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1. UVOD

Suvremena medicina nezamisliva je bez genetskih istrazivanja koja pomazu u dijagnostici
razli¢itih oboljenja. Ujedno stvaraju i preduvijete za razvoj i primjenu suvremenog i u¢inkovitog
lijeCenja. Velik znacaj pridaje se i procjeni ¢imbenika rizika, okoli$nih ili nasljednih, koji mogu
utjecati na pojavnost bolesti. Kardiovaskularne bolesti, karcinomi, Secerna bolest, prirodene
bolesti i psihijatrijski poremecaji posljedica su i varijacija u genima, a okoli$ni ¢imbenici mogu
utjecati na njihovu pojavnost i stupanj izrazenosti. lako Ceste, navedene bolesti predstavljaju
izazov u istrazivanju zbog toga $to je identificiranje gena i genskih promjena zahtjevan i slozen
postupak. Jedan od ciljeva genetskog istrazivanja je bolje razumijevanje mehanizama nastanka
bolesti, kako bi se mogli predloziti novi pristupi u njihovoj prevenciji i lijeCenju. Napredak
tehnologije u molekularnoj biologiji i medicini omogucio je vrlo detaljna istrazivanja na razini

genomske DNA, sto omogucéava povezivanje oboljenja S varijacijama u genima.

1. 1. Metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) i metabolizam
homocisteina

Metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) je enzim koji sudjeluje u metabolizmu folata.
Graden je od 656 aminokiselina i ima molekulsku masu 74.6 kDa. Najsnaznije je ispoljen u
testisima, mozgu i bubregu. Sastoji se od N-terminalne kataliticCke domene koja veze 5,10-
metilen-tetrahidrofolat (5,10-metilen THF) i C-terminalne regulatorne domene koja veze S-
adenozilmetionin (SAM) (1) (Slika 1).

Slika 1. Trodimenzionalna struktura enzima metilentetrahidrofolat reduktaze (2).



MTHFR Kkatalizira pretvorbu 5,10-metilen-THF u 5-metil-tetrahidrofolat (5-metil-THF) koji je
donor ugljika u pretvorbi homocisteina u metionin. Pretvorbu katalizira enzim metionin sintaza,
uz kofaktor vitamin Bi2. Metionin je prekursor S-adenozilmetionina koji je donor metilne
skupine neophodne za nastanak homocisteina i metilaciju molekule DNA (3,4). Tetrahidrofolat
nastao u reakciji metionin sintaze prelazi u 5,10-metilen-THF djelovanjem serin-hidroksimetil-

transferaze 1, uz koenzim vitamin Be.

Postoji i put pretvorbe homocisteina u metionin neovisan o vitaminu Bi2. Donor metilne
skupine je u tom slucaju betain. Od homocisteina moze nastati i cistein, tijekom trans-
sulfuracije. U ovu su reakciju ukljuceni enzimi cistationin-f-sintaza (CBS) i cistationin-y-liaza
(CSE), ¢ija aktivnost ovisi o vitaminu Be (Slika 2) (5).
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Slika 2. Pojednostavljen prikaz metabolizma folata u odnosu na aktivnost MTHFR (6,7).

Homocistein se u cirkulaciji, u fizioloskim uvjetima, nalazi u niskim koncentracijama

(<12umol/L). OdrZavanje niske razine potencijalno toksi¢nog homocisteina u stanicama ovisi



0 njihovim transportnim mehanizmima. Hiperhomocisteinemija upuéuje na poremecaj u
metabolizmu homocisteina. Zbog izlucivanja viska ovog metabolita u cirkulaciju sprecavaju se
toksi¢na oSte¢enja u stanicama, ali se, s druge strane, oStecenju izlazu krvne zile. Brojne studije
su pokazale da homocistein narusava funkciju endotela, uzrokuje poremecaj u metabolizmu

lipida 1 ubrzava razvoj ateroskleroze, Sto za posljedicu ima nastanak tromboze.

Poremecaj homeostaze homocisteina moze biti posljedica genskih promjena u enzimima i/ili

nedostatka vitamina koji sudjeluju u njegovom metabolizmu (8).

Nedostatak cistationin-f-sintaze  genetski je poremecaj karakteriziran poviSenim
koncentracijama homocisteina i cestim trombozama. Naj¢es¢i uzrok nedostatka CBS u bijelaca
je polimorfizam 1278T (c.833T>C; rs5742905) (9). S druge strane, remetilacijski put
metabolizma homocisteina takoder moze biti narusen i zbog manjka vitamina B1o. U potonjem
se slucaju 5-metil-THF nakuplja u stanici, a sinteza S-adenozilmetionina je smanjena.
Posljedice nisu dramati¢ne, zbog toga $to nakupljeni 5-metil-THF inhibira potro$nju stani¢nih
zaliha SAM zbog pojacanog katabolizma homocisteina, u enzimskoj reakciji za koju je
potrebna CBS (8).

5-metil-THF je klju¢an metabolit u sintezi metionina. Neposredna posljedica poremecaja
sinteze 5-metil-THF, zbog manjka folata ili uslijed polimorfizma gena MTHFR, je smanjena
sinteza metionina. Zbog toga se metabolizam homocisteina usmjerava prema putu trans-
sulfuracije, koji je nedostatan za potpuno metaboliziranje homocisteina zbog nekoliko razloga.
Primarno, smanjena sinteza metionina dovodi do sniZene unutarstani¢ne razine S-
adenozilmetionina. Nadalje, nedostatak 5-metil-THF poti¢e povecanu potro$nju S-
adenozilmetionina ¢ime se pojacano nakuplja homocistein, kao nusprodukt reakcije metilacije.
Poviseni homocistein, uz nisku koncentraciju S-adenozilmetionina, uzrokuje smanjenu

aktivaciju sintaze cistationina koja je kljuéna za trans-sulfuraciju (Slika 2) (8).

Homeostaza homocisteina ovisi 0 vitaminima skupine B. Folna kiselina je donor metilne
skupine, a riboflavin i vitamin Bi> su koenzimi remetilacijskog puta sinteze metionina.

Piridoksin (vitamin Bs), je koenzim u reakciji trans-sulfuracije (8).

1. 2. Posljedice hiperhomocisteinemije

Homocistein, kao slobodna aminokiselina, moze biti u reduciranom (tiol) ili oksidiranom obliku
(simetri¢ni disulfid homocistein). U plazmi se samo 1% homocisteina nalazi u slobodnom,

sulfhidrilnom obliku. Cak se 99% homocisteina nalazi u oksidiranom obliku, u obliku



homocistein-disulfida, mijesanog disulfida, ili vezano na proteine plazme, primarno albumin.
U prisutnosti iona metala i kisika dolazi do autooksidacije homocisteina, pri ¢emu nastaju
superoksidni i hidroksilni anioni, vodikov-peroksid (H20>) i tiolni slobodni radikali. Toksi¢nost
homocisteina ovisi o posttranslacijskim modifikacijama proteina plazme, hemoglobina, LDL
(od engl. Low Density Lipoprotein) i y-globulina, §to dovodi do promjena strukture i funkcije
ovih proteina. Posljedi¢no dolazi do stvaranja novih antigena koji pokrecu autoimuni upalni

proces koji rezultira smréu stanice (10,11).

Hiperhomocisteinemija dovodi do brojnih promjena koje imaju utjecaj i na krvne Zile.
Homocistein uzrokuje oksidacijski stres (OS); poremecaj ravnoteze antioksidansa i oksidansa,
u korist oksidansa (12). Do poremecéaja moze doc¢i zbog povecanog stvaranja oksidansa,
smanjenja antioksidacijske zaStite stanice i neuspjeSnog popravka nastalih oSte¢enja DNA (13).
Oksidacijski stres posredovan homocisteinom razvija se zbog povecanog nastanka slobodnih
kisikovih vrsta, smanjene aktivnosti antioksidacijskih sustava, izravnog citotoksi¢nog
djelovanja na endotel i poticanjem upale. U stanju hiperhomocisteinemije, slobodne kisikove
vrste nastaju zbog autooksidacije homocisteina (9,14). Poja¢an oksidacijski stres uzrokuje
lipidnu peroksidaciju na membranama endotelnih stanica i oksidaciju lipoproteina u plazmi.
Produkti lipidne peroksidacije mogu potaknuti aktivnost trombocita vezuéi se na njihove
receptore za tromboksan. Trombociti metaboliziraju homocistein u cistein, pri ¢emu nastaje
sumporovodik koji aktivira metabolizam arahidonske kiseline. Ovo za posljedicu ima poja¢ano

stvaranje tromboksana A2 Kkoji poti¢e daljnju aktivaciju i agregaciju trombocita (9).

Homocistein uzrokuje tromboticku dijatezu djelovanjem na endotel, trombocite, cimbenike
zgrusavanja, trombolizu 1 vezivno tkivo. Protromboti¢ko djelovanje ostvaruje mnogostrukim
mehanizmima: smanjivanjem bioraspolozivosti dusSikovog oksida (NO) i prostaciklina,
poveéavanjem koncentracije 1 aktivnosti tkivnog c¢imbenika (engl. Tissue Factor),
povecavanjem aktivnosti ¢imbenika koagulacije V, smanjenjem inaktivacije aktiviranog
¢imbenika V aktiviranim proteinom C, povecanjem razine ¢imbenika koagulacije VIII,
poticanjem aktiviranja ¢imbenika X, inhibiranjem vezanja antitrombina Ill za endotel,
smanjivanjem broja veznih mjesta za tkivni aktivator plazminogena na endotelu preko aneksina
A2, smanjivanjem sinteze 1 koncentracije trombomodulina na povrSini stanice, smanjivanjem
aktivacije proteina C, modificiranjem afiniteta apolipoproteina za plazminom modificirani

fibrin, inhibiranjem fibrinolize, te poticanjem aktiviranja i agregiranja trombocita (7,15-17).

Hiperhomocisteinemija je povezana i1 s povecanim rizikom za nastanak kongenitalnih
poremecaja; na primjer, poremecaja zatvaranja neuralne cijevi i srca, rascjepa usne/nepca,
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sindroma Down. Budu¢i da je poznato da hiperhomocisteinemija utjeCe na razinu metilacije
DNA, pretpostavlja se da abnormalna metilacija DNA tijekom embriogeneze moze biti

patogeni ¢imbenik za nastanak ovih kongenitalnih poremecaja (18).

Klini¢ke manifestacije hiperhomocisteinemije najc¢esce su istodobno prisutne u vise organskih
sustava. Promjene se dogadaju i na o¢ima, u vidu brzoprogrediraju¢e miopije i subluksacije

lece (19).

PoviSena razina homocisteina moze povecati rizik od nastanka shizofrenije. PoviSene razine
ukupnog homocisteina u tre¢em tromjesecju trudnoce mogu uzrokovati osteéenje krvnih zila
posteljice, Sto moze ogranicCiti opskrbu kisikom. Posljedi¢cno moze imati i izravan u¢inak na
strukturu mozga fetusa, te tako povecati rizik od razvoja shizofrenije (20,21). Homocistein

takoder moze imati ulogu u shizofreniji poticanjem oksidacijskog stresa (22).

Jos 1969. godine je zanimanje za preuranjene slucajeve aterotromboze i tromboembolije u
bolesnika s izrazenom homocisteinurijom dovelo do spoznavanja povezanosti homocisteina s
poremecajima vaskularnog sustava (8). Hiperhomocisteinemija je snazan ¢imbenik rizika za
nastanak ateroskleroze, infarkta miokarda i tromboembolijskih incidenata (23). U meta-analizi
24 retrospektivne (3289 ispitanika) i 3 prospektivne studije (476 ispitanika) zakljuceno je da je
koncentracija homocisteina veca za 5 umol/L, u odnosu na normalne vrijednosti, povezana s
27% (95% CI: 1-59) vec¢im rizikom od venske tromboze u prospektivnim studijama i 60% (95%
Cl: 10-134) u retrospektivnim studijama (24).

Dodatno, pretpostavlja se da je smanjena kataliticka aktivnost MTHFR povezana s psihickim

bolestima, Se¢ernom boleS¢u, psorijazom i karcinomima (4).

Odredivanjem koncentracije homocisteina i otkrivanjem genske pozadine poremecaja koji se
manifestira poviSenom koncentracijom homocisteina tesko je identificirati pojedince koji ¢e
razviti hiperhomocisteinemiju 1 homocistinuriju, zbog toga $to postoje 1 drugi ¢imbenici koji ih
uzrokuju. U metabolizmu homocisteina sudjeluju folati, koenzimi vitamin B1> i vitamin Be.
Stoga je nadoknada ovih vitamina vazna za fiziologiju metabolizma homocisteina (8,25,26).
Manjak vitamina skupine B je primarni uzrok blage do umjerene hiperhomocteinemije.
Dodatak vitamina prehrani u vecini sluc¢ajeva dovodi do gotovo potpune normalizacije

vrijednosti homocisteina u plazmi.

Vazno je otkriti 1 uzeti u obzir sve ¢imbenike rizika koji mogu povecati podloZnost za povecanu

koncentraciju homocisteina i eventualni razvoj kardiovaskularnih bolesti (27,28).



1. 3. Gen za metilentetrahidrofolat reduktazu

Gen MTHFR (Metilentetrahidrofolat reduktaza) nalazi se na kratkom kraku kromosoma 1
(1p36.22). Sastoji se od 12 eksona, a dugacak je 2,2 kilobaze (kb) (29). Gen MTHFR kodira

istoimeni protein, metilentetrahidrofolat reduktazu (MTHFR).
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Slika 3. Polozaj gena MTHFR na kromosomu 1 (30).

1. 3. 1. Polimorfizmi gena MTHFR

Postoje brojni polimorfizmi gena MTHFR koji za posljedicu imaju smanjenu aktivnost enzima.
Ovakve polimorfizme posjeduje priblizno 40% populacije (1). Polimorfizmi gena MTHFR
najées¢i su uzrok umjerene hiperhomocisteinemije. Polimorfizmi rs1801133 i rs1801131

najvise pridonose smanjenju aktivnosti MTHFR (27).

1. 3. 1. 1. Polimorfizam rs1801133

Godine 1988. otkriven je polimorfizam gena MTHFR, rs1801133, zbog kojeg enzim u
homozigota TT posjeduje priblizno 30% aktivnosti u odnosu na homozigote CC (31). Nalazi se
u eksonu 4 (C677T) i uzrokuje zamjenu alanina valinom na polozaju 222 (A222V), u N-
terminalnoj katalitickoj domeni enzima. Ovo za posljedicu ima smanjenu termostabilnost
enzima. Termolabilnost MTHFR, primjecena u uvjetima in vitro, na 46 C, dovela je do otkrica

ovog polimorfizma (31).

Godine 1991., Kang i suradnici dokazali su povezanost termolabilne ina¢ice MTHFR |
povisenih vrijednosti homocisteina s koronarnom boles¢u (27). Klinicka slika i1 biokemijski
pokazatelji izravno koreliraju sa smanjenom enzimatskom aktivnos¢u MTHFR, zbog prisustva

polimorfizma rs1801133 (27).

Studija iz 1995. godine detaljnije je opisala utjecaj ovog polimorfizma na stabilnost i aktivnost
MTHFR. Polimorfizam je analiziran u 40 bolesnika s preuranjenim nastupom bolesti krvnih
zila, no istrazivanje nije rezultiralo kona¢nim zaklju¢kom o povezanosti ovog polimorfizma s

istrazivanim fenotipom (3).

U homozigota TT i heterozigota CT smanjeno je stvaranje metiltetrahidrofolata, a time je

smanjena i pretvorba homocisteina u metionin. To za posljedicu ima njegovu povisenu
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koncentraciju u plazmi, koja je u homozigota TT u prosjeku 25% visa, u odnosu na homozigote
CC (32). Genotip TT povezan je s 20% (95% CI: 8-32) veéim rizikom od nastanka venske
tromboze, u usporedbi s genotipom CC (24).

Hiperhomocisteinemija u osoba s ovim polimorfizmom moze varirati i ovisi o mnogim
¢imbenicima, na primjer razini folata (27). Dokazano je da se uzimanjem folne kiseline moze

smanjiti koncentracija homocisteina u nositelja polimorfizma rs1801133 (4,9).

Prevalencija polimorfizma rs1801133 ovisi o etnickom podrijetlu i geografskom polozaju
populacije. U Europi, 10-12% homozigota TT Zivi u Spanjolskoj, Francuskoj i Madarskoj.
Prevalencija je niza u Finskoj, Nizozemskoj, Rusiji 1 Njemackoj 1 iznosi 4-6%. Najveca
zastupljenost genotipa TT u Europi zabiljezena je u Italiji. U Sjevernoj i Juznoj Americi je
prevalencija ovog genotipa visa u populacijama latinoamerickog podrijetla, srednje je
zastupljena u stanovni§tva europskog podrijetla, a vrlo niska (1-2%) u Afroamerikanaca. Niska
zastupljenost genotipa TT u zadnjoj skupini u skladu je s njegovom niskom zastupljeno$c¢u u
populaciji Afrike (34).

1. 3. 1. 2. Polimorfizam rs1801131

Polimorfizam gena MTHFR, rs1801131, rjedi je u odnosu na rs1801133. Ucestalost
homozigota CC u Kanadi je 10%, u Nizozemskoj oko 9% (35), u iranskoj populaciji samo 4%
(36), dok je u Italiji 12,5% (37).

Zamjena adenina citozinom u eksonu 7 (A1298C) uzrokuje zamjenu glutamina alaninom na
polozaju 429 u C-terminalnoj, regulatornoj regiji enzima. Polimorfizam rs1801131 otkriven je
u studiji kojom se istrazivala uloga MTHFR u nastanku defekata neuralne cijevi (38).
Polimorfizam rs1801131 reducira aktivnost MTHFR, ali manje u odnosu na polimorfizam
rs1801133. Zato je i njegov utjecaj na koncentraciju homocisteina manji, u odnosu na
rs1801133. Homozigoti za rs1801131 (CC) imaju priblizno 60% rezidualne aktivnosti enzima
(13). Ovaj se genotip povezuje s rizikom od nastanka arterijske i venske tromboze, osobito ako
je prisutan i manjak folata (14). Povezuje se i s ¢eS¢om pojavom depresije (39) 1 neplodnoséu

u muskaraca, ako je zdruzen s polimorfizmom rs1801133 (40).

S obzirom na to da je povisenje koncentracije homocisteina posljedica poremecaja metabolizma
homocisteina zbog polimorfizma u genu MTHFR, zakljucuje se da ovi polimorfizmi pripadaju

riziénim ¢imbenicima za nastanak tromboze (41).



Do danas objavljeni rezultati dobiveni u nekoliko studija povezuju razlicite genetske ¢imbenike
s rizikom pojavnosti tromboza. Trégouét i suradnici su, koristenjem metode GWAS (od engl.
Genome Wide Association Study), analizirali priblizno 317000 pojedinacnih polimorfizama
nukleotida (SNP, od engl. Single Nucleotide Polymorphism) u 453 osobe oboljele od venske
tromboembolije (VTE) 1 1327 kontrolnih ispitanika. Povezali su jedan SNP u genu za ¢imbenik
V i dva SNP u genu ABO s povecanom pojavnoséu tromboze (42). U drugoj velikoj studiji, u
kojoj je analizirano 336469 polimorfizama u 13974 zdravih Zzena bijele rase, utvrdena je
povezanost polimorfizama MTHFR (rs1801133) i CBS (rs6586282) s trombozama (43).
Tre¢om studijom, u kojoj se takoder koristila metoda GWAS, i u koju je bilo ukljuceno
priblizno 45000 ispitanika, otkrivena je povezanost polimorfizama gena za ¢imbenik V,
fibrinogena i sustava ABO i s pojavnos¢u venskih tromboza (44). U studiji na 1542 ispitanika
s venskim trombozama istovjetni su polimorfizmi dodatno povezani s pojavnos¢u venskih
tromboza (45).

1. 4. Sustav krvnih grupa ABO

Sustav krvnih grupa ABO otkrio je, po¢etkom 20. stolje¢a, austrijski patolog Karl Landsteiner
(46). Klasificirao ih je u odnosu na prisutnost antigena A i B na povrSini eritrocita. Trideset
godina kasnije je za svoj rad dobio Nobelovu nagradu (46). Nekoliko godina kasnije, 1907.
godine, ovo su otkriée potvrdili Ceh Jan Janski i Amerikanac William Moss. Osnove
nasljedivanja ovog sustava otkrili su Ludwik Hirszfeld i Erich von Dungem, 1910. godine.
Godine 1924. Felix Bernstein je dokazao postojanje nekoliko alela na jednom lokusu. Englezi
Watkins i Morgan su, krajem sedamdesetih godina proslog stoljeca, razjasnili biokemijsku
gradu, odnosno oligosaharidne strukture antigena ABH i1 imunodominantne Secere koji
omogucuju njihovo razlikovanje (N-acetilgalaktozamin za antigen A, D-galaktoza za antigen B
i fukoza za antigen H). Bilo je jasno da ovi oligosaharidi ne mogu biti primarni produkti gena.
Zbog toga su pretpostavili da sintetiziranje ovih oligosaharida ovisi o aktivnosti enzima,

primarnih genskih produkata. Kona¢na potvrda dobivena je kloniranjem alela gena ABO (47).

Yamamoto i suradnici su 1990. godine objavili rezultate temeljene na kloniranju alela gena
ABO, na temelju kojih je moguce razumjeti sustav krvnih grupa ABO (48). Utvrdeno je da
zamjena aminokiselina arginin, glicin, i leucin (A-transferaza) te glicin, serin, metionin i alanin
(B-transferaza) nekim drugim aminokiselinama dovodi do razlika u specifi¢nosti prijenosa

odredenih monosaharida, te da alel i ne kodira funkcionalnu glikoziltransferazu (48).



1. 4. 1. Nastanak i biokemijska svojstva ABH-antigena

ABH-antigeni nastaju u enzimatskim reakcijama koje kataliziraju A- i B-glikoziltransferaze
(transferaza A - alfa 1-3-N-acetilgalaktozamintransferaza; transferaza B - alfa 1-3-
galaktoziltransferaza). Ovi su enzimi kodirani funkcionalnim alelima (aleli 1* i 18) koji se nalaze
na lokusu ABO (9q34.2). Njihovom se aktivno$éu na H-antigen, disaharid Fucal-2-Galp-,

prenose specificni monosaharidi (Slika 4).
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Slika 4. Shematski prikaz modifikacija ABH-antigena. Preuzeto i prilagodeno prema Blannu i
Ahmedu (49).

Alel i kodira nastanak kataliticki insuficijentne glikoziltransferaze, najée$ée zbog prisustva
mutacije tipa delecije. Krvnu grupu A odreduje prisustvo terminalnog monosaharida N-acetil-
D-galaktozamina, odnosno trisaharida GalNAcal-3(Fucal-2)GalB-. Krvnu grupu B odreduje
prisustvo monosaharida D-galaktoza, odnosno trisaharida Galal-2(Fucal-2)Galp-. Krvna
grupa O odredena je prisustvom nemodificiranog, ranije spomenutog H-antigena, disaharida

Fucal-2-Galp (Slika 4).

Ispoljenost pojedinog ABH-antigena ovisi o prisustvu monosaharida i njihovih medusobnih
veza na disaharidnim prekursorima na koje se vezu. Utvrdeno je postojanje najmanje pet

razli¢itih prekursorskih lanaca disaharida. Krvna grupa A ima dva fenotipa, Al i A2, koji se



razlikuju po broju antigena na povrsini stanice. U krvnoj grupi Al, glikoziltransferaza veze
terminalni monosaharid na sve tipove disaharidnih lanaca i ima 800000 — 2000000 antigena. U
krvnoj grupi A2, glikoziltransferaza veze terminalni monosaharid samo na prekursorske lance
disaharida tipa 1 (Galp1-3GIcNAcB1-) i 2 (Galp1-4GlcNAcB1-). Zbog toga je broj ovih
antigena na povrsini eritrocita 200000 do 300000. Kod krvne grupe B, glikoziltransferaza veze
galaktozu samo na prekursorske lance tipa 2 i zbog toga je na povrsini membrane eritrocita
osoba s krvnom grupom B izlozeno 700000 do 1000000 antigena. S obzirom na to da ABH-
antigeni nastaju u enzimskim reakcijama, prisustvo, odnosno odsustvo supstrata uridindifosfat
N-acetilgalaktozamina (UDP-GalNAc) ili uridindifosfat galaktoze (UDP-Gal) utjeCe na
ispoljenost ABH-antigena. U novorodencadi je ispoljenost antigena manja za 25-50% u odnosu

na odrasle osobe (50).

1. 4.2. Gen ABO

Gen ABO &ovjeka smjesten je na kromosomu 9 (9q34.1-g34.2) (Slika 5). Gen ima tri alela: I?,
1B i i. Sadrzi 19514 parova baza (pb), sedam eksona i $est introna. Zadnja dva eksona (6 i 7)
kodiraju domenu ABO-glikoziltransferaze, proteina koji je graden od 354 aminokiseline. Ova
glikoziltransferaza modificira sadrzaj antigena na eritrocitima i tako odreduje fenotip krvne
grupe. Aleli I* i IB razlikuju se u sedam to¢aka; zbog zamjena nukleotida na polozajima 297,
526, 657, 703, 796, 803 i 930. Aleli I*ti I*? razlikuju se u odnosu na jednu supstituciju (C467T)
i jednu deleciju (C1059->pomak okvira &itanja). Alel i razlikuje se od alela 1* zbog delecije
jednog nukleotida (guanina) na polozaju 261, Sto za posljedicu ima nastanak prijevremenog
STOP-kodona. Aleli i°% i®* razlikuju se u devet supstitucija na polozajima 106, 188, 189, 220,
297, 646, 681, 771 i 829. Aleli i°% i I razlikuju se u tri supstitucije nukleotida na polozajima
297,526 i 802 (51).
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Slika 5. Struktura kromosoma 9 (52).

1. 4. 3. Nasljedivanje sustava krvnih grupa ABO

Sustav krvnih grupa ABO je pod kontrolom jednog gena koji se prezentira alelima: i, 1*i B,
Nasljedivanje krvnih grupa ABO sustava i manifestiranje specificnog fenotipa ovisi o
dominaciji pojedinih alela. Kako su aleli 1*i I® dominantni u odnosu na alel i, samo ¢ée osobe
koje naslijede alele ii imati krvnu grupu O. Alel I* odreduje grupu A, alel IB odreduje grupu B.
Osobe koje imaju kombinaciju alela I*1* ili 1*i imaju krvnu grupu A. Osobe koje su naslijedile
kombinaciju 1818 ili IBi nositelji su krvne grupe B. Osobe koje su naslijedile 11 imaju oba
fenotipa, jer A i B pokazuju kodominaciju. Stoga roditelji s krvnim grupama A i B mogu imati
dijete krvne grupe AB. Roditelji koji imaju alele 1% i 1*i mogu imati i dijete krvne grupe O
(Tablice 1i 2) (53).

Prema podacima pohranjenim u bazu podataka Blood Group Antigen MUTation Database
(BGMUT), u sustavu ABO postoji 335 alela (54). Aleli se, u pravilu, razlikuju u samo nekoliko
baza, u kodiraju¢em ili u nekodiraju¢em dijelu gena. NajceS¢e se dokazuje prisutnost
polimorfizama tipa zamjene (supstitucije) ili intragenska rekombinacija (engl. crossingover).
Od 65 alela I*, sest kodira glikoziltransferazu za antigen A1, a 11 kodira glikoziltransferazu za
antigen A2. Alel IB javlja se u 47 inadica. Cak 58 alela uklju¢eno je u sintezu inaktivnih
transferaza; 45 posjeduje deleciju 261delG, a preostali aleli posjeduju zamjene nukleotida koje

dovode do nastanka potpuno ili djelomi¢no inaktivnih transferaza. U seroloskom
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imunohematoloskom se ispitivanju podtipovi razlikuju s obzirom na jadinu aglutinacije

eritrocita s reagensima anti-A, anti-B i anti-AB (51).

Tablica 1. Nasljedivanje genotipa ABO.

Otac
Krvne grupe roditelja
Genotipovi ABO o101 0102 01A1 01A2 02A1 02A2
0101 | 01010101 | 0101/0102 | O101/01Al | 0101/01A2 | O101/02Al1 | O101/02A2
0102 | 0102/0101 | 0102/0102 | 0102/01A1 | 0102/01A2 | 0102/02A1 | 0102/02A2
O1A1 | O1A1/0101 | O1A1/0102 | OIAL/O1Al | OIA1/01A2 | O1AL/02A1 | O1A1/02A2
O1A2 | 01A2/0101 | 01A2/0102 | O1A2/01Al | O1A2/01A2 | O1A2/02A1 | O1A2/02A2
02A1 | 02A1/0101 | 02A1/0102 | O2A1/01AL | O2A1/01A2 | O2A1/02A1 | O2A1/02A2
02A2 | 02A2/0101 | 02A2/0102 | O2A2/01A1 | O2A2/01A2 | 02A2/02A1 | O2A2/02A2
Majka 01B 01B/0101 | 01B/0102 | OIB/OIAl | OI1B/O1A2 | O1B/O2A1 | O1B/O2A2
02B 02B/0101 | 02B/0102 | O2B/OIAl | O2B/O1A2 | O2B/O2A1 | O2B/02A2
AlAl | AIA1/0101 | AIAL/0102 | AIAL/OIAL | AIAL/O1A2 | ALAL/O2A1 | ALA1/02A2
AlA2 | AlA2/0101 | A1A2/0102 | AIA2/01Al | AIA2/01A2 | ALA2/02A1 | A1A2/02A2
A1B A1B/O1O1 | A1B/O102 | AIB/O1A1 | AIB/O1A2 | AIB/IO2A1 | A1B/O2A2
A2B A2B/O101 | A2B/O102 | A2B/O1Al | A2B/O1A2 | A2BIO2A1 | A2B/O2A2
BB BB/O101 BB/0102 BB/O1AL BB/O1A2 BB/O2A1 | BB/O2A2
Tablica 2. Nasljedivanje genotipa i fenotipa ABO.
Aleli 1A B i
[AIA 1418 1A
|A
A AB A
IB1A BB IBi
|B

AB B B

: iA ilB i

A B O

1. 4. 4. Odredivanje krvnih grupa ABO

Standardnim seroloskim metodama, koriStenjem antiseruma anti-A i anti-B, moguce je odrediti
glavne fenotipove sustava krvnih grupa ABO: A, B, O i AB, te podtipove unutar fenotipova A

i O, na temelju ja¢ine aglutinacije eritrocita s anti-A, anti-B i anti-AB reagensima.
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Metodama molekularne biologije koje se temelje na lancanoj reakciji polimerazom |
pocetnicama koje se vezu za razlikovne dijelove slijeda nukleotida (PCR-SSP, od engl.
Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Primers) omogucena je genotipizacija ABO.
Ovom je metodom moguée odrediti glavne alele ABO: i%%, i, 11, 12 1B, odnosno 15 razli¢itih

genotipova ABO (55).

1. 4. 5. Zastupljenost sustava krvnih grupa ABO u svijetu
Zastupljenost pojedinih krvnih grupa sustava ABO u svijetu se znacajno razlikuje i moze biti
koristan podatak u pracenju migracija stanovnistva. Cesto su raspodjele pokazatelji posljedica

ratova i invazija (56).

Vise od 50% svjetske populacije nositelji su krvne grupe O. Najvise je zastupljena u Srednjoj i
JuZnoj Americi, potom u Sjevernoj Americi 1 Africi, te u Zapadnoj Europi. Najmanje je prisutna
u isto¢noj Europi. U juznoameric¢kih Indijanaca “O” je jedini fenotip. U Aboridzina se mogu
nac¢i samo krvne grupe O i A. Dijelovi Afrike i Australije imaju povecanu ucestalost krvne
grupe O, dok je njena ucestalost manja na europskom i azijskom kontinentu (54). Populacija s
vecom frekvencijom fenotipa A potjece iz sjeverne i centralne Europe, kao 1 dijela isto¢ne
Europe, Poljske 1 Ukrajine. Fenotip A2 naj€e$¢i je u Laponaca, u sjevernoj Skandinaviji, te,
iznimno rijetko, u Aziji. Krvna grupa B €es¢e je zastupljena u sjevernoj Indiji i srediSnjoj Aziji,
dok je u zapadnoeuropskim zemljama relativno rijetka. Krvna grupa AB je najrjede zastupljena,
poglavito u zapadnom svijetu (1-7%), a najvise je zastupljena u Japanu, te isto¢nim pokrajinama
Kine i Koreje (54,57).

1. 4. 6. Povezanost sustava ABO i razli¢itih bolesti

U brojnim se studijama istrazivala povezanost sustava ABO s razliitim bolestima, npr.
kardiovaskularnim, gastrointestinalnim, zlo¢udnim i infektivnim (58,59). Rezultati povezanosti
tromboze sa sustavom ABO razlikuju se u pojedinim istrazivanjima. U nekim se populacijama
poveéani rizik za tromboticke dogadaje povezuje s alelom 1%, a u nekima s alelom I® i
diplotipom 1418 (60,61). Poznati polimorfizmi za ¢imbenik zgrusavanja V (G1691A),
protrombin (G20210A) i rs1801133 (genotip TT) dodatno povecavaju taj rizik (62).

Postoje dokazi o povezanosti sustava ABO i infektivnih bolesti. Pretpostavlja se da su razlike
u gradi antigena ABO sustava, s obzirom na oligosaharidne komponente, u razliitim
dijelovima svijeta omogucile $irenje infektivnih bolesti (63). Prema vecini autora, nositelji
krvnih grupa ne-O lakSe se zarazavaju virusom SARS-CoV-2 (64). Opisana je i sklonost

pojedinih bakterija, virusa i parazita za vezanje s antigenima odredenih krvnih grupa, koji
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djeluju kao receptori. Nositelji krvne grupe O relativno su rezistentni na teSki oblik malarije

(65).

Postoji 1 veliki interes za istrazivanjem mogucée povezanosti sustava ABO sa zlocudnim
bolestima. Tako je ve¢ prije pola stolje¢a uoCena ceSca pojava karcinoma, poglavito
gastrointestinalnog trakta, u osoba s krvnim grupama A i AB (66). Kasnije je dokazano da
biljezi zlo¢udnog tumora imaju znacajke sli¢ne antigenu A, pa ih imunoloski sustav nositelja
ovih krvnih grupa teZe otkriva. S krvnom grupom O povezuje se ¢eSc¢a ucestalost melanoma, a

s krvnom grupom B sarkom kosti i karcinom mokra¢nog mjehura (67).

U istrazivanjima karcinoma dojke utvrdeno je da Zzene s krvnom grupom A imaju vecu
pojavnost i brze napredovanje bolesti, a ¢esce 1 losiji ishod lijecenja, u usporedbi sa zenama
krvne grupe O (68). U ovoj skupini Zene rjede obolijevaju od karcinoma dojke, imaju bolje
rezultate lijecenja i nizu smrtnost. Nositeljice krvne grupe AB imaju neznatno vecu sklonost i
vjerojatnost ponovnog obolijevanja, te krae vrijeme prezivljenja, dok se karcinom dojke rjede

javlja u skupini Zena krvne grupe B, neopterecenih obiteljskom anamnezom (68).

Zanimljivo je istrazivanje vezano uz pojavnost karcinoma plu¢a u skupinama ispitanika s
pojedinim krvnim grupama. Uz pusenje je, kao snazan rizi¢ni ¢imbenik za razvoj karcinoma
pluca, uoceno da od ove vrste karcinoma oboli vise ljudi s krvnom grupom A, a manje je

oboljelih s krvnom grupom O (69).

Rezultati studije na 95420 ispitanika upucuju da je ne-O krvna skupina znacajno povezana sa
smanjenim rizikom od svih vrsta karcinoma koze. U usporedbi s ispitanicima s krvnom grupom
O, ispitanici s ne-O krvnom grupom imali su 14% manji rizik od razvoja planocelularnog

karcinoma koze (SCC) i 4% smanjen rizik od razvoja bazocelularnog karcinoma (BCC) (70).

Poznato je da fenotip ABO korelira s razinom ¢imbenika VIII (FVIII) 1 ¢imbenika von
Willebrand (VWF). VWF je glikoprotein koji sintetiziraju endotelne stanice i megakariociti.
Endotelne stanice su glavni stani¢ni izvor cirkuliraju¢eg vWF. Stoga se vVWF smatra pouzdanim
biljegom aktivacije endotelnih stanica (38). Trombociti otpustaju a-granule koje sadrze vWF,
dok endotelne stanice oslobadaju tjelesca Weibel-Paladeova u kojima je VWF uskladisten (71-
73).

vWF ima dvostruku ulogu u hemostazi: potice adheziju trombocita djelujuéi kao ligand za

njihove glikoproteine i sluzi kao nosa¢ FVIII (74).
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Nakon aktivacije, FVI1II se odvaja od VWF, te s ¢imbenikom IX aktivira ¢imbenik X $to dovodi
do stvaranja trombina (75,76). Na povrsini FVIII i vVWF nalaze se antigeni ABO. vWF koji ima
vezane antigene A ili B ima dvostruko dulje poluvrijeme zivota u odnosu na VWF koji ih nema,
i to objasnjava vece koncentracije ovog ¢imbenika u krvi osoba s krvnim grupama A, B i AB,
u odnosu na osobe s krvnom grupom O (77). Nositelji ne-O krvnih grupa, zbog vece
koncentracije VWF, imaju predispoziciju za pojacanu adheziju i agregaciju trombocita, te
pomak koagulacijske ravnoteze prema stvaranju ugruska, Sto je i potvrdeno u brojnim
studijama. Razine vWF i FVIII u plazmi snazno su medusobno povezane, i povezane su S
rizikom od VTE (78-81).

U studiji Longitudinal Investigation of Thromboembolism Etiology (LITE), u kojoj je bilo
19231 sudionika i 159 VTE dogadaja, razina vWF i FVIII bila je linearno povezana s
povecanim rizikom od VTE (79).

IstraZivanja povezanosti kardiovaskularnih bolesti sa sustavom ABO upucuju na ve¢i rizik u
nositelja ne-O krvnih grupa (82,83). Ipak, u usporedbi s viSestruko potvrdenom povezanoséu
krvnih grupa sustava ABO s venskim trombozama, ve¢inom studija nisu dobiveni jednoznacni

rezultati u odnosu na povezanost sustava ABO s bolescu arterija (84).

1. 5. Plu¢na embolija (PE)

1. 5. 1. Epidemiologija i etiologija

Plu¢na embolija je zaepljenje jedne ili viSe grana pluéne arterije ugruscima koji se stvaraju
bilo gdje u tijelu. Ugrusci najéesce nastaju u dubokim venama natkoljenice i zdjelice. Oni Koji
nastaju u podrucju potkoljenica uglavnom ne izazivaju plu¢nu emboliju. Rjedi izvori ugruSaka
su desna pretklijetka i klijetka, vene gornjih udova 1 ramenog obruca, a vrlo rijetko ugrusak u
pluénoj cirkulaciji moze nastati in situ (85). Prema ulestalosti, PE je tre¢a najcesca
kardiovaskularna bolest, nakon akutnog infarkta miokarda i cerebrovaskularnog inzulta (86).
Procjenjuje se da je godisnja incidencija 39-115/100000. Razli¢ita je u odnosu na dobro
definirane C¢imbenike rizika u razli¢itim populacijama, a naro€ito u odnosu na etni¢ku
pripadnost i geografsko podrucje (87,88). Incidencija raste sa zivotnom dobi, tako da je u osoba

starijih od 80 godina osam puta veca nego u osoba u pedesetim godinama zivota (86).

PE je velik javnozdravstveni problem i jedan od najc¢es¢ih uzroka smrti u razvijenim zemljama.
Procjenjuje se da je u 2014. godini vise od 370000 smrti u Europi bilo povezano s plu¢nom

embolijom. Mortalitet je mogucée reducirati brzim postavljanjem dijagnoze i adekvatnim
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lije¢enjem. U odsustvu lije¢enja, smrtnost je do 34%, dok se lijeCenjem smanjuje na 2-8% (89).
Klinicka prezentacija bolesti Cesto je nespecifi¢na, Sto otezava dijagnosticiranje. Za ranu
dijagnostiku i prevenciju smrtnih ishoda potreban je specifican biljeg za otkrivanje genske

predispozicije za pojavnost PE i provodenje prevencije u rizi¢noj populaciji (90).

Plu¢na embolija je multifaktorijalna bolest koja je rezultat genetskih i steCenih ¢imbenika
rizika. S obzirom da je najéeS¢e komplikacija duboke venske tromboze, ¢imbenici rizika za
nastanak duboke venske tromboze smatraju se i ¢imbenicima rizika nastanka PE. Prema
rezultatima studije PIOPED Il (engl. Prospective Investigation of Pulmonary Embolism
Diagnosis 1), vecina bolesnika s pluénom embolijom ima barem jedan ¢imbenik rizika (91),

naslijeden ili stecen.

Najces¢i genetski Cimbenici rizika su polimorfizmi gena za Cimbenik zgrusavanja V i
protrombin (92). SteCeni ¢imbenici rizika ukljucuju visoku zivotnu dob, ranije preboljenje
tromboze, zloCudnu bolest, nepokretnost, traumu, kirurSke zahvate i bolnicko lijecenje.
Bolesnici s trombozama ¢esto imaju nekoliko ¢imbenika rizika, §to je pokazala studija na 587
bolesnika s venskim tromboembolijama u Sjedinjenim Americkim Drzavama. Ovom je
studijom pokazano Sest predisponirajucih ¢imbenika za pojavnosti VTE: nepokretnost duza od
48 sati tijekom 30 dana prije pojave VTE (45%), bolni¢ko lijecenje unatrag tri mjeseca (39%),
kirurski zahvat u periodu od tri mjeseca prije dijagnosticiranja VTE (34%), zlo¢udna bolest

(34%), infekcija (34%) i bolnicko lijecenje u tijeku (26%) (93).

Ucestalost PE veca je u Zena tijekom trudnoce i babinja, te u razdobljima uzimanja oralne

kontracepcije ili hormonskog nadomjesnog lijecenja (94).

Brojnim studijama istrazivala se pojavnost plu¢ne embolije tijekom trudnoce 1 u postpartalnom
razdoblju. Incidencija bolesti niza je tijekom trudnoce u odnosu na postpartalno razdoblje (95).
U trudno¢i dolazi do fizioloSkih promjena u sustavu zgruSavanja, kako bi se odrzala funkcija
posteljice i sprije¢ilo prekomjerno krvarenje tijekom poroda. Cimbenici zgrugavanja VII, VIII,
X 1 vWF su poviseni kao rezultat hormonskih promjena (95). Osim toga, fizi€cke promjene u
trudno¢i uzrokuju povecéan pritisak na vene zdjelice i smanjen venski protok u nogama (95,96).
Procjenjuje se da je rizik od tromboze 4,5 puta veci tijekom trudnoce (97,98), a 22 puta veéi u
razdoblju do 6 tjedana nakon poroda (99). Plu¢na embolija ostaje vodeci uzrok smrtnosti majki

u razvijenim zemljama i ¢ini priblizno 20% smrtnih slu¢ajeva vezanih uz trudnocu (100,101).

je najvedi tijekom prva Cetiri mjeseca uzimanja hormona (102). Studije su pokazale da uzimanje
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hormonske nadomjesne terapije znac¢ajno povecava rizik od tromboembolijskih incidenata, a
rizik dodatno raste s dobi, debljinom, dokazanom trombofilijom i preboljelim
tromboembolijskim incidentom (102-105).

Pluéna embolija uzrok je priblizno 15% svih postoperativnih smrti, a operacije kuka, zdjelice,

kralje$nice i amputacije donjih ekstremiteta imaju najveci rizik za pojavnost PE (106,107).

Podaci o spolu, kao neovisnom ¢imbeniku rizika za razvoj pluéne embolije, jo§ su uvijek
kontradiktorni. Analiza mortaliteta u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama pokazala je da je stopa
smrtnosti muskaraca od pluéne embolije 20-30% veca u odnosu na Zene (108). Incidencija
pluéne embolije u populaciji mladoj od 55 godina veca je u Zena, a u starijoj je populaciji

incidencija ve¢a u muskaraca (109).

Imobilizacija, osobito tijekom hospitalizacije znaCajno povecava rizik od nastanka
tromboembolijskih incidenata (110). Produzeno sjedenje i putovanje takoder poveéavaju rizik
od nastanka venskih tromboembolija dva do tri puta, a kolokvijalno se nazivaju ,,e-thrombosis*
(dugo sjedenje za racunalom) i ,,economy class syndrome* (dugo putovanje u skuc¢enom

prostoru) (111,112).

Prevalencija venskih tromboembolija u bolesnika sa zloCudnim bolestima iznosi 12% (113).
Oboljeli od zlo¢udnih bolesti imaju poveéanu sklonost zgruSavanju zbog prekomjerne sinteze
¢imbenika zgruSavanja, a tromboembolijski incidenti uocavaju se u 5% bolesnika sa zlocudnim
bolestima. Cest su uzrok nepovoljnog ishoda, naro¢ito u uznapredovalim stadijima bolesti, i u

bolesnika starije Zivotne dobi (114).

Pusenje je najvjerojatnije jedan od rizi¢nih ¢imbenika u nastanku pluéne embolije (115-117), a

debljina, u kombinaciji s drugim riziénim ¢imbenicima, takoder povecava rizik od PE (118).

Hiperkoagulabilnost, kao podleze¢i patofizioloski mehanizam pluéne embolije, nastaje zbog
nasljednih ili steCenih ¢imbenika. Nasljedne ¢cimbenike rizika predstavljaju polimorfizmi gena
odgovorni za odrZavanje hemostaze krvi, te su heterozigoti ili homozigoti za urodenu
trombofiliju skloniji venskoj tromboemboliji. Najées¢i su polimorfizmi gena za ¢imbenik V,
protrombin, MTHFR i inhibitor aktivacije plazminogena (119-121). U dodatne steCene
¢imbenike rizika, osim ranije navedenih, ubrajaju se nedavni trombotski incident, fibrilacija

atrija i antifosfolipidni sindrom (122-124).
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1. 5. 2. Patofiziologija i patologija PE

Ugrusak se formira distalno u venama, a strujom krvi se prenosi do plu¢ne cirkulacije (124).
Opstrukcija pluénog krvozilja ugruskom klini¢ki se odrazava na cirkulaciju i izmjenu plinova,
Sto dovodi do manifestacije bolesti. Zacepljenje krvne zile rezultira porastom pluénog
arterijskog tlaka i pluéne vaskularne rezistencije. Povisen tlak u pluénoj arteriji nastaje kada je
okludirano 30-50% plu¢ne cirkulacije, a pridonosi mu i vazokonstrikcija potaknuta postojanjem
ugruska te izluCivanje neurohormonalnih 1 proinflamatornih medijatora: serotonina,
katekolamina, tromboksana A2, endotelina i leukotriena (125-128). Poremecaj u izmjeni
plinova posljedica je poremecéene cirkulacije. Smanjeni protok u embolijom zahvaéenim
podrucjima pluca i povecani protok u dijelovima pluca koji nisu zahvaceni embolijom dovode
do nesrazmjera ventilacije i perfuzije, sto za posljedicu ima smanjenu razinu kisika u arterijskoj
krvi (129).

1. 5. 3. Klini¢ka slika

Manifestacija pluéne embolije varira: od hemodinamske nestabilnosti do samo blagih simptoma
otezanog disanja. Nije rijetkost da je PE asimptomatska, te se sluc¢ajno otkrije tijekom
dijagnostike drugih bolesti. Simptomi zbog kojih se najées¢e posumnja na emboliju su dispneja

1 tahipneja, bol u prsima, kasalj, hemoptize, presinkopa i gubitak svijesti.

Klinicka slika ovisi o veli¢ini ugruska i razini opstrukcije, te oplem zdravstvenom stanju
bolesnika. Masivni jasu¢i ugrusci nalaze se na racvistu pluénog trunkusa i opstruiraju barem
polovicu cirkulacije. Najc¢eS¢e zavrSavaju smrtnim ishodom. Ugrusci smjesteni periferno, uz
dodatno narusene kardiovaskularne rezerve, uzrokuju infarkt pluca, koji je potencijalna podloga
za nastanak krvarenja i plu¢nog edema. Bolesnici u kojih se razviju atelektaze, pluéni edem i
krvarenja, imaju narusenu pluénu funkciju. U bolesnika u kojih je doslo do rezolucije ugruska,

pluca se mogu oporaviti do razine normalne funkcije (130,131).

U brzoj klini¢koj procjeni vazno je traziti znakove hemodinamske nestabilnosti. Dispneja se
definira kao subjektivan osje¢aj nedostatka zraka, a nastaje zbog nesrazmjera ventilacije i
perfuzije. Tahipneja nastaje kao posljedica stimulacije receptora u plu¢nom intersticiju. Bol u
prsima mozZe imati pleuriti¢ni i anginozni karakter. Cest nalaz je krvarenje, zbog ega je suh i
podrazajan kaSalj pracen hemoptizom. Uslijed moguceg smanjenja minutnog volumena, dio
bolesnika ima neki oblik neuroloskog deficita, u obliku presinkope ili sinkope. Bolnost i edem
noge, unilateralno ili bilateralno, pobuduje sumnju na duboku vensku trombozu koja Cesto

prethodi, ili se manifestira istodobno, s epizodom plu¢ne embolije (124).
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1. 5. 4. Procjena teZine klini¢ke slike plu¢ne embolije

Prisutnost urusaja ili hipotenzije, odnosno hemodinamske nestabilnosti, vazna je pri procjeni
rizika od smrtnosti u bolesnika s embolijom. Danas su u upotrebi sustav bodovanja PESI (od
engl. Pulmonary Embolism Severity Index Score) i njegova pojednostavljena ina¢ica sPESI (od
engl. Simplified Pulmonary Embolism Severity Index). Zbrajanjem 11 parametara: Zivotna dob,
spol, zlo¢udna bolest, zatajenje srca, kroni¢na bolest pluéa, frekvencija srca > 110 u minuti,
sistolicki krvni tlak < 100 mm Hg, frekvencija disanja > 30 u minuti, tjelesna temperatura <
36°C, poremecaj svijesti, zasi¢enost arterijske krvi kisikom < 90%, procjenjuje se vjerojatnost
smrtnog ishoda pojedinog bolesnika u sljede¢ih 30 dana. Zbroj je rezultat koji bolesnika
rasvrstava u razred vrlo visokog (razred V), visokog (razred 1V), srednjeg (razred I1), niskog
(razred I1) ili vrlo niskog rizika (razred 1) od umiranja, unutar 30 dana. PESI je dio
prognosti¢kog alata kojim se klinicari sluze u procjeni rizika od rane smrtnosti, pri ¢emu se, uz
sustav bodovanja PESI ili sPESI, procjenjuje stanje desnog srca, razina troponina | i NT-
proBNP (od engl. N-Terminal Prohormone of Brain Natriuretic Peptide) te postojanje

simptoma urusaja ili hipotenzije (124,132-134).

Kako se sistolicki tlak u pluénoj arteriji povecava, raste opterecenje desne klijetke, Sto moze
dovesti do njezinog zatajenja. S napredovanjem zatajenja desne klijetke moZe doc¢i do
poremecaja njenog punjena i akutnog tlacnog optere¢enja (135). Akutno tlaéno opterecenje
desne klijetke dovodi do neurohumoralne aktivacije i izlu¢ivanja NT-proBNP, koji je biljeg
disfunkcije miocita, odnosno desne klijetke. Slicno vrijednostima troponina, vrijednost NT-
proBNP u dijagnostici pluéne embolije je ograni¢ena zbog niske specificnosti (oko 62%) i
osjetljivosti (60%) (136). Medutim, postoji jasna povezanost poviSenih vrijednosti NT-proBNP
s tijekom bolesti, ranom smrtnoS¢u 1 drugim komplikacijama pluéne embolije. Studijom na
2213 ispitanika zakljucilo se da svako deseterostuko povecanje vrijednosti NT-proBNP iznad
gornje granice normalnih vrijednosti povecava rizik od recidiva ili smrti za 2,4 puta (137).
Meta-analizom 23 studije (1127 ispitanika s PE) zakljueno je da su poviSene koncentracije
NT-proBNP znacajno povezane s mortalitetom (138). Drugom se meta-analizom, koja je
obuhvatila 13 studija (1132 ispitanika), zakljuéilo da je smrtnost bolesnika s poviSenim
vrijednostima NT-proBNP u prvih 30 dana takoder znacajno povisena. Normalne vrijednosti
NT-proBNP ukazuju na blaZi tijek bolesti (139).

Akutno poviSenje tlaka u pluénoj cirkulaciji, preoptere¢enje desne klijetke, njezino rastezanje i
kompresija desne koronarne arterije dovode do ishemije i oSte¢enja miocita te posljedi¢nog

izluCivanja troponina (140). Osim u akutnom koronarnom sindromu, povisene vrijednosti
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troponina prisutne su i u drugim kardiovaskularnim bolestima: zatajivanju srca, miokarditisu,
cerebrovaskularnom inzultu i pluénoj emboliji (141-145). Povisene vrijednosti troponina nalaze
se u 30-50% bolesnika s pluénom embolijom (145) i prognosticke su u odnosu na mortalitet
unutar 30 dana (146). Meta-analiza koja je ukljucila 20 studija (1985 ispitanika) pokazala je

povezanost povisene vrijednost troponina i rizika od rane smrti u oboljelih od PE (147).

1. 5. 5. Dijagnostika

Ne postoji dijagnosticki test koji bi s apsolutnom sigurno$¢u mogao potvrditi ili iskljuéiti
pluénu emboliju. Dijagnostika se temelji na velikom broju metoda koje se medusobno
nadopunjuju. U dijagnostici se koriste laboratorijski parametri, elektrokardiografski prikaz te
slikovne pretrage (148). Viseslojna kompjuterizirana tomografija krvnih zila (angiografija
MSCT, od engl. Multislice Computed Tomography) smatra se zlatnim standardom u
dijagnostici pluéne embolije. Predstavlja minimalno invazivnu metodu koja se temelji na
intravenskoj aplikaciji kontrasta joda, ¢iji protok kroz krvne Zile omogucuje vizualiziranje
pluéne cirkulacije do subsegmentalne razine. Pozitivan nalaz vidi se kao defekt punjenja 1
izostanak prikaza anatomije Zila distalno od ugruska. Osim toga, lokalizira defekt, cime pomaze
u odredivanju tezine patologije u smislu opseznosti embolije. Moguca je simultana
identifikacija potencijalnog infarkta pluéa, pleuralnog izljeva i drugih patoloskih promjena
(upala, infiltracija stanicama tumora). Nedostaci angiografije su, uz alergiju na jod,
glomerularnu filtraciju < 30 mL/min/1,72m?, te §tetnost zradenja, naro¢ito u djece, trudnica i
dojilja (149).

Elektrokardiografski znaci naprezanja desne klijetke: inverzija T-vala u odvodima V1 do V4,
QR-uzorak u prvom prekordijalnom odvodu, klasi¢ni trijas S1Q3T3 (duboki S- u prvom
standardnom odvodu uz Q-zubac i negativan T-val u trecem standardnom odvodu), novonastali

potpuni ili nepotpuni blok desne grane mogu usmyjeriti dijagnosticku obradu u smjeru PE
(150,151).

Najvaznije laboratorijske pretrage kod sumnje na PE su odredivanje acidobaznog statusa i D-
dimera, dok je za procjenu tezine klini¢ke slike PE vazno odredivanje NT-proBNP i troponina
| (124).

Karakteristi¢an acidobazni status otkriva hipoksemiju, hipokapniju i respiracijsku alkalozu. U

slu¢aju razvoja urusaja nastaju hiperkapnija i metabolicka acidoza (152).

D-dimeri su raspadni produkti fibrina koji nastaju nakon §to plazmin razgradi fibrinski ugruSak.
Oni odrazavaju sveukupnu aktivaciju sustava zgruSavanja krvi i fibrinolize, $to ih ¢ini biljegom
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za poCetnu dijagnostiku pri sumnji na PE. Laboratorijski testovi D-dimera imaju visoku
osjetljivost (94-96%), ali nisku specifi¢nost (42-52%) u dokazivanju PE. Negativna prediktivna
vrijednost D-dimera za razine manje od 0,5 mg/L iznosi 99,1%; plu¢na embolija moze se sa
sigurnoscu iskljuciti. Vrijednost D-dimera iznad 0,5 mg/L smatra se poviSenom. Interpretacija
poviSenog nalaza D-dimera uzima se s oprezom, budu¢i da mogu biti poviseni u brojnim
patoloskim stanjima kao $to su trauma, operacije, krvarenja, u zlocudnoj bolesti, upali,
kroni¢nom zatajenju bubrega, nakon nedavne operacije, u opeklina, u trudno¢i, a pouzdanost
poviSene vrijednosti D-dimera smanjuje se i1 sa zivotnom dobi (153). Kombinacijom klinicke
procjene i koncentracije D-dimera nize od 0,5 mg/L u plazmi plu¢na embolija Se moze sigurno
iskljuciti (154-158).

Unato¢ manjoj specifi¢nosti simptoma, znakova, te laboratorijskih 1 slikovnih pretraga,
kombinacije ovih analiza, bilo od strane klini€ara ili u razli¢itim predikcijskim modelima,

omogucuju probir bolesnika i odabir dijagnosticko-terapijskih smjernica (159).

1. 5. 6. Lijefenje akutne plu¢ne embolije

1. 5. 6. 1. Lijecenje pluéne embolije vrlo niskog, niskog i srednjeg rizika

Temelj lijeCenja akutne PE su antikoagulantni lijekovi koji se primjenjuje u tri faze: inicijalno
(pet dana), produljeno (kroz Sest mjeseci) i dugoro¢no lije¢enje (124). Smjernice Europskog
kardioloskog drustva preporucuju uvodenje antikoagulantnog lijecenja u bolesnika sa srednje i
visoko vjerojatnom PE, tijekom dijagnosticke obrade. Preporuceni oblik lijeCenja za vecinu
bolesnika s PE koja nije visokog rizika su heparini niske molekularne mase i selektivni inhibitor
¢imbenika X (fondaparinuks). LijeCenje bolesnika s PE vrlo niskog rizika, koji nemaju
komorbiditete, moze se provoditi u ambulantnim uvjetima, ¢ak i kod kuée, primjenom izravnih
oralnih antikoagulantnih lijekova (DOAC, od engl. Direct Oral Anticoagulants). Primjena
trombolitickog lijeCenja se ne preporucuje u bolesnika s PE koja nije visokog rizika, ali moze
se razmotriti u bolesnika s PE srednjeg rizika. U bolesnika s teSkom bubreznom boles¢u i u
bolesnika s visokim rizikom od krvarenja preporucuje se primjena nefrakcioniranog heparina
kao pocetno lijeCenje. Antagonisti vitamina K, npr. varfarin, terapijski u¢inak postizu nakon
viSednevne primjene. Umjesto antagonista vitamina K mogu se primijeniti 1 izravni oralni
antikoagulansi, koji se daju u dozama prilagodenim bubreZnoj funkciji bolesnika. Izravni oralni
antikoagulantni lijekovi su uc¢inkoviti, smanjuju rizik od ponavljaju¢ih PE i1 imaju manji rizik

od krvarenja u usporedbi s antagonistima vitamina K (124).
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1. 5. 6. 2. Lije€enje plu¢ne embolije visokog i vrlo visokog rizika

U bolesnika s embolijom visokog i vrlo visokog rizika najvaznija je poCetna stabilizacija, koja
se uspostavlja respiratornom i hemodinamskom potporom u jedinicama intenzivnog lije¢enja.
U svih bolesnika s hipoksemijom obavezna je primjena kisika, a u slucaju teske hipoksemije ili
nastanka respiratorne insuficijencije potrebna je intubacija i pripajanje bolesnika na mehanicku
ventilaciju. Hemodinamska potpora nadoknadom volumena intravenozno obavezna je u
stanjima teske hipotenzije i Soka. Preporucuje se primjena 500-1000 mL kristaloidnih otopina.
Ukoliko nadoknada volumena nije dovoljna za stabilizaciju, primjenjuju se vazopresorni i

inotropni lijekovi, a u svakodnevnoj primjeni su noradrenalin, dopamin i dobutamin (160).

Smjernice Europskog kardioloskog drustva preporucuju intravensku primjenu rekombinantnog
humanog tkivnog aktivatora plazminogena (alteplaza) ili nefrakcioniranog heparina (124).
Kontraindikacije za njihovu intravensku primjenu mogu biti apsolutne i relativne. Apsolutne
kontraindikacije su hemoragijski mozdani udar, ishemijski mozdani udar u zadnjih Sest mjeseci,
ozljeda ili tumorski proces u srediSnjem Zivéanom sustavu, teZa trauma, operacija ili ozljeda
glave unazad tri tjedna, krvarenje u probavnom sustavu unazad mjesec dana i aktivno krvarenje,
neovisno o anatomskoj lokaciji. Relativne kontraindikacije su prolazna ishemijska epizoda u
zadnjih Sest mjeseci, peroralno antikoagulantno lijeenje, trudnoca ili manje od tjedan dana od
poroda, ubodna mjesta bez moguénosti zaustavljanja krvarenja, loSe regulirana arterijska
hipertenzija (sistolicki tlak > 180 mm Hg), uznapredovala bolest jetre, infektivni endokarditis i

vrijed Zeluca ili dvanaesnika (124).

Utjecaj intravenskog lije¢enja na rano 1 kasno preZivljenje jo§ nije u potpunosti razjaSnjen.
Medutim, novija meta-analiza na 72230 ispitanika pokazala je znac¢ajno smanjenje Smrtnosti u
bolesnika s PE koji su primili rekombinantni humani tkivni aktivator plazminogena ili
nefrakcionirani heparin (161). U studiji provedenoj na 784 ispitanika s PE zakljuceno je da je
brza identifikacija bolesnika s PE visokog rizika klju¢na za prezivljenje, buduéi da ti bolesnici

zahtijevaju neodgodivu primjenu reperfuzijskog lije¢enja (162).

U bolesnika s apsolutnim kontraindikacijama, kao i u onih kod kojih terapija nije dovela do
hemodinamskog oporavka, preporuCuje se, kao sljedeca linija lijeCenja, embolektomija

kirurS§kim zahvatom ili kateterom (124).

Dugotrajna antikoagulantna terapija i1 profilaksa recidiva traje najmanje Sest mjeseci, a u

bolesnika s nejasnim uzrokom PE i malim rizikom od krvarenja, 12 mjeseci. U bolesnika u
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kojih su ¢imbenici rizika trajno prisutni, uzimanje antikoagulantnih lijekova traje dozivotno

(124,163).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Hipoteza ovog istrazivanja je: Pojavnost i ishod pluéne embolije povezani su s genotipovima
ABO i polimorfizmima (rs1801133, rs1801131) koji utjecu na aktivnost metilentetrahidrofolat
reduktaze (MTHFR).

Ciljevi rada su: a) otkrivanje znacaja genotipova MTHFR povezanih s polimorfizmima C677T
(rs1801133) i A1298C (rs1801131) i specificnog genotipa ABO s pojavnoséu i ishodom plucéne
embolije; b) otkrivanje povezanosti standardnih laboratorijskih parametara, troponina I i NT-
proBNP s ishodom pluéne embolije; ¢) otkrivanje povezanosti svih ranije navedenih parametara

s ishodom pluéne embolije, kroz multivarijatnu analizu primjenom strojnog ucenja.
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3. MATERIJALI | METODE

3. 1. Ispitanici

U istrazivanje su bila uklju¢ena 74 ispitanika s akutnom pluénom embolijom, lijeCena u
Klini¢koj bolnici Dubrava u Zagrebu. Uzorci krvi prikupljeni su na dan dijagnosticiranja akutne
pluéne embolije, uz potpisani informirani pristanak bolesnika 1 uz primjenu protokola
Deklaracije iz Helsinkija iz 1975. godine koja je uskladena s etickim standardom revizije u
Tokiju 1983. godine. Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo KB Dubrava. Ispitanici su

praceni 30 dana, prema preporukama za dijagnozu i lijecenje pluéne embolije Europskog

kardioloskog drustva (126).

Eticko povjerenstvo Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu odobrilo je koriStenje
podataka genotipizacije 91 zdravih, nesrodnih dobrovoljnih darivatelja krvi iz istog
zemljopisnog podrucja, koji u osobnoj i obiteljskoj anamnezi nisu imali tromboembolijskih
epizoda. | ovi su ispitanici, u kontrolnoj populacijskoj skupini, potpisali izjavu informiranog
pristanka. Bolesnici i ispitanici kontrolne skupine bili su usporedive dobi i spola. U obje su
skupine prikupljeni detaljni anamnestic¢ki podaci: dob, spol, stil zivota ispitanika, druge bolesti,
tromboti¢ke bolesti u bolesnika, i u obitelji. Ostali anamnesti¢ki podaci odnosili su se na
podatke vezane za trudnodu, uzimanje oralne kontracepcije, ponavljane epizode pluéne

embolije, nadomjesnog hormonskog lije¢enja i imobilizacije.

3. 2. Metode

3. 2. 1. Uzorkovanje krvi i izdvajanje genomske DNA

Svim ispitanicima, bolesnicima i kontrolnoj skupini, uzet je uzorak periferne krvi u volumenu
od 8,5 mL sa suhim antikoagulansom K2EDTA (dikalij etilendiamintetraoctena kiselina).
Genomska DNA izdvojena je iz pune krvi koriStenjem komercijalno dostupnog kompleta
kemikalija QIAamp DNA Blood Mini QIAcube kit (QiagenGmbH, Hilden, Njemacka) i
instrumenta QlAcube.

Instrument QIAcube (QiagenGmbH, Hilden, Njemacka) je robotska radna stanica za
automatizirano izdvajanje nukleinskih kiselina iz bioloskog materijala (puna krv, plazma,
kultura stanica i dr.). Izdvajanje se provodi standardnim komercijalnim kompletima kemikalija
QIAgen na kolonama (silika-gel membrane), prema protokolima proizvodaca. U naSem je
istrazivanju za izdvajanje DNA koristeno 200 uL pune krvi. Lizirajué¢im puferom (AL) stanice

pune krvi se liziraju, a pH 1 ionska jakost lizata sprecavaju vezanje interferirajucih tvari na
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membranu (proteini, lipidi, polisaharidi). Proteolizom se, koriStenjem proteinaze K, uklanjaju
proteini koji bi mogli ometati reakciju PCR. Genomska DNA se iz liziranog uzorka adsorbira
na gel membranu kolone QIAamp spin koristenjem apsolutnog etanola. DNA vezana na
membranu prociS¢ava se dvostrukim ispiranjem s puferima (AW 1 1 AW2) te eluira s membrane
s 200 uL pufera za eluciju (AE). Izdvojena genomska DNA je visokog stupnja Cistoce. Proces
automatizirane izolacije DNA za 12 uzoraka koristenjem instrumenta QIAcube traje 90 minuta.
Izvojena DNA koriStena je u za genotipizaciju, u reakcijama lanCane reakcije polimerazom

(PCR, od engl. Polymerase Chain Reaction).

3.2. 2. Genotipiziranje gena MTHFR C677T (rs1801133) i A1298C
(rs1801131)

Za genotipiziranje dva izabrana polimorfizma gena MTHFR koristena je patentirana tehnologija
TagMan Assays - SNP Genotyping (Thermo Fisher Scientific) koja se temelji na razlikovanju
alela temeljem jacine fluorescentnog signala u stvarnom vremenu (QPCR, od engl. Quantitative
Polymerase Chain Reaction), koristenjem instrumenta AB7500. Za odredivanje genotipa
povezanog s polimorfizmom rs1801133 koristen je komplet TagMan C_1202883 20, dok je za
odredivanje genotipa povezanog s polimorfizmom rs1801131 koristen komplet TagMan
C 850486 _20. Uvjeti reakcije umnaZzanja kojima su odredeni genotipovi odvijao se u skladu s

naputkom proizvodaca (Tablica 3).

Tablica 3. Uvjeti reakcija genotipiziranja TagMan.

Uvjeti gPCR Temperatura | Vrijeme
Aktiviranje enzima AmpErase™ Uracil N-Glycosylase 50°C 2 min.
Aktiviranje AmpliTaq Gold polimeraze 95°C 10 min.
40 ciklusa umnaZanja
Denaturacija 95°C 15 sek.
Vezanje pocetnica i produljenje lanaca 60°C 1 min.

U reakcijama umnazanja u stvarnom vremenu koristi se dvostruko oznacena fluorescentna
proba TagMan: na 5" kraju je vezana emitirajuca boja (engl. ,, Reporter ), ana 3" kraju se nalazi
prigusivac boje (engl. ,, Quencher ). Tijekom umnazanja dolazi do hibridizacije probe za ciljni
slijed DNA po nacelu komplementarnosti, te njezine razgradnje koja ovisi o 5'-
3’egzonukleaznoj aktivnosti Taqg DNA polimeraze. Zbog toga se boje na 5”1 3" krajevima proba
odvajaju 1 ponistava se prigusivanje emisije. Signal fluorescencije se normalizira u odnosu na
intenzitet emisije referentne boje (pasivna referenca) koja se nalazi u reakcijskoj smijesi.
Amplifikacijska krivulja prikazuje promjenu snage signala fluorescencije u odnosu na ciklus

umnazanja. Prag amplifikacijske krivulje ¢ine pocetni ciklusi umnaZzanja u kojima ne dolazi do
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znaajne promjene u snazi signala fluorescencije. Detekcija signala iznad praga rezultat je
umnazanja ciljnog odsjecka. Vrijednost Ct (od engl. Treshold Cycle) prikazuje odsjecak ciklusa
u kojem intenzitet fluorescencije prelazi intenzitet zadanog praga. Tehnologija umnazanja u
stvarnom vremenu je visoko automatizirana: snaga fluorescencije se mjeri kontinuirano, a

racunalni program podatke prikazuje slikovno i1 brojevima, numericki.

U ovom istrazivanju koriSten je test diskriminacije alela (AD, od engl. Allele Discrimination),
odnosno test zavrSne toCke nakon umnazanja qPCR. U ovoj se analizi koriste dvije
fluorescentne probe TagMan koje omeduju ciljni slijed u kojem se nalazi polimorfizam. Svaka
proba TagMan sastoji se od obiljezavajuce boje VIC (od engl. Victoria) na 5' kraju probe za
alel 1 1 obiljezavajuc¢e boje FAM (5(6)-karboksifluorescein) na 5' kraju probe za alel 2.
Znacajno povecanje intenziteta signala FAM ili VIC upucuje na veci udio veznih mjesta za
pojedinu probu, $to ukazuje na homozigote. Nepostojanje komplementarnosti u samo jednom
nukleotidu izmedu probe i ciljnog slijeda smanjuje ucinkovitost hibridizacije i broj molekula

obiljeZavajuce boje koja se odvaja od probe. Ovo upucuje na heterozigotnost (Tablica 5).

Tablica 5. Snaga fluorescencije u odnosu na genotip.

Znacajan porast Upucuje na
Fluorescencija samo boje VIC Homozigot za alel 1
Fluorescencija samo boje FAM Homozigot za alel 2

Fluorescencija obje boje Heterozigot

Signal fluorescencije za svaki uzorak graficki se prikazuje na nacin da se to¢no odrede tri
moguca genotipa (homozigot tipa 1, heterozigot 1/2, homozigot tipa 2). Na osi x prikazani su
uzorci umnoZzenog alela 1 (oznaceni crvenom bojom), a na osi y uzorci s alelom 2 (oznaceni
plavom bojom). Uzorci heterozigota (kombinacija 1/2) smjeSteni su na sredini grafa (oznaceni
zelenom bojom). Uzorak negativne kontrole (amplifikacija bez ciljnog slijeda) prikazan je kao

crni kvadrati¢ na dnu lijeve strane grafa (Slika 6).

27



Allelic Discrimination Plot

Plot Seningsﬁi -
SNP Assay. [MTHFR A1298C « Apply Call: |Undetermined +~
Plot Type: |Cartesian «
’ . - - . —
DEYEE = 2 !
Allelic Discrimination Plot
| | |
.\ \ !
| | |
b4 \ \
20 1® \ \
X o |
[ J }
|
| e
[ J
24
[ |
| o
\ @
| d
"I N
= )
[ [
| .J“ | |
\ [ ] [
1.4 I ‘ ‘
|
|
| |
| |
09 ‘ f ‘
‘ | i
| |
\ 1
[ I 1
‘ ‘ .O.” i
[ Y !
| I ;
| |
‘0.3 0.8 ‘ 13 ‘1,8 23 28 33 3.3‘
W
Legend
W vy oMM
*WIiM XUndetermined

Slika 6. Diskriminacija alela za rs1801131 ispisana ra¢unalnim programom instrumenta ABI
Prism 7500.

3. 2. 3. Genotipizacija ABO metodom PCR-SSP

Za genotipiziranje ABO koristena je metoda PCR-SSP (164), koja je modificirana u laboratoriju
Odjela za molekularnu dijagnostiku Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu. PCR je
enzimatska lan¢ana reakcija umnazanja ciljnog slijeda DNA uporabom enzima DNA
polimeraza in vitro, u ciklusima denaturacije, vezanja pocetnih oligonukleotida (pocetnica)

(Tablica 6) i produljenja lanaca, zbog ¢ega se ciljni slijed DNA umnaza u velikom broju kopija.
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Tablica 6. Pocetnice koriStene za umnazanje alela ABO.

Redni broj
Alel Pocetnice Slijed pocetnica reakcije i veli¢ina
odsjecka
0l-r 5'-aTaTat ATG GCA AAC ACA GTT AAC CCA AGT-3'
ot 0l-a 5'-tTaaGT GGA AGG ATG TCC TCG TcG TA-3' 1/134
01-b 5'-TaaGT GGA AGG ATG TCC TCG TcG TG-3' 2/133
02-r 5'-aGT GGA CGT GGA CAT GGAGTT CC-3'
02 02-a 5'-tC GAC CCC CCG AAG AAgCT- 3 3/194
02-b 5'-CC GAC CCC CCG AAG AAg CC- 3' 4/193
B-r 5'- aGT GGA CGT GGA CAT GGAGTT CC-3'
B B-a 5'-atC GAC CCC CCG AAG AgC G- 3' 5/195
B-b 5'-CC GAC CCC CCG AAG AgC C-3' 6/194
A2-r 5'-ggG TGT GAT TTG AGG TGG GGA C-3'
A? A2-a 5.9AG GCG GTC CGG AAg CG- 3 7/169
A2-b 5'- gAG GCG GTC CGG AAC aCG- 3' 8/170
PK1 HGH-a 5-TGC CTT CCCAACCATTCCCTTA-3 PK/434
PK2 HGH-b 5-CCACTC ACG GATTTC TGT TGT GTT TC- 3'

Preduvjet za izvodenje reakcije je poznavanje slijeda nukleotida rubnih dijelova odsjecka DNA
koji se Zeli umnoziti, na temelju kojeg se konstruiraju pocetnice, te postojanje barem jedne
pocetne molekule DNA koja u reakciji ima ulogu predloska za lanac u nastajanju. Metoda PCR-
SSP zasniva se na nemoguénosti Taq polimeraze da popravi neslaganje (engl. mismatch) u
jednoj bazi na 3" kraju DNA podetnice §to za posljedicu ima neproduljivanje lanca. Dakle, kada
je nukleotid na 3’ kraju pocetnice komplementaran slijedu na kraju alela, do¢i ¢e do umnazanja
slijeda. Kada 3’ nukleotid pocetnice nije komplementaran predlosku, ne¢e do¢i do umnaZanja
slijeda, ili ¢e se umnoziti u vrlo malom broju kopija.

Svim ispitanicima odredeni su glavni aleli ABO: i, i%2, I*1, 1*? i IB landanom reakcijom
polimeraze, uz uporabu osam parova oligonukleotidnih pocetnica specificnih za odredene
sljedove DNA pojedinih alela ABO, u osam paralelnih reakcija PCR (Tablica 6).

Reakcija PCR-SSP odvijala se pod sljede¢im uvjetima: denaturacija DNA na 96°C 2 min; 5
ciklusa: 96°C 25 sek, 70°C 50 sek i 72°C 45 sek, 25 ciklusa: 96°C 25 sek, 65°C 50 sek i 72°C
45 sek; 10 ciklusa: 96°C 25 sek, 61°C 50 sek i 72°C 45 sek. U svakoj reakciji SSP istodobno je
napravljena amplifikacija odsjeCka gena za hormon rasta Covjeka (engl. Human Growth
Hormone - HGH) koji je koristen kao pozitivna kontrola (PK). Nakon umnazanja, detekcija
umnozenih odsjecaka PCR-SSP napravljena je elektroforezom u 1,5% gelu agaroze, uz
prisustvo etidij bromida (AL-Labortechnik, Austrija), pri naponu od 60-100 V na instrumentu
ORIGINS, ElchromScientific (ORIGIN, Svicarska). Oéekivana veli¢ina umnoZenog odsjecka

PCR usporedena je s vrpcama standarda DNA koji je putovao pod istim uvjetima. U radu je
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koriSten molekularni biljeg od 100 pb. Nakon zavrsene elektroforeze, gel je izlozen UV-svjetlu
transiluminatora valne duljine 254 nm, pri ¢emu su se specifi¢éni umnozeni ulomci DNA vidjeli
kao narancaste vrpce, koje su dokumentirane digitalnom kamerom. Dobivene kombinacije alel-
specifi¢ne reakcije PCR (prisutnost ili odsutnost umnozene DNA-vrpce za pojedini alel ABO)
ocitane su iz Tablice 7. Aleli ABO i pripadaju¢i genotipovi imenovani su u skladu s

prihva¢enom nomenklaturom (48).

Tablica 7. Tablica za o¢itavanje genotipova ABO.

BROJ
REAKCIJE 1 2 3 4 5 6 7 8
Veh"m(%g)d“e"ka 134 | 133 | 194 | 193 | 195 | 194 | 172 | 173 | GENOTIP/FENOTIP
. 1 |non| ~, | non non| ., [nhon
Specifi¢nost @) ot @) 0?2 B B A A2
Nazo¢nost signala Genotip | Fenotip
+ - - + - + - + olo! 0
PoloZzaj S LA I - + - + 0'0? O
1-pozitivan L A S S N R o'B B
(0Y) + |+ -+ -+ -]+ o!A!l A
+ + - + - + + + OlA2 A
o - + + - - + - + 020? o)
3P°1‘.’Z.a1 -+ - s+ -] 0’B B
-p(()(zjlét;van -+ 4] -+ -+ 0?Al A
- + |+ |+ - + |+ |+ O%A? A
Polozaj - + - - + - - + BB B
5-pozitivan S I I I N S I I A'B AB
(B) - + - + |+ |+ |+ |+ A’B AB
Polozaji - + - + - + - + A'A A
2/4/6 pozitivni T B R e I I AlA? A
(non OY/0O?%B) N VR R I R BRI T A2 A

3.2.4. Troponin |

Troponin | (cTnl, engl. Cardiac Troponin I) odreden je iz plazme uzete u epruvetu s
antikoagulansom, litij heparinom, kemiluminiscentnom metodom i koriStenjem analizatora
Beckman-CoulterDx1 600 (Access hsTnl Beckman-Coulter, Miami, SAD). Metoda odredivanja
Access hsTnl je dvodijelni imunokemijski test (tzv. sendvi¢). Monoklonska anti-cTnl
protutijela vezana na alkalnu fosfatazu dodaju se u reakcijsku posudicu (engl. reaction vessel)
s puferom i uzorkom. Nakon kratke inkubacije dodaju se paramagnetske Cestice obloZene
monoklonskim protutijelima anti-cTnl. Paramagnetske Cestice magnetiziraju u prisustvu

magnetskog polja i poja¢avaju vezanje molekula. Troponin I veze se na protutijela anti-cTnl na
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krutoj fazi, dok konjugat anti cTnl-protutijela i alkalne fosfataze reagira s razliitim
antigenskim mjestima na molekulama troponina I. Nakon inkubacije u reakcijskoj posudici,
nevezani materijali se ispiru, a vezani ostaju na krutoj fazi u magnetskom polju. Nakon toga
dodaje se kemiluminiscentni supstrat Sto dovodi do stvaranja svjetla koje se mjeri
luminometrom. Stvaranje svjetla izravno je proporcionalno koncentraciji troponina I u uzorku.
Koli¢ina analita u uzorku odreduje se na temelju pohranjene kalibracijske krivulje sastavljene
od nekoliko to¢aka. Za mjerni postupak se kalibracija provodi u sedam tocaka (pribliznih
vrijednosti: 0, 30, 144, 567, 2293, 9280 i 27000 ng/L). Metoda je standardizirana prema
internom standardu proizvodaca, dobivenom KkoriStenjem prociS¢enog materijala. Linearne
vrijednosti mjerenja ovom metodom su u rasponu 2,3-27000 ng/L, mjerno podrucje od 1,7-
27027 ng/L, granica otkrivanja je 1,7 ng/L, a analiti¢ka osjetljivost 2,3 ng/L.

3. 2. 5. N-terminalni odsjecak mozZdanog natrijuretskog pro-peptida (NT-
proBNP)

N-terminalni odsje¢ak mozdanog natrijuretskog pro-peptida u serumu odreden je
kemiluminiscentnom imunokemijskom metodom CMIA (CMIA, od engl. Chemiluminescent
Microparticle Immunoassay), koristenjem instrumenta Abbott Architect i1000SR (Abbott
Laboratories, Abbott Park, SAD). Test se odvija u dva koraka. Uzorak se najprije mijesa s
paramagnetskim mikrocesticama koje su obavijene biotinom obiljezenim protutijelima anti-
NT-proBNP. NT-proBNP iz uzorka bolesnika veze se na ovako obiljezene mikrocestice, te se
nakon ispiranja dodaju monoklonska protutijela miSa, anti-NT-proBNP, konjugirana s
akridinom. U ovu se reakcijsku smjesu, nakon ispiranja, dodaju otopine Pre-Trigger i Trigger.
Intenzitet kemiluminescentne reakcije koja potom nastaje mjeri se u relativnim jedinicama
svjetla (RLU, od engl. Relative Light Units), a NT-proBNP iz uzorka bolesnika izravno je
proporcionalan broju jedinica RLU. Kalibratori NT-proBNP za Architect sljedivi su prema
internom referentnom standardu proizvodaca kemikalija, sukladno dokumentu CLSI EP28-
A3c. Kalibracija se provodi u Sest to¢aka. Raspon kalibracije je od 0 do 41000 pg/mL, odnosno,
kalibratori sadrze navedene koncentracije rekombinantnog NT-proBNP; 0 pg/mL, 120 pg/mL,
220 pg/mL, 345 pg/mL, 4100 pg/mL, 41000 pg/mL. Mjerno podrucje je od 8,2 do 35000
pg/mL, granica otkrivanja je 4,2 pg/mL, a analiticka osjetljivost 8,2 pg/mL.

3. 3. Analiza podataka

Baza podataka temeljena na podacima dobivenim pracenjem bolesnika postavljena je u sustavu

SQLite, koji se  koristi za upravljanje  relacijskim  bazama = podataka
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(https://www.sglite.org/index.html). Podaci dobiveni prebrojavanjem opisani su kao brojevi i
postotci, a podaci dobiveni mjerenjem opisani su kao minimum, prvi kvartil (Q1), medijan,
tre¢i kvartil (Q3), maksimum, aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD). U grafickom
prikazu koriStena je metoda box-and-whisker koja se koristi za usporedbu razli¢itih skupina u
odnosu na izmjerene parametre. Njezina prednost je $§to moze istodobno prikazati pojedinacne
originalne podatke (kao tocke), u kombinaciji s opisom strukture podataka. Box-and-whisker
za opis strukture koristi sljede¢e podatke: minimum, prvi kvartil, medijan, tre¢i kvartil i

maksimum.

Podaci dobiveni prebrojavanjem analizirani su testom hi-kvadrat (engl. Chi-square Test), a
razlike izmedu skupina, u odnosu na podatke dobivene mjerenjem, s Mann-Whitney U-testom.
Ovaj test spada u skupinu neparametrijskih testova, to jest, moze se Koristiti za analizu podataka
koji ne slijede idealiziranu normalnu distribuciju, $to je vrlo Cesta situacija u primijenjenim
istrazivanjima. Svi primjenjeni testovi bili su dvosmjerni, a P-vrijednosti su smatrane statistic¢ki

znacajnima ukoliko su bile manje ili jednake 0,05.

Multivarijatna analiza podataka obavljena je uporabom dvije skupine programa strojnoga
ucenja. Prvu skupinu predstavlja program rpart koji ispitanike razvrstava u podskupine prema
iznosu omjera rizika (engl. Hazard Ratio, HR). HR se najjednostavnije moze shvatiti kao
relativni rizik umiranja, to jest, kolika je vjerojatnost da ¢e ispitanik koji je prezivio od pocetka
studije umrijeti u narednom vremenskom periodu. Program rpart koristi omjer hazarda dvije
skupine za izrazavanje rezultata i njime se prikazuje omjer hazarda izmedu definirane
podskupine i svih ispitanika u studiji. Omjer hazarda za sve ispitanike jest 1, a svi ostali hazardi
su izrazeni u odnosu na taj broj. Konacni rezultat programa rpart je stablo prezivljenja (engl.
Survival Tree), u kojem je polazna skupina ispitanika razvrstana u podskupine. Podskupine su
unutar sebe maksimalno homogene, a izmedu sebe se maksimalno razlikuju. Smatra se da je
stablo prezivljenja ispravno oblikovano ako jasno razdvaja ispitanike U tri podskupine:

niskorizi¢ne, srednjerizicne 1 visokorizi¢ne.

Najveca prednost algoritma rpart je Sto se rezultat moze prikazati kao stablo prezivljenja, Sto
omogucuje vizualnu analizu meduodnosa ¢imbenika rizika. Tri su osnovne prednosti ovoga

pristupa:
1. Vizualna analiza je manje apstraktna u odnosu na ¢isto brojcane podatke;

2. Varijable su jasno poslozene u 0dnosu na vaznosti; sto je varijabla blize vrhu stabla to

je njezino znacenje vece;
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3. Stablo prezivljenja omogucuje identifikaciju nelinearnog odnosa varijabli, kao i njihovu

mogucu interakciju.
Stablo prezivljenja ima tri komponente:

1. Cvorovi koji predstavljaju varijable na osnovu kojih se donosi odluka, pa se zato
nazivaju i ¢vorovi odluke. Cvor na vrhu stabla predstavlja polazni ¢vor i on je pocetna

toc¢ka analize.

2. Od c¢vorova odluke vode lijeva i desna grana koje ispitanike iz ¢vora razvrstavaju u
podskupine, po odredenom kriteriju. Na ovaj se nacin stvaraju dvije podskupine
ispitanika, koji su razvrstani u ¢vorove odluke koji se maksimalno razlikuju u odnosu

na omjer rizika, a unutar sebe su maksimalno moguée homogene.

3. Rastavljanje ¢vora u podskupine nastavlja se, sve dok se uspijeva dodatno povecati
razlika izmedu podskupina. Ukoliko to nije moguce, analiza u odredenom cvoru

zavr$ava i on se smatra zavr$nim ¢vorom ili listom.

Stablom prezivljenja Se rezultat u zavr$nim ¢vorovima ili listovima izrazava kao omjer rizika -
relativni rizik od umiranja izraZzen brojem. Pri tome je potrebno naglasiti da se HR za

identificirane rizi¢ne podskupine izrazava u odnosu na sve ispitanike u studiji koji imaju HR 1.
Prilikom interpretacije stabla prezivljenja posebnu paznju treba obratiti na dvije ¢injenice:

1. Stablo prezivljenja predstavlja uvid u informacijski sadrzaj varijabli. Uz oprezno
tumacenje moZe ponuditi vrijedan uvid u meduodnos parametara oboljenja.

2. Brojcane vrijednosti navedene u granama stabla ne smatraju se ,,normalnim* ili
,patoloski promijenjenim* vrijednostima varijable ¢vora odluke od kojega grane vode.

Stablo treba sagledati kao cjelinu prilikom razvrstavanja ispitanika.

U drugoj skupini programa koristenih u multivarijatnoj analizi bili su JRIP, PART i J48. To su
metode strojnoga ucenja koje se koriste za rjeSavanje klasifikacijskoga problema, to jest
zadataka u kojima treba naci razliku izmedu dvije ili viSe skupina na osnovu jedne ili viSe
varijabli. JRIP i PART izrazavaju rezultat kao skup pravila, na temelju kojih se ispitanike
razvrstava u podskupine na osnovu varijabli koristenih u pravilima, pri ¢emu JRIP daje prednost
manjoj skupini, $to je vrlo korisno u primjerima kada se podskupine znacajno razlikuju s
obzirom na veli¢inu. Nasuprot tome, PART daje prednost vecoj skupini. Zbog toga je korisno
koristiti oba klasifikacijska programa, pri ¢emu rezultati analiza ne moraju dati istovjetan

rezultat. Klasifikator J48 je srodan programu PART, a izrazava rezultat na vizualan nacin kao
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stablo odluke koje opisuje algoritam kojim se postize rjeSenje klasifikacijskoga problema. Svi
navedeni programi dio su standardne metodologije strojnoga ucenja i Cesto se koriste u

istrazivac¢kome radu.

Rezultat klasifikatora JRIP, PART i J48 se obi¢no izrazava kao to¢nost, to jest postotak
ispravno razvrstanih jedinki/ispitanika. Koristan dodatak je kappa-statistika, koja ukazuje na
korisnost dobivenoga rjeSenja, a predstavlja oblik koeficijenta korelacije. Vrijednost kappa-
statistike se moze kretati u rasponu od -1 do 1, pri ¢emu vrijednost 1 predstavlja savrSenu

podudarnost izmedu stvarnoga stanja i postupka kojim se obavlja klasifikacija (165-167).
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4. REZULTATI
4. 1. Demografski podaci

U istrazivanje su bila ukljuc¢ena 74 ispitanika, 37 (50%) zena 1 37 (50%) muskaraca, s akutnom
pluénom embolijom, u rasponu od 38 do 75 godina. Prosje¢na zivotna dob Zena bila je 58,2
godine, a muskaraca 59,7 godina. Najmlada bolesnica imala je 39, a najstarija 75 godina.
Najmladi bolesnik imao je 38, a najstariji 75 godina. Razlika u dobi izmedu zena i muskaraca
ukljucenih u studiju nije bila statisti¢ki znacajna (Mann-Whitney U-test, P = 0,581) (Tablica
8).

Od 74 ispitanika s akutnom plu¢nom embolijom preZivjelo je 67 ispitanika, a sedam ih je umrlo,
ito dvije Zene 1 pet muskaraca. Razlika u dobi izmedu prezivjelih i umrlih ispitanika statisti¢ki
je znacajna (Mann-Whitney U-test, P = 0,021); umrli ispitanici su prosje¢no 9,6 godina stariji

od prezivjelih ispitanika (Tablica 8).

Tablica 8. Raspodjela ispitanika s PE u odnosu na spol, dob i ishod bolesti.

(ch)D;itr)Ie) N | X | Medijan | Minimum | Maksimum | Q1 | Q3 | SD vrije;)nost*
Svi 74 | 59,0 60,5 38,0 75,0 53,0 | 68,0 | 10,74

ispitanici
Zene 37 | 58,2 60,0 39,0 75,0 47,0 | 67,0 | 11,26

Muskarci | 37 | 59,7 62,0 38,0 75,0 54,0 | 68,0 | 10,30 0,581
Zivi 67 | 58,0 59,0 38,0 75,0 48,0 | 67,0 | 10,79
Umrli 7 | 67,6 70,0 59,0 74,0 64,0 | 72,0 | 535 0,021

* Mann-Whitney U-test

Nije bilo razlike u smrtnosti izmedu muskaraca i zena (XZ = 1,420, df = 1, P = 0,233). Ovdje
treba uzeti u obzir da je broj umrlih ispitanika bio malen. Treba uociti da je relativni rizik
umiranja muskaraca 2,5 puta vec¢i u odnosu na Zene, ali se zbog veli€ine uzorka ne moze donijeti

definitivni zaklju¢ak o spolu kao ¢imbeniku rizika za smrtan ishod (Tablica 9).

Tablica 9. Raspodjela prezivjelih i umrlih ispitanika prema spolu.

Spol Zivi Umrli Ukupno
Zenski 35 (52,24%) 2 (28,57%) 37 %% 1,420
Muski 32 (47,76%) 5 (71,43%) 37 ; (if0:2133
Ukupno 67 7 74 ’
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Analizirani su antropometrijski podaci ispitanika (visina, tjelesna masa, indeks tjelesne mase).
Prosjecna visina ispitanika iznosila je 173,3 cm (raspon 155 cm-192 cm). Prosjecna tjelesna
masa bila je 88 kg (raspon 54 kg-150 kg). Prosje¢ni indeks tjelesne mase (ITM) bio je 29,8
kg/m? (18,7-46,3 kg/m?). Usporedbom antropometrijskih parametara prezivjelih i umrlih
ispitanika nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na visinu (P-vrijednost = 0,853),
masu (P-vrijednost = 0,230) i indeks tjelesne mase (ITM) (P-vrijednost = 0,561) (Tablica 10).

Tablica 10. Antropometrijski parametri ispitanika.

Varijabla N | X |Medijan|Minimum{Maksimum{ Q1 | Q3 |SD vrijeI:Dd-nost

Visina (cm) 74 173,3| 170,0 155,0 192,0 |168,0|180,0(8,13| 0,853
Tjelesna masa (kg)| 74 189,8| 88,0 54,0 150,0 78,0 | 100,0 (18,61 0,230

ITM (kg/m?) | 74(29,8| 29,0 18,7 46,3 27,1 | 31,9 |5,28| 0,561

4. 2. Klinicki podaci: Prezivljenje bolesnika u odnosu na
komorbiditete

Objedinjeni klinicki podaci i njihov znacaj za ishod bolesti (smrt-prezivljenje) prikazani su u
Tablici 11. Od 74 ispitanika s PE ukljucenih u istrazivanje, 28 (37,8%) je imalo zlo¢udnu bolest,
cetvero je preminulo. Iako je zlo¢udna bolest ¢imbenik rizika za pojavnost pluéne embolije,
nije se pokazala statisti¢ki zna¢ajnom u odnosu na prezivljenje (3® = 1,22, df = 1, P = 0,264).
Arterijsku hipertenziju imala su 44 ispitanika s PE (59,5%), od kojih je Sest preminulo.
Arterijska hipertenzija nije pokazana kao statisti¢ki zna¢ajna u odnosu na prezivljenje (%% =
2,21, df = 1, P-vrijednost = 0,131). Se¢ernu bolest imalo je 15 ispitanika s PE (20,3%); dvoje
je preminulo. Razlika u ishodu u odnosu na Se¢ernu bolest nije pokazana kao statisti¢ki znacajna
(2= 0.32, df = 1, P-vrijednost = 0,566). Sedam ispitanika s PE (9,50%) imalo je fibrilaciju
atrija, koja je rizini ¢imbenik za pojavnost pluéne embolije. Medutim, razlika u ishodu (smrt-
prezivljenje) u odnosu na fibrilaciju atrija nije statisti¢ki zna¢ajna (3= 3,29, df = 1, P-vrijednost
=0,071). Od sedam ispitanika s PE koji su u anamnezi imali fibrilaciju atrija, dvoje je umrlo.
Sest ispitanika s PE imalo je kroni¢nu bolest bubrega (8,10%), dvoje je preminulo. Razlika u
ishodu u odnosu na kroni¢nu bolest bubrega je statisticki znac¢ajna (XZ = 4,30, df =1, P = 0,043).
Sedam ispitanika s PE imalo je kroni¢no zatajenje srca (9,5%), jedan ispitanik je preminuo.
lako je kroni¢no zatajenje srca ¢imbenik rizika umiranja od pluéne embolije, razlika u ishodu
nije statisticki znacajna (X2 = 0,21, df =1, P = 0,654). Kroni¢nu bolest pluca imalo je 12
ispitanika s PE (16,20%), preminuo je jedan ispitanik. lako je kroni¢na bolest plu¢a ¢imbenik

rizika umiranja od PE, razlika u ishodu nije statisti¢ki zna¢ajna (3 = 0,02, df =1, P = 0,882).
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Nepokretno je bilo sedam ispitanika s PE (9,50%), dvoje je preminulo. lako je nepokretnost

¢imbenik rizika za pojavnost plu¢ne embolije nije se pokazala statisticki zna¢ajnom u odnosu

na prezivljenje (x2 = 3,29, df =1, P = 0,072), u ovoj skupini bolesnika.

Tablica 11. Prezivljenje ispitanika s PE u odnosu na komorbiditete.

PREZIVLJENJE U ODNOSU NA
KOMORBIDITETE
Ishod Da Ne

] Zivi 24 (85,71%) 43 (93,48%) 21,22

Z‘ggl“eg:‘a Umrli 4 (14,29%) 3(6,52%) St
Ukupno 28 (37,8%) 46 (62,2%) P =0,264

N Zivi 38 (86,36%) 29 (96,67%) v% 2,21

hf;;ﬁgﬁz‘fj"a Ui 6 (13.64%) 1(3,33%) df=1
Ukupno 44 (59,50%) 30 (40,5%) P=0,131

Seéerna Zivi_ 13 (86,67%) 54 (91,53%) ¥? 0,32

bolest Umrli 2 (13,33%) 5 (8,47%) df=1
Ukupno 15 (20,3%) 59 (79,70%) P = 0,566

L Zivi 5 (71,43%) 62 (92,54%) 23,29

F'gﬁ'?‘;”a Umnrli 2 (28,57%) 5 (7,46%) (o
) Ukupno 7 (9,50%) 67 (90,50%) P=0,071

Kroni¢na Zivi 4 (66,67%) 63 (92,65%) %% 4,30

bolest Umrli 2 (33,33%) 5 (7,35%) df=1
bubrega Ukupno 6 (8,10%) 68 (91,90%) P =0,043

Kroni¢no Zivi 6 (85,71%) 61 (91,04%) v20,21

zatajenje Umrli 1 (14,29%) 6 (8,96%) df=1
srca Ukupno 7 (9,5%) 67 (90,5%) P =0,654

Kroni¢na Zivi 11 (91,67%) 56 (90,32%) %% 0,02

bolest Umrli 1 (8,33%) 6 (9,68%) df=1
pluéa Ukupno 12 (16,20%) 62 (83,80%) P =0,882

Zivi 5 (71,43%) 62 (92,54%) v23,29

Nepokretnost Umrli 2 (28,57%) 5 (7,46%) df=1
Ukupno 7 (9,50%) 67 (90,50%) P =0,072

4. 3. Prezivljenje bolesnika u odnosu na parametar PESI

Indeks tezine plu¢ne embolije (PESI) je alat kojim se procjenjuje rizik od smrti unutar 30 dana.
Na temelju visine izraunatog rizika, bolesnici se razvrstavaju u jedan od pet razreda (Tablica
12). U razredu I (vrlo niski rizik) bilo je 20 (27,0%) ispitanika i svi su prezivjeli. U razredu II
(niski rizik) bilo je 18 (24,3%) ispitanika i svi su prezivjeli. U razredu Il (srednji rizik) bilo je
19 (25,7%) ispitanika s PE. Umrla su Cetiri (21,05%) ispitanika. U razredu 1V (visok rizik) bilo
je 11 (14,9%) ispitanika, jedan je preminuo (9,09%). U razredu V (vrlo visok rizik) bilo je Sest
(8,1%) ispitanika od kojih je dvoje umrlo (33,33%). Razlika u prezivljenju u odnosu na razrede

PESI statisti¢ki je znacajna (2 = 10,94, df = 4, P-vrijednost = 0,027) (Tablica 12).
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Tablica 12. Ishod bolesti u odnosu na PESI.

PESI razred Ishod N
Zivi 20 (100,00%)
I Umrli 0 (0,00)
Ukupno 20 (27,0%)
Zivi 18 (100,00%)
1 Umrli 0 (0,00%)
Ukupno 18 (24,30%) )
Zivi | 15(78,95%) koo
n Umrli 4 (21,05%) P =0,027
Ukupno 19 (25,70%)
Zivi 10 (90,91%)
v Umrli 1 (9,09%)
Ukupno 11 (14,9%)
Zivi 4 (66,67%)
\Y Umrli 2 (33,33%)
Ukupno 6 (8,1%)

4. 4. Laboratorijski nalazi

Rezultati deskriptivne statistike dobiveni na temelju laboratorijskih nalaza ispitanika u odnosu
na prezivljenje prikazani su u Tablici 13. Statisti¢ki znacajna razlika u ishodu bolesti u odnosu
na parametre krvne slike utvrdena je za leukocite (10%/L) (P-vrijednost = 0,013) i za prosjecni
obujam trombocita u krvi (MPV) (f/L) (P-vrijednost = 0,016) (Tablica 13 i Slika 7).

Statisticki znacajna razlika u odnosu na ishod bolesti pokazana je i za parametre funkcije
bubrega: ureju (P = <0,001), kreatinin (P = 0,009) i eGFR (P = 0,023) (Tablica 13, Slike 8 9).
Statisticki znacajna razlika u odnosu na ishod bolesti utvrdena je za glukozu u krvi (GUK) (P
= 0,006) (Slika 9). Statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na ishod bolesti pokazana je za
parametre funkcije jetre: aspartat-aminotransferazu (AST) (P = 0,006) i gama-
glutamiltransferazu (GGT) (P = 0,037) (Slika 10). Nije utvrdena statistiCka znacajnost za
alanin-aminotransferazu (ALT), alkalnu-fosfatazu (ALP), bilirubin, kolesterol, lipoprotein
visoke gusto¢e (HDL), lipoprotein niske gustoce (LDL) i trigliceride. Statisti¢ki znacajna
razlika u odnosu na ishod bolesti pokazana je za parametre koagulacijskog sustava: D-dimere
(P =0,043) i PV (P =0,038) (Slika 11), a nije pokazana za APTV i fibrinogen. Za parametre
funkcije srca, troponin | i NT-proBNP, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na
ishod bolesti (Tablica 13).
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Tablica 13. Znacajnost razlika vrijednosti laboratorijskih nalaza ispitanika s PE, u odnosu na

ishod bolesti.
czz > X § é é — [52] [a) .kg
= g = 2 o o 7 o '§
> = s g
Ureja (mmol/L) 74 7 6,4 2,1 20,7 5 8 3,06 <0,001
Leukociti (10%/L) 74 12 10,8 4 26,1 9,2 14,9 4,52 0,013
Eritrociti (102/L) 74 4,6 4,6 2,4 6 4,3 4,9 0,6 0,375
Hemoglobin (g/L) 74 134,3 137 73 170 122 148 17,27 0,189
RDW (%) 68 14,6 13,7 | 118 | 21,9 13,1 15,2 2,21 0,113
Trombociti (109/L) 74 257,2 | 2335 | 124 726 198 287 93,1 0,346
MPV (f/L) 68 8,3 8,3 6,5 10,2 7,7 9 0,89 0,016
CRP (mg/L) 74 70,5 30,6 1,3 | 3859 9,8 97,8 87,2 0,733
Kreatinin (umol/L) 74 88,1 82,5 28 190 66 99 32,76 0,009
Glukoza (mmol/L) 72 8,5 7,3 4 22,4 6,1 9,3 3,69 0,006
HbAlc (%) 11 6,4 6,1 54 7,6 5,8 7,2 0,75 1,000
AST (U/L) 70 52,4 25 13 1368 18 41 161,66 0,006
ALT (U/L) 70 46 24 7 730 17 44 93,16 0,332
GGT (U/L) 60 92,5 36 9 1662 24 64,5 228,18 0,037
ALP (U/L) 59 117,4 78 33 1205 66 103 167,57 0,196
Kalij (mmol/L) 74 4,2 4,2 3,2 5,6 3,9 4.4 0,46 0,904
Natrij (mmol/L) 73 138,7 138 128 160 136 141 4,12 0,217
Bilirubin (umol/L) 40 16,9 14 48 104,3 8,7 19 16,03 0,241
Kolesterol (mmol/L) 33 46 4.7 2,2 6,7 4 54 1,12 1,000
LDL-kolesterol (mmol/L) 22 10,5 2,8 0,5 173 1,7 3,3 36,32 1,000
HDL-kolesterol (mmol/L) 22 2,1 1,1 0,4 25 0,8 1,2 5,12 1,000
Trigliceridi (mmol/L) 33 1,6 1,6 0,5 3,7 1 1,8 0,72 1,000
D-dimeri (mg/L) 73 34 4,3 0,7 54 2,1 4.4 1,3 0,043
PV (% aktivnosti) 74 92,8 94 37 134 86 104 18,36 0,038
APTV (s) 36 26,4 26 19 45 235 28 5,25 0,488
Fibrinogen (g/L) 31 4.4 4,1 2,3 7,9 3,5 5 1,37 1,000
Troponin I (ng/L) 73 1254 | 304 0 2029,3 6,4 98,5 292,05 0,171
NT-proBNP (pg/mL) 74 | 2461,7 | 717 | 42,6 | 35000 | 156,3 | 1770,1 | 5611,58 | 0,970
Sa02 (%) 74 93 94,2 | 67,3 99 91,3 97 5,56 0,114
eGFR (mL/min/1,73m?) 68 79,1 80,8 26 143,1 | 61,3 95,8 25,56 0,023

* Mann-Whitney U-test za izracun razlika u odnosu na ishod bolesti.
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40



200

180

160

140

120

100

AST (UIL)

80

60

40

20

Slika 10. Znacajnost razlika u vrijednosti AST i GGT u odnosu na ishod bolesti.

P =0.006

Prezivjeli

Umrli

D-dimeri (mg/L FEU)
w

P=0.043

Slika 11. Znacajnost razlika vrijednosti D-dimera i PV u odnosu na ishod bolesti.

Prezivjeli

Umrli

GGT (UL)

PV (% aktivnosti)

800

700

600

500

400

300

200

100

P=0.037

Prezivjeli

Umrli

140
P=0.038
120 aa
'ﬁ N
100 }?"‘j
80 *
al -
wla 4
80 ° T
40 A
20
0
Prezivjeli Umrli

41

a Median
[]25%-75%

T Non-Outiier Range
a Raw Data

o Outliers

+ Extremes

o Median
[125%-75%

T MNon-Outiier Range
s Raw Data

o Outiiers

« Extremes



4. 5. Sustav ABO i polimorfizam gena MTHFR u odnosu na
obolijevanje od PE i ishod bolesti

4.5. 1. Genotip ABO

Na temelju analiza napravljenih metodom PCR-SSP (Slike 12-14) odredeni su genotipovi ABO
koji su prikazani u tablici 14. U odnosu na genotip ABO, raspodjela kontrolnih ispitanika i
oboljelih od PE nije statisticki znagajno razli¢ita, (x> = 7,90 df = 10, a P-vrijednost = 0,649)
(Tablica 14). Razlika u ishodu (smrt-prezivljenje) u skupini oboljelih od PE, u odnosu na
genotip ABO, nije statisti¢ki znacajna (y? = 4,76, df = 9, P-vrijednost = 0,858) (Tablica 15).

Slika 12. Genotipizacija krvne grupe A (1*1141): Metoda PCR-SSP, 1,5% gel agaroze. Linije:
2-133 pb, 4-193 pb, 6-194 pb, 8-173 pb. Linije 1, 3, 51 7: pozitivna interna kontrola-434 pb.
Linija 10-molekularni biljeg 100 pb.
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134 133 195 172 173

Slika 13. Genotipizacija krvne grupe A (i°!1*%): Metoda PCR-SSP, 1,5% gel agaroze. Linije:
1-134 pb, 2-133 pb, 4-193 pb, 6-194 pb, 7-172 pb, 8-173 pb. Linije 3 i 5: pozitivna interna
kontrola-434 pb. Linija 10-molekularni biljeg 100 pb.

Slika 14. Genotipizacija krvne grupe O (i°%i%) i A (i°1AY):

Lijevo: Krvna grupa O, genotip i°%i%. Metoda PCR-SSP, 1,5% gel agaroze. Linije: 1-134 pb,
4-193 pb, 6-194 pb, 8-173 pb. Linije: 2, 3, 5, 7: pozitivna interna kontrola-434 pb. Linija 10-
molekularni biljeg 100 pb.

Desno: Krvna grupa A, genotip i®*1*!. Metoda PCR-SSP, 1,5% gel agaroze. Linije: 1-134 pb,
2-133 pb, 4-193 pb, 6-194 pb, 8-173 pb. Linije 3, 51 7: pozitivna interna kontrola-434 pb.
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Tablica 14. Razdioba genotipova ABO izmedu zdravih i bolesnih ispitanika.

Genotip ABO Zdravi Bolesni Ukupno

jOT]A 23 (25,27%) 16 (21,62%) 39

|AL|B 6 (6,59%) 9 (12,16%) 15

jO1|B 20 (21,98%) 13 (17,57%) 33

0Lj02 5 (5,49%) 4 (5,41%) 9

jOTjOL 26 (28,57%) 20 (27,03%) 46 127,90

|AT|AL 5 (5,49%) 5 (6,76%) 10 10
HE 1 (1,10%) 2 (2,70%) 3

jO1]A2 3 (3,30%) 1 (1,35%) 4 P=0,649

j02]AT 1 (1,10%) 1 (1,35%) 2

1A2|B 1 (1,10%) 0 (0,00%) 1

|AT|AZ 0 (0,00%) 3 (4,05%) 3

Ukupno 91 74 165
Tablica 15. Prezivljenje bolesnika u odnosu na genotip ABO.
Genotip ABO Zivi Umrli Ukupno

1818 2 (2,99%) 0 (0,00%) 2

jotjo1 17 (25,37%) 3 (42,86%) 20

j01;02 3 (4,48%) 1 (14,29%) 4 ¥% 4,76
jo1|B 11 (16,42%) 2 (28,57%) 13 oo
|ALJAL 5 (7,46%) 0 (0,00%) 5

e 9 (13,43%) 0 (0,00%) 9 P=0,858
[O1]AL 15 (22,39%) 1 (14,29%) 16

|AL|A2 3 (4,48%) 0 (0,00%) 3

|02|AL 1 (1,49%) 0 (0,00%) 1

|01)A2 1 (1,49%) 0 (0,00%)

Ukupno 67 7 74

4. 5. 2. Fenotip sustava ABO

Raspodjela kontrolnih ispitanika i oboljelih od PE nije statistic¢ki zna¢ajno razli¢ita, u odnosu
na fenotip ABO (2= 1,02, df = 3, a P-vrijednost = 0,796) (Tablica 16). Razlika u ishodu (smrt-
prezivljenje) u skupini oboljelih od PE, u odnosu na fenotip ABO, nije statisticki znacajna (y?

= 3,615, df = 3, P-vrijednost = 0,306) (Tablica 17).
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Tablica 16. Razdioba svih ispitanika u odnosu na fenotip ABO.

ABO fenotip Zdravi Bolesni Ukupno
A 32 (35,16%) 26 (35,14%) 58 ,
AB 7 (7,69%) 9 (12,16%) 16 x f1:’032
B 21 (23,08%) 15 (20,27%) 36 P = 0,796
o) 31 (34,07%) 24 (32,43%) 55
Ukupno 91 74 165
Tablica 17. Prezivljenje u odnosu na fenotip ABO.
ABO fenotip Zivi Umrli Ukupno
A 25 (37,31%) 1 (14,29%) 26 ,
B 13 (19,40%) 2 (28,57%) 15 x f3:6§5
AB 9 (13,43%) 0 (0,00%) 9 P = 0.306
o) 20 (29,85%) 4 (57,14%) 24
Ukupno 67 7 74

4.5. 3. Polimorfizam rs1801133 i rs1801131

Raspodjela kontrolnih ispitanika i oboljelih od PE statisticki nije znacajno razli¢ita, u odnosu

na genotipove rs1801133 (x2= 0,54, df = 2, a P-vrijednost = 0,760) (Tablica 18). Raspodijela

kontrolnih ispitanika i oboljelih od PE u odnosu na genotipove rs1801131 nije statisticki

znadajna (3= 1,33, df = 2, a P-vrijednost = 0,514) (Tablica 19).

Tablica 18. Razdioba zdravih i bolesnih ispitanika u odnosu na polimorfizam rs1801133.

rs1801133 Zdravi Bolesni Ukupno
CC 40 (43,96%) 34 (45,95%) 74
CT 39 (43,96%) 28 (37,84%) 67
1T 12 (13,19%) 12 (16,22%) 24
Ukupno 91 74 165

720,54
df =2
P =0,760

Tablica 19. Razdioba zdravih i bolesnih ispitanika u odnosu na polimorfizam rs1801131.

rs1801131 Zdravi Bolesni Ukupno
CcC 10 (10,99%) 6 (8,11%) 16
AA 40 (43,96%) 39 (52,70%) 79
AC 41 (45,05%) 29 (39,19%) 70
Ukupno 91 74 165

XZ 1,33
df=2
P=0,514

Razlika u ishodu (smrt-prezivljenje) u skupini oboljelih od PE, u odnosu na genotipove
rs1801133, nije statisticki znacajna (x2= 0,08, df = 2, P-vrijednost iznosi 0,958) (Tablica 20),
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a nije statisticki znacajna niti u odnosu na genotipove rs1801131 (y? = 1,85, df =2, P-vrijednost
je 0,396) (Tablica 21).

Tablica 20. Razdioba ispitanika s PE u odnosu na polimorfizam rs1801133, prema prezivljenju.

rs1801133 Zivi Umrli Ukupno
cC 31 (46,27%) 3 (42,86%) 34 20,08
CT 25 (37,31%) 3 (42,86%) 28 ’fjf =
TT 11 (16,42%) 1 (14,29%) 12 P = 0958
Ukupno 67 7 74 ’

Tablica 21. Razdioba ispitanika s PE u odnosu na polimorfizam rs1801131, prema prezivljenju.

rs1801131 Zivi Umrli Ukupno
AA 37 (55,22%) 2 (28,57%) 39 21 g5
AC 25 (37,31%) 4 (57,14%) 29 ’fj F
cC 5 (7,46%) 1 (14,29%) 6 P = 0.396
Ukupno 67 7 74 ’

Iz rezultata kombinacije polimorfizama rs1801133 i rs1801131 vidljivo je da su kombinacije
genotipova rs1801133CC/rs1801131AC i rs1801133CT/rs1801131AC najucestalije u skupini
ispitanika s PE  (48,28%), dok rs1801133CT/rs1801131CC i
rs1801133TT/rs1801131CC nije imao niti jedan ispitanik s PE (Tablica 22). Kombinacije alela
s najveéim rs1801131CC/rs1801133CT i
rs1801131CC/rs1801133TT imaju ekstremnu distribuciju, tj. O (siva polja u tablici 22). Naime,

ispitanici koji pripadaju ovim kombinacijama bi trebali biti podjednako rasporedeni po

kombinacije

rizikom  za  pojavnost  PE,

redovima i stupcima, ali ovdje to nije tako. Razlika u raspodjeli oboljelih od PE u odnosu na
kombinaciju genotipova vezanih uz polimorfizme rs1801133 i rs1801131 statistic¢ki je znacajna
(x% = 15,196, df = 4, P = 0,004) (Tablica 22).

46



Tablica 22. Razdioba ispitanika s PE u odnosu na kombinacije genotipova vezanih uz

polimorfizme rs1801133 i rs1801131.

rs1801133 CC | rs1801133CT | rs1801133 TT | Ukupno
14 (3500%) | 14 (35,90%) | 11 (28,11%) 39

rel801131 AA [0/ 14]* [3/11]* [0/11* | [3/36]*
14 (48.28%) | 14(4828%) | 1 (3,45%) 29

FIBOLISIAC | 15 127+ [0/ 14]* [1/0]* | [3/26]
6 (100,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 6

rs1801131 CC [1/5]* [0/0]* [0/0]* [1/5]*
Ukaomg 34 28 12 74

P [3/31] * [3/25]* [L/11* | [7/67]*

xz 15,196
df =4
P =0,004

* omjer umrli / prezivjeli

4. 6. Multivarijatna analiza rizi¢nih c¢imbenika uporabom
programa rpart

Uporabom algoritma rpart, implementiranog u programskom jeziku R (verzija 3.4.3), analiziran

je utjecaj genotipa ABO i biokemijskih parametara na smrtnost bolesnika tijekom 30 dana. Ovaj

okvir vremena je najCeS¢e koriSteno razdoblje za analizu rizika povezanog s akutnim

kardiovaskularnim oboljenjima (124).

Slika 15 prikazuje hijerarhiju varijabli po vaznosti: 1. D-dimeri; 2. protrombinsko vrijeme (PV);

3. genotip ABO; 4. NT-proBNP; 5. fenotip ABO; 6. troponin |. Prve tri varijable imaju najvecu

informacijsku vaznost. To se vidi po tome Sto ih algoritam rpart koristi za izgradnju stabla

prezivljenja (Slika 16), dok ostale varijable iskljucuje.
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Slika 15. Vaznost varijabli u odnosu na njihov utjecaj na omjer rizika (HR).

Stablo prezivljenja, prikazano na slici 16, treba tumaciti na slijedeci nacin:

1. Polazni ¢vor ima 74 ispitanika, od kojih je sedam umrlo tijekom 30 dana. Njihov HR je
1.

2. Od polaznog ¢vora vode dvije grane koje za razvrstavanje 74 bolesnika koriste D-
dimere. Lijeva grana koristi vrijednosti D-dimera manje od 4,1 mg/L. Od 33 ispitanika
(45%) u zavrsnom listu do kojeg vodi ova grana nitko ne umire i ovi ispitanici imaju
izuzetno nizak HR, samo 0,23. Desna grana, koja koristi vrijednost D-dimera vecu ili
jednaku 4,1 mg/L, vodi do ¢vora koji obuhvaéa 41 ispitanika (55%), od kojih je sedam
umrlo. HR ispitanika objedinjenih u ovome ¢voru iznosi 1,7.

3. Od drugog ¢vora odluke vode dvije grane, izvedene na temelju genotipa ABO. Na
temelju ove dvije grane, skupina od 41 ispitanika je dodatno razvrstana u dvije
podskupine.
Lijeva grana temelji se na genotipovima I*1IAL 14118 [BIB {91142 yodi do zavrinoga lista
koji obuhvaca 12 (16%) ispitanika, od kojih niti jedan nije umro. Njihov HR je 0,46 Sto
znaci da su to ispitanici s niskim rizikom umiranja.
Desna grana temelji se na genotipovima i%M1AL, {918, 901 {0192 { yodi do trecega Evora
odluke u kojem je obuhvaceno 29 ispitanika (39%), od kojih je sedam umrlo. Njihov
HR je 2,3 §to znaci da ovi bolesnici imaju visok rizik od umiranja.

4. Od tre¢ega ¢vora odluke vode dvije grane koje koriste vrijednost protrombinskog

vremena (PV). Lijeva grana zasniva se na PV > 87%, te vodi do zavr$noga lista koji
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obuhvaca 19 bolesnika (26%), od kojih je dvoje umrlo. Njihov HR je 1,1 §to ukazuje da
su to ispitanici sa srednjim rizikom umiranja. Desna grana, s PV < 87%, vodi do
zavrs$noga lista koji obuhvaca 10 ispitanika (14%) od kojih je pet umrlo. Njihov HR je

3,4, Sto znaci da ovi bolesnici predstavljaju izrazito rizi¢nu skupinu za smrtan ishod.

1 |
7174
l 100% I

D-dimeri < 4,1 D-dimeri >= 4,1

I
1,7

7/41

55%

ABO genotip ABO genotip
A1A1, A1B, BB, O1A2 01A1, 01B, 0101, 0102

PV >=87 PV < 87
0,23 0,46 1.1
0/33 0/12 2/19
45% 16% 26%

Slika 16. Stablo prezivljenja izradeno uporabom algoritma rpart prikazuje podskupine s

maksimalnom razlikom u omjeru rizika (HR).

Dobiveni rezultati jasno ukazuju da se programom rpart moze, na osnovu biokemijskih
parametara i genotipa ABO, ispitanike razvrstati u tri prognosticke podskupine s obzirom na
prezivljenje od PE. Ovakva snaga razvrstavanja odlika je uspjeSnog prognostickog sustava. Po
poloZaju u stablu prezivljenja vidi se da najveci informacijski sadrzaj ima koncentracija D-

dimera, potom genotip ABO, te PV.

4. 7. Analiza op¢ih ¢imbenika mortaliteta uporabom klasifikatora
JRIP i PART

Napravljena je i dodatna analiza ¢imbenika mortaliteta tijekom 30 dana, uporabom
klasifikacijskih programa JRIP i PART. Oni se razlikuju od prethodno uporabljenoga programa
rpart po tome Sto ne analiziraju HR, koji prati dinamiku umiranja u vremenu, ve¢ samo

razvrstavaju ispitanike u prezivjele i umrle. Program JRIP je specifi¢an po tome $t0 poseban
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naglasak stavlja na ispravno razvrstavanje ispitanika manje skupine. To je pogodno za nasu
studiju, u kojoj je broj umrlih bio malen (sedam umrlih), pa je bitno utvrditi koji su ¢imbenici
povezani s ovom podskupinom. Program PART je srodan programu JRIP, ali ne daje prednost
manjoj podskupini. Rezultati PART mogu se, osim kao pravila, izraziti i u obliku stabla odluke,

Sto omogucauje interpretaciju rezultata slikom. Ovu verziju algoritma PART nazivamo J48.
Klasifikator JRIP stvara samo dva pravila za razvrstavanje ispitanika u prezivjele i umrle:

1. Ako je ureja > 8,1 mmol/L i AST > 26 U/L onda ispitanik umire. Ovo pravilo izdvaja
10 ispitanika od kojih je sedam doista umrlo.
2. Ispitanici koji nisu obuhvacéeni prvim pravilom sigurno prezivljavaju. Ovo pravilo

obuhvaca 64 prezivjela ispitanika.
Tocnost klasifikatora JRIP je 95,9% s kappa-statistikom od 0,80.
Klasifikator PART je identificirao Cetiri pravila, ¢ija je hijerarhija sljedeca:

1. Ako je ureja < 8 mmol/L, nema umiranja. Ovo pravilo obuhvaca 56 ispitanika i svi su
pravilno razvrstani.

2. Ako je AST manji ili jednak 25 U/L, nema umiranja. Ovo pravilo obuhvaca osam
ispitanika i svi su pravilno razvrstani.

3. Ako je koncentracija D-dimera> 2,7 mg/L ispitanici umiru. Ovo pravilo obuhvaéa osam
ispitanika, od kojih sedam doista umire, a jedan je neispravno razvrstan u skupinu
umrlih.

4. Ako je koncentracija D-dimera < 2,7 mg/L nema umiranja. Ovo pravilo obuhvaéa dva

pravilno razvrstana ispitanika.

Tocnost Klasifikatora PART je 98,6% i samo je jedan ispitanik pogresno razvrstan, to jest jedan
prezivjeli ispitanik je razvrstan u skupinu umrlih. Kappa-statistika klasifikatora PART je 0,93.

Pravila klasifikatora PART mogu se prikazati kao stablo odluke koje je prikazano na slici 17.
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Slika 17. Identifikacija ¢imbenika povezanih s mortalitetom tijekom 30 dana uporabom
klasifikatora PART.

4. 7. 1. Utjecaj polimorfizama gena MTHFR na mortalitet tijekom 30 dana
Klasifikacijskim programom PART mozZe se pokazati povezanost polimorfizma gena za

MTHFR s ishodom bolesti. PART identificira Cetiri pravila koja imaju sljede¢i redoslijed:

1. Ako je eGFR > 40,6 mL/min/1,73m?i rs1801131 = AA nema umiranja. Od 36 bolesnika
obuhvacenih ovim pravilom nitko nije umro, $to znaci da su pravilno razvrstani.

2. Akojers1801131=ACirs1801133 = CT nema umiranja. Od 14 ispitanika obuhvacenih
ovim pravilom, 13 nije umrlo. Jedan je ispitanik umro.

3. AKo jers1801133 = CC i NT-proBNP > 111,4 pg/mL nema umiranja. Od 18 ispitanika
obuhvacenih ovim pravilom, 17 nije umrlo. Jedan je ispitanik umro.

4. lspitanici koji nisu obuhvaceni ovim pravilima umiru (6,0 / 1,0). Od Sest ispitanika

obuhvacenih ovim pravilom pet je doista umrlo, a jedan je prezivio.

Tocnost navedenih pravila je 95,9%. Samo su tri bolesnika pogre$no razvrstana. Dva umrla
bolesnika su razvrstana u skupinu prezivjelih, $to znac¢i da PART uspjesno predvida umiranje
za pet od sedam umrlih. Jedan prezivjeli bolesnik je razvrstan u skupinu umrlih, §to znaci da

program uspjesno predvida za 64 od 65 prezivjelih.
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5. RASPRAVA

Plué¢na embolija je akutni kardiovaskularni dogadaj s visokom ranom stopom smrtnosti koja se,
unato¢ napretku u dijagnostici i lijecenju tijekom posljednjih 30 godina, nije znacajno
promijenila. Pluéna embolija je posljedica interakcija brojnih ¢imbenika rizika. Trenutno
poznati nasljedni rizi¢ni ¢imbenici odnose se na ne-OO genotipove ABO, polimorfizme gena
za protrombin G20210A (¢imbenik I1) i gena za ¢imbenik V (60-62). Steceni ¢imbenici rizika
ukljuuju dob, debljinu, pusenje, alkohol, oralne kontraceptive, nadomjesno hormonsko
lije¢enje, osobnu anamnezu venskih tromboembolija, zlo¢udnu bolest, nepokretnost, zatajenje

srca ili diSnog sustava (88,168).

Rezultati studija o utjecaju nasljednih ¢imbenika rizika za pojavnost PE, kao $to su na primjer
polimorfizmi gena za MTHFR, proturje¢ni su (169-172). Ray i suradnici proveli su meta-
analizu 31 objavljene studije (4901 ispitanik s VTE i 7886 kontrola) u razdoblju od 1990. do
2001. godine, kojima se istrazivala povezanost polimorfizma rs1801133 s rizikom pojavnosti
venskih tromboembolija (173). Zakljucili su da je ucestalost homozigota rs1801133 TT bila
nesto visa u ispitanika s VTE (14,3%) u odnosu na kontrolne ispitanike (11,7%). Meta-analizom
koja je obuhvatila 24 studije (2339 ispitanika s VTE) provedene u kineskoj populaciji
zakljuceno je da specifi¢ni genotipovi vezani uz polimorfizam rs1801133 povecavaju rizik od
venskih tromboembolijskih incidenata (T vs C: OR = 1,48, 95% CI=1,32-1,67; CT vs CC: OR
=1,33,95% Cl =1,11-1,60; TT vs CC: OR = 2,11, 95% CI = 1,79-2,48; TT+CT vs CC: OR =
1,53,95% CI1 =1,28-1,84; TT vs CT + CC: OR = 1,83, 95% CI = 1,59-2,11) (174).

U ovom podruc¢ju medicine su, osim navedenih, provedene mnogobrojne meta-analize
uporabom razli¢itih kriterija: (a) 99 studija o povezanosti polimorfizama rs1801133 i
rs1801131 s pojavnoscu venskih tromboembolija (duboka venska tromboza i PE); (b) 97 studija
na 30650 ispitanika u kojima je istrazena povezanost polimorfizma rs1801133 s rizikom od
nastanka VTE; (c) 19 studija na 5658 ispitanika kojima je istrazena povezanost polimorfizma
rs1801131 s rizikom nastanka VTE; (d) 11 studija o povezanosti polimorfizama rs1801133 i
rs1801131 s pojavnoscu PE. Zakljuceno je da genotip CC vezan uz polimorfizam rs1801131
moze povecati rizik od pojave PE u pojedinim etnickim skupinama, dok je genotip TT vezan uz
polimorfizam rs1801133 predlozen kao ¢imbenik rizika za razvoj duboke venske tromboze i

PE u bijelaca, te u stanovnika isto¢ne 1 zapadne Azije (175).

Nase istrazivanje provedeno je na skupini od 74 ispitanika s PE, pri ¢emu je kao kontrola

koristena skupina od 91 zdravih dobrovoljnih darivatelja krvi, bez koagulacijskih poremecaja.
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Svrha kontrolne skupine je bila identifikacija ¢imbenika rizika definiranih u hipotezi i ciljevima
istrazivanja, za pojavu bolesti. U skupini od 74 ispitanika s PE analizirani su ¢imbenici rizika
umiranja tijekom 30 dana, $to je standardni vremenski okvir. Kao klasi¢ni primjeri bodovnih
sustava za predvidanje mortaliteta mogu se navesti EuroSCORE 1 PESI (176,177). Ovaj dio

istrazivanja ima prirodu prospektivne studije.

Osnovni problem u analizi ¢imbenika rizika umiranja, u naSem istrazivanju, je mali broj umrlih
ispitanika (sedam preminulih ispitanika, odnosno 9,46%). Zbog toga se klasi¢ne statisticke
metode ne mogu upotrijebiti; nemaju dovoljnu snagu za razlikovanje podskupina. Zbog toga je
naglasak u analizi podataka stavljen na analizu prezivljenja metodama strojnog ucenja kojima
se, za razliku od klasi¢ne statistike, mogu identificirati varijable bitne za opis jako male
podskupine (svega dva ispitanika) (165-167). Ovaj se pristup zasniva na algoritamskoj teoriji
informacija, prema kojoj je najbolja mjera informacijskoga sadrzaja nekog skupa podataka
najmanji algoritam koji taj skup opisuje dovoljno dobro, po odredenome kriteriju. Ovaj pristup
nema ranije navedeno ograni¢enje, to jest, omoguéuje donoSenje zakljucka o ¢imbenicima
rizika na uzorku koji je znatno manji od veli¢ine uzorka koji se obraduje metodama klasi¢ne

statistike, koje se rutinski koriste u analizi genskih polimorfizama.

Svi analizirani podaci podijeljeni su u Cetiri podskupine, zbog lakSe organizacije i interpretacije:
demografski podaci, klini¢ki podaci, laboratorijski podaci te analizirani biljezi: polimorfizmi

rs1801133 i rs1801131, genotipovi i fenotipovi ABO.

5. 1. Plu¢na embolija i genotipovi rs1801131 i rs1801133

Svim ispitanicima u skupini s PE i u kontrolnoj skupini odredeni su genotipovi s obzirom na
polimorfizme rs1801133 i rs1801131, kako bi se utvrdilo postoji li statisticki zna¢ajna razlika
u njihovoj zastupljenosti. Uporabom testa hi-kvadrat nije dokazana statisticki znacajna razlika.
Moze se zakljuciti da je prevalencija genotipova vezanih uz polimorfizame rs1801133 i
rs1801131 gotovo jednaka u skupini bolesnih i zdravih ispitanika (P = 0,760 i P = 0,514; Tablice
18 i 19). Statisticka razlika u odnosu na prezivljenje i genotipove vezane uz polimorfizme
rs1801133 i rs1801131 takoder nije znacajna, kada se svaki polimorfizam analizira zasebno (P
=0,9581P =0,396; Tablice 20 i 21). Zbog toga se ovi polimorfizmi, zasebno, ne mogu povezati
s ishodom PE. Medutim kada se analizira kombinacija genotipova vezanih uz ove polimorfizme
u odnosu na pojavnost PE, postaje razvidno da kombinacije polimorfizama
rs1801133CT/rs1801131CC i rs1801133TT/rs1801131CC, koje nose najveéi rizik za pojavu
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PE (40), nije imao niti jedan ispitanik s PE (Tablica 22). Multivarijatna analiza nije izdvojila

polimorfizme rs1801133 i rs1801131 kao varijable sa znac¢ajnim informacijskim sadrzajem.

5. 2. Plu¢na embolija i sustav ABO
Ugestalost pet osnovnih alela u hrvatskoj populaciji je slijedeéa: i°t- 0,62, %% - 0,025, I*1- 0,21,
1A2-0,035i IB- 0,11. Ukoliko rezultate usporedimo s drugim europskim narodima tada, prema

ulestalosti alela I, pripadamo istoku Europe (178).

Analiza rizika na temelju genskih analiza je popularan pristup stvaranja moguéih modela
predvidanja pojavnosti bolesti. Ipak, postoji konsenzus o tome koji polimorfizmi trebaju biti
istrazeni kako bi se pravilno procijenila povezanost lokusa ABO s rizikom od nastanka PE
(179).

Morelli i suradnici su u studiji na 474 ispitanika s VTE zaklju¢ili da nositelji alela 1*! i 12 imaju
dva puta povecan rizik (OR 2,0; 95% granice pouzdanosti 1,4-2,8) od duboke venske tromboze
(180). Dodatno su pokazali da ne-O polimorfizmi snazno utjeCu na pojavnost tromboze U
nositelja polimorfizma za ¢imbenik zgruSavanja V (180). Meta-analizom 21 studije o
povezanosti genotipova ABO i venskih tromboembolija, zakljueno je da kombinacije alela

IAHAL 1ALB 5 1B1B imaju najvedi rizik za pojavnost VTE (60).

Tirado i suradnici proucavali su utjecaj krvnih grupa ABO i ¢imbenika V111 (FVI11) na nastanak
venskih tromboembolija u 250 ispitanika (181). Zakljucili su da su ne-O krvne grupe i visoka
vrijednost FVIII, u kombinaciji s alelom I*!, nezavisni ¢imbenici rizika za pojavnost VTE
(181).

Rezultati naSeg istraZivanja nisu pokazali statisti¢ki znacajnu razliku u razdiobi genotipova
ABO izmedu ispitanika s PE i zdravih ispitanika; prevalencija je gotovo jednaka u skupini
bolesnih i zdravih ispitanika (Tablica 14, P = 0,649). Nije dokazana niti statisticki znacajna
razlika ucestalosti genotipova ABO izmedu prezivjelih i umrlih ispitanika s PE (Tablica 15, P

= 0,858).

5. 3. Znacaj D-dimera, genotipa ABO i PV u odnosu na metodu
analize

Dobiveni rezultati upuéuju da se univarijatnom analizom ¢imbenika rizika ne moze dobiti
nedvosmislen uvid u njihovu eventualnu povezanost sa smrtnim ishodom. Zbog toga je poseban

naglasak u nasem istrazivanju stavljen na multivarijatnu analizu, uporabom metoda strojnoga

54



ucenja. Ovakva analiza temelji se na interakciji varijabli i njihovom nelinearnom odnosu. Zbog

toga je pogodna za identifikaciju i kvantifikaciju ¢imbenika rizika.

U analizi su koriStena dva pristupa. Prvi pristup temeljio se na analizi prezivljenja uporabom
programa rpart, kojim se polazna skupina ispitanika s PE rastavlja u podskupine s maksimalnom
razlikom u odnosu na rizik, a §to se zasniva na kvantifikaciji omjera rizika (HR). Drugi pristup
temeljio se na jednostavnoj Klasifikaciji ispitanika s PE, u umrle i prezivjele tijekom praéenja
kroz 30 dana, uporabom Klasifikacijskih programa PART, JRIP i J48.

Program rpart je jedan od najkvalitetnijih programa za analizu ¢imbenika rizika i prognostic¢kih
parametara u slozenim biomedicinskim studijama. Najve¢a prednost mu je jednostavna
interpretacija rezultata. Ovim su programom izdvojene tri varijable - ¢imbenici rizika povezani
s umiranjem u oboljelih od akutne pluéne embolije: D-dimeri, genotip ABO i protrombinsko
vrijeme (PV). Medutim NT-proBNP, fenotip ABO i troponin I takoder posjeduju odredeni
informacijski sadrzaj (Slika 15).

Informacijski sadrzaj kombinacije D-dimera, genotipa ABO i PV je toliko visok, da su sami
dostatni za opis relativnoga rizika od umiranja. Rezultati su prikazani na slici 16, kao stablo
prezivljenja. Izdvajanje varijabli primjenom ovog programa daje nam jasan uvid u njihovu
vaznost. Opreznim tumacenjem, ovakvo izdvajanje moZe imati prakticni medicinski znacaj
zbog toga $to na smislen nacin opisuje relativan rizik od umiranja. Polozaj varijable u stablu
prezivljenja objasnjava njezin informacijski sadrzaj - $to je varijabla bliza vrhu stabla, to je

njezin informacijski sadrzaj za objasnjenje omjera rizika veci.

Na samom vrhu stabla prezivljenja nalaze se D-dimeri (Slika 16), koji odrazavaju aktivaciju
sustava zgrusavanja krvi i fibrinolize, a nastaju nakon §to plazmin razgradi fibrinski ugrusak
(182). Dugogodisnja klinicka praksa pokazala je da normalne vrijednosti D-dimera mogu, S
velikom sigurnoscu, iskljuciti postojanje PE. Na temelju tih iskustava napravljene su smjernice
I postupnici dijagnosticke obrade bolesnika sa sumnjom na PE, koje se primjenjuju u
svakodnevnom radu s bolesnicima. U dosadasnjim studijama, koncentracija D-dimera
izdvojena je kao prognosticki ¢imbenik umiranja u oboljelih od PE (124,183,184). U naSem
istrazivanju, u skupini ispitanika s PE koji su imali D-dimere manje od 4,1 mg/L, niti jedan
ispitanik nije preminuo (Slika 16). I univarijatnom analizom je pokazana statisticki znacajna
razlika u ishodu bolesti u odnosu na koncentraciju D-dimera (P = 0,043) (Tablica 13 i Slika
11).
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Genotip ABO je druga varijabla izdvojena u stablu prezivljenja (Slika 16). U ispitanika s
vrijedno$éu D-dimera jednakom ili ve¢om od 4,1 mg/L, genotip ABO predstavlja sljedeci
¢imbenik relativnog rizika umiranja. Unutar te podskupine, niti jedan ispitanik koji je bio
nositelj jednog od genotipa: I"M1AL, IALB, BB j {942 nije preminuo, a sedam ispitanika koji su
preminuli imali su jedan od sljede¢ih genotipova: i%HAL, 1B, jOLO1 j {092 (Slika 16).
Univarijatnom analizom nije pokazana statisticki znac¢ajna razlika u ishodu bolesti u odnosu na

genotip ABO (P = 0,858) (Tablica 15).

Ovisno o vrijednosti protrombinskog vremena, kao trece izdvojene varijable, ispitanici se mogu
razvrstati u podskupine srednjeg ili izrazito visokog rizika od umiranja. U dva umrla ispitanika
je vrijednost PV bila jednaka ili ve¢a od 87% (srednji rizik ili HR 1,1), a preostalih pet umrlih
ispitanika imalo je vrijednost PV manju od 87% (visok rizik ili HR 3,4). Univarijatnom
analizom je takoder utvrdena statisticki zna¢ajna razlika u ishodu bolesti u odnosu na PV (P =

0,038) (Tablica 13, Slika 11).

Dosadasnjim je studijama, kojima je istrazena prediktivna vrijednost laboratorijskih
parametara, utvrdeno da PV ima utjecaj na mortalitet u razli¢itim bolestima (185-187). Rezultati
studije na 244 ispitanika s akutnom PE, koji od ranije nisu uzimali antikoagulantne lijekove,
pokazali su da je PV znacajan ¢imbenik rizika umiranja (HR: 1,103, 95% CI: 1,014-1,199, P=
0,022) (188).

5. 4. Znacaj vrijednosti troponina

Odredivanje koncentracije troponina je, zbog visoke osjetljivosti i specifinosti, zlatni standard
u dijagnostici infarkta miokarda. PoviSene vrijednosti troponina nalaze se u 30% do 50%
bolesnika s pluénom embolijom. Troponin izravno ukazuje na nekrozu stanica misic¢a srca koja
je, u PE, posljedica ishemije desne klijetke zbog smanjenja dijastolic¢ke i sistolicke komponente
koronarne opskrbe, uslijed akutnog tlacnog optere¢enja. Smatra se da poviSenje razine
troponina u oboljelih od PE odrazava teZinu klini¢ke slike 1 prvenstveno se koristi za podjelu

bolesnika u podskupine s odredenim rizikom umiranja (145).

U naSem istrazivanju nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu prezivjelih i umrlih
ispitanika s PE u odnosu na koncentraciju troponina | (Tablica 13, P = 0,171). Multivarijatna
analiza izdvaja troponin | kao varijablu odluke, iako u njoj ne nalazi dovoljno visok
informacijski sadrzaj. Rezultati naSeg istraZivanja najvjerojatnije su posljedica malog uzorka,

odnosno malog broja umrlih ispitanika s PE (sedam ispitanika).
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Postoje brojna istrazivanjima kojima se pokuSava odrediti prognosticka vrijednosti troponina u
predvidanju ishoda bolesti. Prospektivnom studijom na 106 ispitanika s PE, pokazano je da je
povisenje razine troponina povezano s pove¢anim mortalitetom (189). Velikom meta-analizom,
kojom se ispitivala razina troponina u 1985 bolesnika s PE, utvrdeno je da je svako povecanje
koncentracije troponina povezano s do peterostrukim povecanjem rizika od umiranja (147).
Meta-analizom koja je ukljucila 10482 ispitanika s PE, utvrdena je povezanost povecane
koncentracija troponina s poveéanim rizikom od rane smrti (OR = 4,33) (190). Rezultati
istrazivanja koje je proveo Janata na 737 bolesnika s PE pokazali su povezanost troponina s
cetverostruko vec¢im rizikom od umiranja tijekom hospitalizacije i trostruko ve¢im rizikom
umiranja u jednogodiSnjem prac¢enju (191). Prema dosadaSnjim analizama, jo$ uvijek nije
moguce jasno utvrditi vrijednost troponina I koja bi pouzdano upucivala na povecani rizik

umiranja u oboljelih od PE.

U bolesnika s akutnom pluénom embolijom, u kojih postoji disfunkcija desne klijetke, povisene
vrijednosti troponina su najpouzdaniji pokazatelj loSe prognoze. U studiji iz 2004. godine

utvrdeno je da je 33% preminulih ispitanika s PE imalo povisene vrijednosti troponina (192).

S druge strane, meta-analiza koju je proveo Jimenez, na svim studijama koje su od 1980. do
2008. godine istrazivale prognosti¢ku vrijednost troponina u PE, nije dokazala povezanost

povisenih vrijednosti troponina i losijeg ishoda bolesti (193).

5. 5. Znacaj NT-proBNP

U naSem istraZivanju nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu prezivjelih i umrlih
ispitanika s PE, u odnosu na koncentraciju NT-proBNP (Tablica 13, P = 0,970). Multivarijatna
analiza izdvaja vrijednost NT-proBNP kao jednu od varijabli odluke, medutim u njoj ne nalazi

dovoljno visok informacijski sadrzaj (Slika 15).

lako se uloga natrijuretskih peptida u bolesnika s akutnom PE istraZivala, brojna pitanja ostala
su otvorena zbog nekonzistentne metodologije u istraZivanjima, relativno malih skupina
ispitanika, vremena u kojima se odredivala koncentracija natrijuretskih peptida i poteskoc¢a u
definiranju pozitivnog, odnosno negativnog nalaza. Veina autora se slaze da poviSene
vrijednosti natrijuretskih peptida mogu biti ¢cimbenik rizika nepovoljnog ishoda u PE (136,139).
Prema rezultatima meta-analize Coutance i suradnika koja je ukljucivala 12 studija (868
ispitanika) poviSene vrijednosti su bile udruzene s povisenim rizikom od umiranja i nastankom
drugih komplikacija bolesti (194). Analiza u 113 ispitanika s PE je pokazala da je povecanje

razine NT-proBNP povezano s deveterostrukim - u hemodinamski nestabilnih bolesnika,
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odnosno Sesterostrukim povecanjem rizika od smrti u hemodinamski stabilnih bolesnika s PE

(195).

5. 6. Znacaj i vrijednost multivarijatne analize

Prema rezultatima naSeg istrazivanja, ne postoji statistiCki znacajna razlika u frekvenciji
fenotipova ABO izmedu zdravih ispitanika i ispitanika s PE (Tablica 16, P = 0,796). Statisticki
znacajna razlika nije nadena niti usporedbom ucestalosti fenotipova ABO izmedu prezivjelih i
umrlih (Tablica 17, P = 0,306). Umrli ispitanici s PE imali su genotipove ABO koji su fenotipski
O i ne-0O, sto nas dovodi do promisljanja da rizik od umiranja ovisi i o drugim ¢imbenicima
rizika. Naime, multivarijatna analiza izdvaja fenotip ABO kao varijablu odluke, medutim u njoj

ne nalazi dovoljno visok informacijski sadrzaj.

Dosadasnja istrazivanja prvenstveno su se orijentirala na ulogu fenotipa ABO u odnosu na
umiranje od pojedinih bolesti, ali rijetka su istrazivanja o utjecaju genotipa ABO na umiranje
oboljelih od PE. Povezanost fenotipova ne-O krvnih grupa s kardiovaskularnom smrtno§éu
moze biti posljedica visih koncentracija vVWF i ¢imbenika VIII (196). U osoba s ne-O krvnim
grupama otkrivene su 25% do 30% vise razine vVWF (197). Pokazalo se da su viSe razine vWF

glavna poveznica s povecanim umiranjem od kardiovaskularnih bolesti (198).

Nelijecena akutna PE povezana je sa znaCajnom stopom umiranja (¢ak 30%), dok je stopa
smrtnosti dijagnosticirane 1 lijeene PE do 8%. Do 10% bolesnika s akutnom PE umire
iznenada. Dva od tri preminula pacijenta umiru unutar dva sata od pocetka bolesti (131,132).
Indeks tezine pluéne embolije (PESI) razvijen je za procjenu rizika umiranja u periodu od 30
dana u bolesnika s akutnom PE, a koristi 11 objektivnih klinickih parametara za procjenu rizika
(124,132). PESI je alat kojim se procjenjuje rizik od smrti unutar 30 dana, a njegova najveca
korist je u tome §to bolesnike, prema klinickim parametrima raspodjeljuje u pet razreda bez
upotrebe dijagnostickih postupaka (132). Razredi I-11 smatraju se razredima niskog rizika od
umiranja, razred Il smatra se razredom srednjeg rizika od umiranja, dok se razredi IV i V
Smatraju razredima visokog rizika od umiranja. Istrazivanja su pokazala da se smrtnost
povecava sa svakim razredom (124,132). U naSem istraZivanju, potvrdena je razlika u
prezivljenju prema razredima PESI. Prezivjeli su svi bolesnici u razredu I-Il, a svi umrli
bolesnici su u razredima Ill, IV i V, §to je u skladu s dosadasnjim istrazivanjima (Tablica 12,
P-vrijednost = 0,027).

58



5. 6. 1. Izdvajanje znacajnih varijabli klasifikacijskim programima PART,
JRIP 1348

Dodatna analiza C¢imbenika rizika umiranja tijekom 30 dana napravljena je uporabom
klasifikacijskih programa PART, JRIP i J48 (Slika 17). Ove se analize razlikuju od analize rpart
po tome $to se ne gleda ucinak varijabli na relativni rizik umiranja izrazen kao omjer rizika
(HR), ve¢ se bolesnici razvrstavaju u prezivjele i umrle. Izdvojeni su slijedeci ¢imbenici: ureja,
AST i D-dimeri. Utvrdili smo da, ukoliko je vrijednost ureje manja ili jednaka 8 mmol/L, niti
jedan bolesnik ne umire. Isti zakljucak vrijedi i za AST, kada je manji ili jednak 25 U/L.
Medutim, ukoliko je ureja veca od 8 mmol/L, AST veci od 25 U/L i D-dimeri ve¢i od 2,7 mg/L
svi bolesnici umiru. Kod koriStenja dobivenih grani¢nih vrijednosti za D-dimere, unutar
klasifikacijskog algoritma, treba biti oprezan zbog toga $to se ne smiju interpretirati odvojeno

od ostatka algoritma.

Ostecena funkcija bubrega ili dehidracija i o$tecena funkcija jetre znacajani su cimbenici rizika
umiranja. Do sada je, kroz nekoliko istrazivanja, zaklju¢eno da stupanj hidracije bolesnika
utjeCe na prezivljenje u razli¢itim bolestima (199-202). Dehidracija smanjuje ukupan volumen
plazme, smanjuje minutni volumen srca i moze promijeniti reologiju krvi (povecanje lokalnog
hematokrita i viskoziteta krvi). Prisutnost dva od tri glavna ¢imbenika rizika Virchowljeve
trijade (promjene u protoku krvi, ozljeda vaskularnog endotela i promjene u koagulabilnosti
krvi) povecava rizik od VTE u nekih dehidriranih bolesnika (203). U nasem je istraZivanju
statisticki znacajna razlika u odnosu na ishod bolesti utvrdena za parametre funkcije bubrega:

ureju (P =< 0,001), kreatinin (P = 0,009) i eGFR (P = 0,023) (Tablica 13, Slike 8 1 9).

Studijama o utjecaju poviSenih vrijednosti enzima jetre na obolijevanje i umiranje u
kardiovaskularnim bolestima, zakljuceno je da su poviseni enzimi jetre, osobito AST, ¢imbenici
rizika obolijevanja i umiranja u kardiovaskularnim bolestima (204-206). Svaki uzrok
disfunkcije desne klijetke mozZe biti povezan s poremecajem funkcije jetre. Primarna
patofiziologija ukljucena u oSte¢enu funkciju jetre je pasivna kongestija, zbog povecanog tlaka
punjenja srca ili niskog minutnog volumena i posljedi¢ne poremecene perfuzije jetre. Pasivna
kongestija jetre, zbog povecanog srediSnjeg venskog tlaka, moze uzrokovati povisenje enzima
jetre. S druge strane, poremecaj perfuzije jetre zbog smanjenog minutnog volumena moze biti
povezan s akutnom hepatocelularnom nekrozom koja za posljedicu ima porast
aminotransferaza u serumu (207,208). U nasem istrazivanju, statisticki znacajna razlika u
odnosu na ishod bolesti utvdena je za dva parametra funkcije jetre: AST (P = 0,006) i GGT (P
=0,037) (Tablica 13 i Slika 10).
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Na temelju svega dvije varijable, ureje i AST, program JRIP s vrlo visokom to¢noscu (95,9%)
odreduje ishod. Medutim, program u umrle svrstava i tri prezivjela bolesnika. Drugi klasifikator
(PART) je u prepoznavanju umrlih ispitanika neznatno bolji, jer ima dodatnu varijablu ,,D-
dimeri* 1 izdvaja samo jednog lazno umrlog bolesnika (Slika 17). To ukazuje da varijabla D-
dimera znacajno povecava specificnost klasifikacije. To se vidi po kappa-statistici koja kod
klasifikatora JRIP iznosi 0,8 dok je kod klasifikatora PART 0,93.

Rezultati dobiveni PART-klasifikatorom, prikazani stablom odluke (Slika 17), pokazuju da
ureja ima najveéi informacijski sadrzaj, potom AST, pa D-dimeri. Pri tome treba ponovno
napomenuti da broj¢ane vrijednosti navedene u ¢vorovima odluke nisu ,,normalne vrijednosti*

za tu varijablu i zbog toga klasifikacijski algoritam treba sagledati u cjelini.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da specifi¢ni genotipovi ABO (i°M1AL, %8,
i1, {9%i92) (Slika 16) predstavljaju negativni prognosticki ¢imbenik u znadajnoj
subpopulaciji ispitanika s PE (40% ispitanika u studiji). Medutim, opce stanje ispitanika je

glavna odrednica prognoze, Sto se moZze zakljuciti na osnovu vrijednosti ureje 1 AST (Slika 17).

Pluéna embolija posljedica je slozenih patofizioloskih procesa u koje su ukljuceni brojni
¢imbenici rizika s kumulativnim djelovanjem. Iako su steceni ¢imbenici rizika naj¢es¢i pokretac

razvoja bolesti, nasljedni ¢imbenici rizika ipak ¢ine predispoziciju koja se ne moze zanemariti.

DonoSenje daljnjih zakljucaka o nasljednim ¢imbenicima rizika u nasoj populaciji zahtijeva
provodenje dodatnih studija na ve¢im skupinama ispitanika, u viSe centara. Na temelju naseg
istrazivanja, mozemo zakljuciti da genotipovi ABO i polimorfizmi rs1801133 i rs 1801131 sami
po sebi nisu dostatni za objasnjenje pojavnosti i rizika od smrti u PE, te ih treba sagledati u
kontekstu drugih ¢imbenika rizika. Klinic¢ka primjena razliitih modela procjene rizika
umiranja u bolesnika s akutnom pluénom embolijom predmetom je brojnih istraZivanja zadnjih
nekoliko godina. Pravovremeno dijagnosticiranje PE odmah bi trebala slijediti to¢na procjena
rizika temeljem koje se donosi odluka 0 modalitetima lijeCenja. Rezultati naseg istrazivanja
upucuju na zakljucak da je u svih bolesnika potrebno odrediti vrijednosti D-dimera, genotip
ABO i PV, u svrhu probira najrizi¢nijih bolesnika. Dodatnu procjenu rizika donosi uvid u

funkciju bubrega kroz vrijednost ureje, te jetre kroz vrijednosti AST.

5. 7. Ogranicenje studije i modela istrazivanja
Ogranicenje naseg istrazivanja vezano je uz relativno malen uzorak ispitanika kojima se nije

odredivala koncentracija homocisteina, s obzirom na to da hiperhomocisteinemija povecava
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rizik od venskih tromboembolijskih incidenata (33,41). Medutim, niti druge studije na ve¢im
uzorcima ispitanika koje su analizirale povezanost polimorfizama gena MTHFR s rizikom za
razvoj VTE nisu, u skladu s nasim rezultatima, pokazale statisticki znacajnu povezanost ovih
polimorfizama i rizika pojavnosti PE. lako su pojedini genotipovi ABO u dosada$njim
studijama dovedeni u vezu s rizikom od PE (61), rezultati naSeg istraZivanja Ovu povezanost
nisu potvrdili. NaSe istrazivanje jasno pokazuje da isklju¢ivo multivarijatna analiza moze
identificirati 1 kvantificirati Cimbenike rizika umiranja u PE, te da treba izbjegavati
zakljucivanje na temelju pojedinacnih varijabli. Ovo je jasno vidljivo na primjeru nepostojanja
povezanosti, kada se genotip ABO (Tablica 15, P = 0,858) analizira univarijatnom analizom,
dok je multivarijatni pristup jasno izdvojio njegov visok informacijski sadrzaj u odnosu na

umiranje oboljelih od PE (Slike 15 i 16).
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6. ZAKLJUCCI

1. Prevalencija genotipova povezanih s polimorfizmima rs11801133 i rs1801131 nije
statisticki znacajno razli¢ita izmedu oboljelih od PE i kontrolne skupine. Skupine
umrlih i prezivjelih se, u odnosu na genotipove vezane uz ove polimorfizme, ne
razlikuju. Genotipovi vezani uz polimorfizme rs11801133 i rs1801131 ne utjecu na
ishod PE. Multivarijatnom analizom je dodatno pokazano da ovi polimorfizmi ne
nose visok informacijski sadrzaj u predvidanju prezivljenja.

2. Genotipovi ABO su podjednako zastupljeni u skupini oboljelih od PE, i u kontrolnoj
skupini. U univarijatnoj analizi, genotip ABO nije znacajan Cimbenik rizika
umiranja. U multivarijatnoj analizi, svi preminuli ispitanici imali su jedan od
sliede¢ih genotipova: i°M1A, {0118, {9101 {91{02{ koncentraciju D-dimera>4,1 mg/L.

3. Svi prezivjeli ispitanici imali su koncentraciju D-dimera < 4,1 mg/L i genotipove
|A1|A1’ |A1|B' [BIB j jOL|A2,

4. lspitanici s protrombinskim vremenom manjim od 87% imaju visok rizik od
umiranja u PE.

5. Povisene razine ureje, AST i D-dimera su opéi pokazatelji rizika umiranja. NT-
proBNP i troponin I nisu statisticki znacajni ¢imbenici rizika umiranja, niti u
univarijatnoj, niti u multivarijatnoj analizi.

6. Prognosticki znacaj genotipova ABO i polimorfizma MTHFR, rs11801133 i
rs1801131, treba sagledati u kontekstu cjelovite klinicke slike oboljelih od PE.
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8. SAZETAK

Plu¢na embolija je, poslije infarkta miokarda i ishemijskog mozdanog udara, tre¢a najcesca
kardiovaskularna bolest. Identifikacija nasljednih i steCenih Cimbenika rizika vazna je u
prevenciji i lijeCenju PE. Iako su genotipovi ABO i polimorfizmi gena za metilentetrahidrofolat
reduktazu u literaturi istaknuti kao moguci Cimbenici rizika, kona¢nih zakljuc¢aka o njihovoj
ulozi u pojavnosti pluéne embolije nema. U ovom istrazivanju, koje je postavljeno kao
prospektivna studija, pracen je ucinak ovih ¢imbenika na sklonost obolijevanju i relativni rizik
umiranja tijekom 30 dana od postavljanja dijagnoze. U univarijatnoj analizi nije pokazano da
sklonost obolijevanju ovisi 0 genotipovima vezanim uz analizirane polimorfizme MTHFR,
rs1801133 i rs1801131, i genotipovima sustava ABO. Uporabom multivarijatne analize
dokazano je da su odredeni genotipovi ABO (i®MA1, {98, {910 {9192) povezani s visokim
porastom relativnog rizika umiranja (omjer hazarda 2,3) ako su D-dimeri > 4,1 mg/L. Zbog
toga je zakljuCeno da oni predstavljaju znacajan prognosticki ¢imbenik. Njihovom
kombinacijom s biokemijskim parametrima: urejom, AST, D-dimerima i protrombinskim
vremenom moze Se izraditi jednostavan, ali u¢inkovit prognosticki sustav. Multivarijatna
analiza nije pokazala utjecaj polimorfizama gena za metilentetrahidrofolat reduktazu na
relativni rizik umiranja od PE. Vrijednosti troponina | i NT-proBNP nemaju prognosti¢ku

vrijednost u odnosu na ishod bolesti.
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9. SUMMARY

Pulmonary embolism is the third most common cardiovascular disease, after myocardial
infarction and ischemic stroke. Identification of hereditary and acquired risk factors is important
for the PE prevention and treatment. Although highlighted in the literature as probable risk
factors, there is no firm conclusion on the role of ABO genotypes and polymorphisms of the
methylenetetrahydrofolate reductase gene for the occurrence of pulmonary embolism. In this
research study, which was designed as a prospective study, their effect on the relative mortality
risk during the period of 30 days following the diagnosis establishement was monitored. In
univariate analysis, genotypes associated with the MTHFR, rs1801133 and rs1801131, and the
ABO system were not shown as risk ractors for the PE ocurrence. The multivariate analysis has
shown an association between certain ABO genotypes (i°%1A1, i%%8, 9191, {°%92) and increased
relative mortality risk (Hazard Ratio 2,3), but only if D-dimers were > 4.1 mg/L. Therefore, it
was concluded that they represent a significant prognostic factor. Their combination with
several biochemical parameters: urea, AST, D-dimers and prothrombin time, has a potential for
creating a simple, but effective prognostic system. Multivariate analysis showed no effect of
methylenetetrahydrofolate reductase gene polymorphisms with respect to relative risk of PE
associated mortality. Troponin I and NT-proBNP were not shown to have a power for predicting

disease outcome.
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