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1. UVOD

Znacenje hemostatske ravnoteZe prvi je opisao Astrup 50-tih godina proS$log stolje¢a (1). U
normalnom fizioloSkom stanju hemostazu oznacava formiranje krvnog ugruska na mijestu
ozliede krvne zile, a za nju je potrebno sinergi¢no djelovanje zilnih, trombocitnih i
plazmatskih Cimbenika. Ovakav prirodni hemostatski sustav omogucuje brz i ucinkovit

odgovor ljudskog organizma na krvarenje.

11. HEMOSTAZA
Hemostazu karakteriziraju Cetiri faze koje zapoc€inju oSte¢enjem endotela, vazokonstrikcijom
krvne Zile uz formiranje trombocitnog €epa, koagulacijskom kaskadom, zaustavljanjem

zgruSavanja te, naposljetku, fibrinolizom uz eliminaciju ugruska (2).

1.1.1. Formiranje trombocitnog ¢epa

Za stezanje manijih krvnih zila odgovorni su trombociti koji se aktiviraju ozljedom endotela i
potom ispustaju vazoaktivne tvari. Manje ozljede krvnih zila zatvaraju se trombocitnim ¢epom
dok je za vecCe razdore potreban krvni ugruSak. Za prevenciju adherencije i aktivacije
trombocita na neozlijeden, intaktni endotel odgovorni su nitrini oksid i prostaciklin.
Ostecenjem endotela blokira se stvaranje navedenih molekula, ¢ime subendotelijalno tkivo
dolazi u izravan kontakt s tvarima koje uzrokuju aktivaciju trombocita, kao Sto su mikrofibrili,
laminin i kolagen te razliCiti proteini. Integrinski glikoproteini GPla/lla i GPVI, koji
predstavljaju superobitelj adhezivnih proteina, dva su najvaznija trombocitno kolagenska
receptora (3). U aktivaciji trombocita vaznu ulogu ima i plazmatski protein trombin (4) koji
aktivira trombocite veZuéi se na njihove proteaza- aktivirane receptore PAR-1 i PAR-4 ¢ime
zapocinje kaskadnu aktivaciju transmembranske signalizacije (5-9). Adenozin difosfat (ADP)
sa svojim parakrinim/autokrinim svojstvima takoder sudjeluje u aktivaciji trombocita
pojacavajuci njihovu aktivnost vezuéi se za dva G-proteinska receptora, P2Y1 i P2Y12.
Aktivacijom P2Y1 mijenja se oblik trombocita te dolazi do brze reverzibilne agregacije, a
aktivacijom P2Y12 raste sekrecijska mo¢ trombocita (10). Aktivacijom trombociti dobivaju
sposobnost adhezije, agregacije, sekrecije i prokoagulantne aktivnosti.

Adhezivna sposobnost trombocita karakterizira se stvaranjem pseudopodija (laznih nozica)

trombocita, a nastaje spajanjem povrSinskog receptora glikoproteina (GP) Ib/IX/V s von
Willebrandovim faktorom (VWF) u subendotelijalnom matriksu (11).

Agreqacija trombocita karakterizira se nside-out‘ i ,outside-in“ signalizacijom. Naime,

aktivacijom trombocita dolazi do strukturnih promjena najgusce rasprostranjenih receptora na

povrSini trombocita GP lIb/llla koji po svojoj strukturi pripadaju integrin superobitelji.



Strukturnim promjenama receptori dobivaju sposobnost vezanja za plazmatski fibrinogen i
potom za VWF. Ovo se se naziva ,inside-out* signalizacijom (12-14). Spajanje GP llb/llla i
VWF uzrokuje vezanje citoplazmatskog dijela aktiviranog GP lIb/llla kompleksa za
citoskeleton trombocita, a posljedi€no dovodi do Sirenja trombocita i retrakcije ugruska, sto
se naziva ,outside-in“ integrinskom signalizacijom. Navedene reakcije predstavljaju finalni
zajednicki put agregacije trombocita (15, 16).

Trombocitna sekrecija karakterizirana je sekrecijom aktivnih tvari iz granula trombocita.

Trombociti sadrze dvije vrste granula: alpha granule i guste, tzv. ,dense” granule. Alpha
granule otpustaju fibrinogen, von Willebrandov faktor, trombospondin, trombocitni faktor
rasta (PDGF,engl. platelet-derived growth factor), trombocitni faktor 4 i P' selektin, a guste
granule otpustaju ADP, ATP, ioniziraju¢i kalcij, histamin i serotonin. Sve navedene tvari
pridonose hemostazi. ADP i serotonin stimuliraju i regrutiraju dodatne trombocite (17).
Serotonin je fizioloSki odgovoran za vazodilataciju, dok u kontaktu s osteéenim endotelom
moze imati drukciju funkciju i uzrokovati vazokonstrikciju. ADP aktivirani trombociti
povecavaju ekspresiju unutarstanine adhezijske molekule (ICAM-1) na povrsini endotelnih
stanica (18). Trombospondin je adhezivni protein koji stabilizira trombocitni ugrusak.
Fibinogen se otpusta u kontaktu trombocita s ozlijedenim endotelom (19). Tromboksan A2,
metabolit arahidonske kiseline, uzrokuje vazokonstrikciju i ucvrs€ivanje trombocitnog
ugruska. PDGF, kao i ostali faktori rasta, djeluje potentno na glatke misi¢ne stanice te utjece
na popravak oste¢enog endotela.

Prokoagulancijsko svojstvo aktiviranih trombocita karakterizirano je prisutnoS¢éu brojnih

prokoagulacijskih tvari na njihovoj povrsini, posebice fofolipida fosfatidilserina i ostalih
bjelancevina plazme koje sudjeluju u kaskadnoj reakciji procesa zgruSavanja (20).

U krvi i tkivima pronadeno je viSe od 50 tvari koje utjeCu na zgruSavanje krvi. Unato€ tome
Sto u krvotoku normalno prevladavaju antikoagulacijska sredstva, cirkulacijska ravnoteza
ovisi 0 savrSenoj sinergiji prokoagulacijskih i antikoagulacijskih faktora. U slu€aju oStecenja
krvne Zile aktivira se slozena kaskada kemijskih reakcija s ciliem stvaranja kompleksa
aktivnih tvari pod nazivom aktivator protrombina koji protrombin pretvara u trombin. Trombin
djeluje kao enzim koji fibrinogen pretvara u topljiv fibrin, a aktivirani faktor XIIl pretvara u
fibrinski tromb. Njezne niti fibrina umrezuju trombocite, krvne stanice i plazmu formirajuéi

ugrusak.

1.1.2. Koagulacijska kaskada
ZgruSavanje zapocCinje koagulacijskom kaskadom, a zavrSava stvaranjem aktivatora
protrombina. Koagulacijska kaskada oznaCava sekvencijsku pretvorbu inaktivnih oblika
proteolitickih enzima u aktivne oblike. Vecina faktora koagulacije sintetizira se u jetri, osim



VWF-a koji nastaje u megakariocitima i stanicama endotela te faktora VII kojeg takoder
produciraju endotelne stanice. Koagulacijska kaskada i stvaranje aktivatora protrombina
mogu se prikazati na dva nacina: vanjskim putem koji se aktivira oStecenjem stijenke krvne
Zile ili okolnih tkiva (in-vitro pretvorba izraZzena kao protrombinsko vrijeme zgru8avanja: PT) i
unutarnjim koji zapocinje u samoj krvi (in-vitro pretvorba izrazena kao aktivno parcijalno
tromboplastinsko vrileme zgrusavanja: aPTT). Vanjski i unutarnji put ispreplicu se
zajednickom aktivacijom faktora X koji, kao dio protrombinaze, sudjeluje u pretvorbi
protrombina u trombin. Trombin potom pretvara topljivi plazmatski protein fibrinogen u
netopljivi fibrinski ugrusak (in-vitro pretvorba izrazena kao trombinsko vrijeme: TT).

Vanjski mehanizam zgruSavanja krvi

Ostecenjem stijenke krvne Zile dolazi do oslobadanja integralnog membranskog
glikoproteina tkivnog faktora (TF, tkivni tromboplastin). Tkivni faktor u inaktivnom obliku
uobicajeno nalazimo u tkivima kao Sto su koza ili vaskularna adventicija, dok ga u krvi te na
povrSini endotela nalazimo samo u slu€aju osteéenja krvne Zile (21). U cilju pojatavanja
koagulacijskog mehanizma trombociti takoder mogu sintetizirati svoj TF (22). Tkivni faktor
sluzi kao kofaktor stvaranju aktivhog faktora VIl (FVIla) (23, 24). Kompleks tkivnhog faktora i
faktora Vlla u prisutnosti kalcijevih iona djeluje kao enzim na faktor X te nastaje aktivirani
faktor X (Xa). Aktivirani faktor X odmah se spaja s faktorom V te s fosfolipidima koji su dio
tkivnog faktora ili s fosfolipidima koje produciraju trombociti i tako nastaje kompleks nazvan
aktivator protrombina. Aktivator protrombina uz prisutnost kalcijevih iona pretvara protrombin
u trombin koji nastavlja proces zgruSavanja. Stvoreni trombin pojaCava koagulaciju
pretvarajuci povratno inaktivni faktor V u aktivni oblik (FVa) koji potom dodatno ubrzava
aktivaciju protrombina. Vazno je naglasiti uloge sastavnih dijelova kompleksa aktivatora
protrombina pri ¢emu aktivirani faktor X predstavlja proteazu kojom se protrombin pretvara u
trombin; aktivirani faktor V ubrzava tu proteaznu aktivnost, a trombocitni fosfolipidi su
posrednici kojima se dodatno ubrzava proces koagulacije.

Unutarnji mehanizam zgruSavanja krvi

Pocetna faza unutarnjeg mehanizma zgrusavanja uklju€uje nekoliko proteina plazme kao $to
su faktor Xl (Hagemanov faktor), prekalikrein (Fletcherov faktor) i kininogen velike
molekularne mase (HMWAK, Fitzgelardov faktor) koji se aktiviraju nakon kontakta s negativno
nabijenom povrSinom u traumatiziranoj stjenki krvne zile. Doticajem krvi s kolagenom
ozljedene stijenke krvne Zile dolazi do strukturnih promjena trombocita i faktora XII. Aktivirani
trombociti iz svojih granula otpustaju fosfolipide koji sadrze lipoprotein nazvan trombocitni
faktor 3, a faktor Xl poprima novi molekularni oblik §to ga pretvara u proteoliticki enzim,
aktivirani faktor Xll. Aktivirani faktor XllI, zajedno s kininogenom velike molekularne mase i
prekalikreinom, aktivira faktor XI koji potom aktivira faktor IX. Aktivirani faktor IX, zajedno s
aktiviranim fakorom VIII te s trombocitnim fosfolipidima i faktorom 3, aktivira faktor X.
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Aktivirani faktor X zajedno s faktorom V i trombocitnim ili tkivnim fosfolipidima formira
aktivator protrombina, a ova je reakcija istovjetna s posljednjim korakom vanjskog puta
zgruSavanja. Aktivator protrombina potom pretvara protrombin u trombin i time se pokrece

vec opisani zavrni korak zgruSavanja (Slika 1.).

VANJSKI PUT ZGRUSAVANJA UNUTARNIJI PUT ZGRUSAVANJA
TF X X Xl
VIl ----Vlla Xla Xlla Vil

IXa Villa /

Ca?* + fosfolipidi

>

Xa Va
Ca? + fosfolipidi

ZAJEDNICKI PUT ZGRUSAVANIJA

Fibrinogen-------- Fibrin------- stabilni fibrin

Slika 1. Vanjski i unutarnji mehanizam zgruSavanja krvi

Uz faktore koagulacije, vaznu ulogu u unutarnjem putu zgruSavanja krvi imaju i polifosfati
(polyP), molekule isprepletene visoko energetskim mrezama. Polifosfat koji izluCuju
trombociti iz gustih granula djeluje kao snazno prokoagulantno sredstvo (25). Sa svojim
anionskim nabojem, polyP predstavlja negativno nabijenu povrsinu koja aktivira unutarnji put
zgruSavanja. PolyP takoder ubrzava aktivaciju faktora V, inhibira aktivnost inhibitora tkivnog
faktora (TFPI), pojatava polimerizaciju fibrina i zajedno s trombinom ubrzava aktivaciju
faktora XI.

Vanjski i unutarnji put zgruSavanja aktiviraju se istovremeno oStecenjem stijenke krvne Zzile, a

jedino se razlikuju u vremenu trajanja. Vanjski put je eksplozivniji i trajanje mu je ograni¢eno



potrosnim faktorima koagulacije X, VIl i V te koli¢inom faktora koja se otpusta iz ozlijedenog

tkiva, dok je unutarnji put mnogo sporiji.

1.1.3. Zaustavljanje zgrusavanja

Kao i sve ostale reakcije u organizmu, hemostaza je kontrolirana brojnim enzimatskim
procesima kojima se osigurava brz i lokaliziran odgovor na krvarenje, ali istovremeno i
blokira pretjeran trombogeni odgovor i na taj nacin prevenira ostecenje tkiva. Kontrolni
mehanizmi preveniraju trombozu smanjenjem koncentracije prokoagulacijskih tvari u
krvotoku, uklanjanjem aktiviranih faktora koagulacije uz pomo¢ retikuloendotelnog sustava
(RES) i aktivacijom prirodnih antikoaglacijskih puteva (26). Prirodni antikoagulacijski sustav
je brojan i sadrzi faktore poput antitrombina, proteina C, proteina S, inhibitora puta tkivnog
faktora (TFPI) i duSikovog oksida (NO) cija je funkcija dominantna u zavrSnoj fazi
koagulacije. Antitrombin (AT) jedan je od najsnaznijih antikoagulanata u krvi koji neutralizira
vecdinu enzima u koagulacijskoj kaskadi (faktor lla, faktore Xa, 1Xa, Xlla i Xla) stvarajuci s
njima ¢vrste komplekse (27). Malu proteinsku molekulu antitrombina karakteriziraju dva
aktivha vezna mjesta, reaktivni centar Arg393-Ser394 i heparin vezno mjesto. Vezuci se na
svoje vezno mijesto, heparin strukturno mijenja molekulu i time povecava aktivnost
antitrombina 1000 do 4000 puta (27, 28).

Protein C (PC) predstavlja joS jedan prirodni antikoagulans. U nastavku kogulacijske
kaskade trombin se veZe za trombomodulin (TM), integralni membranski protein na povrsini
endotela (Slika 2.). Kontakt trombin-trombomodulin uzrokuje strukturne promjene molekule
trombina, pri C¢emu on gubi svoja prokoagulacijska svojstva, a dobiva sposobnost aktivacije
proteina C (Slika 3.) (29, 30). Aktivaciju PC s thrombin-trombomodulin kompleksom jo$ viSe
potice EPCR, receptor proteina C koji se nalazi na stanicama endotela. Aktivirani protein C
(APC), zajedno s jo$ jednim antikoagulacijskim proteinom S, inaktivira faktore Va i Villa. APC
prvo djeluje na poziciji Argo06 faktora Va, a potom na poziciji Arg306 i Arg679. Pozicija
Arg506 esencijalna je za normalnu funkciju faktora V (31). Kod faktora V Leiden (FVL)
aminokiselina arginin na poziciji 506 zamijenjena je s glutaminom i zbog toga protein C
djeluje puno sporije na njegovu inaktivaciju (APC rezistencija). Kao posljedica toga, razvija
se hiperkoagulabilnost. Uz PS, | faktor V takoder je kofaktor APC-a u inaktivaciji faktora Va i
Vllla, te je kod nositelja FVL-a i ta funkcija PC-a onemoguéena Sto pogorSava postojecu

hiperkoagulabilnost krvi.



Stvaranje ugrudka Koagulacijska kaskada Zaustavljanje zgru3avanja

Faktor Vllla
\J

Faktor Va 'r

Inaktivacija

Protein S

| —
Trombin

Subendotel

Slika 2. Hemostatski kontrolni mehanizmi i zavrSna faza zgrusavanja krvi.

Preuzeto i prilagodeno: Leung LLK, Overview of hemostasis, 2018.
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Slika 3. Uloga proteina C i proteina S u terminaciji koagulacije.
Preuzeto i prilagodeno: Bunn HF. Thrombotic Disorders. In: Pathophysiology of Blood Disorders, 2011.



Kofaktor PC-a, protein S, u krvotoku postoji u dva oblika: nevezan u aktivnom obliku te u
inaktivnom kada je vezan u kompleksu s C4b komplementom. TFPI je jo$ jedan
antikoagulans koji se sintetizira u stanicama endotela (32). TFPI inhibira faktor X na dva
nacina; direktnom inhibicijom faktora Xa i u kompleksu TFPI-FXa - TF/FVlla, ¢ime regulira
pocetni mehanizam vanjskog puta zgruSavanja (33, 34). U plazmi se moze naci u slobodnom
obliku (20%) kao TFPI- alpha i vezan za lipoprotein niske gustoce (LDL) (80%). Veéina TFPI
nalazi se na povrsini endotela vezana glikozaminoglikanima (TFPI- beta). Heparin stimulira
naglu produkciju TFPI-ja u plazmi ¢ime bi se mogao objasniti njegov jaki antitroboticki u¢inak
te se danas rekobinantni TFBI prou€ava kao antikoagulacijsko sredstvo.

Tijekom koagulacije enzim fosfolipaza A2 djeluje na fosfolipide oStecenih stanica endotela
oslobadajuci arahidonsku kiselinu iz fosfolipida koju potom enzim ciklooksigenaza-1 (COX-1)
na povrSini trombocita pretvara u tromboksan A2 (TxA2). TxA2 poti¢e agregaciju trombocita i
vazokonstrikciju. Njegov oponent, druga aktivha supstanca, prostaciklin (Pgl2), kao vazan
produkt endotela, takoder nastaje iz arahidonske kiseline djelovanjem COX-1 ili COX-2 Eiju
produkciju inducira laminarni tok krvi u fizioloSkim uvjetima (35, 36). Pgl2 blokira agregaciju
trombocita te antagonizira vazokonstrikciju uzrokovanu tromboksanom A2. Stanice endotela
produciraju joS jedan potentni vazodilatator, dusikov oksid (NO). NO nastaje pod utjecajem
agonista i fizikalnih stimulansa u raznim tkivima iz L-arginina katalitickim djelovanjem NO-
sintaze. Tako stvoreni NO vazan je medijator homeostatskih procesa na koje utjeCe

vazodilatacijom i spreCavanjem adhezije i agregacije trombocita (37).

1.1.4. Eliminacija ugruska i fibrinoliza
Uz formiranje ugruska, za urednu je hemostazu vazna i njegova eliminacija. Odlaganje i
otapanje fibrina moraju biti uravnotezeni kako bi se hemostatski ¢ep odrzao i remodelirao u
procesu popravka osteéene Zile. Plazma sadrzZi euglobulin nazvan plazminogen koji veze
fibrin i tkivni aktivator plazminogena (tPA). Ovaj trojni kompleks pretvara plazminogen u
proteoliticki enzim plazmin (38, 39). Plazmin ima Sirok spektar aktivnosti. On otapa fibrinske
niti i inaktivira fibrinogen kao i druge faktore koagulacije: faktor V, VI, protrombin i faktor XII
(40). Cijepanjem polimeriziranog fibrina u krvotok oslobadaju se brojni topivi produkti njegove
razgradnje (npr. D dimeri). Sustav plazminogen/tPA je uravnoteZen i odvija se paralelno s

koagulacijskom kaskadom (Slika 4.).
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Slika 4. Regulacija fibrinolize inhibitorom aktivatora plazminogena 1 (PAI1), alfa 2

antiplazminom i trombin aktiviranim inhibitorom fibrinolize (TAFI).

Preuzeto i prilagodeno: Leung LLK, Overview of hemostasis, 2018.

Aktivnost plazmina balansirana je uskladenim djelovanjem aktivatora plazminogena i
inhibitorima aktivacije plazminogena (PAI-1 i PAI-2). Dva su tipa aktivatora plazminogena:
tkivni aktivator plazminogena (tPA) i urokinaza. Na sekreciju tPA iz endotelnih stanica utjeCu
trombin, serotonin, bradikinin, citokini i epinefrin, a u plazmi cirkulira u kompleksu sa svojim
prirodnim inhibitorom PAI-1 (40, 41). Drugi aktivator, urokinazu, luCe epitelne stanice koje
oblazu izvodne putove (npr. u bubregu ili dojci). Dok je tPA odgovoran za inicijaciju
intravaskularne fibrinolize, urokinaza dominantno djeluje u ekstravaskularnom prostoru. Kao
jo8 jedan snazan aktivator plazminogena, spominje se i streptokinaza, bakterijski proizvod
koji se ne nalazi normalno u tijelu.

Suprotno aktivatorima plazminogena, inhibitori blokiraju aktivnost tkivhog aktivatora
plazminogena. PAI-1 sintetiziraju endotelne stanice i trombociti koji ujedno i reguliraju njihovo
otpustanje za vrijeme fibrinolize. PAI-2 sintetiziraju bijele krvne stanice i posteljica. Njegova
funkcija inhibitora tPA je slaba i smatra se bioloSki nevaznom.

Inhibitor plazmina, alfa-2-antiplazmin, izluCuje se u jetri, ali nalazimo ga i u trombocitnim
granulama (42). Aktivnost alfa-2-antiplazmina potaknuta je faktorom Xllla koji veze alfa-2-
antiplazmin u fibrinski ugrusak ¢€ineci tako ugrusak otporan na plazmin.

Trombin aktivirani inhibitor fibrinolize (TAFI) fizioloSki je supstrat za kompleks trombin- TM.
Aktivirani TAFI razgraduje preostale djelove veC raspadnutog fibrina i time onemogucava

ugradnju fibrinskih niti u ugrusak i aktivaciju plazminogena. Kompleks trombin- TM aktivira
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PC koji poti¢e koagulacijsku kaskadu, a aktivacijom TAFIl-ja §titi ve¢ formirani ugruSak na
mjestu ostecenja krvne Zile od prijevremene razgradnje. Poremecaj normalne funkcije TAFI-
ja ogleda se u brojnim steCenim i nasljednim poremecajima koagulacije (npr. hemofilija,
kroni¢ne bolesti jetre). Kod osoba s mutacijom protrombinskog gena dolazi do pojaganog
nakupljanja trombina te pojaCane aktivhosti TAFl-ja, Sto posljedicno dovodi do inhibicije

fibrinolize i povecanja rizika za razvoj tromboembolijskih (TE) bolesti (43).

1.2. POREMECAJ HEMOSTAZE- TROMBOFILIJA
Kao Sto je ve¢ navedeno, za funkcionalnu hemostazu potreban je savrSeno uskladeni dijalog
tri faktora: Zile, trombocita i proteina plazme. Promjene na bilo kojoj razini komunikacijskog
lanca mogu dovesti do patoloSkih stanja razli€itih razmjera. Jedna od takvih promjena je
trombofilija. Trombofiliju oznacava sklonost trombozi koja se, ovisno o mjestu nastanka,
javlja u obliku arterijske i venske tromboze. Klini¢ki vazne venske tromboze manifestiraju se
u obliku duboke venske tromboze (DVT), pluéne embolije (PE), ponavljaju¢e venske

tromboembolije (TE) i postrombotskog sindroma. Trombofilija moze biti nasljedna ili steCena.

1.2.1. Stecena trombofilija
SteCena trombofilija ili sindrom antifosfolipidnih protutijela (AFS) je autoimuni poremecaj
karakteriziran stvaranjem antifosfolipidnih protutijela koja mogu uzrokovati arterijsku ili
vensku trombozu, kao i patoloSke promjene u trudnoéi poput spontanih pobacaja, fetalne
smrti, prijevremenog porodaja ili preeklampsije (PE). Za dijagnozu AFS-a potreban je razvoj
klinicke slike (u obliku tromboze ili patoloSkih stanja u trudnoéi) te dva pozitivna testa u
razmaku od tri mjeseca na lupus antikoagulant (LAC) ili anti-B2-glikoprotein-I (44). U odnosu
na klini¢ku sliku, razlikujemo primarni i sekundarni antifosfolipidni sindrom; primarni AFS je
zaseban entitet, dok sekundarni oblik poremecaja Cesto prati sistemski eritemski lupus i
druge reumatske bolesti. Mehanizam nastanka tromboze i opstetrickih komplikacija nije u
potpunosti istrazen. Patogeneza AFS-a temelji se na stvaranju protutijela usmjerenih na
jednu ili vise tjelesnih bjelan€evina koje se normalno vezu na fosfolipidne sastojke stani¢ne
membrane i Stite od pretjeranih koagulacijskih poticaja. Autoprotutijela inhibiraju uc€inak tih
zastitnih proteina stvarajuci prokoagulantnu povrsinu na endotelu. Protutijela se takoder vezu
i za PC, annexin V, trombocite, serumske proteaze, tkivne faktore inhibirajuéi njihov
antikoagulacijski ucinak. Da bi jo§ viSe pojacali prokoagulacijski ucinak, antifosfolipidna
protutijela djeluju i na vaskularni tonus uzrokujuéi vazokonstrikciju. Dana3nje studije
podrzavaju miSljenje da je kod pojednaca s pozitivnim antifosfolipidnom protutijelima
potreban ,second hif’ tj. drugi udarac nakon koje ¢e se bolest manifestirati s tipicnom
klinickom slikom (45). Drugi udarac ili provokator klinicke slike moze biti puSenje, oralna

hormonska kontracepcija ili hormonsko nadomjesno lijeCenje, dugotrajna imobilizacija,
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malignitet, nefrotski sindrom, hipertenzija, hiperlipidemija i trudnoca ili babinje. Za perinatalni
morbiditet u AFS-u odgovorna je tromboza koja primarno zahvaéa posteljicu. Tromboza
posteljice i decidue, infarkti i smanjenje ukupne mase posteljice esto su opisivane promjene
kod trudnica s AFS-om (46). Dijagnoza AFS-a u trudno¢i temelji se na prisustvu najmanje
jednog klinickog i jednog laboratorijskog kriterija (47). Laboratorijski kriteriji ukljuCuju
prisutnost LAC-a ili antikardiolipinskih protutijela 1gG-a ili IgM-a u serumu ili u plazmi
srednjeg ili viSeg titra ili anti beta2 glikoprotein-1 antitijela u serumu ili plazmi u dva
odredivanja u vremenskom razmaku od 12 tjedana mjerena standardnom ELISA metodom.
Klini¢ki kriteriji ukljuCuju trombozu krvnih Zzila ili patoloSku trudno¢u (jednu ili viSe
neoCekivanih smrti morfoloski normalnog fetusa iznad 10 tjedana trudnoce, teSku
PE/eklampsiju ili tri i vise neobjaSnjenih spontanih pobacaja prije 10 tjedana trudnoce).
Diferencijalno dijagnosticki potrebno je naglasiti da pozitivan titar na antikardiolipinska
antitijela ne znaci i AFS. Antikardiolipinska protutijela mogu se razviti i kao reakcija tijela na
infekcije poput sifilisa, Lajmske bolesti, EBV-a, CMV-a, HIV-a i virusa hepatitisa C.

1.2.2. Nasljedna trombofilija
Nasljedna trombofilija predstavlja genetsku sklonost razvoju tromboze, a ocituje se kao
mutacija faktora V (faktor V Leiden- FVL), mutacija protrombinskog gena G20210A (PGM,
faktor 1), deficijencija proteina C (PC), deficijencija proteina S (PS) i deficijencija antitrombina
(AT). Trombofiljom su obuhvaéene i dvije Ceste varijante gena, a to su mutacija enzima
metilen tetrahidrofolat reduktaze (MTHFR) i mutacija inhibitora aktivatora plazminogena 1
(PAI-1). U sklopu trombofilija veéeg klinickog znacaja, FVL i PGM predstavljaju 50-60% svih
nasljednih trombofilija. Poremecaji na razini PC, PS i AT-a nalaze se u zna¢ajno manjem

postotku u populaciji.

1.2.2.1. Faktor V Leiden (FVL)
Faktor V Leiden predstavlja mutirani oblik faktora V koji je otporan na aktivnost prirodnog
antikoagulanta proteina C (APC), ¢ime njegovi nositelji razvijaju pojacan rizik za TE bolesti.
Faktor V jedan je od faktora koagulacije kodiran genom F5 i njegovo prokoagulacijsko
djelovanje ocituje se utjecajem na produkciju trombina koji pretvara fibrinogen u fibrin.
Trombin svojim povratnim mehanizmom pomaze pretvorbu inaktivnog faktora V u aktivni
oblik (Va) koji potom postaje kofaktor kompleksu protrombinaze za produkciju trombina
(pozitivna povratna sprega). Trombin takoder ograniCava svoju produkciju (negativna
povratna sprega) pretvaranjem PC u APC koji posljedi¢no inaktivira faktor Va. Ova reakcija

regulirana je PS kao kofaktorom.
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Faktor V Leiden nastaje tockastom mutacijom gena F5 (eng. single nucleotide polymorphism
(SNP)) pri Eemu dolazi do zamjene nukleotidne baze gvanina u adenin $to posljedi¢no stvara
aminokiselinu glutamin umjesto predvidenog arginina. Mutacija moZe nastati na poziciji 1691.
ili 1746. nukleotida Sto takoder utjeCe na razliCite pozicije aminokiselina (506., odnosno,
534.). Mutacija onemogucava fizioloSko djelovanje APC-a koji na fV djeluje ovisno o
njegovom aktivitetu; inaktivira afV, a pojacava fukciju njegovog inaktivhog oblika. Kod osoba
s FVL-om onemogucena su oba djelovanja APC-a (48, 49). FVL je autosomno dominantna
(AD) mutacija i 99% svih nositelja su heterozigoti za mutaciju. Ostalih 1% su ili homozigoti ili
pseudohomozigoti (kombinacija heterozigota za FVL i deficijencije faktora V) kod kojih je FVL
jedini oblik faktora V u cirkulaciji (50, 51). Pseudohomozigoti su, kao i homozigoti, skloniji
razvoju tromboze u odnosu na heterozigote. Heterozigoti ¢e u malom broju slu€ajeva razviti
TE, a za tako varijabilnu klinicku sliku uz postoje¢u mutaciju odgovorne su moguce
supostojece trombofilije ili druge varijante genske mutacije faktora V koje mogu uzrokovati
APC rezistenciju, kao npr. faktor V Cambridge (zamjena Arg 306 s treoninom) (52), faktor V
Nara (zamjena Trp1920 s argininom) (53), faktor V Liverpool (zamjena 1le35 s treoninom)
(54, 55), faktor V Bonn (zamjena Ala512 s valinom) (56). Cak 40-50% bjelacke populacije
nositelji su FVL-a i time ona predstavlja najéeSci oblik trombofilije. Unato¢ tome $to je, u
usporedbi s ostalim trombofiljama, najces¢i uzrocnik DVT-e, svega 5% heterozigota za FVL
mutaciju razvije DVT tijekom Zzivota. Preostala vec¢ina ne razvija klini¢ku sliku te se mutacija
najéesce otkriva slu€ajno genetskom analizom. Unato& povisenom riziku za DVT, nema
dokaza da heterozigotnost FVL-a utjeCe na sveukupni mortalitet (57, 58). FVL, uz prisutnost
drugih rizi¢nih faktora, moze utjecati na razvoj arterijske TE. Utjecaj mutacije na perinatalni
morbiditet kao 3to je habitualni pobacaji tema je ovog istrazivanja. Osobe kod kojih mozemo
posumnijati da su nositelji mutacije su: ¢lanovi obitelji s dokazanom trombofilijom, osobe s TE
incidentom koji se dogodio ranije u zivotnoj dobi (<50 godine), osobe s DVT-om
neuobiajene lokacije (portalna vena, cerebralna vena) ili osobe s ponavljajuéim TE

incidentima.

1.2.2.2.  Protrombin G20210A mutacija (PGM, mutacija faktora Il)
Protrombin G20210A mutacija predstavlja drugu naju€estaliju mutaciju nakon FVL-a.
Protrombin se sinetizira u jetri uz pomo¢ vitamina K i djeluje kao prekursor trombinu,
zavrSnom produktu koagulacijske kaskade, koji, kako je prethodno opisano, pretvara
fibrinogen u fibrin. Kod protrombina G20210A mutacijom dolazi do zamjene nukleotidnih
baza adenina (A) za gvanin (G) na poziciji 20210 nekodiraju¢e regije protrombinskog gena
(59) (Slika 5.).
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Slika 5. Mutacija protrombinskog gena.
Preuzeto i prilagodeno: Bauer KA, Prothrombin G20210A mutation, 2018.

Mutacija se nasljeduje AD, a u najvecem se postotku javlja u heterozigotnom obliku (60).
Mutacijom dolazi do promjene funkcije protrombina pri ¢emu se pojaCava njegova aktivnost
(61), Sto se ocituje s €ak 30% viSom koncentracijom protrombina u plazmi kod heterozigota u
odnosu na kontrolnu skupinu (59, 62), dok je kod homozigota ta koncentracija i dvostruko
viSa. Upravo je visoka koncentracija protrombina odgovorna za poviden rizik za razvoj
tromboze kod nositella mutacije. Nositelji G20210A mutacije predominanto su bijelci
(prevalencija medu bjelackom populacijom oko 2%), a vrlo je rijetko mozZzemo detektirati
medu ostalim rasama (63, 64). Klinicka slika kod nositelja mutacije najceS¢e se ocituje DVT-
om. U studiji iz 1998., Margaglione i suradnici pokazali su da je od 281 pacijenta s DVT-om
njih 8% bilo nositelj G20210A mutacije u odnosu na 850 osoba iz kontrolne skupine bez
DVT-a kod kojih je utvrdeno 2% nositelja mutacije (OR za trombozu, 3.1; 95% CI 1.9-5.2)
(65). Brojni su rizi¢ni faktori, kao npr. trudnoc¢a ili oralna kontracepcija, koji kod nositelja
mutacije mogu povecati rizik za razvoj DVT-e (66, 67). Trombozom su najcesée zahvacene
duboke vene donjih ekstremiteta (DVT) uz zahvacanje plucne arterijske cirkulacije (plu¢na
embolija, PE) ili bez nje. PGM ne smatra se statisticki zna€ajnim rizi¢nim faktorom za razvoj
arterijske tromboze. Povezanost PGM-a s opsetrickim komplikacijama i dalje je
kontradiktorna, a ovo je istrazivanje analiziralo utjecaj ove mutacije na ponavljajuce
pobacaje. Osobe kod kojih mozemo posumnjati da su nositelji mutacije su: ¢lanovi obitelji s
dokazanom trombofilijom, osobe s TE incidentom koji se dogodio ranije u Zivotnoj dobi (<50

godine), osobe s DVT-om neuobicajene lokacije (portalna vena, cerebralna vena) ili osobe s
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ponavljajuéim TE incidentima. Rutinsko testiranje ne provodi se kod osoba s izoliranim DVT-
om ili kod asimptomatskih ¢lanova obitelji.

1.2.2.3.  Deficijencija proteina C

Protein C je protein plazme koji se sintetizira u jetri uz pomo¢ vitamina K. Vezanjem trombina
za trombomodulin, specifini receptor endotela, dolazi do stvaranja serinske proteaze-
aktivnog PC-a, €¢ime PC dobiva svoja antikoagulacijska svojstva. APC inaktivira
koagulacijske faktore Va i Vllla koji su potrebni za generiranje trombina i aktivaciju faktora X
(68). Za pojacanje funkcije APC-a potreban je protein S, joS jedan antikoagulacijski fakor
ovisan o vitaminu K. Uz antikoagulacijska svojstva, PC djeluje i u regulaciji upalnih procesa
organizma. Vezuci se za endotelni receptor proteina C (EPCR) i proteaza- aktivirani
receptor- 1 (PAR1), APC izravno djeluje na stanice generirajuéi protuupalni medij
otpustanjem citoprotektivnih faktora (69). Razina PC-a postupno raste nakon rodenja i
potrebno je odredeno vrijeme da novorodenacka razina proteina u krvi (20-40% niza od
razine odrasle osobe) dosegne razinu odrasle osobe (70, 71). Gen koji kodira protein C
nalazi se na drugom kromosomu (2q13-14), a deficijencija se nasljeduje AD putem (72, 73).
Vecina su nositelja heterozigoti za mutaciju, dok se homozigotni oblik deficijencija izrazito
rijetko javlja u populaciji. Deficijencija predstavlja jedan od rjedih oblika nasljedne trombofilije.
Deficijenciju proteina C dijelimo na dva tipa s istom kliniCkom slikom: tip | (kvantitativha
promjena) koji karakterizira smanjena koncentracija i tip Il (kvalitativna promjena) koji
karakterizira smanjena funkcija PC-a. Tip | puno je ucestaliji u odnosu na tip Il. Deficit PC-a
ocituje se u 50% nizoj razini proteina u odnosu na normailnu razinu.

Prosje¢na koncentracija proteina C u plazmi iznosi 4mcg/mL. Osim mutacije, razina PC-a
moze biti snizena i kod drugih stanja koja utjeCu na sintezu PC-a kao Sto su akutne ili
kroni¢ne bolesti jetre, upalne bolesti jetre, uremija, zloCudne bolesti, terapija antagonistima
vitamina K (varfarin) ili diseminirana intravaskularna koagulacija (DIK) (74, 75). UCestalost
mutacije u zdravoj populaciji kre¢e se izmedu 0,2-0,5% (71, 76), dok se u populaciji oboljelih
od venske tromboembolije javlja izmedu 2-5% (77-79). Klinicka slika nositelja mutacije
najceS¢e se manifestira trombozom. Najced¢i je oblik venska tromboembolija (DVT,
tromboza mezenteri¢kih vena, pluéna embolija itd.). TeSko je procijeniti ukupan rizik za
razvoj tromboze i on ovisi o dodatnim rizicnim faktorima pojedinca, kao npr. pozitivha
obiteljska anamneza na TE, dugotrajna imobilnost, uzimanje oralne hormonske
kontracepcije, zdruzena mutacija itd.

lako vrlo rijetko, pojedini nositelji mutacije razvit ¢e varfarinom induciranu nekrozu koze,

komplikaciju nastalu lije€enjem varfarinom. Varfarinom inducirana nekroza koze nije
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specifitna samo za deficijenciju proteina C, ve¢ se mozZe manifestirati i kod drugih nasljednih
trombofilija (80-82).

Neonatalna purpura fulminans javlja se kod homozigota za deficijenciju PC-a ili kod
zdruzenih heterozigota. To je rijetko vitalno ugroZavajuée stanje koje je obiljezeno razvojem
DIK-a, masivnom venskom i arterijskom trombozom te hemoragicnom nekrozom koze.
Povezanost deficijencije PC-a s porodajnim komplikacijama kao $to je intrauterina smrt
fetusa i dalje je kontradiktorna (83), a njen se utjecaj na ponavljaju¢e pobacaje analizirao
ovim istraZivanjem.

Osobe kod kojih mozemo posumnjati da su nositelji mutacije su: ¢lanovi obitelji s dokazanom
trombofilijom, osobe s TE incidentom koji se dogodio ranije u zivotnoj dobi (<50 godine),
osobe s DVT-om neuobitajene lokacije (portalna vena, cerebralna vena), osobe s
ponavljaju¢im TE incidentima i osobe koje su razvile varfarinom induciranu nekrozu koze.
Dijagnoza mutacije postavlja se laboratorijskim nalazom niske razine PC-a koja je prosje¢no
50% niZza od normalne razine. S druge pak strane, apsolutni ,normalni“ prag laboratorijskih
vrijednosti nije jasan (84). Razina proteina u opc¢oj populaciji vrlo je varijabilna i zbog toga je
kod osoba s grani¢no niskim razinama proteina teSko postaviti dijagnozu deficijencije (85).
Osobe s razinom ispod 55% vrlo su vjerojatno nositelji mutacije, dok se kod osoba s razinom
izmedu 55-65% moze govoriti o deficijentnom stanju ili o najniZzoj razini unutar normalne
distribucije (71). Laboratoriji koriste razlicite metode detekcije razine PC. Za kvalitetnu
analizu vazno je iskljuciti akutne bolesti ili primjenu antikoagulacijskih lijekova (varfarin,

heparin, inhibitor trombina, inhibitor faktora Xa) koji utje€u na razinu proteina u kvi.

1.2.2.4. Deficijencija proteina S

Protein S je glikoprotein koji se, u ovisnosti o vitaminu K, sintetizira u hepatocitima,
endotelnim stanicama i megakariocitima. PS funkcionira kao kofaktor APC-a u inaktivaciji
prokoagulacijskih faktora Va i Vllla, reducirajuéi time generiranje trombina i formiranje
ugruska (86) (Slika 3.), ali i u fibrinolizi pri €emu izravno inhibira aktivaciju protrombina
interakcijom s drugim koagulacijskim faktorima (87-89).

Deficijencijom PS-a onemoguéeno je normalno uravnoteZzeno funkcioniranje koagulacijskog
sustava i time se povecava rizik za trombozu. PS u plazmi cirkulira u dva oblika: 40%
proteina cirkulira u slobodnom obliku, dok je 60% vezano za C4b sustav komplementa.
Jedino slobodni oblik funkcionira kao kofaktor APC-a (90, 91). Ukupna razina PS-a mijenja
se s dobi, dok je vrijednost slobodnog proteina S konstantna. Koncentracija PS-a u populaciji
jako varira, Cak viSe od koncentracije AT-a i PC-a. Ipak, prosjeCna vrijednost u plazmi

odraslog ¢ovjeka iznosi oko 23mcg/mL (92).
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Deficijencija proteina S nastaje mutacijom PROS1 gena na kromosomu broj 3 a nasljeduje
se AD. Vecina su nositelja mutacije heterozigoti, a samo se rijetko opisuju homozigoti ili
sloZeni heterozigoti (93, 94).

Deficijencija PS-a dijeli se na tri tipa, ovisno o tome odnosi li se deficijencija na ukupni ili
slobodni PS ili njegovu funkciju (95). Tip | predstavlja najceSci oblik deficijencije, a oznacava
ga smanjena koli¢ina, kao i smanjena funkcija, ukupnog i slobodnog PS-a. Vrijednost
ukupnog PS-a niza je 50%, a slobodnog PS-a 15% od normalne razine (96, 97). Tip |
naj¢esce uzrokuju ,missense” ili ,nonsense“ mutacije. Tip |l deficijencija javlja se puno rjede
u populaciji, a obiljezava je smanjena funkcija uz urednu razinu ukupnog i slobodnog PS-a.
Uzrok tipa Il mutacije takoder su ,missense” mutacije. Tip Il mutacije predstavlja defekt koji
karakterizira normalna razina ukupnog proteina uz smanjenu koli¢inu slobodnog proteina i
smanjenu funkciju PS-a. Za sva su tri tipa deficijencije klinicka slika i lijeCenje isti, stoga je
diferencijacija potrebna samo u svrhe istrazivanja.

Uz mutaciju PROS gena, protein S moZe bit snizen i u situacijama ko $to su: trudnoca,
uzimanje oralne hormonske kontracepcije, DIK, akutna TE, HIV infekcija, nefrotski sindrom i
kroni¢ne ili akutne bolesti jetre. Tesko je ustanoviti prevalenciju deficijencije PS-a s obzirom
na velike varijacije koncentracije proteina u serumu u populaciji i uzimajuci u obzir razlicite
laboratorijske testove koji se koriste pri analizi.

Klinicka slika nositelja mutacije manifestirat ¢e se ovisno o tome imaju li pojedinci pozitivhu
obiteljsku anamnezu na nasljednu trombofiliju i imaju li, uz nasljedne, i steCene rizi€ne
Cimbenike za TE. Deficijencija PS-a rijetko se manifestira trombozom osim u slucaju
pozitivhe obiteljske anamneze. Ako se manifestira trombozom onda se naj¢eSce razvije DVT
ili PE. Kontrolna studija iz 2013. pod nazivom “The Multiple Environmental and Genetic
Assessment of Risk Factors for Venous Thrombosis (MEGA)” analizirala je pojavu DVT-a
kod nositelia mutacije za deficijenciju PS-a ovisno o obiteljskoj anamnezi na nasljednu
trombofiliju. Analizom je obuhvaceno 4956 osoba s prvom epizodom DVT-a, dok je kontrolna
skupina sadrzavala 6297 zdravih pojedinaca. U zaklju¢ku se isti¢e da osobe s deficijencijom
PS-a i negativhom obiteljskom anamnezom na nasljednu trombofiliju imaju puno nizi rizik za
razvoj DVT-a u odnosu na osobe s mutacijom i pozitivnom obiteljskom anamnezom.
Takoder, studijom je istaknuto da deficijencija PS-a predstavlja nizak rizicni ¢imbenik za
razvoj DVT-a u odsustvu pozitivne obiteljske anamneze na naslijednu trombofiliju (98).
Neonatalna purpura fulminans i varfarinom inducirana nekroza kozZe te komplikacije
specifitne za deficijenciju PC-a, iako sporadi¢no, opisane su i kod nositelja mutacije za
deficijenciju proteina S (99). Povezanost deficijencije PS s porodajnim komplikacijama kao
Sto su habitualni pobacaiji i dalje je kontradiktorna, a njihova se povezanost analizirala ovim

istrazivanjem.
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Kao i kod drugih trombofilija, osobe kod kojih moZzemo posumnjati da su nositelji mutacije su:
Clanovi obitelji s dokazanom trombofilijom, osobe s TE incidentom koji se dogodio ranije u
zivotnoj dobi (<50 godine), osobe s DVT-om neuobiCajene lokacije (portalna vena,
cerebralna vena) i osobe s ponavljaju¢im TE incidentima.

Deficijencija PS-a predstavlja najve¢i dijagnosticki izazov medu svim nasljednim
trombofiljama. S obzirom da je razina slobodnog PS-a u plazmi stabilna, upravo se ona
koristi kao najsigurniji parametar za dokazivanje deficijencije (100, 101).

Za definitivhu dijagnozu deficijencije PS-a ne postoji idealan prag razine proteina u krvi.
Dijagnoza c¢e ovisiti o klinickoj slici, o dobi osobe i o metodi koju pojedini laboratoriji
primjenjuju. Za osobe koje su imale DVT ili imaju pozitivhu obiteljsku anamnezu na DVT,
dijagnoza se postavlja kada je razina proteina S izmedu 60-65 1U/dL (102). Za osobe koje su
zdrave (asimptomatske) ili koje su preboljele DVT ali bez pozitivhe obiteljske anamneze, nize
razine proteina S (<33 IU/dL) bolji su prediktor razvoja DVT-a (102). Prije postavljanja
dijagnoze deficijencije PS-a, kao i prije izvodenja testova za dokazivanje deficijenije, bitno je
otkloniti sve moguce uzroke koje ¢e utjecati na smanjenje razine proteina u krvi kao $to su:
akutne i kroniCne bolesti jetre, akutna tromboza i primjena lijekova kao $to su antagonisti

vitamina K ili oralni antikoagulansi.

1.2.2.5.  Deficijencija antitrombina
Antitrombin, prethodno zvan antitrombin lll, jedan je od najvaznijih prirodnih inhibitora
koagulacije krvi i kofaktor heparina. AT je po kemijskom sastavu aminokiselinski glikoprotein,
serinska proteaza koja pripada porodici serpina, inhibitora serin proteaze. U koagulacijskoj
kaskadi taj prirodni antikoagulant inhibira trombin, faktor Xa i druge serinske proteaze kao
Sto su faktor 1Xa, Xla, Xlla i kalikrein (103). AT se stvara u jetri i kodiran je genom na prvom
kromosomu. Njegova molekula sadrzi dva funkcionalno vazna podruc¢ja. Prvo, na poziciji
Arg393-Ser394 sadrZi reaktivni centar koje osigurava mjesto cijepanja za proteinaze
koagulacijskog sustava kao $to je trombin, Sto je preduvjet za stvaranje stabilnog kompleksa
proteinaza-inhibitor. Drugo funkcionalno podrucje je glikozaminoglikan spajaju¢e podrucje
koje predstavlja heparin vezno mjesto. VezuCi se za svoje vezno mijesto, heparin
(nefrakcioirani ili niskomolekularni) strukturno mijenja molekulu AT-a pri emu se pojaCava
aktivnost reaktivnog centra. Ove promjene pojacavaju antikoagulacijsku aktivhost AT-a za
Cak 1000 puta. Smatra se da stanice endotela sadrze endogeni heparan-sulfat koji u
prirodnom miljeu pojaava aktivnost antitrombina odrzavajuc¢i normalnu fluidnost krvi (104).
Njegovo antikoagulacijsko djelovanje takoder se o ituje u smanjenju adhezije trombocita za
fibrinogen. AT ima poluzivot oko 2,8 do 4,8 dana, a u krvnoj je plazmi prisutan u dva oblika:

kao aktivni monomer i kao inaktivna ,latentna“ molekula (105). U fizioloSkom smislu,
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novorodenad tijekom prvih Sest mjeseci mjeseci zZivota ima 50% slabiju aktivnost
antitrombina u odnosu na odraslu dob, nakon ¢ega dolazi do postupnog rasta koncentracije
AT-a u krvi (106, 107). Deficijencija antitrombina mozZe biti nasljedna ili ste€ena. Ste€ena se
deficijencija javlja ¢edCe i moze nastati zbog poremecaja u proizvodnji AT-a (kod akutnih ili
kroni¢nih bolesti jetre, uzimanja oralnih antikoagulanata, lije€enja L-asparaginazom), zbog
gubitka proteina (nefrotski sindrom) ili kao posljedica pojacane potrosSnje (akutna tromboza,
DIK). Manjak antitrombina moze se razviti i kod uzimanja estrogena i oralnih kontraceptiva, a
opisana je i deficijencija u trudno¢ama kompliciranima gestacijskom hipertenzijom (GH), PE-
om i eklampsijom. Nasljedna deficijencija prenosi se AD putem s varijabilnom penetracijom,
a nastaje mutacijom SERPINC1 gena (108). Dva su tipa nasljedne deficijencije. Tip |
predstavija kvantitativnu deficijenciju (smanjena koli¢ina AT-a), a nastaje delecijom,
insercijom ili zamjenom jedne baze gena. Tip | deficijencije javlja se u heterozigotnom obliku,
dok je homozigotni oblik letalan i opisuje se samo kod miSeva (104). Tip Il predstavlja
kvalitativnu deficijenciju i nastaje kao posljedica brojnih mutacija koje uzrokuju promijenjenu
funkciju proteina. Prevalencija deficijencije AT-a je rijetka i u populaciji se krece izmedu 0,02-
0,2% (108). Analizom krvi donora deficijencija AT-a prosje¢no se kretala izmedu 0,2-0,6%
(109-111). Ako ce razviti klinicku sliku, deficijencija AT-a najéeSce Ce se ocitovati u obliku
DVT-a, dok promjene koje zahvacaju arterije nisu karakteristicne za ovu patologiju (112).
Brojne studije analizirale su povezanost deficijencije AT-a s razvojem DVT-a. Meta- analizom
provedenom 2015., Di Minno i suradnici dokazali su da osobe s AT deficijencijom imaju 16,3
puta vedi rizik za razvoj DVT-a u odnosu na kontrolnu skupinu i znatno veci rizik za DVT u
odnosu na osobe s deficijencijom PS-a i PC-a (113). Ipak, vazno je naglasiti da ¢e velika
vecina nositelja mutacije, posebice oni koji su slu¢ajno detektirani, biti asimptomatska.
Osobe s AT deficijencijom posebice su izlozene riziku tijekom trudnoce. U 2016. godini
objavljena je meta- analiza Cetiri studije kojima se pratio razvoj DVT-a u trudnoc¢i u ovisnosti
o AT deficijenciji. U odnosu na kontrolnu skupinu, OR za DVT kod nositelja AT deficijencije
iznosio je 6,1 (95% CIl 1.6-23.4) (114). Conrad i suradnici 1990.-e potvrdili su zaklju¢ak
prethodno navedene studije istiCu¢i znacajniju povezanost AT deficijencije s razvojem DVT-a
u odnosu na deficijenciju PC-a i PS-a (115). Ovo je istrazivanje analiziralo utjecaj AT
deficijencije na ostale patoloSke ishode u trudnoci kao Sto su habitualni pobacaji. S obzirom
da je heparin indirektni inhibitor trombina i faktora Xa i za svoju funkciju zahtjeva primjerenu
razinu cirkulirajuéeg antitrombina, odredeni broj nositelja mutacije moZe razviti heparinsku
rezistenciju Sto ¢e se manifestirati neucinkovitom antikoagulacijskom terapijom.

S obzirom na nisku ucestalosti AT deficijencije, testiranje razine antitrombina indicirano je
samo kod osoba sa suspektnom nasljednom trombofilijom (pozitivha obiteljska anamneza na
TE), kod pojave tromboze u ranijoj Zivotnoj dobi i kod sumnje na heparinsku rezistenciju.

Vazno je naglasiti da ako se osobe testiraju zbog pojave tromboze, testiranje je potrebno
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napraviti nakon akutnog stanja jer formiranje tromba obi¢no snizi razinu antitrombina, ¢ime
se mogu dobiti lazno pozitivni rezultati. Isto vrijedi i za akutno upalno stanje te primjenu

antikoagulacijske terapije.

1.2.2.6. MTHFR mutacija
MTHFR (metiltetrahidrofolat reduktaza) enzim jedan je od klju¢nih enzima u ljudskom
organizmu. Sudjeluje u metabolickim procesima za popravak DNA, ali i u procesima
pretvorbe folata i folne kiseline u bioloSki aktivhe spojeve nazvane L-metilfolatima (5-MTHF).
Mutacija MTHFR gena relativno je Cesta pojava i zahvaca 5-7% populacije (116, 117).
Postoje brojni polimorfizmi MTHFR gena, njih ¢ak 30-ak. Ipak, klini¢ki najvazniji i najcesce
spominjani su C677T i A1298C. C677C predstavlja ,normalnu“ poziciju alela i nukleotidnih
baza MTHFR gena. Mutacijom, tj. polimorfizmom, dolazi do zamjene citozina u timin na
nukleotidu 677. Mutacija uzrokuje da nositelji T alela proizvode manje efikasan, termolabilan
MTHFR enzim. Nositelji mutacije mogu biti heterozigoti ili homozigoti. MTHFR (C677T)
heterozigoti imaju jednu kopiju mutiranog alela MTHFR gena kojom se stvara MTHFR enzim
40% slabiji od normalne funkcije, dok MTHFR T677T homozigoti imaju mutirana oba alela
Sto predstavlja tezi oblik polimorfizma i 80% gubitka funkcije MTHFR enzima. Ako je osoba
nositelj mutiranog alela na 677. i na 1298. poziciji, tada govorimo o slozenim heterozigotima.
Drugi po ucestalosti oblik mutacije takoder se javlja u dva oblika. Dok A1298A predstavlja
normalan MTHFR gen, mutacijom jednog alela nastaje MTHFR A1298C oblik koji uzrokuje
20%-no smanjenje funkcije MTHFR enzima i homozigotni C1298C oblik koji uzrokuje 40%-ni
gubitak funkcije. Kao Sto je navedeno, MTHFR enzim uzrokuje stvaranje aktivnih folata 5-
MTHF koji sudjeluju u metabolizmu aminokiseline homocisteina. Nedostatkom 5-MTHF,
odnosno MTHFR mutacijom, dolazi do nakupljanja homocisteina u organizmu, tj. do
hiperhomocisteinemije. Homocistein je fizioloSki produkt koji nastaje pretvorbom metionina u
cistein, a karakteriziraju ga aterogena i protromboti¢ka svojstva. Histopatolo3ki, u krvoZilnom
sustavu, homocistein uzrokuje zadebljanje vaskularne intime, oStecenje elastiCne lamine,
zadebljanje glatkog misSic¢a stjenke krvne zile, nakupljanje trombocita i formiranje okluzivnog
tromba. Upravo zbog toga hiperhomocisteinemija predstavlja nezavisni rizicni ¢imbenik za
TE, te cerebrovaskularne, periferne vaskularne i kardiovaskularne bolesti. Isto tako, smatra
se da visoka razina homocisteina moze uzrokovati makularnu degeneraciju, Alzheimerovu
bolest, gubitak sluha i karcinom. lako velika vec¢ina studija upozorava na povezanost MTHFR
mutacije s navedenim patologijama, smatra se da MTHFR mutacija ne predstavlja dovoljno
jak nezavisni rizicni Cimbenik da bi se koristio u populacijskom probiru. Probir na
hipehomocisteinemiju je jednostavan, ali je korist od njegovog provodenja upitna s obzirom

da nije dokazano da se spuStanjem razine homocisteina u krvi smanjuje rizik za
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kardiovaskularne i TE bolesti. Normalna razina homocisteina kre¢e se izmedu 5-15umol/L.
Hiperhomocisteinemija se oznaCava kao umjerena kada je razina homocisteina u krvi izmedu
15-30 pmol/L, srednje teSka s homocisteinom izmedu 30-100 ymol/L i teSka kada je
homocistein >100 pymol/L (118).

Osim mutacije, hiperhomocisteinemija velikim dijelom moze biti posljedica nedostatka folata
ili vitamina B12 kod osoba s MTHFR mutacijom ili bez nje. Deficijencija folata moze nastati
zbog smanjenog unosa prehranom ili uslijed smanjenja apsorpcije. PoboljSanje
prehrambenih navika uvodenjem folne kiseline, vitamina B12 i kolina (betaina) snizit Ce
razinu homocisteina u krvi. S obzirom da niska razina folata moze uzrokovati defekte
neuralne cijevi tijekom razvoja ploda, unos folne kiseline posebice se preporuca trudnicama
u prvom tromjesecju trudnoce.

Uz aterogeno i protromboticko djelovanje, termolabilni MTHFR moze uzrokovati i patoloski
perinatalni ishod poput PE-a, abrupcije posteljice, IUGR-a i fetalne smrti. Ipak, s obzirom na
brojne kontroverze o uzro€no posljedicnim vezama MTHFR mutacije i patoloSkog
perinatalnog ishoda, probir na MTHFR polimorfizam u trudnoci obavlja se iskljucivo u sklopu
cjelokupne obrade na nasljednu trombofiliju.

Lije€enje se kod nositelia MTHFR mutacije temelji na snizavanju razine homocisteina ako je
poviSen. Terapija obuhvac¢a prehranu bogatu folnom kiselinom te vitaminima B12 i B6.
Preporuka je da se umjesto folne kiseline uzimaju pripravci s aktivnim folatima u obliku 5-
MTHF ili L- Metilfolata koji zaobilaze defektni MTHFR enzim i time bolje sniZzavaju razinu

homocisteina u krvi.

1.2.2.7. PAI-1 mutacija
Isto kao mutacija MTHFR gena, i mutacija PAI-1 gena nema veci klinicki znacaj iako je
njegova prevalencija u populaciji velika (oko 50%). Inhibitor aktivatora plazminogena-1 (PAI-
1) je protein koji je kodiran genom SERPINE1 na sedmom kromosomu (7921.3-g22). PAI-1
inhibira tkivni aktivator plazminogena (tPA) i urokinazu (uPA), dva faktora koja sudjeluju u
procesu razgradnje ugruska. Inhibirajuci tPA i uPA, PAI-1 blokira proces fibrinolize. Inhibitor
plazimogena -2 (PAI-2) nastaje u posteljici tijekom trudnoCe i nema znacajniju kliniCku
vaznost. Gen koji kodira PAI-1 ima nekoliko polimorfnih lokusa od kojih je najviSe analiziran
4G/5G. Mutacija je posliedica delecije (4G) ili insercije (5G) jednog guanozina u
promotorskom dijelu SERPINE1 gena. Oba alela mogu vezati transkripcijski aktivator, dok
5G veze represorski protein. Posljedi¢no tome, homozigoti za 4G alele zadrzavaju negativnu
regulaciju koja rezultira s pojacanom transkripcijom PAI-1 gena uz pojacano stvaranje PAI-1 i
vecéu sklonost trombozi u odnosu na heterozigote koji pokazuju srednje jak fenotip. 4G alel
od 4G-5G polimorfizma odgovoran je za moguce patoloske ucinke PAI-1 mutacije. lako je
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vrijednost ovih genetskih varijanti trombofilije ponajprije prepoznata kao dodatni ¢imbenik uz
ve¢ poznate Cimbenike rizika, velik broj autora polimorfizam PAI-1 povezuje s patoloskim
stanjima kao $to su venska TE, koronarna sréana bolest te metabolic¢ki sindrom, ali i s
patoloskim stanjima u trudnoci poput fetalne smrti, IUGR-a, PE-a i prijevremenog porodaja.
Ipak, s obzirom na brojne kontroverze o uzro¢no posljedi¢nim vezama mutacije za PAI-1 i
patoloskog perinatalnog ishoda, probir na PAI-1 mutaciju u trudno¢i obavlja se iskljucivo u

sklopu cjelokupne obrade na nasljednu trombofiliju.

1.3. NASLJEDNA TROMBOFILIJA | TRUDNOCA

Trudnoéa predstavlja fizioloSko stanje hiperkoagulabiliteta te su zbog toga osobe s
nasljednom trombofiljom u trudnoéi pod dodatnim rizikom za razvoj tromboze. Tijekom
trudno¢e i babinja hiperkoagulacija Stiti tijelo olakSanim formiranjem ugrusSka u slucaju
obilnog gubitka krvi ponajprije u trenutku odvajanja posteljice nakon porodaja.
Hiperkoagulabilitet tijekom trudnoée nastaje zbog promjena u koagulacijskom i fibrinolitickom
sustavu. U trudnoci raste koncentracija faktora zgruSavanja (faktora Il, VII, VIII, X, XII), kao i
fibrinogena. Pojac¢ano je stvaranje fibrina, a smanjena aktivnost fibrinolitickog sustava, na sto
upucuje znacajno povisena koncentracija inhibitora fibrinolize- TAFl-a, PAI-1 i PAI-2.
PoviSena je razina VWF-a. U drugom i tre¢em tromjesecju raste rezistencija na APC, a
aktivnost PS-a i njegova ukupna razina u krvi blago se snizavaju. PC, kao i faktori V i IX,
nalaze se unutar referentnih vrijednosti ili su tek naznaeno povecani. Svi navedeni testovi
normaliziraju se u razdoblju od Sest do osam tjedana nakon porodaja.

Trombofilija u trudno¢i moze biti uzrok razliCitih patoloskih stanja. Posteljica je kompleksan
privremeni organ Koji nastaje sjedinjenjem tkiva majke (bazalna decidua) i tkiva zametka
(embrijske ovojnice amnij i korion) u morfolosku i funkcionalnu cjelinu koja sluzi izmjeni tvari
izmedu majke i fetusa u oba smjera. Placentna cirkulacija pod utjecajem je razliitih faktora,
a posebice maj€inog krvnog tlaka, uterine aktivnosti, majc¢inih hormona i lijekova. Pred kraj
trudnocée protok krvi kroz posteljicu iznosi 500ml/min, Sto predstavlja 80% protoka kroz
uterus. Fetalnu stranu cirkulacije karakteriziraju vilozne kapilare, ogranci umbilikalne arterije.
Fetalna krv pristize u intervilozni prostor preko dvije umbilikalne arterije, a odlazi prema
fetusu preko jedne umbilikalne vene. Razlike u tlakovima osiguravaju nesmetan protok kroz
krvozilni sustav. U UA-u tlak iznosi 50mmHg i potom se, granajuéi se na manje krvne zile, u
viloznim kapilarama spusta na 30mmHg, dok u UV-u iznosi samo 20mmHg. Tijekom
trudnoce, protok krvi kroz uterus povecCava se i prilagodava zahtjevima rastu¢eg embrija.
Spiralne arterije, ogranci uterinih arterija u trudnoci, prolaze kroz proces transformacije kojim
se lumen arterije Siri i postaje manje elastiCan omogucavajuci veci protok krvi kroz uterus.

Spiralnim arterijama, uz tlak od 70mmHg, majcina krv ulazi u intervilozni prostor u kojem je
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tlak 10mmHg, a napusta ga uterinim venama rasprostranjenima na periferiji interviloznog
prostora. Krv se u interviloznom prostoru izmjenjuje svake dvije do tri minute. Tromboza
spiralnih arterija i interviloznog prostora smanjuje opskrbu majCine strane posteljice
potrebnim koli€¢inama krvi i time usporava fizioloSku prilagodbu tijela na trudnoéu. Tocnije,
kod trudnica s trombofiljom disfunkcija endotelnih stanica, aktivacija koagulacije, odlaganje
fibrina i uteroplacentarna tromboza oslabit ¢e invaziju trofoblasta u spiralne arterije i
onemoguciti transformaciju spiralnih arterija $to (pod zajedni¢kim nazivom placentarne
insuficijencije) moze dovesti do poremecaja implantacije, habitualnih pobacaja, PE-a, IUGR-
a, abrupcije posteljice i fetalne smrti. Uz fetalnu patologiju, trombofilija moze uzrokovati i TE
majke.

Unato€ tome $to je nasljedna trombofilija prisutna u svega 10% bjelacke populacije, smatra
se da je ona odgovorna za oko polovicu TE-a bolesti majke. Trudnoc¢a fizioloSki poveéava
rizik za DVT zbog brojnih promjena kao 5to su venska staza donjih ekstremiteta koja nastaje
usred uterine kompresije, smanjena mobilnost trudnice i porodaj (posebno carski rez). Ipak,
ukupni rizik za razvoj DVT-a i dalje je relativno nizak i iznosi 0,1%. Rizik raste kod trudnica s
nasljednom ili steCenom trombofiljom a najviSi je kod nositelja kombiniranih mutacija.
Dodatni rizik predstavljaju i ste€eni riziCni faktori, kao $to su stanje nakon kirur8kog zahvata,
dob >35 godina, pretilost, puSenje i dugotrajnija imobilizacija (119). Ipak, najvazniji rizicni
faktor predstavlja pozitivna osobna ili obiteljska anamneza na DVT (120). Nisu sve
trombofilije jednako rizicne za razvoj DVT-a. lako je mutacia MTHFR gena najée3ce
dijagnosticirani tip nasljedne trombofilije, njegova hiperhomocisteinemija predstavlja rijedak
uzrok DVT-a kod trudnica (121-123). Prospektivnom studijom iz 2005. analizirano je 4885
zdravih trudnica bez dodatnih rizi€nih faktora i bez prethodne TE od kojih je njih 134 (2,7%)
nositelj FVL-a, a nijedna osoba tijekom trudnoce i babinja nije razvila DVT (124). JoS jednom
prospektivom studijom iz 2010. koja je uklju€ila 1707 trudnica s urednim perinatalnim
ishodom prethodnih trudno¢a negativnim na patologiju placentarne insuficijencije i s
osobnom i obiteljskom anamnezom negativhom na TE bolesti, prevalencija FVL-a iznosila je
5,39%, a PGM-a 2,38% i nijedna ispitanica nije razvila DVT (125). Ovim istraZivanjima ne
moze se apsolutno iskljuciti povezanost FVL-a ili PGM-a i DVT-a, ali moze se istaknuti
izrazito nizak rizik za razvoj DVT-a kod asimptomatskih nositelja mutacije.

Povezanost nasljedne trombofilje s komplikacijama u trudnoéi i dalje predstavlja
kontroverzu. Dok veéina prospektivnih studija opovrgava, retrospektivne studije nagladavaju
skromnu povezanost naslijedne trombofilije i perinatalnog morbiditeta, to€nije reteniranog
pobacaja nakon 10.-tog tjedna trudnoce ili neponavljajuce fetalne smrti nakon 20.-tog tjedna
trudnoce (124-128). Prema dosadasnjim istrazivanjima, negativan utjecaj trombofilije na

perinatalni ishod pronaden je samo u skupinama visokorizi€nih trudnica. Naj¢eS3¢e su
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dosadasnja istrazivanja bila retrospektivna i analizirala su manje skupine, a zaklju¢ci izmedu

pojedinih studija razlikovali su se od jedne do druge.

1.3.1. Poremecéaj implantacije posteljice i nasljedna trombofilija
Zbog narusavanja fizioloSkog odnosa izmedu tkiva posteljice i maj€ine cirkulacije, tromboza i
smanjena fibrinoliticka aktivnost mogu negativno utjecati na proces implantacije. Ponekad je
za ponavljaju¢e neuspjehe embrio transfera tijekom medicinski potpomognute oplodnje
odgovorna loSa receptivnost endometrija ili manje vrijedan embrij. Nasljedna trombofilija sa
svojim djelovanjem na cirkulaciju mogla bi takoder utjecati na uspjeh ili neuspjeh medicinski
potpomognute oplodnje. Starije studije istaknule su negativan utjecaj trombofilije, posebice
FVL-a i PGM-a, na uspjesSnost in-vitro fertilizacije (IVF). Grandone i suradnici svojom su
studijom iz 2001. ukazali na neuspjeh implantacije nakon IVF-a kod nositelja FGM-a i FVL-a
(129), a Qublan i suradnici su 2008. godine u svom istrazivanju dokazali uspjeSnost
heparinske profilakse za pozitivan ishod IVF-a kod Zena s nasljednom trombofilijom i
najmanje tri neuspjesne IVF trudnoce (130). Ipak, ta su istraZivanja opovrgnuta rezultatima
novijih studija koje smatraju da probir na trombofilju nije indiciran za parove s IVF
neuspjehom. Kaandorp i suradnici su studijom iz 2004. ustanovili da heterozigotnost za FVL
uzrokuje puno krace vrijeme za koncepciju (11 tjedana) u odnosu na kontrolnu skupinu (23
tiedna) (OR 1,94, 95% CI 1,03-3,65), sugerirajuéi pozitivno djelovanje trombofilije na
koncepciju (131). Takoder, jo§ jednom studijom iz 2012. potvrdeno je da su osobe s
nasljednom trombofiljom nakon IVF postupka imale vecu stopu zivorodene djece u odnosu
na osobe bez prisutne mutacije, Sto takoder ide u prilog pozitivnom utjecaju trombofilije na
implantaciju (132). S obzirom na kontradiktornost navedenih istraZivanja, potrebne su

dodatne studije za jedinstven zakljucak.

1.3.2. Preeklampsija, intrauterini zastoj rasta ¢eda, abrupcija posteljice, fetalna
smrt i nasljedna trombofilija

PE, IUGR, abrupcija posteljice i fetalna smrt predstavljaju kasne komplikacije trudnoce
odgovorne za perinatalni i maternalni morbiditet i mortalitet. PojaCanim odlaganjem fibrina i
trombozom uterinih i fetoplacentarnih krvnih Zzila, trombofilija smanjuje perfuziju te uzrokuje
insuficijenciju posteljice, Sto predstavlja podlogu navedenoj patologiji. Utjecaj nasljedne
trombofilije na kasne komplikacije trudnoce i dalje je tema brojnih istrazivanja, a rezultati su
kontradiktorni. lako velika vecéina prospektivnih studija negira povezanost nasljedne
trombofilije i rane ili kasne smrti ploda (125, 126, 128, 133), prikazi slu€aja ili retrospektivne
kohortne studije povezuju trombofiliju s navedenom patologijom, posebice s kasnom smrti

fetusa (134, 135). Rey i suradnici su meta- analizom 2008. ustanovili povezanost FVL-a,
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PGM-a i deficijencije PS-a s kasnom smrti fetusa, no nije pronadena poveznica izmedu
fetalne smrti i deficijencije PC-a i AT-a (136). Europska prospektivna kohortna studija
(EPCQOT) ustanovila je statisticki znac€ajniju povezanost nasljedne trombofilije (posebice AT
deficijencije) s fetalnom smrti u odnosu na zadrZani pobacaj (83). lako se definicija pobacaja
izmedu dvije studije razlikuje (22 u odnosu na 28 tjedana trudnoce), oba su istrazivanja
jedinstvena u isticanju trombofilije kao rizicnog faktora za izoliranu kasnu fetalnu smrt u
odnosu na rane gubitke trudnoce. Isti zaklju€ak potvrden je i kasnijim studijama (137, 138).
Dosada$nja istraZivanja ne nalaze uzro¢no posljediénu vezu nasljedne trombofilije i
intrauterinog zastoja rasta. Meta- analize ukazuju na slabu povezanost deficijencije PS-a i
IUGR-a, dok se pak druge trombofilije nisu pokazale odgovornima (124-127, 139, 140).
UnatoC tome Sto je meta- analizama kod nositelja FVL-a dokazan blago poviSen rizik za
razvoj PE-a (132, 141-144), prospektivne studije odbacuju bilo kakvu poveznicu (124).
Takoder, meta- analize sugeriraju i povezanost izmedu PS i PC deficijencije i razvoja
preeklampsije. Ipak, s obzirom na heterogenost studija s malim brojem ispitanika, takav
uzro¢no posljedi¢ni odnos postaje upitan (124-127, 140, 145).

Povezanost nasljedne trombdfilije i abrupcije posteljice nije dokazana (124-127, 140, 145).

1.3.3. Pobacaj
Spontani pobacaj predstavlja naj¢eSéu komplikaciju rane trudnocée Cija uCestalost pada s
porastom gestacijske dobi. Spontani pobacaj definira se kao nezeljeni gubitak ploda tjelesne
tezine ispod 500 grama prije 22 tjedna trudnoce. Incidencija pobacaja kod klini¢ki prepoznate
trudnoce kreée se izmedu 8-20%, dok je incidencija u pretklinickom razdoblju, odnosno u
razdoblju predimplantacije i rane implantacije, veca i kreCe se izmedu 13% i 26% (145, 146).
Brojni su rizicni Cimbenici koji se povezuju sa spontanim pobacajima, a medu najucestalijima
su maj€ina uznapredovala Zivotna dob, prijasnji spontani pobacaji u anamnezi te pusenje.
Najvazniji riziCni Cimbenik medu zdravim Zenama je starija zivotna dob majke, Sto je
potvrdeno studijom Nybo Andersena i suradnika iz 2010., pri ¢emu je ustanovljena razliCita
uCestalost pobacaja medu razlicitim dobnim skupinama: kod Zena izmedu 20 i 30 godina
zivota: od 9% do 17%, u 35.-toj godini: 20%, u 40.-toj godini: 40% i u dobi iznad 45 godina:
80% (147). Ishodi prethodnih trudno¢a takoder predstavljaju vazan rizi€ni Cimbenik.
Dvadeset posto Zena sa spontanim pobacajem u osobnoj anamnezi ponovno ¢e pobaciti,
28% zena s dva spontana imat ¢e i treci, dok ¢e kod 43% zena s tri spontana pobacaja i
Cetvrta trudnoca zavrsiti pobacajem (148). Uz to, i puSenje (>10 cigareta/dan) je Cimbenik
rizika (RR 1,2- 3,4) (149, 150). Nepoznat je mehanizam djelovanja cigarete na reproduktivni
sustav, ali smatra se da Stetan ucinak potjeCe od vazokonstriktornog i antimetaboli¢kog
efekta cigaretnog dima. Alkohol u vecéim kolic¢inama (>tri ¢aSe/dan) takoder se smatra
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riziknim ¢&imbenikom za spontani pobacCaj (151). Upotreba kokaina povezuje se s
prijevremenim porodajem i spontanim pobacajem, $to je i potvrdeno brojnim studijama (149).
Primjena nesteroidnih protuupalnih lijekova (NSAID) inhibira djelovanje prostaglandina koji
imaju vaznu funkciju tijekom implantacije embrija, $to moZe utjecati na zaCecCe i posljedi¢ne
spontane pobacaje te se stoga preporuca prekid uzimanja NSAID-a kod planirane koncepcije
(152, 153). Prema novijim saznanjima, manjak folne kiseline predstavlja rizik za spontani
pobacaj samo kod embrija s patoloskim kariogramom, odnosno niska razina folne kiseline u
trudno¢ama s urednim kariogramom fetusa ne predstavlja riziCni faktor za spontani pobacaj
(154). Unato¢ tome, danas je svim trudnicama kao dio rutinske prenatalne skrbi preporu¢eno
uzimanje folne kiseline kojim se izmedu ostalog preveniraju defekti neuralne cijevi. Vazan
Cimbenik za uspjeSnu trudnocCu predstavlja i indeks tjelesne mase (ITM). Smatra se da
ekstremi poput niske tjelesne tezine (ITM <18,5), kao i visoke tjelesne tezine (ITM >
25kg/m?), povecavaju rizik za infertilitet i spontani pobacaj. Upravo se zbog toga Zenama
koje pokuSavaju zanijeti preporuc¢a odrzavati normalan ITM.

Vise od 50% uzroka spontanih pobaCaja nastaje kao posliedica kromosomskih
abnormalnosti ploda. Kod jednog spontanog pobacaja kromosomopatija ploda redovito je
slu¢ajan dogadaj dok se nakon gubitka viSe trudnota kromosomskom analizom ploda
najceS¢e pronade autosomna trisomija, poliploidija ili manjak jednog X kromosoma. Trisomija
16 najCeS¢e je pronadena trisomija i uvijek je letalna. Vecéina kromosomopatija embrija
nastane ,de novo“, a puno su rjede posljedica balansirane translokacije, prstenastog
kromosoma, mozaicizma spolnih kromosoma ili inverzije kromosoma jednog od roditelja.
Kongenitalne anomalije ploda koje nastaju kao posljedica kromosomskih ili genetskih
poremecéaja takoder mogu biti uzrok gubitka trudnocCe, kao i osteCenja ploda nastala
izlaganjem teratogenim ili drugim vanjskim ¢imbenicima (npr. eng. amniotic band syndrome).
Invazivni dijagnosti¢ki postupci u ginekologiji, poput amniocenteze ili biopsije korionskih
resica, takoder povecavaju rizik za spontani pobacaj (0,5%).

Brojni su majcini faktori odgovorni za spontane pobacaje. Anomalije uterusa (septum
uterusa), submukozni miomi i intrauterine adhezije mogu jako ometati ili ¢ak onemoguciti
zanoSenje ili dovrSenje trudnoce. Insuficijencija vrata maternice oznaCava bezbolno
otvaranje, odnosno slabost vrata maternice, koje u pravilu uzrokuje ponavljaju¢e gubitke
trudno¢e starije od 14 tjedana. Pobacaji kod cervikalne insuficijencije nastupe zbog
ascedentne infekcije, protruzije plodovih ovoja ili njihovog spontanog prijevremenog prsnuca.
Akutne infekcije Listerijom monocytogenes, Toxoplasmom gondii, parvovirusom B19,
rubeolom, HSV-om i CMV-om takoder se povezuju s pobac¢ajima. U posljednje vrijeme sve je
vise prikaza slu€aja o Zika virusu kao uzroCniku spontanog pobacaja (155). Majcine
endokrinopatije, poput nedostatno kontrolirane Secerne bolesti, disfunkcionalne $titnjace,
Cushingovog sindroma ili policisti€nih jajnika, mogu uzrokovati oteZano zano$enje i gubitak
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trudnoce. S obzirom da je progesteron iz druge faze menstrualnog ciklusa nuzan za uspjeh
rane trudnoce, insuficijencija Zutog tijela i posljedi€no smanjena produkcija progesterona
mogu biti uzrok ranih pobacaja. lako je i taj koncept i dalje kontroverzan, primjena
progesterona ustalila se kao jedan od oblika terapije za prevenciju pobacaja.

1.3.3.1.  Habitualni pobacaiji
Ako se uzastopno izgube dvije ili viSe trudnoCa govori se o habitualnom ili ponovljenom
pobacaju. Habitualni pobacaji pogadaju oko 1% Zena reproduktivne dobi i s obzirom na ¢esto
nepoznatu etiologiju i samim time nemogucnost lijeCenja, predstavljaju jedno od
najizazovnijih podrucja reproduktivne medicine. Problematika nastaje i zbog razli€itih kriterija
koji se upotrebljavaju u dijagnozi. Definicije koje se danas koriste su:

- dvije ili viSe Klinicki prepoznate neuspjele trudnoce (pobacaji) dijagnosticirane

ultrazvuéno ili histopatoloskim pregledom (156)
- tri uzastopno neuspjele trudnocée (pobacaji) neovisno o lokaciji (unutarmateric¢ne ili
izvanmateri¢ne) (157)

Odredene analize u habitualne pobacaje kod Zena koje su u IVF postupku ubrajaju i
biokemijske trudnoce s obzirom da je studija iz 2014. pokazala da broj biokemijskih trudnoca,
jednako kao i broj reteniranih pobacaja, tj. anembrionalnih trudnoéa, ima negativan utjecaj na
stopu Zivorodene djece (158). Kao odgovor na ove razliCite kriterije, Europsko drustvo za
humanu reprodukciju i embriologiju (eng. European Society of Human Reproduction and
Embryology, (ESHRE)) 2015. godine postavilo je definiciju habitualnih pobacaja kao
ponavljaju¢i pobacaji neovisno o lokaciji unutar reproduktivnog sustava (unutarmatericni ili
izvanmatericni) (159).
Habitualni pobacaiji dijele se na primarne ili sekundarne. Primarni se odnosi na pobacaje kod
Zena koje nikada nisu imale vijabilnu trudnodéu, dok sekundarni obuhvaéaju one Zene koje
prethodno imaju Zivorodeno dijete. Zene sa sekundarnim habitualnim pobadajima imaju bolju
prognozu za sljedec¢u uspjesnu trudnocu.
Incidencija dva uzastopna spontana pobacaja je 2%, dok ¢e svega 0,4%-1% Zena imati tri
uzastopna pobacaja (160). Nazalost, uzrok habitualnih poba¢aja danas je poznat u samo
50% sluCajeva. Etiologija obuhvaéa anatomske, imunoloSke, genetske, endokrinoloSke,
infektivne i okoliSne ¢imbenike te trombofiliju.
Kod prve trudnoce rizik za spontani pobacaj iznosi oko 11%-13%, dok je nakon jednog
pobacaja rizik za drugi 14%-21%, a nakon dva pobacaja rizik za treci raste na 24%-29%.
Uzrok pobacaja najceSce utjeCe na njegovo ponavljanje. Npr. Zenama Kkoji su nositeljice
translokacije 22:22 svaka trudnoc¢a zavrsit ¢e pobacajem, dok Zene s translokacijom 13:14
imaju 25%-tni rizik za ponovni pobaclaj. Starija Zivotna dob majke takoder utjeCe na
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habitualne pobacaje. Starenjem Zene smanjuje se kvaliteta oocita i samim time raste
uCestalost spontanih pobacaja. Tjedan trudnoée je takoder bitan u odredivanju etiologije i
rizika za ponovljeni pobacaj. Naime, habitualni pobacaji najée$ce nastaju u istom tjednu
trudnoce, a rizik ponavljanja je veéi ako se pobacaji dogode u visem tjednu (161).

Vecina prethodno navedenih uzroka spontanih pobacaja uzrok su i habitualnih pobacaja.
Ste€ene i kongenitalne uterine anomalije, a posebno septum uterusa, odgovorne su za 10%-
50% habitualnih pobacaja.

Imunoloski sustav mogucdi je razlog klinicki ,nevidljivog“ uzroka pobacaja. Embrij i postelji€no
tkivo, toCnije trofoblast, imaju na svojim stanicama antigene nepoznate majCinom
imunoloSkom sustavu. Ipak, zbog brojnih prilagodbi specifiénih za trudno¢u, majcin sustav
fetalne antigene ne prepoznaje kao strane, €¢ime je sprijeCena klasi¢na imunoloSka reakcija
odbacivanja stranog tkiva. Maj€in imunoloSki odgovor u trudno¢i drugaciji je nego izvan nje,
HLA-G antigeni na trofoblastu ne razlikuju se od majcinih HLA-G antigena pa ih zbog toga
sustav ne prepoznaje kao strane, a stanice ploda s HLA antigenima u normalnim uvjetima ne
prodiru u majc¢in krvotok. Smatra se da je izostanak prilagodbe majcinog imunoloSkog
sustava na fetalni jedan od mogucih uzroka habitualnih pobacaja. Pobacaj moze nastati kao
posljedica nenormalnog imunoloSkog odgovora majke na fetalne antigene (162) ili izostanka
u trudno¢i normalne ekspresije HLA-G antigena na stanicama sincicio — i citotrofoblasta
(163). Imunogeni uzrok navedenih pobacaja temelji se na autoimunim i aloimunim
C¢imbenicima. Autoimune ¢imbenike karakterizira poviSeni titar antifosfolipidnih protutijela
(LAC) ili antikardiolipinskih protutijela (ACA) i oni su odgovorni su za oko 15% ponovljenih
spontanih pobacaja. Kod Zena s jednim spontanim pobacajem i pozitivnim titrom
antifosfolipidnih protutijela, moguc¢nost sljedeceg pobacaja raste na 70%. Aloimuni imbenici
mogu uzrokovati habitualni pobacaj po istom principu na kojem funkcionira ,graft versus
host* bolest kod transplantacija. Ako su razvoj i rast blastociste uredni, embrij ¢e se
normalno razvijati u potpunosti zastiCen stanicama trofoblasta. Ako je blastocista zbog
genetskih mutacija oStecena, embrij viSe nije zaStiCen slojem stanica i oCevi antigeni su
izlozeni majcinom imunoloSkom sustavu, pri ¢emu dolazi do reakcije odbacivanja tkiva.
Sliede¢a trudno¢a joS brze potencira reakciju odbacivanja kod ve¢ senzibiliziranog
organizma.

Ako su i dalje nekontrolirane, endokrinopatije majke (dijabetes melitus, sindrom policisti¢nih
jajnika, disfunkcija S$titnjaCe, hiperprolaktinemija, defekt luteinske faze) koje su uzroci
spontanih pobac&aja, postaju uzroci i onih ponavljajucih.

Kao Sto je ve¢ navedeno, poremecaji u broju ili strukturi kromosoma jedan su od naj¢escih
razloga sporadicnih, ali isto tako i habitualnih pobacaja. U 3%-5% slucajeva kod parova s
habitualnim pobacajima ustanovit ¢e se da je jedan od partnera nositelj nekog oblika
kromosomskog preslagivanja, balansirane translokacije ili inverzije kromosoma (164, 165).
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Utjecaj nasljedne trombofilije na rani gubitak trudnoce tema je brojnih studija, a midljenja su
jo$ uvijek neuskladena. Poremeéaj zgruSavanja uzrokovan trombofilijom mogao bi uzrokovati
trombozu spiralne arterije i interviloznog prostora na majc€inoj strani posteljice ¢ime bi se
smanijila perfuzija posteljicnog tkiva prijeko potrebna za rast i razvoj ploda. Tako nastala
insuficijencija posteljice moze biti odgovorna za fetalnu smrt, IUGR, abrupciju posteljice ili
PE. Manje je jasan odnos izmedu insuficijencije uteroplacentarne cirkulacije i pobacaja.
Brojne prospektivne studije opovrgavaju tu povezanost. Said i suradnici prospektivhom
studijom iz 2010. istiCu slabu povezanost nasljedne trombofilije i ranih i kasnih komplikacija
trudnoce. Autori zaklju€uju da ¢e vecina asimptomatskih zena s nasljednom trombofilijom
imati uspjeSan perinatalni ishod (125). Isti zaklju¢ak 2010. u svojoj studiji donose i Silver i
suradnici (127), kao i Dizon-Towson i suradnici pet godina ranije (124). Roque i suradnici su
u svojoj studiji analizirali povezanost nasljedne i steCene trombofilje s ranim, odnosno
kasnim, komplikacijama u trudnoé¢i. Zene s viSestrukim mutacijama imale su statisticki
znacajno maniji broj spontanih pobacaja u odnosu na patologiju kasne trudnoce (fetalna smrt)
(166).

Vecina znanstvenika, neovisno o zakljuécima o povezanosti trombofilije s loSim perinatalnim
ishodom, trombofilju smatra vec¢im rizicnim ¢imbenikom za kasne u odnosu na rane
komplikacije trudnoc¢e (83, 137, 138). Paradoks protektivhog djelovanja trombofilije na razvoj
ploda u ranoj trudnoc¢i moze se objasniti nizom razinom kisika koja je potrebna za optimalan
razvoj embrija. U fizioloSkom smislu, u ranoj trudnoéi vladaju hipoksiéni uvjeti (od osmog do
desetog tjedna amenoreje normalna razina O, kre¢e se oko 17+/- 6,9 mmHg, a u 13.-om
tiednu trudnoce iznosi oko 60,7 +/- 8,5 mmHQ) koji osiguravaju urednu infiltraciju trofoblasta
u intervilozni prostor te posljedicno nizak otpor uteroplacentarne cirkulacije (167, 168).
Smatra se da bi kisik ¢ak mogao biti toksi¢an u tako ranoj trudnoéi. Upravo bi zbog toga
trombofilija, sa svojim tromboti¢kim djelovanjem na smanjen dotok kisika, mogla viSe Stetiti u
kasnoj nego u ranoj trudnodi.

U posljednje vrijeme brojne su studije analizirale jo$ jedan oblik nasljedne trombdfilije koji bi
mogao imati ulogu u habitualnim pobacajima. Rije¢ je o M2 haplotipu koji je odgovoran za
ekspresiju annexin A5 gena (169-173). Annexin A5 je posteljicni anikoagulacijski protein koji
funkcionira kao inhibitor koagulacije vezuci se za fosfolipide izlozene na povrsini stanica, npr.
vezuéi se na trombocite inhibira njihovu agregaciju. Annexin oblaze apikalni dio
sinciciotrofoblasta i tako djeluje kao njegov zastitni sloj . Mutacijom i stvaranjem annexin A5
genske varijante dolazi do promjene njegovih antikoagulacijskih svojstava. Ustanovljeno je
da se u prisutnosti antifosfolipidnih protutijela koncentracija annexina A5 smanjuje. Annexin
A5 genska varijanta mogla bi biti odgovorna za veliki postotak habitualnih pobacaja

nepoznate etiologije.
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Klinicka obrada parova s habitualnim pobacajem uklju€uje detaljnu osobnu i obiteljsku
anamnezu te ginekolodku obradu. Uz kariotipizaciju obaju partnera potrebno je napraviti i
kompletnu krvnu sliku, funkcionalne testove $&titnjaCe, laboratorijske pretrage na nasljednu
trombofiliju i antifosfolipidna protutijela. S obzirom da je etiologija pobagaja nepoznata u oko
50% parova, lijeCenje je zasada moguée samo u skupini negeneticke etiologije. Nakon
postavljanja dijagnoze steCene trombofilije, odnosno antifosfolipidnog sindroma, lijeCenje se
zapocinje kombinacijom NMH-a i aspirina. LijeCenjem se smanjuje stopa spontanih pobacaja
za 54% (174, 175). Ako se steCena trombofilija javlja u sklopu sistemskih bolesti, poput
sistemskog eritemskog lupusa, u terapiju je potrebno ukljuciti i glukokortikoide. Osobama sa
steCenom trombofilijom koje u osobnoj anamnezi imaju i TE bolesti preporu¢eno je uzimati

NMH i tijekom trudnoce i postpartalno tijekom babinja.

14. TERAPIJSKI PRISTUP TRUDNICAMA S NASLJEDNOM TROMBOFILIJOM
Kod trudnica s nasliednom trombofiljom cilj lijeCenja je prevencija DVT-a i drugih
komplikacija koje ona moZe uzrokovati. Ukoliko se odlu¢i na lije€enje ili profilaksu,
antikoagulacijska terapija zapoc€inje se paralelno s pozitivnim kucajevima Cedinjeg srca
(KCS), tj. na samom podetku trudnoée. Administraciju heparina potrebno je prekinuti s
pocetkom porodaja ili par sati prije dogovorenog carskog reza da bi se smanjio rizik
hemoragi¢nih komplikacija. Terapija se potom nastavlja Cetiri do Sest sati nakon vaginalnog
poroda, odnosno Sest do 12 sati nakon carskog reza, i odrzava se, ovisno o indikaciji,
sliede¢a dva tjedna ili kroz cijelo razdoblje babinja. Indikacija, doziranje i duljina primjene
NMH-a razlikuje se izmedu pojedinih ustanova. U Klinici za Zenske bolesti i porodaje
trudnicama s visokorizicnom tormbofilijom (nositelji FVL-a, nositelji mutacije protrombinskog
gena, dvostruki heterozigoti za FVL i protrombin, nositelji deficijencije AT-a, PS-a i PC-a) s
pozitivnom obiteljskom ili osobnom anamnezom na TE bolest, preporuCuje se terapijska
doza NMH-a, a trudnicama s osobnom ili obiteljskom anamnezom negativhom na DVT
preporucuje se profilakticna doza heparina. Prema smjernicama institucije American College
of Chest Physicians (ACCP) trudnicama s visokorizicnom trombofiljom i osobnom i
obiteljskom anamnezom negativnom na TE bolesti preporu€uje se antikoagulacijska
profilaksa postpartalno, a ako je obiteljska anamneza pozitivna na DVT, antikoagulans je
preporucen tijekom trudnoce i babinja (176). Americko drustvo opstetriCara i ginekologa
(ACOG) trudnicama s nasljednom trombofiljom (FVL, PGM, deficijencija PC-a, PS-a i AT-a)
i pozitivnom osobnom anamnezom na DVT, preporuCuje antikoagulacijsku profilaksu u
trudnoé¢i i u babinju. Asimptomatskim nositeljima mutacija na nasljednu trombofiliju
preporucCuje se individualan pristup u odredivanju dodatnih rizika za razvoj DVT-a u svrhu
uzimanja antikoagulacijske profilakse. Ako su prisutni dodatni riziéni &imbenici (npr.
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dugotrajna imobilnost, pretilost), trudnicama se uvodi profilakti€na doza NMH-a u trudnodi i
babinju (216).

Kao $to je prethodno navedeno, vecina dokaza potvrduje da je nasliedna trombofilija
uzroCnik kasnih gubitaka trudnocCe, a u slu€aju ranih gubitaka ¢ak se spominje njeno
protektivno djelovanje. S obzirom na brojne kontradikcije i neusuglasenosti izmedu uzro¢no-
posliedicne veze nasljedne trombofilije i habitualnih pobacCaja, povlali se pitanje
opravdanosti primjene heparinske terapije, odnosno, moZe li heparin kod trudnica s
habitualnim pobacajima poboljSati ishod sliedece trudnoce. Unato€ tome $to ima veliku
terapijsku primjenu, molekula heparina ima i svojstva koja su danas jo$ uvijek nepoznata
(177, 178). Multifunkcionalnost heparina dovodi u pitanje koja su (poznata ili nepoznata)
svojstva molekule heparina najviSe odgovorna za moguci pozitivan ucinak kod trudnica s
nasljednom trombofilijom i habitualnim pobacajem.

Ovim radom Zeli se analizirati utjecaj heparina na perinatalni ishod kod trudnica s
habitualnim pobacajima koje su nositelji nasljedne trombofilije. Takoder, oCekuje se da e se
rezultatima ovog istrazivanja suziti ili proSiriti indikacije za primjenu heparina kod

asimptomatskih, kao i simptomatskih, nositelja nasljedne trombofilije.
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2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Za ocekivati je da ¢e se kod trudnica s dva ili viSe zadrzana pobacaja u anamnezi i
dijagnozom nasljedne trombofilije primjenom profilakticne doze niskomolekularnog heparina
poboljSati perinatalni ishod, odnosno da ¢e trudnoa zavrSiti terminskim porodajem. U
skupini trudnica s nasljednom trombofiljom te osobnom i opstetriCkom anamnezom
negativnom na tromboembolijske bolesti za ocekivati je da primjena antikoagulacijske
terapije nece znaCajnije utjecati na perinatalni ishod. Primjena niskomolekularnog heparina
opravdana je kod trudnica s dokazanom nasljednom trombofiljom i anamnezom

optere¢enom habitualnim pobacajima za bolji perinatalni ishod.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

OPCI CILJ: ustanoviti opravdanost primjene niskomolekularnog heparina u svrhu pobolj$anja
perinatalnog ishoda kod trudnica s nasliednom trombofiljom i stanjem nakon dva ili vise
zadrZana pobacaja.

SPECIFICNI CILJEVI: Ustanoviti zastupljenost nasljedne trombofilije u populaciji zdravih
trudnica bez opterecene opstetricke anamneze.

Ustanoviti perinatalni ishod u skupini asimptomatskih nositelja mutacije gena za nasljednu
trombofiliju bez primjene niskomolekularnog heparina.

Ustanoviti najces¢i tip nasljednih trombofilija na nasim podrucjima.

Odrediti najéeS¢u mutaciju gena za nasljednu trombofiliju koja uzrokuje ponavljane zadrzane

pobacaje.

4. ISPITANICE | METODE

4.1. ISPITANICE | NACIN ISTRAZIVANJA
Prospektivno istrazivanje provedeno je u Klinici za Zzenske bolesti i porodaje KliniCkog
bolni¢kog centra u Zagrebu u razdoblju od listopada 2011. do sije¢nja 2018. godine.
Istrazivanjem su od 2011. do 2013. obuhvacene dvije skupine ispitanica koje su primljene u
Kliniku za Zenske bolesti i porodaje zbog obrade i lijecenja. Prva skupina (NMH+ skupina)
obuhvaéala je 133 trudnice s dva ili viSe uzastopna zadrzana pobacaja (eng. missed
abortion) i dijagnozom nasljedne trombofilije. Neke su od njih ve¢ imale postavljenu
dijagnozu nasljedne trombofilije koja je ukljuCivala FVL, protrombin G20210A mutaciju,
deficijenciju proteina C, deficijenciju proteina S, deficijenciju antitrombina, mutaciju PAI-1
gena te mutaciju MTHFR gena. Trudnicama s dva ili viSe zadrzana pobacaja koje nisu imale
dijagnozu trombofilije kod prijema su provedeni testovi na nasljednu trombofiliju i ako se ona
dokazala, trudnice su ukljuene u istraZivanje. Svim trudnicama prve skupine nakon
ultrazvuéno ustanovljenih pozitivnih KCS-ova u terapiju se uveo NMH u profilakti¢noj dozi
koji je odrzavan kao profilaksa do porodaja te dva tjedna nakon porodaja. Trudnicama kojima
je trombdfilija naknadno dokazana, NMH je uklju€en po primitku nalaza. Ukljucni kriteriji prve
skupine bili su prvorotkinja ili viSerotkinja s jednoplodnom trudno¢om i dosadasnje trudnoce
kao i sadadnja s istim partnerom. Isklju¢ni kriteriji prve skupine bili su Zzene starije od 37
godina, Zene koje boluju od kroni¢nih bolesti kao Sto su Secerna bolest, bolesti Stitnjace i
autoimune bolesti, Zene koje su zanijele potpomognutom oplodnjom ili su na bilo koji drugi

nacin lije€ene zbog primarnog ili sekundarnog steriliteta, Zzene s verificiranim anomalijama
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maternice, partneri s kromosomskim anomalijama, Zene s pozitivnim LAC-om i
antikardiolipinskim protutijelima. Zadatak uklju¢nih, odnosno isklju€nih, kriterija bio je
~proCistiti“ ispitivane skupine od znanih uzroka pobacaja i izolirati trombofiliju kao jedini
potencijalni ,vidljivi“ uzrok.

Kontrolna skupina ispitanica obuhvacala je 90 nulipara, prvorotkinja ili viSerotkinja bez
opstetrickih komplikacija koje su, upuc¢ene od strane nadleznog ginekologa, u prvom
tromjesecju trudnoée dolazile na redovite preglede u ultrazvucnu ili trudni¢ku ambulantu
Klinike za Zenske bolesti i porodaje. Nakon usmenog informiranja trudnice, o istrazivanju je
obavijeSten i njen nadlezni ginekolog informativnim letkom. Ponovnim dolaskom ispitanice u
Kliniku provodeni su testovi trombofilije. U skupini od 90 zdravih trudnica kod njih 55 (61,2%)
utvrdena je jedna ili vise mutacija za nasljednu trombofiliju. Trudnice s nasljednom
trombofilijom ukljuene su u istrazivanje. Neovisno o rezultatima testa i tipu mutacije, kod
trudnica kontrolne skupine nije ukljuena profilaksa NMH-om. Ukljuéni kriteriji kontrolne
skupine bili su jednoplodna trudnoca i osobna anamneza bez tromboembolijskih incidenata.
Isklju€ni kriteriji bili su Zene starije od 37 godina, prethodni TE incidenti u osobnoj anamnezi i
prisutnost LAC-a ili antikardiolipinskih protutijela. Navedenim kriterijima isklju¢ene su steCena
trombofilija i optere¢ena osobna anamneza kao rizi¢ni imbenici koji bi zahtijevali uvodenje
NMH-a.

Posljednjih 20-tak godina tema trombofilije i njenog utjecaja na trudno¢u budi interes brojnih
znanstvenika na podru€ju biomedicine. S obzirom na nepoznanicu koje su mutacije
predstavljale i na brojne kontradiktornosti koje su se provilacile kroz studije, velika vecina
ginekologa u Republici Hrvatskoj, kao i drugdje u svijetu, uvodila je heparinsku profilaksu
neovisno o sigurnosti uzro¢no posljeditne veze odredene mutacije s patologijom trudnocée
koje su pojedine trudnice imale. Ipak, sve €es¢i individualizirani pristup pacijentima postupno
je doveo do racionalizacije propisivanja antikoagulanata. Samim time je od 2013. godine u
istrazivanje uklju¢ena jo$ jedna eksperimentalna skupina (NMH-) koja je obuhvacala 35
trudnica s naslijednom trombofilijom i dva ili viSe uzastopnih zadrzanih pobacaja, a kojima u
profilaksu nije uveden NMH. Odredeni broj trudnica iz posljednje skupine kontrolirali su
primarni ginekolozi tijekom cijele trudnoce i tek su po porodaju dolazile u Kliniku, dok je
ostatak njih redovito kontroliran i poroden u tercijarnom centru. Ukljucni i iskljucni kriteriji
druge skupine bili su jednaki ukljuénim i isklju€nim kriterijima prve skupine.

Ispitanice u sve tri skupine uzimale su pripravke folne kiseline, ili od pocetka trudnoce ili
prekoncepcijski.

Testovi za nasljednu trombofiliju obuhvacali su analizu FV, PG-a, MTHFR gena, PAI-1 gena,
vrijednosti AT-a, PC i PS. FVL, mutacija protrombinskog gena, mutacija MTHFR i PAI-1 gena
odredivale su se u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu na Odjelu za molekularnu

dijagnostiku. Vrijednosti AT-a i PC odredivale su se u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku
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medicinu na Odjelu za trombocitnu i leukocitnu dijagnostiku i hemostazu. PS se odredivao u
KliniCkom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku na Odjelu za laboratorijsku hematologiju i
koagulaciju Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb. Faktori steCene trombofilije, antikardiolipinska
protutijela razreda aCl- IgG i aCl- IgM i LAC odredivali su se na Odjelu za laboratorijsku
imunologiju Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb.

Deskriptivna analiza kohortnih skupina ukljucila je zivotnu dob trudnice, indeks tjelesne mase
(ITM) prije trudnoce, paritet (nulipara, primipara, multipara) i broj zadrzanih pobacaja (eng.
missed abortion) (dva, tri ili viSe od tri). U obiteljskoj, kao i u osobnoj, anamnezi analizirala se
prisutnost tromboembolijskih incidenata u obliku infarkta miokarda (IM), mozdanog udara
(CVI), pluéne embolije (PE) ili duboke venske tromboze (DVT). Obiteljska anamneza uzimala
je u obzir blizu rodbinu ispitanice: otac, majka, brat/sestra, djed i baka. Ispitanicama s
nasljednom trombofiljom i habitualnim pobacajima (NMH+ i NMH-) analizirao se tjedan u
kojima su uzastopni pobacaiji nastupili. Rani gubitak trudnoc¢e definirao se kao pobacaj prije
12 tjedana trudnoce, a kasni gubitak trudnoée kao zadrzani pobac¢aj nakon 12.-og, a prije
22.-0g tjedna trudnoce. Ako su imale porodaje prije sadasnje trudnoce, ispitanicama NMH+ i
NMH- skupine analizirao se tijek i ishod prethodnih trudnoc¢a. Pra¢ene varijable odnosile su
se na prethodno mrtvorodeno dijete, komplikacije prethodnih trudnoca i ishod prethodnih
trudnoc¢a. Mrtvorodenost se definira kao porodaj mrtvog ¢eda Cija je gestacijska dob >22 j. ili
tielesna tezina >500 grama. Komplikacije prethodnih trudno¢a odnose se na patologiju
trudnocCe koja je posljedica poremecene infiltracije trofoblasta, GH, PE, HELLP sindrom.
Ishod prethodnih trudno¢a analizirao je prijevremeni porodaj (porodaj prije 37.-og tjedna
amenoreje), ultrazvuéno dijagnosticirano intrakranijalno krvarenje neonatusa i porodaj

neonatusa s porodajnom teZzinom ispod 10.-e centile za gestacijsku dob (Slika 6.).
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centile

tjedni 5 10 25 50 75 90 95 5 10 25 50 75 90 95
Prvorotkinje muski Prvorotkinje zenski
28 240 960 980 1090 1280 1410 1450 980 980 1060 1080 1270 1310 1320
29 1000 1020 1090 1240 1430 1560 1570 950 1010 1120 1210 1350 1410 1480
30 1040 1110 1240 1410 1600 1730 1760 980 1080 1220 1360 1470 1600 1670
31 1120 1230 1400 1590 1780 1920 1970 1060 | 1190 1360 1530 1640 1800 | 1890
32 1240 1380 1590 1780 1980 2140 2210 1180 § 1340 1530 1720 1850 2020 | 2120
33 1380 1550 1780 1890 2190 23260 2460 1340 1510 1710 1920 2070 2250 2370
34 1540 1740 1990 2200 2410 2590 2710 1530 1700 1910 2130 2310 2500 2620
35 1730 1930 2200 2410 2630 2830 2970 1730 1910 2120 2340 2560 2740 2880
36 1920 2130 2410 2620 2850 3060 3230 1830 § 2110 2330 2550 2800 2990 | 3130
37 2120 2330 2610 2830 3070 3290 3480 2140 | 2300 2530 2750 3030 3220 | 3360
38 2320 2520 2800 3030 3280 3510 3710 2330 § 2490 2720 2950 3240 3440 3580
39 2520 2710 2980 3230 3480 3720 3920 2450 j 2650 2890 3120 3420 3630 3780
40 2700 2870 3130 3400 3670 3910 4100 2640 | 2780 3030 3280 3560 3800 § 3940
41 2860 3010 3270 3560 3840 4070 4250 2740 § 2870 3140 3410 3650 3940 § 4070
42 3000 3130 3370 3700 3990 4210 4360 2790 § 2920 3200 3500 3690 4030 § 4150
Viserotkinje muski Viserotkinje zenski

28 1040 1070 1180 1270 1400 1440 1830 1020 1040 1050 1200 1200 1250 1370
29 1050 1100 1270 1360 1510 1570 1900 1000 j 1060 1030 1280 1380 1460 1560
30 1110 1170 1390 1490 1640 1740 2020 1040 1130 1250 1400 1570 1670 1770
31 1210 1290 1540 1650 1800 1930 2170 1130 1240 1390 1560 1760 1890 2000
32 1350 1440 1700 1820 1980 2140 2350 1260 1380 1560 1740 1960 2110 2240
33 1510 1610 1890 2020 2190 2370 2560 1420 | 1560 1750 1940 2160 2340 | 2480
34 1690 1810 2080 2230 2410 2610 2780 1600 1750 1950 2150 2370 2570 2740
35 1880 2020 2290 2450 2640 2860 3020 1800 § 1950 2150 2370 2580 2800 | 2990
36 2090 2230 2490 2670 2880 3120 3270 2000 | 2160 2360 2600 2800 3040 §| 3240
37 2300 2450 2700 2900 3120 3370 3530 2210 g 2370 2570 2820 3010 3280 3490
38 2500 2660 2900 3110 3360 3630 3780 2420 § 2570 2770 3030 3230 3520 3730
39 2700 2850 3090 3320 3600 3880 4030 2610 j 2570 2960 3220 3450 3770 3960
40 2890 3030 3260 3510 3830 4120 4260 2790 | 2910 3130 3390 3680 4020 | 4180
41 3050 3180 3420 3680 4050 4340 4480 2930 | 3040 3280 3540 3900 4270 || 4380
42 3190 3290 3550 3820 4260 4550 4670 3040 3130 3400 3650 4130 4530 | 4560

Slika 6. Centilne vrijednosti tezine novorodenc¢adi po rodnosti majke i spolu djeteta u

Zagrebu 1982. godine. Preuzeto: Drazangi¢ A., Porodnistvo, 1994.

Promjena broja trombocita tijekom heparinske profilakse analizirala se dvjema varijablama:
brojem trombocita prije uvodenja heparinske profilakse (kod trudnica kojima je profilaksa
zapocCeta tijekom hospitalizacije trombociti su se odredivali kod prvog dolaska u bolnicu, a
kod trudnica koje su primliene s heparinskom profilaksom broj trombocita uzimao se iz
medicinske dokumentacije ako je prethodno odredivana krvna slika) i brojem trombocita
tijekom profilakse heparinom (tijekom zadnje hospitalizacije, tj. krajem treCeg tromjesecja).

U sve tri skupine ispitanica pratio se tijek sadasSnje trudnoce (analizirala se patologija
trudnoc¢e ako ju je trudnica razvila, pobacaj u aktualnoj trudno¢i ako se dogodio, patologija
fetusa ako ju je fetus razvio), nacin i tjedan zavrSetka trudnoce i rani neonatalni ishod.
Uredna trudnoca ispitanice definirana je prosje¢nim tlakom <130/85mmHg, koncentracijom
proteina u urinu unutar referentnih vrijednosti (<0,3 g/L) te zavrSetkom trudnoce terminskim
porodajem (od 37.-og do 42.-og tjedna amenoreje). Patologija trudnoée definirana je
stanjima koje nastaju kao posljedica patoloSke infiltracije trofoblasta u ogranke arterije
uterine (spiralna arterija) Sto uzrokuje razvoj gestacijske hipertenzije, preeklampsije, HELLP
sindroma i abrupcije posteljice. Pobacaj je definiran kao spontani gubitak ploda prije 22.-0og
tiedna trudnoce, odnosno gubitak ploda lakS8eg od 500 grama tjelesne teZine. Svim
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pobacenim plodovima nakon kiretaze ucinjena je citogenetska analiza. Uredan rast i razvoj
fetusa definiran je ultrazvuéno procijenjenom tjelesnom teZinom fetusa koja se kre¢e izmedu
10. i 90. centile za gestacijsku dob. Ultrazvuéna 2D procjena TT ploda temelji se na
standardnim biometrijskim mjerenjima koja obuhvacéaju opseg fetalnog abdomena (AC),
biparijetalni promjer (BPD), promjer glavice (HC) i duljinu femura (FL). Navedene mijere
potom se uvrstavaju u Hadlock Il formulu, a rezultat se prikazuje na krivulji fetalnog rasta u
odnosu na gestacijsku dob. Patologija fetusa definirana je intrauterinim zastojem rasta
(IUGR) &to oznacava ultrazvuéno procijenjeni rast ispod 10. centile za gestacijsku dob uz
ultrazvuéno dijagnosticiranu fetalnu centralizaciju krvotoka (eng. brain- sparing effect; omjer
sistolicko-dijastolickih omjera izmedu srediSnje cerebralne arterije i pupCane arterije <1,08).
Analiza na€ina zavrSetka trudnocée ukljucivala je vaginalni porodaj ili porodaj carskim rezom
(elektivni + hitni carski rez). Uredan neonatalni ishod definiran je kao porodaj novorodenceta
Cija je tjelesna teZina na porodaju izmedu 10. i 90. centile za gestacijsku dob, ukupne
vrijednosti Apgar indeksa 10 nakon jedne minute te 10 nakon pet minuta i pH vrijednosti
umbilikalne arterije izmedu 7,25-7,35 ukoliko je pH mjeren. Rano neonatalno razdoblje
zapocCinje porodajem, a traje sedam dana. PatoloSki rani neonatalni ishod definiran je
javljanjem jedne ili svih navedenih promjena: porodajem novorodenceta tjelesne tezZine ispod
10. centile za gestacijsku dob, niskom ocjenom po Apgar-ovoj (<10) i pH vrijednosti
umbilikalne arterije <7,25.

Pojam babinje ili puerperij odnosi se na razdoblje od Sest tjedana koje zapo inje dva sata
nakon porodaja. Uredno razdoblje babinja oznaCava babinjaCu koja tijekom babinja nije
razvila tromboembolijske incidente poput DVT-e, PE-e, CVl-ja ili IM-a.

S obzirom na razli€it utjecaj pojedinih mutacija gena za nasljednu trombofiliju na ishod
trudnoce, ispitanice su tijekom analize podijeliene na nositeljice ,teskih“, odnosno ,blagih“
mutacija. ,TeSkim“ mutacijama su nazvane mutacije koje su ceSCe povezane s
tromboembolijskim incidentima krvoZilnog sustava i obuhvacéaju FVL, mutaciju protrombin
gena, deficijenciju antitrombina, deficijenciju proteina S i deficijenciju proteina C. ,Blage”
mutacije rjede su uzrocnici TE-a, a pojam se odnosi na mutacije MTHFR i PAI-1 gena.

Prije uklju€ivanja u istrazivanje ispitanice i njihov nadlezni ginekolog (ako se radilo o
kontrolnoj skupini) dobili su informativni letak u kojem je objasnjena svrha i pojedinosti
istrazivanja. Hospitaliziranim trudnicama uz informativni letak istrazivanje je objaSnjeno i

usmeno.

4.2. LABORATORIJSKE METODE
Primjena molekularno-bioloskih metoda u analizi humanog genoma ovisi o izolaciji kvalitetne

proCi8¢ene DNA. Humana DNA moZe se izolirati iz pune krvi (leukocita), tkiva, urina,
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primarnih stani¢nih kultura, arhivskog materijala tkiva uklopljenog u parafin. Tijekom
istraZivanja genomska DNA dobila se iz leukocitnog sloja (eng. buffy coat-a) a za njenu
izolaciju koriSteni su komercijalni kitovi QlAamp DNA Blood Mini kita (Qiagen, Njemacka).
QIAcube uredaj je robotska radna stanica za automatiziranu izolaciju nukleinskih kiselina i
koristi ve¢ postojece standardne QlAgen kitove za izolaciju nukleinskih kiselina na kolonama
(silika gel membrane) i njihove protokole. U ovoj studiji koriSten je protokol QlAamp DNA
Blood mini QlAcube kit (Qiagen, Njemacka). Za izolaciju DNA upotrebljavao se volumen
EDTA uzorka od 200 uL. Proces automatizirane izolacije DNA za 12 uzoraka na uredaju
QlAcube traje 90 minuta. Izolirana DNA eluirana je u 200 pL pufera za eluciju AE. Silika- gel
membrane razdvajaju DNA od ostalih komponenti kao Sto su polisaharidi i proteini
postupkom vezanja, ispiranja i eluiranja, dok se apsorpcija nukleinskih kiselina na silika- gel
membranu odvija uz pomoc¢ kaotropnih soli koje uklanjaju vodu iz hidratiziranih molekula u
otopini. Ispiranjem s dva razli¢ita pufera (AW1 i AW2), nukleinska kiselina eluira se u malom
volumenu te je pripremliena za uporabu bez daljnjeg ukoncentriravanja. Tako izolirana
genomska DNA visokog je stupnja CistoCe za izvodenje lantane reakcije polimerazom u

stvarnom vremenu (real-time PCR, od engl. Polymerase Chain Reaction).

4.2.1. Genotipizacija faktora V Leiden, prothrombinskog gena, mutacije MTHFR te
PAI-1 pomoéu metode real-time PCR
Real-time PCR pouzdana je i precizna metoda koja se koristi za umnazanje i istodobnu
kvantifikaciju ciljnih sljedova DNA. Za real-time PCR neophodna je dobro izolirana DNA,
optimalno izabrani primjeri za reakciju i optimizirani svi stupnjevi PCR reakcije (denaturacija,
izbor i uvjeti vezanje primera, sinteza DNA-elongacija komplementarnog DNA lanca).
Umnozavanje DNA prati se preko ugradnje obiljeZenih poCetnica u PCR produkt, pri ¢emu se
generira porast intenziteta fluorescencije. Real-time TagMan PCR tehnologija koristi
dvostruko oznacenu fluorescentnu probu, reporter boja koja emitira fluorescentnu svjetlost
vezana je za 5' kraj TagMan probe, dok je prigusivaC boje (engl. Quencher; onaj koji gasi)
vezan za 3' kraj. Potom enzimTaq polimeraza dodaje nukleotide 3-5' nakon ¢ega
istovremeno dolazi i do uklanjanja TagMan probe s kalupa DNA zbog 5'-3' egzonukleazne
aktivnosti. Ovim se postupkom priguSiva¢ fluorescencije udaljava od reporter boje te ona
emitira fluorescenciju jer se priguSiva viSe ne nalazi na odgovaraju¢oj udaljenosti od
reportera i nema blokade emisije. Uz pomo¢ intenziteta emisije fluorescencije reporter boje
prati se nastanak PCR produkata tijekom vremena te se stoga postupak i naziva ,on-line"

PCR. Koli¢ina fluorescencije razmjerna je koli¢ini PCR proizvoda (Slika 7.).
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Slika 7. Real-time TagMan PCR tehnologija

Kao &to je navedeno, RT-PCR metoda za odredivanje genotipa, tj. za alelnu diskriminaciju,
koristi dvije dvostruko oznacene fluorescentne TagMan probe koje se razlikuju u jednoj ciljnoj
bazi i obiljeZzene su razli¢itim bojama. One emitiraju razli€itu fluorescenciju. Jedna od njih
veze se za alel 1 (divlji tip, alel bez mutacije), a druga se veze za alel 2 (mutirani alel). Ako
RT-PCR uredaj detektira jednu boju — prisutan je jedan alel, ako detektira drugu boju —
prisutan je drugi alel, a detekcija obje boje istovremeno oznacava prisutnost heterozigota.

Kada komplementarno vezivanje nije ostvareno i kada je proba intaktna, fluorescencija
reporter boje onemogucena je blizinom boje koja gasi. Postupkom umnaZzanja, polimeraza
razgraduje probu Sto dovodi do oslobadanja i odvajanja reporter boje od boje koja gasi i
povecanja fluorescencije reporter boje. Signal fluorescencije normalizira se kada se uskladi
emisija intenziteta reporter boje s emisijom referentne boje koja je uklju¢ena u reakcijsku
smjesu. Intenzitet fluorescencije reporter boje povecava se razmjerno povecanju koli€ine
umnozenog produkta. Odnos signala fluorescencije i broja ciklusa umnozavanja graficki
prikazuje amplifikacijska krivulja u kojoj bazi¢nu liniju €ine po€etni ciklusi umnazanja u kojima
ne dolazi do velikih promjena u signalu fluorescencije. Umnozeni produkt manifestirat ce se
kao povecanje fluorescencije iznad bazi¢ne linije. Threshold cycle (Ct) predstavlja broj
ciklusa u kojem intenzitet fluorescencije prelazi intenzitet praga. S real-time PCR
tehnologijom u kojoj uredaj kontinuirano mjeri fluorescenciju u svim uzorcima tijekom
umnazanja, omoguceno je jednostavno i brzo detektiranje to¢kastih mutacija metodom alelne

diskriminacije.
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Pojava signala fluorescencije reporter boje oznaCava efikasnosti umnazanja pojedinog alela,
a omjerom intenziteta fluorescencije reporter boja (FAM i VIC) moze se odrediti koji se alel
dominantno umnaza. UmnazZanjem divljeg tipa alela prisutan je signal fluorescencije reporter
boje kojom je oznaCena proba za divlji tip alela. Kao 3to je prethodno navedeno,
heterozigotima za mutaciju kod kojih je jedan alel divlji a drugi mutirani, obje reporter boje
daju signal, dok kod homozigota signal daje samo reporter boja kojom je ozna¢ena proba za
mutirani gen. Fluorescencija svakog uzorka na kraju umnaZanja smjesta se u graf s osi x
(intenzitet fluorescencije FAM boje) i osi y (intenzitet fluorescencije VIC boje). Graf pruza
pregledan prikaz tri moguc¢a genotipa odredene mutacije.

Ishodnice i probe za MTHFR C677T mutaciju sadrzane su u komercijalnom kitu TagMan
SNP MTO Human, Assay ID C__1202883_20 (Thermo Fisher Scientific, SAD). Ishodnice i
probe za MTHFR A1298C mutaciju sadrzane su u komercijalnom kitu TagMan SNP MTHFR
polimorfizam 4351379, Assay ID C__850486_20 (Thermo Fisher Scientific, SAD). Ishodnice i
probe za odredivanje polimorfizma PAI-1 (4G/5G) sadrZzane su u komercijalnom kitu CUST
TQMN SNP ASSAY HUMAN, assay ID AHQJIGG (Thermo Fisher Scientific, SAD).

4.2.2. Deaktivacija aktivnosti proteina C

Reagensi za detekciju aktivnosti proteina C i antitrombina

Za detekciju aktivnosti proteina C koristi se test naziva Berichrom Protein C. Berichrom
Protein C sluZi za kvantitativno odredivanje funkcionalno aktivhog proteina C koriStenjem
kromogenskog supstrata kao pomo¢ u dijagnozi nasljednih i steCenih nedostataka.
Berichrom detektira amidolitiCki aktivni dio aktiviranog proteina C. U uzorku krvi za analizu,
protein C aktivira se specificnim zmijskim otrovom. Tako dobiveni protein C potom se
analizira kinetiCkim testom koji mjeri porast apsorpcije na 405nm prema sljedec¢oj formuli:
Protein C (uzorak) —aktivator proteina C — Protein C (aktivni)

p-Glu-Pro-Arg-MNA —Protein C (aktivni) — p-Glu-Pro-Arg-OH+ MNA

Za dobivanje plazme potrebno je pazljivo pomijeSati jedan dio (0,11mol/L) otopine natrijevog-
citrata s devet dijelova venske krvi, izbjegavajuci pritom stvaranje pjene. Uzorak je odmah
potrebno centrifugirati na 1500 okretaja kroz 15 minuta na sobnoj temperaturi.

Postupci za ruéno pipetiranje provode se prema shemi napisanoj u uputama Berichrom
Protein C testa ovisno o vrsti metode (kinetiCka metoda u usporedbi s metodom two-point).
OgraniCavajuci faktori postupka su lazno pozitivni rezultati koji se mogu javiti kod osoba
lijeCenih aprotininom. Rezultati testa trebaju se tumaciti u skladu s osobnom anamnezom i
klinickom slikom pacijenta.

Normalne vrijednosti proteina C krecu se izmedu 70-140% od normalne razine. Ocekivane

vrijednosti zdravog pojedinca nisu uniformne za sve laboratorije, a koeficijent varijacije iznosi
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0,4%. Koeficijent korelacije Berichrom Proteina C testa s imunokemijskim i drugim
kromogenim metodama iznosi 0,74- 0,90.

4.2.3. Deaktivacija aktivnosti antitrombina
Berichrom Antitrombin [l (A) koristi automatiziranu analizu za odredivanje funkcionalne
aktivnosti antitrombina u plazmi, a koristi se za dijagnosticiranje smanjene produkcije ili
povecane potrodnje AT-a. U uzorku krvi AT se dodavanjem heparina pretvara u direktni
inhibitor i inakivira prisutni trombin. Koliina preostalog trombina odreduje se kinetiCkim

testom koji mjeri porast u apsorpciji na 405nm prema sljedecoj formuli:
ATIIl (uzorak)+ Trombin (visak)—heparin— [AT IlI- Trombin] + Trombin (viSak)
Tos-Gly-Pro-Arg-ANBA-IPA—rezidualni trombin— Tos-Gly-Pro-Arg-OH + ANBA-IPA

Promjena apsorpcije obrnuto je proporcionalna aktivnosti anitrombina u uzorku.

Za dobivanje plazme potrebno je paZljivo pomijesati jedan dio (0,11mol/L) otopine natrijevog-
citrata s devet dijelova venske krvi, izbjegavajuci pritom stvaranje pjene. Uzorak je odmah
potrebno centrifugirati na 1500 okretaja kroz 15 minuta na sobnoj temperaturi.

Postupci za ruéno pipetiranje provode se prema shemi napisanoj u uputama Berichrom
Antitrombin Il (A) testa. Analiza se vrSi automatski u koagulacijskom analizatoru.
OgraniCavajuci faktori postupka su lazno negativni rezultati koji se mogu javiti kod osoba
ljeCenih hirudinom ili drugim inhibitorom trombina. trebaju se tumadciti u skladu s osobnom
anamnezom i klinickom slikom pacijenta.

Mjerni raspon antitrombina krece se izmedu 0-140% od normalne razine. Granica detekcije

iznosi oko 3,7%.

4.2.4. Detekcija aktivnosti poteina S
Protein S u plazmi se nalazi u slobodnom, koagulacijski aktivnom obliku i inaktivnom obliku
koji je vezan za C4b vezni protein (C4BP). Za odredivanje slobodnog i vezanog proteina S
najpouzdanije su imunokemijske metode. Test pod nazivom Symex CA-1500 mijeri
funkcionalno aktivni protein S. Princip rada testa bazira se na fiziolodkim procesima. U
uzorku krvi za analizu koagulacijski faktor V aktivira se specificnim zmijskim otrovom (Vipera
russeli). Nakupljanje aktivnog FV-a uzrokuje aktivaciju proteina C koji inhibira FV $to potom
uzrokuje pojaCano stvaranje proteina S koji kao kofaktor PC-a ubrzava reakciju.
Koagulacijsko vrijeme u uzorku raste proporcionalno s aktivho$¢u proteina S. Dodatak
laboratorijski obradene protein S deficijentne plazme osigurava dovoljnu koli€inu fibrinogena,
FV-a i drugih potrebnih koagulacijskih faktora u uzorku. Koagulacija je potaknuta na razini

FX-a koji se aktivira dodatkom zmijskog otrova VR. Potom aktivirani FX uz pomo¢ FV-a
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pretvara protrombin u trombin koji potom pretvara fibrinogen u fibrin. Vrijeme koagulacije
moze se mjeriti mehanicki, opticki ili na neki drugi mjerni nacin. Aktivnost proteina S odreduje
se na automatiziranim koagulacijskim analizatorima.

Za dobivanje plazme potrebno je paZljivo pomijesati jedan dio (0,11mol/L) otopine natrijevog-
citrata s devet dijelova venske krvi, izbjegavajuci pritom stvaranje pjene. Uzorak je odmah
potrebno centrifugirati na 1500 okretaja kroz 15 minuta na sobnoj temperaturi. Postupci za
ruéno pipetiranje provode se prema shemi napisanoj u uputama Symex CA-1500 testa.
Rezultati se tumace uz pomo¢ referentne krivulie koja se prethodno odredi serijskim
razrjedivanjem standardne ljudske plazme s protein S deficijentnom plazmom.

Rezultati testa trebaju se tumaditi u skladu s osobnom anamnezom i klinickom slikom
pacijenta. Referentne vrijednosti proteina S variraju od laboratorija do laboratorija ovisno koju
tehniku odredeni laboratorij koristi tako da bi svaki laboratorij trebao odrediti svoj referentni
interval. Koriste¢i Symex CA-1500 test, normalne vrijednosti proteina S kre¢u se izmedu 10-
130% od normalne razine, a koeficijent varijacije iznosi od 4,6% do 5,5%.

4.3. STATISTICKA ANALIZA
Podaci su prikazani tablicno i graficki. Kolmogorov-Smirnovljevim testom analizirana je
raspodjela kontinuiranih numerickih vrijednosti te su se shodno dobivenim podacima
primijenili odgovarajuci neparametrijski testovi. Kategorijske i nominalne vrijednosti prikazane
su kroz odgovaraju¢e frekvencije i udjele. Kontinuirane vrijednosti prikazane su kroz
medijane i interkvartilne raspone (s obzirom na neparametrijsku raspodjelu i veliinu uzorka).
Razlike u kontinuiranim vrijednostima analizirane su Kruskal-Wallisovim testom uz
odgovarajuce post-hoc testove Mann-Whitney U testom. Razlike u ponavljanim mjerenjima
(razina trombocita prije i tijekom profilakse heparinom) analizirane su Wilcoxonovim testom i
prikazane Box i Whiskerovim plotom.
Razlike u kategorijskim varijablama analizirane su Fisherovim egzaktnim testom za tablice
veliCine 2x2, odnosno Fisher-Freeman-Halton egzaktnim testom u slu€aju veceg broja
kombinacija. Dodatno su nacinjeni omjeri vjerojatnosti (odds ratio) s odgovaraju¢im 95%
intervalima pouzdanosti (95% confidence interval ili Cl).
Sve P vrijednosti manje od 0,05 smatrane su znacajnima. U analizi i grafickim prikazima

koristila se programska podrSka IBM SPSS Statistics, verzija 25.0 (www.spss.com).
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5. REZULTATI

Skupina

B NvH +
B NMH -
M Kontrolna skupina

Slika 8. Raspodjela ispitanica u kohortne skupine: heparin su primale 133 (59,64%)
ispitanice (NMH+), bez profilakse heparinom bilo ih je 35 (15,70%) (NMH-), a kontrolna je
skupina obuhvacala 55 (24,66%) ispitanica.
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Tablica 1. Demografija (opis kohortnih skupina) i razlike izmedu ispitivanih skupina u

kontinuiranim vrijednostima: Kruskal-Wallisov test

i i Centile
Skupina N Min Max = P
25. Medijan 75.

NMH + 133 20,0 37,0 31,0 34,0 36,0

DOB TRUDNICE NMH - 35 24,0 37,0 33,0 34,0 35,0 0,001
Kontrolna skupina 55 19,0 36,0 30,0 32,0 34,0
NMH + 133 17,0 49,0 24,0 27,0 30,0

ITM (kg/m2) NMH - 35 21,0 35,0 24,0 27,0 29,0 <0,001
Kontrolna skupina 55 18,0 40,0 22,0 25,0 26,0

BROJ TROMBOCITA NMH + 115 71,0 400,0 230,0 257,0 300,0

PRIJE UVODENJA NMH - 33 137,0 337,0 204,0 233,0 283,5 0,048

NMH Kontrolna skupina | 53 | 1390 | 3450 | 2010 | 2340 | 3110

BROJ TROMBOCITA NMH + 132 33,0 405,0 177,3 215,5 255,8

ZA

VRIJEME NMH NMH - 0 NA

PROFILAKSE Kontrolna skupina 0
NMH + 133 0,0 41,0 38,0 39,0 40,0

TJEDAN PORODBAJA

NUMERICKI NMH - 35 0,0 41,0 35,0 39,0 40,0 0,403
Kontrolna skupina 55 37,0 42,0 38,0 39,0 40,0

; NMH + 130 930,0 4500,0 3147,5 3435,0 3752,5

TJELESNA TEZINA

NEONATUSA NMH - 29 2110,0 4160,0 3105,0 3410,0 3555,0 0,588
Kontrolna skupina 55 2600,0 4370,0 3150,0 3350,0 3780,0
NMH + 130 2,0 10,0 10,0 10,0 10,0

APGAR PRVA

MINUTA NMH - 29 8,0 10,0 10,0 10,0 10,0 0,052
Kontrolna skupina 55 5,0 10,0 10,0 10,0 10,0
NMH + 130 4,0 10,0 10,0 10,0 10,0

APGAR PETA MINUTA NMH - 29 9,0 10,0 10,0 10,0 10,0 0,248
Kontrolna skupina 55 8,0 10,0 10,0 10,0 10,0

Tablica 2. Post-hoc analiza znacajnih razlika iz Tablice 1: Mann-Whitney U test

Razli_l_(e izmet.iu grupa NMH + vs NMH + vs NMH - vs
P vrijednosti: Mann- NMH - Kontrolna Kontrolna sk
Whitney U test sk. :
Dob 0,744 0,001 0,005
IT™M 0,710 <0,001 0,001
Broj trombocita prije NMH 0,043 0,057 0,752

42




Razlike izmedu ispitivanih skupina u kontinuiranim demografskim i klini¢kim vrijednostima

prikazane su u Tablici 1. Prisutne su znacajne razlike u dobi (P=0,001; ispitivane skupine u

odnosu na kontrolnu skupinu bile su znacajno starije), indeksu tjelesne mase (P<0,001;

ispitivane skupine u odnosu na kontrolnu skupinu imale su znacajno veci indeks tjelesne

mase) te u broju trombocita prije uvodenja NMH (NMH+ skupina imala je znacajno vece

vrijednosti broja trombocita u odnosu na NMH- skupinu, P=0,043). Post-hoc analiza

znacajnih razlika iz Tablice 1. prikazana je u Tablici 2. te je u tablici prikazano izmedu kojih

dviju skupina postoji zna¢ajna razlika.

Tablica 3. Razlike izmedu ispitivanih kategorijskih varijabli izmedu ispitivanih i kontrolne

skupine: Fisher-Freeman-Haltonov test

Skupina
NMH + NMH - Kontrolna P
skupina
N % N % N %
_ Nulipara 73 54,9% 19 54,3% 34 61,8%

ngégg?“' Multipara 24 | 18,0% | 3 8,6% 8 14,5% | 0,513

Primipara 36 27,1% 13 37,1% 13 23,6%

Nije bilo pobacaja 0 0,0% 0 0,0%
BROJ 2 77 57,9% 26 74,3% 0.233
POBACAJA* 3 38 | 28,6% 6 17,1% '

>3 18 13,5% 3 8,6%

Nije raden 96 72,2% 25 71,4%
pH Uredan (7,25-7,35) 25 18,8% 10 | 28,6%
UMBILIKALNE . 0,301
ARTERIJE* Preacidoza (7,20-7,25) 4,5% 0 0,0%

Acidoza (<7,20) 4,5% 0 0,0%
*Usporedbe samo NMH + vs NMH -
Razlike izmedu ispitivanih kategorijskih varijabli izmedu ispitivanih i kontrolne skupine

prikazane su u Tablici 3. Nije bilo znalajnih razlika u broju prethodnih porodaja, broju

pobacaja, kao ni u pH vrijednosti krvi iz umbilikalne arterije.
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Tablica 4. Razlike u broju trombocita kod pracenih ispitanica prije i poslije uvodenja NMH
profilakse: Wilcoxonov test (odnosi se na broj ispitanica koje su uzimale heparinsku

profilaksu te podatke o broju trombocita prije i tijekom profilakse N=114)

Centile
N Min Max P
25. Medijan 75.

BROJ TROMBOCITA

PRIJE UVODENJA 114 71 400 | 230,00 | 257,00 | 300,00
NMH

<0,001
BROJ TROMBOCITA
ZA VRIJEME NMH 114 33 405 177,25 | 215,50 | 255,75
PROFILAKSE

Razlike u broju trombocita kod pracenih ispitanica prije i tijekom profilakse heparinom u
NMH+ skupini prikazane su u Tablici 4. te na Slici 9. OCit je znac¢ajan pad broja trombocita s
257,0 (230,0-300,0) na 215,5 (177,3-255,8), P<0,001.

400 L

350

300

250

200

150

100

50

BROJ TRC PRIJE PROFILAKSE NMH BROJ TRC THEKOM PROFILAKSE NMH

Slika 9. Razlike u broju trombocita kod pracenih ispitanica prije i tijekom NMH profilakse:
Wilcoxonov test, P<0,001
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Slika 9a. Promjena broja trombocita (<150 ili 2150) prije i tijekom NMH profilakse;
P=0,003
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Tablica 5. Razlike izmedu ispitivanih klinickih kategorijskih varijabli izmedu ispitivanih i

kontrolne skupine: Fisher-Freeman-Haltonov test

Skupina
Kontrolna
NMH+ NMH- skupina P
N % N % N %

Bez _tromboembolusklh incidenata 99 74.40% | 30 85.70% 45 81.80%
OBITELJSKA u obitelji
ANAMNEZA ot Comboemboiak 0,287

ozitivna na tromboembolijske o o o

incidente (CVI, IM, DVT) 34 25,60% 5 14,30% 10 18,20%

Bez trompoembolus_klh incidenata 130 | 97.70% | 35 | 100,00%
OSOBNA u osobnoj anamnezi ]
ANAMNEZA* Tromboembolijski incidenti u

0, 0,

osobnoj anamnezi (CVI, DVT) 3 2,30% 0 0,00%

Nije bilo pobacaja 0 0,00% 0 0,00%
gégggﬂj‘l'jl Zadrzani pobacaji <12 tjedna 119 | 89,50% | 33 94,30% 0,528

ZadrzZani pobacaji 12-22 tjedna 14 10,50% 2 5,70%

Uredna trudnoc¢a 58 43,60% 15 44,10%

Gestacijska hipertenzija 2 1,50% 1 2,90%
KOMPLIKACIJE Preeklampsija 0,80% | O 0,00%
PRETHODNIH . . 0,878
TRUDNOCGA* Abrupcija posteljice 0 0,00% 0 0,00%

HELLP sindrom 0,80% 0 0,00%

Nije bilo porodaja 7 53,40% | 18 52,90%

Nje bilo porodaja 73 54,89% | 19 54,29%
PATOLOGIJA
FETUSA U Uredan 53 39,85% 15 42,86% 0.872
PRETHODNIM Fetalna smrt 4 301% | © 0,00% ’
TRUDNOCAMA* . .

Intrauterini zastoj rasta 3 2,26% 1 2,86%

Uredna trudnoéa 120 | 90,20% | 28 80,00% 53 96,40%

Gestacijska hipertenzija 11 8,30% 20,00% 2 3,60%
.F;Q-Lrjgh%%lép‘ Abrupcija posteljice 1 0,80% 0,00% 0 0,00% 0,126

Preeklampsija 1 0,80% 0,00% 0 0,00%

HELLP sindrom 0 0,00% 0,00% 0 0,00%

Bez patologije 125 | 94,00% | 34 97,10%
EQIS'S-/%G 1A Intrauterini zastoj rasta 8 6,00% 1 2,90% 1

Fetalna smrt 0 0,00% 0 0,00%

*Usporedbe samo NMH+ vs NMH-

Razlike izmedu ispitivanih klinickih kategorijskih varijabli izmedu ispitivanih i kontrolne

skupine prikazane su u Tablici 5. Nije bilo statistiCki zna¢ajnih razlika.
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Tablica 6. Razlike izmedu klini¢kih ispitivanih kategorijskih varijabli izmedu ispitivanih

kontrolnih skupina: Fisher-Freeman-Haltonov test (nastavak)

Skupina
Kontrolna
NMH+ NMH- - P
skupina
N % N % N %
KOMPLEKSNOST »1eSke” mutacije (FVL, FlI, def. 31 23.3% 1 2.9% 3 5.5%
MUTACIJA PS, def PC) <0,001
~Blage“ mutacije (PAI1, MTHFR) | 102 | 76,7% | 34 | 97,1% | 52 | 94,5%
FVL 18 | 58,1% | O 0,0% 1 33,3%
VRSTA TESKE Fll 9 29,0% | O 0,0% 1 33,3% 0.224
TROMBOFILIJE Deficijencija PS-a 3 9,7% | 1 |100,0% | 1 | 33,3% ’
Deficijencija PC-a 1 3.2% 0 0,0% 0 0,0%
MTHFR 11 10,8% 7 | 20,6% | 13 | 25,0%
VRSTA BLAGE o o o
TROMBOFILIJE PAI-1 32 | 314% |13 | 382% | 16 | 30,8% 0,122
MTHFR+PAI-1 59 | 57,8% |14 | 41,2% | 23 | 44,2%
22-28 1 0,8% 0 0,0% 0,0%
TJEDAN 28-34 5 3,8% 2 6,9% 0,0% 0.327
PORODAJA 34-37 2 1,5% | 1| 34% 0,0% ’
37-42 122 | 93,8% | 26 | 89,7% | 55 | 100,0%
POBACAJ U Da 3 | 23% | 6 | 17.1%
AKTUALNOJ o 5 0,001
TRUDNOCI* Ne 130 97,7 % 29 82,9 %
NACIN Vaginalni porod 80 61,5% | 17 | 58,6% |40 | 72,7% 0.266
PORODAJA Sc 50 | 385% | 12| 41,4% | 15| 27,3% ’
Nije bilo poroda (pobacaj, o o o
fetalna smrt) 3 2,3% 6 171% | O 0,0%
RANI Uredan neonatalni ishod 120 | 90,2% |27 | 771% | 54 | 98,2%
I"JSEI%"IJJATALNI Neonatalna patologija kao 0,002
posljeglca msuﬂguencue o 10 7.5% > 5.7% 1 1,8%
posteljice (zastoj rasta, asfiksija
kod poroda)
Bez tromboembolijskih o o o
KOMPLIKACIJE U incidenata 133 ] 1000% | 35 | 100,0% | 5| 1000%
RANOM BABINJU  Pozitivan na tromboembolijske o o o
incidente (CVI, IM, DVT) 0 0.0% 0 0,0% 0 0.0%

*Usporedbe samo NMH+ vs NMH-

Iz Tablice 6. ocita je zna€ajna razlika u u€estalosti ,te$kih“ mutacija (zna¢ajno ¢esée u NMH+
skupini u odnosu na kontrolnu skupinu P=0,018 te na NMH- skupinu, P=0,011; Slika 10).
NMH- skupina imala je znacajno veci udio spontanih pobacaja u aktualnoj trudnoc¢i u odnosu
na NMH+ skupinu (17,1% u odnosu na 2,3%; P=0,001; Slika 11). NMH- skupina imala je
znacajno maniji broj urednih neonatalnih ishoda u odnosu na NMH+ skupinu (17,1% u
odnosu na 2,3%; P=0,001; Slika 12).
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MUTACIJA
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Slika 10. Vrste mutacija za nasliednu trombofiliju u ispitivanim skupinama, ,teske” (ukljucuje:
FVL, PGM, deficijenciju PC i PS) vs ,blage” (uklju€uje: mutaciju MTHFR gena, mutaciju PAI-

1 gena); P<0,001

POBACAJ U
AKTUALNOJ
100 TRUDNOCI
MDa
M Ne
80
X 6o
(=]
2
=)
40
20
0
NMH + NMH -
Skupina

Slika 11. Pobacaj kao ishod aktualne trudno¢e u NMH+ i NMH- skupini ispitanica; P=0,001
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Slika 12. Rani neonatalni ishod u tri skupine ispitanica, NMH+, NMH- i kontrolna skupina:

P=0,002

Razlike u kompleksnosti mutacija izmedu pojedinih klini¢kih kategorijskih varijabli u skupini
bolesnica (NMH+ i NMH-) prikazane su u Tablici 7. U skupini ,feskih* mutacija u prethodnim

trudno¢ama znacajno je vise bilo gestacijskih hipertenzija te preeklampsija (P=0,039).

Tablica 8. prikazuje razlike u kompleksnosti mutacija izmedu pojedinih klini¢kih kategorijskih
varijabli u NMH+ skupini. U skupini ,te$kih“ mutacija, analizom patologije prethodnih

trudnoc¢a, pronadeno je znacajno vise gestacijskih hipertenzija te preeklampsija (P=0,024).

Razlike u kompleksnosti mutacija izmedu pojedinih klinickih kategorijskih varijabli u NMH-
skupini prikazane su u Tablici 9. U skupini s ,blagim“ mutacijama znacajno je CeSéi bio

uredan nalaz ishoda prethodnih trudno¢a (P=0,029).

Razlike u kompleksnosti mutacija izmedu pojedinih klinickih kategorijskih varijabli u

kontrolnoj skupini prikazane su u Tablici 10. Nije bilo znacajnih razlika.
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u skupini bolesnica (NMH + i NMH -): Fisher-Freeman-Haltonov test

Tablica 7. Razlike u kompleksnosti mutacija izmedu pojedinih klini¢kih kategorijskih varijabli

KOMPLEKSNOST MUTACIJA
Teske“
»o ,»Blage*
NMH + i NMH - mutacije (FVL, | - iocije (PAI, | P
Fll, def. PS, def. MTHFR
PC) )
N % N %
HABITUALNI Nije bilo pobacaja 0 0,00% 0 0,00%
o Y . 0 o
POBAGAJI Zadrzani pobacaji <12 tjedna 27 84,40% | 125 | 91,90% | 0,192
Zadrzani pobacaji 12-22 tjedna 5 15,60% 11 8,10%
FETALNASMRTU  Ng 31 | 96,90% | 133 | 97,80%
PRETHODNIM 1,000
TRUDNOCAMA DA 1 3,10% 3 2,20%
Uredna trudnoc¢a 16 50,00% 57 42,20%
Gestacijska hipertenzija 2 6,30% 1 0,70%
KOMPLIKACIJE Preeklampsija 1 310% | 0 | 0,00%
PRETHODNIH Ab . telii 0.00% 0 0.00% 0,039
TRUDNOCA rupcug posteljice ,00% ,00%
HELLP sindrom 0 0,00% 1 0,70%
Nije bilo porodaja 13 40,60% 76 56,30%
PATOLOGIJA Nije bilo porodaja 13 40,63% 79 58,09%
FETUSA U Uredan 15 46,88% 53 38,97% 0.022
PRETHODNIM Fetalna smrt 1 3,13% 3 2,21% ’
TRUDNOCAMA Intrauterini zastoj rasta 3 9,38% 1 0,74%
Uredna trudnoca 29 90,60% | 119 | 87,50%
PATOLOGIJA Gestacijska hipertenzija 2 6,30% 16 11,80%
1 i 0, 0,
TRUDNOCE Abrupcija p9§teljlce 0 0,00% 1 0,70% 0,233
Preeklampsija 1 3,10% 0 0,00%
HELLP sindrom 0 0,00% 0 0,00%
PATOLOGIIA Bez patologije 30 93,80% | 129 | 94,90%
Tall H 0, 0,
FETUSA Intrauterini zastoj rasta 2 6,30% 7 5,10% 0,681
Intrauterina smrt ploda 0 0,00% 0 0,00%
22-28 0 0,00% 1 0,80%
TJEDAN 28-34 3 9,40% 4 3,10% 0.304
PORODAJA 34-37 1 3,10% 2 1,60% ’
37-42 28 87,50% | 120 | 94,50%
POBACAJ U Da o | 000% | o | 660%
AKTUALNOJ 0,210
TRUDNOCI Ne 32 100,00% | 127 | 93,40%
. Vaginalni porod 19 59,40% 78 61,40%
NACIN POROBAJA Sc 13 40.60% 49 38.60% 0,842
Nije bilo poroda (pobacaij, fetalna 0 0,00% 9 6.60%
smrt)
RANI NEONATALNI  Uredan neonatalni ishod 30 93,80% | 117 | 86,00%
ISHOD - 0,479
Neonatalna patologija kao
posljedica insuficijencije 2 6,30% 10 7,40%
posteljice
Bez tromboembolijskih 32 | 100,00% | 136 | 100,00%
KOMPLIKACIJE U incidenata NA
BABINJU Pozitivan na tromboembolijske o o
incidente (CVI, IM, DVT) 0 | 000% | 0 | 000%
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Tablica 8. Razlike u kompleksnosti mutacija izmedu pojedinih klinickih kategorijskih varijabli
u NMH+ skupini ispitanica: Fisher-Freeman-Haltonov test

KOMPLEKSNOST MUTACIJA
TeSke"“
v ,»,Blage“
NMH + mutacije (FVL, | -\ ¢ cije (PAI, | P
Fll, def. PS, def. MTHFR
PC) )
N % N %
Nije bilo pobacaja 0 0,00% 0 0,00%
HABITUALNI Zadrzani pobacaji <12 tiedna 26 | 83,90% | 93 | 91,20% | 0,314
POBACAJI ) o ) ’ ’ ’
ZadrzZani pobacaji 12-22 tjedna 5 16,10% 9 8,80%
FETALNA SMRTU  \g 30 | 96,80% | 99 | 97,10%
PRETHODNIM 1
TRUDNOCAMA Da 1 3,20% 3 2,90%
Uredna trudnoc¢a 15 48,40% 43 42,20%
Gestacijska hipertenzija 2 6,50% 0 0,00%
Preeklampsija 1 3,20% 0 0,00%
KOMPLIKACIJE
?EEE:%%’:IH Abrupcija posteljice 0 0,00% 0 0,00% 0,024
HELLP sindrom 0 0,00% 1 1,00%
Nije bilo porodaja 13 41,90% 58 56,90%
PATOLOGIJA Nije bilo porodaja 13 41,94% 60 58,82%
FETUSA U Uredan 15 48,39% 38 37,25% 0125
PRETHODNIM Fetalna smrt 1 3,23% 3 2,94% '
TRUDNOCAMA Intrauterini zastoj rasta 2 6,45% 1 0,98%
Uredna trudno¢a 28 90,30% 92 90,20%
PATOLOGIJA Gestacijska hipertenzija 2 6,50% 9 8,80%
M i 0, 0,
TRUDNOCE Abrupcija p9§teljlce 0 0,00% 1 1,00% 0,489
Preeklampsija 1 3,20% 0 0,00%
HELLP sindrom 0 0,00% 0 0,00%
PATOLOGIJA Bez patologije 29 93,50% 96 94,10%
Tall H 0, 0,
FETUSA Intrauterini zastoj rasta 2 6,50% 6 5,90% 1
Fetalna smrt 0 0,00% 0 0,00%
22-28 0 0,00% 1 1,00%
TJEDAN 28-34 2 6,50% 3 3,00% 0.417
PORODAJA 34-37 1 3,20% 1 1,00% ’
37-42 28 90,30% 94 94,90%
POBACAJ U Da 0 000% | 3 | 290%
AKTUALNOJ 1
TRUDNOCI Ne 31 100,00% | 99 97,10%
NAGIN POROCBAJA Vaginalni porod 19 61,30% 61 61,60% 1
Sc 12 38,70% 38 38,40%
Nue bllolporoda (pobacaij, 0 0,00% 3 2.90%
RANI intrauterina smrt)
NEONATALNI Uredan neonatalni ishod 29 93,50% 91 89,20% 1
ISHOD "
Neo_nat_alne_l patplggua__kao - 2 6,50% 8 7,80%
posljedica insuficijencije posteljice
Bez tromboembolijskih incidenata 31 100,00% | 102 | 100,00%
KOMPLIKACIJE U Pozitivan na tromboembolijske NA
BABINJU 9 9
incidente (CVI, IM, DVT) 0 ] 000% | 0 | 000%
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u NMH- skupini ispitanica: Fisher-Freeman-Haltonov test

Tablica 9. Razlike u kompleksnosti mutacija izmedu pojedinih klinickih kategorijskih varijabli

KOMPLEKSNOST MUTACIJA
,» Teske“ Blage”
NMH - F'}‘I“;aecf"gé':‘d";; mutacije (PAH1, | P
’ F;C) P MTHFR)
N % N %
Nije bilo pobacaja 0 0,00% 0 0,00%
gégggﬁh"“ Zadrzani pobacaji <12 tiedna 1| 100,00% | 32 | 94,10% | 1
Zadrzani pobacaji 12-22 tjedna 0 0,00% 2 5,90%
FETALNASMRT U Ng 1| 100,00% | 34 | 100,00%
PRETHODNIM NA
TRUDNOCAMA Da 0 0,00% 0 0,00%
Uredna trudno¢a 1 100,00% | 14 42,40%
Gestacijska hipertenzija 0 0,00% 1 3,00%
KOMPLIKACIJE Preeklampsija 0 000% | 0 | 0,00%
PRETHODNIH . . o N 0,471
TRUDNOCA Abrupcija posteljice 0 0,00% 0 0,00%
HELLP sindrom 0 0,00% 0 0,00%
Nije bilo porodaja 0 0,00% 18 54,50%
PATOLOGIJA Nije bilo porodaja 0 0,00% 19 55,88%
FETUSA U Uredan 0 0,00% 15 44 12% 0.029
PRETHODNIM Fetalna smrt 0 0,00% 0 0,00% ’
TRUDNOCAMA Intrauterini zastoj rasta 1| 100,00% | 0 | 0,00%
Uredna trudno¢a 1 100,00% | 27 79,40%
PATOLOGIJA Gestacijska hipertenzija 0 0,00% 7 20,60%
1 i 0, 0,
TRUDNOCE Abrupcija p9§teljlce 0 0,00% 0 0,00% 1
Preeklampsija 0 0,00% 0 0,00%
HELLP sindrom 0 0,00% 0 0,00%
Bez patologije 1 100,00% | 33 97,10%
Eé]r-SIS_SGIJA Intrauterini zastoj rasta 0 0,00% 1 2,90% 1
Fetalna smrt 0 0,00% 0 0,00%
22-28 0 0,00% 0 0,00%
TJEDAN 28-34 1 100,00% 1 3,60% 0.103
PORODAJA 34-37 0 0,00% 1 3,60% ’
37-42 0 0,00% 26 92,90%
POBACAJ U Da o | 000% | 6 | 17.60%
AKTUALNOJ 1
TRUDNOCI Ne 1 100,00% | 28 82,40%
NAGIN POROCBAJA Vaginalni porod 0 0,00% 17 60,70% 0.414
Sc 1 100,00% | 11 39,30% '
Nije bilolporoda (pobacaij, 0 0,00% 6 17.60%
intrauterina smrt)
RANI NEONATALNI Uredan neonatalni ishod 1| 100,00% | 26 | 76,50% 1
ISHOD Neonatalna patologija kao
posljedica insuficijencije 0 0,00% 2 5,90%
posteljice
Bez tromboembolijskih 1| 100,00% | 34 | 100,00%
KOMPLIKACIJE U incidenata NA
BABINJU Pozitivan na tromboembolijske o o
incidente (CVI, IM, DVT) 0 | 000% | 0 | 000%
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Tablica 10. Razlike u kompleksnosti mutacija izmedu pojedinih klini¢kih kategorijskih varijabli

u kontrolnoj skupini: Fisher-Freeman-Haltonov test

KOMPLEKSNOST MUTACIJA
TeSke“
v ,Blage“
Kontrola TAEER mutacije (PAIA1, P
Fll, def. PS, def. MTHFR
PC) )
N % N %
Nije bilo pobacaja 3 100,00% | 52 | 100,00%
HABITUALNI Zadrzani pobacaji <12 tiedna 0 000% | o | 000% | NA
POBACAJI ’ '
Zadrzani pobacaji 12-22 tjedna 0 0,00% 0 0,00%
FETALNA SMRT U Ne 0 0,00% 0 0,00%
PRETHODNIM NA
TRUDNOCAMA Da 0 0,00% 0 0,00%
Uredna trudnoca 0 0,00% 21 40,40%
Gestacijska hipertenzija 0 0,00% 0 0,00%
KOMPLIKACIJE Preeklampsija 0 000% | 0 | 0,00%
PRETHODNIH Ab . telii 0 0.00% 0 0.00% 0,279
TRUDNOCA rupcija posteljice ,00% ,00%
HELLP sindrom 0 0,00% 0 0,00%
Nije bilo porodaja 3 100,00% | 31 59,60%
Nije bilo porodaja 3 100,00% | 31 59,62%
IPS|:|50T||D400N|H Uredan 0 000% | 21 | 40.38% | . o
TRUDNOCA Fetalna smrt 0 0,00% 0 0,00% ’
Intrauterini zastoj rasta 0 0,00% 0 0,00%
Uredna trudnoc¢a 3 100,00% 50 96,20%
PATOLOGIIA Gestacijska hipertenzija 0 0,00% 2 3,80%
1 i 0, 0,
TRUDNOCE Abrupcija posteljice 0 0,00% 0 0,00% 1
Preeklampsija 0 0,00% 0 0,00%
HELLP sindrom 0 0,00% 0 0,00%
PATOLOGIJA Bez patologije 3 100,00% | 52 | 100,00%
Tall H 0, 0,
FETUSA Intrauterini zastoj rasta 0 0,00% 0 0,00% NA
Fetalna smrt 0 0,00% 0 0,00%
22-28 0 0,00% 0 0,00%
TJEDAN 28-34 0 0,00% 0 0,00% NA
PORODAJA 34-37 0 0,00% 0 0,00%
37-42 3 100,00% | 52 | 100,00%
POBACAJ U Da 0 000% | 0 | 0,00%
AKTUALNOJ NA
TRUDNOCI Ne 3 100,00% | 52 | 100,00%
. Vaginalni porod 2 66,70% 38 73,10%
NACIN POROBAJA Sc 1 33,30% 14 26,90% !
) o ) (]
Nije bilo poroda (pobacaj, o o
intrauterina smrt) 0 0,00% 0 0,00%
RANI NEONATALNI  Uredan neonatalni ishod 3 100,00% | 51 98,10% 1
ISHOD Neonatalna patologija kao
posljedica insuficijencije 0 0,00% 1 1,90%
posteljice
_Be_z tromboembolijskih 3 100,00% | 52 100,00%
KOMPLIKACIJE U incidenata NA
BABINJU Pozitivan na tromboembolijske o o
incidente (CVI, IM, DVT) 0 | 000% | 0 | 000%
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Tablica 11. Utjecaj heparina na ishod trudnoc¢e kod trudnica s nasljednom trombofilijom i
habitualnim pobacajima

ISHOD TRUDNOGE
HABITUALNI POBACAJI + B
NASLJEDNA TROMBOFILIJA POBACAJ | PORODAJ | UKUPNO
n (%) n (%) n (%)

NMH-+ 3 (2,3) 130 (97,7) | 133 (100)
NMH- 6 (17,1) 29 (82,9) | 35(100)
UKUPNO 9 (5,3) 159 (94,7) | 168 (100)
OR 8,97
95% Cl 2,11-37,96
P 0,003

Skupina

-M NMH +

100
B NMH-

80

60

Udio (%)

40

20

Da e
POBACAJ U AKTUALNOJ TRUDNOCI

Slika 13. Utjecaj heparina na ishod trudnoc¢e kod trudnica s nasliednom trombofilijom i

habitualnim pobacajima

Utjecaj heparina na ishod trudno¢e kod trudnica s nasljednom trombofilijom i habitualnim
pobacajima prikazan je u Tablici 11. i na Slici 13. Ispitanice NMH+ skupine imale su 8,97
puta vecu vjerojatnost urednog porodaja u odnosu na ispitanice NMH- skupine: OR=8,97,
95% Cl=2,11-37,96, P=0,003.
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Tablica 12. Utjecaj heparina na ishod trudnoce kod trudnica s habitualnim pobacajima i

blagim mutacijama za nasljednu trombofiliju

HABITUALNI POBACAJI + ISHOD TRUDNOCE
,BLAGE“ MUTACIJE ZA
NASLJEDNU TROMBOFILIJU
n (%) n (%) n (%)
NMH+ 3(2,9) 99 (97,1) | 102 (100)
NMH- 6 (17,6) 28 (82,4) | 34 (100)
UKUPNO 9 (6,6) 127 (93,4) | 136 (100)
OR 7,07
95% CI 1,66-30,09
P 0,008
Skupina
100 - NMH +
M NMH -
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Slika 14. Utjecaj heparina na ishod trudnoc¢e kod trudnica s habitualnim pobacajima i

»blagim® mutacijama za nasljednu trombofiliju

Utjecaj heparina na ishod trudno¢e kod trudnica s habitualnim pobacajima i ,blagim*

mutacijama za nasljednu trombofiliju prikazan je u Tablici 12. i na Slici 14. U skupini

S

habitualnim pobacajima i ,blagim“ mutacijama za nasljednu trombofiliju ispitanice koje su

primale NMH profilaksu imale su 7,07 puta vecu vjerojatnost urednog porodaja: OR=7,07,

95% CI=1,66-30,09, P=0,008.
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Tablica 13. Utjecaj heparina na ishod trudnoce kod trudnica s habitualnim pobacajima i

~feSkim“ mutacijama za nasljednu trombofiliju

HABlTUALNl POBACAJI + ISHOD TRUDNOCE
,» TESKE“ MUTACIJE ZA
NASLJEDNU TROMBOFILIJU POBACAJ POROPAJ | UKUPNO

(FVL, FIll, def PS, def PC) n (%) n (%) n (%)
NMH+ 0 (0) 31 (100) 31 (100)
NMH- 0 (0) 1(100) 1 (100)
UKUPNO 0 (0) 32 (100) 32 (100)
OR 21,00
95% ClI 0,30-1469,94
P 0,160

Tablica 14. Ishod trudno¢e u NMH+ skupini ispitanica u odnosu na kontrolnu skupinu

ISHOD TRUDNOGE

NASLJEDNA TROMBOFILIJA -

POBACAJ | PORODAJ | UKUPNO

n (%) n (%) n (%)

NMH + 3(2,3) | 130(97,7) | 133 (100)

KONTROLNA SKUPINA 0 (0) 55 (100) | 55 (100)

UKUPNO 3(1,6) | 185(98,4) | 188 (100)
OR 0,33
95% Cl 0,01-6,61
P 0,473

“

Utjecaj heparina na ishod trudno¢e kod trudnica s habitualnim pobacajima i ,teSkim*
mutacijama za nasljednu trombofiliju prikazan je u Tablici 13., dok je ishod trudno¢e u NMH+
skupini ispitanica u odnosu na kontrolnu skupinu prikazan u Tablici 14. Nije bilo zna¢ajnih

povezanosti s obzirom na koristenje heparinske profilakse u odnosu na ostale skupine.
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Tablica 15. Ishod trudnoc¢e u NMH- skupini ispitanica u odnosu na kontrolnu skupinu

100}

80

60

Udio (%)

40

20

Da

POBACAJ U AKTUALNOJ TRUDNOCI

e

ISHOD TRUDNOCE
NASLJEDNA TROMBOFILIJA | poBACAJ | POROPAJ | UKUPNO
n (%) n (%) n (%)

NMH - 6(17,1) 29 (82,9) | 35(100)
KONTROLNA SKUPINA 0(0) 55 (100) 55 (100)
UKUPNO 6 (6,6) 84 (93,4) | 90 (100)
OR 0,041

95% ClI 0,002-0,751

P 0,031

Skupina
- NMH -

B Kontrolna skupina

Slika 15. Ishod trudnoce kod ispitanica NMH- skupine u odnosu na kontrolnu skupinu

Tablica 15. i Slika 15. prikazuju ishod trudno¢e u NMH- skupini ispitanica u odnosu na

kontrolnu skupinu. Ispitanice NMH- skupine u odnosu na kontrolnu skupinu imaju znac¢ajno

maniju vjerojatnost normalnog porodaja: OR=0,041, odnosno 1/0,041=24,39 puta vec¢u
vjerojatnost pobacaja (OR=0,041, 95% CI=0,002-0,751; P=0,031).
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Tablica 16. Ishod trudnoée u kontrolnoj skupini trudnica kod nositelja , teskih“, odnosno

.blagih®, mutacija za nasljednu trombofiliju

ISHOD TRUDNOCE
KONTROLNA SKUPINA POBACAJ | PORODAJ | UKUPNO
n (%) n (%) n (%)

,TESKE“MUTACIJE 0 (0) 3 (100) 3 (100)
BLAGE“MUTACIJE 0 (0) 52 (100) | 52 (100)
UKUPNO 0 (0) 55 (100) | 55 (100)
OR 0,07
95% Cl 0,001-3,890
p 0,192

Ishod trudnoce u kontrolnoj skupini trudnica kod nositelja ,,teskih“, odnosno ,blagih®, mutacija

za nasljednu trombofiliju prikazan je u Tablici 16. Nije bilo zna€ajnih povezanosti.

Tablica 17. Patologija trudnoce u kontrolnoj skupini trudnica kod nositelja ,feSkih“, odnosno

.blagih®, mutacija za nasljednu trombofiliju

PATOLOGIJA TRUDNOGE
KONTROLNA SKUPINA UREDNA GESTACHSKA | ;kypNO
TRUDNOCA HIPERTENZIJA o
n (%) n (%) n (%)

TESKE“MUTACIJE 3 (100) 0(0) 3 (100)
BLAGE“MUTACIJE 50 (96,2) 2 (3,8) 52 (100)
UKUPNO 53 (96,3) 2 (3,7) 55 (100)
OR 2.89
95% Cl 0.11-72,50
p 0,519

Patologija trudnoce u kontrolnoj skupini trudnica kod nositelja ,teskih“, odnosno ,blagih®,

mutacija za nasljednu trombofiliju prikazan je u Tablici 17. Nije bilo zna¢ajnih povezanosti.
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Tablica 18. Patologija fetusa u kontrolnoj skupini trudnica kod nositelja ,teskih“, odnosno

.blagih®, mutacija za nasljednu trombofiliju

PATOLOGIJA FETUSA

KONTROLNA SKUPINA BEZ

PATOLOGIJE :‘U(Go/r‘)' U'f}zf/';‘o
n (%) () ()

L TESKE“MUTACIJE 3 (100) 0 (0) 3 (100)
_BLAGE“MUTACIJE 52 (100) 0 (0) 52 (100)
UKUPNO 55 (100) 0(0) 55 (100)
OR 15,00
95% Cl 0,25-875,36
P 0,192

Patologija fetusa u kontrolnoj skupini trudnica kod nositelja ,teskih“, odnosno ,blagih®,

mutacija za nasljednu trombofiliju prikazana je u Tablici 18. Nije bilo zna€ajnih povezanosti.
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6. RASPRAVA

Oko 15% Klinicki prepoznatih trudno¢a zavrSava pobaCajem, dok habitualni pobacaji
pogadaju oko 5% Zena reproduktivne dobi. lako je velik broj uzroka habitualnih pobacaja
otkriven, viSe od 50% uzroka ostaje neobjasSnjeno i zbog toga habitualni pobacaji
predstavljaju izazov danasnje medicine kako za doktora tako i za pacijenta. Nasljednu
trombofiliju nalazimo u anamnezi velikog broja zena s habitualnim pobacajima. Velika vecina
nositelja mutacije za nasljednu trombofiliju nece nikada razviti klinicke znakove i ostat ¢e
nedijagnosticirana jer nasljedna trombofilja predstavlja mali apsolutni rizik za Kklinicki
znacajnu trombozu. Medutim, kada su nositelji izloZzeni dodatnim rizicnim faktorima poput
trudnoce ili uzimanja oralnih kontraceptiva, rizik za razvoj tromboze znacajno se povecava i
moze biti kliniCki evidentan. lako se patogeneza trombofilje temelji na formiranju
mikrotromba, kod velike ve€ine Zena s habitualnim pobacajima i nasljednom trombofilijom
nalazimo uredan patohistoloSki nalaz Sto ukazuje na mogucée druge putove odgovorne za
patoloski ishod (179). Takoder, nasljedna trombofilija kao uzrok habitualnih pobacaja nalazi
svoju osnovu i u Cinjenici da se mutacije za nasljednu trombofiliju statisticki znacajno ¢eSce
nalaze kod zena s habitualnim pobacajima u odnosu na populaciju bez takve patologije (136,
180). lIpak, i dalje su prisutna opreCna mislijenja raznih autora o izravnoj povezanost
nasljedne trombofilije i spontanih pobacaja.

Parand i suradnici 2013. analizirali su zastupljenost nasljedne trombofilije u skupini od 90
Zena s habitualnim pobacajima u usporedbi s 44 Zene s urednim prethodnim trudno¢ama.
Ucestalost deficijencije PS bila je statistiCki znaajno zastupljenija u ispitivanoj skupini
(P=0,03) u odnosu na kontrolnu skupnu, a prisutnost ostalih mutacija nije se statisticki
znacajno razlikovala izmedu dvije grupe (181). Do sli¢nog su zakljucka dosli i Younis i sur.
2003. analiziraju¢i prisutnost FVL u skupini ispitanica s habitualnim pobacajima
naglasavajuci statistiCki znacajno vecu ucestalost FVL kod ispitanica u odnosu na kontrolnu
skupinu (182), kao i Pihusch i sur. analiziraju¢i prevalenciju PGM-a u skupini Zzena s
habitualnim pobac¢ajima. (183). Carp i suradnici studijom iz 2002. pak opovrgavaju
povezanost naslijedne trombofilije i habitualnih pobacaja. Prisutnost mutacija za nasljednu
trombofiliju nije se pokazala statisticki znacajno ve¢om kod 108 ispitanica s habitualnim
pobacajima u odnosu na 82 ispitanice u kontrolnoj skupini (184).

Razli¢iti stavovi o uzro¢no posljedi¢noj vezi dviju patologija dovode i do neuskladenih
miSljenja o primjeni NMH-a u profilakticnim dozama kod osoba s nasljednom trombofilijom i
habitualnim pobacajima. Ova studija prva je prospektivna studija na ovim prostorima koja
analizira jedan od mogucih uzroka habitualnih pobacaja i njegovo lije€enje, vrlo Cest problem

kod Zena reproduktivne dobi.
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U studiju su ukljuene tri kohorte: prva skupina s nasljednom trombofilijom i habitualnim
pobalajima koja je primala profilaksu NMH-a (NMH+), druga skupina s nasljednom
trombofilijom i habitualnim pobacajima koja nije dobivala profilaksu NMH-a (NMH-) i treca
kontrolna skupina s nasljednom trombofilijom i urednom osobnom (negativnom na TE
bolesti) i opstetrickom (negativnom na patologiju vezanu uz insuficijenciju posteljice)
anamnezom koja nije primala profilaksu NMH-a. Uzimaju¢i u obzir demografske vrijednosti,
ispitivane kohorte razlikovale su se po Zivotnoj dobi pri ¢emu su ispitanice kontrolne skupine
bile znaCajno mlade u odnosu na ispitivane skupine (P= 0,001), Sto je i za oCekivati s
obzirom da kontrolnu skupinu &ine zdrave nulipare, puno riede primipare. Ispitanice kontrolne
skupine takoder su imale znacajno nizi ITM u odnosu na ispitivane skupine (P< 0,001), sto
se takoder moze objasniti mladom i zdravijom kohortom. Usporedujuéi Zivorodenu djecu, u
sve tri skupine nije bilo znacajnije razlike u tjednu porodaja, Apgar indeksu prve i pete minute
Zivota te pH-u umbilikalne vene (Tablice 1., 2.i 3.).

U istrazivanje su u najve¢em broju ukljuéene nulipare (54,9%, 54,3% i 61,9% svih ispitanica).
Ovisno o broju pobacaja, definicija habitualnih pobacaja i dalje nije usuglasena na svjetskoj
razini. Royal College of Obstetrics and Gynaecologists (RCOG) habitualne pobacaje definira
kao tri ili viSe spontanih pobacaja, a danske i ameriCke smjernice (ASRM) u definiciji navode
dva ili viSe spontanih pobacaja (217, 218). S obzirom da je kod osoba s dva spontana
pobacaja rizik za ponovni pobacaj sliCan riziku kao kod osobe s tri spontana gubitka
trudnoce, definicija habitualnog pobacaja u ovoj studiji definirana je kao dva ili vie. U Klinici
za zenske bolesti i porodaje s prekoncepcijskom obradom zapocinje se nakon dva spontana
pobacaja to je primijenjeno i u ovom istrazivanju; najveci broj Zena u NMH+ i NMH- skupini
imao je dva retenirana pobacaja. U NMH+ skupini bilo je neSto vide ispitanica s tri ili viSe
spontanih pobacaja (Tablica 3.).

Istrazivanjem problematike koju nosi nasljedna trombofilija analiziralo se i pitanje isplativosti
probira op¢e populacije asimptomatskih trudnica s pozitivnom obiteliskom anamnezom u
donosu na negativhu anamnezu na nasljednu trombofiliju, tj. tromboembolijske bolesti (TE) u
blizoj obitelji. Vec¢ina dosadasnjih studija probir smatra nepotrebnim troSenjem resursa (,cost
benefit* analiza) s obzirom na malu vjerojatnost razvoja TE kod nositelja mutacije i upitnosti
primjene antikoagulacijske terapije u slu€aju pozitivnog rezultata probira. Po vecini
istrazivaCa, probir je preporu¢en samo kod osoba Cciji su bliski Clanovi obitelji nositelji
mutacija s visokim rizikom za razvoj tromboemolijskih bolesti, poput homozigota za FVL,
dvostrukih heterozigota za PGM i FVL, osoba s teSkom deficijencijom AT-a (185) i kod osoba
koji su sami preboljeli DVT (186). Rezultati ovog istrazivanja podupiru zaklju¢ke navedenih
studija. Formirajuci kontrolnu skupinu provedeni su testovi trombofilije kod zdravih trudnica s
osobnom anamnezom negativnom na TE bolesti i kod nulipara ili kod multipara s

opstetrickom anamnezom negativnom na patologiju vezanu uz insuficijenciju posteljice. Od
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ukupno 90 zdravih trudnica koje su dolazile na redovite kontrole u trudniCku ambulantu
Klinike za Zenske bolesti i porodaje, njih 55 (61,2%) imalo je pozitivhe testove na nasljednu
trombofiliju. Od ukupnog broja nositelja mutacije za nasljednu trombofiliju, njih 52 (94,5%)
nositelji su ,blagih® mutacija - 13 (25%) ispitanica nositelj je mutacije MTHFR gena
(homozigot/heterozigot), 16 (30,8%) ispitanica nositelj je mutacije PAI-1 gena
(heterozigot/homozigot) i 23 (44,2%) ispitanice imaju kombiniranu mutaciju PAI-1+MTHFR.
Neovisno o tipu mutacija, perinatalni i neonatalni ishod, kao i tijek babinja, u kontrolnoj
skupini bio je uredan. Od 55 ispitanica kontrolne skupine, obiteljska anamneza na TE bolesti
bila je pozitivna u 18,2% ispitanica. Prikazani rezultati upu¢uju na izrazito veliku u€estalost
pojave mutacija za nasljednu trombofiliju kod asimptomatskih trudnica koje su dolazile na
redovite kontrole u Kliniku za Zenske bolesti i porodaje. Do sli¢nih zaklju¢aka dosli su
Mazzucconi i suradnici 2015. analiziraju¢i prisutnost mutacije gena za nasljednu trombofiliju
(FVL, PGM, PS, AT i PC) u skupini zdravih primipara s prethodno urednom trudnoc¢om te u
skupini ispitanica s habitualnim pobacajima. lako autori u analizu nisu ukljuéili ,blage*
mutacije MTHFR i PAI-1, postotak nositeljica mutacija na nasljednu trombofiliju bio je prilicno
visok (10,8% ispitanica u odnosu na 23% ispitanice s prethodnim neuspjesSnim trudno¢ama,
P< 0,015) (187). Istovjetno rezultatima ove studije, sve asimptomatske nositeljice mutacije
imale su uredan perinatalni i neonatalni ishod. Navedenim rezultatima potvrduje se
neopravdanost probira na naslijednu trombofiliju kod asimptomatskih trudnica, odnosno
trudnica s urednom opstetrickom i osobnom anamnezom.

U NMH+ i NMH- skupini, od 168 Zzena s nasljednom trombofiljom i habitualnim pobacajima,
obiteljska anamneza na TE bolesti (DVT, PE, IM, CVI) bila je pozitivha kod 39 (23,2%)
ispitanica. S obzirom na slabu povezanost obiteljske anamneze pozitivne na TE i kliniCke
manifestacije nasljedne trombofilije, ovim istrazivanjem potvrduje se prethodno navedena
potreba za probirom samo kod asimptomatskih osoba ¢iji su ¢lanovi obitelji nositelji mutacija
s visokim rizikom za razvoj tromboemolijskih bolesti.

Nasljedna trombofilija mozZe uzrokovati rane (prvo tromjesecje) i kasne (drugo tromjesecje)
spontane pobacaje. U ovom istraZivanju, od ukupnog broja habitualnih pobacaja, ¢ak 90,5%
dogodilo ih se do 12.-og tjedna trudnoce (Tablica 5.). Veca ucestalost ranih gubitaka
trudnoc¢e objasnjava se teorijom da infarkti posteljice kod nositelja mutacije za trombofiliju
nastaju rano i samim time dolazi do ranijeg odumiranja ploda. Ipak, teorija protektivnog
djelovanja hipoksi¢nog medija za uredan razvoj rane trudnoée (188, 189) nasljednoj
trombofiliji daje protektivnu ulogu u ranoj trudnoc¢i, dovodeci time u pitanje uzro€no
posljedi¢nu vezu mutacija i ranih gubitaka trudnoc¢e. Roque i sur. 2004. godine analizirali su
povezanost nasljedne i steCene trombofilije s patoloSkim ishodima trudnoée. Analizirana je
kohorta od 491 Zene s patoloSkim ishodima prethodnih trudnoca. U zakljuCku se istie
moguci zastitni u€inak nasljedne trombofilije na rane trudnocée (<10.-og tjedna trudnoce) i
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statisticki znacajniji patoloski ishod kod nositelja nakon 14.-tog tjedna gestacije u odnosu na
ranu trudnoc¢u (IUGR, PE, fetalna smrt) (166). Do slicnog su zaklju¢ka do8li i Sottilotta i
suradnici u svojoj studiji iz 2006. godine (137). Potrebna su daljnja istraZivanja da bi se
potvrdila jedna od ovih hipoteza. U suprotnosti s navedenim studijama, u istrazivanju
objavljenom 2000. godine, Brenner i suradnici istaknuli su veéu ucestalost spontanih
pobacaja u prvom u odnosu na drugo tromjesecje kod ispitanica s nasljednom trombofilijom
(68% u usporedbi s 28%) (190). Do istog su zaklju¢ka dosli i Carp i suradnici (191), kao i
Visser i suradnici (175). Na temelju rezultata ovog i navedenih istraZzivanja, nasljedna
trombofilija znacajnije uzrokuje pobaaje u prvom tromjesecju u odnosu na pobacaje u
drugom tromjesecju te se, u slu€aju profilakse, NMH preporu¢a uvesti odmah po UzZV
dijagnosticiranim pozitivnim KCS-ovima.

Neovisno o uzroku, komplikacije uzrokovane insuficijencijom posteljice kao Sto su PE,
HELLP sindrom, fetalna smrt, IUGR i abrupcija posteljice, uvijek nastaju nakon zavrSetka
placentacije, tj. u drugoj polovici trudnoce (192, 193). Od kada je grupa autora 1996. godine
objavila EPCOT studiju (83), nasljedna trombofilja pokazala se kao jedan od mogucih
»novih“ uzro€nika ishemijskih promjena posteljice i kasnijih komplikacija trudnoce, pri ¢emu
EPCOT posebno nagladava fetalnu smrt (nakon 28.-og tjedna trudnoce) kao glavnu
posljedicu trombofilije. U navedenoj studiji posebno se istiCe patoloski ishod trudnoce kod
nositelja viSestrukih mutacija. Povezanost nasljedne trombofilije s patologijom insuficijencije
posteljice potvrdili su i drugi znanstvenici (193, 194). Kao reakcija na ,otkrivanje uzro¢nika“
provedena su brojna istrazivanja s NMH-om kao moguéom preventivnom mjerom.
Proturje¢nost dokaza o utjecaju heparina na prevenciju patologije poput PE-a, abrupcije
posteljice i IUGR-a, dovodi do razli¢itih midljenja autora od kojih jedni antikoagulacijsku
terapiju kod takvih trudnica smatraju opravdanom, a drugi neopravdanom. Primjerice, FRUIT
studija je trudnice s nasljednom trombofilijom i uteroplacentarnom insuficijencijom u
prethodnoj trudnodi podijelila u dvije skupine; prvoj skupini u terapiju je ukljuéen aspirin u
kombinaciji s NMH-om, dok je druga skupina uzimala samo aspirin. Incidencija hipertenzivnih
poremecaja u promatranoj trudnodi nije se razlikovala izmedu dvije skupine. Takoder, obje
su grupe ultrazvu¢nim analizama imale istu stopu rasta fetusa, istu brzinu protoka mjerenu u
uterinoj i umbilikalnoj arteriji te istu neonatalnu porodajnu tezinu (195). Slic¢an zakljucak
donijela je i TIPPS multinacionalna studija koja je u analizu ukljucila 292 trudnice s
nasljednom trombofiljom i rizikom za DVT ili s uteroplacentarnom insuficijencijom u
prethodnoj trudnoci. Polovica trudnica koja je profilakti€no primala NMH nije imala statisticki
znacajno bolji perinatalni ishod u odnosu na polovicu koja nije uzimala heparin (196).

U suprotnosti s navedenim istrazivanjima, studija iz SveuciliSne bolnice u Nimesu u
istrazivanje je ukljucila 160 Zena s jednim neobjadnjenim gubitkom trudnoée nakon 10.-tog
tiedna gestacije koje su ujedno bile heterozigoti za FVL, heterozigoti za protrombinski gen ili
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imale deficijenciju PS. Prije koncepcije svim je Zenama provedena terapija s folnom
kiselinom u dozi od 5mg/dan da bi se eliminirala hipehomocisteinemija. Ispitanice su
podijeljene u dvije skupine ovisno o tome jesu li tijekom trudnocée primale niske doze aspirina
(100mg/dan) ili NMH. Ispitanice koje su uzimale NMH imale su vidu stopu Zivorodene djece
(86%) u odnosu na ispitanice lije¢ene aspirinom (28,8%) (OR 15,5, 95% CI 7-34). Takoder,
skupina lije¢ena heparinom imala je statisticki zna¢ajno ve¢u porodajnu tezinu novorodene
djece i nizu frekvenciju intrauterinog zastoja rasta u odnosu na grupu koja je primala aspirin
(197).

Rodger i suradnici 2014. godine objavili su meta analizu randomiziranih kontroliranih studija
u kojima su analizirali utjecaj heparina na prevenciju patologija trudnoc¢e uzrokovanih
insuficijencijom posteljice. Kao primarni ishod analizirani su PE, IUGR i zadrzani pobacaj
prije 20.-tog tjedna. U skupini trudnica s NMH-om, u 18,7% slu€ajeva razvila se insuficijencija
posteljice, dok ih je nesto vise (42,9%) insuficijenciju razvilo u skupini bez heparina (P< 0,01)
(198).

Rezultati ovog istrazivanja takoder analiziraju povezanost nasljedne trombofilije s klinickom
prezentacijom insuficijencije postelji€nog tkiva. Varijable koje su se analizirale su: majcina
patologija trudnocCe (prethodne i sadasnje) i patologija fetusa (iz prethodne i sadadnje
trudnoce) za koje se smatra da nastaju kao posljedica placentarne insuficijencije. Patologija
trudnoc¢e ukljucivala je GH, PE, HELLP sindrom i abrupciju posteljice. Fetalna patologija
ukljucivala je IUGR i fetalnu smrt.

Komplikacije prethodnih trudnoc¢a i fetalna patologija

Potrebno je naglasiti da kod ispitanica NMH+ skupine u prethodnim trudno¢ama nije
provedena profilaksa heparinom. S obzirom da je vecini ispitanica sadasnja trudnoca prva
(53%), analiza se vrsila na ukupno 47% ispitanica NMH+ i NMH- skupine. U skupini NMH+
zabiljeZzene su Cetiri fetalne smrti (3%), od kojih je jedna ispitanica tijekom trudnoce razvila
HELLP sindrom, a preostale tri nisu imale vidljive patologije u trudnoci. Testiranjem na
nasljednu trombofiliju kod ispitanica s fetalnom smrti verificirana je mutacija PAI-1 4G/5G
heterozigot (dvije ispitanice)) MTHFR C677T heterozigot i heterozigot FVL. Kod 43,6%
trudnica NMH+ skupine i 44,1% trudnica NMH- skupine prethodna trudnoca bila je urednog
tijeka. U NMH+ skupini zablilieZzene su tri (2,3%) prethodne trudnoc¢e s IUGR-om, dok se u
NMH- skupini javio jedan slu¢aj IUGR-a (2,9%).

Patologija sadasnje trudnoée i fetalna patologija

Analizom sada$nje trudnoce, od ukupnog broja ispitanica NMH+ i NMH- skupine s
nasljednom trombofiljom, 88% ih je imalo urednu trudnocu neovisno o primjeni heparina,
odnosno 90,2% u NMH+ skupini i 80,0% u NMH- skupini. U pogledu prisutne patologije, za
spomenuti je samo GH koju je razvilo 8,3% ispitanica NMH+ skupine te 20% ispitanica NMH-
skupine. U NMH+ skupini zablilieZzeno je osam (6%) trudnoca s intrauterinim zastojem rasta,

64



a u NMH- skupini bio je zabiljeZen jedan slu€aj IUGR-a (2,9%). Fetalne smrti nakon primjene
heparina u NMH+ skupini nije bilo (Tablica 5.). lako se broj slu€ajeva fetalne smrti nakon
primjene heparina smanjio, vrijednost nije bila statisticki znacajna (P= 0,122).

Na temelju prikazanih rezultata moZzemo zakljuciti da primjena heparina nije neophodna za
uredan perinatalni ishod u skupini trudnica s nasljednom trombofiljom i klinickom slikom
placentarne insuficijencije u prethodnoj trudnoci. Ipak ne smijemo zanemariti klini¢ki znacaj
moguceg utjecaja heparina na smanjenje broja patoloskih ishoda poput fetalne smrti. S
obzirom na mali broj ispitanica u ovoj studiji potrebna su daljnja istraZivanja da bi se
ustanovila opravdanost primjene NMH kod trudnica s nasljednom trombofiljom i patoloSkim
ishodima prethodnih trudnoc¢a (PE, IUGR, abrupcija posteljice, HEELP sindrom i fetalna
smrt).

Prema dosadasnjim istrazivanjima i saznanjima, odredene mutacije gena za nasljednu
trombofiliju povezane su s tezim, odnosno blazim, klinickim slikama. Ako je osoba nositelj
viSe mutacija, vjerojatnost da razvije patolodku klinicku sliku je veca. Ispitanice u sve tri
kohortne skupine nositelji su pojedinacnih ili visestrukih mutacija u razli¢itim kombinacijama.
Zbog boljeg i jednostavnijeg prikaza utjecaja razli¢itih mutacija na tijek trudnoce te zbog
prikaza efekta profilakse heparinom u odnosu na tip mutacije, mutacije smo proizvoljno
podijelili u dvije podgrupe- ,teSke“ i ,blage®. U ,teske” mutacije ukljuCene su one koje po svim
dosadasnjim saznanjima ¢eS¢e mogu izazvati tromboembolijske bolesti, a to su: heterozigot i
homozigot FVL, heterozigot i homozigot PGM-a, deficijencija AT-a, PC i PS. ,BlaZe“ mutacije
riede stvaraju kliniCku sliku i samim su time po dosadasnjim saznanjima ,manje opasne® i
ukljuCuju: heterozigote i homozigote MTHFR-e i heterozigote i homozigote PAI-1 gena.
Provodeci testove trombofilije trudnicama s ovih podrucja primjeceno je da nijedna ispitanica
nije imala ,teSku“ mutaciju poput homozigota za FVL, homozigota za PG i deficijenciju AT-a,
a zastupljenost deficijencije PC bila je izrazito niska. Najveci broj ispitanica nositelji su
Lblagih® mutacija. U usporedbi s ispitanicama obradivanima u KBC-u Zagreb, dva izraelska
autora istiCu slicnu raspodjelu tipova mutacije za nasljednu trombofiliju medu ispitivanom
populacijom u dva razliita grada u lzraelu. Brennen i suradnici su analizom mutacija za
nasljednu trombofiliju u skupini ispitanica s habitualnim pobacajima u najveéem postotku
imali heterozigote FVL-a, deficijenciju PS, a potom kombinirane mutacije, dok su Carp i
suradnici unato€ najve¢em postotku MTHFR mutacije u ispitivanoj skupini imali i prilicno
visok postotak ispitanica s FVL-om, PGM-om i deficijencijom PS (190, 191). Kao i u Zagrebu,
deficijencija AT-a i PC nije bila prisutna ili je bila zastupljena u jakom malom broju medu
ispitanicama. Objasnjenje lezi u epidemiologiji raspodjele mutacija za nasljednu trombofiliju,
tj. vrstama mutacija, koje su istovjetne svim zemljama Mediteranske regije.

U ispitivanim kohortama pojedine mutacije pojavljivale su se rjede ili ¢e$c¢e, ovisno o skupini
ispitanica. U NMH+ skupini bilo je 23,3% ispitanica s ,teSkim“ mutacijama u odnosu na 2,9%
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u NMH- i 5,5% u kontrolnoj skupini. OCekivano, prisutna je znacajna razlika u ucestalosti
LLe8kih“ mutacija (znacajno &eSée u skupini koja je primala heparin u odnosu na kontrolnu
skupinu P=0,018 te na skupinu koja nije primala heparin, P=0,011) (Tablica 6., Slika 10.). S
obzirom na nedostatak homozigota za FVL i PGM, tijekom analize se odustalo od podjele na
homozigote i heterozigote. U NMH+ skupini bilo je 58,1% ispitanica s FVL-om, 29,0%
ispitanica s PGM-om, 9,7% imalo je deficijenciju proteina S i 3,2% ispitanica deficijenciju
proteina C. U NMH- skupini ,feSku“ mutaciju imala je samo jedna ispitanica (100%-tna
deficijencija proteina S), dok je u kontrolnoj skupini 33,3% ispitanica bilo s FVL-om, 33,3% s
PGM-om te 33,3% ispitanica s deficijencijom PS-a. U smislu ,blagih® mutacija u NMH+
skupini, zabiliezeno je 10,8% mutacija za MTHFR, 31,4% PAI-1 mutacija te 57,8%
kombiniranih mutacija PAI-1+MTHFR. U NMH- skupini nalazilo se 20,6% ispitanica s MTHFR
mutacijom, 38,2% s PAI-1 mutacijom i 41,2% s kombiniranim MTHFR +PAI-1 mutacijama.
Kontrolna skupina imala je 25,0% MTHFR mutacija, 30,8% PAI-1 mutacija i 44,2%
kombiniranih mutacija. Kao $to je i za oCekivati, najveci broj ispitanica imao je kombinaciju
.blagih“ mutacija za MTHFR i PAI-1. Zanimljivo je da je veliki broj ispitanica imao PAI-1
mutaciju koju brojni drugi istrazivaci i studije ne uvrStavaju u skupinu nasljednih trombdfilija s
obzirom na njenu veliku u€estalost i slabu povezanost s patologijom. Temeljem prikazanih
rezultata, mutacija za PAI-1 definitivno je tip nasljedne trombofilje koju ne bi trebalo
zanemariti.

Da bi se bolje prikazala patologija trudnoce i fetusa uzrokovana insuficijencijom posteljice u
ovisnosti o kompleksnosti mutacija, analiza se vrSila na svim ispitanicama s nasljednom
trombofilijom i habitualnim pobacajima neovisno o primjeni heparina (NMH+ i NMH- skupina).
U odnosu na dvije podgrupe (,teSka“ u usporedbi s ,blagom® trombofilijom), analizirala se
patologija prethodne i sadaSnje trudnoce, patologija fetusa, pobacaji u aktualnoj trudnodi,
tiedan i nacin porodaja, neonatalni ishod i komplikacije u babinju (Tablica 7.). Neovisno o tipu
mutacije, najveci broj habitualnih pobacaja dogadao se u prvom tromjesecju trudnoce. U
skupini ,teSkih“ mutacija u prethodnim trudno¢ama, kada su sve ispitanice bile bez profilakse
heparinom, znacajno je viSe bilo GH-a te PE-a (P=0,039). Fetalna patologija u prethodnim
trudno¢ama nije se statisticki znaCajno razlikovala izmedu dvije podgrupe (P= 0,058).
Medutim, od klinickog je znacaja razlika u broju intrauterinog zastoja rasta izmedu dvije
podgrupe, Sto je bilo i za oCekivati, odnosno nositelji ,teskih“ mutacija imali su nesto vise
(9,4%) slu€ajeva IUGR-a u odnosu na nositelje ,blagih* mutacija (0,7%). Patologija sadasnje
trudnoce, patologija fetusa, tjedan i nacin porodaja, pobacaji u aktualnoj trudnodi, rani
neonatalni ishod i rani tijek babinja nisu se statistiCki znacajno razlikovali izmedu dvije
podgrupe.

Zbog detaljnijeg prikaza utjecaja kompleksnosti mutacije (,teska“ u usoredbi s ,blagom*), na

patologiju trudnoce i fetusa uzrokovanu insuficijencijom posteljice u ovisnosti o primjeni
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niskomolekularnog heparina radena je zasebna analiza u sve tri grupe ispitanica (NMH+,
NMH-, kontrolna skupina).

U NMH+ skupini pod utjecajem heparina nije bilo statisticki znaCajne razlike u tjednima
habitualnih pobac¢aja izmedu nositelja ,teskih i ,blagih“ mutacija. Analizom patologije
uzrokovane insuficijencijom posteljice u prethodnim trudno¢ama, u skupini ,teskih“ mutacija
bilo je zna€ajno vise GH-a te PE-a (P= 0,024). Patologija uzrokovana insuficijencijom
posteljice promatrane trudnoce, patologija fetusa, broj pobac¢aja u aktualnoj trudnodi, tjedan i
nacin porodaja, neonatalni ishod te tijek babinja nisu se zna€ajno razlikovali izmedu dvije
podgrupe (Tablica 8.).

U NMH- skupini bez profilakse heparinom od ukupnog broja ispitanica samo je jedna (2,8%)
osoba imala ,tesku“ trombofiliju, deficijenciju PS-a. U ispitivanoj skupini nije bilo statisticki
znacajne razlike u tjednima habitualnih pobacaja izmedu nositelja ,tesSkih“ i ,blagih” mutacija.
U skupini s ,blagim” mutacijama znacajno je €eS¢i bio uredan nalaz ishoda prethodnih
trudnoca (P=0,029). Patologija uzrokovana insuficijencijom posteljice promatrane trudnoce,
patologija fetusa, broj pobacaja u aktualnoj trudnodi, tiedan i nacin porodaja, neonatalni
ishod te tijek babinja nisu se znacajno razlikovali izmedu dvije podgrupe (Tablica 9.).

U kontrolnoj skupini zdravih Zzena, od ukupnih 55 ispitanica, tri (5,45%) su ispitanice bile
nositelji mutacije za ,tesku” trombofiliju; PGM heterozigot, FVL heterozigot, deficijencija PS-
a. Patologija uzrokovana insuficijencijom posteljice promatrane trudnoce, patologija fetusa,
broj pobacaja u aktualnoj trudnodi, tjedan i nacin porodaja, neonatalni ishod te tijek babinja
nisu se znacajno razlikovali izmedu dvije podgrupe (Tablica 10.).

Za zakljuCiti je da kod trudnica s optereCenom opstetrickom anamnezom (habitualni
pobacaji) koje su nositelji ,teSkih“ mutacija, primjena NMH-a prevenira razvoj patologije
trudnoce i fetusa uzrokovane insuficijencijom posteljice (PE, IUGR) (Tablice 7., 8. i 9.). Kod
trudnica s urednom opstetrickom anamnezom (kontrolna skupina) kompleksnost mutacija
nije znacajnije utjecala na razvoj patologije trudnocCe i neonatalni ishod, iako je ovdje
potrebno istaknuti otezano donoSenje zakljuCka s obzirom na malen broj ispitanica s
~feSkom*“trombofilijom (Tablica 10.).

Da bi se prikazali tijek trudnoce, porodaj, neonatalni ishod i rane komplikacije babinja kod
trudnica s habitualnim pobacajima i nasljednom trombofiljom u ovisnosti o primjeni heparina
te u skupini Zzena s osobnom i opstetrickom anamnezom neoptere¢enom TE bolestima i
patologijom placentarne insuficijencije, analizirane su sve tri kohorte ispitanica neovisno o
tipu mutacija (Tablica 6.). Sve tri skupine u najveéem broju slu¢ajeva imale su terminski
porodaj, izmedu 37.-og i 42.-og tjedna trudnoce (93,8%, 89,7% i 100,0%), Cime se rezultati
ove studije podudaraju s rezultatima drugih autora (175, 187, 190, 191). Skupina NMH- imala
je nesto veli postotak prijevremenih porodaja u odnosu na skupinu NMH+ i kontrolnu
skupinu iako broj nije bio statisti¢ki znaCajan; 6,9% porodaja izmedu 28.-og i 34.-og tjedna
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trudnoce i 3,4% porodaja izmedu 34.-og i 37.-og tjedna trudnoce. Spontani pobacaj u
istraZivanju je definiran kao gubitak trudnoce prije 22.-og tjedna, odnosno spontani pobacaj
Ceda lak3eg od 500 grama tjelesne tezZine. S obzirom da su habitualni pobacaji, kako im i
samo ime kaZe, rekurentni, istraZivanjem se Zeljelo ukazati na stopu ponovne pojavnosti
zadrzanog pobacaja kod trudnica s nasljednom trombofilijom u ovisnosti o profilakti¢noj
primjeni niskomolekularnog heparina. Znaju¢i da je u vise od 50% sluCajeva spontanih
pobacaja uzrok kromosomopatija ploda, svakoj je od ispitanica s ponovnim spontanim
pobacajem ucinjena citogentska analiza kiretmana koja je u svim slu¢ajevima (NMH+, NMH-)
pokazala uredan nalaz kromosoma ploda. NMH- skupina imala je znacajno veci udio
spontanih pobacaja u aktualnoj trudno¢i u odnosu na NMH+ skupinu (17,1% u odnosu na
2,3%; P=0,003; Slika 11.). Ispitanice s nasljednom trombofilijom i habitualnim pobacajima
koje su tijekom trudno¢e uzimale NMH profilaksu imaju 8,97 puta vecu vjerojatnost urednog
ishoda trudnoée u odnosu na trudnice bez NMH profilakse (OR=8,97, 95% Cl=2,11-37,96,
P=0,003) (Tablica 11., Slika 13.). Uredan ishod trudnoce definiran je kao terminski porodaj
bez ponovnog gubitka trudnoce prije 22.-og tjedna i bez razvoja patologije vezane uz
insuficijenciju posteljice. Uredan rani neonatalni ishod definiran je kao porodaj terminskog
zivorodenog neonatusa bez pojave neonatalne patologije koja nastaje kao posljedica
insuficijencije posteljice (zastoj rasta, asfiksija kod poroda). S obzirom na veci broj pobacaja,
skupina NMH- imala je zna¢ajno manji broj terminskih urednih porodaja i samim time
neonatalnih ishoda u odnosu na NMH+ (17,1% u usporedbi s 2,3%; P=0,001; Slika 12.).

Dosadasnja provedena istrazivanja o utjecaju heparina na ishod trudno¢a kod Zena s
habitualnim pobacajima i nasljednom trombofiljom vrlo su razliita s obzirom na razli€ito
primijenjenu metodologiju tijekom istraZivanja, razliCite dijagnostic¢ke kriterije habitualnih
pobacaja i razliCitu primjenjivanu profilaksu na ispitivanim skupinama, a spomenute razlike
dovele su do teSkoca prilikom usporedbe i objasnjavanja rezultata. Deligiannidis i suradnici
2007. istaknuli su vaznost primjene heparina kod trudnica s trombofiljom (nasljednom ili
ste€enom) i habitualnim pobacajima za prevenciju ponovnog spontanog pobacaja.
Istrazivanjem su obuhvatili 29 ispitanica s trombofiljom i habitualnim pobac¢ajima koje su
tijekom promatrane trudnoce primale NMH i aspirin i kontrolnu skupinu od 23 ispitanice s
habitualnim pobacajima i trombofilijom koje su bile bez NMH profilakse tijekom promatrane
trudno¢e. Kod 29 trudnica u ispitivanoj skupini, jedna je trudnocCa zavrSila zadrzanim
pobacajem. U kontrolnoj skupini rodilo je Sest ispitanica, dok je 17 imalo ponovni zadrzani
pobac¢aj (P= 0,04; OR 9,88;95% CI1,02-470,35) (199). U zakljucku se istie potreba za
probirom na nasljednu trombofiliju kod svih parova s habitualnim pobacajima, kao i pozitivan
ucinak NMH-a i aspirina kod trudnica s habitualnim pobacajima. Do sli€¢nog su zaklju¢ka dosli
i Carp i suradnici koji su analizirali djelovanje heparina kod trudnica s habitualnim
pobacdajima i nasliednom trombofilijom. Prospektivna studija ukljucila je 37 ispitanica koje su
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primale NMH i 48 ispitanica iz kontrolne skupine koje nisu primale heparinsku terapiju. Od
37 ispitanica s NMH-om, njih 26 (70,2%) imalo je zivorodeno dijete, dok je od 48 ispitanica iz
kontrolne skupine njih 21 (43,8%) zavrSilo trudnoc¢u s Zivorodenim djetetom (P< 0,02). U
zakljuCku se isti¢e protektivna vrijednost NMH-a kod trudnica s nasljednom trombofilijom i
habitualnim pobac¢ajima (191). IstiCu¢i vaznost tromboprofilakse kod Zena s habitualnim
pobacajima i trombofilijom, LIVE-ENOX studija naglaSava sigurnost i ekfkasnost primjene
heparina u trudno¢i neovisno o profilakti¢noj dozi (0,4 ili 0,8) (200). Pet godina prije, ista
grupa autora svojom je studijom istaknula vaznost primjene NMH-a kod ispitanica s
habitualnim pobac¢ajima i trombofiljom za prevenciju ponovnog spontanog pobacaja.
Prospektivni dio studije obuhvatio je 50 ispitanica s habitualnim pobacajima i nekim od oblika
trombofilije (nasljednom ili ste€enom) te njihovu 61 trudnocu tijekom koje su dobivale NMH
profilaksu. Od 61 trudnoée, 46 (75%) trudno¢a zavrSilo je Zivorodenim djetetom.
Retrospektivnom analizom istih ispitanica bez heparinske terapije, od 193 trudno¢e samo ih
je 38 (20%) zavrSilo porodajem zivorodenog djeteta (P> 0,00001) (190).

Trentacno je u tijeku nizozemska multicentricna randomizirana kontrolirana studija ALIFE2
kojom se kao primarni ishod analizira zivorodenost kod trudnica s habitualnim pobacajima
(>2) i nasljednom trombofilijom u ovisnosti o primjeni NMH-a (201).

Rezultati naseg istrazivana potvrduju efikasnost primjene niskomolekularnog heparina kod
trudnica s nasljednom trombofilijom i habitualnim pobacajima (>2) za dobar perinatalni ishod,
odnosno za Zivorodenost neonatusa kao primarni ishod.

Daljnjom analizom rezultata ove studije nacin porodaja (vaginalni porodaj u odnosu na carski
rez) nije se znacajnije statisticki razlikovao izmedu tri skupine iako je NMH- skupina imala
veCi broj porodaja carskim rezom (41,4%) u usporedbi s NMH+ skupinom (38,5%) i
kontrolnom skupinom (27,3%). Tijekom boravka u bolnici nijedna ispitanica u bilo kojoj od tri
skupine nije razvila komplikacije ranog babinja u obliku TE bolesti (IM, DVT, CVI).

Ishod trudnoce (pobacaj u odnosu na porodaj) analizirao se u ovisnosti 0 kompleksnosti
mutacija u skupinama s habitualnim pobacajima i nasljednom trombofilijom (NMH+ i NMH-
skupina). Zastupljenost ,blagih® mutacija u NMH+ skupini iznosila je je 76,7% (102
ispitanice), dok je u NMH- skupini broj nositelja blagih mutacija bio puno veci, odnosno
obuhvacao je 97% (34 ispitanice). Usporedujuci ishode trudnoca kod nosioca ,blagih®
mutacija u ovisnosti o primjeni NHM-a dobiveni su sljede¢i rezultati. U NMH+ skupini tri su
trudnoce su zavrsile ponovnim spontanim pobacéajem (pobacaj u odnosu na porodaj- 2,9% u
odnosu na 97,1%), dok je u NMH- skupini Sest trudno¢a zavrSilo pobacajem (pobacaj u
odnosu na porodaj- 17,6% u odnosu na 82,4%), P= 0,008. U skupini s habitualnim
pobacajima i ,blagim“ mutacijama za nasljednu trombofiliju, ispitanice NMH+ skupine imale
su 7,07 puta vecéu vjerojatnost normalnog porodaja u odnosu na ispitanice NMH- skupine;
OR=7,07 (95% CI=1,66-30,09) (Tablica 12., Slika 14.).
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Zastupljenost ,teskih“ mutacija u NMH+ skupini obuhvatila je 23,3% ispitanica, a NMH-
skupina uklju€ivala je samo 2,8% ispitanica (jedna osoba) s teSkom trombofiljom. Kod
nositelja ,teskih“ mutacija, neovisno o primjeni heparina, sve su ispitanice imale uredan ishod
trudnoce, tj. nijedna trudnoca nije zavrSila spontanim pobac¢ajem, P= 0,160 (Tablica 13.). S
obzirom na minimalan broj ispitanica s teSkom trombofiljom u skupini bez heparina, upitna je
vrijednost dobivenog rezultata analize.

Kontrolna skupina ove studije predstavija presjek opce populacije zdravih trudnica,
asimptomatskih nositelja mutacija za nasljednu trombofiliju koje se svakodnevno susrecu u
trudnickim ambulantama. Analizom rezultata kontrolne skupine dobiva se uvid u razvoj
klinicke slike nasljedne trombofilije u trudnoéi kod do sada asimptomatskih nositelja, potrebe
za probirom opce populacije zdravih trudnica te, ako je otkrivena mutacija, potreba za
primjenom NMH-a. Usporedivan je ishod trudno¢e u skupini trudnica s nasljednom
trombofiljom i habitualnim pobacajima koje su uzimale heparin s ishodom trudnoce
asimptomatskih nositelja mutacije u kontrolnoj skupini. U NMH+ skupini tri su trudnoce
zavrs$ile ponovnim spontanim pobacajem (2,3%), dok je 130 ispitanica (97,7%) imalo uredan
ishod. U kontrolnoj skupini, svih 55 (100%) trudnica uredno su iznijele trudno¢u, odnosno,
nije bilo spontanih pobacaja. Analizom rezultata dviju skupina nije bilo statistiCki znacajne
razlike u ishodu trudno¢e (P= 0,473) (Tablica 14.). Vazno je naglasiti da je zastupljenost
»blagih“ mutacija u kontrolnoj skupini puno ve¢a u odnosu na ,teSke” mutacije (94,5% u
usporedbi s 5,5%).

Za razliku od NMH+ skupine, usporedujuéi ishode trudno¢a u NMH- skupini trudnica s
ishodom trudnoée asimptomatskih nositelja mutacije u kontrolnoj skupini dobivene su
statisticki zna¢ajne razlike. U NMH- skupini Sest je trudnoc¢a zavrSilo ponovnim spontanim
pobacajem (17,1%), a 29 ispitanica (82,9%) imalo je uredan ishod. Kao S5to je gore
navedeno, u kontrolnoj skupini sve su ispitanice (100%) uredno iznijele trudno¢u. Analizom
rezultata u NMH- skupini u odnosu na kontrolnu skupinu, kod ispitanica s optere¢enom
opstetrickom anamnezom i nasljednom trombofilijom, a bez NMH profilakse, znacajno je
manja vjerojatnost normalnog porodaja u odnosu na trudnice s urednom opstetrickom
anamnezom i nasliednom trombofilijom neovisno o primjeni heparina, odnosno 24,39 puta je
veca vjerojatnost ponovnog spontanog pobacaja, OR=0,041 (95% CI=0,002-0,751) P=0,031
(Tablica 15., Slika 15.).

Prema dobivenim rezultatima, niskomolekularni heparin utje€e na uredan ishod trudnoc¢e kod
trudnica s nasljednom trombofilijom i habitualnim pobacajima u opstetrickoj anamnezi u
smislu prevencije ponovnog spontanog pobacaja. U skupini asimptomastkih nositelja
mutacija za nasljednu trombofiliju s opteterickom i osobnom anamnezom neoptere¢enom TE
bolestima, primjena niskomolekularnog heparina nije se pokazala neophodnom za uredan

ishod trudnoée. Samim time, ponovno se potvrduje zakljuak ove i dosadasnjih studija o
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nepotrebnom probiru na nasljednu trombofiliju asimptomatskih trudnica s urednom osobnom
i opstetrickom anamnezom.

Usporedivanjem vrste mutacije u kontrolnoj skupini za ishod trudnoée (pobacaj u odnosu na
porodaj) te patologiju trudnocée i fetusa (pozitivha u usporedbi s negativnom patologijom
vezanom uz insuficijenciju posteljice), nije bilo statisticki znaCajne razlike izmedu
asimptomatskih nositelja ,feSkih“ u odnosu na ,blage” mutacije gena za nasljednu trombofiliju
(Tablice. 16, 17. i 18). Do istih zaklju€aka dosli su i Mazzucconi i suradnici tijekom svog
istrazivanja (187).

Za pregledniji prikaz i komparaciju rezultata ove studije s istrazivanjima drugih autora
provedena je meta analiza koja je, osim ove, ukljucila i osam studija o utjecaju heparinske
profilakse na ishod buduéih trudnoc¢a kod trudnica s nasljednom trombofilijom i habitualnim
pobacajima. Utjecaj NMH-a na ishod trudno¢e mjeren je omjerom izgleda (OR) kod
primijenjene i neprimijenjene profilakse NMH-om u trudnica s prethodnim habitualnim
pobacajima, Sto je u slici 16. oznateno kao NMH- ako nije primijenjena profilaksa i NMH+
ako je primijenjena profilaksa. Brenner i suradnici su u skupini trudnica s nasljednom
trombofilijom i habitualnim pobacajima lijeenim NMH-om imali 75% uspjesSnih trudnoc¢a u
odnosu na 20% uspjednih trudnoca u kontrolnoj skupini trudnica koje nisu uzimale
niskomolekularni heparin (P< 0,00001) (190). U studiji iz 2003. Carp i suradnici verificirali su
70% uspjesSnih trudnoc¢a nakon heparinske profilakse u odnosu na 43,8% uspjesnih trudnoc¢a
kontrolne skupine (P< 0,02) (191). Studija SPIN istaknula je 70% uspjesnih trudno¢a uz NMH
profilaksu u odnosu na 43,8% uspjeSnih trudnoca iz kontrolne skupine (202). Kao i kod
studije SPIN, usporedujuci 87% uspjesnih trudnoc¢a uz NMH s 89,1% uspjesnih trudnocéa bez
NMH-a, ni studija TIPPS ne nalazi statistic¢ki zna€ajnu razliku u broju Zivorodene djece nakon
primjene heparina (196). Do istog zakljuCka dolaze i autori ETHIG Il grupe, Schleussner i
suradnici. U ispitivanim skupinama nije bilo statisticki znaCajne razlike u stopi zivorodenih
nakon primjene NMH-a (203). Kaandorp i suradnici takoder istiCu slabiju povezanost NMH-a
s vecim postotkom uspjednih trudnoéa (69,3% u odnosu na 52,9%; P= 0,18) (204). Analizom
podskupine ispitanica s nasljednom trombofilijom i habitualnim pobacajima, Visser i suradnici
u HABENOX studiji ponovno naglasavaju vaznost NMH profilakse za bolji perinatalni ishod
(68,4% u odnosu na 42,9%) (175).

Jedan od kljuénih rezultata ovog istrazivanja je da profilakticka primjena NMH-a u trudnica s
nasliednom trombofiljom i prethodnim habitualnim pobacajima za 8,9 puta povecava
izglednost za uspjeSan ishod trudnoé¢e u odnosu na trudnice s nasljednom trombofilijom i
prethodnim habitualnim pobacajima koje nisu primjenjivale NMH (OR 8,966 (2,117- 37,961),
P=0,003). Ovaj je rezultat visoko statistiCki znacajan (P< 0,003) i konzistentan sa zaklju¢cima
studija Brennera i Carpa (190, 191) (Slika 16.).
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UTJECAJ HEPARINSKE PROFILAKSE NA ISHOD TRUDNOCE U TRUDNICA § NASLJEDNOM TROMBOFILIJOM | PRETHODNIM HABITUALNIM POBACAJIMA

TROMBOFILIJA | HABITUALNI POBACAJ Statistics for each study _ Odds ratio and 95% Cl|
Odds  Lower  Upper
ratio limit limt  Z-Value  p-Value
Brenner B 12509 6323 24747 7,258 0,000 j
Carp H 8667 3688 20364 4,955 0,000 -
Clark P 5000 0273 91518 1,085 0,278
Rodger MA 0808 0293 2229 0412 0,681 i
Schleussner E 0,154 0,008 313 -1.217 0224
Kaandorp SP 2000 0440  9,0% 0,897 0,370 *
Visser J 2889 048 17170 1,167 0,243
Sokol Karadjole V/ 8966 2117 37981 2879 0,003
Combined 5239 3477 78%4 1917 0,000 ’
01 02 05 1 2 5 10
favorizira NMH- favorizira NMH+

Meta Analysis

Slika 16. Utjecaj heparinske profilakse na ishod trudno¢e u trudnica s nasljednom

trombofilijom i prethodnim habitualnim pobacajima; meta- analiza

Na ovu je temu provedeno joS meta- analiza kontroliranih randomiziranih studija. Pregledna
studija iz 2016. godine analizirala je osam radova u kojima su trudnice s nasljednom
trombofilijom za prevenciju ranih ponavljajucih ili kasnih neponavljajucih gubitaka trudnoce
uzimale niskomolekularni heparin. U zaklju¢ku, heparin nije statisti¢ki znac¢ajnije utjecao na
nizu stopu spontanih pobaCaja u odnosu na skupinu bez heparina (205). U 2014.
Cochranova pregledna studija analizirala je devet ispitivanja koja su ukljucila 1228 Zena s
nasljednom trombofilijom ili bez nje. Autori nisu pronasli dokaz da antikoagulacijska terapija
povecava frekvenciju zivorodene djece kod zena s habitualnim pobacajima i nasljednom
trombofilijom (206).

Heparin je snazna multifunkcionalna molekula Cija kompletna svojstva do danas jo$ nisu u
potpunosti istrazena. Primarno, heparin je antikoagulacijsko sredstvo koje svoje djelovanje
temelji na pojacavanju djelovanja prirodnog antikoagulansa antitrombina. Heparin takoder
djeluje protuupalno, prevenirajuéi adheziju leukocita i smanjujuci osteéenje tkiva razlicitih
organa. Protuupalno svojstvo temelji se na smanjenju ekspresije adhezivnih molekula na
stanicama endotela ¢ime posljedicno smanjuje adheziju monocita na stienkama krvnih Zzila
(207). Takoder, heparin inhibira tumor nekrotizirajuci faktor i inducira aktivaciju i adheziju

leukocita.
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Otkriveno je da heparin ima utjecaj i na implantaciju. Di Simone i suradnici 1997. ustanovili
su da heparin in-vitro poti¢e invaziju i diferencijaciju stanica trofoblasta (208). Takoder,
heparin je, izravno ili neizravno, uz pomo¢ heparan sulfat proteoglikana ili heparin vezne
molekule EGF, ukljuéen u adheziju i invaziju blastociste u endometrij maternice (209), sto je
potaknulo brojne rasprave o njegovom utjecaju na postupak izvantjelesne oplodnje. Uz sva
navedena svojstva, heparin jo$ djeluje i na blokiranje aktivacije sustava komplementa.
Aktivacija sustava komplementa ima vaznu ulogu u zapocinjanju pobacaja, kao i stvaranju
tromba. Zanimljivo je da je upravo blokada sustava komplementa uz antikoagulaciju
najvaznije svojstvo heparina za prevenciju pobacaja (210).

lako su i nefrakcionirani (NFH) i niskomolekularni heparin (NMH) sigurni za primjenu tijekom
trudnoce, niskomolekularni heparin puno je prakticniji za primjenu i, isto tako, uzrokuje puno
manje nuspojava u odnosu na NFH. | NHF i NMH svoj antikoagulacijski ucinak postizu
vezuci se za specificno mjesto na antitrombinu izazivajuéi promjene u lancu zgruSavanja,

prvenstveno veZudi se na faktor Xa i lla (Slika 10.).
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Slika 17. Prikaz antikoagulacijskih mehanizama, heparin/fondaparinux.

Preuzeto i prilagodeno: Bunn HF. Leung LLK, Overview of hemostasis; 2018.
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Za razlikovanje NFH-a i NMH-a vazan je omjer anti Xa prema lla-aktivnosti i on za NFH
iznosi 1:1, a za NMH od 2:1 do 8:1. Za razliku od NFH, djelotvornost NMH-a je dulja pa se
moze primjenjivati u fiksnim dozama ovisnim o tjelesnoj masi bolesnika. NMH se izlu€uje
putem bubrega, a laboratorijsko pracenje ucinkovitosti nije potrebno osim u slucaju ostecenja
bubrega. U odnosu na NFH, NMH rjede uzrokuje krvarenje, trombocitopeniju i heparinom
induciranu osteopeniju (HIT) (211, 212). lako su rijetke, brojne studije bavile su se
nuspojavama NMH-a u trudnoc€i zbog njegove kontinuirane primjene. Greer i suradnici su
2005. preglednim ¢lankom kroz 15 studija dali uvid u sigurnost i u€inkovitost primjene NMH
za tromboprofilaksu i lijeCenje tromboembolije u trudnoé¢i. Od 2777 trudnoca tretiranih
heparinom, nijedna trudnica nije razvila trombocitopeniju (213). SPIN studija 2010. takoder je
u svom istrazivanju analizirala trombocitopeniju u skupini ispitanica s heparinom. Nijedna
Zena nije razvila trombocitopeniju (202). Do istog zakljuCka doSle su HABENOX i TIPSS
studije tijekom svog istrazivanja, kao i istraZivanje Brennera i suradnika iz 2000. i studija iz
2006. ciji su autori Dolitzky i suradnici; za vrijeme heparinske profilakse broj trombocita nije
se statistiCki znaCajno mijenjao (175, 190, 196, 214). Za razliku od navedenih, odredeni
autori dugotrajnu primjenu NMH-a povezali su s trombocitopenijom. Badawy i suradnici
2008. analizirali su utjecaj heparina kod trudnica s habitualnim pobacajima nepoznate
etiologije na ishod trudnoc¢e. Uz primarni ishod, analizirane su i moguc¢e nuspojave heparina.
Ispitanice u skupini A uzimale su heparin, dok su ispitanice skupine B uzimale samo folnu
kiselinu. U odnosu na skupinu B u kojoj nije bilo reakcija, u skupini A zabiljezeno je 3,5%
ispitanica s trombocitopenijom (215). Alife studija takoder je potvrdila trombocitopeniju
analizirajuéi tri skupine ispitanica s habitualnim pobacajima. Prva skupina bila je lije¢ena
aspirinom i NMH-om, druga skupina aspirinom, a treca skupina dobivala je placebo. lako
razlika broja trombocita izmedu tri skupine statisticki nije bila zna¢ajna (P= 0,17), najveci broj
ispitanica s trombocitopenijom zabiljezen je u prvoj skupini kod ispitanica tretiranih NMH-om i
aspirinom (3,3% u odnosu na 0% u odnosu na 1,7%) (204).

Od mogucih reakcija na dugotrajnu primjenu heparina, poput krvarenja iz desni ili reakcija na
kozi, ova studija je zbog objektivnosti takoder analizirala promjene u broju trombocita tijekom
heparinske profilakse. Analizom srednje vrijednosti broja trombocita (medijan) kod dolaska u
bolnicu u sve tri skupine uoCena je statistiCki zna€ajna razlika u broju trombocita izmedu
NMH+ i NMH- skupine ispitanica (257 vs 233), pri ¢emu je NMH+ skupina imala znacajno
vece vrijednosti broja trombocita u odnosu na skupinu koja nije primala heparin, P=0,043
(Tablica 1., Tablica 2.). Skupini NMH+, s obzirom na primjenu heparina, krv je vadena jo$
jednom, krajem treceg tromjesecja pred porodaj. Znacajniji pad broja trombocita kod majke
definiran je s padom broja trombocita ispod 150 000 u mm3. Analizom broja trombocita prije i
nakon profilakse heparinom ustanovljen je statisticki zna¢ajan pad broja trombocita s 257 na
215,5 (P<0,001) (Tablica 4., Slika 9.). Pocetno nizZi broj trombocita (<150) zabiljezen je kod
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2,49% ispitanica prije uvodenja heparinske profilakse, dok je tijekom profilakse naden kod
10,61% ispitanica, $to oznaCava statistiCki znacajan pad broja trombocita tijekom heparinske
profilakse (P= 0,003) (Slika 9a.).
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7. ZAKLJUCAK

Nasljedna trombofilija predstavlja skupinu mutiranih gena koji svojom aktivhoS¢u mogu
utjecati na trudnoc¢u. S obzirom na razli€itu penetrabilnost i ekspresivnost gena, mutacije ¢e
kod odredenog broja nositelja uzrokovati patoloSke promjene i promijeniti klinicku sliku, a
drugi pak nositelji nece imati nikakve vidljive promjene tijekom trudnoc¢e. Odluka o probiru,
perinatalnoj skrbi i eventualnoj terapiji kod trudnica s mutacijom gena za nasljednu
trombofiliju, zahtjeva multidisciplinarni pristup koji moze ukljucivati primarnog ginekologa,
hematologa i lije¢nike u sekundarnim i tercijarnim centrima. lako su za odredene mutacije,
kao i za patologiju koju one uzrokuju, stavovi struCnjaka u vezi perinatalne skrbi veé poznati,
postoje brojne ,sive zone* za koje ne postoji usuglaseno misljenje stru€njaka. Jedna je od
takvih zona i pitanje efektivnosti niskomolekularnog heparina u prevenciji ponovnog

spontanog pobacaja kod trudnica s habitualnim pobacajima i nasljednom trombofilijom.

Analizom i usporedivanjem dobivenih rezultata, a na osnovi prethodno postavljenih ciljeva

istrazivanja, zaklju¢eno je sljedece:

1. U ispitivanoj populaciji zdravih trudnica velika je u€estalost asimptomatskih nositelja
mutacije gena za nasljednu trombofiliju (61,2%).

2. NajuCestalija mutacija medu ispitanicama koje su bile uklju¢ene u studiju u Klinickom
bolnic¢kom centru Zagreb bila je kombinacija mutacije MTHFR i PAI-1 gena (43%). Od
ispitivanih mutacija niti jedna ispitanica nije bila FVL homozigot i PGM homozigot.
Takoder, nijedna ispitanica nije imala deficijenciju antitrombina.

3. U skupini ispitanica s habitualnim pobacajima najceS¢a mutacija bila je kombinacija
mutacija MTHFR i PAI-1 gena (43,4%), drugi po u€estalosti bili su PAI-1 heterozigoti
ili homozigoti (26,7%) a treCe mjesto po ucestalosti dijelili su MTHFR heterozigoti ili
homozigoti (10,7%) i FVL heterozigoti (10,7%).

4. Najvedi broj spontanih pobacaja kod ispitanica s nasljednom trombofiljom dogadao
se do trinaestog tjedna, odnosno tijekom prvog tromjesecja trudnoce. Kod profilakse
s niskomolekularnim heparinom preporua se zapocCeti primjenu odmah po
ultrazvuéno dijagnosticiranim kucajevima ¢edinjeg srca.

5. Trudnice s nasljednom trombofiljom i habitualnim pobacajima koje su tijekom
trudnoée uzimale profilaksu niskomolekularnim heparinom imale su znacajno maniji
broj ponovnih spontanih pobaCaja u odnosu na trudnice koje nisu uzimale
niskomolekularni heparin (2,3% u odnosu na 17,1%, P= 0,001). Niskomolekularni
heparin utjeCe na uredan ishod trudnoce kod trudnica s nasljednom trombofilijom i
habitualnim pobacajima u opstetrickoj anamnezi u smislu prevencije ponovnog

spontanog pobacaja.
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6. Kod asimptomatskih trudnica s nasljednom trombofiljom i urednom osobnom i
opstetrickom anamnezom neoptere¢enom tromboembolijskim bolestima, primjena
niskomolekularnog heparina nije se pokazala neophodnom za uredan ishod trudnoce.
Takoder, kompleksnost mutacija, neovisno o tome radi li se o FVL i PGM ili mutaciji
PAI-1 i MTHFR gena, kod asimptomatskih nositelja nije znacajnije utjecala na razvoj
patologije trudnoce i neonatalni ishod.

7. Potrebna je racionalizacija probira na nasljednu trombofiliju. Probir se preporuca
Zenama s habitualnim pobacajima posebice onima koje u bliskoj obitelji imaju
nositelje ,teskih“ " trombofilija poput FVL, PGM i deficijencije antitrombina ili Ciji su
Clanovi obitelji razvili TE prije 50-e godine zivota. Kod Zena reproduktivhe dobi
neoptere¢ene osobnom i opstetrickom anamnezom, probir je potreban onim Zenama
koje planiraju trudnocu, a u bliskoj obitelji imaju nositelje ,teSkih* trombofilija poput
FVL, PGM i deficijencije antitrombina.

8. Tijekom profilakticke primjene heparina zabiljeZzeno je statistiCki zna€ajno sniZenje
broja trombocita (uzimajuéi u obzir referentnu vrijednost od 150 000 u mm?).
Potrebna su daljnja istrazivanja kojima bi se potvrdila/opovrgnula direktna povezanost

utjecaja heparina na razvoj heparinom inducirane trombocitopenije
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8. SAZETAK

UVOD: Habitulani pobacaji pogadaju 1% Zena reproduktivne dobi. U viSe od 50% slucajeva,
etiologija habitualnih pobacaja ostaje nepoznata i samim time pristup pacijenticama s takvom
anamnezom predstavlja jedan od najvec¢ih izazova dana$nje ginekologije i opstetricije.
Nasljedna trombofilja kao moguci uzrok spontanih pobacaja tema je velikog broja
istrazivanja posljednjih dva desetlje¢a. Osnovni je cilj ove studije ustanoviti opravdanost
primjene niskomolekularnog heparina u svrhu poboljSanja perinatalnog ishoda kod trudnica s
nasljednom trombofiljom i stanjem nakon dva ili viSe zadrzanih pobacaja. Takoder,
istrazivanjem se analizirao perinatalni ishod u skupini asimptomatskih nositelja mutacije gena
za nasljednu trombofiliju bez primjene niskomolekularnog heparina.

MATERIJALI | METODE: Prospektivno istraZivanje provedeno je na trudnicama Klinike za
zenske bolesti i porodaje KliniCkog bolniCkog centra u Zagrebu u razdoblju od 2011. do
sijeCnja 2018. godine. Istrazivanje je ukljucilo tri skupine ispitanica. Prva skupina (NMH+)
obuhvacala je 133 trudnice s dva ili vise uzastopnih reteniranih pobacaja i dijagnozom
nasljedne trombofilije kojima je u terapiju uklju¢en niskomolekularni heparin u profilakti¢noj
dozi, druga je skupina (NMH-) obuhvacala je 35 trudnica s nasljednom trombofilijom i dva ili
viSe uzastopnih reteniranih pobacaja kojima u profilaksu nije uveden niskomolekularni
heparin, a treca skupina (kontrolna) ukljuCila je 55 zdravih trudnica s nasljednom
trombofiljom i wurednom osobnom i opstetrickom anamnezom (neoptere¢enom
tromboembolijskim bolestima i patologijom prethodnih trudnoéa u obliku insuficijencije
posteljice) kojima u profilaksu nije uveden niskomolekularni heparin. Definicija nasljedne
trombofilije ukljucila je FVL, mutaciju protrombinskog gena, deficijenciju antitrombina,
proteina C, proteina S, mutaciju MTHFR i PAI-1 gena.

U sve tri skupine ispitanica pratio se tijek sadasSnje trudnoce, nacin i tjedan zavrSetka
trudnoce i rani neonatalni ishod.

REZULTATI: Trudnice s nasljednom trombofilijom i habitualnim pobacajima koje su tijekom
trudnoce uzimale profilaksu niskomolekularnim heparinom imale su znacajno maniji broj
ponovnih spontanih pobacaja u odnosu na trudnice s nasljednom trombofilijom i habitualnim
pobacajima koje nisu uzimale niskomolekularni heparin (P= 0,001). Kod asimptomatskih
trudnica s nasljednom trombofiljom i urednom osobnom i opstetrickom anamnezom
(neopterecenom TE bolestima i patologijom prethodnih trudno¢a u obliku insuficijencije
posteljice), primjena niskomolekularnog heparina nije se pokazala neophodnom za uredan
ishod trudnoce.

ZAKLJUCAK: Niskomolekularni heparin utjee na uredan ishod trudnoée kod trudnica s
nasljednom trombofiljom i habitualnim pobacajima u opstetriCkoj anamnezi u smislu

prevencije ponovnog spontanog pobacaja. Kod asimptomatskih trudnica s nasljednom

78



trombofilijom i urednom osobnom i opstetrickom anamnezom, primjena niskomolekularnog
heparina nije se pokazala neophodnom za uredan ishod trudnoce.

KLJUCNE RIJECI: nasliedna trombofilija, habitualni poba&aji, niskomolekularni heparin,
perinatalni ishod
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9. SUMMARY

ADEQUACY OF LOW- MOLECULAR- WEIGHT HEPARIN PROPHYLAXIS IN PREGNANT WOMEN
WITH HEREDITARY TROMBOPHILIA AS A CAUSE OF RECURRENT PREGNANCY LOSS
(Vesna Sokol Karadjole, 2018)

INTRODUCTION: Approximately 1% of women trying to conceive experience recurrent
miscarriage. In 50% of the cases, the etiology of preceding miscarriages remains unknown.
For this reason, the appropriate treatment and medical approach to these women are very
challenging. Over the last 20 years, many studies have been analyzing the association
between inherited thrombophilia and recurrent miscarriages. The main goals of this research
were to investigate the perinatal outcome in hereditary thrombophilic patients with recurrent
missed abortions after treatment with low molecular weight heparin. Nevertheless, this study
evaluates the perinatal outcome in asymptomatic mutation carriers without LMWH
prophylaxis.

MATERIALS AND METHODS: The prospective study was conducted at the Department of
Gynaecology and Obstetrics, University Hospital Centre Zagreb, from 2011 to January 2018.
The research covered three groups of women: the first group (LMWH+) included 133
pregnant women with the history of two or more early recurrent pregnancy loss and
hereditary trombophilia who were treated with a prophylactic dose of LMWH, the second
group (LMWH-) enrolled 35 women with habitual abortions and hereditary thrombophilia who
were not treated with a prophylactic dose of LMWH and, finally, the third (control) group
covered 55 healthy pregnant women (with a negative personal venous thromboembolism
and obstetric uteroplacental vascular insufficiency history) with hereditary thrombophilia who
were not treated with a prophylactic dose of LMWH. The definition of inherited thrombophilia
included the FVL, prothrombin G20210A mutation, antithrombin deficiency, protein C and
protein S deficiency, MTHFR mutation and PAI-1 mutation.

RESULTS: Pregnant women with inherited thrombophilia and habitual abortions who were
treated with prophylactic doses of LMWH heparin showed a statistically significant reduction
in miscarriages compared to women with inherited thrombophilia and two or more previous
early pregnancy loss who were not administered the prophylactic dose of LMWH (P= 0,001).
For a good perinatal outcome, it seems that application of LMWH is not necessary in the
group of asymptomatic carriers of mutations with hereditary thrombophilia and negative
personal and obstetric history.

CONCLUSION: LMWH has a role in preventing further pregnancy losses in patients with

hereditary thrombophilias and recurrent miscarriages. Nevertheless, the current findings
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show that LMWH is not required for a good perinatal outcome in asymptomatic carriers of a
thrombophilic defect.

Keywords: hereditary trombophilia, recurrent miscarriages, low molecular weight heparin,

perinatal outcome
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