukljucuje traZzenje kemijskih biljega koji se nazivaju antigenima 1
koji se nalaze na stanicama naSeg organizma. Antigen moze biti svaka tvar na koju Ce
imunoloski sustav reagirati na odgovaraju¢i nacin 1 mo¢i razluciti radi li se o vlastitom ili
stranom. Medu mnogim antigenima u tijelu nalazi se i onaj koji odreduje krvnu grupu.
Imunoloski sustav svaku sumnjivu tvar ili mikroorganizam usporeduje sa antigenom svoje
krvne grupe. Protiv stranih antigena sustav stvara antitijela 1 to je uobiCajena zaStita

organizma (Reid et al. 2004).

Antigeni krvnih grupa usko su povezani s procesom diferencijacije stanica. Proizvodnja
antigena regulira se u stanicama krvnih Zzila fetalnih organa i vjeruje se da odreduju smjestaj
buducih krvnih Zila u organima koji se razvijaju. Antigeni krvnih grupa tu djeluju kao biljezi
diferencijacije stanica. S obzirom da se Stanice tumora uglavnom ponasaju kao embrionalne
stanice u fetalnim organima, ova vaZna embrionalna funkcija najvjerojatnije je najvazniji
razlog zaSto antigeni krvnih grupa nastaju i1 nestaju u tkivima prije nego postanu agresivno

zlo¢udni i metastaziraju. Posto su antigeni krvne grupe potrebni za diferencijaciju stanica,

13



njihov gubitak moze potaknuti razvoj tumorskih stanica koje tada dobiju sposobnost
cirkuliranja tijelom. Kod zlo¢udnih stanja gubitak krvne grupe znaci migraciju nenadzirane
vrste stanica (nediferenciranih) — metastazu. Kod tkiva i organa koji normalno ne proizvode
antigene krvnih grupa, kada postanu kancerogeni, razviti ¢e antigene krvne grupe. Kod
karcinoma $titne zlijezde 1 debelog crijeva, promjene koje nastaju u ekspresiji antigena krvne
grupe u jednom organu, utjecat ¢e na ekspresiju antigena krvne grupe u drugom organu

(Wolpin et al. 2009).

Mnoge maligne stanice (npr. kod karcinoma dojke i1 zeluca) razvijaju tumorski biljeg po
imenu antigen Thomsen-Friedenreich (antigen T i antigen Tn-slabije razvijen antigen) koji po
strukturi sli¢i antigenu A. Kod normalnih stanica antigen je potisnut, ali kada stanice postaju
maligne, on se budi. Ako je karcinom dobro diferenciran, antigeni T su dominantni, a manje
je antigena Tn. Kod slabo diferenciranih tumorskih stanica dominira Tn. Svaki ¢ovjek ima u
organizmu, stvarajuci ih primarno u crijevnoj flori, antitijela na antigen T i Tn. Krvne grupe A
I AB pokazuju najmanje agresivnu reakciju na ta dva antigena upravo zbog njihove sli¢nosti u
strukturi s antigenom A, pa su stoga i najviSe sklone malignim bolestima. Ta je hipoteza

snazna i dobro dokumentirana (Guleria et al. 2005; Maisonneuve et al. 2009).

Postoje rijetki slucajevi u kojima se krvna grupa promijenila iz jedne u drugu, $to predstavlja
Krajnost u borbi protiv karcinoma. Organizam se u tom slucaju pokusava distancirati od
tumorskih stanica preuzimanjem druge krvne grupe. Svi zabiljezeni slucajevi gdje se krvna
grupa tijekom maligniteta promijenila, ukljucivali su preuzimanje antigena slicnog krvnoj
grupi B u bolesnika koji je imao krvnu grupu A (Hakomori S. 1999). Primjeceno je i da
bolesnici s malignom boles¢u koji su transfuzijski lijeeni imaju sporiji oporavak od onih koji
nisu primili transfuziju, jer dolazi do narusavanja imuniteta u momentima dok se krvna grupa

primatelja privikava na neznatne razlike u dobivenoj krvi (Edgren et al. 2007).

1.5.4. ABO sustav krvnih grupa i ¢imbenici VIII i Von Willebrand

Jo§ jedna bioloska znacajka krvne grupe A koja podupire vecu sklonost ka malignim
bolestima je njezina veca sklonost ka zgruSavanju. Kada po¢nu metastazirati, stanice
karcinoma se Cesto prenesu na cirkuliraju¢im trombocitima uz Faktor VIII i Von Willebrand

Faktor (vWF). Ta dva ¢imbenika su bjelancevine u krvnom serumu koji se ponasaju kao
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odredena vrsta molekularnog ljepila. Trombociti ih koriste kako bi se vezali za bjelancevine
odgovorne za zgruSavanje krvi koje su smjeStene duz stijenki krvnih Zzila. Glikoproteini
devijantnih trombocita trebaju te ¢imbenike kako bi se vezali za stanice tumora. U uzorcima
krvi bolesnika s metastazama dokazane su poviSene razine Faktora VIII i vWF (gotovo
dvostruko) u odnosu na zdrave osobe. Fizioloski krvne grupe A i AB imaju prirodno povisenu
razinu tih ¢imbenika, kao i poviSenu razinu fibrinogena — bjelan¢evine vazne za zgruSavanje
krvi, za upalne reakcije 1 zarastanja rana. Razina fibrinogena je takoder povisena kod osoba s
malignitetom. Istrazivanja su pokazala da su metastaze rjede kod bolesnika koji su uzimali

antikoagulantnu terapiju (Jenkins et al. 2006; Franchini et al. 2012).

1.5.5. Antigeni krvnih grupa i ¢imbenici rasta

Postoji veza i izmedu faktora rasta i onkogena — gena u stanici tumora koji stanicu
transformiraju u stanicu tumora. Njihov u¢inak povezan je s ¢imbenicima rasta ili receptorima
¢imbenika rasta. Prekomjerna proizvodnja ¢imbenika rasta (kao rezultat djelovanja onkogena)
dovodi do gubitka sposobnosti regulacije rasta. Antigen A ima sposobnost vezanja za
receptore nekih epidermalnih ¢imbenika rasta (EGF - epidermal growth factor). EGF se
prirodno sintetizira u tijelu kako bi se pojacala sposobnost tkiva da se samo obnavlja. Mnoge
vrste tumora dovode do previsoke koncentracije receptora EGF koji se nadu na povrSini
stanice. Veci broj receptora EGF znaci da stanica tumora mozZe vezati prekomjerni viSak
molekula EGF, §to je od presudne vaZznosti za rast tumora. Danas je jasno da je rast raka dojke
reguliran receptorima ¢imbenika rasta i zbog njegove deregulacije kemoterapijom se djeluje
na EGF-R. Upravo antigeni krvne grupe A zbog sli¢nosti u ugljikohidratnoj strukturi imaju
sposobnost vezivanja na suvisne EGF receptore, §to ¢e potaci nekontrolirani rast stanica
(Costantini et al. 1990, Mehrazin 2006, Brian et al. 2009).

1.5.6. ABO sustav krvnih grupa i gastroduodenalne bolesti

Istrazivanja vezana uz povezanost pojavnosti karcinoma Zeluca 1 ABO sustava krvnih
grupa ukazuju da su nositelji krvne grupe A i AB izloZeni ve¢em riziku, te da je stopa

prezivljavanja kod njih manja, dok krvna grupa O ima zastitni u€inak tako $to sprjecava rast i
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Sirenje tumora i omogucéava duze prezivljavanje. Rizik kod krvne grupe B slican je onomu
krvne grupe O. Veza izmedu karcinoma Zeluca i antigena A povezana je s antigenom T,
tumorskim biljegom ovog karcinoma koji se nalazi u stanicama karcinoma i koji nalikuje na
antigen A. Zato i izostaje poticanje snazne reakcije protutijela na T antigen. Gotovo trecina
Japanaca ima antigen T u zdravom tkivu Zeluca, §to objaSnjava visoku stopu ovog karcinoma

u Japanu (Edgren et al. 2010).

Kod karcinoma gusterace biljezi se znaCajna povezanost bolesti s ABO sustavom krvnih
grupa. Povecan rizik dokazan je kod osoba krvnih grupa A, B 1 AB, dok je kod krvne grupe O
zabiljeZzena odredena zaStita. Antigene strukture krvne grupe prevladavaju na stanicama
karcinoma gusterate i imaju sposobnost mijenjanja. Kod ovog karcinoma moguca je
proizvodnja neodgovarajucih krvno grupnih antigena. U svim objavljenim slu¢ajevima to se
oc¢itovalo ekspresijom antigena B na karcinomu guSterace u osoba s krvnom grupom A
(Hakomori S, 1999; Maisonneuve et al. 2009; Wolpin et al. 2009; Brian et al. 2010).

Karcinom jetre ¢es¢e je povezan s krvnom grupom A, dok je za karcinom zu¢nog mjehura,
koji se primarno javlja kod starijih osoba, poznata statistiCka povezanost s krvnom grupom B.
To se moze povezati s osjetljivoséu krvne grupe B na infekcije uzrokovane spororastu¢im

virusima i bakterijama (Okada et al. 1987; Li et al. 2012).

Razvoj karcinoma debelog crijeva najée$¢e se mjeri razinom tumorskog biljega po imenu
karcinoembriogeni antigen (CEA), koji je sli¢an antigenu A. Zlo¢udne stanice karcinoma
debelog crijeva takoder pokazuju nesuzbijeni antigen T koji je sliCan krvnoj grupi A. Za
karcinome debelog crijeva karakteristiCno je pojavljivanje i nestajanje antigena krvne grupe.
Cesto je promijenjeni antigen krvne grupe, zapravo zaititni znak zloéudnosti ove vrste
karcinoma. U poodmaklim stadijima mogu se javiti antigeni koji nisu kompatibilni s krvnom

grupom osobe (Makoto et al. 2011).

1.5.7. ABO sustav krvnih grupa i kardiovaskularne bolesti

Povezanost izmedu ABO krvnih grupa 1 bolesti  koje rezultiraju pomakom
koagulacijske ravnoteze ka stvaranju tromba dokazana je u mnogim ispitivanjima (Wu et al.
2008). To je potvrdeno brojnim studijama venskih tromboza kod nositelja ne-O krvnih grupa

koji posjeduju veéu razinu von Willebrand faktora, $to posreduje pojacanu adheziju i
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agregaciju trombocita (Franchini et al. 2007). Rezultati ispitivanja pojave koronarno arterijske
bolesti 1 infarkta miokarda, dali su medutim oprecne rezultate u razli¢itim studijama, iako sa
fizioloSkog stajaliSta postoji opravdana povezanost ovih procesa s ABO sustavima, jer se
ugljikohidratni eritrocitni antigeni nalaze i na trombocitima i endotelu krvnih zila
(Carpeggiani et al. 2010). Rezultati studije Clarka i Wu objavljeni u ozujku 2011. godine
upuc¢uju na vrlo mali utjecaj ABO krvnih grupa na rizik razvoja infarkta miokarda (Clark et
al. 2011). U odnosu na viSestruko potvrdenu povezanost ABO krvnih grupa sa venskim
trombozama, vec¢ina studija povezanosti ABO sa arterijskim bolestima nije dala konzistentne
rezultate (Clark, Wu). To je identi¢no sa istrazivanjem Cesene i suradnika provedenim na 541
bolesniku koje je pokazalo vecu sklonost razvoju prijevremene koronarne bolesti kod osoba
krvne grupe A (Cesena et al. 2006; Akhund et al. 2001). Rezultati skupine autora iz 2004.
godine govore u prilog zastitnoj ulozi O krvne grupe u procjeni rizika za razvoj infarkta
miokarda (von Beckerath et al. 2004) dok potpuno opre¢ne zakljucke imaju istrazivaci u
Bangladesu (Biswas et al. 2008). Rezultati istrazivanja provedenog u Turskoj pokazuju da

ABO sustav krvnih grupa nije znacajno povezan sa razvojem infarkta miokarda (Sari et al.

2008).

Potpuno drugadije rezultate dobili su autor i suradnici u Svicarskoj ¢&iji rezultati ukazuju na
2.5 puta vecCu zastupljenost infarkta miokarda kod osoba s krvnom grupom B. lako su
promatrali 1 ostale ¢imbenike rizika (tjelesna tezina, kolesterol, fibrinogen, vWF), zakljucili
su da B alel ABO sustava krvnih grupa predstavlja nezavisni ¢imbenik rizika za nastanak
infarkta miokarda. Mehanizam utjecaja B alela na koronarni protok krvi nije razjasnjen

(Nydgger et al. 2003).

Sva navedena istrazivanja navode nas na zaklju¢ke o vaznosti i ulozi krvnih grupa. One
svojom vitalnom funkcijom §tite organizam i pomazu mu u borbi protiv bolesti. Njihova
distribucija u svijetu svjedoCi i o postojanju vecih epidemija u nekim podru¢jima. Veliki
postotak O krvne grupe (88%) medu ameri¢kim Indijancima podrzava tezu o otpornosti ove
grupe na zarazu sifilisom. Istovremeno su osobe O krvne grupe bile najmanje otporne na
epidemiju kolere, a najrjede su oboljevale od tuberkuloze. Nisu sklone malignim oboljenjima
gusterace, Zeluca, dojke, jajnika i cerviksa. Rjede oboljevaju od kardiovaskularnih bolesti, ali

su skloniji ulkusima. Imaju i ve¢i rizik za oboljenje od malarije.
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Osobe s krvnom grupom A uz poveéani rizik za maligna oboljenja, posebno
gastrointestinalnog trakta, ¢eS¢e razvijaju tromboembolijske bolesti. Ranije su bili otporniji na
kugu, ali prijemciviji za velike boginje. SadaSnja raspodjela krvne grupe B govori u prilog
neotpornosti na kugu u srednjem vijeku, ali i prijemcivosti za virusne infekcije i po zadnjim
istrazivanjima provedenim u Svicarskoj imaju, uz povecane ostale rizi¢ne ¢imbenike, 2.5 puta

vecéu prevalenciju infarkta miokarda od kontrolne skupine (Nydgger et al. 2003).

Neupitna je vazna uloga ABO krvne grupe u nasim Zivotima. Svaka ima svoje prednosti i

nedostatke i ne postoji idealna, bar sa stanovista njihove povezanosti sa pojavnosti bolesti.

1.6. Tromboembolijske bolesti

Mehanizam zgruSavanja krvi sastoji se od niza kompleksnih sekvencijskih reakcija u
kojima sudjeluju odredeni plazmatski glikoproteini nazvani ¢imbenici zgruSavanja, a osnovna
uloga mu je §tititi organizam od krvarenja 1 gubitka krvi. Do aktivacije sustava zgruSavanja
krvi dolazi uslijed oSte¢enja krvnih Zila, a taj proces je u normalnim okolnostima spregnut
mehanizmima koji spreCavaju zgruSavanje. Sustav koji spreCava zgruSavanje krvi u
normalnim uvjetima ¢ine: glatko¢a endotela, sloj endotelnog glikokaliksa, trombomodulin,
antitrombin, prostaciklin, protein-C ¢iji u¢inak moze biti povecan djelovanjem proteina-S.
UgruSak koji je nastao oStecenjem krvnih zila uklanja se procesom fibrinolize, fizioloskim
procesom uklanjanja neZeljenih, netopljivih depozita fibrina enzimskim cijepanjem, pri c¢emu

nastaju topivi fibrinski fragmenti (White 2003).

Tromboembolijske bolesti su bolesti cirkulacije koje oznacava stvaranje ugruska (tromba) u
venama ili arterijama zbog povecane sklonosti zgrusavanju krvi. To je patoloska pojava
ugruska u nekoj krvnoj zili. Ako se dio ugruska otrgne i dospije na neko drugo mjesto, nastaje
embolija. Tromboembolije nastaju zbog medusobnog djelovanja genetskih i steenih
¢imbenika rizika kao Sto su: dob, spol, operativni zahvat, trauma, imobilizacija, postojanje
antifosfolipidnih antitijela, hiperhomocisteinemija, povisena razina ¢imbenika koagulacije
V111, maligna bolest, estrogeni, trudnoca i babinje, puSenje, debljina, Secerna bolest, povisene

masnoce u krvi (Laneet al. 2000; Anderson et al. 2003; Baglin et al. 2003).
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1.6.1. Podjela tromboembolijskih bolesti

Tromboze se s obzirom na lokalizaciju dijele u dvije osnovne skupine bolesti: venski
tromboembolizam (VTE) i arterijska okluzivna bolest s aterosklerozom. Prema klini¢koj
podjeli u venske tromboze se ubrajaju  duboka venska tromboza, pluéna embolija,
ponavljajuce venske tromboembolije i postrombotski sindrom. Venske tromboze nastaju zbog
razmjerno sporog protoka krvi u venama, pa se pojedini Cimbenici zgruSavanja mogu
nagomilati 1 zapoceti proces zgruSavanja krvi. Odlucujuéi faktor u nastanku arterijske
tromboze je ostecenje arterijskog endotela do ¢ega moze doéi zbog aterosklerotskih promjena,
djelovanja bakterijskih toksina, mehanickog ostecenja zbog turbulentnog protoka krvi, o

drugih ¢imbenika (Reiner et al. 2001; White 2003).

Postoje dva tipa hiperkoagulacijskih stanja: primarni i sekundarni. Primarni su najcesce
prirodeni i ocituju se kao kvalitativni ili kvantitativni poremecaji ¢imbenika zgruSavanja ili
proteina koji sudjeluju u procesu zgruSavanja krvi. U sekundarna hiperkoagulacijska stanja
ubrajaju se razlicti klinicki poremecaji koji povecavaju rizik za nastanak tromboembolija

(Braekkan et al. 2010).

1.6.2. Venske tromboze

Jo§ je od Wirchova (1846. godina) poznato da na nastanak tromboze utje¢u ¢imbenici
koji ¢ine klasi¢ni trijas: oSteCenje endotela stijenke, staza krvi, hiperkoagulabilnost i/ili
pojacana viskoznost krvi uz vrtlozasto gibanje krvi. Za nastanak tromboze nije dovoljan
poremecaj samo jednog od ovih c¢imbenika jer je u vecini sluajeva nastanak
multifaktorijalan. Predilekcijsko mjesto nastanka tromba je venski zalistak gdje najcesce
dolazi do oSte¢enja endotela. Venska tromboza nastaje zastojem tromba (krvnog ugruska) u
veni. Mogu biti zahvaéene povrSinske vene §to se naziva superficijalni tromboflebitis ili
duboke vene pa se govori o0 dubokoj venskoj trombozi. Tromboza je uvijek pracena flebitisom

(upala vene), pa se koriste termini i tromboza i tromboflebitis. Tromboza moZze nastati zbog
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koagulacijskih poremecaja (poremecaji u zgruSavanju krvi) ili moze ukazivati na jo$

neotkrivenu zlo¢udnu bolest (Bezemer et al. 2007).

1.6.2.1. Duboka venska tromboza

Duboka venska tromboza (DVT) predstavlja veliki javnozdravstveni problem. Klinicki
simptomi duboke venske tromboze povezani su sa stupnjem opstrukcije venskog protoka te
upalom stjenke krvne Zile, ali nijedan fizikalni nalaz ili kombinacija simptoma i znakova nisu
dovoljno pouzdani za postavljenje dijagnoze, jer duboka venska tromboza moze biti i
asimptomatska. Incidencija DVT je 80 slucajeva na 100 000 osoba godisnje. U Sjedinjenim
Americkim Drzavama uzrok je 600 000 hospitalizacija i 200 000 smrti godi$nje radi masivne
pluéne embolijje, a prema njihovim podacima kod hospitaliziranih bolesnika incidencija DVT
je znatno visa 1 varira izmedu 20-70%. Omjer DVT kod muSkaraca 1 Zena je 1,2:1, a naj¢eSce

se javlja nakon 40 godine Zivota (Silverstein et al. 1998).

Prema epidemioloskim studijama op¢i ¢imbenici rizika DVT su: starija dob, imobilizacija
duza od 3 dana, trudnoca i postpartalno razdoblje, veéi kirurski zahvat, te dugotrajno sjedenje
sa spusStenim nogama tijekom putovanja (npr. let avionom - jet leg) dulje od 4 sata, koje
predstavlja rizik i za zdrave osobe.

Specifiéni znakovi duboke venske tromboze su: jednostrana oteklina (edem), bolna
osjetljivost potkoljeni¢ne muskulature na postero-anteriornu kompresiju, te blaga do umjerena
bolnost na palpaciju duz trombozirane vene. Mogu postojati i opéi simptomi kao osjecaj
slabosti, malaksalosti, blago poviSena temperatura, ali bez zimice i1 tresavice. Po svom
intenzitetu kod svakog pojedinca simptomi se razlikuju, pa dijagnozu duboke venske
tromboze nije moguce postaviti samo fizikalnim pregledom nego je potrebno potvrditi
posebnim dijagnostickim pretragama. Uz to kod 75% bolesnika s dubokom venskom
trombozom anamnesticki postoje neka od stanja ili bolesti kao §to su: visoka zivotna dob,
maligne bolesti, postraumatska stanja, kirurski zahvati, pretjerana tjelesna tezina, dugotrajno
uzimanje kontracepcijskih pilula, sréani infarkt, kronicne hematoloske bolesti. Uz postojanje
simptoma 1 ¢imbenika rizika, relativno jednostavnom laboratorijskom pretragom odredivanja

D-dimera, moze se brzo postaviti dijagnoza koju je potrebno potvrditi. Najtocnije
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dijagnosticke metode za nepobitno utvrdivanje postojanje duboke venske tromboze su
Duplex-ultrazvucna i kompjutorizirana kontrastna tomografija snimanja krvnih Zila dubokog
venskog sustava. Snimke dobivene tom metodom pokazuju postojanje krvnog ugruska unutar

lumena krvne Zile, a oko krvnog ugrusSka krvna struja ima smjer prema srcu (Baker et al.

1998).

Homanov znak (bol kod nagle dorzofleksije stopala pri umjereno flektiranoj nozi u koljenu) je
pozitivan u manje od 50% slucajeva sa DVT te u viSe od 50% slucajeva bez DVT, stoga je
vrlo nespecifican. Kod masivne tromboze ileofemoralnih vena i njihovih ogranaka koza je
edematozna, blijeda ili cijanoti¢na, uz jaku bolnost i ¢estu pojavu petehija, a kasnije se prosiri
i proksimalno, zbog sve manjeg arterijskog dotoka, a na stopalu i prstima nastaje ishemi¢na

gangrena. Pluéna embolija je prva manifestacija DVT u 10% slucajeva.

1.6. 3. Arterijska okluzivna bolest s aterosklerozom

Aterosklerotske promjene na stjenkama arterija mogu uzrokovati hemodinamske
poremecaje i/ili predstavljati potencijalni izvor embolusa. Od klinickog znacaja je i veli¢ina
(hemodinamski znacaj) ali i kvalitativne osobine koje odreduju povrsinu i gradu sklerotskih
promjena. Posebnu znacajnost predstavlja lokalizacija aterosklerotskih promjena zbog
mogucih opasnosti u slucaju nastanka potpune okluzije arterije. Ateroskleroza je najcesci
uzrok stvaranja karotidnog plaka koji predstavlja osnovu za nastanak kompletne okluzije.
Karotidne stenoze su ¢esto znak generalizirane ateroskleroze, te su dobri pokazatelji buducih
cerebrovaskularnih, koronarnih i drugih vaskularnih bolesti. Aterosklerotske promjene se
pocinju javljati ve¢ u mladosti i starenjem se povecavaju. Kod osoba starijih od 65 godina
njihova ucestalost je preko 60%, sa prevalencijom muskog spola 2:1. Mnogobrojni su
¢imbenici prepoznati kao rizici nastanka okluzivne bolesti, a posljedice mogu biti od

asimptomatskih, bezazlenih do smrtonosnih (Ross et al. 1999; Cesena 2006).
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1.6.3.1. Infarkt miokarda

Akutni infarkt miokarda nastaje zbog naglog smanjenja koronarnog protoka kao
posljedice trombotickog zaCepljenja koronarne arterije. U koronarnoj arteriji obi¢no nastaje
ruptura ili erozija ateroskleroti¢nog plaka uz nakupljanje trombocita i formiranje tromba koji
potpuno zacepi arteriju. Dio sr¢anog misica koji opskrbljuje krvlju zacepljena arterija ostaje
bez kisika, zbog ¢ega dolazi do smrti stanica miokarda i nastanka nekroze miokarda. Akutni

infarkt miokarda spada u akutni koronarni sindrom (Thygesen et al. 2007).

Simptomi infarkta miokarda su: bol u prsima u trajanju duzem od 20 minuta koja se obi¢no
Siri u lijevu ruku ili vrat, mucnina uz povracanje, bol u gornjem dijelu trbuha, oteZano disanje,
znojenje ili gubitak svijesti. Uz ove simptome neki bolesnici mogu imati probadanje ili

pritisak u prsima (Mallinson 2010).

Prema epidemioloskim ispitivanjima, infarkt miokarda je tri puta ¢es¢i u pusaca. Povecane
razine kolesterola odnosno lipidnih supstanci u krvi poveéavaju rizik od infarkta miokarda za
3,8 puta, hipertoni¢ari od infarkta miokarda obolijevaju 4 do 8 puta ¢esce, a koronarna bolest
je 8 puta ¢esc¢a u dijabeticara. Uz hiperglikemiju, hipertenziju, hiperlipoproteinemiju, pretilost
i pusenje kao izrazito znacajne rizine ¢imbenike za nastanak infarkta, postoje i dodatni
¢imbenici rizika, kao Sto su tjelesni napor, stresna dogadanja, promjene vanjskog tlaka 1
temperatura. Nepromjenjivi ¢imbenici rizika su: starosna dob (muskarci stariji od 45 godina,
zene starije od 55 godina), pozitivna obiteljska anamneza i preuranjena koronarna bolest u
obitelji (Valensi et al. 2011; Steptoe et al. 2012).

1.7.  Nasljedne trombofilije

Razvoj molekularne dijagnostike omogucio je specifi¢nije utvrdivanje uzroka, a time i
razumijevanje nastanka tromboze i sigurniju dijagnostiku nasljednih poremecaja. Time se
promijenio pristup i lijeCenje, a tako I poboljsana prognoza za bolesnike s trombotickim
poremecajima. Noviji dijagnosticki koagulacijski testovi, osobito oni temeljeni na
polimeraznoj lancanoj reakciji, u posljednjih 15-tak godina doprinijeli su otkrivanju veéeg
broja genetskih poremecaja vezanih uz veci rizik za razvoj tromboze kod odraslih.
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Nasljedne trombofilije kao sklonost spontanom nastanku tromboze danas sve viSe zaokupljaju
pozornost pedijatara zbog cCestih upita roditelja o potrebama testiranja djece u slucaju

postojanja tromboza i/ili trombofilija u obitelji (Celik et al. 2008).

Danas je poznato da su ¢imbenici rizika koji uzrokuju pojavu nasljedne trombofilije vezani uz
mutacije gena koji kontroliraju koagulacijske procese u organizmu. lzdvojeno je oko 30 gena
¢ije mutacije uzrokuju nasljedni poremecaj zgrusavanja krvi koji vodi u trombozu, i uzrokuje
dozivotno pojacanu sklonost zgrusavanju krvi - hiperkoagulabilnost (Poort et al. 1996; de
Moerloos et al. 2007).

Dijagnosticiranje nasljedne trombofilije vezano je uz razvoj laboratorijske dijagnostike,
odnosno laboratorijskih testova koji otkrivaju nasljedni manjak ili poremeéaj u radu
antikoagulacijskih inhibitora, antitrombina (AT), proteina C (PC), proteina S (PS) i APC
rezistencije, kao i genotipizacije mutacija odgovornih za nastanak tromboti¢kih dogadaja.
Laboratorijska ispitivanja za nasljednu trombofiliju indicirana su kod bolesnika koji imaju
podatke o obiteljskoj sklonosti, odnosno optere¢enu obiteljsku anamnezu, oboljelih od duboke
venske tromboze donjih ekstremiteta, pluéne embolije, upale povrSinskih vena
(tromboflebitis), ponavljajucih idiopatskih tromboza (nepoznata uzroka), tromboze nakon
neznatne provokacije, u sluc¢aju rane dobi oboljelih, tj. prve tromboza prije 45. godine Zivota,
te u sluaju udruzene arterijske 1 venske tromboze, tromboze udruZzene sa smréu fetusa,

tromboze na neuobi¢ajenim mjestima (npr. cerebralna venska tromboza) (Celik M 2008).

Poznate su brojne varijante nasljednih trombofilija, prema ¢imbenicima koji ih uzrokuju.
Rijetke nasljedne trombofilije uzrokovane su deficitom antitrombina, proteina C, proteina S,
disfibrinogenemijom, koje obuhvacaju manje od 1% trombofilija. Antitrombin je ¢imbenik
hemostaze koji se proizvodi u jetri, a uloga mu je antikoagulantna — inhibira djelovanje
aktiviranih ¢imbenika koagulacije od kojih najsnaznije trombin (FIla), zatim FXa, FIXa,
FXla, FXIla 1 FVIIa. Nedostatak antitrombina nasljeduje se autosomalno dominantno, a
incidencija je oko 0,2-0,4% u op¢oj populaciji. Homozigotni oblici su izuzetno rijetki i
najCesce nisu spojivi sa zivotom jer novorodence tijekom prvih sati nakon poroda ima
masivne tromboze i u arterijskom i venskom sustavu. Heterozigotni oblici mogu biti od blagih

do umjereno teskih koji imaju i do 50 puta veci relativni rizik za razvoj venske tromboze.
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Protein C je ¢imbenik hemostaze koji se proizvodi u jetri. Uloga mu je u inhibiciji aktiviranih
¢imbenika FVIIla i FVa. Nedostatak proteina C nasljeduje se autosomno dominantno i
postoje dva oblika — rjedi i tezi — homozigotni oblik, te blazi do umjereni — heterozigotni
oblik. Ucestalost kod bijelaca je oko 0,2-0,5%.

Protein S je kofaktor proteina C u sustavu hemostaze. Nedostatak proteina S nasljeduje se
autosomno dominantno, i postoje dva oblika — rjedi i tezi — homozigotni oblik, te blazi do

umjereni — heterozigotni oblik. Prevalencija kod bijelaca je 0,03-0,15% (Bertina et al. 2011).

Puno ucestalije su trombofilije uzrokovane genetiCkom ¢imbenicima kao $to je  faktor V
Leiden (FV R506Q mutacija), protrombin (FIl) G20210A mutacija, i C677T mutacija enzima
metilentetrahidrofolat reduktaze (Lane et al. 1996) . Ostali poznati nasljedni oblici poremecaja
koji pridonose razvoju tromboembolija su poviSena koncentracija ¢imbenika koagulacije:
FVII, FVII, FIX, FXI, lipoproteina Lp(a) i PAI-1 (polimorfizam PAI 4G/5G gena), zatim
nedostatak FXII, nedostatak plazminogena i mutacija gena za trombomodulin. Podaci o
povezanosti navedenih ¢imbenika s tromboembolijama u djecjoj dobi su jos uvijek oskudni
zbog nedostatka studija. Nerijetko su prisutne kombinacije navedenih genetskih poremecaja
koje, u razli¢itom stupnju, pridonose povecanju izgleda za nastanak tromboembolije (Bertina
et al. 2011).

1.7.1. Mutacije faktora zgruSavanja kao geneticki ¢imbenici trombotickih stanja

Mi smo u radu ispitivali povezanost ABO genotipova krvnih grupa bolesnika sa
tromboembolijskim bolestima uz potvrdene mutacije Faktora V Leiden, protrombina (FII) i
enzima metilentetrahidrofolat reduktaze (MTHFR C677T) kao geneticke ¢imbenike za razvoj

trombotickoh stanja.

1.7.1.1. To¢kasta mutacija faktor V Leiden (R506Q)
Koagulacijski ¢imbenik V (proakcelerin) cirkulira u krvi, a sintetizira se u jetri |
megakariocitima. Da bi iskazao svoju aktivnost, mora biti aktiviran u ¢imbenik Va, koji je

kofaktor ¢imbeniku Xa pri pretvaranju protrombina u trombin. Inaktivira ga protein C.
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Rezistencija na aktivirani protein C (APC) je Cest rizi¢ni faktor za razvoj venske tromboze
(De Stefano et al. 1995; Dahlback 1995). Aktivirani protein C je serinska proteaza koja se
ponasa kao prirodni antikoagulans, tako Sto inaktivira FVa i FVIIIa. Normalno FVa se
inaktivira pocetnim cijepanjem peptidne veze na karboksilnom kraju arginina 506, iza cega
slijedi cijepanje kod arginina 306. FVa se inaktivira cijepanjem kod arginina 306, ali to
cijepanje je deset puta sporije bez primarnog cijepanja na poziciji 506, uslijed R506Q
mutacije i pomice koagulacijsku ravnotezu ka nastanku tromba. APC rezistencija je najcesce
posljedica to¢kaste mutacije gena za ¢imbenik V, poznat kao faktor V Leiden (FVL). Faktor
dominantno. Posljedica mutacije je supstitucija gvanina adeninom na nukleotidnoj poziciji
1,691 $to rezultira time da je arginin (triplet CGA) na poziciji 506 zamijenjen glutaminom
(triplet CAA). Oznaka mutacije je FV: G1691A ili koriste¢i oznake za aminokiseline FV
R506Q. Heterozigoti za ovu mutaciju imaju dozivotno povecan rizik za razvoj venske
tromboze 5 do 10 puta, dok je kod homozigota taj rizik poveéan ¢ak 50 do 100 puta, ovisno o
drugim ste¢enim ¢imbenicima. Nekoliko je pedijatrijskih studija pokazalo da je od 10 do 50%
djece sa trombozom heterozigotnih nositelja mutacije faktor V Leiden. U bijeloj rasi,
ucestalost mutacije iznosi oko 5%, dok je iznimno rijetka u crnoj i azijatskoj rasi (Bertina et
al. 1994; De Stefano et al. 1998).

Poznate su i druge mutacije gena za faktor V poput Faktor V Cambridge (Arg306Thr) ili
Faktor VV Hong Kong (Arg306GIn) koje su puno manje zastupljene.

Od velikog interesa je i utjecaj oralnih kontracepcijskih pilula na razvoj tromboze, pogotovo
ako je postoji mutacija FV Leiden. Kod Zena homozigota za FV G1691A mutaciju, prva
tromboza javlja se desetak godina ranije nego kod muskaraca. Ta razlika povezuje se sa
utjecajem trudnoce i unosom oralnih kontraceptiva na razvoj tromboze. Prema rezultatima
skupine istrazivaca ispitanice koje su uzimale kombinirane oralne kontracepcijske pilule
imale su omjer izgleda (odds ratio — OR) za razvoj tromboze 4, dok je za FVL OR iznosio 8.
Zajedno OR iznosio je oko 35. To ukazuje na potreban dodatni oprez pri uzimanju oralnih
kontraceptiva, posebno kod Zena koje imaju dokazanu mutaciju FV Leiden (Vandenbroucke
et al. 1994).
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1.7.1.2. Protrombin (FI1) G20210A mutacija

Protrombin ili FII je ¢imbenik zgrusavanja krvi, kljucni enzim u procesu hemostaze.
Proizvodi se u jetri i njegovom aktivacijom nastaje trombin. Prekusor je serinske proteaze
trombina, agonist trombocita i klju¢ni ¢imbenik u njihovoj aktivaciji i agregaciji. Katalizira
pretvorbu fibrinogena u fibrin, aktiviraju¢i FXIII $to predstavlja izravnu ukljucenost u
stvaranje ugruska. Takoder, trombin aktivira i ¢imbenike V i VIII. Kad se trombin veZe s
trombomodulinom, glikoproteinom na povrSini endotelnih stanica, katalizira aktivaciju
proteina C, koagulacijskog inhibitora FVa i FVIlla. Trombin djeluje i na stanice endotela i
stimulira stvaranje prostaciklina, von Willebrandovog c¢imbenika, plazminogena i
plazminogen aktivatora inhibitora-1. Protrombin je kodiran genom od 21 kb, smjeStenom na
11. kromosomu, na poziciji 11pl1-g12. Gen za protrombin organiziran je u 14 eksona,
razdvojenih sa 13 introna s 5’ uzvodno nekodiraju¢om (UT) regijom i 3'-UT regijom, koja bi

pretpostavlja se, mogla imati regulacijsku ulogu u ekspresiji gena (Poort et al. 1996).

Klinicki vazna mutacija u genu za protrombin je supstitucija gvanina adeninom na
nukleotidnoj poziciji 20210 u 3'-nekodirajucoj regiji. Ta mutacija nadena je kod 18%
pacijenata sa venskom trombozom koji su u obitelji imali slucajeve venske tromboze, kod
6% pacijenata s prvom pojavom tromboze i 2% medu zdravim kontrolnim ispitanicima.
Mutacija G20210A u genu za protrombin takoder moze utjecati na rizik od arterijske bolesti.
Medu mladim Zenama otkriven je 4 puta ve¢i rizik od infarkta miokarda, medu nositeljima

FI120210 alela, dok je rizik medu muskarcima bio povecan 1,5 puta (DeStefano et al. 2001).

Nositelji 20210AA alela imaju poviSenu koncentraciju plazmatskog protrombina za oko
tridesetak posto u odnosu na kontrolnu skupinu, nositelje 20210GG genotipa i imaju za oko

2,8 puta veci rizik za nastanak tromboze.

U opseznom istrazivanju od ukupno 5527 ispitanika u 11 centara otkriveno je 111
heterozigotnih nositelja 20210A alela i niti jedan homozigot. Procjenjuje se da su homozigoti
iznimno rijetki, 1: 10000 stanovnika (Rosendaal et al. 2002).
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1.7.1.3. C677T mutacija enzima metilentetrahidrofolat reduktaze

Hiperhomocisteinemija je stanje visoke koncentracije homocisteina u krvi. Nasljedni
oblik je najceS¢e uzrokovan tockastom mutacijom gena na kromosomu 1 za enzim
metilentetrahidrofolat reduktazu (MTHFR), pri ¢emu na poziciji 677 dolazi do zamjene baze
citozina u timin (C677T) u slijedu DNA, odnosno zamjenom aminokiseline alanina u valin
(A222V), §to dovodi do smanjene enzimske aktivnosti, termolabilnosti odnosno smanjene
moguénoti vezanja folata. MTHFR je enzim neophodan u remetilaciji homocisteina u
metionin, zajedno sa vitaminom B12 i folnom kiselinom. Stoga se C677T MTHFR mutacija i
tretira kao tzv. mijeSani ¢imbenik rizika za trombozu, jer se zastitni utjecaj na homozigotne
nositelje ove mutacije moze posti¢i dovoljnim unosom vitamina B6, B12 i folne kiseline.
Heterozigotni nositelji mutacije nemaju povecani tromboticki rizik. Kao posljedica mutacije
moze do¢i do nakupljanja homocisteina u organizmu. lako je teSka hiperhomocisteinemija
rijetka, uCestalost blagog oblika je priblizno 5-7% u op¢oj populaciji. Hiperhomocisteinemija
je samostalni ¢imbenik rizika za arteriovaskularne bolesti i trombozu kod odraslih (Frosst et
al. 1995; den Heijer et al 2005). Studije su do sada pokazale da je omjer izgleda za razvoj
ishemi¢kog mozdanog udara 4.4 puta veéi kod djece s hiperhomocisteinemijom nego u
kontrolnoj skupini, kao 1 3 puta ve¢i relativni rizik za razvoj venske tromboze, osobito u

kombinaciji s FVL mutacijom ili protrombin G20210A (Tosetto et al. 1997).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Tromboembolijske bolesti su veliki javnozdravstveni problem u Hrvatskoj, kao i u
vecini tranzicijskih europskih zemalja 1 jedan od glavnih uzroka povecanja troSkova u
zdravstvu. Prema sluzbenom izvje$¢u Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo za 2007 godinu
udio osoba umrlih zbog bolesti srca i krvnih zila u Hrvatskoj u ukupnom mortalitetu iznosio
je 50,6%, medu kojima su vodeée ishemiéne bolesti srca (36,5%), te cerebrovaskularne
bolesti s udjelom od 31,4% . Venska tromboembolija je tre¢i po redu uzrok smrtnosti u
Europi sa preko 500.000 smrtnih slucajeva godi$nje. Veéinu svih slucajeva venske
tromboembolije (skoro 60%) Cine hospitalizirani bolesnici, a ¢ak kod 5-10% su potvrdene
pluéne embolije. U SAD-u pluéna embolija je uzrok smrti za 150.000 do 200.000
hospitaliziranih bolesnika godi$nje. Mnogi bolesnici koji umiru od pluéne embolije umiru
naglo, tijekom dva sata od pojave akutnih klinickih simptoma, a to znaci da se smrt dogada
prije pocetka terapije ili prije nego $to je terapija uopée pocela djelovati. Prema podacima
Americke kardioloske udruge u SAD-u godisnje se biljezi oko 1,5 milijun infarkta miokarda

(Roger et al. 2012), a u Velikoj Britaniji oko 300 000 (WHO, 2011).

U izvjeS¢u Svjetske zdravstvene organizacije objavljenom 2011. godine 17.3 milijuna
ljudi je 2008. godine umrlo u svijetu od kardiovaskularnih bolesti (World Haelth
Organisation, 2011). Prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u 2009. godini u
Hrvatskoj su bolesti srca i krvnih Zila vodeéi uzrok smrtnosti sa udjelom od 20%. Opca stopa
smrtnosti bila je 646 na 100 000 zena i 519 na 100 000 muskaraca (HZJZ, 2010). Do 55.
godine zivota infarkt miokarda je za 5 do 6 puta ¢es$¢i u muskaraca, do 65. godine ta se razlika
smanjuje na dva i pol puta. Poslije toga, u starijoj dobi, od infarkta ¢eSce obolijevaju zene
(McSweeney et al. 2003).

Imaju¢i u vidu ozbiljnost ovih dijagnoza, a istovremeno 1 neke mogucnosti prevencije,
namece se zakljuak da je vaZzno ustanoviti sve Cimbenike rizika koji mogu utjecati na
prevenciju razvoja bolesti, pravovremeno dijagnosticiranje, a posebno na smanjenje smrtnosti
bolesnika u bolnici. Protekla dva desetlje¢a znacajno je unaprijedena Strategija prevencije,

dijagnostike 1 lijecenja, ali joS uvijek visoka prevalencija tromboembolijskih dogadaja stavlja
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naglasak na istrazivanje novih ¢imbenika rizika z ZVOj oV i s ciljem razjaSnjenja
glasak t I h benika rizika za razvoj ove bolest ]j jasnjenj

patogeneze te brzeg prepoznavanja i lijecenja.

ABO sustav krvnih grupa uz svoju najznaCajniju ulogu u transfuzijskoj i
transplantacijskoj medicini sve viSe je tema istrazivanja i drugim granama medicine,
psihologije, biologije, nutricionizma, antropologije, pa ¢ak i sociologije. U medicini je sve
veéi broj objavljenih radova, a i velikih studija koje su u tijeku, a bave se boljim
razumijevanjem uloge ABO sustava krvnih grupa u pojavnosti pojedinih bolesti. Za razvoj
tromboembolijskih bolesti kao jednog od vodecih javnozdravstvenih problema s kojima se
suocava danasnje zdravstvo u razvijenim i srednjerazvijenim zemljama definirani su mnogi
¢imbenici rizika. Ovo istrazivanje je pokusaj definiranja znacaja povezanosti ABO genotipa
krvnih grupa sa pojavnosti tromboembolijskih bolesti u nasoj populaciji. Rezultati mogu
uputiti na ABO genotipizaciju kao dio obveznih pretraga kod sumnji na razvoj tromboze ili
infarkta, a isto tako usmjerenje na pojacavanje preventive kod ve¢ postojeée pozitivne

obiteljske anamneze vezano uz odredenu ABO krvnu grupu.

2. 1. Hipoteza

Hipoteza istrazivanja je da se tromboembolije ne javljaju s istom ucestalos¢u kod
osoba razli¢itih genotipova ABO krvnih grupa 1 nositelja dodatnih protrombotickih genskih

¢imbenika (faktor V Leiden, protrombin G20210A , C677T MTHFR).

2.2. Ciljevi rada

e uvesti metodu ABO genotipizacije na osnovnih pet alela kao dodatno testiranje u
seroloskom odredivanju ABO kao dopunu pri provodenju transfuzijskog lijeCenja

e utvrditi ucestalost pojedinih alela ABO sustava u zdravoj populaciji tj. u ve¢oj skupini
davatelja krvi s nakanom da se taj pool s novim istrazivanjima sve vise povecava

e ispitati povezanost genotipova ABO sustava krvnih grupa i tri genetska ¢imbenika
trombofilije kao rizika za razvoj venskih i arterijskih tromboembolija

e definirati genotipove ABO sustava povezane s pove¢anom ucestalosti obolijevanja
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Ispitanici

Nakon odobrenja Eti¢kog povjerenstva Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu
istrazivanje je nacinjeno na 303 uzorka krvi, zdravih, nesrodnih dobrovoljnih davatelja krvi
koji ni u osobnoj niti obiteljskoj anamnezi nisu imali tromboembolickih epizoda. Davatelji su
gradani Republike Hrvatske, starosne dobi sli¢ne kao i ispitivana skupina bolesnika. Prije
uzimanja uzorka krvi potpisom su potvrdili pristanak za ispitivanje koje smo planirali u€initi.
Uzorci krvi dobrovoljnih davatelja predstavljaju kontrolnu populacijsku skupinu u ovom
istrazivanju (skupina K). Kontrolnu skupinu sacinjavali su 123 Zene i 180 muskarca u dobi od

18 do 76 godina.

Drugu skupinu ispitanika sainjavali su bolesnici sa klinicki 1 laboratorijski potvrdenom
dijagnozom venskog tromboembolizma. Prikupljeno je, uz njihov pristanak, 164 uzoraka krvi,
medu kojima je bilo 60 uzoraka krvi bolesnika sa dijagnozom venske tromboembolije, 69 sa
kroni¢énom venskom bolesti I 35 sa dijagnozom duboke venske tromboze. Uzorci su
prikupljeni u Odsjeku za trombocitna i leukocitna protutijela i hemostazu i Odjelu za
molekularnu dijagnostiku, Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu, te u Klinici za
tumore, pri Klini¢kom bolnickom centru ,,Sestre Milosrdnice®. Navedeni bolesnici sacinjavali
su ispitivanu skupinu A. U njoj su bile 104 Zene i 60 muskaraca u dobi od 18 do 86 godina.
Za venske tromboze uz simptome koje bolesnik ima, dijagnoza je utvrdena fizikalnim
pregledom, laboratorijskim nalazima (D-dimeri), te potvrdena Duplex-ultrazvu¢nom
metodom. Najces¢i simptomi pacijenata s dubokom venskom trombozom bili su bolnost i
uocljivo oticanje noge u kojoj je nastala duboka venska tromboza. Meka tkiva potkoljenice
bila su osjetljiva na dodir, a koza potkoljenice izrazito svijetlocrvene boje. PO svom
intenzitetu kod svakog pojedinca simptomi su se razlikovali, pa je dijagnozu DVT uz
fizikalni pregled trebalo potvrditi posebnim dijagnostickim pretragama odredivanjem D-
dimera, te izvodenjem Duplex-ultrazvucne pretrage. To je potvrdeno kompjutoriziranom

kontrastnom tomografijom krvnih zila dubokog venskog sustava.

30



Tre¢u skupinu (skupina B) sacinjavala su 182 bolesnika s dijagnozama arterijskih
tromboembolija (157 bolesnika sa dijagnosticiranim akutnim infarktom miokarda, te 25

(13

bolesnika s drugim vrstama arterijskih tromboembolija), lijeCenih u KB Sestre
Milosrdnice®, Zagreb. Uzorci su uzeti uz potpisan pristanak bolesnika za uzimanje uzorka za
znanstveno istrazivanje. Bolesnicima je uzeta detaljna anamneza o dobi i Zivotnom stilu,
drugim bolestima, trombotickim epizodama, uz podatke vezane za trudnocu, uzimanje oralne
kontracepcije, nadomjesne hormonske terapije, imobilizacije te tromboembolijskim bolestima
u obitelji. Skupinu B sacinjavalo je 67 Zena i 115 muskaraca u dobi od 20 do 93 godine.
Infarkt miokarda karakteriziran uglavnom simptomom snazne boli u prekordiju potvrden je
kardioloskom obradom (karakteristican EKG nalaz — Sirok 1 dubok Q zubac, negativan T val,
spustena ST spojnica, a kod nastale nekroze biljezi se izostanak R zupca u QRS kompleksu) i

laboratorijskim nalazima (poviseni leukociti, ubrzana sedimentacija, poviSena koncentracija

stani¢nih enzima C-reaktivnog proteina, SGOT i LDH).

Svim ispitanicima iz skupina bolesnika (skupine A i B) i iz kontrolne skupine (skupina K)
uzet je uzorak od 8.5 mL periferne krvi u epruvetu (Vacutainer ®Plastic PPT) s aditivom

poliesterskim polimernim gelom sa suhim K,EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid).

Uzorci su pripremani za molekularno testiranje u Odjelu za molekularnu dijagnostiku
Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu. Nakon stajanja na sobnoj temperaturi najvise do
2 sata centrifugirani su 10 minuta na 250 okretaja/min. Nakon toga su zamrznuti na

temperaturi od -80°C. Testiranje je provodeno u vise navrata po dvadesetak uzoraka.

3.1.2. Uredaji i kemikalije

Cjelokupno laboratorijsko ispitivanje provedeno je u Hrvatskom zavodu za
transfuzijsku medicinu u Odjelu za molekularnu dijagnostiku sa standardno koriStenim

priborom i na postoje¢im uredajima.
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3.1.2.1. Laboratorijski uredaji

U provodenju ispitivanja koristeni su laboratorijski uredaji koji su uredno validirani

sukladno sustavu osiguranja kvalitete, a nabrojeni su u slijedecoj tablici:

Tablica 3.1. Popis koristenih uredaja, njihove namjene i proizvodaca

UREDAJ

NAMJENA

PROIZVODAC

Magna Pure Compact

uredaj za izolaciju

nukleinskih kiselina

Roche Diagnostics, SAD

PCR uredaji AB 2700 1 AB
9700

uredaji za umnozavanje

fragmenata

Applied Biosystems, SAD

7500 Real-time PCR System

izvodenje RT-PCR

Applied Biosystems, SAD

Elchrom sustav

izvodenje elektroforeze

Elchrom , Svicarska

Kodak kamera

slikanje gelova nakon

elektroforeze

Kodak, SAD

Transiluminator

obasjavanje UV svjetlosti

Centrifuge centrifugiranje uzoraka Hettich, Eppendorf 5415R
Termoblok inkubaciju Eppendorf
Muckalica izolaciju uzoraka MS2

Sterilni kabineti s laminarnim

protokom zraka

odvajanje uzoraka i izradu
reakcijske smjese za

polimerazne lancane reakcije

i RT-PCR

Hereaus i Iskra pio LFVP 9
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3.1.2.2. Kemikalije i ostala pomo¢na sredstva
Za izolaciju nukleinskih kiselina koristeni su kitovi:

MagNA Pure compact nucleic acid isolation kit | (Roche Diagnostics, SAD)
QIAamp DNA Blood Dna mini kit (Qiagen, Njemacka)

Za amplifikaciju koristena je:
Taq polimeraza (5U/mL),
dNTP (100 mM) (Applied Biosystems, SAD)
Za elektroforezu umnozenih PCR produkata uporabljen je komercijalni gel:Clearose ELC-
3304 EB, PCR Check/T Wide Mini 4X 25 with EtBr (Elchrom, Svicarska)
Za kontrolu veli¢ine PCR produkta koristen je molekularni biljeg od 100 pb (Invitrogen,
Ipng/mL)
Za RFLP metodu digestije koriSteni su restrikcijski enzimi:
Hind III (10U/uL)
Hinf I (10U/puL), te
10X pufer za digestiju (Invitrogen, SAD)
Za ishodnice i probe za genotipizaciju mutacija FV Leiden i G20210A protrombin
2x Univerzalni master mix
Za genotipizaciju mutacije C677T MTHFR koristen je:

40x TagMan SNP genotipizacijski za real-time PCR za geneticke ¢imbenike
trombofilije na uredaju ABI 7500 (Applied Biosystems, SAD)

Od standardnog laboratorijskog pribira koristeni su:

Vacutainer epruvete s KsEDTA (BD Vacutainer, UK) za uzimanje uzoraka krvi,
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filter tipsovi od 10, 100 i 1000 pL (Eppendorf, Njemacka),

tipsovi bez filtera za nanoSenje na elektroforezul 00 pL (Sarstedt, Njemacka),
epruvete od 2 mL za izradu PCR smjese,

PCR epruvetice od 500 pL za pojedinacni uzorak,

stripovi od po 8 jazica i poklopci (Applied Biosystems, SAD).

3.1.2.3. Otopine
Otopine koje su koriStene u ispitivanju 1 njihovi proizvodaci:

Bidestilirana voda, Aqua pro injectione  Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Hrvatska

Etanol, 100% Kemika, Hrvatska
Etidij bromid 10mg/mL Sigma, Austrija
Pufer za nanoSenje uzoraka na gel 5X Elchrom, Svicarska

Pufer za elektroforezu 1xTAE sadrzi 2% S0XTAE, 100 pL etidij bromida (0, 005%)

3.2. METODE

3.2.1. lzolacija genomske DNA

3.2.1.1. Izolacija genomske DNA iz leukocita periferne krvi pomo¢u silikatnih gel
membrana
Za izolaciju genomske DNA iz leukocitnog sloja (buffy coata) Koristeni su
komercijalni kitovi QlAamp DNA Blood Mini kita(Qiagen, Njemacka). Silika-gel membrane
sluze za razdvajanje DNA od drugih komponenti kao $to su polisaharidi 1 proteini. Izolacija

DNA temelji se na postupku vezanja-ispiranja-eluiranja. Nukleinske Kiseline se adsorbiraju na
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silika-gel membranu u prisutnosti kaotropnih soli koje uklanjaju vodu iz hidratiziranih
molekula u otopini. Nakon ispiranja s dva razli¢ita pufera (AW1 i AW2), nukleinska kiselina
se eluira u malom volumenu, pripremljena za uporabu bez daljnjeg ukoncentriravanja. Tako
izolirana genomska DNA visokog je stupnja Cisto¢e i zadovoljavajuceg prinosa za izvodenje
lanCane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (real-time PCR, od engl. Polymerase

Chain Reaction).

3.2.1.2.1zolacija genomske DNA iz leukocita periferne krvi pomo¢u uredaja MagnaPure

MagNA Pure Compact uredaj je robotska radna stanica za automatiziranu izolaciju
nukleinskih kiselina iz Sirokog spektra materijala. Genomska DNA izolirana je iz uzorka
trombocitno-leukocitnog medusloja (prema eng. buffy coat), uz koristenje MagNA Pure
Compact reagentnog kita (Roche Diagnostics Corporation, SAD).

3.2.2. ABO genotipizacija pomoéu PCR-SSP metode (alel specifi¢ni PCR)

U svrhu odredivanja ABO genotipova DDK i bolesnika koristena je PCR-SSP (od
engl. Sequence Specific Primers) metoda, preuzeta iz literature (Gassner et al. 1996), a
modificirana u laboratoriju Odjela za molekularnu dijagnostiku Hrvatskog zavoda za

transfuzijsku medicinu.

PCR je lancana reakcija sinteze DNA uporabom enzima DNA polimeraze, tj. postupak
umnazanja DNA in vitro, u tijeku kojeg se u ciklusima denaturacije, vezanja pocetnih
oligonukleotida (ishodnica) 1 produljenja lanca, umnazaju ciljni slijedovi gena. Preduvjet za
izvodenje reakcije je poznavanje slijeda nukleotida rubnih dijelova odsjecka DNA koji se zeli
umnoziti, na temelju kojeg se konstruiraju ishodnice i postojanje barem jedne pocetne

molekule DNA koja u reakciji ima ulogu kalupa tj. predloska za lanac u nastanku.

PCR-SSP metoda je podvrsta polimerazne lancane reakcije, a metoda se zasniva na

nemogucnosti Taq polimeraze da popravi neslaganje u jednoj bazi na 3' kraju DNA
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ishodnice. Dakle, kada je nukleotid na 3' kraju ishodnice komplementaran sekvenciji na kraju

alela, do¢i ¢e do umnozavanja (amplifikacije) sekvencije. Kada 3' nukleotid ishodnice nije

komplementaran kalupu, ne¢e do¢i do umnozavanja sekvencije ili ¢e se umnoziti u vrlo maloj

koli¢ini.

Svim ispitanicima doktorskog rada odredivani su glavni ABO alelni geni 0!, 0%, A, A%i B

pomocu lan¢ane reakcije polimerazom, uz uporabu 8 parova oligonukleotidnih zacetnika

(primera) specificnih za odredene sekvence pojedinih ABO alela u osam paralelnih PCR

reakcija. U svakoj SSP reakciji istodobno je napravljena amplifikacija ulomka gena za

humani hormon rasta (Human growth hormon - HGH) kao interna pozitivna kontrola, da bi se

potvrdila prisutnost DNA u reakcijskoj smjesi.

Koristene ishodnice i veli¢ine produkata navedene su u Tablici 3.4.

Tablica 3.2. Ishodnice koristene za ABO genotipizaciju

Alel | Oligo- Sekvencaishodnice Br. Smjese/PCR
produkt (pb)
Nukleotid
o' |01 5'-aTaTat ATG GCA AAC ACA GTT AAC CCA
AGT-3'
01l-a 5'-tTa aGT GGA AGG ATG TCC TCG TcG TA-3' | 1/139
01-b 5-TaaGT GGA AGG ATG TCC TCG TcG TG-3' 2/137
0° |02 5'-aGT GGA CGT GGA CAT GGA GTT CC- 3'
02-a 5'-tC GAC CCC CCG AAG AAg CT-3 3/194
02-b 5'-CC GAC CCC CCG AAG AAg CC- 3 4/193
B B-r 5'-aGT GGA CGT GGA CAT GGAGTT CC- 3
B-a 5'-atC GAC CCC CCG AAG AgC G- 3' 5/195
B-b 5'-CC GAC CCC CCG AAG AgC C- 3! 6/194
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A® | A2-r 5-ggG TGT GAT TTG AGG TGG GGA C- 3'

A2-a 5".9gAG GCG GTC CGG AAg CG- 3 7/169
A2-b 5'- gAG GCG GTC CGG AAC aCG- 3 8/170
HGH-a 5-TGC CTT CCC AAC CATTCCCTT A-3' 1434

HGH-b 5-CCACTCACGGATTTCTGT TGT GTT TC- 3

Nakon umnoZavanja, detekcija produkata PCR-SSP amplifikacije izvrSena je pomocu
elektroforeze na gelovima s etidij bromidom, pri naponu od 60-100 V (Sambrook 1989).
Etidij bromid je supstanca koja se umrezava u niti DNA, a obasjana UV svjetlom svijetli.
Nakon zavrSene elektroforeze, gel se obasjava pod UV transiluminatorom, svjetlo§¢u valne
duljine 254 nm, pri ¢emu se specificni umnozeni ulomci DNA vide kao svijetle vrpce, koje se
dokumentiraju pomocu fotografiranja kamerom. Dobivene kombinacije alel-specificnog PCR-
a (prisutnost ili odsutnost umnozene DNA-vrpce za pojedini ABO genotip) ocitane su iz
tablice 4. ABO aleli i genotipovi imenovani su po nomenklaturi prema podacima Yamamota
(Yamamoto 1995).

Slika 3.1. Krvna grupa A, genotip O1A1, PCR-SSP metoda, 1,5% agarozni gel. Linije: 1-134
pb, 2-133 pb, 4-193 pb, 6-194 pb, 8-173 pb. Pozitivna interna kontrola 434 pb. Linija 9-
molekularni biljeg 100 pb.

37




Slika 3.2. Krvna grupa B, genotip O1B, PCR-SSP metoda, 1,5% agarozni gel. Linije: 1-134
pb, 2-133 pb, 4-193 pb, 5-195 pb, 6-194 pb, 8-173 pbPozitivna interna kontrola 434 pb. Linija
9-molekularni biljeg 100 pb.

Slika 3.3. Krvna grupa AB, genotip A2B, PCR-SSP metoda, 1,5% agarozni gel. Linije: 2-
133 pb, 4-193 pb, 5-195 pb, 6-194 pb,7-172 pb, 8-173 pb. Pozitivna interna kontrola 434 pb.
Linija 9-molekularni biljeg 100 pb.
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Slika 3.4. Krvna grupa O, genotip 0101, PCR-SSP metoda, 1,5% agarozni gel. Linije: 1-134

pb, 4-193 pb, 6-194 pb, 8-173 pb. Pozitivna interna kontrola 434 pb. Linija 9-molekularni
biljeg 100 pb.
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Tablica 3.2. Tablica za ocitavanje ABO genotipa

Reakcijabr. | 1 2 3 4 5 6 7 8
PCR
produkt (pb) 134 | 133 | 194 | 193 | 195 | 194 | 172 | 173
Specifi€nost non non non non
ot|ot|o0*| 0| B | B | A | A
Rezultati: Genotip: | Fenotip:
+ - - + - + - + olo? o)
Pozicija + + + + - + - + o'o? o)
1-pozitivna | + + - + + + - + o' B
(oh + + - + - + - + oA A
+ + - + - + + + O'a? A
Pozicija - + + - - + - + 0% 0? 0
3-pozitivna | - + + - + + - + 0O°B B
(0?) - + + + - + - + O°A A
- + + + - + + + 0% A® A
Pozicija - + - - + - - + BB B
5-pozitivha - + - + + + - + AB AB
(B) - + - + + + + + A’B AB
Pozicije - + - + - + - + AA A
2/4/6 poz. - + - + - + + + A A? A
(non - + - + - + + - AZ A? A
0%/0%/B)
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3.2.3. Geneticki faktori trombofilije

3.2.3.1. Genotipizacija to¢kaste mutacije faktor V Leiden pomoéu PCR-SSP metode

PCR-SSP metoda se koristi za otkrivanje polimorfizma jednog nukleotida pa je za
odredivanje tockaste mutacije potrebno umnoziti slijed DNA koji sadrzi mutaciju G1691A
pomocu alel-specificnih ishodnica. Istovremeno se rade dvije PCR reakcije, jedna s parom
ishodnica koje su komplementarne mutiranom alelu, a druga reakcija s parom ishodnica
komplementarnim normalnom alelu (divlji tip). U seriji uzoraka uvijek se rade pozitivna

(heterozigot za mutaciju ) i negativna kontrola (bidestilirana voda) (Tripodi et al. 1997).

Ishodnice za divlji tip:
5'- GAT GAA CCC ACA GAA AAT GA-3
5- AAA AGT ACC TGT ATT CCT C-3
Ishodnice za mutirani tip:
5'-CAG ATC CCT GGA CAG GCA-3'
5-TGT TAT CAC ACT GGT GCT AA-3
Ishodnice za hormon rasta:
5-GCCTTC CCAACCATT CCCTTA-3
5-TCACGGATTTCTGTTGTGTTT C-3

Genotipizacija mutacije Faktor V Leiden se temelji na prisutnosti ili odsutnosti produkta
umnazanja sa svakim parom alel specifi¢nih ishodnica. U svaku PCR reakciju se stavlja par
ishodnica koji umnaza ulomak humanog hormona rasta s kojim se dokazuje uspjesnost PCR

reakcije i kvaliteta ekstrakcije DNA (pozitivna interna kontrola) (Slika 14.).
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Slika 3.5. Prikaz genotipizacije mutacije FV Leiden pomoc¢u PCR-SSP metode-alel
specifi¢nog PCR-a. Elektroforetsko razdvajanje na 1,5% agaroznom gelu.

Linija 1-negativna kontrola; linije 2,4,6, 8,10-normalni alel FVL; linije 3,5,7,9-PCR
umnozavanje mutiranog alela FVL, ulomci bez mutacije uz prisutnost pozitivne interne
kontrole dio humanog hormona rasta, veli¢ine 434 pb; linijja 11-mutirani alel FVL kod
heterozigotnog nositelja mutacije FVLeiden; linija 12- molekularni biljeg 100 pb.

Nakon zavrSene PCR reakcije slijedi elektroforeza umnozenih sljedova DNA na 1,5%
agaroznom gelu. Na gelu se mogu otkriti tri razlicita genotipa:

e Divlji tip (normalni aleli)

e Heterozigot za mutaciju (normalni i mutirani alel)

e Mutirani homozigot (oba alela su mutirana).
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3.2.3.2. Genotipizacija mutacija G20210A protrombin i C677T metilentetrahidrofolat
reduktaze pomoé¢u metode PCR-RFLP (prema engl. Restriction Fragment Length

Polimorphism - polimorfizam restrikcijskih fragmenata)

Metoda cijepanja umnozenih odsjeCaka DNA pomoc¢u enzima restrikcijskih
endonukleaza jedna je od metoda kojima se otkriva polimorfizam ulomka molekule DNA.
Metoda se bazira na postojanju polimorfnog nukleotida u odredenom odsjeCku DNA koji
moze dovesti do stvaranja novog ili uklanjanja postojeceg restrikcijskog mjesta za odredenu

restrikcijsku endonukleazu.

Ulomak DNA koji sadrzi polimorfni nukleotid se umnozi PCR reakcijom, a zatim se
umnozeni produkt pocijepa s odredenim restrikcijskim enzimom koji prepoznaje specifi¢an
redoslijed od 4 ili 6 nukleotida na kojem cijepa molekule DNA. Restrikcijski enzim cijepa ili
mutirani ili divlji tip. Zatim se fragmenti DNA nastali rezanjem razdvoje elektroforezom na
agaroznom gelu, a nastale vrpce postaju vidljive pomoc¢u UV svjetla. Na gelu se mogu otkriti

tri razli¢ita genotipa: divlji tip, heterozigotni tip i homozigotni mutirani tip (Port et al. 1996).

Protrombin G20210A mutacija
Ishodnice:

5'-TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC-3

5'-ATA GCA CTG GAGCATTG AAG C-3'
Reakcija enzimskog cijepanja s restrikcijskom endonukleazom Hind Il1 tijekom inkubacije 3
do 4 sata na 37°C. U svakoj seriji uzoraka radi se pozitivna (heterozigot za mutaciju ) 1
negativna kontrola (bidestilirana voda). Nakon zavrSene digestije tj. enzimskog cijepanja PCR
produkta radi se provjera produkata RFLP-a na 3% agaroznom gelu pri ¢emu se razdvoje
fragmenti nastali cijepanjem. Specifi¢ni raspored ulomaka na gelu odgovara odredenim

genotipovima.

MTHFR C677T mutacija

Ishodnice
5-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3'
5'-AGG AAC GGT GCG GTG AGA GTG-3'
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Reakcija enzimskog cijepanja s restrikcijskom endonukleazom Hinf I tijekom inkubacije 3
do 4h na 37°C. U seriji uzoraka radi se pozitivna (heterozigot za mutaciju ) i negativna

kontrola (bidestilirana voda). Postupak provjere produkata RFLP je isti kao i kod odredivanja

mutacije G20210A u genu za protrombin.

Slika 3.6. Prikaz elferograma na 4% agaroznom gelu nakon digestije ulomka G20210A
protrombin mutacije pomocu enzima Hind III

Linije 1-3 normalni genotipovi, bez mutacije, linija 4-heterozigotni nositelj mutacije
G20210A protrombin, linija 5-molekularni biljeg 100 pb
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Slika 3.7. Prikaz elferograma na 4% agaroznom gelu nakon digestije ulomka C677T MTHFR
mutacije pomoc¢u enzima Hinf I

Linije 1,2,5,7,10 - heterozigotni nositelji mutacije C677T MTHFR; linije 3,6,12-homozigotni
nositelji mutacije C677T MTHFR, linije 4,8,9,11,13,14,15-normalni genotipovi, bez mutacije;
linija 16-molekularni biljeg 100 pb

3.2.3.3. Genotipizacija mutacija FV Leiden, G20210A protrombin i C677T
metilentetrahidrofolat reduktaze pomoéu metode real-time PCR (RT-PCR) tj.

lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu

Real-time PCR, polimerazna lan¢ana reakcija u stvarnom vremenu, je visoko osjetljiva
metoda koja se koristi za umnazanje 1 istodobnu kvantifikaciju Zeljenih slijedova DNA.
Metoda se temelji na 5’-3' egzonukleaznoj aktivnosti Taqg DNA polimeraze koja razgraduje
fluorescentnu probu i dovodi do oslobadanja reporter boje. Pomocu intenziteta emisije

fluorescencije reporter boje prati se nastanak PCR produkata tijekom vremena.
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RT-PCR metoda zahtijeva dvije dvostruko oznacene fluorescentne probe (npr. VIC i FAM),
od kojih se jedna veze na divlji tip 1 oznacava alel 1, a druga se veze na mjesto mutacije i
oznacava alel 2. Proba je oligonukleotid obiljeZzen sa reporter (emitirajuom) bojom na 5’
kraju i quencher bojom (koja gasi) na 3’ kraju.

Dvostruko oznacena proba se veze za komplementarni dio unutar Zeljenog slijeda DNA koji
se umnaza. Kada je proba intaktna, fluorescencija reporter boje je onemogucena blizinom
boje koja gasi. Tijekom umnazanja, polimeraza razgraduje probu, pri ¢emu dolazi do
oslobadanja i odvajanja reporter boje od boje koja gasi, te povecanja fluorescencije reporter
boje. Signal fluorescencije se normalizira uskladivanjem emisije intenziteta reporter boje s
emisijom referentne boje koja je ukljucena u reakcijsku smjesu. Taj proces se ponavlja u
svakom ciklusu i ne utjeCe na eksponencijalnu akumulaciju produkta (Tripodi et al. 1997).
Intenzitet fluorescencije reporter boje se povecava iz ciklusa u ciklus, razmjerno sa
povecanjem koli¢ine umnozZenog produkta. Amplifikacijska krivulja graficki prikazuje
povezanost signala fluorescencije i broja ciklusa umnozavanja. Bazi¢nu liniju amplifikacijske
krivulje ¢ine pocetni ciklusi umnazanja u kojima ne dolazi do velikih promjena u signalu
fluorescencije. Povecanje fluorescencije iznad bazi¢ne linije oznacava detekciju umnoZenog
produkta. Threshold cycle (Ct) oznacava broj ciklusa u kojem intenzitet fluorescencije prelazi
intenzitet praga. Real-time PCR tehnologija je visoko automatizirana, pri ¢emu uredaj
kontinuirano mjeri fluorescenciju u svim uzorcima tijekom umnazanja, a software te podatke
obraduje i analizira.

Razvoj real-time PCR tehnologije omogucio je jednostavno, brzo i vrlo osjetljivo odredivanje

tockastih mutacija pomocu alelne diskriminacije (Slika 3.8.).
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Slika 3.8. Prikaz alelne diskriminacije nakon provedenog real-time PCR umnoZzavanja
uzoraka za mutaciju FV Leiden na uredaju AB 7500 RT-PCR System

Pojava signala fluorescencije reporter boje je dokaz efikasnosti umnazanja pojedinog alela.
Na temelju omjera intenziteta fluorescencije reporter boja (FAM i1 VIC) moze se odrediti koji
se alel dominantno umnaza. Ako je umnozen samo divlji tip alela, tj. normalan alel bez
mutacije, prisutan je signal fluorescencije reporter boje kojom je oznacena proba za divlji tip
alela. Kod heterozigota s jednim divljim, a drugim mutiranim alelom prisutni su signali
obadvije reporter boje, a kod mutiranog homozigotnog alela samo signal reporter boje kojom
je oznacena proba za mutirani alel. Fluorescencija svakog uzorka na kraju umnaZanja smjesta
se u graf s osi x (intenzitet fluorescencije FAM boje) i osi y (intenzitet fluorescencije VIC

boje). Iz grafa se lako mogu ocitati tri moguca genotipa za neku mutaciju (REF).
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Ishodnice za FVL
5-GAA AGG TTACTT CAA GGA CAA AAT ACCT-3
5-AGA CAT CGC CTC TGG GCT AAT AG-3'

Probe za FVL
FVL1-FAMYG5-TAT TCC TCG CCT GTC C-3'
FVL2 - VIC5-TATTCC TTG CCT GTC CAG-3'

Ishodnice za FIl G20210A mutaciju
5-GTT TCT AAA ACT ATG GTT CCC AAT AAA AGT-3'
5-TGA ATAGCA CTG GGAGCATTG A-3'
Probe za FIl G20210A mutaciju
FIl1 - FAM 5-ACT CTC AGC GAG CC-3'
FII2 - VIC 5-ACT CTC AGC AAG CC-3'

Ishodnice i probe za MTHFR C677T mutaciju sadrzane su u zatvorenom kitu 20X TagMan
SNP Genotyping Assay, Human, lot. C_1202883 20, Chr 1, d1s2667 (Applied Biosystem,
USA) .

3.3. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Statisticka obrada rezultata dobivenih za kontrolnu skupinu K i skupine A i B
bolesnika sastojala se od statisticke usporedbe pomoc¢u odgovarajucih testova za populacijske
geneticke analize (frekvencije alela) 1 usporedbe nebrojanih podataka (logisticka analiza

regresije za omjer izgleda-OR, uz 95% interval pouzdanosti, y’test).
Statisticke metode

Dobiveni rezultati prikazani su apsolutnom 1 relativnom ucestaloS¢u 1 prikazani su u

tablicama. Dob sudionika prikazana je medianom i rasponom.

U obradi dobivenih rezultata koristili su se statisticki testovi za usporedbu nezavisnih
kategorickih podataka; thest 1 Fisherov test za utvrdivanje razine znac€ajnosti razlike izmedu

skupina i Omjer izgleda, uz 95% granice pouzdanosti, za procjenu jacine povezanosti
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varijabli, odnosno procjenu utjecaja ABO genotipova i genetskih faktora rizika tromboze na

razvoj venske i arterijske tromboze (Altman et al. 1995).
Razina statisticke znacajnosti je postavljena na 0,05 u svim analizama.

Fisherov test korististen je u analizi statistiCke znacajnosti kada je barem jedna frekvencija u
kontingencijskoj tablici bila manja od 5 (<5) (Petrovecki et al. 2010).

Za analizu pojavnosti pojedinih ABO alela koristen je test razlike proporcije (Simundié et al.
2008).

U analizi rezultata koriSten je statisticki program MedCalc software version 12.
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4. REZULTATI

U istrazivanju su obuhvacene tri skupine ispitanika. Jednu (A) su sa¢injavali bolesnici

sa dijagnosticiranom venskom trombozom, drugu (B) bolesnici sa akutnim infarktom

miokarda koji predstavljaju arterijske tromboembolije i tre¢u (K), kontrolnu - zdravi

dobrovoljni davatelji krvi koji u obiteljskoj anamnezi nemaju tromboembolijskih bolesti.

4.1. Rezultati usporedbe skupina bolesnika i kontrolne skupine

Usporedili smo zajedni¢ke rezultate ispitivanih skupina A i B (bolesnici sa venskim

trombozama 1 akutnim infarktom miokarda) sa rezultatima dobivenim u kontrolnoj skupini

(K). U skupini bolesnika bilo je ukupno 346 ispitanika, a u kontrolnoj 303.

Tablica 4.1. Podaci o spolu i ¢imbenicima tromboze kod skupine bolesnika i kontrolne

skupine
median FVL Al MTHFR
zene MuSkarci godina heterozigot/ G20210A homozigot
- o -0 .
broj (%) | broj (%) (raspon) homozigot heteroz!got/ Ce677T
homozigot
bSoiT:sF:inkil 171 175 55
(A+B) 40 12 42
49,4 50,6 18-93
(Negag) | (o4 | (608 | (1899
Kontrolna 123 180 38
skupina (K) 9 10 32
(N=303) (40,6) (59,4) (18-76)

Sumirajuéi podatke dobili smo jednaku zastupljenost Zena (49,4%) i muskaraca (50,6%)

medu bolesnicima, dok je taj omjer u kontrolnoj skupini na strani muskaraca (59,4%).

Povecani broj nalaza nasljednih ¢imbenika rizika za tromboze kod bolesnika nalazimo samo

kod mutacije FV Leiden.
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Tablica 4.2. ABO genotipovi kod skupine bolesnika i kontrolne skupine

Krvna Genoti Bolesnici Kontrolna skupina
grupa P broj (%) broj (%)
0101 99 (28,6) 113 (37,3)
= 0102 9 (2,6) 8 (2,6)
0202 1 (0,3) 1 (0,3)
AlAl 12 (3,5) 12 (4,0)
O1Al 110 (31,8) 82 (27,0)
A 02A1 1 (0,3) 5 (1,7)
AlA2 1 (0,3) 5 (1,7)
O1A2 21 (6,1) 11 (3,6)
02A2 1 (0,3) -
BB 1 (0,3) 2 (0,7)
B 01B 61 (17,6) 48 (15,8)
02B 6 (1,7) -
AB AlB 20 (5,7) 13 (4,3)
A2B 3 (0,9) 3 (1,0)
UKUPNO 346 303

U Tablici 4.2. prikazana je raspodjela krvnih grupa bolesnika i kontrolne skupine prema

fenotipu 1 prema genotipu. Medu bolesnicima je najzastupljenija A krvna grupa uz vodeci

genotip O1A1 ¢&iji su nositelji zastupljeni sa 31.8%. U kontrolnoj skupini najvise je nositelja

0101 genotipa (37.3%). Njihov postotak medu bolesnicima iznosi 28.6%. U fenotipskoj B

krvnoj grupi najzastupljeniji je genotip O1B1 i u skupini bolesnika (17.6%) i u kontrolnoj

skupini (15.8%). Krvna grupa AB ocekivano je ¢eS¢e zastupljena A1B genotipom nego A2B i

kod bolesnika i kod ispitanika iz kontrolne skupine.

Graficki prikazi raspodjele prezentirani su na slikama 4.1. i 4.2.
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Slika 4.2. Grafic¢ki prikaz raspodjele genotipova krvnih grupa u kontrolnoj skupini



Tablica 4.3. Usporedba pojavnosti OO i ne-OO krvne grupe kod bolesnika (A+B skupine) i
kontrolne skupine

Bolesnici Kontrolna Omijer izgleda
Krvna (A+B) skupina (K) a on P
. . k % ClI Ki
grupa broj (%) broj (%) Ukupno (95% C )rziiitombom (4 test)
N=346 N=303
(0]0) 109 (47,2) 122 (52,8) 231
1,46 0,025
ne-0O0 237 (56,7) 181 (43,3) 418 (1,06-2,02)
! Cl=confidence interval, interval pouzdanosti
250
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Slika 4.3. Grafi¢ki prikaz usporedbe pojavnosti nositelja OO i ne-OO genotipova u bolesnika
i u kontrolnoj skupini

Nositelji OO genotipa medu bolesnicima ¢ine 47,2% (109/231), a ne-OO0 nositelji 56,7 %

(237/418). y* testom utvrduje se kao statisticki znacajna razlika na razini p=0,025. Omjer

izgleda za razvoj tromboze i infarkta, tj. povecani tromboticki rizik kod ne-OO nositelja u

odnosu na OO nositelje iz dobivenih ukupnih rezultata ispitivanja iznosi OR= 1,46 uz 95%

Cl:1,06 — 2,02 iz ¢ega se moze zakljuciti da su izgledi za razvoj tromboze kod ne-OO
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nositelja 1,46 puta veéi u odnosu na nositelje genotipa OO (na jednog OO-nositelja koji

razvije vensku trombozu ili infarkt miokarda dolazi priblizno 1,5 ne-OO nositelja). Izrac¢unati

omjer izgleda statisticki je znacajan na razini p<0,05 (Cl = 1,06 > 1).

Tablica 4.4. Usporedba pojavnosti OO i svih ne-OO genotipova kod bolesnika (A+B
skupine) i kontrolne skupine

Bolesnici Kontrolna
Genotipovi A+B skupina (K P
krvnih gprupa b(roj (02) bch))j (O/E) ! OR (95% Cl) (o test)
N=346 N=303
AlAl 12 (35) 12 (4,0) 1,12 (0,48-2,60) 0,961
AlA2 1 (0,3) 5 (1,7 0,22 (0,03-1,95) 0,228
O1A1/02A1 | 111 (32,1) | 87 (27,0) 1,43 (0,98-2,09) 0,083
O1A2/02A2 | 22 (64) 11 (36) 2,24 (1,04-4,83) 0,056
BB/01B/02B 68 (19,6) 50 (16,5) 1,52 (0,97-2,38) 0,083
Al1B A2B 23 (6,6) 16 (5,3) 1,6 (0,81-3,20) 0,234
00 109 (31,5) | 122 (40,3)

! Cl=confidence interval, interval pouzdanosti

Statistickom obradom utvrden je veci, ali ne i statisticki znacajan rizik za obolijevanje od

tromboembolijskih bolesti kod nositelja O1A2/02A2 genotipa nego kod nositelja OO

genotipa. Grani¢nu znacajnost postizu 1 genotipovi O1A1/02A1 1 BB/O1B/O2B, ali bez

potvrdene statisticke znacajnosti.
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Tablica 4.5. Usporedba pojavnosti OO i ne- OO krvnih grupa i faktora rizika kod bolesnika

(A+B skupine) i u kontrolnoj skupini

Genotipovi krvnih Bolesnici (A+B) SESS;;IF;) P
grupa i faktori broj (%) ) OR (95% CI%) (o test /
rizika N=346 broj (%) Fisher test)
N=303
OO0 FVL (5 97 (28,0) 121 (39,9) #
OO FVL (+) 12 (3,5 1 (0,3) *14,97 (1,91-117,15) 0,008
Ne- 00 FVL (-) 209 (60,4) 173 (57,1) 1,51 (1,08 -2,11) 0,02
Ne- 0O FVL (+) 28 (8,1) 8 (2,6) 4,36 (1,90-10,01) <0,001
OO FII () 105 (30,4) 120 (39,6) #
OO FII (+) 4 (L1) 2 (0,66) 2,29 (0,41-12,73) 0,4250
Ne- OO FV II (5) 228 (65,9) 173 (57,1) 1,51 (1,09-2,09) 0,018
Ne- OO FV II (+) 9 (2,6) 8 (2,6) 1,28 (0,48-3,45) 0,234
0O MTHFR (-) 93 (26,9) 102 (33,6) #
OO0 MTHFR (+) 16 (4,6) 20 (6,6) 0,87 (0,43-1,79) 0,859
Ne- 00 MTHFR (-) 207 (59,8) 169 (55,8) 1,34 (0,95-1,90) 0,114
Ne- 00 MTHFR (+) 30 (87) 12 (4,0) 2,74 (1,33-5,67) 0,009

# referentna kategorija,* statisti¢ka analiza limitirana zbog malog broja sluajeva, * Cl=confidence interval,

interval pouzdanosti

Pozitivni FVL u skupini

ne-O0 nositelja povecava izglede za razvoj venske tromboze i

infarkta miokarda oko 4 puta u odnosu na FVL negativne OO nositelje, dok negativan FVL u

skupini ne-OO0 nositelja povecava izglede za razvoj ovih bolesti oko 1,5 puta.

Negativan FIlI G20210A u skupini ne-OO nositelja povecava izglede za razvoj tromboze i

infarkta oko 1,5 puta u odnosu na negativne FIl G20210A OO nositelje, dok pozitivan FIl u

skupini ne-OO0 nositelja ne povecava izglede za razvoj bolesti.

U skupini ne-O0 nositelja, MTHFR 677TT pozitivni, tj. homozigotni nositelji mutacije imaju

oko 3 puta vece izglede razvoja tromboembolijskih bolesti od OO nositelja koji su MTHFR

677TT negativni.
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Tablica 4.6. Usporedba skupine bolesnika (A+B) i kontrolne skupine prema spolu
Bolesnici | Kontrolna

(A+B) skupina(K) 0 1 P
Spol broj (%) broj (%) Ukupno OR (95% CI) (thest)

N=346 N=303
Zene 171 (58,2) | 123 (41,8) 294

1,43 (11,05-1,95) P=0,005

Muski 175 (49,3) | 180 (50,7) 355

1 Cl=confidence interval, interval pouzdanosti
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Slika 4.4. Graficki prikaz usporedbe skupine bolesnika i kontrolne skupine u odnosu na spol

Incidencija oboljenja kod Zena iznosi 58,2% (171/294), a kod muskaraca 49,3 % (175/355),
Sto se i’ testom utvrduje kao statisticki znacajna razlika na razini p=0,005. Zakljucujemo da je
incidencija tromboembolijskih bolesti kod Zzena statisticki znacajno veca u odnosu na
muskarce. Omjer izgleda za razvoj ovih bolesti kod Zena u odnosu na muskarce je OR= 1,43
uz 95% CI : 1,05 — 1,95 iz ¢ega se zakljucuje da su ti izgledi kod zena 1,43 puta veéi u odnosu

na muskarce. Izracunati omjer izgleda je statisticki znac¢ajan na razini p<0,05 ( Cl = 1,05 > 1).




4.2.  Rezultati usporedbe skupine bolesnika s venskim tromboembolijama (A) i
kontrolne skupine

Skupinu A saéinjavalo je ukupno 164 bolesnika i podijelili smo ih na tri podskupine: bolesnici
sa venskim tromboembolitisom (60), kroni¢nom venskom bolesti (69) i dubokom venskom
trombozom (35). Skupinu K sacinjavalo je 303 zdrava davatelja krvi.

U Tablici 4.7. prikazani su statisti¢Cki obradeni rezultati raspodjele bolesnika skupine A i
kontrolne skupine (K) prema spolu, dobi i ¢imbenicima koji povecavaju rizik za razvoj
tromboze.

Tablica 4.7. Podaci o spolu, dobi i ¢imbenicima tromboze kod skupine bolesnika sa venskom
trombozom 1 kontrolne skupine

D

5 - ob Median | FVL il MTHER
zene muski odina heteroz./ G20210A Co677T
broj (%) | broj (%) | <45 45 | 9 "1 heteroz./ _
. . (raspon) | homoz. homozigot

godina godina homoz.
Sk”ﬁ'"a 104 60 63 101 52 32 6 24
(Neteqy | (€39 (36,6) (38,4) 616) | (18-86) | (19,5) 3.7) (14,6)
Skuls'"a 123 180 193 110 38 9 10 32
(N=303) (40,6) (59,4) (63,7) (36,3) (18-76) (3,0 (3,3 (10,5)

Iz tablice je vidljivo da je medu bolesnicima skoro dvostruko viSe Zena (63,4%) nego
muskaraca, dok ih je u kontrolnoj skupini manje (40,6%). Od ukupno 164 bolesnika, 101
(61.6%) su stariji od 45 godina dok je u kontrolnoj skupini vise (63,7%) osoba mladih od 45
godina. Ova dobna granica koristi se u klinickoj praksi kod donoSenja odluke o potrebi
laboratorijskog testiranja nasljednih trombofilija $to je indicirano u slu¢ajevima sumnji na
trombozu kod osoba mlade Zivotne dobi. Cimbenici koji utje¢u na poveéani rizik za razvoj
tromboze su ces¢e otkriveni kod skupine bolesnika nego kod kontrolne, FVL 19.5%, FII
20210A 3,7%, a MTHFR 677TT 14,6%.

Svim bolesnicima iz skupine A, kao i svim davateljima (skupina K) odredili smo ABO

genotip i dobiveni rezultati su prikazani u Tablici 4.8.
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Tablica 4.8. ABO genotip kod skupine bolesnika s venskom trombozom i kontrolne skupine

Skupina A Kontrolna
Genotip bolesnici skupina
broj (%) broj (%)
o101 42 (25,6) 113 (37,2)
0102 4 (24) 8 (2,6)
0202 1 (0,6) 1 (0.3
AlAl 7 (42 12 (4,0
O1A1 48 (29,5) 82 (27,0
O1A2 8 (49 11 (3,6)
AlA2 1 (0,6) 5 (1,7)
02A1 1 (0,6) 5 (1,7
02A2 1 (0,6) -
BB - 2 (0,7
0O1B 34 (20,7) 48 (15,8)
02B 2 (1,2 -
AlB 14 (8,5) 13 (4,3)
A2B 1 (0,6) 3 (1,0
164(100) 303(100)

O %;:2,4
S %::;64,2
AB
%:1,2
%;29,5
B P

%; 0,6 %; 4,9
mO101 w0102 w0202 = AlAl 0O1A1 mOlA2 mAlA2
02A2 w=mBB m01B =028 mALB mA2B

Slika 4.5. Graficki prikaz raspodjele bolesnika s venskom tromboembolijom
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Medu bolesnicima najzastupljenija je A krvna grupa (40.4%), a vodeci genotip je Ol1Al
(29.5%). U kontrolnoj skupini najvise je osoba O krvne grupe (40.1%) sa O101 genotipom
(37,2%)). Krvna grupa B zastupljena je kod bolesnika sa 21.9% i to uglavnhom O1B genotip
(20.7%). Medu kontrolnim ispitanicima je 16.5% B krvne grupe. I kod bolesnika i kod
davatelja krvi najmanje je zastupljena AB krvna grupa, uz oc¢ekivano vecu zastupljenost A1B
genotipa.

Tablica 4.9. Usporedba pojavnosti OO i ne-OO0 krvne grupe kod skupine bolesnika s
venskom trombozom i kontrolne skupine

Skupina A Kontrolna OR
Krvna bolgsnlu skupl_na (K) Ul (95% CIY) za vensku 2P
grupa broj (%) broj (%) trombozu (" test)
N=164 N=303
00 47 (27,8) | 122 (72,2) 169
1,68 (1,12-2,53) 0,017
ne-O0O 117 (39,3) | 181 (60,7) 298

' Cl=confidence interval, interval pouzdanosti

Incidencija venske tromboze kod nositelja OO krvne grupe iznosi 27,8% (47/164), a kod ne-
0O nositelja 39,3 % (117/298), sto se X? testom utvrduje kao statisti¢ki znadajna razlika na
razini p=0,017. ZakljuCujemo da je incidencija venske tromboze kod ne-OO KG statisticki

znacajno veca.
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Slika 4.6. Graficki prikaz usporedbe pojavnosti OO i ne-OO krvne grupe kod bolesnika sa
venskom trombozom i kontrolne skupine
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Omijer izgleda za razvoj tromboze kod ne-OO nositelja u odnosu na OO nositelje iz dobivenih

podataka iznosi OR= 1,68 uz 95% CI : 1,12 — 2,53 iz ¢ega se zakljuCuje da su izgledi za

razvoj tromboze kod ne-OO nositelja 1,68 puta veci u odnosu na OO nositelje (na jednog OO

nositelja koji razvije trombozu dolaze priblizno dva ne-OO nositelja koji razviju trombozu), te

da je izraCunati omjer izgleda statisticki znacajan na razini p<0,05 (jer je donja granica Cl =

1,12 > 1).

Tablica 4.10. Usporedba pojavnosti OO i ne-OO genotipova kod skupine bolesnika sa

venskom trombozom i kontrolne skupine

Skupina A Kontrolna

Genotipovi bolesnici skupina (K) OR a 2 P
. . . (95% CI") (" test /
krvnih grupa broj (%) broj (%) za vensku trombozu Fisher test)
N=164 N=303

AlAl 7 (43) 12 (4,0 1,33 (0,48-3,64) 0,081
AlA2 1 (0,6) 5 1,7 0,52 (0,06-4,79) 1,000
01A1/02A1 49 (29,9) 87 (29,0) 1,50 (0,96-2,66) 0,093
01A2/02A2 9 (5,5 11 (3,6) 2,35 (0,85-6,47) 0,157
01B/02B/BB 36 (22,0) 50 (16,5) 1,87 (1,08-3,22) 0,034
Al1B/A2B 15 (9,0) 16 (5,3) 2,84 (1,21-6,67) 0,025
00 47 (28,7) 122 (40,3)

! Cl=confidence interval, interval pouzdanosti

Na oba nacina (preko OR ili x2 testom/Fisher testom) postize se jednak rezultat; ne-OO

nositelji imaju zna€ajno vecu incidenciju venske tromboze od OO nositelja 1 to kod

genotipova O1B/O2B/BB i AB/ A2B.
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Tablica 4.11. Usporedba pojavnosti OO i ne-OO krvnih grupa i ¢imbenika rizika kod
skupine bolesnika s venskom trombozom i kontrolnom skupinom

Skupina A Kontrolna
. . . OR P
vt(rvna.g.r u_pz_i ' bO|P:SI’1ICI skupl_na (K) (95% C1%) za vensku (P test) /
¢imbenici rizika broj (%0) broj (%0) .
(N=164) (N=303) trombozu Fisher test)
OO FVL () 37 (23) 121 (40) i -
OO FVL (+) 10 (6) 1(0,3) 32,70 (4,05-2639709) <0,001*
Ne- OO FVL (-) 95 (58) 173 (57,1) 1,78 (1,15-2,80) 0,013
Ne- OO FVL (+) 22 (13) 8(2,6) 8,99 (3,70-21,88) <0,001
OO FII (-) 44 (27) 120 (39,6) i -
OO FII (+) 3(2) 2(0,7) 4,09 (0,67-65370) 0,132
Ne- OO F Il (-) 114 (69) 173 (57,1) 1,79 (1,18-2,73) 0,008
Ne- OO F Il (+) 3(2) 8(2,6) 1,02 (0,26-4,03) 1,000
OO MTHFR (-) 39 (24) 102 (33,6) i -
OO MTHFR (+) 8 (5) 20 (6,6) 1,05 (0,43-2,57) 0,895
Ne- OO MTHFR (-) 97 (59) 169 (55,8) 1,50 (0,96-2,34) 0,096
Ne- OO MTHFR (+) 20 (12) 12 (4,0) 4,36 (1,95-9,75) 0,001

1 referentna kategorija, *statisti¢ka analiza limitirana zbog malog broja slu¢ajeva,” Cl=confidence interval,

interval pouzdanosti

Pozitivni FVL u skupini ne-OO nositelja povecava izglede za razvoj tromboze oko 9 puta u

odnosu na FVL negativne OO nositelje, dok negativan FVL u skupini ne-OO nositelja

povecava izglede za razvoj venske tromboze oko 2 puta.

Negativan FIl G20210A u skupini

ne-O0 nositelja povecava izglede za razvoj venske

tromboze oko 2 puta u odnosu na FIl G20210A negativhe OO nositelje, dok pozitivan FlI

G20210A u skupini ne-OO nositelja ne povecava izglede za razvoj tromboze.

U skupini ne-O0 nositelja, MTHFR 677TT pozitivni imaju oko 4 puta vece izglede razvoja

venske tromboze od OO-nositelja koji su MTHFR 677TT negativni.
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Tablica 4.12. Usporedba bolesnika s venskom trombozom i kontrolne skupine prema spolu
Skupina A Kontrolna
bolesnici skupina (K) OR P
0 ik
e broj (%) broj (%) e za veglgs?(ft(r:c:r%bozu (c test)
N=164 N=303
Zene 104 (458) | 123 (54,2) 227 553
<0,001
1,71-3,75
Mugki 60  (25) | 180 (75) 240 ( )

1 Cl=confidence interval, interval pouzdanosti

Incidencija tromboze kod Zena iznosi 45,8% (104/227), a kod muskaraca 25 % (60/240), §to

se y° testom utvrduje kao statisticki znaGajna razlika na razini p<0,001. Zakljuujemo da je

incidencija venske tromboze kod Zena statisticki znacajno ve¢a u odnosu na muskarce.

180
160}
140?.
120:.

100 §-

Broj

80 -
80 |-
401

20 -

B Zene
MW muskarci

1
VTE

2
KS

Slika 4.7. Graficki prikaz usporedba bolesnika s venskom trombozom i kontrolne skupine

prema spolu

Omjer izgleda za razvoj tromboze kod zena u odnosu na muskarce je OR= 2,53 uz 95% CI :

1,71 — 3,75 iz Cega se zakljuCuje da su izgledi za razvoj venske tromboze kod zena 2,53 puta

veéi u odnosu na musSkarce 1 da je izraCunati omjer izgleda statisticki znaCajan na razini

p<0,05 (donja granica Cl = 1,71 > 1).
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4.3. Rezultati usporedbe skupine bolesnika s arterijskim tromboembolijama - infarkt
miokarda (B) i kontrolne skupine

Drugu ispitivanu skupinu (B) sacinjavalo je 182 bolesnika kojima je uz klinicke simptome,

kardioloSkom obradom i laboratorijskim ispitivanjima dijagnosticiran infarkt miokarda.

Usporedili smo identicnim nac¢inom njihove podatke o spolu, dobi i ¢imbenicima tromboze sa

kontrolnom skupinom (K) i dobiveni rezultati su prikazani u Tablici 4.13.

Tablica 4.13. Podaci o spolu, dobi i ¢imbenicima tromboze kod skupine bolesnika s akutnim
infarktom miokarda i kontrolne skupine. U zagradi su navedeni postoci, a kod medijana
raspon godina.

Dob Fll
o . s Median FVL G20210A MTHFR
Ispitanici Zene muski . heteroz/ Ce77T
<55 >55 godina heteroz/ .
. . homoz. homozig.
godina  godina homoz.
Skupina B 67 115 45 137 64 8 6 18
bolesnici
(N=182) (36,8) (63,2) (24,7) (75,3) | (20-93) (4,4) (3,3 9,9
Kontrolna 123 180 258 45 38 9 10 32
skupina
(N=303) (40,6) (59,4) (85) (15) (18-76) (3,0) (3.3) (10,6)

Medu bolesnicima je veci broj muskaraca (63,2%) 1 omjer je slian kontrolnoj skupini, a
medijan dobi je 64 godine uz raspon od 20 do 93 godine. Dobnu granicu od 55 godina
postavili smo sukladno kardioloskim zapazanjima prema kojima je pojavnost infarkta
miokarda ucestalija iznad 55. godine Zivota. Usporedivanjem nasljednih ¢imbenika rizika za

trombozu ne pronalaze se znacajne razlike.

U Tablici 4.14. prikazani su rezultati ispitivanja ABO genotipa kod skupine bolesnika s
infarktom miokarda (skupina B) 1 usporedeni Su sa rezultatima kontrolne skupine. Medu
bolesnicima su najvise (44.0%) zastupljeni nositelji A krvne grupe, a najve¢im postotkom
(34.1%) su zastupljeni nositelji genotipa O1A1. U kontrolnoj skupini je 40.2% nositelja O
krvne grupe i 38.0% A. Od sva tri genotipa B krvne grupe (BB, O1B i O2B) najvise je
zastupljen genotip O1B (14.8% kod bolesnika i 15.8% kod zdravih ispitanika).
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Tablica 4.14. ABO genotip kod skupine bolesnika s akutnim infarktom miokarda i kontrolne
skupine

Slika 4.8. Grafi¢ki prikaz raspodjele genotipova krvnih grupa u skupini bolesnika s infarktom

miokarda

Skupina B Kontrolna

Genotip bolesnici skupina (K)
broj (%) broj (%)

0101 57 (31,3) 113 (37,3)
0102 5 (2,7) 8 (2,6)
0202 1 (0,3)
AlAl 5 (2,8) 12 (4,0
O1A1 62 (34,1) 82 (27,0)
O1A2 13 (7,1) 11 (3,6)
AlA2 - 5 (1,7)
02A1 - 5 (1,7)
BB 1 (0,6) 2 (0,7)
01B 27 (14,8) 48 (15,8)

02B 4 (2,2 -

AlB 6 (3,3) 13 (4,3)
A2B 2 (1,1 3 (1,0
182 303

mO101 w0102 0202 AlAl

mO2A2 m02A1 mBB

01A1 mO1A2 mALA2

m0l1B w028 mAlB mA2B
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Tablica 4.15. Usporedba pojavnosti OO i ne-OO krvne grupe kod skupine bolesnika s
akutnim infarktom miokarda i kontrolne skupine

SkupinaB | Kontrolna OR
Krvna bolesnici | skupina (K) 1 P
-0 -0 Ukupno (95% CI") 2
griipa broj (%) broj (%) za akutni infarkt Octesh
N=182 N=303
(e]0) 62 (33,7) | 122 (66,3) 184
1,30
0,206
(0,89-1,96)
ne-00 120 (39,9) | 181 (60,1) 301

1 Cl=confidence interval, interval pouzdanosti

Incidencija akutnog infarkta miokarda kod nositelja OO krvne grupe iznosi 33,7% (62/184),

a kod nositelja ne-O0 39,9 % (120/303). X testom se utvrduje da nema statistidki znacajne

razlike izmedu skupine OO i ne-OO nositelja na razini p=0,206.
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Slika 4.9. Grafi¢ki prikaz usporedbe pojavnosti OO i ne-OO krvne grupe kod skupine
bolesnika s infarktom miokarda i kontrolne skupine
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Tablica 4.16. Usporedba pojavnosti OO i ne-OO genotipova kod skupine bolesnika s akutnim
infarktom miokarda i kontrolne skupine

Skupina B Kontrolna OR
Genotipovi bolesnici skupina (K) (95% CIY) P
krvnih grupa | broj (%) broj (%) o alutni infarkt (o test)
N=182 N=303

AlAl 5 (2,7) 12 (4,0 0,82 (0,28-2,43) 0,929
Al1A2 - 4 (1,3) - -
O1A1 62 (34,1) 82 (27,0) 1,49 (0,95-2,33) 0,105
0O1A2 13 (7,1) 11 (3,6) 2,33 (0,99-5,49) 0,082
02A1 - 5(1,65) - -
BB/01B/02B 32 (17,6) 50 (16,5) 1,26 (0,73-2,16) 0,484
AlB A2B 8 (44) 16 (5,3) 0,98 (0,40-2,43) 0,846
00 62 (34,1) 122 (40,3)

! Cl=confidence interval, interval pouzdanosti

Na oba naéina statisticke obrade dobivenih rezultata (preko OR ili y* testom) postiZe se

jednak zaklju¢ak da ne-OO nositelji niti u jednom genotipu nemaju znacajno veéu

incidenciju akutnog infarkta od OO nositelja. Grani¢ne rezultate biljezimo samo kod nositelja

O1AZ2 genotipa bez potvrdene statistiCke znacajnosti.
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Tablica 4.17. Usporedba pojavnosti OO i ne-OO krvnih grupa i ¢imbenika rizika kod

skupine bolesnika s akutnim infarktom miokarda

Genotipovi krvnih Skupina B Kontrolna
grupa i ¢imbenici bolesnici skupina (K) OR q 2 P

. . . (95% CI") (" test) /
rizika broj (%6) broj (%6) za akutni infarkt Fisher test)

(N=182) (N=303)

OO FVL () 60 (32,97) 121 (39,9) #
OO FVL (+) 2 (1,10 1 (0,3) 4,03 (0,39-45,44) 0,263
Ne- OO FVL (-) 114 (62,64) 173 (57,1) 1,33 (0,90-1,96) 0,182
Ne- OO FVL (+) 6 (3,30) 8 (2,6) 1,51 (0,50-4,56) 0,655
OO FII (-) 61 (33,52) 120 (39,6) #
OO FII (+) 1 (0,55) 2 (0,66) 0,98 (0,09-11,06) 1,00
Ne- OO FV 11 (-) 114 (62,64) 173 (57,1) 1,30 (0,88-1,91) 0,225
Ne- OO FV II (+) 6 (3,30) 8 (2,6) 1,48 (0,49-4,44) 0,687
OO MTHEFR (-) 54 (29,67) 102 (33,6) #
OO MTHFR (+) 8 (4,40) 20 (6,6) 0,8 (0,31-1,83) 0,685
Ne-OO MTHFR (-) | 110 (60,44) 169 (55,8) 2,0 (1,38-3,01) 0,374
Ne-OO MTHFR (+) | 10 (5,49) 12 (4,0 2,61 (1,07-6,37) 0,451

# referentna kategorija, "Cl=confidence interval, interval pouzdanosti

Pozitivni ¢imbenici za povecani rizik od nastanka tromboze (FVL, F I G20210A, 677 TT

MTHEFR) niti u jednoj skupini ne povecavaju izglede za razvoj akutnog infarkta miokarda.

Tablica 4.18. Usporedba skupine bolesnika s akutnim infarktom miokarda i kontrolne

skupine prema spolu

Skupina B | Kontrolna
. . OR
bolesnici | skupina (K) (95% CIY) P
Spol broj (%) | broj (%) Ukupno 2 akutr(:i . (o test)
N=182 N=303
muski 115 (39,0) | 180 (61,0) 295 117
(0,80-1,71) P=0,466
Zene 67 (352) | 123 (64,8) 190

ICl=confidence interval, interval pouzdanosti

Incidencija akutnog infarkta kod muskaraca iznosi 39,0% (115/295), a kod Zena 35,2 %

(67/190). ¥* testom se utvrduje da nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu spolova kod

pojave akutnog infarkta na razini p=0,466.
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Slika 4.10. Graficki prikaz usporedbe skupine bolesnika s infarktom miokarda i kontrolne
skupine prema spolu
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Tablica 4.19. Usporedba pojavnosti infarkta miokarda u skupini bolesnika i kontrolnoj prema
zivotnoj dobi

SkupinaB | Kontrolna
Dob bolesnici | skupina (K) OR P
(god) | broj(%) | broj (%) Ukupno (95% CI') ;
ii test
N NE303 za akutni infarkt () test)
>55 137 (75,2) | 45 (24,8) 182
17,46 (10,99-27,71) <0,001
<55 45 (14,9) 258 (85,1) 303

Cl=confidence interval, interval pouzdanosti

Incidencija akutnog infarkta osoba starijih od 55 godina iznosi 75,2%(137/182), a kod osoba
mladih od 55 godina incidencija iznosi 14,9% (45/303), §to se ° testom utvrduje kao
statisticki znacajna razlika na razini p<0,001. Zaklju¢ujemo da je incidencija infarkta kod
osoba starijih od 55 godina znacajno veca u odnosu na osobe mlade od 55 godina. Omjer
izgleda za razvoj infarkta kod starijih od 55 godina u odnosu na mlade OR= 17,6 uz 95% CI :
(10,99-27,71) iz cega se zakljuCuje da je izgled za razvoj infarkta kod osoba starijih od 55
godina 17,6 puta veéi u odnosu na osobe mlade od 55 godina. IzraCunati omjer izgleda je

statisticki znacajan na razini p<0,05 (jer je donja granica Cl = 10,99 > 1).
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Tablica 4.20. Usporedba pojavnosti akutnog infarkta u skupini bolesnika u razli¢itim dobnim
skupinama prema spolu

Skupina B | Skupina B

bolesnici bolesnici OR P
Spol >55god. | <55 god. Ukupno (95% C1%) (P test)

broj (%) | broj (%) za akutni infarkt | %

N=137 N=45
muski 86 (74,8) | 29 (252) 115
0,93 (0,46-1,88) 0,981

Zene 51 (76,1) | 16 (23,9) 67

'Cl=confidence interval, interval pouzdanosti

Incidencija akutnog infarkta kod muskaraca koji su stariji od 55 godina iznosi 74,8% (86/115)

a kod Zena 76,1% (51/67). y’ testom se utvrduje da nema statisti¢ki znacajne razlike prema

dobnim skupinama po spolu na razini p=0,981.

4.4. Rezultati usporedbe pojavnosti pojedinin ABO alela u skupini bolesnika i
kontrolnoj skupini

U radu je testirano ukupno 649 ispitanika (346 bolesnika sa tromboembolijskim bolestima i

303 zdrave osobe kao kontrolna skupina). Provedeno je 649 genotipizacija 1 utvrdeno 1298

ABO alela. Ukupna zastupljenost pojedinih ABO alela prikazana je u Tablici 4.21.

Tablica 4.21. Zastupljenost pojedinih ABO alela u svih ispitanika

Skupine A+B Kontrolna
. (svi bolesnici) skupina (K)
ABO alel : .
O alell broj (%) broj (%) P
N=692 N=606
o1 397 (57,4%) 375 (62%) 0,103
02 18 (2,6%) 15 (2,5) 0,9
Al 156 (22,5%) 129 (21%) 0,650
A2 26 (3,75%) 19 (3,5%) 0,927
B 92 (13,3%) 68 (11%) 0,239
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Alel Ol je najcesce zastupljen i u skupini bolesnika (57.4%) 1 u kontrolnoj skupini (62%). U
obje skupine najmanju ucestalost ima alel O2. Frekvencije u skupini bolesnika su: O1 — 0,57;
02 -0,03; A1 -0,023; A2 -0,04 i B - 0,13, a u kontrolnoj skupini: O1 —0,63; O2 — 0,025;
Al -0,21; A2 - 0,035 i B — 0,11. Prema dobivenim rezultatima testiranim testom razlike
proporcije moze se zakljuciti da nema statisticki znacajnih razlika u pojavnosti pojedinih

ABO alela u skupini bolesnika i kontrolnoj skupini.

Analizirajuéi zastupljenost pojedinih ABO alela u skupinama bolesnika koje smo ispitivali
dobili smo rezultate prikazane u tablicama 4.22. i 4.23. U skupini A (bolesnici sa venskim
trombozama) bilo je 164 bolesnika kojima smo utvrdili 328 alela i usporedili ih sa alelima

kontrolne skupine.

Tablica 4.22. Usporedba zastupljenosti pojedinih ABO alela u bolesnika s venskom
trombozom i u kontrolnoj skupini

Skupina A Kontrolna
(bolesnici s venskom skupina (K) P

ABO aleli | trombozom) broj (%) broj (%)

N=328 N=606
o1 176 (54%) 375 (62%) 0,02
02 9 (2,7%) 15 (2,5) 0,974
Al 78 (24%) 129 (21%) 0,537
A2 11 (3,3%) 19 (3,5%) 0,978
B 51 (16%) 68 (11%) 0,03

Pojavnost O1 alela u kontrolnoj skupini (0,62) je statisti¢ki znacajno veéa u odnosu na
skupinu s venskom trombozom (0,54), dok je pojavnost B alela statisticki znacajno veéa u

skupini s venskom trombozom (0,16) u odnosu na kontrolnu skupinu (0,11).

70



Tablica 4.23. Usporedba zastupljenosti pojedinin ABO alela u bolesnika s infarktom
miokarda i u kontrolnoj skupini

Skupina B Kontrolna
. (bolesnici s infarktom skupina (K)
ABOaleli | iokarda) broj (%) broj (%) P
N=364 N=606
o1 221 (61%) 375 (62%) 0,808
02 9 (2,5%) 15 (2,5) 0,832
Al 78 (21%) 129 (21%) 0,817
A2 15 (4%) 19 (3,5%) 0,824
B 41 (11%) 68 (11%) 0,751

Zastupljenost pojedinih alela u skupini bolesnika s akutnim infarktom miokarda i u kontrolnoj
skupini nije pokazala statisticku znacajnost niti za jedan alel. Naprotiv, dobiveni rezultati su

u obje skupine gotovo identi¢ni.
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5. RASPRAVA

Nakon otkrica ABO sustava pocetkom 20. stoljeca i prakti¢ne primjene znanja o
neophodnoj kompatibilnosti izmedu davatelja 1 primatelja krvi u bolnicama, poceci
transfuzijske medicine u Hrvatskoj sezu u daleku proslost. Prvo registrirano transfuzijsko
lije¢enje u Hrvatskoj provedeno je 1923. godine u Petrovoj bolnici. Tek iza 2. svjetskog rata
zapocelo je sustavno provodenje transfuzijske djelatnosti u Hrvatskoj. Organizirani rad sa
davateljima krvi, testiranje krvi 1 klini¢ka primjena krvi i pripravaka primateljima koji su
vitalno ugroZeni zbog gubitka krvi, uvedeno je pedesetih godina proslog stolje¢a. Od tada pa
sve do danas, kada se u cijelom procesu od davatelja krvi do klinicke primjene pripravaka
primjenjuju moderni i sofisticirani postupci i glavna je teznja postizanje §to vece podudarnosti
izmedu davatelja 1 primatelja te Sto sigurnije transfuzijsko lijecenje, glavnu ulogu i dalje ima
ABO sustav krvnih grupa.

Poznato je da ucestalosti gena tj. frekvencije gena za polimorfizme krvnih grupa
uglavnom sluze kao biljezi pojedinih populacija i rasa. Rezultati ispitivanja populacijske
genetike za ABO sustav  utvrdili su najvisu ucestalost O gena (>0,7) u Americi i nekim
dijelovima Afrike i Australije, dok ucestalost O gena nije bila tako velika na europskom i
azijskom kontinentu. Frekvencija O2 alela iznosi u Europi od 0,017 do 0,033, a uopce ga
nema u isto¢noj Aziji. Ucestalost alela A je relativno visoka u Europi (0,25-0,55),
zastupljenost je veca od 0,45 kod Aboridzina na jugu Australije, a do 0,35 kod americ¢kih
starih plemena. Alel A2 uglavnom se nalazi u Europi i Africi, gdje ne prelazi ucestalost od
0,1 a drugdje u svijetu je veoma rijedak. Frekvencija B alela u Europi varira od 0,15 na istoku
do <0,05 na zapadu, u Nizozemskoj i Francuskoj. Najvisa frekvencija alela B je u Aziji (0,2-
0,3), dok ga gotovo nema kod americkih starosjedilaca i australskih Aboridzina (Daniels et al.
2009).

U hrvatskoj populaciji najcesca je krvna grupa A (41%), zatim slijede krvne grupe O
(39%), B (15%), a najmanje je zastupljena krvna grupa AB (5%). Dosada nije provedena

studija ispitivanja genotipova ABO krvne grupe u hrvatskoj populaciji. U ovom radu
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nacinjena je genotipizacija 303 dobrovoljna davatelja krvi pomo¢u PCR-SSP metode na 5
osnovnih alela : O1, 02, Al, A2 i B, koja omogucuje razlikovanje 15 ABO genotipova.
Treba naglasiti da su dobrovoljni davatelji krvi (DDK) koji dolaze na Hrvatski zavod za
transfuzijsku medicinu, koji nastanjuju Zagreb i Siru zagrebacku regiju, reprenzentativan
uzorak pucanstva zemljopisnog porijekla iz cijele Hrvatske. Genotipizacijom kontrolne
skupine, tj. DDK utvrdeno je 12 od 15 genotipova. Najzastupljeniji je bio O101 (37,2%), pa
slijede O1Al (27,1%), O1B (15,8%), A1B (4,3%), A1Al (4,0%), O1A2 (3,6%) i 0102
(2,6%), ALA2 (1,7%), O2A1 (1,7%), A2B (1,0%), BB (0,7%), 0202 (0,3%). Medu
ispitivanim davateljima nije bilo utvrdeno 3 rijetka ABO genotipa : A2A2, O2A2, O2B. Kako
bismo odredili specifi¢nost metode ABO genotipizacije, usporedili smo ABO fenotip (A, B,
O 1 AB) koji je bio zabiljeZen u kartonu davatelja, s odredenim genotipom ABO pomocu
PCR-SSP metode. Utvrdena je 100 % korelacija izmedu odredenog genotipa i fenotipa.
Izracunali smo i alelnu frekvenciju za 5 osnovnih alela i rezultati su: O1 — 0,63; O2 — 0,025;
Al-0,21; A2 -0,0351 B - 0,11. Najveca je bila frekvencija O1 alela, slijedi Al, a najmanja
je pojavnost O2 alela u hrvatskoj populaciji. Kada to usporedimo sa prije navedenim
frekvencijama ABO alela u svijetu, razdioba alela u Hrvatskoj je usporediva sa drugim
europskim narodima. Prema ucestalosti B alela, viSe se ipak priklanjamo istoku Europe, a
moZemo pretpostaviti da je to najvise uslijed migracija stanovniStva u proslosti.

Rezultati naSe studije dobiveni usporedbom bolesnika iz skupine venskih
tromboembolija (VTE) sa kontrolnom skupinom pokazali su da je incidencija venske
tromboembolije kod nositelja ne-OO krvne grupe statisti¢ki znacajno ve¢a (OR 1,68; 95%
CI': 1,12 — 2,53) u odnosu na nositelje OO krvne grupe. Iz dobivenih rezultata se zakljucuje
da su izgledi za razvoj tromboze kod ne-OO nositelja 1,68 puta ve¢i u odnosu na OO
nositelje, te da je izracunati omjer izgleda statisticki znacajan na razini p<0,05. Analizom
genotipova ne-OO nositelja utvrden je veci rizik za razvoj tromboze kod nositelja krvne
grupe B, toénije za genotipove O1B/O2B/BB (OR 1,87; 95% CI 1,08-3,22) i krvne grupe
AB, tocnije genotipove A1B/A2B (OR 2,84; 95%CI 1,21-6,67) koji imaju znacajno vecu
incidenciju venske tromboze od OO nositelja. Prema tim rezultatima i alel Al i alel B su
ukljuceni u povecan rizik za razvoj tromba, kao najvaznijeg klinickog simptoma u

tromboembolijskim bolestima. Ipak, statisticki znacajan tromboticki rizik bio je puno veci
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kod nositelja alela B, nego kod nositelja Al alela. Tome govori u prilog i omjer izgleda
trombotickog rizika za genotipove O1A1/02A1 OR 1,50; 95%ClI (0,96-2,66) koji je
statisticki granican. Alel A2 ¢ini se ne nosi tromboticki rizik, §to pokazuju omjeri izgleda za
genotipove A'A? (OR 0,52) i O'A%/0*A% (OR 2,35; 95%CI 0,85-6,47) koji nije statisticki
znacajan. A2 alel je prisutan u genotipu A2B, medutim trombotic¢ki ¢imbenik rizika potjece
uglavnom od B alela u tom genotipu, jer je zastupljenost A2 alela u Hrvatskoj vrlo mala
(0,035). Moguce je, ali manje vjerojatno, da mali broj rijetkih genotipova ABO, prisutnih u
nasoj studiji, ili opcenito prisutnih u veoma malom postotku u hrvatskoj populaciji, moze

biti uzrokom pogresnih statistickih zakljucaka.

Vrlo sli¢ni su rezultati velike nizozemske studije LETS, Morelli-a i suradnika koja
je pokazala da su ne-OO genotipovi znacajan rizi¢ni ¢imbenik za razvoj venske tromboze, uz
OR 1,8 (95% CI: 1,4-2,4), §to se moze usporediti s nasim rezultatima (OR 1,68). Ipak, oni su
zakljucili da su svi ne-OO genotipovi, osim genotipova A2A2 ili O1A2, povezani sa
poveéanim rizikom (Morreli et al. 2005). Wu i suradnici nacinili su meta analizu svih studija
izabranih po odredenim kriterijima, koje su ispitivale povezanost ABO krvnih grupa i
vaskularnih bolesti i dobili su skupne OR vrijednosti od 1,25 za infarkt miokarda, OR 1,45 za
periferne vaskularne bolesti, OR 1,14 za cerebralnu ishemiju arterijskog porijekla i OR 1,79
za venske tromboembolije. Pri tome najvedi rizik za venske tromboembolije ima kombinacija
alela A’AY/ A'B/BB uz OR 2,44. Potvrdena je povezanost nositelja ne-OO krvnih grupa sa
vaskularnim bolestima, iako je potrebno dalje razluciti koliki rizik nosi utjecaj smanjene
ekspresije O(H) antigena na trombozu. Autori smatraju da ima smisla razmisliti o uvodenju
ABO tipizacije kod evaluacije osoba s trombofilijom, posebno za A'A/A'B i BB genotipove
s poviSenim vrijednostima vWF antigena. Dakle, meta-analiza studija povezanosti izmedu
vaskularnih bolesti i ABO pokazuje skupni OR 1,79 za venske tromboembolije, §to je takoder
veoma blizu naseg omjera izgleda za povezanost venskih tromboembolija i genotipova ABO

sustava krvnih grupa (Wu et al. 2008).

Tirado 1 suradnici ispitivali su utjecaj ABO krvnih grupa i vrijednosti F VIII na
razvoj venske tromboembolije i utvrdeno je da visoke vrijednosti F VIII i ne-O krvne grupe,
posebno u kombinaciji s Al alelom, predstavljaju nezavisne faktore rizika za venske

tromboembolije i treba ih uzeti u obzir kod evaluacije trombofilije (Tirado et al. 2005).
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Larsen i suradnici iz Danske ispitivali su mogucu povezanost ABO krvnih grupa s
rizikom za venske trombembolije u trudno¢i i babinju, te utvrdili da trudnice s A ili AB
krvnom grupom imaju dva puta povecani rizik za VTE tijekom trudno¢e u odnosu na O krvnu
grupu, dok nije utvrden poviseni rizik za B krvnu grupu. Nasuprot tome, GOAL studija
ispitivanjem 4000 trudno¢a u Velikoj Britaniji nije pokazala utjecaj ABO i FVL na

hemoragi¢ne i tromboticke vaskularne komplikacije u trudno¢i (Larsen et al. 2005).

Nasi rezultati pokazali su da prisutnost mutacije FV Leiden povecéava rizik za razvoj
venske tromboze za oko 9 puta kod ne-OO nositelja i preko 30 puta kod nositelja OO
genotipova (OR 32,70). Medutim, da ne bi doSlo do pogresnih zakljucaka, treba naglasiti da
je previsoki OR (32,70) kod nositelja genotipova OO, posljedica toga da je zastupljenost
mutacije FVL u kontrolnoj skupini bila ekstremno niska (utvrden je samo jedan ispitanik
studije koji je bio heterozigotni nositelj mutacije), te je Siroki raspon pouzdanosti uslijed male
veli¢ine uzorka. Vec¢ kad bi bila nadena dva nositelja mutacije, omjer izgleda bi bio dvostruko
manji, $to pokazuje ogranicenja statisticke analize kod manjih sudionika studije, ili kod male
zastupljenosti svojstva ili ciljnog pokazatelja koji trazimo u nekoj skupini, a svojstveno je za
odredenu populaciju (Altman et al. 2000). Kod ne-OO nositelja pozitivnih za FV Leiden
mutaciju, rizik za vensku trombozu se povecava devet puta, OR 8,99; 95% CI (3,70-21,88) u

odnosu na nositelje OO koji su negativni za istu mutaciju.

Prema radu Morelli-a i suradnika, O nositelji/ negativni za mutaciju FV Leiden, u
odnosu na O/ FV Leiden pozitivne nositelje, imali su povecan rizik za trombozu uz OR 4,6
(95% CI: 2,0-10,1), dok usporedbom O /FV Leiden negativnih nositelja s ne-O /FV Leiden
pozitivnima, pripadaju¢i omjer izgleda iznosi: OR 23,2 (95% CI: 9.1-59.3) (Morreli et al.
2005). Unato¢ razlici u omjerima izgleda opaZenima u nasoj i talijanskoj studiji, moze se
izvesti identi¢an zakljucak, a to je da ta kombinacija genotipova ABO krvnih grupa i mutacije
FV Leiden predstavlja ¢imbenik rizika za razvoj venske tromboze. Ako uzmemo u izracun
OR samo za ne-OO genotipove i rizik za venske tromboembolije koji iznosi 1,68 i OR od
8,99 za kombinaciju ne-OO genotipova s FVL, rizik za venske tromboembolije se povecava

za viSe od pet puta (5,35).
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Matyskova i suradnici ispitivali su utjecaj ABO krvnih grupa i faktora V Leiden kod
bolesnika s trombofilijom u Ceskoj i ustanovili da je za 1,76 puta veéi tromboticki rizik kod

nositelja FVL s ne-O krvnom grupom u odnosu na O krvnu grupu (Matyskova et al. 2002).

Istrazivanje koje su proveli Robert i suradnici na 147 heterozigotnih FVL nositelja
sa simptomima tromboze i 23 nositelja bez simptoma, pokazalo je da ne-OO nositelji FVL

imaju oko 4 puta ve¢i rizik za razvoj tromboze u odnosu na OO nositelje krvne grupe (OR
3,9; 95%CI: 1,7-8,8) (Robert et al. 2000).

Procare-GEHT skupina ispitivala je utjecaj ne-O KG kao ¢imbenika rizika za razvoj
tromboze kod homozigotnih FV Leiden nositelja, koji su inace vrlo rijetki kod populacija
bijelaca. Potvrden je visoki rizik mutacije koja zahvaca oba alela na tromboticki rizik (OR
4,1; 95% CI: 1,9-8,9) (Procare-GEHT group 2006). Usporedba utjecaja ABO krvnih grupa i
homozigotnih nositelja FVL u naSoj studiji nije bila moguéa, jer nije pronaden niti jedan

homozigot za mutaciju u kontrolnoj skupini.

Prevalencija ne-O krvne grupe i mutacije FV Leiden kod bolesnika s venskom
trombozom bila je predmet istrazivanja LITE studije (Longitudinal Investigation of
Thromboembolism Etiology). Autori istrazivaci su utvrdili omjer izgleda OR 1,64 (95% CI:
1,32-2,05) kod bolesnika s venskom trombozom i ne-O krvnom grupom. Prisutnost mutacije
FV Leiden dodatno povecava rizik na OR 6,77. Zanimljivost je da su Afro-Amerikanci koji
su bili uklju€eni u studiju imali veéi omjer krvne grupe O i1 vecu prevalenciju venske
tromboze, ukazuju¢i na to da neki drugi ¢imbenici rizika, a ne samo krvna grupa mogu
doprinijeti tromboti¢kom riziku. Ti dodatni ¢imbenici su prema autorima pretilost, dijabetes
melitus 1 poviSena razina koagulacijskog ¢imbenika VIII (Ohira et al. 2007). Bezemer i
Rosendaal ispitivali su nove prediktivne geneticke varijante za vensku trombozu i1 navode da
su ABO krvne grupe, haplotipovi gena za fibrinogen, FV i FVIII, polimorfizam FXIII
Val34Leu, moguce nove prediktivne varijante za razvoj bolesti (Bezemer et al. 2007). Meta
analiza Wu i suradnika utvrdila je OR za nositelje FVL i ne-O krvne grupe 3,88, a nijedna
studija ukljucena u meta analizu nije pokazala utjecaj protrombin G20210A mutacije na

povecanje trombotickog rizika (Wu et al. 2008).
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Prema rezultatima naSe studije, takoder se protrombin G20210A mutacija nije
pokazala kao statisticki znacajan ¢imbenik rizika u kombinaciji s OO i ne-OO genotipovima
krvnih grupa. lako, OO nositelji protrombin mutacije imaju 4,09 puta veéi izgled za razvoj
tromboze, to nije statisti¢ki znac¢ajno 95%CI (0,67-65), dok kod ne-OO nositelja mutacija

protrombin ne utjece na razvoj venske tromboze (OR 1,02 (0,26-4,03).

Isti rezultat koji govori u prilog ¢injenici da navedena mutacija u ulomku gena za
protrombin ne povecava sklonost razvoju venske tromboze dobiven je u istrazivanju Ordonez-

Gonzaleza i suradnika (Ordonez-Gonzalez et al. 1999).

Vrlo su vrijedni rezultati studije Minana i suradnika koji su ispitivali utjecaj ABO
genotipova krvne grupe na venske i arterijske tromboze kod velikog broja nositelja (981) FVL
ili protrombin G20210A polimorfizama. Oni su izvijestili da ne-OO KG nije povecala rizik od
infarkta miokarda kod nositelja FVL ili protrombin G20210A mutacija. Suprotno tome,
potvrdili su ranije utvrdeni rizik za razvoj venske tromboze medu nositeljima FVL koji su
imali ne-OO krvnu grupu (OR 1,76). To je prva velika studija koja je pokazala da
kombinacija ne-OO krvne grupe i protrombin mutacije povecava rizik za vensku trombozu,
uz OR 2,17. Rezultati su ¢ak joS viSe vjerodostojni, jer oni pri izracunu nisu uzeli u obzir
genotipove AA; i A0 koji nemaju povisene vrijednosti vWF ¢imbenika (Minano et al.
2008).

Ako ponovo razmotrimo nase rezultate, moguce je da povecan rizik uz protrombin
G20210A mutaciju nismo opazili uslijed relativno niske ucestalosti nositelja ove mutacije
medu kontrolnom skupinom 1 bolesnicima, iako se prisustvo ove mutacije u nasoj zdravoj

populaciji bitno ne razlikuje u odnosu na ostale srednjoeuropske zemlje.

U ovom istrazivanju takoder je ispitivan utjecaj homozigotnih nositelja MTHFR
C677T mutacije, s obzirom da heterozigotni nositelji nemaju povecani rizik za razvoj
tromboze. Usporedbom OO/ MTHFR negativnih nositelja sa ne-OO /pozitivhim MTHFR
nositeljima, pokazalo se da je ova kombinacija ¢imbenika rizika statisticki znacajna za ne-
OO nositelje i homozigotne MTHFR - OR 4,36 95% CI (1,95-9,75). Ipak treba dodati da
izolirana mutacija MTHFR C677TT nije ¢imbenik rizika za razvoj tromboze, osim kada je

udruzena s nekim drugim genetickim (ne-OO krvne grupe) ili steCenim ¢imbenikom rizika,
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Sto se pokazalo i u ovom ispitivanju, kao u i drugim dosad provedenim (Bezemer et al. 2007,

Tosetto et al. 1997, Procare-GEHT group 2006).

Opazeni omjer izgleda za razvoj tromboze kod Zena u odnosu na muskarce bio je
OR 2,53 wuz 95% CI: 1,71 — 3,75, iz Cega se zakljuCuje da su izgledi za razvoj venske
tromboze kod Zzena 2,53 puta veci u odnosu na muskarce i da je izraCunati omjer izgleda
statisticki znacajan na razini p<0,05. Ovaj rezultat posebno ne zacuduje, s obzirom da sve
zene imaju povecani rizik za nastanak ugruska tijekom reproduktivnog razdoblja zbog tzv.
prijelaznih rizi¢nih ¢imbenika tijekom zivota Zene, a to su oralna hormonska kontracepcija,
trudnoca, obstetricke komplikacije, hormonske varijacije te nakon menopauze uzimanje
hormonske nadomjesne terapije (Martinelli et al. 2006).

Osim ispitivanja utjecaja genotipova ABO krvne grupe i protrombotickih genetickih
¢imbenika na razvoj venskih tromboembolija, drugi dio rada bio je posveéen istraZzivanju
rizika za infarkt miokarda, tj . arterijske tromboembolije. Nakon dokazanog povecanog rizika
za VTE od 1,68, rezultati drugog dijela rada nisu pokazali da odredeni ne-OO genotip nosi
rizik za razvoj infarkta miokarda u odnosu na OO genotipove (OR 1,30; 95% CI 0,89-1,96).
Grani¢ni rezultati nadeni su samo kod O1A2 genotipa, ali bez potvrdene statisticke
znacajnosti (OR 2,33; 95% CI 0,99-5,49), sto je uz podatak o veoma maloj ucestalosti A2

alela od 0,035 < 0,1 u hrvatskoj populaciji, rezultat koji nema statistic¢ki znacaj.

Sliéni rezultati koji ukazuju na vrlo slabu korelaciju izmedu rizika koronarne
arterijske bolesti (CAD) i infarkta miokarda kod nositelja krvne grupe A, dobiveni su u
nekim ranijim istrazivanjima koja su ukljucila samo fenotip krvne grupe, dok su tek kasnije
studije ukljucile i ispitivanje genotipa (Allan et al. 1968; Whincup et al. 1990; Akhund et al.
2001;. Waziralli et al. 2005; Roest et al. 2007; Cesena et al. 2006; Wiggins et al. 2009;
Carpeggiani et al. 2010). Sada ve¢ povijesna studija Allana i suradnika, objavljena jo§ davne
1968. godine, provedena ispitivanjem 353 bolesnika, pokazala je da su bolesnici oboljeli od
infarkta miokarda, krvne grupe A bili znacajno mlade dobi u odnosu na ostale oboljele (Allan

et al. 1968).

Britanska prospektivna studija Whincupa iz 1990. godine na gotovo 8000 ispitanika

iz 24 engleska grada pokazala je da je incidencija ishemicke bolesti srca bila visa takoder kod
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krvne grupe A, u odnosu na druge krvne grupe (Whincup et al. 1990). Istrazivanja su se
nastavila i u 2001. godini studija iz Pakistana pokazala je da je krvna grupa A fenotipa
najces¢a kod infarkta miokarda i angine pectoris, a iste bolesti su bile najrjede kod osoba
krvne grupe O (Akhund et al. 2001). | druga studija iz Pakistana pokazala je da iako je u
Pakistanu najucestalija krvna grupa B, najveci broj oboljelih od koronarnih arterijskih bolesti
su bolesnici sa krvnom grupom A (Wazirali et al. 2005). S drugog dijela svijeta, iz Brazila
studija na 541 pacijentu pokazala je da je A krvna grupa bila povezana sa ve¢im udjelom
mladih pacijenata oboljelih od koronarnih arterijskih bolesti nego druge krvne grupe (Cesena
et al. 2006).

Neka istrazivanja isticu povecanu prevalenciju alela A i B kod Zena poslije
menopauze i bolesnika s infarktom miokarda (Roest et al. 2007; Carpeggiani et al. 2010).
Roest i suradnici su napravili istraZivanje na 89 Zena u postmenopauzi koje je pokazalo da su
A ili B genotipovi povezani sa 18% viSim koncentracijama VWF ¢imbenika (P < 0.001) 1 sa
viSom incidencijom akutne ishemi¢ne sr¢ane bolesti (relativni rizik 1,8; 95% CI 1,0-3,0).

Novije talijansko istrazivanje pokazuje veéu prevalenciju alela A i B kod bolesnika s
infarktom miokarda (2274 bolesnika pracenih tijekom 10 godina). Zakljucili su da grupa B
predisponira infarktu miokarda preko genetski promijenjenog koagulacijskog puta, dok A
grupa ima vaznu ulogu u aterosklerotskoj progresiji okluzije krvne zile. Nesto je veéi omjer
izgleda za B alele, u usporedbi s A alelima (Carpeggiani et al.2010).

Wiggins i suradnici u istrazivanju provedenom 2009. pokazali su da je alel A
povezan s infarktom miokarda uz OR 1,23 95% CI(1,05-1,44) (Wiggins et al. 2009).

Nydgger i suradnici zakljucili su na temelju svojih rezultata da B alel ABO sustava
krvnih grupa predstavlja nezavisni rizi¢ni ¢imbenik za infarkt miokarda jer je kod bolesnika
nadena 2,5 puta veca prevalencija B alela, nego u kontrolnij skupini. Dodatno tome,
homozigotni nositelji genotipa BB krvne grupe pokazuju najvecu razinu ¢imbenika vWF, za
koji je poznato da povecava rizik za infarkta miokarda, jer B antigen sudjeluje u pojacanoj

agregaciji trombocita (Nydgger et al. 2003).

Van Beckerath i suradnici navode smanjen rizik za infarkt miokarda kod nositelja

alela O1, pri cemu je kod O101 alela najveca zastita od bolesti (\VVan Beckerath et al. 2004).
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Suprotno navedenoj povezanosti s alelima A, B ili s oba alela zajedno, neki autori
nisu nasli statisticki znaCajnu povezanost izmedu ne-OO krvne grupe i arterijskih oblika
kardiovaskularnih bolesti, kao §to je infarkt miokarda (Amirzadegan et al. 2006; Sari et al.
2008; Lutfullah et al.2011). Rezultati istrazivanja Amirzadegana i suradnika na 2026
bolesnika, nisu pokazali statisticki znacajnu korelaciju izmedu ABO 1 arterijskih
kardiovaskularnih bolesti, te tezine ateroskleroze (Amirzadegan et al. 2006). Turska studija
takoder nije nasla povezanost ABO i infarkta miokarda na 476 bolesnika i 203 kontrolna
ispitanika (Sari et al. 2008). Nakon dvije pakistanske studije, tre¢a, po obimu najveca
studija, nije nasla korelaciju izmedu ABO i ishemi¢ne sr¢ane bolesti (Lutfullah et al. 2009).
Takoder Penn-Cath studija, Reilly-a i suradnika iz 2011. god. nije dokazala povezanost
infarkta miokarda niti s A, niti s B alelom (Reilly et al. 2011).

Kada se uzme u obzir dobro potvrdeni tromboticki rizik kod nositelja ne-O krvne
grupe 1 oboljelih od venskih tromboembolija, veéina studija koje su ispitivale povezanost
ABO krvne grupe i arterijskih bolesti pokazala je nekonzistentne rezultate. Meta-analize tih
studija pokazuju nizak OR (OR 1,25; 95% CI 1,14-1,36) za infarkt miokarda, uz OR 1,29
(95% CI 1,16-1,45) za krvnu grupu A, te OR 1,14 za ishemiju mozga arterijskog porijekla
(Wu et al. 2008).

Vecina retrospektivnih studija pokazala je slabu pozitivnu korelaciju arterijskih
bolesti i ne-O krvne grupe (oko 33%) ili s A krvnom grupom 23-29%, dok od 6
prospektivnih studija samo su dvije dokazale da taj rizik uopce postoji (Clark et al. 2011).
Veoma je zanimljivo bilo istrazivanje Ketcha i suradnika o utjecaju ABO sustava krvne grupe
na opseg infarkta i prognozu bolesti. Rezultati navedene studije provedene na 1198 bolesnika
pokazali su da bolesnici s ne-O krvnom grupom imaju opseznije infarkte sa srednjim pikom
troponina (33 vs. 24; p = 0.037), ukupnom vrijednos¢u kreatin kinaze CK (721 vs. 532; p =
0.012) i izoenzima CK-MB (Ketch et al. 2008).

Utjecaj mutacije FV Leiden kod oboljelih od infarkta miokarda ispitivan je u
brojnim radovima. Studija Roesta i suradnika, koja je ukljucivala 89 Zena u postmenopauzi
nije pokazala da mutacije FVL (1691GA) i FIl (20210GA) doprinose riziku za akutnu
ishemicku sréanu bolest (Roest et al. 2006).Takoder rezultati ispitivanja Minana i suradnika
ukazuju da kod nositelja ne-O krvne grupe nije povecan rizik od infarkta miokarda kod

nositelja FVL ili protrombin G20210A mutacije (Minano et al. 2008). Martini i suradnici nisu
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nasli povezanost sa FVL ili protrombin G20210A mutacijom, PAI 4G/5G i drugim
protrombotickim genskim polimorfizmima, kao ¢imbenicima rizika za trombozu kod 1210
pacijenata sa infarktom miokarda mlade dobi, do 50 god starosti (Martini et al. 2005).

Butt i suradnici ispitivali su povezanost FVL, protrombin G20210A i faktor XIII-A
Leu34 sa infarktom miokarda kod 500 bolesnika i 500 kontrolnih ispitanika. Zakljucili su da
je mutacija protrombin G20210A faktor rizika za infarkt miokarda, a mutacija FVL moze
predvidjeti ranu epizodu infarkta. Utvrdili su da interakcija dviju mutacija- protrombin i
koagulacijskog ¢imbenika XIII ima sinergisticki utjecaj koji predisponira infarktu miokarda
(Butt et al. 2003). Grcka studija Rallidisa i suradnika ispitivala je utjecaj mutacija FVL i
protrombin G20210A na razvoj infarkta kod 70 bolesnika u dobi ispod 36 godina starosti.
Rezultati su pokazali da FVL mutacija ne povecava rizik (OR 0,87 95%CI 0,26-2,5), dok
mutacija protrombin G20210A predstavlja faktor rizika za infarkt miokarda kod bolesnika
mladih od 36 godina (OR 4, 95%CI 1,5-11,3) (Rallidis et al. 2003).

Nasuprot ove negativne povezanosti FVL sa infarktom, njemacka studija
Middendorfa i suradnika dokazala je da je prevalencija FV Leiden znacajno poviSena u
oboljelih od infarkta miokarda, 8,7% nasuprot 3,7% u kontrolnoj skupini, OR 2,46 (95% CI
1,35-4,50). Pacijenti s FVL imaju predispoziciju za infarkt miokarda u mladoj dobi. Navodi
se da je povezanost veca kod bolesnika mlade dobi zbog toga Sto je kod njih veci utjecaj
genetskog naslijeda, a manji aterosklerotickih ili sekundarnih okoliSnih faktora. Treba
naglasiti da je kod mladih osoba prisutan dodatni sinergizam s okoliSnim ¢imbenicima poput
pusenja 1 uzimanja oralnih kontraceptiva, pa odredivanje protrombotickih mutacija treba
uzeti u razmatranje za mladu populaciju i pedijatrijske slucajeve (Middendorf et al. 2004).

Iako se u literaturi navodi da viSe prokoagulantnih ¢imbenika zajedno povecava
tromboticki rizik, tursko ispitivanje trombofilije kod mladih pacijenata s akutnim infarktom
miokarda u dobi ispod 45 godina nije utvrdilo povezanost izmedu FVL, protrombin G20210A
I MTHFR C677T, protein C, protein S i AT Il deficita i kardiovaskularnih bolesti kod mlade
populacije. Ovo je i jedna od rijetkih studija koje su izmedu ostalog ispitale utjecaj mutacije
u genu za metilentetrahidrofolat reduktazu na razvoj infarkta miokarda 1 rizi¢ni utjecaj nije

dokazan (Celik et al. 2008).
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Meta-analize takoder pokazuju veoma malu povezanost izmedu FVL, G20210A FII
mutacija i arterijskih bolesti. Tri meta analize ispitivale su vezu mutacije FVL i infarkta
miokarda. Copenhagen city heart studija nije nasla povezanost (Juul et al. 2002). Butt i
suradnici nasli su sli¢ne prevalencije izmedu bolesnika i kontrolnih ispitanika, ali FVL je
naden u 13% bolesnika s infarktom miokarda mlade dobi. Middendorf i suradnici takoder su
naveli raniju incidenciju infarkta miokarda za nositelje FV Leiden mutacije. Navodi se
kriticki osvrt na neslaganje izmedu rezultata pojedinih studija, koje moze biti uslijed
manjkavih kriterija odabira sudionika ispitivanja, geneticke pozadine studirane populacije,
nedovoljno promisljene interakcije s okoliSnim ¢imbenicima rizika i upitne statisticke snage
studije (De Moerloose, 2007). Rezultati meta studije Kima i Beckera pokazuju skroman
utjecaj FVL (OR 1,21 95% CI 0,99-1,49), protrombina G20210A (OR 1,32, 95%CI 1,03-
1,69), a MTHFR TT (OR 1,20 95%CI 1,02-1,41). Bolesnici mladi od 55 godina i Zene
pokazali su nesto jace povezanosti (Kim et al. 2003). Meta analiza sedam hemostatskih
genskih polimorfizama u koronarnoj bolesti (svaki polimorfizam ispitan na 5000 slucajeva
koronarne bolesti i 5000 kontrolnih ispitanika) utvrdila je za dvije mutacije koje povecavaju
stvaranje cirkuliraju¢eg trombina, slabu povezanost sa kardiovaskularnim bolestima, uz
relativne rizike za FVL 1,17 95% CIl 1,08-1,28, te za protrombin G20210A, RR 1,31 95%
Cl1,12-1,52 (Ye et al. 2006).

Sumarno, neke studije navode vecu povezanost infarkta miokarda s mutacijom Faktor
V Leiden (Middendorf et al. 2004), a druge s mutacijom protrombin G20210A(Rallidis et al.
2003; Butt et al. 2003), dok meta analize pokazuju skromnu povezanost obje navedene
mutacije s arterijskim bolestima, kao i s infarktom miokarda (de Moerloose et al. 2007; Kim
et al. 2003; Ye et al. 2006). Uglavnom je povezanost veca kod bolesnika mlade dobi i ¢esce
kod zena (Kim et al. 2003).
lako teoretski svi rizici koji doprinose nastanku tromba mogu povecati incidenciju
infarkta miokarda, rezultati nase studije ne govore u prilog tome. Rezultati provedene studije
sugeriraju da ispitani geneti¢ki protromboticki ¢imbenici (FV Leiden, protrombin G20210A
I MTHFR677 TT) ne doprinose znacajno razvoju infarkta miokarda. Opcenito ima malo
studija koje su se bavile istraZzivanjem povezanosti MTHFR C677T mutacije i infarkta
miokarda, ali i one koje su radene, nisu potvrdile njihovu povezanost, bas kao i u nasoj studiji
(Celik et al. 2008).
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XZ testom se utvrduje da nema statisticki znacajne razlike izmedu spolova kod pojave
akutnog infarkta OR 1,17, 95% CI ( 0,80-1,71), na razini p=0,466. Znacajan ¢imbenik rizika
za infarkt miokarda predstavlja dob, pa osobe starije od 55 godina imaju vise od 17 puta veci
rizik (OR 17,6 uz 95% CI: 10,99-27,71). Medutim, unutar skupine bolesnika nema statisticki

znacajne razlike u pojavnosti infarkta miokarda izmedu muskaraca i zena s obzirom na dob.

Tako rezultati naseg rada nisu dokazali da nositelji ne-O krvne grupe, kao niti
protromboti¢kih Cimbenika imaju povecani rizik za razvoj infarkta miokarda. Prema
usporedbama, jedino je starija dob znacajan faktor rizika za pojavu infarkta miokarda.
Ogranicenje naseg ispitivanja je Sto nismo ispitali dodatne okolis$ne ¢imbenike rizika, poput
pusenja, hipertenzije, tjelesnog indeksa mase, tjelesne aktivnosti, hiperlipidemije, koji se
ubrajaju u modificirajuce faktore rizika. Medutim, ispitanici obuhvaceni studijom su etnicki
homogeni, bolesnici su odabrani prema potvrdenoj dijagnozi, a varijante genetickih
protromboti¢kih faktora u Hrvatskoj ne odstupaju znacajno, u odnosu na ostale europske
narode. S obzirom da je infarkt miokarda multifaktorijalna bolest, vjerojatno jako puno

¢imbenika sinergisti¢ki utjece na razvoj bolesti sa skromnijim intenzitetima.

Arterijske 1 venske tromboembolije u podlozi bolesti imaju brojne zajednicke rizicne
¢imbenike, koji ujedno mogu biti 1 biljezi rizika. S obzirom da se radi o veoma kompleksnim
bolestima u ¢iji je razvoj uklju¢eno puno gena, genskih mehanizama, razli¢itih kontrolnih
sustava ekspresije koji mogu pojacavati ili utiSavati gene, kao i sekundarnih ¢imbenika iz
okoliSa, da bi se dobila cjelovita slika, treba istrazivati postepeno, dio po dio rizi¢nih

¢imbenika genetskih i sekundarnih i njihovih utjecaja, te sve sloziti u mozaik.

S obzirom da je u veéini studija utvrden tromboticki rizik kod oboljelih nositelja ne-
OO krvne grupe s venskim tromboembolijama i skroman utjecaj ABO sustava na arterijske
vaskularne bolesti, postavljaju se pitanja o razlozima i uvjetovanosti te povezanosti. Poznato
je da su vazni biljezi rizika za tromboembolije ¢imbenici koji sudjeluju u stvaranju 1 progresiji
ugruska. Bolesnici s ne-O KG imaju za 25-30% vise vrijednosti von Willebrandovog
¢imbenika (VWF) u plazmi, nego osobe s krvnom grupom O. lako se smatra da je to

posljedica izravnog funkcionalnog utjecaja ABO genskog lokusa, mehanizam nije razjasnjen.
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Razina vWF znacajno varira unutar osobe 1 izmedu osoba, §to se povezuje s ABO krvnom
grupom, dobi i stresom. Pokazalo se da osobe koje nose jedan O alel imaju znacajno nizu
vrijednost vVWF/ F VIII u plazmi, nego genotipovi bez O alela. To se objasnjava teorijom da
osobe s genotipom OO nemaju enzime glikoziltransferaze koje mogu prevesti antigen Hu A
ili B, pa imaju poveéanu ekspresiju H antigena (Sousa et al. 2007). Cimbenik VWF posreduje
u adheziji trombocita, agregaciji, stoga bolesnici s ne-O krvnom grupom imaju povecan
tromboticki rizik 1 ¢eS¢e su zastupljeni u skupini bolesnika s tromboembolijama, posebice
venskim.

Poznato je da ABO krvna grupa izravno odreduje plazmatsku razinu obadva
koagulacijska glikoproteina VWF/FVIII (Wu et al. 2008). Smatra se da ABO krvna grupa
moze mijenjati brzinu sinteze vWF ili njegove sekrecije unutar stanica endotela. Trombociti
mogu vezati VWF preko najmanje 2 receptora, preko glikoproteina 1b-1X-V na Al domenu
VWF, a preko glikoproteina Ilb/Illa na C1 domenu. Dodatno, uz ABO krvno-grupni status,
vrijednosti VWF su pod utjecajem razli¢itih stanja koja predisponiraju kardiovaskularnim
bolestima, kao §to su dijabetes, metaboli¢ki sindrom i kroni¢na upalna stanja (Ketch et al,
2008). Navodi se da na razinu vWF utjece i stil zivota, okolisni faktori i pusenje (van Schie et
al. 2010).

S obzirom da poviSeni vVWF ukazuje na povecani rizik za kardiovaskularni dogadaj,
ispitivanje djelovanja vWF 1 njegove interakcije sa trombocitima i kolagenom, ¢ini se
atraktivnim ciljem za nove anti-tromboticke terapije (Ketch et al. 2008).

Cini se da je povezanost genotipa ABO s arterijskim i venskim trombozama
uvjetovana djelomi¢no preko VWF koji nosi F VIII koagulacije 1 §titi ga od razgradnje.
Smatra se da utjecaj ABO genotipova na vVWF/F VIII omogucuje prisustvo antigena A, B i
H(O) na samom c¢imbeniku vWF. Pretpostavka je takoder da A, B, H(O) antigeni imaju
utjecaj na klirens vWF, ali mehanizam toga jo$ nije poznat (Wiggins et al. 2009).

Jo§ 1990. Buolton 1 suradnici su naveli da vrijednost koagulacijskog F VIII u plazmi
odreduju znacajno ABO krvne grupe, pa osobe s A ili B imaju u prosjeku za 8% vise F VIII, u
odnosu na O krvnu grupu. Kako su ABO antigeni oligosaharidi rasporedeni u svim tkivima, te
A i B antigeni imaju jednu dodatnu podjedinicu u odnosu na O krvnu grupu, smatrali su da je
mehanizam sinteze oligosaharida nekako povezan sa sintezom ili sekrecijom koagulacijskog

FVIII ili nekako utjece na njegovu glikozilaciju (Boulton et al. 1990).
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Najnovija studija Van Schie i suradnika dokazuje takoder da je ABO krvna grupa
najvaznija genska odrednica razine ¢imbenika VWF, ali i SNP-ovi unutar VWF gena. N-
vezani ugljikohidratni lanci na molekuli vWF sadrze antigene A i B krvnih grupa, koji su
kodirani ABO genima na 9. kromosomu. Ti antigeni smanjuju klirens vVWF, pa osobe s ne-O
KG imaju povisene vrijednosti vWF. Povezanost porasta razine vVWF s dobi objasnjava se
pove¢anom rigidno$¢u arterija tijekom starenja. Metaloproteinaza ADAMTS-13 i
trombospondin TSP-1 su regulatori multimernog oblika vWF, koji je vazan za kontrolu
stvaranja tromba, S§to moZe utjecati na rizik za trombozu. U novije vrijeme za studije
otkrivanja genskih lokusa koji sadrze gene koji doprinose bolesti koriste se genome wide
association studije (GWAS). GWAS studije su pokazale da snizeni ADAMTS-13, uz
povecani vVWF dovodi do poveéanog rizika za infarkt miokarda i inzult. Takoder se kao
odrednica vrijednosti VWF u plazmi navode i SNARE proteini odgovorni za sekrecijska
stani¢na zbivanja, a TSP-1 je uklju€en u upalu i1 trombozu djelujuéi na stabilizaciju tromba

(van Schie et al. 2010).

Osim toga poznato je da su oligosaharidni antigeni A i B vezani na prekursore proteina
1 lipida, te stoga mogu biti pod utjecajem kolesterola i drugih lipida stani¢ne membrane. Jo$§
1987. godine, americka istraZivanja pokazala su povezanost A antigena sa povecanjem
ukupnog serumskog kolesterola i LDL kolesterola (George et al. 1987). Sli¢nu povezanost
izmedu hiperlipoproteinemije 1 krvne grupe A su potvrdile 1 njemacka studija provedena na
novorodencadi i njihovim roditeljima (Kipshidse et al. 1989), te japanska studija koja je
potvrdila korelaciju izmedu razine kolesterola i krvne grupe A (Wong et al. 1992). Novije
GWAS istrazivanje Teupsera i suradnika dokazalo je jaku povezanost ABO lokusa sa
vrijednostima fitosterola iz biljaka koji se unose hranom, a predstavljaju biljeg unosa

kolesterola (Teupser et al. 2010).

Rezultati naSeg ranijeg istraZzivanja kombinirane skupine 154 bolesnika s arterijskim
trombozama, venskim trombozama i tromboflebitisom i 200 asimptomatskih davatelja krvi
pokazali su najveéu povezanost za genotipove A1B/A2B (OR, 2,73; 95% CI, 1,10- 6,74),
slijedili su BB/O1B/O2B (OR, 2,29; 95% CI, 1,25-4,21) i na kraju O1A1/02A1 (OR, 1,95;
95% CI, 1,15-3,31). Mutacija FV Leiden povecala je tromboti¢ki rizik za 31 put u skupini
nositelja OO, a Cetiri puta u skupini ne-OO genotipova (Juki¢ et al. 2009).
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U meta analizi na¢injenoj ove godine Dentali i suradnici pokazali su skupni OR za
ABO i VTE od 2,09, te su zakljucili da je ne-O krvna grupa kandidat da postane jedan od

najvaznijih ¢imbenika rizika za venske tromboze (Dentali et al. 2012).

Rezultati dvije velike prospektivne studije ispitivanja povezanosti ABO krvne grupe i
rizika za kardiovaskularne bolesti na 62 073 zena i 27 428 muskaraca u SAD, pokazali su da
je ne-O krvna grupa znacajno povezana s povecanim rizikom za kardiovaskularne bolesti.
Rizik se dovodi u vezu s povisenim vrijednostima vWF/ F VIII, lipida i upalnih biljega.

Najveci rizik je utvrden kod krvne grupe AB, pa slijede krvne grupe B i A (He et al. 2012).

Glavni zakljucak ovog rada je da je utvrden povecani tromboticki rizik kod ne-OO
nositelja u odnosu na OO nositelje genotipova ABO krvne grupe za razvoj tromboembolijskih
bolesti koji iznosi OR 1,46; 95% CI : 1,06 — 2,02; p<0,05. Rizik od venske tromboembolije
kod ne-OO KG statisticki je jo§ znacajniji (OR 1,68; 95% CI : 1,12 — 2,53), a suprotno tome
kod arterijskih tromboembolija nije utvrdena statisticki znacajna razlika u pogledu

trombotickog rizika izmedu ne-OO i OO- nositelja ABO krvne grupe.

Statistickom obradom utvrden je veci rizik za obolijevanje od tromboembolijskih
bolesti kod nositelja genotipova O1B/O2B/BB i AB/ A2B tj. nositelja A i B alela. Za taj veci
rizik prvenstveno je odgovoran alel B. Njegova pojavnost je testiranjem razlike proporcije
statistiCki zbacajno veca u skupini bolesnika sa venskom tromboembolijom (0,16) nego u
kontrolnoj (0,11). Kod oboljelih od infarkta miokarda niti jedan ne-OO genotip ne povecava
tromboticki rizik, niti su zabiljeZene statisticki znacajne razlike u frekvenciji alela u odnosu

na kontrolnu skupinu.

Mutacija FVL u skupini ne-OO nositelja povecava izglede za razvoj venske
tromboze oko 9 puta, za nositelje MTHFR 677TT povecava ga oko 4 puta, dok mutacija FII
G20210A kod ne-OO nositelja nema znaéenje kao ¢imbenik rizika. Protromboticki geneticki
¢imbenici niti u jednoj skupini ne doprinose povecanju rizika za razvoj akutnog infarkta
miokarda. Incidencija tromboembolijskih bolesti kod Zena statisticki je znacajno veca u
odnosu na muskarce uz OR 1,43, a izgledi su joS veci za razvoj venske tromboze kod Zena za
2,53 puta u odnosu na muskarce. Suprotno tome, nema statisticki znacajne razlike izmedu
spolova za pojavu akutnog infarkta. Dob je znacajan ¢imbenik za razvoj infarkta miokarda

kod osoba starijih od 55 godina (17,6 puta ve¢i rizik).
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Bitno je naglasiti na kraju da su ugljikohidratni antigeni koji su dijelovi ABO
sustava krvnih grupa blisko srodni antigenima u bakterijama, biljkama i Zivotinjama. To je
dokaz konzervacije i oCuvanja gena ABO tijekom evolucije i odrazava vaznost sustava
ABO(H) antigena u svakodnevnom zivotu i, naravno, pri transfuziji krvi.

Proucavanje fiziologije i uloge glikanskih struktura ¢imbenika vWF trebalo bi
takoder pomo¢i u razumijevanju mehanizama kojima krvne grupe doprinose trombotickom
riziku.

Osim §to utjeCe kao sustav antigena na povezanost s bolestima, ABO sustav
ocigledno vrsi joS§ neke vazne funkcije 1 nastaviti ¢e 1 dalje pobudivati zanimanje znanstvenika

koji se bave glikobiologijom, a posebice transfuziologa.
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6. ZAKLJUCCI

1. Povecani trombotic¢ki rizik kod ne-OO nositelja u odnosu na OO nositelje
genotipova ABO krvne grupe za razvoj tromboembolijskih bolesti iznosi OR 1,46; 95% CI :
1,06 — 2,02; p<0,05. Rizik od venskih tromboembolija kod ne-OO KG statisticki je jo$
znacajniji (OR 1,68; 95% CI: 1,12 — 2,53), a suprotno tome kod arterijskih tromboembolija
nema statisticki znacajne razlike u pogledu trombotickog rizika izmedu ne-OO i OO-

nositelja ABO krvne grupe.

2. Testiranje razlike proporcije frekvencija 5 osnovnih alela u kontrolnoj skupini
(O1 - 0,63; 02 — 0,025; Al- 0,21; A2 — 0,035; B — 0,11) i skupini svih bolesnika sa
tromboembolijama (O1 — 0,57; O2 — 0,03; Al — 0,023; A2 — 0,04; B — 0,13) ukazuje da ne
postoji statisticki znacajna razlika. Pojavnost O1 alela u kontrolnoj skupini (01-0,63) je
statisticki znaajno ve¢a u odnosu na skupinu s venskom trombozom (0O1-0,54), dok je
pojavnost B alela statisticki znac¢ajno veca u skupini s venskom trombozom (0,16) u odnosu
na kontrolnu skupinu (0,11), P<0,05.

3. Statistickom obradom utvrden je veci rizik za obolijevanje od tromboembolijskih
bolesti kod nositelja genotipova O1B/O2B/BB i AB/ A2B koji imaju poveéanu predispoziciju
za venske tromboembolije od nositelja O alela. Kod infarkta miokarda niti jedan ne-OO

genotip ne povecava tromboticki rizik.

4. Mutacija FVL u skupini ne-OO nositelja povecava izglede za razvoj venske
tromboze oko 9 puta, za nositelje MTHFR 677TT povecava ga oko 4 puta, dok mutacija FII
G20210A kod ne-OO nositelja nema znaéenje kao ¢imbenik rizika. Protromboticki geneticki

¢imbenici niti u jednoj skupini ne doprinose povecanju rizika za razvoj akutnog infarkta.

5. Incidencija tromboembolijskih bolesti kod Zena statisti¢ki je znacajno veca u
odnosu na muskarce uz OR 1,43 , a izgledi su jos vec¢i za razvoj VTE kod Zena, za 2,53 puta
veci u odnosu na musSkarce. Suprotno tome, nema statisticki znacajne razlike izmedu spolova
za pojavu akutnog infarkta.

6. Dob je znacajan ¢imbenik za razvoj infarkta miokarda kod osoba starijih od 55

godina (17,6 puta vecéi rizik).
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kao genetickih ¢imbenika rizika za razvoj tromboze (FV Leiden, protrombin G20210A i metilentetrahidrofolat
reduktaza C677T) u hrvatskoj populaciji.
Istrazivanjem je obuhvacéeno 164 bolesnika s venskom trombozom, 182 bolesnika s arterijskom trombozom i 303
asimptomatska dobrovoljna davatelja krvi koji su predstavljali kontrolnu skupinu.Genotipizacija na 5 osnovnih
alela i 15 genotipova bila je izvedena pomo¢u PCR-SSP metode, protromboticke mutacije nacinjene su pomocu
metoda PCR-SSP, PCR-RFLP i RT-PCR.

Dobiveni rezultati ovog istrazivanja pokazuju poveéani tromboticki rizik kod ne-OO nositelja u odnosu
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SUMMARY

These decades numerous researches were directed to detection of biological function of blood group systems.
There have been reports on a lower or higher association between ABO blood groups and cardiovascular,
tumour, gastrointestinal, and infectious diseases. Thromboembolic diseases are important public health problem
and one of leading cause of population mortality. It is of utmost importance to identify the risk factors implicated
in the disease development. Most studies performed to date have generally agreed that non-OO blood group
carriers have a higher risk of thrombosis than OO blood group carriers. Differences between O and non-O
blood groups are in values of glycoprotein von Willebrand factor in plasma which is by 25-30% lower in O
blood group than in non-O blood group. The hypothesis is that this occurs due to the direct functional impact of
ABO locus; however, the exact mechanism has not yet been elucidated.

Aim of the study was to assess the association between ABO blood group genotypes and genetic risk
factors for thrombosis (FV Leiden, prothrombin G20210A, and methylenetetrahydrofolate reductase C677T
mutations) in the Croatian population. The study included 164 patients with VTE,182 patients with CAD and
303 asymptomatic blood donors as a control group. Genotyping to 5 common alleles and 15 genotypes was
performed by PCR-SSP and prothrombotic mutations were determined by PCR-SSP, PCR-RFLP and RT-PCR
methods.

The results show higher thrombotic risk for non-OO carriers compared to OO genotype carriers for the
development of thromboembolic diseases. The strongest association with thrombotic risk was recorded for
O1B/O2B/BB andi AB/ A2B; carriers of A and B allele have highest VTE risk than OO allele carriers. There
was no significant difference between genotypes in the risk of myocardial infarction. FV Leiden increased the
risk of thrombosis 9-fold in the group of non-OO carriers, and fourfold in the group of MTHFR 677TT
carriers, while there was no significant difference in the risk of thrombosis between OO and non-OO blood
groups associated with prothrombin mutation. There was no contribution of prothrombotic genetic factors to
risk for development of myocardial infarction.

Study represents a basis for research of ABO blood group system as genetic risk factors for other
cardiovascular diseases, as well as gastrointestinal, cancer and infectious diseases.
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