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lzvle€ek. Pri 100 zaporednih bolnikih, ki so se
zaradi venske tromboze zdravili na Interni Klini-
ki Trnovo v obdobju med januarjem 1992 in de-
cembrom 1994, smo iskali novo obliko trombo-
filije — neodzivnost na aktivirani protein C. Med
njimi je bilo 40 zensk in 60 moskih, starih od
16 do 60 let (x=39). Zaradi primarne venske
tromboze se je zdravilo 38 bolnikov (18 % zensk,
82 % moskih). Sekundarno vensko trombozo je
imelo 62 bolnikov, med njimi je bilo 53 % Zensk
in 47 % moskih. Pri 32 % bolnikov se je pojav-
ljala venska tromboza v druzini, 79 % bolnikov
se je zdravilo zaradi prve, ostali pa zaradi po-
novne venske tromboze. Za dolo¢anje neodziv-
nosti na aktivirani protein C smo izraunavali raz-
merje med aktiviranim parcialnim trombopla-
stinskim ¢asom ob dodatku aktiviranega protei-
na C in brez njega. Spodnjo mejo normalne vred-
nosti smo dolocili z meritvijo razmerja aktivira-
nega proteina C pri 100 zdravih osebah, ki so
po spolu in starosti ustrezale bolnikom z vensko
trombozo (x +2 SD). Osebe, ki so imele razmer-
je aktiviranega proteina C pod 2,0, smo ozna-
¢ili kot neodzivne na aktivirani protein C. Pri do-
lo¢anju neodzivnosti na aktivirani protein C smo
zaradi jemanja kumarinov izkljucili 20 bolni-
kov, zaradi prisotnosti lupusnih antikoagulantov
pa 9 bolnikov. Med 71 preostalimi bolniki smo
odkrili neodzivnost na aktivirani protein C pri
10 (14 %) bolnikih (6 Zensk, 4 moski) za razli-
ko od 3 (3 %) moSkih med kontrolnimi osebami
(p<0,05). Odkrili smo tudi 1 bolnika s pomanijka-
njem antitrombina Il in 2 bolnika s pomanjka-
njem proteina C. Nih¢e od njih ni imel so¢asne
neodzivnosti na aktivirani protein C. Nismo od-
krili povezave med neodzivnostjo na aktivirani
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Abstract. A group of 100 consecutive patients
treated for deep vein thrombosis in the Trnovo
Hospital of Internal Medicine from January 1992
to December 1994, was studied for the presence
of a new type of thrombophilia — resistance to
activated protein C. There were 40 women and
60 men, aged 16 to 60 years (x=39). Primary
deep vein thrombosis was established in
38 patients (18 % women, 82 % men), and sec-
ondary deep vein thrombosis in 62 patients
(53 % women, 74 % men). Thirty-two per cent
of patients had a positive family history; 79 per
cent were treated for the first episode of deep
vein thrombosis and the remainder for recurrent
episodes. Resistance to activated protein C
was determinated using a ratio between acti-
vated partial thromboplastin time with purified
activated protein C and activated partial throm-
boplastin time without activated protein C. The
lower normal limit was determined by measur-
ing the activated protein C ratio in 100 sex and
age matched healthy subjects (mean minus
2 SD). Subjects with an activated protein C
ratio less than 2,0 were considered resistant to
activated protein C. Twenty patients were exclud-
ed from the study because of anticoagulant
treatment, and 9 because of the presence of
lupus anticoagulants. Activated protein C resis-
tance was established in 10 (14 %) of the remain-
ing 71 patients (6 women and 4 men). In the con-
trol group, the prevalence of activated protein C
resistance was 3 per cent (3 men) (p <0,05). One
patient showed antithrombin Il deficiency, and
2 patients protein C deficiency, but none of them
had activated protein C resistance. There were
no association between activated protein C

*Objavljeno je delo, ki je bilo nagrajeno s PreSernovo nalogo za Studente v letu 1997.
**Tanja Cvelbar Marinko, $tud. med., Interna klinika Trnovo, Riharjeva 24, 1000 Ljubljana.
***Karmen Gorsi¢ Tomazi¢, $tud. med., Interna klinika Trnovo, Riharjeva 24, 1000 Ljubljana.
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protein C in primarno oz. sekundarno vensko
trombozo, druzinskim pojavljanjem venske trom-
boze ter prvo oz. ponovno vensko trombozo. Re-
zultati nase raziskave kazejo, da je neodzivnost
na aktivirani protein C pogost, samostojen de-
javnik tveganja za nastanek venske tromboze.

resistance and primary or secondary deep vein
thrombosis, positive family history and first or
recurrent episodes of the disease. The results
of the study indicate that activated protein C
resistance is a frequent independent risk factor
for deep vein thrombosis.

Uvod

Ze leta 1856 je 24-letni Rudolf Virchow predpostavil, da so za nastanek tromboze kljué-
ni trije dejavniki: poskodba Zilne stene, zastoj krvi in nagnjenje k pospesenemu strjeva-
nju krvi (7). Cas ni v niemer omajal pomena znamenite Virchowe triade. Izkazalo se
je, da je poskodba zilne stene pomembna predvsem pri razvoju arterijske tromboze, v raz-
voju venske tromboze (VT) pa sta odlo€ilnej$a dejavnika zastoj krvi in motnje koagula-
cije. Slednje so v zadnjem €asu predmet Zivahnega raziskovanja. Z odkritjem okvar koa-
gulacijskih faktorjev je uspelo pri dolo€enem delezu bolnikov razjasniti izvor VT. To je
privedlo do presenetljivega spoznanja, da je VT v nekaterih primerih genska bolezen.
Pozornost raziskovalcev vzbujajo predvsem tisti bolniki, ki brez vidnega sprozilnega de-
javnika utrpijo VT, kakor tudi tisti, pri katerih nastopa VT v druzini. Odkrivanje nepravil-
nosti koagulacije pri bolnikih z VT ni pomembno samo s stali§¢a diagnosti¢ne oprede-
litve, temvec vpliva tudi na odlo¢anje o preprecevaniju in zdravljenju bolezni (2).

Trombofilija

Trombofilija je stanje povecane nagnjenosti k VT, ki je lahko prirojeno ali pridobljeno (3).
Pogostost prirojene trombofilije med zdravimi je 1/2500 do 1/5000 in je tako vecja od
hemofilije (4). Klini€éno najpomembnejSe dedne oblike trombofilije so pomanjkanja an-
titrombina Il (ATIII), proteina C (PC), proteina S (PS) in nedavno odkrita neodzivnost
na aktivirani protein C (NAPC). Vzroki pridobljene trombofilije so razli¢ni: maligne bo-
lezni, nefrotski sindrom, mieloproliferativni sindrom, paroksizmalna no¢na hemoglobi-
nurija, kemoterapija, hormonsko zdravljenje z estrogeni, prisotnost antifosfolipidnih pro-
titeles ter zmanjSana fibrinolitiéna aktivnost krvi. Pomanjkanja ATIIl, PC in PS skupaj pred-
stavljajo le 3—16 % dednih tromboz (3). Pomanjkanje oz. nepravilnosti faktorjev, ki urav-
navajo hemostazo samo po sebi, ni nujno povezano z nastankom VT, saj sre¢ujemo no-
silce teh prirojenih motenj tudi med navidezno zdravimi osebami (5).

Pomanjkanje antitrombina Il

Pomanjkanje ATIII je odkril Egeberg leta 1965 in tako prvi potrdil povezavo med to mot-
njo koagulacije in VT (6). ATl je najpomembnejSi naravni zaviralec koagulacije. V plaz-
mi zavira nastajanje trombina in drugih serinskih proteinaz, ki sodelujejo v intrinzi¢ni po-
ti koagulacije (5). Nastaja v jetrih in endotelijskih celicah (7). Prirojeno pomanjkanje ATIII
se deduje avtosomno dominantno in ga najdemo pri 5% bolnikov z VT ob odsotnosti
dejavnikov za nastanek VT (8).
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Pomanjkanje proteina C

Pomanjkanje PC so odkrili leta 1981 (9). PC je od vitamina K odvisna plazemska be-
ljiakovina, ki sodi v skupino serinskih proteinaz. Klju¢na je njegova vloga pri zaviranju
koagulacije. Nastaja v jetrih, v Leidigovih celicah testisov in v epididimisu (70). Pomanj-
kanje PC ugotavljamo pri 5 % bolnikov z dedno trombodfilijo (8). Vse opisane odrasle ose-
be s pomanjkanjem PC so heterozigoti. Homozigotnost je zelo redka (70). Pri tej sku-
pini bolnikov se pokaze fiziolodki pomen PC v vsej svoji dramati¢nosti. Povezana je z raz-
vojem sindroma purpure fulminans kmalu po rojstvu, ki se praviloma konéa s smrtjo (71).

Pomanjkanje proteina S

PS je od vitamina K odvisni kofaktor, ki omogoc¢a delovanje aktiviranega PC (APC). Po-
manjkanje PS so prvi¢ opisali leta 1984 (5). Med bolniki z vensko trombozo se pojavlja
enako pogosto kot pomanjkanje PC (10).

Antifosfolipidna protitelesa

V skupino antifosfolipidnih protiteles uvr§¢amo lupusne antikoagulante (LA) in antikar-
diolipinska protitelesa. LA vplivajo na tiste koagulacijske teste, ki so odvisni od fosfoli-
pidov, kot je na primer aktivirani parcialni tromboplastinski as (APTC). Antifosfolipidna
protitelesa najdemo v Stevilnih okoli¢inah: pri bolnikih z avtoimunskimi boleznimi, ma-
lignimi boleznimi, infekcijskimi boleznimi ter v povezavi z jemanjem Stevilnih zdravil. Me-
hanizem, preko katerega sodelujejo pri nastanku VT, §e ni dokonéno pojasnjen (5).

Uravnavanje koagulacije krvi preko povratne zanke proteina C

Z aktiviranjem niza koagulacijskih faktorjev, ki je natanéno uravnano s kofaktoriji in za-
viralci, nastane osrednji encim koagulacijskega sistema — trombin. Klju¢ni dogodek
v koagulaciji krvi je pretvorba fibrinogena v fibrin pod vplivom trombina. Trombin nasta-
ne iz protrombina po dveh poteh. Intrinzi¢na pot se za¢ne z aktivacijo faktorja XlI, za
sprozitev ekstrinzi¢ne poti pa je potreben tkivni tromboplastin, ki se sprosti iz poSkodo-
vanega tkiva. Pomanjkanje zaviralcev koagulacije ima za posledico nenadzorovano na-
stajanje trombina in s tem tudi fibrina (72). Trombin ni le sestavni €len v verigi reakcij,
ki vodijo do nastanka fibrinskega strdka, temvec¢ je vpleten tudi v pozitivne in negativ-
ne povratne zanke, ki uravnavajo koagulacijo krvi. Preko pozitivne povratne zanke ak-
tivira faktorja V in VIIl in na ta nacin pospesuje koagulacijo krvi. V fizioloskih pogojih pa
to ni njegova edina naloga, saj pomembno vpliva tudi na zaviranje koagulacije (10). Z ve-
zavo na trombomodulin, ki je receptor za trombin na povrsini endotelijskih celic, trom-
bin aktivira PC (APC) in povzroci proteolizo faktorjev Va in Vllla, ki sta vezana na povr-
Sini trombocitov (13). Ta niz reakcij predstavlja negativno povratno zanko. Za delovanje
APC sta nujno potrebna dva kofaktorja, PS in faktor V, ki delujeta vzajemno. Ve¢ kot po-
lovica PS je v plazmi vezanega na C4b-vezavni protein, sestavni del komplementa. Os-
tali del, priblizno 40 %, v plazmi ni vezan in le-ta deluje kot kofaktor APC. Mehanizem,
preko katerega PS sodeluje z APC, do sedaj $e ni pojasnjen. Tako je koagulacijsko sta-
nje odvisno od ravnotezja med aktivacijo in proteolizo faktorjev V in VI, ki ga uravna-
vata pozitivna in negativna povratna zanka preko APC (710) (slika 1).
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Slika 1. Pozitivna (+) in negativna (—) zanka trombina. Negativna povratna zanka poteka preko proteina C.
(Modificirana shema po Matzsch T. Low molecular weight heparin. Animal experiments and clinical stu-
dies. Doctoral Dissertation, Malma 1990.)

Neodzivnost na aktiviran protein C

Se do nedavnega je bil vzrok za nastanek vecine primarnih VT kakor tudi tistih, ki se
pojavljajo druzinsko, nepojasnjen. Leta 1993 pa je Dahlback odkril novo obliko dedne
trombofilije, ki jo je poimenoval neodzivnost na aktivirani protein C (NAPC) (74). To od-
kritje je odprlo novo poglavje v prou¢evanju prirojene trombofilije. Izkazalo se je, daima
odkritje izreden kliniéni pomen, saj je NAPC kar 5—10-krat pogostej$a kot vse doslej zna-
ne dedne oblike trombofilije (15) (slika 2).

Odkritie NAPC je plod skrbne laboratorijske obdelave bolnika s ponavljajo¢imi se VT.
V nasprotju s pri¢akovanim odgovorom se po dodatku APC aktivirani parcialni trombo-
plastinski ¢as (APTC) bolnikove plazme ni podalj$al. APC v normalnih okolig&inah pov-
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Slika 2. Mehanizem delovanja proteina C. (Modificirana shema po Bauer KA. Hypercoagulability — a new
cofactor in the protein C anticoagulant pathway. N Engl J Med 1994; 24: 566-7.)

zrodi inaktivacijo faktorjev Va in Vllla, kar se kaze s podaljSanjem koagulacijskega ¢asa.
Dahlback je predpostavil, da gre za nepravilni odgovor plazme na dodani APC zaradi
prisotnosti nekega, tedaj Se neznanega faktorja. S preuevanjem stirih druzin, v kate-
rih se je VT pojavljala v ve¢ generacijah, je dokazal, da se NAPC deduje avtosomno
dominantno ter da je povezana z nastankom VT. Predpostavil je, da APC za razgrad-
njo faktorjev Va in Vllla potrebuje $e kofaktor (14). Ze leta 1994 je Dahlback iz normal-
ne plazme izoliral beljakovino, ki je normalizirala odgovor bolnikove plazme na APC. Iz-
kazalo se je, da gre za faktor V (16).
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Dahlbackovo odkritje je izzvalo izredno zanimanije. Stevilni raziskovalci so zaéeli prou-
gevati NAPC. Se istega leta je Bertina s sodelavci odkril, da je NAPC posledica togka-
ste mutacije v genu za faktor V, zamenjave arginina 506 z glutaminom (77). Po kraju
odkritja so gen poimenovali faktor V Leiden. Mutacija je na mestu, kjer APC cepi akti-
virani faktor V in ga s tem inaktivira. Ta ugotovitev pojasnjuje povezanost NAPC z na-
stankom VT, saj je mutirani faktor V neodziven na APC, hkrati pa ohrani svojo normal-
no vlogo v koagulaciji krvi (18).

Dahlbackovo odkritie pomeni velik zasuk v razumevanju vloge trombofilije pri nastan-
ku VT. Zacetne epidemioloSke raziskave so pokazale, da je NAPC pogosta med bolni-
ki z VT, odkrijemo pa jo tudi pri nekaterih zdravih osebah. Nedvomno je odkrivanje NAPC
prva obveza v diagnostiki trombofilije.

Namen naloge
V nalogi smo zeleli odgovoriti na naslednja vprasanja:

— Kako pogosta je neodzivnost na aktivirani protein C pri nasih bolnikih z VT?

— Ali je neodzivnost na aktivirani protein C povezana z bioloSkimi lastnostmi, kot so spol,
starost in telesna gradnja?

— Ali je neodzivnost na aktivirani protein C povezana z znacilnostmi VT kot so prva ali
ponovna VT, primarna ali sekundarna VT in druzinska VT?

Preiskovanci in metode

Preiskovanci
Bolniki

V raziskavo smo vkljucili 100 zaporednih bolnikov, ki so se v obdobju od januarja 1992
do decembra 1994 zdravili na Interni kliniki Trnovo zaradi venske tromboze udov. Med
njimi je bilo 60 moskih, starih od 16 do 60 let (x=42) in 40 Zensk, starih od 16 do 58 let
(x=236). Pri vseh preiskovancih je bila VT potrjena vsaj z eno izmed diagnosti¢nih me-
tod: ultrazvo€no (UZ) preiskavo (CW Doppler ali dvojni ultrazvocni prikaz ven), impe-
dancno pletizmografijo, izotopsko ali rentgensko venografijo.

Preiskovanci so bili seznanjeni s cilji in na¢inom izvedbe naloge. S podpisom pristop-
ne izjave so potrdili svoje prostovoljno sodelovanje.

Kontrolna skupina

V primerjalno skupino smo vkljucili 100 naklju¢no izbranih, zdravih prostovoljcev, ki so
po spolu in starosti ustrezali bolnikom. Pogoj za vkljucitev v kontrolno skupino je bila odsot-
nost VT v anamnezi kakor tudi podatek, da preiskovanec ne jemlje antikoagulacijske za$-
Cite. Nobena preiskovanka ni uporabljala oralnih kontraceptivov ali nadomestnega
zdravljenja z estrogeni. Nihée od kontrolnih preiskovancev ni bil v sorodu z bolniki.
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Anamneza in kliniéni pregled
Anamneza

Bolnike smo povprasali o druzinskem pojavljanju venske tromboze — lo¢eno za bliznje
(starsi, bratje, sestre, otroci) in daljne (stari starsi, tete, strici, sestri¢ne, bratranci) so-
rodnike.

V anamnezi smo zbirali podatke 0 moznih sprozilnih dejavnikih za nastop VT. Mednje
smo uvrstili lezanje od 7 do 60 dni, poSkodbo zgornjih ali spodnjih udov, imobilizacijo
uda ter vecjo operacijo znotraj Sestih tednov pred nastopom VT. Poleg tega smo upo-
Stevali kot sprozilni dejavnik Se kroni¢no sréno popuscanje, malignom, predhodna ob-
sevanja, kemoterapijo ter sistemski lupus eritematodes. Pri zenskah smo Steli za spro-
zilni dejavnik tudi nose¢nost, poporodno obdobje, splav, uporabo oralne kontracepcije
in nadomestno hormonsko zdravljenje. V primeru, da smo odkrili prisotnost dejavnikov
tveganja, smo $teli VT za sekundarno, ¢e teh dejavnikov ni bilo, smo jo &teli za primar-
no. Vse bolnike smo povprasali o jemanju kumarinov.

Klini¢ni pregled

Preiskovancem smo izmerili obseg pasu in bokov, s ¢imer smo ocenili razporeditev te-
lesnega mascevija, z indeksom telesne teze pa smo ocenili stanje prehranjenosti (BMI).
Odvzem krvi in priprava vzorcev

Odvzem krvi

Kri smo jemali zjutraj med sedmo in deveto uro spoditim in teS¢im preiskovancem. Pred
odvzemom so sede pocivali 15 minut. Kri smo odvzemali iz komoléne vene brez pre-
veze nadlakti.

Priprava vzorcev

Za teste hemostaze smo odvzeli vsaki¢ po 18 ml krvi v ohlajeni epruveti s 3,8 % Na-ci-
tratom v razmerju 9: 1. Za dolocitev t-PA smo odvzeli 4,5ml krvi v epruveto z nakisa-
nim Na-citratom (Stabilyte, Biopool, Svedska). Do centrifugiranja smo vse tri epruvete
shranili v ledeno kopel.

Plazmo za dolo¢anje testov hemostaze smo pripravili s 30 minutnim centrifugiranjem
citratne krvi pri 2000 g in temperaturi 4 °C. Plazmo smo razdelili, jo zamrznili v tekoem
dusiku in do analiz shranili pri =70 °C.

Laboratorijske preiskave
Preiskave koagulacijskega sistema

Presejalne koagulacijske preiskave

Vse preiskave smo opravili na mehanoopti¢nem koagulacijskem aparatu Fibrintimer (Be-
hring, Marburg/Lahn, Nem¢ija).
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Aktivirani parcialni tromboplastinski ¢as (APTC) citratne plazme smo merili s prilagoje-
no metodo po Proctorju in Rapaportu (26). Intrinzi¢no pot koagulacije smo aktivirali s Pat-
hrombinom (Behring, Marburg/Lahn, Nem¢ija), ki vsebuije Cisti lipidni izvlecek ¢loveske
posteljice in kaolin. Zagetek strjevanja smo sprozili z dodatkom 0,025 M kalcijevega klo-
rida in izmerili ¢as do nastanka strdka.

Tromboplastinski ¢as citratne plazme smo merili z metodo po Quicku (27). Rezultat smo
umerili z mednarodnim standardom in ga izrazili kot International Normalised Ratio (INR).

Fibrinogen smo dolo¢ali po prirejeni Claussovi metodi (28) z reagenti Multifibren (Be-
hring, Marburg/Lahn, Nem¢ija).

Neodzivnost na aktiviran protein C (NAPC)

Neodzivnost na aktivirani protein C (NAPC) smo dolog&ali z meritvijo APTC, najprej ob
dodatku aktiviranega proteina C (APC) in nato brez njega (74). Intrinziéno pot koagu-
lacije smo aktivirali z dodatkom koloida silike in sinteti¢nih fosfolipidov (Chromogenix,
Molndal, Svedska). Zadetek strievanja smo sprozili z dodatkom 0,025 M kalcijevega klo-
rida najprej v prisotnosti in nato v odsotnosti APC. Merili smo ¢as do nastanka strdka.
Rezultat smo izrazali v obliki razmerja med obema ¢asoma in ga poimenovali APC-raz-
merje (APCr).

APCr = APTC z dodatkom APC (s)
APTC brez dodatka APC (s)

Aktivnost antitrombina Ill smo dolocali s kineti¢no spektrofotometricno metodo (29) po navo-
dilih proizvajalca z reagenti Berichrom Antithrombin Il (Behring, Marburg/Lahn, Nemcija).

Aktivnost proteina C smo dolocali s spektrofotometriéno metodo (30) z reagenti Beric-
hrom — Protein C (Behring, Marburg/Lahn, Nem¢ija). Preiskavo smo opravili na apara-
tu Chromotimer (Behring, Marburg/Lahn. Nem¢ija).

Statisticne metode

Za spremenljivke, ki so se razporejale normalno, smo kot srednjo vrednost uporabili arit-
meti¢no sredino, kot merilo variabilnosti pa standardni odklon. Za ostale spremenljiv-
ke, ki se niso razporejale normalno, smo kot srednjo vrednost uporabili mediano, kot me-
rilo variabilnosti pa razpon. Za testiranje razlik med skupinami smo uporabili pri normal-
ni porazdelitvi rezultatov Studentov t-test za neodvisne vzorce, pri nenormalni poraz-
delitvi pa Mann-Whitneyjev test U. Pri atributivnih spremenljivkah smo za testiranje raz-
lik uporabili x>-test. Za primerjavo razlik med skupinami smo uporabili test analize va-
riance (ANOVA) (31).

Pri preizku$anju domnev smo vrednost p < 0,05 imeli za statisticno znacilno.

Za statisticno obdelavo podatkov smo uporabili programski paket Statistika (Stat
Soft, ZDA).
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Rezultati

Kliniéni rezultati
Tabele 1-5 prikazujejo kliniéne znacilnosti venske tromboze (VT) pri 100 bolnikih.

Ob nastopu prve VT so bili bolniki stari od 16 do 60 (x=39) let. Moski so bili v poprecju
za 6 let starejSi od zensk (p <0,05), (tabela 1).

Tabela 1. Starost bolnikov (x £ SD) ob nastopu prve venske tromboze. N — Stevilo bolnikov, * p < 0,05 pri pri-
merjavi starosti med Zenskami in moSkimi.

Bolniki N leta (x +SD)
Zenske 40 36 (x10)*
Moski 60 42 (=11)*
Skupaj 100 39 (x11)

Tabela 2 prikazuje anamnesti¢ne znacilnosti bolnikov.

Tabela 2. Stevilo (N) in odstotki (%) prve in ponovne venske tromboze, primarne in sekundarne venske trom-
boze in druzinsko pogojene venske tromboze pri 40 Zenskah in 60 moskih. N — §tevilo bolnikov, *p = 0,0006 pri
primerjavi pogostosti primarne venske tromboze pri Zenskah in moskih

Venska tromboza Zenske (N, %) Moski (N, %) Skupaj (N, %)
40 (40 %) 60 (60 %) 100 (100 %)
Prva 32 (80 %) 47 (78,3 %) 79 (79 %)
Ponovna 8 (20 %) 12 (21,7 %) 21 (21 %)
Primarna 7 (17,5 %)* 31 (31,7 %)* 38 (38%)
Sekundarna 33 (82,5 %) 29 (48,3 %) 62 (62 %)
Druzinsko pojavljanje 14 (43,8 %) 18 (56,2 %) 32 (32%)

Tabela 3. SproZilni dejavniki za pojav sekundarne venske tromboze pri bolnikih obeh spolov. N — Stevilo bol-
nikov.

Sprozilni dejavnik Skupaj (N, %) Zenske (N, %) Moski (N, %)
Poskodba 23 (37 %) 7(21,2%) 16 (55,2 %)
Operacija 22 (35,5 %) 6(18,2%) 16 (55,2 %)
Imobilizacija 16 (25,8 %) 5(15,2%) 11 (37,9%)
Lezanje 15 (24 %) 3(9,1%) 12 (41,4 %)
Malignom 3(4,8%) 1(3%) 2 (6,9 %)
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Tabela 4 prikazuje s spolom pogojene sprozilne dejavnike za nastop VT pri Zenskah.

Tabela 4. SproZilni dejavniki za nastop sekundarne venske tromboze pri bolnicah. N — Stevilo bolnic.

Sprozilni dejavnik Bolnice (N, %)
Oralna kontracepcija 14 (42,4 %)
Zdravljenje z estrogeni 4 (12,1 %)
Poporodno obdobje 4 (12%)
Nosecnost 3(9,1%)
Splav 1(3%)

Tabela 5. Lokalizacija venske tromboze po posameznih Zilnih odsekih. N — Stevilo bolnikov, *p < 0,05 pri pri-
merjavi prizadetosti levega ali desnega spodnjega uda.

Venska tromboza Zenske N (%) Moski N (%) Skupaj N (%)
Levi spodniji ud 26 (65 %) 40 (66,7 %) 66 (66 %)*
Desni spodnji ud 14 (35 %) 19 (31,7%) 33 (33%)*
Proksimalna venska

tromboza spodnjega uda 34 (40,5 %) 50 (59,5 %) 84 (84 %)
Distalna venska tromboza

spodnjega uda 1(33,3%) 2 (66,7 %) 3 (3%)

Proksimalna in distalna
venska tromboza

spodnjih udov 0 (0%) 6 (100 %) 6 (6 %)
Venska tromboza
zgornjega uda 5 (71,4 %) 2 (28,6 %) 7 (7%)

Laboratorijski rezultati

Neodzivnost na aktivirani protein C

Pri vrednotenju NAPC smo upostevali rezultate 71 bolnikov z VT. Vzrok izkljucitve pri
20 bolnikih je bilo jemanje kumarinov, pri 9 bolnikih pa prisotnost lupusnih antikoagu-
lantov. Obe staniji ze sami po sebi spremenita koagulacijske éase, predvsem APTC in
tromboplastinski ¢as, kar bi utegnilo vplivati na rezultate APCr. V obdobju, ko smo de-
lali laboratorijske analize, iz tehni¢nih razlogov nismo uspeli uporabiti prilagojene me-
tode merjenja APCr, ki bi omogocila meritev NAPC tudi ob uporabi kumarinov.

Spodnjo mejo normalnega obmocja APCr smo izracunali iz vrednosti APCr 100 kon-
trolnih preiskovancev. Vsako izmerjeno APCr smo najprej logaritmirali. Po logaritmicni
pretvorbi so vse vrednosti lezale nad ali pod srednjo vrednostjo v okviru 3SD. Spodnjo
mejo normalnega obmocja za APCr smo izracunali tako, da smo dolo€ili srednjo vred-
nost APCr in ji odsteli 2SD.

Vse preiskovance, ki so imeli APCr manjse od 2,0, smo oznadili kot nosilce NAPC.

306



CVELBAR T, GORSIC K: POGOSTOST NEODZIVNOSTI NA AKTIVIRANI PROTEIN C PRI BOLNIKIH Z VENSKO ...

Pri vseh bolnikih smo izmerili tudi AT1II in PC. Vrednosti so bile v okviru referenénih z iz-
jemo treh bolnikov. Odkrili smo enega bolnika s pomanjkanjem ATIII (0,53 %) in dva bol-
nika s pomanjkanem PCA (0,37 %, 0,535), vendar nihée od njih niimel so¢asne NAPC.

Tabela 6. Anamnesticne znacilnosti pri vkljucenih bolnikih. N — Stevilo bolnikov, *p = 0,005 pri primerjavi
primarne in sekundarne venske tromboze pri vkljucenih moskih in Zenskah.

Venska tromboza Zenske N (%) Moski N (%) Skupaj N (%)
Prva 27 (42,9 %) 36 (57,1 %) 63 (89 %)
Ponovna 1(12,5%) 7 (87,5 %) 8 (11 %)
Primarna 5 (18,5 %)* 22 (81,5%)* 27 (38 %)
Sekundarna 23 (52,3 %) 21 (47,7 %) 44 (62 %)
Druzinsko pojavljanje 10 (43,5 %) 13 (56,2 %) 23 (32%)

Pri 10 (14 %) bolnikih z VT smo ugotovili prisotnost NAPC za razliko od le 3 preisko-

vanceyv iz kontrolne skupine (p <0,05), (tabela 8).

Slika 3 prikazuje APCr pri 71 bolnikih z VT in pri 100 kontrolnih preiskovancih.

5.0 g

5.5

5,0

45

4,0

3,5

APC razmerje

3.0

2,5

2,0

Slika 3. Neodzivnost na aktivirani protein C (NAPC), podana v razmerju med casom strjevanja z aktivira-
nim proteinom C (APC) in brez njega. APC-razmerje (APCr) < 2,0 pomeni, da je neodzivnost na aktivirani
protein C (pocrnjeni krogci) prisotna. B — bolniki, K — kontrole.
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Tabela 7. Pogostost neodzivnosti na aktivirani protein C (NAPC) pri bolnikih z vensko trombozo in pri kon-
trolnih osebah. N — §tevilo oseb, NAPC + — bolniki z NAPC, NAPC —— bolniki brez NAPC, *p < 0,05 pri pri-
merjavi pogostosti NAPC med bolniki z VT in kontrolnimi preiskovanci.

Skupina N NAPC + (%) NAPC — (%)
Bolniki 71 10 (14 %)* 61 (86 %)
Kontrole 100 3 (83%)* 97 (97 %)

Povezava neodzivnosti na aktiviran protein C s kliniénimi lastnostmi bolnikov z vensko
trombozo

Tabela 8. Pogostost neodzivnosti na aktiviran protein C pri bolnikih z vensko trombozo loceno po spolu.
N —5tevilo bolnikov, NAPC + — bolniki z neodzivnostjo na aktiviran protein C, NAPC — — bolniki brez neod-
zivnosti na aktiviran protein C.

Bolniki N NAPC + (%) NAPC - (%)
Zenske 28 6 (21%) 22 (79 %)
Moski 43 4(9%) 39 (91 %)
NS

Tabela 9. Anamnesticne znacilnosti bolnikov s prisotno neodzivnostjo na aktiviran protein C. N — Stevilo bolnikov,
NAPC + - bolniki z neodzivnostjo na aktiviran protein C, NAPC —— bolniki brez neodzivnosti na aktiviran protein C.

Venska tromboza NAPC + NAPC - Skupaj

N (%) N (%) N (%)
Prva 2 (20 %) 55 (90,2 %) 57 (80,5 %)
Ponovna 2 (20 %) 6 (9,8 %) 8 (11,3%)
Primarna 4 (40 %) 23 (37,7 %) 27 (38,0 %)
Sekundarna 6 (60 %) 38 (62,3 %) 44 (62,0 %)
Druzinsko pojavljanje 3 (30%) 20 (32,8 %) 23 (32,4 %)

Vecino bolnikov z NAPC smo odkrili v mlaj$ih starostnih skupinah (do 40 let). Pri sta-
rejSih je bil delez bolnikov z NAPC skromnejsi (tabela 10).

Tabela 10. Neodzivnost na aktivirani protein C pri bolnikih z vensko trombozo po starostnih skupinah. N — Stevilo
bolnikov, NAPC + — bolniki z neodzivnostjo na aktiviran protein C, NAPC —— bolniki brez neodzivnosti na ak-
tiviran protein C.

Starostna skupina (leta) N NAPC + (%) NAPC - (%)
<30 11 3(27%) 8 (73%)
30-39 17 3(18%) 14 (82%)
40-49 23 2 (9%) 21 (91 %)
> 49 20 2 (10%) 18 (90 %)
skupaj 71 10 (14%) 61 (86 %)
NS
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Povezavo prisotnosti NAPC z indeksom telesne teze prikazuje tabela 11. Med 10 bol-
niki z NAPC je bil indeks telesne hranjenosti le pri treh nad referen¢no vrednostjo, kar
kaze, da povecan BMI ni povezan z nastopom NAPC.

Tabela 11. Indeks telesne teZe (BMI) in neodzivnost na aktiviran protein C pri bolnikih z vensko trombozo.
N — Stevilo bolnikov, NAPC + — bolniki z neodzivnostjo na aktiviran protein C, NAPC — — bolniki brez neod-
zivnosti na aktiviran protein C, BMI > 30 — bolniki s prekomerno telesno teZo, BMI < 30 — bolniki z normal-
no telesno teZo, *p < 0,05 pri primerjavi indeksa telesne teZe pri bolnikih z neodzivnostjo na aktiviran pro-
tein C in brez nje.

BMI N NAPC + (%) NAPC — (%)
> 30 44 3 (6,8%)* 41 (93,2 %)
<30 27 7 (25,9 %)* 20 (74,1%)
Skupaj 71 10 (14%) 61 (86 %)

Aktiviran protein C-razmerje

Za vrednotenje APCr smo upostevali vseh 100 kontrolnih oseb. Pri zenskah smo ugo-
tovili vpliv starosti na APCr. S starostjo je APCr naras¢al in v menopavzi upadal. Niha-
nje APCr je bilo znacilno (p <0,05), (slika 4). Pri moSkih nismo ugotovili vpliva starosti
na APCr (slika 5).
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Slika 4. Aktiviran protein C-razmerje pri kontrolni skupini Zensk po starostnih skupinah. V skupini 1 je sta-
rost do 30 let, v skupini 2 30-39 let, v skupini 3 4049 let in v skupini 4 vec kot 50 let, p < 0,05 pri primer-
Jjavah med skupinami 1, 2, 3, 4.
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Slika 5. Aktiviran protein C-razmerje pri kontrolni skupini moskih po starostnih skupinah. V skupini 1 je sta-
rost do 30 let, v skupini 2 30-39 let, v skupini 3 4049 let in v skupini 4 ve¢ kot 50 let.

Razprava

Odkrivanje bolnikov z NAPC je v sedanjem €asu prvenstvena zadolzitev strokovnjakov,
ki se ukvarjajo s trombofilijo. Ker sta minili od odkritia NAPC Sele slabi dve leti, na mno-
ga vprasanja o klinicnem pomenu te dedne motnje $e ni odgovora.

Med nasimi bolniki z VT smo odkrili NAPC pri 10 osebah (14 %), za razliko od prisot-
nosti NAPC pri samo 3 kontrolnih preiskovancih (3 %) (p < 0,05). Med bolniki z VT je ta-
ko kar priblizno 5-krat ve¢ oseb z NAPC kot pa v kontrolni skupini.

Podatki o pogostosti NAPC med bolniki z VT v literaturi niso enotni, saj niha pogostost
NAPC med posameznimi raziskavami od 12 do 64 % (32, 33). TolikSen razpon pojas-
njujejo razliéni kriteriji pri vklju¢evanju bolnikov v raziskave. O zelo visokem delezu NAPC
(52—64 %) pri bolnikih z VT porocajo raziskovalci, ki so prouc¢evali samo bolnike s pri-
marno VT (33). V nekatere raziskave so vklju€ili le bolnike, napotene v specializirane
ustanove za proucevanje tromboti€nih bolezni (34), kar lahko pomeni drugac¢nost izbo-
ra. Razlika v izboru bolnikov obstaja tudi glede lokalizacije VT. V nekatere raziskave so
poleg bolnikov z VT udov vkljugili tudi bolnike z VT nenavadnih lokalizacij, kar pa ze sa-
mo po sebi opozarja na moznost trombofilije (35). Ob taksnih vkljucitvenih kriterijih sme-
mo ze vnaprej predvidevati vecji delez bolnikov z NAPC, kot bi ga dobili, ¢e bi vkljuéili
samo bolnike z VT udov. Ti rezultati z nasimi niso primerljivi, ker smo se z vkljucitvijo
zaporednih bolnikov z VT udov Zzeleli izogniti pristranskosti.

Druga razlaga za manj$o pogostost NAPC med nasimi bolniki z VT pa je mozen vpliv
geografske specifinosti. EpidemioloSke raziskave kazejo, da je v Evropi pojavnost VT
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v splosni populaciji 1/1000 (70), medtem ko je med vzhodnimi narodi zelo nizka (36).
Ker je NAPC genska motnja, smemo predpostaviti, da se po geografskih podrogjih raz-
licno razporeja. V Sloveniji je do sedaj NAPC proucevala le Salobir-Pajni¢eva, ki je med
30 mladimi zenskami s prebolelo VT, ugotovila NAPC pri 12 % bolnic (37). Rezultati te
raziskave so skorajda skladni z nasimi. V literaturi smo zasledili le nekaj raziskav, ki so
glede na vklju€itvene pogoje primerljive z nasimi. Presenetljivo je, da so v vecini razi-
skav na severu Evrope ugotovili vecjo prisotnost NAPC kot pa v srednjem in juznem de-
lu Evrope. Na Nizozemskem so v veliki Leidenski raziskavi (LETS-Leiden Thrombophi-
lia Study), v katero so vkljucili 301 zaporednega bolnika z VT, NAPC odkrili pri 21 % bol-
nikov z VT. To je do sedaj nedvomno najpomembnejsa raziskava o pogostosti NAPC
med bolniki z VT (38). Svedi so v raziskavi, ki je zajela 104 preiskovance, odkrili NAPC
pri 33 % bolnikov z VT (35), Nemci pa so v svoji obsezni raziskavi med 984 bolniki z VT
ugotovili 23 % pogostost NAPC (39).

Steviléno nekoliko skromnejsi so podatki o pogostosti NAPC v drugih predelih Evrope.
Tako opisujejo na Portugalskem med preiskovanimi 66 bolniki z VT 15 % (40), v Fran-
Ciji 14 % (41), v Italiji 12 % (32), v Avstriji pa 17,5 % (42) pogostost NAPC. S temi rezul-
tati je 14 % pogostost NAPC pri bolnikih v nasi raziskavi skorajda skladna. Podatkov o raz-
porejanju NAPC v preostalih evropskih dezelah nismo zasledili. Za dokonéno potrditev
geografskih razlik v pogostosti NAPC so seveda potrebne Se dodatne raziskave.

V raziskavi smo zeleli prouciti tudi morebitne vplive na APCr, ki je dolocitelj NAPC.

O vplivu starosti in spola na APCr so v literaturi Stevilna porocila (35, 38, 43, 44). Ko-
ster s sodelavci je sicer nasel odvisnost APCr od starosti in spola pri zdravih osebah,
vendar razlika ni bila znacilna (38). Svensson s sodelavci (35) in Henkens s sodelavci
(43) nista odkrila odvisnosti APCr od starosti. Tudi mi nismo odkrili povezave med APCr
in spolom. Presenetljiv rezultat naSe raziskave pa je ugotovitev, da obstaja nihanje v APCr
med starostnimi skupinami kontrolnih preiskovank (p =0,02). APCr pri zdravih preisko-
vankah s starostjo naras¢a, v obdobju menopavze pa za¢ne upadati. Ker starostne sku-
pine bolnic Steviléno niso bile uravnotezene, menopavzalna skupina zensk je bila na-
mre¢ zelo majhna, bi bilo treba rezultat preveriti na vecjem Stevilu Zensk v menopavzi.
Nakazuje se tudi razlika v APCr zdravih zensk pred 50. letom in po njem (p =0,06). Ta-
ko imajo Zenske v rodni dobi v povpredju visje APCr kot pa zenske po menopavzi. Med
zdravimi moskimi nismo dobili povezave med APCr in starostjo, kar dopus¢a domnevo
o0 morebitnem vplivu Zenskih spolnih hormonov na APCr.

V literaturi sreCujemo veliko razprav o vplivu uporabe oralne kontracepcije za tveganje
za nastanek VT. Znano je, da je tveganje odvisno od odmerka estrogena (45). Estro-
geni v oralnih kontraceptivih poviSajo koncentracijo fibrinogena ter koagulacijskih fak-
torjev 11, VII, VIII, IX, X, XI, XII, znizajo pa ATl in PS (46, 47, 48, 49, 50). Te spremembe
vodijo k povec€ani koagulabilnosti krvi. Henkens s sodelavci je v svoji raziskavi prvi prika-
zal vpliv oralne kontracepcije na APCr. Pri Zenskah, ki so uporabljale oralne kontraceptive,
je naSel znacilno manjSe APCr kot pri skupini zensk brez kontracepcijske zascite. Raz-
liko je pripisal estrogenom (43). Vandenbroucke s sodelavci je preuceval 155 zaporednih
premenopavznih Zzensk, ki so prebolele VT. Ugotovil je, da imajo zenske, ki uporabljajo
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oralno kontracepcijo, 3,8-krat vecje tveganje za nastanek VT kot pa zenske brez zas-
Cite. Pri zenskah, ki jemljejo oralne kontraceptive ter imajo hkrati ugotovljeno mutacijo
faktorja V, odgovorno za NAPC, pa je tveganje kar 35-krat vecje (57). Razpravljajo tudi
0 moznosti vpliva nadomestnega zdravljenja z estrogeni v menopavzi na nastanek VT,
vendar raziskave, ki bi vkljucila zadostno Stevilo preiskovank, doslej Se niso opravili (45).
Med nasimi kontrolnimi preiskovankami ob odvzemu krvi nobena ni jemala estrogenov.
Tako bi morda nihanje APCr pri zdravih Zzenskah lahko pripisali fizioloskim spremem-
bam spolnih hormonov.

Glede na nase rezultate, ki kazejo, da imajo mlade Zenske Ze fiziolosko manj$e APCr, se
strinjamo s priporocilom, da bi bilo smiselno pred uvedbo oralne kontracepcije narediti test
za odkrivanje NAPC (43). Temu v prid govori tudi dejstvo, da smo kar pri 42 % delezu na-
8ih bolnic nasli kot sprozilni dejavnik za nastanek VT oralno kontracepcijo. Ce pri tem upo-
Stevamo, da je oralna kontracepcija med mladimi zenskami v sedanjem ¢asu zelo pogo-
sta, bi s presejalnim testom na preprost in cenen nac¢in morda zmanjsali Stevilo bolnic z VT.

Rezultati o pogostosti NAPC pri nasih zdravih preiskovancih so povsem primerljivi
z ugotovitvami drugih avtorjev, ki pri zdravi kontrolni skupini navajajo 2-5 % pogostost
NAPC (34, 38, 52). Tudi meja, s pomocjo katere smo dolocili NAPC (APCr < 2,0) je pri-
merljiva z ostalimi avtorji (35, 38, 53).

Jemanije kumarinov vpliva na meritve koagulacijskih ¢asov, zato se ve€ina avtorjev izogi-
ba meritvam NAPC pri bolnikih, ki jemljejo antikoagulacijsko zas¢ito. V literaturi sicer za-
sledimo tudi posamezna porocila, ki zanikajo vpliv kumarinov na APC-razmerje (54), ven-
dar pa smo se pridruzili mnenju, da bolnik, ki jemlje kumarine, ni primeren za testiranje
NAPC. APCr nasih bolnikov z antikoagulacijsko za&¢ito oziroma brez nje se je razlikoval
(p<0,001), kar podpira priporogilo, da bolnikov med jemanjem kumarinov ne testiramo.

V nasi raziskavi smo proucili tudi morebitno povezanost testov hemostaze s prisotnost-
jo ali odsotnostjo NAPC. Povezanosti NAPC s testi hemostaze nismo nasli. V literaturi
nismo zasledili podatkov o0 medsebojni povezanosti NAPC in testov hemostaze.

Ob koncu zelimo podati $e nekaj klini¢nih ugotovitev. Ob nastopu prve VT so bili nasi
bolniki v povprecju 6 let starejsi od bolnic (p < 0,05), kar ponovno izpostavlja vecjo ogro-
zenost mladih Zensk pred nastopom VT. Pri Zenskah smo pogosteje odkrili sekundar-
no VT kot pri moskih (p <0,0006), kar pripisujemo prisotnosti ve¢ dejavnikov tveganja
za nastanek VT pri zenskah. Skladno s porodili drugih raziskav (55) smo nasli sprozil-
ni dejavnik za nastanek VT pri dobri polovici bolnikov.

Zaradi anatomskih znadilnosti je VT levega spodnjega uda pogostejSa kot VT desnega
spodnjega uda (55), kar smo potrdili tudi pri nasih bolnikih, ki so imeli dvakrat pogostej-
So VT levega kot pa desnega spodnjega uda.

Mnogi avtorji si zastavljajo vprasanje, kakSen je klini¢ni pomen odkritia NAPC. Previadu-
je mnenje, da ugotovljena NAPC pri bolniku z VT sama po sebi $e ni vzrok za dozivljen;-
sko antikoagulacijsko zascito (10, 18, 34). Smiselno pa je priporocilo, da osebo z NAPC ob
izpostavljenosti dodatnim sprozilnim dejavnikom za nastanek VT ustrezno zascitimo (34).
Vedno bolj se namre¢ uveljavlja mnenje, da je za nastanek VT potrebnih ve¢ hkrati delujocih
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dejavnikov (7). Zastavlja se tudi vprasanje, ali bi bilo smiselno ob stiku z moznimi sprozil-
nimi dejavniki za nastanek VT, kot so oralna kontracepcija in nadomestno zdravljenje z es-
trogeni v menopavzi, nepomicnost idr., uvesti presejalni test za odkrivanje NAPC (10).
V primeru prisotnosti te motnje bi veljalo oralno kontracepcijo in nadomestno hormon-
sko zdravljenje odsvetovati, nepomi¢nega bolnika pa ustrezno zascititi.

Zakljucki
Na osnovi pri¢ujocega dela lahko odgovorimo na vprasanja, ki smo si jih zastavili v uvodu.

Med 71 preiskovanimi bolniki z VT smo NAPC odkrili pri 10 bolnikih (14 %), kar je sklad-
no z rezultati raziskovalcev v sosednjih dezelah.

Med nasimi bolniki nismo odkrili povezave med prisotnostjo NAPC in spolom, starost-
jo ter BMI.

Nismo odkrili povezave med pojavljanjem NAPC in prvo oz. ponovno VT, primarno oz. se-
kundarno VT ter druzinsko VT.
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