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1. UvOoD

Arterijska hipertenzija jedan je od vodec¢ih uzroka kardiovaskularnog pobola i
smrtnosti u svijetu od kojeg boluje 26,4% svjetske odrasle populacije (1). Godisnje od
posljedica hipertenzije umre oko 1,65 milijuna ljudi te ona predstavlja jedan od vodec¢ih
javnozdravstvenih, klinickih 1 farmakoekonomskih problema danasnjice (2). Pretilost i
povecana tjelesna masa takoder su vrlo ozbiljan javnozdravstveni problem i1 poprimaju
epidemijske razmjere s oko 30-70% ljudi u europskim drZzavama koji se klasificiraju kao
osobe s prekomjernom tjelesnom masom (3). Masno tkivo nije inertni spremnik energije, veé
je najveci endokrini organ u ¢ovjeka koji luci plejadu spojeva koje nazivamo adipokini ili
adipocitokini (4). Povezanost arterijske hipertenzije i pretilosti dovela je do poticaja za brojna
istraZivanja o utjecaju ¢imbenika koje lu¢i masno tkivo na povisenje arterijskog tlaka.

Adiponektin je adipokin s antiaterogenim, protuupalnim, antidijabetickim i inzulin
senzitiziraju¢im djelovanjem (5). Za razliku od ostalih adipokina, koncentracija adiponektina
je smanjena u pretilosti (6). Smatra se da je adiponektin znacaj ¢imbenik u nastanku i razvoju
Secerne bolesti tipa 2, hipertenzije, pretilosti, upale 1 kroni¢ne bubrezne bolesti. Dosadasnja
istraZzivanja o vezi adiponektina i arterijskog tlaka bila su kontradiktorna. Vecina autora
pronasla je inverzan odnos koncentracije adiponektina i arterijskog tlaka, neki nisu pronasli
znacajnu povezanost dok je jedan autor pronasao pozitivnu povezanost. Metaanaliza Kima i
sur. objavila je da je koncentracija adiponektina u hipertoni¢ara manja nego u normotonicara,
kao i da je hiperadiponektinemija povezana s nizim rizikom za hipertenziju (7). Ipak, vise od
Cetvrtine studija nije pronaslo povezanost adiponektina i hipertenzije (7). Takva nesloga u
rezultatima navela nas je na istrazivanje povezanosti adiponektina i arterijskog tlaka i
hipertenzije u populaciji s normalnom bubreznom funkcijom kako bi se iskljuéila prethodno
otkrivena paradoksalna povezanost kroni¢ne bubrezne bolesti i koncentracije adiponektina
(8,9). U tom naSem istrazivanju nismo nasli povezanost koncentracije adiponektina i
arterijskog tlaka (10). Ostalo je ipak neodgovoreno pitanje utjeu li polimorfizmi gena za
adiponektin na arterijski tlak u ovoj populaciji. To vrlo vazno pitanje postavljamo u hipotezi
ovog istrazivanja.

U ovom radu ispitat ¢emo utjecaj dvaju Cesto istrazivanih polimorfizma gena za
adiponektin: rs266729 (-11377 C>G) i rs17300539 (-11391 G>A). Ovi polimorfizmi su u
prijasnjim istrazivanjima povezani s patogenezom secerne bolesti tipa 2, pretilosti, utjecajem
na razinu adiponektina, nastankom nekih vrsta karcinoma i rizikom za koronarnu sréanu

bolest, infarkt miokarda i cerebrovaskularnu bolest. Povezanost ovih polimorfizama i

1



hipertenzije ispitana je u malobrojnim studijama i to samo u azijskoj populaciji (11-13).
Kako se populacije geneticki razlikuju potrebno je njihove rezutate istraziti na nasoj
europskoj populaciji.

Ovo istrazivanje ima cilj ispitati mozZe li adiponektin biti suvremen klini¢ki biljeg
koristen u svakodnevnom klinickom radu, a u buduénosti mozda i terapijsko sredstvo u

individualiziranoj farmakoterapiji.

Hipoteza istrazivanja je da su u osoba s normalnom bubreznom funkcijom vrijednosti
adiponektina povezane s vrijednostima arterijskoga tlaka samo u osoba koje imaju tzv. minor
alel G polimorfizma jednog nukleotida rs266729 i minor alel A polimorfizma jednog
nukleotida rs17300539 gena za adiponektin.

Glavni cilj je ispitati povezanost polimorfizama gena za adiponektin s arterijskim

tlakom i hipertenzijom.

Specifi¢ni ciljevi rada su:

1. analizirati povezanost vrijednosti koncentracije plazmatskog adiponektina i
arterijskog tlaka u nelijeenoj populaciji s normalnom bubreznom funkcijom: a) neovisno o
navedenim polimorfizmima; b) ovisno o utjecaju svakog pojedinog polimorfizma; c¢) ovisno o
udruzenoj pojavnosti pojedinih minor alela oba polimorfizma jednog nukleotida (engl. single
nucleotide polymorphism, SNP);

2. analizirati povezanost navedenih polimorfizama s plazmatskom koncentracijom
adiponektina;

3. analizirati povezanost navedenih polimorfizama s inzulinskom rezistencijom
neovisno o utjecaju na vrijednosti arterijskog tlaka;

4. prouciti mehanizam djelovanja adiponektina na arterijski tlak koriste¢i klinicke
biljege (pato)fizioloSkih procesa u organizmu (npr. src¢anu frekvenciju kao biljeg aktivnosti
simpatikusa, tlak pulsa kao biljeg krutosti arterija);

5. uvesti metodu odredivanje polimorfizama gena ADIPOQ metodom lan¢ane reakcije

polimeraze u stvarnom vremenu.



2. PREGLED LITERATURE
2.1. ARTERIJSKI TLAK | HIPERTENZIJA
2.1.1. Osnove fiziologije cirkulacije. Arterijski tlak

Krvotok je podijeljen je u dva optoka — veliki ili sustavni i mali ili plu¢ni optok. Srce
ima ulogu crpke koja mehanickim pokretima potiskuje krv protiv perifernog zilnog otpora u
velike krvne Zile (aortu i pluéne vene). Neoksigenirana krv iz desne klijetke odlazi u pluéne
arterije gdje dalje ide u pluéne kapilare u kojima se na alveolokapilarnoj membrani dogada
izmjena plinova te dalje protjece u pluéne vene kojima se vraca u lijevu pretklijetku. Iz lijeve
pretklijetke oksigenirana krv odlazi u lijjevu klijetku odakle aortom ide u elasti¢ne i miSi¢ne
arterije, arteriole i kapilarnu mrezu gdje predaje kisik tkivima i prima ugljikov dioksid. 1z
kapilarne mreze krv odlazi u venule, zatim u vene pa Supljim venama nazad u desnu
pretklijetku. Volumen krvi koji srce istisne u jednoj minuti iznosi 5 litara i naziva se srcani
minutni volumen (SMV), a jednak je umnosku udarnog volumena i sr¢ane frekvencije. Masa
krvi pritiS¢e stijenke arterija i stvara arterijski tlak koji je potreban za odrzavanje cirkulacije.
Arterijski tlak (AT) jednak je umnoSku ukupnog perifernog otpora (UPO) i SMV i racuna se

prema jednadzbi:

AT=SMV xUPO (1)

Arterijski tlak mijenja se tijekom srcanog ciklusa ovisno o napunjenosti sr¢anih
komora i konfiguraciji srcanih zalistaka. Tlak u aorti takoder koleba ili pulsira zbog
intermitentnog pulsatilnog protoka krvi uzrokovanog sréanim kontrakcijama. Srednji arterijski
tlak predstavlja prosjek tlaka u sr¢anom ciklusu ovisno o duljini trajanja sistole i dijastole, za
odrzavanje adekvatne tkivne perfuzije nuzno je da bude >60 mm Hg, a fizioloski se krece od
70 do 110 mm Hg. Zbog intermitentnog protoka, tlak koleba izmedu vrijednosti od 80 mm Hg
koju nazivamo dijastolicki tlak i vrijednosti od 120 mm Hg koju nazivamo sistolicki tlak.
Razlika izmedu sistolickog 1 dijastolickog tlaka naziva se tlak pulsa i fizioloski iznosi <50
mm Hg. Efektivni arterijski volumen i arterijski tlak podlozni su brojnim Ziv¢anim i
humoralnim kontrolnim mehanizmima, kao 1 mehanizmu autoregulacije, koji omogucavaju da
se tlak odrzava unutar fizioloskog raspona, a kada ti mehanizmi zakazu nastupa hipoperfuzija

ili hipertenzija.



2.1.2. Klasifikacije i podjele arterijskog tlaka

U ovom poglavlju kratko su izlozene povijest stavova prema arterijskom tlaku i
danasnja klasifikacija arterijskog tlaka prema smjernicama Europskog drustva za hipertenziju
(ESH) i Europskog drustva za kardiologiju (ESC) (14).

Istrazivanje hipertenzije i arterijskog tlaka bilo je ograni¢eno nedostatkom pouzdanih
mjernih instrumenata. Prvo mjerenje tlaka napravio je velecasni Stephen Hales na konju 1733.
god. Nesto manje od jednog stolje¢a nakon toga razvijeni su prvi tlakomjeri koji su u klinicku
medicinu uvedeni u krajem 18. i po¢etkom 19. stolje¢a. Jedno od najvaznijih otkri¢a u
hipertenziji bilo je opisivanje zvukova povezanih s pulsnim valom Korotkoffa 1905. god.
Zgodno je napomenuti da preteCa epidemioloskih istrazivanja arterijskog tlaka 1
kardiovaskularnog rizika nije bila vezana uz bolnice, ve¢ uz osiguravajuca drustva koja su
prva shvatila da se visina tlaka moze iskoristiti u aktuarskim izraCunima mortaliteta i
morbiditeta. Do 1918. god. ta osiguravajuca drustva rutinski su mjerila i sistolicki i
dijastolicki tlak metodom auskultacije, a ne kao §to je ranije bilo uvrijeZzeno samo sistolicki
metodom palpacije. Od 1925. do 1979. god. Ameri¢ko aktuarsko drustvo izdavalo je godisnje
izvjeStaje u kojima su biljezili raspodjelu tlaka u populaciji, poviSenje sa Zivotnom dobi i
utjecaj na mortalitet i morbitidet (15).

No, to jos nije bio pocetak sustavnog pracenja visine arterijskog tlaka. Americki Joint
National Committee on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure (JNC)
je 1977. god. izdao svoje prvo izvjeS¢e o stanju hipertenzije u SAD-u (15). Do danas je
izdano ukupno osam JNC smjernica, od kojih je zadnja izdana 2014. God. (16). U Hrvatskoj
se koriste smjernice ESH i ESC koje su prvi puta publicirane 2003. god., a 2013. god. je
objavljeno zadnje izdanje (14). Svake nove smjernice temeljene su na istrazivanjima i
metaanalizama objavljenim od posljednjih smjernica i baziraju se na pristupu medicini
temeljenom na dokazima. Smjernice ESH i ESC za dijagnozu hipertenzije temeljene na
ordinacijskom mjerenju arterijskog tlaka koriste se i u ovom radu te su prikazane u Tablici
2.1. Osim osnovnih podataka o Kklasifikaciji visine arterijskog tlaka, one sadrZavaju i
preporuke o lijeCenju (dijetetsko, fizicka aktivnost, farmakoterapija), pristupu posebnim
skupinama pacijenata (npr. trudnice, starci, dijabetiari) 1 podvrstama hipertenzije (npr.
izolirana sistoli¢ka hipertenzija, maskirana i hipertenzija bijele kute), preporuke o pregledu,
strategijama uzimanja anamneze, novim nac¢inima mjerenja tlaka, novim ¢imbenicima rizika i

strategijama probira.



Klasifikacija arterijskog tlaka i njegova povezanost s kardiovaskularnim rizikom
dobila je zamaha uvodenjem medicine zasnovane na dokazima, a taj pristup omogucava

izradu najpouzdanijih preporuka i unificiran i standardiziran pristup pacijentu.

Tablica 2.1. Klasifikacija arterijskog tlaka prema smjernicama Europskog druStva za

hipertenziju i Europskog drustva za kardiologiju

Optimalni <120 i <80
Normalan 120-129 ili 80-84
Visoki normalan 130-139 ili 85-89
Stadij 1 140-159 ili 90-99
Hipertenzija  Stadij 2 160-179 ili 100-109
Stadij 3 >180 ili >110
Izolirana sistolicka hipertenzija >140 i <90

Preuzeto i prilagodeno prema (14).

2.1.3. Hipertenzija

Hipertenzija je danas jedna od najmasovnijih i najznacajnijih bolesti danasnjice koja
predstavlja izniman izazov za klinicare, temeljne istrazivace i1 javnozdravstvene djelatnike. U

nastavku su izloZene najvaznije spoznaje o etiologiji, epidemiologiji i klinickoj radu.

2.1.3.1. Etiopatogeneza i patofiziologija hipertenzije

lako predstavlja klinicki, javnozdravstveni i1 farmakoepidemioloSki problem od
najvefeg znaCaja 1 usprkos mnogim temeljnim 1 translacijskim istrazivanjima, uzrok
esencijalne hipertenzije do danaSnjeg dana nije otkriven. Guyton je prvi postulirao da
bubrezni mehanizmi igraju najznacajniju ulogu u nastanku hipertenzije (17). Mnogi danasnji
istrazivaci, podrzavaju Guytonove spoznaje i pretpostavljaju da bubreg uistinu ¢ini osnovu u
nastanku hipertenzije, a drugi mehanizmi pojacavaju ili puferiraju renalne ucinke zadrzavanja
soli i vode (18). Oparil i sur. navode sljedece ,,sekundarne” mehanizame : povecani tonus
simpatikusa, psiholoski stres, pretjerana proizvodnja hormona koji Stede natrij i
vazokonstriktora, dugoroc¢ni pretjerani unos natrija i smanjeni unos kalija, neprimjereno

luéenje renina i proizvodnja angiotenzina II i aldosterona, manjak vazodilatatora, promjene u




ekspresiji sustava kalikrein-kinin, abnormalnosti otpornih Zila (sa selektivnim lezijama u
renalnoj mikrovaskulaturi), inzulinska rezistencija i posljedi¢na Secerna bolest tipa 2,
pretilost, povecana aktivnost vaskularnih c¢imbenika rasta, promjene u adrenergickim
receptorima, Zilni tonus i promjenjen stani¢ni transport iona (18). Osim ovih uzroka, sve se
viSe pria o disregulaciji stani¢ne imunosti, specifi¢noj neravnotezi razlicitih populacija T-
limfocita, kao jednom od sekundarnih uzroka hipertenzije (19).

Hipertenzija je sasvim sigurno povezana i s genetiCkim uzrocima. ZabiljeZeno je
klasteriranje hipertonicara i1 sli¢nost u visini arterijskog tlaka u pojedinim obiteljima, a
blizanacke studije pokazale su vecu konkordanciju u arterijskom tlaku jednojajcanih nego
dvojajc¢anih blizanaca (20-22). Osim toga, iako nisu uzrok esencijalne hipertenzije, pojedini
geni mogu biti uzrok monogenetskih bolesti obiljezenih teSkom i ranom hipertenzijom
(manjak 17a-hidroksilaze i 11B-hidroksilaze, Liddleov sindrom i viSak mineralokortikoida)
(18). No, hipertenzija je kompleksno fenotipsko svojstvo i multifaktorna bolest i za nju je, uz
okolisne cimbenike, odgovorna ¢itava plejada gena. Analizama cijelog genoma veé su
pronadeni pojedine kromosomske regije i lokusi koji su povezani s hipertenzijom i
konkomitantnim metabolickim poremecajima (23-25).

Poznato je da ¢imbenici kardiovaskularnog rizika imaju tendenciju kosegregacije, tj.
da se u jedne osobe pojavljuju skupa cesce nego Sto je to ocekivano kada bi se radilo o
slucajnosti. Tako je hipertenzija dva puta ¢es¢a u osoba sa Secernom bolesti nego bez nje, a
¢ak 40% osoba s esencijalnom hipertenzijom ima hiperkolesterolemiju (26,27).

Simpaticki Ziv€ani sustav jedan je od glavnih regulatornih mehanizama arterijskog
tlaka. Povecani tonus simpatikusa stimulira tahikardiju, povecava periferni Zilni otpor i potice
zadrzavanje tekucine bubrezima §to u konacnici dovodi do povecanja arterijskog tlaka i
nastanka hipertenzije (28). Osim toga, neravnoteza u autonomnom zivéanom sustavu dovodi i
do mnogih drugih hemodinamskih i metabolickih poremecaja (29). Mehanizam kojim
simpatikus povecava arterijski tlak dijelom se odnosi na poremecaje u barorefleksnim i
kemorefleksnim putovima, tj. postavljanjem baroreceptora na razinu viseg tlaka (30). Osim
toga, simpatikus djeluje i na bubreznu hemodinamiku.

Jedan od najvaznijih mehanizama regulacije tlaka je sustav renina, angiotenzina i
aldosterona (RAAS). Angiotenzin Il jedan je od glavnih vazokonstriktora, a osim toga djeluje
i na rast i proliferaciju stanica, hipertrofiju krvozilja, otpustanje aldosterona (koji regulira
izlu¢ivanje kalija i ravnotezu tekucina i kiselosti) i renina, aktivaciju simpatikusa i

zadrzavanje soli 1 vode. Svi ovi ucinci u zdravom ¢e organizmu dovesti do dugotrajnog



odrzavanja tlaka u fizioloskim rasponima, no patofizioloSki pretjerana aktivacija i
disregulacija ovog sustava dovodi do povisenja tlaka i nastanka i odrzavanja hipertenzije.
Osim ova cetiri najpoznatija poblize objasnjena uzroka postoji joS cijela mreza
interakcija odgovornih za nastanak hipertenzije koja obuhvaca gotovo sve organske sustave.
Sigurno je da ¢e se u buduénosti otkriti novi patofizioloSki mehanizmi, a o ve¢ poznatima

saznat Ce se viSe te Ce se ta saznanja moci uporabiti za nove ciljane antihipertenzive.

2.1.3.2. Epidemiologija hipertenzije

Hipertenzija je masovna globalna bolest koja poprima razmjere pandemije (31).
Procjenjuje se da danas na svjetskoj razini od hipertenzije boluje 26,4% odrasle populacije -
26,6% muskaraca i 26,1% Zena (1). Prema podacima Kearney i sur., 2000. god. bilo je oko
972 milijuna hipertonicara, od toga ¢ak 639 milijuna u zemljama u razvoju (1). Taj podatak
demantira mit kako je hipertenzija bolest samo bogatih, ekonomskih razvijenih zapadnih
zemalja i naglasava kako u budu¢nosti mozemo ocekivati znacajan porast broja hipertonicara,
bez obzira na neke indikacije 0 smanjenju prevalencije hipertenzije u razvijenom svijetu, jer
zemlje u razvoju imaju veéi prirast stanovniStva (1). Hipertenzija je puno ¢es¢a u starijoj dobi
pa je tako prevalencija u muskaraca i zZena >70 godina oko 60%, odnosno 70%, dok je u
dobnoj skupini 20-29 godina 12,7%, odnosno 7,4%. Ovdje se ocrtava jos jedna bitna razlika u
dobno-spolnoj distribuciji hipertenzije, a to je da je u mladoj dobi prevalencija visa u
muskaraca, a u starijoj u zena (1).

Kearney i sur. takoder upozoravaju da ¢e izmedu 2000. i 2025. god. prevalencija
hipertenzije porasti za 9% u muskaraca 1 za 12% u Zena, ve¢inom zbog starenja stanovnistva
(1). Te brojke postaju jo$ vise zabrinjavajuce kada se izraze u ukupnom broju stanovnistva — u
navedenom vremenskom razdoblju broj hipertonicara porast ¢e za 60% na 1,56 milijardi
hipertoni¢ara (1). Bitno je rec¢i da ovi podaci vjerojatno potcjenjuju ocekivanu prevalenciju,
jer uzimaju u obzir samo promjene prevalencije zbog dinamike dobne strukture stanovnistva,
tj. pomicanja prema starijoj populaciji, a ne i moguce promjene u ishrani, fizickoj aktivnosti i
nacinu Zivota stanovnistva.

Najvisa prevalencija hipertenzije je u Poljskoj (68,9% u muskaraca i 72,5% u zena), a najniza
u ruralnim dijelovima Indije (3,4% u muskaraca i 6,8% u Zena) (32). Prevalencija hipertenzije
u Europi iznosi 44,2% 1 viSa je u muskaraca (49,7%) nego u zena (38,6%), a prosjecan

arterijski tlak u odrasloj populaciji Europe je 136/83 mm Hg (33).



U Hrvatskoj je u razdoblju od 2002. do 2004. god. u sklopu projekta Epidemiologija
hipertenzije u Hrvatskoj (EH-UH), pod vodstvom prof.dr.sc. Bojana Jelakovica, provedena
prva sustavna studija prevalencije hipertenzije (34). U studiju je bilo ukljuc¢eno 1447
ispitanika starijih od 18 godina Sto €ini nesSto viSe od 0,03% ukupne populacije Hrvatske 1
usporedivo je s veli¢inom uzorka u ostalim zemljama. Srednji arterijski tlak u populaciji bio je
137/84 mm Hg u muSkaraca i 134/83 mm Hg u Zena $to je usporedivo s europskim
prosjekom. Standardizirana prevalencija hipertenzije bila je 37,5% (35,2% u muskaraca i
39,7% u Zena) i rasla je s dobi tako da je u devetoj dekadi Zivota gotovo 85% populacije
bolovalo od hipertenzije. Prevalencija se razlikovala i po pojedinim Zupanijama i regijama pa
je tako u kontinentalnom dijelu bila 38,0%, a u primorskom 34,8%. Takva disparatnost
oslikava gotovo jedinstvenu dvojnu prirodu Hrvatske kao zemlje srednjoeuropske i
mediteranske kulture S$to implicira poprilicno razli¢ite stilove zivota. Prema stadiju
hipertenzije najve¢i broj novootkrivenih hipertonicara imao je hipertenziju stadija 1 (49,1%
muskaraca i 46,1% Zzena), dok je hipertenziju stadija 2 i 3 imalo 26,1% muskaraca i 12,3%
Zena.

Iz navedenih studija vidljivo je da je prevalencija hipertenzije u Hrvatskoj usporediva s
trendovima u Europi te da je 1 kod nas vrlo znaCajan, ako ne i najznacajniji javnozdravstveni
problem koji se moze rijeSiti samo koordiniranim javnozdravstvenim akcijama usmjerenima

na smanjenje prevalencije ¢cimbenika rizika na koje se moze utjecati.

2.1.3.3. Hipertenzija kao klinicki problem

Hipertenzija nije samo javnozdravstveni populacijski problem, ve¢ i kompleksno
stanje koje se prezentira nizom klinickih problema na razini pacijenta. U proSlosti se
hipertenzija lijeCila gotovo isklju¢ivo dijetetskim mjerama i promjenom zivotnog stila
su hipertenzivna kriza tj. maligna hipertenzija (teSka hipertenzija koja akutno utjece na ciljne
organe, a lijeCila se rizinom dijetom dr. Kempnera kojom se je dio pacijenata uspjevao spasiti
sigurne smrti) (35). I danas je prva linija u lijeCenju veéine pacijenata s hipertenzijom, a
pogotovo onih s povecanom tjelesnom masom, dijeta i poveéanje i fizicke aktivnosti (14,36).
Jedan od glavnih prehramenih ¢imbenika impliciranih u razvoj hipertenzije je kuhinjska sol
(NaCl) (37). Preci covjeka hranili su se dijetom koja je sadrzavala manje od 0,25 g soli

dnevno, no prije otprilike 5000 godina Kinezi su otkrili da se sol moze Koristiti za
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prezervaciju hrane. To je izazvalo veliki porast konzumacije soli, jer je omogucavalo da se
hrana ¢uva pri dugom transportu ili kroz dugotrajne zime, a taj porast dosegao je vrh u 70-im
godinama 19. stoljeca (37). Zbog novih nacina ¢uvanja hrane (konzervansi, hladnjaci) sol se
viSe nije koristila kao konzervans te od tada njena upotreba pada i ona danas iznosti oko 9-12
g dnevno, a prema istrazivanju prof.dr.sc. B. Jelakovi¢a ni Hrvatska nazalost ne zaostaje s
prosjecnim unosom soli od 13,3 g u muskaraca i 10,2 g zena (37,38).

Svjetska zdravstvena organizacija preporuca unos soli manji od 6 g dnevno, s
tendencijom smanjenja te granice na 5 g. Kako bi se ostvario taj cilj osnovane su brojne
udruge na svjetskoj i nacionalnoj razini predvodene savezom WASH (engl. World Action on
Salt and Health) (39). Hrvatska je takoder postala ¢lanica ove inicijative predvodene
programom CRASH (engl. Croatian Action on Salt and Health) osnovanim 2006. god. koji
vodi Hrvatsko druStvo za hipertenziju (38). Iznimnu vaznost ciljeva ovih akcija najbolje
ocrtava nedavna velika studija Mozzaffariana i sur. koja je prikupila podatke o unosu soli u
osoba iz 66 zemalja Sto je odgovaralo 74,1% odraslog stanovniStva svijeta (2). Modeliranjem
su otkrili da je globalno prekomjeran unos soli odgovoran za 1,65 milijuna smrti od
kardiovaskularnih uzroka godisnje (61,9% u musSkaraca i 38,1% u Zena) (2). Recentne studije
koje su govorile o0 mogucoj Stetnosti smanjenja unosa soli ispod predlozenih granica imale su
veci broj epidemioloskih pogresaka i manjkav dizajn na $to je upozorila i nasa suradni¢ka
grupa, a i veci broj drugih istrazivackih skupina (40-43).

Farmakoterapija hipertenzije rapidno je napredovala u zadnjih par desetljeca.
Smjernice ESH danas navode 8 skupina antihipertenziva: tijazidske diuretike, blokatore
angiotenzinskog receptora, ACE inhibitore, kalcijske blokatore, beta blokatore i ostale
antihipertenzive (14). Vecina skupina moze se, a Cesto i mora, kombinirati, jer je kontrolu
tlaka vrlo teSko posti¢i monoterapijom. Jedino pitanje koje se postavlja je kada treba zapoceti
monoterapijom, a kada kombinacijama antihipertenziva (14). Strategija izbora
antihipertenziva vrlo je kompleksno pitanje i znacajan problem u klinickom lijecenju
hipertenzije te nadilazi granice ovog kratkog pregleda. Ipak, vazno je napomenuti da su
mnoga istrazivanja pokazala kako je glavna prednost antihipertenzivne terapije sniZavanje
arterijskog tlaka koje je najve¢im dijelom neovisno o izabranoj skupini antihipertenziva. Ono
o ¢emu moramo voditi brigu jest pravovremeno zapocinjanje, izbor antihipertenziva koji nec¢e
negativno utjecati na postojecu bolest (npr. izbjegavanje beta blokatora u pacijenata s
astmom), a potencijalno ima pozitivan uc¢inak (npr. moksonidin u pretilih i1 dijabeticara, jer

smanjuje inzulinsku rezistenciju) te po mogucnosti preporuciti lijek koji s najmanje odvojenih



uzimanja dnevno tj. separatnih dnevnih doza, polucuje jednak ucinak (u svrhu povecanja
adherencije) (14).

Ono $to danas predstavlja jedan od najvec¢ih problema u lije¢nju hipertenzije je niska
razina pridrzavanja (adherencije) terapije, kako u dijetetskim mjerama i fizi¢koj aktivnosti,
tako i u farmakoterapiji. Jedna metaanaliza pokazala je kako adherentnost terapiji (mjerena
MPR, (engl. Medication Possession Ratio), definiranim kao broj dana lijeenja, tj. uzimanja
terapije podijeljen s brojem dana izmedu dva prepisivanja lijeka) iznosi 64%, a udio
pacijenata s MPR>80% iznosio je 67% (44). To praktiéno zna¢i da pacijenti u nekom
zadanom periodu izmedu kontrola ne uzmu ¢ak tre¢inu doza, a samo dvije trecine pacijenata
uzimalo je >4/5 propisane doze. Takva situacija dovodi do subdoziranosti i terapijske
neucinkovitosti. Jo§ je viSe porazavajuce S$to takav trend vrijedi i1 za antilipemike i
antidijabetike Sto moZe pogorSati i samu hipertenziju (44). Postoje dokazi kako fiksne
kombinacije antihipertenziva mogu poboljSati adherenciju (45). Nista bolji rezultati nisu ni za
dijetetske mjere (46).

Ovaj kratak sazetak prezentira poteskoce i komplikacije u lijeCenju pacijenta s
hipertenzijom. lako je postignuto puno, glavni problemi danas nisu vise lijekovi, kao $to je
bilo na pocetcima lijeCenja hipertenzije, ve¢ pridrZzavanje terapije, dijetetske navike i stil
zivota. Ispravljanjem ovih problema znacajno bi se smanjio pobol od hipertenzije §to bi imalo

nesagledive javnozdravstvene i farmakoekonomske posljedice.

2.2. MASNO TKIVO

2.2.1. Grada, raspodjela i tipovi masnog tkiva

Masno tkivo gradeno je od dviju skupina stanica: adipocita ili masnih stanica i drugih stanica
koje ¢ine stromu oko adipocita, a skupno ih nazivamo stanice stromalne vaskularne frakcije.
Ono je jedinstveno medu tkivima jer nije koncentrirano u jedinstven organ (iako se u literaturi
nalazi i pojam ,,adipozni ili masni organ*“ koji podrazumijeva skup svog masnog tkiva u
organizmu), nego je raspodijeljeno posvuda u ljudskom tijelu, a takoder ima sposobnost
gotovo neogranicenog rasta ovisno o energijskom unosu i potrosnji (4,47).

Adipocit ili masna stanica je glavna gradevna stanica koja ¢ini 30-50% masnog tkiva i ima

mnogobrojne funkcije od kojih su najvaznije njegova uloga kao spremista energije i sekretora
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raznih citokina koji imaju autokrina, parakrina i endokrina djelovanja (48). O adipocitima ¢e
biti vise rije¢i U poglavljima 2.2.2.1. 1 2.2.2.2.
Stromalnu vaskularnu frakciju, koju je prvi puta izolirao Rodbell, ¢ini skup stanica masnog
tkiva koje izvrSavaju plejadu razlicitih funkcija: sluze kao mati¢ne stanice (preadipociti),
sastavni dijelovi krvozilja (endotelne stanice i periciti), medijatori upale (makrofagi i
monociti) i imunog odgovora (T-limfociti) (4,49,50).

Postoje dva osnovna tipa masnog tkiva — bijelo masno tkivo i smede masno tkivo. Ona
se medusobno razlikuju prema distribuciji, gradi i fizioloskoj ulozi.
Na Slici 2.1. prikazane su razlike u raspodjeli bijelog i smedeg masnog tkiva. Bijelo masno
tkivo Cini otprilike 20-25% tjelesne mase u osobe normalne mase (nesto vise kod zena, nego
kod musSkaraca) i raspodijeljeno je pretezito supkutano i visceralno (najvise mezenteri¢no i
retroperitonealno), dok je smede masno tkivo smjeSteno u vratu, supraklavikularno i oko

aorte, kraljeZaka i bubrega.

Vrat

\‘!!

Perikardijalno Supraklavikularno

Paraaortalno | 0 %

9

]
Paravertebralno 2
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A\l jY\ Omentalne Suprarenalno /}, Q0 0

A. Bijelo masno tkivo B. Smede masno tkivo

Periadrenalno
Perirenalno

Retroperitonealno ..

Mezenteri¢no

Supkutano

Slika 2.1. Raspodjela masnog tkiva u odraslih ljudi. Na slici je prikazana raspodjela bijelog
(lijevo, A) 1 smedeg masnog tkiva (desno, B) u odraslog Covjeka. Preuzeto i1 prilagodeno
prema www.scielo.br

U antropoloskim istrazivanjima ve¢ je odavno zapazen spolni dimorfizam u raspodjeli bijelog
masnog tkiva. U Zena je bijelo masno tkivo pretezito raspodjeljeno u gluteofemoralnoj regiji,
dok je kod muskaraca najizrazenije abdominalno masno tkivo (51). Takva raspodjela
rezultirala je popularnom podjelom na tzv. zenske debljine u obliku kruske i muske debljine u
obliku jabuke. FizioloSka osnova ovog procesa su regionalno diferentna aktivnost lipolize i
ekspresija lipoprotein lipaze u muskaraca i Zena Sto rezultira odlaganjem triglicerida u
razlicite regije tijela (52). Zapazeno je da ova raspodjela iS¢ezava u menopauzi kada se i kod
Zena pojavljuje abdominalni tip pretilosti pa je predlozeno niz modela po kojima utjecaj na

raspodjelu masnog tkiva u Zena imaju estrogen i neki drugi spolni hormoni (53).
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Bijelo masno tkivo sluzi kao spremiste energije u obliku masti u adipocitima, kao
termalna izolacija, mehanicka potpora i kao endokrini organ. U sljede¢im poglavljima
detaljno su izlozene najvaznije uloge bijelog masnog tkiva.

Smede masno tkivo nadeno je samo u sisavaca. Smatra se da se je pojavilo vrlo rano u
evolucijskom slijedu kao odgovor na potrebu za lakSim prezivljenjem izlaganju hladno¢i i kao
prilagodba hrani siromasnoj esencijalnim hranjivim tvarima (54). Ipak, iako je opisano prije
gotovo 500 godina, tek je 1961. god. Smith u Stakora aklimatiziranih na hladno¢u otkrio da
ono sudjeluje u proizvodnji topline (47). Vecina sisavaca toplinsku energiju proizvodi na dva
na¢ina: 1. termogenezom drhtanjem koje kemijsku energiju ATP-a pretvara u toplinsku,
odnosno u kojoj se ATP ,,neproduktivno® trosi i pretvara u ADP Sto dovodi do potrosnje
kisika u mitohondriju; i1 2. termogenezom bez drhtanja. Ubrzo je shvaceno da proces sli¢an
termogenezi drhtanjem nije odgovoran za proizvodnju energije u smedem masnom tkivu, jer
ono ima vrlo malen kapacitet ATP sinteze (55). Tako je prihvacena hipoteza termogeneze bez
drhtanja koja je proces u kojem se protoni koji se krecu uzduz mitohondrijskog gradijenta
razdruzuju (engl. to uncouple) od sinteze ATP-a i na taj nac¢in omogucuju da se oslobodena
energija rasipa kao toplina (54). Biokemijska osnova za ovu pretpostavku dobivena je kada su
Nicholls i sur. 1978. god. identificirali protein mase 32 kDa koji veZe egzogene purinske
nukleotide za vanjsku stranu unutra$nje membrane mitohondrija u smedem masnom tkivu
hr¢ka in vitro i na taj nacin regulira kretanje protona (56). Taj protein je deset godina kasnije
kloniran i nazvan UCP1 (engl. uncoupling protein 1, hrv. razdruzujuc¢i protein) $§to govori o
njegovoj fizioloskoj ulozi, tj. mehanizmu djelovanja, a kasnije je nazvan i termogenin kako bi
se jasnije istaknula njegova uloga u termogenezi (57,58). Sve ove pretpostavke potvrdene su
mnogim kasnijim istrazivanjima od kojih je posebno zanimljivo ono Matthiasa i sur. u kojem
su pokazali da smede masno tkivo miseva u kojih je uklonjena ekspresija UCP1 na dodavanje
slobodnih masnih kiselina i norepinefrina in vitro ne odgovara pove¢anjem potro$nje kisika za
razliku od smedeg masnog tkiva koje eksprimira UCP1 i1 u kojemu se pod tim uvjetima
potro$nja kisika poveca gotovo deset puta (59). Ovo istrazivanje pokazalo je kako za
termogenezu bez drhtanja nije dovoljno samo smede masno tkivo, ve¢ i ekspresija ovog
specifi¢nog proteina.

Iako se do nedavno mislilo kako je smede masno tkivo vazno samo u ranoj zivotnoj
dobi (novorodencad ima razmjerno velike koli¢ine smedeg masnog tkiva i visoku ekspresiju
UCP1 koji znatno pridonose teromoregulaciji), danas se zna da ono ima vaznu ulogu u

termoregulaciji 1 u odraslih ljudi, vjerojatno pri stanjima aklimatizacije na hladnoc¢u, ali i u
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odredenim patoloSkim stanjima koja rezultiraju povecanom proizvodnjom norepinefrina kao
Sto je to u osoba s feokromocitomom (60,61).

S medicinskog i antropoloSkog gledista vazno je spomenuti da su neke studije pokazale kako
je smede masno tkivo negativno korelirano s ITM i kako se njegova aktivnost mjerena
pozitronskom emisijskom tomografijom *®F-fluorodeoksiglukozom nakon izlaganja hladnoéi
povecava nakon mrSavljenja, §to moze potencijalno biti vrlo zanimljivo u farmakoterapiji
pretilosti (62,63).

Osim ova dva glavna tipa masnog tkiva, postoji i tre¢i tip — beZ masno tkivo (engl.
beige adipose tissue) koje nastaje kada se nakupine adipocita koji eksprimiraju UCP1 (koji su
normalni sastavni dio smedeg masnog tkiva) kao rezultat razlicitih poticajnih ¢imbenika (npr.
aklimatizacija na hladno¢u) pojave u bijelom masnom tkivu (64). Bez masno tkivo
lokalizirano je supraklavikularno i paraspinalno. Njegova uloga jo$ nije poznata, no gotovo je
sigurno da sudjeluje u regulaciji energetske ravnoteze, pretpostavlja se da bi moglo imati
ulogu u nastanku raznih metabolickih poremecaja, a ima naznaka da bi moglo sudjelovati i u

nastanku ateroskleroze (65,66).

2.2.2. Masno tkivo kao spremnik energije i endokrini organ

U proslom poglavlju izlozena je grada masnog tkiva i poseban osvrt na smede 1 bez masno
tkivo, a u sljedeca dva poglavlja bit ¢e izlozene najvaznije funkcije bijelog masnog tkiva —
Cuvanje energije u adipocitima u obliku zaliha triglicerida (2.2.2.1.) i uloga masnog tkiva u

endokrinoj regulaciji brojnih funkcija organizma u zdravlju i bolesti (2.2.2.2.).

2.2.2.1. Adipociti: akumulacija i iskoriStavanje lipida

Osnovna funkcija masnog tkiva jest pohrana visSka energije u obliku lipida u adipocitima.
Adipocit je jedinstvena stanica, jer oko 95 % njegovog volumena Cini lipidna kapljica, a tek
vrlo mali dio stani¢ne organele. Zbog takve ,,nejednake raspodjele grubo receno aktivnih 1
neaktivnih dijelova stanice moze se lako razumijeti dugogodisnje zapostavljanje metabolic¢kih
funkcija adipocita i njegove Klasifikacije kao ,,inertne* ili ,pasivne* stanice, tj. pukog
spremista viska energije. Adipocit je takoder specifiCan medu stanicama tijela zbog toga Sto

mu promjer moze varirati gotovo 10 puta, od 25 do 200 um ovisno o tome koliko lipida u sebi
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pohranjuje, a ta sposobnost se oslikava i u masnom tkivu koje je jedino tkivo koje tijekom
zivota moze teorijski neograniceno rasti (4). Osim veli¢ine adipocita, broj adipocita je
takoder vazna odrednica veli¢ine masnog tkiva koja je kontrolirana ravnotezom izmedu dva
procesa — gubitkom stanica apopotozom i nekrozom i proliferacijom koja ovisi 0
diferencijaciji preadipocita u adipocite (67). Ovi procesi nalaze se pod kontrolom citokina koji
su diferentno eksprimirani u razli¢ito razmjeStenom masnom tkivu (prije je spomenuto da je
to dijelom i razlog grubih morfoloskih razlika u spolno ovisnoj distribuciji masnog tkiva)
(68).

Prema Scherreru, uloga masnog tkiva kao skladista energije mozZe se podijeliti na tri glavna
procesa: 1. odlaganje lipida, 2. adipogeneza i 3. mobilizacija i iskoriStavanje lipida (4). Svaki
od ta tri procesa vrlo je kompleksan i sastoji se od velikog broja kemijskih reakcija koje
nadilaze opseg ovog rada pa je u nastavku dat vrlo sazet prikaz kojemu je cilj izloZiti sveopéi
smisao cjelokupnog procesa.

Odlaganje lipida je proces u koji su ukljuceni hidroliza lipoproteina, unos i sinteza masnih
kiselina u adipocitu i esterifikacija masnih kiselina.

Adipogeneza je proces Sirenja masnog tkiva koji se odvija u dva koraka: 1. povecanje veli¢ine
adipocita i 2. diferencijacija preadipocita u adipocite. Jo§ se ne znaju klju¢ni signalni putovi i
citokini u ovom procesu.

Mobilizacija lipida je proces u kojem se iz adipocita otpustaju slobodne masne kiseline u krv
koje tada tkiva mogu koristiti kao izvore energije. IskoriStavanje lipida je proces u kojem se
slobodne masne kiseline unose u stanice i oksidiraju u mitohondriju u procesu znanom kao
beta-oksidacija masnih kiselina i na taj nacin povecavaju energijski potencijal stanice (4).
Skupom svih ovih reakcija masno tkivo izvrSava tri osnovne uloge: 1. pohranu energije u
adipocite, 2. ¢uvanje visSka energije u obliku lipida i 3. oslobadanje lipida u obliku masnih
kiselina kada se pokaze potreba za energijom. Ove reakcije su pod nadzorom vrlo sloZene
mreZze citokina, hormona i enzima i obuhvacaju potrebu za koordiniranim odgovorom velikog
broja organa. Neki od najvaznijih citokina, adipokini, koji ¢ine medijatore izmedu adipocita i

ostalih stanica bit ¢e prikazani detaljno u sljede¢em poglavlju.

2.2.2.2. Adipokini

Ideja 0 masnom tkivu kao isklju¢ivo inertnom spremniku triglicerida dokazana je

pogreSnom kada su Cook i sur. 1987. god. prvi dokazali da ono lu¢i i aktivni protein ¢ija je
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ckspresija smanjena u pretilih miSeva, to¢nije homolog cisteinske proteaze koji Su nesto
kasnije nazvali adipsin, a danas je poznat pod nazivom faktor D te je razlucena njegova uloga
u alternativnom putu sustava komplementa (69). Hipoteza o masnom tivu kao endokrinom
organu konac¢no je potvrdena 1994. god. kada su Friedman i sur. otkrili produkt gena ob/ob -
leptin (70). Danas se zna da osim razli¢itih metabolita, masnih kiselina, estrogena i
androgena, masno tkivo luci i mnostvo signalnih proteina (citokina) koji se nazivaju adipokini
ili adipocitokini (71). Postoje dvojbe o tome je li termin adipokini adekvatan naziv ove
porodice spojeva. Neki autori smatraju da taj naziv nije odgovarajudi, jer nisu svi adipokini
citokini, tj. ne sudjeluju svi u moduliranju imunosnog sustava $to je conditio sine qua non za
citokine i predlazu precizniji naziv: hormoni proizvedeni u masnom tkivu (engl. adipose-
derived hormones ) (72). Takoder, neki napominju da bi se termin adipokini morao koristiti u
uzem smislu samo za spojeve koji se iskljucivo ili najve¢im dijelom sintetiziraju u masnom
tkivu (npr. adiponektin i leptin), a ne i za one koji se lu¢e u visokim koncentracijama i iz
drugih tkiva (npr. visfatin) (73). U svakom slucaju, termin adipokini je opceprihvacen i
najcesce koristen pa tako 1 u ovom radu, dok ostali termini nisu usli u Siroku uporabu u
literaturi.

Do danas je izolirano vise od 600 razlicitih adipokina koji imaju Sirok spektar u¢inaka
u organizmu (Slika 2.2. ). Adipokini sudjeluju u regulaciji apetita, raspodjele masnog tkiva,
osjetljivosti na inzulin, metabolizmu glukoze, regulaciji upale, arterijskog tlaka, hemostaze i
endotelne funkcije (Tablica 2.2. (72)). Masno tkivo prima razne signale nakon kojih
adipokini svoje ucinke izvrSavaju vezanjem za receptore, putem signalnih putova i interakcije
razli¢itih medijatora koji tada postizu u¢inak na ciljni organ (48). U ovakvom modelu adipocit
ima ulogu primanja ulaznog signala (poticaj na lucenje adipokina, npr. promjene tjelesne
temperature ili mase, promjene u koncentraciji aminokiselina, glukoze ili inzulina u plazmi i
sl.) i odasiljanja izlaznog signala (a to je sam adipokin) koji je onda podloZan sustavu
povratne sprege (tj. poviSena koncentracija adipokina u plazmi sprjecava daljnje lucenje tog
adipokina) (67) . U takvom modelu najbolje se razumijeva koliko je teorija 0 masnom tkivu
kao pasivnom spremisStu energije zastarjela, a koliko je moderno shvacanje adipocita kao
centralne integratorske stanice u ¢itavoj plejadi mehanizama i endokrine regulacije to¢no i
bitno. 1z ove teorije izniknula je i ideja o adipokinima kao ,,karikama koje nedostaju“ u vezi
pretilosti i raznih sustavnih i metabolickih poremecaja — dislipidemije, inzulinske rezistencije

I hipertenzije.
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Slika 2.2. Op¢i ucinci adipokina. Na slici su prikazani najvazniji uéinci adipokina na sredisnji
ziv€ani sustav, endokrini sustav i popre¢noprugaste misic¢e. Preuzeto i prilagodeno prema
(72).

Kako bi razumijevanje mnogih uc¢inaka adipokina bilo jednostavnije, oni se mogu u ovisnosti
o nacinu lucenja 1 mjestu djelovanja podijeliti na autokrine, parakrine i endokrine, odnosno

sustavne (Slika 2.3.).

inzulin senzitizirajuéi
prijenos glukoze i lipida
lu€enje adipokina

UCINCI ADIPOKINA ﬁ

privlaéenje imunosnih stanica
di ferencijacija

stanicni rast

inzulin senzitirajudi

lucenje adipokina

Endokrini/sustavni

regulacija apetita

sustavna inzulinska osjetljivost
lucenje inzulina

endotelna funkcija

upala

kardiomiocitna kontrakcija
odlaganje masnog tkiva

Slika 2.3. Podjela ucinaka adiponektina po nacinu lucenja i djelovanja. Prema mjestu
djelovanja adipokina uc¢inci mogu biti autokrini (u¢inak na samu stanicu koja luci adipokin),
parakrini (u¢inak na neposrednu okolinu, tj. na okolne stanice) i endokrini ili sustavni (lucenje
adipokina u krv i djelovanje na udaljene organe). Preuzeto i prilagodeno prema (72).

Masno tkivo ovisno o svojoj lokalizaciji luci razli¢ite profile adipokina (74).
Visceralno masno tkivo, koje oblaZze organe u abdominalnoj Supljini, smatra se opcéenito
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sekretorno aktivnijim od supkutanog, a lu¢i vece koli¢ine interleukina (IL) 6, inhibitora
aktivacije plazminogena 1 (engl. plasminogen activator inhibitor 1, PAI-1) i komponente C3
komplementa, dok supkutano masno tkivo pojacano luci protein koji se veze za retinol 4
(engl. retinol-binding protein 4, RBP4), adiponektin i leptin (75,76). Samaras i sur. su
pokazali da je profil lucenja adipokina ovisan ne samo o lokalizaciji, ve¢ 1 odredenim
metabolickim poremecajima. Visceralno masno tkivo pacijenata sa Secernom boleScu
pojacano je eksprimiralo medijatore upale - ¢imbenik tumorske nekroze alfa (engl. tumor
necrosis factor-a, TNFa), upalni protein makrofaga (engl. macrophage inflammatory protein,
MIP) i IL-8 u odnosu na isto tkivo zdravih kontrola (76).

Obzirom na plejadu funkcija koju adipokini imaju vrlo je zanimljiva teorija 0 njima kao
regulatorima homeostaze u organizmu (77). Ova teorija temelji se na Cinjenici da neki
adipokini imaju dijelom suprotne ucinke u regulaciji tjelesnih procesa. Mozda najpoznatiji
primjer je onaj adiponektina s jedne i veéine drugih adipokina, najznacajnije leptina, s druge
strane u pretilosti 1 sustavnoj upali. Do otkri¢a adiponektina smatralo se kako su adipokini
isklju¢ivo pojacano eksprimirani u pretilosti i upali, ali su rezultati za adiponektin govorili
suprotno (78-80). Posljedi¢no, danas se smatra kako su neki metaboli¢ki poremecaji barem
dijelom rezultat neravnoteze protuupalnih i proupalnih adipokina (77).

Kratko valja spomenuti da su adipokini osim najviSe istrazivanih ucinaka na
metabolizam, vjerojatno ukljuceni u patogenezu nekih karcinoma. Jo§ su 1979. god. Lew i
sur. u velikoj studiji na 750 000 ispitanika pokazali da je prekomjerna tjelesna masa povezana
s gotovo dvostruko viSim op¢im mortalitetom, a mortalitet od karcinoma bio je poviSen u onih
koji su imali > 40% prekomjerne tjelesne mase i to najviSe na racun kolona i rektuma kod
muskaraca i Zuénog mjehura, zu¢énih vodova i dojke kod Zena (81). Kasnije je i Studija
milijun Zena (engl. Million Women Study) pokazala da je visok ITM povezan s povisenim
rizikom za neke karcinome, a metaanaliza Bergstroma i sur. procjenila je da dodatno
opterecenje karcinomom zbog prekomjerne tjelesne mase i pretilosti u Europi iznosi 72 000
novih slucajeva godisnje (82,83). Susljedna istrazivanja pokazala su da su dijelom u
povezanosti pretilosti 1 karcinoma implicirani adipokini. No, kao 1 kod metabolickih
poremecaja, utjecaj adipokina nije jednoznacan, ve¢ kompleksan i1 vjerojatno slican teoriji
homeostaze. Neki adipokini imaju vjerojatno protektivan ucinak u razvoju karcinoma
(adiponektin, hemerin, RBP4, SFRP5), dok su drugi, kao leptin, lipokalin 2, rezistin, visfatin i
apelin poviseno eksprimirani u plazmi pacijenata s nekim vrstama karcinoma (84).

Ve¢ je neko vrijeme poznato da medu adipokinima postoji komunikacija (tzv.

crosstalk). Zbog toga su suvremena istraZivanja adipokina orijentirana na interaktom, tj. skup
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svih interakcija adipokina medusobno i s drugim molekulama kojim poku$avaju objasniti
diferentne ucinke adipokina na ista ciljna tkiva pod razli¢itim uvjetima. Cilj ovih studija je
razjasniti kako adipokini postizu svoje ucinke i kako signalni putovi djeluju na njih, tj. izrada
kompleksne mreze interakcija koja je posebno zanimljiva u vidu teorije homeostaze, a
pokuSava objasniti ulogu adipokina u zdravlju i bolesti (84).

Tablica 2.2. Neki najvazniji adipokini, njihovi receptori i vezni proteini i najznac¢ajnije
funkcije.

Adipokin Receptor Funkcije

] ) Tinzulinsku osjetljivost, |upalu, Toks.
) _ AdipoR1, AdipoR2, T-
Adiponektin ) o MK, |glukoneogenezu, Tadipogenezu,
kadherin?, kalretikulin-CD91 )
antiaterogen

kontrola apetita u SZS, tupalu, modulira

Leptin leptin-R S
Imunitet, proaterogen
o Tinzulinsku rezistenciju, fsekr.
Rezistin CAP1 o
protupalnih citokina
_ biljeg visceralnog masnog tkiva, promotor
Omentin nepoznat ] ) 3
endotel-ovisne dilatacije
o ] ) Tupalu, kardioprotektivan?, inzulinski
Visfatin inzulin-R? o
mimetik, |apoptozu
RBP4 retinol, transtiretin Tinzulinsku rezistenciju
Totpustanje SMK iz masnog tkiva, ucinci
IL-6 IL-6-R o
ovisni 0 organu
TNF TNF-R Tupalu, Tlipolizu

] ) Totpustanje TNF—Tupalu 1 Tinzulinsku
Lipokalin 2 nepoznat ) -
rezistenciju

IL-18 IL-18-R, IL-18 vezu¢i protein  upalna reakcija Sirokog spektra
CCL2 CCR2 tinfiltraciju monocita, Tupalu
SFRP5 WNT5a supresija proupalnog Wnt signaliziranja

S)MK- (slobodna) masna kiselina, R-receptor, SZS — sredi$nji Zivéani sustav, CAP1 -
Adenylate Cyclase-Associated Protein 1, RBP4 — retinol binding protein 4, IL — interleukin,
TNF — tumor necrosis factor, CCL2 - chemokine (C-C motif) ligand 2, SFRP5 - Secreted
frizzled-related protein 5, WNT — wingless int signalni put. Prilagodeno i dopunjeno prema (77).
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2.2.3. Povisena tjelesna masa i pretilost

2.2.3.1. Klasifikacije poviSene tjelesne mase

Iako je tjelesna masa najces¢e koriStena mjera debljine, ona ne daje dovoljno
informacija, jer ne uzima u obzir tjelesnu visinu, gradu i raspodjelu masnog tkiva. Dvije danas
najcesce koristene varijable za procjenu stanja uhranjenosti su indeks tjelesne mase (ITM) 1
opseg struka. ITM je prepoznat kao nezavisni prediktor kardiovaskulanog i ukupnog
mortaliteta i morbiditeta od mnogih kroni¢nih bolesti (Se¢erna bolest tipa 2, koronarna bolest,
cerebrovaskularna bolest) (85). Racuna se kao omjer tjelesne mase u kilogramima i kvadrata
tjelesne visine izrazene u metrima. Takoder, opseg struka dokazan je kao pouzdan biljeg
abdominalne pretilosti i nezavisan ¢imbenik rizika za mortalitet i kroni¢ni morbiditet (85,86).
Zhu 1 sur. pokazali su kako je opseg struka jaCe povezan s raznim cCimbenicima
kardiovaskulanog rizika (nizak HDL kolesterol, visoki LDL kolesterol, arterijski tlak i
glukoza u plazmi) nego ITM (87). Ardern i sur. pokazali su da u zena s povisenim ITM opseg
struka daje dodatne informacije o njihovom kardiovaskularnom riziku, a Janssen i sur.
zapazili su da je abdominalna pretilost nezavisan ¢imbenik rizika u osoba s normalnom i
prekomjernom masom te u pretilih kategorije | prema ITM (88,89). Ti dokazi idu u prilog tezi
da je prediktivna vrijednost kombinacije ITM i opsega struka bolja nego svaka od tih
komponenti uzeta zasebno, a ta ¢injenica oslikava se i u klasifikaciji americkog Nacionalnog
instituta za srce, pluca i krv (engl. National Heart, Lung and Blood Institute) koja uzima u
obzir obje varijable. Ipak, postoje i autori koji smatraju kako ITM, za razliku od opsega
struka, nije nezavisan ¢imbenik rizika (85).

Kod nas je najpopularnija i najvise koristena klasifikacija stanja uhranjenosti po ITM
Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) prikazana u Tablici 2.3. (88). Ta klasifikacija daje
pouzdane informacije o zdravstvenom riziku koji proizlazi iz povecane tjelesne mase i
pretilosti, a uz dodatak opsega struka kao biljega raspodjele masnog tkiva, odnosno

abdominalne pretilosti, mocan je alat za identifikaciju populacije pod rizikom.
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Tablica 2.3. Klasifikacija stanja uhranjenosti prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji

Kategorija Raspon ITM (kg/m?)

Pothranjenost <18,5
Normalna uhranjenost 18,5-24,9
Prekomjerna tjelesna masa 25,0-29,9
Pretilost >30,0

ITM — indeks tjelesne mase.

2.2.3.2. Metabolicki sindrom

Ve¢ je otprije primije¢eno kako se neki ¢imbenici kardiovaskularnog rizika cesée
pojavljuju skupa, odnosno da se agregiraju u klastere. Reaven je prvi koji je sustavno istrazio
o kojim ¢imbenicima se radi i 1988. godine nazvao to grupiranje ¢imbenika rizika sindrom X
(90). Kasnije su neki autori implicirali da je podleze¢i problem inzulinska rezistencija i
predlozili naziv sindrom inzulinske rezistencije, no danas je ipak najpopularniji naziv
metabolicki sindrom, jer se radi o klasteriranju metaboli¢kih ¢imbenika rizika (91). Neki od
koriStenih opisnih naziva koji opisuju ovaj sindrom su smrtonosni kvartet i dislipidemijska
hipertenzija (91,92).

Prema tre¢em izvjeS¢u Panela za lijeCenje odraslih Nacionalnog programa edukacije o
kolesterolu (engl. National Cholesterol Education Program's Adult Treatment Panel Ill za,
NCEP-ATP III), jedna od dvije najceS¢e koriStene definicije metabolickog sindroma,
identificira 6 ¢imbenika rizika koji su sastavni dijelovi ovog sindroma: 1. abdominalna
pretilost, 2. aterogena dislipidemija, 3. poviSeni arterijski tlak, 4. inzulinska rezistencije s ili
bez intolerancije glukoze, 5. protuupalno stanje i 6. protrombotsko stanje (93). Vecina autora
slaze se s navedenim cimbenicima rizika, ali postoji vise definicija koje precizno
kvantitativno odreduju odsje¢ne vrijednosti i broj potrebnih ¢imbenika rizika za postavljanje
dijagnoze metabolickog sindroma (Tablica 2.4.). lako neki autori smatraju kako metabolicki
sindrom ne treba biti zaseban klinicki entitet, odnosno da on ne daje viSe informacija nego
njegove komponente uzete zasebno, ¢ini se da to ipak nije tako (94). Velika prospektivna
studija na finskim muskarcima starim od 42 do 60 godina pokazala je da je nakon 11-
godiSnjeg pracenja metabolicki sindrom bio povezan s gotovo tri puta viSim rizikom za
koronarnu sr¢anu bolest, 2,6 do 3,0 puta visim rizikom za kardiovaskularnu i oko dva puta
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vi§im rizikom za op¢u smrtnost ¢ak 1 nakon prilagodbe za tradicionalne cimbenike
kardiovaskularnog rizika (95). Metaanaliza Motilla i sur. koja je obuhvatila 87 studija i 951
083 pacijenata pokazala je da osobe s metabolickim sindromom imaju 2,35 puta vedi rizik za
kardiovaskularnu bolest, 1,99 puta veci rizik za infarkt miokarda, 2,27 puta veci rizik za
mozdani udar, 2,40 puta veéi rizik kardiovaskularnog i 1,58 puta veéi rizik smrtnosti bilog
kojeg uzroka (96).

Metaboli¢ki sindrom upozorava na visokorizicni fenotip koji je, skupa s viSom
incidencijom pretilosti i hipertenzije, u stalnom porastu, a smatra se i dijagnozom s bitno
potcijenjenom prevalencijom (97). Prevalencija metabolickog sindroma u porastu je u cijelom
svijetu, a osobito u visoko razvijenim zemljama. Najeklatantniji primjer su Sjedinjene
Americke Drzave u kojima je u razdoblju od 1988-1994. godine do 1999.-2000. godine
prevalencija metabolickog sindroma porasla za 3 postotna boda s 24,1% na 27,1% (98). U
zadnje vrijeme biljeZi se znatniji porast pretilosti medu zenskom populacijom, a taj je trend
prisutan i u Hrvatskoj (99). Hrvatska, na zalost, ne zaostaje za svijetom ni u prevalenciji
metaboli¢kog sindroma. U naSem istrazivanju koje je trenutno u pripremi za publikaciju,
prevalencija metabolickog sindroma u populaciji od 1118 ispitanika u Posavini regrutiranoj u
prije opisanim perlustracijama u sklopu projekta ,,Endemska nefropatija — epidemiologija,
dijagnostika i etiopatogeneza“ bila je vrlo visokih 44,0%. Takoder, Zene su znacajno ceSce
imale metabolic¢ki sindrom u usporedbi s muskarcima (47,7% naspram 37,5%). ViSe stvari je
posebno zanimljivo, a to je da smo pronasli ve¢u incidenciju u starijih od 65 godina, razli¢itu
ucestalost komponenti, tj. razliku u klasteriranju pojedinih komponenti medu spolovima kao i
razli¢itu prevalenciju kada su se koristile razliCite definicije (Pecin, Ivkovié, Jelakovié,
neobjavljeni rezultati).

Sve ove Cinjenice govore da metabolicki sindrom nije samo puki ,,zbroj svojih
komponenti®, ve¢ znaCajan nezavisni ¢imbenik kardiovaskularnog rizika 1 smrtnosti, da mu je
prevalencija vrlo visoka i u porastu i da je potrebno imedijatno djelovanje u vidu

javnozdravstvenih akcija usmjereno na razlicite grupacije drustva.
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Tablica 2.4. Dvije Cesto koriStene definicije metaboli¢kog sindroma prema National Cholesterol
Education Program's Adult Treatment Panel 11l (NCEP-ATP IIl) i International Diabetes
Federation (IDF).

Definicija Obvezni kriterij/broj kriterija Kriteriji

Opseg struka
Muskarci > 102 cm
Zene > 88 cm

Trigliceridi
> 1,7 mmol/L

HDL-kolesterol
Iyluékarci < 1,03 mmol/L
Zene < 1,29 mmol/L

NCEP-ATP 111 > 3 kriterija

Arterijski tlak
> 130/85 mm Hg

GUK na taste
> 5,6 mmol/L

Trigliceridi
> 1,7 mmol/L

HDL-kolesterol
Iyluékarci < 1,03 mmol/L
Zene < 1,29 mmol/L

Patolo3ki opseg struka Arterijski tlak

IDF + > 2 Kriterija >130/85 mm Hg

GUK na taste
> 5,6 mmol/L

Patolo3ki opseg struka
definiran prema odsje¢nim vrijednostima
specifi¢ne populacije

NCEP-ATP I1I - National Cholesterol Education Program's Adult Treatment Panel 11, IDF —
International Diabetes Federation, HDL — lipoprotein visoke gustoce, GUK — glukoza u Krvi.
Preuzeto i prilagodeno prema (97).

2.2.3.3. Pretilost, metabolicki sindrom i hipertenzija

Pretilost 1 arterijska hipertenzija Cesto se agregiraju i sastavnice su metabolickog sindroma.
Prevalencija pretilosti u Europi procjenjuje se na 10 do 20% u muskaraca i na 10 do 25% u
Zena, a u veéini europskih zemalja je u porastu i u proteklih deset godina povecana je za 10 do
40%. Smatra se da je danas u svijetu otprilike pola milijarde ljudi pretilo ili ima prekomjernu
tjelesnu masu (99). Fister i sur. su pokazali da je 2009. godine u Hrvatskoj ukupno 38,11%
ljudi imalo prekomjernu tjelesnu masu, 20,34% je bilo pretilo, a 43,52% imalo je poviSen
opseg struka. Prevalencija pretilosti bila je najniZza u Lici i Gorskom Kotaru, a najvisa u
Sjevernoj Hrvatskoj (100). Prevalencija prekomjerne tjelesne mase bila je za gotovo 10% visa
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u muskaraca, dok nije bilo razlike u prevalenciji pretilosti obzirom na spol (100). Musi¢-
Milanovi€ i sur. pratili su vecu kohortu i utvrdili da je petogodiSnja incidencija pretilosti u
muskaraca 8,72%, a u Zzena 20,49%, no Sto je joS vise zabrinjavajuce jest viSa incidencija u
mladih dobnih skupina, posebice u muskaraca (99). Ovi podaci posebice su zabrinjavajuéi, jer
je povisena tjelesna masa vazan nezavisni ¢imbenik kardiovaskularnog rizika i povezana je s
viSim kardiovaskularnim morbiditetom i mortalitetom (101,102). U studiji EH-UH Jelakovic¢a
i sur. ¢ak 70% pretilih ispitanika (ITM>30 kg/m?) imalo je i arterijsku hipertenziju, a Peéin i
sur. upozoravaju da je kod djece rane Skolske dobi pretilost najznacajniji ¢imbenik za razvoj
hipertenzije (34,103). Znatna agregacija arterijske hipertenzije i pretilosti dovela je i do
uspostave novog patofizioloSkog entiteta — tzv. hipertenzije inducirane pretiloséu (engl.
obesity-induced hypertension) (104). Wolf i sur. otkrili su da ITM opisuje ¢ak 14% varijance
u sistolikom tlaku kod muskaraca i 32% u Zena, porast ITM od 1 kg/m? odgovara porastu
sistolickog tlaka od 0,4 do 1,7 mm Hg u muskaraca i 0,33 do 0,77 mm Hg u Zena (105).
Metabolicki sindrom takoder je usko vezan s hipertenzijom, a nasi neobjavljeni podaci govore
da je sistolicki tlak > 135/85 mm Hg najces¢a komponenta u metabolickom sindromu te da je

prisutna u 87% osoba s metabolickim sindromom.

2.2.4. Inzulinska rezistencija

Inzulinska rezistencija je stanje kod kojega je odgovor tkiva na inzulin manji od ocekivanoga
Sto posljedicno dovodi do hiperglikemije i sekundarno poviSenoga lucenja inzulina (3).
Inzulinska rezistencija smatra se “kompenziranim predstadijem” Secerne bolesti tipa 2 koja u
konacnici postaje klinicki vidljiva kada guSteraca viSe nije u mogucénosti djelovati
kompenzatorno zbog smanjene sposobnosti lu¢enja inzulina (3). Cesta je u osoba koje su
visceralno pretile, imaju slabu toleranciju glukoze, povisen arterijski tlak i dislipidemiju, a
osobito je izrazena u nekim tkivima, primjerice skeletnim miSi¢ima, visceralnom masnom
tkivu i jetri (4, 5).

Prema nekim studijama inzulinska rezistencija i hiperinzulinemija glavni su ¢imbenici rizika
za razvoj koronarne sréane bolesti i hipertenzije (6), 7). Procjenjuje se da je oko 40% osoba s
esencijalnom hipertenzijom inzulin rezistentno (8). Osim Sto hipertenzija zbog periferne
vaskularne rezistencije i smanjenja broja arteriola u skeletnoj muskulaturi moze uzrokovati
inzulinsku rezistenciju i vice versa, hiperinzulinemija moze dovesti do porasta arterijskog

tlaka i hipertenzije (Slika 2.4.). Do sada je opisano nekoliko mehanizama kojima
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hiperinzulinemija, kao posljedica inzulinske rezistencije moZe utjecati na povisenje
arterijskoga tlaka: 1) stimulacija simpatikusa i sustava renin-angiotenzin, 2) retencija natrija u
renalnim tubulima, 3) poticanje proliferacije stanica zbog povecanog unutarstanicnog pH i
slobodnih kalcijskih iona, i 4) aterogeni efekt koji je posljedica djelovanja inzulina na
receptore za inzulinu nalik ¢imbenik rasta (engl. insulin-like growth factor) (9).

Usprkos relativnom napretku u razjasnjenu mehanizama za nastanak hiperinzulinemije,

mehanizam nastanka inzulinske rezistencije joS uvijek nije razjasnjen.
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Slika 2.4. Pretpostavljeni mehanizam inzulinske rezistencije, povezanost s polimorfizmima
gena za adiponektin i arterijskim tlakom. Na slici je opisana povezanost hipoadiponektinemije
s poviSenjem arterijskog tlaka, simpatickog tonusa i pojavom inzulinske rezistencije koji
dijelom mogu biti povezan s razli¢itom ekspresijom polimorfizama gena za adiponektin.

Inzulinska je rezistencija znanstvenoistrazivacki vrlo zanimljiva, jer se, sli¢no arterijskom
tlaku, moze izraziti nekom od predloZenih kontinuiranih varijabli kao $to je indeks inzulinske
rezistencije modela procjene homeostaze (engl. homeostatic model assessment, HOMA) Sto
omogucava procjenu i pradenje zdravlja i bolesti ne kao dihotomne varijable, ve¢ kao
metabolickog kontinuuma a potencijalno je vazno u prevenciji, ranoj detekciji i lijecCenju
Secerne bolesti tipa 2 (REF HOMA).

Jednadzba kojom se izracunava HOMA-IR indeks inzulinske rezistencije glasi:

Inzulin [u%] X Glukoza [mTOl]

22,5

HOMA — IR =

U literaturi se navode razliite odsje¢ne vrijednosti HOMA-IR kao Kkriterij inzulinske

rezistencije, a najéescée koristene su 2, 2,51 3.
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2. 3. ADIPONEKTIN

2.3.1. OtKkrice, struktura i oblici

Adiponektin je protein kojeg oslobada gotovo isklju¢ivo masno tkivo, a u plazmi se nalazi u
prosjec¢noj koncentraciji od 5 do 30 mg/L, a s udjelom od 0,01% u ukupnim proteinima
najzastupljeniji je adipokin u plazmi (6). Otkriven je i izoliran iz adipocita miSa 1995. god. u
u grupi Scherera i sur. koji su ga nazvali Acrp30 (engl. adipocyte complement-related protein
of 30 kDa, adipocitni protein od 30 kDa povezan s komplementom) zbog homologije s
faktorom komplementa C1 (78). U otprilike isto vrijeme, nezavisno jedna od druge,
identificirale su ga joS tri grupe: Hu 1 sur. takoder u mi§jim adipocitima i nazvali ga AdipoQ,
Maeda i sur. skeniranjem biblioteke komplementarne deoksiribonukleinske kiseline (cCDNK)
humanih adipocita i nazvali ga Apml (engl. adipose most abundant gene transcript 1,
najzastupljeniji genski transkript masnog tkiva 1), a Nakano i sur. ekstrahirali su ga i
purificirali iz ljudske plazme i nazvali GBP28 (engl. gelatin-binding protein 28, protein Kkoji
veze zelatinu 28) (79,80,106). Prema Heikeru i sur., pojam adiponektin se danas odnosi na
humani protein, a Acrp30 za isti protein u miseva s medusobnom homologijom od 85% (5).

Adiponektin pripada porodici komplementa 1q (Clq) i gradom nalikuje njenim ostalim
predstavnicama, tj. ima globularnu domenu na kolagenskom drSku (107). Po gradi je protein s
244 aminokiseline i1 Cetiri domene: 1. amino-terminalna signalna sekvenca, 2. varijabilna
regija, 3. kolagenska domena i 4. karboksi-terminalna globularna domena (Slika 2.5.). Ovaj
oblik naziva se puni oblik ili oblik pune duzine (engl. full-length form, fAd). (5,108). Osim
punog oblika, postoji i manji oblik adiponektina mase oko 18 kDa koji nastaje cijepanjem
kolagenske domene punog oblika leukocitnom esterazom (najvjerojatnije na barem 4 razlicite
lokacije), a naziva se globularni adiponektin ili gAd (engl. globular form) (109,110).
Globularni adiponektin nalazi se u plazmi u niskoj koncentraciji, otprilike oko 1% ukupne
koncentracije adiponektina, a njegovi ucinci jo§ nisu u potpunosti poznati, iako je veé
Lodisheva grupa zapazila kako u miSeva potice oksidaciju slobodnih masnih kiselina i gubitak
tjelesne mase (109). Almer i sur. pokazali su da se gAd veze za aterosklerotske plakove misa
jace nego fAd te bi on mogao biti potencijalni biljeg za plakove u buducem specificnom

oslikavanju (imaging) takvih lezija (111).
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Slika 2.5. Prikaz strukture i domena C1q porodice, cjelovitog i globularnog adiponektina. Na
slici je prikazana strukturna slicnost adiponektina s opéom gradom C1q porodice, kao i mjesto
cijepanja kojim od pune forme nastaje globularni adiponektin. Preuzeto i prilagodeno prema
(112).

Adiponektin u svom monomernom obliku nije naden u plazmi, ve¢ se nalazi samo u
adipocitu. On tvori homo-oligomere ¢ija je osnovna gradevna jedinica trimer adiponektina
koji se naziva i adiponektin niske molekulske mase (engl. low molecular weight, LMW).
Osim LMW forme, nalazimo joS i heksamere (engl. medium molecular weight, srednje
molekulske mase, MMW) te oligomere s 12, 18 i viSe podjedinica (tri potonje varijante se
skupno nazivaju adiponektin visoke molekulske mase (engl. high molecular weight, HMW)
(Slika 2.6.) (5,112). Prema nekim autorima najzastupljenija HMW forma je oktadekamer
(113). Povezivanje adiponektina u viSe forme posredovano je disulfidnim mostom izmedu
kolagenskih domena. Za stabilizaciju povezivanja dijelom je zasluzan cisteinski ostatak u
kolagenskoj domeni koji se u humanom adiponektinu nalazi na poziciji 36 broje¢i od N-
terminalnog signalnog peptida, a evolucijski je o¢uvan u molekuli adiponektina svih do sada
proucavanih Zivotinjskih vrsta (Cys36, ovisno o vrsti, nalazi se broj¢ano na razli¢itom mjestu,
npr. Cys*°, odnosno Cys®* ne broje¢i aminokiseline u signalnom peptidu u misa) (5,114,115).
U modelima gdje je cistein na toj poziciji zamijenjen alaninom bila je moguca trimerizacija,
ali ne i spajanje u vise forme (MMW i HMW) (116). Taj primjer ocrtava stabilizacijsku ulogu

koju taj cisteinski ostatak ima u tvorbi viSih homo-oligomera adiponektina.
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Slika 2.6. Prikaz grade multimera adiponektina na elektroforezi (SDS-PAGE) (lijevo) i
shematske grade (desno). Elektroforezom su separirani multimeri prema razli¢itoj
molekulskoj masi i naboju, a na desnoj strani pojednostavljeno je prikazana njihova struktura.
Vide se disulfidne (S-S) veze koje su nuzne u nastanku multimera viSeg reda. Preuzeto i
prilagodeno prema (5).

Zanimljivo je da su Shapiro i Scherer otkrili da kristalna struktura homotrimera adiponektina
vrlo sli¢i gradi proteina iz porodice TNF iako nemaju toliko slicne sekvence proteina. Na
temelju toga Shapiro i Scherer postuliraju postojanje evolucijske veze izmedu porodica Clq i
TNF, ¢ime objasnjavaju njihove povezane funkcije u organizmu (107).

Detaljno poznavanje strukture adiponektina vazno je ne samo zbog razumijevanja njegovog
ucinka nakon vezanja za receptore, ve¢ i zbog diferentnih ucinaka razli¢itih formi koje on

tvori, o ¢emu Ce biti govora u kasnijim poglavljima.

2.3.2. Receptori i mehanizam djelovanja

Kadowaki i sur. su 2003. god. izolirali cDNK prvog receptora za adiponektin,
AdipoR1 (kromosomska lokacija gena: 1p36.13-g4), metodom traZenja (engl. screening,
probir) potencijalnih veznih mjesta za gAd (117). Kako bi istrazZili postoji li viSe receptora,
pretragom za homologne gene pronaden je jo$ samo jedan gen koji je imao homologiju u
slijedu aminokiselina veéu od 66% i njegov produkt nazvan je AdipoR2 (kromosomska
lokacija gena: 12p13.31) (117). AdipoR1 i AdipoR2 sadrze sedam transmembranskih domena
i topologijom su integralni membranski proteini s unutarstani¢nim N-terminusom i

vanstani¢énim C-terminusom (Slika 2.7.) Sto je suprotno topologiji svih ostalih receptora
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vezanih za G-proteine te pripadaju superporodici progesteronskih i AdipoQ receptora (PAQR)
(5). Osim heptaheliksne transmembranske domene ova dva receptora dijele i tri kratka
aminokiselinska motiva karakteristicna za superporodicu: 1. Ex,.3NXx3N/H, 2. SxsHx,D i 3.
HxsH. lako su prvotne Scathchardove analize vezanja liganda za receptor pokazale kako je
AdipoR1 iskljucivo receptor za gAd, a AdipoR2 za adiponektin pune duljine (tj. trimer i
multimere), danas je poznato da se vjerojatno oba oblika adiponektina vezu za oba receptora
iako razli¢itim afinitetima pa se tako zna da gAd ima velik afinitet za AdipoR1, dok i gAd i
oblik pune duljine imaju intermedijarni afinitet za AdipoR2 (5,117,118).

AdipoR1 AdipoR2(66.7%homologije )

wessses [UHM ] seesnnsr  CUHOH

{”l o~ ;-2 ;w {%’ £ :%‘; ekstraceluomo
v (UL T  ntracelularo
M "= W

Slika 2.7. Prikaz grade receptora za adiponektin. Lijevo je prikazana struktura AdipoR1 koji
se sastoji od izvanstanicnog COOH Kkraja, unutarstani¢nog NH; kraja i heptaheliksne
transmembranske domene. Sli¢na je i grada AdipoR2 koji s AdipoR1 dijeli 2/3 homologije u
strukturi. Preuzeto i prilagodeno prema (5).

Iako je gotovo sigurno da su oba receptora zastupljena u mnogim ili ¢ak svim tkivima,
oni imaju ponesto razlicitu tkivnu ekspresiju tako da je AdipoR1 pretezito eksprimiran u
skeletnom misi¢ju, a AdipoR2 u tkivu jetre (5). Mehanicistic¢ki, adiponektin svoj ucinak
postiZze kroz najmanje tri do sada poznata signalna puta: 1. aktivacijom adenozin monofosfat
kinaze (AMPK), 2. aktivacijom peroksisomskim proliferatorom aktiviranog receptora o (engl.
peroxysome proliferator activated receptor a, PPARa) 1 3. stimulacijom aktivnosti
ceramidaze (Slika 2.8.).
Oblici pune duZine vezu se za AdipoRL1 i time stimuliraju fosforilaciju AMPK u skeletnom
misicju i jetri, dok gAd samo u skeletnom misic¢ju, a za taj put potrebni su kalcij 1 kalmodulin-
ovisna protein kinaza kinaza (Ca®*/CaMKK@) te adenozin monofosfat i jetrena kinaza BI,
poznata i kao serin/treonin kinaza 11 (AMP/LKB1). Pokretanjem ovog signalnog puta u jetri
smanjuje se ekspresija enzima potrebnin za glukoneogenezu (npr. fosfoenolpiruvat
karboksilaze i glukoza-6-fosfataze) (118,119).
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Vezanjem za AdipoR2 pokrece se kaskada PPARa. Ovaj signalni put posreduje promjenu
ekspresije gena koji reguliraju B-oksidaciju masnih kiselina i enzime glukoneogeneze. Oba
puta posreduju antidijabetski, antiaterogeni i protuupalni u¢inak u razli¢itim tkivima (5).

Naknadno je upoznat put ceramidaze. Adiponektin aktivira ceramidazu i smanjuje
koncentraciju ceramida u stanici S§to rezultira povecanjem koncentracije sfingozina i
smanjenom koncentracijom ceramida u jetri te posljedicnim povecanjem osjetljivosti na
inzulin. Bitna znacajka koja pokazuje vaznost ovog puta i daje potvrdu uzroéne povezanosti

adiponektina i ceramidaze jest njegova ovisnost o aktivaciji AdipoR1 ili AdipoR2 (119-121).
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Slika 2.8. Signalni putovi adiponektina. Adiponektin postize svoje djelovanje kroz najmanje
tri do sada poznata signalna puta: 1. aktivacijom adenozin monofosfat kinaze (AMPK), 2.
aktivacijom peroksisomskim proliferatorom aktiviranog receptora o (engl. peroxysome
proliferator activated receptor a, PPAR) i 3. stimulacijom aktivnosti ceramidaze. Prikazan
je i potencijalni jos uvijek nedovoljno razjasnjeni put preko NF-kappa B sustava (AdipoRX).
AdipoR1/2/X — receptori za adiponektin, Ca**-kalcijev ion, NF-kappa B-nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells, IL-interleukin, IRS-Insulin receptor substrate, S1P —
sfingozin-1-fosfat. Preuzeto i prilagodeno prema (112).

Prili¢no je izvjesno da uz ova tri signalna puta postoji jo§ najmanje jedan, vjerojatno
posredovan i zasebnim receptorom, a u prilog toj tvrdnji govori to da adiponektin povecava
ekspresiju IL-6 u makrofaga aktivacijom NF-kappaB neovisnim o AdipoR1 i AdipoR2 (122).
Hug i sur. identificirali su 2004. godine i tre¢i receptor — T-kadherin, kojeg kodira
CDH13 (123). Ipak, kako je T-kadherin ekstracelularni protein usidren za
glikozilfosfatidilinozitol i nema intracelularnu domenu, vjerojatno je da je on samo vezni
protein, odnosno koreceptor za adiponektin. Zanimljivo je da se samo eukariotski adiponektin
veze za T-kadherin $to implicira nuznost posttranslacijskih modifikacija, a takoder Hug i sur.
su pokazali da se za T-kadherin vezu isklju¢ivo heksamer i HMW-oblici adiponektina, a ne i

trimer i globularni oblik (123). Adiponektin se ne veze u sr€anom tkivu miseva koji ne
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eksprimiraju T-kadherin te su Denzel i sur. pokazali da je njegova ekspresija nuzna za

kardioprotektivne ucinke adiponektina (124).

2.3.3. Gen za adiponektin (ADIPOQ)

Ve¢ dugo vremena smatra se kako je patofizioloSka osnova debljine, inzulinske
rezistencije 1 nekih drugih metabolickih promjena barem dijelom genetska. Jedan od
kandidata za djelomi¢ni uzro¢ni ¢imbenik je svakako i gen za adiponektin, jer se zna da je
plazmatska razina adiponektina u brojnim studijama znacajno povezana s raznim
metabolickim poremecajima. Uzevsi to u obzir, kao i ¢injenicu da je otprilike 30 do 70%
varijablinosti u plazmatskoj koncentraciji adiponektina odredenom genetskim ¢imbenicima,
jasna je vaZznost upoznavanja strukture ovog gena (125).

Gen za adiponektin smjesSten je na dugom kraku tre¢eg kromosoma, to¢nije na
lokalizaciji 3927 od 186 842 667 bp do 186 858 462 bp (engl. base pair, par baza) (Slika 2.9.

Slika 2.9. Kromosomska lokacija gena za adiponektin. Gen za adiponektin se nalazi na
dugom kraku 3. kromosoma na lokaciji 3927 (oznaCeno Zzutom strelicom). Preuzeto i
prilagodeno prema www.1000genomes.org.

Sluzbeno ime mu je “adiponectin, C1Q and collagen domain containing”, a poznat je
pod plejadom drugih naziva — ACDC, ACRP30, ADIPQTL1, ADPN, APM1, APM-1, GBP28
te najcesce rabljenim ADIPOQ. Gen ADIPOQ je iskljuc¢ivo eksprimiran u masnom tkivu. Gen
je dug 16 kb (engl. kilobase, kilobaza) i sadrzi tri egzona, dva introna i promotor bez TATA
kutije (126,127). Saito i sur. mapirali su ga na kromosomskoj regiji, za koju je otprije
poznato da je povezana s inzulinskom rezistencijom, koriste¢i metodu fluorescentne in situ
hibridizacije (engl. fluorescent in situ hybridization, FISH) S§to je kasnije potvrdeno i
metodom radijacijske hibridne analize (126,128). Veli¢ine triju egzona su redom 18 bp, 222

bp 1 4277 bp, a regija koja kodira peptid pocinje na pocetku 2. egzona i zavrSava na pocetku
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3. egzona (Slika 2.10). DuZine introna su 0,8 kb i 12 kb (127). Promotorska regija ima dva
elementa — CCAAT pojaciva¢ i DNK-vezne elemente sterol regulatornog veznog proteina
(129). Heid i sur. su otkrili da je gen organiziran u dva bloka s visokom neravnotezom
povezanosti (engl. linkage disequilibrium, LD) (D’ >0,8 za parove susljednih polimorfizama
jednog nukleotida) izmedu kojih se nalazi regija s nizom LD smjeStena u prvom intronu
(130). Zanimljivo je da je organizacija ADIPOQ gena vrlo sli¢na onoj ob gena koji kodira
leptin oba imaju tri egzona i dug prvi intron, iako su aminokiselinske slijedovi ta dva proteina

vrlo razli¢iti. Stupanj homologije MRNK ADIPOQ gena ¢ovjeka i misa je oko 84% (131).

=11377 GIC Y111H (TIC)
-11391 G/A +276 AIC

27
-11426 A/G +45TIG G15G
ATG

SREBP CIEBP *

g.DNA

NT_005612.15 E E|:|_
15,790 baza Promotor Egzon 1 Egzon 2 Egzon 3

mRNA \ /

NM_004797.2

4,592 baza

Protein @

NP_004788.1 Kol | Globul
244 aminokiselina 26414 Da domena

Slika 2.10. DNK, glasnicka RNK i protein adiponektina. Na slici je prikazana struktura DNK
gena za adiponektin, pozicije ispitivanih polimorfizama i1 okolnih polimorfizama, glasnicka
RNK i grada samog proteina podijeljena u dvije domene, kolagensku i globularnu. Preuzeto i
prilagodeno prema www.1000genomes.org

2.3.4. Polimorfizmi gena za adiponektin i njihova uloga u zdravlju i bolesti

Polimorfizmi jednog nukleotida su varijacije u slijedu DNK u kojima se jedan
nukletotid razlikuje izmedu ¢lanova neke populacije. Na svakih 1000 baza unutar kromosoma
u prosjeku se jedan nukleotid razlikuje od bilo kojih drugih kopija istog kromosoma. Da bi se
odredeni polozaj nukleotida smatrao polimorfnim on mora postojati u najmanje dvije inacice.
Smatra se da polimorfizmi jednog nukleotida ¢ine oko 90% svih polimorfizama, a do danas ih
je otkriveno oko 1,8 milijuna. Neki od polimorfizama jednog nukleotida mijenjaju funkciju ili

izraZaj gena, a samim time ponekada i fenotipsko svojstvo. Smatra se da tih polimorfizama u
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genomu ¢ovjeka ima oko 50 000-250 000. U nastavku su izloZene povezanosti ispitivanih

polimorfizama gena za adiponektin s nekim fenotipskim obiljezjima.

2.3.4.1. -11377 C>G

Polimorfizam -11377 C>G ispocetka je u asocijacijskim studijama bio povezivan s
rizikom za inzulinsku rezistenciju i Sec¢ernu bolest tipa 2. U metaanalizi Gonga i sur. koja je
na 10 267 dijabeticara i 12 837 kontrola, G alel je nosio 8% visi rizik za Sec¢ernu bolest tipa 2
u usporedbi s alelom C (132). Ovaj ucinak, za razliku od uéinka polimorfizma -11391 G>A,
nije bio ovisan o etnicitetu. Chu i sur. pronasli su takoder povezanost ovog polimorfizma sa
Se¢ernom bolesti tipa 2 i u europskoj i u azijskoj populaciji (133). Sli¢ne zakljucke donijela je
1 metaanliza Hana 1 sur. gdje je G alel bio povezan s 9% vi$im rizikom za Sec¢ernu bolest tipa
2 (134). U velikoj finskoj studiji prevencije Seéerne bolesti, polimorfizam -11377 C>G bio je
povezan s tjelesnom masom na nacin da su nositelji G alela bili tezi, no dodatnom analizom u
podskupinama utvrdeno je da ta razlika postoji samo u Zena. Za razliku od vecine studija,
ovdje su nositelji G alela imali manji rizik za razvoj Secerne bolesti tipa 2 u usporedbi s
dominantnim homozigotima, ali je visa koncentracija adiponektina grani¢no znacajno
predisponirala manjim Sansama za razvoj Secerne bolesti tipa 2 (135). lako su lokusi oko
polimorfizma -11377 C>G jos rano bili oznaceni kao lokusi implicirani u razvoj pretilosti,
recentna metaanaliza Lu i sur. tu povezanost nije nasla (136). Od 8 studija s preko 4500
ispitanika ukljuc¢enih u metaanalizu, neke su pokazivale znacajnu povezanost, a neke nisu Sto
je rezultiralo znacajnom heterogenosti medu studijama (p<0,001). Ovakav nalaz potaknuo je
daljnje analize kojima je otkriveno da alel C nosi 23% manji rizik za pretilost u azijskoj
populaciji, dok u drugim populacijama nije bilo ove povezanosti (136).

U velikoj Framingham Offspring studiji nije nadena povezanost ovog polimorfizma s
koncentracijom adiponektina, a ta povezanost nije nadena ni u finskoj studiji (135,137). Ipak,
u maloj tajlandskoj studiji, nositelji G alela imali su nizu plazmatsku koncentraciju
adiponektina (138).

U metaanalizi Yanga 1 sur. koja je ukljucila gotovo 12 500 ispitanika nositelji minor
alela G imali su 15% visi rizik za koronarnu bolest u usporedbi s dominantnim homozigotima
(139). No, zanimljivo je da je u analizi podskupina otkriveno kako je taj rizik prisutan samo u
azijskoj populaciji. U velikoj talijanskoj studiji, ovaj polimorfizam nije bio povezan s
poviSenim rizikom za infarkt miokarda, a povezanost nije nadena ni u kineskoj populaciji

(140,141). Zanimljivo, G alel bio je znac¢ajan alel rizika za ishemijski mozdani udar u azijskoj
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populaciji (141). Dvije kineske studije pronaSle su povezanost ovog polimorfizma i s
hipertenzijom (11,12). Patogenetski razlog nekih ovih pojava mogao bi se naéi i u povezanosti
s oksidativnim stresom koja je takoder pronadena za ovaj polimorfizam (142).

Polimorfizam -11377 C>G povezan je i s nastankom nekih karcinoma. Neke studije
pokazale su da je alel G povezan s manjim rizikom za razvoj kolorektalnog karcinoma, no
druge studije i barem jedna metaanaliza nisu pronasli tu povezanost (143-145). Karcinom
prostate takoder je bio povezan s ovim polimorfizmom u dvije studije, ali ne i u trecoj
provedenoj na azijskoj populaciji (146—-148). Nije pronadena povezanost ovog polimorfizma i
karcinoma dojke niti nesitnostaénog karcinoma pluc¢a (143,149). Ipak, ¢ini se da ovaj

polimorfizam nije povezan s viSim ukupnim rizikom za rak (150,151).

2.3.4.2.-11391 G>A

Polimorfizam -11391 G>A povezan je s rizikom za razvoj Secerne bolesti tipa 2. U
metaanalizi Hana 1 sur. minor alel A bio je povezan sa 7% viSim rizikom za razvoj Secerne
bolesti, ali ta povezanost nije nadena u ostalim statistickim modelima (134). Sli¢na
povezanost bila je prisutna i u metaanalizi Chu i sur., a i u nekim drugim radovima (133).
Minor alel A ovog polimorfizma povezan je s viSim rizikom od pretilosti (136).

Henneman i sur. pronasli su da je alel A povezan s viSom razinom adiponektina, a to je
sukladno i s nekim drugim studijama, dok su drugi pronasli hipoadiponektinemiju u
recesivnih homozigota (152-157). Alel A takoder je bio povezan i s nizom tjelesnom masom,
opsegom bokova i ITM (158). Zanimljivo je da su Morandi i sur. pronasli da je A alel
povezan s gorim metabolickim profilom i ishodima usprkos viSoj adiponektinemiji (159).
Polimorfizam -11391 G>A nije bio povezan s rizikom za kolorektalni karcinom (143).

Nije pronadena povezanost izmedu ovog polimorfizma i koronarne bolesti niti infarkta
miokarda (140,160). Takoder nije pronadena povezanost s ishodom kroni¢nog sréanog
zatajenja (161). Alel A povezan je s ve¢im rizikom za razvoj dijabetiCke nefropatije
(162,163).
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2.3.5. Uloga adiponektina u zdravlju i nekim poremecajima i bolestima

Lokus na kojemu se nalazi gen za adiponektin u ranim je istrazivanjima identificiran
kao mjesto povezano s rizikom za pretilost, inzulinsku rezistenciju i Secernu bolest tipa 2.
Adiponektin je, kako je spomenuto, protein povezan s plejadom u¢inaka nuznih za odrzavanje
homeostaze u zdravom organizmu, ali i povezan s nekim metabolickim poremecajima i
ukljucen u patogenezu nekih bolesti. U sljede¢im potpoglavljima sazeto je izloZena uloga
adiponektina u zdravlju i nekim bolestima i to na na¢in da su prvo predstavljena temeljna

istrazivanja, a potom najvaznije klinicke studije.

2.3.5.1. Pretilost i metabolicki sindrom

Ve¢ po samom otkricu, prva stvar koja je zaintrigirala istrazivace jest to da je
koncentracija adiponektina za razliku od ostalih adipokina snizena u pretilih osoba (6). Taj
paradoks nastojao se objasniti hipotezom da je transkripcija gena za adiponektin sniZzena zbog
povecane koncentracije upalnih i angiogenih ¢imbenika koje lucCe hipertroficni adipociti
(164). Takoder, taj inverzan odnos adiponektina i tjelesne mase potvrden je studijama koje su
pokazale da se koncentracija adiponektina povisuje nakon gubitka na tezini, iako postoje
studije koje tvrde suprotno (165,166). In vitro studije pokazale su da oksidativni stres,
pojacana aktivnost simpatickog ziv€anog sustava i povecana koncentracija proupalnih
citokina smanjuju ekspresiju adiponektina (167,168). SniZzenje koncentracije adiponektina u
pretilosti prethodilo je smanjenju inzulinske rezistencije (169). Svi ovi ¢imbenici mogu
utjecati na vezu izmedu adiponektina i pretilosti.

Klinic¢ki je vrlo vazna povezanost adiponektina i metabolickog sindroma. Metabolicki
sindrom koji predstavlja klasteriranje razli¢itih ¢imbenika rizika i neovisno utjece na rizik za
smrtnost i kardiovaskularni morbiditet rastuci je problem u suvremenom druStvu. Ryo i sur.
pokazali su da je u skupini Japanaca s metabolickim sindromom adiponektin znacajno nizi
nego u kontrolama bez metaboli¢kog sindroma. Takoder, koncentracija adiponektina bila je
negativno korelirana s brojem sastavnica metabolickog sindroma (170). Velik broj drugih
studija pronasao je slicnu povezanost hipoadiponektinemije i pretilosti 1 metabolickog
sindroma, ali i dislipidemije koja prati ova stanja (6,171,172). U prilog tome idu I
nutricionisticke klini¢ke studije koje su pokazale da odredene dijete i prehrambeni sastojci
kao Sto su sojini proteini i nezasi¢ene masne kiseline u uljima mogu dovesti do porasta

koncentracije adiponektina (173-175).
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Adiponektin se ve¢ duze vrijeme izdvaja kao potencijalna molekula u lijeCenju
pretilosti, a ovi dokazi govore u prilog snaznoj inverznoj povezanosti adiponektina i pretilosti,
ali i metaboli¢kog poremecaja uopce, koji kasnije mogu dovesti do razlicitih bolesti kao Sto su

ateroskleroza, koronarna i cerebrovaskularna bolest.

2.3.5.2. Inzulinska rezistencija i Secerna bolest tipa 2

Povezanost adiponektina i Se¢erne bolesti tipa 2 bila je od samog pocetka zanimljiva
istrazivac¢ima, ali i klinicarima kao potencijalna terapijska lokacija (118,176). Jedna od prvih
eksperimentalnih naznaka o ovoj povezanosti bilo je istrazivanje Hotte i sur. u kojem su
pokazali kako se koncentracija adiponektina u rezus majmuna smanjuje paralelno s razvojem
inzulinske rezistencije, a prije razvoja Secerne bolesti (169). Ekspresija gena za adiponektin
pozitivno je korelirana s inzulinskom osjetljivosti u zdravih kontrola, ali ne i u rodaka prvog
koljena pacijenata sa SeCernom bolesti tipa 2 $to implicira da je disregulacija ekspresije gena
za adiponektin prisutna prije razvoja same SeCerne bolesti tipa 2 (177). Yamauchi i sur.
pokazali su da se u lipodistrofi¢nih miSeva javljaju hiperinzulinemija i hiperglikemija koje se
javljaju istovremeno kad i teSka plazmatska hipoadiponektinemija. Dodatni dokaz bilo je
metaboli¢ko poboljSanje nakon fizioloske doze rekombinatnog adiponektina (178). U drugom
istrazivanju ista skupina pokazala je da je u miSeva koji pojacano eksprimiraju adiponektin, a
ne eksprimiraju leptin poboljSana inzulinska rezistencija (117). Osim ovih uéinaka na
metabolizam gukoze, adiponektin smanjuje i plazmatsku koncentraciju slobodnih masnih
kiselina (109). Takoder, adiponektin je u jetri miSeva smanjio i udio masnog tkiva (179).
Pretpostavlja se da je taj uCinak rezultat pojaCane oksidacije i smanjene sinteze masnih
kiselina. Sumarno se mehanizmi adiponektina na amelioraciju Se¢erne bolesti mogu opisati
kao supresija glukoneogeneze u jetri, stimulacija oksidacije masnih kiselina i unosa glukoze u
skeletne miSi¢e i1 stimulacija Iuc¢enja inzulina (118,180). Vjerojatno je da su ovi ucinci
posredovani prije opisanim signalnim putevima adiponektina. Cini se da su unos glukoze u
skeletne miSic¢e i oksidacija masnih kiselina posljedica aktivacije AMPK nakon vezanja za
AdipoR1, a jetreni ucinci posljedica vezanja za AdipoR2 (117). Osim ovih receptorima
posredovanih u¢inaka, Awazawa i sur. pronasli su da adiponektin povecava ekspresiju IRS-2
(engl. insulin receptor substrate, supstrat inzuinskog receptora) preko aktivacije signalnog
provodnika i aktivatora transkripcije-3 (STAT3), Sto je povezano s produkcijom IL-6 u

makrofagima induciranom aktivacijom NF«kB koja je neovisna o AdipoR1 i AdipoR2 (181).
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Najvaznije klini¢ke dokaze gornjih tvrdnji daje nam metaanaliza Li i sur. provedena na
15 studija sa 14 598 ispitanika (2623 incidentna dijabetiCara) (182). ViSa plazmatska
koncentracija adiponektina bila je povezana s nizim rizikom za razvoj $ecerne bolesti tipa 2.
Za svaki 1 log mg/L povecanja adiponektina rizik je pao za 28%. Ovaj odnos bio je
konzistentan 1 wu razli¢itim podskupinama ukljuCenima u metaanalizu: bijelcima,
isto¢noazijskoj i indijskoj populaciji, americkoj crnackoj populaciji i Indijancima. Procjenjena
razlika u apsolutnom riziku bila je 30,8/1000 osoba-godina za populaciju Amerikanaca s
intolerancijom glukoze (182).

Ove studije pokazuju molekularnu osnovu i klinicku vaznost plazmatske koncentracije
adiponektina kao zastitnog ¢imbenika za razvoj inzulinske rezistencije i posljedi¢ne Secerne
bolesti tipa 2 i potenciraju adiponektin ne samo kao biljeg inzulinske rezistencije, ve¢ kao

buduce terapijsko sredstvo protiv ove bolesti.

2.3.5.3. Kronicna bubrezna bolest

Povezanost adiponektina, bubrezne funkcije 1 kroni¢ne bubrezne bolesti je vrlo
kompleksna. Prema vecini istrazivanja, kroni¢na bubrezna bolest je naizgled paradoksalno
povezana s visom koncentracijom adiponektina (8,9). U miSjem modelu bubreznog zatajenja
zabiljeZzene su viSe koncentracije adiponektina, a veéina studija koje su ispitivale odnos
koncentracije adiponektina i bubrezne funkcije odrazene glomerularnom filtracijom
zabiljezile su inverzan odnos (183-185). Zanimljivo je da porast adiponektina prati progresiju
kroni¢ne bubrezne bolesti te su u pacijenata na dijalizi vrijednosti plazmatskog adiponektina
tri puta vise nego u kontrola (186-188). Cini se ipak kako odluduju¢a uloga u etipatogenezi
hiperadiponektinemije u bubreznoj bolesti nije ona glomerularne filtracije, ve¢ proteinurije i
uremicnog okoliSa, jer su 1 u pacijenata s nefrotickim sindromom i normalnom
glomerularnom filtracijom vrijednosti adiponektina u plazmi takoder povisene (189,190).
Sharma i sur. su u svom epohalnom istrazivanju otkrili kako bi adiponektin mogao biti
poveznica izmedu pretilosti i proteinurije (191,192). Naime, oni su u miSeva bez gena za
adiponektin pronasli patoloSku albuminuriju koja se normalizirala nakon davanja
adiponektina. Otkrili su da je razlog pojavi albuminurije disfunkcija nozica podocita koji
obavijaju glomerularne kapilare, a smatra se da je mehanizam posredovan djelovanjem
adiponektina preko signalnog puta AMPK (191). Razlozi visokog adiponektina u uremi¢nom

okoli$u vjerojatno su gubitak ravnoteze izmedu reaktivnosti liganda i receptora, reducirani
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klirens adiponektina i metaboli¢ki poremecaj u uremiji, a mozda se radi 1 o kompenzatornoj
protektivnoj uozi adiponektina (9).

Iako je prva razmjerno mala studija, pa ¢ak i neke nakon nje, pokazala da u kroni¢noj
bubreznoj bolesti nize razine adiponektina povecavaju rizik za kardiovaskularne bolesti i
smrtnost, kasnije velike studije gotovo jednoglasno su pronasle kako je stvarnost obratna —
hiperadiponektinemija je povezana s viSim rizikom (193-199). Takoder, otkriveno je da se
adiponektin nakon transplantacije bubrega povisi, ali ne i normalizira (200). ObjaSnjenje za
poviSeni mortalitet u kroni¢noj bubreznoj bolesti i hiperadiponektinemiji se mozda nalazi u
povecanom potroSku energije koji stanje visoke adiponektinemije uzrokuje. Zanimljivo je
istrazivanje Ohashija i sur. koji nakon iskljuenja pacijenata na hemodijalizi s visokom
adiponektinemijom viSe nisu nasli poveznicu izmedu adiponektina i mortaliteta, a takoder
treba napomenuti da je poveznica hiperadiponektinemije 1 mortaliteta nadena i u nekim
bolestima u kojima bubrezi nisu zahvaéeni kao npr. u kroni¢énom sréanom zatajenju
(198,201).

Zaklju¢no, odnos adiponektina i bubrezne funkcije je vrlo kompleksan i potreban je
velik oprez u budu¢im studijama kako promatrani ishodi ne bi bili zasjenjeni ovim na prvi

pogled paradoksalnim odnosom.

2.3.6. Adiponektin i arterijski tlak

2.3.6.1. Adiponektin i mehanizmi utjecaja na arterijski tlak

Mnoge studije proucavale su odnos adiponektina i arterijskog tlaka u cilju otkrivanja
fiziologije i patofiziologije toga odnosa. Danas se zna da su adiponektin i arterijski tlak
povezani preko najmanje tri mehanizma: 1. sustava dusi¢nog (II) oksida (NO) i endotelne
disfunkcije, 2. sustava renin-angiotenzin i 3. centralnog djelovanja posredovanog simpatickim
zivéanim sustavom (Slika 2.11.) (202).

Pokusi u kojima se mjerio protok krvi kroz podlakticu nakon reaktivne hiperemije
pokazali su da je plazmatska koncentracija adiponektina korelirana s odgovorom endotela
(203). Eksperimentalno je potvrdeno da misSevi koji su deficijentni za adiponektin imaju
poremecen odgovor endotela, tj. smanjenu vazodilataciju i koncentraciju nitrata i nitrita, a Tan
1 sur. pokazali su da je hipoadiponektinemija u pacijenata sa Se¢ernom bolesti povezana s

endotelnom disfunkcijom koja se nakon davanja adiponektina poboljSala (203-206).
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Slika 2.11. Mehanizmi djelovanja adiponektina na arterijski tlak. Adiponektin djeluje na
arterijski tlak preko tri mehanizma: 1. povecanjem ekspresije NO sintaze, 2. djelovanjem na
sustav renin-angiotenzin-aldosteron i 3. djelovanjem na simpati¢ki Zivéani sustav (SZS).
Preuzeto i prilagodeno prema (202).

Angiotenzin Il
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Adiponektin stimulira endotelnu NO sintetazu (eNOS). | adiponektin pune duljine i
globularni adiponektin povecavaju koncentraciju NO, a adiponektin pune duljine stimulira
fosforilaciju na lokaciji Ser1179 i time povecava aktivnost eNOS (207,208). Oba receptora za
adiponektin prisutna su u stanicama endotela, a smanjenje ekspresije ijednog od njih smanjuje
proizvodnju NO (206,209). Iako se radi o podrucju koje jo$ nije potpuno istrazeno, smatra se
da u signalnim putovima utjecaja adiponektina na koncentraciju NO sudjeluju
fosfatidilinozitol 3-kinaza, AMPK, APPL1 (molekula povezana sa signalizacijom na
AdipoR1) i Hsp90 (210).

Povecéana koncentracija angiotenzina II u krvi povisuje tlak, a sveukupna disregulacija
renin-angiotenzin-aldosteron sustava (RAAS), jednog od fizioloskih sustava kontrole tlaka,
dovodi do hipertenzije (211,212). Ta c¢injenica, zajedno sa spoznajom da i blokatori receptora
za angiotenzin II i adiponektin dovode do povecanja osjetljivosti na inzulin, potaknula je
istrazivanje veze adiponektina i angiotenzina. Kontinuirana kroni¢na infuzija angiotenzina II
u Stakora dovodi do smanjenja koncentracije adiponektina i povecanja koncentracije

slobodnih radikala (213,214). Zanimljivo je da to smanjenje nije ovisno o blokadi receptora za
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angiotenzin II (barem ne podtipa 2 na koji utjeCu blokatori angiotenzinskih receptora) te da se
dogada prije samog snizenja tlaka tim lijekovima. Povecanje koncentracije slobodnih radikala
moglo bi biti uzrok smanjenja koncentracije adiponektina, jer se otprije zna da vodikov
peroksid inhibira ekspresiju adiponektina (215). Mehanizam kojim se to dogada je gotovo
sigurno posttranslacijski, jer se koncentracija glasnicke RNK za adiponektin ne mijenja (216).
Postoje naznake da bi poveznica adiponektina i angiotenzina II mogao biti PPARy. Razlog za
te naznake jest povecanje aktivnosti PPARY nakon davanja blokatora receptora za angiotenzin
Il telmisartana, a druga istraZzivanja su pokazala da jo$ jedan blokator receptora za angiotenzin
II, irbesartan, povecava koncentraciju adiponektina te da je taj ucinak sprijeCen ako se da
selektivni antagonist PPARy (217,218). Ovi dokazi razjaSnjavaju ovaj krak mehanizma
djelovanja adiponektina, ali i impliciraju da su blokatori receptora za angiotenzin Il jos
potentniji nego se prije mislilo i da bi uz antihipertenzivne i inzulin-senzitiziraju¢e ucinke
neovisno pridonijeli 1 povecanju koncentracije adiponektina.

Simpaticki ziv€ani sustav skup je neurona koji reguliraju plejadu tjelesnih funkcija i
zaduzen je za odgovor organizma u situacijama stresa (219). U razli¢itim patoloskim stanjima
kao Sto su pretilost i metaboli¢ki sindrom dolazi do pretjerane aktivnosti, tj. prelijevanja
aktivnosti simpatikusa (220). U tim slu¢ajevima pojacani rad simpatikusa povecava sréanu
frekvenciju 1 ukupni periferni otpor te nastaje hipertenzija. Otkriveno je da je u misjem
modelu stimulacije hladnoce, €iji uvjeti simuliraju i poti€u simpatikus, smanjena transkripcija
i luenje adiponektina, ali i da je taj proces reverzibilan te da davanje inhibitora norepinefrina
smanjuje tu supresiju (221). Takoder, u 3T3-L1 adipocita davanje agonista 3 receptora
(receptora prisutnog u masnom tkivu) smanjuje sintezu glasnicke RNK za adiponektin, a taj
ucinak izostaje ako se prije daju blokatori tog receptora (222). Sli¢no kao i za leptin, nadena
je 1 centralna regulacija simpatickog zivéanog sustava adiponektinom (223). Davanjem
adiponektina Stakorima intravenski zapaZeno je o dozi ovisno smanjenje arterijskog tlaka i
simpaticke aktivnosti, a sli¢an ucinak postignut je davanjem adiponektina intraventrikularno u
deset puta manjim dozama (223). Ove studije ¢vrsto govore u prilog povezanosti adiponektina
1 simpati¢kog ziv€anog sustava koje je i centralno i periferno.

Kako bismo proucili mehanizam djelovanja adiponektina, koristili smo model u
kojemu smo promatrali povezanost adiponektina s klini¢kim korelatima nekih tjelesnih
funkcija (Slika 2.12.). Kao klinicki korelat simpaticke aktivnosti koja je povezana koristili
smo sr¢anu frekvenciju kako je to opisano u nekim ranijim studijama (224,225). Zbog
postojanja povezanosti upale i adiponektina, kao i upale i hipertenzije Koristili smo C-

reaktivni protein i leukocite kao biljege upale (226-228). Trece, zbog sve vise dokaza kako su
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adipokini povezani i s krutosti arterija, ali i otprije poznate veze krutosti arterija i hipertenzije
koristili smo tlak pulsa kao biljeg krutosti (229-231).
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Slika 2.12. Prikaz predloZzenog mehanizma utjecaja na arterijski tlak i razvoj hipertenzije
ispitanog u ovom radu: 1. medijacija u patofiziologiji upale, 2. djelovanje na simpaticki
ziv€ani sustav, 3. povecanje krutosti arterija.

2.3.6.2. Adiponektin i hipertenzija

Povezanost pretilosti i hipertenzije dala je povoda za daljnja istrazivanja o utjecaju
pojedinih adipokina na arterijski tlak. Veliki broj klinickih studija analizirao je odnos izmedu
plazmatske koncentracije adiponektina i hipertenzije. U nastavku je dat pregled najvaznijih
studija.

U 2003. godini Adamczak i sur. su dokazali po prvi puta da je plazmatska
koncentracija adiponektina znacajno sniZzena u bolesnika s esencijalnom hipertenzijom u
usporedbi s normotoni¢arima sli¢nog indeksa tjelesne mase (232). lwashima i sur. su pokazali
kako je hipoadiponektinemija ¢imbenik rizika za hipertenziju neovisno o inzulinskoj
rezistenciji i SeCernoj bolesti (233). Druga istrazivanja uoCila su kako postoji inverzna
korelacija izmedu koncentracije adiponektina u plazmi 1 sistolickoga, odnosno dijastolickoga
tlaka, kao 1 to da postoji inverzna korelacija izmedu plazmatske koncentracije adiponektina i
rizika za buduci razvoj hipertenzije u prospektivnoj petogodisnjoj studiji (234).

No, ¢ini se kako meduovisnost koncentracije adiponektina i razina sistolickoga i
dijastolickog arterijskoga tlaka nije jednoznacna i jednostavna. Suprotno ovim saznanjima o
utjecaju adiponektinemije na hipertenziju, Murakami i sur. su istrazivali vrijednosti
plazmatske koncentracije adiponektina u tri subpopulacije Japanaca iz ruralnih krajeva gdje su
pokazali kako ne postoji znacajna razlika u adiponektinemiji izmedu normotenzivnih osoba i
bolesnika s esencijalnom hipertenzijom bez inzulinske rezistencije, nego samo u onih s

esencijalnom hipertenzijom i inzulinskom rezistencijom (235). Takoder je jasno utvrdeno
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kako ne postoji korelacija razine adiponektina u krvi i sistolickoga, odnosno dijastolickoga
tlaka u istrazivanju koje je obuhvatilo preko 1300 djece u dobi od 9 do 16 godina (236). U
drugom istrazivanju u koje je bilo ukljuéeno 196 djece u dobi od 12 do 18 godina nije
utvrdena Kkorelacija niti s inzulinskom rezistencijom niti s arterijskim tlakom (237).
Istrazivanje provedeno u Kini na preko 2000 odraslih osoba utvrdilo je inverznu povezanost
adiponektina s dijastolickim, ali ne i sistolickim arterijskim tlakom (238). Kao antiteza
kineskom prospektivnom istrazivanju koje je utvrdilo pozitivhu ulogu adiponektina u
predvidanju razvoja hipertenzije kroz pet godina namece se dansko istrazivanje Copenhagen
City Heart Study koji takvu pozitivnu prediktivnu ulogu adiponektina nije naslo, ali ju je
utvrdilo za leptin (234,239). U British Women's Heart and Health Study, istrazivanju na
skupini od 500 starijih Zena, nije utvrdena korelacija izmedu adiponektina i sistolickoga, ali
niti dijastolickog arterijskoga tlaka. Ono $to je narocito zanimljivo jest da takva korelacija nije
postojala niti kada se promatrao samo HMW multimer koji se danas smatra biolo3Kki
najaktivnijim multimerom adiponektina (240). Zanimljiva je i studija Imatoha i sur. koja je
bila medu prvim prospektivnim studijama o povezanosti adiponektina i hipertenzije (241). U
toj studiji postojao je trend smanjivanja sistolickog i dijastolickog tlaka medu kvartilima
koncentracije adiponektina, a logistiCkom regresijom je nakon prilagodavanja za glavne
¢imbenike rizika pokazao da osobe s najnizom koncentracijom adiponektina imaju 3 do 4 puta
veci rizik za razvoj hipertenzije.

Vjerojatno najvaznija studija na ovu temu je metaanaliza Kima i sur. koja je ukljucila
48 studija (5 prospektivnih) s ukupno 17 598 ispitanika (8220 hipertonicara) (7). Sumarni
zakljucak metaanalize bio je da hipertoni¢ari imaju nizu koncentraciju adiponektina od
normotonicara. Takoder, svako povecanje adiponektina za 1 mg/L povisilo je Sanse za
hipertenziju za 6%. Godinu dana nakon objave te studije mi smo objavili rezultate u kojima
nismo nasli razliku u koncentraciji adiponektina izmedu normotonicara i hipertoni¢ara nakon
ukljucivanja samo osoba s normalnom bubreznom funkcijom (10). Kada se uzme u obzir
heterogenost studija ukljucenih u metaanalizu i ¢injenica da preko Cetvrtine studija nije
pronaslo povezanost adiponektina i hipertenzije postavlja se pitanje je li ta povezanost ista u
svim populacijama 1 stadijima hipertenzije pa i cijelog kardiometabolickog kontinuuma.
Zbog ocito velike bioloske vaZznosti koja se izmedu ostaloga naslucuje 1 velikom
koncentracijom u plazmi, te povezanosti s arterijskim tlakom, ali i kontroverzama, pa i
opre¢nim podacima iz literature temeljenim na brojnim studijama provedenim na razliitim

populacijama bit ¢e vazno detaljnije ispitati ovu vezu.
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3. MATERIJALI I | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Ispitanici

Ispitanici koji su sudjelovali u ovom istrazivanju dio su skupine od 2487 ispitanika iz
kontinentalnog ruralnog dijela Hrvatske koji su bili ukljuceni u epidemiolosko istrazivanje u
sklopu projekta ,,Endemska nefropatija u Hrvatskoj — epidemiologija, etiologija i patofiziologija“,
voditelja prof.dr.sc. Bojana Jelakoviéa. Cilj studije bio je obuhvatiti stanovni$tvo sela u kojima se
pojavljuje endemska nefropatija (bubrezna bolest specifi¢na za neke dijelove Posavine, ali i druga
zariSta u Europi) i okolnih sela Cije bi stanovnistvo sluzilo kao kontrolna skupina, a strategija
“door-to-door” (engl. za “od vrata do vrata”) prikupljanje epidemioloskih podataka i uzoraka krvi i
urina za daljnju laboratorijsku analizu. Prikupljeni tijekom tri perlustracije (2005., 2008. i 2010.
godine) podaci pokrivaju 60 do 75% populacije tog podrucja (ovisno o selu).

U ovo presjecno istrazivanje ukljucen je sluc¢ajan uzorak 192 odrasle osobe (124 Zene 1 68
muskaraca) koji zadovoljavaju kriterije. Kriteriji ukljuc¢enja bili su: 1. dob visa od 18 godina i 2. da
nisu bili lijeceni zbog arterijske hipertenzije, Secerne bolesti tipa 2, drugih kardioloskih poremecaja
ili bolesti i da nisu uzimali drugu kroni¢nu terapiju. Kriteriji iskljucenja bili su: 1. lijeCena
arterijska hipertenzija ili Seerna bolest, 2. preboljeli mozdani udar ili infarkt miokarda, 3. sr¢ano
zatajenje, 4. kroni¢na bubrezna bolest, 5. trudnoca, 6. terminalna bolest, teski invaliditet, jedan ili
viSe amputiranih udova, nepokretnost te 7. demencija ili psihi¢ka bolest. Zbog utjecaja bubreznog
oStecenja na vrijednosti adiponektina iskljuCene su sve osobe s procijenjenom glomerularnom
filtracijom manjom od 60 mL/min/1.73 m?. Takoder, iskljuSeni su svi ispitanici klasificirani kao
“oboljeli od endemske nefropatije”, “pod sumnjom na endemsku nefropatiju” ili “pod rizikom za
endemsku nefropatiju”.

Istrazivanje su odobrila etickih povjerenstava Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu i
Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo. Prije ukljuéivanja u istrazivanje svi ispitanici bili su
upoznati s ciljevima istrazivanja i svaki ispitanik je potpisao informirani pristanak za sudjelovanje

u istrazivanju.

3.2. METODE

3.2.1. Antropometrijski i klini¢ki podaci

Tjelesna visina ispitanicima je izmjerena u stoje¢em polozaju bez obuce, a tjelesna masa bez
teskih odjevnih predmeta. Indeks tjelesne mase (ITM) izraunat je kao masa ispitanika u
kilogramima, podijeljena s kvadratom visine u metrima. Ispitanici su po ITM podijeljeni po

dva kriterija: 1. u kategorije: <21, 21-25 i >25 kg/m? i 2. prema odsje¢noj vrijednosti za
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pretilost (>30 kg/m?). Opseg struka mjeren je mjernom vrpcom u tri navrata pri Gemu je za
daljnje analize primjenjena aritmeticka sredina tih mjerenja. Kao mjerilo centralne
(visceralne) pretilosti uzet je opseg struka ve¢i od 102 cm za muskarce i ve¢i od 88 cm za
Zene.

Podaci o dosadasnjim bolestima i terapiji prikupljeni su standardiziranim epidemioloSkim
upitnikom i pregledom medicinske dokumentacije lijecnika obiteljske medicine.

Avrterijski tlak mjeren je tijekom dviju posjeta, a svaki put je mjeren po tri puta na desnoj ruci
u sjedecem polozaju nakon barem 5 minuta odmora, §to je sukladno preporukama ESH/ECS
pomocu digitalnog tlakomjera Omron M-6 koji mjeri arterijski tlak i sréanu frekvenciju (14).
Ovisno o potrebi, tj. obujmu nadlaktice koriStene su dvije vrste orukvica, standardna i velika.
Za ovo istrazivanje koristili smo srednju vrijednost drugih dvaju mjerenja. Kao kriterij za

hipertenziju koristene su vrijednosti arterijskoga tlaka > 140/90 mm Hg (14).

3.2.2. Laboratorijski podaci

Svi uzorci krvi i urina su nakon uzorkovanja bili centrifugirani i pohranjeni na +4°C. Analiza
svih uzoraka je obavljena u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog
bolnickog centra Zagreb i Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Za odredivanje
kreatinina u serumu koristen je uredaj Olympus AU 2700, kontinuiranom fotometrijskom
metodom s alkalnim pikratom (Olympus, Tokyo, Japan). Albumin u urinu odreden je s
uredajem Siemens Dade Behring BN Il Nephelometer (Siemens, SR Njemacka).

Glomerularna filtracija je izraCunata tzv. skratenom MDRD formulom: eGFR = 32
788 x [kreatinin u serumu]™™* x dob®?® (x 0,742 za 7ene). Kao pokazatelj inzulinske
rezistencije koristen je indeks HOMA koji se racuna prema formuli: HOMA-IR = [Inzulin
(UIU/mL)] x [Glukoza] (mmol/L) / 22,5. Kriterij inzulinske rezistencije bio je HOMA-IR
veéi od 2,5.

Koncentracija adiponektina i leptina odredene su enzimimunokemijskom metodom
(Behring Gmbh, Njemacka). C-reaktivni protein (CRP) odreden je imunoturbidimetrijskom
metodom na Cesticama lateksa, koncentracije inzulina imunokemijskom detekcijom uz pomo¢
elektrokemiluminiscencije, a koncentracije glukoze mjerene su na taSte i odredene su
fotometrijom s heksokinazom ili glukoza oksidazom (Olympus System Reagent Kit na
Olympus AU2700, Tokyo, Japan). Lipoprotein velike gustoce (HDL) odreden je homogenom
enzimimunoinhibicijskom metodom, lipoprotein male gusto¢e (LDL) racunskom metodom
prema Friedwaldu koriste¢i jednadzbu c(LDL-kolesterol) = c(ukupni kolesterol) —

[c(trigliceridi)/2,2] — c(HDL-kolesterol), a koncentracije triacilglicerola (triglicerida) i
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kolesterola fotometrijskom metodom s glicerofosfat-oksidazom (GPO-PAP), odnosno

kolesterol-oksidazom (sve na Olympus AU2700, Tokyo, Japan).

3.2.3. Genotipizacija polimorfizama jednoga nukleotida C-11377G i G-11391A gena
ADIPOQ

Za izdvajanje DNK koriStena je puna krv s antikoagulansom (EDTA) (epruveta za 9 mL
svjeze krvi). Izdvajanje genomske DNK provedeno je prema metodi Millera i sur. (242).
Metoda se temelji na izdvajanju limfocita iz uzoraka periferne krvi, lizi stanica te enzimskoj i
kemijskoj ekstrakciji sa svrhom uklanjanja stani¢nih proteina, RNK i drugih makromolekula,
nakon cega slijedi talozenje DNK u apsolutnom etanolu. Genotipizacija se provodi
umnazanjem DNK fragmenata od interesa lanc¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom
vremenu (engl. real-time PCR), te njezinom detekcijom po principu prijenosa energije
fluorescentnom rezonancijom (FRET) (engl. fluorescence resonance energy transfer). PCR
reakcija izodi se u LightCycler kapilarama u ukupnom volumenu od 20 pL. Reakcijska
smjesa sadrzi: 1) Master miks koji sadrzi LightCycler Fast-Start enzim, 10x konc. i
LightCycler Fast-Start reakcijsku smjesu 10x konc.; 2) MgCl, (Roche®); 3) sterilnu
destiliranu vodu; 4) pocetnice: uzvodna 5'- ACT TGC CCT GCC TCT GTC TG -3' (ADIPOQ
F, engl. forward ); nizvodna 5'- GCC TGG AGA ACT GGA AGC TG -3' (ADIPOQ R, engl
reverse); 5) hibridizacijske probe: A) za polimorfizam -11377 G>C: ADIPOQ-FL 5'- GCA
GGA TCT GAG CCG GTT CT -FL-3' (FL: fluorescein); ADIPOQ-LC 5'-LC Red640-
GCA AGC CAC ACATTC TGA TGA ATT AAATTA CGA CCC -PH-3' (LC: LightCycler
Red 640; PH: -3'- fosfat); B) za polimorfizam -11391G>A: ADIPOQ-FL 5- CTC AGA TCC
TGC CCT TCA AAA AC -FL (FL: fluorescein); ADIPOQ-LC 5-LC Red640- ACA TGA
GCG TGC CAA GAA AGT CCA AGG TGT TG —-PH-3' (LC: LightCycler Red 640; PH: -3'-

fosfat). Sastojci su prikazani u Tablici 3.1.
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Tablica 3.1. Sastojci reakcijske smjese PCR.

LC-kapilara Volumen (uL)

Sterilna destilirana voda 11,2

MgCl, (25 mM) 3,0 3,75 mM
Master miks 2,0

ADIPOQ1/10*-LC (2 uM) 0,4 0,04 uM
ADIPOQ1/10*-FL (2 uM) 0,4 0,04 uM
ACR1F (5 uM) 0,5 0,125 uM
ACR1R (5 uM) 0,5 0,125 uM
DNK 2,0 100 ng

* Za SNP 11377C>G koriSten je ADIPOQ1, a za SNP 11971G>A ADIPOQ10

PCR je uCinjen pod sljede¢im uvjetima: 1) denaturacija - 1 ciklus, 60 sec, 95°C; 2)
amplifikacija - 25 ciklusa; 1 sekundi na 95°C, 14 sekundi na 58°C, 10 sekundi na 72°C; 3)
analiza krivulje taljenja - 1 ciklus; 30 sekundi na 95°C, 30 sekundi na 40°C i 0 sekundi na
80°C ; 4) hladenje - 1 ciklus, 30 sekundi na 40°C.

Na temelju temperature taljenja moguce je ciljano otkrivanje promjena u slijedu nukleotida u
DNA, uklju¢ujuéi i promjene u samo jednom nukleotidu - SNP. Genotipizacija se provodi
tako da rezultati analize u obliku krivulja temperature taljenja, u kompjutorskom programu
preracunavaju u prve negativne derivacije promjene florescencije s temperaturom iz Cijih se

vrdnih vrijednosti zatim analizira genotip analiziranog uzorka. (Slika 3.1., Tablica 3.2.)
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Slika 3.1. Krivulje taljenja: a) kod polimorfizma -11377C>G, b) kod polimorfizma -
11391G>A. Temperature — temperatura u °C, Fluorescence — fluorescencija.

Tablica 3.2. Genotipizacija na temelju temperature taljenja (Tr,)

Polimorfizam  Genotip Tm Polimorfizam  Genotip
CIC 65°C G/G 67°C
-11377C>G CIG 59°C/65°C 11391G>A G/A 60°C/67°C
G/G 59°C AIA 60°C
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3.2.4. Statisticka analiza

3.2.4.1. Kvantitativne analize

U statistickoj analizi koriStene su deskriptivne i analiticke statisticke metode. Prikazani su
postoci za kategorijske varijable, srednja vrijednost i standardna devijacija i medijan i
interkvartilni raspon (25. i 75. percentil). Pravilnost raspodjele numeric¢kih varijabli testirana
je D'Agostino-Pearsonovim testom, te su naknadno primjenjeni paramatrijski i
neparametrijski statistiCki testovi. Razlike u razdiobi kategorickih varijabli i proporcija
izmedu skupina testirane su y2-testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim testom. Za
testiranje razlika izmedu dviju nezavisnih skupina primjenjen je Studentov t-test ili Mann-
Whitney U-test. U usporedbi viSe od dvije skupine pravilno raspodjeljenih varijabli koriStena
je analiza varijance (ANOVA) i Turkey ili Hochberg test za post hoc analizu, a za usporedbu
vise od dvije skupine nepravilno raspodjeljenih varijabli Kruskal-Wallis test te post hoc
Mann-Whitney U-test. Bonferronijeva korekcija koriStena je pri korekciji za family-wise
error. Primjenjene su multivarijatne metode analize, multipla linearna regresija i logisticka
regresija. Za analizu korelacije koriSteni su Pearsonov test i Spearmanov test rang-korelacije.
U svim testovima p-vrijednost<0,05 (dvostrani test) predstavljala je razinu statisticke
znacajnosti.

Statisticka obrada podataka uc¢injena je u programu SPSS verzija 22 (IBM Inc., SAD).

Kako je ovo prvenstveno asocijacijska i korelacijska studija, veli¢ina uzorka ovisila je o
o¢ekivanom koeficijentu korelacije arterijskog tlaka i adiponektina. Procjenu ocekivane
velicine koeficijenta korelacije ucinili smo prema studijama iz metaanalize Kima i sur., kao i
prema drugim studijama pretrazivanjem PubMed-a. Studije u metaanalizi Kima i sur. dobile
su koeficijent korelacije koncentracije adiponektina i sistolickog ili srednjeg arterijskog tlaka
od 0,017 (statisticki neznacajno) do 0,479, a studije koje su dobile znacajnu korelaciju imale
su donju granicu 0,19 (7). Prema tim podacima, a i drugim studijama, korelacija adiponektina
I arterijskog tlaka spadala bi u kategoriju skromne (0,1-0,3) ili umjerene (0,3-0,5) korelacije.
Za konacnu procjenu broja ispitanika koristili smo koeficijent korelacije 0,3, statisticku snagu
od 0,8 i mogunost pogreske tipa | od 0,05. Tim izracunom, ukupan potreban broj ispitanika je
67. Koriste¢i neSto konzervativnije pristupe s r=0,25 i r=0,2 dobivamo potreban broj

ispitanika od 97, odnosno 153 ispitanika.

3.2.4.2. Kvalitativne i kvantitativno-kvalitativne analize asocijacija
Hardy-Weinbergov princip tvrdi da ¢e ucestalosti genotipova i alela u populaciji ostati

konstantne u susljednim generacijama ukoliko nije doslo do utjecaja evolucijskih ¢imbenika
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(npr. selekcija, mutacija, drift). Hardy-Weinbergova ravnoteza racunata je jednadzbom p’ +
2pq + o = 1, gdje su p i q uestalosti alela pojedinog polimorfizma.

Neravnoteza povezanosti (engl. linkage disequilibrium, LD) je neslucajna povezanost alela
dvaju ili vise lokusa. IzraZena je veli¢inama D', normaliziranim koeficijentom neravnoteze
povezanosti, koji oznadava devijaciju dobivene od ocekivane ucestalosti haplotipa i r* koji je
kvadrat Pearsonovog koeficijenta korelacije.

Procjena ucestalosti haplotipova radena je maximum-likelihood metodom EM algoritmom po
Excoffieru i Slatkinu u programu Arlequin (243,244).

Analize asocijacije (povezanosti) genotipova i haplotipova s fenotipskim obiljezjima kroz vise

modela uc¢injene su u programima SNPstats i Unphased 3.1.7. (za procjenu modifikatora).

3.2.5. Modeli koristeni u procjeni povezanosti fenotipskih obiljeZzja s genotipima i
alelima

U logistickoj regresiji koriSteno je viSe modela kako bi se ispitale asocijacije pojedinih
genotipova i alela s fenotipskim obiljezjima (hipertenzija i inzulinska rezistencija) (245,246).
1. op¢i ili kodominatni model — ovo je standardni model u kojem su ispitanici podijeljeni u tri
grupe po genotipovima — AA, AB, BB (B je minor alel).

2. dominantni model — u ovom modelu ispitanici su podijeljeni u dvije grupe: AA i AB+BB.
Kao i1 recesivni model, ovaj model se koristi zbog povecane statisticke snage (u slucajevima
kada pretpostavljamo da je ucinak dominantan, tj. recesivan, ako se radi o recesivhom
modelu). Ovaj model pretpostalja kako je za promjenu u riziku od X puta potreban samo
jedan recesivni alel.

3. recesivni model - u ovom modelu ispitanici su podijeljeni u dvije grupe: AA+AB i BB.
Ovaj model pretpostavlja kako su za promjenu u riziku od X puta potrebna oba recesivna
alela.

4. overdominantni ili superdominantni model — u ovom modelu ispitanici su podijeljeni u
dvije grupe: AA+BB i AB. Model prvenstveno sluzi za ispitivanje moguce heterozigotne
prednosti (engl. heterozygote advantage) kada se pretpostavlja da bi heterozigot mogao imati
neka pozitivna svojstva koja nemaju homozigoti (npr. u srpastoj anemiji recesivni homozigoti
imaju krace ocekivano vrijeme Zivota, ali i zaStitu od malarije zbog defektnih eritrocita, dok
dominantni homozigoti imaju normalno o¢ekivano vrijeme zivota, ali nemaju prednost zastite

od malarije. Heterozigoti, pak, imaju normalan zivotni vijek i djelomi¢nu zastitu od malarije).
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5. log-aditivni model — ovaj model implicira da je rizik heterozigota X, a recesivnog
homozigota 2X puta druk¢iji (veci ili manji) od dominantnog homozigota na logaritamskoj

skali.

3.2.6. Medupopulacijska usporedba

Ispitivanje varijacija medu razli¢itim populacijama ucinjeno je u program Arlequin Fst i
exact-testovima za populacijsku diferencijaciju na nafin da su za svaki pojedini lokus
ucinjene tablice kontingencije svih moguc¢ih populacijskih parova 1 dana je procjena
vjerojatnosti odbacivanja Ho (tj. hipoteze da nema varijacije u alelima). Izraden je
dendrogram Fst vrijednosti koji prikazuje metriku udaljenosti izrazenu Euklidskim
udaljenostima medu populacijama.

Gradijenti 1 prostorna raspodjela ucestalosti alela u razli¢itim geografskim regijama testirane
su Mantelovim testom koji ispituje znacajnost korelacije matrica geografskih (izrazeno u
kilometrima) i genetickih udaljenosti (izrazenih u Fst vrijednostima) (247). Mantelov test
ucinjen je u programu Isolation By Distance 3.23 (248). Geografska raspodjela prikazana je

pomocu programa Surfer 11 (Golden Software Inc., SAD).
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4. REZULTATI

Kako bismo jasnije ispitali hipotezu, odgovorili na istrazivacko pitanje i ispunili ciljeve rada
podijelili smo poglavlje u vise logicki povezanih cjelina. Ovo poglavlje zapocinje rezultatima
genotipizacije u naSoj populaciji, zatim slijedi analiza ucestalosti genotipova 1 alela
istrazivanih polimorfizama u podacima dobivenim iz literature i usporedba tih rezultata s
nasima, nakon toga predstavljene su osnovne antropometrijske, klini¢ke i laboratorijske
karakteristike svih ispitanika, a zatim i nakon podjele po odredenim karakteristikama (spol,
visina arterijskog tlaka, ITM, opseg struka itd.). Nakon tih rezultata slijedi poglavlje u kojem
predstavljamo rezultate povezanosti polimorfizama s arterijskim tlakom i hipertenzijom koje
prati poglavlje o povezanosti samog proteina adiponektina s arterijskim tlakom i
hipertenzijom. U konacnici, u posljednjem poglavlju predstavljeni su rezultati o povezanosti

polimorfizama s inzulinskom rezistencijom.

4.1. Genotipizacija polimorfizama

Od ukupno 192 ispitanika, uspjeSnost genotipizacije bila je 97,9% (N=188) za polimorfizam -
11377 C>G i 96,9% (N=186) za polimorfizam -11391 G>A. Ukupno je 96,9% (N=186)
ispitanika imalo uspjeSno genotipizirana oba polimorfizma te su za njih mogle biti u¢injene
analize haplotipova. Sedam ispitanika (3,6%) imalo je uspjeSno genotipiziran barem jedan
polimorfizam, ali nije imalo uspje$no odredenu koncentraciju adiponektina, a Cetiri ispitanika
(2,1%) imalo je odredenu koncentraciju adiponektina, ali nije imalo odredene genotipove. Ti
ispitanici ukljuceni su u separatne i univarijatne analize, ali su sve multivarijatne analize koje
su ukljucivale genotipove i1 koncentraciju adiponektina, ukljucujuci testove genetickih
asocijacija, u¢injeni samo na ispitanicima koji su imali i1 koncentraciju adiponektina i genotip
za barem jedan polimorfizam (N=181; 94,3%).

Kada se gleda samo polimorfizam -11377 C>G, 93 (49,5%) ispitanika imalo je genotip C/C,
77 (41,0%) bili su heterozigoti, a 18 (9,5%) homozigoti G/G; ucestalost minor alela G bila je
29,3%. Ukupno je 164 (88,2%) ispitanika imalo genotip G/G polimorfizma -11391 G>A, dok
su 22 (11,8%) ispitanika bili heterozigoti. Nije bilo recesivnih homozigota te je ucestalost
minor alela A bila 11,8%. Od ukupno 186 ispitanika kojima su mogli biti analizirani
haplotipovi, 119 (64,0%) je imalo haplotip C-G, 56 (30,1%) G-G i 11 (5,9%) C-A.
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4.2. Medupopulacijska usporedba ucestalosti genotipova i alela istrazivanih

polimorfizama

Kako bismo dobili uvid u ucestalosti genotipova i alela istrazivanih polimorfizama u
razli¢itim populacijama i usporedili ih s nasim podacima napravili smo pregled literature.
Nakon pretrage dostupno nam je bilo 76 radova za polimorfizam -11377 C>G i 42 rada za
polimorfizam -11391 G>A. Velik broj radova bili su asocijacijske studije u kojima se
proucavala pojedina bolest ili kompleksno svojstvo te su, kako bi se izbjegao otklon zbog
neodgovaraju¢eg odabira (engl. selection bias), u daljnju obradu uzete samo kontrolne
skupine zdravih ispitanika. Naknadnim citanjem neke reference su iskljucene (nisu istrazivale
navedene polimorfizme, bile su metaanalize ili pregledni radovi, nisu davale podatke o
ucestalosti genotipova i/ili alela i sl.), a dostupni podaci agregirani su po drZzavama, S
izuzetkom Indije za koju su zbog njene veliine 1 kompleksne populacijske strukture
izdvojene dvije populacije: mijeSana (pretezito ruralna) i urbana. Takoder, ispitanici iz ove
studije agregirani su s onima iz rada Karmelic i sur. (249).

Ukupno je za polimorfizam -11377 C>G izdvojeno 20 populacija (25 583 ispitanika),
a za polimorfizam -11391 G>A 13 populacija (18 543 ispitanika) (Tablice 4.1. i 4.4.). Za
svaku populaciju prikazane su ucestalosti genotipova i minor alela. U tablicama su prikazane
1 geneticke udaljenosti populacija izrazene kao fiksacijski indeksi (Fst vrijednosti) koji su
mjerilo populacijske diferencijacije proizasle iz geneticke strukture; ti odnosi prikazani su u
dendrogramima (Tablice 4.2. i 4.5., Slike 4.2. i 4.5.) Takoder je za parove populacija u¢injen
1 Mantelov test koji utvrduje postoji li znacajna korelacija izmedu prostorne udaljenosti
(matrica geografskih udaljenosti) i geneticke udaljenosti (matrica Fst vrijednosti), tj. ovsi i
geneticka varijabilnost o prostornoj raspodjeli populacija (Tablica 4.3.). U Mantelovom testu
koristena su Cetiri modela: 1. geografska udaljenost — geneticka udaljenost, 2. log(geografska
udaljenost) - geneticka udaljenost, 3. geografska udaljenost - log(geneti¢ka udaljenost) i 4.
log(geografska udaljenost) - log(geneticka udaljenost). U konacnici, geografska raspodjela
ucestalosti minor alela (manje ucestalog alela) prikazana je na kartama svijeta (Slike 4.1. i
4.4.)

U Tablici 4.1. prikazani su podaci o broju ispitanika i ucestalosti minor alela
polimorfizma -11377 C>G agregirani po drzavama. Ucestalost minor alela G bila je najmanja
u Talijana (20,28%), a najveca u Finaca (33,14%), Sto govori u prilog gradijenta sjever-jug
koji nakon daljnjeg testiranja ipak nije bio znacajan. Takoder, nije bilo znacajne razlike u

ucestalosti minor alela izmedu europske i populacija ostalih kontinenata. Medijan europskih
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populacija bio je 26,02% Sto je vrlo blizu hrvatskoj populaciji iz studije Karmeli¢ i sur.
(26,50%), a neSto manje od populacije ove studije (30,00%) Prikazana je geografska
raspodjela ucestalosti alela na konturnoj karti svijeta (Slika 4.1.). U Tablici 4.2. prikazane su
Fst vrijednosti za ovaj polimorfizam, a dodatno su graficki prikazane na dendrogramu na Slici
4.2.. Mantelovim testom nije nadena znacajna korelacija geneticke i geografske raspodjele
genotipova ovog polimorfizma, a koeficijenti korelacija kretali su se od -0.0189 do -0.0069
ovisno o modelu (Tablica 4.3. i1 Slika 4.3.).

U Tablici 4.4. prikazani su podaci o populacijama i ucestalosti minor alela polimorfizma -
11391 G>A. Minor alel A bio je najmanje ucestalo zastupljen u sub-saharskoj africkoj
populaciji Juznoafricke Republike (2,66%), a najvise u Indijaca (37,20%). Populacija
ukljucena u ovu studiju imala je ucestalost minor alela od 5,26% i bila je bliza medijanu
ucestalosti europskih populacija (8,08%) nego populacija Hrvatske iz studije Karmeli¢ 1 sur.
(17,40%). Na Slici 4.4. prikazana je geografska raspodjela na Karti svijeta. Hrvatska
populacija opet se je najmanje razlikovala od europskih populacija, ali su vrijednosti gentickih
udaljenosti bile, kao i u slucaju prvog polimorfizma, niske S§to ukazuje na homogenu
distribuciju alela opcenito (Tablica 4.5. i Slika 4.5.). Mantelovim testom nije nadena
znacajna korelacija u geneticke 1 geografske raspodjele genotipova ovog polimorfizma, iako
su koeficijenti korelacija u modelima 3 i 4 bili viSi od prva dva modela (Tablica 4.3. i Slika
4.6.).
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Tablica 4.1. Ucestalost genotipova i minor alela polimorfizma -11377 C>G u 21 populaciji

ukljucenoj u medupopulacijsku usporedbu. U daljnjim analizama dvije hrvatske populacije su

agregirane.

Populacija N CC(%) CG (%) GG (%) G (%)
Kanadani (mijes. podrijetla) 1157 53,67 40,80 5,53 25,93
Han Kinezi 3475 52,52 38,25 9,23 27,14
Hrvati (Karmeli¢ i sur.) 86 50,60 46,70 2,70 26,50
Hrvati (ova studija) 115 49,57 40,87 9,57 30,00
Cesi 752 52,00 39,00 9,00 28,50
Finci 507 43,20 47,34 9,46 33,14
Francuzi 837 58,90 36,20 4,90 23,00
Nijemci 2896 55,55 37,36 7,10 25,77
Indijci (urbana) 250 62,40 36,80 0,80 19,20
Indijci (urbana + ruralna) 1053 59,00 34,40 6,60 22,80
Iranci 93 52,70 44,10 3,20 25,30
Talijani 503 63,82 31,81 4,37 20,28
Japanci 2288 58,27 36,36 5,36 23,54
Jordan (Arapi) 519 63,97 30,02 6,01 24,93
Poljaci 562 50,89 40,04 9,07 29,09
Juznokorejci 2758 55,40 37,42 7,18 25,89
Svedani 244 53,28 41,39 5,33 26,02
Tajvanci 110 58,20 36,40 5,40 23,60
Tunizani 748 56,02 37,30 6,68 25,33
Britanci 3059 54,39 38,85 6,76 26,18
Amerikanci 3571 54,75 39,03 6,22 28,75
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Slika 4.1. Ucestalost minor alela G polimorfizma -11377 C>G u svijetu. Ucestalost minor
alela prikazana je gradijentom boje na karti Svijeta 1 linijama jednake ucestalosti.
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Tablica 4.2. Fst vrijednosti za polimorfizam -11377 C>G. Znacajne Fst vrijednosti ispisane su masnim slovima.

Hrvati Francuzi Finci Nijemci I(:?Egi I(nn?lljjc)' Iranci Talijani Japanci Jordanci Poljaci JuZnokor. Svedani Tajvanci
Hrvati 0,000
Cesi -0,003 0,000
Francuzi 0,001 0,004 0,000
Finci 0,007 0,006 0,024 0,000
Nijemci -0,001 0,000 0,009 0,003 0,000
Indijci (urb) 0,023 0,019 0,044 0,002 0,012 0,000
Indijci (mij) 0,008 0,007 0,026 -0,001 0,003 0,001 0,000
Iranci -0,005 -0,004 0,006 -0,004 -0,005 0,006 -0,003 0,000
Talijani 0,019 0,016 0,039 0,001 0,010 -0,003 0,000 0,003 0,000
Japanci 0,006 0,006 0,023 -0,001 0,002 0,003 -0,001 -0,004 0,002 0,000
Jordanci 0,002 0,002 0,015 -0,001 0,000 0,006 0,000 -0,006 0,004 -0,001 0,000
Poljaci -0,003 -0,001 0,002 0,008 0,000 0,022 0,009 -0,004 0,018 0,007 0,003 0,000
Juznokorejci 0,000 0,001 0,012 0,001 0,000 0,010 0,002 -0,006 0,007 0,001 -0,001 0,001 0,000
Svedani -0,001 -0,001 0,009 -0,001 -0,002 0,008 0,000 -0,007 0,006 -0,001 -0,003 0,000 -0,002 0,000
Tajvanci 0,001 0,001 0,015 -0,005 -0,002 -0,001 -0,005 -0,009 -0,002 -0,005 -0,005 0,002 -0,003 -0,005 0,000
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Slika 4.2. Graficki prikaz Fst vrijednosti. Prikazan je dendrogram Fst vrijednosti izracunatih iz genetickih podataka za polimorfizam -11377

C>G.
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Tablica 4.3. Rezultati Mantelovog testa korelacije izmedu geneti¢ke i geografske udaljenosti.

Prikazani su rezultati za sva Cetiri modela.

SNP -11377 C>G SNP -11391 G>A
Model

r p r p
1 geo-gen -0,0147 0,546 0,1369 0,286
2 log(geo)-gen -0,0189 0,571 0,1566 0,269
3 geo-log(gen) -0,0069 0,457 0,2230 0,150
4 log(geo)-log(gen) -0,0129 0,512 0,2197 0,136

geo — geografska udaljenost (km), gen — geneti¢ka udaljenost (Fst).
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Slika 4.3. Grafovi Mantelovog testa za polimorfizam -11377 C>G. Modeli su u smjeru
kazaljke na satu: linearni, log geografska udaljenost — geneti¢ka udaljenost, geografska
udaljenost-log geneti¢ka udaljenost i log geografska udaljenost-log geneti¢ka udaljenost.
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Tablica 4.4. Ucestalost genotipova i minor alela polimorfizma -11391 G>A u 16 populacija

ukljuc¢enih u medupopulacijsku usporedbu. U daljnjim analizama dvije hrvatske populacije su

agregirane.

Populacija N GG (%) GA(%) AA(%) A(%)
Amerikanci (bijelci) 1713 84,67 14,32 1,01 8,17
Brazilci 545 83,39 15,87 0,73 8,62
Englezi 3039 85,43 13,99 0,59 7,59
Francuzi (bijelci) 5191 82,35 16,68 0,97 9,28
Hrvati (Karmeli¢ i sur.) 115 66,10 33,00 0,90 17,40
Hrvati (ova studija) 114 89,47 10,53 0,00 5,26
Indijci 1083 40,30 45,20 14,60 37,20
Iranci 99 92,93 7,07 0,00 3,54
Japanci 480 95,48 4,52 0,00 2,71
Nijemci 2887 82,40 16,84 0,75 9,18
Poljaci 563 84,55 14,74 0,71 8,08
Subsaharski crnci 226 94,69 5,31 0,00 2,66
Svedani 497 87,93 11,67 0,40 6,43
Talijani 1124 80,97 18,33 0,71 9,88
Tunizani (Arapi) 748 84,42 15,24 0,34 8,16
Turci 119 84,90 15,10 0,00 7,56
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Slika 4.4 Ucestalost minor alela A polimorfizma -11391 G>A u svijetu. Ucestalost minor
alela prikazana je gradijentom boje na karti Svijeta i linijama jednake ucestalosti.
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Tablica 4.5. Fst vrijednosti za polimorfizam -11391 G>A. Znacajne Fst vrijednosti ispisane su masnim slovima.

Amerikanci Brazilci Hrvati Englezi Francuzi Indijci Iranci Japanci Nijemci Poljaci Af\l;i)i\(gnci Svedani Talijani Tunizani Turci
Amerikanci 0,00000
Brazilci -0,00108 0,00000
Hrvati 0,00398 0,00126 0,00000
Englezi -0,00023 -0,00035 0,00732 0,00000
Francuzi 0,00037 -0,00075 0,00024  0,00153 0,00000
Indijci 0,23545 0,18241 0,13493 0,27879 0,26131 0,00000
Iranci 0,00629 0,00838 0,02457 0,00392 0,01122 0,19821 0,00000
Japanci 0,02137 0,02935 0,06611 0,01712 0,02545 0,25828  -0,00300  0,00000
Nijemci 0,00017 -0,00091 0,00044  0,00128 -0,00026 0,23963 0,01077 0,02591 0,00000
Poljaci -0,00116 -0,00155 0,00384  -0,00095 0,00002 0,19158 0,00543 0,02435  -0,00020  0,00000
Gtg\lll?(? nei 0,01907 0,02434 0,05207 0,01558 0,02397 0,23004  -0,00408 -0,00326  0,02389 0,02022 0,00000
Svedani 0,00080 0,00148 0,01314  -0,00019 0,00381 0,20796  -0,00100  0,01369 0,00350  -0,00010 0,01108 0,00000
Talijani 0,00106 -0,00045  -0,00143  0,00282 -0,00034 0,18859 0,01431 0,03384  -0,00033  0,00078 0,02963 0,00587 0,00000
TuniZani -0,00096 -0,00144 0,00344  -0,00062 0,00000 0,19916 0,00619 0,02417  -0,00020  -0,00154 0,02046 0,00046 0,00066 0,00000
Tureci -0,00426 -0,00441 0,00154  -0,00438 -0,00254 0,16467 0,00177 0,02753  -0,00281  -0,00499 0,02226 -0,00421  -0,00159 -0,00466  0,00000
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Slika 4.5. Graficki prikaz Fst vrijednosti. Prikazan je dendrogram Fst vrijednosti izraCunatih iz genetickih podataka za polimorfizam -11391
G>A.
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Slika 4.6. Grafovi Mantelovog testa za polimorfizam -11391 G>A. Modeli su u smjeru
kazaljke na satu: linearni, log geografska udaljenost — geneticka udaljenost, geografska
udaljenost-log geneti¢ka udaljenost i log geografska udaljenost-log geneti¢ka udaljenost.
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4. 3. Opée antropometrijske, klini¢ke i laboratorijske znacajke ispitanika

U istrazivanje su bile ukljuc¢ene 192 osobe, od toga 124 Zene i 68 musSkaraca (Slika 4.7.).
Osnovne antropometrijske i klini¢ke znacajke prikazane su u Tablici 4.6., a laboratorijske u
Tablici 4.7. Medijan dobi ispitanika bio je 44 godine, 26% ispitanika imalo je ITM vec¢i od 30
kg/m?, prevalencija hipertenzije u cijeloj skupini je 38,0%, a inzulinske rezistencije 37,2%.
Medijan koncentracije adiponektina u cijeloj skupini bio je 9,39 mg/L, a leptina 8,95 nug/L.

U Tablicama 4.8. i 4.9. prikazana je usporedba antropometrijskih, klinickih i laboratorijskih
znadajki ispitanika razvrstanih po spolu. Zene su bile mlade od muskaraca, imale su manji
opseg struka, sistolicki tlak 1 tlak pulsa dok nije bilo znacajne razlike u dijastolickom tlaku i
prevalenciji hipertenzije (34,7% naspram 44,1%). Muskarci su imale neSto viSe vrijednosti
glukoze u krvi, ali nije bilo razlike u indeksu inzulinske rezistencije izmedu Zena i muskaraca
(2,07 naspram 1,87) kao ni u prevalenciji inzulinske rezistencije (35,5% naspram 40,3%).
Zene su imale vise vrijednosti HDL kolesterola i nize vrijednosti triglicerida, bez razlike u
ukupnom 1 LDL kolesterolu. Takoder, Zzene su imale vise koncentracije adiponektina (10,55
naspram 9,22 mg/L) i leptina (11,94 naspram 6,10 ug/L) (Slika 4.8., napomena: p-vrijednosti
u tablicama i na slikama mogu se razlikovati, jer je na slikama prikazana dodatna analiza u
kojoj su iskljuéene netipi¢ne vrijednosti adiponektina, engl. outliers, koje mogu utjecati na
rezultat).

Antropometrijske, klinicke i1 laboratorijske znacajke ispitanika podijeljenih po ITM-u, na
nacin da je odsjecna vrijednost bila 30 kg/m2 (kriterij pretilosti) prikazane su u Tablicama
4.10. 1 4.11. Nije bilo razlike u spolnoj distribuciji pretilosti, ali su pretili ispitanici bili stariji,
imali su veci opseg struka, sistolickog, dijastolickog 1 srednjeg tlaka, bez razlike u sr¢anoj
frekvenciji i tlaku pulsa.

Prevalencija hipertenzije bila je gotovo dva puta visa u pretilih ispitanika (58% naspram
31%). Pretili su imali znacajno slabiju funkciju bubrega (medijani procjenjene glomerularne
filtracije: 75 naspram 79 mL/min/1,73 m2). Pretili ispitanici imali su viSe vrijednosti glukoze
u krvi, inzulina i gotovo dvostruko visi medijan indeksa inzulinske rezistencije (3,12
nasprama 1,62 mmol/L. X pU/mL) te dvostruko viSu prevalenciju inzulinske rezistencije
(62,0% nasprama 28,4%). Takoder, imali su visi kolesterol, LDL kolesterol i trigliceride te
nize vrijednosti HDL kolesterola. Uz viSe biljege upale i leptin (11,90 naspram 7,90 pg/L),
pretili su imali zna€ajno niZze plazmatske vrijednosti adiponektina (7,35 naspram 9,88 mg/L)

(Slika 4.9.)
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Kada smo podijelili ispitanike po opsegu struka koriste¢i spolno i1 regionalno specifi¢ne
odsjecne vrijednosti za abdominalnu pretilost (Tablice 4.12. i 4.13.), nije bilo razlike u
spolnoj distribuciji, ali su abdominalno pretili bili stariji, imali su viSe vrijednosti sistoli¢kog,
dijastolickog i tlaka pulsa kao 1 viSu prevalenciju hipertenzije (56,2% naspram 26,9%) bez
razlike u sr¢anoj frekvenciji. Takoder, abdominalno pretili imali su slabiju funkciju bubrega,
visu glukozu, inzulin, indeks inzulinske rezistencije i tri puta visu prevalenciju inzulinske
rezistencije u usporedbi s ispitanicima s normalnim opsegom struka. Vrijednosti ukupnog
kolesterola, LDL frakcije 1 triglicerida bile su takoder viSe u abdominalno pretilih, dok je
HDL kolesterol bio nizi. Abdominalno pretili imali su viSe vrijednosti C reaktivnog proteina i
leptina, bez razlike u plazmatskoj koncentraciji adiponektina (Slika 4.10.).

U Tablicama 4.14. i 4.15. prikazane su usporedbe za ispitanike s metabolickim sindromom
po NCEP-ATP III definiciji 1 one bez metabolickog sindroma. Ispitanici s metabolickim
sindromom bili su stariji, imali su visi ITM 1 opseg struka, sistolicki i dijastolicki tlak te tlak
pulsa, viSu ucestalost hipertenzije 1 nizu procijenjenu brzinu glomerularne filtracije. Takoder,
ispitanici s metabolickim sindromom imali su visi HOMA-IR indeks i viSu prevalenciju
inzulinske rezistencije kao i nizi HDL-kolesterol i viSe trigliceride bez razlike u ukupnom
kolesterolu i LDL frakciji. Ti ispitanici imali su i viSu koncentraciju C-reaktivnog proteina

kao biljega ovdje prisutne supklinicke upale dok nije bilo razlike u adiponektinu i leptinu
(Slika 4.11.).
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Cetiri; 15; 8% FeU3i1%

Slika 4.7. Osnovne antropometrijske i klinike podjele po razli¢itim fenotipskim kategorijskim
varijablama (lijevi graf u zadnjem redu prikazuje ispitanike po broju komponenti metabolickog
sindroma). ITM - indeks tjelesne mase, NCEP-ATPIIl — National Cholesterol Education Program
Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol (Adult Treatment
Panel 111).
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Tablica 4.6. Antropometrijske i klinicke znacajke svih ispitanika.

Parametar Sr.vr.(s.d.) Medijan (IKR)
Zenski spol (N, %) 124 (64,6)

Dob (godine) 43 (15) 44 (31-53)
Tezina (kilogrami) 76 (16) 75 (63-86)
Visina (cm) 168 (10) 167 (161-176)
ITM (kg/m?) 27,0(5,1) 26,9 (23,1-30,2)
Kategorije ITM-a (N, %)

<21 kg/m? 21 (11,0)

21-25 kg/m? 50 (26,2)

>25 kg/m? 120 (62,8)

ITM > 30 kg/m? (N, %) 50 (26,0)

Opseg struka (cm) 89 (16) 89 (80-99)
Sistolicki tlak (mm Hg) 134 (23) 129 (118-146)
Dijastolicki tlak (mm Hg) 81 (13) 79 (72-89)
Srednji arterijski tlak (mm Hg) 98 (15) 97 (88-107)
Tlak pulsa (mm Hg) 53 (17) 50 (41-61)
Sréana frekvencija (/min) 78 (11) 77 (70-85)
Hipertonicari (N, %0) 73 (38,0)

eGFR (mL/min/1,73 m?) 81 (16) 78 (71-89)

IKR - interkvartilni raspon, ITM - indeks tjelesne mase, eGFR — procjenjena brzina
glomerularne filtracije
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Tablica 4.7. Osnovni laboratorijski parametri svih ispitanika.

Parametar Sr.vr. (s.d.)) Medijan (IKR)
Glukoza (mmol/L) 54 (1,4) 5,2 (4,8-5,7)
Inzulin 10,3 (6,9) 8,7 (5,9-12,7)
HOMA-IR 2,53(1,85) 2,00 (1,29-3,14)
Inzulinska rezistencija (N, %) 71 (37,2)
Kolesterol (mmol/L) 55 (1,2) 5,5 (4,7-6,3)
HDL kolesterol (mmol/L) 1,6 (0,4) 1,51 (1,3-1,8)
LDL kolesterol (mmol/L) 3,3(1,0) 3,3 (2,7-4,0)
Trigliceridi (mmol/L) 1,4 (0,8) 1,2 (10,8-1,8)
CRP 3,1(7,6) 1,6 (0,6-3,0)
Adiponektin (mg/L) 11,09 (8,14) 9,39 (5,85-13,77)
Leptin (png/L) 10,96 (9,90) 8,95 (3,85-15,42)

IKR - interkvartilni raspon, HOMA-IR - indeks inzulinske rezistencije, HDL — lipoproteini
visoke gustoc¢e, LDL — lipoproteini niske gusto¢e, CRP — C-reaktivni protein.
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Tablica 4.8. Antropometrijske i klini¢ke znacajke ispitanika podijeljenih po spolu.

Zene Muskarci

Parametar Sr. vr. Medijan . P
(s.d) (IKR) Sr.vr. (s.d.) Medijan (IKR)
Dob (godine) 41 (14) 42 (30-51) 47 (17) 46 (33-61) 0,046
> 26,7 26,2 (22,8- 28,3
ITM (kg/m?) (5.4) 301) 27,6 (4,6) (241-30.3) 0,119
Kategorije ITM-a
(N, %)
<21 kg/m? 16 (13,0) 5 (7,4)
21-25 kg/m? 34 (27,6) 16 (23,5) 0,329
>25 kg/m? 73 (59,3) 47 (69,1)
ITM > 30 kg/m? (N, %) 31 (25,0) 19 (27,9)
Opseg struka (cm) 85 (17) 86 (75-94) 96 (12) 96 (85-105)  <0,001
Sistolicki tlak (mm Hg) 131 (22) (ﬂgf w403 (12%‘?’151) 0,011
Dijastolicki tlak i ) -
(mm Hg) 80 (12) 79 (72-87) 82 (13) 81 (74-90) 0,589
Srednji arterijski tlak i ]
(mm Ho) 97 (14) 96 (87-105) 101 (15) 99 (91-108) 0,114
Tlak pulsa (mm Hg) 51 (16) 48 (40-60) 58 (18) 54 (46-68) 0,001
(S/ﬁ?ﬁ? frekvencija 79(11) 77 (71-85) 78 (12) 78 (70-84) 0,728
Hipertonicari (N, %) 43 (34,7) 30 (44,1) 0,197
fn%;: R (mL/min/1,73 80(12) 78 (72-87) 83 (21) 78 (71-90) 0,470

IKR — interkvartilni raspon, *normalno raspodjeljena varijabla, ITM — indeks tjelesne mase,
eGFR — procjenjena brzina glomerularne filtracije.
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Tablica 4.9. Osnovni laboratorijski parametri ispitanika podijeljenih po spolu.

Zene Muskarci
Parametar i
sr.vr.(s.d) Medijan (IKR)  Sr. vr. (s.d.) '\?fgga)‘”

Glukoza (mmol/L) 5,2 (1,0) 5,2 (4,8-5,6) 5,7 (1,8) 5,3(5,0-6,1) 0,010
Inzulin 10,2 (6,6) 8,7 (5,9-12,7) 10,3(7,4) 7,7(5,7-12,7) 0,797
HOMA-IR 2,44 (1,73) 2,07 (1,30-3,09) 2,70 (2,06) 1 219’?3?61) 0,710
Inzulinska rezistencija
(N, %) 44 (35,5) 27 (40,3) 0,511
Kolesterol (mmol/L) 55 (1,2) 5,6 (4,7-6,2) 5,6 (1,2) 5,5 (4,8-6,5) 0,770
HDL kolesterol
(mmol/L) 1,6 (0,3) 1,6 (1,4-1,8) 1,4 (0,3) 14(1,2-1,6) <0,001
LDL kolesterol
(mmol/L) 3,3(1,0) 3,3(2,6-4,0) 3,4 (1,0) 3,3(2,8-4,1) 0,520
Trigliceridi (mmol/L) 1,3 (0,6) 1,1 (0,8-1,5) 1,6 (0,9) 1,4 (1,0-2,1) 0,003
CRP 2,6 (4,6) 15(0,6-2,8) 50(11,2) 1,6(0,6-3,2) 0,772

: : 12,11 10,55 9,22 6,14
Adiponektin (mg/L) 6.99)  (7.55-1480)  (9.69)  (3,75-10.40) 0001
Leptin (ug/L) 13,55 11,94 6,10 4,01 <0,001

(10,12) (6,05-17,42) (7,36) (1,63-8,34)
IKR — interkvartilni raspon,HOMA-IR — indeks inzulinske rezistencije, HDL — lipoproteini
visoke gustoc¢e, LDL — lipoproteini niske gusto¢e, CRP — C-reaktivni protein.
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Slika 4.8. Usporedba plazmatske koncentracije adiponektina u Zena i muskaraca.
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Tablica 4.10. Antropometrijske i klinicke znacéajke ispitanika podijeljnih po indeksu tjelesne mase

(ITM).

Parametar

ITM<30 ITM>30

Sr.vr. Medijan Sr.vr. (s.d.) Medijan (IKR)
(s.d) (IKR)

m?)

Zenski spol (N, %) 93 (65,5) 31 (62,0) 0,657

Dob (godine) 42 (16) 41 (28-51) 48 (13) 48 (41-56) 0,003

ITM (kg/m?) 24,7 25,0 33,4 (3,7) 32,4 <0,001
(3,3) (22,1-27,5) (30,9-35,2)

Opseg struka (cm) 84 (13) 85 (77-93) 100 (19) 103 (95-112)  <0,001

Sistoli¢ki tlak (mm Hg) 131 (22) 126 (117- 142 (24) 140 (122-156)  <0,001

142)

Dijastoli¢ki tlak 79 (12) 78 (71-85) 87 (13) 86 (77-96) <0,001*

(mm Hg)

Srednji arterijski tlak 96 (14)  95(87-103) 105 (16) 103 (95-115)  <0,001

(mm Hg)

Tlak pulsa (mm Hg) 52 (18) 49 (41-60) 56 (17) 54 (45-64) 0,137

Sr¢ana frekvencija 78 (12) 77 (70-85) 78 (11) 76 (72-84) 0,926

(/min)

Hipertonicari (N, %) 44 (31,0) 29 (58,0) 0,001

eGFR (mL/min/1,73 82 (17) 79 (72-90) 78 (14) 75 (69-83) 0,027

IKR — interkvartilni raspon, *normalno raspodjeljena varijabla, ITM — indeks tjelesne mase,
eGFR — procjenjena brzina glomerularne filtracije.
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Tablica 4.11. Osnovni laboratorijski parametri svih ispitanika podijeljenih po indeksu tjelesne mase.

ITM<30 ITM>30
Parametar ‘ ii
Sr.vr. (sd) Medijan (IKR) Sr.vr. (sd)  Medijan
(IKR)
53 51 57 54
Glukoza (mmol/L) (1.3) (4,8-5.6) (1.6) (5,1-6.0) 0,002
. 9,2 7,2 13,2 115
Inzulin (6.5) (5,4-11,0) (7.1) 88165 000
224 162 3,34 3,12
HOMA-IR (1.79) (1,23-2,58) (180)  (197-439) <0001
Inzulinska rezistencija 40 31
(N, %) (28,4) (62,0) <0,001
5.4 53 6,0 6,1
Kolesterol (mmol/L) (1.2) (4,5:6,0) (1.1) (5.1-6.8) <0,001
HDL kolesterol 1,6 1,6 1.4 1.4 0.001
(mmol/L) (0.4) (1,3-18) 0.3) (1,2-1,5) :
LDL kolesterol 3,2 3,2 3,7 3,7 0.001
(mmol/L) (1.0) (2,5-3.9) (0.9) (3,0-4.3) :
S 1.2 1,0 1.9 1,9
Trigliceridi (mmol/L) 0.7) (0,8-1,4) 0.8) (1,3-2.3) <0,001
33 12 26 2.2
CRP (818) (015'218) (119) (1!3'3!4) 0’001
— 11,88 9,88 8.77 7.35
Adiponektin (mg/L) 863)  (614-1438)  (595) (4451105 0010
. 9,42 7.90 15,45 11,90
Leptin (ug/L) (833)  (3201310) (1251)  (550-2160) 0001

HOMA-IR - indeks inzulinske rezistencije, HDL - lipoproteini visoke gusto¢e, LDL —
lipoproteini niske gusto¢e, CRP — C-reaktivni protein.
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Slika 4.9. Usporedba plazmatske koncentracije adiponektina u osoba s ITM<30 i ITM>30 kg/m®.
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Tablica 4.12. Antropometrijske i klinicke znacajke svih ispitanika podijeljenih po opsegu struka kao
kriteriju abdominalne pretilosti.

Normalan opseg struka Patoloski opseg struka

Parametar Sr.vr. Medijan -
(s.d) (IKR) Sr.vr. (s.d.) Medijan (IKR)
Zenski spol (N, %) 74 (62,2) 50 (68,5) 0,375
Dob (godine) 38 (14)  38(26-47) 51 (13) 53 (45-61) <0,001
2 24,7 24,3 30,2
ITM (kg/m?) (4.5) (215.27.1) 30,6 (3,7) (27.9-33.2) <0,001
Kategorije ITM-a (N,
%)
<21 kg/m? 21 (17,8) 0(0)
21-25 kg/m? 46 (39,0) 4 (5,5) <0,001
>25 kg/m? 51 (43,2) 69 (94,5)
ITM > 30 kg/m? (N, %) 12 (10,1) 38 (52,1) <0,001
Opseg struka (cm) 80 (14) 82 (75-87) 102 (9) 102 (93-108)  <0,001
Sistoliki tlak (mm Hg) 128 (19) 12‘;3%)17' 144 (25) 143 (122-160)  <0,001
33;‘“"1“1“ dak(mm 7702) 77084y  86(13)  85(77-95  <0001*
Srednji arterijski tlak i i
(mm Hg) 94 (12)  93(86-102) 105 (16) 105 (95-116)  <0,001
Tlak pulsa (mm Hg) 51 (16) 49 (40-56) 58 (18) 56 (43-67) 0,018
(S/ﬁ?ﬁj‘ frekvencija 79(12) 77 (70-85) 78 (11) 77(71-85) 0,982
Hipertonicari (N, %) 32 (26,9) 41 (56,2) <0,001
‘;%F R(ML/MIn/L73 g3 11y 81 (75-90) 79 (22) 73 (69-83)  <0,001

IKR — interkvartilni raspon, *normalno raspodjeljena varijabla, ITM — indeks tjelesne mase,
eGFR — procjenjena brzina glomerularne filtracije.
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Tablica 4.13. Osnovni laboratorijski parametri ispitanika podijeljenih po opsegu struka kao kriteriju

abdominalne pretilosti.

Normalan opseg struka Patoloski opseg struka
Parametar i
Sr.vr. (sd) Medijan (IKR) Sr.vr. (sd)  Medijan
(IKR)
Glukoza (mmol/L) 5,1 (0,6) 5,1(4,7-5,4) 6,0 (2,0) 55(51-6,1) <0,001
_ 11,4
Inzulin 8,5 (5,6) 6,9 (5,3-10,0) 13,1 (7,8) (8,6-14,1) <0,001
2,90
HOMA-IR 1,98 (1,46) 1,54 (1,18-2,34) 3,41 (2,08) (2,05-4,24) <0,001
Inzulinska rezistencija
(N, %) 25 (21,2) 46 (63,0) <0,001
Kolesterol (mmol/L) 5,2 (1,0) 5,2 (4,5-5,8) 6,0 (1,3) 6,1 (5,2-6,9) <0,001
HDL kolesterol
(mmol/L) 1,6 (0,4) 1,6 (1,3-1,8) 1,5(0,4) 1,4 (1,3-1,7) 0,019
LDL kolesterol *
(mmol/L) 3,1(0,9) 3,1(2,4-3,6) 3,7 (1,0) 3,7(31-43) <0,001
Trigliceridi (mmol/L) 1,2 (0,7) 1,0 (0,8-1,4) 1,7 (0,7) 1,6 (1,2-2,1) <0,001
CRP 2,7 (6,7) 1,0 (0,4-2,0) 3,9 (9,0) 2,4 (1,5-3,6) <0,001
. . 11,39 9,90 10,60 8,74
Adiponektin (mg/L) (797)  (5.35-1445)  (844)  (6251248) 049
Leptin (ug/L) 9,10 (8,71) 6,83 14,05 12,10 <0,001

(2,93-12,60) (11,00) (5,70-18,11)
IKR - interkvartilni raspon, HOMA-IR - indeks inzulinske rezistencije, HDL — lipoproteini
visoke gustoc¢e, LDL — lipoproteini niske gusto¢e, CRP — C-reaktivni protein.
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Slika 4.10. Usporedba plazmatske koncentracije adiponektina u osoba s normalnim i patoloSkim
opsegom struka.
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Tablica 4.14. Antropometrijske i klinicke znacajke ispitanika podijeljenih prema NCEP-ATPIII

definiciji metabolickog sindroma.

Metabolicki sindrom Kontrole
Farametar Sé(}’; 'V('fgg"’)‘“ Sr.vr. (s.d)  Medijan (IKR)

Zenski spol (N, %) 29 (60,4) 95 (66,0) 0,486
Dob (godine) 54(13) 53 (46-64) 40 (14) 39 (27-50)  <0,001
ITM (kg/m?) (33%7) (28’23?'373’ y  BT@Y (22’215_’229’0) <0,001
Kategorije ITM-a (N, %)
<21 kg/m? 0(0) 21 (14,7)
21-25 kg/m? 12.1) 49 (34,3) <0,001
>25 kg/m? 47 (97,9) 73 (51,0
ITM > 30 kg/m? (N, %) 23 (47,9) 27 (18,8) <0,001
Opseg struka (cm) 84 (16) 85 (77-84) 101 (10) 102 (93-110)  <0,001
Sistolicki tlak (mm Hg) 157 (25) 1517(;)38' 126 (16) 123 (116-139)  <0,001
Dijastolicki tlak (mm Hg) 91 (13)  91(80-100) 77 (10) 77 (71-84)  <0,001*
(Sr:fr‘:]“ﬂga‘)”e”js“i tlak 113 (15) 11;%;)3' 93 (11) 93 (86-101)  <0,001
Tlak pulsa (mm Hg) 65 (20) 61 (51-74) 49 (15) 48 (40-56) <0,001
Sréana frekvencija (fmin) 78 (12) 77 (69-85) 80 (11) 77 (73-86) 0,302
Hipertonicari (N, %) 37 (25,7) 36 (75,0) <0,001
eGFR (ML/min/L,73m?)  82(13) 79 (72-89) 80 (24) 76 (69-85) 0,051

IKR — interkvartilni raspon, *normalno raspodjeljena varijabla, ITM — indeks tjelesne mase,
eGFR — procjenjena brzina glomerularne filtracije, NCEP-ATPIII-dopisati opis skracenice.
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Tablica 4.15. Osnovni laboratorijski parametri ispitanika podijeljenih prema NCEP-ATPIII definiciji

metabolickog sindroma.

Metaboli¢ki sindrom Kontrole
Parametar ‘ i
Sr.vr. (s.d) Medijan (IKR)  Sr. vr. (s.d.) '\?ﬁg%‘”
Glukoza (mmol/L) 6,5 (2,3) 6,0 (5,6-6,4) 5,1(0,5) 5,1(4,7-5,4) <0,001
Inzulin 132 (7,4) 11,3(9,0-148) 93(64) 7,3(54-11,2) <0,001
HOMA-IR 376(222) 323(215463) 211(150) 213'?225 gy <000
Inzulinska rezistencija
(N, %) 34 (70,8) 37 (25,9) <0,001
Kolesterol (mmol/L) 5,8(1,2) 5,7 (4,8-6,8) 54 (1,2) 5,4 (4,7-6,2) 0,135
HDL kolesterol
(mmol/L) 1,4 (0,4) 1,3(1,2-16) 16(03) 16(1,4-1,8)  <0,001
LDL kolesterol
(mmol/L) 35(09  35(2,840) 33(1,00 33(2640) 0,245
Trigliceridi (mmol/L) 1,8 (0,7) 1,8 (1,3-2,3) 1,2 (0,7) 1,0(0,8-1,5)  <0,001
CRP 45(11,00 27(1,2-45) 2761 1,2(0524) <0,001
. . 11,83 9,83 10,84 9,22
Adiponektin (mg/L) 910)  (6951495)  (7.81)  (5.30-13,77) 9270
. 12,24 10,60 10,55 8,44
Leptin (ug/L) 9.08)  (430-17.10)  (1014)  (3.60-1460) 118

IKR - interkvartilni raspon, HOMA-IR - indeks inzulinske rezistencije, HDL — lipoproteini
visoke gustoée, LDL — lipoproteini niske gusto¢e, CRP — C-reaktivni protein, NCEP-ATPIII-
dopisati opis skracenice.
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Slika 4.11. Usporedba plazmatske koncentracije adiponektina u osoba s metaboli¢kim sindromom u
odnosu na kontrolne (zdrave) osobe.
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4.4. Povezanost polimorfizama gena za adiponektin s arterijskim tlakom i hipertenzijom

U Tablici 4.16. prikazana je usporedba antropometrijskih i klini¢kih znacajki
ispitanika podijeljenih po genotipu polimorizma -11377 C>G. Nije bilo razlike u dobi, ITM,
opsegu struka, sistolickom, dijastoliCkom 1 srednjem tlaku kao ni tlaku pulsa, sréanoj
frekvenciji 1 procjenjenoj glomerularnoj filtraciji. Takoder, nije bilo razlike izmedu
genotipova u plazmatskoj koncentraciji glukoze i inzulina te HOMA-IR, ali je u ispitanika s
genotipom -11377 G/G prevalencija inzulinske rezistencije bila znatno manja (16,7%) nego u
heterozigota (44,7%) 1 dominantnih homozigota (35,5%). Medu genotipovima nije bilo
razlike koncentraciji kolesterola, triglicerida i1 C-reaktivnhog proteina, kao ni u
koncentracijama adiponektina i leptina (Tablica 4.17., Slika 4.12.).

Oba ispitivana polimorfizma bila su u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi u cijeloj skupini
ispitanika te u normotonicara i hipertoniara (p>0,05). Polimorizmi su bili u neravnotezi
povezanosti (D'=0,996, r=-0,16, p=0,002).

Podijeljeni prema genotipu polimorfizma -11391 G>A, ispitanici s genotipom G/G i
oni s genotipom G/A nisu se razlikovali u dobi, ITM, opsegu struka, arterijskom tlaku, sr¢anoj
frekvenciji i procjenjenoj glomerularnoj filtraciji (Tablica 4.18.). Takoder, nije bilo razlike u
koncentraciji plazmatske glukoze i inzulina te HOMA-IR, ali je u ispitanika s genotipom G/A
prevalencija inzulinske rezistencije bila grani¢no vec¢a, nego u onih s genotipom G/G (54,2%
naspram 35,0%). Ispitanici se nisu razlikovali po koncentracijama ukupnog kolesterola niti
njegovih frakcija, trigliceridima, C-reaktivnom proteinu i adiponektinu i leptinu (Tablica
4.19., Slika 4.13.).

Kada smo promotrili ucestalost genotipova polimorfizma -11377 C>G, nije bilo
razlike u raspodjeli genotipova po spolu, hipertenziji, kategorijama ITM, pretilosti,
metabolickom sindromu niti njegovim pojedinim sastavnicama i spolno specificnim tercilima
koncentracije adiponektina (Tablica 4.20.). Genotip -11391 G/A bio je ¢es¢i kod zena (16,3%
naspram 6,2%), a rjedi kod osoba s koncentracijom triglicerida > 1,7 mmol/L (5,6% naspram
15,7%) (Tablica 4.21.). U Tablicama 4.22. i 4.23. i na Slici 4.14. dodatno je detaljno
prikazana raspodjela diplotipova, genotipova i alela po hipertenziji za oba polimorfizma
(p>0,05).

Koncentracija adiponektina (zbog nepravilne distribucije svugdje izrazena kao dekadski
logaritam koncentracije) nije povezana sa sistolickim (beta= -3,6 x 10 p>0,99) niti s

dijastolickim tlakom u cjelokupnoj skupini (beta= 0,065, p=0,38).
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U podskupini ispitanika s barem jednim minor alelom SNP -11377 C>G (podskupina SNP -
11377 C/G+G/G), bez obzira na genotip drugog polimorfizma, koncentracija adiponektina
nije bila znacajno povezana sa sistolickim (beta= 0,103, p=0,33), ali jest s dijastolickim
tlakom (beta= 0,221, p=0,035). Suprotno tome, u skupini ispitanika s genotipom SNP -11377
C/C nije nadeno znaCajnih povezanosti sa sistolickim (beta= -0,118, p=0,27) niti s
dijastolickim tlakom (beta= -0,193, p=0,29), kao ni u skupini heterozigota i recesivnih
homozigota (Slika 4.15. 1 4.16.).
Kada smo zasebno promatrali polimorfizam 11391 G>A na$li smo grani¢no znacajnu
povezanost sistolickog tlaka u skupini s genotipom G/A (tj. u ispitanika s minor alelom
drugog polimorfizma) (beta= -0,378, p=0,069) bez povezanosti s dijastolickim tlakom (beta=
-0,322, p=0,12). Takoder, u skupini s genotipom G/G nije bilo povezanosti koncentracije
adiponektina sa sistolickim (beta= -0,066, p=0,42) niti s dijastolickim tlakom (beta= 0,132,
p=0,10) (Slika 4.17. i 4.18.).
Kako bismo ispitali postoji li bivarijatna povezanost u ispitanika koji imaju barem po jedan
minor alel svakog od dvaju polimorfizama u jednu smo skupinu spojili ispitanike s diplotipom
C/G-GA ili G/G-G/A. U toj skupini vidio se jasan trend povezanosti sa sistolickim tlakom
koji bi u ve¢em uzorku gotovo sigurno bio znac¢ajan (beta= -0,701, p=0,12), a s dijastolickim
tlakom zabiljezena je znacCajna povezanost (beta= -0,818, p=0,047). Ovi rezultati su josS
znakovitiji kada se postave u kontrast s onima iz skupine ispitanika samo s major alelima u
oba polimorfizma (tj. diplotipom C/C-G/G) u kojih nije bilo povezanosti sistolickog (beta= -
0,082, p=0,49) niti dijastoli¢kog tlaka s koncentracijom adiponektina (beta=-0,088, p=0,46).
Koriste¢i multivarijatnu linearnu regresiju ispitali smo nezavisnu povezanost koncentracije
adiponektina sa sistolickim i dijastoli¢kim tlakom u cijeloj skupini, pojedinim genotipovima
oba polimorfizma, heterozigotu i homozigotu za minor alel polimorfizma -11377 C>G i
najzastupljenijem diplotipu (C/C-G/G) u modelu prilagodenom za spol, dob, ITM, indeks
inzulinske rezistencije, ukupni kolesterol i procjenjenu brzinu glomerularne filtracije (Tablice
4.24. 1 4.25.). Sistolicki tlak je bio znacajno pozitivno povezan sa zenskim spolom (u
skupinama -11377 C/G+G/G i -11391 G/G), dobi (u cijeloj skupini i u skupinama -11377
C/C i CIG+G/G i -11391 G/G), ITM (u cijeloj skupini, skupinama -11377 C/C i C/G i -11391
G/A) i indeksom inzulinske rezistencije (u cijeloj skupini, u skupini -11377 C/C+G/G i -
11391 G/G). U cijeloj skupini niti u nekoj od genotipskih i diplotipskih podskupina nije
nadena znacajna povezanost s koncentracijom adiponektina (Tablica 4.24.).

Dijastolicki tlak bio je znacajno pozitivnho povezan s dobi (u cijeloj skupini i u

dominantnih homozigota oba polimorfizma), ITM (u svim skupinama osim u recesivnom
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homozigotu -11377 G/G), ukupnim kolesterolom (u skupini G/A) i adiponektinom (u skupini
-11377 C/G i1 -11391 G/G). Nije bilo povezanosti dijastolickog tlaka i spola, HOMA-IR
eGFR (Tablica 4.25.).

Logistickom regresijom ispitali smo utjecaj pojedinih genotipova i alela na
hipertenziju. U Tablici 4.26. navedeni su razli¢iti modeli za polimorfizam -11377 C>G
prilagodeni za dob, spol, ITM, opseg struka, HOMA indeks inzulinske rezistencije, ukupni
kolesterol, trigliceride 1 CRP. U op¢em ili kodominantom modelu nije bilo povezanosti
recesivnog homozigota s hipertenzijom, omjer Sansi u odnosu na dominantog homozigota bio
je 0,90 (95% interval pouzdanosti 0,29-2,81). Kada se promatrao domiantni model
nasljedivanja, recesivni homozigot i heterozigot nisu imali znac¢ajan omjer Sansi za razvoj
hipertenzije (p=0,30), kao ni recesivni homozigot u odnosu na dominantnog homozigota i
heterozigota u recesivnom modelu (p=0,86). Overdominantnim ili superdominantnim
modelom nije dokazana moguca heterozigotna prednost (p=0,25). U konacnici, log-aditivnim
modelom nije dokazan aditivni u¢inak minor alela (p=0,49).

Polimorfizam -11391 G>A takoder nije bio povezan s hipertenzijom niti u
neprilagodenom (p=0,45), niti u prilagodenom modelu (p=0,16) (Tablica 4.27.).

Kako bi razjasnili utjecaj ostalih vaznih varijabli, tj. potencijalnih rizicnih ¢imbenika,
za razvoj hipertenzije konstruirali smo niz modela prikazanih u Tablicama 4.28.-31. U ovim
modelima samo su se dob i ITM pokazali kao pozitivni prediktori hipertenzije.

Ucestalost pojedinih haplotipova prikazana je na Slici 4.19. Analiza haplotipova
pokazala je da niti haplotip -11377 G - -11391 G niti haplotip -11377 C - -11391 A nemaju
znacajan omjer $ansi za hipertenziju u odnosu na najces¢i haplotip -11377 C - -11391 G niti u

neprilagodenom niti u prilagodenom logistickom modelu (Tablica 4.32.).
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Tablica 4.16. Antropometrijske i klinicke znacajke ispitanika podijenih prema genotipu
polimorfizma -11377 C>G.

Parametar c/iC CIG G/G P
Dob (godine) 42 27 - 50 46 36 - 56 43 33-51 0,067
ITM (kg/m?) 26,5 23,0-30,2 27,2 234-30,3 26,3 246-284 0,843
Opseg struka (cm) 87 80 -96 91 79-100 91 81-99 0,742

Sistolicki tlak (mm Hg) 129  118-146 130 118-149 130 121-141 0,917

ﬂg;‘smhéki tlak (mm 80 72-80 79 72-8) 83 77-90 0525
Srednji arterijski tiak 97  88-106 97 88-108 98 92-105 0,877
(mm Hg)

Tlak pulsa (mm Hg) 50 41 - 60 53 42 - 64 48 40 - 56 0,352
Sréana frekvenclja 77 71-85 78 70-8 73  65-85 0,484
(/min)

fnci)F R (ML/min/L,73 79 71-89 76 71-90 75  73-84 0516

izrazeno kao medijan i inerkvartilni raspon, ITM — indeks tjelesne mase, eGFR — procjenjena
brzina glomerularne filtracije.
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Tablica 4.17. Laboratorijski parametri ispitanika podijenih prema genotipu polimorfizma -

11377 C>G.
Parametar

Glukoza (mmol/L) 5,2 48-5,6 5,2 49-58 51 48-54 0,431
Inzulin 8,6 45-118 9,1 59-13,8 7,6 6,1-9,4 0,354
HOMA-IR 1,93 127-284 215 131-355 1,73 1,30-2,33 0,228
Inzulinska rezistencija 33 (35,5) 34 (44,7) 3(16,7) 0,074
Kolesterol (mmol/L) 53 45-6,3 5,6 50-6,3 58 50-6,5 0,272
HDL kolesterol
(mmol/L) 15 12-1,8 15 1,3-1,8 15 1,3-19 0,871
LDL kolesterol 32  24-40 33 29-40 35  31-42 0,258
(mmol/L)

Trigliceridi (mmol/L) 11 08-18 13 09-19 11 08-1,6 0,288

CRP 1,6 1,6-29 17 06-34 1,4  05-310 0,760
Adiponektin (mg/L) 9,76 53-12,95 9,23 ?5236 794 495-10,25 0,456
Leptin (ug/L) 8,52 ?ff%g 9,30 313575 10,13 4,20-14,21 0,724

izrazeno kao medijan i inerkvartilni raspon HOMA-IR - indeks inzulinske rezistencije, HDL
— lipoprotein visoke gustoc¢e, LDL — lipoprotein niske gusto¢e, CRP — C-reaktivni protein.
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Slika 4.12. Usporedba plazmatske koncentracije adiponektina po genotipovima polimorfizma

-11377 C>G.
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Tablica 4.18. Antropometrijske i klinicke znacajke ispitanika podijenih prema genotipu
polimorfizma -11391 G>A.

Parametar G/G G/A P

Dob (godine) 44 32-53 41 24-55 0,282
I™ (kg/mz) 26,9 23,4-304 26,1 22,6-29,8 0,549
Opseg struka (cm) 89 80-99 87 79-96 0,514
Sistoli¢ki tlak (mm Hg) 130 119-145 126 112-150 0,746
Dijastolicki tlak 79 73-89 82 69-92 0965
(mm Hg)

Srednji arterijski tlak 97 88-105 96 84-112 0,036
(mm Hg)

Tlak pulsa (mm Hg) 51 42-61 48 41-61 0,628

Srcana frekvencija
(/min)

eGFR (mL/min/1,73
m?)

78 71-8 73 70-84 0,273

77 71-89 82 70-89 0,471

izrazeno kao medijan i inerkvartilni raspon, ITM — indeks tjelesne mase, eGFR — procjenjena

brzina glomerularne filtracije.
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Tablica 4.19. Laboratorijski parametri ispitanika podijenih prema genotipu polimorfizma -

11391 G>A.

Parametar

GIG

G/A P

Glukoza (mmol/L) 5,2 4,8-5,7 5,2 45-57 0,357
Inzulin 8,3 59-119 11,4 7,1-147 0,107
HOMA-IR 1,94 1,30-3,11 2,56 1,41 - 4,26 0,233
Inzulinska rezistencija 57 (35,0) 13 (54,2) 0,070
Kolesterol (mmol/L) 5,6 48-6,3 5,2 42-6,3 0,340
(HmDrT'l-O'f/oL')EStero' 15 13-18 16  13-18 0,428
(Ln?rTL]O'T;’SSterO' 33 27-41 31  24-39 0,307
Trigliceridi (mmol/L) 1,2 09-19 1,2 09-14 0,628
CRP 1,7 0,7-33 1,1 05-21 0,097
Adiponektin (mg/L) 9,22 550-13,00 10,40 7,33-19,33 0,126
Leptin (ug/L) 852  360-1533 11,30 4,55-14,80 0,306

izrazeno kao medijan i inerkvartilni raspon , HOMA-IR — indeks inzulinske rezistencije, HDL
— lipoprotein visoke gustoc¢e, LDL — lipoprotein niske gusto¢e, CRP — C-reaktivni protein.
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Slika 4.13. Usporedba plazmatske koncentracije adiponektina po genotipovima polimorfizma

-11391 G>A
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Tablica 4.20. Raspodjela ucestalosti genotipova polimorfizma -11377 C>G u razli¢itim

fenotipskim obiljezjima.

Fenf)t.IQS_kO Vrijednost
obiljezje
Zenski 64 52,0% 48 39,0% 11 8,9%
Spol Muski 20 446% 29 446% 7 108y 940 0623
. 3 57 496% 47  40,9% 11 9.6%
Hipertenzija Ne ° ° ° 0001 0,999
Da 36 493% 30  41,1% 7 9.6%
<21 9 450% 10  50,0% 1 5.0%
Kategorija ITM 21-25 27 563% 15  31,3% 6 125% 3071 0,546
>25 57  479% 51  429% 11 9.2%
Ne 69  496% 56  403% 14  101%
ITM > 30 Da 24 490% 21 429% 4 g0y, 0199 0905
Inzulinska Ne 60 51,3% 42 35,9% 15 12,8% 5196 0074
rezistencija Da 33 47,1% 34 48,6% 3 4,3% ’ '
Tlak veéi od Ne 64  525% 46  37.7% 12 98% 1 ce1 o461
130/85 mm Hg Da 29 439% 31  47.0% 6 91% !
Patoloski opseg Ne 60 5L7% 44 379% 12 103% . o
struka Da 33 45,8% 33 45,8% 6 8,3% ' ’
Trigliceridi > 1,7 Ne 67 500% 52  388% 15  112% g0 0,00
mmol/L Da 26 48,1% 25 46,3% 3 5,6% ' ’
0, 0, 0,
Patoloski HDL Ne 6 48L%  br 424% 15 5% 887 0642
Da 17  567% 10  333% 3 10,0%
GUK >56 Ne 68 511% 51  383% 14  105%
mmol/L Da 5 455% 26 47.3% 7 oy L1440 0487
Metabolicki Ne 71 504% 55 300% 15 106% .00 o5y
sindrom Da 22 468% 22  46.8% 3 64% !
I Prvi 32 525% 23 37.7% 6 9.8%
Spolno specifi¢ni
g terCili_ Drugi 32 525% 20 328% 9  148% 997 202
adiponektina Treci 26 441% 30  508% 3 5.1%

HOMA-IR - indeks inzulinske rezistencije, HDL — lipoprotein visoke gusto¢e, GUK —
glukoza u krvi.
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Tablica 4.21. Raspodjela ucestalosti genotipova polimorfizma -11391 G>A u razli¢itim

fenotipskim obiljezjima.

Fenpt_lris_ko Vrijednost
obiljezje N
Zenski 103 83,7% 20 16,3%
- ' ' 3,900 0,048
Spol Muski 61 938% 4 62%
. .. 102 88,7% 13 11,3%
Hipertenzija Ne ° ° 0,568 0,451
Da 62 84,9% 11 15,1%
<21 15 75,0% 5 25,0%
Kategorija ITM 21-25 44 91,7% 4 8,3% 3521 0,172
>25 104 87,4% 15 12,6%
Ne 120 86,3% 19 13,7%
ITM > 30 Da a2 89.8% z 10.2% 0,391 0,532
Inzulinska Ne 106 90,6% 11 9,4%
rezistencija Da 57 81,4% 13 18,6% 3,292 0,070
Tlak veéi od Ne 105 86,1% 17 13,9%
130/85 mm Hg Da 59 89,4% 7 10,6% 0426 0514
Patoloski opseg Ne 102 87,9% 14 12,1%
struka Da 62 86,1% 10 13,9% 0132 0,716
Trigliceridi > 1,7 Ne 113 84,3% 21 15,7%
mmol/L Da 51 94,4% 3 5,6% 3,537 0,060
0 0
Patoloski HDL Ne 140 88,6% 18 11,4% 1,677 0,195
Da 24 80,0% 6 20,0%
GUK >5,6 Ne 116 87,2% 17 12,8%
mmol/L Da 48 87,3% 7 12, 7% 0,000 0,992
Metaboli¢ki Ne 123 87,2% 18 12,8%
sindrom Da 41 87,2% 6 12,8% 0,000 1,000
Spolno specifi¢ni Prvi 95 90,2% 6 9,8%
g terCili_ Drugi 53 869% 8  13,1% 5321 0517
adiponextina Tredi 49 831% 10  16,9%

HOMA-IR - indeks inzulinske rezistencije, HDL - lipoprotein visoke gustoce, GUK
glukoza u krvi.
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Tablica 4.22. Raspodjela genotipova i alela poliorfizma -11377 C>G u cijeloj skupini,

normotonicarima i hipertonicarima.

Genotip/alel Cijela skupina Normotonicari Hipertonicari \
P N % N N % P
C/IC 93 49 57 50 36 49
C/IG 77 41 47 41 30 41 >0,99
C 263 70 161 70 102 70
0,98
G 113 30 69 30 44 30

Tablica 4.23. Raspodjela genotipova i alela poliorfizma -11391 G>A u cijeloj skupini,

normotonic¢arima i hipertoni¢arima.

. Cijela skupina Normotonicari Hipertonicari
Genotip/alel N N % N
GIG 164 88 102 89 62 86
G/A 22 12 12 11 10 14 0,48
A/A 0 0 0 0 0 0
G 350 88 216 95 134 86
0,45
A 22 12 12 5 10 14

GIG-G/G .
18
10%

16

e/
6
3%

Slika 4.14. Broj i ucestalost pojedinih genotipova oba polimorfizma i diplotipova.
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Slika 4.15. Linearna regresija logaritma plazmatske koncentracije adiponektina sa sistolickim
tlakom po genotipovima polimorfizma -11377 C>G.
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Slika 4.16. Linearna regresija logaritma plazmatske koncentracije adiponektina s
dijastolickim tlakom po genotipovima polimorfizma -11377 C>G.
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Slika 4.17. Linearna regresija logaritma plazmatske koncentracije adiponektina sa sistolickim
tlakom po genotipovima polimorfizma -11391 G>A.
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Slika 4.18. Linearna regresija logaritma plazmatske koncentracije adiponektina s
dijastolickim tlakom po genotipovima polimorfizma -11391 G>A.
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Tablica 4.24. Multivarijatna linearna regresija za sistolicki tlak.

Nezavisne . SNP1 SNP10

varijable | CIG  GIG |CIG+GIG GIG cia CICC6
Zenski spol 0,126 0,093 0,184 0,226 0,191 0,154 0,412 0,061
Dob 0,394 0,284 0,492 0,561 0,480 0,399 0,039 0,223
I™ 0,138 0,267 0,110 0,249 0,110 0,095 0,531 0,214
HOMA-IR 0,185 0,127 0,181 0,365 0,205 0,196 0,055 0,198
Kolesterol -0,010 -0,070 0,066 0,048 0,054 0,034 -0,344 0,028
eGFR 0,014 0,089 0,010 0,273 0,011 0,013 -0,348 0,138
log adiponektin 0,061 -0,005 0,125 0,076 0,116 0,118 -0,182 0,011

ITM — indeks tjelesne mase, HOMA-IR — indeks inzulinske rezistencije, eGRF — procjenjena
brzina glomerularne filtracije

Tablica 4.25. Multivarijatna linearna regresija za dijastolicki tlak.

Zenski spol 0,079 -0,016 0,131 0,503 -0,016 0,151 0,264 -0,030
Dob 0,168 -0,072 0,412 0,434 -0,072 0,201 -0,037 -0,236
IT™ 0,288 0,459 0,243 0,145 0,459 0,236 0,659 0,466
HOMA-IR 0,049 0,079 -0,006 0,303 0,079 0,001 0,073 0,076
Kolesterol 0,020 0,023 0,025  -0,075 0,023 0,099 -0,432 0,186
eGFR 0,012 0,082 0,035 0,013 0,082 0,017 -0,347 0,132
log adiponektin 0,129 -0,013 0,279  -0,088 -0,013 0,198 -0,134 0,033

ITM — indeks tjelesne mase, HOMA-IR — indeks inzulinske rezistencije, eGRF — procjenjena
brzina glomerularne filtracije
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Tablica 4.26. Logisticka regresija za procjenu utjecaja genotipova polimorfizma -11377

C>G na hipertenziju.

Genotip Normotonicari Hipertonicari OR (95% CI)
Cc/C 57 (50%) 36 (50%) 1.00
Kodominantni CIG 46 (40.4%) 29 (40.3%) 0.65 (0.31-1.35) 0.50
GIG 11 (9.7%) 7 (9.7%) 0.90 (0.29-2.81)
c/C 57 (50%) 36 (50%) 1.00
Dominantni 0.30
C/G+G/G 57 (50%) 36 (50%) 0.70 (0.35-1.39)
C/C+CIG 103 (90.3%) 65 (90.3%) 1.00
Recesivni 0.86
GIG 11 (9.7%) 7 (9.7%) 1.10 (0.37-3.25)
C/C+G/G 68 (59.6%) 43 (59.7%) 1.00
Overdominantni 0.25
C/IG 46 (40.4%) 29 (40.3%) 0.66 (0.33-1.34)
Log-aditivni 0.83 (0.50-1.40) 0.49

Tablica 4.27. Logisti¢ka regresija za procjenu utjecaja genotipova polimorfizma -11391 G>A

na hipertenziju.

_ Neprilagodeno Model
Genotip
OR (95% CI) OR (95% CI)
GIG 1,00 1,00
0,45 0,16
G/IA 1,39 (0,59-3,30) 2,12 (0,73-6,16)
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Tablica 4.28. Kodominantni multivarijatni logisticko-regresijski modeli za asocijacije hipertenzije s genotipovima polimorfizma -11377 C>G i

fenotipskim 1 klinickim svojstvima.

Model 1
Varijabla Genotip (g;nr{';r 95%D

cc 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A_'i'f;?? CS;NCE’ CG 1,008 0,358 2,838 1,008 0,358 2,838 0,958 0,307 2,991 1,049 0331 3322 1,063 0,336 3,360
GG 1011 0544 1878 1011 0544 1878 0656 0312 1,378 0,663 0306 1437 0660 0,304 1,433
Dob 1,064 1,038 1,090 1,046 1,015 1,079 1,051 1,018 1,085 1,049 1,015 1,084
Zenski spol 0,773 0,393 1522 0694 0313 1,539 0545 00209 1,423 0517 0,194 1,376
IT™ 1,113 1,016 1,219 1,109 1,000 1,219 1,110 1,010 1,221
Opseg struka 0,994 0963 1,026 0,996 0964 1029 0996 0964 1,029
HOMA-IR 1,105 0,895 1,363 1,104 0,891 1,368 1,113 0,897 1,380
HDL kolesterol 1,666 0512 5425 1,236 0,362 4217 1,148 0,327 4,028
LDL kolesterol 0,891 0600 1324 0818 0547 1225 0820 0547 1,229
Trigliceridi 1,191 0,703 2,015 1,185 0,692 2,029 1,224 0,704 2,126
CRP 0,986 0941 1,032 0982 0936 1,031 0982 0,935 1,032
eGFR 0,998 0975 1,021 1,011 0,979 1,044 1,010 0,978 1,043
ACR 1,013 0,992 1,034 1,011 0,991 1,031 1,011 0,991 1,031
log leptin 1,442 0558 3,722 1,400 0540 3,628
log adiponektin 1,433 0,408 5,027

ITM — indeks tjelesne mase, HOMA-IR - indeks inzulinske rezistencije, HDL — lipoprotein visoke gusto¢e, LDL — lipoprotein niske gustoce,
CRP — C-reaktivni protein, eGFR — procjenjen brzina glomerularne filtracije, ACR — omjer urinarni albumin/kreatinin
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Tablica 4.29. Recesivni multivarijatni logisticko-regresijski modeli asocijacije hipertenzije s genotipovima polimorfizma -11377 C>G i

fenotipskim 1 klinickim svojstvima

Model 1
Varjabla Genotip 222:{ 95%D  95%G
ADIPOQ SNP CC+CG 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

11377 C>G GG 1,003 0370 2716 0,916 0,309 2,711 1,162 0,393 3,437 1,265 0,423 3,784 1,283 0,429 3,835
Dob 1,061 1,037 1,086 1,043 1,013 1,075 1,049 1,016 1,083 1,047 1,013 1,082
Zenski spol 0,781 0,398 1,533 0,719 0,327 1,581 0,580 0,226 1,487 0,550 0,210 1,441
IT™ 1,110 1,013 1,216 1,108 1,007 1,218 1,109 1,007 1,221
Opseg struka 0,996 0,966 1,028 0,998 0,966 1,030 0,998 0,966 1,031
HOMA-IR 1,090 0,885 1,342 1,090 0,881 1,348 1,097 0,886 1,359
HDL kolesterol 1,637 0,507 5,288 1,183 0,350 4,000 1,105 0,318 3,837
LDL kolesterol 0,886 0,597 1,315 0,813 0544 1,216 0,815 0544 1,219
Trigliceridi 1,206 0,715 2,035 1,196 0,701 2,041 1,234 0,713 2,135
CRP 0,988 0,943 1,035 0,985 0,939 1,033 0,985 0,938 1,034
eGFR 0,997 0,975 1,020 1,011 0,979 1,044 1,010 0,978 1,043
ACR 1,013 0,992 1,035 1,011 0,991 1,032 1,011 0,991 1,031
log leptin 1,368 0,534 3,503 1,332 0,518 3,423
log adiponektin 1,404 0,410 4,814

ITM — indeks tjelesne mase, HOMA-IR — indeks inzulinske rezistencije, HDL — lipoprotein visoke gusto¢e, LDL — lipoprotein niske gustoce,
CRP — C-reaktivni protein, eGFR — procjenjen brzina glomerularne filtracije, ACR — omjer urinarni albumin/kreatinin
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Tablica 4.30. Dominantni multivarijatni logisticko-regresijski modeli za asocijacije hipertenzije s genotipovima polimorfizma -11377 C>G i

fenotipskim 1 klinickim svojstvima.

Model 1
Varjabla Genotip 222:{ 95%D

ADIPOQ SNP cC 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
11377 C>G CG+GG 1,010 0562 1,816 0,714 0370 1,377 1,402 0,700 2,810 0,736 0,359 1511 0,736 0,358 1512
Dob 1,063 1,038 1,089 1,053 1,022 1,084 1,050 1,017 1,085 1,048 1,015 1,083
Zenski spol 0,772 0392 1521 0,666 0,301 1,475 0547 0,210 1,422 0,520 0,196 1,380
BMI 1,097 1,007 1,196 1,105 1,006 1,214 1,106 1,007 1,216
Opseg struka 0,995 0,965 1,026 0,997 0,966 1,030 0,997 0,966 1,030
HOMA-IR 1,068 0,861 1,324 1,094 0884 1,353 1,101 0,889 1,364
HDL kolesterol 1,998 0736 5427 1,191 0,350 4,054 1,112 0317 3,893
LDL kolesterol 0,987 0,660 1,477 0,829 0555 1,237 0,831 0556 1,241
Trigliceridi 1,043 0,630 1,727 1,160 0,681 1,977 1,194 0,691 2,061
CRP 0,976 0,929 1,026 0,982 0,936 1,030 0,982 0,935 1,031
eGFR 0,996 0,975 1,018 1,010 0,979 1,043 1,009 0978 1,042
ACR 1,010 0989 1,031 1,011 0,991 1,031 1,010 0991 1,031
log leptin 1,442 0558 3,727 1,402 0,540 3,638
log adiponektin 1,390 0,402 4,808

ITM — indeks tjelesne mase, HOMA-IR — indeks inzulinske rezistencije, HDL — lipoprotein visoke gusto¢e, LDL — lipoprotein niske gustoce,
CRP — C-reaktivni protein, eGFR — procjenjen brzina glomerularne filtracije, ACR — omjer urinarni albumin/kreatinin
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Tablica 4.31. Kodominantni multivarijatni logisticko-regresijski modeli za asocijacije hipertenzije s genotipovima polimorfizma -11391 G>A i

fenotipskim 1 klinickim svojstvima.

Model 1
Varjabla Genotip 222:{ 95%D  95%G
ADIPOQ SNP GG 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

-11391 G>A GA 1,392 0,587 3,299 2,026 0,764 5,373 2,117 0,771 5,816 2,251 0,815 6,214 2,203 0,794 6,110
Dob 1,063 1,038 1,088 1,045 1,014 1,077 1,050 1,017 1,084 1,049 1,015 1,084
Zenski spol 727 0,366 1,447 0,678 0,306 1,503 0,542 0,210 1,403 0,525 0,199 1,382
BMI 1,111 1,016 1,216 1,109 1,010 1,218 1,110 1,010 1,219
Opseg struka 0,998 0,968 1,029 1,000 0,969 1,032 1,000 0,969 1,032
HOMA-IR 1,055 0,858 1,298 1,053 0,854 1,298 1,059 0,857 1,308
HDL kolesterol 1,587 0,492 5,122 1,129 0,333 3,828 1,076 0,309 3,753
LDL kolesterol 0,890 0,599 1,321 0,818 0,547 1,224 0,820 0,548 1,226
Trigliceridi 1,210 0,717 2,042 1,196 0,702 2,037 1,219 0,707 2,103
CRP 0,989 0,944 1,036 0,986 0,939 1,035 0,986 0,938 1,035
eGFR 0,996 0,974 1,019 1,010 0,978 1,043 1,009 0,977 1,042
ACR 1,014 0,993 1,035 1,012 0,992 1,033 1,012 0,991 1,032
log leptin 1,370 0,529 3,550 1,344 0,516 3,499
log adiponektin 1,256 0,361 4,370

ITM — indeks tjelesne mase, HOMA-IR — indeks inzulinske rezistencije, HDL — lipoprotein visoke gusto¢e, LDL — lipoprotein niske gustoce,
CRP — C-reaktivni protein, eGFR — procjenjen brzina glomerularne filtracije, ACR — omjer urinarni albumin/kreatinin
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Slika 4.19. Ucestalost pojedinih haplotipova u cijeloj skupini.

Tablica 4.32. Logisti¢ko-regresijski modeli za procjenu povezanosti haplotipova i

hipertenzije.

Neprilagodeno Model
Haplotip
OR (95% Cl) OR (95% Cl)
C-G 1,00 --- 1.00 ---
G-G 1,06 (0,67-1,69) 0,88 0.89 (0.52 - 1.51) 0.66
C-A 1,37 (0,57-3,30) 0,50 2.04 (0.69 - 6.03) 0.20
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4.5. Povezanost plazmatske koncentracije adiponektina i arterijskog tlaka i klini¢ki

korelati i mehanizam djelovanja adiponektina.

Kako bismo istrazili povezanost plazmatske koncentracije s arterijskim tlakom
podijelili smo ispitanike na normotoniare i hipertoniare (Slika 4.20.). Prevalencija
hipertenzije u nasoj skupini bila je 38%; 31,9% u Zena i 41,1% u musSkaraca. Nije bilo razlike
u spolnoj raspodjeli normotonicara i hipertonicara, ali hipertonicari su bili stariji, deblji, imali
su visi postotak pretilih, viSi opseg struka 1 nizu eGFR, a nije bilo razlike u sr¢anoj frekvenciji
(Tablica 4.33.). Hipertoni¢ari su takoder imali viSe vrijednosti glukoze i inzulina u krvi s
prosjecno visim vrijednostima HOMA indeksa inzulinske rezistencije (Tablica 4.34.). Imali
su i vise trigliceride i ukupni kolesterol, ali samo na rac¢un vecée koncentracije LDL frakcije, te
neSto viSe vrijednosti C-reaktivnog proteina, bez razlike u koncentracijama adiponektina i
leptina (Tablica 4.34.). I nakon isklju¢ivanja netipi¢nih vrijednosti, nije bilo razlike u
koncentraciji adiponektina izmedu normotonicara i hipertonicara (Slika 4.21.).

Ispitanike smo potom podijelili po tercilima koncentracije adiponektina (prvi tercil —
najniza, tre¢i tercil — najviSa koncentracija). Medu ispitanicima u pojedinim tercilima nije
bilo razlike u dobi, arterijskom tlaku, sréanoj frekvenciji i procjenjenoj brzini glomerularne
filtracije, ali su ispitanici u najviSem tercilu imali znacajno vi§i ITM od onih u najnizem
tercilu, a slican trend ocitavao se i za opseg struka (Tablica 4.35., Slika 4.22.). Nije bilo
razlike izmedu tercilima u glukozi i HOMA-IR, ali postojao je negativni trend u koncentraciji
inzulina (p=0.054). Ispitanici se nisu razlikovali niti po koncentraciji ukupnog kolesterola niti
po koncentraciji LDL frakcije, ali su ispitanici u najvisem i srednjem tercilu imali visi HDL-
kolesterol, a ispitanici u tre¢em tercilu imali su nizu koncetraciju triglicerida od onih u prvom
tercilu. Takoder se ocrtavao i negativni trend u koncentraciji C-reaktivnog proteina (p=0.066),
bez razlike u leptinu (Tablica 4.36.).

U cijeloj skupini ispitanika adiponektin je bio znacajno pozitivno koreliran s HDL-
kolesterolom, a negativno s ITM, opsegom struka, trigliceridom, C-reaktivnim proteinom i
HOMA-IR (Tablica 4.37.). U normotonicara su vrijedile sve navedene korelacije osim one s
HOMA-IR (Tablica 4.38.). U hipertoni¢ara adiponektin je znacajno pozitivno korelirao s
dobi i HDL-kolesterolom (Tablica 4.39.). Korelacije adiponektina i sistolickog, odnosno
dijastolickog tlaka nisu bile znacajne ni u normotonicara ni u hipertoni¢ara (Slike 4.23. i
4.24.). Ostale korelacije prikazane su u matricama u Tablicama 4.37.-309.

Kako bismo istrazili mehanizam djelovanja adiponektina na arterijski tlak i nastanak

hipertenzije ispitali smo predloZzeni model mehanizma opisan na Slici 2.12. u poglavlju
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2.3.6.1. Koristili smo klini¢ke korelate (biljege) tri procesa za koja se smatra da su povezani s
utjecajem adiponektina na tlak: 1. upala (korelati: a. C-reaktivni protein, b. leukociti), 2.
aktivacija simpatikusa (korelat: sréana frekvencija) i 3. krutost arterija (korelat: tlak pulsa).
Kako je ovo asocijacijska presjecna studija nismo mogli pratiti to¢an vremenski slijed, a
korelacija ne implicira uzro¢nost, te su, za razliku od teorijskog modela u poglavlju 2.3.6.1., u
ovim modelima sve strelice dvosmjerne (ne sude radi li se o uzroku ili posljedici). S lijeve
strane korelata na Slikama 4.25. i 4.26. nalaze se koeficijenti korelacije adiponektina i
pojedinih korelata, a s desne strane su korelacije korelata 1 sistoli¢kog tlaka. Adiponektin je u
normotoni¢ara bio znacajno negativno koreliran s CRP-om, dok je sistolicki tlak bio
negativno koreliran s leukocitima, a pozitivno s tlakom pulsa (Slika 4.25.). U hipertonicara,
izmedu adiponektina i korelata nije postojala znacajna korelacija, a sistolicki tlak bio je
znacajno pozitivno koreliran s C-reaktivnim proteinom i tlakom pulsa (Slika 4.26.). Da bismo
mogli zakljucivati o nezavisnim asocijacijama, napravili smo multiple linearne modele
utjecaja svih korelata na koncentraciju adiponektina i sistoli¢ki tlak (Tablice 4.40. i 4.41.).
Vazno je napomenuti da je u normotonicara adiponektin bio nezavisno negativno povezan s
muskim spolom, a pozitivno s HDL-kolesterolom i procjenjenom glomerularnom filtracijom.
U hipertonicara je, izmedu ostalog, adiponektin bio znafajno negativno povezan s C-
reaktivnim proteinom i tlakom pulsa, dok nije bilo veze sa sréanom frekvencijom i drugim
biljegom upale, leukocitima (Tablica 4.40.). U normotonicara je jedini znacajan prediktor bio
tlak pulsa, a u hipertonicara jo§ dodatno i dob (Tablica 4.41.). Adiponektin nije bio ni izravno

nezavisno povezan sa sistolickim tlakom (nije prikazano).
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Slika 4.20. Prikaz svih ispitanika podijeljenih na normotonicare i hipertonicare.

Tablica 4.33. Antropometrijske i klinicke znacajke normotonicara i hipertonicara.

Farametar S(;(;’; 'V('fgg"’)‘” Sr.vr. (sd) Medijan (IKR) |
Zenski spol (N, %) 81 (68,1) 43 (58,9) 0,197
Dob (godine) 39 (14) 39 (27-47) 51 (15) 52 (41-62)  <0,001
ITM (kg/m?) (255,’17) (22’215_’228,3) 29,1 (4.3) (26,27?'321, 6 <0001
Kategorije ITM-a (N, %)
<21 kg/m? 17 (14,3) 4 (5,6)
21-25 kg/m? 40 (33,6) 10 (13,9) <0,001
>25 kg/m? 62 (52,1) 58 (80,6)
ITM > 30 kg/m? (N, %) 21 (17,6) 29 (39,7) <0,001
Opseg struka (cm) 86 (13) 84 (77-94) 93 (20) 96 (88-103)  <0,001
Sistolieki tlak (mm Hg) 120 (10) (11?1127) 157 (19) " e g <0001
Dijastolicki tlak (mm Hg) 74 (9) 75 (69-80) 91 (12) 90 (83-100)  <0,001
?rfr?]”ﬁg)’te”js’ki tlak 90(6)  90(86-96)  113(11) 109 (103-120) <0,001
Tlak pulsa (mm Hg) 46 (10) 45 (38-52) 66 (20) 63 (56-72) <0,001
Sréana frekvencija (/min) 79 (11) 77 (71-85) 78 (12) 77 (70-84) 0,655
eGFR (ML/min/1,73 m?  83(18) 81 (74-90) 78 (12) 75 (69-86) 0,012

IKR — interkvartilni raspon, ITM — indeks tjelesne mase, eGFR — procjenjena brzina
glomeluralne filtracije
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Tablica 4.34. Osnovni laboratorijski parametri normotonicara i hipertonicara.

Normotonicari Hipertonicari
Parametar i
Sr.vr. (s.d) Medijan (IKR)  Sr. vr. (s.d.) 'V('ﬁg'%‘”
Glukoza (mmol/L) 5,2 (0,8) 5,1 (4,7-5,4) 59(1,9) 55(51-6,1) <0,001
. 73 10,2
Inzulin 9,3 (6,5) (5,6-11.2) 11,9 (7,2) (6,6-14.0) 0,001
1,64 2,54
HOMA-IR 2,16 (1,56) (1,2-2.62) 3,13 (2,12) (1,61.3,61) <0,001
Inzulinska rezistencija
(N, %) 32 (27,1) 39 (53,4) <0,001
Kolesterol (mmol/L) 5,3(1,2) 5,3 (4,5-6,1) 5,8 (1,2) 5,8 (5,1-6,7) 0,002
HDL kolesterol
(mmol/L) 1,6 (0,3) 15(1,3-1,8) 16(04) 15(1,3-1,8) 0,801
LDL kolesterol
(mmol/L) 3,2 (1,0) 3,2(24-3,8)  35(1,0) 36(2942) 0,017
Trigliceridi (mmol/L) 1,3(0,8) 1,0 (0,8-1,5) 1,6 (0,7) 1,4(1,1-2,1) <0,001
CRP 3,1(8,3) 13(05-27) 32(64) 19(09-34) 0,026
. . 11,42 9,90 10,52 8,12
Adiponektin (mg/L) (789)  (564-1445)  (858)  (589-1271) 0280
. 10,71 8,93 11,38 8,95
Leptin (ug/L) 9,74) (3,70-14,41)  (1021)  (401-17,00) 008

IKR - interkvartilni raspon, HOMA-IR - indeks inzulinske rezistencije, HDL — lipoproteini
visoke gustoc¢e, LDL — lipoproteini niske gusto¢e, CRP — C-reaktivni protein.
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Slika 4.21. Usporedba koncentracije adiponektina u normotonicara i hipertonicara.
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Tablica 4.35. Antropoloske i klini¢ke znac¢ajke ispitanika podijenih po tercilima koncentracije

adiponektina.

Tercil adiponektina

Parametar e
Dob (godine) 39 31-47 47 33-57 45  27-54 0,117
ITM (kg/m?) 290 255-31,3 26,3 22,6-294 252 22,1-289 0,009
Opseg struka (cm) 92 84 - 98 91 81-99 85 76-95 0,050

Sistolicki tlak (mm Hg) 127 118-144 130 120-148 124 117-144 0,396

Dijastolicki tlak 77 73-8 82 74-90 79 71-85 0,308
(mm Hg)

Sredni arterijski tiak 97  88-105 97 97-107 95 86-105 0,381
(mm Hg)

Tlak pulsa (mm Hg) 48 40-61 52 43-64 50  40-60 0,302
Srcana frekvencija 79 72-85 76 70-83 77  70-87 0,290
(/min)

eGFR

(mL/min/1,73 m?) 7 72-88 77 70 - 86 80 72-91 0,485

IKR — interkvartilni raspon, ITM- indeks tjelesne mase, eGFR — procjenjena brzina
glomerularne filtracije. Usporedbe: a) 1 vs. 2, b) 1 vs. 3,¢) 2 vs. 3
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Slika 4.22. Usporedba ITM po spolno specifi¢nim tercilima adiponektina.
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Tablica 4.36. Laboratorijski parametri ispitanika podijenih po tercilima koncentracije

adiponektina.

Tercil adiponektina

Parametar '
Drugi
Glukoza
(mmol/L) 53  49-55 52 49-58 52 47-57 0,867
Inzulin 89 66-152 87 60-131 71  53-112 0,054
HOMA-IR 213 149-354 198 131-314 162 1,15-2.69 0,140
Inzulinska
rezistencija (N, 24 (39,3) 23 (37,1) 22 (36,1) 0,929
%)
Kolesterol 56 48-63 54 43-63 56 48-672 0.847
(mmol/L)
HDL kolesterol ab
(mmol/L) 1.4 12-16 15 14-18 17 14-19  <0,001
LDL kolesterol
(mmol/L) 33 27-42 33 24-41 33 28-37 0,745
Triglicerid 14 10-20 12 08-16 09 08-14 0,005"
(mmol/L)
CRP 19 10-30 16 06-34 1.0 04-28 0,066
Adiponektin 4 98 320-6,68 °° 750-1095 1695 13,77-22,35 <0001
(mg/L) 6
. 401— 91
Leptin (ng/L) 10,40 1767 . 360-1410 790 380-1380 0464

IKR - interkvartilni raspon, HOMA-IR - indeks inzulinske rezistencije, HDL — lipoproteini
visoke gustoce, LDL — lipoproteini niske gusto¢e, CRP — C-reaktivni protein. Usporedbe: a) 1

vs.2,b)1vs. 3,c)2vs. 3
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Tablica 4.37. Matrica korelacija adiponektina i nekih vaznijih varijabli u cijeloj skupini ispitanika. Masno su oznaceni znacajni koeficijenti

korelacije.
Vari . . . Sistolicki Dijastolicki >/ °9M  qiak  sréana Opseg LDL HDL o
arijabla Adiponektin  Leptin Dob tlak tlak artﬁglj(sm pulsa  frekvencija IT™M struka Kolesterol kolesterol  kolesterol Trigliceridi

Adiponektin 0121 0031  -0,084 -0,030 0,067 -0,054  -0,038  -0218 -0267  -0,025 -0,067 0,351 0272 -0,148 -0,160 0,076
Leptin 0,121 0,059  -0,050 0,077 0,018  -0,111 0,002 0,279 0,077 0,083 0,056 0,050 0,064 0170 0184 -0,201
Dob 0,031 0,059 0,469 0,310 0426 0,429 -0,031 0435 0,531 0,429 0,360 0,126 0,363 0279 0,300 -0,471
Sistoliéki tlak -0,084 -0,050 0,469 0,675 0,906 0,802 0,023 0379 0,417 0,207 0,155 -0,004 0,291 0177 0328 -0,190
Dijastolicki -0,030 0077 0310 0,675 0,909 0163 0094 0370 0392 0,184 0,178 0,133 0304 0221 0288 -0,134
ﬁ;ekd“ji art. -0,067 0018 0426 0,906 0,909 0,502 0,062 0416 0,442 0,224 0,191 -0,079 0,329 0216 0339 -0,185
Tlak pulsa -0,054 0,111 0429 0,802 0,163 0,502 -0,038 0,253 0,308 0,146 0,075 0,118 0,180 0,097 0,256 -0,160
Sréana frekv. -0,038 0,002 -0031 0,023 0,094 0,062  -0,038 0030 -0,012  -0,043 -0,050 -0,219 0,130 0,048 0,225 0,043
IT™ -0,218 0279 0435 0,379 0,370 0416 0,253 0,030 0,756 0,341 0,339 -0,320 0,552 0445 0483 -0,331
Opseg struka -0,267 0077 0531 0417 0,392 0442 0,308 -0,012 0,756 0,309 0,301 -0,306 0,546 0,345 0480  -0,269
Kolesterol -0,025 0083 0429 0,207 0,184 0224 0,146 -0,043 0341 0,309 0,941 0,247 0,468 0161 0218 -0,325
LDL kolesterol -0,067 0,056 0,360 0,155 0,178 0191 0,075 -0,050 0339 0,301 0,941 0,071 0,375 0181 0,176 -0,302
Eg:steml 0,351 0050 0,126  -0,004 -0,133 0,079 0,118 0219 -0,320 -0,306 0,247 0,071 0,394  -0253 -0,229 -0,003
Trigliceridi -0,272 0,064 0,363 0,201 0,304 0329 0,180 0,130 0,552 0,546 0,468 0,375 -0,394 0,309 0501 -0,272
CRP -0,148 0170 0279 0,177 0,221 0216 0,097 0,048 0445 0,345 0,161 0,181 -0,253 0,309 0222 0,225
HOMA-IR -0,160 0184 0,300 0,328 0,288 0339 0,256 0,225 0483 0,480 0,218 0,176 -0,229 0,501 0,222 -0,217
eGFR 0,076 0,201 -0471  -0,190 -0,134 -0,185  -0,160 0,043 0331 -0269  -0,325 -0,302 -0,003 0272 0225 -0,217

ITM-indeks tjelesne mase, LDL-lipoproteini niske gustoce, HDL-lipoproteini visoke gusto¢e, CRP — C-reaktivni protein, HOMA-IR-indeks
inzulinske rezistencije, eGFR—procjenjena brzina glomerularne filtracije.
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Tablica 4.38. Matrica korelacija nekih najvaznijih varijabli s adiponektinom u normotenzivnih kontrola. Masno su oznaéeni znac¢ajni koeficijenti

korelacije.
Vari . . . Sistolicki Dijastolicki >/ °9M  qiak  sréana Opseg LDL HDL o
arijabla Adiponektin  Leptin Dob tlak tlak artﬁglj(sm pulsa  frekvencija IT™M struka Kolesterol kolesterol  kolesterol Trigliceridi

Adiponektin 001 -0,065  -0,109 0,024 0068 -0055  -0,135  -0229 -0363 0,007 -0,024 0,375 0277 -0,190 -0,166 0,120
Leptin 0,101 0123  -0,159 0,067 0020 0225  -009 0305 015 0,154 0,120 0,092 0081 0185 025 -0,198
Dob -0,065 0,123 0,188 0,155 0206 0111  -0097 039 0449 0429 0,397 0,077 0339 0223 0127 -0484
Sistolicki tlak 0109  -0,159 0,188 0,477 0758 0660 0094 0115 0218 0,060 0,067 0,042 0115 0008 0108 -0,081
Dijastolicki 0,024 0067 0155 0,477 0920 -0296 0113 0237 0291 0,023 0,066 0,220 0200 0211 0195 -0,158
Srednji art. 0068 0,020 0206 0,758 0,920 0,068 0120 0236 0307 0,069 0,101 0,154 0191 0136 0186 -0,163
Tlak pulsa 0055  -0225 0111 0,660 0,296 0,068 0031 0028 0041 0055 0,030 0,123 0017 0139 -0,005 0,031
Sréana frek. 0135  -0096 -0,097 0,094 0,113 0120 0,031 0027 0008  -0,105 -0,095 0,280 0149  -0015 0286 0,062
IT™ 0,229 0305 0394 0115 0,237 0236  -0028 0,027 0,745 0,299 0,331 0,339 0462 0413 0406 -0,302
Opseg struka 0,363 0155 0449 0,218 0,291 0,307 0041 0008 0,745 0,191 0,225 0,406 0464 0315 0412 -0215
Kolesterol 0,007 0154 0429 0,060 0,023 0069 0055  -0105 0299 0,191 0,945 0,206 0468 0161 0220 -0,364
LDL kolesterol  -0,024 0,120 0397 0,067 0,066 0101 0030  -0095 0331 0225 0945 0,025 0407 0191 0194 -0,351
o erol 0,375 0092 0077  -0,042 0,220 0154 0123  -0280  -0,339 -0,406 0,206 0,025 0448 0,234 -0281 -0,062
Trigliceridi 0277 0081 0339 0,115 0,200 0191 -0017 0149 0462 0464 0468 0,407 0,448 0286 0515 -0,241
CRP -0,190 0185 0223 0,008 0,211 013 -0139  -0015 0413 0315 0,161 0,191 0,234 0,286 0169 -0212
HOMA-IR -0,166 0255 0127 0,108 0,195 0186 -0005 0286 0406 0412 0220 0,194 0,281 0515 0,169 0,199
eGFR 0120 0198 -0,484  -0,081 0,158 0163 0031 0062  -0302 -0215  -0,364 0,351 0,062 0241 0212 -0,199

ITM-indeks tjelesne mase, LDL-lipoproteini niske gustoce, HDL-lipoproteini visoke gusto¢e, CRP — C-reaktivni protein, HOMA-IR-indeks
inzulinske rezistencije, eGFR—procjenjena brzina glomerularne filtracije.
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Tablica 4.39. Matrica korelacija adiponektina i nekih vaznijih varijabli u skupini ispitanika s hipertenzijom. Masno su oznac¢eni znacajni

koeficijenti korelacije.

Varijabla Adiponektin  Leptin Dob Sisttlg:(iéki Dijatslgcllliéki a?trte?iijlj(gjlli p-[j?ska fr;?:r?:ija (s)t?jsg Kolesterol kollt_esl?tlérol koIZsDtlérol Trigliceridi

Adiponektin 0137 0,282 0,153 0127 0185 0,061 0,099 -0,203 -0,104 0,012 -0,100 0,315 0,163 -0,029 -0,154 -0,064
Leptin 0,137 0127  -0,072 0058  -0,006 -0,088 0175 0212 -0,051 0,051 0,078 0,015 0,007 0121 0028 -0,210
Dob 0282 -0,127 0,554 0107 0333 0,501 0,065 0174 0476 0,298 0,184 0,255 0159 0281 0383 -0,354
Sistolicki tlak 0153 -0,072 0,554 0329 0,665 0,726 0122 0152 0330 0,068 0,032 0,143 0,049 0299 0363 -0,060
Dijastolicki 0127 0058 0,107 0,329 0,887 -0,306 0208 0181 0,229 0,114 0,131 0,119 0120 0107 0136 0,138
Srednji art. 0,185 -0,006 0,333 0,665 0,887 0,062 0235 0191 0320 0,141 0,084 0,006 0158 0232 0266 0,121
Tlak pulsa 0,061 -0,088 0,501 0,726 0306 0,062 0,002 0057 0,180 0,040 0,078 0,224 0,003 0209 0331 -0,193
Sréana frek. 0099 0175 0,065 0,122 0208 0,235 -0,002 0,067 -0,049 0,068 0,034 0,146 0,166 0173 0205 0,006
IT™ 0203 0212 0174 0,152 0181 0191 0,057 0,067 0,675 0,169 0,179 0,368 0469 0405 0446 -0,208
Opseg struka 0,104 -0,051 0,476 0,330 0229 0320 0,180 0,049 0,675 0,313 0,286 0,167 0454 0314 0402 -0,245
Kolesterol 0012 -0051 0,298 0,068 0114 0141 0,040 0068 0169 0313 0,923 0,355 0382 0058 0076 -0,151
LDL kolesterol 0100 -0078 0184  -0,032 0131 0084 -0,078 0034 0179 0,286 0,923 0,172 0244 0068 0021 -0,144
oL erol 0315 -0015 0,255 0,143 0119 0006 0,224 0,146 -0,368 -0,167 0,355 0,172 0359 0,295 -0,190 0,094
Trigliceridi 0,163 -0,007 0,159 0,049 0120 0158 0,003 0,166 0469 0,454 0,382 0,244 -0,359 0283 0,358 -0,192
CRP 0029 0121 0281 0,299 0107 0232 0,209 0173 0405 0314 0,058 0,068 0,295 0,283 0,269 -0,160
HOMA-IR 0154 0028 0,383 0,363 0136 0266 0,331 0,205 0446 0,402 0,076 0,021 -0,190 0,358 0,269 0,135
eGFR 0064 -0210 -0354  -0,060 0138 0121 -0,193 0,006 -0,208 -0,245 0,151 0,144 0,094 0192 -0,160  -0,135

ITM-indeks tjelesne mase, LDL-lipoproteini niske gustoce, HDL-lipoproteini visoke gusto¢e, CRP — C-reaktivni protein, HOMA-IR-indeks
inzulinske rezistencije, eGFR—procjenjena brzina glomerularne filtracije.
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Slika 4.23. Korelacija plazmatske koncentracije adiponektina i sistolickog tlaka u
normotonicara (r=-0.109) i hipertonicara (r=0.153), oboje p>0.05
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Slika 4.24. Korelacija plazmatske koncentracije adiponektina i dijastolickog tlaka u
normotonicara (r=-0.024) i hipertoni¢ara (r=0.127), oboje p>0.05
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Slika 4.25. Prikaz korelacija u modelu mehanizma utjecaja adiponektina na arterijski tlak u normotoni¢ara. Znacajne korelacije pisane su masnim crvenim slovima

CRP - C-reaktivni protein, PP — tlak pulsa, Leu — leukociti.
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Slika 4.26. Prikaz korelacija u modelu mehanizma utjecaja adiponektina na arterijski tlak u hipertonicara. Zna¢ajne korelacije pisane su masnim crvenim slovima.

CRP - C-reaktivni protein, PP — tlak pulsa, Leu — leukociti.
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Tablica 4.40. Multivarijatna linearna regresija s log adiponektinom kao zavisnom varijablom.

Varijabla Normotonicari Hipertonicari

p p p p
Muski spol -0.301 0.004 -0.294 0.005
Dob 0.056 0.591 0.384 0.007
ITM -0.116 0.237 -0.100 0.447
Sistolicki tlak 0.170 0.146 0.288 0.137
Tlak pulsa -0.199 0.100 -0.350 0.063
Sréana frekvencija -0.045 0.633 0.093 0.407
HDL -kolesterol 0.269 0.013 0.315 0.015
LDL-kolesterol -0.007 0.945 -0.209 0.059
HOMA-IR -0.082 0.394 -0.217 0.069
CRP 0.068 0.454 -0.241 0.044
Leukociti -0.015 0.879 0.173 0.134
eGFR 0.204 0.031 -0.115 0.315

ITM — indeks tjelesne mase, HDL-lipoprotein visoke gusto¢e, LDL-lipoprotein niske gustoce,
HOMA-IR - indeks inzulinske rezistencije, CRP-C-reaktivni protein, eGFR-procjenjena
brzina glomerularne filtracije.

Tablica 4.41. Multivarijatna linearna regresija sa sistolickim tlakom kao zavisnom

varijablom.
Varijabla
Muski spol 0.059 0.502 0.026 0.710
Dob 0.093 0.288 0.203 0.028
IT™M 0.103 0.214 0.102 0.253
Tlak pulsa 0.620 0.000 0.728 0.000
Srcana frekvencija 0.071 0.365 0.106 0.167
HDL-kolesterol -0.037 0.687 0.009 0.915
LDL-kolesterol 0.053 0.519 0.018 0.806
HOMA-IR -0.040 0.629 0.012 0.885
CRP 0.098 0.204 -0.033 0.683
Leukociti 0.027 0.747 0.061 0.433
eGFR -0.035 0.658 0.120 0.116

ITM — indeks tjelesne mase, HDL-lipoprotein visoke gusto¢e, LDL-lipoprotein niske gustoce,
HOMA-IR - indeks inzulinske rezistencije, CRP-C-reaktivni protein, eGFR-procjenjena
brzina glomerularne filtracije.
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4.6. Povezanost polimorfizama gena za adiponektin s inzulinskom rezistencijom

U Tablici 4.42. prikazana je usporedba inzulin osjetljivih i inzulin rezistentnih
ispitanika koriste¢i HOMA-IR>2,5 kao kriterij inzulinske rezistencije (Slika 4.27.). Nije bilo
razlike u spolnoj raspodjeli, ali inzulin rezistentni ispitanici bili su stariji, imali su visi ITM i
proporciju pretilosti (43,7% naspram 15,8%), kao i opseg struka te sve vrijednosti arterijskog
tlaka te znacajno vecu proporciju hipertoni¢ara (54,9% naspram 28,3%). Takoder, inzulin
rezistentni ispitanici imali su visSu src¢anu frekvenciju i nizu procjenjenu brzinu glomerularne
filtracije. Inzulin rezistentni su ocekivano imali viSu plazmatsku koncentraciju glukoze i
inzulina kao i trigliceride i ukupni kolesterol na racun LDL frakcije. Inzulin rezistentni
ispitanici imali su vise vrijednosti C-reaktivnhog proteina, bez razlike u koncentraciji
adiponektina i leptina (Tablica 4.43.).

Adiponektin je bio znacajno koreliran s HOMA-IR u cijeloj skupini (r= -0.160), a ta
znaajnost odrzala se i nakon iskljucivanja netipi¢nih vrijednosti adiponektina (p=0.06)
(Tablica 4.40., Slika 4.28.). U multivarijatnoj linearnoj analizi, log adiponektin je bio
grani¢no znacajno negativno povezan s HOMA-IR u cijeloj skupini (p=0,059) i u osoba s
genotipom -11391 G/G (p=0,06) (Tablica 4.44.).

Oba polimorizma bila su u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi i u osjetljivih na inzulin i u inzulin
rezistentnih (p>0,05).

Genotip -11377 C/C bio je najzastupljeniji i u skupini inzulin osjetljivih (51%) i inzulin
rezistentnih (47%). Postojala je i znacajna razlika u raspodjeli genotipova izmedu tih dviju
skupina, ve¢inom na racun genotipa -11377 G/G koji je u skupini inzulin osjetljivih imao
prevalenciju od 13%, a u inzulin rezistetnih 4% (p=0,07). Nije postojala razlika u ucestalosti
minor alela izmedu tih dviju skupina (31% naspram 29%) (p=0,74) (Tablica 4.45.)

Genotip -11391 G/A bio je zastupljen u 12% svih ispitanika te u grani¢no znacajno vise
inzulin rezistentnih (17%), nego inzulin osjetljivih ispitanika (9%) (p=0,075). Minor alel A
bio je zastupljen u 12% ispitanika dvostruko viSe inzulin rezistentnih (9%), nego inzulin
osjetjivih ispitanika (4%) Sto ipak nije bilo statisti¢ki znacajno (p=0,085) (Tablica 4.46.).
Logistickom regresijom ispitali smo nezavisnu povezanost genotipova i alela polimorizama -
11377 C>G i -11391 G>A. Modeli su prilagodeni za dob, spol, ITM, opseg struka,
hipertenziju, ukupni kolesterol, trigliceride i CRP. U op¢em kodominantnom modelu omjer
Sansi povezanosti recesivnih homozigota u odnosu na dominantne homozigote bio je 0,34
(95% interval pouzdanosti 0,08-1,41) i nije bio zna¢ajan. U dominantnom modelu omjer $ansi

agregiranih heterozigota i recesivnih homozigota iznosio je 1,08 (95% interval pouzdanosti
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0,54-2,17) 1 takoder nije bio znacCajan. Inzulinska rezistencija bila je grani¢no znacajno
povezana s recesivnim modelom nasljedivanja na nacin da je recesivni homozigot imao 71%
manje Sanse za razvoj inzulinske rezistencije u odnosu na agregirane dominantne homozigote
i heterozigote (p=0,058). U overdominantnom ili superdominantnom modelu nije zapaZena
heterozigotna prednost (p=0,19), a omjer Sansi za svaki minor alel u aditivnom modelu
takoder nije bio znac¢ajan (p=0,50) (Tablica 4.47.)

Zbog nepostojanja recesivnih homozigota u nasoj populaciji za drugi polimorizam ucinjen je
samo op¢i kodominanti model. U osnovnom neprilagodenm modelu heterozigot je bio
povezan s >dvostrukim omjerom Sansi za inzulinsku rezistenciju (2,20, 95% omjer Sansi 0,93-
5,22) sto je bilo grani¢no statisti¢ki znacajno (p=0,07). Nakon prilagodbe povezanost je bila
jos jaca te je heterozigot bio povezan sa Cetverostruko veéim omjerom Sansi za inzulinsku
rezistenciju u odnosu na dominantnog homozigota (4,11, 95% interval pouzdanosti 1,37-
12,34) (Tablica 4.48.)

Analiza haplotipova pokazala je da u neprilagodenom modelu nije bilo povezanosti (p=0,09),
ali je nakon prilagodbe za ostale ¢imbenike rizika navedene u proslim modelima haplotip -
11377 C - -11391 A bio povezan sa Cetiri puta ve¢im omjerom $ansi za inzulinsku rezistenciju
1,31-12,28). Pobliza analiza interakcija pokazala je da je povezanost znafajna samo u Zena
(3,79, 95% interval pouzdanosti 1,13-12,66 naspram 3,90, 95% interval pouzdanosti 0,27-
57,12) (Tablica 4.49.)
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Tablica 4.42. Antropometrijski i klini¢ki pokazatelji ispitanika podijeljenih po kriteriju

inzulinske rezistencije.

Inzulin osjetljivi Inzulin rezistentni
Parametar Sr. vr. Medijan Sr.vr. (s.d) Medijan
(s.d.) (IKR) e (IKR)
Zenski spol (N, %) 80 (66,7) 44 (62,0) 0,511
Dob (godine) 40 (13) 40 (29-47) 49 (16) 52 (33-62)  <0,001
2 25,6 25,5 29,5
ITM (kg/m?) @.7) (22,1-28,4) 29,5 (4,8) (25,6-32,6) <0,001
Kategorije ITM-a (N, %)
<21 kg/m? 17 (4,2) 3(4,3)
21-25 kg/m? 38 (31,7) 12 (17,1) 0,003
>25 kg/m? 65 (54,2) 55 (78,6)
ITM > 30 kg/m? (N, %) 19 (15,8) 31 (43,7) <0,001
Opseg struka (cm) 85 (12) 85 (77-93) 95 (21) 98 (88-108)  <0,001
Sistolicki tlak (mm Hg) 128 (18) 1213%)17' 145 (26) 143 (122-160) <0,001
Dijastoli¢ki tlak (mm Hg) 78 (12) 78 (71-86) 85 (13) 82 (75-95) 0,002
Srednji arterijski tlak i )
(mm Hg) 95(12) 94 (86-103) 105 (16) 103 (93-117) <0,001
Tlak pulsa (mm Hg) 49 (14) 48 (40-56) 60 (20) 56 (46-70) <0,001
Sréana frekvencija (/min) 77 (11) 75 (69-84) 81 (11) 80 (73-87) 0,009
Hipertonicari (N, %) 34 (28,3) 39 (54,9) <0,001
eGFR (mL/min/1,73m? 83 (18) 81 (74-90) 78 (13) 76 (69-80) 0,008

IKR - interkvartilni raspon, ITM - indeks tjelesne mase, eGR — procjenjena brzina
glomerularne iltracije

Slika 4.27. Podjela ispitanika po kriteriju inzulinske rezistencije.
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Tablica 4.43. Osnovni laboratorijski parametri ispitanika podijeljenih po kriteriju inzulinske

rezistencije.

Inzulin osjetljivi Inzulin rezistentni
Parametar i
Sr.vr. (s.d.) Medijan (IKR) Sr.vr. (s.d.) I\/(I:a&gz;n
Glukoza (mmol/L) 5,0 (0,5) 5,0 (4,7-5,3) 6,1 (2,0) 5,8 (5,2-6,2) <0,001
: 14,0
Inzulin 6,6 (2,2) 6,6 (5,1-8,4) 16,5 (7,5) (115-18,7) <0,001
HOMA-IR 1,47 (0,52) 1,44(1,15-1,90) 4,32 (1,91) @ 9%?4186) <0,001
Kolesterol (mmol/L) 53(1,1) 5,4 (4,7-6,0) 59 (1,3) 5,9 (5,0-6,8) 0,005
HDL kolesterol
(mmol/L) 1,6 (0,3) 1,6 (1,3-1,8) 1,5(0,4) 1,5(1,3-1,8) 0,213
LDL kolesterol
(mmol/L) 3,2(0,9) 3,2 (2,5-3,8) 3,6 (1,1) 3,5(2,7-4,2) 0,040
Trigliceridi (mmol/L) 1,2 (0,7) 1,0 (0,8-1,4) 1,7 (0,8) 1,5(,2-2,2) <0,001
CRP 3,0(6,7) 1,2 (0,6-2,8) 3,3(9,1) 1,9 (1,0-3,4) 0,048
. . 11,21 9,85 10,87 9,00
Adiponektin (mg/L) (773)  (545-1438)  (888)  (625-1265) 604
. 10,29 8,09 12,22 10,10
Leptin (ug/L) 9.77)  (340-1458)  (10,05)  (5.50-16,90) 0087

IKR — interkvartilni raspon, HOMA-IR - indeks inzulinske rezistencije, HDL — lipoprotein
visoke gustoc¢e, LDL — lipoprotein niske gusto¢e, CRP — C-reaktivni protein
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Slika 4.28. Korelacija koncentracije adiponektina i HOMA-IR u cijeloj skupini (r= -0,140,
p=0,06) (ljubicasti pravac), normotonicara i hipertonicara.
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Tablica 4.44. Multivarijatna linearna analiza povezanosti HOMA-IR i koncentracije

adiponektina u razli¢itim genotipovima i diplotipovima.

Nezavisne . -11377 C>G -11391 G>A

varijable c/C CIG G/G | CIG+GIG  GIG G/IA CIESIE
Zenski spol -0,050  -0,045  -0,011  -0,272 -0,070  -0,014 -0,318 0,068
Dob 0172 0175 0172  -0,371 0166 0,237 0,099 0,188
IT™ 0254 0270 0220  -0,480 0197 0263  -0,100 0,296
MAP 0138 0120 0140 0,338 0161 0,118 0,142 0,141
Kolesterol 0010 -0070 0112  -0,186 0064 0038 0,074 0,023
eGFR -0,018 0080 0021  -0,711 0019  -0,009 -0,129 -0,163
log adiponektin  -0,140*  -0,132 0,183  -0,245 -0,176 -0,150**  -0,373 -0,038

*p=0,059, **p=0,060, eGFR — procjenjena brzina glomerularne filtracije

Tablica 4.45. Raspodjela genotipova i alela polimorfizma -11377 C>G u cijeloj skupini,

inzulin osjetljivim i inzulin rezistentnim ispitanicima.

Cijela skupina

Genotip/alel N %
c/iC 93 49 60 51 33 47
CIG 77 41 42 36 34 49 0,07
G/IG 18 10 15 13 3 4
C 263 70 162 69 100 71
0,74
G 113 30 72 31 40 29

non-IR — inzulin osjetljivi, IR — inzulin rezistentni

Tablica 4.46. Raspodjela genotipova i alela polimorfizma -11391 G>A u cijeloj skupini,

normotonic¢arima i hipertoni¢arima.

Cijela skupina

Genotip/alel

\
G/G 164 88 106 91 57 83
G/A 22 12 10 9 12 17 0,075
AIA 0 0 0 0 0 0
G 350 88 222 96 126 91
0,085
A 22 12 10 4 12 9

non-IR — inzulin osjetljivi, IR — inzulin rezistentni
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Tablica 4.47. Skraceni prikaz logisticko-regresijskih modela povezanosti polimorfizma -

11377 C>G s inzulinskom rezistencijom.

Model Genotip Non-IR IR OR (95% CI) P
C/C 60 (51,3%) 33 (47,8%) 1,00
Kodominantni CIG 42 (35,9%) 33 (47,8%) 1,36 (0,66-2,82) 0,12
G/G 15 (12,8%) 3 (4,3%) 0,34 (0,08-1,41)
C/C 60 (51,3%) 33 (47,8%) 1,00
Dominantni 0,83
CIG+G/G 57 (48,7%) 36 (52,2%) 1,08 (0,54-2,17)
C/C+C/G 102 (87,2%) 66 (95,7%) 1,00
Recesivni 0,058
G/G 15 (12,8%) 3 (4,3%) 0,29 (0,07-1,17)
C/C+G/G 75 (64,1%) 36 (52,2%) 1,00
Overdominantni 0,19
CIG 42 (35,9%) 33 (47,8%) 1,60 (0,80-3,24)
Log-aditivni 0,83 (0,49-1,42) 0,50

non-IR — inzulin osjetljivi, IR — inzulin rezistentni

Tablica 4.48. Logisticko-regresijski modeli za procjenu povezanosti polimorfizma -11391

G>A s inzulinskom rezistencijom.

Neprilagodeno Model

Genotip
OR (95% CI) P OR (95% CI) P ‘
GIG 1,00 1,00
0,07 0,01
G/A 2,20 (0,93 - 5,22) 4,11 (1,37 - 12,34)

OR - omjer Sansi (odds ratio), 95% CI — 95% interval pouzdanosti
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Tablica 4.49. Logisticko-regresijski modeli za procjenu povezanosti haplotipova i inzulinske

rezistencije.

_ Neprilagodeno Model
Haplotip
OR (95% CI) OR (95% CI)
C-G 1,00 --- 1,00 ---
G-G 0,99 (0,63 - 1,58) 0,74 0,95 (0,55 - 1,65) 0.86
C-A 2,11 (0,87 - 2,98) 0,09 4,01 (1,31-12,28) 0.016

OR — omjer Sansi (odds ratio), 95% CI — 95% interval pouzdanosti
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5. RASPRAVA

5.1. Medupopulacijska usporedba ucestalosti ispitivanih polimorfizama

Studije povezanosti gena i Cimbenika rizika za razvoj kompleksnih fenotipskih
svojstava i mnogih bolesti pruzaju nam znacajan uvid u mogucéu geneticku osnovu tih entiteta
kao i u plejadu kandidatskih gena koji pridonose njihovom nastanku. Populacije se ne
razlikuju samo po prevalenciji tradicionalnih ¢imbenika rizika i razli¢itih zivotnih navika, ve¢
1 po genetickoj strukturi. RazliCita geneticka struktura dijelom je odgovorna za predispoziciju
odredenih populacija nekim kardiovaskularnim bolestima. Razlike u genetickoj strukturi
najbolje se ocitavaju u mnogim studijama koje proucavaju isti fenotip, a imaju razlicite
rezultate. Zato postoji potreba za opseznim multinacionalnim metaanalizama koje imaju
statisticku snagu prikazati povezanost genotip-fenotip u razli¢itim subpopulacijama. U ovom
naporu za kvalitetnije rezultate asocijacijskih studija vrlo su bitne i analize medupopulacijskih
razlika u ucestalosti genotipova i alela pojedinih polimorfizama. Pretragom mreznih baza
znanstvenih radova nismo pronasli niti jednu sustavnu analizu ucéestalosti genotipova i alela
polimorfizama -11377 C>G i -11391 G>A. Zato smo odlucili poceti istraZivanje
sastavljanjem takve medupopulacijske analize €iji bi podaci mogli biti vrijedni u kasnijim
metaanalizama.

U medupopulacijsku usporedbu ukljucili smo 20 populacija (N=25 583) za
polimorfizam -11377 C>G i 15 populacija (N=18 543) za polimorfizam -11391 G>A.
Ucestalost minor alela G je 26,18%, bila je najniza u Talijana (20,28%), a najviSa u Finaca
(33,14%). lako bi to isprva moglo implicirati gradijent sjever-jug, Mantelovim testom nisu
dokazane korelacije u genetickoj strukturi i geografskom polozaju. Najniza ucestalost
recesivnog homozigota G/G bila je u ruralnih Indijaca (0,80%), a najvisa u hrvatskoj
populaciji u ovome radu (9,70%). Geneticka struktura populacije u ovoj studiji (ucestalost
minor alela G polimorfizma -11377 C>G (30,0%) sli¢na je onoj ostalih europskih populacija,
a posebice ¢eskoj (28,5%) i poljskoj (29,09%). Analiza geneti¢kih udaljenosti pokazala je da
je hrvatska populacija bliska svim ispitivanim populacijama osim Fincima, Indijcima i,
iznenadujuce, Talijanima. Zanimljivo, dok su Hrvati u ovom radu bili geneticki bliski svim
ostalim europskim populacijama, izmedu Talijana s jedne strane i Ceha, Francuza, Nijemaca i
Poljaka je postojala znacajna geneticka diferencijacija. Razlog moze biti ili u veli¢ini uzorka
ili u nacinu odabira talijanskih ispitanika, a zbog neznacajnih genetickih razlika Hrvata i

drugih europskih populacija, razlog vjerojatno nije u izboru ispitanika za ovaj rad. Dodatni
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moguc¢i razlog moze biti utjecaj populacije iz studije Karmeli¢ 1 sur. zbog agregacije
populacija. Ipak, vazno je napomenuti da su vrijednosti svih gentickih udaljenosti bile niske
Sto ukazuje na homogenu distribuciju alela opéenito, a neke od razlika su vjerojatno
posljedice malih uzoraka.

Sli¢ni rezultati bili su i za ucestalost genotipova 1 alela polimorfizma -11391 G>A.
Ucestalost minor alela A bila je 10,11%, najniza u Afrikanaca (2,66%), a najvisa u Indijaca
(37,20%), a Mantelovim testom nije nadena geografska podloga genetickim varijacijama.
Genotip A/A bio je vrlo rijedak (1,55%). Zanimljivo je da, dok je populacija u ovoj studiji
imala ucestalost minor alela A slicnu ostalim europskim populacijama, populacija Hrvata iz
studije Karmeli€ i sur. imala je drugu najvisSu ucestalost alela A (17,40%) iza Indije, a jedino
te dvije populacije imale su ucestalost ve¢u od 10%. Kada se izbace te dvije atipicne
vrijednosti ucestalost minor alela A bila je dvostruko niza, 0,73%, a genotipa A/A 8,37%. Po
genetickim udaljenostima hrvatska populacija bila je bliska svim populacijama osim
Indijcima, Japanacima i Afrikanacima iz Juznoafricke Republike.

Usporedbom s referentnim populacijama na mreznim bazama genetickih podataka
svjetskih populacija dobili smo jo$ jednu potvrdu o adekvatnom odabiru i genetickoj
reprezentativnosti nase populacije. Ucestalosti minor alela G, odnosno A u nasoj skupini
(30,5%, odnosno 5,9%) nije bila razli¢ita od ucestalosti u CEU (30,3%, odnosno 8,7%;
p=0,95, odnosno p=0,29), niti u EUR populaciji (28,1%, odnosno 7,4%; p=0,48, odnosno
p=0,35) 1000 Genomes Project a isto je vrijedilo i za genotipove (sve p>0,05)

(www.1000genomes.org). Populacija u studiji Karmeli¢ i sur. nije bila u skladu s referentnim

populacijama. Ucestalost minor alela A (21,1%) u Karmeli¢ i sur. bila je znacajno veca nego
u CEU populaciji (p=0,0002) i EUR populaciji (p<0,0001). Ovi podaci bacaju sumnju na
reprezentativnost njihove populacije i ukazuju na moguéi sampling bias, a mogu biti i rezultat
slucajnosti kao posljedice malog uzorka.

Rezultati ove medupopulacijske usporedbe naglasavaju kako su razli¢ite populacije
geneticki vrlo heterogene i kako se na to treba misliti pri tumacenju rezultata asocijacijskih
studija, ali takoder i prilikom izrade metaanaliza. Geografske razlike nisu objaSnjavale
geneticke razlike medu ova dva polimorfizma gena za adiponektin. Zaklju¢no, populacija u
ovoj studiji bila je genetiCkom strukturom slicna ostalim europskim populacijama, kao i
referentnoj EUR, a napose CEU populaciji Sto govori o adekvatnom uzorkovanju i

reprezentativnosti ove populacije.
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5.2. Povezanost koncentracije adiponektina s arterijskim tlakom, hipertenzijom i

drugim fenotipskim obiljezjima

Kardiovaskularne bolesti naj¢es¢i su uzrok smrti u Europi i Hrvatskoj, a pripisuje im
se 29,6% smrti u svijetu Sto iznosi preko 15 milijuna ljudi godisSnje. Ta brojka je dvostruko
veca od broja umrlih od svih vrsta raka (250). Pretilost se smatra jednim od najvaznijih
¢imbenika rizika za kardiovaskularne bolesti. Prevalencija pretilosti u Europi kreé¢e se od
4,0% do 28,3% u muskaraca i 6,2% do 36,5% u Zena, a podaci za Hrvatsku su blizi gornjim
vrijednostima ovih raspona (99,100,251). Povezanost pretilosti i kardiovaskularnih bolesti
potaknula je istrazivanja o ulozi masnog tkiva i njegovih produkata u patogenezi ovih bolesti.
Adiponektin se jo§ od otkri¢a spominje kao bitan zastitni ¢imbenik u razvoju pretilosti (6).
Brojne studije pokazale su kako ima antiaterogene i antidijabeticke ucinke, a smatra se da
sudjeluje u patogenezi hipertenzije povezane s pretilosti, inzulinske rezistencije i Secerne
bolesti tipa 2, metabolickog sindroma, kroni¢ne bubrezne bolesti 1 ateroskleroze
(176,197,252). Nedavne studije pokazale su da adiponektin mozda nije iskljucivo protektivan.
Lindberg i sur. otkrili su da je viSa adiponektinemija prediktivna za kardiovaskularnu
smrtnost, a Sto je u skladu s tvrdnjama drugih autora da su viSe vrijednosti adiponektina
povezane s viSom smrtnosti (253-255). Ipak, znacaj ovih pojedina¢nih studija je upitan, jer su
nedavne metaanalize pokazale da adiponektin nije nezavisno povezan s rizikom za
cerebrovaskularnu bolest, a potencijalno je protektivan ¢imbenik u razvoju koronarne bolesti
(256,257).

U naSoj skupini ispitanika adiponektin je bio viSi u zena, nego u muskaraca Sto je
sukladno najveé¢em brojem studija (258-260). Zanimljivo je da ta razlika nastaje u pubertetu
kada se koncentracija adiponektina u djeCaka pocinje smanjivati, a u djevojCica ostane
nepromijenjena (261). To je u skladu s ispitivanjem u miSeva te se smatra da je uzrok tome
povecanje koncentracije androgena, poglavito testosterona, koje inhibira lu¢enje adiponektina
iz 3T3 adipocita (262,263). Ispitanici s ITM<30 kg/m? imali su vidu koncentraciju
adiponektina od pretilih ispitanika, no takva razlika nije nadena kod podjele po kriteriju
abdominalne pretilosti. Ipak, koncentracija adiponektina bila je znacajno negativno korelirana
s opsegom struka kao kontinuiranom varijablom. Takav odnos adiponektina i pretilosti
sukladan je vecini studija (264-267). Okauchi i sur. pronasli su i dinamiku negativne
korelacije godisnjih promjena u koncentraciji adiponektina i ITM i opsega struka u velikoj
prospektivnoj kohorti (268). Zanimljivo je ipak da kao ni u velikom istrazivanju Kuo i sur.

ITM nije bio nezavisni prediktor koncentracije adiponektina niti u normotonicara niti u
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hipertonicara te se postavlja pitanje je li niza adiponektinemija u pretilih posljedica same
pretilosti ili tek nekih metaboli¢kih poremecaja povezanih s pretilosti te u konacnici, je li ona
nezavisni biljeg pretilosti ili samo popratna karakteristika (269).

Normotonicari 1 hipertonicari nisu se razlikovali u koncentraciji adiponektina.
Takav rezultat nije u skladu s velikom metaanalizom Kima 1 sur. koja je ukljucila 48 studija
(7). U toj metaanalizi pronadeno je da hipertonicari imaju za 1,64 mg/L nize koncentracije
adiponektina od normotonicara, kao i to da porast koncentracije adiponektina od 1 mg/L
smanjuje Sanse za hipertenziju za 6%. Upitno je je li takav odnos adiponektina sa Sansom za
hipertenziju znacajan samo do koncentracije od 8 mg/L ili vrijedi u cijelom rasponu. Nakon
dodatne analize naSe skupine ispitanika poslije iskljucivanja netipi¢nih vrijednosti
adiponektina, hipertonicari su imali za 1,41 mg/L nize vrijednosti adiponektina, $to je blize
rezultatima metaanalize, ali ipak nije bilo znac¢ajno (p=0,15). Ipak, u vise studija ukljucenih u
metaanlizu nije pronadena povezanost adiponektina, arterijskog tlaka i hipertenzije, a to je
posebno konzistetno za pedijatrijske studije (7,236). Takoder, u nekim studijama povezanost
je bila ovisna o spolu (270,271). Niti u naSoj prijasnjoj studiji na preklapajucoj skupini
ispitanika nismo pronasli takvu povezanost (10). Posebno je zanimljivo da su Mallamaci i sur.
pronasli pozitivnu povezanost adiponektina i hipertenzije (272). Ti rezultati su jo$ vazniji
kada se poblizim pogledom u rezultate metaanalize otkrije da, usprkos sumarnom rezultatu,
viSe od Cetvrtine studija ukljuenih u metaanalizu Kima i sur. nije pronaslo povezanost
adiponektina i hipertenzije (7). Razli¢iti rezultati medu studijama mogu se najvjerojatnije
objasniti razlikama u populacijama, kao 1 ¢injenicom da su hipertonicari heterogena skupina
Sto se uvijek treba uzeti u obzir pri interpretaciji i usporedbi rezultata. U usporedbi s ostalim
studijama, nasi ispitanici su bili mladi i bez komorbiditeta Sto bi iSlo u prilog Cinjenici da je u
mladoj dobi korelacija adiponektina s arterijskim tlakom slabija nego u starijih ispitanika, a
posebno onih s konkomitantnim komorbiditetima u kojih viSa koncentracija adiponektina
moze biti i rezultatat reaktivnog povecanja (10). Kako je naSa populacija ruralna, moglo bi se
pretpostaviti da se razlikuje od urbane u nekim Zzivotnim navikama koje bi mogle biti
povezane s koncentracijom adiponektina, recimo tjelovjezbom ili puSenjem. MiloSevic 1 sur.
pronasli su da je ruralna populacije vjerojatno aktivnija od urbane, no u EH-UH studiji nisu
pronadene razlike u karakteristikama urbane 1 ruralne populacije (Jelakovi¢ 1 sur.,
neobjavljeni podaci) (273). Ipak, kada bi takvih razlika i bilo, pitanje je kolika bi bila njihova
znacajnost, jer su rezultati o utjecaju fizicke aktivnosti na adiponektin kontrovezni i
konfiliktni (274-276). lako su neke studije opisale povezanost adiponektina i pusenja, u nasoj
prosloj studiji mi smo pronasli da ispitanici koji nikada nisu puSili imaju grani¢no vise
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vrijednosti adiponektina od sadasnjih ili bivsih pusaca kao i da je log adiponektin negativno
koreliran s pusackim godinama (engl. pack-years, godine pusenja pomnozene s prosjecnim
brojem popusenih kutija cigareta), ali ta povezanost nije bila znacajna nakon prilagodbe za
potencijalne ¢imbenike zablude (10). Zbog izostanka znalajne nezavisne povezanosti u
citiranom radu, Sto implicira da puSenje nije izravno odgovorno za niZzu koncentraciju
adiponektina u pusaca, i identi¢ne skupine ispitanika, u ovom radu nismo iskljucili pusace.
Jedna od najvaznijih prednosti ovoga rada je iskljucivanje svih ispitanika s kronicnom
bubreznom bolesti (¢GFR<60 mL/min/1,73 m2). Naime, u razli¢itim studijama dokazano je
da je adiponektin bio pozitivno koreliran s eGFR, a u nekima nije bilo znac¢ajne povezanosti.
Pacijenti s kroni¢nom bubreznom bolesti u veéini studija imaju nekoliko puta visu
koncentraciju adiponektina (197). Ta povezanost adiponektina i eGFR ostaje jednaka i kada
se oboje izraze kao kontinuirane varijable (npr., u studiji Doumatey i sur. adiponektin je bio i
univarijatno i u multivarijatnoj linearnoj regresiji negativno povezan s eGFR) (277).
Predlozeni uzroci ovoga su viSestruki. Neki autori postuliraju da se radi o povecanoj
rezistenciji perifernih tkiva na adiponektin, kompenzatornom povisenju koncentracije
adiponektina u subklini¢koj vaskularnoj bolesti ili reduciranoj eliminaciji adiponektina iz
plazme bubrezima. Cini se ipak da se barem djelomiéno radi o perifernoj rezistenciji, a ne
reduciranoj eliminaciji, jer su Martinez Cantarin i sur. nedavno objavili da je u perifernim
krvnim stanicama, miSi¢u i masnom tkivu bolesnika u zavrSnom stadiju kroni¢ne bubrezne
bolesti povecana ekspresija glasnicke RNA AdipoR1 §to implicira perifernu rezistenciju, a u
isto vrijeme je u masnom tkivu povecana i ekspresija glasnicke RNK adiponektina i samog
proteina Sto implicira pove¢anu produkciju (278). Nedavni rezultati koji govore u prilog goroj
prognozi u koronarnih bolesnika s viSim adiponektinom govore protiv logike moguceg
kompenzatornog povisenja. Iako se u zadnjih nekoliko godina ostvario znacajan napredak u
razumijevanju povezanosti adiponektina i patogeneze kroni¢ne bubrezne bolesti, taj odnos jos
uvijek nije dovoljno razjasnjen i naSe je misljenje da je u studijama koje imaju za cilj
razjasniti povezanost adiponektina i kompleksnih fenotipskih svojstava uvijek uputno, ako ne
iskljuciti, onda barem zasebno promatrati podskup ispitanika s normalnom bubreznom

funkcijom.

Kako bismo ispitali mehanizam utjecaja adiponektina na tlak konstruirali smo model
koji u obzir uzima upalu, pretjeranu aktivnost simpatikusa i krutost arterija. Komponente
modela predstavljene su klinickim korelatima. Tlak pulsa u mnogo se studija koristi kao

surogat brzini pulsnog vala, a potencijalno predstavlja i drugaciji aspekt krutosti, dok je
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sr¢ana frekvencija etablirani biljeg aktivnosti simpatikusa (225). C-reaktivni protein i
leukociti biljezi su upale koji su usli u svakodnevnu klini¢ku praksu. Adiponektin i sistolicki
tlak u normotonicara su bili korelirani s biljezima upale. To govori da su i hipertenzija i
hipoadiponektinemija povezani s upalom, Sto je opisano u literaturi (224,227,228,279,280).
Nije bilo drugih biljega koji bi bili korelirani s adiponektinom i sistolickim tlakom. Iako je
tlak pulsa bio visoko koreliran sa sistolickim tlakom, u naSoj skupini adiponektin nije bio
povezan s krutosti kao u drugim studijama (229). Razlog za to moze biti koristenje tlaka
pulsa, a ne brzine pulsnog vala koji ne moraju biti biljezi istog aspekta krutosti, kao $to to nisu
niti augmentacijski indeks i brzina pulsnog vala (281-283). Razli¢ito ponaSanje brzine
pulsnog vala i augmentacijskog indeksa u odredenoj populaciji pacijenata opisali smo u
ranijem radu te je jedno od mogucih objasnjenja da se o takvoj razlici radi i ovdje (284).
Adiponektin nije bio povezan sa sr¢anom frekvencijom, a nije bilo razlike u srcanoj
frekvenciji izmedu normotonicara i hipertonicara. Moguce je da te razlike nema, jer se kod
nas radi o populaciji na pocetku kardiometabolickog kontinuuma. U pracenju ovih ispitanika
bit ¢e zanimljivo odrediti povezanost dinamike promjene koncentracije adiponektina i ovih

biljega.

U konacnici, ¢ini se kako je povezanost adiponektina 1 arterijskog tlaka i hipertenzije
vrlo kompleksna i nije jednaka u svim populacijama niti stadijima hipertenzije. Nasi rezultati
su posebno vazni jer su ukljucili samo ispitanike s normalnom bubreznom funkcijom, a
ponudili smo i mehanicisticko rjeSenje. Potrebne su daljnje studije o povezanosti adiponektina

1 arterijskog tlaka u razli¢itih podskupina ispitanika.

5.3. Povezanost polimorfizama gena za adiponektin s ekspresijom adiponektina,

arterijskim tlakom i hipertenzijom

Ovaj rad izlaZe, prema naSim saznanjima, prve rezultate o povezanosti polimorfizma -
11377 C>G i -11391 G>A s arterijskom hipertenzijom u europskoj populaciji. Pretragom
dostupne literature pronasli smo cetiri rada koji procjenjuju povezanost polimorfizma
navedenih polimorfizama s arterijskom hipertenzijom, no svi bila su na azijskoj ili arapskoj
populaciji (Han Kinezima, Korejcima i Arapima). Daljnjom pretragom nasli smo vise radova
koji razli¢itim metodama i modelima opisuju odnos obaju polimorfizama s arterijskim tlakom

kao kontinuiranom varijablom medu kojima su i neki koji populacijskom strukturom
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odgovaraju populaciji naSeg rada. U konacnici, bitno je komentirati i radove koji opisuju
utjecaj pojedinih genotipova na visinu plazmatske koncentracije adiponektina, jer to moze biti
posrednik u razli¢itoj ekspresiji fenotipskih obiljezja. Daljnja rasprava bit ¢e koncipirana u tri
dijela: komentar studija o povezanosti s arterijskom hipertenzijom, komentar studija o
povezanosti s arterijskim tlakom i komentar studija o povezanosti s koncetracijom
adiponektina.

U naSoj skupini ispitanika nismo pronasli povezanost niti jednog od ispitivanih
polimorfizama s hipertenzijom c¢ija je prevalencija bila jednaka po svim genotipovima.
Povezanost smo ispitivali logistickom regresijom prilagodenom za niz ¢imbenika rizika 1
potencijalnih ¢imbenika zabune (engl. confounder) kroz pet modela (kodominatni,
dominantni, recesivni, log-aditivni i overdominanti) Takoder, niti haplotipovi nisu bili
povezani s hipertenzijom.

Zadjali i sur. istrazivali su povezanost polimorfizama -11377 C>G i -11391 G>A s
komponentama i klasterima metabolickog sindroma u porodi¢noj pedigre studiji u Arapa
(285). Polimorfizmi su kao 1 u naSem radu bili u znacajnoj neravnotezi povezanosti (D">0,99).
Njihova populacija bila je mlada (prosjek dobi 34,8 + 0,9 godina) i relativno normalnog ITM
(25,8 + 0,3 kg/m?) i razmjerno niskom prevalencijom hipertenzije (16,8%). U recesivnom
modelu nije bilo povezanosti polimorfizma -11377 C>G (OR 0,63, 95% interval pouzdanosti
0,32-1,26) niti -11391 G>A (OR 1,17, 95% interval pouzdanosti 0,51-2,68) s hipertenzijom.
Takoder, sli¢no kao u nasoj populaciji, medu genotipovima nije bilo razlike u ITM, opsegu
struka, sistoli¢kim i dijastolickom tlaku i velikoj vecini ostalih pokazatelja, dok su recesivni
homozigoti G/G imali nesto visi HOMA-IR. Niza prevalencija hipertenzije moze se objasniti
mladom dobi, selekcijom ispitanika koji su se doimali zdravima, ali i opéenito nizom
prevalencijom hipertenzije u Arapa koja se u razli¢itim studijama krece u prosjeku od 25 do
30% (286-288). Za ocekivati je da je geneticka struktura u ovoj studiji i u nasoj populaciji
druk¢ija zbog razli¢itog etniciteta i porodi¢nog pedigre dizajna (p za razliku u raspodjeli
genotipova <0,001). Takoder, posebnost ove studije je selekcija kohorte arapske populacije iz
Nizwe koja je geografski izolirana i ima vrlo malo doticaja s obliznjim populacijama. lako to
pridaje snagu za pedigre istrazivanja kompleksnih bolesti, u ovom slucaju dovodi u pitanje
mogucnost generalizacije njihovih rezultata.

U studiji Ong, Li i sur. koja je ukljucila 14 polimorfizama jednoga nukleotida gena za
adiponektin, samo je polimorfizam -11377 C>G bio povezan s hipertenzijom i to na na¢in da
je u aditivnom modelu minor alel G dopriniosio 40% viSem riziku za hipertenziju (OR 1,40
(95% interval pouzdanosti 1,11-1,77) (11). Razlika u dijastolickom tlaku izmedu
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dominantnog i recesivhog homozigota bila je 1,3 mm Hg Sto ipak predstavlja vrlo malen
ucinak i sukladno je nekim novijim studijama analiza cijelogenomske povezanosti (289,290).
Vise je razlika koje mogu objasniti diskrepancije u nasim i rezultatima Ong, Li i sur. Prvo i
najvaznije, Ong, Li i sur. ukljuéili su samo Han Kineze, a u naSu populaciju sacinjavaju
Europljani (Central European, CEU populacija). U svom radu sami autori napominju kako je
izgledno da postoje etnicke razlike u povezanosti razliitih genetickih varijanti s plazmatskom
koncentracijom adiponektina, a takve razlike postoje i u visini arterijskog tlaka i prevalenciji
hipertenzije (33,287). Nasi ispitanici bili su relativno mladi (prosjek cijele skupine 43 + 15
godina), normotonicari su bili prosjeno 10, a hipertoni¢ari 12 godina mladi od
normotonicara, odnosno hipertonic¢ara u radu Ong, Li i sur. (11) Iako su genotipovi sluc¢ajno
odredeni zacecem, rizik i prevalencija hipertenzije rastu s godinama te je nemoguce
pretpostaviti tko ¢e od ispitanika razviti hipertenziju u starijoj zivotnoj dobi, tj. moguce je da
¢e se razlika izmedu genotipova u prevalenciji hipertenzije pojaviti naknadno. Pra¢enjem nase
kohorte mo¢i ¢emo vidjeti koliko ¢e biti incidentne hipertenzije u zivotnoj dobi sli¢noj
ispitanicima Ong 1 sur. kada ¢e rezultati biti usporedivi i kakav ¢e tada biti odnos genotipova
polimorfizama i hipertenzije. Cak 79,3% hipertoni¢ara u studiji Ong i sur. bilo je na
antihipertenzivima, a postojala je i znacajna razlika u uc€estalosti uzimanja antihipertenziva na
nacin da su recesivni homozigoti polimorfizma -11377 C>G cesce bili na antihipertenzivima
(17,3%) u usporedbi s dominantnim homozigotima (12,2%) i heterozigotima (16,1%). lako su
autori pokuSali kompenzirati korekcijom arterijskog tlaka ispitanika na antihipertenzivima za
+10/5 mm Hg, to predstavlja ozbiljan nedostatak studije i upozorava da njihove rezultate
odnosa tlaka, koncentracije adiponektina i polimorfizama gena za adiponektin trebamo
uzimati cum grano salis. Takoder, kako u radu nema podataka o kojim se lijekovima radi, a
regresijske analize nisu prilagodene za uzimanje niti jedne skupine antihipertenziva, moguce
je da je uzimanje terapije utjecalo i na neke druge metabolicke poremecaje, npr. inzulinsku
rezistenciju. U nasu studiju ukljuceni su samo novodijagnosticirani, incidentni hipertonicari
koji nisu uzimali medikamentnu terapiju. To je vrlo vazna prednost nase studije, jer iskljucuje
mogucnost utjecaj terapije na vrijednosti tlaka 1 omogucuje to¢nu procjenu odnosa
adiponektina i tlaka. Ova studija nije navela vrijednosti plazmatskog adiponektina pa se ne
moze zakljucivati o razli¢itoj ekspresiji po genotipovima niti o odnosu koncentracije s tlakom.

Kada se govori o etnickim razlikama kao podlozi razlicitih genotipsko-fenotipskih
povezanosti, zanimljivo je da unato¢ uzorku od 1616 ispitanika polimorfizam -11391 G>A za
kojeg se smatra da je najsnaznije povezan s koncentracijom adiponektina nije uopée naden u

populaciji Han Kineza, §to je joS jedna Cinjenica koja ide u prilog hipotezi o etnicki ovisnoj
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ucestalosti i u¢inku pojedinih polimorfizama. U prilog navedenoj hipotezi ide i ¢injenica da je
u nedavnoj metaanalizi Chu 1 sur. nadena povezanost izmedu nekih polimorfizama,
ukljucujudi i -11377 C>G i -11391 G>A, i Secerne bolesti tipa 2 u europskih, ali ne i u
azijskih populacija (133). Sli¢an zakljucak da je polimorfizam -11391 G>A rizi¢ni ¢imbenik
za Sec¢ernu bolest tipa 2 samo u europskoj populaciji donijeli su i Gong i1 sur u ranijoj
metaanlizi (132). Jiang i sur. podrzavaju ovu hipotezu nadopunjujuci otprije poznatu ideju da
neki etnicki specifi€ni polimorfizmi predisponiraju nekim kompleksnim fenotipskim
svojstvima u pojedinim populacijama, a u drugim populacijama ne (12). Chen i sur. slian o
etnicitetu ovisan ucinak zapazili su za polimorfizam 118 A>G gena OPRM1 koji utjece na
susceptibilnost za ovisnost o alkoholu kod Azijata, ali ne i kod Europljana (291). O
genetickim razlikama medu populacijama govori i medusobno vrlo razli¢ita geneticka
struktura ove 1 nase populacije (ucestalost minor alela G 30,1% naspram 23,9%, p=0,009).
Jiang 1 sur. su potaknuti rezultatima Ong, Li i sur. takoder ispitivali utjecaj polimorfizama
razli¢itih gena impliciranih u patogenezu inzulinske rezistencije, ukljucujuéi i polimorfizam -
11377 C>G (12). Ustrojili su 4 skupine ispitanika: dijabeticare tipa 2, hipertonicare,
dijabeticare tipa 2 s konkomitantnom hipertenzijom i kontrole bez navedenih bolesti. Sve
skupine osim kontrolne ukljucuju 1 lijecene 1 nelijeCene ispitanike. U njihovom istrazivanju,
genotip -11377 G/G predisponirao je 41% vecoj Sansi za hipertenziju §to je usporedivo s
rezultatima Ong, Li i sur., tj. uCestalost minor alela bila je visa hipertonicara (34,3%) nego u
kontrola (27,0%). Ipak, u njihovoj studiji se takoder radilo o staroj populaciji (prosjek dobi
normotonicara 68,8 + 6,7, a hipertonic¢ara 67,1 £ 7,1 godina), a bilo je i razlike u raspodjeli
spola izmedu muskaraca i zena (67,0% Zena u hipertoni¢ara naspram 57,4% u normotonicara)
Sto moze utjecati na razlike u prosjec¢noj koncentraciji adiponektina izmedu te dvije skupine.
Zanimljivo je da Jiang i sur. u istoj studiji ne samo da nisu pronasli povezanost polimorfizma
-11377 C>G i Secerne bolesti tipa 2, nego te povezanosti nije bilo ni sa udruzenom pojavnosti
Secerne bolesti tipa 2 i arterijske hipertenzije (ucestalosti minor alela 25,9%, odnosno 26,6%).
U nasoj populaciji nije bilo razlike izmedu genotipova oba polimorfizma u ¢imbenicima koji
bi mogli povecéavati rizik za hipertenziju — dobi (iako su heterozigoti C/G bili neznacajno
stariji malo je vjerojatno da je to moglo utjecati na povezanost), ITM, opsegu struka, HDL i
LDL-kolesterolu, HOMA-IR, eGFR itd., te to pridaje dodatnu vjerodostojnost naSim
rezultatima. Niti u jednom drugom radu nisu bile navedene usporedbe tih ¢imbenika rizika
medu pojedinim genotipovima.

Ukljucivanje pacijenata na antihipertenzivima i antidijabeticima, naravno ne moze utjecati na

genotip, ali moZe utjecati na ostale krakove odnosa — adiponektin i tlak (npr. antidijabetici
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tiazolidindioni povisuju plazamatsku koncentraciju adiponektina) i na taj nacin moze dati
iskrivljenu sliku toga odnosa.

Zhang i sur. proucavali su povezanost viSe polimorfizama gena za adiponektin s
esencijalnom hipertenzijom Han Kineza i kineskih Korejaca (13). Ova referenca bila nam je
dostupna samo u obliku saZetka, jer je izvornik na kineskom jeziku. Polimorfizam -11391
G>A nije bio u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi te je iskljucen iz daljnje analize. Nije bilo
razlike u ucestalosti genotipova polimorfizma -11377 C>G izmedu hipertonicara i kontrolne
populacije, ali je haplotip -11426 G — 11377 C bio povezan s vecom ucestalo$¢u hipertenzije
u Han Kineza, ali ne i u Korejaca, no moguce je da je to iskljucivo ucinak alela -11426 G koji

je sam takoder bio povezan s hipertenzijom u toj populaciji.

U nasoj populaciji nije bilo niti razlike u sistolickom 1 dijastoliCkom tlaku u razli¢itim
genotipovima niti jednog od promatranih polimorfizama. Heterozigoti za polimorfizam -
11391 G>A imali su nesto nizi sistolicki tlak od dominantnih homozigota (126 mm Hg
naspram 130 mm Hg), no razlika nije bila zna¢ajna zbog Siroke raspodjele vrijednosti. Bilo bi
zanimljivo u ve¢im populacijskim studijama provijeriti postoji li trend u snizenju arterijskog
tlaka s brojem kopija minor alela A, no takve podatke nismo nasli u literaturi.

Avery i sur. su u studiji engleskih porodica selekcioniranih putem hipertenzivnog
probanda pronasli da je za svaki G alel polimorfizma -11377 C>G ordinacijski sistolicki tlak
porastao za 1,62% (292). U naSoj populaciji nije bilo porasta ordinacijskog sistolickog tlaka
po svakom G alelu niti prije prilagodbe (porast po alelu za 0.69 [-4.33 - 5.71] mm Hg,
p=0,79) niti nakon prilagodbe za dob, spol i ITM (porast po alelu za -2.04 [-6.25 - 2.18] mm
Hg, p=0,31). Takoder, nismo nasli niti u¢inak na dijastoli¢ki tlak, kao ni povezanost drugog
polimorfizma s tlakom. Snaga ove studije sigurno je u njenom pedigre dizajnu, no Avery i
sur. i sami napominju kako se ovaj rezultat mora provijeriti u replikativnim studijama, jer u
prijasnjem istrazivanju na RISC kohorti od 1300 ljudi iz 19 centara u 14 europskih zemalja
(kojem su i sami koautori) nije dokazana povezanost polimorfizma -11377 C>G sa sistoli¢kim
niti dijastolickim tlakom (293). Glavni nedostatak ove studije je taj da su hipertoniéari u ovoj
studiji bili lijeceni (31,5% su uzimali beta-blokatore, a 33,7% diuretike), a iskljuceni su samo
hipertonicari koji su uzimali 3 1 viSe antihipertenziva. lako su statistickim modeliranjem
vrijednosti tlaka lijeCenih hipertonicara korigirane za odredenu modelom procjenjenu
vrijednost ovisnu o klasi antihipertenziva ipak ne mozemo biti sigurni u dobiveni odnos s

tlakom, pogotovo jer se radi o iznimno malom uéinku od 1-2% (1,3-2,7 mm Hg) promjene u

122



sistolickom tlaku po alelu (2-4% razlike izmedu dominantog i recesivnog homozigota), dok je
ucinak na dijastolicki tlak jo§ manji (~ 1% po alelu).

Vrlo je vazna i metaanaliza Zhao i Zhao koja je ukljucila 35 studija i imala za cilj
ispitati postoji li povezanost izmedu tri polimorfizma gena za adiponektin, lipidnog profila i
arterijskog tlaka (294). Kao mjera povezanosti koristila se razlika teZinskih prosjeka (engl.
weighted mean difference, WMD) vrijednosti odredene varijable izmedu dominantnih
homozigota i nositelja minor alela (dakle, koristio se dominantni model). Od ukupnog broja,
podaci za polimorfizam -11377 C>G bili su dostupni u 8 studija s 2955 ispitanika. Nije bilo
razlike u WMD ukupnog, HDL 1 LDL kolesterola medu grupama genotipova (CC naspram
CG+GG). Takoder nije bilo razlike niti u sistoliCkom tlaku u svim studijama (N=5, WMD
1,50 (-0,95-3,95 mm Hg), a ni kada se iskljucila jedna studija u kojoj genotipovi nisu bili u
Hardy-Weinbergovoj ravnotezi (N=4, WMD 1,77 (-1,58-5,12) mm Hg). Posebno je
zanimljivo da nije bilo povezanosti ni u europskoj (N=3, WMD 1,64 (-2,43-5,70) mm Hg) niti
u istocnoazijskoj populaciji (N=2, WMD 1,32 (-1,55-4,19) mm Hg). Takoder, nije bilo razlike
ni u dijastolickom tlaku (N=5, WMD 0,13 (-1,57-1,84) mm Hg), niti nakon iskljucenja jedne
studije koja nije bila u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi (N=4, WMD 0,27 (-2,11-2,64) mm
Hg), a niti u europskoj (N=3, -0,09 (-2,90-2,73) mm Hg) niti u isto¢noazijskoj populaciji
(N=2, WMD 0,37 (-1,34-2,07) mm Hg). Ni u naSem radu nismo nasli povezanost
polimorfizma -11377 C>G sa sistoli¢kim i dijastolickim tlakom. Kada smo napravili dodatnu
analizu i podijelili ispitanike u dvije grupe po dominantnom modelu (CC i CG+GG) nasi
rezultati bili su sli¢ni. Razlika u sistolickom tlaku bila je 1,97 (-8,60-4,66) mm Hg, a u
dijastolickom je neSto veca od rezultata metaanalize, ali svejedno nije statisti¢ki znacajna i
iznosi 0,72 (-2,93-4,36) mm Hg (oboje p>0,05). Koriste¢i dostupne dodatne materijale koji

prilozene uz metaanalizu (http://onlinelibrary.wiley.com ) uéinili smo t-test na svim

ukljucenim studijama kako bi procjenili znacajnost razlike u tlakovima izmedu genotipova.
Taj poblizi pogled otkrio je da je samo studija Buzzettija i sur. pronasla znacajnu razliku od
4,1 mm Hg izmedu dvaju genotipova (295). No, ta studija ukljucivala je samo selekcionirane
mlade ispitanike (prosjek dobi 35 godina) s ITM>30 kg/m? i normalnim arterijskim tlakom te
je upitno moze li se taj odnos generalizirati na ostale populacije kao i to hoce li u buduénosti,
nakon Sto neki od njih razviju hipertenziju, i dalje vrijediti. Buzzetti i sur. u ovoj populaciji
nisu nasli povezanost polimorfizma -11391 G>A niti sa sistolickim niti s dijastolickim
tlakom. Ostale studije takoder su ukljucivale selekcionirane bolesnike, tocnije osobe sa
Se¢ernom bolesti tipa 2 (N=3) i suspektnom koronarnom bolesti (N=1) i imale rezultate sli¢ne
nasima.
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Ni u studiji Mentea i sur. publiciranoj nakon metaanalize Zhao i Zhao na populaciji od
1157 Kanadana mijeSanog podrijetla nije bilo razlike u sistolickom i dijastolickom tlaku

korigiranima za dob, spol i etnicitet medu genotipovima polimorfizma -11377 C>G (296).

Ranije smo napomenuli kako je 30-70% varijacije u koncentraciji adiponektina ovisno
o genetickim uzrocima (153). Ta Cinjenica je posebno vazna kada se promatra kroz prizmu
koncentracije adiponektina kao medijatora izmedu odredenog genotipa ili haplotipa i
fenotipskog obiljezja. U naSem radu polimorfizmi gena za adiponektin nisu bili povezani s
plazmatskom koncentracijom adiponektina. Za polimorfizam -11377 C>G nije bilo razlike ni
kada smo pregrupirali genotipove po dominantnom (C/C naspram C/G+G/G) i recesivnom
modelu (C/C+C/G naspram G/G) Sto je u skladu s rezultatima Menzaghija i sur. ali u
suprotnosti s nekim drugim studijama (152, 158, 297-299). Ipak, iako nije bilo formalne
statisticke znacCajnosti postojale su naznake potencijalnog trenda porasta koncentracije
adiponektina s brojem kopija minor alela A drugog polimorfizma (homozigoti imaju dvije, a
heterozigoti jednu kopiju minor alela). Medijan koncentracije adiponektina u ispitanika s
genotipom G/A bio je za 1,18 mg/L viSi nego onaj u dominantnih homozigota. Kako bismo
utvrdili postoji li znacajna povezanost, napravili smo dodatnu logisti¢ko-regresijsku analizu.
Zanimljivo je da su zene grani¢no ceS¢e imale genotip -11391 G>A. To je vjerojatno
posljedica male prevalencije minor alela, tj. veliCine naSeg uzorka (toc¢nije, manjeg broja
muskaraca, N=4 s genotipom G/A). Kako nema racionalnog objasnjenja za ovaj fenomen, za
ocekivati je da bi u ve¢em uzorku ovaj artefakt vjerojatno is¢ezao. Genotipovi polimorfizma -
11377 C>G nisu bili znacajno povezani s logaritmom koncentracije adiponektina niti u
neprilagodenom modelu niti nakon prilagodbe za dob, spol, ITM i logaritam sistolickog tlaka.
Nasuprot tome, u neprilagodenom modelu genotip G/A imao je za 0,14 [-0,01-0,29]
(p=0,066), a haplotip C-A za 0,15 [0,00-0,30] viSu koncentraciju adiponektina na
logaritamskoj skali Sto je usporedivo s rezultatima Vasseura i sur. (297). Ipak, nakon
prilagodbe za gore navedene ¢imbenike izgubila se znacajnost usporedbe. Ove Cinjenice
otvaraju mogucénost da bi u velikim populacijskim studijama minor alel A mogao biti povezan
s viSom koncentracijom adiponektina kao $§to je pronadeno u nekim studijama (152-
154,297,300). Neke studije su pak otkrile da je minor alel A povezan s nizom koncentracijom
adiponektina (137). Ove razlike u rezultatima vjerojatno su rezultat etnickih razlika, ali i
pitanja statisticke snage za dokazivanje ovih hipoteza. Znacajno je da su naSi rezultati za
polimorfizam -11377 C>G usporedivi s rezultatima Menzaghija i sur. (158), a rezultati za

polimorfizam -11391 G>A i haplotipove s onima Vasseura i sur. (297), jer su populacije te
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dvije studije slicne nasoj (ispitanici su Talijani koji ne boluju od dijabetesa, odnosno Francuzi
normalne tjelesne mase), a takoder se radi o velikim studijama s preko 700 ispitanika u

kojima s velikom vjerojatno$¢u mozemo otkloniti pitanje male statisticke snage.

U razlicitim polimorfizmima nasli smo razliito izrazene povezanosti s arterijskim
tlakom. Pretragom literature nismo pronasli studije koje opisuju takve o genotipu ovisne
povezanosti. Uzrok moze biti u utjecaju polimorfizama na plazmatsku koncentraciju
adiponektina, arterijski tlak, ali 1 frakciju razliCitih izoformi adiponektina (npr., metabolicki
aktivnog HMW izomera). Postoji hipoteza kako bi razli¢iti polimorfizmi mogli predisponirati
razli¢itom profilu multimera, no koliko je nama poznato ta hipoteza jo$ nije potvrdena. Kako
se proucavani polimorfizmi nalaze u promotorskoj regiji, oni ne bi mogli biti uzrok pomaka u
profilu multimera, ve¢ eventualno promjena u koncentraciji adiponektina, Sto u naSoj
populaciji nije bio slu¢aj, no mogli bi biti izravno povezani s drugim mehanizmima regulacije
arterijskog tlaka te na taj nacin doprinijeti razvoju hipertenzije. Takoder, iako je moguce da
polimorfizmi uistinu imaju utjecaj na arterijski tlak, vrlo je malo vjerojatno da je ijedna
genska promjena isklju¢ivo odgovorna za klini¢ki mjerljivu promjenu u arterijskom tlaku ili
hipertenziju. Ipak, moguce je kako ovi i ostali polimorfizmi dijelom pridonose povisenju
arterijskog tlaka u mozaiku s ostalim genima te posljedi¢no u sprezi s okoliSnim ¢imbenicima
povecavaju ili smanjuju rizik za razvoj hipertenzije. Zbog svega toga, a pogotovo zbog
moguceg izravnog ucinka ovih polimorfizama na arterijski tlak, zanimalo nas je hoce li,
usprkos izostanku povezanosti koncentracije adiponektina i arterijskog tlaka i genotipa,
odredeni genotip ovih proucavanih polimorfizama biti povezan s vis§im arterijskim tlakom. U
veé¢im studijama bit ¢e potrebno replicirati nase rezultate 0 genotip-ovisnom utjecaju na
arterijski tlak 1 razluciti radi li se o stvarnim ucincima ili o artefaktima. U svakom slucaju,
ovakvi rezultati postavljaju zanimljiva pitanja o0 heterogenosti veze koncentracije

adiponektina, njegovih polimorfizama i arterijskog tlaka.

5.4. Povezanost polimorfizama gena za adiponektin s inzulinskom rezistencijom

U naSoj skupini ispitanika nije bilo razlike u koncentraciji adiponektina izmedu
ispitanika osjetljivin 1 rezistentnih na inzulin. Ipak, kada smo inzulinsku rezistenciju
promatrali kao kontinuiranu varijablu, adiponektin je znacajno negativno korelirao s HOMA-

IR. To je sukladno veéini objavljenih studija, ali ne i studiji Snehalathe i sur. (237,271,301—
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303). Razlog izostanka korelacije adiponektina i HOMA-IR u populaciji Snehalathe i sur.
nalazi se vjerojatno u izboru specifi¢ne adolescentske populacije i prije objavljenim dobnim i
rasnim razlikama u koncentraciji adiponektina s naglaskom na nizu adiponektinemiju u
mladoj populaciji Indije koja je bila selekcionirana i za ovu studiju (304,305).

Iako su objavljene mnoge pojedinacne studije 1 metaanalize koje opisuju odnos
polimorfizama gena za adiponektin sa Se¢ernom bolesti tipa 2, studije s inzulinskom
rezistencijom vrlo su rijetke. Nas cilj bio je ispitati odnos polimorfizama s inzulinskom
rezistencijom shvac¢enom kao predstadij Secerne bolesti tipa 2 u razmjerno mladoj 1 zdravoj
populaciji bez prijaSnje anamneze Secerne bolesti.

Nije bilo razlike u HOMA-IR u razli¢itim genotipovima polimorfizma -11377 C>G,
Sto je u skladu s podacima Vozarove de Courten, ali razliito od rezultata Buzzettija i sur.
(295,306). Obje ove studije koristile su insulin patch-clamp metodu. Ipak, tri puta vise inzulin
osjetljivih ispitanika, nego inzulin rezistentnih imalo je genotip -11377 G/G (14% naspram
3%, p=0,07). No, nakon provedene logisticke regresije, nije bilo povezanosti ovog
polimorfizma s inzulinskom rezistencijom, a jedino je recesivni model pokazivao grani¢no
Znacajnu povezanost minor alela G s manjim Sansama za inzulinsku rezistenciju. To je u
skladu s finskom studijom, ali ne i s metaanalizom Hana 1 sur. u kojih je alel G rizi¢ni alel.
Ipak, treba napomenuti kako je ovaj na$ rezultat vjerojatno posljedica malog broja inzulin
rezistentnih ispitanika s genotipom G/G (N=3) te samim time potencijalni artefakt. Vazno je
napomenuti i da je od 15 studija uklju¢enih u metaanalizu Hana 1 sur. u 5 studija minor alel G
bio povezan s visim rizikom za razvoj Secerne bolesti tipa 2, a u niti jednoj studiji taj odnos
nije bio razli¢itog smjera (134). Ova cinjenica, kao i to da je u ovu metaanalizu ukljuceno
preko 18 000 ljudi, a u finsku studiju samo oko 500, govori u prilog vjerodostojnosti
metaanalize. Moguce je ipak, kako smo raspravili i ranije, da se finska pa i nasa populacija
razlikuju od drugih 1 da je u njoj alel poviSenog rizika C sukladno etnickim razlikama

navedenim ranije u raspravi.

Polimorfizam -11391 G>A u naSoj je skupini bio povezan s inzulinskom
rezistencijom. Ispitanici s genotipom G/A imali su 4 puta vece Sanse za inzulinsku
rezistenciju od dominantih homozigota. U metaanalizi Hana i sur. alel A povecavao je $anse
za Secernu bolest tipa 2 za 7%, a sliCan je rezultat dobiven i u metaanalizi Chua i sur.
(133,134). Nasi rezultati su u skladu s njihovima, ali su nasi omjeri $ansi puno veéi. Dva su
moguca objasnjenja ovih razlika. Prvo, vrlo malen broj ljudi u nasoj je studiji imao genotip

G/A (N=12), a recesivnih homozigota nije bilo. Takva raspodjela genotipova mogla bi
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rezultirati visokim omjerima Sansi i Sirokim 95% intervalima pouzdanosti, $to je kod nas i
slucaj. Drugi razlog je §to smo mi proucavali inzulinsku rezistenciju, a metaanaliza je radena
na Secernoj bolesti tipa 2. Moguce je da su Sanse za inzulinsku rezistenciju puno vece te da
velik broj takvih ispitanika ipak nece razviti SeCernu bolest. Analizom haplotipova, pokazali
smo da haplotip C-A ima sli¢ne omjere Sansi za razvoj inzulinske rezistencije kao i genotip -
11391 G/A. To je vjerojatno posljedica utjecaja drugog polimorfizma, ali moguée je da

postoji i doprinos polimorfizma -11377 C>G.

Sve ove Cinjenice treba uzeti s dozom opreza, jer nismo nasli studije koje proucavaju
povezanost s inzulinskom rezistencijom na nacin na koji se definira u ovoj i mnogim
studijama te su ove usporedbe samo ekstrapolacija inzulinske rezistencije na Secernu bolest
tipa 2. HOMA-IR model koristi se dugo godina i validiran je u velikom broju radova te se
smatra da je jednako vrijedan kao i patch clamp metoda i neke druge Cesto koriStene metode
(307,308). Do danas jos nije odluc¢eno koja bi bila optimalna odsje¢na vrijednost za inzulinsku
rezistenciju. Raspon vrijednosti koji se predlaze krece se od 1,70 do preko 4,5, ovisno o
populaciji. Ipak, velik broj studija koristi raspone od 2 do 3 pa smo se mi odludili Koristiti
¢esto uporabljenu varijantu odsjec¢ne vrijednosti od 2,5 kako bi nasi rezultati bili usporedivi s
najvecim brojem studija, ali i zbog toga Sto se ta vrijednost dobrim prediktorom metabolickog
sindroma. U naSoj prosloj studiji testirali smo prediktivne vrijednosti adiponektina (tj. tercila
plazmatske koncentracije) za inzulinsku rezistenciju ROC krivuljama (engl. receiver
operating curve), a varijanta od 2,5 nije se pokazala znacajno razli¢itom od 2,0 ili 3,0 (10).
Ipak odlucili smo testirati povezanost genotipova i haplotipova koriste¢i dosta konzervativnu
visoku odsjecnu vrijednost od 4,0 (broj inzulin rezistentnih N=33) i omjeri $ansi nisu bili
bitno druk¢iji za polimorfizam -11377 C>G. U drugom polimorfizmu povezanost inzulinske
rezistencije i genotipa G/A bila je jaca, nego s odsje¢nom vrijednosti 2,5 (omjer Sansi 5,35
[1,63-17,54]), a zanimljivo ta povezanost bila je izrazena samo u Zena (p-vrijednost za
interakciju sa spolom je 0,005). Sli¢ni rezultati dobiveni su za haplotipove u kojima je ojaana
veza haplotipa C-A s inzulinskom rezistencijom (omjer Sansi 5,94 [1,72-20,51], a takoder je
to zapaZeno samo u Zena (p-vrijednost za interakciju sa spolom je 0,005). Ovi dodatni podaci
vazna su potvrda naSih rezultata da su genotip -11391 G/A i haplotip -11377 C - -11391 A
uistinu povezani s inzulinskom rezistencijom. Rezultati interakcije sa spolom zanimljivi su,
ali bit ¢e ih potrebno ispitati na ve¢im populacijama, jer potencijalno mogu biti artefakt malog

broja inzulin rezistentnih muskaraca u odredenim genotipovima, odnosno haplotipovima.
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Ni koristenjem ove vise odsjene vrijednosti nije bilo formalne statisticki znacajne
razlike u plazmatskoj koncentraciji adiponektina iako su inzulin rezistentni imali gotovo
znaajno nizu koncentraciju (7,64 (5,44-10,78) naprema 9,75 (5,75-14,80), p=0,06). Taj
rezultat je vrlo zanimljiv, jer iz njega proizlazi pitanje treba li ljestvicu inzulinske rezistencije
postaviti dviSe kao Sto to predlaZze jedan dio studija, tj. je li stvarna inzulinska rezistencija
prisutna tek pri visSim odsje¢nim vrijednostima HOMA-IR indeksa. Ipak, zbog usporedivosti

rezultata i naSih prijasnjih rezultata i mi smo koristili ovu nizu odsje¢nu vrijednost.

U konacnici, polimorfizam gena za adiponektin -11391 G>A povezan je s inzulinskom
rezistencijom na nacin da je alel povecanog rizika alel A Sto je u skladu s ve¢inom studija.
Nismo pronasli nedvosmislenu povezanost polimorfizma -11377 C>G, no postoje naznake da
bi mogla postojati te je takvu hipotezu potrebno provjeriti u drugim skupinama. Haplotip C-A
bio je povezan s viSim Sansama za inzulinsku rezistenciju, no to moze biti posljedica prevage

utjecaja polimorfizma -11391 G>A Sto je potrebno provjeriti u replikativnim studijama.
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6. ZAKLJUCCI

1. Kada se gleda samo polimorfizam -11377 C>G, u naSoj je populaciji 49,5% ispitanika
imalo genotip C/C, 77 (41,0%) bili su heterozigoti, a 9,5% homozigoti G/G; ucestalost minor
alela G bila je 29,3%. Ukupno je 88,2% ispitanika imalo genotip G/G polimorfizma -11391
G>A, dok su 11,8% ispitanika bili heterozigoti. Nije bilo recesivnih homozigota te je
ucestalost minor alela A bila 11,8%. Prosje¢na prevalencija minor alela polimorfizma -11377
C>G u svim ispitivanim populacijama bila je 26,13%, a minor alela polimorfizma -11391
G>A 9,48%. Prevalencija minor alela polimorfizma -11377 C>G u ispitivanoj hrvatskoj
populaciji (zdrave kontrole u ovom radu agregirane sa zdravim kontrolama u radu Karmeli¢ i
sur.) bila je 30,00% Sto je neSto viSe od medijana ostalih europskih populacija (26,02%), a
minor alela polimorfizma -1391 G>A 8,08% S§to je takoder nesto vise od medijana ostalih
europskih populacija od 5,26%. Nije nadena geografska podloga genetickih varijacija niti za

jedan ispitivani polimorfizam.

2. Zene su imale vise plazmatske koncentracije adiponektina od muskaraca. Takoder, pretile
osobe (ITM>30 kg/m?) imale su nizu koncentraciju adiponektina od onih s ITM<30 kg/m?.
Abdominalno pretile osobe nisu se razlikovale po koncentraciji adiponektina od onih s
normalnim opsegom struka, ali je koncentracija adiponektina bila znafajno negativno

korelirana s opsegom struka.

3. Koncentracija adiponektina nije bila znacajno nezavisno povezana sa sistolickim,
dijastolickim 1 srednjim arterijskim tlakom te tlakom pulsa u cijeloj skupini ispitanika,
normotonicara i hipertonicara. Nije bilo znacajne razlike u koncentraciji adiponektina izmedu

normotonicara i hipertonicara.

4. ProuCavanjem moguc¢ih mehanizama utjecaja adiponektina na sistolicki tlak nismo nasli
varijablu koja bi bila u isto vrijeme znafajno korelirana ili nezavisno povezana i s
adiponektinom i sa sistolickim tlakom. I adiponektin i sistolicki tlak bili su znac¢ajno povezani
s (razli¢itim) biljezima upale (C-reaktivni protein i leukociti) pa se moZe pretpostaviti kako
upala ima vaznu, potencijalno posrednicku patofiziolosku ulogu u povezanosti adiponektina i

arterijskog tlaka i hipertenzije.
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5. Nije nadena znacajna razlika u koncentraciji adiponektina izmedu pojedinih genotipova
obaju polimorfizama, ali je vidljiv trend prema viSoj koncentraciji adiponektina u osoba s
minor alelom polimorfizma -11391 G>A. Ovaj trend potrebno je dodatno ispitati u velikim
populacijskim studijama gdje ¢e biti dovoljan broj osoba s genotipom -11391 A/A, §to je
nemoguce napraviti u manjim studijama zbog niske prevalencije recesivnog homozigota za taj

polimorfizam (~1%).

6. Dijastoli¢ki tlak i koncentracija adiponektina bili su pozitivno korelirani u ispitanika s
barem jednim minor alelom polimorfizma -11377 C>G, a sistolicki tlak i koncentracija
adiponektina grani¢no znacajno negativno korelirani u ispitanika s genotipom -11391 G/A.
Posebno je bitno vidjeti povezanost sistolickog tlaka i1 koncentracije adiponektina u recesivnih
homozigota polimorfizma -11391 G>A. U prilog tezi da pojedini genotipovi, diplotipovi ili
haplotipovi predisponiraju drukc¢ijim povezanostima koncentracije adiponektina i arterijskog
tlaka ide 1 vrlo zanimljiv nalaz da je u osoba s diplotipom takvim da imaju barem po jedan
minor alel oba genotipa (-11377 C/G ili G/G - -11391 G/A) dijastolicki tlak znacajno, a

sistolicki tlak gotovo znacajno negativno koreliran s koncentracijom adiponektina.

7. Polimorfizmi gena za adiponektin promatrani zasebno niti u jednom genetickom
regresijskom modelu, a ni promatrajuéi haplotipove, nisu bili znacajno povezani s

hipertenzijom.

8. Koncentracija adiponektina bila je znacajno negativno korelirana s HOMA-IR. Osobe s
genotipom -11377 G/G imale su u recesivnom modelu 71% manje Sanse za inzulinsku
rezistenciju u usporedbi s dominantnim homozigotom i heterozigotom. Osobe s genotipom -
11391 G/A imale su >4 puta vece Sanse za inzulinsku rezistenciju u usporedbi s dominantim
homozigotom. Promatrajuci haplotipove, osobe s najrjedim haplotipom -11377 C - -11391 A
imale su 4 puta vece Sanse za inzulinsku rezistenciju nego osobe s najces¢im haplotipom. Sve

povezanosti prilagodene su za veci broj ¢imbenika rizika ukljucujuéi i hipertenziju.
9. U na$ laboratorij uveli smo metodu genotipizacije gena za adiponektin koja daljnim

etabliranjem adiponektina kao suvremenog biljega hipertenzije ima potencijal prijeé¢i u
spektar rutinskih laboratorijskih pretraga.
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godine 2007./2008., a zavrSio 15.7.2013. Tijekom studija nagraden je Dekanovom nagradom
za najbolji znanstveni rad studenta i Rektorovom nagradom. Bio je demonstrator na Katedri
za internu medicinu i Katedri za patofiziologiju. Od 2015. godine zaposlen je kao
specijalizant nefrologije na Zavodu za nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i
transplantaciju Klinike za unutarnje bolesti KBC Zagreb. Publicirao je 5 radova, od toga 4 u
Casopisima indeksiranima u Current Contents bibliografskoj bazi i oko pedesetak sazetaka na
petnaestak kongresa, ve¢inom europskih i svjetskih. Aktivan je u Mrezi mladih istrazivaca
Medunarodnog drustva za hipertenziju. UsavrSavao se iz epidemiologije na teCaju
organiziranom od Europskog druitva za nefrologiju, dijalizu i transplantaciju. Clan je
Hrvatskog drustva za hipertenziju i Medunarodnog druStva za hipertenziju. Znanstveni i

strucni interesi su mu hipertenzija, nefrologija i kardiovaskularna epidemiologija.
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