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Kazalci aktivirane koagulacije pri bolnikih
z vensko trombozo in mutacijo v genu
za protrombin in faktor V2

Indicators of Activated Coagulation in Patients with Venous Thrombosis
and Mutation in the Genes for Prothrombin and Factor V?

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: venska fromboza — genetska, protrombin — genefika, faktor V — genetika, totkovna mutaciia

Mutacija v genu za protrombin (G20120A) in mutacija v genu za faktor V (G1691A), ki se
odraza kot neodzivnost na aktivirani protein C (nAPC), sta pomembna dejavnika tveganja
za tromboembolijo, ker sta domnevno povezani z aktivirano koagulacijo. Pogostnost obeh muta-
cij kaze geografsko znacilno razporeditev, pogostnost mutacije za protrombin pa med bolniki
z vensko trombozo v Sloveniji $e ni znana. Namen naloge je bil dolo¢iti pogostnost mutacije
v genu za protrombin pri bolnikih z vensko trombozo ter preuciti mozno povezavo med to
mutacijo ter mutacijo v genu za faktor V s poviSanimi koncentracijami kazalcev aktivirane
koagulacije: peptidom, ki nastane ob aktivaciji protrombina v trombin (F1+2), kompleksom
med trombinom in antitrombinom (TAT) ter razgradnimi produkti premreZenega fibrina
(D-dimeri). Postavili smo hipotezo, da je pogostnost mutacije v protrombinu podobna pogost-
nosti pri populacijah sosednjih drzav. Mutaciji v protrombinu in faktorju V sta povezani
s poviSanimi koncentracijami kazalcev aktivirane koagulacije pri bolnikih z vensko trombozo.
V retrospektivno raziskavo smo vkljucili 88 bolnikov, ki so preboleli vensko trombozo. Iz vzorcev
krvi smo izolirali DNK in analizirali gen za protrombin. Mutacijo za faktor V smo dolo¢ili z nAPC.
Bolnikom smo izmerili koncentracije kazalcev aktivirane koagulacije (F1+2, TAT in D-dimere)
z encimsko imunskimi preiskavami. Pogostnost mutacije za protrombin je bila 6,8 %, nAPC
23,3 % in obeh hkrati 3,5 %, kar je v skladu s pogostnostjo obeh mutacij pri bolnikih z vensko
trombozo pri populacijah sosednjih drzav. Razlike med koncentracijami kazalcev aktivirane
koagulacije med bolniki z razliénimi genotipi niso bile statisti¢no znacilne. Pri skupini bol-
nikov z mutacijo v genu za protrombin ali brez nje smo dolo¢ili F1+2: 1,5 proti 1,0 nmol/L
(p = 0,21), TAT: 6,3 proti 2,2 ng/L (p = 0,16) in D-dimeri: 45 proti 37 ug/L (p = 0,88). Med
skupinama z nAPC in brez nje F1+2: 1,2 proti 1,0 nmol/L (p = 0,95), TAT: 2,2 proti 2,2 ug/L
(p=0,86), D-dimeri: 26 proti 82 ug/L (p = 0,08). Med skupinami z obema mutacijama ali brez
mutacij F1+2: 1,4 proti 1,0nmol/L (p = 0,66), TAT: 2,4 proti 2,2 ug/L (p = 0,83), D-dimeri: 21 pro-
ti 39 ug/L (p = 0,28, vse vrednosti so mediane). Niti posamezni mutaciji niti kombinacija obeh
mutacij nista bili povezani s poviSanimi koncentracijami kazalcev aktivirane koagulacije v krvi.

1 Katarina Plausteiner, $tud. med., Klini¢ni oddelek za Zilne bolezni, SPS Interna Klinika, Klini¢ni center,
Riharjeva 24, 1000 Ljubljana.
2 Delo je bilo pripravljeno leta 2001 v skladu s Pravilnikom o podeljevanju PreSernovih nagrad Studentom.
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ABSTRACT
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Mutation in the prothrombin gene (G20120A) and in the factor V gene (G1691A), which is
manifested as resistance to the activated protein C (nAPC), are important risk factors for throm-
boembolic disease because they are presumably connected with activated coagulation. The
prevalence of both mutations shows a significant geographical distribution. The prevalence
of prothrombin mutation among patients with deep vein thrombosis is not yet known in
Slovenia. The aim of our research was to determine the prevalence of prothrombin gene muta-
tion in patients with deep vein thrombosis and to study the possible connection between this
mutation, mutation in factor V and higher concentrations of markers of activated coagula-
tion: a peptide released from prothrombin during its activation to thrombin (F1+2), a complex
between thrombin and antithrombin (TAT) and degradation products of cross-linked fibrin
(D-dimers). Our research was based on the hypothesis that the prevalence of prothrombin
mutation is similar to that in neighboring populations. Prothrombin mutation and mutation
in factor V are connected to higher concentrations of markers of activated coagulation in
patients with deep vein thrombosis. 88 patients with deep vein thrombosis were included
in the retrospective study. DNA was isolated and DNA analysis was performed. Mutation in
the factor V gene was determined as nAPC. The concentrations of markers of activated coag-
ulation were measured using enzyme immunoassays. The prevalence of prothrombin gene
mutation was 6.8%, that of nAPC was 23.3% and that of both was 3.5%, which is in concordance
with the prevalence of both mutations in patients with deep vein thrombosis in neighboring
populations. The differences in the concentrations of F1+2, TAT and D-dimers among patients
with different genotypes were not statistically significant. F1+2 was measured in patients with
or without prothrombin mutation: 1.5 vs. 1.0 nmol/L (p =0.21), TAT: 6.3 vs. 2.2 ug/L (p = 0.16)
and D-dimers: 45 vs. 37 ug/L (p = 0.88). F1+2 in patients with and without nAPC was as fol-
lows: 1.2 vs. 1.0nmol/L (p = 0.95), TAT: 2.2 vs. 2.2 ug/L (p = 0.86), D-dimers: 26 vs. 82 ug/L
(p=0.08). In patients with both mutations or without any mutation it was: 1.4 vs. 1.0 nmol/L
(p =0.66), TAT: 2.4 vs. 2.2 ug/L (p = 0.83), D-dimers: 21 vs. 39 ug/L (p = 0.28, all values are
medians). Neither of the two mutations nor the combination of both influenced the con-
centrations of markers of activated coagulation.

uvobD

Splosno

Venska tromboza je pogosta bolezen z oce-
njenim pojavljanjem 1/1000 oseb letno. V slo-
venskem merilu to pomeni, da vsako leto zboli
za vensko trombozo priblizno 2000 ljudi. Vzro-
ke za nastanek venske tromboze delimo na
prirojene (stalno prisotne) in pridobljene (pre-
hodno prisotne). Med pridobljene $tejemo
antifosfolipidni sindrom, mieloproliferativne
bolezni, malignome, operacijske posege in
poskodbe, hormonsko nadomestno zdravlje-
nje, oralno kontracepcijo, nose¢nost, porod,
puerperij, nepokretnost, starost ter prej$nje
tromboze. Prirojeni vzroki pa so lahko pomanj-
kanje antitrombina, pomanjkanje proteina C,

pomanjkanje proteina S, mutacija G1691A
v genu za faktor V, ki se odraza kot neod-
zivnost na aktivirani protein C in mutacija
G20210A - gena za protrombin (1).

S pomanjkanjem antitrombina, protei-
na Cin proteina S, ki so bili opisani v preteklih
30 letih in katerih prevalenca je zelo nizka,
lahko razloZimo nastanek venske tromboze le
pri zelo majhnem $tevilu bolnikov. V devetde-
setih letih pa sta bili opisani dve sorazmerno
pogosti mutaciji: nAPC oziroma mutacija
G1691A v koagulacijskem faktorju V in muta-
cija G20210A v genu za protrombin.

nAPC je bila opisana prvi¢ v zacetku
90 let (2, 3). Je najpogostejsi prirojeni dejav-
nik tveganja za vensko trombozo in je prisotna
pri 20-60% bolnikov, med splo$nim pre-
bivalstvom pa se pojavlja pri 2-10%. nAPC
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kaZe znacilno geografsko razporeditev in je
pogostejsa na severu Evrope. Prisotnost nAPC
pomeni 5-10-krat (heterozigoti) oziroma
80-krat (homozigoti) vedje tveganje za razvoj
venske tromboze (4). V skoraj vseh primerih
je vzrok nAPC tockasta mutacija v genu za
faktor V (G1691A), ki povzroci spremembo
vezavnega mesta za aktiviran protein C, ki
inaktivira faktor V. Posledica mutacije je bis-
tveno pocasnejsa inaktivacija faktorja V (5),
kar vodi v hitrejse strjevanje krvi.

Mutacija G20210A v genu za protrombin,
ki jo povezujemo s pojavljanjem venske trom-
boze, je bila odkrita leta 1996 (6). Tudi za
to mutacijo je znano, da se geografsko zelo
spreminja. Med prebivalci juzne Evrope je
pogostnost mutacije med zdravimi 6,5 %, med
bolniki z vensko trombozo pa 17,2% (7), med-
tem ko je pogostnost na severu Evrope 1,8 %
med zdravimi (8) in 5% med bolniki z vensko
trombozo (9). Pri bolnikih z vensko trombozo
v Sloveniji pogostnost te mutacije doslej $e ni
znana. Tveganje za nastanek venske tromboze
je pri ljudeh, heterozigotih za to mutacijo,
3-krat vedje kot pri osebah brez nje (7).

Zamotnje, ki vodijo v povecano nagnjenost
k trombozi (trombofilijo), je torej znacilno, da
je dinami¢no ravnovesje med nastankom in
razgradnjo fibrina nagnjeno v smer nastajanja
fibrina (aktivacija koagulacije), zato so bolniki
izpostavljeni ve¢jemu tveganju za trombozo.
Stopnjo aktivacije koagulacije lahko merimo
z doloc¢anjem nekaterih molekul, ki se spros-
Cajo ob aktivaciji koagulacije. To so t.1. kazalci
aktivirane koagulacije: protrombinski fragment
1+2 (F1+2), kompleks trombin-antitrombin
(TAT) in specifi¢ni razgradni produkt premre-
Zenega fibrina D-dimer.

Molekularna genetika
profrombina

Protrombin je krvna beljakovina, predhodnik
trombina, kljuénega encima v procesu strje-
vanja krvi. Nastaja v jetrih pod vplivom
vitamina K kot enoverizni glikoprotein z mole-
kulsko maso 72000.

Gen za protrombin se nahaja na kromoso-
mu 11 na mestu 11p11-q12 v bliZini centromere.
Sestavljen je iz 14 eksonov in 13 vmesnih
sekvenc (intronov) s 5' neprevedenim UT-po-
dro¢jem in 3' UT-podro¢jem, ki verjetno

igrata pomembni vlogi pri uravnavanju eks-
presije gena (10).

G20210A-mutacija je tockovna mutacija
na 3' neprevedenem koncu gena, kjer pride
do zamenjave gvanina za adenin. Tako so
mozni genotipi gena za protrombin GG, GA
in AA. Mutacija posledi¢no vodi v visje kon-
centracije protrombina v plazmi, Ceprav je
vzrok tega povecanja $e neznan, mozno pa bi
bilo, da je posledica stabilnejse informacijske
RNK (angl. mRNA) ali pospesenega prepiso-
vanja gena. Visje koncentracije protrombina
vodijo v povec¢ano tvorbo trombina.

nAPC oziroma mutacija
G1691A v genu za faktor V

Aktivni faktor V ni encim, temvec igra v koa-
gulaciji krvi pomembno vlogo kot kofaktor pri
aktivaciji faktorja X, ki pretvarja protrombin
v trombin. Neaktivni faktor V aktivira v povrat-
ni zanki trombin, inaktivira pa ga aktivirani
protein C (APC), ki tako deluje antikoagu-
lantno. Vezava APC na faktor V poteka na
tocno doloCenem mestu, zato spremembe
v aminokislinskem zaporedju na tem mestu
oteZijo vezavo. Motnje v vezavi APCin s tem
inaktivaciji faktorja V imajo za posledico
neuravnotezeno nastajanje trombina in posle-
di¢no hiperkoagulabilnost (11).

Gen, ki kodira faktor V je na 1. kromo-
somu na mestu 1q21-q25 (12). Pri mutaciji
G1691A pride do zamenjave gvanozina z ade-
nozinom na mestu 1691 v eksonu 10 in s tem
do zamenjave arginina z glutaminom na
aminokislinskem mestu 506 faktorja V (fak-
tor V R/Q5006) (13). Mozni genotipi so GG, AG
in AA.

nAPC merimo s koagulacijskimi preiska-
vami, najbolj pogosto z aktiviranim delnim
tromboplastinskim ¢asom v prisotnosti in
odsotnosti APC. Pri osebah z nAPC APC ne
podaljsa strjevanja plazme, saj je inaktivacija
faktorja V upocasnjena.

Kazalci aktivirane koagulacije

ODb aktivaciji koagulacije se le majhen del (<1 %)
protrombina spremeni v aktivirani trombin,
tega pa hitro nevtralizira njegov inhibitor anti-
trombin. Zato z neposrednimi metodami
merjenja trombina ne bi mogli izmeriti nje-
govega nastajanja (14). Za posredno merjenje
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nastalega trombina in s tem aktiviranega
strjevanja krvi uporabljamo t.1i. kazalce aktivi-
rane koagulacije. Dva odrazata koncentracijo
trombina v plazmi. To sta protrombinski
delec 1+2 (F1+2) in trombin-antitrombin
kompleks (TAT) (15). Tretji odraza koli¢ino
nastalega in razgrajenega fibrinskega Cepa
(D-dimeri).

Protrombinski delec 1+2 (F1+2) se spro-
sti iz protrombina ob aktivaciji protrombina
v trombin, in sicer na dva nacina (14). Prva
moznost je, da se iz protrombina sprosti F1+2,
iz pretrombina 2 pa kasneje nastane trombin.
Po drugi poti pa se protrombin spremeni
v meizotrombin, ki vsebuje F1+2 in ki se
kasneje spremeni v trombin, ob tem pa se
sprosti F1+2. Ob poveCanem tvorjenju trombina
tako nastaja tudi ve¢ F1+2. Vigje koncentra-
cije pa pomenijo stanje povecanega strjevanja
krvi - hiperkoagulabilnosti in jih ugotavljamo
pri bolnikih s trombozo, plju¢nimi emboliz-
mi, diseminirano intravaskularno koagulacijo,
malignimi boleznimi, trombofilijo, pri mio-
kardnem infarktu, nosecnosti (15).

Trombin se po nastanku pojavlja v plazmi
pretezno v svoji inaktivirani obliki, v kom-
pleksu proteinaza/inhibitor, kar pomeni da
je vezan na antitrombin v kompleksu trombin-
-antitrombin (TAT). TAT tako odraza funk-
cionalno stanje koagulacijskega sistema. Pri
bolnikih s trombozo in plju¢nim embolizmom
je koncentracija TAT znacilno povisana v akut-
nem stanju, zato ob klinicnem sumu na plju¢no
embolijo normalne vrednosti TAT le-to izklju-
¢ujejo. Tudi pri bolnikih z akutnim miokardnim
infaktom, z diseminirano intravaskularno
koagulacijo, pri malignomih in med tromboli-
ti¢nim zdravljenjem najdemo visje koncentracije
tega kompleksa (16).

Fibrin je po aktivaciji koagulacijskega siste-
ma stabiliziran tako, da faktor XIII ustvari
precne vezi med dvema sosednjima moleku-
lama fibrinogena. Ker se socasno aktivira
tudi fibrinoliti¢ni sistem z aktivacijo plazmi-
nogena v plazmin, se fibrinogen razgrajuje
v razgradne produkte, med katerimi so naj-
bolj specifi¢ni D-dimeri. Prisotnost D-dimerov
vedno dokazuje aktivno fibrinolizo. Kon-
centracija v plazmi se zvi$a po formaciji ¢epa
v Zilnem sistemu, zato so D-dimeri zelo
obcutljivi in srednje specifi¢ni kazalci trom-
boembolijskih bolezni (17, 18).
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NAMEN IN HIPOTEZA

Cilj raziskave je bil opredeliti prevalenco
mutacije G20210A v genu za protrombin
v slovenski populaciji bolnikov z vensko trom-
bozo, saj teh podatkov za Slovenijo Se ni. Prav
tako smo Zeleli opredeliti pogostnost nAPC.
Zeleli smo preveriti hipotezo, da je pri bolni-
kih s prebolelo objektivno dokazano vensko
trombozo in z mutacijo G20210A v genu za
protrombin, nAPC ali z obema mutacijama
koagulacija aktivirana tudi v kroni¢nem
obdobju bolezni v primerjavi z bolniki brez
teh genetskih sprememb.

METODE

Preiskovanci

V raziskavi smo zajeli 88 bolnikov z vensko
trombozo. Vkljucitveni kriterij je bila ultra-
zvotno dokazana prva ali druga venska
tromboza. Za izkljucitveni kriterij smo vzeli
malignom, ki je zelo mocan sproZitveni dejav-
nik za trombozo. Bolnikov, ki so preboleli
vec kot dve venski trombozi, nismo vkljucili
v raziskavo, ker stalno prejemajo antikoagu-
lacijsko zdravljenje, ki zniZuje raven kazalcev
aktivirane koagulacije. Bolniki niso bili v soro-
du. Med preiskovanci je bilo 43 mogskih in
45 7ensk, stari so bili med 20 in 89 (povprec-
no 54) let.

Iz anamnesti¢nih podatkov bolnikov
o dejavnikih tveganja za vensko trombozo smo
povzeli, da je bilo 35 preiskovancev glede na
anamnezo brez dejavnikov tveganja (operaci-
ja, nepokretnost, potovanje, nosecnost, porod,
splav, nadomestno hormonsko zdravljenje,
hormonska kontracepcija, intravenski kateter,
kroni¢na vnetna bolezen ¢revesja), ostali pa
so jih imeli, in sicer 34 bolnikov enega, 16 bol-
nikov dva in 1 bolnik tri.

Raziskavo je odobrila Komisija za medi-
cinsko etiko pri Ministrstvu za zdravstvo.
Bolniki so sodelovali na podlagi pisnega pri-
voljenja.

Naéin dela

Za dolocitev kazalcev aktivirane koagulacije,
nAPC ter za izolacijo DNK smo preisko-
vancem odvzeli kri enkrat, povprecno 9 (od
6 do 15) mesecev po zadnji venski trombozi.
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Gen za protrombin smo analizirali s pomo¢-
jo naprave za avtomatsko dolo¢anje mutacij in
polimorfizmov (LightCycler™, Roche). Napra-
va deluje na principu zelo hitrega spreminjanja
temperature v kombinaciji z mikrovolumskim
fluorimetrom z visoko kvalitetno optiko za
zaznavanje fluorescence in s tem pomnoZe-
vanja DNK (19).

Bistvo analize je veriZna polimerazna reak-
cija (angl. polymerase chain reaction — PCR).
To je postopek, pri katerem s pomod¢jo spremi-
njanja temperatur in z encimom polimerazo
Taq pomnoZimo Zeleni del DNK. Reakcija ima
tri faze. V prvi poteka pri visoki temperaturi
denaturacija vzoréne DNK, v drugi z zniza-
njem temperature doseZemo, da se na Zelena
mesta vzor¢ne DNA pripnejo zacetni oligo-
nukleotidi. Ti v tretji fazi predstavljajo osnovo
za podalj$evanje z encimom Tag-polimerazo.
Na ta nacin iz majhne osnovne koli¢ine DNK
dobimo 2"kopij Zelenega odseka (n je Stevilo
ponovitev ciklov). Kot reakcijske epruvete
smo uporabljali steklene kapilare, pri katerih
je razmerje med povr§ino in volumnom veli-
ko, kar omogoca visoko efektivno prevajanje
toplote in s tem hitro spreminjanje tempera-
ture. Naprava lahko tako izvede 30 reakcij
PCR v 20 minutah.

Fluorimeter je izvor svetlobe; ta se filtrira
in fokusira na vrh kapilare. Fluorescirajoca
svetloba iz vzorca se nato zbira skozi isto leco,
prehaja skozi dikroi¢no zrcalo, se primerno fil-
trira in zbira na fotohibride, ki zbirajo podatke.

Za samo analizo gena je treba dolociti tako
imenovano krivuljo raztapljanja (angl. mel-
ting curve). Osnova te dolocitve je dejstvo,
da se DNK raztopi pri neki znacilni tempe-
raturi (T ), ki je doloCena kot temperatura,
pri kateri je polovica dvojnovija¢ne strukture
DNK razdvojena. Temperatura raztapljanja
DNK je odvisna predvsem od nukleotidne
sestave. DNK z veliko baznimi pari GC se tako
raztopi pri visji temperaturi kot DNK z veli-
ko baznimi pari AT.

Naprava zazna razli¢ne signale iz vzorcev
in tako omogoca razlikovanje med razli¢nimi
produkti PCR. Program izrise krivuljo za vsa-
ko vzoréno DNK, mi pa na podlagi pozitivne
in negativne kontrole in podatka o izgledu
krivulje za homo- oz. heterozigote dolo¢imo
genotipe vzor¢nih DNK.

Za zaznavo mutacije z napravo smo
uporabili originalen kit (angl. LightCycler —
Prothrombin (G20210A) Mutation Detection
Kit, Roche). S krivuljo raztapljanja smo pre-
poznali mutacije.

Za faktor V Leiden nismo opravljali gen-
ske analize, pac pa smo na prisotnost mutacije
sklepali iz rezultatov za nAPC. Uporabili
smo koagulacijsko metodo, pri kateri merimo
razmerje med aktiviranim delnim trombopla-
stinskim ¢asom plazme z dodanim aktiviranim
proteinom C in plazme brez aktiviranega
proteina C. Uporabili smo spremenjeno meto-
do, pri kateri vzorce plazme predhodno raz-
red¢imo s plazmo brez faktorja V in tako zmanj-
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Slika 1. Primeri krivulj raztapljanja gena za protrombin.
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$amo vpliv pomanjkanja drugih koagulacijskih
faktorjev na rezultat nAPC. BoZi¢ in sodelavci
so ugotovili, da je ta spremenjena metoda
stoodstotno obcutljiva in specifi¢na za pre-
poznavanje mutacije v genu za faktor V
Leiden (20). Pri bolnikih z razmerjem med
strjevanjem plazme z APC in brez APC, ena-
kim ali manj$im od 1,9, smo menili, da imajo
nAPC oziroma mutacijo v faktorju V, pri bol-
nikih z razmerjem, ve¢jim kot 1,9, pa da nimajo
nAPC oziroma mutacije v faktorju V (20).

Koncentracije kazalcev aktivirane koagula-
cije v plazmi smo dolocili z encimsko imunskimi
preiskavami s tovarnisko pripravljenimi rea-
genti.

F1+2 smo dolocali z Enzygnost® F1+2
micro (Dade/Behring), ki je encimsko imun-
ska preiskava za in vitro dolo¢anje ¢loveskih
F1+2. Osnovana je na principu »sendvic« teh-
nike. Med prvo inkubacijo se antigen F1+2
v vzorcu veze na protitelesa proti F1+2, ki so
pritrjena na povrs$ini mikrotitrske plosce. Po
dodatku vzorca plos¢o speremo in dodamo
protitelesa, konjugirana s peroksidazo, ki
se v naslednji inkubacijski stopnji veZejo
na prosta vezavna mesta na F1+2. Prebitek
konjugiranih protiteles nato odstranimo s spi-
ranjem in dolo¢imo samo encimsko aktivnost,
ki je vezana na povrsino plosce. Encimsko
reakcijo med vodikovim peroksidom in kro-
mogenom prekinemo z dodajanjem razredcene
kisline. Gostota barve, ki nastane, je soraz-
merna koncentraciji F1+2 in jo dolo¢imo
fotometri¢no. Koncentracijo F1+2 od¢itamo
iz umeritvene krivulje, ki smo jo pripravili
s plazmo z znanimi koncentracijami F1+2.
Referenc¢na vrednost je 0,4-1,1 nmol/L.

Tudi TAT in D-dimere smo dolocali po
enakem principu imunsko encimske prei-
skave (Enzygnost® TAT micro, Dade/Behring
in Enzygnost® D-dimer micro, Dade/Behring).
Referenc¢na vrednost za TAT je 1,0-4,4 ug/L,
za D-dimere pa 4-78 ng/mL.

Statistiéne metode

Normalnost porazdelitve spremenljivk smo
testirali s testom Kolmogorov-Smirnov. Ker se
kazalci aktivirane koagulacije niso razporejali
normalno, smo jih prikazali z mediano in raz-
ponom med spodnjim in zgornjim kvartilom,
razlike in povezave z ostalimi spremenljivka-
mi pa smo rac¢unali z neparametrskimi testi.
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Za testiranje razlik med dvema skupinama
smo uporabili test Mann-Whitney U, pri racu-
nanju razlik med ve¢ skupinami z razlicnimi
genotipi pa smo uporabili Kruskal-Wallisovo
analizo variance. Povezanost med spremenljiv-
kami smo ocenjevali s Spearmanovo formulo
korelacije in izrazili s korelacijskim koefi-
cientom R.

Pri iskanju razlik in povezav smo imeli
p<0,05 za statisti¢no znacilen. Rezultate
smo analizirali s pomodjo statisticnega pro-
gramskega paketa Statistica (Stat Soft Inc. 1995,
ZDA).

REZULTATI
Pogostnost mutacij

Protrombin

Od 88 analiziranih DNK smo odkrili mutacijo
v genu za protrombin pri 6 preiskovancih. Vsi
so bili heterozigoti z genotipom AG. Homo-
zigotnosti AA nismo nasli pri nobenem. Pri
82 bolnikih smo ugotovili normalen GG geno-
tip. Pogostnost mutacije G20210A je bila 6,8 %.
V tej skupini so bili 4 moski in 2 Zenski.

nAPC

Podatke o nAPC smo imeli za 86 bolnikov.
20 bolnikov je imelo nAPC, iz ¢esar smo skle-
pali na mutacijo v faktorju V in izracunali
pogostnost 23,3 %. Od tega je bilo 9 moskih
in 11 Zensk.

Protrombin in nAPC

Kombinacija mutacije v genu za protrombin
in nAPC je bila prisotna pri 3 od 86 preisko-
vancev (pogostnost 3,5%), pri 2 moskih in
eni Zenski. Iz tega podatka sledi, da so imeli
3 preiskovanci samo mutacijo v genu za pro-
trombin in da je bilo 17 takih, ki so imeli samo
nAPC.

Kazalci aktivirane koagulacije
in povezava z mutacijami

Za analize teh povezav smo vzeli manjsi vzo-
rec bolnikov, ker pri vseh 88 niso bile opravljene
vse laboratorijske preiskave. Dolocitve kazalcev
aktivirane koagulacije so bile opravljene pri
78 bolnikih.
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Mutacija v genu za protrombin

Koncentracije kazalcev aktivirane koagulacije
se med genotipi niso statisticno znacilno raz-
likovale (tabela 1).

Tabela 1. Kazalci aktivirane koagulaciie pri genotipih gena za pro-
frombin. Prikazani so z medlanami in razponom med 1. in 3. kvartiom.

F1+2 TAT D-dimeri
Genotip (nmol/L) (pa/L) (pg/L)
66 1,0 2,2 37
N=72 0,8-1,3 1,7-3,8 24-65
AG 1,5 6,3 45
N=6 0,86-4,8 2,0-60,0 21-53
p 0,21 0,16 0,88

Kazalci aktivirane koagulacije pri posamez-
nih bolnikih z mutacijo v genu za protrombin
ali brez nje so prikazani v slikah 2-4.
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Slika 4. Koncentracije D-dimerov (ug,/L) pri genotipu GG in AG
2a protrombin.

nAPC

Podatke o nAPC smo imeli za 76 bolnikov.
Tudi v tem primeru se koncentracije kazal-
cev aktivirane koagulacije med bolniki z nAPC
ali brez nAPC niso pomembno razlikovale (ta-
bela 2). Se najbliZje znacilni razliki so bile

10,0 .
vrednosti za D-dimere, ki so bile nekoliko nizZje
75 1 . v skupini z nAPC (p = 0,08).
S: . Tabela 2. Kazalci aktivirane koagulaciie pri bolnikih z nAPC in brez
£ 30 ‘ ° nAPC, prikazani z medianami in razponom med 1. in 3. kvartilom.
3y
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sy . b Genofip (nmol/L) (pa/L) (po/L)
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Slika 3. Koncentracije TAT (ug,/L) pri genotipu GG in AG za pro-

frombin.

Slika 5. Koncentraciie F1+2 (nmol/L) pri bolnikih 2 nAPC in brez
nAPC.
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Slika 6. Koncentraciie TAT (ug,/L) pri bolnikih 2 nAPC in brez nPC.

Kazalci aktivirane koagulacije pri posa-
meznih bolnikih z nAPC ali brez nAPC so
prikazani v slikah 5-7.

Slika 7. Koncentracile D-dimerov (ug,/L) pri bolnikih z ndPC in brez
nAPC.

Tabela 3. Kazalci aktivirane koagulaciie pri razlicnih kombinacijih
mutacje 6202104 in nAPC; mediane in razpon med 1. in 3. kvartilom.

F1+2 AT D-dimeri
. Genotip (nmol/L) (pg/L) (pg/L)
Mutacija v genu
za protrombin in nAPC brez mutacije 1,0 22 39
Razlike med nivoji kazalcev aktivirane koa- N=>59 08-13 17-36 n-11
gulacije med razlicnimi skupinami z eno samo 6202104 15 102 87
samo mutacijo ali z obema mutacijama niso N=3 - - -
bile statisti¢no znacilne (tabela 3). Pomemb- samo nAPC 1,1 2,0 27
nost .razlik smo izracunali s Kruskal-Wallisovo N=T1 05-13 15-37 17-50
analizo vanance. . 6202104 in nAPC 14 24 2
Kazalci aktivirane koagulacije za posa-
o - . " N=3 - - -
mezne bolnike iz razli¢nih skupin mutacij so 0.4 083 08
prikazani na slikah 8-10. P ' ' ’
15 9
10+ M
=
g .
E: .
o 54 ° o ¢
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Slika 8. Koncentraciie F1+2 (nmol,/L) pri razlicnih genofipih.




MED RAZGL 2003; 42

75 4 °
° v ‘oo
50
% .
E *
25
..
. )3
o
0 ° 0008’000 \Ad m
620210A nAPC obe brez
skupina
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Slika 10. Koncentracije D-dimerov (ug,/L) pri razlicnih genotipih.

Ugotovili smo, da so bili bolniki z eno ali
drugo mutacijo povpre¢no pomembno mlajsi
kot tisti brez mutacije (58 proti 42 let, p<0,001).
Spearmanova neparametrska formula kore-
lacije med kazalci aktivirane koagulacije in
starostjo je pokazala pomembno povezavo med
starostjo in vsemi tremi kazalci aktivirane koa-
gulacije (tabela 4).

Da bi zmanjsali vpliv starosti na kazalce
aktivirane koagulacije, smo izkljucili bolnike,
starejSe od 601et, in tako dobili skupini bolni-
kov, ki se nista razlikovali v starosti (41 proti
38 let, p = 0,56). Kljub temu nismo dobili
pomembnih razlik v kazalcih aktivirane koagu-
lacije med bolniki z mutacijama in brez njih
(F1+2 p=0,24; TAT p =0,33; D-dimeri p = 0,73).

Tabela 4. Povezava med kazalci aktivirane koagulacije in starostio
(starostni razpon 20—89 let).

R p
F142 0,27 0,015
W 0,36 0,001
D-DIMERI 0,46 <0,001
RAZPRAVLJANJE

Rezultati pric¢ujoce raziskave so pokazali, da
je bila pogostnost mutacije G20210A v genu
za protrombin med bolniki s prebolelo trom-
bozo skoraj 7 %. S tem je bilo ugotovljeno, da
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je pogostnost te mutacije podobna pogostnosti
pri dveh populacijah, ki sta geografsko najb-
lizji Sloveniji (Avstrijci in Italijani). V raziskavi
smo ugotovili tudi 23 % pogostnost nAPC, ki
je bila nekoliko visja od pogostnosti, ki smo
jo ugotovili v predhodni raziskavi [16 %, (21)]
in vi$ja od pogostnosti pri omenjenih sosed-
njih populacijah (22, 23). Mutaciji v genu za
protrombin in mutacija G1691A v genu za
faktor V oziroma nAPC, nista bili povezani
s pomembno povisanimi koncentracijami
kazalcev aktivirane koagulacije (F1+2, TAT in
D-dimeri), zato nismo mogli potrditi pred-
postavke o aktivirani koagulaciji pri bolnikih
s temi genetskimi spremembami v kroni¢nem
obdobju bolezni.

Zanastanek venske tromboze pogosto ne
zado$¢a le ena mutacija, pac pa se ji mora
po stopnicastem modelu tveganja, ki ga je
predlagal Rosendaal, pridruZiti $e en ali ve¢
dejavnikov tveganja (imobilizacija, oralna
kontracepcija, malignom, itd.), da dosezemo
prag, pri katerem nastane venska trombo-
za (24). Zato so osebe z eno samo mutacijo
pogosto asimptomatske. Po omenjenem mode-
lu se v primeru dveh mutacij ali so¢asnega
pojavljanja ene mutacije in pridobljenega dejav-
nika (na primer operacije) tveganje poveca,
bozi bliZji stopnicki. Potrdilo temu modelu so
rezultati raziskave Peternelove in sodelavcev
o druZinah bolnikov z vensko trombozo in
prirojeno trombofilijo. Ugotovili so, da med
sorodniki prvega kolena z nAPC nihce ni utr-
pel venske tromboze, bolniki z nAPC in vensko
trombozo pa so bili trikrat pogosteje izpo-
stavljeni dejavnikom tveganja kot njihovi
asimptomatski sorodniki (25). Zato je pri bol-
nikih z vensko trombozo pomembna genetska
analiza, saj lahko na podlagi le-te bolnike
v primeru, kadar so zavestno izpostavljeni
kateremu od dejavnikov tveganja (operacija,
nosecnost itd.), za$¢itimo z antikoagulacij-
skimi zdravili in preprecimo nastanek venske
tromboze.

Pogostnost mutacije v genu za protrom-
bin je bila pri nasi skupini bolnikov s prebolelo
vensko trombozo 6,8 %. Ce upo$tevamo rezul-
tate nekaterih drugih raziskav, npr. raziskave
v Avstriji, kjer je bila pogostnost mutacije med
bolniki 4,5% (22) in italijanskih raziskav
(pogostnosti 5% in 4,3%) (23, 26), lahko
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reCemo, da je na$ rezultat v skladu z geo-
grafsko razporeditvijo pogostnosti te mutacije.
Spanska raziskava je namre¢ pokazala 17,2 %
pogostnost med bolniki z vensko trombozo (7),
tajska raziskava pa je pokazala, da med bol-
niki ni bilo niti enega nosilca mutacije v genu
za protrombin (27).

Pogostnost nAPC smo izracunali pri manj-
$em Stevilu bolnikov in dobili rezultat 23,3 %.
V raziskavi med bolniki z vensko trombozo
v Sloveniji so ugotovili 16 % pogostnost mutaci-
je v genu za faktor V (21). Raziskava Kosterja
in sodelavcev iz leta 1993 (28) je pokazala
podobno pogostnost med bolniki in sicer 20 %.
V prej omenjeni avstrijski (22) raziskavi je bila
ta pogostnost izracunana na 12 %, v italijan-
ski (23) pale na 3 %.

Pogostnost prisotnosti obeh mutacij pri
istem bolniku je bila 3,5%. V podobni raziskavi
je Margaglione s sodelavci ugotovil pogost-
nost so¢asne mutacije v genu za protrombin
in mutacije v genu za faktor V pri 4,1 % prei-
skovancev (29).

Razlike v pogostnostih mutacije v pro-
trombinu in faktorju V oziroma nAPC pogosto
ne moremo pripisati samo znacilni geograf-
ski razporeditvi mutacij, temvec tudi izboru
bolnikov. Tako je, na primer, ve¢ avtorjev ugo-
tovilo, da je pogostnost obeh mutacij bistveno
vi§ja pri mladih Zenskah, ki so prebolele ven-
sko trombozo med nosecnostjo in v puerperiju
kot pri zaporednih, neizbranih bolnikih z vensko
trombozo (30-32). Na pogostnost pa pogosto
vpliva tudi $tevilo opazovanih oseb. Vpliv Ste-
vila je pomemben predvsem pri raziskavah,
v katerih je vkljuceno sto ali manj oseb.

Pri bolnikih z vensko trombozo lahko
aktivnost tromboti¢nega procesa in ucinko-
vitost antikoagulacijskega zdravljenja merimo
s kazalci aktivirane koagulacije (33). Kazal-
ci so ob akutni trombozi poviSani pri vecini
bolnikov in se po uvedbi antikoagulacijskega
zdravljenja hitro zniZajo. Predpostavili smo,
dabodo pri bolnikih s prebolelo vensko trom-
bozo in mutacijo v genu za protrombin in
mutacij tudi v kroni¢nem obdobju bolezni.
Vendar pa niti pri bolnikih z mutacijo v genu
za protrombin niti pri bolnikih z nAPC nismo
ugotovili visjih koncentracij kazalcev aktivi-
rane koagulacije glede na bolnike brez te
mutacije (tabeli 1 in 2). Glede mutacije
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v genu za protrombin se nasi rezultati skladajo
z majhno raziskavo, ki je pokazala, da srednje
vrednosti F1+2 v plazmi bolnikov heterozi-
gotov, nosilcev mutacije G20210A v genu za
protrombin, niso bile pomembno povecane.
Pa¢ pa so ugotovili pomembno visje kon-
centracije pri bolnikih homozigotih, nosilcih
A20210A-mutacije v istem genu (34). O kon-
centracijah TAT in D-dimerov v povezavi
z mutacijo G20210A v genu za protrombin pa
ni podatkov.

Nasi rezultati, ki so pokazali, da kazalci
aktivirane koagulacije niso bili povecani pri
bolnikih z mutacijo v genu za faktor V, nas-
protujejo rezultatom raziskave Simionija in
sodelavcev. Ti so ugotovili, da imajo bolniki
z vensko trombozo in z mutacijo v genu za
faktor V povisane vrednosti F1+2 in TAT (35).
Raziskava Mercurijeve in sodelavcev pa je
obravnavala tako bolnike z vensko trombo-
zo kot tudi zdrave preiskovance, ki so imeli
mutacijo v genu za faktor V. V obeh skupi-
nah so bile koncentracije F1+2 visje kot pri
preiskovancih brez mutacije (36). V nasi
raziskavi poviSanih koncentracij kazalcev
aktivirane koagulacije nismo ugotovili niti
pri nosilcih obeh mutacij (tabela 3), kar je
v nasprotju z rezultati Bauerja s sodelavci, ki
je pomembno zviSane koncentracije F1+2
izmeril celo pri asimptomatskih nosilcih obeh
mutacij (8).

1z nasih rezultatov o ravni kazalcev akti-
virane koagulacije pri razlicnih genotipih
bolnikov z vensko trombozo smo sklepali, da
koagulacija v kroni¢nem obdobju ni aktivira-
na, in s tem zavrnili delovno hipotezo. Na
rezultate je imelo nedvomno vpliv sorazmer-
no majhno $tevilo preiskovancev. Vzrok za to,
da nismo ugotovili razlik med skupinama
z mutacijo in brez nje, lahko is¢emo tudi
v metodoloskih problemih merjenja koncen-
tracij kazalcev aktivirane koagulacije. Nekateri
avtorji namre¢ navajajo, da je ob odvzemu
krvi za meritve kazalcev aktivirane koagula-
cije krvi treba dodati poleg natrijevega citrata
$e dodatno antikoagulantno sredstvo (na pri-
mer heparin), da in vitro popolnoma zavremo
koagulacijo (37, 38). V nasprotnem prime-
ru lahko v vzorcih dodatno nastajajo kazalci
aktivirane koagulacije, kar vodi do lazno viso-
kih koncentracij kazalcev. Pomemben je tudi
sam nacin odvzema krvi, ki mora biti odvzeta
zelo previdno. Porocali pa so tudi, da se ob

pravilnih postopkih s krvjo koncentracije TAT
v plazmi, shranjeni na -80°C, v treh mesecih
znizajo (39).

Poudariti moramo tudi to, da so bili nasi
bolniki v kroni¢nem obdobju bolezni, vsaj Sest
mesecev po preboleli venski trombozi. Ce bi
merili kazalce aktivirane koagulacije v akutni
fazi bolezni, bi morda izra¢unali razlike med
tistimi z mutacijama in tistimi brez njiju. Zato
bi bilo zanimivo raziskati te povezave pri bol-
nikih v akutnem obdobju venske tromboze.
Verjetno pa bi bila v tem primeru teZava
v tem, da ti bolniki prejemajo antikoagulantno
zdravljenje, ki bi nedvomno znizalo koncen-
tracije kazalcev aktivirane koagulacije.

ZAKLJUCKI

V Sloveniji je pogostnost mutacije G20210A
v genu za protrombin med bolniki z vensko
trombozo 6,8 %, pogostnost nAPC pa 23,3 %.

Povezave med ravnijo kazalcev aktivira-
ne koagulacije in razli¢nimi genotipi nismo
mogli dokazati. Zakljucili smo, da pri bolni-
kih, ki so preboleli vensko trombozo in imajo
mutacijo v genu za protrombin ali faktor V,
koagulacija ni aktivirana bolj kot pri bolnikih
brez teh genetskih sprememb, s ¢imer smo
zavrgli delovno hipotezo o domnevni razliki
med skupinama.
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