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Uvod

1.UvOD

1.1. Metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR)

Metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) je enzim koji sudjeluje u ciklusu metilacije,
a kodira ga MTHFR gen smjeSten na kratkom kraku 1. kromosoma. Metilentetrahidrofolat
reduktaza katalizira pretvorbu 5,10-metilentetrahidrofolata u aktivni  oblik  5-
metiltetrahidrofolat koji je neophodan za remetilaciju homocisteina (potencijalno toksic¢ne
aminokiseline) u metionin, pomoc¢u kofaktora flavina i vitamina B12. Metilacija je neophodna
za mnoge funkcije u nasem organizmu: promjenu ekspresije gena, aktivaciju i inaktivaciju

enzima, regeneraciju tkiva, smanjenje upale, detoksikaciju, odgovor na stani¢ni stres i starenje

().

1.2. Metabolizam homocisteina i uloga enzima MTHFR

Homocistein (Hcy) je aminokiselina koja se ne nalazi u prirodnim proteinima pa
cjelokupni Hey u organizmu potjeCe iz metabolizma esencijalne aminokiseline metionina (2).
Metabolizam Hcy odvija se kroz dvije osnovne reakcije: transsulfuracijom i metilacijom (slika
1). Oko 50 % Hyc katabolizira se transsulfuracijom gdje Hcy i serin tvore cistation koji prelazi
u cistein, dok ostalih 50 % Hcy ulazi u ciklus metilacije. U ciklusu metilacije, Hyc nastaje
demetilacijom metionina. Metionin iz proteina prehrane sadrzi metilnu skupinu koja se aktivira
konverzijom sa S-adenozilmetioninom (SAM). Produkt svih metilacija je S-
adenozilhomocistein (SAH) koji se hidrolizira u Hyc. SAH je jaki kompetitor SAM-a na
razli¢itim mjestima i tako prije¢i metilaciju. Omjer SAM/SAH moze biti upotrjebljen kao
pokazatelj stanja metilacije. Ako je ravnoteZa metionina negativna uz nisku koncentraciju
SAM-a, Hyc se izravno prebacuje na put remetilacije metionin-sintetaze (MS) u metionin.
Vitamini B6, Bi2 i folna kiselina su kofaktori, a metiltetrahidrofolat (MTHF) je supstrat u toj
reakciji. MTHF nastaje u reakciji koju katalizira MTHFR (metilentetrahidrofolat reduktaza).
MTHEFR je jaki neizravni pokretac remetilacije Hyc.

Svaka neuravnotezena remetilacija Hyc moze rezultirati hiperhomocisteinemijom.
Najvazniji uzrok hiperhomocisteinemije je prehrana siromasna vitaminima i proteinima ili
genetski poremecaj u sintezi enzima MS 1 MTHFR. Takvi bolesnici imaju poviSenu

koncentraciju Hyc, homocisteinuriju, nisku koncentraciju metionina, neuroloske simptome,
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mentalnu zaostalost uz promjene krvozilnog sustava (3). Homocistein je prvi puta definiran i

izmjeren u mokraéi mentalno retardirane djece 1962. godine (2).
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Slika 1. Metabolizam homocisteina (prilagodeno prema: Muacevi¢- Katanec D. (3))
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1.3. Klini¢ki najvaznije MTHFR mutacije (C677T i A1298C)

Tockaste mutacije (SNP-single nucleotide polymorphism) na kromosomu 1 gena za
MTHFR uzrokuju termicku labilnost enzima pa tako posljedi¢éno smanjuju njegovu aktivnost i
mogucnost vezanja folata. Otkriveno je vise od 50 mutacija MTHFR gena. NajviSe su istrazene
mutacije: C677T (rs1801133) koja izaziva supstituciju alanina u valin (Ala—Val)i A1298C
(rs1801131) mutacija koja dovodi do supstitucije glutamina u alanin (Glu—Ala) promijenjenog
proteina (1, 4).

Enzim metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) je kljucni enzim u metabolizmu
homocisteina pa njegov deficit uzrokuje hiperhomocisteinemiju. Jos je 1995. godine Frosst sa
suradnicima objavio da je poviSena razina homocisteina u krvi rizik za nastanak
cerebrovaskularnih i kardiovaskularnih bolesti (1). Toc¢kaste mutacije na kromosomu 1 gena za
MTHFR na nukleotidnim pozicijama 677 C-T i 1298 A-C uzrokuju termicku labilnost i za oko
50 % smanjuju aktivnost enzima, §to smanjuje moguénost vezanja folata. Homozigotni nositelji
C677T 1/ili A1298C mutacije mogu imati poviSeni homocistein u plazmi, Sto uz deficit folata i
vitamina B6, B12 u prehrani predstavlja rizicni ¢imbenik za razvoj tromboze (1, 4). Enzim
MTHEFR kao rizi¢ni ¢imbenik za razvoj trombotickih simptoma bolesti i trombofilije nije
medutim iskljucivo geneticki ¢imbenik, nego se smatra mijeSanim faktorom, s obzirom da se
dodatkom vitamina u prehrani zna¢ajno moze ublaziti njegov utjecaj na razvoj tromboembolija
(5). Iz toga proizlazi da se zaStitni utjecaj na homozigotne nositelje C677T mutacije moze

posti¢i dovoljnim unosom vitamina B6, B12 i folne kiseline.

Druga, klini¢ki vaznija MTHFR mutacija A1298C, tek je nedavno postala predmetom
istrazivanja. Ta mutacija takoder sniZzava enzimsku aktivnost, no ne tako intenzivno kao C677T.
Uslijed A1298C mutacije ne povezuju se poviseni Hcy ili snizene koncentracije folata. Navodi
se njena povezanost s Downovim sindromom kod Azijaca, bolestima depresije zajedno uz
C677T mutaciju, zbog toga $to A1298C mijenja konverziju MTHF u BH4
(tetrahidrobiopterin), vazan kofaktor proizvodnje neurotransmitera i sinteze dusikovih oksida

(6). U radovima iz Azije spominje se i povezanost A1298C mutacije s muskom neplodnoséu

().
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1.4. Ucestalost MTHFR mutacija u populacijama

Prevalencija obje MTHFR mutacije razlikuje se po ucestalosti u rasama i pojedinim
populacijama. Prevalencija homozigotnih nositelja TT za C677T MTHFR mutaciju u bijelaca
i Azijata iznosi 30 % u odnosu na Afroamerikance 11 % (8).

Prevalencija homozigota za MTHFR 677TT mutaciju u nekim podru¢jima u Europi
iznosi od 10 % do 12 %, Spanjolskoj, Francuskoj, Madarskoj i sjevernoj Italiji, dok je znatno
niza, od 4 % do 6 % u Finskoj i Nizozemskoj (9). Iznimka je juzna Italija, naime u talijanskoj
regiji Campania prevalencija TT alela je 26 %, a na Siciliji 20 %. Godine 2015. je objavljena
prva populacijska studija o prevalenciji MTHFR C677T mutacije u Bosni i Hercegovini na 100
nesrodnih zdravih osoba s rezultatom od 10 % za 677TT genotip (10). U Americi najvisa
prevalencija TT alela je u Meksiku, 32 % za populaciju Hispanaca, dok je u Atlanti u populaciji
bijelaca 11 %, a najniza u Alberti 6 %. U Australiji u populaciji bijelaca prevalencija TT alela
iznosi 7,5 %. Na sjeveru Kine zabiljezena je prevalencija od 19 % (9). Najniza prevalencija u
svijetu pronadena je u Somaliji 1,5 % (11). Namece se zakljuCak da je ucestalost TT alela

najniZa od svih etnickih skupina kod africkih crnaca (12).

Populacijske ucestalosti MTHFR A1298C alela su dosad manje istrazene.
Homozigotnih nositelja za CC alel u Kanadi je nadeno 10 %, u Nizozemskoj sli¢no, oko 9 %
(12), dok ih je u iranskoj populaciji samo 4 % (13). Rezultati uc¢estalosti klini¢ki zna¢ajnih
alela obje MTHFR mutacije na 104 uzorka talijanske novorodencadi s podrucja centralne i
juzne Italije pokazali su25 % 677TT 1 12,5 % 1298CC alela (14).

U Hrvatskoj je Zuntar sa suradnicima 2003. objavila rezultate ispitivanja MTHFR
C677T mutacije u studiji slucajeva i kontrola na 298 zdravih osoba kao kontrolne skupine iz
podrucja Zagreba i njegove okolice S rezultatima od 6 % TT alela (15). Godine 2004. je
Lovri¢evi¢ sa suradnicima objavio rezultate studije mutacije MTHFR 677CT na 228
predstavnika hrvatske populacije gdje je nadeno 9,21 % TT alela (16). Godine 2009. je Juki¢
sa suradnicima na 303 uzorka dobrovoljnih darivatelja krvi kao kontrolne skupine objavila
rezultate ucestalosti homozigotnih alela za C677T mutaciju od 10,5 % TT alela (17). Alfirevic¢
je sa suradnicima 2010. godine u studiji slu¢ajeva i kontrola na 106 zdravih kontrolnih uzoraka
utvrdila ucestalost TT alela od 7 % (18). Dobiveni rezultati hrvatske zdrave populacije ne

razlikuju se od prosjeka za europsku populaciju bijelaca.
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Veca ucestalost 1298C alela nalazi se u isto¢noj Aziji, slijede Europa, Afrika i Sjeverna
Amerika (6). U Hrvatskoj do danas nije objavljena ni jedna populacijska studija vezana uz
MTHFR A1298C mutaciju.

1.5. Venske tromboembolije

Venske tromboembolije (VTE) su potencijalno fatalna stanja koja se javljaju u gotovo
svim klinickim granama medicine. Ukljucuju dva odvojena klini¢ka entiteta, a to su venska
tromboza 1 pluéna embolija (PE). Najcesce sijelo venske tromboze su duboki venski sustavi
donjih ekstremiteta. Duboka venska tromboza (DVT) donjih ekstremiteta je u 90 % slucajeva
ishodiste PE-a. Etiologija VTE-a je multi¢imbeni¢na, a prema Virchowljevom trijasu se sastoji
od tri elementa (hiperkoagulabilnost, oSteenje endotela 1 venska staza). Rizi¢ni ¢imbenici
mogu biti nasljedni i steCeni, a povezuju se izravno ili neizravno s dva ili sva tri elementa iz
trijasa (19, 20). Incidencija DVT je 80 sluc¢ajeva na 100 000 osoba godisnje (21). Dob je vazan
¢imbenik za razvoj VTE-a i uCestalost raste s porastom dobi u oba spola. Nakon 65. godine se

ucestalost VTE-a udvostrucuje, a godisnja incidencija za osobe starije od 75. godina iznosi ¢ak

1 na 100 (22, 23).

Epidemiolosko istrazivanje VTE-a u Hrvatskoj je pokazalo sli¢nu incidenciju kao i
druga velika internacionalna istraZivanja. Incidencija je iznosila 1,2 na 1000 stanovnika i za
razliku od ostalih istrazivanja, veca je ucestalost zabiljezena kod pripadnica Zenskog spola (56,3
%) §to moze biti i odraz dobno-spolne strukture Hrvatske i uzorka u istrazivanju jer je udio zena

u Hrvatskoj ve¢i u starijoj populaciji, a muskaraca u mladoj dobi (5).

1.6. VTE i MTHFR mutacije

Venske tromboembolijske bolesti jedan su od vodec¢ih uzroka pobola i smrtnosti u
razvijenom svijetu. Odredivanje nasljednih c¢imbenika trombofilije doprinosi boljem

razumijevanju etiologije 1 spreCavanju razvoja bolesti. Mutacija MTHFR C677T je povezana s

Utjecaj kombinacije MTHFR mutacija (C677T i A1298C) na tromboticki rizik u nastanku venskih tromboembolija 5
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nastankom mnogih bolesti: bolestima krvozilnog sustava, neurolo§kim bolestima, psorijazom,

dijabetesom i razvojem karcinoma (24).

Cilj ovog istrazivanja bio je procijeniti prevalenciju polimorfizama MTHFR C677T /
A1298C i trombotickog rizika u nastanku venskih tromboembolija usporedbom alela bolesnika
i zdravih ispitanika u naSoj populaciji. Imajuc¢i na umu ozbiljnost ovih dijagnoza, a svakako
mogucnost prevencije, namece se zakljucak da je vazno ustanoviti cimbenike koji mogu utjecati
na prevenciju razvoja bolesti, njeno pravovremeno dijagnosticiranje, a samim time i smanjenje

smrtnosti.

Uloga MTHFR polimorfizama C677T i A1298C u povezanosti s VTE-om je kontroverzna,

neki autori pokazuju povezanost, a neki dokazuju suprotno (25-27).

Heterozigotni nositelji obje MTHFR mutacije nemaju povecani rizik za razvoj tromboze (8, 9,
28, 29).

Pregledom literature vidljivo je da nositelji TT alela mutacije C677T imaju veéu
povezanost s razvojem tromboze u odnosu na mutaciju A1298C, no svakako manji tromboticki
rizik u odnosu na FV Leiden mutaciju. To je vjerojatno i stoga Sto MTHFR mutacije nisu
iskljucivo genetickog porijekla nego su metabolicki povezane s vitaminima, ali ovisi i 0 izboru

skupine bolesnika.

U Makedoniji  Spiroski i sur. 2008. nisu utvrdili utjecaj kombinacija MTHFR
C677T/A1298C mutacija za nastanak duboke venske tromboze (DVT) (30).

Iste godine u Sloveniji na uzorku od 295 bolesnika s venskom trombozom dokazano je
da bolesnici s MTHFR C677T mutacijom imaju povecani rizik za nastanak venske tromboze

samo u starijoj dobi (31).

Marzi i suradnici su u retrospektivnoj studiji od 2005. do 2014. pratili ucestalost
genetickih ¢imbenika rizika u 120 bolesnika s dubokom venskom trombozom (DVT) i 45
bolesnika s pluénom embolijom (PE) u isto¢noj Hrvatskoj. Ucestalost alela i genotipa
polimorfizama MTHFR C677T nije se razlikovala izmedu slucajeva i kontrola (32). Dok je u
Turskoj populaciji Basol dokazao povezanost izmedu kombinacija mutacija MTHFR

C677T/A1298C i nastanka plué¢ne embolije (PE) (33).

U studiji povezanosti ABO krvnih grupa i mutacija trombofilnih ¢imbenika, koja je
provedena u Hrvatskoj na 154 pacijenta, nadena je povezanost izmedu nositelja ne-00 krvne

grupe, kao i MTHFR C677T mutacije koji imaju 5,7 puta veci rizik za razvoj tromboze (17) .
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U drugom ispitivanju povezanosti ABO krvnih grupa, protrombotickih ¢imbenika, izmedu
kojih je ispitivana i C677T mutacija, nije pronadena povezanost s nastankom infarkta miokarda

(34).

1.7.VTE, MTHFR i FV Leiden

Geneticka osnova FV Leiden mutacije je tockasta mutacija u genu koagulacijskog
faktora V koja izaziva supstituciju G—A na mjestu 1691 u eksonu 10 (35). Znanstvenici su se
bavili proucavanjem i odnosa mutacije FV Leiden, kao najviSe zastupljenog genetiCkog
rizicnog ¢imbenika s drugim ¢imbenicima trombofilije na razvoj tromboembolija, tromboza 1

kardiovaskularnih bolesti pa tako i u kombinaciji s mutacijom C677T MTHFR.

Prema radu Cattaneo i sur., homozigotni nositelji MTHFR 677TT mutacije nemaju rizik za
nastanak duboke venske tromboze (DVT), dok u kombinaciji s mutacijom za faktor V Leiden
imaju povecan rizik, s obzirom da nositelji TT alela utjecu na povecanje homocisteina u plazmi,

Sto je poznati Cimbenik rizika za DVT (36).

Keijzer sa suradnicima je istrazivao povezanost izmedu faktora V Leiden, MTHFR 677TT i
rizika za nastanak venske tromboze ukljucujuci 2 547 pacijenata. Ova metaanaliza nije pokazala
povezanost FV Leiden 1 MTHFR kao kombiniranog ¢imbenika rizika s venskom trombozom

7).

Opsezna zbirna meta analiza 31 studije napravljena na 11 239 sluc¢ajeva i 21 521 kontrola
nije pokazala da homozigotni nositelji 677TT MTHFR (OR: 1.38; 95 % CI: 0.98-1.93) imaju
rizik od VTE-a, dok su FVL i PT20210A potvrdeni kao umjereni faktori rizika.

Ipak, dvostruki nositelji dviju genetskih varijanti proizveli su znacajan utjecaj na rizik od VTE-

a, ali slabiji nego sto se ranije mislilo (37).

U studiji koja je provedena na uzorku 101 trudnice u Hrvatskoj s komplikacijom
VTE-a nadena je ucestalost 677TT alela od 19,8 %. Dokazano je da su kombinacije mutacija
FV Leiden 1 MTHFR C677T povezane sa smrti fetusa i pobacajem (38).
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1.8. VTE, MTHFR mutacija i homocistein

Osobe koje su homozigotni nositelji 1298CC mutacije nemaju povisenu koncentraciju
Hcy, dok se heterozigotni nositelji kombinacije mutacija C677T/A1298C ponasaju sli¢no kao

677TT homozigoti, imaju poviSenu koncentraciju Hey i snizenu folnu kiselinu (12).

Tsai je sa suradnicima ispitivao povezanost serumskog homocisteina i polimorfizma
(MTHFR) C677T s rizikom od venske tromboembolije (VTE) u prospektivnoj studiji u SAD-
u. Ispitana su 303 bolesnika s VTE-om i 635 kontrola iz populacijske skupine od 21 680 odraslih
ispitanika iz Sest americkih zajednica. Nositelji polimorfizma MTHFR C677T nisu bili izlozeni
vec¢em riziku za VTE-a, nego oni s CC genotipom. Prospektivni podaci pokazali su, u najvecoj
mjeri, slabu vezu izmedu homocisteina i rizika za VTE, s ve¢om povezanos¢u medu mladim

sudionicima studije. Zakljucili su da MTHFR 677TT nije rizian faktor za VTE (39).

Serensen 1 sur. su istrazivali prevalenciju cistation B sintaze (CBS) i1 polimorfizma
(MTHFR) ¢.677C>T u danskih bolesnika s Hcy>50 uM i povezanost s klinickim
manifestacijama. Proucavana je kohorta 184 bolesnika sa srednjom 1 teSkom
hiperhomocisteinemijom (Hey > 50 uM). TT alel MTHFR mutacije C677T utvrden je kod ¢ak
49 % bolesnika. Najistaknutija klinicka slika medu pacijentima bila je tromboza. Na temelju
dobivenih podataka studije, zakljucili su da u slucaju arterijske ili venske tromboze kod osoba
mladih od 40 godina, Hey bi trebao biti dio probira trombofilije. Kada je vrijednost Hcy izmedu
501 100 uM genotipizacija za MTHFR 677 je relevantna, a kada se radi o Hcy>100 uM uz
MTHFR bi trebalo genotipizirati i CBS mutaciju (40).
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2. CILJEVI

* Ispitati ucestalost pojavnosti MTHFR mutacija C677T i A1298C na uzorku hrvatske

populacije

* Ispitati postoji li povezanost MTHFR C677T / A1298C mutacija i tromboti¢kog rizika u
nastanku venskih tromboembolija (svake mutacije zasebno i obje mutacije u kombinaciji)

* Ispitati postoji li povezanost MTHFR C677T mutacije i FV Leiden mutacije kao

kombiniranog ¢imbenika rizika za razvoj tromboembolija
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Ispitanici

Nakon odobrenja EtiCkog povjerenstva Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu

provedena je studija istrazivanja parova (eng. case-control studies).

Ispitivanje je u€injeno u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu, u Odjelu za
molekularnu dijagnostiku, Odsjeku za DNA tipizaciju u razdoblju od lipnja 2018. do veljace
2019. godine. Kontrolnu populacijsku skupinu na 101 uzorku Krvi predstavljaju zdravi,
nesrodni dobrovoljni darivatelji krvi koji ni u osobnoj ni obiteljskoj anamnezi nisu imali
tromboembolickih epizoda. Uzorci krvi dobrovoljnih darivatelja krvi ¢ine skupinu sacinjenu od

48 zena 1 53 muskaraca u dobi od 25 do 65 godina.

Drugu skupinu ispitanika sacinjavaju bolesnici s klini¢ki i laboratorijski potvrdenom
dijagnozom venskih tromboembolija. Prikupljena su 152 uzorka krvi bolesnika, uz njihov
prethodni informirani pristanak. Uzorci krvi prikupljeni su u Odjelu za molekularnu
dijagnostiku i Odsjeku za trombocitna i leukocitna protutijela i hemostazu Hrvatskog zavoda
za transfuzijsku medicinu, Zagreb, te u Klinici za tumore, pri Klinickom bolni¢kom centru
»Sestre Milosrdnice®, Zagreb. Ispitivana skupina bolesnika safinjena je od 77 zena i 75
muskarca u dobi od 18 do 86 godina. Dijagnoza je potvrdena fizikalnim pregledom,

laboratorijskim nalazima (D-dimeri) i Duplex-ultrazvuénom metodom.

Svim ispitanicima, bolesnicima i kontrolnoj skupini uzet je uzorak periferne krvi u
volumenu od 8,5 ml (Vacutainer Becton Dickinson, Plymouth, UK) sa suhim antikoagulansom

K:EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina).
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3.2. Metode

3.2.1. Izolacija genomske DNA na uredaju QIAcube

QIAcube uredaj (Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka) je robotska radna stanica za
automatiziranu izolaciju nukleinskih kiselina iz Sirokog spektra materijala (puna krv, plazma,
kultura stanica i dr.). lzolacija se provodi standardnim QIAgen kitovima za izolaciju
nukleinskih kiselina na kolonama (silika-gel membrane) prema protokolima proizvodaca na

principu liza-vezanje-ispiranje-eluiranje.

U nasem ispitivanju za izolaciju DNA koristeno je 200 pl uzorka pune Krvi s
antikoagulansom EDTA pomoc¢u komercijalnog kita QlAamp DNA Blood mini QIAcube kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka).

Liziraju¢i pufer (AL) vrsi lizu uzorka pri ¢emu pH i ionska jakost lizata sprje¢avaju
vezanje interferirajucih tvari na membranu. Enzimskom reakcijom proteinaze K uklanjaju se
stani¢ni proteini i druge makromolekule koje bi mogle inhibirati ili ometati PCR reakciju.
Pomocu apsolutnog etanola DNA iz liziranog uzorka se adsorbira na QlAamp silika gel
membranu QIAamp spin kolone. DNA vezana na membranu prociS¢ava se dvostrukim
ispiranjem s puferima (AW1 i AW2) te eluira s membrane puferom za eluciju (AE). Izolirana
genomska DNA je visokog stupnja Cistoce i prinosa. Proces automatizirane izolacije DNA za
12 uzoraka na uredaju QIAcube traje 90 minuta. Izolirana DNA eluirana je u 200 pl pufera za

eluciju AE. Izolat DNA se zatim moZe umnazati polimeraznom lan¢anom reakcijom (PCR).
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Slika 2. a) Prikaz Qiagen kolone sa silika-gel membranom
b) 1zolat DNA

Odjel za molekularnu dijagnostiku, Odsjek za DNA tipizaciju, Hrvatski zavod za transfuzijsku
medicinu, Zagreb-fotografirala autorica

3.3. Genotipizacija mutacija metilentetrahidrofolat reduktaze C677T i A1298C te
FV Leiden pomocu metode real-time (RT-PCR) — lan¢ana reakcija polimerazom
u stvarnom vremenu

Real-time PCR metoda je inaica klasi¢ne polimerazne reakcije Cija osjetljivost je
povecana uvodenjem fluorescentnih proba. U RT-PCR reakciji koristi se dvostruko oznac¢ena
fluorescentna proba. Reporter boja (emitirajuca) emitira fluorescentnu svjetlost vezana za 5’
kraj TagMan probe, dok je prigusiva¢ boje (eng. quencher — onaj koji gasi) vezan za 3" kraj.
Tijekom umnazanja dolazi do komplementarne hibridizacije probe za ciljnu sekvencu te njene
razgradnje kao posljedice 5'-3 egzonuklearne aktivnosti Taq DNA polimeraze koja razgraduje
fluorescentnu probu i dovodi do oslobadanja reporter boje. Ovim procesom se prigusivacé
fluorescencije udaljava od reporter (emitirajuée) boje 1 nema blokade emisije. Signal
fluorescencije se normalizira u odnosu na intenzitet emisije referentne boje (pasivna referenca)

koja je ukljucena u reakcijsku smjesu. Amplifikacijska krivulja graficki prikazuje odnos signala
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fluorescencije 1 broja ciklusa umnozavanja. Bazi¢nu liniju amplifikacijske krivulje ¢ine pocetni
ciklusi umnozavanja u kojima ne dolazi do velike promjene u signalu fluorescencije. Detekcija
signala iznad bazi¢ne linije oznaava umnozeni produkt. Treshold cycle (Ct) vrijednost
prikazuje broj ciklusa u kojem intenzitet fluorescencije prelazi intenzitet praga. Real-time PCR
tehnologija je visoko automatizirana, pri ¢emu uredaj kontinuirano mjeri fluorescenciju u
uzorcima, a softver te podatke analizira (41). Za genotipizaciju mutacija metilentetrahidrofolat
reduktaze C677T 1 A1298C te FV Leiden u ovom radu koristen je uredaj ABI Prism 7500 Real-
time PCR system (Applied Biosystems, SAD).

3.3.1. Alelna diskriminacija

U ovom radu koriSten je test alelne diskriminacije (AD), odnosno test zavrsne tocke
nakon RT-PCR umnozavanja i dobivene fluorescencije koji odreduje genotip na temelju
tockaste mutacije SNP (eng. single nucleic polymorphism) u ciljnoj sekvenci. U reakciji se
koriste dvije fluorescentne TagMan probe koje omeduju ciljnu sekvencu na mjestu SNP-a. 1z
omjera intenziteta fluorescencije reporter boja kojima su oznacene probe (FAM 1 VIC) moze se
odrediti koji se alel dominantno umnoZava. Jedna fluorescentna proba veze se na tip bez
mutacije (eng. wild) i oznacava kao alel 1, a druga se veZe na mjesto mutacije i oznacava kao
alel 2. Test alelne diskriminacije razvrstava nepoznate uzorke na homozigote (uzorci imaju alel

1 ili alel 2) i heterozigote (uzorci koji imaju oba alela: 1 i 2) (42, 43).

Signal fluorescencije za svaki uzorak smjesta se u graf, gdje se lako detektiraju tri
moguca genotipa mutacije. Na osi X prikazani su uzorci umnozeni kao normalni aleli bez
mutacije (W-eng. wild, oznaceni crvenom bojom), a na osi y uzorci s mutacijom (M, oznaceni
plavom bojom), dok su uzorci heterozigota s jednim normalnim, a drugim mutiranim alelom
smjesteni u sredini grafa (oznaceni zelenom bojom). Uzorak negativne kontrole (amplifikacija

bez ciljne sekvence) prikazan je kao crni kvadrati¢ na dnu lijeve strane grafa (slika 4).
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Slika 3. Prikaz rezultata alelne diskriminacije nakon provedenog real-time PCR umnozavanja
za MTHFR A1298C mutaciju na uredaju AB 7500 (ispis rezultata s uredaja ABI Prism 7500

Real-time PCR system; Odjel za molekularnu dijagnostiku, Odsjek za DNA tipizaciju, Hrvatski
zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb)

3.3.2. Reagensi za izvodenje RT-PCR metode

e Univerzalni TagMan Genotyping Master Mix (Applied Biosystems, SAD)

e Custom TagMan SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems, SAD) - ishodnice i probe

sadrzane su u kitu:

- MTHFR C677T-SNP esej C_1202883 20, Chr 1 (rs 1801133)

- MTHFR A1298C-SNP esej C_850486_20, Chr 1 (rs 1801131)

- FV Leiden

- Ishodnice: FVLF 5'-GAA AGG TTA CTT CAA GGA CAA AAT ACCT-3
FVLR 5'-AGA CAT CGC CTC TGG GCT AAT AG-3'
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- Probe: FVL1- FAM 5-TAT TCC TCG CCT GTC C-3'
FVL2- VIC5-TAT TCC TTG CCT GTC CAG-3'
e Bidestilirana voda (Aqua pro injectione, HZTM, Zagreb)

e MicroAmp Optical Tube (0.2 ml) (Applied Biosystems, SAD) - opticke epruvete za PCR

reakciju
e MicroAmp Optical Cap (Applied Biosystems, SAD) - ¢epovi za opticke epruvete
® nastavci s filterom 2 - 100ul (Eppendorf, Njemacka)

e nastavci s filterom 0.1 - 10ul (Eppendorf, Njemacka)

3.3.3. Postupak pripreme RT-PCR reakcijske smjese

U sterilnom kabinetu s laminarnim protokom zraka pripremljena je reakcijska smjesa za
real-time PCR reakciju na uredaju AB 7500 (Applied Biosystems, SAD).

Reakcijska smjesa sadrzi:

12,5 ul univerzalni TagMan Master Mix
0,63 ul TagMan SNP ishodnice 1 probe

8,87 ul bidestilirana voda

22 ul reakcijske smjese za RT-PCR + 3 pl izolata genomske DNA

Svaki uzorak je ukupnog volumena 25 pl. U svakoj seriji uz reakcijske smjese za
nepoznate uzorke, kao dio procesne kontrole stavljaju se negativna kontrola (s bidestiliranom
vodom umjesto izolata genomske DNA kao kalupa) i 3 pozitivne kontrole izolata genomske
DNA s poznatim genotipom MTHFR mutacija C677T/A1298T/FV Leiden (divlji tip - bez
mutacije, heterozigotni tip - samo jedan mutirani alel, a drugi divlji i homozigotni tip za
mutaciju - oba mutirana alela). Nakon zavrSenog pipetiranja epruvete su zatvorene s cepovima
i stavljene u uredaj za real-time PCR. Odabirom programa definiraju se uvjeti reakcije i
zapocinje umnozavanje uz mogucénost pracenja porasta fluorescencije u odnosu na broj ciklusa

umnozavanja.

Utjecaj kombinacije MTHFR mutacija (C677T i A1298C) na tromboticki rizik u nastanku venskih tromboembolija 15



Materijali i metode

3.3.4. Program za real-time umnoZavanje MTHFR mutacija

Tablica 1. Dijelovi RT-PCR reakcije

Uvjeti reakcije PCR Temperatura Vrijeme

HOLD-aktivacija enzima AmpErase 50 °C 2 min.

uracil-N-glikosilaza

HOLD-aktivacija AmpliTaq Gold enzima 95 °C 10 min.

40 ciklusa umnozavanja:

Denaturacija 95°C 15 sek.
Vezanje pocetnica i produljenje lanca 60 °C 1 min.
Detekcija fluorescencije 60 °C

3.4. Statisticke metode

Dobiveni rezultati prikazani su apsolutnim i relativnim ucestalostima. Odnos
kategorijskih varijabli testiran je y-testom i pomocéu omjera izgleda (OR) uz 95 % granice
pouzdanosti (CI). Razlike ucestalosti pojedinih alela izmedu promatranih skupina odredene su
Testom razlika proporcija.

Razina statisti¢ke znac¢ajnosti postavljena je na 0,05 u svim analizama. Rezultati skupine
bolesnika se smatraju statisti¢ki znac¢ajnim u odnosu na kontrolnu skupinu ako je p < 0,05. Za

analizu je koriSten statisticki program MedCalc softver verzije 14.8.1.
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4. REZULTATI

U istrazivanju su obuhvacene dvije skupine ispitanika. Jednu sacinjavaju bolesnici s
venskim tromboembolijama, a drugu kontrolnu - zdravi dobrovoljni darivatelji krvi koji ni u
osobnoj ni obiteljskoj anamnezi nisu imali tromboembolijskih epizoda. U skupini bolesnika

bilo je ukupno 152 ispitanika, a u kontrolnoj 101 ispitanik.

4.1. Demografska struktura ispitanika

Tablica 2. Raspodjela ispitanika prema spolu

Spol Kontrole (N) % | Pacijenti (N) %
Zene 48 (47,5) 77 (50,7)
muskarci 53 (52,5) 75(49,3)
Ukupno (n) 101 152

Raspodjelom podataka prema spolu (tablica 2) vidljiva je podjednaka zastupljenost medu

spolovima u obje ispitivane skupine.

Statisticka analiza demografskih podataka nije pokazala znacajnu razliku izmedu dvije

promatrane skupine prema spolu, uz p = 0,619.

Pacijenti

EREA

h m<20
u41-50
51-60
u61-70
u71-80

Slika 4. Raspodjela bolesnika prema dobi u postotcima
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Najveci broj bolesnika 21,00 % je bio u dobi izmedu 51 - 60 godine. Malo manje, 20,20
% bilo je pacijenata u dobi 41 - 50 godine.

Kontrola

AP

=20-30
31-40

41-50

m 51-60

34,70% 61-70

Slika 5. Raspodjela predstavnika kontrolne skupine prema dobi

Najveéi broj dobrovoljnih darivatelja krvi, predstavnika kontrolne skupine bilo je u dobi
izmedu 31 - 40 godine (34,70 %), a nesto manje 29,80 % u dobi izmedu 41 - 50 godine Zivota.

Treba naglasiti da je potpuna usporedba 1 analiza dvije ispitivane skupine prema dobi statisticki
nevjerodostojna, iz razloga Sto se te skupine razlikuju. Dobrovoljni darivatelji krvi kao
predstavnici zdrave populacije mogu darivati krv samo u rasponu dobi od 18 do 70 godina; dok

skupina bolesnika nema dobne granice.

4.2. Ucestalost pojedinih genotipova mutacije MTHFR C677T

U tablici 3 je prikazana ucestalost pojedinih genotipova za MTHFR C677T
mutaciju u skupini pacijenata s venskim tromboembolijama i kontrolnoj skupini.

MTHFR C677T genotipovi prikazani su kao homozigotni nositelji za normalne alele C
bez mutacije kao CC, zatim heterozigotni nositelji s jednim normalnim, a drugim mutiranim
alelom kao CT genotip i homozigotni nositelji alela T kao TT genotip. U skupini bolesnika
ucestalost TT genotipa iznosi 15,8 %, dok je u kontrolnoj skupini ucestalost TT genotipa niZa i
iznosi 11,9 %. Prikazana je i zasebno ucestalost C i T alela. Ucestalost mutiranog T alela je kod

pacijenata iznosila 36,2 %, dok je kod kontrola bila vrlo sli¢na 34,2 %.
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Tablica 3. Ucestalost MTHFR C677T genotipova i alela

Mutacija Genotipovi i Bolesnici Kontrolna OR* [ok3
aleli N =152 (%) skupina (95% CI)¥
N =101 (%)
CC 71(46,7) 44(43,6) 0,880
MTHFR CT 57(37,5) 45(44,6) (0,53-1,46) 0,623
TT 24(15,8) 12(11,9)
677 (C>T) C 185(63,8) 133(65,8) 0,941
0,641
T 105(36,2) 69(34,2) (0,62-1,33)

* OR- Omjer izgleda (od eng. Odds ratio)

+ CI— Interval pouzdanosti za divlji tip vs. heterozigot+homozigot (od eng. Confidence interval)

1 p vrijednost je dobivena x* testom

Prema prikazu raspodjele pojedinin MTHFR677 (C > T) genotipova i uCestalosti pojedinih
alela, a prema izracunu omjera izgleda uz 95 % interval pouzdanosti (OR 95 % CI), nije
dokazana statisticki znacajna razlika u pojavnosti pojedinih genotipova i alela kod bolesnika s

venskim tromboembolijama i kontrolne skupine (p = 0,623, p = 0,641).

4.3. Ucestalost genotipova mutacije MTHFR A1298C

U tablici 4 je prikazana ucestalost pojedinih genotipova za MTHFR A1298C
mutaciju u skupini pacijenata s venskim tromboembolijama i kontrolnoj skupini.
Homozigotnih nositelja za genotip 1298AA bilo je 49,3 % kod skupine bolesnika, a kod
kontrolne skupine 44,6 %. Heterozigotnih nositelja AC bilo je 40,8 % i 44,6 %, dok je
homozigotnih nositelja za mutaciju CC bilo 9,9 % kod bolesnika u odnosu na kontrolnu skupinu
10,9 %. Ucestalost mutiranog C alela kod pacijenata je bila 30,3 %, a kod kontrola vrlo sli¢na

33,2 %.
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Tablica 4. Uc¢estalost MTHFR A1298C genotipova i alela

Mutacija Genotipovi i Bolesnici Kontrolna OR* pf
aleli N=152 (%) skupina (95 9% ClI)+
N=101 (%)
AA 75 (49,3) 45 (44,6)
MTHFR AC 62 (40,8) 45 (44,6) 0,825 0,455
1298 (A>C) CcC 15 (9,9) 11 (10,8) (0,49 - 1,37)
C 92 (30,3) 67 (33,2)
0,874 0,491
A 212 (69,7) 135 (66,8) (0,59 - 1,28)

* OR- Omjer izgleda (od eng. Odds ratio)

+ CI - Interval pouzdanosti za divlji tip vs. heterozigot+homozigot (od eng. Confidence interval)

1 p vrijednost je dobivena y? testom

Prema prikazu raspodjele pojedinih MTHFR 1298 (A > C) genotipova i ucestalosti
pojedinih alela, a prema izra¢unu omjera izgleda uz 95 % interval pouzdanosti (OR 95 % CI),

nije dokazana statisticki znaCajna razlika u pojavnosti pojedinih genotipova i1 alela kod

bolesnika s venskim tromboembolijama i kontrolne skupine (p = 0,455, p = 0,491).

Tablica 5. Usporedba pojavnosti MTHFR C677T mutacija izmedu skupine bolesnika s VTE-

om i kontrolne skupine prema spolu

Mutacija | Genotipovi i Bolesnici Kontrolna skupina
aleli N=152 (%) N=101 (%)
Muskarci Zene p# | Muskarci | Zene pf
(df=1)§ (df=1)§
CcC 34(45,3) | 37(48,0) 25(47,2) | 19(39,6)
CT 29(38,7) | 28(36,4) | 0,12 | 0,738 | 23(43,4) | 22(45,8) | 0,58 | 0,445
MTHFR
677 (C>T) TT 12(16,0) | 12(15,6) 5(9,4) 7(14,6)
C 97(57,1) | 102(66,2) 73(68,9) | 60(62,5)
2,88 | 0,09 0,90 | 0,341
T 73(42,9) 52(33,8) 33(31,1) | 36(37,5)

1 p vrijednost je dobivena y? testom

§ - Stupanj slobode (od eng. Degrees of freedom )
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Statistickom analizom nije dokazana statisticki znacajna razlika u pojavnosti pojedinih
MTHFR677 genotipova i alela prema spolu u obje skupine ispitanika. Razlika pojavnosti TT
genotipova je nesto viSa kod muskaraca (42,9 %) nego kod Zena (33,8 %) u skupini bolesnika,

Sto nije statisticki znacajno. U kontrolnoj skupini ta je razlika minimalna.

Tablica 6. Usporedba pojavnosti MTHFR A1298C mutacija izmedu skupine bolesnika s VTE-

om i kontrolne skupine prema spolu

Mutacija | Genotipovi Bolesnici Kontrolna skupina
i N =152 (%) N =101 (%)
aleli Muskarci | Zene p# | Muskarci | Zene p#
(df=1)§ (df=1)§
AA 37(49,3) | 38(49,3) 22(41,5) | 23(47,9)
MTHFR
1298 AC 31(41,3) | 31(40,3) | 0,0001 | 0,998 | 24(45,3) | 21(43,8) | 0,41 | 0,520
(A>C)
CcC 7(9,3) 8(10,4) 7(13,2) 4(8,3)
C 45(30,0) | 47(30,5) 38(35,8) | 29(30,2)
0,001 | 0,922 0,72 | 0,396
A 105(70,0) | 107(69,5) 68(64,2) | 67(69,8)

1 p vrijednost je dobivena y? testom

§ - Stupanj slobode (od eng. Degrees of freedom )

Pojavnost pojedinih MTHFR 1298 genotipova ne razlikuje se izmedu promatranih
skupina kao ni izmedu spolova, naprotiv, u skupini bolesnika rezultati su gotovo identicni.

Takoder nema razlike u pojavnosti C alela ni izmedu promatranih skupina ni izmedu spolova.

Prema dobivenim rezultatima moZe se zakljuciti da nema statisticki znacajnih razlika u

pojavnosti kako pojedinih MTHFR genotipova, tako i pojedinih alela, uz p > 0,05.

4.4. Ucestalost pojedinih kombinacija MTHFR C677T i A1298C genotipova

U tablici 7 je prikazana razdioba ucestalosti kombinacija genotipova za dvije MTHFR
mutacije (C677T 1 A1298C) izmedu promatranih skupina bolesnika i zdravih kontrola izrazena

postotnim udjelom (%).
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Tablica 7. Ucestalost kombinacija MTHFR C677T i A1298T genotipova

C677T TT(%) | CT(%) | TT(%) | CC(%) | TT(%) | CT(%) | CT(%) | CC(%) | CC(%)
A1298C CC(%) | CC(%) | AC(%) | CC(%) | AA(%) | AC(%) | AA(%) | AA(%) | AC(%)
Pacijenti 0 0 0 |15(9,7) |24(158) | 27(17,8) | 30(19,7) | 21(13,8) | 35(23,2)
Kontrola 0 0 0 | 11(10,9) | 12(11,9) | 23(22,8) | 22(21,8) | 11(10,8) | 22(21,8)

Iz rezultata za kombinacije dvije MTHFR mutacije vidljivo je da je kombinacija
677CC/1298AC najucestalija kod promatrane skupine bolesnika (23,2 %), dok je to u
kontrolnoj skupini kombinacija 677CT/1298AC (22,8 %). Cetverostruka kombinacija za

MTHFR mutacije 677TT/1298CC nije nadena u obje skupine.

Statistickom analizom nije dokazana statisticki znacajna razlika u zastupljenosti

kombinacija MTHFR C677T i A1298C u obje skupine ispitanika, p = 0,841.

4.5. Ispitivanje razdiobe podataka prema Hardy-Weinbergovoj ravnotezi

Tablica 8. Distribucija genotipova MTHFR C677T mutacije

Mutacija Genotip Ocdekivane | Kontrolna skupina | Dobivene/O¢&ekivane pi
udestalosti (%0) frekvencije
(%) (H-W zakon)l
677 (C>T) CcC 43,3 43,6 1,01
MTHFR
CT 45,0 44,6 0,99 0,995
TT 11,7 11,9 1,02

1 p vrijednost je dobivena y? testom

| Hardy-Weinbergov zakon
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Tablica 9. Distribucija genotipova MTHFR A1298C mutacije

Mutacija | Genotip | Ocekivane | Kontrolna | Dobivene/O¢ekivane | p#
ucestalosti | skupina frekvencije
(%) (%) (H-W zakon)l
1298 AA 44,6 44,6 1,00
(C>A)
MTHFR AC 44,4 44,6 1,01 0%
CC 11,0 10,9 0,99

1 p vrijednost je dobivena y? testom

I Hardy-Weinbergov zakon

Odnos izmedu ucestalosti MTHFR genotipova u odnosu na oc¢ekivane populacijske
ucestalosti analiziran je pomocu testa Hardy-Weinberg ravnoteze. Distribucija genotipova u
kontrolnoj skupini je jako sli¢na ocekivanoj distribuciji po Hardy-Weinbergovom zakonu, §to

ukazuje na statisticki vjerodostojnu usporedbu sa skupinom bolesnika.

4.6. Ispitivanje povezanosti MTHFR C677T mutacije i FV Leiden mutacije kao

kombiniranog ¢imbenika rizika za razvoj tromboembolija

Pregledom literature uocena je povezanost faktor V Leiden (G1691A) i MTHFR 677TT

genotipa kao kombiniranog ¢imbenika rizika za nastanak tromboembolija.

Tablica 10. Distribucija kombiniranih genotipova MTHFR C677T mutacije uz FV Leiden
mutaciju (G1691A)

Kombinacija Pacijenti Kontrolna p#
mutacija skupina sl
677TT/1691GA 6 1
Ukupno (N) 152 101 191 0,167

1 p vrijednost je dobivena y? testom

§ - Stupanj slobode (od eng. Degrees of freedom )

Nasi rezultati nisu pokazali povezanost izmedu ove dvije mutacije i rizika za nastanak

venskih tromboembolija, p = 0,167.
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5. RASPRAVA

Venske tromboembolije vodeéi su uzrok invaliditeta i na tre¢em mjestu uzroka smrti od
kardiovaskularnih bolesti u svijetu. Najveéi rizici za nastanak VTE-a su velike operacije,
traume, imobilizacija i maligna oboljenja. Umjerenim rizicima smatraju se genetic¢ki ili steeni
rizici tijekom Zivota. Od genetickih rizika najzastupljeniji su mutacija faktor V Leiden, nositelji
ne-00 genotipova ABO krvne grupe, mutacija protrombin G20210A (faktor I1), dok su steceni:
nacin zivota, pretilost, puSenje i alkohol, oralni kontraceptivi, nadomjesna hormonska terapija,

upalne bolesti crijeva. Niski rizik za pojavu VTE-a imaju ostale geneticke varijante (44).

Epidemiologija obiteljske povezanosti s VTE-om pokazuje slozenost ove dijagnoze.
Obiteljska anamneza VTE-a kod srodnika prvog stupnja povezana je s dva do tri puta
povecanim relativnim rizikom za nastanak VTE-a. Obiteljska sklonost VTE-u predstavlja zbroj
zajedni¢kih okoliSnih i genetskih ¢imbenika. Medutim, studije obolijevanja blizanaca,
prosirenih obitelji i supruznika ukazuju na slabu ukljuc¢enost zajednickih okolisnih ¢imbenika

u obiteljsku sklonost za VTE (45).

Korisnost testiranja trombofilije u klini¢koj praksi i dalje je predmet rasprave, jer studije
nisu pokazale smanjenje rizika za povratne tromboembolije (VTE) u bolesnika s trombozom.
Probir za ispitivanje rizika za trombofiliju indiciran je odabranim pacijentima. Osobito kod
mladih pacijenata, Zenama u reproduktivnoj dobi poznavanje genetickog trombofilnog defekta
moze pomoci u specificnim situacijama te smanjiti rizik od VTE dogadaja. lzbjegavanje
rizi¢nih ¢imbenika na koje se moze utjecati, uz profilaksu tromboembolijskih postupaka moze
se uvesti za odabrane bolesnike. Sveobuhvatna obrada koja ukljucuje osobnu i obiteljsku
anamnezu, klinicki pregled i rezultati laboratorijskih ispitivanja, ukljuc¢uju¢i nasljednu
trombofiliju, i dalje su korisna u procjeni kumulativnog rizika i lijeenja skupine pacijenata S
rizikom od VTE-a (46).

U ovom radu provedena je studija istrazivanja parova izmedu skupine 152 bolesnika s
klinicki i laboratorijski potvrdenom dijagnozom VTE-a i kontrolne skupine od 101 zdravih
dobrovoljnih darivatelja krvi bez tromboembolic¢kih epizoda. Treba naglasiti da su dobrovoljni
darivatelji krvi koji dolaze u Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu s podrucja Zagreba i
zagrebacke regije reprezentativan uzorak hrvatske populacije. Ispitivana je skupina od 152
bolesnika s VTE-om koji su klinicki i laboratorijski imali potvrdenu dijagnozu venskih
tromboembolija (venske tromboembolije, duboke venske tromboze, pluéne embolije i venski

tromboflebitisi).
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Kako bismo statisticki potvrdili vjerodostojnu usporedbu populacijske skupine sa
skupinom bolesnika, poduzeli smo provjeru distribucije genotipova izmedu dviju skupina
prema Hardy-Weinbergovom zakonu. Zastupljenost medu spolovima bila je podjednaka u obje

ispitivane skupine.

U Hrvatskoj dosad nije objavljena ni jedna populacijska studija vezana uz MTHFR
A1298C mutaciju. Dobiveni rezultati ucestalosti genotipova za mutaciju MTHFR A1298C
bili su: 44,6 % AA, 44,6 % AC i 10,8 % CC u zdravoj hrvatskoj populaciji.

Usporedbom omjera izgleda izmedu skupine VTE bolesnika i kontrola za MTHFR A1298C
mutaciju nije utvrdena statisticka zna¢ajnost OR = 0,825, 95 % CI (0,49 - 1,37); kao ni u
ucestalosti C i A alela, ni izmedu spolova.

U rumunjskoj populaciji Hotoleanu i sur. zakljucili su da samo homozigotni nositelji
MTHEFR 677TT polimorfizma imaju poveéan rizik za pojavu VTE-a, dok MTHFR A1298C
polimorfizam nije povezan s rizikom nastanka VTE-a (47). Nasuprot tome, u studiji od 310
pacijenata s VTE-om u Turskoj, MTHFR A1298C mutacija pokazala je znafajno vecu
uctestalost U bolesnika s pluénom embolijom u usporedbi s DVT (P = 0,006) i s kontrolnom
skupinom (48).

Ucestalost pojedinih MTHFR C677T genotipova u nasem istrazivanju ne razlikuje se
znacajno izmedu promatranih skupina bolesnika (15,8 % TT) i zdravih kontrola (11,9 % TT),
uz OR = 0,880, 95 % CI (0,53 - 1,46), p = 0,623. Razlika pojavnosti TT genotipova je nesto
viSa kod muskaraca (42,9 %) nego kod zena (33,8 %) u skupini bolesnika, $to nije statisticki
znacajno. Minimalna je bila i razlika izmedu ucestalosti T alela koja iznosi 36,2 % kod
bolesnika nasuprot 34,2 % u kontrolnoj skupini. Prema dobivenim rezultatima za obje MTHFR
mutacije moze se zakljuciti da nema statisticki znacajnih razlika u pojavnosti, kako pojedinih

MTHFR genotipova, tako i pojedinih alela, uz p > 0,05.

Ray i suradnici 2002. godine ispitivali su u¢inak mutacije C677T na rizik za nastanak
venskih tromboembolija na 31 dotada objavljenoj studiji (4 901 bolesnika i 7 886 kontrola) i
utvrdili su da je prevalencija TT genotipova blago povisena (14,3 %) u odnosu na kontrole
(11,7 %), dajuci grani¢no poviseni rizik (49). U radu Brazilaca, T alel C677 MTHFR mutacije
navodi se kao rizi¢ni ¢imbenik za razvoj arterijskih 1 venskih tromboza, a vise talijanskih studija
navodi TT genotip kao neovisni ¢imbenik koji je povezan s venskim tromboembolijama, uz
niske razine folata i hiperhomocisteinemiju (50).

Ogranicenje nase studije je $to se ispitanicima nije odredivala razina homocisteina, s

obzirom da i samo blago poviseni homocistein povecava rizik za VTE. Medutim velika vecina
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drugih studija na brojnim populacijama koje su ispitivale povezanost MTHFR mutacija s
rizikom za razvoj VTE nije pokazala statisticku korelaciju, §to je u skladu i s nasim rezultatima.

Liu i suradnici su pokazali da homozigotne varijante, posebice kombinacija obje
MTHFR mutacije znacajno utjeCu na rizik za nastanak VTE-a. Smatraju kako bi ta informacija

pomogla u ranoj intervenciji i profilaksi VTE-a (51).

Iz nasih rezultata ispitivanja ucestalosti kombinacije obje MTHFR mutacije vidljivo je
da je kombinacija 677CC/1298AC najucestalija kod promatrane skupine bolesnika (23,2 %),
dok je to u kontrolnoj skupini kombinacija heterozigotnih genotipova 677CT/1298AC
(22,8 %). U nasoj studiji nismo mogli usporedivati obje skupine s obzirom na nosilastvo
kombinacije obje MTHFR mutacije, jer ni u jednoj promatranoj skupini nije naden ni jedan
nositelj oba homozigotna genotipa MTHFR (TT i CC). Vjerojatno je uzrok tome relativno mali
broj sudionika obje ispitivane skupine, ali i relativno mala ucestalost homozigotnog genotipa
CC za MTHFR A1298C mutaciju u hrvatskoj populaciji (10,9 %).

U metaanalizi koja je obuhvacala 24 studije te 2 339 klini¢kih slu¢ajeva i 4 048 kontrola
Zhang sa sur. je u kineskoj populaciji izvijestio o riziku za nastanak VTE-a koji se manifestirao
kao DVP ili PE u povezanosti s MTHFR C677T mutacijom. Ova mutacija je ¢esta u Kini, a
glavno javno zdravstveno pitanje je bilo je li probir za MTHFR C677T mutaciju Koristan i

relevantan za predvidanje rizika od VTE-a (52).

Zeng i sur 2018. ispitali su 99 izabranih studija za procjenu korelacije izmedu mutacija
MTHFR C677T/A1298C i rizika od VTE-a. Prvobitna analiza korelacije za mutaciju MTHFR
A1298C nije pokazala povezanost s VTE-om. Daljnje analize podskupina prema etnic¢koj
pripadnosti sudionika i tipu bolesti pokazale su da je MTHFR A1298C mutacija znacajno
povezana s rizikom za razvoj pluéne embolije. Za MTHFR C677T mutaciju utvrdena je
znacajna povezanost s rizikom od VTE-a i1 plu¢ne embolije te moze posluziti kao potencijalni

bioloski biljeg za VTE (53).

Pregledom literature uoCena je povezanost mutacije FV Leiden i MTHFR 677TT
genotipa kao kombiniranog ¢imbenika rizika za nastanak venskih tromboembolija (36).

Shafia i sur. su u indijskoj populaciji dobili rezultate povezanosti mutacija FV Leiden i
mutacije protrombin G20210A s povecanim rizikom od VTE, dok povezanost rizika s MTHFR
C677T nije pronadena (50).

Jusi¢-Kari¢ 1 sur. su istrazivali ucestalost i povezanost FV Leiden, FII Protrombin,
MTHFR C677T mutacije i nastanak duboke venske tromboze u populaciji Bosne i

Hercegovine. Ispitivanje je obuhvatilo 111 tromboembolijskih bolesnika i 207 zdravih
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ispitanika. U studiji su potvrdili povezanost FVL i FII mutacije s DVT. Aleli i ucestalost
genotipa MTHFR C677T mutacije nisu se znacajno razlikovali izmedu slucajeva i kontrola
(54).

Nasi rezultati nisu pokazali povezanost izmedu FVL i C677T MTHFR mutacije i rizika
za nastanak venskih tromboembolija. Ne postoji statisticki znacajna razlika u udjelu nositelja
FVLi677TT mutacije kod pacijenata s VTE-om u odnosu na kontrolnu skupinu, uz vjerojatnost
da je rezultat takav zbog ogranicenja istrazivanja, relativno male skupine bolesnika. Cattaneo i
sur. su istrazivanjem bolesnika s VTE-om iz Italije dokazali povezanost FV Leiden i MTHFR
TT mutacije, uz naglasak da je u talijanskoj populaciji visoka ucestalost 677TT mutacija (36).

Zakljucno, nasi rezultati istrazivanja parova izmedu skupine 152 bolesnika s VTE-om i
kontrolne skupine 101 dobrovoljnih darivatelja krvi nisu pokazali da se ucestalosti genotipova
MTHFR C677T i A1298C, kao ni ucestalosti T i C alela statisticki znacajno razlikuju izmedu
ispitivanih skupina. Rezultati provedene studije nisu pokazali utjecaj pojedina¢nih mutacija
C677T i1 A1298C, kao ni kombinacije obje MTHFR mutacije na tromboti¢ki rizik u nastanku
venskih tromboembolija. Nije nadena povezanost izmedu F V Leiden i MTHFR CC mutacija i
nastanka VTE-a.
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6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istraZivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti slijedeci

zakljudci:

28

U Hrvatskoj dosad nije objavljena ni jedna populacijska studija vezana uz MTHFR
A1298C mutaciju. Dobiveni rezultati pojavnosti genotipova za mutaciju MTHFR
A1298C bili su: 44,6 % AA, 44,6 % AC i 10,8 % CC u zdravoj hrvatskoj populaciji.
Dobiveni rezultati pojavnosti homozigotnih genotipova za mutaciju MTHFR C677T
bili su: 15,8 % TT u skupini bolesnika s venskim tromboembolijama nasuprot 11,9 %
TT u kontrolnoj skupini (OR = 0,880, 95 % CI (0,53 - 1,46), p = 0,623. Utvrdena
ucestalost T alela bila je 36,2 % kod bolesnika nasuprot 34,2 % kod kontrolne skupine
(OR =0,941, 95% CI (0,62 - 1,33), p = 0,641).

Dobiveni rezultati pojavnosti homozigotnih genotipova za mutaciju MTHFR A1298C
bili su: 9,9 % CC u skupini bolesnika s venskim tromboembolijama nasuprot 10,9% CC
u kontrolnoj skupini (OR = 0,825, 95 % CI (0,49 - 1,37), p = 0,455). Utvrdena ucestalost
C alela bila je 30,3 % kod bolesnika nasuprot 33,2 % kod kontrolne skupine (OR =
0,874, 95 % CI (0,59 - 1,28), p = 0,491).

Ucestalosti genotipova MTHFR C677T i A1298C, kao ni ucestalosti T i C alela nisu se
statisticki znacajno razlikovale izmedu promatranih skupina bolesnika S venskim
tromboembolijama i zdravih kontrola.

Statisticki znacajna razlika nije dobivena ni usporedbom MTHFR mutacija izmedu
spolova. Razlika pojavnosti TT genotipova je nesto visa kod muskaraca 42,9 % nego
kod Zena 33,8 % u skupini bolesnika.

Usporedba svih kombinacija za MTHFR C677T i A1298C genotipove nije pokazala
statistiCku znacajnost izmedu promatranih skupina. Ni jedan bolesnik s VTE-om nije
bio nositelj oba homozigotna genotipa MTHFR mutacija 677TT/1298CC.

Nasi rezultati nisu pokazali povezanost izmedu bolesnika s venskim tromboembolijama
koje su istodobno nositelji mutacije faktor V Leiden (G1691A) i MTHFR 677TT

genotipa i rizika za nastanak venskih tromboembolijauz > = 1,911 p = 0,167.
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7. SAZETAK

Utjecaj kombinacije MTHFR mutacija (C677T i A1298C) na tromboticki rizik u

nastanku venskih tromboembolija

Uvod: Mutacije gena za metilentetrahidrofolat reduktazu (MTHFR) 677CT 1 1298 AC uzrokuju
termicku labilnost 1 smanjenu aktivnost enzima. Homozigotni nositelji genotipova TT 1 CC
imaju poviSeni homocistein u plazmi, Sto uz deficit folata i vitamina B12 predstavlja rizi¢ni
¢imbenik za razvoj venskih tromboembolija (VTE), jednog od vodeéih uzroka pobola i
smrtnosti u svijetu.

Ciljevi istrazivanja: Ispitati ucestalost MTHFR mutacija C677T i A1298C u hrvatskoj
populaciji te njihovu pojedina¢nu/kombiniranu povezanost s trombotickim rizikom te
povezanost mutacija C677T i FV Leiden kao kombiniranog ¢imbenika rizika za razvoj VTE-a.
Materijali i metode: Nakon odobrenja Etickog povjerenstva i informiranog pristanka
provedena je studija istrazivanja parova izmedu skupine 152 bolesnika s klini¢ki i laboratorijski
potvrdenom dijagnozom VTE-a i kontrolne skupine od 101 dobrovoljnih darivatelja krvi bez
tromboembolickih epizoda. Nakon izolacije DNA pomocu QIAamp DNA Blood mini kita na
uredaju QIAcube (Qiagen, Njemacka), genotipovi mutacija odredeni su pomocu RT-PCR na
uredaju ABI 7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems, SAD).

Rezultati: Ucestalosti genotipova MTHFR C677T 1 A1298C, kao ni ucestalosti T i C alela nisu
se statistiCki znacajno razlikovale izmedu skupine bolesnika i kontrolne skupine. Usporedba
kombinacija za MTHFR C677T i A1298C genotipove nije pokazala statistiCku znacajnost
izmedu promatranih skupina. Ni jedan bolesnik s VTE-om nije bio nositelj oba homozigotna
genotipa MTHFR mutacija. Nasi rezultati nisu pokazali povezanost izmedu bolesnika s VTE-
om koji su nositelji mutacija faktor V Leiden (G1691A) i MTHFR 677TT i rizika za nastanak
VTE-a.

Zakljucak: Rezultati provedene studije nisu pokazali utjecaj pojedina¢nih kao ni kombinacije

mutacija na tromboticki rizik u nastanku venskih tromboembolija.

Kljuéne rijeci: FV Leiden mutacija; metilentetrahidrofolat reduktaza; tromboticki rizik;

venske tromboembolije
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8. SUMMARY

The effect of a combined MTHFR mutation (C677T and A1298C) on the thrombotic risk

of venous thromboembolism

Introduction: Gene mutations for methylentetrahydrofolate reductase (MTHFR) 677CT and
1298 AC cause thermal lability and reduced enzyme activity. Homozygous carriers of
genotypes TT and CC exhibit elevated homocysteine in plasma, and together with folate
deficiency and vitamin B12 is a risk factor for the development of venous thromboembolism
(VTE), one of the leading causes of stroke and mortality in the world.

Research Objectives: Investigate the incidence of MTHFR mutations C677T and A1298C in
the Croatian population and their individual/combined effect on thrombotic risk and the
correlation of mutations C677T and FV Leiden as a combined risk factor for VTE development.
Materials and Methods: Following approval from the Ethics Committee and the informed
consent, a case-control study was conducted among a group of 152 patients with clinically and
laboratory confirmed VTE diagnoses as well as a control group of 101 voluntary blood donors
without thromboembolic episodes. After DNA isolation using QlAamp DNA Blood mini Kits
on the QIAcube instrument (Qiagen, Germany), genotype mutations were determined using
RT-PCR (real-time polymerase chain reaction) on the ABI 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, USA).

Results: The frequency of genotypes MTHFR C677T and A1298C, as well as the frequency of
T and C allele, did not exhibit a statistically significant difference between patient groups and
the controls. Comparing combinations for MTHFR C677T and A1298C genotypes did not show
any statistical significance among the observed groups. Not one VTE patient was a carrier of
both homozygous genotype MTHFR mutations. Our results did not show a correlation between
VTE patients who are carriers of the factor V Leiden (G1691A) and MTHFR 677TT and the
risk of VTE.

Conclusion: Our results did not provide evidence of any effects from either single or combined

mutations on the thrombotic risk of venous thromboembolism.

Key words: FV Leiden mutation; methylentetrahydrofolate reductase; thrombotic risk; venous

thromboembolism
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