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SAZETAK

Oralni kontraceptivi imaju brojne ucinke na organizam Zzene poput poZzeljnog
smanjenja pojavnosti zlo¢udnih bolesti jajnika i endometrija, ali i nepozeljne uc¢inke od
kojih je najpoznatiji poviseni tromboticki rizik. Cinjenica je da su oralni kontraceptivi
jedan od rizika za razvoj trombo-embolijskih bolesti, s relativnim rizikom od 1,15 do
8,5 ovisno o formulaciji pripravka i obliku trombo-embolijske bolesti. Razvoj
laboratorijske dijagnostike, molekularnih ispitivanja i koagulacijskih pretraga, dao je
novi zamah istrazivanjima povezujuc¢i epidemioloske podatke o trombotickim rizicima
poput pusenja, debljine, dobi, tjelovjezbe i drugih s bioloskom osnovom. Istovremeno,
razvoj sinteti¢nih estrogena i progesterona, njihovih doza i kombinacija, dodatan su
poticaj studijama ucinka pojedine formulacije na koagulacijski odgovor.

Cilj istrazivanja bio je utvrdivanje utjecaja oralnih kontraceptiva na c¢imbenike
zgrusavanja i fibrinolize u lokalnoj populaciji, ovisno o: koli¢ini i hormonalnom sastavu
koriStenog pripravka, postojanju nasljednih trombofilija te razlici medu ispitanicama u
dobivenim vrijednostima aktivnosti ¢imbenika hemostaze u odnosu na dodatne
¢imbenike rizika za trombo-embolijske bolesti.

U istrazivanje su ukljuceni rezultati 195 Zena koje su uzimale 6 ciklusa oralnu
kontracepciju. Odredivani su ¢imbenici nasljedne trombofilije (FV Leiden, FIIG20210A
i PAI-1 5G/4G) i koagulacijske pretrage (protrombinsko vrijeme (PV), aktivirano
parcijalno tromboplastinsko vrijeme (APTV), fibrinogen, rezistencija na aktivirani
protein C (aPCR), protein C i S, FVIII, antitrombin, plazminogen, inhibitor plazmina,
inhibitor plazminogen aktivatora tip-1 (PAI-1) i d-dimeri) u 3 vremenske tocke: pocetni
- prije uzimanja oralne kontracepcije, nakon 3 i nakon 6 ciklusa.

Rezultati istraZivanja pokazuju da su pod utjecajem oralnih kontraceptiva
promijenjeni svi koagulacijski parametri osim aktivnosti FVIII. Analizom rezultata
formulacija pripravaka, najvece razlike nadene su u kombinacijama s 20ug etilen
estradiola (EE2) s gestodenom (GSD) u odnosu na kombinaciju s drospirenonom
(DRSP) za koagulacijske pretrage protein C i S, plazminogen i (PAI-1). U istraZivanju
je potvrdena jednaka ucestalost trombofilnih mutacija medu ispitanicama kao u opcoj
populaciji. Polimorfizam PAI-1 5G/4G nije imao utjecaja na aktivnost PAI-1 kod
mladih Zena, niti je uzimanje oralnih kontraceptiva imalo ucinka na aktivnost PAI-1.

Istrazivanje je potvrdilo utjecaj oralne kontracepcije na koagulacijske pretrage, ali 1
nastojanje sustava hemostaze da postigne novu tocke ravnoteze. Gestageni takoder
utjeCu na koagulacijski odgovor Zena. PatoloSke vrijednosti pretraga aktivnosti proteina
S 1 odredivanja koncentracije d-dimera mogu pomoc¢i klinic¢arima u odluci o nastavku ili
prekidu oralne kontracepcije kod Zena s drugim visokim rizikom i/ili sumnjom na
trombo-embolijski dogadaj.

Kljucne rijeci: oralni kontraceptivi, gestageni, ¢imbenici zgruSavanja 1 fibrinolize,
nasljedna trombofilija, tromboticki rizici



SUMMARY

Oral contraceptives have numerous effects on women’s body like favorable decrease
of prevalence risk for ovarian and endometrial cancer, but also undesirable increase of
thrombotic events. The fact is that oral contraceptives are one of the reasons for
increased risk for venous thromboembolism, with relative risk is 1.15-8.5, depending on
the drug formulation and type of thromboembolic disease. The development of
laboratory diagnostics, molecular tests and coagulation tests, gave a new momentum to
the researches linking epidemiological data on thrombotic risks such as smoking,
obesity, age, exercise, and others with a biological basis. Simultaneously, development
of synthetic estrogens and progesterones are an additional stimulus for new studies of
the effect of oral contraceptive formulations on the coagulation response.

The aim of the study was to determine the influence of oral contraceptives on factors
of coagulation and fibrinolysis in the local population, depending on: the amount and
composition of used drug, the presence of hereditary thrombophilia and the difference
among study subjects in the obtained values of factors of coagulation and fibrinolysis in
relation to the presence of additional risk factors for thromboembolic diseases.

The study included the data results of 195 women, who took six cycles of oral
contraceptives. Tests for hereditary thrombophilia (FV Leiden, FIIG20210A and PAI-1
5G/4G) were performed, as well as tests of hemostasis (PT, APTT, fibrinogen, APCR,
protein C and S, FVIII, antithrombin, plasminogen, plasmin inhibitor, PAI-1 and d-
dimer) measured at three time points: basic - before taking oral contraceptives after
three and after six cycles of their use.

The results showed that oral contraceptives have changed all measured parameters
except activity of FVIII. Analyzing the results by formulation of drug, the greatest
differences were found in combination with 20ug EE2 GSD vs. DRSP for coagulation
tests protein C and S, plasminogen and PAI-1. Data confirmed the same frequency of
FV Leiden, FIl G20210A i PAI-1 5G/4G among study subjects as in general population.
Polymorphism of PAI-1 5G/4G had no influence on PAI-1 activity, nor the use of oral
contraceptives.

This study confirmed impact of oral contraceptives on coagulation tests and tendency
of hemostasis to reach new equilibrium. Gestagens also have impact on coagulation
response. Pathological test results of protein S activity and d-dimers may help clinicians
in the decision on continuation or discontinuation of oral contraceptives in women with
other high-risk and / or suspected thromboembolic event.

Key Words: oral contraceptives, gestagens, coagulation and fibrinolytic factors,
hereditary thrombophilia, thrombotic risks
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1. UvOD

Kontracepcija ima veliko znacenje u planiranju obitelji, planiranju populacije, izbjegavanju
rizika od pobacaja, nezeljene trudnoce i1 poroda, te oCuvanju reprodukcijskog zdravlja Zene.
Danas postoji dugogodiS$nje iskustvo uporabe oralnih kontraceptiva (OK). Sigurnost
postizanja kontracepcijskog ucinka, izrazena Pearl indeksom (omjer trudnoc¢a i mjeseci u
kojima je zena mogla zanijeti) najvisa je od svih drugih kontracepcijskih metoda (Tablica 1.),
a vazna je pristupacnost po cijeni lijeka, ali i nekontracepcijske koristi lijeka (1).

Oralna kontracepcija se pocela upotrebljavati davne 1961. godine i od tada ne prestaje njen
razvoj, kao i kontroverze koje je prate. Paradoksalno, razvoj oralne kontracepcije je
posljedica studije utjecaja spolnih hormona na povecanje fertilnosti kod zena, kada je uocen
anti-ovulacijski uc¢inak visokih doza estrogena i progesterona. Dvojica znanstvenika,
eksperimentalni biolog Gregory Pincus i struénjak za lijeCenje neplodnosti, ginekolog John
Rock, potpomognuti stipendijom Margaret Sanger, osnivaCicom udruzenja Planned
Parenthood Federation of America, 1951. godine zapocCinju ciljano istrazivanje stvaranja
oralne kontracepcije - Pilule.

1957. godine u Sjedinjenim Americkim Drzavama odobren je Envoid-10, proizvodaca
Searle, kombinacija 10 mg noretinodrela i 150 pg mestranola, s indikacijom za lijeCenje
poremecaja menstrualnog ciklusa. Cetiri godine kasnije, kao prva tableta za sprje¢avanje
zaCeCa odobren je Envoid (5 mg noretinodrela i 75 pg mestranola). Iste godine je i u
Njemackoj odobren Anvolar (proizvoda¢ Schering) kombinacija 4 mg noretisterona i 50 pg
etinil estradiola, a godinu poslije 1962. u Nizozemskoj Lyndiol (proizvoda¢ Organon)
kombinacija 2,5 mg linestrenola i 75 ug mestranola (2).

Od samog pocetka uzimanje tableta protiv zaceca izazivalo je zabrinutost javnosti. S jedne
strane isticalo se pitanje moralnosti osoba koje uzimaju oralnu kontracepciju, kao i strah od
Sirenja promiskuliteta kojeg bi tablete potencijalno omogucavale, a s druge strane pojavili su
se rezultati prvih studija koje su upucivali na kardiovaskularne rizike i potencijalnu
kancerogenost. Danas je poznato da upotreba kombiniranih oralnih kontraceptiva znacajno
smanjuje pojavnost karcinoma jajnika i endometrija, a neSto manje i karcinoma debelog
crijeva. Medutim, Cinjenica je da estrogen povecava rizik od trombo-embolijskih bolesti za 2-
4 puta. Odjeci tih prvih studija prisutni su kroz medije i danas, te su jedan od uzroka brojnih
studija provedenih o oralnoj kontracepciji, $to ih ¢ini jednim od najispitivanijih lijekova u

klini¢koj praksi.



U proteklih 50 godina oralni kontraceptivi su prosli brojne razvojne faze - izmjenu odnosa
koli¢ine spolnih hormona u tabletama, vrste sinteti¢nih derivata estrogena i progesterona, kao
I nadina uzimanja tableta, s ciljem poboljSanja pouzdanosti i sigurnosti njihove primjene.
Prema procjeni Ujedinjenih naroda, oko 9% Zena u reproduktivnoj dobi Sirom svijeta uzima
oralne kontraceptive, §to ih ¢ini najuobic¢ajenijom metodom kontracepcije danas u razvijenim

zemljama i tre¢com metodom kontracepcije u zemljama u razvoju.

Tablica 1. U¢inkovitost kontracepcijskih metoda

Metoda kontracepcije Pearl indeks

Bez metode 90-100
Metoda ritma 20
Kondom 12
Dijafragma 18
Spermicidi 20
Intrauterini ulozak - IUD 0,8
Sterilizacija 0,4
Vazektomija 0,2
Oralna kontracepcija — samo progesteron 0,5
Oralna kontracepcija — estrogen+progesteron 0,1

Nizi Pearl indeks — veci kontracepcijski u¢inak metode.



1.1. Spolni hormoni u oralnim kontraceptivima

Uloga spolnih hormona u oralnim Kkontraceptivima je primarno suprimiraju¢e djelovanje
progesterona negativnom povratnom spregom na luteiniziraju¢i hormon (LH), ¢ime se
onemogucuje nastanak ovulacije. Estrogen takoder ima anti-ovulatorni ucinak jer inhibira
sekreciju folikulostimulirajuéeg hormona (FSH) te sprje¢ava rast dominantnog folikula. Za
postizanje ovog ucinka potrebne su vise doze estrogena kako bi inhibicija bila potpuna ili
dodatak progesterona za smanjenje u¢inka LH. Stoga se estrogenska komponenta dodaje u
formulu oralnih kontraceptiva uglavnom radi sprjeCavanja probojnog krvarenja tijekom
uzimanja kontraceptiva i poveéavanja koncentracije progesteronskih receptora (3).

U prirodnom obliku, spolni hormoni uzeti per os, slabo se resorbiraju u organizmu, imaju
brzu metabolicku razgradnju i deaktivaciju u jetri i crijevima. Radi toga svi danas$nji oralni
kontraceptivi imaju u svom sastavu sinteticne spojeve, medutim i dalje su prisutne
individualne razlike u apsorpciji hormona, pa ¢ak i kod iste osobe u razli¢itoj zivotnoj dobi,

Sto posljedi¢no moze uzrokovati razli¢ite nuspojave i nezeljene ucinke.

1.1.1. Estrogeni

Sintetican estrogen dolazi u obliku etinil-estradiola (EE2) ili 3-metil-eter-etinil-estradiola -

mestranola koji se u organizmu prevodi u etinil-estradiol kako bi se vezao na estrogenske

receptore, sto znaci da oba spoja imaju jednako biolosko djelovanje (Slika 1.).

Estradiol Etinil-estradiol Mestranol

HO

Slika 1. Kemijska formula estradiola i njegovih sinteticnih homologa. Preuzeto iz:
en.wikipedia.org



Moderni kontraceptivi sadrze EE2, najé¢eSc¢e u niskim dozama (20-35 pg), koji se apsorbira
u tankom crijevu, a metabolizira u jetri putem citokrom izoenzima P450 I11A4 (4). Metaboliti
se izlucuju putem zuci. Ucinak enterohepaticke cirkulacije omogucuje dva vrha apsorpcije:
prvi nakon dva sata od ingestije (30 min - 2 sata) i drugi nakon nekoliko sati prolaskom kroz
jetru (2-6 sati). Vrijeme resorpcije i enterohepaticke cirkulacije je pokazalo velike razlike
medu etnickim grupama. EE2 je u plazmi vezan za albumin, a u organizmu djeluje vezanjem
za estrogenske receptore (4).

Dva su tipa estrogenskih receptora — ERa, koji se nalaze na klasi¢nim ciljnim tkivima
estrogena, i ERp, koji se nalaze na tkivima koja nisu smatrana klasi¢nim estrogenskim ciljem
poput stanica krvnih zila, osteoblasta i astrocita (5). Vezanjem estrogena i njemu sli¢nih
spojeva na ove receptore nastaje razlic¢it u¢inak na stani¢cnu DNK, ovisno o tkivu u kojem se
nalaze. Estrogen na sustav zgruSavanja i fibrinolize utjeCe povecanjem aktivnosti
cirkulirajué¢ih FII, FVIL, FVIII, FIX, FX i plazminogena, smanjenjem aktivnosti antitrombina,
te povecanjem adhezivnosti trombocita (6). Ostali vazni u€inci su: utjecaj na proizvodnju
lipoproteina (povecanje HDL, a smanjenje LDL kolesterola), ocuvanje koStane mase
smanjenjem razgradnje 1 poticanjem stvaranja novog koStanog tkiva, proliferacija tkiva
mlijecnih Zlijezda dojke, proliferacija tkiva endometrija, pove¢ano zadrzavanje vode i soli u

organizmu i dr (7).

1.1.2. Gestageni

Gestageni su sinteti¢ni Spojevi koji primarno imaju ulogu vezanja za progesteronske
receptore. Sintetizirani su iz testosterona (derivati 19-nortestosterona), progesterona (derivati
17-hidroksiprogesterona i 19-norprogesterona) ili spironolaktona (1)(Slika 2.), te osim
vezanja za progesteronski receptor imaju afinitet i za druge steroidne receptore: estrogenske,
androgene,  glukokortikoidne i/ili mineralokortikoidne receptore. Upravo o afinitetu
pojedinog gestagena za steroidne receptore ovisi i njihov cjelokupni u¢inak na organizam (8-

10)(Tablica 2.).
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Slika 2. Klasifikacija gestagena. Preuzeto iz: Pavi¢i¢ Baldani D, Vugrinec D. Farmakologija
oralnih hormonskih kontraceptiva. u Simunié¢ V i sur. Dobrobit i rizici oralne hormonske
kontracepcije. Fotosoft. Zagreb, 2008

Tablica 2. Bioloska aktivnost gestagena (sastojaka modernih kontraceptiva) vezanjem na
steroidne receptore

Gestagen PR ER Anti-ER | AR Anti-AR Anti-MKR GKR SHBG
Ciproteron acetat + - + - ++ - + -
Gestoden + - + + - + + -
Norgestimat + - + + - - - -
Levonorgestrel + - + + - - - +
Noretisteron + 4+ + + - - - +
Drospirenon + - + - + + - -
Desogestrel + - + + - - - -
Dienogest + - + - + - - -

PR — progesteronski receptor; ER — estrogenski receptor; AR — androgeni receptor; MKR —
mineralokortikoidni receptor; GKR — glukokortikoidni receptor; SHBG — globulin za prijenos
spolnih hormona; + ucinak; + slab u¢inak; - bez u¢inka



1.1.2.1. Derivati testosterona: 19-nortestosteron

Tridesetih godina 20. stoljeca uspjelo se etiliranjem testosterona proizvesti oralno aktivan i
stabilan androgen etisteron, a dvadeset godina kasnije uklanjanjem ugljikovog atoma s
poloZzaja 19 stvoren je 19-noretisteron koji je zadrzao svojstvo stabilnosti oralne primjene, ali
vise nije imao androgena ve¢ progesteronska svojstva - postao je gestagen. Strukturalno 19-
noretisteron  obuhvaca dvije grupe spojeva: estrane i gonane. Estrani (noretisteron i
noretinodrel) imaju svojstvo vezanja za estrogenske i androgene receptore. Gonani nastaju iz
potrebe za jaCim gestagenima, a predstavnici su levonorgestrel, desogestrel, gestoden i
norgestimat.

Levonorgestrel ima devet puta jaca gestagenska svojstva od noretisterona, ali i tri puta jaci
androgeni ucinak, dok su desogestrel, gestoden i norgestimat gestageni tre¢e generacije

sintetizirani s ciljem visoke gestagenske ucinkovitosti bez androgenih svojstava (9, 10).

1.1.2.2. Derivati progesterona: 17-hidroksiprogesteron i 19-norprogesteron

Derivati 17-hidroksiprogesterona nastali su otkricem da acetiliranjem 17-OH skupine
progesterona, novonastali spojevi imaju gestagensko djelovanje i stabilni su pri oralnoj
primjeni. Dodatnim acetiliranjem na polozaju 6 nastao je, izmedu ostalih, ciproteron acetat
koji osim gestagenskog ucinka ima jako antiandrogeno djelovanje te je pogodan za lijeCenje
Zena s hiperandrogenim poremecajima poput izrazenih akni i/ili hirzutizma.

Cistim gestagenima, smatraju se derivati 19-norprogesterona koji su nastali uklanjanjem
19-C metilne skupine iz molekule progesterona. Ovi spojevi nemaju estrogensko, androgeno
ili glukokortikoidno djelovanje, a predstavnici su dienogest i nesteron. U dana$njim oralnim

kontraceptivima koristi se dienogest koji ima i antiandrogeni ucinak (9, 10).

1.1.2.3. Derivati spironolaktona

Spironolakton je diuretik, Ciji sinteticni analog drospirenon ima najvise farmakoloskih
slicnosti prirodnom progesteronu, a sastojak je zadnje generacije oralnih kontraceptiva.
Antimineralokortikoidnim svojstvom suprotstavlja se aktivaciji renin-angiotenzin-aldosteron
sustava pod utjecajem estrogena, smanjuje zadrzavanje vode 1 natrija u organizmu, a zadrZzava

kalij. Radi toga mozZe dovesti do hiperkalemije kod Zena s poremecajem funkcije bubrega,



jetre 1 /ili nadbubrezne Zlijezde, ili pri egzogenom uzimanju kalija. Drospirenon takoder ima i

antiandrogeno djelovanje, ali slabije od derivata 17-hidroksiprogesterona (9, 10).

1.1.2.4. Klasifikacija oralnih kontraceptiva

Klasifikacija gestagena u oralnoj kontracepciji nastala je prema vremenu izlaska na trziste,

a ne prema strukturi ili osnovnoj farmakologiji. Cetiri su generacije oralnih kontraceptiva (1):

©)

(@]

Prva generacija: oralni kontraceptivi koji sadrze 50 pg i vise EE2

Druga generacija: oralni kontraceptivi koji sadrze do 35 pg EE2, a kao gestagensku
komponentu - levonorgestrel, noretindron i njegove derivate

Tre¢a generacija: oralni kontraceptivi koji sadrze do 30 ug EE2, a kao gestagensku
komponentu desogestrel, norgestimat ili gestoden

Cetvrta generacija: oralni kontraceptivi koji sadrze do 30 ug EE2 i drospirenon kao

gestagensku komponentu.

Posebno se klasificiraju derivati 17-hidroksiprogesterona, poput ciproteron acetata koji iako

su na trziSte izaSli paralelno s drugom generacijom, nisu primarno uvrSteni u oralne

kontraceptive.



1.2. Tromboze i oralni kontraceptivi

Temelje za razumijevanje nastanka tromboze, dao je jos prije 150 godina Rudolf Virchow,
uocCivsi da je nastanak ugrusSka posljedica najmanje jednog Clana trijasa: staze krvotoka,
ozljede krvne Zile i hiperkoagulabilnosti krvi. Prema mjestu nastanka u krvozilnom sustavu
razlikujemo arterijske (arterijska okluzivna bolest s aterosklerozom, infarkt miokarda) i
venske tromboze (duboke venske tromboze, pluéne embolije, posttromboticki sindrom).
Specificnost tromboza kod zena koje uzimaju oralnu kontracepciju je u tome §to su one
uglavnom zdrave bez komorbiditeta u smislu zastoja u cirkulaciji i/ili ozljede krvne zile.
Stoga je vecina istrazivanja usmjerena na prokoagulacijski u¢inak oralnih kontraceptiva. Vrlo
brzo je pokazano da oralni kontraceptivi utjeCu na promjene kod velikog broja ¢imbenika
sustava zgruSavanja i fibrinolize, ali i da su te promjene umjerene i upitne klinicke

znacajnosti.

Tablica 3. Relativni rizik (RR) razvoja tromboze prema generaciji oralnih kontraceptiva

Komplikacija Vrsta
kontraceptiva
Venske trombo-embolije 1. generacija 8,5
2. generacija 2,8
3. generacija 25-31
4. generacija 2,7
Infarkt miokarda i mozdani 1. generacija 3,2
udar 2. generacija 2,5
3. generacija 1,15

Odmah na pocetku ere uzimanja oralnih kontraceptiva, studije su povezale ucinak doze
estrogena u formulaciji oralnog kontraceptiva i rizik za razvoj venske tromboze, koji je za
prvu generaciju kontraceptiva bio 6-8 puta veci, ovisno o studiji, nego kod zena koje nisu
uzimale kontracepciju. Smanjenjem koli¢ine estrogena u oralnim kontraceptivima, smanjen je
i rizik za nastanak tromboze (Tablica 3.). Danasnje formulacije oralnih kontraceptiva nazivaju
se nisko-estrogenskim pripravcima, a sadrze 35 pg i manje EE2. Daljnje snizavanje
estrogenske komponente nije pokazalo smanjenje preostalog rizika za tromboze, a povecalo je

pojavnost nuspojava poput probojnog krvarenja (3, 11). S druge strane, smatralo se da sami



gestageni ne utjecu ili vrlo malo utjeCu na trombogeni rizik, te je njihov razvoj prvenstveno
bio u smislu povecanja bioloske u¢inkovitosti i smanjenja metaboli¢kih nuspojava. Medutim,
studije koje su usporedivale drugu i tre¢u generaciju kontraceptiva, a sadrzavale su jednaku

koli¢inu EE2 pokazale su da vrsta gestagena mijenja tromboticki rizik (12, 13).

1.2.1. Ukupna estrogenost oralnog kontraceptiva

Otkrice da gestageni utjeCu na tromboticki rizik formulacije oralnog kontraceptiva
rezultiralo je izraCunavanjem ukupne estrogenosti oralnog kontraceptiva. Estrogenost
pripravka se povecava koli¢inom EE2, a smanjuje anti-estrogenskim u¢inkom gestagena. Za
mjerenje ukupne estrogenosti formulacije oralnog pripravka predloZen je protein SHBG (engl.
sex hormone binding globulin - globulin za vezanje spolnih hormona).

SHGB je protein koji se proizvodi u jetri, a funkcija mu je vezanje i prijenos
dihidrotestosterona, testosterona i estrogena (estradiola) do ciljnih tkiva. Koncentracija SHBG
u Krvi raste unosom estrogena, a smanjuje se unosom progesterona. Dodatno je uocena
proporcionalna povezanost koncentracije SHBG i rizika od venskih tromboza uzrokovanih

unosom spolnih hormona (3).

1.2.2. Utjecaj oralnih kontraceptiva na sustav hemostaze

Brojna su istraZivanja izvrSena s ciljem utvrdivanja ucinka oralnih kontraceptiva na sustav
hemostaze. Medutim, rezultati su ¢esto bili djelomi¢ni — zbog nedostatnih testova kojima bi se
mjerili ovi ucinci, ali i zbog nedorecenosti same teorije 0 sustavu zgrusavanja i fibrinolize.
Dobiveni rezultati su bili najc¢es¢e unutar referentnih intervala te im se nije davao veci klinicki
znacaj. Prvi proboj na tom polju nastao je razvojem molekularne dijagnostike i otkricem
genetickih trombofilnih faktora poput FV Leiden i FII G20210A. Usporedo s razvojem novih
dijagnostickih moguénosti 2001. godine Dougald Monroe i Maureane Hoffman su predstavili

stani¢nu teoriju sustava hemostaze (Slika 3.).
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Slika 3. Stani¢ni model hemostaze. Preuzeto iz: Hoffman M, Monroe DM. A cell-based
model of hemostasis. Thromb Haemost. 2001;85:958-965.

Prema stani¢noj teoriji, sustav hemostaze se odvija u tri preklapaju¢e faze: inicijaciji,
amplifikaciji i propagaciji (14). Cilj ovog procesa je stvaranje stabilnog ugruska koji je
istovremeno lokaliziran samo na mjestu ozljede krvne zile. Za pravilno odvijanje hemostaze
potrebne su dvije vrste stanica — endotelne stanice krvozilnog sustava koje na sebi nose tkivni
faktor (TF) i trombociti.

U fazi inicijacije ozljedom endotela krvne zile nastaje kompleks TF:FVIla koji aktivira
male koli¢ine FIX i FX. Istovremeno na kolagen s mjesta ozljede adheriraju trombociti,
djelomic¢no aktiviraju i otpustaju FVa iz svojih a-granula. FXa takoder moze i sam dodatno
aktivirati FV. Nastaje protrombinski kompleks FXa:FVa, koji je zaSticen od
antikoagulacijskog djelovanja antitrombina i inhibitora puta tkivnog faktora (TFPI) samo uz
povrsinu stanica endotela. Ulaskom u cirkulaciju protrombinski kompleks ¢e biti inaktiviran.
Na ovaj nacin stvara se mala koli¢ina trombina. Medutim nastali FIXa moze u¢i u cirkulaciju
do drugih trombocita jer nije podlozan inaktivaciji s TFPI, a antitrombin na njega ima znatno
slabiji u¢inak.

U fazi amplifikacije, nastali trombin ima funkciju daljnje aktivacije trombocita, aktivaciju
FV, FVIII i FXI na povr$ini trombocita.

Faza propagacije se odvija na povrsini trombocita. FIXa iz faze inicijacije se veze s FVIlIa;

FXIa na povrs$ini trombocita dodatno oslobada FIXa; kompleks FIXa:FVIIla aktivira FXa na
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povrsini trombocita koji se odmah veze s FVa i zapo€inje obilna proizvodnja trombina koji
cijepa fibrinogen u fibrin i stvara ugrusak.

Istovremeno s prokoagulacijskim procesima odvija se i fibrinoliza gdje se pod utjecajem
tkivnog aktivatora plazminogena (tPA) plazminogen aktivira u plazmin i razgraduje fibrinsku
mrezicu ugrusSka. Glavni regulatori fibrinolize su inhibitor aktivatora plazminogena tip-1
(PAI-1) i inhibitor trombinom aktivirane fibrinolize (TAFI).

Tablica 4. U¢inak oralnih kontraceptiva 2. i 3. generacije
na sustav hemostaze

2. generacija 3. generacija

Koagulacijski ¢cimbenici Novije studije o utjecaju oralnih
P_rot_rombln ! 1 kontraceptiva, potvrdile su prisutnost
Fibrinogen 1 ) ) .
=V; | | promjena u sustavu hemostaze u svim
FVII 1 1 njenim dijelovima:  prokoagulacijskom,
FVIHI ) ) antikoagulacijskom,  fibrinolitickom i
FX 1 ) antifibrinolitickom (Tablica 4.). Medutim,
Antikoagulacijski ¢imbenici . ) i< bile iednak y
Antitrombin I l zapazene promjenc nisu bile jednakoznacne
Protein C 1 1 za sve oralne kontraceptive niti za istu
Protein S ! ! formulaciju  oralnog  kontraceptiva u
avPCR ) ! razli¢itim populacijama.

Cimbenici fibrinoliti¢kog sustava

PAI-1 ! !

Plazminogen 1 1

TAFI: Ag 1 1

1.2.3. Trombofilije i oralni kontraceptivi

Nasljedne trombofilije su predispozicije za razvoj tromboza. Do sredine 1990-tih i razvoja
molekularne dijagnostike jedini poznati nasljedni oblici trombofilija bili su manjak
antitrombina, proteina C (PC) i proteina S (PS) ¢ija je prevalencija u op¢oj populaciji oko 1%.
Razvojem molekularne dijagnostike otkrivene su mutacija FV G1691A (FV Leiden), mutacija
FII G20210A, polimorfizam PAI-1 4G/5G, mutacija enzima metilentetrahidrofolat reduktaze
MTHFR C677T, FXIII Val34Leu i dr. Istrazivanja su ukazala i na povezanost tromboza i
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poviSene aktivnosti FVIII. Ubrzo su prve studije povezanosti novootkrivenih oblika

trombofilije i oralnih kontraceptiva ukazale na dramati¢no povecanje rizika za obolijevanje od

trombo-embolijskih bolesti kod pojedinih oblika trombofilija (15-18) (Tablica 5.).

Tablica 5. Relativni rizik (RR) za razvoj tromboze kod trombofilija sa i bez uzimanja oralne
kontracepcije (OK)

Trombofilija RR sa OK RR bez OK
Bez trombofilije 3,1 1

FV Leiden 15,62 3,78

FI1 G20210A 6,09 1,34

FV Leiden+FIlI G20210A 7,85 4,03

Manjak proteina S 4,88 5,31

Manjak proteina C 6,33 2,45

Manjak antitrombina 12,6 3,18

Povisen FVIII 8,80 4,56

1.2.3.1. Manjak antitrombina

Antitrombin  (AT) u sustavu hemostaze je primarni antikoagulacijski cimbenik S
visestrukim ucincima: inhibicija trombina (Flla), FXa i FIXa, ali i inhibiraju¢i utjecaj na
FXlla, FXla i kompleks TF:FVIla. U spoju s heparinom, svoje antikoagulacijsko djelovanje
viSestruko pojacava.

Manjak antitrombina u pravilu je nasljedan, iako su moguca stanja (bolesti) koja dovode do
smanjenja razine antitrombina u organizmu radi njegove ubrzane potroSnje (Sepsa,
diseminirana intravaskularna koagulopatija, masivna Kkrvarenja). Prirodeni manjak
antitrombina, najCes¢e se nasljeduje autosomno dominantno, ali ima i varijanti koje se
nasljeduju kao recesivno svojstvo. Manjak antitrombina se fenotipski moze izraziti,
smanjenom aktivnosti antitrombina i koncentracijom antigena u plazmi (Tip 1), ili smanjenom
aktivnosti antitrombina, a normalnom koncentracijom antigena (Tip I1).

Dokazane su mnoge mutacije (>100), a najvaznije su one koje zahvacaju reaktivno mjesto
za serinske proteaze, vezno mjesto za heparin ili zbog preranog STOP kodona nastali proteini

imaju smanjene kvantitativne i kvalitativne znacajke.
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Prevalencija manka antitrombina u op¢oj populaciji iznosi od 0,02-1,1% ovisno o etni¢koj
pripadnosti. Kod osoba oboljelih od trombo-embolijskih bolesti prevalencija je oko 4%.

Homozigotni oblik tipa | nije spojiv sa Zivotom.

1.2.3.2. Manjak proteina C

Uloga proteina C u sustavu hemostaze je antikoagulacijska - inaktivacija FVa i FVIlla uz
protein S kao koenzim na membrani aktiviranih trombocita. Pod utjecajem trombina,
trombomodulin aktivira protein C. Manjak proteina C pomice teziSte sustava hemostaze
prema prokoagulacijskom stanju.

Manjak proteina C opisan je 1981. godine, a moze biti posljedica smanjenog Stvaranja -
kvantitativan (Tip 1) ili nastanak nefunkcionalne molekule proteina C - kvalitativan (Tip 1)
radi ¢ega ne moze do¢i do odgovaraju¢ih veza s trombomodulinom, FVa, FVllla,
fosfolipidima i dr. (19).

Prevalencija manjka proteina C u opcoj populacije je oko 0,2%, a homozigotna mutacija
uzrokuje purpuru fulminans, oboljenje karakterizirano stvaranjem brojnih ugrusaka u

organizmu.

1.2.3.3. Manjak proteina S

Protein S u sustavu hemostaze djeluje kao koenzim proteina C, njegov manjak je prepoznat
i opisan 1984. godine, nedugo nakon otkrica manjka proteina C. U krvotoku su prisutna dva
oblika proteina S — slobodni i vezan na proteinski nosaé Ch4 (engl. C4b-binding protein).
Samo slobodan oblik proteina S moze se vezati s aktiviranim proteinom C na povrsini
trombocita. Manjak proteina S pomice radi toga teziSte hemostaze u prokoagulacijsko stanje
(20).

Manjak proteina S moze biti trojak: tip I — nedovoljna koncentracija proteina S u
slobodnom i vezanom obliku, tip Il — poremecaj u gradi molekule proteina S koja nema punu
funkcionalnost i tip 11l — nedostatna koncentracija samo slobodnog oblika proteina S, dok je
koncentracija ukupnog proteina S unutar referentnog intervala.

Prevalencija manjka proteina S u opcoj populaciji zbog problema u dijagnostici nije
poznata, ali studija na Skotskim darivateljima krvi pokazala je prevalenciju od 0,03-0,13%,
dok je prevalencija kod oboljelih od dubokih venskih tromboza 1-13%, ovisno o etnickim
razlikama, ali i odabiru testova u studijama (21).
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1.2.3.4. FV Leiden (c. 1691G>A, p.Arg506GIn)

FV je vazan ¢imbenik koagulacije jer aktiviran FV u spoju s aktiviranim FX ima glavnu
ulogu u pretvorbi protrombina u trombin. Proizvodi se u jetri, a inaktivira djelovanjem
proteina C na dvije glavne pozicije — nakon arginina na poziciji 306 koje je sporije i nakon
arginina na poziciji 506 u peptidnom lancu koje je visestruko brze. Uzrok pojave rezistencije
FVa na antikoagulacijsko djelovanje proteina C u koagulacijskoj kaskadi je u tockastoj
mutaciji na genu za FV. Mutaciju predstavlja zamjena gvanina adeninom na polozaju 1691
nukleotidnog niza, $to ima za posljedicu zamjenu kodnog tripleta za arginin (CGA) kodnim
tripletom za glutamin (CAA) na polozaju 506 peptidnog lanca. Ovako kodiran peptid FV ima
jednaku funkcionalnost u prokoagulacijskom djelovanju, ali smanjenu osjetljivost prema
proteinu C, §to je posljedi¢no pomaknulo teziSte sustava hemostaze prema prokoagulacijskom
stanju.

Mutacija se nasljeduje autosomno dominantno, a prevalencija FV Leiden u opcoj populaciji
je razlicita, 2-15% u bijeloj rasi (¢eSca je na sjeveru nego jugu Europe) (22).

Poznate su i druge inafice mutacija na genu FV s ufinkom smanjene osjetljivosti na

djelovanje proteina C (FV Cambrige, FV Hong Kong, FV Liverpool), ali su one puno rjede.

1.2.3.5. F11 G20210A (c. *97G>A)

Protrombin (FIl) je glavni ¢imbenik u stvaranju ugruska. Stvara se u jetri, a pod
djelovanjem kompleksa FXa/FVa aktivira se u Flla, odnosno trombin. Uloga trombina je vrlo
slozena, te se moze podijeliti na:

o prokoagulacijsko djelovanje — pretvara fibrinogen u fibrin, aktivira FXIII — stabilizacija
fibrinske mrezice, aktivira FV i FVIIl ¢ime se pojacava pretvorba protrombina u
trombin; vezanjem na receptor aktiviranih proteaza (PAR) i cijepanjem GpVa od
Gplb-IX-V kompleksa poti¢e aktivaciju trombocita, poja¢ava njihovu adheziju i
agregaciju

o antikoagulacijsko djelovanje — u spoju s trombomodulinom pojacava djelovanje
proteina C, aktivira TAFI

o antifibrinoliti¢ko djelovanje — aktivacijom TAFI smanjuje aktivaciju plazminogena

o pro-upalno djelovanje — vezanjem s PAR potiCe aktivaciju trombocita, pojacava
stani¢nu signalizaciju

o protu-upalno djelovanje — TAFI inaktivira sustav komplementa na razini C5a
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1996. godine otkrivena je toCkasta mutacija u genu koji kodira FllI, kod koje je na polozaju
20210 gvanin zamijenjen adeninom. Posljedica mutacije je i do 30% povecano stvaranje
protrombina $to je dovodi do pomicanja teziSta hemostaze prema prokoagulacijskom stanju.
Prevalencija ove mutacije u opéoj populaciji medu bijelcima je oko 2-4%, a homozigoti za

ovu mutaciju su vrlo rijetki (23).

1.2.3.6. Polimorfizam PAI-1 5G/4G

Inhibitor aktivatora plazminogena tip-1 (PAI-1) je glavni regulator fibrinolize. Regulirajuci
aktivaciju plazminogena u plazmin, kontrolira razgradnju fibrina u ugrusku. Radi toga
njegova povecana proizvodnja moze poremetiti odstranjenje fibrina, te dovesti do njegovog
talozenja i nastanka trombo-embolijskih dogadaja. Njegovu proizvodnju kodira gen PAI-1 na
kromosomu 7g22. Na promotorskoj regiji gena naden je polimorfizam uslijed delecijske
tockaste mutacije na polozaju -675b, gdje jedan alel sadrzava 4 gvanina (4G) u nizu, a drugi 5
gvanina (5G) u nizu. Oba tipa imaju vezno mjesto za aktivatora transkripcije, ali samo
polimorfizam 5G ima i dodatno vezno mjesto za represora-blokatora transkripcije, $to
rezultira nizim brojem transkripcija odnosno manjom koli¢inom sintetiziranog PAI-1.

PAI-1 proizvodi se u razli¢itim organima i tkivima — jetri, slezeni, masnim stanicama i
endotelnim stanicama, a sinteza je dodatno regulirana razli¢itim spojevima poput glukoze,
inzulina i lipida (24).

Studije koje su istrazivale utjecaj ovog polimorfizma na arterijsku ili vensku trombozu
donijele su kontroverzne rezultate. Cini se da sam polimorfizam nema klini¢ki zna¢aj, ali uz
prisutnost bolesti koje poticu proizvodnju PAI-1 ili drugih trombofilija pojacava rizik

obolijevanja od trombo-embolijske bolesti (25).
1.2.4. Ostali ¢imbenici rizika razvoja tromboze 1 oralni kontraceptivi

Osim izravnih ucinaka oralnih kontraceptiva na sustav hemostaze, rizik za trombo-
embolijske bolesti mijenjaju odredene navike, fizioloska stanja i bolesti poput visokog tlaka,

pusenja, konzumacije alkohola, povecane tjelesne mase, starosne dobi, fizicke aktivnosti, ali i

etnicke pripadnosti.
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Pusenje pogoduje razvoju arterijske i/ili venske tromboze putem oStecenja stijenke krvne
zile, pojacavanjem upalnog stanja i pove¢anjem aktivnosti fibrinogena. Sinergisticki djeluje s
oralnim kontraceptivima u povecanju rizika od tromboza (26). Relativni rizik pusenja za
razvoj venske tromboze je 1,2-1,4, a arterijske tromboze 2,5-3,5, ovisno o studiji, rizik se
povecava do 15 puta kod uzimanja oralnih kontraceptiva za arterijske tromboze (27).

Mehanizam ucinka debljine na poveéani rizik za trombozu nije to¢no poznat. Teorije se
najvise slazu o kombiniranom ucinku smanjene pokretljivosti pretilih osoba i mase na stjenku
venskog sustava s posljedi¢énim usporavanjem protoka i razvojem venske staze (28, 29).
Medutim, studije ukazuju na povezanost debljine i koncentracije FVIII, kao i utjecaj masnog
tkiva na povecanu proizvodnju tkivnog faktora. U masnom tkivu se dogada i pretvorba
androgena u estrogen, §to dodatno povisuje razinu estrogena u organizmu, a time je povec¢ano
stvaranje ostalih koagulacijskih ¢imbenika (poglavlje 1.1.1.) (27). Jedan od nacina izrazavanja
tjelesne mase osoba je indeks tjelesne mase - BMI (engl. body mass index) koji se izraCunava
kao omjer tjelesne mase u kilogramima i kvadrata visine izraZzene u metrima, 0dnosno
BMI=kg/m®. Relativni rizik za razvoj venske i /ili arterijske tromboze za pretile osobe
(BMI>26) je oko 2,0, a ako uzimaju oralne kontraceptive relativni rizik se poveca do 11,6
puta u odnosu na osobe normalne tjelesne mase (BMI<25) bez oralne kontracepcije (29).

Starenjem organizma eksponencijalno raste rizik obolijevanja od trombo-embolijskih
bolesti, a rizik osobito raste nakon 45 godine. Moguc¢i mehanizam je kumulativno djelovanje
promjena na stjenkama arterija, smanjene pokretljivosti osobe s posljedicnom venskom
stazom, te promjene u sustavu hemostaze vezane uz starenje organizma: povecanje aktivnosti
FV, FVII, FVIII, FIX i fibrinogena, ali i von Willebrandova ¢imbenika (vVWF) kao klju¢nog
proteina u adheziji trombocita na krvnu zilu (30).

Alkohol ima antikoagulacijski ucinak kod kardiovaskularnih bolesti (31) i venskih
tromboza. Ucinak je najizrazeniji pri umjerenoj konzumaciji (koli¢ina alkohola oko dvije ¢ase
vina) kada smanjuje aktivnost fibrinogena, FVII i vVWF (32).

Tjelesna aktivnost ima dvojaki ucinak na sustav hemostaze. Neredovito intenzivno
vjezbanje ima prokoagulacijski ucinak, dok redovito vjezbanje ima antikoagulacijski i
fibrinoliticki u€inak (Tablica 6.). U¢inak oralnih kontraceptiva poniStava fibrinoliticki u¢inak

vjezbanja, te su Zene izlozenije prokoagulacijskom uc¢inku vjezbanja (32).
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Tablica 6. U¢inak vjezbanja na sustav hemostaze

Fibrinogen ! 1
FVII ! PN
tPA 1 !
PAI-1 ! !
Aktivacija trombocita ! 1
Stvaranje trombina Nije poznato 1

Etni¢ka pripadnost na viSe razina mijenja rizik od trombo-embolijskih bolesti, te utje¢e na
rizik od tromboza kod uzimanja oralnih kontraceptiva.

Prevalencija nasljednih trombofilija je razlicita — npr. za FV Leiden od 15 % na sjeveru
Europe do 2% na jugu Europe.

Studije su potvrdile razli¢ite razine c¢imbenika hemostaze medu etnicki razli¢itim
skupinama — najviSe se razlikuju u aktivnostima fibrinogena, FVII, FVIII i plazminogena
(33).

U literaturi je dobro opisan utjecaj polimorfizma P450 CYP2C9 i VKORC1 u terapiji
oralnim antikoagulacijskim lijekom varfarinom, te njihovu razli¢itu raspodjelu medu etnickim
skupinama (34).

Faktori specifi¢ni za regiju poput stupnja izlozenosti operativnim zahvatima s vec¢im
rizikom od tromboza, debljina, prevalencija pusaca, primjena hormonalne terapije ¢ine dio

ukupnog etni¢kog rizika za trombo-embolijsku bolest (35).
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1.3. Nekontracepcijski ucinci oralne kontracepcije

Nekontracepcijski ucinci oralne kontracepcije, bilo pozitivni ili negativni, posljedica su
utjecaja primarno na reprodukcijski sustav Zzene, ali i na druge organske sustave poput mozga,
bubrega, koze i dr. Radi toga je procijenjeno da oko 20% zena uzima oralne kontraceptive kao
lijek za druga stanja i bolesti od kojih su najznacajnija smanjenja rizika za vanmaterni¢ne
trudno¢e 90%, disfunkcionalna krvarenja 70%, predmenstrualni sindrom 60%,
menometroragije 50%, funkcionalne ciste jajnika 50-70%, akne 70-90%, hirzutizam 50%,
dobro¢udne promjene u dojci 40%, osteoporoza 25% (36).

Takoder vrlo vazan ucinak je i smanjenje rizika za razvoj zlocudnih bolesti — a studije su
dokazale smanjenje rizika za 40-80% zlo¢udnih tumora jajnika, endometrija i debelog crijeva.

Stupanj zastitnog djelovanja oralnih kontraceptiva proporcionalan je duljini uzimanja.

Medutim, osim dodatne koristi uzimanja oralnih kontraceptiva, postoje uz, opée poznati
protromboticki rizik, i drugi nezeljeni ucinci - povecani rizik od bolesti Zu¢nog mjehura,
hepatocelularnog karcinoma (iako postoje kontradiktorne studije zbog malog broja ispitanica
jer unato¢ poveéanju broja Zzena koje uzimaju oralnu kontracepciju nema porasta
hepatocelularnog karcinoma u apsolutnim brojevima - podaci za SAD) i raka grlica maternice
- ali novije studije viSe istiCu utjecaj Humanog papiloma virusa i vrijeme stupanja u spolne
odnose kao ¢imbenik rizika (18, 37, 38).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

U Hrvatskoj je do 2008. godine oralnu kontracepciju koristilo oko 80.000 Zena (8,5%), ali
je nakon Sirenja panike izazvane trombo-embolijskim incidentom taj broj drasti¢no pao te
danas se procjenjuje da svega 56.000 ili 5% zena generativne dobi (izmedu 15 1 49 godina)
uzima oralnu kontracepciju.

Oralna kontracepcija koristi se preko 50 godina, njenu primjenu i razvoj prate brojne studije
- javno zdravstvene, epidemioloske, ginekoloSke, onkoloske, farmakoloske, laboratorijske s
posebnim osvrtom na koagulacijsku problematiku. Time su oralni kontraceptivi postali jedan
od najistraZivanijih farmaceutskih pripravaka danasnjice. Cinjenica je da su oralni
kontraceptivi jedan od rizika za razvoj trombo-embolijskih bolesti te da se relativni rizik krece
od 1,15 do 8,5 ovisno o generaciji kontraceptiva i obliku trombo-embolijske bolesti.

Utjecaj oralne kontracepcije na ¢imbenike zgruSavanja i fibrinolize obraden je u mnogim
studijama s razlicitih aspekata poput procjenjivanja rizika od trombo-embolijskog dogadaja,
opravdanosti rutinskog pretrazivanja na nasljednu trombofiliju, zatim povezanosti oralne
kontracepcije s dodatnim kardiovaskularnim rizi¢nim ¢imbenicima poput pusenja, debljine,
fizicke aktivnosti, poviSenog krvnog tlaka, poviSenih masnoca u krvi, Secerne bolesti 1 dr.
Veliki broj radova je ukazao i na razliCit utjecaj oralne kontracepcije na cimbenike
zgruSavanja 1 fibrinolize s obzirom na sastav kontraceptiva 1 koli¢inu estrogena 1/ili
progesterona u njima.

1991. godine Leck i sur. (33), objavili su rezultate multicentricne studije utjecaja oralne
kontracepcije na hemostazu s obzirom na zemljopisnu lokaciju 1 etniC¢ku pripadnost.
Zakljucak studije je da isti pripravci oralnih kontraceptiva imaju razli€iti utjecaj na ¢imbenike
zgrusavanja 1 fibrinolize u razliCitim populacijama, a time 1 razliciti rizik za trombo-
embolijske komplikacije.

Razvoj laboratorijskih pretraga, njihova pristupacnost, smanjenje cijene pretraga, novi
nacini i podrucja primjene oralnih kontraceptiva, nove farmaceutske formulacije, kao i novi
farmaceutski spojevi steroidnih hormona razlog su novim i daljnjim istrazivanjima kako u
velikim globalnim studijama, tako i u studijama koje ukazuju na lokalne razlike u primjeni

oralnih kontraceptiva.
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2.1. Cilj rada

Cilj ovog rada je utvrdivanje utjecaja hormonalnih pripravaka za oralnu kontracepciju na
¢imbenike zgruSavanja i fibrinolize u lokalnoj populaciji.

Specifi¢ni zadaci bili su slijedeci:

o odredivanje aktivnosti ¢imbenika zgruSavanja i fibrinolize ovisno 0 koli¢ini |
hormonalnom sastav koristene oralne kontracepcije

o odredivanje aktivnosti ¢imbenika zgruSavanja i fibrinolize u odnosu na postojanje
nasljednih mutacija

o utvrdivanje postojanja razlike medu ispitanicama u dobivenim vrijednostima aktivnosti
¢imbenika zgruSavanja i fibrinolize u odnosu na prisutnost dodatnih ¢imbenika rizika

za trombo-embolijke bolesti - poput pusenja, debljine, dobi i sl.

Tema je obranjena 29.06.2009. pred Povjerenstvom Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta,

SveuciliSta u Zagrebu, a potvrdena na sjednici Senata SveuciliSta u Zagrebu 10.06.2010.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Uzorci krvi ispitanica

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 227 Zena upucenih iz ordinacija opce ginekologije, a koje
su pristale uzimati najmanje Sest ciklusa odabranog oralnog kontraceptiva, na dobrovoljno
testiranje u Djelatnost za transfuzijsku medicinu Zupanijske bolnice Cakovec, u razdoblju od
lipnja 2009. godine do veljace 2011. godine.

Kriteriji ukljuéivanja bili su: ispitanica prvi puta koristi oralnu kontracepciju ili ispitanica
nije koristila oralnu kontracepciju najmanje tri mjeseca prije ukljucivanja u studiju. Ovaj
podatak je vazan jer je ovo razdoblje potrebno da se izgubi utjecaj kontraceptiva na rezultate
pretraga ¢ime Se osigurava da sve ispitanice u pocetnom testiranju zadovolje status nultog
uzorka — odnosno da pocetni rezultati pretraga odgovaraju njihovom osnovnom fizioloskom
stanju bez utjecaja oralne kontracepcije, te da se odvoje kao skupine ispitanice koje su vec
uzimale kontracepciju od ispitanica koje ih uzimaju prvi puta (39).

Kriterij isklju¢ivanja: prisutnost kontraindikacije za koriStenje oralne kontracepcije.

Tijekom istraZivanja 32 ispitanice su bile iskljucene iz istraZivanja:

o 21 ispitanica zbog preranog prekida uzimanja oralnih kontraceptiva

o 4 ispitanice nisu pocele s uzimanjem oralnih kontraceptiva nakon vadenja pocetnog

(nultog) uzorka krvi

o 6 ispitanica nije poStovalo protokol (nije se na javilo u vrijeme odredeno za vadenje

slijedeceg uzorka krvi)

o 1 ispitanica je nakon vadenja prvog uzorka krvi saznala za trudnocu.

Stopa iskljuc¢ivanja iz studije time iznosi 14% $to je u skladu s podacima sli¢nih studija.

Ukupno 195 ispitanica je bilo ukljuceno tijekom cijele studije. Osnovne znacajke ispitanica
prikazane su u Tablici 7.
Uzorci krvi ispitanica vadeni su u tri vremenske tocke:
o pocetni uzorak krvi — prije pocetka uzimanja oralnih kontraceptiva - Uzorak 1
o uzorak nakon tri ciklusa uzimanja oralnih kontraceptiva (tijekom pauze ili placebo
tableta) - Uzorak 2
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o uzorak nakon Sest ciklusa uzimanja oralnih kontraceptiva (tijekom pauze ili placebo
tableta) - Uzorak 3

Svi uzorci krvi vadeni su ispitanicama nataste, ujutro izmedu 8.00 1 10.00 sati, u Vacutest®
epruvetu s 3,2%-tnim Na-citratom.

Ispitanicama su u prvoj vremenskoj tocci izvadena dva uzorka krvi — jedan za koagulacijske
pretrage i drugi za molekularno ispitivanje, dok je u drugoj i tre¢oj vremenskoj to¢ci vaden
uzorak krvi samo za koagulacijske pretrage.

Svi uzorci krvi za koagulacijske pretrage su, nakon vadenja, dva puta centrifugirani na
2500G tijekom 10 minuta, a zatim je, unutar jednog sata od uzorkovanja, po 1 ml plazme
siromasne trombocitima raspodijeljen u plastiéne epruvete (Eppendorf microtubes) i
pohranjen na -25°C do analiziranja u seriji. Vrijeme izmedu vadenja krvi i provodenja analize

iznosilo je najviSe 4 tjedna.

Tablica 7. Znacajke ispitanica na poc¢etku studije

Znacajka N (%)

Dob (godine, X+ SD, raspon) 23,51+6,16 (15-43)
<18 20 (10,3%)

18-25 120 (61,5%)

26-30 27 (13,8%)

>30 28 (14,4%)

BMI (kg/m?, X+ SD, raspon) 21,83+3,03 (16,85-36,33)
<18,50 14 (7,2%)
18,50-24,99 159 (81,5%)
25,00-29,99 17 (8,7%)

>30 5 (2,6%)

PuSenje:

DA 58 (29,7%)

NE 137 (70,3%)
Uzimanje OK:

Prvi puta 114 (58,5%)

Vise puta 81 (41,5%)

Ranije trudnoce:

DA 58 (29,7%)
Pobacaj 21 (36,2%)

NE 137 (70,3%)

BMI-indeks tjelesne mase; N-broj uzoraka; X-srednja vrijednost; SD-standardna devijacija
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3.1.1.1. Eti¢ki aspekt studije

Sve ispitanice dale su pismeni pristanak za sudjelovanje u studiji.

Dodatni pismeni pristanak najmanje jednog roditelja (skrbnika), bio je obavezan za
sudjelovanje maloljetnih ispitanica u studiji.

Protokol za izvodenje studije odobren je od eti¢kih povjerenstava Zupanijske bolnice

Cakovec i Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta, Sveugilista u Zagrebu.

3.1.2. Upitni listici

U studiji su koriStene dvije vrste upitnih listi¢a: pri prvom vadenju uzorka krvi - opSiran
upitnik o ispitanici i eventualnim stanjima i bolestima koje bi mogli dodatno utjecati na
rezultate; pri drugom i trecem vadenju uzorka krvi - upitnik kojim se prate promjene
podataka, vrsta i nuspojave oralne kontracepcije (Prilog 2 i Prilog 3).
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3.2. Metode

Nakon opc¢eg ginekoloSkog pregleda, te odluke ispitanice o koriStenju oralne kontracepcije,
ginekolog je, prije upucivanja na dobrovoljno sudjelovanje u studiji, predlozio ispitanici
nekoliko razli¢itih oralnih kontraceptiva, a ispitanica bi sama u¢inila odabir.

Podaci potrebni za provedbu istrazivanja prikupljeni su na slijede¢e nacine:

o putem upitnih listica
o analizom uzoraka krvi na ¢imbenike zgrusavanja i fibrinolize
o analizom uzoraka krvi molekularnim ispitivanjima prisutnosti nasljednih trombofilnih

mutacija

3.2.1. Upitni listi¢i

Upitnim listi¢ima prikupljeni su anamnesti¢ki podaci ispitanica (Prilog 2 i Prilog 3).
Prvi upitni listi¢ koristio se kod pocetnog vadenja uzorka krvi prije uporabe oralnih
kontraceptiva, a sadrzavao je podatke o:

o crtiénom kodu ispitanice,

o dobi, tezini 1 visini koja se preracunava u BMI,

o broju trudnoca, poroda i pobacaja,

o lijekovima i pripravcima koje ispitanica uzima,

o konzumiranju alkohola (prerac¢unata koli¢ina na tjednoj osnovi),

o puSenju (broj cigareta tjedno),

o rekreaciji (sati/tjedan),

o postojanju tezih oboljenja kod ispitanice (hipertenzija, povisSene masnoce, tromboze,
bolesti vena, sréane bolesti, jetrene bolesti, bubrezne bolesti, Se¢erna bolest, maligne
bolesti i/ili operativni zahvati u zadnjih godinu dana),

o ranijem koristenju oralne kontracepcije, i ako da — kada.

Drugi upitni listi¢ koristio se nakon tri (Sest) ciklusa oralnih kontraceptiva, a sadrzavao je:
o crti¢ni kod ispitanice,
o podatke o dobi, teZini 1 visini koja se preracunava u BMI,

o podatak o vrsti koriStene kontracepcije,
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o napomenu o promjenama u odnosu na prethodno vadenje krvi - nuspojavama,

promjenama stila zivota, lijekovima i sli¢no.

3.2.2. Analiza uzoraka krvi na ¢imbenike zgruSavanja i fibrinolize

Svi prikupljeni uzorci krvi ispitanica testirani su na Djelatnosti za transfuzijsku medicinu,
Zupanijske bolnice Cakovec, na automatiziranom koagulometru Behring Coagulation System
(BCS) proizvodaca Siemens Healthcare Diagnostics, Njemacka. Svi uporabljeni reagensi
takoder su od istog proizvodaca.

Odabrane su pretrage koje se rutinski izvode u laboratorijima, te je time povecana
pouzdanost 1 reproducibilnost rezultata, a ujedno se dobiva informacija nuzna klini¢arima o
utjecaju oralnih kontraceptiva na rutinske pretrage hemostaze.

U sve tri vremenske tocke studije, uzorci Krvi analizirani su slijede¢im nacinom,

pretragama i reagensima — Tablica 8.:

25



Op¢ée koagulacijske pretrage:

Protrombinsko Svjeza Thromborel®S  koagulometrijska 10,0-15,0 s
vrijeme plazma
Aktivirano Svjeza Actin FS koagulometrijska 23,0-319s
parcijalno plazma
tromboplastinsko
vrijeme
Fibrinogen Svjeza Multifibren U koagulometrijska 2,1-4,0 g/L
plazma
Specifi¢ne pretrage zgrusavanja:
FVII Otopljena  FVIII fotometrijska s 50-150 %
plazma Chromogenic kromogenim
Assay supstratima
Protein S Otopljena  Protein S Ac koagulometrijska 59-118 %
plazma
Protein C Otopljena  Berichrom fotometrijska s 70-140 %
plazma Protein C kromogenim
supstratima
Rezistencija na Otopljena  ProC AcR koagulometrijska omjer >1,8
aktivirani protein C  plazma
Antitrombin Otopljena  Berichrom AT fotometrijska s 75-125 %
plazma I kromogenim
supstratima
Specifi¢ne pretrage fibrinolize:
D-dimeri Svjeza D-dimer imunoturbidimetrijska <550 pg/L
plazma Innovance FEU
Plazminogen Otopljena  Plasminogen fotometrijska s 75-150 %
plazma kromogenim
supstratima
Inhibitor plazmina Otopljena  Berichrom o2- fotometrijska s 80-120 %
plazma antiplasmin kromogenim
supstratima
Inhibitor aktivatora Otopljena  Berichrom PAI  fotometrijska s 2,0-7,0
plazminogena tip-1  plazma kromogenim U/mL

supstratima
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3.2.2.1. Protrombinsko vrijeme

Protrombinsko vrijeme (PV) odredeno je metodom po Quick-u pomocu reagensa
Thromborel® S. Zgrusavanje uzorka plazme postize se inkubacijom s odgovaraju¢om
koli¢inom tromboplastina i kalcija. Odredivanjem PV-a dobiva se informacija o vanjskom
putu zgrusavanja, koji obuhvaca FIl, FV, FVII, FX i fibrinogen. Za mjernu jedinicu u
provedbi studije odabrana je sekunda, a ne omjer ili INR kako bi se Sto preciznije uocile
razlike u mjernim toCkama ili prema grupi oralnih kontraceptiva. Referentni interval iznosi

10,0-15,0 sekundi.

3.2.2.2. Aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme

Aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme (APTV) odredivano je metodom aktivacije
zgrusavanja pomocu reagensa Actin FS uz dodatak otopine CaCl,, 0,025 mol/L. ProduZena
vrijednost APTV-a upucuje na poremecéaje U unutraSnjem putu zgrusavanja, ali za uredan
nalaz potrebna je zadovoljavajuca funkcija i drugih koagulacijskih ¢imbenika: FlI, FIl, FV,
FVIII, FIX, FX, FXI i FXII. Referentni interval iznosi 23,0-31,9 sekundi.

3.2.2.3. Fibrinogen

Aktivnost fibrinogena je odredena metodom po Clauss-u. Dodatkom suviska trombina
uzorku plazme nastaje ugrusak. Stvaranje ugruska ovisi iskljucivo o aktivnosti fibrinogena u
mjerenom uzorku plazme. Pretraga je izvedena pomocu reagensa Multifibren U. Fibrinogen
je protein upalne faze i aktivnost je povisena nakon operacija, trauma, infarkta miokarda,
tijekom trudnoce, infekcija, zlocudnih oboljenja. Snizena aktivnost fibrinogena prisutna je
kod nasljedne ili steCene hipofibrinogenemije (ili afibrinogenemije): stanje diseminirane
intravaskularne koagulopatije, fibrinolize, bolesti jetre, krvarenja, ubrzane razgradnje kod

zlo¢udnih bolesti. Referentni interval iznosi 2,1-4,0 g/L.

3.2.2.4. FVII

Aktivnost FVIII odredena je kromogenom metodom pomocu FVIII Chromogenic Assay.
Aktivacijom FVIII u FVIlla ubrzava se aktivacija FX u FXa u prisutnosti FIXa, fosfolipida i
kalcija. Aktivnost FXa odreduje se hidrolizom specificne boje (p-nitroanilid), a koli¢ina
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oslobodene boje proporcionalna je aktiviranom FX, odnosno aktivnosti FVIII. Snizena
aktivnost upucuje na hemofiliju A, recesivno nasljedni nedostatak FVIII vezan uz X
kromosom s klinickom slikom krvarenja. Medutim, povisena aktivnost FVIII povezuje se uz

trombo-embolijska oboljenja. Referentni interval iznosi 50-150%.

3.2.2.5. Protein C

Aktivnost proteina C mjeri se aktivacijom pomocu zmijskog otrova. Pretvorba u aktivirani
PC mijeri se promjenom boje kromogenog supstrata (nitro anilinska boja) iz reagensa
Berichrom Protein C, pod djelovanjem nastalog PCa. Protein C proizvodi se u jetri i ovisan je
0 prisutnosti vitamina K. Zajedno s kofaktorom proteinom S ima antikoagulacijsko djelovanje
i regulator je aktivnosti FV i FVIII. Manjak PC povezan je s ozbiljnim trombo-embolijskim

bolestima. Referentni interval iznosi 70-140%.

3.2.2.6. Protein S

Aktivnost proteina S mjeri se ubrzanjem aktivacije zgrusavanja cijepanjem FVa od strane
PCa nastale pod utjecajem zmijskog otrova iz reagensa Protein S Ac. PS je kofaktor PCa, te je
ubrzanje zgrusavanja proporcionalno koli¢ini PS u uzorku plazme. Dodavanjem plazme bez
PS osigurava se da u uzorku ima dovoljno drugih ¢imbenika zgruSavanja potrebnih za
nastanak ugruska (FV, fibrinogen, FX). Manjak PS moze biti nasljedan, ali i steCen kod
jetrenih bolesti, oralne kontracepcije, trudnoce, estrogenske terapije, povisene razine
komplementa C4b kao proteina akutne faze. Posljedica snizene aktivnosti PS je razvoj

trombo-embolijskih bolesti. Referentni interval iznosi 59-118%.

3.2.2.7. Rezistencija na aktivirani protein C

Rezistencija na aktivirani protein C (aPCR) je pretraga pretrazivanja na FV Leiden. lzvodi
se metodom aktivacije PC u plazmi, a nakon toga i FX pomoc¢u zmijskih otrova. FXa je vrlo
osjetljiv na uc¢inak PCa na FV, te se vrijeme zgrusavanja produzava 2-3 puta u odnosu na
plazmu bez aktivatora. Kod prisutnosti FV Leiden - vrijeme zgruSavanja je produzeno do 1,8
puta. Pretraga je izvedena pomocu reagensa ProC®AcR. Radi izbjegavanja utjecaja

poremecaja ostalih ¢imbenika koagulacijskog puta rezultat pretrage se izrazava omjerom
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vremena zgruSavanja aktivirane plazme i vremena zgruSavanja plazme bez aktivatora.

Referentni interval aPCR>1,8.

3.2.2.8. Antitrombin

Antitrombin (AT) je inhibitor trombina (Flla), te djeluje antikoagulacijski. Aktivnost
antitrombina mjeri se aktivacijom pomocu heparina i njegovim uc¢inkom na supstrat trombin.
Ostatni trombin cijepa kromogeni supstrat, a koli¢ina razvijene bojeobrnuto je proporcionalna
aktivnosti antitrombina. Pretraga je izvedena pomocu reagensa Berichrom Antithrombin
[1I(A). Smanjena aktivnost AT predstavlja povecani rizik za trombo-embolijske bolesti, a
osim nasljednog oblika, manjak moze biti prisutan kod velikih operativnih zahvata,
diseminirane intravaskularne koagulopatije, sepse, nekroze tkiva, uzimanja oralnih

kontraceptiva i dr. Referentni interval iznosi 75-125%.

3.2.2.9. D-dimeri

D-dimeri su raspadni produkti fibrinske mreZice nastali u procesu fibrinolize. Koncentracija
d-dimera odreduje se imunoturbidimetrijskom metodom - ¢estice polistirena oblozene
monoklonalnim protutijelom 8D3 agregiraju u spoju s d-dimerima koji imaju stereosimetri¢nu
strukturu te mogu vezati protutijela na dva mjesta. U izvodenju pretrage koristio se Innovance
D-dimer. Vrijednosti d-dimera su povisene kod stanja povecane koagulacijske aktivnosti:
trombo-embolijske bolesti, diseminirane intravaskularne koagulopatije, akutne aortalne
disekcije, infarkta miokarda, zlo¢udnih oboljenja, postoperativno, posttraumatski, tijekom
trudnoce ili komplikacija u trudno¢i i porodu. Referentni interval iznosi < 550 pg/L FEU

(engl. Fibrinogen Equivalent Unit).

3.2.2.10. Plazminogen

Plazminogen je neaktivni oblik plazmina koji proteoliticki cijepa fibrin u procesu
fibrinolize. Aktivacija plazminogena u plazmin nastaje djelovanjem aktivatora - urokinaze
(uPA) ili tkivnog aktivatora plazminogena (tPA), odnosno egzogene streptokinaze. Aktivnost
plazminogena odreduje se mjerenjem kompleksa plazminogen-streptokinaza koji djeluje na
kromogeni supstrat promjenom boje iz reagensa Berichrom Plasminogen. Povecana aktivnost

plazminogena je opisana kod zlocudnih oboljenja i Seerne bolesti. Snizena aktivnost
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plazminogena je povezana s diseminiranom intravaskularnom koagulopatijom, jetrenim

bolestima i u trombolizi. Referentni interval iznosi 75-150%.

3.2.2.11. Inhibitor plazmina

Inhibitor plazmina (stariji naziv a2-antiplazmin) je glavni regulator fibrinolitickog puta,
stvarajuci s plazminom ireverzibilan neaktivan spoj. Mjerenjem ucinka ostatnog plazmina na
kromogeni supstrat iz reagensa Berichrom Antiplasmin u uzorku plazme, dobiva se podatak o
koli¢ini inaktiviranog inhibitora plazmina. Aktivnost inhibitora plazmina je smanjena u
stanjima hiperfibrinolize koje mogu dovesti do diseminirane intravaskularne koagulopatije ili
u bolestima jetre kada je smanjena proizvodnja. Referentni interval iznosi 80-120%.

3.2.2.12. Inhibitor aktivatora plazminogena tip-1

Inhibitor aktivatora plazminogena tip-1 (PAI-1) regulira u¢inak uPA i tPA na plazminogen.
Time se sprjeCava prerana razgradnja nastalog ugruska. Aktivnost PAI-1 odreduje se
mjerenjem ucinka plazmina na kromogeni supstrat iz reagensa Berichrom PAI. Plazmin
nastaje djelovanjem ostatne urokinaze na plazminogen, nakon stvaranja kompleksa s PAI-1 iz
uzorka plazme. Povecana aktivnost PAI-1 nadena je kod akutnih trombo-embolijskih bolesti,
sepse, zlo¢udnih oboljenja, operativnih zahvata i trudnocée. Visoka aktivnost PAI-1 povezuje
se s povetanim rizikom za infarkt miokarda, reinfarkt i postoperativnu duboku vensku

trombozu. Referentni interval iznosi 2,0-7,0 U/mL.

3.2.3. Molekularno ispitivanje nasljedne trombofilije

Molekularnim ispitivanjem testirali smo ispitanice na prisutnost FV Leiden, FII G20210A i
polimorfizam PAI-1 4G/5G. Zamrznuti uzorci Krvi ispitanica su transportirani na ispitivanje u
Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, Klinickog bolni¢kog centra Zagreb.

Izdvajanje genomske DNK provedeno je prema standardnom postupku isoljavanja (40).

Za dokazivanje FV Leiden 1 FII G20210A koriStene su specifi¢ne ishodnice za umnazanje
lan¢anom reakcijom polimeraze (engl. polymerase chain reaction - PCR) prema autorima

Zoller i sur. (41) i Poort i sur. (23), a zatim je izvedeno cijepanje umnozenih odsje¢aka DNK
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restrikcijskim endonukleazama - odsjecke od 287bp pomoc¢u Mnll za FV Leiden i odsjecke od
345bp pomoc¢u Hind III za FIl G20210A.

Polimorfizam PAI-1 4G/5G ispitivan je metodom ,real-time*“ PCR, analizom krivulje
taljenja prema Nauck i sur. (42) na uredaju LightCycler (Roche Diagnostics, Mannheim,

Njemacka).

3.3.3. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka izvedena je upotrebom programskog alata MedCalc ver.
12.2.1.0. Prag statisticke znacajnosti postavljen je na p<0,05 u svim koriStenim analizama.
Skupovi rezultata koji su pokazali normalnu razdiobu iskazani su srednjom vrijednosti i
standardnom devijacijom te su primjenjeni parametrijski testovi, a ostali medijanom i
rasponom uz primjenu neparametrijskih testova. Upotrebljeni su slijedeci testovi:

o u obradi kategori¢kih podataka - apsolutna i relativnom ucestalost, a ukupne numericke
vrijednosti poput dobi i BMI izrazene su srednjom vrijednosti, standardnom
devijacijom i rasponom

o za utvrdivanje statisticke znacajnosti promjene rezultata koagulacijskih pretraga u
vremenskim to¢kama neovisno o vrsti koriStenog oralnog kontraceptiva, izveden je
parametrijski test ponovljenog mjerenja varijance - RM ANOVA test, p vrijednosti
prikazane za usporedbu medu tockama mjerenja su izracunate koriste¢i Bonferonijevu
korekciju

o za utvrdivanje statisticke znacajnosti promjene rezultata koagulacijskih pretraga u
vremenskim to¢kama ovisno o vrsti koriStenog oralnog kontraceptiva zbog manjeg
broja ispitanica po skupini bez obzira na normalnost razdiobe, odabran je
neparametrijski test - Friedman ANOVA test, p vrijednosti prikazane za usporedbu
medu toCkama mjerenja su izraCunate koriste¢i Wilcoxon test, a rezultati pretraga
prikazani su medijanom i rasponom.

o za usporedbu svih medugrupnih rezultata koagulacijskih pretraga prema vrstama
koristenih oralnih kontraceptiva nakon Sest ciklusa - neparametrijski test - Kruskal-
Wallis test

o za usporedbu dva medugrupna rezultata koagulacijskih pretraga prema vrstama
koriStenih oralnih kontraceptiva nakon Sest ciklusa - neparametrijski test - Mann-
Whitney test
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o za utvrdivanje uc¢inka prisutnosti/odsustva FV Leiden i FII G20210A (dvije nezavisnhe
grupe) na koagulacijske pretrage, u prvoj i treoj vremenskoj tocci, koristen je
neparametrijski Mann-Whitney test, a za polimorfizam PAI-1 4G/5G (tri nezavisne
grupe) u pojedinoj vremenskoj tocci - Kruskal-Wallis test, odnosno za pojedinu grupu
polimorfizma u sve tri vremenske tocke - RM ANOVA test, p vrijednosti prikazane za
usporedbu medu to¢kama mjerenja su izracunate koriste¢i Bonferonijevu korekciju

o za utvrdivanje ucinka puSenje/nepusenje, kao i ranijeg uzimanja/neuzimanja oralnih
kontraceptiva na koagulacijske pretrage, u prvoj i trecoj vremenskoj tocci, ako je
razdioba bila normalna parametrijski t-test, u suprotnom Mann-Whitney test, dok je za
utvrdivanje ucinka pripadnosti definiranim dobnim skupinama koristen Kruskal-Wallis
test

o zaanalizu statisticke znacajnosti promjene BMI na pocetku i kraju ispitivanja, te za za
medusobnu usporedbu rezultata koagulacijskih pretraga, u prvoj i trecoj vremenskoj
tocei, U pojedinu BMI skupinu koristen je t-test usporedbe srednjih vrijednosti, a za
utvrdivanje uéinka BMI prema definiranim skupinama u odnosu na prvu i treéu

vremensku to¢ku - neparametrijski Kruskal-Wallis test
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4. REZULTATI

U skladu s postavljenim ciljem provedene studije, rezultati se prikazuju na slijede¢i nacin:

o ukupni utjecaj uzimanja oralnih kontraceptiva na aktivnost ¢imbenika zgrusavanja i
fibrinolize

o utjecaj pojedine formulacije oralnog kontraceptiva na aktivnost ¢imbenika zgrusavanja
I fibrinolize

o utjecaj uzimanja oralnih kontraceptiva na aktivnost ¢imbenika zgrusavanja i fibrinolize
kod ispitanica s nasljednom trombofilijom

o utvrdivanje postojanja razlike medu ispitanicama u aktivnostima ¢imbenika
zgrusavanja i fibrinolize u odnosu na prisutnost dodatnih ¢imbenika rizika - puSenja,
dobi, debljine, ucestalosti koriStenja oralne kontracepcije i pozitivnoj obiteljskoj

anamnezi za trombo-embolijske bolesti

4.1. Ukupni utjecaj oralnih kontraceptiva na aktivnost ¢imbenika zgrusavanja i

fibrinolize

Rezultati mjerenih koagulacijskih parametara u tri vremenske toc¢ke prikazani su u Tablici
9. Usporedba dobivenih rezultata pokazuje statistiCki zna¢ajnu promjenu za sve mjerene
parametre, osim aktivnosti FVIII.

Snizene vrijednosti rezultata za PV, APTV, aPCR, PS, AT s poviSenim aktivnostima
fibrinogena i inhibitora plazmina ukazuju na prokoagulacijske promjene pod utjecajem
oralnih kontraceptiva. Antikoagulacijski i fibrinoliticki odgovor odituje se U poveéanoj
aktivnosti PC, povisenim vrijednostima d-dimera i snizenjem aktivnosti PAI-1.

Statisticki znacajna promjena je prisutna izmedu Uzorka 1 i Uzorka 2, kao i izmedu Uzorka
1 i Uzorka 3 pokazujuéi dugotrajni ucinak oralnih kontraceptiva na sustav hemostaze.
Medutim, usporedbom mjerenih vrijednosti Uzorka 2 i Uzorka 3 statisticka znacajnost
promjene se gubi kod pretraga: PV, fibrinogen, aPCR, PC, AT, plazminogen i inhibitora
plazmina, a granicna je kod PS i d-dimera.

lako su promjene vrijednosti rezultata testiranja pokazivale statistiCki znacajne razlike,
ukupni rezultati su bili unutar referentnog intervala.

Kod nijedne ispitanice nije naden nasljedni oblik manjka proteina C, proteina S i/ili

antitrombina.
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Tablica 9. Vrijednosti mjerenih koagulacijskih parametara u tri mjerene to¢ke uzimanja
oralnih kontraceptiva (x+SD). Broj ispitanica N=195.

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 p vrijednost
Uzorak 1 Uzorak1l Uzorak?2

Pretraga Pocetni Poslije 3. Poslije 6. Vs Vs Ve

prije OK ciklusa OK ciklusa OK Uzorak 2 Uzorak3 Uzorak 3
PV (s) 12,43+0,05 11,75+0,05 11,76+0,06 <0,001 <0,001 1,00
APTV (s) 28,66+0,16 26,9340,16 27,60+0,19 <0,001 <0,001 <0,001
(Fg'/er)'”oge” 2.840,03 3.02:0,04 3,03+0,05 <0001  <0,001 1,000
aPCR (omjer) 4,24+0,08  3,64+0,06 3,57+0,07 <0,001 <0,001 1,000
PC (%) 103,33+1,25 116,90+1,36 116,90+1,42 <0,001 <0,001 1,000
PS (%) 90,23+1,06 71,39+1,12 74,66+1,31 <0,001 <0,001 0,045
FVII (%) 97,2242,5 100,6+2,31 100,85+2,57 0,330 0,350 1,000
AT (%) 102,41+0,62  99,98+0,72 98,27+0,77 0,007 <0,001 0,052
(P()'/:’)‘)Zm'”oge” 042+074 122824119  12512¢128 <0001 <0001 0,053
Inhibitor 103,12+0,68 108,24+0,68  108,58:0,64 ~ <0,00L  <0,001 1,000
plazmina (%o)
PAI-1 (U/mL) 4,23+0,08 3,86+0,09 3,6+0,07 0,002 <0,001 0,014
D-dimeri

232,03£10,7 416,11+£24,13  382,56+£21,49 <0,001 <0,001 0,045
(ng/L FEU)

OK-oralna kontracepcija; X-srednja vrijednost; SD-standardna devijacija
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4.2. Utjecaj formulacije oralnih kontraceptiva na aktivnost ¢imbenika zgrusavanja i

fibrinolize

Ispitanice u studiji koristile su sedam farmaceutskih formulacija oralnih kontraceptiva, koji
su se razlikovali u koli¢ini etinilestradiola, dok su koli¢ine gestagena bile jednake za istu vrstu
gestagena:

o 35ug etilnilestradiola + norgestimat (35SEE2/NGM)

o 35ug etilnilestradiola + ciproteron acetat (35EE2/CPA)

o 35ug etilnilestradiola + noretisteron (35EE2/NET)

o 30pg etilnilestradiola + levonorgestrel (30EE2/LNG)

o 30pg etilnilestradiola + drospirenon (30EE2/DRSP)

o 20pg etilnilestradiola + gestoden (20EE2/GSD)

o 20ug etilnilestradiola + drospirenon (20EE2/DRSP)

Rezultati su analizirani medugrupno i unutargrupno. Zbog malog broja ispitanica koje su

koristile formulaciju 35EE2/CPA, njihovi rezultati su prikazani, ali nisu tumaceni.

4.2.1. Utjecaj oralnih kontraceptiva na opc¢e koagulacijske pretrage (PV, APTV, fibrinogen)

Od op¢ih koagulacijskih pretraga u studiji su koristeni PV, APTV i fibrinogen, a rezultati
utjecaja pojedine formulacije oralnih kontraceptiva prikazani su u Tablici 10.

Rezultati PV-a pokazali su snizenje vrijednosti za sve formulacije oralnih kontraceptiva
nakon tre¢eg i Sestog ciklusa u odnosu na osnovnu vrijednost. Najve¢a promjena bila je u
grupi 30EE2/LNG nakon trec¢eg ciklusa (Uzorak 2) i iznosila je 9% kod usporedbe medijana,
dok se samo u grupama 35EE2/NET i 20EE2/DRSP vrijednosti medijana snizavale i nakon
Sestog ciklusa oralnih kontraceptiva (Uzorak 3).

Vrijednosti APTV-a su takoder bile snizene za sve grupe oralnih formulacija nakon tri
ciklusa oralnih kontraceptiva, medutim samo grupe 20EE2/GSD, 35EE2/NET i 30EE2/LNG
su zadrzale statistiCku znacajnost promjene i1 nakon Sestog ciklusa, dok kod ostalih

formulacija vrijednosti APTV-a pokazuju povratak prema osnovnim vrijednostima (Slika 4.).
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APTV (s)
30

29

28

27

26

25

24

23

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3
m 20EE2/DRSP ®20EE2/GSD = 30EE2/DRSP ®30EE2/LNG =35EE2/NET ®35EE2/NGM

Slika 4. Rezultati APTV pretrage za formulacije oralnih kontraceptiva u tri mjerene tocke.
Vrijednosti su iskazane medijanom.

Fibrinogen pokazuje medugrupno manju osjetljivost prema oralnim kontraceptivima nego
prethodne dvije pretrage. Statisticki znacajne promjene u smislu povecanja koncentracije
fibrinogena prisutne su samo u grupama 35EE2/NET i 20EE2/GSD nakon tri ciklusa oralnih
kontraceptiva, ali je samo 20EE2/GSD zadrzala znacajnost promjene i nakon Sest ciklusa
(Tablica 10).
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Tablica 10. Rezultati op¢ih koagulacijskih pretraga (medijan, raspon) u tri mjerene tocke.

Formulacija OK

Pretraga: Uzorak: ~ 35EE2/NGM  35EE2/NET  35EE2/CPA  30EE2/LNG  30EE2/DRSP  20EE2/GSD  20EE2/DRSP
N=52 N=30 N=9 N=17 N=24 N=35 N=28
Usorak 1 12,30 12,50 12,50 12,40 12,15 12,70 12,65
(10,80-14,10)  (11,50-13,60)  (11,00-13,10)  (11,40-14,40)  (10,70-13,40)  (11,20-14,10)  (11,10-14,40)
_ Usorak 2 11,60 11,75 11,90 11,30 11,50 11,90 11,90
@ (10,40-14,00)  (10,80-13,70)  (10,50-12,70)  (10,40-13,40)  (10,50-13,00)  (10,60-13,60)  (10,30-13,80)
> P <0,001* <0,001* 0,074 <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
Uorak 3 11,60 11,50 11,60 11,50 11,75 12,00 11,70
(10,20-14,80)  (10,50-14,00)  (10,50-12,80)  (10,90-14,90)  (10,60-13,80)  (10,70-13,60)  (10,50-14,30)
P <0,001* <0,001* 0,004* 0,006* 0,008* <0,001* <0,001*
Usorak 1 27,65 29,30 29,00 28,10 27,95 28,30 29,25
(25,30-33,70)  (26,00-34,50)  (24,90-33,10)  (25,00-34,30)  (24,50-32,80)  (23,80-35,60)  (24,90-32,60)
o Usorak 2 26,85 27,70 27,40 25,70 26,20 27,00 27,15
S (23,50-34,20)  (24,00-32,80)  (22,70-32,10)  (21,00-30,80)  (22,80-32,50)  (22,50-32,50)  (23,30-30,60)
= P <0,001* <0,001* 0,301 <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
< Usorak 3 27,20 28,00 28,00 26,00 27,05 26,50 28,15
(23,50-34,20)  (24,10-32,50)  (24,50-31,30)  (23,20-36,00)  (23,10-3320)  (20,50-36,80)  (23,20-33,10)
D 0,101 0,004* 0,078 0,035* 0,081 <0,001* 0,140
Usorak 1 2,90 2,45 2,50 2,90 2,70 2,70 2,90
3 (2,00-4,10) (1,60-3,70) (2,10-3,80) (2,00-4,00) (2,00-3,60) (2,20-4,50) (2,10-3,60)
2 Usorak 2 3,05 2,80 2,90 3,30 3,00 3,20 3,00
S (2,20-4,10) (1,30-4,30) (2,20-3,30) (2,10-4,30) (1,80-4,10) (2,30-4,90) (2,00-4,10)
g D 0,064 0,012* 0,426 0,117 0,080 <0,001* 0,073
£ Uorak 3 2,85 2,70 2,70 3,20 2,90 3,30 2,95
i (1,90-5,70) (0,90-4,10) (2,30-3,60) (2,30-4,30) (2,20-4,60) (1,90-5,90) (2,10-4,40)
D 0,124 0,160 0,496 0,207 0,109 <0,001* 0,166

OK-oralna kontracepcija; N-broj ispitanica; *p<0,05 u odnosu na pocetni uzorak (Uzorak 1)
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4.2.2. Utjecaj oralnih kontraceptiva na specifi¢éne pretrage zgruSavanja (AT, PC, PS, aPCR,
FVIIN)

Pretrage puta zgruSavanja mjerene u studiji su aktivnost antitrombina, proteina C, proteina
S, FVIII, te rezistencija na aktivirani protein C izrazena omjerom. Rezultati su prikazani u
Tablici 11.

Antitrombin je pokazao znacajan pad aktivnosti kod samo dvije formulacije oralnih
kontraceptiva 20EE2/GSD u oba uzorka, dok je kod 35EE2/NGM pad aktivnosti dostigao
znacajnost tek u Uzorku 3, odnosno nakon Sest ciklusa oralnih kontraceptiva.

Povecanje aktivnosti proteina C bilo je prisutno kod svih formulacija oralnih kontraceptiva,
a najdominantnija promjena je bila u grupama s drospirenonom i iznosila je od 17-25%

usporedbom medijana (Slika 5.).

PC (%)
180 — i
— Uzorak 1
- — Uzorak 2
—— Uzorak 3
160 —
1711 LT T
L
120 — -
100 —
80 — i
60

| | | | | |
20EE2/DRSP 20EE2/GSD 30EE2/DRSP 30EE2/LNG 35EE2/NET 35EE2/NGM

Formulacije oralnih kontraceptiva

Slika 5. Aktivnost PC u mjerenim tockama prema formulaciji oralnih kontraceptiva.
Rezultati su iskazani medijanom.
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Ocekivano, statisti¢ki znacajne promjene aktivnosti bile su prisutne i kod proteina S, ali one
su bile smanjene u odnosu na osnovni uzorak. Smanjenje aktivnosti proteina S kod dijela

ispitanica dostigao je patoloske vrijednosti.

PS (%)
160 =
7 — Uzorak 1

140 — Uzorak 2
— Uzorak 3

100 —

80 —

. R I D!

20

| | | | | |
20EE2/DRSP 20EE2/GSD 30EE2/DRSP 30EE2/LNG 35EE2/NET 35EE2/NGM

Formulacije oralnih kontraceptiva

Slika 6. Aktivnost PS u mjerenim tockama prema formulaciji oralnih kontraceptiva. Rezultati
su iskazani medijanom.

Najvece snizenje aktivnosti proteina S usporedbom medijana za 21-27% bilo je u
formulacijama s drospirenonom i norgestimatom. Posebnost rezultata pokazala je i grupa
30EE2/LNG kod koje je pad aktivnosti proteina S dostigao statisticku znacajnost tek u
Uzorku 3, odnosno nakon Sest ciklusa oralnih kontraceptiva (Slika 6. 1 Slika 7.).

Rezultati rezistencije na aktivirani protein C pokazuju smanjenje za sve grupe oralnih
kontraceptiva nakon tri ciklusa oralnih kontraceptiva, osim grupe 30EE2/LNG koja je dostigla

znacajnost promjene nakon Sestog ciklusa i imala najmanju promjenu u odnosu na 0Snovni
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uzorak. Vec¢ina grupa oralnih kontraceptiva pokazale su daljnje smanjenje vrijednosti omjera
aPCR nakon Sest ciklusa oralnih kontraceptiva, osim 35EE2/NET i 20EE2/GSD.
Aktivnost FVIII nije se znacajno mijenjala niti u jednoj grupi oralnih kontraceptiva u

mjerenim tockama.

PS (%)
100

90

80

70

60

50

40

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3
m 20EE2/DRSP m 20EE2/GSD = 30EE2/DRSP = 30EE2/LNG = 35EE2/NET m 35EE2/NGM

Slika 7. Aktivnost PS za formulacije oralnih kontraceptiva u tri mjerene tocke. Vrijednosti su
iskazane medijanom.
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Tablica 11. Rezultati specifi¢nih pretraga zgrusavanja (medijan, raspon) u tri mjerene tocke.

Formulacija OK

Pretraga: Uzorak: 35EE2/NGM  35EE2/INET  35EE2/CPA  30EE2/LNG  30EE2/DRSP  20EE2/GSD 20EE2/DRSP
N=52 N=30 N=9 N=17 N=24 N=35 N=28
Usorak 1 100,60 96,80 103,30 o3 3811’5;030 102,85 106,00 102,95
S (81,50-120,20) (89,70-117,10) (86,00-111,60) (83,90-17,30)  (84,00-122,10) (84,40-117,00) (82,40-127,44)
,:%' Usorak 2 99,50 100,45 102,20 94,30 102,60 101,10 103,10
2 (70,00-115,20) (77,30-116,00) (92,20-116,10) (76,20-123,60) (79,90-121,50) (86,60-120,60) (82,10-122,30)
= D 0,094 0,688 0,569 0,080 0,587 0,019* 0,495
5 Usorak 3 95,20 96,65 92,60 100,40 97,65 98,80 102,85
(74,00-112,40) (68,60-121,90) (81,90-115,90) (80,50-124,80) (79,10-114,50) (74,80--128,55)  (85,50-117,20)
D 0,001* 0,154 0,086 0,329 0,175 0,028* 0,964
Usorak 1 97,60 99,30 105,70 108,80 103,65 106,00 101,10
~ (73,80-139,10) (71,10-161,50) (86,80-134,90) (78,30-137,50) (78,80-171,00) (76,50-153,53) (73,60-132,70)
S Usorak 2 112,00 102,60 113,80 119,60 125,55 116,30 120,50
3 (86,10-136,86) (85,60-147,80) (78,20-167,90) (91,10-158,58) (78,50-165,47)  (91,90-160,13) (85,90-177,34)
= D <0,001* 0,002* 0,203 0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
g Urorak 3 111,40 104,10 112,90 113,50 120,90 116,00 126,50
(83,30-177,90) (80,70-148,80) (89,00-179,42)  (84,30-113,50) (68,20-162,10) (84,70-149,90) (88,00-177,60)
P <0,001* 0,002* 0,276 0,006* <0,001* <0,001* <0,001*
Usorak 1 89,15 86,90 86,10 90,50 87,80 88,90 87,90
- (65,50-141,75) (59,90-131,10) (62,00-97,30)  (70,30-134,53)  (62,50-119,20) (64,80-136,64)  (72,60-126,20)
S Usorak 2 70,60 72,00 73,40 82,30 64,40 78,30 70,70
% (40,30-98,60)  (41,00-99,60)  (53,60-86,40)  (66,20-96,70)  (33,90-118,70) (55,70-119,10) (25,90-93,50)
5 P <0,001* <0,001* 0,039* 0,064 <0,001* <0,001* <0,001*
2 Uorak 3 71,50 75,10 67,00 82,80 74.60 81,90 71,40
(44,10-104,60) (40,40-145,10) (52,50-75,20)  (51,60-125,20)  (50,50-119,90)  (43,00-148,60) (37,70-97,40)
D <0,001* <0,001* 0,020* 0,035* 0,003* 0,038* <0,001*

OK-oralna kontracepcija; N-broj ispitanica; *p<0,05 u odnosu na pocetni uzorak (Uzorak 1)
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Tablica 11. Rezultati specifi¢nih pretraga zgrusavanja (medijan, raspon) u tri mjerene tocke - nastavak.
| Formulacija OK

Pretraga: 35EE2/NGM  35EE2/NET 35EE2/CPA 30EE2/LNG 30EE2/DRSP 20EE2/GSD  20EE2/DRSP

LS N=52 N=30 N=9 N=17 N=24 N=35 N=28

Uzorak 1 4,10 4,10 430 3,80 4,50 4,30 450
- (1,30-6,30)  (1,20-6,50) (2,90-5,78) (1,20-5,90) (2,70-6,40) (1,30-6,20) (2,70-6,60)

g Urorak 2 3,50 3,20 3,40 3.80 3,65 3,70 3.70
£ (1,20-6,10)  (1,10-5,60) (2,40-4,20) (1,00-4,70) (2,20-4,90) (1,20-5,70) (2,10-5,70)
g 0 <0,001* 0,005* 0,074 0,130 0,001* <0,001* 0,018*

O Urorak 3 3.25 3.40 3.40 3.40 3.45 3.80 3.40
© (1,10-6,10)  (1,10-11,00)  (2,40-5,40) (1,20-4,40) (2,60-4,90) (1,10-6,50) (2,20-5,70)
0 <0,001* <0,001* 0,301 <0,001* 0,001* 0,002 <0,001*

Urorak 1 101,95 9435 7470 81,50 88,05 86,20 87.15
(52,50-244,40) (52,80-166,90) (52,10-154,10) (52,60-143,80) (57,00-181,00) (54,10-231,00) (52,40-188,00)

< Urorak 2 106,95 97.65 106,10 80,40 98,55 88,00 99,55
< (40,30-258,70) (57,80-156,36) (51,30-165,50) (54,70-126,00) (49,20-187,38)  (54,30-154,30) (59,00-197,50)
= D 0,665 0,195 0,496 0,487 0,290 0,406 0,123

c Urorak 3 105,50 106,45 100,20 82.10 96,65 94,60 97.70
(31,80-278,50) (42,10-168,40) (48,90-130,80) (44,60-126,50) (43,50-162,26) (52,10-180,10) (53,20-247,60)
D 0,480 0,627 1,000 0,782 0,719 0533 0,192

OK-oralna kontracepcija; N-broj ispitanica; *p<0,05 u odnosu na pocetni uzorak (Uzorak 1)
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4.2.3. Utjecaj oralnih kontraceptiva na pretrage fibrinoliti¢kog puta (plazminogen, d-dimeri,

inhibitor plazmina, PAI-1)

Najcesce rutinske pretrage fibrinolitickog puta su aktivnost plazminogena, koncentracija d-
dimera, aktivnost inhibitora plazmina i inhibitora aktivatora plazminogena tip-1. Utjecaj
pojedine formulacije oralnih kontraceptiva na rezultate pretraga prikazan je u Tablici 12.

Povisenje aktivnosti plazminogena bilo je statisticki znacajno u svim grupama oralnih
kontraceptiva nakon tri ciklusa uzimanja, a poviSene vrijednosti su zadrzale znacajnost i
nakon Sest ciklusa oralnih kontraceptiva. Sve promjene, mjerene usporedbom medijana, su
bile vece od 25% u odnosu na osnovnu vrijednost, ali najizrazenija je bila u grupi
20EE2/DRSP gdje je povecanje aktivnosti iznosilo 43% nakon tre¢eg ciklusa i Sestog ciklusa

oralnih kontraceptiva.

D-dimeri
(ng/L FEV)

440

390

340

290

240

190

140

90

40

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3
E 20EE2/DRSP = 20EE2/GSD * 30EE2/DRSP ® 30EE2/LNG = 35EE2/NET ® 35EE2/NGM

Slika 8. Koncentracija d-dimera za formulacije oralnih kontraceptiva u tri mjerene tocke.
Vrijednosti su iskazane medijanom.
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Koncentracije d-dimera (Slika 8. i Slika 9.) pokazale su najviSe postotke otklona od
osnovnih vrijednosti medu svim mjerenim pretragama. Sve grupe oralnih kontraceptiva
pokazale su statisticki znacajno poviSenje vrijednosti u obje mjerene tocke, a rezultati su ¢esto
bili izvan referentnog intervala. Usporedbom medijana promjene su iznosile od 27% za grupu
20EE2/GSD nakon tre¢eg ciklusa do 116% za grupu 20EE2/DRSP nakon Sestog ciklusa.
Samo se kod grupa oralnih kontraceptiva koje sadrze DRSP, nakon Sestog ciklusa, odrzala ista
vrijednost d-dimera ili se dodatno povecala, dok je kod ostalih grupa zabiljeZeno smanjenje

razlike u odnosu na osnovnu vrijednost.

D-dimeri
ug/L FEU

1750 —

—— Uzorak 1
1500 — —— Uzorak 2
— Uzorak 3
1250 4

= IR TS A
. : é%é géé éag @éé éaé

0

|
20EE2/DRSP 20EE2/GSD 30EE2/DRSP 30EE2/LNG 35EE2/NET 35EE2/NGM

Formulacije oralnih kontraceptiva

Slika 9. Koncentracija d-dimera u mjerenim to¢kama prema formulaciji oralnih kontraceptiva.
Rezultati su iskazani medijanom.

Vecina grupa oralnih kontraceptiva, osim u grupa 20EE2/GSD i 30EE2/LNG, uzrokovala je
statisticki znaCajne promjene u povecanoj aktivnosti inhibitora plazmina. Medutim, te
promjene su diskretne, a najveci otklon u odnosu na osnovni uzorak bio je 10% nakon Sest
ciklusa kontraceptiva u grupama 35EE2/NET i 20EE2/DRSP.

Kod aktivnosti PAI-1 rezultati se potpuno razlikuju medu grupama oralnih kontraceptiva.
Sve grupe pokazuju tendenciju snizavanja vrijednosti, medutim promjena je dostigla

statistiCku znacajnost nakon tre¢eg ciklusa uzimanja oralnih kontraceptiva za 30EE2/LNG,
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koja je tu znacajnost izgubila nakon Sestog ciklusa, zatim za 20EE2/DRSP u obje mjerene

vremenske tocke i za 35EE2/NET nakon Sest ciklusa oralnih kontraceptiva.
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Tablica 12. Rezultati specifi¢nih pretraga fibrinolize (medijan, raspon) u tri mjerene tocke

Pre- Formulacija OK
tra- Uzorak: 35EE2/NGM 35EE2/NET 35EE2/CPA 30EE2/LNG 30EE2/DRSP 20EE2/GSD 20EE2/DRSP
a: N=52 N=30 N=9 N=17 N=24 N=35 N=28
Uzorak 1 94,15 90,55 98,00 94,50 95,10 94,70 92,50
- (75,80-110,10) (75,10-108,40) (87,30-101,70) (76,20-112,70) (81,60-127,10) (71,80-137,30) (76,50-117,40)
08)’ Uzorak 2 125,40 122,65 122,90 124,90 126,65 118,10 132,55
3 (93,40-155,15) (83,40-159,20) (79,80-165,30) (93,20-154,30) (101,10-158,57) (85,70-156,16) (93,60-156,10)
§ S p <0,001* <0,001* 0,020* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
E Uzorak 3 126,25 128,15 123,40 124,90 119,40 118,50 132,55
(84,10-166,20) (93,20-171,30) (96,30-154,30) (99,80-150,30) (86,30-153,20) (84,40-147,80) (94,10-174,50)
p <0,001* <0,001* 0,001* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
Uzorak 1 215,50 174,20 214,60 178,10 175,10 209,20 178,85
(108,70-669,00)  (92,00-1564,00) (119,00-334,90)  (126,90-363,70)  (121,45-700,70)  (119,68-549,40) (126,50-792,40)
T E Uzorak 2 347,85 302,95 282,00 361,80 262,10 264,80 300,35
£ = (133,74-1826,40) (117,00-2313,20) (137,50-834,40) (132,18-1183,60) (117,01-1629,70) (124,17-1449,10) (130,00-1602,50)
S = P <0,001* <0,001* 0,066 0,004* 0,012* 0,002* 0,002*
a f,:f Uzorak 3 304,85 253,70 261,20 273,20 304,25 252,10 385,55
(132,40-1831,40) (128,40-2145,90) (144,68-662,40) (149,30-1034,80) (111,63-1611,20) (134,70-1294,80) (121,30-1190,20)
P <0,001* <0,001* 0,113 0,007* 0,011* 0,002* <0,001*
- Uzorak 1 103,10 98,80 101,10 102,70 100,60 107,90 100,65
£ (82,40-119,10) (84,70-124,00) (92,90-107,50) (91,20-119,60) (87,60-124,40) (87,00-128,15) (88,90-119,70)
% Uzorak 2 107,90 109,30 112,50 106,00 108,40 104,90 109,20
ot S (90,10-132,10) (85,90-135,10) (81,30-120,00) (94,50-129,21) (93,70-126,01) (87,10-131,13) (94,10-123,90)
5< P <0,001* 0,004* <0,001* 0,244 0,007* 0,978 <0,001*
5 Uzorak 3 106,60 109,80 104,90 109,80 108,50 107,00 113,10
< (87,60-120,07) (90,10-129,76) (92,30-124,60) (88,20-119,40) (92,00-123,07) (90,10-146,60) (95,30-121,47)
- p 0,037* 0,001* 0,034 0,185 0,010* 0,160 <0,001*
Uzorak 1 4,20 (1,76-6,30) 4,20 (2,00-6,00) 3,50 (2,60-5,90) 4,20 (2,80-5,80) 4,10 (2,00-6,00) 4,50 (2,80-8,79) 4,15 (2,10-8,60)
<7 Uzorak 2 3,85 (1,70-7,20) 3,70 (1,50-6,60) 3,50 (1,70-5,80) 3,50 (1,70-4,80) 2,90 (6,40-3,50) 4,60 (1,50-8,40) 3,60 (2,00-5,80)
< £ p 0,319 0,113 0,728 0,043* 0,887 0,450 <0,001*
o é Uzorak 3 3,25 (2,10-5,30)  3,25(1,60-5,10) 3,10 (2,40-4,60) 3,60 (1,90-4,70) 3,45 (2,10-5,40) 4,10 (2,40-6,80) 3,50 (1,80-6,30)
p 0,070 0,005* 0,131 0,095 0,166 0,074 0,031*

OK-oralna kontracepcija; N-broj ispitanica; *p<0,05 u odnosu na pocetni uzorak (Uzorak 1)
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4.2.4. Medugrupna analiza utjecaja formulacija oralnih kontraceptiva na koagulacijske
pretrage

Ukupna medugrupna analiza rezultata u€injena je s rezultatima na kraju studije - nakon
Sest ciklusa uzimanja oralnih kontraceptiva. Rezultati su prikazani u Tablici 13.

Statisticka znacajnost bila je prisutna kod:

o aktivnosti antitrombina za 20E2/DRSP u odnosu na 35EE2/NGM i 35EE2/NET

o aktivnosti proteina C za 35EE2/NGM u odnosu na 30EE2/DRSP i 20EE2/DRSP, za
35EE2/NET u odnosu na 20EE2/GSD, 20EE2/DRSP i 30EE2/DRSP, i za 30EE2/LNG
u odnosu na 20EE2/DRSP

o aktivnosti proteina S za 20EE2/GSD u odnosu na 35EE2/NGM, 35EE2/NET i
30EE2/DRSP, i za 30EE2/LNG u odnosu na 35EE2/NGM i 20EE2/DRSP

o aktivnosti plazminogena za 20EE2/GSD u odnosu na 35EE2/NGM, 35EE2/NET i
20EE2/DRSP, te dodatna razlika za 20EE2/DRSP u odnosu na 30EE2/LNG i
30EE2/DRSP

o aktivnosti PAI-1 za 20EE2/GSD u odnosu na 35EE2/NET, 35EE2/NGM i
20EE2/DRSP.

Kako bi se ustanovila razlika medu formulacijama oralnih kontraceptiva, ucinjena je
usporedba s obzirom na vrstu gestagena kod oralnih kontraceptiva s istom koli¢inom EE2
nakon Sest ciklusa uzimanja (Tablica 14.):

o U grupama oralnih kontraceptiva s 35 ug EE2 - NGM u odnosu na NET, statistic¢ki

znacajna razliCitost bila je prisutna samo kod inhibitora plazmina.

o Usporedbom grupa s 30 pg EE2, LGN u odnosu na DRSP - nije bilo statisticke

znacajnosti u razlici medu izvedenim koagulacijskim pretragama.

o Grupe s 20 ug EE2, GSD i DRSP su se statisti¢ki znacajno razlikovale u Cetiri mjerena

parametra: PC (p = 0,0434), PS (p = 0,0097), plazminogen (p = 0,0009) i PAI-1 (p
=0,0427).

Dodatno ucinjena usporedba rezultata o utjecaju koli¢ine EE2 za grupe koje sadrze DRSP
pokazala je znacajnost razlike rezultata u aktivnosti plazminogena od p=0,0193 (Tablica 14.)
pri cemu je grupa 20EE2/DRSP imala viSu aktivnost plazminogena od grupe 30EE2/DRSP
(usporedba srednjih vrijednosti 134,74% u odnosu 120,72%).
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Tablica 13. Medugrupna analiza utjecaja formulacije OK na mjerene koagulacijske pretrage
na kraju studije

Sve
grupe 35EE2/NGM  35EE2/NET  30EE2/LNG 20EE2/DRSP 20EE2/GSD
Pretraga: OK
p vrijednost
PV 0,759
APTV 0,381
Fibrinogen 0,112
AT 0,030* 0,004* vs.
35EE2/NGM
0,031* vs.
35EE2/NET
PC 0,002*  0,011* vs. 0,005* vs. 0,042* vs.
30EE2/DRSP  20EE2/GSD 20EE2/DRSP
0,002* vs. 0,001* vs.
20EE2/DRSP  20EE2/DRSP
0,003* vs.
30EE2/DRSP
PS 0,001* 0,005* vs. <0,001* vs.
35EE2/NGM 35EE2/NGM
0,049%* vs. 0,020* wvs.
20EE2/DRSP 35EE2/NET
0,029* wvs.
30EE2/DRSP
aPCR 0,219
FVIII 0,385
Plazminogen  0,033* 0,027* vs. 0,001* vs.
30EE2/LNG 20EE2/DRSP
0,019* vs. 0,049* vs.
30EE2/DRSP  35EE2/NGM
0,046* vs.
35EE2/NET
D-dimeri 0,462
Inhibitor 0,063
plazmina
PAI-1 0,042* 0,004 vs.
35EE2/NET
0,002* vs.
35EE2/NGM
0,043* vs.
20EE2/DRSP

OK-oralna kontracepcija; *p<0,05
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Tablica 14. Analiza znacajnosti medugrupne razlicitosti formulacija oralnih kontraceptiva u
koagulacijskim pretragama mjerenim nakon Sestog ciklusa
Sve grupe 35EE2/NGM 30EE2/LNG 20EE2/GSD  20EE2/DRSP
OK Vs. Vs. Vs. VS.
35EE2/NET 30EE2/DRSP  20EE2/DRSP  30EE2/DRSP
p vrijednost

Pretraga:

PV 0,759 0,729 0,801 0,293 0,707
APTV 0,381 0,324 0,926 0,061 0,199
Fibrinogen 0,112 0,193 0,606 0,113 0,971
Antitrombin 0,030* 0,927 0,412 0,347 0,052
Protein C 0,002* 0,192 0,173 0,043* 0,452
Protein S 0,001* 0,270 0,076 0,010* 0,627
aPCR omjer 0,219 0,340 0,731 0,068 0,563
FVIII 0,385 0,392 0,278 0,481 0,942
Plazminogen 0,033* 0,806 0,741 0,001* 0,019*
D-dimeri 0,462 0,292 0,874 0,060 0,219
Inhibitor 0,063 0,024* 0,874 0,068 0,215
plazmina

PAI-1 0,042* 0,765 1,000 0,043* 0,912
*p<0,05
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4.3. Rezultati molekularne dijagnostike nasljednih trombofilnih ¢imbenika

Molekularnim testiranjem utvrdila se njihova ucestalost u populaciji ispitanica, te time i
njihov utjecaj na ranije navedene rezultate ispitivanja aktivnosti ¢imbenika zgruSavanja i
fibrinolize (Tablica 15.).

Ucestalost FV Leiden iznosi 2,6%, a FII G20210A 2,1%, uz dokazani jedan dvostruki
heterozigot.

Kod ispitivanja ucestalosti polimorfizma PAI-1 4G/5G, najve¢u frekvenciju je imao

heterozigotni oblik 51,8%.

Tablica 15. Ucestalost FV Leiden, FII G20210A i polimorfizma PAI-1 4G/5G kod ispitanica

Polimorfizam N (%)

FV Leiden

GG 190 (97,4%)
GA 5 (2,6%)
FIl G20210A

GG 191 (97,9%)
GA 4 (2,1%)
PAI-14G/5G

5G/5G 43 (22,1%)
4G/5G 101 (51,8%)
4G/4G 51 (26,2%)

N-broj ispitanica

Kod Zena s utvrdenim mutacijama dokazana je statisticki znacajna razlika u usporedbi s
ispitanicama bez mutacije za slijedece rezultate (Tablica 16.):

o za FV Leiden - PS (Uzorak 1 - usporedba medijana 71,1% vs. 88,90%; Uzorak 3 -
usporedba medijana 51,6% vs. 74,3%) i aPCR u osnovnom uzorku i nakon Sest ciklusa
oralnih kontraceptiva sto je ocekivano s obzirom da aPCR sluzi kao probirna pretraga
za FV Leiden

o za FIl G20210A - fibrinogen i plazminogen u osnovnom uzorku, ali se znacajnost
izgubila nakon 6 ciklusa oralnih kontraceptiva, te aPCR u tre¢em uzorku

o za PAI-1 4G/5G - FVIII u osnovnom uzorku medusobno za sve genotipove, ali se

znacajnost izgubila nakon 6 ciklusa oralne kontracepcije, AT u tre¢em uzorku

50



medusobno za sve genotipove, te PS u tre¢em uzorku samo izmedu genotipova 4G/4G 1

5G/5G

S obzirom da je ukupni ucinak oralne kontracepcije na razinu PAI-1 pokazao statisticki
znacajne promjene, u¢injena je detaljnija analiza polimorfizma PAI-1 4G/5G i aktivnosti PAI-
1 u plazmi ispitanica. Rezultati su pokazali statisti¢ki znac¢ajnu razliku, u odnosu na osnovni
uzorak, isklju¢ivo kod ispitanica s 4G/5G genotipom u obje mjerne tocke (Tablica 17.). Nije
nadena statisticki znacajna razlika medu ispitanicama u pojedinoj mjernoj tocci (p vrijednost

u mjernim tockama bio je za Uzorak 1- 0,38, Uzorak 2 - 0,0599 i Uzorak 3 - 0,2524).

Tablica 16. Znacajnost prisutnosti/odsutnosti FV Leiden, FII G20210A i polimorfizma PAI-1
4G/5G na koagulacijske pretrage u prvoj i tre¢oj mjerenoj tocei (Uzorak 1 i Uzorak 3)

F V Leiden | FIl G20210A PAI-14G/5G

Pretraga: p vrijednost
PV-Uzorak 1 0,822 0,228 0,376
PV-Uzorak 3 0,641 0,175 0,368
APTV-Uzorak 1 0,140 0,861 0,260
APTV- Uzorak 3 0,399 0,677 0,157
Fibrinogen-Uzorak 1 0,661 0,041* 0,239
Fibrinogen-Uzorak 3 0,327 0,158 0,290
Antitrombin-Uzorak 1 0,550 0,125 0,590
Antitrombin-Uzorak 3 0,286 0,968 0,023*
PC-Uzorak 1 0,952 0,059 0,682
PC-Uzorak 3 0,222 0,479 0,358
PS-Uzorak 1 0,001* 0,305 0,223
PS-Uzorak 3 0,016* 0,057 0,034*
aPCR-Uzorak 1 0,001* 0,164 0,589
aPCR-Uzorak 3 0,022* 0,036* 0,866
FVIII-Uzorak 1 0,534 0,922 0,015*
FVIII-Uzorak 3 0,952 0,573 0,417
Plazminogen-Uzorak 1 0,082 0,023* 0,989
Plazminogen-Uzorak 3 0,751 0,799 0,654
D-dimeri-Uzorak 1 0,382 0,754 0,036
D-dimeri-Uzorak 3 0,327 0,558 0,828
A2A-Uzorak 1 0,709 0,400 0,543
A2A-Uzorak 3 0,607 0,196 0,366
PAI-1-Uzorak 1 0,6880 0,257 0,385
PAI-1-Uzorak3 0,8978 0,234 0,252
*p<0,05
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Tablica 17. Usporedba polimorfizma PAI-1 4G/5G i aktivnosti PAI-1 u mjerenim
vremenskim to¢kama ( x+SD)

PAI-1 (U/mL) p vrijednost
Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 1 Uzorak 1
. Uzorak 1 .
Genotip: N Bez OK Nakon 3 ciklusa Nakon 6 VS. VS.
(0] ciklusa OK Uzorak 2 Uzorak 3
4G/AG 51 4,24+0,17 4,145+0,18 3,8+0,13 1,000 0,115
4G/5G 101 4,29+0,11 3,86+0,12 3,51+0,1 0,005* <0,001*
5G/5G 43 4,08+0,2 3,54+0,16 3,55+0,13 0,090 0,060
p vrijednost 0,380 0,060 0,252

N-broj ispitanica; X-srednja vrijednost; SD-standardna devijacija; *p<0,05
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4.4. Analiza dodatnih ¢imbenika rizika na koagulacijske pretrage

U poglavlju 3.1.1. prikazane su glavne znacajke ispitanica. Znacajke povezane s povecanim
rizikom za trombo-embolijske bolesti na sustav zgrusavanja i fibrinolize poput dobi, tjelesne
mase, puSenja i1 ranijeg uzimanja oralnih kontraceptiva, analizirane su na pocetku i kraju
ispitivanja (Uzorak 1 i Uzorak 3).

Usporedbom rezultata ispitanica pusadica i nepuSacCica, statisticki znacajna razlika
p=0,0095 nadena je samo u rezultatu za APTV u Uzorku 1, dok se uzimanjem oralnih
kontraceptiva razli¢itost rezultata gubi (Tablica 18.). Ispitanice koje su pusSile imale su kraéi
APTYV (usporedba medijana: 27,75 s u odnosu na 28,6 s kod nepusacica).

Ispitanice koje su prvi puta uzimale oralnu kontracepciju u odnosu na ispitanice koje su
ranije ve¢ Koristile oralnu kontracepciju pokazale su znacajnost razlike rezultata u nekoliko
pretraga:

o prije pocetka uzimanja oralnih kontraceptiva (Uzorak 1) statisticki znacajna razlika
prisutna je kod antitrombina, proteina C i plazminogena, ali se znaCajnost izgubila
nakon Sest ciklusa uzimanja oralnih kontraceptiva (Uzorak 3). Kod sve tri navedene
pretrage nadena je poviSena aktivnost u grupi ispitanica koje su ranije uzimale OK.
Srednje vrijednosti iznose za: antitrombin 103,88% u odnosu 101,37%, protein C
107,74% u odnosu 100,19%, plazminogen 96,04% u odnosu 92,89%

o nakon uzimanja kontraceptiva statisticki znacajna razlika nadena je u vrijednostima
APTV-a i aktivnosti proteina S. Ispitanice koje su ranije uzimale OK imale su krace
vrijeme APTV-a (x=26,97 s u odnosu na x=28,05 s), ali i viSu aktivnost proteina S
(usporedba medijana 76,80% u odnosu na 72,55%)

Za odgovarajuéu analizu utjecaja dobi na rezultate pretraga, ispitanice su podijeljene u
cetiri grupe: do 18 godina, od 18 do 25 godina, od 26 do 30 godina i starije od 30 godina. lako
je najvise ispitanica bilo u grupi od 18-25 godina (120 ispitanica), i u ostalim grupama je broj

ispitanica bio dovoljan za robustnu statisticku usporedbu rezultata (20 i vie ispitanica).
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Tablica 18. Znacajnost razlike rezultata koagulacijskih pretraga u odnosu na rizik pusenja,
dobi i ranijeg koriStenja oralnih kontraceptiva
Pusenje Dob OK ranije

p vrijednost

PV-Uzorak 1 0,799 0,027* 0,267
PV-Uzorak 3 0,246 0,444 0,964
APTV-Uzorak 1 0,010 0,198 0,671
APTV- Uzorak 3 0,318 0,196  0,005*
Fibrinogen-Uzorak 1 0,364 0,579 0,845
Fibrinogen-Uzorak 3 0,389 0,910 0,489
Antitrombin-Uzorak 1 0,601 0,565  0,046*
Antitrombin-Uzorak 3 0,781 0,573 0,109
PC-Uzorak 1 0,282 0,035* 0,003*
PC-Uzorak 3 0,107 0,180 0,059
PS-Uzorak 1 0,811 0,614 0,533
PS-Uzorak 3 0,684 0,008* 0,022*
aPCR-Uzorak 1 0,053 0,544 0,937
aPCR-Uzorak 3 0,353 0,498 0,101
FVIII-Uzorak 1 0,359 0,203 0,514
FVIII-Uzorak 3 0,807 0,011* 0,977
Plazminogen-Uzorak 1 0,136 0,157  0,036*
Plazminogen-Uzorak 3 0,315 0,691 0,143
D-dimeri-Uzorak 1 0,404 0,294 0,441
D-dimeri-Uzorak 3 0,080 0,886 0,426
Inhibitor plazmina-Uzorak 1 0,979 0,380 0,800
Inhibitor plazmina-Uzorak 3 0,260 0,980 0,918
PAI-1-Uzorak 1 0,501 0,782 0,867
PAI-1-Uzorak 3 0,652 0,230 0,069
*p<0,05

Medugrupna usporedba rezultata testova pokazuje razli¢itost kod uzoraka prije i nakon 6

ciklusa uzimanja OK:

o Prije uzimanja OK pokazala se statisticki znacajna razlika kod PV-a i1 aktivnosti
proteina C. PV je bio razli¢it za grupu ispitanica starijih od 30 godina (X=12,1 s) u
odnosu na grupe 18-25 godina (x=12,5 s) i 26-30 godina (x=12,48s), dok je aktivnost
proteina C bila razli¢ita za grupu mladu od 18 godina (x=96,11%) odnosu na grupe 26-
30 godina (Xx=106,78%) 1 starije od 30 godina (X=107,01%). Ova razliitost se gubi
nakon Sest ciklusa uzimanja OK.

o U Uzorku 3, statisti¢ka znacajnost javlja se u pretragama aktivnosti proteina S i FVIIL.

Aktivnost proteina S je bila statistiCki razli¢ita za ispitanice mlade od 18 godina
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(x=69,92%) 1 od 18 do 25 godina (x=72,69%) u odnosu na grupu od 26 do 30 godina
(x=81,94%) 1 grupu stariju od 30 godina (x=79,46%). Aktivnost FVIII bila je statisticki
razlicita za ispitanice u dobi 26-30 godina (x=83,71%) u odnosu na grupe ispitanica u

dobi 18-25 godina 8 (x=104,31%) i starije od 30 godina (x=105,99%).

Indeks tjelesne mase kao ¢imbenik rizika nije tijekom studije bio nepromjenjiva varijabla te
je 1 analiza rezultata zahtjevala provjeru znacajnosti promjene BMI. Usporedbom srednjih
vrijednosti na pocetku i kraju studije pokazano je da nema statisticki znacajne promjene BMI
kod ispitanica (Tablica 19.). Ispitanice su prema smjernicama Svjetske zdravstvene
organizacije razvrstane u Cetiri grupe BMI:

o manje od 18,50

o o0d 18,50 do 24,99

o o0d 25,00 do 29,99

o vise od 30,00

Najveci broj ispitanica bio je normalne tjelesne mase 18,50-24,99 od 159 do 155 na kraju
studije, te su ostale grupe imale mali broj ispitanica ¢ime je ograni¢eno tumacenje statisticke

znacajnosti promjena, osobito u grupi s BMI >30.

Tablica 19. BMI ispitanica na pocetku i kraju studije
BMI-Uzorak 1 BMI-Uzorak 3 p vrijednost

x+SD 21,83+3,03 21,96+3,02 0,6715
Broj ispitanica (N):

<18,50 14 12

18,50-24,99 159 155

25,00-29,99 17 20

>30 5 5

x-srednja vrijednost; SD-standardna devijacija;

Uc¢injena je medugrupna i unutargrupna analiza rezultata pretraga u odnosu na BMI grupu
ispitanica prije 1 nakon uzimanja Sest ciklusa oralnih kontraceptiva (Tablica 20.).

Medugrupnom analizom rezultata teziSte je stavljeno na moguc¢i ucinak BMI medu samim
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grupu BMI kod ispitanica.

Medugrupna analiza u prvoj mjernoj toc¢ci - Uzorku 1 pokazala je postojanje statisticki

znacajne razlike za slijedece rezultate:

©)

PV - nadena je statisticki znaCajna razlika izmedu ispitanica u grupama BMI <185 i
18,50-24,99 u odnosu na grupe ispitanica s BMI 25,00-29,99 i BMI >30. Ispitanice s
viSim BMI imale su kra¢a protrombinska vremena.

Fibrinogen - nadena je statisticki znacajna razlika izmedu ispitanica u grupama BMI
<18,5 i 18,50-24,99 u odnosu na grupe ispitanica s BMI 25,00-29,99 i BMI >30.
Ispitanice s visim BMI imale su visu aktivnost fibrinogena.

Protein C - nadena je statisticki znacajna razlika izmedu ispitanica u grupama BMI
<18,5 i 18,50-24,99 u odnosu na grupe ispitanica s BMI 25,00-29,99 i BMI >30.
Ispitanice s viSim BMI imale su visu aktivnost proteina C.

FVIIlI - nadena je statistiCki znacajna razlika kod ispitanica s BMI 25,00-29,99 u
odnosu na grupe s BMI 18,50-24,99 i BMI >30. U ovoj grupi ispitanica s blago
povecanom tjelesnom masom bila je i najvisa aktivnost FVIIL

Plazminogen - nadena je statisticki znacajna razlika izmedu ispitanica u grupama BMI
<18,5 i 18,50-24,99 u odnosu na grupe ispitanica s BMI 25,00-29,99 i BMI >30.
Ispitanice s viSim BMI imale su viSu aktivnost plazminogena.

PAI-1 - nadena je statisticki znacajna razlika izmedu ispitanica u grupama BMI <18,5 1
18,50-24,99 u odnosu na grupe ispitanica s BMI 25,00-29,99 i BMI >30. Ispitanice s

vi§im BMI imale su vi$u aktivnost PAI-1.

Medugrupna analiza ispitanica nakon $est ciklusa uzimanja OK - u Uzorku 3, pokazala je

da je statisticka znacajnost promjene ostala samo djelomic¢no kod pretrage fibrinogena (grupa

ispitanica s BMI >30 u odnosu na grupe ispitanica s BMI manjim od 25,00) i PAI-1 (grupa

ispitanica s BMI 25,00-29,99 u odnosu na grupe ispitanica s BMI manjim od 25,00).

Niti jedna grupa ispitanica nije postigla statistiCku znacajnost promjene rezultata samo u
Uzorku 3.

Unutargrupna analiza rezultata pokazala je statisticki znacajne promjene kod BMI grupa

ispitanica za slijedece vrijednosti testova (Tablica 20.):

©)

BMI <18,50: snizenje aktivnosti proteina S, smanjenje aPCR omjera, povecanje

aktivnosti plazminogena, smanjenje aktivnosti PAI-1
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o BMI 18,50-24,99: ovo je grupa s najve¢im brojem ispitanica - 81% od ukupnog broja
na pocetku studije do 79% na njenom zavrSetku. Time je ova grupa ispitanica najveci
nosilac uocenih statisticki znacajnih promjena u provedenim pretragama hemostaze
koji su na opcoj razini prikazani u Tablici 9.: statisticki znacajne promjene su prisutne
u svim pretragama osim kod aktivnosti FVIII

o BMI 25,00-29,99: skracenje protrombinskog vremena, snizena aktivnost proteina S,
povecéana aktivnost plazminogena, povisena koncentracija d-dimera i snizena aktivnost
PAI-1

o BMI >30,00: svega pet ispitanica Cinilo je ovu grupu Cime je statisticka obrada
rezultata bila vrlo robustna i treba je tumaciti vrlo oprezno - ali je pokazala poja¢anu
aktivnost fibrinolitickog dijela hemostaze - porastom aktivnosti plazminogena i

koncentracije d-dimera
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Tablica 20. Znacajnost razlike rezultata koagulacijskih pretraga na pocetku i kraju studije u
odnosu na BMI grupu ispitanica.

BMI grupa

<1850  18,50-24,99  25,00-29,99
1) (2) (3.)

Pretraga: medijan, raspon p vrijednost
PV - Uzorak 1 (s) 12,60 12,50 11,90 11,80 0,004* (1. vs 3.
(11,50-14,40) (10,70-14,40) (11,20-13,20) (11,50-11,90) i4.;2.vs3.i4.)
PV - Uzorak 3 (s) 12,00 11,60 11,45 11,60 0.089
(10,80-13,30) (10,20-14,90) (10,70-12,30) (11,10-12,20) '
p vrijednost 0,068 <0,001* <0,001* 0,644
APTYV - Uzorak 1 (s) 28,60 28,30 27,60 27,50 0316
(25,80-32,30) (23,80-35,60) (24,80-30,50) (27,20-34,30) '
APTYV - Uzorak 3 (5) 27,35 27,50 26,40 25,60 0.266
(23,80-31,90) (23,00-36,80) (20,50-31,80) (24,90-28,80) '
p vrijednost 0,154 0,001* 0,268 0,081
Fibrinogen - Uzorak 1 2,60 2,70 3,20 3,30 0,003 *(1. vs 3. i
(g/L) (2,00-3,20)  (1,60-4,50)  (2,30-3,60)  (3,00-3,70) 4. 2.vs3.i4)
Fibrinogen - Uzorak 3 2,85 2,90 3,30 3,70 0,028* (4. vs 1. i
(g/L) (1,90-350)  (0,90-5,90)  (1,90-4,50)  (2,80-4,40) 2)
p vrijednost 0,185 0,002* 0,250 0,255
Antitrombin - Uzorak 101,50 102,70 103,90 101,80 0.722
1 (%) (83,90-112,20) (81,50-127,44) (82,40-122,10) (94,80-111,70) ’
Antitrombin - Uzorak 104,25 97,80 98,70 103,60 0489
3 (%) (81,40-122,00) (68,60-124,80) (84,20-113,80) (94,50-116,90) '
p vrijednost 0,943 <0,001* 0,106 0,840
118,10 -
92,65 100,40 110,50 ’ 0,005* (1. vs 3. i
- o, 1 1 1 - 1
PC-Uzorak 1 (%) 75 40-138,30) (71,10-171,00) (85,10-153,53) (fgfg(% 4:2.vs3.i4)
PC - Uzorak 3 (%) 106,30 113,80 126,50 (iéé'gg_ 0161
(86,60-135,00) (38,20-177,90) (84,30-177,60) ’ '
179,42)
p vrijednost 0,140 <0,001* 0,107 0,766
PS - Uzorak 1 (%) 85,40 88,60 90,00 88,40 0.896
(67,50-113,70) (59,90-141,75) (62,50-136,64) (82,00-97,30) '
PS - Uzorak 3 (%) 79,70 73,60 79,55 77,90 0.267
(44,90-87,60) (37,70-148,60) (51,10-105,00) (59,70-114,00) '
p vrijednost 0,006* <0,001* 0,012* 0,874
aPCR - Uzorak 1 4,20 4,30 3,90 4,00 0.689
(omijer) (3,10-6,40)  (1,20-6,60)  (2,70-5,70)  (3,30-4,70) '
aPCR - Uzorak 3 3,60 3,40 3,45 3,40 0935
(omijer) (2,20-4,80)  (1,10-11,00)  (2,70-6,50)  (2,40-4,80) '
p vrijednost 0,043* <0,001* 0,533 0,250

*p<0,05; x-srednja vrijednost; SD-standardna devijacija
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Tablica 20. Znacajnost razlike rezultata koagulacijskih pretraga na pocetku i kraju studije u
odnosu na BMI grupu ispitanica - nastavak.

<18,50 18,50-24,99  25,00-29,99
medijan, raspon p vrijednost

FVIII- 80,15 88,80 123,90 71,80 0,046* (3. vs 2. |
Uzorak 1 (%) (53,90-153,23) (52,10-244,40) (63,30-148,25) (60,50-112,30) 4)
FVIII- 96,65 100,00 83,30 76,30 0.248
Uzorak 3 (%) (42,10-119,90) (31,80-278,50) (52,10-180,10)  (58,60-94,50) ’

p vrijednost 0,465 0,101 0,416 0,977
Plazminogen- 88,50 93,40 100,40 88,40 0,006* (L. vs 3. i
Uzorak 1 (%) (77,70-108,30) (71,80-125,60) (86,10-137,30) (82,00-97,30)  4.: 2.vs 3.i 4.)
Plazminogen- 127,10 126,50 124,20 126 0.867
Uzorak 3 (%) (86,30-151,60) (84,10-174,50) (96,60-171,30) (121,80-133,70) ’

pvrijednost  <0,001* <0,001* <0,001* 0,001*
Bzglrrglirll 231,75 186,10 196,90 160,80 0.497
(ol FEU)  (13358-700.70) (92,00-1564,00) (108,70-29480) (123,50-316,40)
Bz‘g'rr;‘ﬁr:; 279,80 295,60 305,40 203,40 0,609
(wol FEU)  (135:32:1173,90) (111,63-2145,90) (134,70-1611,20) (162,00-402,40)

p vrijednost 0,297 <0,001* 0,011* 0,037*
:)T:Z'E’r:}g;_ 94,65 102,50 108,00 98,80 0.096
Usorak 1 (06 (87:50-110.70)  (8240-128,15)  (87,60-124:37) (94,70-112,70)
;)T:Z'mfﬁ; ] 104,10 108,50 110,70 108,80 0255
Usorak 3 (06 (88:20-120,00)  (87,60-128,90)  (95,20-129,76) (10310-14660)

p vrijednost 0,071 <0,001* 0,129 0,167
Eﬁ‘;r;k . 3,65 4,20 5,20 4,80 0,005* (1. vs 3. i
LimL) (2,80-5,00) (1,76-8,60) (2,00-8,79) (4,20-7,20)  4.2.vs3.i4)
Bﬁo'r;k 5 2,75 3,40 4,50 3,80 0,015% (3. vs 1. i
LimL) (2,00-4,70) (1,60-6,80) (1,90-6,30) (3,00-5,20) 2)

p vrijednost 0,037* <0,001* 0,048* 0,083

*p<0,05; X-srednja vrijednost; SD-standardna devijacija

Kao Cesta nuspojava uzimanja OK navodi se povecanje tjelesne mase. lako usporedba
promjene BMI prije 1 poslije studije nije pokazala statisticku znacajnost promjene (Tablica
19.), uc¢injena je dodatna analiza u odnosu na formulaciju OK koje su uzimale ispitanice
(Tablica 21).
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Rezultati pokazuju da nijedna formulacija OK tijekom Sest ciklusa uzimanja nije statisticki

znacajno utjecala na promjenu BMI kod ispitanica.

Tablica 21. Utjecaj formulacije OK na BMI ispitanica (BMI1 prije po¢etka uzimanja OK,
BMI2 nakon 6 ciklusa OK) (medijan, raspon)
Formulacije OK \ BMI1

20EE2/DRSP 28 (18’%:3;56) (18;;:%, 0) 0,697
20EE2/GSD B (16,6930.30 (1836.3102) 0,876
30EE2/DRSP 24 (17’%:%’72) (17,5;22’70) 0,314
SOEE2/LNG 17 (17,%23,66) (18,(2)2122,66) 0,847
35EE2/CPA 9 (19,311?%2,43) (19,52122,73) 0,313
3SEE2/NET 30 (16,5812,55) (16,3(%1;2,81) 0,074
3SEE2NGM 52 (16,2213;,24) (16,5&2?40) 0,107

OK-oralna kontracepcija; N-broj ispitanica;

4.4.1. Ostali rezultati obrade podataka s upitnih listi¢a

Anamnesti¢kim uzimanjem podataka dobiveni su slijede¢i podaci o profilu ispitanica:

o Podaci o trudno¢ama: 140 (71,8%) ispitanica nije imalo djece, 21 (10,8%) ispitanica
imala je jedno dijete, 31 (15,9%) ispitanica imala je dvoje djece, 3 (1,5%) ispitanice
imale su troje djece, 21 (10,8%) ispitanica imala je namjerni prekid trudnoce - 18
ispitanica imale su jedan namjerni pobacaj, a 3 ispitanice imale su 2 namjerna pobacaja

o Uzimanje alkohola: 56 (29,2%) ispitanica je prigodno konzumiralo alkohol u maloj
kolic¢ini

o Tjelovjezba: 49 (25,1%) ispitanica redovito je vjezbalo do 6 sati tjedno

o Tromboembolijske bolesti u obitelji: 75 (38,5%) ispitanica imalo je pozitivnu
obiteljsku anamnezu na tromboembolijske bolesti (Tablica 22.)

o Nuspojave uzimanja OK: 48 (24,6%) ispitanica prijavilo je nuspojave tijekom prva tri

ciklusa uzimanja OK, a kod 16 ispitanica nuspojave su bile prisutne i nakon Sestog
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ciklusa. Najc¢eSc¢e nuspojave bile su redom: probojna krvarenja (16 ispitanica), mu¢nina
(12 ispitanica), glavobolja (12 ispitanica), osje¢aj napetosti u dojkama i trbuhu (11
Ispitanica)

Tablica 22. Ucestalost trombo-embolijskih dogadaja u obiteljskoj anamnezi ispitanica
Trombo-embolijski N %

dogadayj

CVI 36  48,0%
DVT 5 6,7%
DVT+CVI 1 1,3%
DVT+PE 1 1,3%
DVT+PE+CVI 1 1,3%
IM 21 28,0%
IM+CVI 2 2,7%
IM+DVT 3 4,0%
NAGLA SMRT 1 1,3%
NAGLA SMRT+IM 1 1,3%
PE 2 2,7%
PE+CVI 1 1,3%

N-broj ispitanica; CVI-cerebrovaskularni inzult; DVT-duboka venska tromboza; PE-plu¢na
embolija; IM-infarkt miokarda

Od navedenih anamnesti¢kih podataka utjecaj na koagulacijske pretrage moze imati samo
pozitivna obiteljska anamneza na trombo-embolijske bolesti. U Tablici 23. prikazani su
rezultati koagulacijskih pretraga u odnosu na obiteljsku anamnezu.

Statisticki znacajna razlika nadena je za slijedece koagulacijske parametre:

o Smanjena aktivnost fibrinogena na zavrSetku studije (Uzorak 3) u grupi ispitanica s
pozitivnom obiteljskom anamnezom upuc¢uje na druge uzroke ovakvog rezultata jer
smanjena aktivnost fibrinogena ne povecava rizik za razvoj VTE.

o Smanjena aktivnost proteina C u grupi TE-DA prije uzimanja OK (Uzorak 1), medutim
nakon $est ciklusa OK znacajnost se izgubila.

o Smanjeni omjer aPCR i aktivnost proteina S na kraju studije (Uzorak 3) kod ispitanica
S pozitivnom obiteljskom anamnezom u odnosu na ostale ispitanice upucuje na

izrazenije promjene rezultata za ove pretrage i time veci prokoagulacijski u¢inak OK.
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Tablica 23. Ucinak pozitivne obiteljske anamneze na koagulacijske pretrage ispitanica na
pocetku i zavrSetku studije. Ispitanice su razvrstane u skupine TE-DA s anamnestickim
podacima o trombo-embolijama u obitelji i TE-NE za ispitanice bez oboljelih u obitelji.
Rezultati testova su izrazeni kao srednja vrijednost + st.devijacija (X=SD)

p vrijednost

PV-Uzorak 1 12,40+0,74 12,49+0,62 0,362
PV-Uzorak 3 11,78+0,84 11,73+0,83 0,715
APTV-Uzorak 1 28,68+2,38 28,62+2,12 0,851
APTV- Uzorak 3 27,334+2,61 28,04+2,64 0,068
Fibrinogen-Uzorak 1 2,85+0,50 2,72+0,43 0,066
Fibrinogen-Uzorak 3 3,12+0,75 2,90+0,56 0,030*
Antitrombin-Uzorak 1 102,70+9,01 101,94+8,13 0,552
Antitrombin-Uzorak 3 99,12+10,85 96,92+10,41 0,1634
PC-Uzorak 1 105,88+18,23  99,25+15,57 0,010*
PC-Uzorak 3 117,99+18,41 115,14+£21,95 0,329
PS-Uzorak 1 90,85+13,13 89,23+17,24 0,459
PS-Uzorak 3 77,19+18,13 70,61+17,87 0,014*
aPCR-Uzorak 1 4.31+1,01 4,12+1,13 0,224
aPCR-Uzorak 3 3,72+1,10 3,34+0,86 0,012*
FVIII-Uzorak 1 96,32+35,07 98,65+34,70 0,651
FVIII-Uzorak 3 98,37+38,04 104,81£31,91 0,223
Plazminogen-Uzorak 1 94,35+9,81 93,67+11,18 0,656
Plazminogen-Uzorak 3 124,36+£16,78  126,33+£19,46 0,454
D-dimeri-Uzorak 1 247,50£175,63 207,89+8896 0,072
D-dimeri-Uzorak 3 404,11+327,27 348,08+248,84 0,206
Inhibitor plazmina-Uzorak 1  103,89+9,98 101,88+8,52 0,150
Inhibitor plazmina-Uzorak 3 108,53+9,04 108,67+8,84 0,916
PAI-1-Uzorak 1 4,36+1,15 4,03%1,17 0,054
PAI-1-Uzorak 3 3,68+0,99 3,46+0,91 0,121

*p<0,05; N-broj ispitanica;
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5. RASPRAVA

Brojne studije su proucavale ucinak oralnih kontraceptiva na razlic¢ite dijelove
hemostaze, a najces¢e se radilo o studijama usporedbe dvije formulacije oralnih
kontraceptiva.

Ovo prospektivno istrazivanje imalo je za cilj utvrditi ukupni u¢inak najéesce Koristenih
formulacija oralnih kontraceptiva u vremenu trajanja istrazivanja na vrijednosti koagulacijskih
pretraga u lokalnoj populaciji zena u Hrvatskoj.

Rezultati, zabiljeZeni nakon tri i Sest ciklusa uzimanja oralnih kontraceptiva, ukazuju na
prisutnost statisti¢ki zna¢ajnih promjena u svim dijelovima hemostaze: prokoagulacijskom,
antikoagulacijskom, profibrinolitickom i antifibrinolitickom dijelu. Ukupni ucinci promjene,
neovisni o vrsti formulacije oralnog kontraceptiva, bili su umjereni i ukazivali su na teznju
sustava hemostaze da postigne novu tocku ravnoteze (43, 44). Tijekom trajanja studije nijedna
ispitanica nije oboljela od trombo-embolijskih bolesti.

Usporedbom sa sli¢nim istrazivanjima (45-48) rezultati se podudaraju za vrijednosti
proteina S, proteina C, plazminogena, inhibitora plazmina, fibrinogena i d-dimera, ali se
razlikuju rezultati za pretrage PV, APTV, aPCR, PAI-1i FVIII.

Rezultati aPCR odgovaraju podatcima iz studija za zene koje nemaju FV Leiden (49-51).
Iako je u istrazivanju upotrijebljena rutinska metoda za aPCR koja se osniva na modifikaciji
APTV-a radi ¢ega se smatra manje osjetljivom (52), rezultati su pokazali statisticku
znacajnost promjene. Jedan od ¢imbenika koji utjece na rezultate aPCR pretrage je aktivnost
FVIII (50, 53), koja se nije statistiCki znacajno mijenjala tijekom ovog istrazivanja $to
upucuje da drugi Cimbenici unutrasnjeg puta zgruSavanja imaju veci utjecaj. Ovaj nalaz
dodatno potvrduju statisti¢ki znac¢ajne promjene samog APTV-a koji je pokazao krace vrijeme
zgrusavanja. U studiji RATIO (54), opisani su rezultati povisene aktivnosti FIX, FXI i FXII
kod mladih zena na oralnoj kontracepciji radi ¢ega je povecan rizik od arterijskih tromboza.

PoviSena aktivnost FVIII iznad 150% smatra se jednim od ¢imbenika rizika koji pridonose
nastanku trombo-embolijske bolesti (55). Medutim, dobiveni su opre¢ni rezultati u
istrazivanjima vezanim za uzimanje oralne kontracepcije. Neke studije pokazale su povisenje
aktivnosti FVIII (56, 57), ali rezultat ovog istrazivanja podudara se sa studijama Luxembourg
i sur. (48), te Winkler i sur. (58) koji opisuju izostanak promjena u aktivnosti FVIII pod
hormonalnim utjecajem. Jedan od mogucih razloga razli¢itim rezultatima istrazivanja je Visok
uc¢inak nasljednih osobina gena za FVIII koji odreduje i do 40% aktivnosti FVIII u odgovoru
na stanje organizma (59, 60).
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Inhibitor plazmina uz a-2 makroglobulin je glavni regulator razgradnje plazmina. PoviSena
aktivnost inhibitora plazmina u istrazivanju moze se objasniti hemostatskim odgovorom na
povecanje aktivnosti plazminogena, ali i na povecanje aktivnosti proteina C ¢iji je takoder
inhibitor (61).

PoviSena aktivnost PAI-1 se smatra ¢imbenikom rizika za infarkt miokarda, a njegova
aktivnost se povezuje s polimorfizmom gena PAI-1 4G/5G. Rezultati istrazivanja pokazuju
snizenje aktivnosti PAI-1 u obje vremenske tocke kod uzimanja oralnih kontraceptiva u
odnosu na osnovne vrijednosti kod ispitanica §to se na prvi pogled podudara s rezultatima iz
literature (62, 63). Medutim, detaljnija analiza aktivnosti PAI-1 u odnosu na genotip ispitanica
prikazana u poglavlju 4.3 pokazala je da je sniZenje aktivnosti PAI-1 prisutno samo u grupi
ispitanica heterozigota s genotipom PAI-1 4G/5G ve¢ nakon treeg ciklusa oralnih
kontraceptiva (p=0,0045), a zadrzalo je statisticku znacajnost i nakon Sestog ciklusa
(p<0,0001). Ovi rezultati potvrduju nepodudarnost nadenu u literaturi (43, 44, 58, 64), te
ukazuju na veci utjecaj okolisa ili dodatnih polimorfizama vezanih uz gen PAI-1 (65, 66).
Snizenje aktivnosti PAI-1 takoder moze biti posljedica estrogenskog ucinka na funkciju jetre
u smislu proizvodnje i odstranjenja iz cirkulacije (67). SniZzenjem koliine estrogena u

formulacijama oralnih kontraceptiva moze se o¢ekivati izostanak ovog ucinka.

Studije uc¢inka oralnih kontraceptiva na hemostazu ukazale su na razli¢itost koagulacijskog
1 fibrinolitickog odgovora kod Zena razli€ite rasne i etnicke pripadnosti.

U talijanskoj studiji, Lippi i sur. (68) istrazivali su 137 Zena koje su uzimale kontraceptive
tre¢e generacije. Njihovi rezultati se podudaraju s rezultatima ove studije za pretrage aPCR,
aktivnost antitrombina, proteina C i S.

U njemackoj studiji, Wiegratz i sur. (43) su u istrazivanju 91 ispitanice analizirali rezultate
koagulacijskih pretraga nakon Sestomjese¢nog uzimanja Cetiri niskoestrogenske formulacije
oralnih kontraceptiva. Studija je pokazala znacajno sniZenje aktivnosti PAI-1 i izostanak
promjene kod aPCR (osim za 20 ng EE2+ 2 mg dienogest) §to je u suprotnosti s rezultatima
ovog istrazivanja. Medutim, rezultati za koncentraciju d-dimera, aktivnosti fibrinogena,
plazminogena, proteina C i S se podudaraju, dok se vrijednosti aktivnosti FVII, antitrombin i
fragmente protrombina 1+2 razlikuju prema formulacijama oralnih kontraceptiva.

U Bugarskoj je provedeno istrazivanje uc¢inka gestodena na hemostazu kod 70 zena tijekom
godinu dana (69). Prikazani rezultati podudarali su se s rezultatima ove studije za
koncentraciju d-dimea, aktivnosti fibrinogena, plazminogena, proteina C i S, ali nije nadena

statistiCki znacCajna promjena rezultata PV-a i APTV-a dok su za inhibitor plazmina i

64



aktivnost antitrombina rezultati ovisili o formulaciji oralnog kontraceptiva, odnosno o koli¢ini
estrogena. Poznato je da koli¢ine estrogena manje od 35 pg u formulaciji oralnih
kontraceptiva imaju minimalne, ali statistiCki znaCajne promjene u sustavu hemostaze.

Klini¢ko zna¢enje ovih promjena nije u potpunosti utvrdeno (45, 47).

U ovoj studiji potvrdile su se promjene u pretragama hemostaze za sve ispitivane nisko-
estrogenske formulacije oralnih kontraceptiva. Veéina rezultata (PV, APTV, protein C i S,
aPCR, plazminogen, d-dimeri i inhibitor plazmina) bila je statisti¢ki zna¢ajno promijenjena
ve¢ nakon tri ciklusa uzimanja kontracepcije. Ove vrijednosti su ostale promijenjene u odnosu
na osnovne vrijednosti i nakon Sest ciklusa, S tendencijom vracanja osnovnim vrijednostima.
Medutim, kod dijela ispitanica, koncentracija d-dimera i aktivnost proteina S pokazale su
patoloske rezultate nakon 3 ciklusa i ostale su takve i nakon sestog ciklusa kontracepcije.

Rezultati dobiveni odredivanjem koncentracije d-dimera pokazale su da 42 ispitanice (21%)
imaju vrijednosti viSe od referentnog intervala, a medu njima 10 ispitanica je imalo
vrijednosti vise od 1100 ug/L FEU. Kod ovih ispitanica nije dijagnosticirano stanje koje bi
moglo utjecati na rezultat. Polovica ispitanica s povisenom koncentracijom d-dimera bile su u
grupi 35EE2/NGM ili 20EE2/DRSP. Dodatna medugrupna analiza prikazana u tablici 14.
potvrdila je rezultate slicnih studija (47, 70), tj. da medu grupama nema statisti¢ki znacajne
razlike u koncentraciji d-dimera, te stoga poviSene vrijednosti nisu posljedica koli¢ine
estrogena ili tipa gestagena.

Devetnaest ispitanica (9,7%) imalo je aktivnost proteina S manju od 50% (referentni
interval za aktivnost proteina S kod zena koje uzimaju oralnu kontracepciju je 52-118%), a
ispitanice su takoder pripadale vec¢inom (14 ispitanica) grupi 35EE2/NGM (7 ispitanica) ili
20EE2/DRSP (7 ispitanica). Medutim, kod analize medugrupnih rezultata aktivnosti proteina
S, nadena je znacajnost izmedu 30EE2/LNG u odnosu na grupe 35EE2/NGM i 20EE2/DRSP,
Sto potvrduje da formulacije oralnih kontraceptiva koje sadrze drospirenon imaju slican
uc¢inak na aktivnost proteina S kao kontraceptivi tre¢e generacije poput norgestimata, U
odnosu na kontraceptive druge generacije ¢iji je predstavnik u studiji formulacija 30EE2/LNG
grupa (47, 71).

Analizom rezultata medu formulacijama oralnih kontraceptiva istakle su se razlike u
aktivnosti proteina S, proteina C, antitrombina i PAI-1.

Smanjena aktivnost proteina S ima ucinak na povecanje rezistencije na aktivirani protein C

i smatra se jednim od vaznih ¢imbenika u mehanizmu nastanka trombo-embolijskih bolesti
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(3). Usporedba rezultata pokazala je dobru korelaciju izmedu aktivnosti proteina S i aPCR u
obje mjerne vremenske tocke (p<0,05).

Aktivnost proteina C pokazala je znacajnost razlike izmedu, na primjer, grupa 35EE2/NET
1 formulacija koje sadrze drospirenon, Sto se moze objasniti bioloskim znacajkama pojedinih
gestagena i njihovim odnosom na estrogensku komponentu (51). Noretisteron ima estrogenski
i androgeni ucinak, te je pokazao najmanje povecanje aktivnosti proteina C u usporedbi s
drospirenonom koji ima antiestrogenski i antiandrogeni ucinak (9).

Ranije studije su pokazale smanjenu aktivnost antitrombina pri uzimanju kontraceptiva
trece generacije (50, 68, 70), $to se podudara s rezultatima ovog istrazivanja - znacajno je niza
aktivnost antitrombina u grupi 20EE2/GSD u obje mjerene vremenske toc¢ke i 35EE2/NGM
nakon Sest ciklusa u odnosu na osnovne vrijednosti, ali su ove snizene vrijednosti jo§ uvijek
bile unutar referentnog intervala. U studiji koju su proveli Winkler i sur. (58) nadena je
sniZena aktivnost antitrombina 1 za grupu 30EE2/LNG S§to ovo istraZivanje ne moze potvrditi.

Razli¢itost rezultata za PAI-1 u studijama je ve¢ ranije raspravljen. Analiza PAI-1 za
pojedinu formulaciju kontraceptiva pokazuje statisticki znac¢ajnu promjenu za 20EE2/DRSP
grupu u obje mjerene tocke, 30EE2/LNG grupu samo nakon tri ciklus i 35EE2/NET nakon
Sest ciklusa uzimanja oralnih kontraceptiva.

Usporedbom rezultata grupa s istom koli¢inom estrogena ili istim gestagenom dobiveni su
rezultati ucinka pojedinog gestagena ili vaznosti koli¢ine estrogena medu niskodoznim
kontraceptivima.

Grupe s 30 pg EE2 sadrzavale su kao gestagen levonorgestrel ili drospirenon, a nisu
pokazale statisticki znacajne razlike u utjecaju na ucinjene pretrage hemostaze. U grupama s
35 nug EE2 kojima je gestagenska komponenta norgestimat ili noretisteron, statisticki znacajna
razlika je bila samo u aktivnosti inhibitora plazmina, ali su rezultati bili unutar referentnog
intervala. U grupama s najmanjom koli¢inom estrogena - 20 pg EE2 i gestagenskim
komponentama gestodenom ili drospirenonom, nadeno je najviSe statisticki znacajnih razlika
rezultata - aktivnost proteina C i S, PAI-1 i plazminogena.

Gestoden i1 drospirenon se razlikuju u svojim bioloskim znacajkama, androgenim i
glukokortikoidnim aktivnostima te visokim afinitetom gestodena za SHBG, sto je rezultiralo
manjim promjenama u rezultatima koagulacijskih pretraga u odnosu na drospirenon. Afinitet
vezanja za SHBG korelira s aktivnoS¢u ¢imbenika koji sudjeluju u antikoagulacijskom u¢inku
proteina C: povecanje razine SHBG je povezano sa povefanom rezistencijom na aktivirani
protein C. Gestageni koji se vezu za SHBG poput gestodena time smanjuju potencijalni

ucinak estrogenske komponente oralnog kontraceptiva, dok gestageni koji se ne vezu za
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SHBG poput drospirenona ne mijenjaju potencijal uc¢inka estrogenske komponente u oralnom
kontraceptivu. Vazno je istaknuti da je utjecaj gestagena na vrijednosti SHBG u plazmi samo
jedan od mehanizama na koji oni djeluju, dok se njihov u¢inak na steroidne receptore, a time
na promjene u hemostatskom sustavu, jo$ uvijek istrazuje (3, 72, 73).

Usporedbom grupa koje sadrzavaju drospirenon i EE2 u koli¢ini 20 ug i 30 pg dobiveni su
podaci o u¢inku smanjivanja estrogenske komponente na koagulacijske pretrage. Drospirenon
je relativno novi gestagen na trziStu - derivat je spironolaktona te posjeduje
antimineralokortikoidna i antiandrogena svojstva. Antimineralokortikoidno svojstvo ocituje
se u sprjeCavanju  transaktivacije mineralokortikoidnih receptora ¢ime je smanjen
aldosteronski ucinak te je povecano izluéivanje natrija i vode iz organizma, a time i blago
smanjenje tjelesne mase i krvnog tlaka (74). Antiandrogeno svojstvo pro$iruje indikaciju
uporabe pripravaka s drospirenonom za lijecenje Zena s aknama, hirzutizmom ili sindromom
policisti¢nih jajnika. Ne veze se na SHBG te ne mijenja ucinak koli¢ine EE2 u formulaciji
(75), stoga ukupni tromboticki rizik za drospirenon ovisi o koli¢ini estrogena. U ovoj studiji,
statisticki znacajna razlika u testovima bila je prisutna samo kod aktivnosti plazminogena.
Formulacija 20EE2/DRSP imala je veéu aktivnost plazminogena, §to sugerira jaci
fibrinoliticki odgovor na nastale hemostatske promjene. Studije koje usporeduju ove dvije
formulacije su malobrojne, u istrazivanju Kluft i sur. (44) nadena je razlika samo u aktivnosti
proteina S.

Studija rizika za nastanak venske tromboze u ovisnosti o koli¢ini estrogena i vrsti
progesterona pokazala je korelaciju poviSenog rizika za pripravke s ve¢om koli¢inom EE2 -
autori su relativni rizik za 30pug EE2 oznacili s 1, tako je za 20 pg EE2 iznosio 0,8 (95% CI
0,5-1,2), a za 50ug EE2 1,9 (95% CI 1,1-3,4). Analiza tipa progesterona pokazala je relativni
rizik: levonorgestrel 3,6, noretisteron 3,9, gestoden 5,6, norgestimat 5,9, drospirenon 6,3,
ciproteron acetat 6,8 (76).

U ovom radu pokazano je da su sve formulacije oralnih kontraceptiva statisticki znacajno
mijenjale rezultate vecine pretraga, ali formulacija 20pug EE2+GSD je imala ukupno najmaniji

utjecaj na provedene pretrage zgrusavanja i fibrinolize.

Molekularnim ispitivanjem najucestalijih nasljednih trombofilnih faktora - FV Leiden,

FII G20210A te polimorfizma PAI-1 5G/4G potvrdeni su jednaki rezultati medu ispitanicama
kao i u opcoj populaciji u Republici Hrvatskoj (77).

Iako rezultati pokazuju statisticki znacajne razlike u nekim koagulacijskim pretragama

izmedu ispitanica sa ili bez mutacije, njihov broj je premali te tumacenje treba ograniciti. Za
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ispitanice s FV Leiden oc¢ekivana je razlika u aPCR-u koji sluzi kao pretraga probira za ovu
mutaciju, ali uo€ljiva je i velika razlika u smanjenju aktivnosti proteina S. Utjecaj FV Leiden
na nizu aktivnost proteina S opisana je u literaturi, a poznato je da je prije otkrica FV Leiden
viSe osoba proglasavano da imaju manjak proteina S. Medutim jo$ nije jasno radi li se o
utjecaju reagensa na rezultat ili je u podlozi jo§ nerazjaSnjen koagulacijski mehanizam (78,
79).

Kod ispitanica s FIl G20210A nije moguce komentirati rezultate za aPCR koji su pokazali
statistiCku znacajnost razlike rezultata u odnosu na ispitanice bez mutacije, jer od 4 ispitanice
s FII G20210A, jedna ispitanica je ujedno imala i FV Leiden ¢ime je zna€ajno sniZzen medijan
vrijednosti za aPCR.

Heterogenost rezultata za polimorfizam PAI-1 5G/4G je raspravljen ranije u tekstu.

PuSenje samostalno pridonosi povecanju rizika za nastanak arterijske i venske tromboze
(26, 32, 76). Vecina studija istie promjene u povisenju aktivnosti fibrinogena, snizenju
aktivnosti antitrombina, te povisenoj aktivnosti PAI-1 kao glavne ucinke puSenja na
hemostazu. Ove promjene su bile izraZenije kod Zena koje su uzimale oralnu kontracepciju ili
hormonsko nadomjesno lije¢enje. U ovom radu nije nadena statisti¢ki znacajna razlika medu
ispitanicama u navedenim pretragama. Jedina razlika je nadena, u osnovnom uzorku za
vrijednost APTV-a ¢ija je srednja vrijednost kod pusacica bila niza nego kod nepuSacica
(usporedba medijana 27,75s vs. 28,6s). Medutim, uzimanjem oralne kontracepcije kroz Sest
ciklusa razlika se izgubila ukazuju¢i na veci utjecaj oralne kontracepcije nego pusenja u
hemostatskim promjenama (usporedba medijana 27,7s vs 27,3s). U studiji Fruzzetti-ja
uzimanje EE2 u dozi 30-35 pg uzrokuje veée promjene u aktivnosti fibrinogena nego u dozi
od 20 ug EE2 (80). Zbog malog broja ispitanica-pusacica u svakoj skupini formulacije oralnih
kontraceptiva, ova tvrdnja nije potvrdena. Nedavnim radom Pretorius i sur. (81), analiziran je
izgled fibrinske mrezice pod elektronskim mikroskopom, te objasnjen ucinak puSenja i
estrogena na fibrinsku mrezicu. Autori uvode pojam ,fenomen ljepljivog fibrina® koji
smatraju odgovornim za protromboticki uc¢inak ovih ¢imbenika rizika, a ne samu promjenu

koncentracije i /ili aktivnosti koagulacijskih ¢imbenika.

Hemostatske promjene uslijed starenja dobro su opisane, a obuhvacaju poviSenje
aktivnosti prokoagulacijskih ¢imbenika poput fibrinogena, FV, FVII, FVIII, FIX i von
Willebrandova faktora, snizenje fibrinoliticke aktivnosti pove¢anom aktivnoséu PAI-1 kao

glavnog regulatora aktivacije plazminogena, te povecanje agregabilnosti trombocita (30, 82).
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Kod zena hemostatske promjene ovise i 0 njihovom hormonalnom statusu, a tako i u slucaju
uzimanja sintetickih hormona kao oralnih kontraceptiva ili hormonske nadomjesne terapije.
Danas zene ranije po¢inju uzimati oralne kontraceptive i uzimaju ih kroz duze vremensko
razdoblje sto je dovelo do sniZenja granice za povecani rizik od trombo-embolijskih bolesti s
45 godina na 33 godine. Kod Zena s trombofilijom pojavnost trombo-embolijskih bolesti
javlja se nakon manjeg broja ciklusa uzimanja oralnih kontraceptiva, a nije usko vezana uz
samu dob (83-85). U ovoj studiji, ispitanice su bile do 40 godina starosti te su i njihovi
rezultati pokazali izostanak razlike medu ispitanicama (iako statisticki znacajne - klinicki
irelevantna razlika u PV i PC koja se izgubila nakon uzimanja oralne kontracepcije). Stoga je
izgledno da uzimanje oralne kontracepcije ima veéi ucinak na sustav hemostaze od starosti
ispitanica. Posebno je znacajan i rezultat aktivnosti proteina S nakon Sest ciklusa Koji
pokazuje znacajno snizenje aktivnosti kod ispitanica do 25 godina do patoloSkih vrijednosti.
Moguce objasnjenje ovih rezultata je u tome Sto 83 od 140 ispitanica u dobi do 25 godina
pripada grupama s norgestimatom ili drospirenonom koji su pokazali i najveci u¢inak u smislu

smanjenja aktivnosti proteina S u odnosu na bazi¢ni uzorak.

Medu ispitanicama koje su prvi puta uzimale oralnu kontracepciju i viSestrukih korisnica
ustanovljene su razlike u rezultatima pretraga. U osnovnom uzorku prisutna je razlika u
aktivnosti antitrombina, proteina C i plazminogena, ali unutar referentnog intervala i bez
klini¢ke znacajnosti. Ove razlike se gube na kraju studije. Medutim nakon Sest ciklusa oralnih
kontraceptiva prisutna je razlika u APTV -u i nizoj aktivnosti proteina S, sto je moguci utjecaj
formulacija oralnih kontraceptiva s norgestimatom ili drospirenonom koje su uzimale ceSce
mlade ispitanice.

Uzimanje oralne kontracepcije po prvi puta ima visi rizik za razvoj tromboembolijskih
bolesti (86, 87). U meta-analizi usporedbe oralnih kontraceptiva druge i treCe generacije,
Kemmeren i sur. (88), navode da je relativni rizik 2,6-4,2 puta veéi nego kod Zena koje su
uzimale oralnu kontracepciju u viSe navrata. Nedostaju studije koje bi pronasle bioloSku
podlogu, tim viSe §to Su ispitanice koje prvi puta uzimanju kontracepciju u prosjeku znacajno
mlade od viSekratnih korisnica, §to potvrduju i rezultati ovog istrazivanja ( X = SD slijedom:

20,9344,87 vs. 27,14£5,99 godina; p<0,001).

Debljina je Siroko prihvaceni rizik za razvoj venskih tromboza, osobito dubokih venskih
tromboza nogu, dok je incidencija plué¢ne embolije znatno manja (89, 90). Bioloska potvrda

oCituje se u povisenim aktivnostima ¢imbenika zgrusavanja FVII, FVIIL, FXII i fibrinogena, a
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pridonosi joj venska staza donjih udova i manjak tjelovjezbe (91, 92). U ovoj studiji, u
provedenim analizama prisutna je statisticki znacajna razlika u osnovnom uzorku medu
ispitanicama - vise vrijednosti BMI povezane su s skracenjem PV-a, poviSenom aktivnosti
fibrinogena, proteina C, FVIII, plazminogena i PAI-1. Vrijednosti BMI>30 povezuju se s
smanjenom sposobnosti fibrinolize zbog otpustanja PAI-1 iz visceralne masti (32, 93). Nakon
Sest ciklusa oralne kontracepcije, znaCajnost se zadrzala u samo dvije pretrage - povisena
aktivnost fibrinogena za BMI>30 u odnosu na ispitanice s BMI <25, te povisena aktivnost
PAI-1 kod ispitanica s BMI>25, u odnosu na ostale ispitanice. Rad Pomp i sur. (29) na
temelju podataka iz MEGA studije (engl. Multiple Environmental and Genetic Assessment of
risk factors for venous thrombosis study), potvrdio je sinergisti¢ki u¢inak povecane tjelesne
mase i uzimanja oralne kontracepcije drasti¢nim povecanjem rizika 24 puta za pretile Zene U
odnosu na zene normalne tjelesne mase bez oralne kontracepcije, odnosno povecéani rizik
23,78 kod uzimanja oralne kontracepcije nasuprot 3,04 puta kod Zena s BMI >30 u dobi od
18-39 godina.

Uc¢inak oralne kontracepcije na promjenu tjelesne mase u smislu povecanja nije dokazan u
ovoj studiji (p=0,6715) sto je u skladu sa sli¢nim radovima (94) i Cochrane preporuci za

klini¢are kao dokaz snage B.

Prate¢i razvoj formulacija oralnih kontraceptiva i laboratorijske dijagnostike, medu
klinicarima se stalno javlja dvojba treba li Zene koje uzimaju kontracepciju pratiti
dijagnostickim pretragama ili je dovoljno uzimanje anamnesti¢kih podataka. Postoji niz
preporuka za klinicare, ali studije su malobrojne. Zbog sve vece dostupnosti i pada cijene
pretraga, provedene ,cost-effective” studije ubrzo nisu primjenjive. Apsolutno treba
razlikovati molekularno testiranje nasljedne trombofilije i pra¢enje koagulacijskog statusa
ispitanice na oralnoj kontracepciji. U TREATS studiji (18) dokazano je da molekularno
testiranje ispitanica prije uzimanja oralne kontracepcije nije preporucljivo, osim u slucajevima
poznate obiteljske anamneze o postojanju nasljedne trombofilije. 1 rezultati u ovom radu
pokazuju da od 5 ispitanica s FV Leiden - 3 ispitanice imale su negativnu obiteljsku
anamnezu na trombo-embolijske bolesti. Ispitanica s FV Leiden i FII G20210A takoder nije
navela trombo-embolijske bolesti u obitelji. Dodatan problem je testiranje na mutacije koje
nisu dokazano povezane s pojavom venskih tromboza, ali uz postojanje FV Leiden i Fll
G20210A povecavaju rizik za trombo-embolijski dogadaj uzimanjem oralnih kontraceptiva,
poput MTHFR C677T, PAI-1 5G/4G, FXIIl Val3Leu i drugih. Ovakvim pristupom se
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neopravdano Zenama uskracuje oralna kontracepcija kao metoda protiv zace€a, ali 1 Cine
neopravdani troSkovi zdravstvenom sustavu.

U preporukama klini¢arima nerijetko se navodi da je obiteljska anamneza dovoljna za
smanjenje rizika od trombo-embolijskih bolesti. U ovom radu 38% ispitanica ima sigurno
pozitivnu obiteljsku anamnezu - ¢ime bi one trebale biti uskra¢ene za oralnu kontracepciju,
dok je ukupno svega 8 ispitanica (4%) sa nasljednom trombofilijom. U radu Aznar i sur. (95),
cak 84% zena koje su uzimale oralnu kontracepciju imalo je pozitivnu obiteljsku anamnezu,
dok je medu Zenama koje su oboljele od duboke venske tromboze za vrijeme uzimanje oralne
kontracepcije 42% imalo negativnu obiteljsku anamnezu.

U zakljucku, ovim istrazivanjem je pokazano da pod utjecajem oralnih kontraceptiva
patoloski rezultati pretraga aktivnosti proteina S i koncentracije d-dimera mogu posluziti kao
pomo¢ klini¢arima za testiranje Zena na oralnoj kontracepciji u slu¢aju sumnje na trombo-

embolijski dogadaj.
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6. ZAKLJUCCI

1. Oralni kontraceptivi utje¢u na odabrane pretrage zgrusavanja i fibrinolize U istrazivanju,
osim na aktivnost FVIII. U¢inak je dugotrajan i vidljiv i nakon Sest ciklusa kontracepcije.
Zahvaceni su svi dijelovi sustava hemostaze, ali je uocljiva teznja organizma da postigne

novu to¢ku hemostatske ravnoteze.

2. Medusobnom usporedbom formulacija oralnih kontraceptiva ustanovljene su razlike u
aktivnostima antitrombina, proteina C, proteina S, plazminogena i PAI-1 - odnosno

postojanje razlika u antikoagulacijskom i fibrinolitickom odgovoru.

3. Kod formulacija s istom koli¢inom EE2 - za koli¢ine 30 i 35 pg nema vecih razlika u
rezultatima testiranja (NGM vs. NET u aktivnosti inhibitora plazmina, dok izmedu LGN i
DRSP nije bilo razlike). Medutim, formulacije s 20ug EE2 razlikuju se u utjecaju na
aktivnost proteina C, proteina S, plazminogena i PAI-1 pri ¢emu GSD ima manje izrazen

ukupni u¢inak na hemostazu u odnosu na DRSP.

4. Polimorfizam PAI-1 5G/4G nema utjecaja na aktivnost PAI-1 kod mladih zdravih Zena, a

uzimanje oralnih kontraceptiva ne povecava aktivnost PAI-1.

5. Ucestalost trombofilnih mutacija u istrazivanju jednak je ucestalosti u opcoj populaciji te
upucivanje Zena na analizu trombofilnih mutacija prije uzimanja oralnih kontraceptiva

nije opravdano.

6. Oralni kontraceptivi ne utjeCu na povecanje tjelesne mase ispitanica, ali tjelesna masa
ispitanica utjeCe na rezultate koagulacijskih pretraga s prokoagulacijskim u¢inkom za zene
s BMI >25,00. Statisticki zna¢ajno su promijenjeni rezultati: skracen PV, poviSena
aktivnost fibrinogena, proteina C, FVIII, plazminogena i PAI-1. Uzimanje oralnih

kontraceptiva ispitanica s BMI>25, utjece na promjene aktivnosti fibrinogena i PAI-1.

7. Podatak o pozitivnoj obiteljskoj anamnezi o trombo-embolijskim bolestima, nije dovoljan

za uskracivanje oralne kontracepcije Zenama.
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8. Kod zena koje uzimaju oralnu kontracepciju i S visokim rizikom i/ili sumnjom na
tromboembolijski dogadaj - odredivanje aktivnosti proteina S i koncentracije d-dimera

moze pomo¢i odluci o nastavku ili prekidu oralne kontracepcije.
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8. POPIS KRATICA

OK - oralna kontracepcija

LH - luteiniziraju¢i hormon

FSH - folikulostimuliraju¢i hormon

EE2 - etinil-estradiol

SHBG - glubulin za vezanje sponih hormona (engl. sex hormone binding globuline)
TF - tkivni faktor

TFPI - inhibitor puta tkivnog faktora

tPA - tkivni aktivator plazminogena

PAI-1 - inhibitor aktivatora plazminogena tip-1
TAFI - inhibitor trombinom aktivirane fibrinolize
PC - protein C

PS - protein S

AT - antitrombin

BMI - indeks tjelesne mase (engl. body mass index)
VWEF - von Willebrandov ¢imbenik

PV - protrombinsko vrijeme

APTYV - aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme
aPCR - rezistancija na aktivirani protein C

NGM - norgestimat

CPA - ciproteron acetat

NET - noretisteron

LNG - levonorgestrel

DRSP - drospirenon

GSD - gestoden



9. PRILOZI

Prilog 1. Objavljeni znanstveni radovi vezani uz doktorski rad

Ovaj dodatak sadrZi dva znanstvena rada objavljena u Casopisima zastupljenim u bazama

Current Contents koji obraduju problematiku iznesenu u ovom doktorskom radu:

Oslakovic S, Zadro R. Comparison of the impact of four generations of progestins on
hemostatic variables. Clin Appl Thromb Hemost. 2014;20(4):448-55.

Zadro R, Oslakovic S. Routine tests of haemostasis and low-oestrogen oral contraceptives:
what to expect? Clin Lab. 2014;60(5):827-32.
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Prilog 2. Upitni listi¢ za ispitanice kod prvog vadenja uzorka krvi

UPTTNI LISTIC I-
(multi nzorak)
Bar-code
| ozmaka:
Diatum Menarha Cikhas
| rodenja: (dob): {trajanje/dkls):
Trudnoce: Porodi: Pobacaji:
Tezma: Visina: BMI:
| PuSenje: DA NE | Ako da — kohko cigareta tjedno:
Alkohol: | DA NE | Ako da—koliko fjedno:
Lijekov:
Sport 1 rekreacija (sati'jedan). |
[ Sefemna bolest DA _NE _NEZNAM
PoviSens masnode u krvi DA MWE HNEZMAM
Bolesti vena DA NE HNEZNAM
Tromboze DA MWE HNEZIMNAM
[ Povizen tlak DA NE NEZNAM
Bolesti: Sriame bolesti DA MNE HNEZNAM
Jetrene bolesti DA MWE HNEZIMNAM
 Bubrezne bolesti DA NE NEZNAM
Malizne bolesti DA MNE HNEZNAM
Operativii zahvat umotar 1 godie | DA NE NE ZNAM
| [ Ostalo - DA_NE_NE ZNAM
Famje konstena oralna kontracepeia: DA NE
Ako da— kada:
1 ohitelji tromboembolijske bolesti?
Diatum:
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Prilog 3. Upitni listi¢ za ispitanice kod drugog i treceg vadenja uzorka krvi

UPITNI LISTIC II:
{uzorak nakon 3 1 6 ciklusa oralne koniracepee)

Bar-code
| oznaka: _ _
| Tezma: | | Visna: | | BMI: |

Kortena oralna kontracepcyja:

Broj ciklusa:

Nuspojave:

Diatum-
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10. ZIVOTOPIS

Sandra Oslakovi¢ rodena je 21. kolovoza 1970. godine u Osijeku, gdje je zavrsila svoje
osnovno 1 srednjeskolsko obrazovanje.

1995. godine diplomirala je na Medicinskom fakultetu, Sveucilita u Zagrebu.

1997. godine odradila je pripravnicki staz u KB Osijek i1 polozila drzavni ispit.

Od sije¢nja 1998. do studenog 1999. godine radi kao zamjenski lijecnik u ambulantama
op¢e prakse u Medimurskoj Zupaniji.

Od studenog 1999. zaposljava se u Zupanijskoj bolnici Cakovec gdje specijalizira
transfuzijsku medicinu 2003. godine. Iste godine imenovana je predsjednicom Povjerenstva
za transfuzijsko lijeenje u bolnici.

2007. godine imenovana je rukovoditeljicom Djelatnosti za transfuzijsku medicinu ZB
Cakovec, a od rujna 2013. pomoénicom ravnatelja za kvalitetu.

Doktorski studij na upisala je 15. sije¢nja 2008. godine i polozila je sve ispite.

Obranu 1 prihvacanje teme za doktorski rad odrzala je 29. lipnja 2009.

Tijekom svog struénog rada dr. Oslakovi¢ je teziste stavila na kvalitetu rada u
laboratorijskoj praksi i implementaciji klini¢ke transfuzije u ZB Cakovec, ali i transfuzijskoj
sluzbi Republike Hrvatske aktivnim sudjelovanjem na domaéim i stranim simpozijima i
kongresima, izlazu¢i rezultate prac¢enja kvalitete transfuzijskog lije€enja pacijenta i primjenu
EU standarda.

Clanica je Hrvatskog drustva za hematologiju i transfuzijsku medicinu (HDHTM) i
International Society of Blood Transfusion (ISBT).

Udana je i majka jednog djeteta.
Objavljeni radovi:

Vurusi¢ B, Oslakovié¢ S, Ostri¢ki B, Ivankovi¢ Z, Kovaéié M, Skvorc-Marcus . Evaluation of

D-Dimer test in patients on chronic hemodialysis. Cardiolog Croat. 2013;8(7-8):254-57.

Oslakovic S, Zadro R. Comparison of the impact of four generations of progestins on
hemostatic variables. Clin Appl Thromb Hemost. 2014;20(4):448-55.
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SAZETAK

Oralni kontraceptivi imaju brojne ucinke na organizam Zene poput pozeljnog smanjenja pojavnosti zlo¢udnih
bolesti jajnika i endometrija, ali i nepoZeljne u¢inke od kojih je najpoznatiji poviseni tromboticki rizik. Cinjenica
je da su oralni kontraceptivi jedan od rizika za razvoj trombo-embolijskih bolesti, s relativnim rizikom od 1,15
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podatke o trombotickim rizicima poput puSenja, debljine, dobi, tjelovjezbe i drugih s bioloSkom osnovom.
Istovremeno, razvoj sinteti¢nih estrogena i progesterona, njihovih doza i kombinacija, dodatan su poticaj
studijama ucinka pojedine formulacije na koagulacijski odgovor.

Cilj istrazivanja bio je utvrdivanje utjecaja oralnih kontraceptiva na ¢imbenike zgruSavanja i fibrinolize u
lokalnoj populaciji, ovisno o: koli¢ini i hormonalnom sastavu koristenog pripravka, postojanju nasljednih
trombofilija te razlici medu ispitanicama u dobivenim vrijednostima aktivnosti ¢imbenika hemostaze u odnosu
na dodatne ¢imbenike rizika za trombo-embolijske bolesti.

U istrazivanje su ukljuceni rezultati 195 Zena koje su uzimale 6 ciklusa oralnu kontracepciju. Odredivani su
¢imbenici nasljedne trombofilije (FV Leiden, FIIG20210A i PAI-1 5G/4G) i parametri hemostaze (PV, APTV,
fibrinogen, aPCR, protein C i S, FVIII, antitrombin, plazminogen, inhibitor plazmina, PAI-1 i d-dimeri) mjereni
u 3 vremenske toc¢ke: osnovni - prije uzimanja oralne kontracepcije, nakon 3 i nakon 6 ciklusa.

Rezultati istrazivanja pokazuju da su pod utjecajem oralnih kontraceptiva promijenjeni svi koagulacijski
parametri osim aktivnosti FVIII. Analizom rezultata formulacija pripravaka, najveée razlike nadene su u
kombinacijama s 20ug EE2 GSD vs DRSP za koagulacijske pretrage protein C i S, plazminogen i PAI-1. U
istrazivanju je potvrdena jednaka ucCestalost trombofilnih mutacija medu ispitanicama kao u opcoj populaciji.
Polimorfizam PAI-1 5G/4G nije imao utjecaja na aktivnost PAI-1 kod mladih Zena, niti je uzimanje oralnih
kontraceptiva imalo ucinka na aktivnost PAI-1.

Istrazivanje je potvrdilo utjecaj oralne kontracepcije na koagulacijske pretrage, ali i nastojanje sustava
hemostaze za stjecanjem nove tocke ravnoteze. Gestageni takoder utjecu na koagulacijski odgovor Zzena.
Patoloske vrijednosti pretraga aktivnosti proteina S i odredivanja koncentracije d-dimera mogu pomoci
klinicarima u odluci o nastavku ili prekidu oralne kontracepcije kod Zena s drugim visokim rizikom i/ili
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EFFECT OF ORAL CONTRACEPTIVES ON FACTORS OF COAGULATION AND
FIBRINOLYSIS
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SUMMARY

Oral contraceptives have numerous effects on women’s body like favorable decrease of prevalence risk for
ovarian and endometrial cancer, but also undesirable increase of thrombotic events. The fact is that oral
contraceptives are one of the reasons for increased risk for venous thromboembolism, with relative risk is 1.15-
8.5, depending on the drug formulation and type of thromboembolic disease. The development of laboratory
diagnostics, molecular tests and coagulation tests, gave a new momentum to the researches linking
epidemiological data on thrombotic risks such as smoking, obesity, age, exercise, and others with a biological
basis. Simultaneously, development of synthetic estrogen and progesterones are an additional stimulus for new
studies of the effect of oral contraceptive formulations on the coagulation response.

The aim of the study was to determine the influence of oral contraceptives on factors of coagulation and
fibrinolysis in the local population, depending on: the amount and composition of used drug, the presence of
hereditary thrombophilia and the difference among study subjects in the obtained values of factors of coagulation
and fibrinolysis in relation to the presence of additional risk factors for thromboembolic diseases.

The study included the data results of 195 women, who took six cycles of oral contraceptives. Tests for
hereditary thrombophilia (FV Leiden, FIIG20210A and PAI-1 5G/4G) were performed, as well as tests of
hemostasis (PT, APTT, fibrinogen, APCR, protein C and S, FVIII, antithrombin, plasminogen, plasmin inhibitor,
PAI-1 and d-dimer) measured at three time points: basic - before taking oral contraceptives after three and after
six cycles of their use.

The results showed that oral contraceptives have changed all measured parameters except activity of FVIII.
Analyzing the results by formulation of drug, the greatest differences were found in combination with 20ug EE2
GSD vs. DRSP for coagulation tests protein C and S, plasminogen and PAI-1. Data confirmed the same
frequency of FV Leiden, FII G2021A i PAI-1 5G/4G among study subjects as in general population.
Polymorphism of PAI-1 5G/4G had no influence on PAI-1 activity, nor the use of oral contraceptives.

This study confirmed impact of oral contraceptives on coagulation tests and tendency of hemostasis to
reach new equilibrium. Gestagens also have impact on coagulation response. Pathological test results of protein
S activity and d-dimers may help clinicians in the decision on continuation or discontinuation of oral
contraceptives in women with other high-risk and / or suspected thromboembolic event.
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