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Tromboza danas, u vecini razvijenih zemalja, predstavlja vodeci uzrok obolevanja i umiranja.
Poslednjih godina veoma aktuelna su istrazivanja venskog tromboembolizma, obzirom da je
incidenca ovog oboljenja 2/1000 osoba godisnje, a njegov razvoj posledica udruZenog
delovanja vise genetskih i steCenih faktora rizika. Sto preciznije prepoznavanje i
sagledavanje Sto veceg broja ovih faktora osnovni je cilj u borbi, kako protiv prve epizode
venske tromboze, tako i protiv recidiva ove bolesti. Brojni faktori rizika ve¢ su prepoznati
kao sastavne karike patofizioloskog lanca venskog trombotskog procesa, ali je evidentno da
otkriéa mnogih od njih tek predstoje. Medu najaktulenijim istrazivanjima na ovom polju
nalazi se i ispitivanje uloge poremedaja fibrinoliznog mehanizma u venskoj
tromboembolijskoj bolesti. lako su ve¢ pruzeni dokazi da suprimirana fibrinolizna aktivnost
povecava rizik od nastanka ovog oboljenja, jos uvek postoje brojna otvorena pitanja, koja se
pre svega odnose na ulogu pojedinacnih ¢inilaca fibrinoliznog mehanizma u venskoj
trombozi, kao i na globalnu ulogu fibrinoliznog mehanizma u razli¢itim tipovima i
lokalizacijama venske trombotske bolesti. Pored toga, ispitivanje uticaja pojedinih genskih
mutacija na pojadinacne Cinioce fibrinoliznog mehanizma, njegovu globalnu funkcionalnost i
posredno na rizik za nastanak venske tromboze, takode zaokuplja paznju stru¢ne javnosti,
obzirom na nekonzistentnost rezultata dobijenih studijama koje se bave ovom



problematikom. Cilj ovoga istraZivanja je ispitivanje kako globalne funkcionalnosti
fibrinoliznog mehanizma, tako i njegovih pojedinacnih cinilaca, kod bolesnika sa razli¢itim
tipovima i lokalizacijama venske tromboze i poredenje ovih parametara sa njihovim
vrednostima u zdravoj populaciji. Pored toga, cilj istrazivanja je i ispitivanje zastupljenosti
4G/5G PAI-1 polimorfizma kod bolesnika sa venskom trombozom u poredenju sa zdravim
osobama. Ispitivanu grupu je sacinjavalo 100 bolesnika koji su dozZiveli trombozu dubokih
vena a kontrolnu grupu je Cinilo 100 zdravih ispitanika, koji nikada nisu imali trombozni
incident. Iz ispitivanja su iskljuene: osobe sa prethodno dokazanim poremeéajem
hemostaznog mehanizma, osobe koje uzimaju lekove za koje se zna da mogu imati uticaja
na hemostazni mehanizam, osobe koje su imale akutnu bolest u momentu uzorkovanja krvi
ili 6 nedelja pre toga, osobe sa malignitetom, trudnice, osobe sa teZzim dusevnim bolestima,
bolestima jetre i bubrega, autoimunim bolestima, ispitanici koji su odbili da potpisu
pristanak informisanog ispitanika. Kao test za procenu globalne funkcionalnosti fibrinoliznog
mehanizma koristeno je euglobulinsko vreme lize koaguluma, dok su od pojedinacnih
Cinilaca odredivani: tkivni aktivator plazminogena (t-PA) i trombinom aktiviSuci fibrinolizni
inhibitor (TAFIl) - ELISA metodom, kao i inhibitor aktivatora plazminogena-1 (PAI-1) -
metodom hromogenog substrata. Genetskim ispitivanjem je utvrdivano prisustvo PAI-1
4G/5G genskog polimorfizma. Prema rezultatima istraZivanja kod 56% bolesnika bila je
prisutna spontana venska tromboza, dok je 44% njih imalo trombozu provociranu jednim od
priznatih faktora rizika. U odnosu na lokalizaciju venskog tromboznog procesa proksimalna
venska tromboza bila je prisutna kod 63% bolesnika, izolovana distalna venska tromboza
kod 29% bolesnika, a atipi¢no lokalizovana venska tromboza kod 8% bolesnika. Posmatrajudi
zastupljenost pojedinih faktora rizika uocili smo da je znacajno visSi procenat osoba sa
hipertenzijom bio prisutan u grupi bolesnika sa primarnom trombozom dubokih vena u
odnosu na grupu bolesnika sa provociranom trombozom dubokih vena (61% vs. 16%;
p=0.000). Sto se funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma ti¢e, prema na$im rezultatima
bolesnici koji su doZiveli trombozu dubokih vena imaju znacajno duze vreme lize koaguluma,
odnosno suprimiranu funkcionalnost fibrinolize u poredenju sa zdravim kontrolama
(204.34+51.24 vs. 185.62+42.30; p=0.011), a kada posmatramo podgrupe bolesnika u
odnosu na lokalizaciju i vrstu venske tromboze uofavamo da podgrupa bolesnika sa
izolovanom distalnom venskom trombozom ima znacajno duZe euglobulinsko vreme lize
koaguluma u odnosu na kontrolnu grupu (218.32+41.12 vs. 185.62+42.30: p=0.001), kao i
bolesnici koji su imali provociranu vensku trombozu u poredenju sa kontrolama
(208.18+48.53 vs. 185.62+42.30; p=0.018). Ispitivanjem pojedinacnih komponenti
fibrinoliznog mehanizma dosli smo do rezultata da bolesnici koji su doZiveli venski trombozni
incident imaju znacajno vise koncentracije TAFI u poredenju sa osobama koje nikada nisu
imale vensku trombozu (19.70 ng/ml + 5.17 vs. 17.13 ng/ml + 4.25; p=0.001). Poredenjem
bolesnika sa provociranom trombozom dubokih vena i kontrolnih ispitanika uocili smo da
bolesnici iz ove podgrupe imaju znacajno viSe vrednosti plazminogena u poredenju sa
zdravim osobama (127.14 % + 27.73 vs. 117.09 % + 24.49; p= 0.044), kao i znacajno vise
koncentracije t-PA (20.02 ng/ml + 11.07 vs. 16.78 ng/ml + 8.08; p=0.042). Sto se ti¢e TAFI,
bolesnici sa distalnom trombozom dubokih vena u poredenju sa kontrolama (20.72 ng/ml +
4.96 vs. 17.13 ng/ml £ 4.25; p=0.001), kao i bolesnici sa proksimalnom trombozom dubokih
vena u poredenju sa kontrolama (19.37 ng/ml + 5.33 vs. 17.13 ng/ml £ 4.25; p=0.013) imaju
znacajno vise koncentracije TAFl. Koncentracija ovog inhibitora fibrinoliznog procesa
znacajno je veda i kod bolesnika sa provociranom trombozom dubokih vena u poredenju s
zdravim osobama (19.93 ng/ml £ 3.97 vs. 17.13 ng/ml + 4.25; p=0.000), kao i kod bolesnika



sa primarnom trombozom dubokih vena u poredenju sa zdravim ispitanicima (19.53 ng/ml
5.97 vs. 17.13 ng/ml £ 4.25; p=0.023). Sto se genetskih analiza ti¢e, u okviru grupe bolesnika
imali smo 25% homozigotnih i 58% heterozigotnih nosilaca mutacije gena za PAI-1, dok 17%
bolesnika nije imalo pomenutu gensku mutaciju. U okviru kontrolne grupe pak, bilo je 30%
homozigotnih i 56% heterozigotnih nosilaca mutacije a 14% ispitanika nije imalo mutaciju.
Nije uoc¢ena znacajna razlika u zastupljenosti 4G/4G genotipa izmedu bolesnika sa razli¢itim
lokalizacijama venskog trombotskog procesa (distalna DVT 29% vs. proksimalna DVT 21% vs.
DVT retke lokalizacije 12%; p=0.501), kao ni u zastupljenosti ovoga genotipa kod provocirane
i spontane tromboze dubokih vena (27% vs. 23%; p=0.642), niti kod izolovane tromboze
dubokih vena u poredenju sa pluénom tromboembolijom (25% vs. 33%; p=0.735). Procena
rizika za nastanak venske tromboze u odnosu na postojanje poremeéaja globalne
funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma, u odnosu na patoloske koncentracije pojedinih
komponenti fibrinoliznog mehanizma, kao i u odnosu na postojanje 4G/4G mutacije u genu
za PAI-1, pokazala je da suprimirana funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma trostruko
povecava rizik za nastanak tromboze dubokih vena (OR 3.02; Cl 1.26-7.22), poviSen nivo PAI-
1 nema uticaja na rizik od nastanka tromboze dubokih vena, na Sta ukazuje OR od 0.86 sa Cl
0.59-1.25, povisen nivo t-PA antigena ne utice na rizik od nastanka tromboze dubokih vena
(OR 1.53; C1 0.79-2.94), ali povisena koncentracija TAFI vise od dvostruko povecava ovaj rizik
(OR 2.25; Cl 1.16-4.35). Prema nasim rezultatima PAI-1 4G/4G genotip nema uticaja na rizik
od nastanaka venske tromboze, Sto potvrduje OR koji iznosi 0.57 (0.27-1.20). Na osnovu
dobijenih rezultata zaklju¢ujemo da bolesnici sa trombozom dubokih vena imaju
suprimiranu funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma u poredenju sa zdravim osobama, da je
nivo t-PA antigena, kao i plazminogena znacajno visi kod bolesnika sa provociranom
venskom trombozom nego kod zdravih osoba, da nema razlike u koncentraciji PAI-1 izmedu
bolesnika sa venskom trombozom i zdravih osoba, ali da bolesnici sa trombozom dubokih
vena, bez obzira na njenu lokalizaciju ili vrstu imaju znacajno viSe nivoe TAFI u poredenju sa
zdravim ispitanicima. Pored toga mozZemo zakljuciti da ne postoji razlika u zastupljenosti
4G/5G polimorfizma izmedu bolesnika sa venskom trombozom i zdravih ispitanika. Konacno,
mozemo reci da na osnovu nasih rezultata moZemo zakljuciti da suprimirana funkcionalnost
fibrinoliznog mehanizma trostruko povedava rizik od nastanka tromboze dubokih vena, a
povisen nivo TAFl-a dvostruko povecava ovaj rizik, dok 4G/5G PAI-1 polimorfizam nema
uticaja na rizik za nastanak venskog tromboembolizma.
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Abstract:

AB

Thrombosis is nowadays leading cause of morbidity and mortality worldwide. Lately, studies
dealing with venous thromboembolism are very actual, since incidence of this disease is
2/1000 persons per year and its development is consequence of joint action of many
different inherited and acquired risk factors. Precise recognition and understanding as many
of those factors as possible represents imperative in fight against the first episode of venous
thrombosis, and also against the recurrence of the disease. Numerous risk factors have been
already recognized as constituent links of pathophysiological chain of venous thrombotic
process, but it is also clear that the discovery of many of them are yet to come.
Investigations of the role of fibrinolytic mechanism disorders in venous thrombosis are
topical in the field. Although, we have some evidences that suppressed fibrinolytic activity
increases the risk of this disease, still there are many open issues, especially those dealing
with the role of individual factors of fibrinolytic mechanism in venous thrombosis, and with
the role of global fibrinolytic function in different types and localizations of venous
thrombotic disease. Further, investigation of the effects of gene mutations on individual
fibrinolytic mechanism components, its global functionality and indirectly to the risk of
venous thrombosis, also attracts the attention of experts, given the inconsistency of results
obtained from studies dealing with this issue. The aim of this study was to evaluate
fibrinolytic mechanism global functionality, as well as functionality of its integral individual
components in patients with different venous thrombosis types and localizations, and to
compare them with those of the healthy persons. In addition, the aim was to evaluate
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presence of 4G/5G PAI-1 polymorphism in patients with venous thrombosis compared with
healthy subjects. The case group consisted of 100 patients with deep vein thrombosis and
the control group consisted of 100 healthy subjects who had never had thrombotic incident.
Exclusion criteria were: documented haemostatic disease, taking drugs proven to affect
fibrinolytic function, acute illness within 6 weeks before blood sampling, malignancy,
pregnancy, severe mental illness, kidney or liver diseases, autoimmune diseases, examinee
refusal to sign the informed consent. We used euglobulin cloth lysis time test as test for
global fibrinolytic mechanism function estimation, and also determined: t-PA and TAFI
concentrations using ELISA method and PAI-1 concentrations using chromogenic substrate
method. The presence of PAI-1 4G/5G gene polymorphism was determined by genetic
testing. According to results 56% of patients had unprovoked and 44% had provoked venous
thrombosis. Proximal venous thrombosis was present in 63% of cases, distal venous
thrombosis in 29% of cases and atypical venous thrombosis in 8% of them. Significantly
higher frequency of hypertension was present in patients with primary deep vein
thrombosis than in the group of patients with provoked deep vein thrombosis (61% vs. 16%,
p = 0.000). Patients who have experienced deep vein thrombosis had a significantly longer
clot lysis time, and suppressed fibrinolysis function compared with healthy controls (204.34
+ 51.24 vs. 185.62 + 42.30, p = 0.011). Also, this parameter was significantly longer in
patients with isolated distal deep vein thrombosis compared with healthy controls
(218.32441.12 vs. 185.62+42.30: p=0.001), such as in patients with provoked venous
thrombosis compared with controls (208.18+48.53 vs. 185.62+42.30; p=0.018). Patients
with venous thrombosis had significantly higher TAFI concentrations in comparison with
healthy volunteers (19.70 ng/ml * 5.17 vs. 17.13 ng/ml * 4.25; p=0.001). Patients with
provoked venous thrombosis had significantly higher concentrations of plasminogen (127.14
% * 27.73 vs. 117.09 % * 24.49; p= 0.044) and t-PA (20.02 ng/ml + 11.07 vs. 16.78 ng/ml +
8.08; p=0.042), in comparison with controls. Regarding TAFI, we noticed that patients with
isolated distal deep vein thrombosis have higher values of this parameter compered with
healthy people (20.72 ng/ml £ 4.96 vs. 17.13 ng/ml £ 4.25; p=0.001), such as patients with
proximal deep vein thrombosis (19.37 ng/ml £ 5.33 vs. 17.13 ng/ml + 4.25; p=0.013). The
same was obtained when compared patients with provoked venous thrombosis and controls
(19.93 ng/ml £ 3.97 vs. 17.13 ng/ml % 4.25; p=0.000), and patients with unprovoked venous
thrombosis and controls (19.53 ng/ml * 5.97 vs. 17.13 ng/ml + 4.25; p=0.023). As far as
genetic analysis, in the group of patients we had 25% homozygous and 58% heterozygous
carriers of PAI-1 gene mutation, whereas 17% of patients did't have this mutation. In
controls, we had 30% homozygous and 56% heterozygous carriers of mutation and 14% of
those without mutation. There was no significant difference in the frequency of 4G/4G
genotype between patients with different localization of venous thrombotic process (distal
DVT 29% vs. proximal DVT 21% vs. rare localization DVT 12%, p = 0.501), as well as the
representation of this genotype in provoked and unprovoked deep vein thrombosis (27% vs.
23%, p = 0.642), or in isolated deep vein thrombosis compared to pulmonary
thromboembolism (25% vs. 33%, p = 0.735). Finaly, our results show that suppressed
fibrinolytic functionality threefold increases risk of venous thrombosis (OR 3.02, Cl 1.26-
7.22), elevated levels of PAI-1 have no effect on the risk of deep vein thrombosis, as
evidenced by OR of 0.86 with Cl 0.59-1.25, elevated levels of t-PA antigen do not affect the
risk of deep venous thrombosis (OR 1.53; Cl 0.79-2.94), but increased concentration of TAFI
increases more than twice this risk (OR 2.25; Cl 1.16-4.35). PAI-1 4G/4G genotype does not
affect venous thrombotic risk (OR 0.57; Cl 0.27-1.20). Based on these results, we conclude
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that patients with deep vein thrombosis have suppressed fibrinolytic mechanism
functionality compared to healthy subjects, the levels of t-PA antigen and plasminogen are
significantly higher in patients with provoked venous thrombosis than in healthy subjects,
there is no difference in PAI-1 concentration in patients with venous thrombosis and healthy
persons, but the patients with deep vein thrombosis, regardless of its localisation or the
type have a significantly higher level of TAFI as compared with healthy subjects. In addition,
we can conclude that there is no difference in the prevalence of 4G/5G polymorphism in
patients with venous thrombosis and healthy persons. Finally, we can say that suppressed
fibrinolytic mechanism functionality threefold increases risk of deep vein thrombosis,
elevated level of TAFI-a double increases this risk, while PAI-1 4G/5G polymorphism has no
influence on the risk of venous thromboembolism.
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Uvod

Tromboza je danas, u vedini razvijenih zemalja, vodedi uzrok obolevanja i smrtnosti.
lako je naucéna javnost dugo akcenat stavljala na istraZivanja na polju arterijske tromboze,
poslednjih godina veoma aktuelna su i istrazivanja venskog tromboembolizma. Incidenca
venskih tromboza je 2/1000 osoba godisnje, a razvoj ovoga oboljenja posledica je udruzenog
delovanja viSe genetskih i stecenih faktora rizika. Udruzivanje ovih faktora rizika povecava
rizik za nastanak venske tromboze tako da on viSestruko prevazilazi prost zbir pojedinacnih
¢inilaca. Na taj nacin svaka osoba ima sebi svojstven "trombozni profil' a njegovo Sto
preciznije sagledavanje osnovni je cilj u borbi kako protiv prve epizode venske tromboze,
tako i protiv recidiva ove bolesti.

Brojni faktori rizika veé¢ su prepoznati kao sastavne karike patofizioloSkog lanca
venskog trombotskog procesa, ali je evidentno da otkrica mnogih od njih tek predstoje.
Medu najaktulenijim istrazivanjima na ovom polju nalazi se i ispitivanje uloge poremecaja
fibrinoliznog mehanizma u venskoj tromboembolijskoj bolesti.

lako su ve¢ pruzeni dokazi da suprimirana fibrinolizna aktivnost poveéava rizik od
nastanka ovog oboljenja, jos uvek postoje brojna otvorena pitanja, koja se pre svega odnose
na ulogu pojedinacnih Ccinilaca fibrinoliznog mehanizma u venskoj trombozi, kao i na
globalnu ulogu fibrinoliznog mehanizma u razli¢itim tipovima i lokalizaciama venske
trombotske bolesti. Pored toga, ispitivanje uticaja pojedinih genskih mutacija na
pojadinacne Cinioce fibrinoliznog mehanizma, njegovu globalnu funkcionalnost i posredno
na rizik za nastanak venske tromboze, takode zaokuplja paznju strucne javnosti, obzirom na
nekonzistentnost rezultata dobijenih studijama koje se bave ovom problematikom.

Ovaj rad predstavlja pokusaj doprinosa rasvetljavanju veoma znacajne, ali joS uvek
nedovoljno ispitane problematike koja se odnosi na ulogu fibrinoliznog mehanizma u
venskoj trombozi.
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1. Hemostazni mehanizam

Uloga hemostaznog mehanizma u odrZavanju homeostaze ljudskog organizma ogleda
se u ostvarivanju besprekornog balansa izmedu odrZzavanja krvi u te€nom stanju unutar
vaskularnog korita, efikasne produkcije hemostatskog ugruska u sluéaju nastanka povrede
ali i sprecavanja prekomernog zgruSavanja kako bi se izbegle neZeljene komplikacije
fizioloSkog odgovora. Narusavanje pomenutog balansa dovodi do nastanka krvarenja ili
tromboze koje moZzemo posmatrati kao dve strane istog bioloskog novcica.

Ovako delikatna, a ponekad i nezahvalna uloga ostvaruje se izbalansiranim i
uskladenim delovanjem velikog broja Cinilaca kroz tri faze: primarnu hemostazu, koagulaciju
i fibrinolizu. Obzirom da su pored uloge mehanicke barijere koja razdvaja komponente
hemostaznog sistema i visokoreaktivne subendotelijalne strukture, endotelnim ¢elijama na
sceni hemostaze dodeljene i brojne druge uloge, u smislu produkcije mnostva aktivatora i
inhibitora, kako koagulacije tako i fibrinolize, njihovo osStecenje vodeéi je preduslov za
aktivaciju primarne hemostaze. Ona pak predstavlja kompleksnu interakciju izmedu zida
krvnog suda, trombocita i adhezivnih proteina koja za cilj ima saniranje povrede krvnog suda
formiranjem belog, trombocitima bogatog tromba [1]. Inicajlna faza aktivacije trombocita je
adhezija Cija je posledica formiranje jednoslojnog celijskog pokrivaca koji oblaze osteéenu
endotelnu povrsinu. U osnovi ovog procesa je vezivanje trombocita za ogoljeni subendotelni
matriks bogat kolagenom, fibronektinom, vonWillebrand-ovim faktorom (VWF) i drugim
proteinima ili pak za arteficijalne povrsSine poput vaskularnih graftova, a sama efikasnost
procesa u najvecoj meri zavisi od prisutnosti glikoproteina povrsine trombocita koji vezuju
VWEF, kao i od adekvatne plazmatske i subendotelne koncentracije polimera vWF-a. Nakon
adhezije sledi faza agregacije trombocita koja podrazumeva udruzivanje veceg broja
trombocita sa ciljem formiranja trombocitnog ugruska, a ova faza posredovana je
interakcijom fibrinogena sa glikoproteinskim receptorima na trombocitnoj povrsini. Tek
nakon ovoga trombociti pokazuju svoj raznovrsan potencijal tako Sto oslobadanjem sadrzaja
trombocitnih granula u ekstracelularni prostor znacajno uticu na porast lokalne
koncentracije supstanci koje doprinose formiranju stabilnog wugruska aktivacijom
koagulacione komponente hemostaznog mehanizma [2].

Sve do relativno skoro koagulacioni proces predstavljan je interakcijom proteina u
obliku dobro poznate "Y Seme" sa jasno razgrani¢enim "unutrasnjim" i "spoljasnjim" putem
koagulacije u ¢ijoj aktivaciji presudnu ulogu igraju FXIl koagulacije ukoliko posmatramo
unutrasnji put i kompleks aktivirani FVII koagulacije-tkivni faktor u slu¢aju spoljasnjeg puta.
Pomenuta dva puta sjedinjuju se u takozvani "zajednicki" put koagulacije na nivou
formiranja kompleksa protrombinaze (aktivirani FX/aktivirani FV). lako nikada ni nije
predloZzeno da se ovakva Sema koagulacije posmatra kao doslovni model hemostatskih
zbivanja in vivo, nepostojanje drugog, boljeg koncepta prakticno je znacilo da su mnoge
generacije lekara i naucnika stasale dozivljavaju¢i pomenutu Semu kao realan fizioloski
model. No, kao Sto je to u medicini ¢esto slucaj, klinicka zapaZzanja su bacila svetlo na
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limitiranost koju sa sobom nosi ovakav model i nametnula zaklju¢ak da unutrasnji i spoljasniji
put koagulacije ni na koji nacin ne mogu funkcionisati nezavisno jedan od drugog in vivo, kao
Sto je to slucaj u kaskadnom modelu [3,4,5].

Pocetkom devedesetih godina proslog veka otvaraju se nove perspektive u shvatanju
funkcionisanja hemostaznog mehanizma koje se zasnivanju na saznanju o neophodnosti
preciznijeg sagledavanja uloge celija u ovom sistemu [6]. Umesto dozZivljavanja koagulacije
isklju¢ivo kao "kakskade" proteoliznih reakcija na nju se u novije vreme gleda kao na
mnostvo sinhronizovanih koraka na celijskoj povrsini koji se medusobno preklapaju. Za
komponente starog "spoljasnjeg" i "unutrasnjeg" puta koagulacije danas se zna da ucestvuju
u inicijaciji i propagaciji koagulacionih reakcija, igrajudi razliCite ali komplementarne uloge.
Dobro je poznato da je osnovna uloga hemostaznog mehanizma formiranje nepropustljivog
tromobocitno-fibrinskog ugruska na mestu povrede ali da je podjednako vazno da se
obezbedi lokalizovanost procesa, odnosno ogranici izraZzena prokoagulantna snaga supstanci
aktiviranih u procesu zaustavljanja krvarenja. Ovo se postize upravo odvijanjem reakcija na
specificnim éelijskim povrSinama. Razlicite ¢elije imaju razli¢ite uloge u procesu koagulacije,
obzirom na to da poseduju razlicite prokoagulantne i antikoagulantne sposobnosti. Na
primer, trombociti igraju glavnu ulogu u promovisanju prokoagulantnih reakcija a vaskularne
endotelne celije imaju klju¢nu ulogu u promovisanju antikoagualntnih svojstava vaskulature.
Na osnovu eksperimentalnih istraZivanja zasnovanih na pomenutom celijskom konceptu
hemostaze prihvaceno je da koagulacioni proces sadrzi tri razli¢ita koraka koji se
medusobno preklapaju i oni su nazvani:

e faza inicijacije,

e faza amplifikacije i

e faza propagacije [7].

Preduslov za odvijanje Citavog procesa podrazumeva postojanje dva tipa celija: ¢elija koje
nose TF i trombocita, a kljuéni nacin regulisanja procesa je da se izbegne njihov kontakt sve
do momenta dok povreda ne postavi imperativ aktivacije koagulacije.

Faza inicijacije lokalizovana je na Celije koje eksprimiraju TF. Kompleks FVIla/TF
aktivira male koli¢ine FIX i FX. Nakon toga se FX udruZuje sa FVa formiraju¢i kompleks
protrombinaze na pomenutim ¢elijama. Aktivisani faktor X koji je lokalizovan na celijskoj
povrsini je relativno dobro zastiéen od inaktivacije plazmatskim proteaznim inhibitorima.
Medutim, bilo koja koli¢ina FXa koja se oslobodi sa povrsine ¢elija koje nose TF ubrzano se
inhibiSe u krvotoku, pod uticajem inhibitora puta tkivnog faktora (TFPI) ili antitrombina (AT).
Na taj nacin, prisustvo inhibitora efikasno lokalizuje aktivnost FXa na éelijsku povrsSinu na
kojoj je i formiran. Nasuprot ovome, aktivisani FIX koagulacije moZe se kretati od celija koje
sadrze TF do okolnih trombocita ili drugih ¢elijskih povrsina, obzirom da ga TFPI ne inhibira a
AT inhibira znatno sporije nego $to to Cini u slucaju FXa [8]. lzvestan nivo aktivnosti puta
tkivnog faktora verovatno je konstantno prisutan u ekstravaskularnom prostoru [9].
Koagulacioni proteini napustaju vaskularno korito, prolaze kroz tkiva i mogu se nadi u limfi u
koli¢ini grubo proporcionalnoj njihovoj molekularnoj veli¢ini [10]. Na taj nacin, FVII je
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najverovatnije vezan za ekstravaskularni TF, ¢ak i u odsustvu povrede a ekstravaskularni FX i
FIX mogu biti aktivirani pri prolasku kroz tkiva. Ove pretpostavke su u skladu sa otkricem da
su niski nivoi koagulacionih aktivacionih peptida prisutni u krvi zdravih osoba, $to je nazvano
"bazalnom koagulacijom" ili "praznim hodom", Sto ne vodi formiranju ugruska pod
fizioloskim okolnostima, obzirom da su veoma vazne komponente koagulacionog procesa
kao Sto su trombociti i kompleks FVIII koagulacije/vonWillebrand-ov faktor sekvestrovani u
vaskulaturi. Koagulacija se dogada samo u sluc¢aju da oStecenje zida krvnog suda dozvoli
trombocitima i FVIII/VWF da se "izliju" u ekstravaskularno tkivo [11] (Slika 1).

Faza amplifikacije podrazumeva ostvarivanje uloga trombina. Treba istaéi da mala
koli¢ina trombina generisanog na celijama koje eksprimuju TF ima vise uloga. Jedna od
vodecih je aktivacija trombocita. lako su trombociti ve¢ adherisali na mesto povrede i postali
delimi¢no aktivirani, dodatni trombin indukuje znacajno visi nivo prokoagulantne aktivnosti
nego same adhezivne interakcije. Kada se jednom formira, trombin se moZe premestati sa
celija koje eksprimuju tkivni faktor na okolne trombocite, na kojima se vezuje za svoj
visokoafinitetni receptor GPlb. Ovaj protein omogucava interakciju trombina sa substratom
na povrsini trombocita, ukljucujudi: cleaving protease-activated protein 1 (PAP-1) koji igra
klju¢nu ulogu u aktivaciji trombocita, aktiviranje FVIII i njegovo oslobadanje iz kompleksa sa
VWF, kao i aktiviranje FXI [12,13,14]. JoS$ jedna funkcija trombina formiranog tokom ove faze
je aktivacija kofaktora Vi VIII na povrsini trombocita, kao i aktivacja FXI. Tako je na kraju faze
amplifikacije sve spremno za produkciju trombina velikih razmera koje se deSava u fazi
propagacije [15] (Slika 1).

Faza propagacije zapocinje na aktivisanim trombocitima. Tokom ove faze FIXa
aktiviran tokom inicijacije vezuje se za FVllla na povrsini trombocita a dodatni FIXa
obezbeduje FXla vezan za trombocite. Kako FXa ne moze biti efikasno premesten sa celija
koje eksprimuju tkivni faktor na trombocite, on mora biti direktno obezbeden na povrsini
trombocita od strane FIXa/Vllla kompleksa nakon cega se ubrzano udruZuje sa FVa sa
povrsine trombocita i proizvodi pravu eksploziju u produkciji trombina, dovoljnu da dovede
do zgrusavanja fibrinogena. Trombociti su verovatno jedine celije na kojima je propagacija
koagulacije efikasna obzirom da je povrSina trombocita specijalizovana da koordinira
uklapanje FIXa/Vllla i FXa/Va kompleksa. Dodatna pogodnost je Sto veliki broj trombocita
moze biti regrutovan na mesto povrede kako bi se obezbedila dovoljno velika povrsina za
stvaranje trombina velikih razmera (Slika 1).
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Slika 1. Celijski model koagulacionog mehanizma

Iz do sada navedenog, logi¢no proizilazi da je od izuzetnog znacaja postojanje efikasnog
sistema koji na odgovarajuci nacin prilagodava mesto i koli¢inu stvaranja trombina stepenu
teZine povrede. Ovaj sistem obuhvata mehanizme Ciji je osnovni imperativ da se
koagulacioni proces lokalizuje na mesto povrede, kao Sto su: efikasna adhezija trombocita,
obzirom da se na taj nacin otklanja barijera kretanju prokoagulantnih proteaza sa povrsine
inicirajucih ¢elija ka povrsini trombocita [16], znatno manja aktivnost plazmatskih proteaznih
inhibitora u inaktivisanju koagulacionih proteaza na povrsini ¢elija nego u krvotoku, brza
inhibicija aktiviranih faktora koji se udalje od mesta povrede. Sa druge strane, niz
antitrombotskih mehanizama trudi se da prevenira propagaciju koagulacije duz zdravog,
intaktnog endotelijuma. Ovi mehanizmi ukljucuju endotelijalni trombomodulin (TM)/protein
C/protein S sistem koji je zaduzen za inaktivaciju faktora Va i Vllla, ekto-ADP-azu koja
suprimira trombocitnu aktivaciju oslobadanjem ADP-a i heparanoide endotelijalne povrsine
koji mogu da veZu i poboljSaju aktivnost antitrombina. Nivo ekspresije ovih mehanizama
varira medu razli¢itim vaskularnim lokalizacijama i moze biti modifikovan pod uticajem
inflamatornih stimulusa i vaskularne patologije [17,18,19].

lako se ugrusak formira gotovo odmah nakon Sto pocne "eksplozija" formiranja
trombina na trombocitnoj povrsini, struktura ugruska nastavlja da se menja, u zavisnosti od
brzine formiranja trombina i brzine proticanja krvi. Ako je inicijalna brzina formiranja
trombina spora, ugrusak ima labavu strukturu sastavljenu od debelih fibrinskih vlakana sa
malom strukturnom rigidnos¢u. Nasuprot tome, ugrusci koji nastanu u zenitu formiranja
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trombina, imaju guscu i rigidniju strukturu i otporniji su na mehanicku i enzimsku
destrukciju. lako ne moZemo biti sigurni da li je brzina ili maksimalni nivo trombinske
aktivnosti ono Sto determiniSe strukturu ugruska, jasno je da su ovi parametri vazniji od
ukupne koli¢ine trombina koja se produkuje. Takode, najverovatnije je upravo struktura
ugruska presudna u definisanju njegove osetljivosti prema fibrinolizi kao komponenti koja
poslednja stupa na scenu hemostaznog procesa.

2. Fibrinolizni sistem

2.1. Razvoj saznanja na polju fibrinolize

Pri¢a o fibrinoliznom mehanizmu pocinje davne 1794. godine, zapazanjem Huntera da
kod Zivotinja koje su umrle od iznenadne smrti nema spontane koagulacije krvi [20]. Ovaj
fenomen delimi¢no je 1906. godine objasnio Morawitz, utvrdivsi da u krvi Zrtava iznenadne
smrti nema fibrinogena. Obzirom da je uocio i da takva krv moze razoriti fibrinogen i fibrin u
normalnoj krvi pretpostavio je da se objasnjenje mozZe naéi u postojanju enzima koji ima
sposobnost razaranja fibrina [21]. Dastre je 1893. godine kvantifikovao razlaganje fibrina i
taj dogadaj oznacio imenom fibrinoliza, Sto je ujedno i prvi put da se pojavljuje ovaj termin
[22]. U razumevanju fibrinoliznog procesa veoma su znacajna i zapazanja Nolfa, s’ pocetka
dvadesetog veka, koji pretpostavlja da se kao krajnji rezultat procesa koagulacije javlja liza
stvorenog ugruska pod dejstvom proteoliznih enzima [23], a treba istadi i to da je osnovnu
konturu danasnjeg shvatanja spontane fibrinolizne aktivnosti pruzio Macfarlane 1937.
godine dokazujudi da se kod ¢oveka ona moze izazvati operativnim zahvatom [24].

Za otkrice fibrinoliznih inhibitora najzasluzniji su Opie i Barker, a za rasvetljavanje
njihove uloge Schmitz [25,26]. Tillet i Garner 1933. godine dolaze do otkriéa da jedan
produkt hemoliti¢kog streptokoka ima uticaj na odvijanje fibrinoliznog procesa [27], a ubrzo
nakon toga je Milston doSao do zaklju¢ka da ovaj produkt prvo stupa u vezu sa izvesnim
“litickim” faktorom, pa tek takav kompleks razlaze fibrin [28]. Od tog momenta se
pretpostavlja da je za razgradnju fibrina neophodno da se enzim koji je za nju odgovoran
pretvori iz proenzima u aktivhu formu. Proenzim je nazvan plazminogenom, dok je aktivan
enzim dobio ime plazmin. Inhibitor plazmina je oznacen kao antiplazmin, a spomenuti
streptokokni aktivator kao streptokinaza. Za ovu terminologiju, koja je i danas vazeca,
zasluzni su Christensen i Macleod [29]. Konaéno, sredinom proslog veka izolovan je
plazminogen, a otkriveni su i aktivatori fibrinoliznog procesa koji su prisutni u samom
organizmu, tzv. endogeni aktivatori fibrinolize [30].

Drugu polovinu dvadesetog i pocetak dvadeset prvog veka karakteriSse kako otkrice
novih ¢inilaca fibrinoliznog procesa, poput trombinom aktiviSuéeg fibrinolitickog inhibitora
(TAFI), tako i rasvetljavanje mehanizama putem kojih su pojedinacni fibrinolizni Cinioci
ukomponovani u skladnu i uravnotezenu celinu.
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2.2. Uloga i znacaj fibrinoliznog sistema

Kao integralni deo kompleksnog hemostaznog mehanizma, fibrinolizni sistem za svoje
osnovne uloge ima, kao sto mu i samo ime kaze, razgradnju fibrina, kako intravaskularno,
tako i van krvnog suda, u tkivima u kojima se on istaloZi ali i spreCavanje formiranja
fibrinskih ugrusaka u cirkulaciji. Danas se zna da je degradacija fibrina samo jedna od
mnogih vaznih uloga ovog sistema, medu kojima su: aktivacija metaloproteaza zaduzenih za
razgradnju ekstracelularnog matriksa, remodeliranje tkiva, kao Sto je sluc¢aj u zarastanju
rana, stimulacija ¢elijske migracije, usadivanje embriona ali i maligna proliferacija [31].

Treba istaci da fibrinolizni sistem obuhvata veliki broj ¢inilaca Cije se uloge neprestano
medusobno prepliéu, a Ciji je zajednicki zadatak da se obezbedi stabilna dinamska ravnoteza
izmedu procesa zgruSavanja krvi i razgradnje koaguluma. Kako upravo fibrinolizni sistem
predstavlja onaj tas na vagi koji je drzi uravnotezenom dok se sa druge strane nalazi
koagulacioni mehanizam, u slucaju eventualne prevage aktivatora fibrinolize moze do¢i do
nastanka hemoragijskog sindroma, a dominacija inhibitora za posledicu moze imati razvoj
tromboze, te je dakle uskladeno i harmonic¢no delovanje svih Cinilaca ovog kompleksnog
sistema od izuzetnog znacaja za neometano funkcionisanje hemostaznog mehanizma i
odrzavanje homeostaze organizma (Slika 2).

FIZIOLOSKI

KRVARENJE \\/, TROMBOZA

Slika 2. Promena strukture fibrina u sklopu poremecaja funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma

2.3. Cinioci fibrinoliznog sistema

Vekovna istraZivanja fibrinoliznog procesa omogudila su da danas raspolazemo sa
mnoStvom podataka o strukturi i funkciji svih glavnih fibrinoliznih proteina, S$to
podrazumeva serinske proteaze, njihove inhibitore i aktivatore, kao i podacima o njihovim
receptorima. Za sada se ispitivanje dinamickih molekularnih interakcija medu njima vrsi u in
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vitro istraZivanjima uzoraka pune krvi, ali je i razvoj genetski modifikovanih miseva
deficitarnih u jednom ili viSe fibrinoliznih proteina od velikog znacaja za razumevanje uloge
ovih Cinilaca u intra i ekstravaskularnim dogadajima. Svakako treba napomenuti da su i
genetske analize humanih sindroma deficijencije, koji su uzrokovani specifi¢cnim mutacijama,
a za posledicu imaju bilo fibrinoliznu inhibiciju, bilo stimulaciju, jo$ jedan vazan izvor
informacija o komponentama fibrinoliznog mehanizma [32].

2.3.1.  Plazminogen

Plazminogen predstavlja proenzim aktivnog fibrinoliznog enzima - plazmina. Sintetise
se u jetri, pod kontrolom gena na dugom kraku hromozoma 6, a u plazmi nalazi u
koncentraciji od oko 100-150 mg/I. Njegovo poluvreme Zivota u cirkulaciji iznosi 2,8 dana. U
svojoj intaktnoj formi, plazminogen je 791-aminokiselinski, jednolancani glikoprotein iz
familije B-globulina, molekulske mase 88.000 Da. Aktivatori konvertuju plazminogen u
dvolan¢anu molekulu plazmina raskidajuéi Argse-Valsg; vezu na mestu spoja teskih i lakih
lanaca.

Postoji nekoliko formi plazminogena u plazmi, a dve najznacajnije su tzv. “nativna” i
“modifikovana” forma [33,34]. Nativha forma sadrzi 791 aminokiselinu i pocinje sa
glutaminom na aminoterminalnom kraju signalne sekvence, te se jo$ naziva i Glu-
plazminogen. lzdvajanjem takozvanog peptida aktivacije nastaje “modifikovana” forma
plazminogena koja se jo$ naziva i Lys-plazminogen, obzirom da njen aminoterminalni deo
uglavnom zapocinje sa lizinom. lIza signalne sekvence sledi regija molekule koja sadrzi pet
odvojenih podrucja trostruko savijenih lanaca, sa 80-114 aminokiselina, medusobno
povezanih disulfidnim vezama, koji su obzirom na sli¢nost sa jednom vrstom danskog peciva
po njemu i nazvani “kringles”, odnosno "perecne" strukture (K1-K5) [35]. Iza njih sledi regija
proteaza. Svaki od pet "perecnih" domena je kodiran od strane dva odvojena egzona izmedu
kojih se nalazi jedan intron, u genu za plazminogen. Ovi domeni plazminogena sadrze lizin-
vezujuéa mesta, odgovorna za specificno vezivanje plazminogena za fibrin i interakciju
plazmina sa a2-antiplazminom. Nuklearna magnetna spektroskopija ukazuje na to da je K1
podrucje kompaktna, globularna struktura izgradena oko jezgra koje cine hidrofobne
aromaticne aminokiseline, a hemijska istrazivanja ukazuju na to da su specificne
aminokiselinske rezidue ovog podruéja ukljuéene u vezivanje za fibrin. Smatra se da su
rezidue 1-442 esencijalne za proenzimske karakteristike plazminogena, rezidue 1-77 igraju
znacajnu ulogu u odrZavanju strukture i odreduju brzinu aktivacije, dok rezidue 562-791
imaju presudan znacaj u vezivanju streptokinaze. K1-K3 regija poseduje inicijalna vezujuca
mesta za brzodelujuci inhibitor plazminogena, a,.antiplazmin, dok je K4 plazminogena
odgovorna za njegovo vezivanje za tetranektin [36].

Aktivaciono mesto plazminogena cini “kataliticka trijada” sastavljena od serina,
asparagina i histidina. Ovo mesto je smeSteno na COOH terminalnom podrucju proteaze.
Aktivacija plazminogena moze se odigrati na dva nacina. Prvi podrazumeva unutrasnji put
aktivacije plazminogena, koji pokrecu cinioci koji se nalaze u plazmi, poput Xl faktora
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koagulacije, prekalikreina, visoko-molekularnog kininogena ili trombina. Drugi se odnosi na
spoljasnji put aktivacije plazminogena za Cije pokretanje su odgovorni aktivatori koji se
stvaraju u tkivima i endotelnim ¢elijama, na prvom mestu tkivni i mokraéni aktivator
plazminogena [37].

2.3.2. Plazmin

Kljuénu ulogu u odvijanju fibrinoliznog procesa igra upravo plazmin, proteolizni enzim
koji se sastoji iz lakog i teSkog polipeptidnog lanca, medusobno povezana disulfidnom
vezom. Molekulska teZina mu je 82.900 Da [33]. U cirkulaciji se plazmin nalazi u formi svog
neaktivnhog prekursora, proenzima plazminogena. Pretvaranje plazminogena u plazmin
odvija se pod dejstvom brojnih aktivatora fibrinoliznog procesa.

Svoju proteoliznu aktivnost plazmin ispoljava razlaganjem argininskih i lizinskih veza,
prvenstveno u molekulima fibrina i fibrinogena, pri ¢emu nastaju brojni fragmenti poznati
kao fibrin/fibrinogen degradacioni produkti ili fragmenti X, Y, D i E. U fizioloSkim uslovima,
zahvaljujuéi dejstvu inhibitora, dejstvo plazmina je usmereno isklju¢ivo na fibrin u sastavu
krvnog koaguluma, dok u izvesnim patoloskim stanjima dolazi i do razgradnje fibrinogena.
Pored toga, obzirom da je nespecifiCan enzim, on izaziva i proteoliznu razgradnju V i VIII
¢inioca kaogulacije, vonWillebrandovog faktora, <dinilaca sistema komplementa,
adrenokortikotropnog hormona, glukagona i hormona rasta, a takode izdvaja i peptid
aktivacije iz molekule Glu-plazminogena [38].

Najznacajniji fizioloski inhibitor plazmina u cirkulaciji je aj.antiplazmin, dok su u
trombu to inhibitor aktivatora plazminogena 1 (PAI-1) i trombinom aktiviSuci fibrinolizni
inhibitor (TAFI) [39].

2.3.3.  Tkivni aktivator plazminogena (t-PA)

Tkivni aktivator plazminogena je jednolanadana serinska proteaza molekulske tezine
68.000 Da. Njegova koncentracija u plazmi, merena kao t-PA antigen je niska, 5-10 pg/l i
menja se znacajno pod uticajem razliCitih fizioloskih i patoloskih okolnosti. Vreme poluzivota
mu je veoma kratko i iznosi 2,5-5 minuta. Ovaj glikoprotein se nalazi u svim tkivima
organizma osim jetre i placente. Detektovan je takode i u telesnim tecnostima poput
pljuvacke, suza, mleka i sperme [34]. Prevashodno se sintetiSe u endotelnim ¢elijama, pod
kontrolom gena na hromozomu 8, ali se pored toga moZe sintetisati i u fibroblastima,
makrofagnim ¢elijama, leukocitima, glatko-misi¢énim celijama i malignim celijama.

Brojni su stimulacijski faktori za oslobadanje t-PA iz endotelnih ¢elija. To su pored
hipoksije i fizickog opterecenja i venska staza, acidoza, psihicki stres, pusenje, kao i
intravenska primena adrenalina, histamina ili vazopresina. Oslobodeni t-PA se vezuje sa
svojim najznacajnijim inhibitorom, inhibitorom aktivatora plazminogena-1 (PAI-1) i u plazmi
se uglavnom i nalazi u formi ovog kompleksa, a svega oko 5% je u slobodnom obliku.
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Kao $to mu i samo ime kaZe, osnovna uloga ovog enzima je u aktivaciji plazminogena,
te na taj nacin u sprecavanju nastanka i Sirenja intravaskulne koagulacije. U nedostatku
fibrina, t-PA veoma sporo aktivira Glu-plazminogen, dok se u slucaju fizioloskih koncentracija
fibrina, zajedno sa Glu-plazminogenom vezuje za fibrin i veoma brzo pretvara plazminogen u
plazmin. Interesantna je Cinjenica da je jednolanéani t-PA potpuno aktivan ve¢ kada se veze
za fibrin i plazminogen, a pre formiranja dvolancane molekule, te je on prakti¢no jedina
poznata serinska proteaza sa gotovo maksimalnom aktivno$éu u jednolanéanoj formi.

Procesi koji reguliSu pojavu aktivnog t-PA u krvi su: sekrecija t-PA iz endotelnih ¢éelija u
cirkulaciju, inhibicija t-PA pomoéu PAI-1 u plazmi i eliminacija jetrom. Razlike u molarnom
odnosu izmedu t-PA antigene koncentracije i t-PA aktivnosti objasnjavaju se prisustvom PAI-
1 koji sa t-PA formira inaktivan kompleks. U izvesnom stepenu i antiplazmin i Cl-inhibitor
doprinose ovome efektu. Moguce je i da kompleksi t-PA sa pomenutim inhibitorima imaju
duZe poluvreme Zivota u cirkulaciji u poredenju sa slobodnim t-PA, dozvoljavajuéi tako
njihovo akumuliranje. Sa druge strane, (delije jetrenog parenhima prezentuju
visokoafinitetne receptore za preuzimanje tPA/PAI-1 kompleksa i odgovorne su za njihovu
razgradnju.

.....

korelacija izmedu cirkuliSuceg plazmatskog nivoa t-PA i njegovog lokalnog oslobadanja iz
endotela, te se merenje koncentracije t-PA ili PAI-1 u plazmi ne moZe koristiti u svrhu
procene lokalne fibrinolizne aktivnosti. Aktivnost t-PA na organskom nivou zavisna je pre od
oslobadanja iz endotelnih ¢elija nego od cirkulisi¢eg t-PA ili inhibitora ovog Cinioca u krvi
[40].

2.3.4. Mokracni aktivator plazminogena, urokinaza (u-PA)

Mokraéni aktivator plazminogena, odnosno urokinaza (u-PA) je glikoprotein poreklom
iz bubreznog parenhima, koji se nalazi u urinu, a u vrlo niskoj koncentraciji i u plazmi. |
brojne druge celije, poput fibroblasta, epitelnih éelija, pneumocita, makrofaga, éelija
decidue placente, kao i celije nekih tumora mogu produkovati ovaj enzim [34]. Vreme
poluzivota u-PA je oko 10-15 minuta, a njegov prethodnik je tzv. prourokinaza koja je
izgradena iz jednog polipeptidnog lanca molekulske teZine 54.000 Da i oznacena je kao scu-
PA. Gen koji kontrolise sintezu prourokinaze nalazi se na hromozomu broj 10. scu-PA se
konvertuje u enzimski aktivnu dvolan¢anu formu uPA pod uticajem plazmina ili kalikreina.
Tacna uloga ovoga enzima u hemostazi i fibrinoliznom mehanizmu jos uvek nije u potpunosti
razjasnjena.

Za razliku od t-PA, prvenstveno zaduZenog za sprecavanje intravaskularne tromboze,
u-PA je uglavnom deo meduéelijskih proteoliznih mehanizama u razli¢itim tkivima. Celije
ovih tkiva poseduju specifiéne receptore za pomenuti aktivator, buduci da je u-PA ukljucen i
u procese zapaljenja, tumorske invazije, reparacije tkiva, fertilizacije i embriogeneze [41].
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2.3.5. Inhibitor plazmina, antiplazmin (Pl)

Najznacajniji fizioloski inhibitor fibrinolize je a,-antiplazmin, glikoprotein molekulske
tezine 70.000 Da. SintetiSe se u jetri, a vreme poluZivota mu je oko 3 dana. Ulogu inhibitora
plazmina on ostvaruje brzom inhibicijom slobodnog plazmina, ometanjem vezivanja
plazminogena za fibrin i vezivanjem za a-lance fibrina u toku koagulacije. Upravo je
interakcija plazmin-antiplazmin centralna u fizioloskoj kontroli fibrinolize, sa ciljem da se
obezbedi mogucnost za brzu i pravovremenu aktivaciju ovog sistema na mestima odlaganja
fibrina, a bez stvaranja uslova za otpocinjanje sistemske fibrinolize.

U odnosu 1:1, ay-antiplazmin formira kompleks sa plazminom u dva koraka. Prvi je
formiranje reverzibilnog kompleksa sa plazminom vezanim za fibrin uz pomo¢ nekovalentnih
veza. Drugi korak je ireverzibilno vezivanje serina iz plazmina sa odredenim mestom a,-
antiplazmina. U ovom procesu i sam antiplazmin biva delimi¢no razgraden plazminom.
Vezivanje plazminogena za fibrin, ay-antiplazmin sprecava putem kompetitivne inhibicije za
zajednicka receptorska mesta. Inhibicijsku aktivnost ovaj enzim pokazuje i prema t-PA, u-PA,
Xlla, Xla i Xa, kalikreinu i trombinu [42].

2.3.6. Inhibitor aktivatora plazminogena-1 (PAI-1)

PAI-1 je glikoprotein molekulske tezine 45.000 Da, sastavljen iz jednog polipeptidnog
lanca sa reaktivnom peptidnom vezom na mestu Arg345-Met346. Sinteza mu je pod kontrolom
gena na hromozomu 7, a primarno mesto sinteze vaskularni endotel. Pored toga, u manjoj
meri ga mogu sintetisati i hepatociti, fibroblasti, glatke misSi¢ne celije, kao i neke maligne
celije [43]. Nalazi se u plazmi u antigenoj koncentraciji od oko 20 ng/ml, ali se u znacajnoj
koli¢ini nalazi i u a, granulama trombocita, odakle se oslobada pri njihovoj aktivaciji. Osim
aktivne inhibitorne forme, koja se spontano pretvara u latentnu formu, postoji i forma
rascepljena na P;-P; mestu, koja ne formira stabilne komplekse. Brojni su ¢inioci koji mogu
uzrokovati stvaranje i ekskreciju PAI-1, kao $to su: trombin, interleukin-1 (IL-1), bakterijski
endotoksini, faktor nekroze tumora (TNF), transformisuéi faktor rasta B (TGF-B),
deksametazon i lipoproteini [33,34].

PAI-1 je znacajna komponenta sistema plazminogen/plazmin, obzirom da je vodedi
inhibitor t-PA i u-PA. Inhibitorno svojstvo ispoljava na taj nacin sto prvo stvara reverzibilni
kompleks sa aktivatorom plazminogena, da bi se nakon raskidanja jedne peptidne veze
stvorila kovalentna veza i okoncala inaktivacija. Poznato je da je PAI-1, uz trombinom
aktivisudi fibrinolizni inhibitor (TAFI), glavni inhibitor plazmina u trombu. In vitro studije su
pokazale da nivo PAI-1 vezanog za fibrin direktno uti¢e na rezistenciju tromba na fibrinolizu
[44] . Osim toga, in vivo studijama je dokazano da su genetski modifikovane Zivotinje bez
PAI-1 gena znatno osetljivije na fibrinolizu vestacki izazvane arterijske tromboze u odnosu na
Zivotinje koje imaju normalnu ekspresiju gena za PAI-1 [45]. U novije vreme, sve brojniji su
dokazi da je povisen nivo PAI-1 prakti¢no faktor rizika za razvoj koronarne sréane bolesti i
infarkta miokarda, kao i ateroskleroze uopste [46]. U subendotelnom matriksu, PAI-1 je
zasticen od inaktivacije i moze funkcionisati tako Sto inhibira lokalnu proteolizu.
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Osim uloge u regulaciji hemostaze, PAI-1 igra ulogu i u nekoliko drugih bioloskih
procesa zavisnih od aktivatora plazminogena ili plazminske aktivnosti. Studije sa miSevima
dokazale su funkcionalnu ulogu PAI-1 u zarastanju rana, metaboli¢kim poremecajima poput
insulinske rezistencije i gojaznosti, tumorskoj angiogenezi, hroni¢nom stresu, astmi,
reumatoidnom artritisu, fibrozi, remodeliranju kosti, glomerulonefritisu i sepsi (Slika 3).
Ostaje da se razjasni da li ove uloge zavise od antiproteolizne aktivnosti PAI-1, njegovog
vezivanja za vitronektin, glikoprotein koji olakSava i stabilizuje aktivaciju PAI-1 ili njegove
interakcije sa celularnom migracijom [47,48].

Fibrinoliza Angiogeneza
Celijska » <
migracija \ / Zarastanje
¢ ¢ rana
td

PAI-1 fizioloSKki

PAI-1 patoloski

Bubrezne
bolesti

Pluéne
bolesti

Gojaznost Karcinom

Kardiovaskularne
bolesti

Slika 3.0snovne uloge PAI-1

2.3.7. Inhibitor aktivatora plazminogena-2 (PAI-2)

Ovaj glikoprotein prvo je otkriven u ekstraktu humane placente. Kasnije je pronaden i
u monocitima, leukocitima i makrofagima. Njegova plazmatska koncentracija raste tokom
trudnoce, iznad 35 umol/I i naglo se smanjuje nakon porodaja, te se pretpostavlja da PAI-2
ostvaruje hemostaznu ulogu tokom trudnoce i porodaja. Ipak, u nekoliko slu¢ajeva otkriven
je i u plazmi muskaraca i Zena koje nisu bile gravidne. Treba rec¢i i da trudnice sa
placentarnom insuficijencijom imaju nisku koncentraciju PAI-2, da su u preeklampsiji
njegove koncentracije nize a koncentracije PAI-1 viSe nego kod Zena sa nekomplikovanom
trudnoc¢om [31].

PAI-2 se javlja u dva oblika, kao ¢elijski PAI-2, ¢ija je molekulska teZina 46.000 Da, i kao
glikozilirani oblik koji se izlu€uje iz ¢elija i Cija je molekulska teZina 70.000 Da.
2.3.8. Trombinom aktivisuci fibrinolizni inhibitor (TAFI)

Trombinom aktivisuéi fibrinolizni inhibitor predstavlja direktnu sponu izmedu
koagulacionog i fibrinoliznog sistema [49]. Drugacije nazvan i prokarboksipeptidaza B ili
karboksipeptidaza U, ovaj jednolancani glikoprotein, molekulske tezine 60.000 Da, pripada
familiji metalokarboksipeptidaza. SintetiSe se u jetri, a u krvotoku cirkuliSe u formi
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inaktivnog proenzima koji postaje aktiviran tokom procesa koagulacije. Najverovatniji
fizioloski aktivatori TAFI su trombin (u kompleksu sa kofaktorom trombomodulinom),
plazmin (u kompleksu sa polisaharidnim kofaktorima), kalikrein i tripsin [50,51].

Aktivna forma, TAFla, mozZe smanijiti fibrinoliznu aktivnost cepanjem C-terminalnih
lizinskih rezidua od delom degradiranog fibrina, koji stimuliSe konverziju plazminogena u
plazmin indukovanu od strane t-PA. Posledica ovoga je smanjeno vezivanje plazminogena za
povrsinu fibrina. Pored toga, TAFla odlaZe lizu ugruska posredovanu i drugim aktivatorima
plazminogena [52]. Dakle, ovaj Cinilac nije klasi¢an inhibitor fibrinolize nego enzim koji moze
modulirati njenu aktivnost.

Pretpostavlja se da upravo TAFI igra klju¢nu ulogu u interakciji prokoagulantnih,
antikoagulantnih i fibrinoliznih mehanizama [53] i da bi njegova inhibicija mogla znatno
doprineti popravljanju snizene fibrinolizne aktivnosti i poveéenju efikasnosti fibrinoliticke
terapije u trombozama.

2.3.9. Ostali inhibitori fibrinolize

Pored navedenih, vodedéih inhibitora fibrinolize, i sledeci ¢inioci mogu igrati odredenu
ulogu u suprimiranju fibrilnoliznog potencijala:

a,-makroglobulin - Ovu termostabilnu serinsku proteazu sintetiSu celije jetre,

endotelne ¢elije, monociti i makrofagne celije. Osnovna uloga a,-makroglobulina je
neposredna, brza i reverzibilna inhibicija plazmina. Inhibitorni efekat ispoljava i prema t-PA,
kompleksu streptokinaza-plazminogen, trombinu, tripsinu, himotripsinu, kalikreinu i
elastazi. Pored toga, razgraduje fibrin, fibrinogen i faktor VIl koagulacije. Poviseni nivoi a,-
makroglobulina sre¢u se u trudnodi, nefrotskom sindromu, nekim bolestima jetre i pluca i
tokom koris¢enja oralnih kontraceptiva. Pored toga, ovaj Cinilac je i protein akutne faze.

as-antitripsin - PoviSeni nivoi ovog inhibitora fibrinolize se osim u slucaju sniZzene
fibrinolizne aktivnosti mogu sresti i u zapaljenju, tumorima i tokom primene estrogenske
terapije.

C1 esterazni_inhibitor - Njegova osnovna uloga je inhibicija prve komponente

komplementa, potom inhibicija kalikreina, faktora Xla i Xlla, ali i plazmina. ZapaZena je
udruzenost deficita C1 inhibitora i hereditarnog angioedema bez krvarenja.

Antitrombin — On je na prvom mestu primarni inhibitor trombina, kao i nekih faktora
koagulacije, ali pored toga sporo i ireverzibilno inhibiSe i obi¢no vrlo male koli¢ine plazmina
[33,34].

Xl _faktor koagulacije — Fosfolipidne membrane aktiviranih trombocita, monocita i

endotela predstavljaju idealnu podlogu za aktivaciju koagulacionih faktora, a medu njima i
faktora Xlll, koji u odvijanju fibrinoliznog procesa ima poseban znacaj. Stvarajuéi unakrsne
veze izmedu fibrina i PAI-1, PAI-2, a,-antiplazmina, TAFI i apolipoproteina (a), aktivirani
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faktor XlIl znatno uti¢e na strukturu i stabilnost tromba u smislu jacanja njegove strukture i
inhibiranja lize tromba [54].

Histidinski glikoprotein — To je glikoprotein molekulske teZine 75.000 Da, koji poseduje

jedno podrucje sa velikim brojem molekula histidina. Ova regija ima visok afinitet prema
plazminogenu koga inhibira, obzirom da spre¢ava vezivanje plazminogena za fibrinogen. Cak
oko 50% ukupnog cirkuliSuéeg plazminogena vezano je za histidinski glikoprotein u vidu
reverzibilnog kompleksa. Na taj nacin je znatno smanjena koli¢ina plazminogena
raspoloZivog za vezivanje sa fibrinom u toku procesa koagulacije i nakon njega.

2.3.10. Trombospondin

Trombospondin je specifiéni regulator fibrinoliznog procesa. To je glikoprotein
molekulske tezine 450.000 Da koji se oslobada tokom aktivacije trombocita iz njihovih a-
granula. U prisustvu fibrina on usporava aktivaciju plazminogena, a ukoliko fibrina nema,
trombospondin viSestruko ubrzava aktivaciju plazminogena od strane t-PA [55].

2.4. Mehanizam fibrinoliznog procesa

Glavnu kariku fibrinoliznog mehanizma ¢ini proteolizni enzim plazmin, koji se u plazmi
nalazi u formi svog neaktivhog proenzima plazminogena. Za aktivaciju plazminogena i
nastanak plazmina odgovorni su aktivatori plazminogena (kinaze). Do njihovog oslobadanja
dolazi pri povredi krvnog suda, iz njegovih endotelnih ¢elija, ali i u uslovima delovanja
vazoaktivnih amina, hipertermije i fizickog rada.

Osnovni aktivatori plazminogena su tkivni aktivator plazminogena (t-PA) i mokraéni
aktivator plazminogena (u-PA). Osim njih, plazminogen aktiviSu i XlI cinilac koagulacije,
trombin, kao i enzimi nekih bakterija [1]. Oslobadanjem t-PA ili pojavom aktivne urokinaze
nastaju optimalni uslovi za aktivaciju procesa fibrinolize. Ipak, da bi se formirao plazmin
neophodno je da se pojave fibrinska vlakna koja su supstrat za njegovo delovanje. U procesu
koagulacije, za fibrin se veZe izvesna koli¢ina plazminogena iz plazme i ista koli¢ina a,-
antiplazmina. Obzirom da je za fibrin vezan i t-PA, nastaje kompleks aktivatora
plazminogena, Glu-plazminogena i fibrina, Sto omogudava konverziju plazminogena u
plazmin. Najvedi deo plazmina vezanog za fibrin ¢e biti inaktivisan dejstvom a,-antiplazmina,
takode vezanog za fibrin, ¢ime ¢e biti onemogudéena prerana liza koaguluma. Da bi se
zapoceta fibrinoliza nastavila potrebno je da se nove koli¢ine aktivatora vezuju za fibrin, Sto
rezultuje daljom produkcijom plazmina koji sada postepeno pocinje da razlaze fibrin. Na
ogoljene regije, nastale razgradnjom fibrina, vezuju se novi molekuli plazminogena, koji
dejstvom aktivatora bivaju transformisani u plazmin koji kona¢no uspeva da nadvlada
inhibitorne Cinioce, te da omogucdi definitivnu razgradnju koaguluma (Slika 4).
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Slika 4 . Fibrinolizni mehanizam
2.4.1. Fizioloska regulacija fibrinoliznog procesa
Fizioloski odgovor na formiranje hemostaznog koaguluma ili tromba zahteva

besprekorno koordinisanu interakciju brojnih aktivatora, proenzima, enzima, inhibitora i
receptora fibrinoliznog mehanizma u cilju lokalne aktivacije fibrinolize (Slika 5).

Slika 5. Razgradnja fibrina pod uticajem fibrinoliznog mehanizma

Ovaj proces regulisan je koncentracijom plazminogena, aktivatora i inhibitora
fibrinolize na mestu formiranja fibrina, kao i vezivanjem fibrinoliznih ¢inilaca za fibrinske,
celijske i komponente matriksa tromba. Plazminogen se vezuje za fibrin uporedo sa
njegovom polimerizacijom i ugraduje se u tromb vezivanjem regulisanim preko lizin-
vezujuéih mesta na "perecnim" domenima. Aktivacija vezanog plazminogena olaksana je
vezivanjem t-PA za fibrin, kao i porastom aktivnosti kako tPA, tako i scuPA, u prisustvu
fibrina [56]. Brzo delujuci inhibitori, kao Sto su inhibitor plazmina i PAI-1 efikasni su u
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inhibiranju slobodnog plazmina ili t-PA ali ne i enzima vezanih za fibrin, te dozvoljavaju
lokalizovanu plazminsku proteolizu fibrina, istovremeno prevenirajuci sistemsku aktivaciju
fibrinolize.

Ukoliko posmatramo regulaciju fibrinoliznog mehanizma na nivou endotelnih éelija,
treba ista¢i da one poseduju vezujuca mesta za plazminogen, plazmin i aktivatore
plazminogena. Sekrecija t-PA od strane ovih celija moZe biti stimulisana fibrinom,
vezivanjem trombina za tromb ili efektima same okluzije krvnog suda, te se na ovaj nacin
povecava lokalna koncentracija aktivatora plazminogena. Pored toga, fibrin moZe inhibirati
sekreciju PAI-1 od strane endotelnih ¢éelija, na taj nacdin spre€avajuci inaktivaciju
sekretovanog t-PA [57]. Dakle, endotelne ¢elije interreaguju sa fibrinoliznim sistemom kako
bi na adekvatan nacin modulirale njegovu aktivnost u cilju odrzavanja netrombogenih
svojstava endotela, uz ocuvanje punog vaskularnog potencijala intaktnih krvnih sudova u
smislu adekvatnog fibrinoliznog odgovora u slu¢aju pojave novostvorenih depozita fibrina.

Regulacija fibrinoliznog procesa odvija se i na nivou trombocita, pri ¢emu je od velikog
znacaja upravo sadrzaj trombocitnih granula. Tako trombociti mogu vezivati i plazminogen i
t-PA povedavajudi na taj nacin stvaranje plazmina, ali mogu i ogranicavati fibrinolizni proces
putem sekrecije PAI-1 i inhibitora plazmina skladistenih u a-granulama [58].

Inicajlno dejstvo plazmina na krvni ugrusak ubrzava fibrinolizu preko nekoliko
mehanizama pozitivne povratne sprege. Tako plazmin pretvara Glu u Lys-plazminogen koji
ispoljava znatno vedi afinitet prema fibrinu, pretvara jednolanéani t-PA u dvolan¢anu formu,
$to olakSava njegovo vezivanje za fibrin a pri cepanju plazmina eksponiraju se nova mesta za
vezivanje plazminogena i t-PA [1]. Sa druge strane pak, postoje i osobine ugruska koje sluze
da smanje i uspore njegovo razlaganje, Sto je svakako povoljno u slucaju zastite
hemostatskog koaguluma ali nije toliko poZeljno u slucaju tromba. Tako mala povrsina
endotela koja pripada na njoj formiranom velikom ugrusku limitira koli¢inu lokalnog t-PA,
dok potpuno suprotno, u slucaju postojanja mikrovaskularnih ugrusaka, povecan odnos
endotelne povrsine i volumena ugruska moze rezultovati njegovom brzom i kompletnijom
lizom.

Uticaj na razlaganje stvorenog ugruska svakako imaju i fibrinolizni inhibitori. Tako PAI-
1 vezan za fibrin inhibira i t-PA i u-PA, a u kompleksu sa t-PA takmici se sa slobodnim t-PA za
vezujuéa mesta na molekuli fibrina. Pored toga, PAI-1 vezan za subendotelni matriks
prevenira aktivaciju plazminogena na mestima oStecenja krvnog suda, odrzavajudi
hemostazni integritet i Stite¢i matriks od proteolizne degradacije. Istovremeno, FXIII
koagulacije vezuje ukrStenim vezama inhibitor plazmina za a lance fibrina. Na ove nacine su
inhibitori t-PA i plazmina specifiéno lokalizovani na ugrusku, sa ciliem smanjenja njegove
fibrinolizne degradacije. Pored toga, sporo formiranje unakrsnih veza fibrinskih a lanaca u
cilju formiranja velikih polimera, uz pomo¢ faktora Xllla, €ini fibrin otpornijim na degradaciju
u plazmi, doprinoseéi otpornosti starijih ugruska na fibrinolizu. Konacno, TAFI kida
novoeksponirana mesta za vezivanje lizina te na taj nacin smanjuje vezivanje t-PA i
plazminogena [59].
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3. VENSKA TROMBOZA

3.1. Osnovne karakteristike

Tromboza predstavlja proces formiranja krvnog ugruska koji nastaje kao posledica
disbalansa prokoagulantnih, antikoagulantnih i fibrinoliznih faktora. Za razliku od arterijske
tromboze in situ koja predstavlja kritican momenat dugotrajnog i progresivnog
aterosklerotskog procesa, razvoj venskog tromba je relativno iznenadan i pojavljuje se u
sklopu akutnih i tranzitornih okolnosti. Medutim, situacija je po pitanju pojave simptoma
Cesto potpuno obrnuta. Tako se simptomi arterijske tromboze obi¢no javljaju naglo, dok se u
slu¢aju venske tromboze mogu razvijati sporo, te se vreme pocletka samog dogadaja
ponekad ne moZe jasno definisati (Slika 6).

FizioloSki venski Rana faza

tok krvi -razvoja tromba

&
Dalji razvoj venskog Potpuno razvijen Razvoj
tromba ) venski tromb embolusa

Slika 6. Razvoj venskog tromba i embolusa

U osnovi danasnjeg shvatanja procesa venske tromboze je Virchow-ljev postulat o tri
vodeca uzroka tromboze: promene u zidu krvnog suda, promene u protoku krvi i promene u
sastavu krvi [60], pri ¢emu u sluéaju venske tromboze dominantnu ulogu imaju poslednja
dva uzro€na mehanizma.

Venska tromboza najéesée se manifestuje kao tromboza dubokih vena nogu (DVT) il
kao pluéni embolizam (PE), a znatno rede mozZe se pojaviti i u drugim venama, poput vena
gornjih ekstremiteta, jetre, retine, cerebralnih sinusa, mezenterijuma. Incidenca venske
tromboze je 108/100.000 osoba godisnje medu Evropljanima, dok se u USA belezZi oko
250.000 novih slucajeva godisnje medu belcima i 78/100.000 osoba godisnje medu
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Afroamerikancima [61]. Tromboza dubokih vena moze dovesti do razvoja hroni¢nih
komplikacija u vidu posttrombotskog sindroma (PTS) koji se pojavljuje u oko 20% pacijenata,
dok kao posledica pluéne embolije moZe nastati hroni¢na pluéna hipertenzija. Stopa
smrtnosti u sklopu venske tromboze, koja je u najvecoj meri posledica pluéne embolije,
iznosi od 1% u mladoj populaciji pacijenata do 10% u starijoj populaciji, a najvisa je kod
osoba sa malignitetom u osnovi bolesti [62,63]. Aktuelni podaci pokazuju da je stopa
smrtnosti u okviru prvih 30 dana nakon nastanka prve venske tromboze 6,4%, a
jednogodisnji mortalitet 21,6% kada su u obzir uzeti svi pacijenti koji su doZiveli vensku
trombozu [64]. Ovako visoka stopa mortaliteta uglavnom je odraz visoke uéestalosti venskih
tromboznih incidenata kod bolesnika sa malignim bolestima. Medutim, ¢ak i kada se iskljuce
pacijenti sa karcinomom, znacajan rizik od nastanka smrtnog ishoda ostaje i dalje prisutan i
iznosi 3,6% nakon jednog meseca i 12,6% nakon jedne godine. Jednogodi$nja stopa
mortaliteta je jednaka za DVT i PE S$to ukazuje na presudan uticaj osnovne bolesti
(poremecaja), dok je stopa mortaliteta u prvih mesec dana dvostruko visa u slucaju PE u
poredenju sa DVT (10% vs 5%) ukazujudi na efekat same tromboze.

Zastupljenost venske tromboze u muskoj i Zenskoj populaciji je priblizno jednaka, sa
slabom prevagom u korist Zena u mladem Zivotnom dobu, Sto je povezano sa rizicima koji sa
sobom nose upotreba oralnih kontraceptiva, trudnoca i puerperijum. Treba ista¢i da je
incidenca venske tromboze veoma zavisna od godina, te raste od 1/100.000 godisnje u
decijem uzrastu do ¢ak 1/100 godisnje u najstarijem Zivotnom dobu [65], kao i to da se radi
o rekurentnoj bolesti gde jedna treéina pacijenata dobije recidiv unutar 10 godina. Rizik od
nastanka recidiva najvisi je u prvih 6 do 12 meseci od prethodnog dogadaja, visi je kod
muskaraca, kao i nakon idiopatskih tromboza.

Prvo $to moramo imati na umu uvek kada se suo¢avamo sa venskom trombozom je da
je u osnovi njene prirode multikauzalnost, te da je za njen nastanak potrebno istovremeno
prisustvo viSe faktora rizika. Rizik za nastanak bolesti koji dodaje svaki pojedinacni faktor
moze se jednostavno sumirati na efekat ostalih faktora ili pak umnozavati sa njima [66].
Upravo iz ovog razloga razmatranje pojedinacnih faktora rizika za nastanak venske tromboze
je uizvesnoj meri nerealno, pa ¢ak i nesvrsishodno, obzirom da gotovo ni jedan od njih nije u
stanju da dovede sam do razvoja bolesti i da ¢e efekat svakog od pojedinacnih faktora
zavisiti upravo od prisustva ili odsustva drugih fatora rizika. Iz didaktickih razloga pak,
faktore rizika za nastanak venske tromboze mozemo pojedinacno definisati i klasifikovati.

3.2. Faktori rizika

Venska tromboza je bolest u kojoj se nasledni i steceni faktori rizika dinamic¢no
preplicu. Uporedo sa razvojem svesti o znacaju primene razlicitih profilakti¢kih tretmana,
uticaj ste€enih faktora rizika se smanjuje ali oni joS uvek doprinose nastanku znacajnog broja
venskih tromboznih incidenata (Slika 7).
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Slika 7. Najucestaliji faktori rizika za nastanak venske tromboze

3.2.1. Steceni faktori rizika
3.2.1.1. Zivotno doba

Ovo je najsnazniji faktor rizika za nastanak venske tromboze, sa izrazito strmim
gradijentom porasta. Tako je dobro poznato da je incidenca ¢ak 1000 puta visa kod najstarije
populacije u poredenju sa najmladom [61], ali joS uvek nije razjasnjeno zasto je ova razlika
tako drasti¢na. Logi¢no je da ovakvoj situaciji idu u prilog smanjena pokretljivost, smanjen
misiéni tonus, porast incidence bolesti, koji mogu biti doprinosni faktori rizika, akumuliranje
drugih faktora rizika, kao i starenje samih vena, a narocito njihovih valvula.

3.2.1.2. Imobilizacija

Sve okolnosti koje dovode do staze venskog krvotoka u ekstremitetima, kao Sto je to
slu¢aj u sklopu dugotrajno smanjene pokretljivosti ili nepokretnosti, povecavaju rizik od
nastanka venske tromboze. Najcesée se ovo deSava u sklopu dugotrajnog lezanja u krevetu,
gipsane imobilizacije, paralize i trudnoce. Imobilizacija vodi smanjenoj misi¢noj aktivnosti
koja je od klju¢nog znacaja u odvodenju venske krvi sa periferije radom misiéne pumpe [67].

3.2.1.3. Trudnoca i puerperijum

Kao $to je venska tromboza u mladoj populaciji retka, tako je retka i u okviru trudnoée
i puerperijuma. Medutim, svakako treba imati na umu da je polovina venskih tromboznih
incidenata koji se javljaju kod Zena u reproduktivnom periodu vezana za trudnocu, kao i to
da je incidenca DVT i PE nesto ispod 1/1000 porodaja [68], od Cega se dve trecine zadesa
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javljaju pre a jedna trec¢ina nakon porodaja. Tokom same trudnode, rizik za pojavu venske
tromboze najvisi je tokom treceg trimestra, a vec¢ina tromboza je lokalizovana u levoj nozi,
Sto je najverovatnije uslovljeno znacajnijim pritiskom gravidnog uterusa na levu zajednicku
ilijacnu venu [69]. Incidenca venske tromboze u sklopu trudnode i postpartalnog perioda je
oko 10 puta viSa u poredenju sa populacijom Zena koje nisu trudne, a povisen rizik od
nastanka venske tromboze u ovim situacijama odraz je kombinacije razlicitih protrombotskih
okolnosti, koje su narocito nepovoljne u slu€aju postojanja deficita antitrombina koji je
prisutan u oko 1/5000 u opstoj populaciji ali u isto vreme kod ¢ak 12% pacijentkinja koje
doZive vensku trombozu povezanu sa trudnoéom [68]. Zene sa FV Leiden mutacijom ili
mutacijom gena za protrombin G20210A imaju 30-50 puta vedi rizik za nastanak venske
tromboze povezane sa trudno¢om u odnosu na Zene koje nisu trudne i nemaju ove genske
mutacije.

3.2.1.4. Hirurske intervencije i trauma

Operativni zahvati sa sobom nose izuzetno visok rizik od nastanka tromboze ukoliko se
ne primeni adekvatna profilaksa. Ortopedske i neurohirurske intervencije prednjace u tome.
Operacije kolena i kuka dovode do nastanka tromboze kod ¢ak 30-50% osoba koje nisu
dobijale tromboprofilaksu [70]. Visok rizik prati i abdominalnu, ginekolosku i urolosku
hirurgiju. Treba istaci i to da je rizik najvisi kod opseZnih operativnih zahvata, Sto je svakako
u vezi i sa velicinom operativne rane i sa trajanjem intervencije i poslediénom
imobilizacijom, no u ortopedskoj hirurgiji, ¢ak i kratkotrajne intervencije koje nisu agresivne,
poput artroskopije, imaju uticaj na porast rizika od nastanka venske tromboze koji se ne sme
zanemariti. Pored operacija, i traume su vezane sa visokim rizikom od nastanka tromboze,
naroCito povrede glave, kicme, frakture karlice, femura i tibije. Pored toga, ¢ak i male
povrede, poput rupture misiéa ili uganuca €lanka povecavaju pet puta rizik od nastanka
venskog tromba [71].

3.2.1.5. Malignitet

Prisustvo maligniteta povecava rizik od nastanka venske tromboze za oko pet puta
[72], ali je on razlicito visok u zavisnosti od tipa karcionoma. Malignitet ima uticaj na
nastanak tromboze putem nekolicine patofizioloskih mehanizama. Mnoge maligne celije
imaju sposobnost produkcije tkivnog faktora, favorizujuéi na taj nacin prokoagulantno
stanje. Apoptoza dovodi do formiranja mikropartikli koje mogu sadrzavati tkivni faktor [73].
Pored ovoga, veliki tumori mogu dovesti direktnim, mehanickim efektom do kompresije i
venske opstrukcije. Hemoterapija, koja se veoma cesto koristi u ovakvim okolnostima moze
biti trombogena [74]. Konacno, tok ove bolesti u vecini slucajeva dovodi do slabije
pokretljivosti, koja je joS jedan doprinosni faktor za nastanak tromboze u ovom sluéaju.

3.2.1.6. Antifosfolipidna antitela

Osobe koje imaju prisutna antifosfolipidna antitela (bilo u slopu sistemskog eritemskog
lupusa ili ne) imaju i poviSen rizik od nastanka venske tromboze. Lupusni antikoagulans
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nalazi se kod nekoliko procenata pacijenata sa venskim trombozama i sam po sebi povecéava
rizik od nastanka ove bolesti za oko Cetiri puta [75].

3.2.1.7. DuZa putovanja

Venska tromboza pogada 1/4500 putnika koji lete avionom i 1/1200 putnika ciji let
traje duze od 16 Casova [76]. Nema sumnje da je dugotrajno sedenje vodeci faktor koji
doprinosi razvoju tromboze u ovoj situaciji, ali u obzir treba uzeti i hipoksi¢ne uslove u kabini
koji mogu dovesti do hiperkoagulabilnosti kod manjeg broja pojedinaca, narocito onih sa ve¢
prisutnim urodenim ili ste€enim protrombotskim stanjima. Rizik od nastanka venske
tromboze nije ograniCen samo na avionski saobraéaj, prisutan je i u dugotrajnim
putovanjima kolima, autobusom ili vozom ali je ipak neSto niZi nego u sklopu putovanja
avionom [77].

3.2.1.8. Zivotne navike

Redovna fizicka aktivnost smanjuje rizik od nastanka venske tromboze [78], dok
gojaznost povedéava ovaj rizik za vise od dva puta [79]. lako prema podacima iz ranijih studija
pusenje nije smatrano faktorom rizika za nastanak ovog oboljenja, rezultati novih
istrazivanja dokazuju da ono za 2-3 puta povecava rizik [80]. Tacan mehanizam nije joS uvek
objasnjen ali je moguce da veza leZi u njegovim proinflamatornim efektima. Sa druge strane,
umereno konzumiranje alkohola predstavlja Cinilac koji smanjuje rizik od nastanka venske
tromboze [81], Sto se najvise dovodi u vezu sa njegovim uticajem na smanjenje nivoa
fibrinogena. Kada je o Zivotnim navikama re¢, treba pomenuti i to da noviji radovi sugerisu
da je umereno konzumiranje kafe povezano sa smanjenjem rizika od nastanka venske
tromboze, a autori ovakve rezultate objasnjavaju uticajem ove Zivotne navike na nivo von
Willebrand-ovog faktora i FVIII koagulacije [82].

3.2.1.9. Hormonska terapija

Veza izmedu upotrebe oralnih kontraceptiva i pojave venske tromboze potvrdena je
vrlo brzo nakon pojave ove vrste lekova, a aktuelna je i danas, i u sluaju najnovijih
generacija ovih preparata [83]. Treba istaci da upotreba oralnih kontraceptiva povecava rizik
od nastanka venske tromboze samo tokom njihove primene, kao i to da je ovaj rizik najvisi
tokom prve godine upotrebe [84]. Takode, ne sme se zaboraviti Cinjenica da je upotreba
ovih lekova narodito rizicna kod Zena koje imaju deficit prirodnih inhibitora koagulacije
antitrombina, protein C i proteina S [85], kao i trombofilne genske mutacije - FV Leiden i
protrombin 20210A mutaciju [86].

Hormonska supstituciona terapija povecava rizik od nastanka venske tromboze za dva
do cetiri puta [87] ali je rizik pri transdermalnoj primeni estrogena znacajno nizi nego u
slu¢aju peroralne primene [88].
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3.2.2. Nasledni faktori rizika
3.2.2.1. Deficit prirodnih inhibitora koagulacije

Deficiti proteina C, proteina S i antitrombina srecu se ukupno u manje od 1% opste
populacije i kod svega nekoliko procenata osoba koje doZive venski trombozni incident.
Medutim, u pojedinim familijama sa naslednom trombofilijom sre¢u se ¢eSée i pokazuju
veliku fenotipsku penetrantnost sa rekurentnim trombozama u mladem Zivotnom dobu
[89].

3.2.2.2. Faktor V Leiden

Faktor V Leiden, otkriven 1994 godine, cesta je genetska trombogena mutacija sa
prevalencom od oko 5% u populaciji belaca. U populaciji pacijenata sa venskom trombozom
pak ovu mutaciju mozemo naéi kod oko 20% osoba i u oko 50% osoba sa naslednom
trombofilijom [90]. Rizik od nastanka venske tromboze povecan je pet puta kod
heterozigotnih nosilaca FV Leiden mutacije i ¢ak pedeset-osamdeset puta kod homozigotnih
nosilaca koji se srec¢u u otprilike 1/5000 osoba [91].

3.2.2.3. Protrombin 20210A

Protrombin 20210A mutacija dovodi do porasta nivoa Fll koagulacije koji je udruzen sa
povisenim rizikom od nastanka venske tromboze [92]. Ova mutacija je relativno cesta u
opstoj, i to gotovo iskljuCivo beloj populaciji, sa regionalnim razlikama u prevalenci. Ona
povecava rizik od nastanka venske tromboze za dva do tri puta i sreCe se u oko 6%
pacijenata sa ovim oboljenjem [93]. Kako su i FV Leiden i FlIl 20210A mutacija relativno Ceste
u opstoj populaciji, to nije redak slucaj njihove udruzene pojave, koja za ¢ak dvadeset puta
povecava rizik od nastanka venske tromboze [94].

3.2.2.4. Novootkrivene genske mutacije

Mutacija u genu za sintezu y-lanca fibrinogena, na poziciji 10034 dvostruko povecava
rizik od nastanka venske tromboze. Za jos nekolicinu point mutacija u sva tri gena odgovorna
za sintezu fibrinogena je potvrdeno da povecavaju rizik za nastanak ove bolesti ali u znatno
manjoj meri od prethodne mutacije. Pored ovoga i mutacije u promoterskoj regiji proteina C
na pozicijama 2404 i 2418, udruZene sa njegovim umereno sniZzenim nivoima, povecéavaju za
30-60% rizik od nastanka venske tromboze [95].

3.2.2.5. Krvna grupa

Osobe koje nemaju 0 krvnu grupu imaju dva do Cetiri puta visi rizik da dozive venski
trombozni incident u poredenju sa nosiocima ove krvne grupe, Sto se dovodi u vezu sa
povisenim antigenim nivoom FVIII koagulacije [96].
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3.2.3. Ostali faktori rizika
3.2.3.1. Povisen nivo faktora koagulacije

Faktori VIII, IX, XI, protrombin i fibrinogen dovedeni su u vezu sa povisenim rizikom od
venske tromboze i to tako Sto proporcionalno njihovom porastu raste i rizik. Nivoi ovih
faktora u okviru desetog percentila udruZeni su sa dva do tri puta poviSenim rizikom za
nastanak pomenute bolesti [97], Sto vazi i za sniZzen nivo TFPI [98]. Treba redi i to da nije u
potpunosti razjaSnjeno da li je poreklo povisenog nivoa pomenutih faktora koagulacije
urodeno ili steCeno, izuzev u slucaju faktora VIl za koji je potvrdeno da je povezan sa ABO
krvnom grupom [99].

3.2.3.2. Poremecaj fibrinoliznog mehanizma

Poslednjih godina veoma su aktuelna ispitivanja uloge fibrinoliznog mehanizma u
nastanku kako arterijskih, tako i venskih tromboza. Dokazano je da osobe sa smanjenim
fibrinoliznim potencijalom, procenjenim na osnovu vremena lize koaguluma (CLT) imaju
dvostruko visi rizik od nastanka venske tromboze ali jos uvek nije sa sigurnos¢u utvrdeno
koji delovi fibrinoliznog sistema i na koji tacno nacin doprinose porastu ovoga rizika
[100,101].

3.3. Klinicke manifestacije

Simptomi i znaci tromboze dubokih vena posledica su opstrukcije jedne ili viSe vena,
najce$c¢e donjih ekstremiteta, krvnim ugruskom, odnosno trombom ¢ija veli¢ina i lokalizacija
u najveéoj meri i definisu klini¢ku sliku.

Na samom pocetku vazno je istaci da se ne sme zanemariti ¢injenica da je u znacajnom
procentu pacijenata koji doZzive trombozu dubokih vena ona asimptomatska, ali sa sobom
nosi rizik od nastanka komplikacija koji je jednak riziku u slu¢aju simptomatske venske
tromboze, te da se ovo mora imati na umu u svim situacijama koje su prepoznate kao
situacije povisenog rizika za nastanak ovog oboljenja, a sustinski se odnose na tri postulata
koja obuhvata ve¢ pomenuta Virchow-ljeva trijada [102] (Slika 7).
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Hiperkoagulabilnost

Visok rizik

Ostecéenje
vaskulature

7

Visok rizik
za DVT

Slika 7. Virchowljeva trijada i rizik za nastanak tromboze dubokih vena

Najucestaliji simptomi i znaci koji prate trombozu dubokih vena jesu: bol, otok, osecaj
teZine, osecaj "mravinjanja" i slaba plavi¢asto-crvena prebojenost koZe, distalno od mesta
okluzije trombom. Bol nije karakteristican i varira u Sirokom dijapazonu, od bolnosti do
gréeva, od tupog do ostrog, od slabog do intenzivnog. Moze biti prolaznog karaktera ili
stalno prisutan, ali se obi¢no pri stajanju i hodu pojacava, dok se pri elevaciji noge smanjuje.
Veoma je interesantno da lokalizacija bola nije u vezi sa mestom nastanka tromba kao i to
da njegov intenzitet ne zavisi od veliCine i proSirenosti tromboze. Unilateralni edem je Cest
pratilac tromboze dubokih vena a javlja se najcesée kao posledica lokalne opstrukcije venske
drenaZe i posledicnog porasta hidrostatskog pritiska u distalnom kapilarnom sistemu.
Ukoliko postoji inflamatorna komponenta praéen je i bolom i crvenilom. Retke, ali teSke, pa
¢ak i Zivotno ugrozavajuée forme tromboze dubokih vena manifestuju se kao Phlegmasia
alba dolens, u sklopu koje dolazi do udruZenog razvoja iliofemoralne tromboze i arterijskog
spazma na ovom segmentu i Phlegmasia cerulea dolens koju karakterise istovremena
opstrukcija dubokih, povrsnih i kolateralnih vena. Od svih pacijenata sa simptomatskom
trombozom dubokih vena noge samo 30-40% ima pozitivan Homans-ov znak, odnosno bol
koji je provociran dorzofleksijom stopala, kao Sto i ¢ak 50% osoba koje su klinicki suspektne
na postojanje ovog oboljenja ali kod koji ono kasnije bude isklju¢eno, takode imaju pozitivan
pomenuti znak. lako mu je prediktivha vrednost nesumnjivo mala, joS uvek je Siroko
rasprostranjeno njegovo koristenje.

Kod odredenog broja bolesnika koji dozive trombozu dubokih vena klinicki tok bolesti
moze iéi u pravcu razvoja posttrombotskog sindroma ciji su osnovni simptomi i znaci: bol,
oticanje, svrab i peckanje, dok se u tezim formama mogu pojaviti i venske ulceracije.
Navedeni simptomi su tipi¢no najintenzivniji krajem dana a nakon odmora se smanjuju.
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Razlog za nastanak ove komplikacije treba traZiti u razvoju venske hipertenzije u sistemu
dubokih vena, koja uz nefunkcionalnost perforantnih vena, vodi preusmeravanju toka krvi iz
dubokog u povrini venski sistem tokom misi¢nih kontrakcija [103,104].

Jos uvek je aktuelno stanoviste da su tromboza dubokih vena i pluéna embolija entiteti
koji zajedno ¢ine spektar iste bolesti, ali se u poslednje vreme pojavljuju i gledista da plu¢na
embolija moZe nastati i kao oboljenje in situ u pluénoj cirkulaciji. Njene klinicke
manifestacije pak mogu varirati od u potpunosti asimptomatskih formi, koje se otkriju
slu¢ajno, do masivnog embolizma koji uzrokuje smrtni ishod, Sto zavisi od veli¢ine krnog
ugruska, dela pluénog vaskularnog korita koji je zahvacen trombozom, ali i od prethodnog
zdravstvenog stanja pacijenta, narocito u odnosu na kardiovaskularni sistem i funkciju pluca.
Kod najveceg broja pacijenata pluéna embolija manifestovaée se pojavom bola ili opresije u
grudima, dispneje, hemoptizija. Cirkulatorni kolaps, koji sugeriSe postojanje masivne pluc¢ne
embolije posledica je akutne insuficijencije desne komore i moZe biti prva linicka
manifestacija ovog oboljenja. Treba svakako istaci i to da se kod 1-2% pacijenata koji prezive
pluénu tromboemboliju, u daljem toku bolesti razvija hronéna pluéna hipertenzija Cije su
osnovne klinicke karakteristike progresivna, iscrpljuju¢a dispnea i netolerancija na fizicki
napor [105].

3.4. Dijagnosticki pristup

3.4.1. Dijagnosticki pristup pri sumnji na postojanje tromboze dubokih vena

Na osnovu dosadasnjih saznanja na polju tromboze dubokih vena, idealna strategija u
dijagnosti¢ckom pristupu pri sumnji na postojanje ovog oboljenja obuhvata kombinaciju
procene klinicke verovatnoce, odredivanje D-dimera i primenu ultrazvu¢nog imaging
testiranja.

3.4.1.1. Procena klinicke verovatnoce

Procena klinicke verovatnoce postojanja tromboze dubokih vena svakako je
nespecificna metoda, ali ukoliko je na pravilan nacdin sprovedena, ukoliko uklju¢uje sve
validne znake, simptome i faktore rizika, tada joj se ne moze osporiti znacaj u kategorisanju
pacijenata na one sa niskom, umerenom ili visokom verovatnoéom za postojanje ovog
oboljenja. Treba napomenuti da gotovo sve aktuelne dijagnosticke strategije za trombozu
dubokih vena ukljucuju procenu klinicke verovatnoce, obzirom da je neosporno dokazana
njena bezbednost ali i korisnost. Takode, potvrdeno je da je implementacija procene klinicke
verovatnoce u vodice za dijagnostiku venskog tromboembolizma udruZzena sa nizom stopom
mortaliteta, te najvise iz tog razloga njihovu primenu treba podsticati [106].

Na slici 8. prikazan je Wells-ov skor, opste prihvaceni nacin na koji se boduju pojedini
simptomi, znaci i faktori rizika, pri ¢emu skor nizi od 1 podrazumeva nisku, skor 1 ili 2
umerenu, a skor visi od 2 visoku klinicku verovatnoc¢u postojanja tromboze dubokih vena
[107].
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WELLS-ov SKOR za DVT
e Aktivni karcinom (terapija aktuelna ili tokom prethodnih 6 meseci ili
palijativni pristup)
e Paraliza, pareza ili gipsana imobilizacija donjih ekstremiteta u skorije vreme 1
e Trodnevna ili duza nepokretnost u skorije vreme ili major hirurgija uz opstu
ili regionalnu anesteziju u prethodnih 12 nedelja
e Lokalizovana bolnost duz dubokog venskog sistema
e Otok cele noge
e Otok podkolenice > 3cm u poredenju sa asimptomatskom nogom (mereno
10cm ispod tuberozitasa tibie)
e Unilateralni edem ograni¢en na simptomatsku nogu
¢ Nevarikozne kolaterale povrsnih vena
e Prethodna epizoda DVT
e Alternativna dijagnoza najmanje verovatna koliko i DVT -2
< 0: NISKA verovatnoda
1ili 2: UMERENA verovatnoda
> 3: VISOKA verovatnocda

Slika 8. Wells-ov skor za procenu verovatnoce postojanja tromboze dubokih vena

3.4.1.2. Odredivanje D-dimera

Pored procene klinicke verovatnoce postojanja tromboze dubokih vena i odredivanje
D-dimera ima svoje mesto u racionalnom dijagnostickom pristupu koji se odnosi na ovo
oboljenje. Treba istaéi i to da upravo kombinacija ove dve metode znacajno povecava
senzitivnost klini¢kih skorova.

D-dimer, koji predstavlja degradacioni produkt fibrina, tipi¢no je povisen u akutnoj
venskoj trombozi. lako mu je visoka senzitivnost velika prednost, najveéi nedostatak ovoga
testa je njegova veoma niska specificnost, obzirom da se poviSene vrednosti sreéu i kod:
skorih operativnih zahvata, hemoragija, trauma, maligniteta, infekcija. Njegov nivo fizioloski
se povecava tokom starenja i u sklopu trudnoée [108,109]. Dakle, odredivanje D-dimera
svakako treba uklopiti u dijagnosticku strategiju pri postojanju sumnje na trombozu dubokih
vena, obzirom da se na osnovu fizioloskih vrednosti ovoga parametra sa dosta velikom
sigurno$¢u moze iskljuciti postojanje pomenutog oboljenja. U slu¢aju povisenih vrednosti
pak svakako se moraju primeniti dalji dijagnosticki koraci.

3.4.1.3. Imaging tehnike

Metoda izbora koju danas smatramo najznacajnijom stepenicom racionalnog
dijagnosti¢kog pristupa u proveri klini¢ki i laboratorijski postavljene sumnje na postojanje
tromboze dubokih vena jeste venska kompresivna Doppler ultrasonografija, odnosno Duplex

scan koji podrazumeva dopler u kombinaciji sa prikazom lumena krvnog suda u real time
modu (Slika 9) [110]. Osnovna prednost pomenute dijagnosticke metode u slu¢aju sumnje
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na postojanje tromboze dubokih vena je njena visoka specificnost, dok joj je senzitivnost za
proksimalni sistem dubokih vena oko 97%, a za distalni od 70 do 75% [111]. Upravo iz ovog
razloga pojavile su se preporuke da se u slucaju negativhog nalaza, a visoke klinicke
verovatnoce, analiza ponovi nakon nedelju dana, te da se serijskim testiranjem poveca
senzitivnost dijagnostikovanja potkolenih tromboza dubokih vena sa tendencijom
propagacije. Kako je krajnji zaklju¢ak studija koje su se bavile ovom problematikom taj da ¢e
se kod svega 1-2% pacijenata sa negativnim nalazom Duplex scana nakon serijskog testiranja
potvrditi tromboza proksimalnih dubokih vena, ovaj pristup se nije pokazao opravdanim u
smislu cost/effective odnosa [112]. Treba istaci i to da su rezultati tri aktuelne i kvalitetne
studije potvrdili da je jedan Duplex scan celokupnog dubokog venskog sistema, na osnovu
¢ijeg se negativnog rezultata iskljuuje postojanje tromboze u ovom sistemu dovoljno
bezbedna strategija [113,114,115], kao i to da je senzitivhost ove metode u postavljanju
dijagnoze potkolene tromboze dubokih vena ipak znatno veéa od 70-75%, ukoliko analizu
vrsi iskusan dijagnosticar.

Poplitealna vena sa flotiraju¢im trombom (DVT)

Slika 9.Duplex scan-om verifikovana tromboza vene poplitealis

Kako su dosadasnja istrazivanja pokazala, kompjuterizovana tomografska venografija
(CTV) sa upotrebom intravenskog kontrasta mogla bi biti prihvatljiva dijagnosti¢ka imaging
alternativa, ali joS uvek se ne raspolaze sa dovoljnom koli¢inom podataka koji se odnose na
ovu metodu [116].

lako u poredenju sa Duplex scanom, magnetna rezonanca (MR) ima priblizno istu
tacnost, ova imaging analiza nije zadovoljavajuce standardizovana, neuporedivo je skuplja i
dostupna je znatno manjem procentu opste populacije [117]. Svoje mesto ova metoda
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mogla bi u buduénosti pronaci u dijagnostici rekurentnih tromboza dubokih vena kod kojih
je primena ultrazvucnih metoda nedovoljno pouzdana (Slika 10) [118].

Imaging tehnike Prednosti Nedostaci

Senzitivnost 97-100% specificnost 98- Teska za izvodenje kod ekstremno
99%, za proksimalnu DVT gojaznih pacijenata, teskih edema,

gipsanih ili drugih vrsta imobilizacija
Neinvazivna, reproducibilna i Siroko

Dupleks scan

dostupna Smanjena mogucénost vizuelizacije
poplitealne jame u slucaju distalne
Visoka senzitivnost u detektovanju DVT
distalnih tromboza
Neinvazivna Ograniceni podaci
CT venografija Moze dijagnostikovati karlicnu DVT

Istovremeno iskljucuje PE

Visoka preciznost Skupa
Magnetna
2 Bezbedna u trudnodi Nije Siroko dostupna
rezonanca
Neinvazivna
"Zlatni standard" Invazivna
Kontrastna . - o
" Senzitivnost dostize 100% Zahteva specijalizovanu opremu
venografija
Laka za interpretaciju Retki ali teski nezeljeni efekti

Slika 10. Osnovne karakteristike razli¢itih imaging tehnika u dijagnostici tromboze dubokih
vena

3.4.1.4. Preporuceni dijagnostic¢ki algoritam

Ukoliko sumnjamo da kod pacijenta postoji tromboza dubokih vena najpre treba
pristupiti proceni klinicke verovatnoce primenom Wells-ovog skora. Ukoliko je na ovaj nacin
definitivno procenjeno da postojeci simptomi i znaci poti¢u od nekog drugog oboljenja
dijagnostic¢ki pravac viSe nece biti usmeren na polje venske tromboze. Ukoliko je pak
procenjeno da postoji umerena ili visoka klinicka verovatnoca da se radi o ovom oboljenju
treba izvrsiti odredivanje vrednosti D-dimera. Vazno je da se testiranje D-dimera izvrsi
upravo u ovom koraku, a ne pre procene klinicke verovatnocde, kako bi se izbegao uticaj
eventualnih povisenih vrednosti na rezonovanje lekara koji je ordinirao analizu i njegov dalji
dijagnosticki pravac. Ukoliko je vrednost klinickog skora jednaka ili niza od 2 a vrednost D-
dimera u fizioloSkom rasponu, moze se iskljuciti postojanje tromboze dubokih vena. U
situaciji kada je pak vrednost D-dimera povisena, ili je ona fizioloSka ali je skor klinicke
verovatnoce postojanja tromboze dubokih vena viSi od 2 tada se obavezno pristupa
upotrebi neke od imaging tehnika. Svakako treba istaéi i znacaj kombinacije odredivanja D-
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dimera i procene klinickog skora u donosenju terapijskih odluka u situacijama kada
vizuelizacione dijagnosticke metode nisu dostupne [119].

Kada je imaging dijagnostika indikovana vrsi se Duplex scan dubokog venskog sistema.
U slucaju da je test pozitivan, odnosno da izostane kompletna venska kompresibilnost,
dijagnoza tromboze dubokih vena se smatra potvrdenom. Ukoliko je test negativan,
ponovljeno testiranje treba sprovesti kod osoba sa visokom klinickom verovatno¢om
procenjenom na osnovu skora i povisenim vrednostima D-dimera (Slika 11).

Postoji vise razlicitih studija koje nude i drugacije dijagnosticke algoritme od kojih neke
iskljuéuju potrebu primene procene klinicke verovatnoée upotrebom skorova, dok druge
favorizuju upotrebu imaging tehnika bez odredivanja D-dimera u dijagnostickoj proceduri.
Medutim, izrazito studiozan ekspertski pregled postojecih dijagnostickih modaliteta na
ovom polju, objavljen od strane UK Health Technology Assessment group, u svom zakljucku

upravo kombinacija upotrebe adekvatnog klinickog skora, D-dimera i Duplex scana [120].

{ Klini¢ka verovatnoca ’
postojanja DVT
|

| Niska ’ | Umerena ili visoka ’
. 1 . I
D-dimer D-dimer Sprovesti hitan
pozitivan negativan duplex scan
| ' L .
Sprovesti hitan . Negativan - odrediti Pozitivan -
[ duplex scan j [ SLES DT j [ D-dimer antikoagulantna
I I terapija
Negativan - Pozitivan - Negati ) Pozitivan - ponoviti
ponoviti za 5-7 || antikoagulantna _\esativan ultrazvuk za 5-7
dana terapija (B! AT dana

Slika 11. Dijagnosticki algoritam za DVT

3.4.2. Dijagnosticki pristup pri sumnji na postojanje plucne tromboembolije

Pravovremena i ta¢na dijagnoza od klju¢nog je znadaja u snizavanju morbiditeta i
mortaliteta uslovljenih pluénom tromboembolijom sa jedne, ali i u smanjenju primene
nepotrebnih, rizicnih terapijskih procedura sa druge strane. Tokom poslednje dve decenije
predstavljene su brojne dijagnosticke metode i strategije na ovom polju, ali kao i u sluéaju
tromboze dubokih vena zakljueno je da idealan dijagnosticki pristup pri sumnji na
postojanje plué¢ne tromboembolije podrazumeva primenu: procene klinicke verovatnoce,
odredivanja D-dimera i imaging testiranja.

30



Doktorska disertacija Mr. dr sci Biljana Vuckovi¢

Najpoznatiji klini¢ki skorovi koji se nalaze aktuelno u upotrebi su Geneva skor [121],
revidirani Geneva skor [122] i Wells-ov skor [123], od ¢ega je poslednji najSire rasprostranjen
(Slika 12). Ovi skorovi, sami za sebe, nedovoljno su pouzdani u smislu isklju¢ivanja
tromboembolije pluéa ali su veoma korisni u odredivanju daljeg dijagnostickog pravca. Tako
u skladu sa Baye-vom teorijom, po kojoj je prediktivna vrednost odredenog testa u funkciji
ne samo njegove sopstvene senzitivnosti i specificnosti, nego i prediktivnhe vrednosti
prethodnih dijagnostickih procedura, stratifikacija pacijenata u odnosu na Wells-ov skor
neosporno ima mesto u dijagnostickom algoritmu plu¢ne tromboembolije (Slika 13) [124].

WELLS-ov SKOR za PE

e Klinicki znaci i simptomi kompatibilni sa DVT 3
e Procena da je PE najverovatnija dijagnoza 3
e Hirurska intervencija ili nepokretnost u trajanju vise od tri 15
dana u prethodne 4 nedelje
e Prethodna DVT ili PE 1.5
e Srcana frekvenca >100/min 1.5
e Hemoptizije 1
e Aktivni karcinom (terapija aktuelna ili tokom prethodnih 6 1

meseci ili palijativni pristup)
< 4: NISKA verovatnoca
4.5-6: UMERENA verovatnoda
> 6: VISOKA verovatnoda

Slika 12. Wells-ov skor za procenu verovatnoce postojanja plu¢ne embolije

Odredivanje vrednosti D-dimera, brzog, jednostavnog i jeftinog testa, kao i u slucaju
tromboze dubokih vena pokazuje visoku specificnost ali nisku senzitivnost te se njegov
rezultat koristi isklju¢ivo kao jedna od karika lanca integrativnog dijagnosti¢kog pristupa
[125].

Vodedi imaging test, odnosno vodeca vizuelizaciona metoda koja se upotrebljava u
dijagnostici plu¢ne tromboembolije danas je komjuterizovana tomografska angiografija (CT
angiografija). Ova metoda predstavljena je 1992. godine, a u samom pocetku primene bilo je
naucnika koji su gajili dozu skepticizma prema njoj zasnovanu na nepouzdanosti u
detektovanju embolusa u segmentnim i subsegmentnim arteriama. Medutim, sa
uvodenjem viSeslojnih CT detektora senzitivnost metode je znacajno porasla i sada se i mali,
subsegmentni embolusi na ovaj na¢in mogu sa lakoéom detektovati [126]. CT angiografija
ima nekoliko prednosti u odnosu na druge imaging tehnike, ukljucujudi: brzinu postavljanja
dijagnoze, mogucnost postavljanja alternativne dijagnoze u sluéaju nepostojanja pluéne
tromboembolije i veoma mali procenat nedijagnostikovanih pluénih embolija (manje od 2%)
[127].
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Konacno, treba reéi i da ventilaciona i perfuziona scintigrafija pluéa predstavljaju
imaging tehnike koje se mogu primeniti u cilju potvrdivanja, odnosno iskljucivanja
postojanja plu¢ne tromboembolije ali da je procenat pacijenata kod kojih je nakon njihove
primene potrebno sprovesti dodatna ispitivanja visok, ¢ak i u slu¢aju kombinovanja ovih
metoda sa testiranjem klinicke verovatnoce i odredivanjem D-dimera [128]. No, njihov
znacaj, obzirom na nize troskove i Siru dostupnost, svakako jo$ uvek nije prevaziden,
narocito u nasoj sredini.

‘ Suspektna akutna PE ’

l l

‘ Niska klinicka verovatnoca za} [ Visoka ili umerena klinicka ]

PE (skor <4) verovatnoca za PE (skor >4)

l

o Ne mozZe se sprovesti
[ D-dimer test Patoloski »  Spiralni CT ] P

FizioloSki (nizak B.e‘z PE (nizak. Ne govori u
rizik; 0.5% rizik; 1.3% VTF ! pravcu PE
nefatalnih PE u 0.5% fa’falmh Prisutna —>[ Duplex scan nogu ]
okviru 3 PE u okviru 3 PE
meseca) meseca) |
v v l Odsutna
Prisutna DVT DVT

{PE najverovatnije nije prisutna} Terapija < l

- bez terapije

Ventilaciona perfuziona scintigrafija
ili plu¢na arteriografija

Slika 13. Dijagnosticki algoritam za PTE

3.5. Prevencija venskog tromboembolizma

Znacaj prevencije venskog tromboembolizma proisti¢e iz Cinjenica da ova bolest
predstavlja zna¢ajan zdravstveni problem, pogadajuci znacajan procenat opste populacije,
nosi sa sobom visok rizik od razvoja hroni¢nih komplikacija, zahteva Ceste lekarske kontrole,
kao i angaZovanje multidisciplinarnog tima stru¢njaka. Kako su vodeci faktori rizika za
nastanak venske tromboze hiperkoagulabilnost, venska staza i povreda zida krvnog suda,
metode koje koristimo u prevenciji su: mehani¢ke, u svrhu smanjenja venske dilatacije i
popravljanja venskog toka krvi i/ili medikamentozne, koje se zasnivaju na primeni razli¢itih
lekova u cilju neutralizacije hiperkoagulabilnosti.

32



Doktorska disertacija Mr. dr sci Biljana Vuckovi¢

3.5.1.Mehanicke metode prevencije

Osnovna podela mehanickih i fizikalnih metoda prevencije venskog tromboembolizma
je na pasivne i aktivne, a zasniva se na samom mehanizmu delovanja (Slika 14).

Opste mere - mobilizacija i
elevacija nogu

Elastiéna kompresivna

Mehanicke Intermitentna pn.feumatska

Farmakologke Uredaji za kompresiju

1]

Slika 14. Metode prevencije tromboze dubokih vena i plu¢ne tromboembolije

3.5.1.1. Elasticna kompresivna bandaZa

Ubrzavanjem krvnog toka u dubokom venskom sistemu nogu, elastiéna kompresivna
bandaza smanjuje vensku stazu, kao i rizik od nastanka tromba, ogranicavajuéi rastezanje
zida venskog krvnog suda, Sto rezultuje smanjenjem broja endotelnih osteéenja. Pored toga,
ona skraéuje vreme kontaktna izmedu krvi i endotela i poboljSava praznjenje valvularnih
kuspisa u kojima upravo i zapocinje formiranje venskog tromba kod vedine imobilisanih
pacijenata.

Dokazi sa kojima raspolazemo danas sugeriSu da je kompresivna elasticna bandaza,
primenjena kao jedina vrsta prevencije tromboembolizma efikasna kod hirurskih pacijenata
sa umerenim rizikom za nastanak venske tromboze, ali joS uvek nema dovoljno podataka o
efikasnosti kod pacijenata sa visokim rizikom za razvoj ovog oboljenja, kao Sto je slucaj kod
ortopedskih pacijenata ili pacijenata sa malignitetom. Takode, nema podataka da primena
samo ove metode tromboprofilakse smanjuje rizik od nastanka pluéne tromboembolije
[129,130,131].

3.5.1.2. Intermitentna pneumatska kompresija

Intermitentna pneumatska kompresija se smatra najefikasnijom metodom mehanicke
tromboprofilakse. Ona sprecava nastanak venske staze naizmeni¢nim pumpanjem vena
donjih ekstremiteta koje obezbeduje elektriéni kompresor. Pored toga Sto poboljSava venski
kapacitet i izbacivanje krvi iz venskog sistema, ova metoda poveéava brzinu toka krvi i klirens
dubokih vena. Jo$ jedan veoma vazan aspekt intermitentne pneumatske kompresije u
prevenciji venskog tromboembolizma jeste stimulacija fibrinolize i prirodnih inhibitora
koagulacije putem nekolicine razli¢itih mehanizama, ukljuCujuci: porast koncentracije
prostaciklina, t-PA i TFPI, kao i smanjenje nivoa PAI-1 i sniZenje aktivacije trombocita
[132,133].
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Ova mehanicka metoda prevencije tromboembolijskih komplikacija dokazano
smanjuje rizik od njihove pojave za ¢ak 60% kod pacijenata podvrgnutih uroloskim,
neurohirurskim, ortopedskim i abdominalnim hirurskim procedurama [131].

3.5.1.3. Aktuelne preporuke

Prema poslednjem izdanju American College of Chest Physicians (ACCP) vodica,
mehani¢ka tromboprofilaksa kao jedina metoda profilakse venskog tromboembolizma
preporucuju se kod pacijenata sa visokom rizikom za nastanak krvarec¢ih komplikacija, a u
kombinaciji sa nefrakcionisanim heparinom ili niskomolekularnim heparinom kod pacijenata
sa visokim rizikom za nastanak tromboze [134].

3.5.2. Medikamentozna prevencija

U danasnje vreme dostupno je Sest razlicitih tipova medikamentozne
tromboprofilakse: nefrakcionisani heparin (UFH), niskomolekularni heparin (LMWH),
fondaparinux, antagonisti vitamina K (VKA), antitrombocitni lekovi i novi oralni
antikoagulantni lekovi (direktni inhibitori aktivisanog FX i direktni inhibitori trombina). Treba
napomenuti da iako su pokazali visoku efikasnost u prevenciji arterijskih tromboza [135],
brojne studije pruzaju dokaze da nema koristi od primene antitrombocitnih lekova u
prevenciji venskih tromboza [136] ili pak da su oni inferiorni u odnosu na druge profilakticke
pristupe [137]. Ne treba zaboraviti ni ¢injenicu da su antitrombocitni lekovi neosporno u vezi
sa malim, ali ipak znac¢ajnim poviSenjem rizika od krvarenja, te je aktuelno stanoviste da se
oni ne preporucuju u prevenciji venskog tromboembolizma [138].

I Nefrakcionisani ‘
I Oralni antagonisti l Inhibito):;faktora

Medikamentozne

mere prevencije

Direktni

inhibitori
trombina

Slika 15. Medikamentozna prevencija tromboze dubokih vena i plu¢ne tromboembolije

3.5.2.1. Stratifikacija rizika

Postizanje idealne tromboprofilakse podrazumeva njeno prilagodavanje individualnom
riziku od nastanka venskog tromboembolizma kao i individualnom riziku od razvoja
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krvare¢ih komplikacija, za svakog pojedinca ponaosob. Postoji vise razloga zasto se u
svakodnevnoj klinickoj praksi ne moze dostici ovaj cilj a osnovni je taj Sto ne znamo koliki je
tacno rizik od nastanka venske tromboze kod odredene osobe, obzirom da njega
determiniSe kombinacija vise razlicitih faktora rizika, medu kojima i razlicite, nepoznate
genetske karakteristike.

Iz ovog razloga prevencija venskog tromboembolizma sprovodi se u odnosu na
stratifikaciju rizika vezanu za prepoznate vodeée faktore rizika, uz maksimalno postovanje
individualnih karakteristika pacijenta (Slika 15).

3.5.2.2. Opsta hirurgija

Vrsta hirurSske procedure i njeno trajanje jasno su povezane sa rizikom od nastanka
tromboze dubokih vena. Dodatni faktori rizika obuhvataju: malignitet, prethodne epizode
venskih tromboza, gojaznost, venske varikozitete, upotrebu estrogena i stariju Zivotnu dob
[139]. Aktuelne preporuke sugeriSu da pacijentima koji ¢e biti podvrgnuti major hirurskim
procedurama iz domena opste hirurgije treba ordinirati tromboprofilaksu [138]. Lekovi koji
su pokazali najvecu efikasnost i bezbednost na ovom polju su UFH, koji je prvi stupio na
scenu i LMWH. Niskomolekularni heparin je pokazao podjednaku efikasnost, uz poboljsanje
bezbednosti u smislu smanjenja rizika od pojave krvarec¢ih komplikacija. Dodatne prednosti
su mu i to Sto se moZe primenjivati jednom dnevno i $to sa sobom nosi manji rizik od
nastanka heparinom indukovane trombocitopenije (HIT) u odnosu na nefrakcionisani
heparin [140,141], te danas, u dozi prilagodenoj telesnoj masi, predstavlja lek izbora u
prevenciji venskog tromboembolizma u ovoj grupi pacijenata. Svoje mesto u ovim
indikacijama polako zauzima i selektivni FXa inhibitor, fondaparinux koji je do sada pokazao
jednaku bezbednost kao i LMWH, uz nesto vecu efikasnost kod pacijenata sa izrazito visokim
rizikom za nastanak venskog tromboembolizma [142].

U Evropskim zemljama, tromboprofilaksa primenom LMWH zapodinje obi¢no 10-12
sati pre planirane hirurSke procedure, odnosno obi¢no vece pre operativnog zahvata. U
Severnoj Americi ona obi¢no pocinje 12-24" nakon operacije, kako bi se smanjio rizik od
krvarenja i skratilo vreme hospitalizacije za elektivne hirurske procedure.

3.5.2.3. Ortopedske hirurske procedure

Kako poviSen rizik od nastanka venske tromboze traje najmanje dva meseca nakon
major ortopedskih hirurskih zahvata, tromboprofilaksa se preporucuje za sve pacijente koji
¢e biti podvrgnuti ovakvim procedurama [138] i treba je sprovoditi u trajanju od 30-42 dana
nakon operativnog zahvata. Time se znacajno smanjuje rizik od nastanka venskih
tromboembolijskih komplikacija, a ne povedéava istovremeno rizik od pojave major krvarenja
[143,144].

Nakon elektivne implantacije proteze kuka preporucuje se primena LMWH u dozi
prilagodenoj telesnoj masi [138]. Upotreba antagonista vitamina K se napusta za ovu
indikaciju obzirom na odloZzen pocetak delovanja ovih lekova, varijabilan individualni
odgovor pacijenata, potrebu za Cestim laboratorijskim monitorisanjem i prilagodavanjem
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doze, interakcije sa drugim lekovima i manju efiksnost u odnosu na LMWH. Ukoliko se ipak
nadu kao lek izbora u prevenciji venskog tromboembolizma u pomenutoj indikaciji moraju
biti upotrebljeni u dozi koja je dovoljna da se postigne ciljni international normalized ratio
(INR) od 2,5 (odnosno raspod od 2,0-3,0). Prvu dozu VKA treba primeniti ili vece pre ili vece
nakon operacije. Ciljni INR se na ovaj nacin postiZze najranije treCeg postoperativnog dana
[145].

Nakon elektivne implantacije proteze kolena rizik od nastanka venske tromboze jos je
visi nego u sluéaju implantacije proteze kuka [137], Sto mozZe biti i jedno od objasnjenja za
smanjenu efikasnost tromboprofilakse u sklopu ortopedskih procedura na kolenu u
poredenju sa kukom [146]. Brojne studije potvrdile su da je profilaksa sa LMWH bezbedna i
efikasna u slucaju ove indikacije, te da je superiorna u odnosu na primenu nefrakcionisanog
heparina ili antagonista vitamina K [147]. Treba napomenuti i to da se u skladu sa ACCP
preporukama iz 2012 godine, u prevenciji tromboembolizma u sklopu ortopedskih hiruskih
procedura, mogu primeniti i novi oralni antikoagulanti lekovi [138].

Sto se artroskopije kolena tice, treba istaéi da terapijske artroskopske procedure nose
sa sobom viSi rizik od nastanka venske tromboze u poredenju sa dijagnostickim
artroskopskim procedurama, $to je najverovatnije u vezi i sa duzinom trajanja procedure i
njenom invazivno$éu [148]. Do danas nije sprovedena ni jedna dovoljno snazna placebo-
kontrolisana klinicka studija o tromboprofilaksi kod pacijenata koji su podvrgnuti
artroskopiji, te se ne mogu jos uvek doneti preporuke koje bi bile zasnovane na dokazima.
Moguénost sprovodenja trombopofilakse treba svakako uzeti u obzir kod pacijenata koji
imaju visok rizik za nastanak venke tromboze uslovljen dodatnim faktorima rizika.

3.5.2.4. Laparoskopske hirurske procedure

Rizik od nastanka venske tromboze nakon laparoskopskih hirurskih procedura
viSestruko je manji u odnosu na klasiéne operativhe zhavate, Sto se moZe obijasniti
smanjenjem traume koja nastaje tokom operativnhog zahvata, uz skracenje trajanja
hospitalizacije i imobilizacije [149,150]. Obzirom na veoma nisku stopu VTE kod pacijenata
koji se podvrgavaju laparoskopskim intervencijama Evropsko udruZenje endoskopskih
hirurga (EAES) [151] i ACCP [138] ne preporucuju primenu tromboprofilakse, osim u slu¢aju
da pacijent ima dodatne faktore rizika za nastanak venske tromboze.

3.5.2.5. Trauma

Pacijenti koji doZive major traumu imaju visi rizik za razvoj tromboze dubokih vena od
svih ostalih hospitalizovanih pacijenata. Bez primenjene tromboprofilakse on prelazi 50%, a
pluéna tromboembolija je treéi vodedi uzrok smrtnosti kod onih koji preZive prvi dan u ovoj
grupi pacijenata [138]. Rutinska primena tromboprofilakse kod pacijenata sa traumom
danas predstavlja standardni terapijski pristup [152]. Najefikasniji i najjednostavniji nacin na
koji se ona sprovodi je primena LMWH, sa kojom se poclinje nakon uspostavljanja
hemostaze, kod vecine pacijenata sa umerenim i visokim rizikom za nastanak venske
tromboze [138]. lako se o duZini primene tromboprofilakse kod ovih pacijenata jo$S uvek
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debatuje preporucuje se da ona traje do otpusta pacijenta iz bolnice, izuzev u sluéaju
preloma kuka [153].

U grupi pacijenata sa povredom kicme asimptomatska tromboza dubokih vena
pojavljuje se u 60-100% [154], a plu¢na tromboembolija €ini treci vodeéi uzrok smrti [155],
te se preporucuje primena rane tromboprofilakse sa LMWH, ¢im se uspostavi adekvatna
hemostaza. Takode, preporucuje se kontinuirani nastavak primene LMWH ili prevodenje na
oralni antikoagulantni lek (target INR 2,5; raspon 2,0-3,0) tokom celog perioda rehabilitacije
[156] ili barem tokom faze hospitalne rehabilitacije [138].

3.5.2.6. Trudnoda i puerperijum

Zene tokom trudnoce i puerperijuma imaju petostruko vidi rizik od nastanka venske
tromboze u poredenju za Zenama iste starosti, koje nisu trudne. Medutim, incidenca venskih
tromboza u sklopu trudnode i u postpartalnom periodu u opstoj populaciji iznosi svega 0,5-
1/1000 porodaja [157] te se rutinska primena tromboprofilakse vezano za trudnocu ne
preporucuje, sa izuzetkom Zena kod kojih drugi prisutni faktori rizika dodatno poveéavaju
rizik od nastanka venske tromboze [158]. Medu ove faktore u prvom redu spadaju:
prethodne venske tromboze, kao i nasledni deficit antitrombina, proteina Ci proteina S, te u
slu¢aju postojanja nekog od njih u obzir dolazi primena tromboprofilakse uz dodatni oprez.

3.5.2.7. Dugotrajna putovanja

Rezultati skorasnjih studija potvrduju postojanje dvostruko viseg rizika za nastanak
venske tromboze kod pacijenata koji putuju duze od 4 sata [159], bilo da se radi o prevozu
avionom, vozom ili kolima, Sto upucuje na to da razlog za poviSenje rizika treba traziti u
produZenoj imobilizaciji, a ne u hipobari¢noj hipoksiji za koju se ranije smatralo da je vodedi
patofizioloski mehanizam u nastanku tromboze dubokih vena kod pacijenata koj su putovali
avionom na duZe relacije [160]. Rutinska primena tromboprofilakse, bilo u smislu primene
LMWH, bilo kompresivne elasti¢ne bandaze ili aspirina, ne preporuduje se vezano za ovu
indikaciju [161], ali njenu primenu, uz individualni pristup, svakako treba razmotriti kod
pacijenata koji su imali prethodnu epizodu venske tromboze.

3.5.2.8. Hospitalizovani pacijenti

lako se hirurSke procedure smatraju najvisim faktorom rizika tokom hospitalizacije,
interesantan je podatak da se venski trombozni incidenti sa podjednakom ucestalosc¢u
javljaju kod hirurskih pacijenata (24%) i kod pacijenata hospitalizovanih iz drugih
medicinskih indikacija (22%). Za sada raspolozivi dokazi sugeriSu da tromboprofilaksu tokom
hospitalizacije treba primeniti kod pacijenata sa sréanom insuficijencijom, akutnom
respiratornom boleséu, akutnim infekcijama i kod onih kod kojih su prepoznati dodatni
faktori rizika za nastanak venske tromboze [162,163,164].

Treba istadi i to da pacijenti koji su hospitalizovani zbog akutnog infarkta miokarda
imaju visok rizik od nastanka venske tromboze [165]. Kako je primarni cilj kod ovih
pacijenata prevencija rekurentnog infarkta, oni primaju kombinacije antitormbocitnih lekova
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i visoke doze nefrakcionisanog ili niskomolekularnog heparina sto u dovoljnoj meri snizava
pomenuti rizik. Takode, i pacijenti sa akutnim ishemijskim insultom imaju povisen rizik od
nastanka venske tromboze. Medutim, obzirom na istovremeni visok rizik od razvoja
hemoragijskih komplikacija, rutinska primena LMWH vezana za ovu indikaciju jo$ uvek je
predmet brojnih debata [138].

Pacijenti oboleli od karcinoma imaju 6 do 7 puta poviSen rizik za nastanak venske
tromboze, [166] koja je ujedno drugi vodeci uzrok smrti u ovoj grupi pacijenata[167]. Prema
aktuelnim ACCP preporukama [138], kao i preporukama Americkog udruzenja klinickih
onkologa (ASCO) [168] preporucuje se primena LMWH ili fondaparinuxa kod svih
hospitalizovanih pacijenata sa karcinomom. Rutinska primena tromboprofilakse kod
pacijenata sa karcinomom koji nisu hospitalizovani a primaju hemoterapiju se ne
preporucuje, sa izuzetkom onih koji primaju kombinaciju talidomida (odnosno njegovog
analoga lanalidomida) i deksametazona ili nekog drugog citostatika [168]. Nakon operacije
karcionoma preporucuje se primena tromboprofilakse sa LMWH u trajanju od najmanje 7 do
10 dana, a u odnosu na individualne karakteristike pacijenta trebalo bi razmotriti ¢ak i
produzenu tromboprofilaksu u trajanju od dodatne tri nedelje [169].

3.5.2.9. Prethodne epizode venske tromboze

Tromboprofilaksu obavezno treba primeniti kod svih pacijenata koji su imali
prethodnu epizodu venske tromboze a koji vise ne primaju antikoagulantne lekove, kada se
nadu u situacijama izloZenosti ste¢enim faktorima rizika za nastanak ovog oboljenja,
obzirom na veoma visok rizik od nastanka recidiva bolesti. Iz istog razloga treba izbegavati
upotrebu oralnih kontraceptiva kod pacijentkinja koje su imale prethodnu trombozu [170].

3.5.2.10.Trombofilija

Aktuelno je stanoviste da je tromboprofilaksa opravdana kod asimptomatskih osoba
sa trombofilijom u situacijama sa veoma poviSenim rizikom od nastanka venske tromboze.
Treba istaci i to da, uzimajuci u obzir cost/benefit odnos i psiholosko opterecenje koje sa
sobom nosi saznanje o naslednoj bolesti nije opravdan skrining na trombofiliju kod svih
pacijenata koji doZive prvu epizodu venske tromboze. Ovo testiranje treba uzeti u
razmatranje ukoliko osoba doZivi spontanu vensku trombozu u Zivotnom dobu ispod 40
godina ili ako postoji istorija venskih tromboznih incidenata kod vise od 20% prvostepenih
rodaka [171].

3.6. LeCenje venskog tromboembolizma

LeCenje tromboze dubokih vena zasniva se na Cetiri osnovna cilja, a to su:
1. Prevencija smrtnog ishoda usled nastanka plu¢ne embolije,
2. UblaZavanje subjektivnih tegoba poput bola i oticanja,

3. Prevencija pojave recidiva oboljenja i
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4. Prevencija nastanka posttrombotskog sindroma.

Proksimalna venska tromboza je entitet koji podrazumeva pojavu venskog tromba u
poplitealnoj ili venama proksimalnije od nje i veoma je ozbiljno oboljenje koje sa sobom nosi
visok rizik od smrtnog ishoda. Ukoliko je neadekvatno le¢ena, u 20-50% slucajeva razviée se
simptomatski recidiv oboljenja koji mozZe za krajnji ishod imati i nastanak fatalne pluc¢ne
tromboembolije. Simptomatska potkolena venska tromboza udruzena je sa niskim rizikom
(oko 1%) za nastanak pluéne embolije a njena propagacija u poplitealnu ili jo$ proksimalnije
vene pojavljuje se kod ¢ak 15-25% pacijenata koji nisu adekvatno leceni [172].

Kod vedine pacijenata sa trombozom dubokih vena Cetiri, gore pomenuta, terapijska
cilja, postizu se primenom adekvatne antikoagulantne terapije, koja smanjuje incidencu
propagacije tromboze i/ili nastanak recidiva tromboembolizma tokom prva tri meseca nakon
postavljanja dijagnoze sa 25% na 4% [173]. Treba istaéi i to da je noSenje adekvatno
ordinirane elasticCne kompresivne bandaZe, koja se postavlja ¢im to dozvole postojedi
simptomi i kontinuirano nosi tokom najmanje dve godine pokazalo dobru efikasnost u
smanjenju incidence posttrombotskog sindroma [174].

3.6.1. Inicijalni terapijski pristup u leCenju tromboze dubokih vena

Aktuelne terapijske preporuke predlazu primenu antikogulantne terapije kao inicijalne
terapije izbora za vecinu pacijenata sa simptomatskom trombozom dubokih vena (Slika 16)
[138]. Apsolutne kontraindikacije za njenu primenu obuhvataju: intrakranijalno krvarenje,
druga teska, aktivna krvarenja, veoma skoru hirursku intervenciju na mozgu, oku ili kicmenoj
mozdini i malignu hipertenziju. Relativne kontraindikacije za primenu antikoagulantne
terapije ukljucuju: skore velike hirurske procedure, skori masivan tromboembolijski insult,
aktivno gastrointestinalno krvarenje, neregulisanu tesku hipertenziju, teSka oboljenja jetre i
bubrega, kao i teSku trombocitopeniju (ukoliko je broj trombocita manji od 50.000/1).
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e [V UFH, SC UFH, fiksna doza SC UFH

* primena 25 dana i dok INR ne bude stabilan >2
najmanje 24 ¢asa

e prednost u odnosu na LMW heparin kod pacijenata

sa odmaklom bubreZznom insuficijencijom /
* primena 25 dana i dok INR ne bude stabilan >2
najmanje 24 ¢asa
J/
e primena 25 dana i dok INR ne bude stabilan >2
najmanje 24 ¢asa
o/
e primena zajedno sa UFH, LMW heparinom ili
fondaparinux-om pocevsi od prvog dana
J

Slika 16. ACCP (2012) preporuke za leCenje tromboze dubokih vena

0Od 1960. do 1980. godine zapocinjanje antikoagulantnog lecenja u slucaju tromboze
dubokih vena podrazumevalo je inicijalnu primenu kontinuiranog intravenskog heparina.
No, devedesetnih godina LMWH primenjen u vidu subkutane injekcije jednom ili dva puta na
dan potpuno je potisnuo heparin obzirom na to da su klini¢ke studije pokazale da je njegova
primena podjednako efikasna ali i bezbedna u poredenju sa intravenskim heparinom.
Konacno, pocetkom ovoga veka na scenu inicijalne terapije tromboze dubokih vena stupio je
i sintetski pentasaharid, fondaparinux, koji je kroz klinicke studije pokazao jednaku
efikasnost i bezbednost kao i LMWH [175,176]. Prednost LMWH i fondaparinuxa u odnosu
na dotadasnji terapijski pristup ogleda se u tome S$to ne zahtevaju antikoagulantni
monitoring i mogu biti primenjeni u fiksnoj dozi, subkutanom aplikacijom, jednom ili dva
puta dnevno, Sto omogucava da se inicijalna terapija tromboze dubokih vena sprovodi i van
bolni¢kih uslova. Primena kontinuiranog intravenskog nefrakcionisanog heparina danas se
preporucuje kod pacijenata sa teSkom bubreznom insuficijencijom [138]. U tom slucaju
neophodno je dostiéi i pratiti njegov antikoagulantni efekat putem aktivisanog parcijalnog
tromboplastinskog vremena (aPTT). Inicijalna terapija sa LMWH, fondaparinux-om ili UFH
trebala bi da traje najmanje 5 dana.
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Tromboliticka terapija je veoma retko inicijalna terapija izbora u slu¢aju tromboze
dubokih vena. Ograni¢ene indikacije za njenu primenu podrazumevaju: masivnu akutnu
proksimalnu vensku trombozu sa razvojem phlegmasia cerulea dolens sa prete¢om venskom
gangrenom ili masivnu proksimalnu vensku trombozu sa izrazenim simptomima koji traju
kra¢e od 14 dana, kod pacijenata dobrog funkcionalnog statusa, kod kojih je ocekivano
trajanje Zivota duZe od godinu dana uz nizak rizik od razvoja krvareéih komplikacija a sve sa
ciliem smanjenja akutnih simptoma i sprecavanja nastanka posttrombotskog sindroma
[138].

Plasiranje vena kava filtera rezervisano je za pacijente sa akutnom trombozom
dubokih vena koji imaju jasne kontraindikacije za primenu antikoagulantne terapije i za
veoma retke pacijente koji imaju recidive venskih tromboznih incidenata tokom adekvatne
primene antikoagulantne terapije. Bez obzira na njegovo plasiranje, dugotrajnu
antikoagulantnu terapiju treba poceti primenjivati ¢im eventualno nestanu kontraindikacije
za njenu inicijalnu primenu, kako bi se smanjila incidenca recidiva tromboze dubokih vena
koju sa sobom nosi primena vena kava filtera kao jedinog terapijskog modaliteta [177].

3.6.2. Dugorochni terapijski pristup u leCenju tromboze dubokih vena

Dugorocna primena antikoagulantne terapije kod pacijenata sa trombozom dubokih
vena indikovana je u cilju smanjenja visoke frekvence (15-25%) simptomatske propagacije
tromboznog procesa i prevencije recidiva venske tromboze. Terapija izbora za koju se danas
smatra da na najbolji nacin ostvaruje pomenute ciljeve jeste peroralna primena antagonista
vitamina K. Dugoroéna primena UFH ili LMWH indikovana je pak samo za mali broj
pacijenata kod kojih su antagonisti vitamina K kontraindikovani, kao sto je sluc¢aj kod
trudnica na primer, ili kod kojih je dokazana veca efikasnost primene ovih lekova u odnosu
na oralne antikoagulante lekove, kao $to je slu¢aj kod pacijenata sa karcinomom [178,179].

Primenu oralnih antikoagulantnih lekova treba otpoceti istovremeno sa inicijalnom
primenom LMWH, fondaparinuxa ili UFH ve¢ prvog terapijskog dana i primenjivati paralelno
sa ovim lekovima najmanje 4-5 dana. Ukoliko je INR u terapijskom opsegu (odnosno iznad
2,0) tokom najmanje 24" obustavlja se dalja primena heparina ili fondaparinuxa [138]. Dozu
antagonista vitamina K trebalo bi individualno prilagoditi tako da se obezbedi target INR od
2,5 (raspon 2,0-3,0) tokom celog trajanja leCenja. Dokazano je da target INR ispod 2,0 (1,5-
1,9) ne smanjuje rizik od nastanka krvareéih komplikacija, ali znacajno povecava rizik za
nastanak recidiva venske tromboze te se ne preporucuje, izuzev ako pacijent izrazito ne
zahteva znatno rede kontrole [138]. INR od 3,1-4,0 ne treba postavljati kao target INR, jer je
dokazano da nije povezan sa poboljSanjem efikasnosti terapije kod pacijenata sa
antifosfolipidnim sindromom i rekurentim trombozama na primer, a istovremeno dokazano
dovodi do ¢es¢ih krvareéih komplikacija [180].

Terapija tromboze dubokih vena vodena na ovakav nacin treba da traje najmanje tri
meseca kod pacijenata sa prvom epizodom tromboze proksimalnih vena koja je provocirana
prepoznatim uzroénim faktorom [138]. U sluc¢aju idiopatske tromboze terapija takode treba
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da traje tri meseca, nakon cega je neophodno izvrsiti detaljnu evaluaciju dotadasnjeg
terapijskog pristupa u odnosu na individualnu kombinaciju faktora rizika za nastanak venske
tromboze, kao i risk/benefit odnos koji sa sobom nosi dugotrajna primena antikoagulantne
terapije. Kod pacijenata koji imaju veoma mali rizik od nastanka krvareéih komplikacija i kod
kojih je antikoagulantna terapija stabilno dozirana i protice bez ikakvih komplikacija,
preporucuje se dugotrajna primena ovog terapijskog modaliteta. To prakti¢no znadi da ¢e se
isti primenjivati dok god se eventualno ne proceni da je rizik od krvarenja nadmasio rizik od
nastanka recidiva venske tromboze ili dok pacijent to izri¢ito ne zahteva. Dakle, u ovom
slu¢aju se periodi¢éno mora sprovoditi detaljna evaluacija dotadasnjeg terapijskog pristupa
[181]. Takode, dugotrajna primena antikoagulantnih lekova rezervisana je za gotovo sve
pacijente sa recidivom idiopatske venske tromboze, svakako uz strogo poStovanje
risk/benefit odnosa i u ovom sluéaju. Konacno, treba istaéi i to da se kod pacijenata sa
prvom epizodom venske tromboze i dokazanim prisustvom antifosfolipidnih antitela ili dva
ili vise udruzena trombofilna markera, a obzirom na veoma visok rizik od nastanka recidiva,
preporucuje dugotrajna antikoagulantna terapija.

Dugotrajna primena LMWH, u trajanju od najmanje 3 do 6 meseci pokazala se
podjednako efikasnom, a kod pacijenata sa karcinomom i efikasnijom u poredenju sa
oralnom antikoagulantnom terapijom. Dokazano je i da sa sobom nosi manji rizik od
nastanka krvarecih, narocito minor komplikacija [182]. Tako je kod pacijenata sa
karcinomom ovo terapija izbora tokom prvih 3 do 6 meseci. Nakon toga bi ovi pacijenti
trebalo da primaju ili LMWH ili oralne antikoagulantne lekove dok god je aktuelno osnovno
oboljenje.

Novi antikoagulantni lekovi, medu kojima direktni inhibitor trombina Dabigatran i
drektni inhibitor FXa Rivaroxaban, polako ali sigurno zauzimaju svoj prostor pokrivajuéi sve
veéi broj indikacija za primenu oralne antikoagulantne terapije, medu kojima je i njena
primena u trombozi dubokih vena. Njihova osnovna prednost u odnosu na dosadasnje
oralne antikoagulantne lekove je u tome Sto se primenjuju peroralno jednom ili dva puta na
dan u fiksnoj dozi, ne zahtevaju monitoring i titriranje doze, stupaju sa znatno manjim
brojem lekova u interakciju i imaju brz pocetak delovanja, poput LMWH, te dakle nose sa
sobom mogucénost pojednostavljenja terapije tromboze dubokih vena uz znacajno vedi
komfor za pacijenta [183].

3.6.3. NezZeljeni efekti antikoagulantne terapije
3.6.3.1. Krvarenje

Krvarenje predstavlja najces¢i nezeljeni efekat primenjene antikoagulantne terapije i
na osnovu internacionalnog standarda moze se podeliti na major i minor krvarenja. Major
krvarenje se definiSe kao ono koje je klini¢ki uocljivo i praceno je smanjenjem koncentracije
hemoglobina od najmanje 2g/dl, ono koje dovodi do potrebe za primenom najmanje 2 doze
koncentrovanih eritrocita ili ono koje je retroperitonealne ili intrakranijalne lokalizacije.
Stopa major krvarenja tokom inicijalne terapije intravenskim heparinom, LMWH ili
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fondaparinux-om je 1-2% [184], tokom prva tri meseca primene oralne antikoagulantne
terapije ona iznosi 2%, a ukoliko se ovi lekovi nastave dugorocno primenjivati, stopa
krvarenja je 1% godisnje [185].

3.6.3.2. Heparinom indukovana trombocitopenija (HIT)

| nefrakcionisani i niskomolekularni heparin mogu dovesti do razvoja
trombocitopenije, koja se javlja u manje od 1% pacjenata lecenih ovim lekovima. Medutim,
heparinom indukovana trombocitopenija (HIT) predstavlja ozbiljnu komplikaciju ove terapije
udruZenu sa propagacijom ili recidivom venskog tromboznog procesa ili pak razvojem
arterijske tromboze. Ukoliko dode do razvoja HIT-a, koji sa sobom nosi visok rizik od
smrtnog ishoda i amputacije ekstremiteta, terapija heparinom se mora hitno obustaviti i
zapoceti lecenje danaparoidom, lepirudinom ili argatrobanom. Primena antagonista
vitamina K dolazi u obzir kada se normalizuje broj trombocita [175,176].

3.6.3.3. Heparinom indukovana osteoporoza

Kao rezultat dugotrajne primene UFH ili LMWH moZe dodéi do razvoja osteoporoze,
koja se javlja obi¢no tek nakon vise od 6 meseci kontinuirane primene ovih lekova. Treba
istaci i to da ¢ak jedna tre¢ina pacijenata le¢enih dugotrajno heparinom ima asimptomatsko
smanjenje gustine kosti. Sa druge strane, incidenca simptomatske osteoporoze u sludaju
primene LMWH u duzini izmedu 3 i 6 meseci veoma je niska i nije viSa u poredenju sa onom
koja prati primenu antagonista vitamina K [182].

3.6.3.4. Hepatotoksi¢nost

Primena UFH ili LMWH moZe dovesti do porasta jetrenih transaminaza, Ciji klinicki
znacaj nije objasnjen i koji obi¢no nestaje nakon ukidanja pomenute terapije.

3.6.4. Terapijski pristup u leCenju plu¢ne tromboembolije

Danas se lekom izbora u inicijalnom terapijskom tretmanu pluéne tromboembolije
smatraju LMWH, fondaparinux i UFH, kao bezbedna i efikasna opcija u slu¢aju da je pacijent
hemodinamski stabilan. LMWH i fondaparinux su jednostavniji za primenu, no zakljucci
skorasnjih studija sugeriSu da UFH u fiksnoj dozi daje veoma slicne rezultate [186,187].
Takode, u grupi pacijenata sa oStecenom bubreznom funkcijom UFH i dalje ostaje
najbezbednija opcija. Dugotrajna antikoagulantna terapija sprovodi se peroralnim
antagonistima vitamina K, postujudi iste principe primene kao i u slu¢aju tromboze dubokih
vena. Dokazi pokazuju da je stopa recidiva venskog tromboembolizma nakon primene
oralne antikoagulantne terapije u trajanju od 3 do 6 meseci nesto visa kod pacijenata koji su
imali pluénu tromboemboliju nego kod pacijenata koji su imali trombozu dobokih vena
[188]. No, i pored toga, rizik od nastanka fatalnih pluénih embolija nakon prekida
antikoagulantnog lecenja ostaje nizak i nije viSi u odnosu na rizik od nastanka fatalnih
krvarenja uzrokovanih primenom prolongiranog antikoagulantnog lecenja [189]. Treba
napomenuti i to da je randomiziranim studijama dokazano da je stopa recidiva
tromboembolizma visa kod pacijenata koji su primali kraée vreme antikoagulantnu terapiju
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(od 6 nedelja do 6 meseci) u poredenju sa pacijentima sa prolongiranom terapijom [190].
Medutim, u vedéini takvih studija pacijenti kod kojih je primenjena prolongirana
antikoagulanta terapija nisu praéeni nakon njenog ukidanja a broj pacijenata koji su imali
pluénu tromboemboliju u ovim studijama je generalno mali. Tako za sada ostaje
nerazjasnjeno pitanje da li produzena primena antikoagulantne terapije smanjuje dugoro¢no
stopu recidiva venskog tromboembolizma ili jednostavno odlaze naredni tromboembolijski
dogadaj. Danasnje preporuke ne predlazu duZe leCenje pacijenata koji su doZiveli plu¢nu
tromboemboliju u odnosu na pacijente sa trombozom dubokih vena. U skladu sa ACCP
preporukama, pacijenti sa prolaznim faktorima rizika treba da budu leéeni u trajanju od
najmanje tri meseca a oni sa idiopatskim plu¢nim emboliznom u trajanju od najmanje Sest
meseci [191]. Odluku o dugotrajnoj primeni antikoagulantnih lekova kod pacijenata sa
pluénom tromboembolijom treba doneti postujuci individualni pristup koji se u prvom redu
odnosi na rizik od nastanka recidiva venske tromboze uz adekvatnu procenu rizika od
nastanka krvarecih komplikacija, koji su razli¢iti kod svakog pacijenta ponaosob.

4. ULOGA FIBRINOLIZNOG MEHANIZMA U NASTANKU VENSKE
TROMBOZE

Dok je ispitivanje uloge koagulacionog mehanizma u nastanku venske tromboze
decenijama u fokusu naucno-istrazivackog interesovanja, fibrinolizni mehanizam je svo to
vreme imao nepravedno dodeljenu ulogu nemog posmatraca. Na osnovu Cinjenice da deficit
plazminogena, kao centralne karike procesa fibrinolize, ne dovodi do poveéanog rizika za
nastanak venske tromboze, smatrano je da fibrinolizni mehanizam u celini nema nikakav
patofizioloski znafaj u nastanku ovog oboljenja. Medutim, rezultati studija koje su
sprovedene tokom poslednje decenije dokazuju na osnovu testova koji procenjuju globalnu
funkcionalnost ovog sistema, kao i na osnovu ispitivanja njegovih pojedinacnih ¢inilaca, da
ne treba olako eliminisati njegovu moguéu ulogu u nastanku venske tromboze.

Postoji nekoliko razli¢itih testova za globalnu procenu funkcionalnosti fibrinoliznog
mehanizma, pri ¢emu su najcescée koriséeni euglobulinsko vreme lize koaguluma (ECLT) i
vreme lize koaguluma razblazene cele krvi (DWBCLT). Osnovno Sto se moze zameriti ovim
testovima je to $to ne odrazavaju zaista ukupni fibrinolizni potencijal krvi. Kako se za ECLT
koristi samo euglobulinska frakcija plazme, a DWBCLT izvodi uz prisustvo citrata, to se na
ovaj nacin ne ukljuuje ispitivanje interakcije koagulacionog i fibrinoliznog procesa
posredovano TAFl-om i FXIll koagulacije. Dakle, pokusaji da se dokaZe postojanje veze
izmedu neadekvatne funkcionalnosti fibrinoliznog sistema i tromboze u ranijim studijama
bili su neuspesni u najvecoj meri zbog toga Sto su testovi za procenu funkcionalnosti
fibrinoliznog sistema bili nespecifi¢ni, relativho nesenzitivni i nedovoljno standardizovani. U
skorije vreme razvijen je novi test za procenu globalne funkcionalnosti fibrinoliznog
mehanizma - vreme lize koaguluma (CLT). U ovom testu fibrinski ugrusak se razlaze pod
uticajem egzogeno dodatog t-PA a vreme lize koaguluma koje se njime meri ukljucuje uticaj
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TAFI, plazminogena, inhibitora plazmina, PAI-1 i antitrombina [192]. Osnovni nedostatak
ovoga eseja je taj Sto ispitivani uzorak ne sadrzi celije krvi, koje takode daju znacajan
doprinos ukupnoj fibrinoliznoj aktivnosti. Aktuelno je u toku razvoj novog fibrinoliznog eseja
koji ¢e obuhvatiti i ovaj aspekt [193], no u tom slucaju merenje mora biti sprovedeno odmah
nakon uzorkovanja, sto donekle oteZava njegovu upotrebu u velikim studijama.

Treba takode istadi i to da su danas na istrazivackoj sceni veoma aktuelne studije koje
se bave upravo ispitivanjem i otkrivanjem patofizioloskih mehanizama putem kojih
pojedinacne komponente fibrinoliznog mehanizma dovode do izmene njegove
funkcionalnosti koja rezultuje razvojem venskog tromba, bilo da su oni vezani za samu
degradaciju fibrina, bilo za druge procese od znacaja u nastanku tromboze. Osim toga, treba
uvek imati na umu i ¢injenicu da sistemski nivoi fibrinoliznih komponenti ne odslikavaju uvek
u potpunosti verodostojno lokalni fibrinolizni status, te da su od najveceg patofizioloskog
znacaja studije koje se bave ispitivanjem regulacije fibrinolizne aktivnosti na organskom
nivou.

4.1. Uticaj pojedinacnih Cinilaca fibrinoliznog mehanizma na nastanak venske
tromboze

4.1.1. Plazminogen

Najc¢esca klinicka manifestacija homozigotnog, a ponekad i heterozigotnog nosilastva
genske mutacije koja uslovljava deficit plazminogena jeste linjozni konjunktivitis koji
podrazumeva pojavu ekstravaskularnih depozita fibrina u o¢ima ali koji nikada nije doveden
u vezu sa pojavom intravaskularnih depozita, odnosno povisenom ucestalo$¢u tromboznih
incidenata. Jedna skorasnja studija koja je obuhvatila 50 pacijenata sa teskim deficitom
plazminogena pokazala je da je cak 80% ovih pacijenata razvilo pomenutu formu
konjunktivitisa ali ni jedan nije doZiveo vensku trombozu. Takode, populacione studije su
potvrdile da je zastupljenost deficijencije plazminogena medu pacijentima sa venskom
trombozom veoma slicna onoj kod zdravih ispitanika [194,195,196]. Sa druge strane,
strukturalne abnormalnosti molekule plazminogena, bez obzira na njegovu koncentraciju u
plazmi povezane su sa povisenim rizikom za nastanak venske tromboze. Tako je Aoki sa sar.
[197] opisao pacijenta sa rekurentnim venskim trombozama koji je imao fizioloSke antigene
koncentracije plazminogena, ali samo 50% njegove funkcionalne aktivnosti, Sto je bio
rezultat aminokiselinske zamene u blizini aktivnog histidinskog mesta. | kod nekolicine
drugih pacijenata kasnije je zabeleZena identi¢na abnormalnost.

4.1.2. Tkivni aktivator plazminogena

lako rezultati ranijih studija nisu pokazivali postojanje veze izmedu nivoa t-PA i rizika
od nastanka prvog [198] ili ponovljenih venskih tromboznih incidenata [199], skorasnja
istrazivanja su dokazala da osobe se t-PA nivoima u najvisem kvartilu imaju 3,2 puta veci
rizik od nastanka venske tromboze u poredenju sa osobama u prvom kvartilu [200,201].
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Nekolicina ovih istraZivanja ispitivala je i vezu izmedu t-PA insercija/delecija (I/D)
polimorfizma, koji je rezultat postojanja ili nedostatka Alu ponavljanja u osmom intronu
gena za t-PA, i venske tromboze i prema njihovim rezultatima nema razlike u odnosu na
genotip izmedu osoba koje su doZivele vensku trombozu i onih koje to nisu u Turskoj
populaciji koja je ispitivana u ovom pravcu [200], dok su recimo Afro-Amerikanci sa DD
genotipom imali 2,5 puta visi rizik od nastanka venske tromboze u odnosu na osobe iste
etnicke pripadnosti sa Il genotipom [201].

Kako je koncentracija plazmatskog t-PA antigena odraz heterogene mesavine koju ¢ine
mala koncentracija aktivnog t-PA (svega nekoliko procenata) i znatno vec¢a koncentracija
kompleksa t-PA i raznih inhibitora (kao $to su PAI-1, inhibitor plazmina ili C1 inhibitor) i kako
je utvrdeno postojanje znacajne korelacije izmedu t-PA antigena i t-PA/PAI-1 kompleksa, to
odredivanje koncentracije ovih kompleksa ima daleko vedi znacaj u predvidanju trombotskih
dogadaja u poredenju sa odredivanjem koncentracija t-PA antigena. Treba istaci i to da
plazmatska koncentracija t-PA antigena korelira sa aktivno$éu PAI-1, ali ne i sa t-PA
aktivnoscu, te da porast koncentracije t-PA antigena iz tog razloga reflektuje snizenu a ne
povisenu fibrinoliznu aktivnost

4.1.3. Inhibitor aktivatora plazminogena

Rezultati Physicians' Health Study [198] pokazuju da nema razlike u nivou PAI-1
antigena izmedu ispitanika koji su doZiveli vensku trombozu i onih koji nisu, sto je potvrdeno
i rezultatima case-control studije koja je izvedena iz LITE (Longitudinal Investigation of
Thromboembolism Etiology) kohorte, a obuhvatala je 308 pacijenata i 640 kontrola [202].
Pored toga, neke studije osporavaju i postojanje veze izmedu nivoa ovog inhibitora
fibrinolize i recidiva venske tromboze [199]. Za razliku od ovih rezultata, poslednjih godina
sve je vedi broj studija koje dokazuju postojanje viseg nivoa PAI-1 antigena ili aktivnosti kod
osoba sa venskom trombozom u poredenju sa zdravim osobama [203]. Potvrdeno je i to da
porast koncentracije PAI-1 u plazmi osoba sa venskom trombozom rezultuje brzim
formiranjem inaktivnih kompleksa sa t-PA i skracuje vreme poluzZivota t-PA na manje od
jednog minuta. Kako je kod pacijenata sa trombozom dubokih vena cesto prisutan
dugotrajan inflamatorni odgovor koji doprinosi porastu koncentracije PAI-1 u plazmi,
informacije koje potic¢u iz retrospektivnih studija se moraju razmatrati sa dozom rezerve
uzevsi u obzir pitanje uzroka i posledice. Utoliko je znacajnija Cinjenica da i rezultati
prospektivnih studija dokazuju postojanje statisticki znacajne korelacije izmedu PAI-1 nivoa
u plazmi i rizika od nastanka tromboze dubokih vena.

Poznato je joS nekoliko vaZnih ¢injenica u vezi sa inhibitorom aktivatora
plazminogena, kao na primer to da je stabilnost slobodnog PAI-1 u plazmi izuzetno mala a
njegovo odredivanje u plazmi upravo iz ovog razloga, kao i zbog izrazenih dnevnih varijacija,
veoma tesko. Treba istaci i to da trombociti sadrze znacajnu koli¢inu PAI-1 i da je obzirom na
brzu konverziju aktivnhog PAI-1 u latentnu formu u fizioloskim uslovima i vreme Zivota
trombocita u cirkulaciji od 5-10 dana, ocekivano da je manje od 1% PAI-1 u trombocitima
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aktivno. Medutim, dokazano je da je ovaj procenat oko deset puta vedi. Razlog za to nije u
potpunosti objasnjen joS uvek, ali upravo u ovom otkricu moZe se traziti objasnjenje za
¢injenicu da je tromb bogat trombocitima znatno otporniji na lizu sa t-PA [204].

Kada je o genu za sintezu inhibitora aktivatora plazminogena re¢, treba istaci da je
njegov najc¢esce proucavan polimorfizam 4G/5G I/D na poziciji -675 u promoterskoj regiji
gena, kao i to da je ustanovljeno da je 4G alel u vezi sa povisenom transkripcijom gena i
povisenim PAI-1 antigenim nivoima u poredenju sa 5G alelom. Tako je dakle, 4G/5G
polimorfizam smatran tipi¢nim primerom "funkcionalnog" polimorfizma u ¢ijem slucaju su
upravo aleli pravi uzrok varijacija u PAI-1 koncentraciji, te postoje dokazi da osobe koje su
homozigotni nosioci 4G alela imaju za 25% viSe plazmatske koncentracije PAI-1 u poredenju
sa homozigotima za 5G alel. Studija sprovedena na Italijanskoj populaciji donosi rezultate da
je prevalenca homozigotnih nosilaca 5G alela niza kod pacijenata sa venskom trombozom u
poredenju sa zdravim osobama [205,206], a vazno je istadi i rezultate metaanalize kojom je
sagledavana veza izmedu razlicitih genetskih Cinilaca i rizika za nastanak tromboze dubokih
vena, koja je obuhvatila 173 case-control studije. Prema rezultatima ove metaanalize
potvrdeno je postojanje statisticki znacajne veze izmedu 4G/5G polimorfizma za PAI-1 i
tromboze dubokih vena [207].

lako se ne odnosi na pacijente sa venskom trombozom, interesantno je pomenuti
rezultate jedne populacione kohortne studije sprovedene na 637 ispitanika koji su preziveli
ishemijski cerebrovaskularni inzult. Oni naime pokazuju da je povisen nivo aktivnosti PAI-1 u
plazmi povezan sa poviSenim rizikom od nastanka pomenutog oboljenja nezavisno od
genotipa, te sugeriSu da je genetska regulacija nivoa PAI-1 znatno kompleksnija nego Sto se
pretpostavljalo i da se ne smeju zaboraviti alternativni mehanizmi koji dovode do porasta
koncentracije ovog Cinioca, poput insulinske rezistencije i sistemske inflamacije, kao Cestih
komponenti trombotskog procesa [208]. Pruzeni su ¢ak i ¢vrsti dokazi da je 4G/4G genotip
protektivan u slucaju ishemijskog cerebrovaskularnog inzulta, a moguce obajsnjenje treba
traziti u inhibiciji aktivacije enzima koji razgraduju matriks u aterosklerotskom plaku od
strane PAI-1, koji na taj nacin stabilizuje plak i prevenira njegovu rupturu koja vodi
ishemijskoj infarkciji [209].

4.1.4. Trombinom aktivisuci fibrinolizni inhibitor

Rezultati brojnih studija sugeriSu da je poviSen nivo TAFI-a povezan sa poviSenim
rizikom od nastanka venske tromboze. Tako je LETS studija (Leiden Thrombophilia Study), na
uzorku od 474 pacijenata sa venskom trombozom i isto toliko kontrolnih ispitanika
ustanovila dvostruko povisenje rizika za nastanak ovog oboljenja kod osoba koje su imale
nivo TAFl-a iznad 90-og percentila [210], a rezultati joS skorije case-control studije dokazuju
Cak Cetvorostruko visi rizik [211]. Dalji dokazi o vezi izmedu povisenog nivoa TAFI-a i recidiva
venske tromboze proisticu iz rezultata jedne prospektivhe kohortne studije koja je
obuhvatila 600 pacijenata sa prvom epizodom venske tromboze i ustanovila dvostruko
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povisenje rizika od nastanka ovog oboljenja kod osoba koje imaju nivo TAFl-a iznad 75-og
percentila [212].

Obzirom da je nivo TAFl-a delimi¢no genetski determinisan i da je utvrdeno da 438
G/A polimorfizam u promoterskoj regiji gena za TAFI, kao i 505 G/A i 1040 C/T polimorfizmi
u kodirajucoj regiji ovoga gena koreliraju sa plazmatskim nivoom TAFI antigena, mnoge
studije bave se ispitivanjem veze pomenutih polimorfizama, antigenog nivoa TAFI u plazmi i
rizika od nastanka tromboze. Do sada je utvrdeno da nosioci 505A alela imaju visi rizik od
nastanka venske tromboze u poredenju sa osobama koje su nosioci 505G alela.

Na kraju, treba reci i to da postoje joS uvek brojne nepoznanice i kontradiktornosti na
polju uloge TAFI-a u nastanku venske tromboze. Tako na primer, dok je tromboza dubokih
vena nogu nesumnjivo povezana sa povisenim nivoom TAFI-a u plazmi, u slu¢aju postojanja
venske tromboze u splanhnickoj regiji beleZe se snizeni nivoi ovog Cinioca, $to najverovatnije
ukazuje na to da ne samo inhibitorna uloga u fibrinoliznom mehanizmu, nego i uticaj TAFl-a
na inflamatorni odgovor igra zna¢ajnu ulogu u patogenezi ove retke tromboze [213,214].

4.2. Ukupni fibrinolizni potencijal i rizik od nastanka venske tromboze

JoS pre oko dve decenije ustanovljeno je postojanje veze izmedu suprimirane
fibrinolizne aktivnosti i venske tromboze [215]. Od tada, pa sve do danas, u centru
interesovanja naucnika koji se bave ovom problematikom je pokusaj da se osmisli globalni
test za procenu funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma, koji na najbolji nacin odslikava
kompleksnu interakciju njegovih brojnih pojedinacnih cinilaca [216,217]. Medu brojnim
manje ili viSe uspesSnim testovima koji su koriSteni u ovu svrhu izdvojila su se dva. Po¢etkom
ovog veka predstavljen je OFP (overall fibrinolysis potential) ili ukupni fibrinolizni potencijal
koji se izraCunava kao razlika izmedu ukupnog hemostaznog (OHP) i ukupnog koagulacionog
(OCP) potencijala ocitanih sa krive agregacije fibrina koja nastaje analizom uzoraka citratne
plazme kojoj se dodaju male koli¢ine trombina i t-PA [218]. Nekoliko godina kasnije, javnosti
je predstavljen jo$ jedan test, CLT (clot lysis time) koji ima brojne prednosti u odnosu na
prethodne metode procene globalne funkcije fibrinoliznog mehanizma ali se za sada koristi
isklju¢ivo u naucno-istrazivacke svrhe. Rezultati LETS studije, u kojoj je globalna funkcija
fibrinoliznog mehanizma procenjivana pomocéu CLT, potvrduju postojanje dvostruko
poviSenog rizika za nastanak venske tromboze kod osoba koje imaju CLT iznad 90-og
percentila u odnosu na osobe cije je CLT ispod ove cut off granice. | MEGA (Multiple
Environmental and Genetic Assessement) studija, velika populaciona case-control studija
pruza dokaze da postoji veza izmedu izmerenog CLT i rizika za nastanak tromboze dubokih
vena nogu, ali i plu¢ne tromboembolije [219]. Koristedi kvartile za CLT u odnosu na vrednosti
koje su ustanovljene u kontrolnoj grupi ispitanika, utvrdeno je da osobe u najvisem kvartilu
imaju dvostruko visi rizik od nastanka venske tromboze u poredenju sa osobama u najnizem
kvratilu.

Rezultati MEGA studije pokazali su joS jedno interesantno otkri¢e, a to je da je kod
osoba koje imaju kombinaciju suprimiranog fibrinoliznog potencijala i faktora rizika koji se
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odnose na hiperkoagulabilnost, poput FV Leiden mutacije ili imobilizacije, stvarni rizik od
nastanka venske tromboze znacajno visi od onog koji se moZe pretpostaviti na osnovu
prostog sabiranja ovih faktora rizika. NajizraZeniji porast rizika za nastanak venske tromboze
zabeleZen je u grupi Zena sa sniZzenim fibrinoliznim potencijalom koje su koristile oralna
kontraceptivna sredstva. Tako su one koje su imale CLT iznad 75-og percentila, uz
istovremeno uzimanje oralnih kontraceptiva imale ¢ak 22 puta visi rizik za nastanak ovog
oboljenja, dok su hipofibrinoliza ili uzimanje pomenutih lekova pojedinacno dovodili do
dvostrukog povisenja rizika [220].

Ne sme se zanemariti ¢injenica da je osnovna mana koriséenja case-control studija u
ispitivanju veze izmedu rizika za nastanak venske tromboze i razli¢itih parametara koji se
dobijaju analizom krvi ta da se krv od pacijenata uzima tek nakon S$to se ve¢ desio
trombotski dogadaj. Logicna je stoga bojazan da dokazana smanjena fibrinolizna aktivnost u
ovoj bolesti moZe biti zapravo posledica njenog razvoja a ne uzro€ni mehanizam u njenom
nastanku. U tom sluéaju, za ocekivati je da ako se CLT produZava kao posledica trombotskog
dogadaja, dode do njegovog skraéivanja nakon odredenog vremena nakon tog dogadaja.
No, pomenute studije koje su ispitivale vezu izmedu CLT i rizika od nastanka venske
tromboze, ustanovile su da nema povezanosti izmedu CLT i broja dana izmedu trombotskog
incidenta i uzorkovanja krvi za analize, te dakle opravdavaju koriséenje rezultata case-
control studija u donosenju zaklju¢aka na ovom polju nauke.

Na kraju treba istaéi da iako je u viSe studija ustanovljeno neosporno postojanje veze
izmedu snizenog fibrinoliznog potencijala, kao i poviSenog plazmatskog nivoa TAFI i
nastanka venske tromboze, joS uvek je mali broj dokaza o uzro¢noj ulozi nivoa
plazminogena, inhibitora plazmina, t-PA i PAI-1 u nastanku ovog oboljenja. Upravo zbog
toga, nedovoljno je jasno da |i dokazana veza hipofibrinolize i venske tromboze zaista
odslikava kombinovane efekte pojedinacnih fibrinoliznih proteina na rizik, samostalne
efekte TAFI-a na rizik ili je pak odraz delovanja mehanizama koji nisu u neposrednoj vezi sa
lizom fibrinskog ugruska.
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5. Radna hipoteza i cilj istrazivanja

Cinjenica da je venska tromboza veoma znacajan uzrok obolevanja i umiranja u vecini
zemalja danas, da sve ¢esSc¢e pogada mladu populaciju, uslovljava visok procenat invalidnosti,
zahteva Ceste lekarske kontrole i angaZovanje multidisciplinarnog tima struénjaka, sto je sve
povezano i sa znacajnim materijalnim troSkovima, govori u prilog zauzimanja aktivnog stava
u ranom pronalazenju laboratorijskih znakova rizikofaktora za njen nastanak. Epidemioloske
studije, koje su nam za sada na raspolaganju, a koje se bave ispitivanjem etiopatogeneze ove
kompleksne, multikauzalne bolesti, sugeriSu postojanje veze izmedu smanjene fibrinolizne
aktivnosti i razvoja tromboze, ali taéna patogenetska uloga i prediktivha vrednost
fibrinoliznih alteracija do danas nisu u potpunosti rasvetljene.

Pretpostavke na kojima se zasniva istrazivanje su:

= Ucestalost suprimirane funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma znacajno je
veca kod bolesnika sa venskom trombozom u poredenju sa zdravim osobama,
te suprimirana funkcionalnost fibrinolize povecava rizik od nastanka venske
tromboze

= Bolesnici oboleli od venske tromboze znadajno se razlikuju u odnosu na
koncentraciju inhibitora aktivatora plazminogena-1, ali i ostalih pojedinacnih
¢inilaca fibrinoliznog mehanizma u poredenju sa zdravim osobama

= Ucestalost 4G/5G PAI-1 genskog polimorfizma znacajno je visa kod bolesnika
sa venskom trombozom u poredenju sa njegovom ucestaloséu kod osoba koje
nisu doZivele venski trombozni incident

Ispitivanje globalne funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma, kao i ispitivanje
pojedinacnih komponenti fibrinoliznog mehanizma kod bolesnika koji su doziveli vensku
trombozu i njihovo poredenje sa funkcionalno$¢u fibrinoliznog mehanizma i njegovim
komponentama kod zdravih osoba koje nisu imale vensku trombozu, imalo je sledece
ciljeve:

= Utvrditi eventualno postojanje razlike u ucestalosti suprimirane funkcionalnosti
fibrinoliznog mehanizma izmedu bolesnika sa venskom trombozom i zdravih
osoba, kao i uticaj hipofibrinolize na rizik od nastanka venske tromboze

= Utvrditi da |i postoji znadajna razlika u koncentraciji inhibitora aktivatora
plazminogena-1, kao i drugih Ccinilaca fibrinoliznog mehanizma izmedu
bolesnika obolelih od venske tromboze i zdravih osoba

50



Doktorska disertacija Mr. dr sci Biljana Vuckovi¢

= Utvrditi da li postoji razlika u zastupljenosti 4G/5G PAI-1 polimorfizma izmedu
bolesnika sa venskom trombozom i osoba koje nikada nisu dozZivele venski
trombozni incident
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6. Materijal i metode ispitivanja
6.1. Odabir i grupisanje ispitanika

Tokom dvogodisnje studije, sprovedene u Centru za laboratorijsku medicinu, Klinickog
centra Vojvodine, u periodu od pocetka 2012. do pocetka 2014. godine, u istraZivanje je
uklju¢eno ukupno 200 ispitanika, medu kojima je bilo 100 bolesnika koji su doziveli
trombozu dubokih vena (bilo izolovanu ili u kombinaciji sa pluénom tromboembolijom) i 100
zdravih ispitanika koji su €inili kontrolnu grupu.

Prilikom posete lekaru, u Odeljenju za trombozu, hemostazu i hematolosku
dijagnostiku, ispitanicima je uzimana detaljna anamneza, sa akcentom na licnu anamnezu u
pogledu faktora rizika za nastanak tromboze dubokih vena i porodi¢nu anamnezu, koja se
prvenstveno odnosila na venske trombozne incidente.

Nakon uzimanja anamnestickih podataka ispitanici su podvrgnuti detaljnom klinickom
pregledu uz merenje telesne visine i telesne mase, kao i arterijskog krvnog pritiska.

Nakon adekvatne pripreme u vidu dvanaestoéasovnog gladovanja, svim ispitanicima je
izvrSeno uzimanje uzoraka kubitalne venske krvi. Krv je uzimana izmedu 7 i 9 Casova pre
podne, naste, nakon petnaestominutnog odmora, u sedeéem poloZaju, sa posebnom
paznjom da se ne izazove duZa venostaza. Uzorkovanje krvi je vrSeno u tri epruvete. Dva
uzorka uzimana su u plasti¢ne epruvete, sa 0,11 M tri-Na-citratom kao antikoagulansom u
finalnoj koncentraciji 1:10. Iz jednog je odvajana plazma u centrifugi sa hladenjem, u
trajanju od petnaest minuta, na 3000 g, dok je drugi, uzorak pune krvi, koriSten za genetske
analize. Treéi uzorak krvi, iz koga je izdvajan serum, uziman je u epruvete bez
antikoagulansa. Najvedi broj analiza izvoden je istog dana kada su i uzimani uzorci krvi, a za
odredivanje plazminogena, t-PA, PAI-1 i TAFI plazma je ¢uvana na -802C. Uzorci pune krvi za
genetske analize ¢uvani su na -20°C. U sklopu ove studije, u rad Centra za laboratorijsku
medicinu Klinickog centra Vojvodine kao nove analize uvedene su odredivanje TAFI i
odredivanje PAI-1.

Pored toga, svim ispitanicima uzet je i prvi jutarnji uzorak urina.

Na osnovu dobijenih laboratorijskih nalaza, koji su ukljucivali: kompletan pregled
urina, sedimentaciju eritrocita, kompletnu krvnu sliku, CRP, glikemiju, pokazatelje jetrene i
bubrezne funkcije (ukupni i direktni bilirubin, aspartat amino transferazu, alanin amino
transferazu, alkalnu fosfatazu, gama glutamil transpeptidazu, ureu, kreatinin, mokraénu
kiselinu), ukupne proteine, elektrolitski status (K, Cl, P, Na, Ca, Fe), hemostazni mehanizam
(vreme krvarenja, broj trombocita, aktivisano parcijalno tromboplastinsko vreme,
protrombinsko vreme, trombinsko vreme, fibrinogen, euglobulinsko vreme lize koaguluma,
D-dimer, plazminogen, t-PA, PAI-1, TAFI) i lipidske parametre (ukupni holesterol, ukupni
trigliceridi, HDL holesterol, non-HDL holesterol, LDL holesterol, LDL/HDL holesterol,
ukupni/HDL holesterol, Lp(a) lipoprotein) iz ispitivanja su iskljuéene osobe koje nisu
zadovoljavale kriterijume za ukljucivanje u studiju, koji ¢e kasnije biti navedeni.
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6.1.1. Bolesnici

U grupi od 100 bolesnika ispitano je 48 (48%) muskaraca i 52 (52%) Zene. Prosecna
starost bolesnika bila je 52 godine. Najmladi ispitanik je imao 19, a najstariji 88 godina.

Osnovni kriterijum za ukljucivanje bolesnika u studiju je bio da su doZiveli trombozu
dubokih vena, pri ¢emu je dijagnoza morala biti verifikovana putem anamneze, klinickog
pregleda i dopunske imaging dijagnostike (Duplex scan). Vazno je istadi i to da je od klinickog
dogadaja venske tromboze do uzimanja bioloskih uzoraka od bolesnika proslo u svakom
pojedinacnom slucaju viSe od tri meseca (obzirom na neophodnost primene antitrombozne
terapije u ovom periodu) te je tako eliminisan moguci uticaj odgovora akutne faze na
vrednosti ispitivanih parametara, kao i to da su bolesnici uklju€ivani u studiju najranije tri
meseca nakon obustavljanja oralne antikoagulantne terapije kako bi se izbegao svaki mogudi
uticaj ovih lekova na funkcionalnost hemostaznog mehanizma. U studiju su ukljucivani
iskljucivo ispitanici stariji od 18 godina.

Kriterijumi za isklju€ivanje iz ispitivanja su bili: postojanje prethodno dokazanog
poremecaja hemostaznog mehanizma; uzimanje lekova za koje se zna da mogu imati uticaja
na hemostazni mehanizam, kao S$to su: kortikosteroidi i anabolici (sa izuzetkom
antitrombocitnih lekova); akutna bolest u momentu uzorkovanja krvi ili 6 nedelja pre toga;
malignitet; trudnoda; teZze duSevne bolesti; bolesti jetre i bubrega; autoimune bolesti;
odbijanje ispitanika da potpise pristanak informisanog ispitanika.

6.1.2. Kontrolna grupa

Kontrolnu grupu zdravih ispitanika ¢inilo je 100 osoba, od ¢ega 51 (51%) muskarac i 49
(49%) Zena. Prosecna starost iznosila je 50 godina. Najmladi ispitanik je imao 19, a najstariji
87 godina. Kriterijumi za iskljucivanje iz ispitivanja i u ovom slucaju bili su isti kao i za grupu
bolesnika.

6.1.3. Klasifikovanje ispitanika

Klasifikovanje ispitanika vrseno je na sledeci nacin:

- kako u okviru grupe bolesnika tako i u kontrolnoj grupi ispitanike smo najpre
klasifikovali prema polu,

- ispitanike smo i u okviru grupe bolesnika i u okviru kontrolne grupe klasifikovali u
odnosu na vrednosti arterijskog krvnog pritiska na ispitanike bez hipertenzije i
ispitanike sa hipertenzijom

- u odnosu na pusacke navike bolesnike i kontrole smo klasifikovali u pusace i
nepusace (ukoliko nisu pusili najmanje 10 poslednjih godina ili nikada nisu pusili),

- uodnosu na porodi¢nu anamnezu u pravcu venskog tromboembolizma bolesnike i
kontrole smo klasifikovali na one sa pozitivnom i negativhom porodi¢énom
anamnezom,
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- u odnosu na vrednosti BMI ispitanike smo, kako u okviru grupe bolesnika, tako i u
okviru kontrolne grupe klasifikovali kao: normalno uhranjene (BMI 18,6-24,9),
prekomerno uhranjene (BMI 25,0-29,9) i gojazne (BMI 230),

- u okviru grupe bolesnika ispitanike smo klasifikovali na one sa distalnom venskom
trombozom (bolesnici koji su dozZiveli trombozu dubokih vena nogu distalnije od v.
poplitealis), one sa proksimalnom venskom trombozom (bolesnici koji su doziveli
trombozu dubokih vena nogu na nivou v. poplitealis ili proksimalnije), kao i one sa
trombozom dubokih vena atipi¢ne lokalizacije (bolesnici koji su doZiveli trombozu
dubokih vena ruku, cerebralnih venskih sinusa ili v. centralis retinae),

- u okviru grupe bolesnika takode, ispitanike smo klasifikovali na one sa
provociranim (provoked) i primarnim (unprovoked) venskim trombozama. Pod
provociranom venskom trombozom smatrali smo onu trombozu za koju bolesnik
daje podatak da joj je prethodio najmanje jedan od slededih prihvaéenih faktora
rizika za nastanak tromboze dubokih vena: hirurSska intervencija, gipsana
imobilizacija, povreda, hospitalizacija, nepokretnost, trudno¢a, u periodu od tri
meseca pre nastanka tromboznog incidenta, dugotrajna putovanja u periodu od
dva meseca pre nastanka tromboze, kao i upotreba oralnih kontraceptivnih
sredstava. Primarnom venskom trombozom smatrali smo onu trombozu za koju
nije prepoznat ni jedan od nabrojanih faktora rizika,

- u odnosu na fibrinolizni potencijal ispitanici su klasifikovani u kategoriju sa
oCuvanim ili suprimiranim fibrinoliznim potencijalom. Ispitivanje funkcionalnosti
fibrinoliznog mehanizma vrsili smo koriséenjem kako metoda za utvrdivanje
ukupne aktivnosti fibrinoliznog sistema, tako i metoda za odredivanje pojedinacnih
komponenti fibrinoliznog sistema. Na osnovu svih dobijenih rezultata donosili smo
procenu o ocuvanosti fibrinoliznog potencijala kod ispitanika i svrstavali ih u dve
pomenute kategorije, pri éemu su ispitanici okarakterisani kao oni sa suprimiranim
fibrinoliznim potencijalom obavezno imali euglobulinsko vreme lize koaguluma
duZe od 240 minuta, a ispitanici sa o¢uvanim fibrinoliznim potencijalom od 120 do
240 minuta,

- ispitanike smo i u okviru grupe bolesnika, i u okviru kontrolne grupe klasifikovali, u
odnosu na rezultate sprovedenih genetskih analiza u pravcu postojanja 4G/5G
polimorfizma gena za PAI-1, na ispitanike koji nisu nosioci mutacije (5G/5G
genotip), ispitanike koji su heterozigotni nosioci mutacije (4G/5G genotip) i
ispitanike koji su homozigotni nosioci mutacije (4G/4G genotip).

- u odnosu na serumske koncentracije Lp(a) lipoproteina ispitanici su u okviru obe
grupe klasifikovani u kategoriju onih sa hiperLp(a)lipoproteinemijom (vrednost
Lp(a)lipoproteina iznad 0,30 g/I) i onih bez hiperLp(a)lipoproteinemije (vrednost
Lp(a)lipoproteina do 0,30 g/I),
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- koriste¢i  opste prihvacene parametre za  dijagnostikovanje  tipa
hiperlipoproteinemije (serumski nivoi ukupnog holesterola i triglicerida, HDL-
holesterol, mokraéna kiselina, friziderski test), a na osnovu modifikovane i
dopunjene Fredricksonove klasifikacije [221] ispitanici kod kojih je verifikovano
postojanje hiperlipoproteinemije klasifikovani su u podgrupe na osnovu tipa
hiperlipoproteinemije.

6.2. Metode ispitivanja

6.2.1. Analize hemostaznog mehanizma

Analize parametara hemostaznog mehanizma izvrSene su u laboratoriji Odeljenja za
trombozu, hemostazu i hematoloSku dijagnostiku, Centra za laboratorijsku medicinu,
Klinickog centra Vojvodine.

Vreme krvarenja je odredivano metodom po Ivy-ju koja podrazumeva merenje
srednjeg vremena za koje krv spontano prestaje da istice iz malih, subkutanih krvnih sudova,
koji su povredeni pravljenjem dva uboda na podlaktici ruke, standardnom lancetom, pri
arterijskom pritisku od 5,2 kPa [222]. Rezultat je izrazen u sekundama. Broj trombocita je
odredivan pomocu automatizovanog hematoloskog brojaca CELL-DYN SAPPHIRE,
proizvodaca ABBOTT (Wiesebaden, Germany).

Testovi za procenu globalne ocuvanosti funkcionalnosti koagulacionog mehanizma:
aktivisano parcijalno tromboplastinsko vreme (aPTT), protrombinsko vreme (PT) i
trombinsko vreme (TT) izvedeni su delom (do januara 2013. godine) uz pomo¢
automatizovanog koagulometra ACL-TOP 500 CTS, proizvodaca Instrumentation Laboratory,
Lexington, USA, a delom (nakon januara 2013. godine) uz pomo¢ automatizovanog
koagulometra SIEMENS BCSxp, proizvodaca Dade Behring (Marburg, Germany). Za aPTT je
koristen reagens Dade Actin FS, proizvodaca Dade Behring, Marburg, Nemacka.
Protrombinsko vreme je odredivano pomodu reagensa Thromborel S, a trombinsko vreme
reagensom BC Thrombin, istoga proizvodaca. Rezultati aPTT-a, PT-a i TT-a izraZzavani su u R
(ratio), koji se dobija kada se dobijeni rezultat za odredivani uzorak plazme izrazen u
sekundama podeli sa komercijalnom kontrol plazmom laboratorije u kojoj je izvedena
analiza, takode izrazenom u sekundama. Nivo D-dimera odredivan je automatizovanim latex
imunoesejom, pomodéu reagensa D-dimer Latex Reagent, prozvodaca Instrumentation
Laboratory, Lexington, USA.

Euglobulinsko vreme lize koaguluma je odredivano prema Macfarlane-u i Pilling-u
[223]. Princip metode je u tome da se najpre razblazivanjem plazme destilovanom vodom, a
potom zakiseljavanjem rastvorom siréetne kiseline izazove taloZenje euglobulinske frakcije
plazme, a zatim se dobijeni talog resuspenduje u boratnom puferu, koaguliSe dodatkom
0,025 M rastvora CaCl, i registruje vreme lize koaguluma koji se inkubira u vodenom
kupatilu na 37C2. Vreme lize koaguluma je izrazavano u minutima. Koncentracija fibrinogena
u plazmi odredivana je modifikacijom metode po Clauss-u, koris¢enjem reagensa
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Multifibren U, proizvodaca Dade Behring, Marburg, Nemacka i izrazavana u g/l [224].
Koncentracija plazminogena odredivana je testom sa hromogenim supstratom, uz pomo¢
reagensa Berichrom Plasminogen, proizvodaca Siemens, Marburg, Nemacka. Vrednosti
plazminogena izrazene su u procentima koji se odnose na plazmatsku aktivnost
plazminogena. Nivo tkivnog aktivatora plazminogena u plazmi odredivan je ELISA tehnikom,
pomocu Enzyme-linked immunosorbent Assay Kit for tPA reagensa, proizvodaca USCNK Life
Science Inc, Wuhan, China. Vrednosti su izrazavane u ng/ml.

6.2.1.1.0dredivanje nivoa TAFI

Nivo TAFI-a odredivan je ELISA tehnikom, Enzyme-linked immunosorbent Assay Kit for
TAFI reagensom firme USCNK Life Science Inc, Wuhan, China.

Pincip testa: Uzorak ispitivane plazme dodajemo u casice drzaca koje su obloZene sa
misjim monoklonskim anti-humanim TAFI antitelima, specifiécnim za jednu antigenu
determinantu TAFI-a. TAFI iz uzorka plazme se vezuje za ova antitela, tokom dvocasovne
inkubacije. Uzorci plazme se prethodno razblazuju u odnosu 1:5 sa diluiranim fosfatnim
puferom, kako bi pomenuta misja antitela bila u visku tokom reakcije antigen — antitelo,
odnosno kako bi se celokupan TAFI iz uzorka plazme vezao za njih. Nakon ovoga sledi
ispiranje, a potom se dodaje reagens koji u sebi sadrzi druga misja monoklonska anti-humani
TAFl-antitela, specificna za drugu antigenu determinantu TAFl i vezana za enzim
peroksidazu. Tako se formira “sendvic” u kome je TAFI preko dve razliCite antigene
determinante vezan za dve vrste misjih monoklonskih antitela. Na ovaj nacin je obezbedena
visoka senzitivnost testa. Ovo vezivanje se odvija tokom inkubacije koja traje sat vremena.
Potom sledi novo ispiranje, a zatim se dodaje reagens koji sadrzi orto—fenil-enediamin kao
supstrat za pomenutu peroksidazu, a u prisustvu vodonik peroksida. Tada se razvija boja.
Reakcija se stopira sa jakom kiselinom, a intenzitet stvorene boje direktno je proporcionalan
koncentraciji TAFI u uzorku plazme.

Materijal neophodan za analizu: aluminijumska plo¢a sa 96 c¢asica obloZzenih misjim

monoklonskim anti-humanim TAFI antitelima, standard, Assay Diluent A, detekcioni reagens
A, Assay Diluent B, detekcioni reagens B, TMB substrat, koncentrisani rastvor za ispiranje.

Metodologija rada:

Priprema reagenasa:

- svi reagensi i uzorci moraju pre analize da se temperiraju 30 minuta na sobnoj
temperaturi (18-25°C), ne preporucuje se rastvaranje reagenasa na 37°C;

- standard se rekonstituiSe sa 1 ml standard diluenta. Ovaj rastvor pre upotrebe
treba da stoji 10 minuta na sobnoj temperaturi. Na taj nacin je dobijena
koncentracija od 100 ng/ml u standardu. Potom se u 7 ¢asica koje sadrze po 0,5 ml
standard diluenta naprave dvostruko razblaZzene serije i na taj nacin dobije 7
tacaka razblazenog standarda (odnosno 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 ng/ml) a
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poslednja casica je blank, odnosno ima koncentraciju 0 ng/ml. Standard je
potrebno pripremiti unutar 15 minuta pre otpocinjanja analize;

- detekcioni reagens A i B se pre upotrebe centrifugiraju, a potom se sa Assay
Diluent-om A i B razblaZe do radne koncentracije (1:100);

- 20 ml koncentrisanog rastvora za ispiranje se razblazi sa 580 ml destilovane vode
kako bi se dobilo 600 ml rastvora za ispiranje;

- TMB substrat - potrebna doza rastvora se uzima sa sterilnim nastavkom, a ostatak
rastvora se ne vracéa u bocicu.

Priprema i cuvanje uzoraka:

- za odredivanje TAFI krv je uzorkovana u epruvete sa 0,11 M tri-Na-citratom, u
odnosu 1:10. Nakon toga krv je centrifugirana u centrifugi sa hladenjem na 3000 g
u trajanju od 15 minuta;

- tako obradeni uzorci plazme su do momenta analize ¢uvani na —80C¢;
- neposredno pre izvodenja analize uzorci su odmrzavani na sobnoj temperaturi.
Procedura:

1. Odrede se caSice za razblaZenja standarda, blank i uzorke, pri ¢emu je potrebno 7
¢asica za standard i 1 za blank. Doda se po 100 ul svakog od razblazenja standarda,
blanka i uzoraka u odgovarajuce ¢asice. Ploca se prekrije sa pokrovom. Sledi inkubacija
na 37°C, u trajanju od 2 sata.

2. Ukloni se te¢nost iz ¢asSica, bez ispiranja.

3. Doda se po 100ul radnog rastvora detekcionog regansa A u svaku caSicu. Nakon
pokrivanja sledi inkubacija na 37°C, u trajanju od 1 sata.

4. Nakon aspiriranja rastvora, svaka €asica se ispere sa 350 pl rastvora za ispiranje i
ostavi da stoji 1-2 minuta. Otresanjem na absorbujuéi papir u potpunosti se odstrani
sav eventualni viSak te€nosti. Na ovaj nacin se detaljno ispiranje ponovi ukupno tri
puta. Nakon treceg ispiranja odstrani se i pufer za ispiranje aspiracijom ili otresanjem.

5. Doda se po 100 ul radnog rastvora detekcionog regansa B u svaku c¢aSicu. Nakon
pokrivanja, sledi inkubacija na 37°C, u trajanju od 30 minuta.

6. lzvrsi se ispiranje, na identi¢an nacin kako je opisano u koraku 4, ukupno 5 puta.

7. Doda se 90 pl rastvora TMB substrata u svaku ¢asSicu. Nakon pokrivanja novim
pokrovom, sledi inkubacija na 37°C, u trajanju od 5-10 minuta. Neophodno je u ovom
momentu dobro zastiti plo¢u od svetlosti. Nakon dodavanja substrata uzorci u
¢asSicama ¢e promeniti boju u plavo.
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8. Doda se 50 pl stop rastvora u svaku ¢asSicu. Nakon ovoga uzorci ée postati Zuti. lzvrsi

se mesanje tapkanjem ploce sa strane, sto je narocito vazno ukoliko promena boje ne

deluje ravnomerno.

9. izvrsi se ocitavanje na automatskom ¢itacu na 450 nm.

6.2.1.2. Odredivanje nivoa PAl

Nivo PAIl aktivnosti u plazmi odredivan je metodom hromogenog substrata, uz

koris¢enje reagensa Berichrom PAI, prozvodaca Siemens, Marburg, Nemacka.

Pincip testa: PAIl u ispitivanom uzorku deaktivira prisutnu urokinazu. Preostala

aktivnost urokinaze odreduje se na osnovu konverzije plazminogena u plazmin. Nastali

plazmin meri se pomoéu hromogenog substrata na 405 nm. a2 antiplazmin se deaktivira

oksidacijom sa hloraminom.

Materijal neophodan za analizu: PAl standard S1, PAI standard S2, PAI kontrolna

plazma, urokinaza reagens, plazminogen reagens, oksidans, substrat plazmina, diluent

substrata.

Metodologija rada:

Priprema reagenasa:

potrebno je da se svi reagensi (izuzev standarda i kontrola) pre analize temperiraju
na temperaturi od 37°C;

liofilizirani reagensi se rekostituiSu sa naznacenom koli¢inom destilovane vode;
doda se substrat plazmina substrat diluentu

pre upotrebe se reagens nezno promucka

Priprema i uvanje uzoraka:

za odredivanje PAIl krv je uzorkovana u epruvete sa 0,11 M tri-Na-citratom, u
odnosu 1:10. Nakon toga krv je centrifugirana u centrifugi sa hladenjem na 3000 g
u trajanju od 15 minuta;

tako obradeni uzorci plazme su do momenta analize ¢uvani na —80C¢;

neposredno pre izvodenja analize uzorci su odmrzavani u vodenom kupatilu na
37°C unutar 10 minuta, a nakon toga je analiza izvodena unutar dva sata od
odmrzavanja uzoraka.

Procedura:

Nivo aktivnosti PAI odredivan je na automatizovanom koagulometru SIEMENS
BCSxp, Dade Behring (Marburg, Nemacka), koji na osnovu S1 i S2 standarda
automatski pravi referntnu krivu sa koje na osnovu absorbance ocitava aktivnost
PAl izrazenu u urokinaza-inhibiraju¢im jedinicama po mililitru (U/ml). Obzirom da
je analiza PAI, u sklopu izrade ove doktorske disertacije uvedena u rad Laboratorije
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za hemostazu i trombozu Centra za laboratorijsku medicinu KLinickog centra
Vojvodine, na osnovu vrednosti koje su dobijene u grupi od 100 kontrolnih uzoraka
zdravih osoba, a koje su podrazumevale srednju vrednost od 4,56 U/ml i
standardnu devijaciju 1,92, referentni opseg PAIl za nasu populaciju definisan je
kao onajizmedu 2,63 6,48 U/ml.

6.2.2. Analize krvnih lipida i Lp(a) lipoproteina

Za analize krvnih lipida i Lp(a) lipoproteina koristeni su serumi. Oni su izdvajani iz pune
krvi nakon koagulacije i dvocasovnog perioda inkubacije uzorka na sobnoj temperaturi.
Parametri lipidskog statusa ispitivani su u svezim uzorcima seruma, dok su za odredivanje
Lp(a) lipoproteina serumi zamrzavani na —20 C°, u periodu kra¢em od mesec dana.

6.2.2.1. Lipidski status

Koncentracija holesterola u serumu, kao i koncentracija serumskih triglicerida
odredivane su standardizovanim enzimskim postupkom uz koriséenje reagenasa firme
“bioMeérieux”. Odredivanje holesterola u HDL frakciji vrSeno je direkthom enzimskom
metodom za kvantitativno odredivanje HDL holesterola u humanom serumu pomocu
reagenasa firme “Randox”. Vrednosti LDL holesterola (Friedewald i saradnici) i non-HDL
holesterola (ukupni holesterol-HDL holesterol), kao i indeks ateroskleroze (LDL holesterol /
HDL holesterol) i aterogeni odnosi (ukupni holesterol / HDL holesterol i non-HDL holesterol /
HDL holesterol) dobijeni su racunskim putem. VrSeno je i procenjivanje izgleda seruma posle
njegovog stajanja 18-24 ¢asa na temperaturi od +4 C°.

6.2.2.2. Lp(a) lipoprotein

Koncentracija Lp(a) lipoproteina u serumu odredivana je imunoturbidimetrijskom
metodom Latex aglutinacije, koriséenjem latex Cestica sa monoklonskim antitelima visoko
specificnim za Lp(a) lipoprotein, automatski, na aparatu Olympus AU400. Latex resgens
sadrzi mikroCestice jednake veli¢ine, obloZiene sa monoklonskim antitelima visoko
specificnim za Lp(a) lipoprotein. Nakon mesanja uzorka seruma sa Latex reagensom dolazi
do aglutinacije, Ciji je stepen direktno proporcionalan koncentraciji Lp(a) lipoproteina u
uzorku, a odreduje se kinetickim testom merenja povecane absorpcije na 570 nm,
uzrokovane prisustvom agregata. Rezultati su iskazani u g/I.

6.2.3. Genetska analiza

Ispitivanje prisustva PAI-1 genske mutacije sprovedeno je na Institutu za molekularnu
genetiku i geneticko inZzenjerstvo, u Beogradu.

Za izolaciju DNK ispitanika za analizu PAI-1 4G/5G genskog polimorfizma koristeni su
limfociti periferne krvi. Krv ispitanika uzimana je sa 3,2% Na-citratom kao antikoagulansom.
Genomska DNK izolovana je upotrebom QlAampDNA blood mini kit-a (QIAGEN, Nemacka),
prema standardnom protokolu proizvodaca. Detekcija genske varijante PAI-1 4G/5G vrSena
je metodom PCR-RFLP. Reakcija lantanog umnozavanja DNK za analizu prisustva PAI-1
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4G/5G genske varijante odvijala se u smesi finalne zapremine 25 pl, slededeg sastava:
Ixpufer A (Kapa system, Boston, USA), 2.5mM MgCl,, 200 uM dNTP; 10 pmol svakog od
odgovarajucih grani¢nika, 1 U Taq polimeraze i 200 ng DNK. PCR reakcija se odvijala po
preskripciji proizvodaca: inicijalna denaturacija DNK u trajanju od 5 minuta na 94°C, 33
ciklusa u trajanju od 30 sekundi na 94°C, 30 sekundi na 61°C i 30 sekundi na 72°C, te potom
finalna sinteza DNK u trajanju od 10 minuta na 72°C. Elektroforezom genomske DNK na 2%
agaroznom gelu u TBE puferu proveravan je kvalitet dobijene DNK. U bunari¢e nacinjene na
polimerizovanom agaroznom gelu, kome je dodat etidijum-bromid (fluorescentna boja),
dodato je po 5 pl izolovane DNK i 2ul boje (6xloading buffer: 0.25% brom-fenol plavo, 0.25%
ksilen-cijanol i 20% fikol), a elektroforeza DNK je izvrSena u trajanju od 30 minuta u TBE
puferu, pri naponu od 80V i jacini struje 25-40mA. Kako negativno naelektrisana DNK migrira
ka anodi, kvalitetno dobijeni uzorci ostaju na dnu bunari¢a u gelu, bez formiranja trake.
Metodom PCR (Polymerase Chain Reaction) postignuta je selektivna amplifikacija dela DNK
koji je planiran za analizu. Na ovaj nacin postiZe se visoka specifi¢nost i prinos uzoraka, jer se
DNK umnozava 10° do 10° puta. Nakon proveravanja na agaroznom gelu produkti PCR
reakcije digestirani su Bsel | restrikcionim enzimom (Biolabs, New England). Produkti
digestije analizirani su vertikalnom elektroforezom na 10% poliakrilamidnom gelu. Na
osnovu veli¢ine restrikcionih fragmenata razdvajani su normalni (77 i 21 bp) i mutirani (98
bp) aleli. Vizuelizacija DNK vr$ena je bojenjem gelova solima srebra [225].

6.3. Obrada podataka

6.3.1. Statisticka analiza

Za statisti¢u obradu podataka koristen je softver SPSS, verzija 20.0 (SPSS, Chicago, IL,
USA).

U svrhu prikaza osnovnih karakteristika ispitanika koriStene su metode deskriptivne
statistike. Pre odabira statistickih metoda koje ¢e biti koriStene u analizi podataka izvrSeno
je testiranje verovatnode i distribucije za svaku pojedinaénu varijablu, upotrebom One-
Sample Binomial testa, One-Sample XZ testa i Kolmogorov-Smirnov testa. Za ispitivanje
statisticke znacajnosti razlika za kontinuirane varijable koje imaju normalnu distribuciju
koristen je Mann-Whitney U test. Za ispitivanje razlika u ucestalosti pojedinih parametara
izmedu razli¢itih grupa ispitanika koristen je Pearson-ov xz test. Za utvrdivanje povezanosti
su koriSteni Pearson-ov koeficijent linearne korelacije i Spearman-ov koeficijent korelacije
ranga. P-vrednost manja od 0.05 je smatrana statisticki znacajnom, u svakom od pomenutih
testova.

Za poredenje pacijenata sa kontrolnom grupom zdravih ispitanika, koristena je i
nekondicionalna logisticka regresija, pomocu koje su dobijeni OR sa 95% Cl kao mera
relativnog rizika za nastanak venske tromboze u odnosu na funkcionalnost fibrinoliznog
mehanizma i koncentraciju pojedinacnih komponenti fibrinoliznog mehanizma. Analiza je
prilagodena za sve potencijalne "confouder"-e (godine, pol, BMI, pusenje,
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hiperlipoproteinemiju, hiperLp(a) lipoproteinemiju, diabetes, CRP, fibrinogen, hipertenziju)
koji se dovode u vezu sa funkcionalnos¢u fibrinoliznog mehanizma, a u isto vreme mogu
imati uticaj na rizik od nastanka venske tromboze. Kako bi izbegli to da dobijeni rezultati
budu posledica biasa, pomenutu analizu smo prilagodili takode i za upotrebu statina,
hormonskih lekova (oralni kontraceptivi ili postmenopauzalna hormonska terapija) i fizicke
aktivnosti, kao potencijalnih izvora "confounding"-a. Ovi lekovi dodati su modelu kao
dihotomna varijabla, pri ¢emu su svi muskarci klasifikovani tako da nisu izloZeni njihovom
uticaju. 95% Cl je izraunat prema metodi po Woolf-u [226].

Pacijenti sa provociranom i idiopatskom venskom trombozom, kao i pacijenti sa
trombozom dubokih vena i oni sa pluénom tromboembolijom kombinovani su u vecini
analiza, ali su i posebno analizirani.

6.3.2. "Confounding"

Kako se u danasnje vreme podrazumeva da je jedno od klju¢nih pitanja vezanih za
kvalitetan dizajn bilo koje studije upravo eliminisanje potencijalnog uticaja "confounder"-a,
to se pri dizajniranju ove studije o tome posebno vodilo racuna. "Confounding"
podrazumeva situaciju u kojoj je efekat varijable Ciji uticaj na neki parametar ispitujemo
pomesan sa uticajem neke druge varijable na isti parametar, sto moze usloviti nastanak
biasa, odnosno grube greSke u interpretaciji dobijenih rezultata. Drugacije receno,
"confounder" istovremeno mora biti u dokazanoj vezi sa bole$¢u (bilo kao neposredni
uzroc€ni Cinilac, bilo kao indirektni Cinilac, ali ne kao efekat bolesti), kao i sa Ciniocem Ciju
uzro€nu vezu sa tom boleséu ispitujemo.

Upravo iz ovih razloga nekondicionalna logisticka regresija koja je koristena kao
analiza za procenu relativnog rizika za nastanak venske tromboze kod pacijenata sa
suprimiranim fibrinoliznim potencijalom prilagodena je osim za godine i pol, i za: BMI,
pusenje, hiperlipoproteinemiju, hiperLp(a) lipoproteinemiju, diabetes, CRP, fibrinogen,
hipertenziju, statine i hormonsku terapiju (oralni kontraceptivi ili estrogena supstituciona
terapija), obzirom da je svaki od ovih pojedinacnih ¢inilaca doveden na osnovu rezultata
reprezentativnih studija u vezu sa funkcionalnos$¢u fibrinoliznog mehanizma, a u isto vreme
je za svaki od njih dokazano da mogu uticati na rizik od nastanka venske tromboze [227-
246].
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7. Rezultati ispitivanja

7.1. Selekcija i opsSte karakteristike ispitanika

Ispitivanjem je obuhvaéeno ukupno 339 ispitanika. Nakon primenjivanja prethodno
navedenih kriterijuma za iskljucivanje iz studije, u ispitivanje je uklju¢eno ukupno 200

ispitanika podeljenih u dve grupe - grupu bolesnika i kontrolnu grupu (Slika 1).
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Slika 1. Selekcija ispitanika u bolesnickoj i kontrolnoj grupi
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Osnovne karakteristike ispitanika uklju€enih u istrazivanje predstavljene su u Tabeli 1.
Grupa bolesnika obuhvatila je 100 ispitanika, medu kojima je bilo 48 muskaraca i 52 Zene,
prosecne starosti 52 godine. Najmladi ispitanik u ovoj grupi imao je 19, a najstariji 88
godina. Kontrolnu grupu Cinilo je takode 100 ispitanika. Medu njima bio je 51 muskarac i 49
Zena, prosecne starosti 50 godina, pri ¢emu je najmladi ispitanik imao 19, a najstariji 87
godina. Bolesnici koji su doziveli venski trombozni incident imali su u proseku nesto visi body
mass index (BMI) u odnosu na zdrave kontrole (27 vs. 26).

Posmatrajuci klasicne faktore rizika za nastanak venske tromboze koji ukljucuju:
hirurSku intervenciju, gipsanu imobilizaciju, povredu ili nepokretnost, u periodu od tri
meseca pre nastanka tromboznog incidenta, kao i duza putovanja u periodu od dva meseca
pre nastanka tromboze, ustanovili smo da su oni ¢esée prisutni kod bolesnika u odnosu na
zdrave ispitanike (44% vs. 15%).

Analizom zastupljenosti klasi¢nih faktora rizika za nastanak arterijske tromboze uocava
se da su bolesnici koji su dozZiveli vensku trombozu gojazniji u poredenju sa zdravim
kontrolama (22% vs. 16%) i CeSce spadaju u pusace (31% vs. 24 %). Takode, kod bolesnika sa
venskom trombozom cesce se beleZe hipertenzija (41% vs. 29%), hiperlipoproteinemija (69%
vs. 54%) i hiperLp(a)lipoproteinemija (20% vs. 12%) nego kod zdravih kontrola.

Tabela 1. Klinicke karakteristike ispitanika

Bolesnici Kontrole
(n=100) (n=100)
Opste karakteristike
Muskarci 48 (48) 51 (51)
Starost, g 52 (19-88) 50 (19-87)
Body mass index, kg/m? 27 (17-39) 26 (18-37)
Klasi¢ni faktori rizika za nastanak venske tromboze
Prisutnit 44 (44) 15 (15)
Odsutnit 56 (56) 85 (85)
Klasicni faktori rizika za nastanak arterijske tromboze
Gojaznost 22 (22) 16 (16)
Pusenje 31(31) 24 (24)
Hipertenzija 41 (41) 29 (29)
Hiperlipoproteinemija 69 (69) 54 (54)
Hiper Lp(a) lipoproteinemija 20 (20) 12 (12)

tKlasi¢ni faktori rizika ukljucuju hirurske intervencije, malignitet, nepokretnost, traumu, gipsanu imobilizaciju,
upotrebu hormonskih preparata i duza putovanja

U odnosu na lokalizaciju venskog tromboznog procesa belezZi se proksimalna venska
tromboza (ona koja je lokalizovana u v. poplitealis i/ili venama proksimalno od nje) kod 63%
bolesnika, dok je izolovana distalna venska tromboza bila prisutna kod dvostruko manje
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bolesnika (29%). Kod bolesnika sa proksimalnom venskom trombozom uocava se gotovo
podjednaka zastupljenost levostrane i desnostrane lokalizacije procesa (49% vs. 51%), dok je
kod bolesnika sa izolovanom distalnom trombozom dubokih vena nogu cesée prisutna
levostrana lokalizacija (59% vs. 41%). Prisustvo atipi¢no lokalizovane venske tromboze
zabeleZeno je kod 8 (8%) bolesnika, od ¢ega je kod 7 bolesnika ona zahvatila duboke vene
ruku a kod 1 bolesnika v. centralis retinae. Ovi rezultati prikazani su u Tabeli 2 i na Grafikonu
1.

U odnosu na vrstu venske tromboze uocava se da je kod 56% bolesnika u pitanju bila
spontana ("unprovoked") venska tromboza, dok je kod 44% njih bila provocirana
("provoked") jednim od faktora rizika za nastanak venske tromboze, Sto je prikazano na
Grafikonu 2. Medu provociranim venskim trombozama hirurske intervencije prepoznate su
kao uzrocni faktor kod 11% bolesnika, gipsana imobilizacija kod 27% bolesnika, trauma kod
25% bolesnika, trudnoca kod 23% bolesnika a hormonska terapija (koja je podrazumevala
bilo primenu oralnih kontraceptivnih preparata, bilo supstitucionu postmenopauznu
hormonsku terapiju) kod 14% bolesnika.

Tabela 2. Karakteristike grupe bolesnika u odnosu na vrstu i lokalizaciju venske tromboze

Lokalizacija venske tromboze

Desnostrana 32 (51)
Proksimalne duboke vene nogu 63 (63)

Levostrana 31 (49)
Distalne duboke vene nogu 29 (29) Desnostrana 12 (41)
(izolovano) Levostrana 17 (59)

Duboke vene ruku 7 (88)
Atipicna 8(8)

V. centralis retinae 1(12)

Prisustvo faktora rizika za nastanak venske tromboze

Hirurske intervencije 5(11)
Gipsana imobilizacija 12 (27)
Provocirana venska tromboza 44 (44)  Trauma 11 (25)
Trudnoda 10 (23)
Hormonska terapija 6 (14)

Spontana venska tromboza 56 (56)
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™ Proksimalne duboke vene nogu ™ Distalne duboke vene nogu ™ Atipicna lokalizacija

Grafikon 1.Prikaz bolesnika u odnosu na lokalizaciju trombotskog procesa

™ Provocirana venska tromboza ™ Spontana venska tromboza

Grdfikon 2. Prikaz bolesnika u odnosu na vrstu trombotskog procesa

7.2. Rezultati ispitivanja zastupljenosti faktora rizika za nastanak tromboze
u okviru razlicitih bolesnickih podgrupa

Analizom zastupljenosti razli¢itih faktora rizika za nastanak tromboze uocavamo da
nema statisticki znacajne razlike u procentualnoj zastupljenosti gojaznih izmedu bolesnika sa
distalnom, proksimalnom i trombozom vena retke lokalizacije (17% vs. 22% vs. 37%;
p=0.471), kao ni izmedu bolesnika sa provociranom i primarnom trombozom dubokih vena
(20% vs. 23%; p=0.741).

U grupi bolesnika koji su doZiveli trombozu dubokih vena 6 bolesnica (14%) je koristilo
oralne kontraceptivne preparate ili postmenopauznu hormonsku supstitucionu terapiju.
Nisu zabeleZene razlike u ucestalosti koris¢enja ovih hormonskih preparata izmedu tri
bolesni¢ke podgrupe u odnosu na lokalizaciju tromboznog procesa (distalna DVT 7% vs.
proksimalna DVT 6% vs. DVT retke lokalizacije 0%; p=0.566).
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Ne uocava se postojanje znacajne razlike u zastupljenosti pusaca izmedu bolesnika sa
distalnom, proksimalnom ili trombozom vena retke lokalizacije (35% vs. 32% vs. 12%;
p=0.482), kao ni izmedu bolesnika sa provociranom i primarnom trombozom dubokih vena
(25% vs. 36%: p=0.250).

Poredenjem bolesnika sa razliCitim lokalizacijama venskog tromboznog procesa u
odnosu na ucestalost hipertenzije ne dobija se statisticki znacajna razlika (distalna DVT 45%
vs. proksimalna DVT 43% vs. DVT retke lokalizacije 12%; p=0.229). Medutim, prilikom
poredenja bolesnika sa provociranom i primarnom trombozom dubokih vena u odnosu na
zastupljenost ovoga faktora rizika za nastanak tromboze jasno uo¢avamo da je znacajno visi
procenat osoba sa hipertenzijom prisutan u grupi bolesnika sa primarnom trombozom
dubokih vena u odnosu na grupu bolesnika sa provociranom trombozom dubokih vena (61%
vs. 16%; p=0.000), sto je i prikazano na Grafikonu 3.

Ucestalost hiperlipoproteinemije nije pokazala znacajne razlike prilikom poredenja
bolesnika sa razli¢itim lokalizacijama venskog tromboznog procesa (distalna DVT 79%,
proksimalna DVT 67%, DVT retke lokalizacije 50%; p=0.229), kao ni prilikom poredenja
bolesnika sa provociranom i primarnom trombozom dubokih vena (61% vs. 75%; p=0.143).

Sliéni rezultati dobijeni su i u sluéaju poredenja zastupljenosti hiperlp(a)
lipoproteinemije izmedu razli¢itih bolesni¢kih podgrupa. Tako je ova dislipidemija bila
prisutna kod 28% bolesnika sa distalnom DVT, 16% bolesnika sa proksimalnom DVT i 25%
bolesnika sa DVT retke lokalizacije (p=0.399). Ne beleZi se ni postojanje razlike u ucestalosti
hiperLp(a) lipoproteinemije izmedu bolesnika sa provociranom i primarnom trombozom
dubokih vena (23% vs. 18%; p=0.546). Svi rezultati koji se odnose na ispitivanje
zastupljenosti pomenutih faktora rizika izmedu razlicitih bolesnic¢kih podgrupa prikazani su u
okviru tabele 3.
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Tabela 3. Poredenje zastupljenosti razliCitih faktora rizika za nastanak tromboze u odnosu
na lokalizaciju i vrstu venskog tromboznog procesa

Bolesnici
i proksimalna retke lokalizacije | provocirana  primarna
distalna DVT
DVT DVT DVT DVT
Broj (%) 5(17) 14 (22) 3(37) 9 (20) 13 (23)
Gojazni
P 0.471 0.741
Broj (%) 2(7) 4 (6) 0(0) 6 (14) 0(0)
Hormoni
p 0.566 0.004
Broj (%) 10 (35) 20 (32) 1(12) 11 (25) 20 (36)
Pusaci
p 0.482 0.250
Broj (%) 13 (45) 27 (43) 1(12) 7 (16) 34 (61)
Hipertenzija
p 0.229 0.000
HLP Broj (%) 23 (79) 42 (67) 4 (50) 27 (61) 42 (75)
p 0.229 0.143
Broj (%) 8 (28) 10 (16) 2 (25) 10 (23) 10 (18)
hiperLp(a)LP
p 0.399 0.546
p=0.000
100% -
29%
80% -
60% - 84% M bez hipertenzije
M sa hipertenzijom
40% -
20%
0% f

Provocirana DVT

Primarna DVT

Grafikon 3. Prikaz poredenja ucestalosti hipertenzije izmedu bolesnika sa provociranom i
primarnom trombozom dubokih vena

U tabeli 4 prikazani su rezultati poredenja zastupljenosti razlic¢itih faktora rizika za
nastanak tromboze izmedu bolesnika kojima je dijagnostikovana izolovana tromboza
dubokih vena i bolesnika kojima je dijagnostikovana tromboembolija pluca. Iz njih mozemo
uociti da nema razlike u zastupljenosti gojaznosti izmedu bolesnika sa trombozom dubokih
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vena bez pluéne tromboembolije i bolesnika sa pluénom tromboembolijom (22% vs. 33%;
p=0.630), kao ni upotrebe hormona (6% vs. 0%; p=0.657), pusenja (32% vs. 0%; p=0.238),
hipertenzije (42% vs. 0%; p=0.143), hiperlipoproteinemije (69% vs. 67%; p=0.929) ili hiper
Lp(a) lipoproteinemije (20% vs. 33%; p=0.558).

Tabela 4. Poredenje zastupljenosti razli¢itih faktora rizika za nastanak tromboze izmedu
bolesnika sa izolovanom trombozom dubokih vena i bolesnika sa
tromboembolijom pluca

Bolesnici
bez PTE sa PTE
Broj (%) 21(22) 1(33)
Gojazni
p 0.630
Broj (%) 6 (6) 0(0)
Hormoni
p 0.657
Broj (%) 31(32) 0(0)
Pusaci
p 0.238
Broj (%) 41 (42) 0(0)
Hipertenzija
p 0.143
Broj (%) 67 (69) 2 (67)
HLP
p 0.929
Broj (%) 19 (20) 1(33)
Lp(a)
p 0.558

7.3. Rezultati ispitivanja fibrinoliznog mehanizma

7.3.1. Ukupni fibrinolizni potencijal

Rezultati ispitivanja fibrinoliznog mehanizma koji se odnose na ispitivanje njegove
globalne funkcionalnosti ukazuju na to da bolesnici koji su doZiveli trombozu dubokih vena
imaju znacajno duZe vreme lize koaguluma, odnosno suprimiranu funkcionalnost u
poredenju sa zdravim kontrolama (204.34+51.24 vs. 185.62+42.30; p=0.011), Sto je graficki
predstavljeno na Grafikonu 4.

68



Doktorska disertacija Mr. dr sci Biljana Vuckovi¢

400

360 p=0.011
350

w
o
o

270

N
w
o

204.34151.24

N
o
o

185.62142.30

EVLK (min)

150

100
90 90
50

bolesnici kontrole

Grafikon 4. Poredenje globalne funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma izmedu bolesnika i
kontrola

Tabela 5. prikazuje razlike u globalnoj funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma izmedu
pojedinih podgrupa ispitanika sa venskom trombozom i zdravih ispitanika. Tako se iz nje
moze videti da, kada se odvojeno posmatraju bolesnici sa izolovanom distalnom venskom
trombozom i bolesnici sa proksimalnom trombozom uocdava se da grupa bolesnika sa
izolovanom distalnom venskom trombozom ima znacajno duze euglobulinsko vreme lize
koaguluma u odnosu na kontrolnu grupu (218.32+41.12 vs. 185.62+42.30: p=0.001), dok
nema znacajne razlike u suprimiranosti fibrinoliznog potencijala, odnosno duZini
euglobulinskog vremena lize koaguluma pri poredenju bolesnika sa proksimalnom venskom
trombozom i zdravih ispitanika (194.70+54.04 vs. 185.62+42.30; p=0.440). Treba istaci i to
da i bolesnici sa atipicnom lokalizacijom venske tromboze imaju znacajno duze vreme lize
koaguluma u odnosu na kontrole (229.38+46.18 vs. 194.70+54.04; p=0.015).

Pri ispitivanju znacdajnosti razlika u funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma u odnosu
na vrednosti euglobulinskog vremena lize koaguluma izmedu bolesnika koji su imali
provociranu vensku trombozu i kontrolnih ispitanika i bolesnika koji su imali vensku
trombozu bez prepoznatog faktora rizika i kontrolnih ispitanika uo¢avamo znacajno vise
vrednosti ovoga parametra kod bolesnika koji su imali provociranu vensku trombozu u
poredenju sa kontrolama (208.18+48.53 vs. 185.62+42.30; p=0.018) i odsustvo znacajne
razlike u ovom parametru izmedu bolesnika sa primarnom trombozom i zdravih ispitanika
(201.32+53.51 vs. 185.62+42.30; p=0.071).
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Tabela 5. Poredenje globalne funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma izmedu razlicitih

Euglobulinsko vreme lize koaguluma (min)

SV+SD Raspon o]

Bolesnici 204.34+51.24 90-360

0.011
Kontrole 185.62+42.30 90-270
Bolesnici-distalna DVT 218.32+41.12 140-310
Kontrole 185.62+42.30 90-270 0001
Bolesnici-proksimalna DVT 194.70+54.04 90-360
Kontrole 185.62+42.30 90-270 0440
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 229.38+46.18 160-310
Kontrole 185.62+42.30 90-270 001>
Bolesnici-provocirana DVT 208.18+48.53 130-320
Kontrole 185.62+42.30 90-270 0018
Bolesnici-primarna DVT 201.324£53.51 90-360
Kontrole 185.62+42.30 90-270 0071

Poredeci pak razlicite bolesnicke podgrupe u odnosu na globalnu funkcionalnost
fibrinoliznog mehanizma, medusobno, primecujemo da postoji znacajna razlika u duzini
euglobulinskog vremena lize koaguluma izmedu podgrupa klasifikovanih u odnosu na
lokalizaciju venskog tromboznog procesa (distalna DVT 218.32+41.12 vs. proksimalna DVT
194.70+54.04 vs. DVT retke lokalizacije 229.38+46.18; p=0.023). Tako, najduze
euglobulinsko vreme lize koaguluma imaju bolesnici sa trombozom dubokih vena retke
lokalizacije, a najkraée bolesnici sa trombozom proksimalnih dubokih vena nogu. Ne belezi
se znacajna razlika u odnosu na globalnu funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma ukoliko se
porede bolesnici sa provociranom trombozom dubokih vena i bolesnici sa primarnom
trombozom dubokih vena (208.18+48.53 vs. 201.32+53.51; p=0.661), kao ni ukoliko se
porede bolesnici sa izolovanom trombozom dubokih vena i bolesnici sa tromboembolijom
pluéa (205.20+51.30 vs. 176.67+49.33; p=0.392). Ovi rezultati prikazani su u Tabeli 6, kao i
na Grafikonu 5.
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Tabela 6. Poredenje globalne funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma izmedu razlicitih

podgrupa bolesnika
Euglobulinsko vreme lize koaguluma (min)
SV+SD Raspon o]
Bolesnici-distalna DVT 218.32+41.12 140-310
Bolesnici-proksimalna DVT 194.704£54.04 90-360 0.023
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 229.38+46.18 160-310
Bolesnici-provocirana DVT 208.18+48.53 130-320 0.661
Bolesnici-primarna DVT 201.32453.51 90-360 .
Bolesnici-izolovana DVT 205.20+51.30 90-360 0.392
Bolesnici-PTE 176.67+49.33 120-210 .
400
360 p=0.023
350
310 310
300
a3 250 218.32 + 229.38 +
£ 194.70 +
< 200 41.12 46.18
s 54.04
w 150
140 160
100
90
50
0
distalna DVT proksimalna DVT DVT retke lokalizacije

Grafikon 5. Poredenje globalne funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma izmedu bolesnika sa
razlicitim lokalizacijama DVT

Rezultati poredenja ucestalosti prisustva suprimiranog fibrinoliznog potencijala
izmedu bolesnika sa venskom trombozom i zdravih ispitanika, kao i izmedu pojedinih
bolesnickih podgrupa i kontrolnih ispitanika prikazani su na Tabeli 7, iz koje se moze videti
da bolesnici koji su doziveli vensku trombozu imaju znacdajno viSu ucestalost suprimirane
funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma u poredenju sa zdravim osobama (25% vs. 11%;
p=0.010).

Posmatrajuéi bolesni¢ke podgrupe u odnosu na lokalizaciju venskog trombotskog
procesa uocavamo da 35% bolesnika sa trombozom distalnih vena nogu ima suprimiran
fibrinolizni potencijal, u poredenju sa 11% zdravih ispitanika, Sto predstavlja statisticki
znacajnu razliku u ucestalosti (p=0.003). Za razliku od toga, ne belezi se statistic¢ki znacajna
razlika u ucestalosti suprimiranosti fibrinoliznog potencijala pri poredenju bolesnika sa
trombozom proksimalnih vena nogu i zdravih ispitanika (19% vs. 11%; p=0.151), kao ni pri
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poredenju bolesnika sa trombozom dubokih vena retke lokalizacije i zdravih kontrola (38%
vs. 11%; p=0.032). Ovi rezultati prikazani su u Tabeli 7.

Poredenje bolesnika sa provociranom i primarnom venskom trombozom sa
kontrolnim ispitanicima, u odnosu na ucestalost suprimiranosti fibrinoliznog potencijala,
takode prikazano u Tabeli 7, pokazuje nam da postoji statisticki znac¢ajno veca ucestalost
suprimiranosti fibrinolizne aktivnosti i medu bolesnicima sa provociranom venskom
trombozom u poredenju sa zdravim osobama (25% vs. 11%; p=0.031) i medu bolesnicima sa
primarnom venskom trombozom u poredenju sa zdravim ispitanicima (25% vs. 11%;
p=0.022).

Tabela 7. Poredenje ucestalosti suprimiranosti fibrinoliznog mehanizma izmedu razlicitih
podgrupa bolesnika i kontrola

Ucestalost suprimiranosti fibrinoliznog potencijala

Broj (%) P

Bolesnici 25 (25)

0.010
Kontrole 11 (11)
Bolesnici-distalna DVT 10 (35)

0.003
Kontrole 11 (11)
Bolesnici-proksimalna DVT 12 (19)

0.151
Kontrole 11 (11)
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 3 (38)

0.032
Kontrole 11 (11)
Bolesnici-provocirana DVT 11 (25)

0.031
Kontrole 11 (11)
Bolesnici-primarna DVT 14 (25)

0.022
Kontrole 11 (11)

U Tabeli 8. prikazano je poredenje ucestalosti suprimiranosti fibrinoliznog potencijala
izmedu razlicitih bolesnic¢kih podgrupa, medusobno, iz koga uotavamo da nema statisticki
znadajne razlike u ucestalosti smanjene fibrinolizne aktivnosti izmedu bolesnika sa
trombozom distalnih vena nogu, proksimalnih vena nogu i trombozom dubokih vena retke
lokalizacije (35% vs. 19% vs. 38%; p=0.197). Takode, ne belezZi se ni postojanje znacajne
razlike u suprimiranosti fibrinoliznog mehanizma izmedu bolesnika sa provociranom i
primarnom trombozom dubokih vena (25% vs. 25%; p=0.594), kao ni izmedu bolesnika sa
izolovanom trombozom dubokih vena i bolesnika sa pluénom tromboembolijom (26 % vs.
0%; p=0.310).
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Tabela 8. Poredenje ucestalosti suprimiranosti fibrinoliznog mehanizma izmedu razlicitih
bolesnickih podgrupa

Ucestalost suprimiranosti fibrinoliznog potencijala

n (%) P

Bolesnici-distalna DVT 10 (35)
Bolesnici-proksimalna DVT 12 (19) 0.197
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 3(38)
Bolesnici-provocirana DVT 11 (25)

0.594
Bolesnici-primarna DVT 14 (25)
Bolesnici-izolovana DVT 25 (26)

0.310
Bolesnici-PTE 0(0)

7.3.2. Komponente fibrinoliznog mehanizma

Uporedo sa ispitivanjem globalne funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma izvrsili smo
i ispitivanje njegovih pojedina¢nih komponenti.

Poredenjem koncentracije plazminogena izmedu bolesnika koji su dozZiveli vensku
trombozu i zdravih ispitanika uoCavamo da nema znacajne razlike u ovom parametru
izmedu dve pomenute grupe (123.90 % + 27.37 vs. 117.09 % + 24.49; p=0.126). Statisticki
znacajna razlika nije dobijena ni prilikom poredenja koncentracije t-PA izmedu bolesnika i
kontrola (18.65 ng/ml + 9.86 vs. 16.78 ng/ml * 8.08; p=0.110), kao ni prilikom poredenja
koncentracije PAI-1 izmedu ove dve grupe ispitanika (5.23 ng/ml £ 2.76 vs. 5.42 ng/ml
2.73; p=0.329). Za razliku od toga, prilikom poredenja koncentracije TAFI uoavamo da
bolesnici koji su doziveli venski trombozni incident imaju znacajno viSe koncentracije ovoga
inhibitora fibrinoliznog mehanizma u poredenju sa osobama koje nikada nisu imale vensku
trombozu (19.70 ng/ml £ 5.17 vs. 17.13 ng/ml £ 4.25; p=0.001). Ovi rezultati predstavljeni su
zbirno u Tabeli 9, dok Grafikon 6 prikazuje poredenje koncentracije TAFI izmedu dve
pomenute grupe ispitanika.
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Tabela 9. Poredenje pojedinacnih komponenti fibrinoliznog mehanizma izmedu bolesnika i

kontrola
Bolesnici Kontrole
n=100 n=100
Plazminogen (%)
SV+SD 123.90+27.37 117.09+24.49
Raspon 62-199 58-160
p 0.126
t-PA (ng/ml)
SV+SD 18.65+9.86 16.78+8.08
Raspon 2-56 8-44
p 0.110
PAI-1 (ng/ml)
SV+SD 5.23+2.76 5.42+2.73
Raspon 1-13 1-13
p 0.329
TAFI (ng/ml)
SV+SD 19.7045.17 17.1344.25
Raspon 11-39 8-27
p 0.001
45
p=0.001
4
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Grdfikon 6. Poredenje koncentracije TAFl izmedu grupe bolesnika i kontrolne grupe

U Tabeli broj 10 prikazani su rezultati ispitivanja povezanosti pojedinacnih parametara
fibrinoliznog mehanizma i njegove globalne funkcionalnosti, kako kod svih ispitanika, tako i u
grupi bolesnika i kontrolnoj grupi ispitanika, pojedina¢no. Iz tabele se vidi da nije
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ustanovljeno postojanje statisticki znacajne veze izmedu plazminogena i euglobulinskog
vremena lize koaguluma kao mere globalnog fibrinoliznog potencijala ukoliko posmatramo
sve ispitanike (r=0.17; p=0.018). O znacajnosti veze izmedu t-PA i TAFI sa euglobulinskim
vremenom lize koaguluma ne moZemo se izjasniti, obzirom da p ni u jednom slucaju nije
dostiglo nivo statisticke znadajnosti potreban za validnu interpretaciju rezultata. Sto se
povezanosti PAI-1 i euglobulinskog vremena lize koaguluma tice, u ovom slu¢aju ne belezi se
znacajna povezanost posmatrajuci sve ispitanike (r=0.18; p=0.012), ali se uo¢ava postojanje
slabe povezanosti izmedu ova dva parametra u grupi bolesnika (r=0.22; p=0.030), Sto je
graficki i predstavljeno na Grafikonu 7.

Tabela 10. Analiza povezanosti pojedinacnih fibrinoliznih parametara i globalne
funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma

Bolesnici Kontrole Svi ispitanici
n=100 n=100 n=200

EVLK - Plazminogen

r 0.17 0.12 0.17

p 0.093 0.254 0.018
EVLK - tPA

r -0.10 -0.03 -0.05

p 0.324 0.794 0.500
EVLK - PAI-1

r 0.22 0.15 0.18

p 0.030 0.130 0.012
EVLK - TAFI

r -0.13 0.06 0.01

p 0.202 0.532 0.961
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Grafikon 7. Analiza povezanosti EVLK i PAI-1 u grupi bolesnika

Poredenje nivoa plazminogena izmedu razlicitih bolesni¢kih podgrupa i ispitanika u
kontrolnoj grupi, kao i izmedu pojedinih bolesni¢kih podgrupa medusobno, predstavljeno na
Tabeli 11, pokazuje da nema znacajne razlike u koncentraciji ovoga parametra ukoliko
poredimo bolesnike sa distalnom trombozom dubokih vena i zdrave kontrole (129.86 % *
29.68 vs. 117.09 % + 24.49; p=0.056), bolesnike sa proksimalnom trombozom dubokih vena i
zdrave kontrole (121.32 % + 24.73 vs. 117.09 % + 24.49; p=0.428), bolesnike sa retkom
lokalizacijom tromboze dubokih vena i zdrave kontrole (122.63 % + 37.99 vs. 117.09 % +
24.49; p=0.515), kao i bolesnike sa primarnom trombozom dubokih vena i zdrave kontrole
(121.36 % + 27.06 vs. 117.09 % + 24.49; p=0.551). Za razliku od ovih rezultata, interesantno
je da poredenjem bolesnika sa provociranom trombozom dubokih vena i kontrolnih
ispitanika uoCavamo da bolesnici iz ove podgrupe imaju znacajno viSe vrednosti
plazminogena u poredenju sa zdravim osobama (127.14 % + 27.73 vs. 117.09 % + 24.49; p=
0.044), sto je i prikazano na Grafikonu 8. Posmatrajuci rezultate medusobnog poredenja
bolesnika sa distalnom, proksimalnom i trombozom dubokih vena retke lokalizacije mozemo
re¢i da izmedu ovih bolesni¢kih podgrupa nema znacdajne razlike u odnosu na nivo
plazminogena (129.86 % + 29.68 vs. 121.32 % + 24.73 vs. 122.63 % + 37.99; p=0.412), $to
vazi i za medusobno poredenje bolesnika sa provociranom i primarnom trombozom dubokih
vena (127.14 % + 27.73 vs. 121.36 % + 27.06; p=0.154), kao i za poredenje bolesnika sa
izolovanom trombozom dubokih vena i bolesnika sa pluénom tromboembolijom
(123.34+27.32 vs. 142.004£27.18; p=0.230).
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Tabela 11. Poredenje nivoa plazminogena izmedu razlicitih bolesnickih podgrupa

medusobno,kao i u odnosu na kontrole

Plazminogen (%)

SV+SD Raspon o]
Bolesnici-distalna DVT 129.861+29.68 78-199 0.056
.05
Kontrole 117.09+24.49 58-160
Bolesnici-proksimalna DVT 121.32424.73 76-180
0.428
Kontrole 117.09+24.49 58-160
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 122.63+37.99 62-182 0.515
Kontrole 117.09+24.49 58-160 .
Bolesnici-provocirana DVT 127.14+27.73 62-199 0.044
Kontrole 117.09+24.49 58-160 .
Bolesnici-primarna DVT 121.36+27.06 76-182 0.551
Kontrole 117.09+24.49 58-160 '
Bolesnici-distalna DVT 129.861+29.68 78-199
Bolesnici-proksimalna DVT 121.32424.73 76-180 0.412
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 122.631£37.99 62-182
Bolesnici-provocirana DVT 127.14+27.73 62-199 0.154
Bolesnici-primarna DVT 121.36%27.06 76-182 .
Bolesnici-izolovana DVT 123.34+27.32 62-199 0.230
Bolesnici-PTE 142.00+27.18 112-165 .
250
p=0.044
199
200
g 160
c 150
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dubokih vena i zdravih ispitanika

77

Grafikon 8. Poredenje nivoa plazminogena izmedu bolesnika sa provociranom trombozom



Doktorska disertacija Mr. dr sci Biljana Vuckovi¢

Tabela 12 prikazuje poredenje koncentracije t-PA izmedu razli¢itih bolesnickih
podgrupa i ispitanika u kontrolnoj grupi, kao i izmedu pojedinih bolesnickih podgrupa
medusobno. Iz ove tabele jasno se uocava da nema znacajne razlike prilikom poredenja
koncentracije t-PA izmedu bolesnika sa distalnom trombozom dubokih vena i zdravih
ispitanika (18.57 ng/ml £ 8.41 vs. 16.78 ng/ml % 8.08; p=0.266), bolesnika sa proksimalnom
trombozom dubokih vena i zdravih ispitanika (18.30 ng/ml * 9.78 vs. 16.78 ng/ml * 8.08;
p=0.172), kao i bolesnika sa trombozom dubokih vena retke lokalizacije (21.73 ng/ml + 15.33
vs. 16.78 ng/ml + 8.08; p=0.507) i zdravih ispitanika. Kao i u slu¢aju nivoa plazminogena,
bolesnici sa provociranom trombozom dubokih vena imaju znacajno vise koncentracije t-PA
u poredenju sa kontrolnom grupom (20.02 ng/ml + 11.07 vs. 16.78 ng/ml + 8.08; p=0.042),
dok se ne belezi postojanje statisticki znacajne razlike prilikom poredenja bolesnika sa
primarnom trombozom dubokih vena i zdravih kontrola (17.58 ng/ml + 8.75 vs. 16.78 ng/ml
+ 8.08; p=0.492). Grafikon 9. upravo i prikazuje poredenje koncentracija t-PA izmedu
bolesnika sa provociranom trombozom dubokih vena i zdravih ispitanika. Kada posmatramo
medusobno poredenje bolesnika sa distalnom, proksimalnom i trombozom dubokih vena
atipicne lokalizacije moZzemo reci da se ne uocavaju znacajne razlike u odnosu na
koncentraciju t-PA (18.57 ng/ml + 8.41 vs. 18.30 ng/ml + 9.78 vs. 21.73 ng/ml; p=0.943), sto
je slucaj i kada medusobno poredimo bolesnike sa provociranom i primarnom trombozom
dubokih vena (20.02 ng/ml + 11.07 vs. 17.58 ng/ml = 8.75; p=0.367), kao i bolesnike sa
izolovanom trombozom dubokih vena i bolesnike sa tromboembolijom pluéa (18.704£9.95 vs.
17.1047.62; p=0.985).

Tabela 12. Poredenje koncentracije t-PA izmedu razlicitih bolesnickih podgrupa medusobno,
kao i u odnosu na kontrole

t-PA (ng/ml)
SV+SD Raspon p

Bolesnici-distalna DVT 18.574+8.41 8-44
Kontrole 16.78+8.08 8-44 0266
Bolesnici-proksimalna DVT 18.30+9.78 2-56 0172
Kontrole 16.78+8.08 8-44
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 21.73+15.33 6-53
Kontrole 16.78+8.08 8-44 0-507
Bolesnici-provocirana DVT 20.02+11.07 7-56 0.042
Kontrole 16.78+8.08 8-44
Bolesnici-primarna DVT 17.58+8.75 2-40 0.492
Kontrole 16.78+8.08 8-44
Bolesnici-distalna DVT 18.57+8.41 8-44
Bolesnici-proksimalna DVT 18.3049.78 2-56 0.943
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 21.73+15.33 6-53
Bolesnici-provocirana DVT 20.02+11.07 7-56 0.367
Bolesnici-primarna DVT 17.58+8.75 2-40
Bolesnici-izolovana DVT 18.70+9.95 2-56 0.985
Bolesnici-PTE 17.10+7.62 12-26
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Grafikon 9. Poredenje koncentracije t-PA izmedu bolesnika sa provociranom trombozom
dubokih vena i zdravih ispitanika

Prikaz rezultata poredenja koncentracije PAI-1 izmedu razli¢itih bolesnickih podgrupa
medusobno, kao i u odnosu na kontrole dat je u Tabeli 13, iz koje se uocava da se ne belezZi
postojanje znacajne razlike u koncentraciji ovoga Ccinioca pri poredenju bolesnika sa
distalnom trombozom dubokih vena i zdravih kontrola (5.44 ng/ml + 2.65 vs. 5.42 ng/mlt
2.73; p=0.890), bolesnika sa proksimalnom trombozom dubokih vena i zdravih kontrola
(5.04 ng/ml £ 2.85 vs. 5.42 ng/ml+ 2.73; p=0.099), kao i bolesnika sa retkom lokalizacijom
tromboze dubokih vena i zdravih ispitanika (5.96 ng/ml * 2.63 vs. 5.42 ng/mlt 2.73;
p=0.482). Ni izmedu bolesnika sa provociranom trombozom dubokih vena i kontrola (5.52
ng/ml = 2.95 vs. 5.42 ng/ml + 2.73; p=0.830), kao ni izmedu bolesnika sa primarnom
trombozom dubokih vena i kontrola (5.00 ng/ml + 2.61 vs. 5.42 ng/ml + 2.73; p=0.196), ne
beleZi se postojanje znacajne razlike u koncentraciji PAI-1. Poredenje koncentracije PAI-1
izmedu bolesnika sa distalnom trombozom dubokih vena, bolesnika sa proksimalnom
trombozom dubokih vena i bolesnika sa retkim lokalizacijama tromboze dubokih vena
pokazuje da nema znacajne razlike u odnosu na ovaj parametar fibrinoliznog mehanizma
(5.44 ng/ml £2.65 vs. 5.04 ng/ml £2.85 vs. 5.96 ng/ml + 2.63; p=0.279), kao sto razlika ne
postoji ni kada se porede u odnosu na koncentraciju PAI-1 bolesnici sa provociranom
trombozom dubokih vena i bolesnici sa primarnom trombozom dubokih vena (5.52 ng/ml
2.95 vs. 5.00 = 2.61; p= 0.314), ili bolesnici sa izolovanom trombozom dubokih vena i
bolesnici sa pluénom tromboembolijom (5.19+2.78 vs. 6.55+1.76; p=0.263).
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Tabela 13. Poredenje koncentracije PAI-1 izmedu razlicitih bolesnickih podgrupa medusobno,
kao i u odnosu na kontrole

PAI-1 (ng/ml)
SV+SD Raspon p

Bolesnici-distalna DVT 5.44+2.65 1-11

0.890
Kontrole 5.42+2.73 1-13
Bolesnici-proksimalna DVT 5.04+2.85 1-13

0.099
Kontrole 5.42+2.73 1-13
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 5.96+2.63 1-9

0.482
Kontrole 5.42+2.73 1-13
Bolesnici-provocirana DVT 5.52+2.95 1-13

0.830
Kontrole 5.42+2.73 1-13
Bolesnici-primarna DVT 5.00+2.61 1-13

0.196
Kontrole 5.42+2.73 1-13
Bolesnici-distalna DVT 5.44+2.65 1-11
Bolesnici-proksimalna DVT 5.04+2.85 1-13 0.279
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 5.96+2.63 1-9
Bolesnici-provocirana DVT 5.52+2.95 1-13 0.314
Bolesnici-primarna DVT 5.00+2.61 1-13 '
Bolesnici-izolovana DVT 5.19+2.78 1-13

0.263
Bolesnici-PTE 6.55+1.76 5-8

Rezultati poredenja koncentracije TAFI izmedu razlicitih bolesnickih podgrupa i
kontrolne grupe ispitanika ukazuju na postojanje znacajne razlike u koncentraciji ovoga
¢inioca. Nepostojanje razlike belezi se samo u slucaju poredenja bolesnika sa retkim
lokalizacijama tromboze dubokih vena i zdravih ispitanika (18.62 ng/ml + 4.64 vs. 17.13
ng/ml + 4.25; p=0.376), dok bolesnici sa distalnom trombozom dubokih vena u poredenju sa
kontrolama (20.72 ng/ml + 4.96 vs. 17.13 ng/ml = 4.25; p=0.001), kao i bolesnici sa
proksimalnom trombozom dubokih vena u poredenju sa kontrolama (19.37 ng/ml + 5.33 vs.
17.13 ng/ml + 4.25; p=0.013) imaju znacajno vise koncentracije TAFI, $to je i prikazano na
Grafikonu 10. Koncentracija ovog veoma vaznog inhibitora fibrinoliznog procesa znacajno je
veéa i kod bolesnika sa provociranom trombozom dubokih vena u poredenju s zdravim
osobama (19.93 ng/ml * 3.97 vs. 17.13 ng/ml + 4.25; p=0.000), kao i kod bolesnika sa
primarnom trombozom dubokih vena u poredenju sa zdravim ispitanicima (19.53 ng/ml +
5.97 vs. 17.13 ng/ml + 4.25; p=0.023). Ove rezultate prikazuje Grafikon 11. Medusobnim
poredenjem bolesnika sa distalnom trombozom dubokih vena, bolesnika sa proksimalnom
trombozom dubokih vena i bolesnika sa trombozom dubokih vena retke lokalizacije,
uocavamo da nema statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji TAFI (20.72 ng/ml + 4.96 vs.
19.37 ng/ml + 5.33 vs. 18.62 ng/ml + 4.64; p=0.320), kao Sto se znacajna razlika u ovom
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parametru ne belezi ni prilikom poredenja bolesnika sa provociranom trombozom dubokih
vena i bolesnika sa primarnom trombozom dubokih vena (19.93 ng/ml + 3.97 vs. 19.53
ng/ml + 5.97; p=0.341), kao ni prilikom poredenja bolesnika sa izolovanom trombozom
dubokih vena i bolesnika sa tromboembolijom pluéa (19.7345.24 vs. 18.85+1.90; p=0.939).
Svi navedeni rezultati prikazani su u tabeli 14.

Tabela 14. Poredenje koncentracije TAFl izmedu razlicitih bolesnickih podgrupa medusobno,
kao i u odnosu na kontrole

TAFI (ng/ml)
SV+SD Raspon p
Bolesnici-distalna DVT 20.72+4.96 12-33
0.001
Kontrole 17.13+4.25 8-27
Bolesnici-proksimalna DVT 19.3745.33 11-39
Kontrole 17.1344.25 8-27 0013
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 18.62+4.64 12-24
Kontrole 17.134.25 8-27 0:376
Bolesnici-provocirana DVT 19.93+3.97 13-33
Kontrole 17.1344.25 8-27 0:000
Bolesnici-primarna DVT 19.53+5.97 11-39 0.023
Kontrole 17.131£4.25 8-27
Bolesnici-distalna DVT 20.72+4.96 12-33
Bolesnici-proksimalna DVT 19.37+5.33 11-39 0.320
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 18.62+4.64 12-24
Bolesnici-provocirana DVT 19.93+3.97 13-33
Bolesnici-primarna DVT 19.53+5.97 11-39 0341
Bolesnici-izolovana DVT 19.734£5.24 11-39
Bolesnici-PTE 18.85+1.90 17-20 0939
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Grafikon 10. Poredenje koncentracije TAFl izmedu bolesnika sa razlicitim lokalizacijama
venskog trombotskog procesa i zdravih kotrola
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Grafikon 11. Poredenje koncentracije TAFl izmedu bolesnika sa provociranom, kao i
primarnom trombozom dubokih vena u odnosu na zdrave kontrole

7.3.3. Rezultati genetskih analiza

Bolesnicka i kontrolna grupa ispitanika bile su veoma slicne u odnosu na zastupljenost
pojedinih PAI-1 genotipskih podgrupa Sto se jasno mozZe videti na Grafikonu 12. Tako smo u
okviru grupe bolesnika imali 25% homozigotnih i 58% heterozigotnih nosilaca mutacije gena
za PAI-1, dok 17% bolesnika nije imalo pomenutu gensku mutaciju. U okviru kontrolne grupe
pak, bilo je 30% homozigotnih i 56% heterozigotnih nosilaca mutacije a 14% ispitanika nije
imalo mutaciju.
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m5G/5G MA4AG/5G MA4G/4AG

Grafikon 12. Prikaz distribucije PAI-1 genotipskih podgrupa u grupi bolesnika i kontrolnoj
grupi ispitanika

Tabela 15 prikazuje poredenje bolesnika sa distalnom, proksimalnom i trombozom
dubokih vena retke lokalizacije, poredenje bolesnika sa spontanom i provociranom
trombozom dubokih vena, kao i poredenje bolesnika sa izolovanom trombozom dubokih
vena i bolesnika koji su imali tromboemboliju plu¢a u odnosu na ucestalost zastupljenosti
razliCitih genotipskih varijanti gena za PAI-1. Iz nje uotavamo da nema znacajne razlike u
zastupljenosti 4G/4G genotipa izmedu bolesnika sa razli¢itim lokalizacijama venskog
trombotskog procesa (distalna DVT 29% vs. proksimalna DVT 21% vs. DVT retke lokalizacije
12%; p=0.501) kao i to da nema razlike u zastupljenosti ovoga genotipa kod provocirane i
spontane tromboze dubokih vena (27% vs. 23%; p=0.642), niti kod izolovane tromboze
dubokih vena u poredenju sa pluénom tromboembolijom (25% vs. 33%; p=0.735). Ni u
odnosu na zastupljenost 4G/5G genotipa bolesnici sa razli¢itim lokalizacijama venske
tromboze nisu pokazali znacajnije razlike (distalna DVT 55% vs. proksimalna DVT 56% vs.
DVT retke lokalizacije 87%; p=0.211), kao sto ih nisu pokazali ni bolesnici sa provociranom
venskom trombozom u poredenju sa bolesnicima sa spontanom trombozom dubokih vena
(61% vs. 55%; p=0.546) ili bolesnici sa izolovanom trombozom dubokih vena u poredenju sa
bolesnicima sa pluénom tromboembolijom (58% vs. 67%; p=0.757). Zastupljenost 5G/5G
genotipa takode nije pokazala znacajne razlike pri poredenju bolesnika sa distalnom,
proksimalnom i trombozom dubokih vena retke lokalizacije (24% vs. 16% vs. 0%; p=0.254),
kao ni pri poredenju bolesnika sa primarnom i provociranom trombozom dubokih vena (18%
vs. 16%; p=0.797) i pri poredenju bolesnika sa izolovanom trombozom dubokih vena i
bolesnika sa tromboembolijom pluéa (18% vs. 0%; p=0.426).
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Tabela 15. Poredenje zastupljenosti tri PAI-1 genotipa izmedu razliCitih bolesnickih podgrupa
medusobno

Ucestalost PAI-1 4G/4G genotipa

Broj (%) p
Bolesnici-distalna DVT 18 (29)
Bolesnici-proksimalna DVT 6 (21) 0.501
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 1(12)
Bolesnici-provocirana DVT 10 (23)
0.642
Bolesnici-primarna DVT 15 (27)
Bolesnici-izolovana DVT 24 (25)
0.735
Bolesnici-PTE 1(33)
Ucestalost PAI-1 4G/5G genotipa
Broj (%) p
Bolesnici-distalna DVT 16 (55)
Bolesnici-proksimalna DVT 35 (56) 0.211
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 7 (87)
Bolesnici-provocirana DVT 27 (61)
0.546
Bolesnici-primarna DVT 31 (55)
Bolesnici-izolovana DVT 56 (58)
0.757
Bolesnici-PTE 2 (67)
Ucestalost PAI-1 5G/5G genotipa
Broj (%) p
Bolesnici-distalna DVT 7 (24)
Bolesnici-proksimalna DVT 10 (16) 0.254
Bolesnici-retke lokalizacije DVT 0(0)
Bolesnici-provocirana DVT 7 (16)
0.797
Bolesnici-primarna DVT 10 (18)
Bolesnici-izolovana DVT 17 (18)
0.426
Bolesnici-PTE 0(0)

Nakon ovoga, pristupili smo proceni rizika za nastanak venske tromboze u odnosu na
postojanje poremecaja globalne funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma, u odnosu na
patoloSke koncentracije pojedinih komponenti fibrinoliznog mehanizma, kao i u odnosu na
postojanje 4G/4G mutacije u genu za PAI-1, $to je prikazano u Tabeli 16.

Kako nekondicionalna logisticka regresija, koja je koristena u svrhu procene relativnog
rizika, ukljucuje prilagodavanje analiza za moguce "confonder"-e, odnosno Cinioce koji mogu
uticati na krajnji rezultat i dati sliku lazno viSeg ili niZzeg rizika, to smo mi u nasu analizu
ukljucili prilagodavanje za: godine, pol, BMI, pusenje, hiperlipoproteinemiju, hiperLp(a)
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lipoproteinemiju, diabetes, CRP, fibrinogen, hipertenziju, upotrebu statina, oralnih
kontraceptivnih lekova, kao i hormonske supstitucione terapije.

U odnosu na uticaj suprimirane funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma na rizik za
nastanak tromboze dubokih vena OR prilagoden za pol i godine iznosio je 2.70 (Cl 1.22-
5.98), prilagoden i za BMI i pusenje iznosio je 2.49 (Cl 1.12-5.56), prilagoden dodatno za
hiperlipoproteinemiju i hiperLp(a) lipoproteinemiju iznosio je 2.47 (Cl 1.10-5.55), prilagoden
i za diabetes iznosio je 2.72 (Cl 1.19-6.20), prilagoden dodatno za CRP i fibrinogen bio je 2.67
(Cl 1.16-6.14), prilagoden pored toga i za hipertenziju bio je 2. 85 (Cl 1.22-6.61). Konacno,
nakon prilagodavanja i za upotrebu statina i hormonskih preparata mozemo reéi da nasi
rezultati pokazuju da suprimirana funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma trostruko
povecava rizik za nastanak tromboze dubokih vena (OR 3.02; Cl 1.26-7.22).

Povisen nivo PAI-1 nema uticaja na rizik od nastanka tromboze dubokih vena, na sta
ukazuje OR od 0.86 sa Cl 0.59-1.25 nakon prilagodavanja za sve pomenute "confounder"-e.
Takode, ni poviSen nivo t-PA antigena ne utie na rizik od nastanka tromboze dubokih vena
(OR 1.53; C1 0.79-2.94).

Prilikom ispitivanja uticaja pojedni¢anih komponenti fibrinoliznog mehanizma na rizik
od nastanka venskih tromboznih incidenata zapazamo da za razliku od PAI-1 i t-PA antigena,
poviSene koncentracije TAFI vise od dvostruko povecavaju ovaj rizik. Tako je OR u ovom
slucaju prilagoden za pol i godine Zivota iznosio 2.18 (Cl 1.19-3.99), nakon dodatnog
prilagodavanja za BMI i puSenje OR je bio 2.16 (1.17-3.98), nakon daljeg prilagodavanja za
hiperlipoproteinemiju i hiperLp(a) lipoproteinemiju OR je iznosio 2.21 (1.19-4.11).
Prilagodavanje koje je pored pomenutih faktora ukljucilo i diabetes dalo je OR od 2.37 (ClI
1.26-4.46), a ono koje je dodatno obuhvatilo i CRP i fibrinogen dalo je OR od 2.30 (1.22-
4.35). Kada je u "confounder"-e uklju¢ena i hipertenzija dobijen je OR 2.24 (Cl 1.18-4.25), a
na kraju, uz sve potencijalne "confounding" faktore, ukljuujuéi i upotrebu statina i
hormonskih preparata dobijen je OR 2.25 (Cl 1.16-4.35).

Rezultati ispitivanja uticaja 4G/4G genotipa gena za sintezu PAI-1 na rizik od nastanka
tromboze dubokih vena pokazuju da pomenuti genotip nema znacajnijeg uticaja na ovaj rizik
u poredenju sa 4G/5G ili 5G/5G genotipom, Sto potvrduje OR koji nakon prilagodavanja za
sve pomenute Cinioce iznosi 0.57 (0.27-1.20).
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Tabela 16. Procena rizika za nastanak venske tromboze u odnosu na globalnu funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma, njegove pojedinacne

komponente i postojanje 4G/4G genotipa za PAI-1

Pacijenti

n (%)

Kontrole Odds ratio* Odds ratioT
(95% Cl)

n (%) (95% ClI)

Odds ratio¥
(95% Cl)

Odds ratio§ Odds ratio] Odds ratio|| Odds ratio**
(95% ClI) (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI)

Venska tromboza
Ocuvana
funkcionalnost FM
Suprimirana
funkcionalnost FM

75 (75)

25 (25)

89 (89) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference)

11 (11) 2.70(1.22-5.98) 2.49 (1.12-5.56)

1.0 (Reference)

2.47 (1.10-5.55)

1.0 (Reference) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference)

2.72 (1.19-6.20) 2.67 (1.16-6.14) 2.85 (1.22-6.61) 3.02 (1.26-7.22)

Fizioloski nivo PAI-1

Povisen nivo PAI-1

62 (62)
38(38)

67(67) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference)
33(33) 0.88(0.66-1.16) 0.83 (0.61-1.13)

1.0 (Reference)
0.83 (0.60-1.15)

1.0 (Reference) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference)
0.83 (0.59-1.17) 0.84(0.59-1.19) 0.85(0.60-1.21) 0.86 (0.59-1.25)

Fizioloski nivo t-PA

Povisen nivo t-PA

34 (34)
66 (66)

39(39) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference)
61(61) 1.30(0.72-2.33) 1.40 (0.77-2.53)

1.0 (Reference)
1.48 (0.81-2.72)

1.0 (Reference) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference)
1.42 (0.77-2.64) 1.43(0.77-2.67) 1.40(0.75-2.62) 1.53 (0.79-2.94)

Fizioloski nivo TAFI

Povisen nivo TAFI

58 (58)
42 (42)

75(75) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference)
25(25) 2.18(1.19-3.99) 2.16(1.17-3.98)

1.0 (Reference)
2.21(1.19-4.11)

1.0 (Reference) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference)
2.37 (1.26-4.46) 2.30(1.22-4.35) 2.24(1.18-4.25) 2.25(1.16-4.35)

PAI-15G/5G i
4G/5G

PAI-1 4G/AG

75 (75)

25(25)

70(70) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference)

30(30) 0.75(0.40-1.41) 0.74(0.39-1.40)

1.0 (Reference)

0.77 (0.40-1.47)

1.0 (Reference) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference) 1.0 (Reference)

0.70 (0.36-1.38) 0.62 (0.31-1.25) 0.61 (0.30-1.22) 0.57 (0.27-1.20)

*Prilagodeno za godine

pol TPrilagodeno za godine,

pol,

BMI

pusenje *Prilagodeno za godine, pol, BMI, pusenje, hiperlipoproteinemiju i

hiperLp(a)lipoproteinemiju §Prilagodeno za godine, pol, BMI, pusenje, hiperlipoproteinemiju, hiperLp(a)lipoproteinemiju i diabetes q|Prilagodeno za godine, pol,

BMI, pusenje, hiperlipoproteinemiju, hiperLp(a)lipoproteinemiju, diabetes, CRP i fibrinogen ||Prilagodeno za godine, pol, BMI, pusenje, hiperlipoproteinemiju,

hiperLp(a)lipoproteinemiju, diabetes, CRP, fibrinogen i hipertenziju **Prilagodeno za godine, pol, BMI, pusenje, hiperlipoproteinemiju, hiperLp(a)lipoproteinemiju,

diabetes, CRP, fibrinogen, hipertenziju, upotrebu statina i hormonskih preparata
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Tabela 17. prikazuje poredenje euglobulinskog vremena lize koaguluma, kao mere
globalne funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma izmedu razli¢itih genotipskih podgupa u
okviru grupe bolesnika, kontrolne grupe i svih ispitanika. Iz nje se jasno vidi da nema
znacajne razlike u globalnoj funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma izmedu nosilaca
4G/4G, 4G/5G i 5G/5G genotipa u okviru grupe bolesnika (195.80+35.70 min. vs
204.71+51.80 min. vs 215.65+67.26 min; p=0.661), Sto je i prikazano na grafikonu 13, u
okviru kontrolne grupe ispitanika (193.10+42.56 min. vs 184.36141.72 min. vs 174.64+44.22
min; p=0.321), kao ni pri poredenju ove tri genotipske podgrupe kod svih ispitanika zajedno
(194.33+39.26 min. vs 194.711£58.01 min. vs 197.13+60.75 min; p=0.936).

Tabela 17. Poredenje euglobulinskog vremena lize koaguluma izmedu razlicitih genotipskih
podgupa u okviru grupe bolesnika, kontrolne grupe i svih ispitanika

Euglobulinsko vreme lize koaguluma (min)

SViSD Raspon o]
Bolesnici
4G/4G 195.80435.70 130-270
4G/5G 204.71+51.80 90-310 0.661
5G/5G 215.65+67.26 135-360
Kontrole
4G/4G 193.10+42.56 120-270
4G/5G 184.3641.72 90-270 0.321
5G/5G 174.64+44.22 120-265
Ukupno
4G/4G 194.334+39.26 120-270
4G/5G 194.71+48.01 90-310 0.936
5G/5G 197.13460.75 120-360
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Grafikon 13. Prikaz poredenja globalne funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma izmedu
bolesnickih podgupa u odnosu na PAI-1 genotip

U Tabeli 18. prikazano je poredenje ucestalosti suprimiranosti funkcionalnosti
fibrinoliznog mehanizma izmedu razli¢itih genotipskih podgrupa u okviru grupe bolesnika,

kontrolne grupe ispitanika i svih ispitanika zajedno.

Uocavamo da je zastupljenost suprimirane funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma
cesca u podgrupi bolesnika sa 4G/4G PAI-1 genotipom u poredenju sa bolesnicima sa 4G/5G
genotipom i 5G/5G genotipom (41% vs 28% vs 8%; p=0.040), Sto je i predstavljeno na
grafikonu 14, dok nema znacajne razlike u zastupljenosti ovog poremecaja fibrinoliznog
mehanizma prilikom poredenja razli¢itih PAI-1 genotipskih varijanti u okviru kontrolne grupe
ispitanika (10% vs 11% vs 14%; p=0.910) ili kada se posmatraju svi ispitanici zajedno (9% vs

19% vs 29%; p=0.059).
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Tabela 18. Poredenje ucestalosti suprimiranosti funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma
izmedu razlicitih genotipskih podgupa u okviru grupe bolesnika, kontrolne grupe
i svih ispitanika

Suprimirana funkcionalnost
fibrinoliznog mehanizma

Broj (%) p
Bolesnici
4G/4G 7 (41)
4G/5G 16 (28) 0.040
5G/5G 2(8)
Kontrole
4G/4G 3 (10)
4G/5G 6 (11) 0.910
5G/5G 2 (14)
Ukupno
4G/4G 5(9)
4G/5G 22 (19) 0.059
5G/5G 9(29)
p=0.040
100% -
80% -
60% -
40% A
20% -
)
0% . . .
4G/4G 4G/5G 5G/5G

M Suprimirana funkcija FM ™ Ocuvana funkcija FM

Grafikon 14. Prikaz ucestalosti suprimirane funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma izmedu
razlicitih genotipskih podgrupa u okviru grupe bolesnika
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8. Diskusija

Fibrinolizni mehanizam se na pozornici na kojoj se odigrava istraZivanje uloge
pojedinih komponenti kompleksnog hemostaznog mehanizma u nastanku tromboze, dugo
nalazio u potpunoj senci. Ne retko je njegova uloga, ¢ak i od strane strucne javnosti,
dozZivljavana kao sporedna, svedena na sekundarni fenomen koji se ispoljava samo kao
odgovor na aktiviranu koagulaciju, te mu shodno tome nije pridavan gotovo nikakav znacaj u
brojnim studijama koje su ispitivale ulogu hemostaze u nastanku trombotske bolesti.

Poslednjih godina medutim, interesovanje za ulogu fibrinolize u patofizioloSkom
mehanizmu odgovornom za nastanak, kako arterijskih, tako i venskih tromboza znacajno
raste, te danas predstavlja veoma aktuelnu istrazivacku temu u kojoj su joS uvek ostale
mnoge neistraZzene oblasti. Za porast interesovanja na ovom polju, svakako je delimi¢no
odgovorno i otkrice novog regulatora fibrinoliznog procesa - trombinom aktiviSuéeg
fibrinoliznog inhibitora [247].

Kako tromboza predstavlja vodeci uzrok morbiditeta i mortaliteta u veéini razvijenih
zemalja danas, to su znacajni istrazivacki napori usmereni upravo ka S$to preciznijem
rasvetljavanju etiopatogeneze ove bolesti i posledi¢no efikasnijoj prevenciji njenih
komplikacija. Decenijama unazad znacajno veci procenat nauénika bavio se istrazivanjem u
oblasti arterijske tromboze i njenih najznacajnijh komplikacija, infarkta miokarda i
ishemijskog cerebrovaskularnog inzulta, ali se poslednjih godina fokus interesovanja
usmerava znacajnije i na teren venske tromboze.

EpidemioloSke studije prepoznale su brojne uzrocne faktore za nastanak venske
tromboze, medu kojima se kao najznadajniji izdvajaju: karcinom, upotreba hormona,
trudnoca, hirurske intervencije, imobilizacija, trauma, deficit prirodnih inhibitora
koagulacije, kao i mutacije u genu za sintezu protrombina G20210A i faktor V Leiden
mutacija [66], no i pored toga klju¢no pitanje bilo je zbog ¢ega kod odredene osobe ovi
faktori dovode do nastanka venskog tromboembolizma, dok kod vecine drugih to nije slucaj.
Vremenom, postalo je jasno da je venska tromboza multikauzalno oboljenje i da kombinacija
vise razli¢itih naslednih i stec¢enih faktora rizika kod jedne individue dovodi do razvoja ove
bolesti, kao i to da rizik za njen nastanak viSestruko prevazilazi prosti zbir prepoznatih
pojedinacnih uzrocnih faktora [248].

Posmatrajuéi vensku trombozu kao izuzetno komplikovanu ali veoma interesantnu i
inspirativnu slagalicu sastavljenu od mnoStva delova, nasom studijom, Zeleli smo da
ispitamo da li se i na koji nacin uloga fibrinoliznog mehanizma uklapa u ovu slagalicu i da na
taj nac¢in damo mali doprinos rasvetljavanju etiopatogeneze venske tromboze, imajudi pri
tome na umu ¢injenicu da su studije koje se bave ovom problematikom jo$ uvek retke, kao i
to da su njihovi rezultati nekonzistentni.

Studijom je obuhvaéeno 200 ispitanika, medu kojima je bilo 100 bolesnika koji su
doziveli vensku trombozu i 100 klini¢ki i laboratorijski zdravih dobrovoljaca koji nikada nisu
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imali trombozu. Prilikom kreiranja studije sa posebnom paZnjom se pristupilo sagledavanju
svih mogucénosti za potencijalno uvodenje biasa u studiju, te njihovom eliminisanju. Dobro je
poznato da postoji bezbroj pravaca iz kojih se u epidemiolo$ku studiju moze provudéi greska,
ali da su tri klju¢na: selekcija ispitanika, sakupljanje informacija i "confounding". Kako bi
selekcija ispitanika bila pravilna, u nasoj studiji kontrolna grupa je odabrana randomizacijom
iz populacije iz koje potice i grupa bolesnika, nezavisno od ispitivanih faktora rizika, vodedi
se osnovnim epidemioloskim postulatom pravilno kreirane case-control studije da je svaki
ispitanik u grupi bolesnika odgovarao ispitaniku iz kontrolne grupe, pre nego Sto je doZiveo
vensku trombozu, kao i da je svaki ispitanik iz kontrolne grupe mogao da postane ispitanik iz
grupe bolesnika ukoliko dozivi vensku trombozu. Greske koje bi bile posledica sakupljanja
informacija eliminisne su na taj nacin Sto je informacije, prema strogo formulisanom
upitniku i kriterijumima prikupljala samo jedna osoba za sve ispitanike. Konac¢no, poseban
trud uloZen je u izbegavanje uticaja "confoundinga", kao tre¢eg najceSceg, a ujedno i
najjaceg uzroka "biasa", na rezultate studije. Sa tim ciljem, nakon detaljnog pretrazZivanja
literature, izdvojili smo sve potencijalne "confounder"-e, koji su detaljno opisani u poglavlju
Materijal i metode i sprovedene statisticke analize prilagodili za njihov uticaj. Kako pomenuti
uzroci gresaka u epidemioloskim studijama, a pre svega "confounding" mogu biti toliko jaki
da cak u potpunosti preokrenu u suprotan smer efekat ispitivanih parametara [249],
smatramo da smo dizajniraj¢i studiju na ovaj nacin znacajno doprineli njenom kvalitetu i
validnosti njenih rezultata.

U skladu sa aktuelnim istraZivackim dilemama iz oblasti venskog tromboembolizma,
nametnula su se pitanja: Da li je izolovana distalna venska tromboza poseban entitet u
poredenju sa proksimalnom venskom trombozom? Koji to sve jo$ uzrocni ¢inoci mogu biti
svrstani u grupu onih koji dovode do nastanka provocirane venke tromboze, a ne javljaju se
kod pacijenata koji doZive primarnu trombozu vena? Da li je pluéna tromboembolija
neizostavno komplikacija koja prositi¢e iz prethodno razvijenog trombotskog procesa u
sistemu dubokih vena ili se moze javiti kao potpuno nezavisan entitet? U skladu sa njima
izvrsili smo klasifikovanje bolesnika na one sa distalnom i poksimalnom trombozom dubokih
vena, one sa primarnom i provociranom trombozom dubokih vena i one sa izolovanom
trombozom dubokih vena i sa kombinacijom tromboze dubokih vena i pluéne
tromboembolije, te smo ove podgrupe poredili u odnosu na ispitivane parametre. Nakon
analize rezultata, obzirom na izuzetno mali broj ispitanika u okviru podgrupe bolesnika koji
su imali kombinaciju plu¢ne tromboembolije i tromboze dubokih vena odlucili smo da ne
diskutujemo detaljnije dobijene rezultate u ovoj podgrupi, obzirom na njihovu limitiranost
uslovljenu brojem ispitanika.

Analizirajudi prisustvo klasi¢nih faktora rizika za nastanak venske tromboze ustanovili
smo da je njihova zastupljenost, ocekivano bila znacajno ceSéa u grupi bolesnika u
poredenju sa kontrolnim grupom, sto je jos jedna potvrda poznate Cinjenice da imobilizacija,
trauma, dugotrajna putovanja, kao i upotreba hormonskih preparata predstavljaju deo
uzrocnog kruga venske tromboze [66].
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Nakon ovoga pristupili smo analizi poredenja zastupljenosti klasi¢nih faktora rizika za
nastanak arterijske tromboze izmedu bolesnika koji su dozZiveli vensku trombozu i zdravih
ispitanika. Nasi rezultati pokazuju upravo da su gojaznost, pusSenje, hipertenzija,
hiperlipoproteinemija i hiperLp(a) lipoproteinemija ceSée zastupljeni medu bolesnicima
obolelim od venske tromboze u odnosu na zdrave osobe. lako je do relativho skoro
smatrano da arterijska i venska tromboza imaju potpuno razli¢ite patofizioloSke mehanizme
nastanka, te da ne dele zajednicke faktore rizika, poslednje godine pruzaju sve vise dokaza
da je situacija upravo suprotna [230,232,234]. Prema rezultatima Vayo-a i saradnika
hiperlipidemija predstavlja faktor rizika za nastanak venske tromboze [232] a potvrda ovog
otkriéa stize i nakon objavljivanja rezultata studije Ray-a i saradnika prema kojima statini, ali
ne i drugi hipolipemici znacajno smanjuju rizik od nastanka venske tromboze, Sto autori
tumace stabilizacijom endotela [250]. Ageno i saradnici su metaanalizom koja je obuhvatila
dvadeset i jednu "case-control" i kohortnu studiju na ukupno 63552 pacijenata ustanovili da
gojaznost povecava rizik od nastanka venske tromboze 2.3 puta, hipertenzija 1.5 puta, dok
dijabetes povedéava ovaj rizik za 42%, pusenje za 18 % a hiperholesterolemija za 16% [251]. |
Prandoni je sa svojim saradnicima objavio nekolicinu studija koje potvrduju da postoji veza
izmedu ateroskleroze i venske tromboze [240], ali joS uvek ostaje aktuelno pitanje da li
aterosklerotski proces indukuje vensku trombozu ili ova dva stanja dele zajednic¢ke faktore
rizika.

U naSem uzorku ispitanika 63% njih je imalo proksimalnu vensku trombozu, dok je
izolovana distalna venska tromboza bila prisutna kod 29% bolesnika. U odnosu na aktuelne
epidemioloske podatke, ucestalost izolovane distalne tromboze dubokih vena kreée se
izmedu 31-56%, prema rezultatima razli¢itih studija, Sto zavisi pre svega od primenjene
dijagnosticke metode i varijabilnog klinickog ispoljavanja. Iz tabele 19 u kojoj je
predstavljena zastupljenost proksimalne i izolovane distalne tromboze dubokih vena prema
rezultatima razlicitih autora [115,252,253,254,255,256], moZzemo videti da se nasi rezultati
kre¢u u istome rangu.

Tabela 19. Lokalizacija tromboze dubokih vena donjih ekstremiteta prema rezultatima
razlicitih studija

Autor Vrsta studije Dijagnosticka Proksimalna Izolovana distalna
metoda DVT DVT
Schulman prospektivna venografija 56.1% 43.9%
Mattos retrospektivna duplex scan 66.7% 33.3%
Kazmers retrospektivna duplex scan 74.2% 25.8%
Stevens prospektivna duplex scan 68.1% 31.2%
Bernardi prospektivna duplex scan 76.6% 23.4%
Oger prospektivna duplex scan 63.0% 37.0%
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Sliéno Ouriel-u i saradnicima prema ¢ijim rezultatima je odnos levostrane lokalizacije
venskog tromboznog procesa u odnosu na desnostranu kod bolesnika sa distalnom
trombozom dubokih vena 1.3:1 [257], u naSoj studiji ovaj odnos iznosio je 1.4:1 u korist
levostrane lokalizacije, ali nismo uocili postojanje razlike kada je u bila u pitanju proksimalna
tromboza dubokih vena, za razliku od pomenutog autora.

U odnosu na vrstu venske tromboze u nasoj studiji bilo je 56% bolesnika sa spontanom
("unprovoked") venskom trombozom i 44% bolesnika sa provociranom ("provoked")
venskom trombozom. Medu provociranim venskim trombozama kao uzro¢ni faktori bili su
prisutni: hirurske intervencije, gipsana imobilizacija, trauma, trudnoc¢a i hormonska terapija.
Klasifikovanje bolesnika sa venskom trombozom na one sa provociranom i spontanom, koje
smo i mi u okviru nase studije koristili ima pre svega veliki klini¢ki znacaj, obzirom da postoje
¢vrsti dokazi da je rizik od razvoja recidiva venskog tromboembolizma nakon 3-6 meseci
primene antikoagulantne terapije oko 50% niZi medu pacijentima sa provociranom u odnosu
na one sa spontanom trombozom dubokih vena [258]. Takode, iako je inicijalni terapijski
pristup identi¢an i u slucaju provocirane i primarne venske tromboze, nakon izvesnog
vremena kliniéar se nalazi pred neizbeznom odlukom da li ¢e pacijentu ukinuti
antikoagulantnu terapiju ili se odluciti za njenu dugotrajnu primenu, a odgovor na ovu
dilemu u najveéoj meri lezi u Cinjenici da li je nastanak tromboze bio uslovljen nekim od
priznatih faktora rizika za njen nastanak, odnosno da li je ona bila provocirana ili ne [259].
No, da bi odluka bila jos komplikovanija sluZi sledeée pitanje koje se logiéno namece: "Kako
ikada mozemo biti sigurni da pacijent zaista ima spontanu vensku trombozu", odnosno "Ima
li logike u razmisljanju da su sve tromboze dubokih vena izazvane nekim, mozda
neprepoznatim, tranzitornim faktorom rizika?" Ovu veoma znacajnu dilemu delimi¢no su
razjasnili Rogers i saradnici [260], koji su dizajnirali studiju sa specijalnim ciljem da
identifikuju tranzitorne provocirajuée faktore rizika za trombozu dubokih vena, koristedi
metodologiju "case-crossover" koja do tada nije ¢esto koris¢ena u identifikovanju faktora
rizika za venske tromboze [261]. Autori ove studije su, na osnovi dobijenih rezultata, uz do
tada prepoznate faktore rizika za nastanak venske tromboze, medu kojima su i svi koje smo
u nasoj studiji imali u grupi bolesnika sa provociranom trombozom, kao veoma znacajne
uvrstili i akutne infekcije i primenu stimulatora eritropoeze i transfuzija krvi.

Ispitivanje zastupljenosti faktora rizika za nastanak tromboze u okviru razlicitih
bolesnickih podgrupa ukljucilo je poredenje gojaznosti, upotrebe hormona, pusenja,
hipertenzije, hiperlipoproteinemije i hiperlp(a) lipoproteinemije izmedu bolesnika sa
razlicitim lokalizacijama venke tromboze kao i izmedu bolesnika sa provociranom i
spontanom trombozom dubokih vena. Kao Sto je ve¢ pomenuto ovi faktori rizika, koji su
izuzev hormonske terapije, do skora smatrani tipi¢nim faktorima rizika za nastanak iskljucivo
arterijske tromboze, dokazano povecavaju rizik od nastanka i venskih tromboznih
incidenata, ali gotovo da i nema studija koje se bave ispitivanjem eventualnog postojanja
razlike u zastupljenosti ovih faktora rizika kod razli¢itih tipova venskih tromboza. Nasi
rezultati pokazuju da se grupe bolesnika sa trombozom vena razli¢ite lokalizacije ne razlikuju
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u odnosu na zastupljenost pomenutih faktora, kao i to da se grupe bolesnika sa
provociranom i spontanom trombozom dubokih vena takode ne razlikuju u odnosu na
njihovu zastupljenost, izuzimajuéi hipertenziju. Tako je dobijena veoma interesantna
statisticki izrazito znacajna razlika u zastupljenosti hipertenzije izmedu bolesnika sa
primarnom i provociranom trombozom dubokih vena u korist prvih (61% : 16%; p=0.000).
Do sada je ukupno 10 studija ispitivalo uticaj hipertenzije na venski tromboembolizam,
medu kojima 7 case-control studija (232, 240, 262, 263, 264, 265, 266) i 3 kohortne studije
(80, 267, 268) Ciji su rezultati i predstavljeni u Tabeli 20. Ove studije obuhvatile su ukupno
12813 pacijenata sa venskim trombozama i 29742 kontrole. Pacijenti sa hipertenzijom imali
su visi rizik za nastanak venske tromboze (OR 1.51; Cl 1.23-1.85) uz statisticku heterogenost
u razli¢itim studijama (1°=52.4%; P=0.03). Medutim, do sada nisu objavljeni rezultati
poredenja ucestalosti hipertenzije kod razlicitih vrsta venskih tromboza. Iz rezultata nase
studije, prema kojima je hipertenzija ceS¢a kod pacijenata sa spontanom venskom
trombozom namece se razmiSljanje da ona zaista predstvalja jedan od uzrocnih faktora
rizika za nastanak pomenutog oboljenja, obzirom da je kod ispitanika u ovoj grupi, kako bi
oni uopSe u nju i bili klasifikovani, eliminisano prisustvo ostalih, poznatih faktora rizika za
nastanak venskog tromboembolizma.
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Tabela 20. Pregled studija koje su ispitivale uticaj hipertenzije na nastanak DVT

sese)  S|oAuoD

(018 c L S0 ¢0 L0
(L0000 > d) P6'E = Z P03y |[eIdN0 104358 |
%b'2S =zl (€00 = d) 6 = 4P '68'8} = z1YD :Ayeusboisjay 10} s8]
(sjonuo) 0LvL ‘(seseD) 98 :sjuans (210
[68°T ‘€2°1] 1§81 00° 00T R ZrL6T £1821 (10 %S6) |e1o L
(8000°0 = d) SE'E = Z P03y |[eIdn0 104158 |
%6'95 =z (010 =d) 2= P ‘v9't = =YD Ayeusboisiay 104 3se ]
(sjohuoD) GLLL ‘(seseD) 622 :Sludnd [ejo |
[ee"z 'sz°1] oL'1 16" 8¢ < rS90¢ 9596 (10 %S6) [eloians
[zz € '19°1] 82'2¢ 9¢° €1 — 9G9L/G9L 802/2v 002 Uesylispaid
[z0"z '82°T] 1I9°'T ZTLT —- [ARAAETNS €8€6/L9T 2002 les|
[90°2 '69°0] 61°T b8 —_— 98L/ V12 59/02 6661 uosueH
Apnig Hoyo) 2o
(200 = d) 8€'Z = Z ‘109Y82 ||eIan0 104}s8
%S'6F =21 (900 =d) 9=14p 'L8'L} = 2IyD Ayeuaboisjay 1oy }s0 ]
(sjonuoD) Sse ‘(sese)) LSz isjuans [ejo |
[b8°T ‘90°T] OF°1 60°T9 < 8806 LSTE (10 %s6) [erons
[02°8PT ‘LE°0] SP°L CRANIE | 67/0 6v/¢ $002 Iyonbag
[€E€°T 'LS°0] L8O LO"TT —t— 0S1/9¥ 662/€8 €00g luopueld
[90°¢€ 'TIS°0] SZ°T 9T ¥ —_—— 1Z1/01 60T/TT qz00ze ehep
[LExe HgesT] YT e G9°0T —_— ¥S0¥/8S L86/0¢€ 200z preebapry
[6L°2 '1T0°1] L9'T St 6 —— POEL/IS v6E/ve 0002 [ebunybiN
[89°T '69°0] LO'T €9°01 —a— zse/oL 9ILT/LE 866} UsieeiqioH
[60"z "PT°T] ¥S°T 99" vL —a— 8662/0ZT €PIT/69 S661 13)nod
>U:«m [oluoo-ase) Lo
10 %56 % 1D %56 N/ N/ fioBajes-gns 1o
(wopuels) HO whiepm Ho S|0U0D sase) Apmis

Rezultati ispitivanja fibrinoliznog mehanizma koji se odnose na ispitivanje njegove
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skladu sa ovim rezultatima i ucestalost suprimirane funkcionalnosti fibrinoliznog sistema
znacajno visa medu bolesnicima koji su doziveli vensku trombozu u poredenju sa zdravim
ispitanicima (25% vs. 11%; p=0.010). Prvi pregledni ¢lanak koji se bavio vezom izmedu
smanjene fibrinolizne aktivnosti i venske tromboze objavljen je pre 23 godine [215] a autori
su doneli zakljuak da su dokazi koji govore u prilog postojanja ove veze neubedljivi. Ipak,
oni su istakli i ¢injenicu da iako se ne Cini da smanjena fibrinolizna aktivnost moze biti
koriStena kao prediktor ukupnog venskog tromboembolizma, izgledno je da postoji veza
izmedu suprimirane fibrinolize i postoperativne tromboze vena. U poslednje dve decenije
objavljen je mali broj studija koje su se bavile ovom istrazivackom oblas¢u, a medu
znacajnijima su svakako prospektivna, kohortna studija Crowther-a i saradnika koja nije
pokazala da euglobulinsko vreme lize koaguluma ima prediktvnu vrednost u odnosu na
recidiv venske tromboze [199], ali i studije Ciji su rezultati drugaciji. Tako prema rezultatima
LETS studije (Leiden Thrombophilia Study), "case-control" studije koja je kreirana sa ciljem
ispitivanja faktora rizika za nastanak venske tromboze i koja je ukljuéila ukupno 474
pacijenta sa prvom epizodom ove bolesti, redukovan fibrinolizni potencijal dvostruko
povecava rizik za venski tromboembolizam kod pacijenata ¢ije su vrednosti vremena lize
koaguluma iznad 90-og percentila vrednosti nadenih u kontrolnoj grupi u poredenju sa
pacijentima cije je vreme lize koaguluma ispod ove cut-off granice (OR 1.9; 95% Cl 1.3-2.9)
[100]. Pored LETS studije i MEGA studija (Multiple Environmental and Genetic Assessment of
risk factors for venous thrombosis), velika, populaciona case-control studija koja je
obuhvatila gotovo 2500 pacijenata sa venskom trombozom i 3000 kontrola potvrdila je
nedvosmisleno postojanje veze izmedu hipofibrinolize i venske tromboze [101]. Mogudi
razlog za nekonzistentnost rezultata i zaklju¢aka pomenutih studija najverovatnije leZi
izmedu ostalog i u raznovrsnosti eseja koji su primenjivani u svrhu procene globalne
funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma. U nasoj studiji, kao Sto je vec¢ istaknuto koristili
smo euglobulinsko vreme lize koaguluma ¢iji je osnovni nedostatak to sto obuhvata samo
euglobulinsku frakciju plazme ali kao prednost nosi Siroku dostupnost, dobru
reproducibilnost i zadovoljavajuéi cost/benefit odnos. | savremeniji eseji imaju nedostataka
koji se odnose na potcenjivanje uloge celija koje takode doprinose punom fibrinoliznom
potencijalu, te je aktuelan dalji razvoj fibrinoliznih testova koji koriste uzorke pune krvi
[193].

Kada smo uporedili funkcionalnost fibrinoliznog sistema izmedu pojedinih bolesnickih
podgrupa i kontrolne grupe uoCili smo da pri poredenju bolesnika sa proksimalnom
trombozom dubokih vena i zdravih kontrola nije bilo znacajnije razlike u duZini
euglobulinskog vremena lize koaguluma (194.70+54.04 vs. 185.62+42.30; p=0.440), ali da je
ona bila evidentna prilikom poredenja bolesnika sa izolovanom distalnom venskom
trombozom i zdravih ispitanika (218.32+41.12 vs. 185.62+42.30: p=0.001), Sto potvrduje i
poredenje ucestalosti prisustva suprimirane funkcionalnosti fibrinolize (35% vs. 11%,
p=0.003).
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Medusobno poredenje funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma izmedu bolesnika sa
razliitim lokalizacijama tromboze dubokih vena pokazalo je da postoje znacajne razlike u
euglobulinskom vremenu fibrinolize (distalna DVT 218.32+41.12 vs. proksimalna DVT
194.70+54.04 vs. DVT retke lokalizacije 229.38+46.18; p=0.023) i potvrdilo da je na nasem
uzorku ispitanika ono znacajno duze kod bolesnika sa izolovanom distalnom trombozom
dubokih vena u odnosu na bolesnike sa proksimalnom lokalizacijom trombotskog procesa.
UocCavamo i da se najviSe vrednosti euglobulinskog vremena dobijaju u podgrupi ispitanika
sa trombozom retke lokalizacije.

Konacno, ispitivanjem znacajnosti razlika u funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma u
odnosu na vrednosti euglobulinskog vremena lize koaguluma izmedu bolesnika koji su imali
provociranu vensku trombozu i kontrolnih ispitanika i bolesnika koji su imali vensku
trombozu bez prepoznatog faktora rizika i kontrolnih ispitanika uocili smo da bolesnici koji
su imali provociranu vensku trombozu imaju znacajno vise vrednosti ovoga parametra u
poredenju sa kontrolama (208.18+48.53 vs. 185.62+42.30; p=0.018), kao i da nema znacajne
razlike u ovom parametru izmedu bolesnika sa primarnom trombozom i zdravih ispitanika
(201.32453.51 vs. 185.62+42.30; p=0.071), dok smo poredenjem bolesnika sa provociranom
i primarnom venskom trombozom sa kontrolnim ispitanicima, u odnosu na ucestalost
suprimiranosti fibrinoliznog potencijala, uocili da postoji statisticki znacajno veéa ucestalost
suprimiranosti fibrinolizne aktivnosti i medu bolesnicima sa provociranom venskom
trombozom u poredenju sa zdravim osobama (25% vs. 11%; p=0.031) i medu bolesnicima sa
primarnom venskom trombozom u poredenju sa zdravim ispitanicima (25% vs. 11%;
p=0.022). Medusobnim poredenjem funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma izmedu
bolesnika sa provociranom trombozom dubokih vena i bolesnika sa primarnom trombozom
dubokih vena nismo dobili postojanje znacajnih razlika.

Izolovana distalna venska tromboza je jedno od pitanja iz oblasti venskog
tromboembolizma oko koga se aktuelno vode brojne debate, pocevsi od toga Sta tacno
predstavlja ovaj entitet, preko toga koliki je stvarni rizik od nastanka embolijskih i
posttrombotskih komplikacija koje sa sobom nosi, do pitanja koji je idealan terapijski pristup
i kako pristupiti proceni rizika od recidiva venske tromboembolijske bolesti u slu¢aju njenog
postojanja. Veoma je znacajno istaci ¢injenicu da je sve veci broj dokaza poslednjih godina
da je "profil rizika" za izolovanu distalnu vensku trombozu drugaciji od onoga za proksimalnu
trombozu dubokih vena i pluénu tromboemboliju. Studija izvedena iz RIETE registra, na vise
od 11000 pacijenata sa potvrdenom trombozom dubokih vena [269] donela je dokaze da je
izolovana distalna venska tromboza rede zastupljena kod pacijenata starijih od 75 godina,
kod Zena tokom trudnoce i puerperijuma, kao i u drugim "hroni¢nim stanjima" poput
prethodnog venskog tromboembolizma ili karcinoma. Za razliku od toga c¢esée je udruzena
sa tranzitornim faktorima rizika za nastanak venske tromboze poput hospitalizacije, skorih
hirurskih procedura ili traume, skorasnjih dugih putovanja i venskih varikoziteta. Pored toga,
ova studija, kao i studija Kovac i saradnika [270] pruza dokaze da prisustvo naslednih
trombofilnih mutacija nema efekta na prevalencu izolovane distalne tromboze dubokih
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vena. Rezultati pomenutih studija sugeriSu da je ravnoteza izmedu faktora koji favorizuju
propagaciju krvnog ugruska i onih koji im se suprotstavljaju u slucaju izolovane distalne
tromboze dubokih vena drugacija nego u slucaju proksimalne venske tromboze. Prema
rezultatima nase studije evidentna je razlika u funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma
izmedu bolesnika sa proksimalnom i distalnom trombozom dubokih vena, odnosno njena
funkcionalnost je znacajno vise suprimirana kod bolesnika sa izolovanom distalnom
trombozom. Objasnjene za ovakve rezultate moglo bi se traZiti upravo u navedenom "profilu
rizika" za izolovanu distalnu trombozu dubokih vena koji obuhvata faktore rizika koji mogu
biti, i to najéesce putem traume, dovedeni u vezu sa oslobadanjem inhibitora fibrinoliznog
mehanizma iz oStecenog venskog endotela, te poslediénim smanjenjem aktivacije
plazminogena, pri ¢emu treba istaéi da postoje studije koje potvrduju nesumnjiv porast
nivoa PAI-1 u traumi, kao i postojanje znacajne korelacije izmedu ovog inhibitora fibrinolize i
D-dimera kao posrednog pokazatelja nivoa stimulacije trombinske aktivnosti [271].

Nakon analize rezultata dobijenih ispitivanjem globalne funkcionalnosti fibrinoliznog
mehanizma pristupili smo analizi rezultata dobijenih ispitivanjem pojedinaénih komponenti
fibrinoliznog mehanizma. Tako uoavamo da nema znacajne razlike u koncentraciji
plazminogena izmedu bolesnika koji su dozZiveli vensku trombozu i zdravih ispitanika (123.90
% + 27.37 vs. 117.09 % £ 24.49; p=0.126), $to je u skladu sa ved¢inom postojecih literaturnih
podataka. Naime, izuzev nekolicine prikaza slu¢aja, do pre nekoliko godina nisu pruZeni
dokazi za postojanje veze izmedu deficita plazminogena i venske tromboze, a velika,
populaciona, case-control studija Okamoto-a i saradnika pokazala je da je prevalenca
deficita plazminogena slicna kod pacijenata sa venkom trombozom i njima odgovarajucih
zdravih kontrola [196]. Kada smo nakon klasifikacije bolesnika analizirali dobijene rezultate u
odnosu na poredenje nivoa plazminogena izmedu razlicitih bolesnickih podgrupa i zdravih
kontrola uodili smo da nema znacajnih razlika pri poredenju bolesnika sa izolovanom
distalnom trombozom dubokih vena, bolesnika sa proksimalnom trombozom dubokih vena,
bolesnika sa atipicnom lokalizacijom venske tromboze, kao ni izmedu bolesnika sa
primarnom trombozom dubokih vena prilikom poredenja sa kontrolnom grupom ispitanika.
Medutim, prema nasim rezultatima bolesnici sa provociranom trombozom dubokih vena
imali su znacajno viSe koncentracije plazminogena u poredenju sa zdravim osobama
(127.14 % + 27.73 vs. 117.09 % + 24.49; p= 0.044). lako do skora nije nikada ustanovljeno
postojanje veze izmedu plazmatskog nivoa plazminogena i rizika od venskog
tromboembolizma, obzirom da istrazivanja nisu odmakla dalje od studija na osobama sa
deficitom plazminogena, koje nisu pruZile nikakve dokaze o uzro¢noj ulozi plazminogena u
riziku za vensku trombozu, 2010-e godine objavljena je studija Meltzer i saradnika [272] koja
otvara potpuno nove perspektive u pogledu veze plazminogen-venska tromboza. Naime,
rezultati ove velike studije pokazuju neocekivanu pozitivnu korelaciju izmedu nivoa
plazminogena i rizika za nastanak tromboze dubokih vena. Uloga plazminogena u
trombotskom procesu oduvek je bila veoma nejasna. Pojedini autori su u populacionim
studijama dosli do zakljucka da je povisen nivo plazminogena povezan sa poveéanim rizikom
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od nastanka arterijske tromboze [273,274], Sto su objasnili inflamatornim procesom [275],
obzirom da je pomenuta veza nestala nakon prilagodavanja za markere inflamacije [276]. U
studiji Meltzer, prilagodavanje za fibrinogen i FVIII koagulacije, kao proteine akutne faze,
ublazilo je ali ne i potpuno ponistilo vezu izmedu plazminogena i venske tromboze,
sugeriSuci da plazminogen jeste marker inflamacije, ali da je moguée da na rizik za nastanak
venske tromboze uti¢e putem alternativnih patofizioloSkih mhanizama. Stoga, ne treba
smetnuti sa uma da plazmin ima brojne druge supstrate pored fibrina, kao $to su PAR-1,
ekstracelularni matriks, TFPI i FV koagulacije a da su svi ovi €inioci potencijalno znacajni u
trombotskom riziku, kao i da plazmin moZe indukovati endotelno ostecenje za koje je dobro
poznato da u velikoj meri ima uticaj na nastanak tromboze [277,278,279, 280,281].

Prilikom poredenja koncentracije t-PA izmedu svih bolesnika i kontrola nije dobijena
statisticki znacajna razlika (18.65 ng/ml + 9.86 vs. 16.78 ng/ml + 8.08; p=0.110), $to je u
skladu sa veéinom literaturnih navoda. Tako je, iz kohorte Physicians' Health Study,
grupisana prospektivna case-control studija koja je ukljucila 55 pacijenata i kontrola i pratila
ih 5 godina [198] zakljucila da cirkuliSuéi nivo t-PA nije prediktor venskih tromboza. Takode, i
rezultati joS jedne prospektivne kohorte koja je ukljucila 303 osobe koje su dozivele vensku
trombozu pruzaju dokaze da nivo t-PA nema prediktivni znacaj za pojavu recidiva venske
trombotske bolesti [199]. Medutim, prema rezultatima naSe studije, identi¢no kao i u
slu¢aju plazminogena, nakon klasifikovanja bolesnika i analize rezultata u odnosu na
poredenje t-PA izmedu razli¢itih bolesni¢kih podgrupa i zdravih osoba uocili smo da
bolesnici sa provociranom trombozom dubokih vena imaju znacajno vise koncentracije t-PA
u poredenju sa zdravim ispitanicima (20.02 ng/ml + 11.07 vs. 16.78 ng/ml + 8.08; p=0.042). |
Colucci i saradnici, diskutujuéi ulogu t-PA u arterijskoj trombozi navode da se ¢ini da je
povisen nivo t-PA, najverovatnije kao rezultat difuznog inflamatornog osteéenja zida krvnog
suda, bolji prediktor ishemijskih vaskularnih dogadaja, nego povisen nivo PAI-1, obzirom da
prediktivna snaga t-PA ostaje ili nepromenjena ili redukovana ali i dalje signifikantna nakon
korekcije za "confounding" varijable i to narodito one indikativne za insulinsku rezistenciju,
dok se ovo u slucaju PAI-1 potpuno gubi. Bioloska relevantnost cirkuliSuéeg nivoa t-PA nije
do danas u potpunosti razjasnjena. Logi¢no je ocekivati da povisen nivo t-PA, kao glavnog
aktivatora plazminogena, bude udruzen sa smanjenjem rizika za nastanak trombotske
bolesti zbog povisene fibrinolizne aktivnosti. Medutim, poviSeni nivoi t-PA antigena ne
podrazumevaju povisenu fibrinoliznu aktivnost obzirom da je vecina t-PA antigena u plazmi
neaktivha, u formi kompleksa sa PAI-1, te bi najefikasnije ispitivanje uloge t-PA u
fibrinoliznom procesu bilo monitorisanje oslobadanja t-PA nakon stimulacije. Pored toga,
kada se razmatraju rezultati koji se odnose na pojedinacne Cinioce fibrinoliznog mehanizma i
njihovu eventualnu ulogu u patofizloSkom mehanizmu odgovornom za nastanak venske
tromboze uvek treba imati na umu da ni jedna in vivo studija nije ustanovila postojanje
korelacije izmedu cirkuliSu¢eg nivoa t-PA i lokalnog oslobadanja ovoga aktivatora fibrinolize
iz endotelnih éelija, pa sa rezervom treba prihvatati tumacenje rezultata plazmatskog nivoa
t-PA i ne poistovedivati ga sa lokalnom fibrinoliznom aktivno$éu ovoga cinioca. Kako je
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lokalna aktivnost t-PA, ali i ostalih najznacajnijih karika fibrinoliznog lanca pre svega zavisna
od njegovog oslobadanja iz endotela, to tek studije na organskom nivou mogu pruziti
konacni sud o njihovoj stvarnoj ulozi u etiopatogenezi venske tromboze.

Prema rezultatima nase studije, bolesnici sa venskom trombozom se ne razlikuju od
zdravih ispitanika u odnosu na koncentraciju PAI-1 (5.23 ng/ml £ 2.76 vs. 5.42 ng/ml + 2.73;
p=0.329). Iste rezultate dobijamo i prilikom poredenja pojedinih bolesni¢kih podgrupa i
zdravih ispitanika u odnosu na nivo ovog inhibitora fibrinolize. | drugi autori smatraju da
nivo cirkuliSuéeg PAI-1 ne utie na rizik od nastanka venske tromboze. Prema rezultatima
pomenute Physicians' Health Study [198], nije ustanovljeno postojanje razlike u nivou PAI-1
na pocetku studije izmedu ispitanika koji su u njenom daljem toku doziveli vensku trombozu
i onih koji nisu oboleli od nje. Ovi rezultati potvrdeni su i grupisanom case-control studijom
izvedenom iz LITE kohorte [202] koja je obuhvatila 308 pacijenata i 640 kontrola, kao $to ni
rezultati kohortne studije Crowther-a i saradnika [199] nisu ustanovili postojanje
povezanosti izmedu PAI-1 aktivnosti ili njegovog antigenog nivoa i recidiva venskog
tromboembolizma. Sa druge strane pak, postoji i nekolicina studija koje su ustanovile
postojanje viSih nivoa PAI-1 antigena ili aktivnosti kod pacijenata sa recidivima venskih
tromboza u poredenju sa zdravim kontrolama [202,203,282]. Kada se sagledaju rezultati svih
studija koje se bave ispitivanjem znacaja povisenog nivoa PAI-1 na rizik od nastanka venske
tromboze evidentno je da je znadajnija veza ustanovljena prema rezultatima retrospektivnih
nego prospektivnih studija. Pacijenti sa trombozom dubokih vena cesto imaju prolongiran
inflamatorni odgovor, Sto svakako doprinosi povisenim nivoima PAI-1 u plazmi.
Retrospektivne studije stoga daju ogranicene informacije i teSke su za evaluaciju obzirom na
pitanje uzroka i posledice. Jedan od mogudih razloga zbog koga rezultati nase studije ne
ukazuju na visi nivo PAI-1 kod bolesnika sa trombozom dubokih vena u poredenju sa
zdravim kontrolama je i taj Sto su bolesnici ukljuéivani u studiju cesto i nekoliko godina
nakon nastanka venske tromboze, te je eventualni uticaj ¢ak i prolongiranog inflamatornog
odgovora u potpunosti eliminisan.

Za razliku od do sada iznetih rezultata ispitivanja parametara fibrinolize, analizom
poredenja koncentracije TAFI uocili smo da bolesnici koji su doZiveli venski trombozni
incident imaju znacajno viSe koncentracije ovoga inhibitora fibrinoliznog mehanizma u
poredenju sa osobama koje nikada nisu imale vensku trombozu (19.70 ng/ml + 5.17 vs.
17.13 ng/ml *+ 4.25; p=0.001). Ovakvi rezultati dobijeni su i pri poredenju koncentracija TAFI
izmedu razlicitih bolesnickih podgrupa klasifikovanih u odnosu na vrstu i lokalizaciju venskog
trombotskog procesa i zdravih ispitanika. | drugi autori smatraju da je nivo TAFI direktno
povezan sa venskom trombozom. Tako se prema rezultatima LETS studije beleZi gotovo
dvostruko povisenje rizika za nastanak prve epizode tromboze dubokih vena kod osoba sa
nivoom TAFI iznad 90-og percentila u poredenju sa osobama ispod ove granice (OR 1.7;
95%Cl 1.1-2.7) [210]. Takode, i rezultati case-control studije Verdu-a i saradnika [283]
izvedene na 60 pacijenata i 62 kontrole, pokazali su Cetvorostruko povecanje rizika od
nastanka tromboze dubokih vena kod ispitanika sa nivoima TAFI iznad 90-og percentila, kao i
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Sto su rezultati velike, prospektivne kohorte [212] koja je ukljucila 600 pacijenata koji su
imali vensku trombozu, pokazali da ve¢ nivoi TAFI iznad 75-og percentila zdravih kontrola
dvostruko povecavaju rizik od nastanka recidiva ove bolesti. Neke od ve¢ dokazanih
¢injenica koje pruzaju moguce objasnjenje za vezu izmedu povisenih koncentracija TAFI i
venske tromboze jesu to da nivo TAFI-a raste sa starenjem, narocito kod Zena, kao i to da je
njegov nivo povisen kod Zena koje koriste oralne kontraceptivne preparate [284]. No, veza
izmedu TAFI-a i venske tromboze znatno je komplikovanija, a u prilog tome govore dokazi
studija izvedenih poslednjih godina na osnovu kojih postaje jasno da su nivoi TAFl-a
delimi¢no genetski determinisani, te da su pojedini singl-nukleotidni polimorfizmi u
promoterskoj regiji gena za TAFI u direktnoj vezi sa antigenim nivoom TAFI-a u plazmi [285],
a neki od njih i u direktnoj vezi sa povisenim rizikom za nastanak venske tromboze [286].
Konacno, ne treba zaboraviti ni moguénost da TAFI doprinosi ovome porastu ne samo
putem inhibitorne fibrinolizne uloge nego i putem uticaja na inflamatorni odgovor, za sta su
se pojavili i prvi dokazi [59].

Kako je jedan od ciljeva nase studije bio i ispitivanje uticaja 4G/4G mutacije u genu za
PAI na funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma i rizik od nastanka venske tromboze pristupili
smo analizi rezultata dobijenih sprovedenim genetskim analizama. Uo¢avamo da su grupa
bolesnika i kontrolna grupa ispitanika veoma sli¢ne u odnosu na zastupljenost pojedinih PAI-
1 genotipskih podgrupa, obzirom da je u okviru grupe bolesnika bilo 25% homozigotnih i
58% heterozigotnih nosilaca mutacije gena za PAI-1, a 17% bolesnika nije imalo pomenutu
gensku mutaciju, dok je u okviru kontrolne grupe bilo 30% homozigotnih i 56%
heterozigotnih nosilaca mutacije, a 14% ispitanika nije imalo mutaciju. Poznato je da
ucestalost mutacije u genu za PAI-1 zavisi od etni¢ke pripadnosti, a na osnovu nasih
rezultata koji se odnose na kontrolnu grupu ispitanika, mozemo reéi da su oni u skladu sa
rezultatima jedine dosadasnje studije sprovedene u Srpskoj populaciji, Dordevié i saradnika,
u koju je bilo uklju¢eno 210 zdravih ispitanika i koji su pokazali da 19% ispitanika nije imalo
mutaciju u ovome genu, odnosno bili su 5G/5G nosioci, 46% njih je imalo 4G/5G genotip,
odnosno bili su heterozigotni nosioci mutacije, a 35% ispitanika su bili homozigotni nosioci
mutacije ovoga gena, odnosno nosioci 4G/4G genotipa [287]. Pored toga, nasi rezultati u
skladu su i sa rezultatima koji su dobijeni u studijama izvedenim u okolnim populacijama
[288,289,290]. Sa druge strane, pojedine studije koje su obuhvatile populacije Italije i
Spanije pokazale su ne$to niZu ucestalost 4G alela [291,292]. Medutim, sve studije,
ukljucuju¢i i nasSu, su bez obzira na postojanje odredenih razlika u procentualnoj
zastupljenosti pokazale izrazito visoku ucestalost mutiranog 4G alela u opstoj populaciji, te
se neminovno nameée pitanje koja je stvarna bioloska vrednost ove genske varijante,
odnosno moze li ona protektivnim uticajem smanjiti rizik za nastanak odredenih bolesti. U
prilog ovakvog razmisljanja govore i rezultati studija koje dokazuju da PAI-1 4G/4G genotip
smanjuje rizik od nastanka ishemijskog mozdanog udara [293]. Autori pretpostavljaju da
mehanizam kojim se ovo odigrava podrazumeva da tokom inflamatornih procesa u
mozdanim tkivu prisustvo 4G alela moZe dovesti do povecdanja nivoa PAI-1, koji pak ima
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neposredan uticaj na proteolizu i stabilizaciju plaka. Ono $to je vazno zapaziti je da prema
rezultatima nase studije ne postoje znacajne razlike u zastupljenosti 4G/5G polimorfizma
kod bolesnika sa trombozom dubokih vena u odnosu na zdrave osobe iz ¢ega se namece
zaklju¢ak da ova genska mutacija nema uticaj na poviSenje rizika od nastanka venske
tromboze, Sto ¢e u kasnijem toku diskusije biti detaljno obrazloZeno. Zastupljenost pojedinih
PAI-1 genotipova nije se razlikovala u podgrupama bolesnika klasifikovanih u odnosu na
vrstu ili lokalizaciju trombotskog procesa iz cega se namecée zaklju¢ak da odgovor za
eventualne razlike u patofizioloSkom mehanizmu odgovornom za nastanak odredenih tipova
tromboze ne treba traziti na terenu ove genske mutacije.

Sama srz nase studije bila je da Sto realnije sagledamo ulogu fibrinoliznog mehanizma
u venskoj trombozi, odnosno da utvrdimo da li i koliki realno veci rizik za nastanak ove
bolesti imaju osobe koje imaju poremecaj fibrinoliznog mehanizma. Iz tog razloga i sa tim
ciliem smo pristupili proceni rizika za nastanak venske tromboze u odnosu na postojanje
poremecaja globalne funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma, u odnosu na patoloske
koncentracije pojedinih komponenti fibrinoliznog mehanizma, kao i u odnosu na postojanje
4G/4G mutacije u genu za PAI-1.

Prema rezultatima nasSe studije, globalno suprimirana funkcionalnost fibrinoliznog
mehanizma povedava rizik za nastanak venske tromboze za tri puta (OR 3.02; Cl 1.26-7.22),
¢ak i nakon prilagodavanja za sve, paiZljivim odabirom uklju¢ene, "confounding" faktore,
odnosno pol, godine, BMI, pusenje, hiperlipoproteinemiju, hiperLp(a) lipoproteinemiju, CRP,
fibrinogen, hipertenziju, upotrebu statina i hormonskih preparata. Pored toga $to su nasi
rezultati u skladu sa rezultatima veoma kvalitetne studije Lisman-a i saradnika izvedene na
velikom broju ispitanika [100], logi¢no su povezani i sa rezultatima publikacije prema kojima
se asimptomatska venska tromboza moze detektovati kod priblizno 1% opSte populacije
[294]. Na osnovu Cinjenice da se mali, asimptomatski trombi pojavljuju sa ovako velikom
ucestaloséu mozemo pretpostaviti da upravo uticaj neadekvatnog funkcionisanja
fibrinoliznog sistema u smislu smanjenog potencijala da ukloni ove male asimptomatske
trombe rezultuje povecanim rizikom od nastanka tromboze dubokih vena kod osoba koje
imaju suprimiranu funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma. No, kako istrazivacke godine
proticu sve jasnije je da hipofibrinoliza predstavlja faktor rizika za nastanak venske
tromboze, ¢emu mali doprinos daje i nasa studija, ali i dalje aktuelna ostaje dilema da li je
ona determinisana genetskim ili stecenim ¢iniocima ili pak njihovom kombinacijom.

Na nasem uzorku ispitanika ni povisen nivo t-PA antigena, kao ni povisen nivo PAI-1
nije imao uticaja na rizik od nastanka tromboze dubokih vena. Za razliku od toga, povisene
koncentracije TAFI vise od dvostruko su povecale ovaj rizik. Tako je OR nakon kompletnog
prilagodavanja iznosio 2.25 (Cl 1.16-4.35). Nasi rezultati najsli¢niji su rezultatima Eichinger-a
i saradnika [212] koji su ustanovili dvostruko poveéanje rizika od nastanka recidiva venskih
tromboza kod osoba sa povisenim nivoima TAFI. Otkri¢ée ovog relativho novog inhibitora
fibrinolize, osim Sto je ponudilo prvu pravu sponu izmedu koagulacije i fibrinolize, iznedrilo
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je i interesantno pitanje da li inhibicija TAFI mozZe stimulisati endogenu fibrinolizu, nudedi na
taj nacin dugotrajnu zastitu od nezeljenih trombotskih dogadaja. Kao logican sled dogadaja
usledilo je istraZzivanje i dizajniranje inhibitora vodecih inhibitora fibrinolize - PAI-1 i TAFI-1
poslednjih godina [295,296,297], koja otvaraju potpuno nove perspektive u prevenciji i
le¢enju tromboembolizma.

Konacno, rezultati ispitivanja uticaja 4G/4G genotipa na rizik od nastanka tromboze
dubokih vena pokazuju da on nema znacajnijeg uticaja na ovaj rizik u poredenju sa 4G/5G ili
5G/5G genotipom, Sto potvrduje OR koji nakon prilagodavanja za sve pomenute Cinioce
iznosi 0.57 (0.27-1.20). Od studija koje su se bavile ispitivanjem 4G/5G PAI-1 polimorfizma
na rizik od nastanka venske tromboze treba spomenuti studiju Grubiéa i saradnika [298].
Ova studija obuhvatila je 83 pacijenta sa trombozom dubokih vena i 50 zdravih
dobrovoljaca, a prema njenim rezultatima nije ustanovljeno postojanje veze izmedu
pomenutog genskog polimorfizma i rizika od nastanka venske tromboze. Pored toga,
svakako je neophodno osvrnuti se i na rezultate najvece objavljene studije iz ove oblasti,
odnosno studije Ridkera i saradnika [299], koja je ispitivala PAI-1 polimorfizam u okviru
Physicians Health Study na 14916 muskaraca koji su praceni 8.6 godina u proseku. Tokom
ovog perioda 121 osoba je dozZivela vensku trombozu, a autori nisu ustanovili nikakvo
postojanje veze izmedu ovih dogadaja i PAI-1 genotipa, niti eventualne razlike u frekvenci
alela izmedu bolesnika sa venskom trombozom i mecovanih kontrola. | Stegnar i saradnici
[300] su izveli case-control studiju na 158 pacijenata koji nisu bili u srodstvu i 145 kontrolnih
osoba. Njihovi rezultati pokazali su da su pacijenti imali znacajno viSe nivoe PAI-1 antigena i
aktivnosti u poredenju sa kontrolama, kao i visi BMI, nivoe lipida, glukoze i insulina, ali
takode nisu ustanovili postojanje veze izmedu PAI-1 4G polimorfizma i venske tromboze.
Hooper i saradnici [301] su pak ispitivali ulogu PAI-1 4G/5G polimorfizma na rizik od
nastanaka venske tromboze u populaciji Afro Amerikanaca i ustanovili da ni na ovom uzorku
nema direktne veze izmedu 4G alela i rizika za vensku trombozu, ali ono sto je interesantno
je da su 4G alel detektovali kod oko 25% Afro Amerikanaca, odnosno rede nego $to je to
prijavljivano za populaciju belaca. Veza izmedu PAI-1 4G/5G polimorfizma u Turskoj
populaciji istrazivna je u case-control studiji Akara-a i saradnika [302], koja je obuhvatila 136
pacijenata i 113 zdravih kontrola. Autori nisu pronasli vezu izmedu PAI-1 genotipa i venske
tromboze. Ipak, 4G alel je poveéavao rizik od nastanka ove bolesti u prisustvu postojanja
heterozigotnog nosilastva Faktor V Leiden mutacije sa OR od 5.5 (95% ClI 1.7-6.3). Slicne
rezultate objavili su i Segui i saradnici [303]. U studiji fokusiranoj na nasledni deficit proteina
S, koju su izveli Zoller i saradnici [304] ispitivan je i 4G/5G polimorfizam kod 143 osobe sa
deficitom ovog prirodnog inhibitora koagulacije, 206 nedeficitarnih rodaka iz 21 razli¢ite
familije, kao i 140 zdravih kontrola koje nisu bile ni u kakvoj rodbinskoj vezi. Medu 206
rodaka bez deficita proteina S, nije ustanovljeno postojanje veze izmedu 4G genotipa i
venskog tromboembolizma. Medutim, u grupi od 143 osobe sa deficitom proteina S,
ustanovljeno je da 4G homozigotno nosilastvo znacajno povecava rizik za nastanak plué¢ne
tromboembolije, ali ne i tromboze dubokih vena. Autori su zakljucili da 4G alel doprinosi
teZini venske tromboembolijske bolesti kod pacijenata sa deficitom proteina S. Dakle, u
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najveéem broju slucajeva rezultati objavljenih studija u skladu su sa nasim rezultatima, a
jedan od narednih koraka u nasem daljem istrazivackom radu na ovom polju svakako bi
moglo da bude ispitivanje rizika za nastanak tromboze dubokih vena u odnosu na
kombinaciju razlicitih priznatih i potencijalnih trombofilnih mutacija.

Na kraju, sumirajuci nase rezultate moZzemo reéi da bolesnici sa izolovanom distalnom
trombozom dubokih vena, kao i bolesnici sa provociranom trombozom dubokih vena imaju
znacajno suprimiran fibrinolizni potencijal u poredenju sa zdravim ispitanicima, ali ne i
bolesnici sa proksimalnom trombozom dubokih vena i bolesnici sa primarnom trombozom
dubokih vena. Nivo t-PA antigena, ali i plazminogena znacajno je viSi kod bolesnika sa
provociranom venskom trombozom u poredenju sa zdravim osobama, dok nema razlike u
koncentraciji PAI-1 medu njima. Kod bolesnika sa primarnom trombozom dubokih vena u
poredenju sa zdravim osobama nema znacajne razlike u odnosu na bilo koji pojedinacni
Cinilac fibrinoliznog mehanizma. Nivo TAFI znadajano je visi kod bolesnika sa provociranom,
ali i primarnom, kao i kod bolesnika sa izolovanom distalnom, ali i proksimalnom
trombozom dubokih vena u poredenju sa zdravim osobama. Nema razlika u zastupljenosti
4G/5G polimorfizma izmedu bolesnika sa venskom trombozom i zdravih ispitanika. Konacéno,
ispitivanjem uticaja fibrinoliznog mehanizma na rizik za nastanak tromboze dubokih vena
ustanovili smo da suprimirana funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma trostruko povecava
rizik od nastanka tromboze dubokih vena, da povisen nivo TAFI vodi dvostrukom poveéanju
ovoga rizika, ali da 4G/5G PAI-1 polimorfizam samostalno nema uticaja na rizik za venski
tromboembolizam.

Na kraju jednog ovakvog naucnog istrazivanja nesumnjivo se i samim istrazivacima, ali
i Citaocima namece isto pitanje. Koji je stvarni, upotrebni znacaj ovih otkri¢a? Da li smo na
bilo koji nacin olaksali svakodnevne dileme sa kojima se susrecu lekari koji se bave leCenjem
i prevencijom venske tromboembolijske bolesti?

Osnovni "problem" za lekara koji se susrece sa venskim trombozama, bez obzira na to
koliko iskustva i znanja u ovoj oblasti ima nije inicijalna terapija ove bolesti, nego optimalna
duZina le€enja, kao i njena prevencija. Terapijske odrednice su danas globalno uskladene i
aktuelni vodici dobre klinicke prakse najces$¢e ne ostavljaju mesta za bojazan da li smo
doneli ispravnu terapijsku odluku. Medutim, pravilna i pravovremena prevencija venskog
tromboembolizma pravi je izazov koji proistiCe upravo iz multikauzalnosti same bolesti i
¢injenice da je verovatno svaki Covek na nasoj planeti Ciji rizik za nastanak venske tromboze
procenjujemo jedinstven u pogledu toga rizika u odnosu na kombinaciju riziko faktora koje
ima. Tako realnim sagledavanjem svih do danas prepoznatih i priznatih faktora rizika za
nastanak venske tromboze svakodnevno donosimo odluke da li da pacijentu uklju¢imo
primarnu prevenciju venske tromboze svesni rizika od nastanka hemoragijskih komplikacija
ili HIT-a koji takva odluka sa sobom nosi, odnosno da li da pacijentu koji je ve¢ doZiveo jedan
venski trombotski incident ukinemo oralnu antikoagulantnu terapiju primenjivanu u
sekundarnoj prevenciji svesni rizika od nastanka recidiva venske tromboze ili je nastavimo
dugotrajno, ponovo svesni rizika od nastanka ozbiljnih hemoragijskih komplikacija. Vazuci
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tako sve argumente za i protiv ne retko se nalazimo u situaciji da je vaga u idealnoj
revnotezi, te je i najmanji teg koji moZzemo dodati i na taj nacin biti sigurni da donosimo
ispravnu terapijsku odluku od izuzetnog znacaja. Rezultati naSe studije omogucuju lekarima
koji se bave ovom problematikom da upotrebom dostupnog i jeftinog testiranja globalne
funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma u svojim rukama imaju jo$ jedan argument koji ¢e
pomodi u terapijskim odlukama na polju prevencije venskog tromboembolizma, te imaju
veliki prakti¢ni znacaj. Pored toga, u svetlu cost/benefit odnosa na osnovu nasih rezultata
moZemo reci da genetske analize u pravcu eventualnog postojanja 4G/5G PAI-1 genske
mutacije ne treba uvrstavati u spektar rutinskih analiza koje koristimo u svrhu procene rizika
za nastanak venske tromboze.

Kao zanimljiva tema za dalja istrazivanja na osnovu rezultata ove studije nametnulo su
se detaljnije ispitivanje globalne uloge fibrinoliznog mehanizma, kao i uloge njegovih
pojedinacnih komponenti u nastanku provocirane venske tromboze, kao i izolovane distalne
tromboze dubokih vena, na vedem uzorku ispitanika. Pored toga, interesantno bi bilo
prosiriti procenu rizika za nastanak venske tromboze u odnosu na 4G/5G PAI-1 polimorfizam
u kombinaciji sa razlic¢itim drugim poznatim trombofilnim mutacijama, jer bi tek na taj nacin
u potpunosti bilo kompletirano sagledavanje uloge ovoga polimorfizma u nastanku venske
tromboze.
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9. Zakljucci

Rezultati ispitivanja globalne funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma, ali i njegovih
pojedinacnih komponenti kod bolesnika sa venskom trombozom i njihovo poredenje sa
rezultatima ispitivanja fibrinolizne aktivnosti zdravih osoba pokazali su da hipofibrinoliza ima
vazan znacaj u venskoj tromboembolijskoj bolesti. Rezultatima sprovedenog ispitivanja
delimi¢no je potvrdena radna hipoteza. Na osnovu dobijenih rezultata mozemo izvesti
sledeée zakljucke:

1. Bolesnici sa izolovanom distalnom trombozom dubokih vena, ali ne i bolesnici sa
proksimalnom trombozom dubokih vena, imaju suprimiranu funkcionalnost fibrinoliznog
mehanizma u poredenju sa zdravim osobama.

2. Bolesnici sa provociranom trombozom dubokih vena, ali ne i bolesnici sa primarnom
trombozom dubokih vena, imaju suprimiranu funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma u
poredenju sa zdravim osobama.

3. Nivo t-PA antigena znacajno je visi kod bolesnika sa provociranom venskom
trombozom nego kod zdravih osoba.

4. Nivo plazminogena znacajno je viSi kod bolesnika sa provociranom venskom
trombozom nego kod zdravih osoba.

5. Nema razlike u nivou PAI-1 izmedu bolesnika koji su doziveli vensku trombozu i
zdravih osoba koje nikada nisu imale venski trombozni incident

6. Nivo TAFI znacajano je visi kod bolesnika sa provociranom, ali i primarnom, kao i
kod bolesnika sa izolovanom distalnom, ali i proksimalnom trombozom dubokih vena u
poredenju sa zdravim osobama.

7. Ne postoji razlika u zastupljenosti 4G/5G PAI-1 polimorfizma izmedu bolesnika sa
venskom trombozom i zdravih ispitanika.

8. Suprimirana funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma trostruko poveéava rizik od
nastanka tromboze dubokih vena.

9. Povisen nivo TAFI-a dvostruko poveéava rizik od nastanka tromboze dubokih vena.

10. 4G/5G PAI-1 polimorfizam nema uticaja na rizik za nastanak venskog
tromboembolizma.
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Dodatak 1

Fotografija gela na kome je uradena elektroforeza fragmenata dobijenih
umnozenih gena

M Y 23
100bp —— — 98bp
—77bp

Fotografija 1: PAI-1

M — Marker duZine (100bp)
1 - PAI-1 5G/5G genotip
2 — PAI-1 4G/5G genotip
3 — PAI-1 4G/4G genotip
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