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POVZETEK

Dedno znizana aktivnost antitrombina izmed vseh dednih
dejavnikov predstavlja najvecje tveganje za trombembo-
licni dogodek. Veliko stevilo razlicic antitrombina zaradi
prisotnosti sprememb v genu SERPINCI predstavlja izziv
za diagnostiko dedno znizane aktivnosti antitrombina, saj
se obcutljivost metod za merjenje njegove aktivnosti raz-
likuje glede na posamezne razlicice AT. Tako postaja pri
odkrivanju dedno znizane aktivnosti antitrombina ved-
no bolj zazelena uporaba molekularno genetskih metod.
Slednje omogocajo enostavnejso dolocitev tipa dedno zni-
zane aktivnosti antitrombina ali genetske spremembe, kar
lahko vpliva na odlocitev o zdravljenju teh bolnikov. Po-
znavanje genetskega ozadja dedno znizane aktivnosti an-
titrombina v populaciji je klju¢no pri oblikovanju opti-
malnega diagnosticnega algoritma, ki bi vkljuceval tako
metode za merjenje aktivnosti antitrombina kot tudi mo-
lekularno genetske metode.

Kljucne besede: dedno znizana aktivnost antitrombina,
razlicice antitrombina, funkcijske preiskave, molekular-
no genetske metode
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ABSTRACT

Hereditary decreased antithrombin activity is the most se-
vere type of thrombophilia, since it poses the greatest risk
of venous thromboembolism. Large number of antithrom-
bin variants caused by alterations in SERPINCI gene make
the diagnosis of hereditary decreased antithrombin activi-
ty challenging due to different diagnostic sensitivity of an-
tithrombin activity assays to antithrombin variants. Thus,
the use of molecular genetic methods in the detection of
hereditary decreased antithrombin activity has recently
increased as they enable easier determination of the type
of hereditary decreased antithrombin activity or specific
genetic variant, which may influence the decisions on the-
rapeutic approach. Information about genetic background
of hereditary decreased antithrombin activity in the po-
pulation is crucial in designing an optimal diagnostic al-
gorithm that would include functional as well as molecu-
lar genetic methods.

Key words: hereditary decreased antithrombin activi-
ty, antithrombin variants, functional methods, molecu-
lar genetic methods
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Antitrombin (AT) je najpomembne;jsi endogeni antikoagu-
lant, saj zavira delovanje koagulacijskih faktorjev FXa in
trombina (FIIa), ki sta kljucni serinski proteazi v kon¢nih
stopnjah koagulacijske kaskade (1). Antikoagulacijska ak-
tivnost AT je v prisotnosti heparina oz. heparinu podob-
nih molekul moc¢no povecana. Zaradi pomembne vloge v
hemostazi ne preseneca, da dedno znizana aktivnost AT
predstavlja najhujso obliko dedne trombofilije (tj. povecane
nagnjenosti k trombozam), saj povzroci hiperkoagulabilno
stanje, ki znatno zveca tveganje za vensko trombembolijo
(VTE). En do pet odstotkov bolnikov z VTE ima dedno
znizano aktivnost AT, medtem ko je incidenca v splosni
populaciji ocenjena na 0,02-0,2 % (2).

V vecini primerov je dedno znizana aktivnost AT posledi-
ca zarodne genetske spremembe v genu za AT SERPINCI,
ki se deduje avtosomno dominantno (3). Trenutno je v Bazi
podatkov genskih mutacij cloveskega genoma (HGMD,
angl. Human Gene Mutation Database) opisanih 483 spre-
memb gena SERPINCI (4). Nesmiselne genetske spremem-
be, genetske spremembe s premikom bralnega okvirja, ve-
like genetske spremembe in genetske spremembe z vplivom
na izrezovanje intronov so povezane s kvantitativnim po-
manjkanjem AT (tip I), pri katerem pride do zmanjsanega
nastajanja proteina. Najpogostejse pa so drugacnosmisel-
ne spremembe, ki najveckrat povzrocijo kvalitativno po-
manjkanje AT (tip II), za katerega sta znacilni normalna
koncentracija in znizana aktivnost proteina v plazmi. Ge-
netske spremembe tipa I lahko: (i) okvarijo aktivni center
AT in s tem ovirajo vezavo AT na substrat (genetske spre-
membe tipa IIRS, angl. reactive site), (ii) okvarijo vezavno
mesto za heparin (genetske spremembe tipa ITHBS, angl.
heparin binding site) in s tem oslabijo vezavo heparina, ali
pa (ii1) vplivajo na oboje (genetske spremembe tipa IIPE,
angl. pleiotropic eflect) (1). Vec¢ina genetskih sprememb tipa
I se pojavlja le v posameznih druzinah, medtem ko so ne-
katere genetske spremembe tipa II v dolocenih evrop-
skih populacijah bolj pogoste, kot npr. AT Cambridge 11
(p-Ala384Ser) na Skotskem in v Spaniji, AT Budapest ITI
(p.Leul31Phe) na Madzarskem in AT Basel (p.Pro73Leu)
na Finskem, pri cemer zadnji dve veljata za t. 1. mutaciji
ustanovitelja (angl. founder mutation) (2).

Taksna kategorizacija je pomembna, saj se klinicna slika
med tipi dedno znizane aktivnosti AT razlikuje in je feno-
tip lahko odvisen od posamezne genetske spremembe celo
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znotraj istega tipa dedno znizane aktivnosti AT. Dedno
znizana aktivnost AT tipa I prevladuje med simptomat-
skimi bolniki, saj predstavlja visoko tveganje za VI'E. Za
dedno znizano aktivnost AT tipa II pa je znacilna vecja
klini¢na heterogenost. Genetske spremembe tipa IIRS in
ITPE so po navadi povezane s hudo obliko bolezni, ki je
primerljiva s tipom I. Po drugi strani pa tip IIHBS, ki ve-
lja za najpogostejso obliko dedno znizane aktivnosti AT,
predstavlja najmanjse tveganje za VI'E, a vec¢je za arte-
rijsko trombozo v primerjavi z drugimi tipi dedno zniza-
ne aktivnosti AT. Ceprav homozigotna oblika dedno zni-
zane aktivnosti AT tipa IIHBS ni letalna, pa homozigoti
dozivijo tromboticni dogodek v zgodnejsem obdobju, po-
gostejsi so tudi zapleti v noseCnosti in pojav tromboze na
neobic¢ajnih mestih (5-9).

Danes dedno znizano aktivnost AT prepoznavamo s funk-
cijskimi preiskavami, saj je aktivnost zmanjsana pri obeh

tipth dedno znizane aktivnosti AT. Funkcijske preiskave

temeljijo na merjenju plazemske aktivnosti AT v priso-
tnosti heparina posredno preko zaviranja FXa oz. trom-
bina (FIIa), ki ga dodamo v presezku. Po dodatku za FXa

ali FIIa specificnega kromogenega substrata je izmerjena

absorbanca obratno sorazmerna aktivnosti AT. O dedno

znizani aktivnosti AT govorimo, ko je aktivnost priblizno

70 % aktivnosti AT pri zdravi odrasli populaciji ali nizja (2).
Na voljo je ve¢ komercialnih razlicic funkcijske preiskave

za spremljanje aktivnosti AT, ki se izvajajo na avtomati-
ziranih analizatorjih, in se poleg samega encima (FXa ali

FlIa) razlikujejo tudi v njegovem izvoru (humani ali go-
veji), koncentraciji heparina, vrsti kromogenega substra-
ta, redcitvi vzorca, inkubacijskem c¢asu in pufru (10). Ob-
cutljivost teh metod je za posamezne razlicice AT razlicna

(11-16), kar otezuje diagnostiko dedno znizane aktivnosti

AT in zaradi neustrezne obravnave lahko vodi do vec¢jega

tveganja za nastanek ali ponovitev VI'E. Metode za mer-
jenje aktivnosti AT preko FIIa naj bi bile obcutljivejse na
razlicice AT tipa IIRS, medtem ko naj bi bile nekatere me-
tode za merjenje aktivnosti preko FIla oz. FXa bolj uspes-
ne kot druge pri odkrivanju dedno znizane aktivnosti tipa
ITHBS, odvisno od posamezne genetske spremembe (2).

Zaradi stevilnih razlicic AT optimizacija ene funkcijske
metode za vse razlicice AT v praksi ni mozna. Zato se
je vpeljava molekularno genetskih metod v diagnostiko
dedno znizane aktivnosti AT zdela primerna resitev za iz-
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boljsanje obcutljivosti njenega odkrivanja. Poleg tega lah-
ko klinicno sliko bolje predvidimo na podlagi genotipa v
primerjavi z izmerjeno aktivnostjo AT, saj ta ne sovpada
vedno s tveganjem za VTE. Vendar pa tudi z molekular-
no genetskimi metodami ne moremo odkriti vseh bolni-
kov z dedno znizano aktivnostjo AT, bodisi zaradi omejitev
molekularno genetskih metod, bodisi zaradi tega, ker so v
znizano aktivnost AT vpleteni Se drugi geni (1). Tako se je

pojavil predlog o vpeljavi algoritma za odkrivanje dedno
znizane aktivnosti AT, ki vkljucuje funkcijske, imunske in
molekularno genetske metode (1, 3, 17). Ta algoritem bi
omogocal zanesljivo prepoznavanje bolnikov z dedno zni-
zano aktivnostjo AT in opredelitev njenega tipa oz. genet-
ske spremembe, s ¢cimer odpira vrata za bolniku prilagoje-
no laboratorijsko medicino na tem podrocju.

PREDLOG ALGORITMA ZA ODKRIVANJE DEDNO ZNIZANE

AKTIVNOSTI ANTITROMBINA

V okviru predlaganega algoritma (Slika 1) je najprej treba
ugotoviti, ali je aktivnost AT dedno znizana. Ta je potrje-
na, ko z eno od funkcijskih metod izmerimo znizano aktiv-
nost AT v dveh ¢asovno loc¢eno odvzetih vzorcih krvi. Sle-
di opredelitev tipa dedno znizane aktivnosti AT na podlagi
razmerja med koncentracijo in aktivnostjo AT. Pri tipu I
je razmerje blizu 1, pri tipu II pa nad 1. V primeru tipa II
sledi dolocitev progresivne aktivnosti AT, pri kateri meri-
mo aktivnost AT v odsotnosti heparina ob dalj$em inku-
bacijskem casu, s ¢imer lahko odkrijemo nosilce genetske
spremembe tipa IIHBS, ki imajo z izjemo homozigotov
in nekaterih genetskih sprememb (npr. AT Budapest 11I)
najmanjse tveganje za VI'E v primerjavi z nosilci drugih
tipov genetskih sprememb (1, 3, 17). Pri nosilcih genetske
spremembe tipa IIHBS je progresivna aktivnost AT nor-
malna za razliko od nosilcev ostalih tipov dedno zniza-
ne aktivnosti AT, zato je razmerje med progresivno ak-
tivnostjo AT in aktivnostjo AT v prisotnosti heparina pri
nosilcih genetske spremembe tipa IIHBS povisano, naj-
vi§je je pri homozigotih (18). S protito¢no imunoelektro-
forezo lahko lo¢imo med oblikami AT z visoko in nizko
afiniteto do heparina in je tako primerna za razlikovanje
med nosilel genetske spremembe tipa IIRS in ITPE, kjer
normalna afiniteta do heparina kaze genetsko spremem-
bo tipa IIRS. Ta metoda se danes uporablja skoraj izkljuc-
no v raziskovalne namene, saj se tveganje za VI'E z 1zje-
mo nekaterih genetskih sprememb (npr. AT Cambridge
IT) med opisanima tipoma dedno znizane aktivnosti AT
ne razlikuje bistveno (1, 3, 17). Za dolocitev specificne ge-
netske spremembe je treba dolociti nukleotidno zaporedje
gena SERPINCI. Kadar analize kazejo prisotnost genetske
spremembe tipa I, je potrebna dolocitev nukleotidnega za-

LABORATORIJSKA MEDICINA

poredja celotnega gena, saj se genetske spremembe tipa |
lahko pojavljajo na razlicnih mestih v genu. Po drugi stra-
ni pa lahko genetske spremembe tipa IT i$¢emo bolj cilja-
no. Genetske spremembe tipa ITHBS se po navadi naha-
jajo na eksonu 2 in 3, medtem ko spremembe tipa ITIRS in
ITPE najdemo na eksonu 7 (19). V primeru mejne aktivno-
stit AT (7080 %) in kadar na podlagi klini¢ne slike bolni-
ka pomislimo na dedno znizano aktivnosti AT, je pripo-
rocljivo sekvenciranje po Sangerju vseh sedmih eksonov
in intronskih obrobnih regij ali pa dolocitev nukleotidne-
ga zaporedja z uporabo metod sekvenciranja nove gene-
racije (NGS). Pomanjkljivost trenutnih metod sekvencira-
nja je tezavno odkrivanje vecjih genetskih sprememb (npr.
duplikacija celotnega eksona, delecija introna). Zato lah-
ko v primeru negativnega rezultata s sckvenciranjem upo-
rabimo metodo MLPA (angl. Multiple Ligand Probe Ampli-
fication), ki omogoca odkritje dodatnih 2-5 % primerov z
dedno znizano aktivnostjo AT, ki imajo eno od poznanih
vecjih genetskih sprememb SERPINCI. S sekvenciranjem
celotnega gena lahko odkrijemo nekaj dodatnih genet-
skih sprememb v regulatornih sekvencah (npr. v promo-
torju). Glede na ocene bi lahko opisani algoritem pomagal
odkriti bolnike z dedno znizano aktivnostjo AT v pribliz-
no 85 %. Dedno znizana aktivnost AT je namrec¢ lahko
tudi posledica okvar drugih genov, ki sodelujejo pri pre-
pisovanju gena SERPINCI, epigenetski regulaciji, zvijanju
proteina, posttranslacijskih modifikacijah ali odstranjeva-
nju AT iz sistema. Pri petih odstotkih ljudi z dedno zni-
zano aktivnostjo AT lahko najdemo genetske spremembe
v genih, ki kodirajo proteine, pomembne za N-glikozila-
cijo AT (1, 3, 17).
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Slika 1: Diagnosti¢ni algoritem odkrivanja dedno znizane aktivnosti AT (povzeto po (1, 3, 17)).
Figure 1: Diagnostic algorithm for hereditary decreased AT activity (summarized from (1, 3, 17)).
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hc-ant-FIIa, preiskava za merjenje aktivnosti antitrombi- — MLPA, od ligacije odvisno hkratno pomnozevanje sond

na v prisotnosti heparina, ki temelji na zaviranju trombi-  (angl. Multiple Ligand Probe Amplification);

na (angl. Heparin cofactor antithrombin assay based on throm-  NGS, sekvenciranje nove generacije (angl. Next-generation

bin inhibition); sequencing);

he-anti-FXa, preiskava za merjenje aktivnosti antitrombina v konc/aktiv, razmerje med koncentracijo in aktivnostjo anti-
prisotnosti heparina, ki temelji na zaviranju F'Xa (angl. He- ~ trombina, doloceno s preiskavo za merjenje aktivnosti an-
parin cofactor AT assay based on FXa inhibition); titrombina v prisotnosti heparina;

p-anti-FXa, preiskava za dolocitev progresivne aktivnosti p/he, razmerje med progresivno aktivnostjo antitrombina in
antitrombina (angl. progressive antithrombin activity assay); aktivnostjo antitrombina v prisotnosti heparina »
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RAZPRAVA

Odkrivanje dedno znizane aktivnosti AT v Sloveniji izva-
jajo le v nekaterih specializiranih diagnosti¢nih laborato-
rijih, kjer uporabljajo eno izmed komercialnih funkcijskih
preiskav. Glede na nova spoznanja o dedno znizani aktiv-
nosti AT ugotavljamo, da s trenutnim diagnosticnim pris-
topom ne moremo prepoznati vseh bolnikov. Z razvojem
tehnologije in vec¢jo cenovno dostopnostjo genetskih prei-
skav bi morda ta vidik diagnostike lahko izboljsali. V pri-
spevku predlagamo uporabo algoritma, ki vkljucuje tako

funkcijske kot genetske preiskave. Njegovo uporabnost bo

treba preizkusiti v klini¢ni praksi in tako ugotoviti, koliko

dodatnih bolnikov z dedno znizano aktivnostjo AT lah-
ko na ta nacin $e prepoznamo. Oceniti bo treba tudi stro-
skovno ucinkovitost takega algoritma, ki se lahko zaradi

vkljucitve velikega Stevila razlicnih metod pomembno pos-
labsa. Po mnenju nekaterih strokovnjakov bi morala dia-
gnostika dedno znizane aktivnosti AT sloneti na moleku-
larno genetskih metodah (17). Te so trenutno na voljo le

v specializiranih laboratorijih in so namenjene predvsem

potrditvi dedno znizane aktivnosti AT. V klini¢ni praksi se

genska analiza Se ne uporablja zaradi velike razprsenosti

moznih mest genetskih sprememb, kar zahteva sekvencira-
nje celotnega gena, vendar pa sekvenciranje postaja vedno

bolj cenovno ugodno. Glavna prednost molekularno ge-
netskih metod pred funkcijskimi je, da omogocajo odkrit-
je patoloskih razlicic AT, ki jih s funkcijskimi preiskavami

ne moremo zanesljivo odkriti, bodisi ker so slabse obcutlji-
ve (kot je to v primeru AT Cambridge II in AT Budapest

III) bodisi se patogeni znacaj genetske spremembe izrazi

samo v dolocenih okolis¢inah, kot je npr. povisana teles-
na temperatura in nosecnost (AT Dublin, AT Wibble, AT
Rouen VI) (2). Ceprav izmerjena aktivnost AT praviloma

korelira s tveganjem za VTE (20), pa ravno zaradi slabse

obcutljivosti funkeijskih metod na dolocene genetske spre-
membe AT obstajajo izjeme (11-16). Samo z molekularno

genetskimi metodami lahko dolo¢imo specifi¢no genetsko

spremembo 1n z gotovostjo odkrijemo homozigotne obli-
ke pomanjkanja. Nenazadnje seckvenciranje za razliko od

funkcijskih preiskav omogoca analizo v ¢asu akutne faze

in antikoagulantnega zdravljenja.
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Kljub obetavnosti molekularno genetskih metod se mo-
ramo zavedati njihovih pomanjkljivosti: zahtevajo drago
opremo, posebej usposobljen kader in, kar je najpomemb-
nejse, pri dolocenem odstotku bolnikov z dedno zmanj$ano
aktivnostjo AT ne odkrijejo nobene genetske spremembe v
SERPINCI. Delno so za to krive omejitve metod sekvenci-
ranja pri odkrivanju vecjih genetskih sprememb. Po drugi
strani pa dedno znizana aktivnost AT ni vedno monogen-
ska bolezen, saj so v znizano aktivnost AT lahko vpleteni
e drugt geni (1). Njthov vpliv na aktivnost AT pa uspes-
no odkrijemo s funkeijskimi preiskavami. Funkcijske pre-
1skave so prav tako nepogresljive v klini¢nih laboratorijih
pri spremljanju zdravljenja z zaviralci FXa in odkrivanju
prehodno znizane aktivnosti AT.

Menimo, da so tako molekularno genetske kot funkeijske
metode pomembne pri odkrivanju dedno znizane aktivno-
stit AT. Vendar pa bi bilo pri oblikovanju stroskovno naju-
¢inkovitejsega diagnosticnega algoritma njihovo uporabo
smiselno prilagoditi genetskemu ozadju populacije, saj se
zastopanost dolocenih genetskih sprememb glede na geo-
grafsko obmogje razlikuje (7, 9, 11, 13, 14) .

Dolocitev tipa dedno znizane aktivnosti AT ali genetske
spremembe bi lahko sluzila kot osnova za bolniku prilago-
jeno zdravljenje, saj bi na podlagi genetske spremembe lah-
ko bolje napovedali potek bolezni in prilagodili zdravljenje.
Navedene ugotovitve in predlogi sicer temeljijo na rezul-
tatih kohortnih raziskav, v katerih so primerjali klinicne
slike med posameznimi tipi dedno znizane aktivnosti AT
(5-9). Zato b1 za potrditev povezave med tipom dedno zni-
zane aktivnosti AT ali genetsko spremembo in pogostostjo
tromboti¢nih dogodkov bile potrebne velike multicentric-
ne studije. Na podlagi izsledkov bi nato lahko sklepali o
potrebnosti antikoagulantnega zdravljenja pri bolnikih z
doloc¢enim tipom dedno znizane aktivnosti AT. Tip dedno
znizane aktivnosti AT bi tako lahko vkljucili med ostale
dejavnike, kot je vrsta tromboti¢nega dogodka (sprozen/
nesprozen), druzinska anamneza in zdravstveno stanje ter
zelje bolnika, na podlagi katerih trenutno temelji odloci-
tev o vrsti in trajanju zdravljenja.
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ZAKLJUCEK

Diagnostic¢ni pristop za odkrivanje dedno znizane aktivno-
sti AT je v trenutni klini¢ni praksi pomanjkljiv. Pricakuje-
mo, da bomo s pomocjo kombinacije funkcijskih in genet-
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