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1. uvoD

Dugovjecnost ili produzeni zivotni vijek je sloZzeno obiljezje odredeno mnostvom gena
1 ¢imbenika okolisa. Brojne studije dugovjecnosti pokuSavaju odrediti kako okolisne tako i
genske ¢imbenike koji doprinose dostizanju izuzetno duboke starosti u nekih pojedinaca. Na
temelju dosadasnjih istrazivanja procjenjuje se da doprinos nasljedne komponente duljini
zivotnog vijeka iznosi 15-30% (Herskind i sur., 1996; Ljungquist i sur., 1998; Skytthe i sur.,
2003; Hjelmborg 1 sur., 2006), pri ¢emu je nasljednost trajanja zivota to jaca Sto je kohorta
starija. Rezultati istrazivanja koje je ukljucivalo i jednojajCane 1 dvojajcane blizance, pokazali
su da je do dobi od 60 godina genetski u¢inak minimalan, no od 60. do 85. godine zivota
primijeéen je umjeren genetski doprinos trajanju zivotnog vijeka. Kod jednojajéanih blizanaca
zivotni se vijek produljio za 0,40 godina kod muskaraca i 0,35 godina kod Zena za svaku
dodatnu godinu koju je dozivio njihov ko-blizanac (Hjelmborg i sur., 2006). Medusobna
zavisnost trajanja zivota dvojajcanih blizanaca bila je nesto niza: u dobi izmedu 60. i 85.
godine Zivota zabiljezeno je produljenje zivota od 0,20 godina za muskarce i 0,25 godina za

zene za svaku dodatnu godinu Zivota njihova ko-blizanca.

Istrazivanje genetickih uzroka varijabilnosti u trajanju zivota moze i¢i u smjeru
traZzenja «gena dugovjeCnosti», odnosno onih gena koji osiguravaju mehanizme uspjeSnog
popravka oStecenja nastalih stohasti¢kim okolisnim dogadajima. Takva istraZivanja usmjerena
su ka potrazi za ljudskim homolozima gena i bioloskih puteva koji su u razli¢itim
zivotinjskim modelima prepoznati kao «fimbenici dugovjecnosti«, a dokazano je da mogu

odgoditi proces starenja 1 produziti trajanje zivota.

Medutim, kako dugovje¢nost naprosto predstavlja izbjegavanje smrtnog ishoda,
istrazivanja takoder mogu biti usmjerena ka istrazivanju utjecaja onih gena za koje su
prethodna istrazivanja pokazala da neke njihove varijacije predstavljaju rizik obolijevanja od
kroni¢nih bolesti koje nose znatan dio dobno-vezanog mortaliteta (Drenos i Kirkwood, 2010).
Naime, najces¢e kroni¢ne bolesti danasnjice mogu se smatrati dijelom procesa starenja jer u
njihovoj patofiziologiji dominiraju degenerativni procesi te osjetljivost ili otpornost na njihov
nastanak ima snazan utjecaj na duljinu zivota. Medu najvaznije od njih ubrajamo
kardiovaskularne bolesti (KVB), koje su glavni uzro¢nik pobola i smrtnosti u svijetu, zatim

bolesti kostano-misi¢nog sustava, neurodegenerativne bolesti te karcinome.



Za temu ove disertacije odabrano je upravo istrazivanje uloge polimorfizama nekih od
najSire istrazivanih kandidatskih gena za KVB — ACE, APOE, eNOS i MTHFR — te
negenetickih ¢imbenika rizika u dugovjecnosti populacije Hrvatske. Potencijalno uocena
medugeneracijska razli¢itost distribucije alela 1 genotipova testirat ¢e se i u ostalim
populacijama Europe koristenjem literaturnih podataka. U tu svrhu odredit ¢e se ucestalost
najsire istrazivanih polimorfizama navedenih gena u uzorku 325 osoba oba spola starih 80 i
visSe godina, a dobiveni rezultati usporediti s onima za opc¢u populaciju Hrvatske. Utjecaj
genotipa na fenotip ispitat ¢e se asocijacijskom studijom, a medugeneracijske razlike
populacijskom  meta-analizom. Antropoloski pristup omoguéit ¢e interpretaciju
medupopulacijskih razlika kao i medugeneracijskih trendova u svjetlu evolucijskih sila koje

su oblikovale utvrdene ucestalosti ispitivanih polimorfizama.

Osnovna hipoteza od koje se polazi je da osobe srednje i duboke starosti zbog
selektivnog prezivljenja nose genske varijante koje imaju protektivno djelovanje te da stoga
imaju drugacije ucestalosti rizi¢nih alela i/ili genotipova od opce populacije. Ocekivano,
divlje varijante tih gena trebale bi biti povezane s manjim rizikom za razvoj bolesti, a time i s
dugovjecnodcéu. Premda se odabrani polimorfizmi primarno vezu uz KVB, vazno je istaknuti
da postoje dokazi o njihovim pleiotropnim ucincima, kao i to da su cesto i negeneticki
¢imbenici rizika isti za razlicite kardiovaskularne fenotipove. Prema utvrdenim ucestalostima
alela i genotipova odabranih polimorfizama, moci ¢e se sa cjelozivotne perspektive ocijeniti
stvarni doseg rizicnosti najéesce koristenih i najSire testiranih polimorfizama kandidatskih
gena za KVB. Rezultati ove disertacije mogli bi ukazati na ulogu nekih novih, dosad

neprepoznatih bioloskih puteva, koji su u podlozi samog procesa starenja.



2. PREGLED LITERATURE

Ukoliko izraze ,starost“ i ,staratka dob“ promatramo u kulturno-povijesnom
kontekstu, ocito je da se radi o relativnim pojmovima podloZnim promjenama te npr. dob od
65 godina, koja se smatra granicom za starost te danas u ve¢ini zemalja zapadnog svijeta kao i
u Hrvatskoj odreduje vrijeme za odlazak u mirovinu, za stanovnis§tvo Afrike ostaje nedostizna
s obzirom da njihovo prosje¢no trajanje Zivota iznosi svega 45-55 godina (Population
Reference Bureau, 2012). Osim prema kronoloskoj dobi (65+ godina) i socijalnom statusu
(npr. nakon umirovljenja), starost se moze definirati i prema funkcionalnom statusu (npr.

nakon odredenog stupnja opadanja psiho-fizickih sposobnosti).

Unato¢ razlikama u ocekivanom trajanju Zivota izmedu stanovnika razvijenih i
nerazvijenih zemalja svijeta, prosjecno trajanje zivota ¢ovjeka se produljuje. Za djecu rodenu
u razdoblju 1950.-1955. godine, o¢ekivano trajanje zivota bilo je 66 godina u razvijenim
zemljama i 42 godine u manje razvijenim zemljama, da bi danas ocekivano trajanje Zivota za
djecu rodenu 2010.-2015. doseglo ¢ak 78 u razvijenim, odnosno 67 godina u nerazvijenim
zemljama svijeta (Population Reference Bureau, 2012). Od suvremenih populacija najdulje
o¢ekivano trajanje zivota imaju Japanci i stanovnici San Marina (83 god.), a slijede ih
stanovnici Signapura, Spanjolske, Svicarske, kneZevine Monako, Italije, Islanda, Izraela i
Australije (82 god.) (WHO, 2013). Trenutno je prema udjelu osoba starih 65 i vise godina u
dobnoj piramidi stanovniStva najstariji kontinent Europa. U narednih 50 godina o¢ekuju se joS§
dramati¢nije promjene: predvida se da ¢e se do 2060. godine broj Europljana starih 65 1 vise
godina gotovo udvostruciti, a starih 80 1 viSe godina porasti za ¢ak 177,3% (Ageing Report,
2009).

Produljenje prosje¢ne Zivotne dobi populacija utjece na sve stanovnike svijeta time Sto
dovodi do potrebe za promjenom u organizaciji druStva, odnosno, potrebe za izmjenom
tradicionalnih socio-kulturnih uloga. Takoder dovodi u pitanje odrzivost dosadasnjeg
zdravstvenog, a i mirovinskog sustava, ¢ime se namece i kao socio-ekonomski problem te

dodatno naglaSava potrebu $to boljeg razumijevanja dobno-vezanih fizioloskih promjena.



2.1.  Zivotni vijek i dugovje¢nost

Najstariji podaci o izuzetno dugom trajanju zivota i tumacenja starenja zadrzani su u
mitovima iz pradavnih vremena. Tako se, primjerice, navodi da je prvih osam sumeranskih
kraljeva vladalo ukupno 241200 godina (Jacobsen, 1939), a i u starogrckoj mitologiji
pronalazimo informacije o Hiperborejcima, ljudima miljenicima bogova, koji su Zivjeli u

izobilju do prosjecne dobi od tisuc¢u godina (Zamarovsky, 1985).

Evolucijski gledano, ljudska vrsta je u dva navrata dozivjela udvostrucenje oc¢ekivanog
prosjecnog trajanja zivota. Prvo se u razdoblju od 5 milijuna godina nakon odvajanja od
zajednickog pretka ljudi i ¢ovjekolikih majmuna zivotni vijek Homo sapiensa produljio s 20
na 40 godina, da bi ostao viSe-manje na toj razini sve do posljednjih 200 godina, otkad se
prosjecno trajanje zivota dodatno udvostrucilo. Prvi pomak prema dugovjecnosti povezuje se
s povecanjem udjela mesa u prehrani, kao i promjenama u gusto¢i populacije i prelasku na
sjedilacki nacin zivota, pri ¢emu je izloZenost patogenima iz sirovog mesa i ljudskih
izlucevina dovela do selekcije genskih varijanti koje pospjeSuju imunoloski odgovor. Za
drugo pak produljenje zivotnog vijeka, smatra se da je rezultat poboljSanih higijensko-
sanitarnih uvjeta odnosno smanjenja smrtnosti novorodencadi i djece, ali i kvalitetnije
prehrane, obrazovanja te primjene znanstveno-tehnoloskih otkri¢a u medicini, $to dovodi do
izrazitog produljenja Zivota u postreproduktivnoj dobi (Fogel i Costa, 1997; Kaplan 1 sur.,
2009; Finch, 2007). Naprimjer, u 17. je stolje¢u u Engleskoj prosjecni Zivotni vijek iznosio
svega 35 godina, i to ponajvise stoga §to je preko 2/3 djece umiralo prije navrSene 4. godine
(Rorabaugh 1 sur., 2004). S Industrijskom je revolucijom i povecanjem proizvodnje u
poljoprivredi doslo do redovitije opskrbe hranom, $to je u kombinaciji s primjenom novih
saznanja iz podru¢ja medicine i javnog zdravstva dovelo do drastiénog smanjenja stope
smrtnosti novorodencadi 1 djece: 1730.-1749. godine u Londonu je prije navrSenih pet godina
umiralo 74,5% djece, dok je 1810.-1829. godine smrtnost djece iste dobi smanjena na 31,8%
(Buer, 1926).

......

izuzetne dugovjeCnosti, npr. postojanje stogodiSnjaka. Medutim, urednici monografije
,» Validation of Exceptional Longevity* smatraju da su se, zbog fascinacije dubokom staroscu,
glasine prenosile nekriticki te da je svega nekolicina ljudi, ako uopce itko, mogla prije 1800.
godine dozivjeti duboku starost od 100 i vise godina (Jeune i Vaupel, 1999). S obzirom na

nepouzdanost navoda koji se nalaze u Maticama rodenih i1 umrlih, tek se od XIX. stoljeca
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nadalje mozemo zaista pouzdati u demografske podatke. Prema njima je gospoda Jeanne
Calment, Francuskinja preminula 1997. godine u dobi od 122 godine i 164 dana, najdulje
zivuca osoba ikada. No postavlja se pitanje je li ta dob podlozna dodatnom produljenju ili je
njome dosegnut bioloski maksimum nase vrste? Ukoliko se radi o bioloSkom maksimumu, je

li on jednak za oba spola s obzirom da ¢ak % populacije osoba duboke starosti ¢ine Zene?

U prirodi, medu divljim Zzivotinjama, zaista rijetko mozemo zateci stare jednike.
Dose¢i bioloski maksimum u prirodnim uvjetima je prakticki nemoguce zbog visokog
mortaliteta uzrokovanog bolestima, predatorima, nesretnim slu¢ajevima te borbama za hranu i
teritorij. Iz tog razloga, najpouzdanije informacije o maksimalnoj duljini Zivota pojedinih
vrsta dobijaju se iz zooloskih vrtova gdje zivotinje zive u uvjetima gotovo idealnima za
produljenje Zivota. Opcenito govore€i, ¢ini se da vece, krupnije Zivotinje Zive dulje nego
njihovi mali rodaci; naravno, uz iznimke. U odnosu na ostale sisavce, ljudi mogu dostic¢i
drugu po redu najdulju zivotnu dob: vecu zivotnu dob koja iznosi barem 130 godina mogu
dozivjeti samo Grenlandski glatki kitovi, Balaena mysticetus (George i Bockstoce, 2008).
Ptice Zive ¢ak 1 dulje od vecine sisavaca - labud moze dose¢i dob od 102 godine, sup strvinar
Cathartes aura ¢ak 118 godina, a neki gmazovi Zive najdulje od svih. Tako je 2006. godine u
Alipore Zooloskom vrtu u Kalkuti u dobi od 255 godina uginuo muzjak divovske kornjace,
Aldabrachelys gigantea. Kod toplokrvnih i hladnokrvnih organizama utvrdene su metabolicke

razlike za koje se smatra da utjeu na brzinu i tijek starenja pojedinih vrsta.

U biljnom je svijetu duljina trajanja Zivota pojedinih vrsta tolika da su brojke prakticki
neusporedive s ljudima 1 zivotinjama: Metuzalem, kako je ime danas najstarijem Zivuéem
pravom tisucljetnom boru vrste Pinus longaeva (http://www.rmtrr.org/oldlist.htm), zivi ve¢
preko 4789 godina u Kaliforniji (Inyo County, Kalifornija, SAD), dok je bor Prometej - iste
vrste ali na drugoj lokaciji (Wheeler Peak, Nevada, SAD), 1964. godine kada je posjecen bio
jo§ stariji — 4844 godine (Currey, 1965). Ova vrsta bora raste samo u SAD-u i to u
ekstremnim uvjetima: vjetroviti planinski obronci, slabo hranjivo tlo i mala koli¢ina oborina.
S obzirom na to, njegov rast je vrlo spor: u stotinu godina povecava opseg za svega jedan

centimetar. Takoder, svaka borova iglica Zivi ¢ak 40 godina prije nego $to izraste nova.

Pozitivan ucinak izuzetno dobrih Zivotnih uvjeta (redovita hrana, izoliranost od
predatora) na produljenje prosje¢nog Zivota zivotinja u zatoceni$tvu, primijecen je i kod ljudi.
Naime, na nekoliko lokacija diljem svijeta nazvanima ,,plave zone* utvrdeno je postojanje

relativno zatvorenih zajednica s karakteristiénim obrascem ponaSanja (osobe uglavnom Zzive
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bez stresa, paze na prehranu, pobozni su), koje zive ne samo dulje vec¢ i zdravije od populacija
koje ih okruzuju (Buettner, 2008). S druge strane, prije spomenuta gda Calment je do dobi od

120 godina bila tezak pusac i redovito pila Zestoka pica.

Dakle, ljudi se medusobno ne razlikuju u op¢im obiljezjima starenja, ali postoji velika
interindividualna varijabilnost u mnogim specificnim osobinama na razini stanica, organa i
organizma kao cjeline, Sto potvrduje kompleksnost ovog svojstva. Brojni ¢imbenici okolisa
takoder utjecu na senescenciju, i to nejednakim uc¢inkom na pojedince u razlicitim ekoloskim,
drustvenim 1 kulturnim uredenjima (Arking, 2006). Ipak, sli¢ni trendovi utvrdeni u razli¢itim
populacijama pojacavaju pritisak za otkrivanjem uzro¢nika promjena koji su pozadina

senescencije i/ili bolesti.

2.2. Bioloski aspekti starenja i dugovjecnosti

Na pitanje zasto ljudi stare 1 umiru te koji bioloski procesi vode ka starenju tesko je
dati sveobuhvatan odgovor, tim viSe §to po tom pitanju ni ne postoji apsolutna suglasnost u
znanstvenom svijetu, no neke poglede na bioloske aspekte starenja ¢u ipak navesti. Kod
nekolicine je Zivotinjskih vrsta utvrdeno da proces starenja zapocinje nakon faze sazrijevanja i
reprodukcije, ubrzanim propadanjem osnovnih fizioloskih funkcija. Kod ljudi
postreproduktivnu fazu karakteriziraju fizioloSke promjene poput gubitka elasti¢nosti pluca,
smanjenja miSi¢ne 1 koStane mase, promjena u kardiovaskularnom sustavu te promjene u
hormonskom signaliziranju (Roth, 1995; Lakatta, 2000; Grounds, 2002; Chan i Duque, 2002;
Taylor i Johnson, 2010). Povrh toga, starenje kod ljudi ¢esto biva praceno bolestima poput
kardiovaskularnih bolesti, ateroskleroze, demencije, dijabetesa tip 2, Alzheimerove bolesti i

karcinoma.

Ono S$to karakterizira starenje na stani¢noj razini su, medu ostalim, smanjenje broja
stani¢nih dioba, promijenjen odgovor na unutarstani¢ne i vanstani¢ne podrazaje te promjene u
ekspresiji gena. Smatra se da je ishodiste ovih stani¢nih promjena u akumuliranim mutacijama
i lezijama u genomu uz smanjenje stabilnosti DNK, $to dovodi do nastajanja modificiranih i
oSte¢enih proteina (Guarente i sur., 2008). Ove i ostale dobno-vezane promjene kao 1 bioloski,
molekularni 1 biokemijski mehanizmi koji su im u pozadini ve¢ desetljeima intrigiraju
znanstvenike koji pokuSavaju odgovoriti na pitanje zasto dolazi do propadanja mehanizama

koji odrzavaju homeostazu te kako te promjene utje¢u na fenotipove starenja i pojavu dobno-



vezanih bolesti. Postavlja se i1 pitanje kako neki ljudi dozive duboku starost uz ocuvane

tjelesne i kognitivne funkcije, a drugi ne?

2.2.1. Evolucijske teorije starenja

Filogenetski gledano, starenje je Siroko rasprostranjena, ali ne i univerzalna pojava.
Medu prvim pokuSajima odgovora na pitanje zasto uopce dolazi do starenja, evolucijski
biolozi su pretpostavili da je unato¢ negativnom utjecaju starenja na adaptivnu vrijednost
jedinke, ono korisno ili ¢ak neophodno na nivou vrste kako bi se, primjerice, sprijecila
prenaseljenost. Prema toj ideji starenje je geneticki programirano sredstvo ograniavanja

veli¢ine populacije.

Teorija programiranog ili adaptivnog starenja pripisuje se Augustu Weismannu
(1889), ali su je kasnije zastupali i drugi znanstvenici koji su starenje tretirali kao adaptaciju
organizma na promjene u zivotnoj sredini. Kako bi objasnio tocan bioloski mehanizam za
svoju teoriju, Weismann je pretpostavio limit u broju dioba somatskih stanica koji bi bio
specifican za svaku vrstu, a odreden ve¢ u embrionalnim stanicama. lako su prvi pokusi s
kulturama stanica upucivali na moguénost neograniceno dugog kultiviranja, Swim je 1959.
godine objavio suprotno (Swim, 1959). Njegove nalaze je jo§ detaljnije 1961. obradio

Hayflick pa je limit u broju dioba stanica nazvan Weismann-Swim-Hayflickov limit.

Ova teorija podrazumijeva postojanje “gena za starenje’ koji bi utjecali na sam proces.
Medutim, ¢injenica da jedinke u prirodnim populacijama rijetko imaju priliku ostariti te samo
starenje ne utjeCe na kontrolu brojnosti populacije, vazan je kontra-argument ovakvom
pokusSaju objaSnjenja fenomena starenja. Takoder, s obzirom da Zivotinje u prirodi umiru
mlade, prirodna selekcija ne moze direktno utjecati na sam proces starenja zbog ¢ega je tesko
zamisliti postojanje gena za starenje. Hipotetski gen za starenje, s ocito Stetnim utjecajem na
jedinku koja ga ima, ukoliko inaktiviran mutacijom, tu bi jedinku doveo u prednost nad
ostalim ¢lanovima populacije 1 o¢ekivano bi bilo da se prosiri, Sto bi izostalo jedino ukoliko bi
dobrobit vrste ili populacije prevagnula u odnosu na individualnu (Nesi¢ i sur., 2005). Pred
kraj zivota sam je Weismann shvatio neodrzivost svoje teorije 0 programiranoj smrti
organizama 1 priklonio se misljenju da je smrt starijih organizama zapravo nebitna i u nacelu

neutralna za odredenu vrstu.



Peter Medawar (1952) autor je Teorije akumuliranja mutacija koja pojaSnjava
starenje sisavaca. Njegova je teza da ne postoji selekcijski pritisak na svojstvo koje bi
produljivalo zivotni vijek kad ionako gotovo sve Zivotinje koje zive u prirodnim uvjetima
umiru od bolesti ili nesretnim slucajem, ili ih pak ubiju predatori puno prije dostizanja
starosti. PredloZeni mehanizam djelovanja uklju¢uje mutirane gene koji se nakupljaju kroz
generacije 1 aktiviraju tek u dubokoj dobi, tako da na njih, za razliku od ostalih Stetnih
mutacija, ne djeluje prirodna selekcija. Suvremeni geneticari ipak smatraju da, s obzirom na
vremenski i prostorno odredenu regulaciju ekspresije gena u svrhu pravilnog rasta i razvoja
organizma, ova teorija implicira postojanje gena koji nose mutaciju i aktiviraju se iskljuc¢ivo u
kasnoj zivotnoj dobi te postavljaju pitanje koja bi bila svrha kasnozivotne ekspresije nekog

gena?

Ono S§to je ipak bitno u Medawarovoj ideji, 1 §to su prihvatili autori gotovo svih teorija
koje su slijedile s obzirom da se uklapa u opazanja o trajanju zivotnog vijeka, dobi nastupanja
spolne zrelosti i prestanku reprodukcije brojnih sisavaca, je teza da starenje pocinje
postreproduktivno: nakon Sto prestane reproduktivno razdoblje nekog organizma, gubi se
potreba za odrzavanjem fizioloSkih funkcija nuznih za reprodukciju. Prema ovoj tezi, ne
oc¢ekuje se da dolazi do selekcije genskih varijanti koje poti¢u dugovjecnost. Naime, na
osobine koje bi smanjile reproduktivni potencijal nekog organizma djelovala bi prirodna
selekcija, no ukoliko bi se Stetne karakteristike ispoljile tek nakon razdoblja reprodukcije,
imale bi nikakav ili vrlo malen uéinak na prenosenje gena u iduéu generaciju te bi time bile i

manje pod utjecajem selekcije.

Medawarovu teoriju dalje je razvijao George C. Williams, zaklju¢ivsi da starenje
povecava smrtnost ¢ak i1 kada Zivotinje ne umiru “od duboke starosti”. Neka Zivotinja,
primjerice, u ranoj starosti postaje sporija od mlade jedinke iste vrste te time i laksi plijen za
predatora. Jednako tako, ako joj oslabi imunoloski sustav, starija jedinka moze uginuti od
infekcije. Ovu teoriju potvrdile su kasnije studije koje su prouc¢avale demografiju u prirodnom
okoliSu §to je bacilo sumnju na Medawarovu tezu, a koju su dodatno opovrgnuli rezultati
analiza genoma razli¢itih organizama (pivskog odnosno pekarskog kvasca, nematodnog crva
obli¢a, voéne musSice, misa) provedni krajem 90-ih godina 20. stoljeca jer se pokazalo da geni

koji uzrokuju starenje nisu mutirani ve¢ postoje u svih eukariota.

Williamsova Teorija antagonisticke pleiotropije (1957) sugerira u¢inak jednog te

istog gena na dva ili viSe fenotipova, pri ¢emu je barem jedan koristan, a ostali mogu biti
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korisni ili Stetni. Ukoliko evoluciju shvatimo kao utrku da se $to prije ima §to viSe potomaka,
tada bi neka genska varijanta koja poboljsava fertilitet imala selektivnu prednost ¢ak i1 ukoliko
u post-reproduktivnom periodu uzrokuje smrt (engl. genetic trade-off). Ova teorija je jos
uvijek najrasprostanjenija jer su u raznim organizmima zaista pronadeni geni ukljuceni u
starenje za koje se smatra da i poboljSavaju fertilitet ili na neki drugi nacin osiguravaju
prednost jedinke. Tako, naprimjer, pojacana proizvodnja i posljedicno visoka koncentracija
testosterona povecavaju evolucijsku spremnost (fitnes) mladih muskaraca, no kasnije u zivotu
povecéavaju vjerojatnost razvoja karcinoma prostate (Hyde i sur., 2012), odnosno smanjuju
fitnes. Medutim, pronadeni su i geni ukljuceni u starenje za koje nema nikakvih dokaza da su
blagotvorni u mladoj dobi (Chen i Wagner, 2012; Mockett i sur., 2012). Druga poteskoca s
antagonistickom pleiotropijom i drugim teorijama koje drze da je starenje nepovoljna
nuspojava neke korisne funkcije je da bi ocekivana povezanost izmedu korisnih i Stetnih
ucinaka trebala biti kruta u smislu da se evolucijski koristan proces ne bi mogao razviti bez
ostvarenja i suprotnog efekta, Sto eksperimenti ne potvrduju, ve¢ se pokazalo da je kroz
evoluciju doslo do promjena odnosno prilagodbe pojedinac¢nih karakteristika organizama

(Torday i Rehan, 2012).

Teoriju neinvestiranja u somatske stanice/Teoriju jednokratnog tijela (engl.
disposable soma theory) predloZio je 1977. Thomas Kirkwood. Njegova ideja je bila da, s
obzirom na limitiranu opskrbu hranom, samo tijelo pri odluci kako raspodijeliti ukupnu
raspoloZivu energiju ¢ini kompromis i1 daje ve¢u prednost osnovnim bioloskim funkcijama i
reprodukciji, $to za posljedicu ima manjak energije za popravak akumuliranih oStecenja i
odrzavanje somatskih stanica te dugoro¢no uzrokuje propadanje tijela. Ova teorija, Cija je
osnova na tragu ideje da su organizmi samo mediji (engl. survival machines) “sebi¢nog gena”
(Dawkins, 1976), zbog svoje je jasnoce bila vrlo brzo Siroko prihva¢ena medutim postoje
kontra-argumenti. Teorija jasno definira nestasicu hrane kao razlog starenja, a pokusi
kalorijske restrikcije, koji se npr. na $takorima provode kontinuirano od 1935., pokazuju da
zivotinje zive dulje ukoliko im se smanji unos hrane (McCay i sur., 1989; Everitt i sur., 2010).
Takoder je uo€eno da je pri kalorijskoj restrikciji kod voénih muSica smanjen 1 fertilitet, Sto
opet ne odbacuje u potpunosti ovu teoriju (Chapman i Partridge, 1996; Rogina, 2009).
Najve¢a zapreka prihvacanju ove teorije je to Sto je energija potrebna za popravak i
odrZavanje organizma mnogo manja u odnosu na energiju koju taj isti organizam treba uloziti
tijekom gestacijskog perioda za stvaranje novog bi¢a kao i tijekom laktacije. Medutim,

ukoliko prihvatimo ovu teoriju, tada pretpostavljamo da je dugovjecnost predodredena genima



selekcioniranima zbog reproduktivne prednosti (Rose i sur., 2008), a dobno-vezani otklon u
funkcioniranju nastaje zbog stohastickih dogadaja tijekom razvoja i reproduktivne faze (Finch
i Kirkwood, 2000).

Glavna kritika svih ovih teorija starenja, utemeljenih na klasiénim evolucijskim
procesima, je tvrdnja da je starenje nespecifican proces u koji je ukljucen velik broj gena:
otkrica mutiranih pojedinacnih gena koji dovode do znafajnog produljenja maksimalnog
zivotnog vijeka ukazuju da mehanizmi starenja mogu ukljucivati manji broj gena i biti vrlo

specificni (Longo 1 sur., 2012).

2.2.2. BioloSke teorije starenja

U engleskom jeziku postoje dva pojma za starenje ljudi; jedan je ageing (ili aging), a
drugi senescence. Pojam ageing odnosi se na proces koji zapo€inje rodenjem i zavrSava
smréu, a odnosi se na akumulaciju promjena kod neke osobe kroz vrijeme. Kod ljudi je to
multidimenzionalan proces fizi¢kih, psiholoSkih i druStvenih promjena, s time da neke od
navedenih dimenzija rastu i povecavaju se kako prolazi vrijeme, dok druge propadaju. Pojam
senescence, koji prevodimo i kao senescenciju ili bioloSko starenje, odnosi se pak na
promjene u ponasanju i opadanje tjelesnih funkcija koje slijedi nakon razdoblja zrelosti (30+
god.), ¢ime se mijenja i sposobnost organizma za prezivljavanje u danom okolisu (Kirkwood i
Holliday, 1986). Senescencijom se povecava rizik oboljenja od dobno-vezanih kroni¢nih
degenerativnih bolesti poput karcinoma 1 KVB, koje su 1 najceS¢i uzrocnici smrtnosti, te se

smrt moze definirati kao konacna posljedica senescencije.

Proces bioloskog starenja objasnjavan je ovisno o stupnju znanstvene spoznaje i
disciplinama koje su ga proucavale, tako da danas ne postoji jedna ve¢ gotovo 300 teorija
(Medvedev, 1990). Medu mnogim teorijama postoji visoki stupanj podudarnosti i
medusobnog nadopunjavanja, ali nijedna nije obuhvatila sve aspekte starenja. Ipak, postalo je
jasno da funkcioniranje organizma treba gledati kao interakciju mnogobrojnih procesa jer

fokusiranjem na samo jedan aspekt dobivamo iskrivljenu sliku.
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Ugrubo, teorije bioloSkog starenja mozemo svrstati u dvije skupine od kojih svaka

sadrzi nekoliko podskupina;

1. Teorije stohastickog starenja

- teorija slobodnih radikala

- teorija genske nestabilnosti (oste¢enje molekule DNK)
- teorija nakupljanja ,,smeca‘“ u stanici

- teorija promjene metabolizma

- teorija nakupljanja Stetnih proteina

2. Teorije programiranog starenja

- neuroendokrinoloska teorija starenja

- imunoloska teorija starenja

Teorije programiranog starenja objasnjavaju senescenciju kao posljedicu intrinzi¢nih
promjena stani¢ne regulacije, odnosno da promjene u homeostazi vode ka pogorSanju vitalnih
funkcija organizma. Promjene u ekspresiji gena ukljuéenih u odrzavanje, popravak i obranu
stanice regulirane su bioloSkim satom: tako, npr., promjene u ekspresiji gena odgovornih za
izlu¢ivanje spolnih hormona do kojih dolazi ulaskom u menopauzu povecavaju rizik za
pojavu osteoporoze, metaboli¢kih potesko¢a 1 KVB (Dessapt i Gourdy, 2012), a propadanje
imunoloskog sustava, koje pocinje involucijom timusa ve¢ nakon rodenja, ¢ini starije jedinke
podloznijima infekcijama 1 komorbiditetu (Shanley 1 sur., 2009). Stohasticke teorije smatraju
da starenje uzrokuju Cimbenici stanicnog okoliSa ¢ije promjene induciraju kumulativna
oSteCenja na svim razinama organizacije — indikatori promjena su primarno endogeni ili
sekundarno vanjski. Interindividualne razlike u brzini i ,,tipu“ starenja (zdravo vs. bolesno)
kao 1 u duljini Zivotnog vijeka ¢ak i1 kod osoba koje dijele isti okoli§ potvrduju sloZenost
senescencije. PokuSaji identifikacije uzro¢nika i principa senescencije su brojni i ukljucuju
razne organizme kao i razine organizacije, a u posljednje vrijeme se prepoznala potreba za
sistemskom biologijom ¢iji pristup u npr. razumijevanju principa stani¢nog (replikativnog)
starenja, otkriva interakciju izmedu poremecaja u radu mitohondrija, skra¢ivanja telomera i

oste¢enja DNK (Kirkwood, 2011).
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2.2.2.1. Teorije starenja uzrokovanog stohastickim dogadajima

Teoriju slobodnih radikala izlozio je 1956. Denham Harman — slobodni radikali
kisika, koji su zbog nesparenog 1 ili 2 elektrona u valentnoj ljusci vrlo reaktivni, vezu se za
ostale molekule u stanici i uniStavaju ih, a ta kumulativna osStecenja posljedi¢éno dovode do
pogorsanja funkcionalnosti organizma i kona¢no smrti (Harman, 1956). 1972. godine Harman
je modificirao pocetnu teoriju, a daljnja nadogradnja 1980. godine rezultirala je onim §to je
danas poznato kao Mitohondrijska teorija starenja slobodnim radikalima (Miquel i sur., 1980;
Harman, 2009). Teorija u svom trenutnom obliku predlaze da visokoreaktivni superoksidni i
peroksidni anioni, koji nastaju nepotpunom redukcijom u 2-3% molekula kisika u zadnjoj fazi
oksidativne fosforilacije, uzrokuju oste¢enja (mutacije) makromolekula poput lipida, proteina,
kao i1 same mitohondrijske DNK, a te mutacije dodatno povecavaju proizvodnju reaktivnih
kisikovih spojeva (engl. ROS=reactive oxygen species) i akumulaciju slobodnih radikala u
stanici §to znacajno pridonosi procesu starenja stanice (Nohl i Hegner, 1978; Baehner i sur.,
1975; Valko i sur., 2004; Gruber i sur., 2008; Jang i Remmen, 2009). ROS nastaju i u
mnos$tvu drugih stani¢nih procesa u kojima dolazi do oksidacije, a mogu ih inducirati i
egzogeni 1izvori poput UV zracenja. OSte¢enja uzrokovana ROS-om pogorSavaju
funkcioniranje stanice $to se u konac¢nici odrazava na razini organa i organizma i posljedi¢no

dovodi do starenja (Harman, 1991).

Obrana organizma od kisikovih radikala temelji se na djelovanju enzima superoksid
dismutaze (SOD), katalaze i glutation-peroksidaze, no ukoliko dode do poremecaja u
ravnotezi oksidacijsko-redukcijskih procesa u organizmu, pri ¢emu je pomak ravnoteze
usmjeren prema oksidaciji, to se stanje naziva oksidacijski stres. Osim enzima,
antioksidativna svojstva imaju i molekule koje moZe proizvesti sam organizam, ali se mogu
unijeti i hranom, poput askorbinske kiseline (vitamina C), glutationa, vitamina A i E i sl.
(Schafer i Buettner, 2001; Kohen i Nyska, 2002).

Oksidacijski stres je obiljezje 1 uzro¢nik nastanka brojnih poremecaja poput KVB,
infektivnih 1 autoimunih bolesti, a 1 kroni¢nih bolesti povezanih sa starenjem poput artritisa,
ateroskleroze, Alzheimerove bolesti, nekih vrsta karcinoma i dijabetesa (Clancy i Birdsall,
2012). Primjerice, kada reakcija inducirana slobodnim radikalima zahvati barem dva razlicita
lokusa na DNK, svejedno radi li se o istom ili razli¢itim lancima, ta molekula DNK se spaja i
,2umrezuje” (engl. cross-linking) Sto onemogucéava njenu daljnju replikaciju (Crean i sur.,

2008). Ovo 1 sli¢na ireverzibilna oSte¢enja DNK izazvana slobodnim radikalima etioloski su
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¢imbenici brojnih bolesti uklju¢uju¢i karcinome (Dizdaroglu i1 Jaruga, 2012). Takoder,
nedavno su pronadeni dokazi koji sugeriraju da slobodni radikali u kombinaciji s nekim
reaktivnim metabolitima duSika pokrecu i pojacavaju mehanizme programirane smrti stanica

poput apoptoze i nekroze (Chatterjee i sur., 2011).

Iako se €ini da poremecaj ravnoteze proteina mitohondrija zaista ima vaznu ulogu u
mnogim neurodegenerativnim poremecajima, posebno onima koji se javljaju kasnije u Zivotu,
jos uvijek se vode ostre debate za i protiv uloge slobodnih radikala u bioloSkom starenju
(Alexeyev, 2009; Perez i sur., 2009; Hekimi i Lapointe, 2010; Douglas i Dillin, 2010; Ristow
I Schmeisser, 2011; Kitazoe i sur., 2011; Przedborski i Schon, 2011). A javljaju se i suprotne
teorije, da oksidativni stres zapravo potic¢e dugovjecnost: rezultati studije iz 2007. pokazali su
da oksidativni stres kod crva obli¢a, C. elegans, inducira sekundarni odgovor na poviSenu
razinu ROS-a, tzv. mitohormezu odnosno mitohondrijsku hormezu, koja dovodi do
produljenog zivotnog vijeka (Schulz i sur., 2007). Hormeza (lat. Hormezis) se odnosi na
fenomen prilikom kojeg inace Stetan agens, npr. zracenje ili kemijske tvari, primijenjen u
niskom intenzitetu ili koncentraciji, mijenja svoju ulogu i postaje koristan. Epidemioloska
meta-analiza potvrdila je mitohormezu i u ljudi, a autori su ¢ak izlozili ideju da pokusaj
snizavanja razine ROS-a poja¢anim uzimanjem antioksidansa hranom, umjesto prevencije,

vodi ka vec¢oj prevalenciji bolesti (Bjelakovic 1 sur., 2007; Ristow 1 Schmeisser, 2011).

Teoriju da se genska nestabilnost povecava s dobi, odnosno, da oStecenja molekule
DNK vode ka starenju predlozio je Alexander (1967). Zaista, viSe oSte¢enih molekula DNK
ima u stanicama starih nego u stanicama mladih donora (Hamilton 1 sur., 2001), a oSteCenja
mogu nastati spontano kao i egzogeno (Lindahl, 1993; Finette i sur., 1994). U svakoj stanici
postoje brojni mehanizmi popravka oSte¢ene DNK, medutim smatra se da starenjem dolazi do
promjena u tim mehanizmima (Engels i sur., 2007), a akumuliranje oStecenja direktno ili
indirektno inducira starenje (Best, 2009). Postojanje progerijskih sindroma koje uzrokuju
mutacije u genima za proteine ukljucene u popravak DNK, kao i otkri¢e da je neadekvatan
popravak oste¢enja DNK otkriven kod osoba s kognitivnim oSteenjima kao 1 s

Alzheimerovom bolesti, podupire ovu teoriju (Bohr i sur., 2005; Weissman i sur., 2007).

Teorija nakupljanja ,,smeca“ u stanici (Hirsh, 1978) predlaze da se, kako starimo, u
nasim stanicama nakupljaju otpadni produkti nastali normalnim metaboli¢kim procesima u
stanici, te da taj toksi¢an ,,mulj* ometa normalno funkcioniranje stanice. Ovu teoriju dovode u

pitanje dugoZivuce postmitoticke stanice, poput miocita 1 kortikalnih neurona, u kojima je
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pronadeno puno vise ,,otpada“ nego u kratkozivucih postmitotickih stanica koje se brzo trose i
nadomjestavaju diferencijacijom mati¢nih stanica, poput stanica epitela crijeva i krvnih

stanica.

2.2.2.2. Teorije programiranog starenja

Skradivanje telomera odnosno stani¢no starenje takoder dovodi do nestabilnosti
genoma. Fenomen stani¢nog starenja prvi je uo¢io ve¢ spomenuti Leonard Hayflick: u
suprotnosti s dotad uvrijezenom tvrdnjom o moguénosti neograni¢enog broja dioba stanica u
kulturi, ustvrdio je da se, bez obzira na idealne uvjete uzgoja, diferencirane stanice fibroblasta
u kulturi mitoticki dijele najviSe 50-60 puta. Hayflick je opisao tri faze u Zivotu stani¢nih
kultura; primarnu kulturu je nazvao faza I, 10-mjese¢nu fazu bujnog rasta i diobe stanica
fazom II te period u kojem se mitoticka aktivnost stanica smanjila i u konacnici prestala
fazom III, ali nije mogao to¢no odrediti uzrok prestanka dijeljenja (Hayflick i Moorhead,
1961). Ipak, iznio je dvije, medusobno kontradiktorne, pretpostavke: prva je bila da mozda
stani¢ne promjene povezane sa zaustavljenjem mitoticke diobe dovode do degenerativnih
promjena koje su neizostavan dio starenja, a druga da je senescencija na¢in na koji organizmi

suprimiraju razvoj tumora in vivo (Campisi, 2011).

Ruski teoreticar biologije Alexei Olovnikov 1973. je godine zakljucio da kromosomi
ne mogu u potpunosti replicirati svoje krajeve te je, uzevsi u obzir Hayflickovu i
Moorheadovu ideju o ogranic¢enoj mitoti¢koj diobi, predlozio ideju, kasnije potvrdenu, da se
prilikom svake diobe gube krajevi kromosoma sve dok ne dode do kriti¢nog stupnja kada se
stanica viSe ne moze dijeliti (Olovnikov, 1973; Wong i1 Collins, 2003). Strukturu telomera
odnosno heksanukleotidni ponavljajuc¢i slijed koji se prilikom svake mitoze skracuje otkrila je
1978. godine Elizabeth Blackburn proucavajuci jednostani¢nu protozou Tetrahymena, a
Nobelovu je nagradu podijelila s Carol Greiger za otkrice i izolaciju enzima telomeraze koji
moze te iste telomere ponovo produljiti (Blackburn i Gall, 1978; Greider i Blackburn, 1985).
Dodatkom telomeraze i humane je stanice u kulturi moguce uciniti prakticki besmrtnima

(Bodnar i sur., 1998).

Duljina telomera stanica koze (Lindsey i sur., 1991) i bijelih krvnih stanica ljudi
(Slagboom 1 sur., 1994) obrnuto je proporcionalna dobi ispitanika, a osobe s kra¢im
telomerama imaju i veéi rizik obolijevanja od dobno-vezanih bolesti (Shay i Woodring,

2008). Osim toga, rezultati danske studije blizanaca sugeriraju da skracena duljina telomera
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leukocita predvida ranu smrt (Kimura 1 sur., 2008), a rezultati studije provedene u populaciji
AmiSa pokazali su da se duljina telomera nasljeduje prema ocu, moguée preko mehanizma
,Hutiskivanja“ (engl. imprinting), te da je povezana s duljinom trajanja zivota oca (Njajou i
sur., 2007). 2010. godine Judy Campisi i1 suradnici objavili su mnostvo teoretskih 1 pokusom
potvrdenih dokaza kako ogranieni zivotni vijek humanih stanica ima funkciju supresije
tumora, ali i da akumulirane senescentne stanice in vivo istovremenim lucenjem velike
koli¢ine citokina, miogena i enzima koji mijenjaju vanstani¢ni matriks, aktivno poticu starenje

okolnih stanica i tkiva, pa ¢ak i tumorigenezu (Coppe i sur., 2010; Campisi, 2011).

Unato¢ mitoti¢ki programiranom skracivanju telomera, otkriveno je da i stohasticki
dogadaji poput izlozenosti stresu kod odraslih, ali i intrauterino, zna¢ajno utjecu na razlike u
duljini telomera leukocita, krvnih stanica ¢ija je dioba medu ucestalijima u ljudskom tijelu
(Entringer i sur., 2011). Danas je poznato da stanice koje se zbog izrazito skrac¢enih telomera
viSe ne mogu dijeliti ulaze u programiranu stani¢nu smrt, apoptozu. Apoptoza je evolucijski
star mehanizam uklanjanja nezeljenih stanica iz organizma: sama stanica aktivno, uz utrosak
energije i sintezu ciljanih proteina koji uniStavaju esencijalne strukturne komponente i dovode
do specificnih promjena poput kondenzacije kromatina, pucanja DNK, pupanja dijelova
membrane i formiranja apoptotskih tjeleSaca, pokreée vlastitu smrt, da bi konacno
fragmentirana apoptotska tjeleSca fagocitozom “tiho” nestala iz organizma ne izazivajuci
upalu (Alberts i sur., 2008). Javlja se kao sastavni dio fiziolo$kih procesa: npr., do razdvajanja
prstiju na rukama i nogama tijekom embrionalnog razvoja covjeka dolazi zahvaljujuci
apoptozi stanica koje se nalaze izmedu, a apoptoza je i obrambeni mehanizam kada stanice
zbog oStec¢enja nastalih boles¢u ili toksi¢im agensima postanu opasne i/ili nekorisne za

organizam (Elmore, 2007).

Neuroendokrinoloska teorija starenja tumaci da do starenja dolazi zbog promjena u
hipotalamo-hipofizno-adrenalnoj osovini (HPA), koju ¢ine kompleksne hormonalne
interakcije hipotalamusa, hipofize i nadbubrezne zlijezde, a koja s dobi mijenja prag
osjetljivosti (Finch, 2007). Konaéni produkt ovog signalnog puta je glukokortikoid kortizol,
glavni regulator tjelesnog odgovora na svaki oblik stresa, medutim trajno povisena
koncentracija kortizola uzrokuje fizioloSke promjene u regulaciji metabolizma, krvnog tlaka,
upalnih reakcija i imunoloskog odgovora. Ve¢ je dugo poznato da kortizol moze uzrokovati
inzulinsku rezistenciju (Rizza i sur., 1982), koja vodi ka pojavi brojnih dobno-vezanih

kroni¢nih bolesti poput dijabetesa tip 2, hipertenzije, dislipidemije, koronarne bolesti srca 1 sl.
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(Reaven, 1988). | upravo je inzulin/inzulinski faktor rasta-1/hormon rasta (inzulin/IGF-1/GH)
signalni put, o kojem ¢u detaljnije nesto kasnije, u brojnih modelnih organizama kao i kod

ljudi prepoznat kao jedan od glavnih kandidatskih puteva za dugovjecnost.

Prvotna Imunoloska teorija starenja (Walford, 1964) temeljila se na pretpostavci da
je starenje uzrokovano smanjenom sposobnoscu razlikovanja vlastitih od tudih antigena, koja
posljedi¢no dovodi do nastanka antitijela na vlastite antigene. Suvremene teze, koje bi se bolje
mogle opisati kao neuroendokrino-imunoloska teorija starenja, fokusirane su na ulogu
imunoloskog sustava i njegovo medudjelovanje s neuroendokrinoloskim u procesu starenja

(Franceschi i sur., 2000).
2.2.3. Geni i metabolicki signalni putevi koji utjeCu na starenje

Unato¢ ocitim razlikama u npr. brzini starenja kod razlic¢itih vrsta, do unazad
posljednjih nekoliko desetlje¢a nije se smatralo da je starenje rezultat aktivne regulacije.
Danas znamo da regulacija klasi¢nih signalnih puteva poput inzulin/IGF-1 signalnog puta,
mTOR 1 AMPK signalnih puteva, djeluje kao ,,okida¢“ na mnoStvo mehanizama koji
produljuju Zivotni vijek. Cinjenica da sliéne intervencije kod evolucijski divergiranih vrsta
nekih od najce$¢ih modelnih organizama produljuju Zivotni vijek sugerira da je starenje
evolucijski konzerviran proces (Powers i sur., 2006). Modelni organizmi koji se najcesce
koriste u studijama dugovje¢nosti su pivski kvasac Saccharomyces cerevisiae, crv obli¢
Caenorhabditis elegans, vinska musica Drosophila melanogaster i ku¢ni mi§ Mus musculus.
Ovi organizmi imaju brojne prednosti temeljem kojih su odabrani za studije starenja; relativno
kratak Zivotni vijek, dobro poznatu biologiju i potpuno sekvencirani genom, §to je omogucilo
brz napredak u otkricu stani¢nih puteva koji su podloga za dugovje¢nost. Takoder,
populacijom genski uniformnih organizama lako se moze geneticki manipulirati, naprimjer, u
testiranju zivotinja kod kojih je izvrSen knock-out nekog gena ili pak inducirana pretjerana
ekspresija, lakSe je utvrditi posljedicu takve intervencije, a i zivotinje je lako drzati u
identicnom, kontroliranom okoliSu. Ljudski geni homologni genima dugovjecnosti
identificiranim u modelnim organizmima predstavljaju relevantne kandidatske gene za studije

dugovjecnosti u ljudi.
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2.2.3.1. Inzulin/IGF-1/FOXO signalni put

Prvi signalni put za kojeg je utvrdeno da produljuje Zivotni vijek bio je ve¢ spomenuti
inzulin/IGF-1 metaboli¢ki signalni put, evolucijski visoko konzerviran: za mutacije mnogih
gena ukljucenih u ovaj signalni put potvrdena je povezanost s trajanjem zivota sisavaca, od
kojih neki, poput varijante polimorfizma jednog nukleotida (engl. single nucleotide
polymorphism, SNP) gena FOXO3a, utje¢u i na dugovjecnost u ljudi (Flachsbart i sur., 2009;
Kenyon, 2011). Ovo i neka druga zanimljiva otkri¢a pronadeni su prilikom genetskih
istrazivanja crva obliéa, C. elegans, koji je zbog relativno malog genoma (9,7x10’ parova
baza), visoke homologije s ljudskim genima (35% gena crva ima ljudske homologe) te
laganog uzgoja i kratkog zivotnog vijeka (2-3 tjedna), jedan od danas najce$¢ih modelnih

organizama za istrazivanje starenja.

Kasnih 1970-ih je Michael Klass, nakon Sto je utvrdio da Caenorhabditis elegans
izlozen dijetarnoj restrikciji zivi dulje i daje manje potomaka, kao i da dulje zivi na niZoj nego
na vis$oj temperaturi, krenuo u potragu za genima koji utjecu na starenje (Klass, 1977). Iako je
uspio izolirati dugozivucée crve, nije uspio odrediti gene odgovorne za dugovjecnost te je
zakljucio da su ,specifiéni geni koji produljuju zivotni vijek izuzetno rijetki ili je mozda
dugovjeénost poligensko svojstvo* (Klass, 1983). Johnson i Friedman uspjeli su mapirati prvi
gen dugovjecnosti, age-1, za kojeg su utvrdili da ovisno o nizoj ili viSoj sobnoj temperaturi
produljuje zivotni vijek crva za 40% odnosno 65% (Friedman i Johnson, 1988). Cynthia
Kenyon je pronasla mutante u jo§ dva gena, daf-2 i daf-16, za koje je utvrdila da sudjeluju u
istom signalnom putu kao i age-1 te da pozitivno utjecu na produljenje Zivotnog vijeka
(Kenyon i sur., 1993).

age-1 gen je kloniran 1996. godine: utvrdeno je da kodira kataliti¢ku podjedinicu
proteina fosfatidil inozitol-3 kinaze (P13-kinaza) (Morris i sur., 1996). Ve¢ iduée godine, isti
je laboratorij odredio sekvencu gena daf-2 te su predlozili da se mozda radi o homologu
inzulinskih i IGF-1 receptora kod ljudi (Kimura i sur., 1997). Iako se tada ve¢ znalo da
inzulin/IGF-1 signalni put aktivira, uz ostale puteve, i PI3-kinazne puteve, nitko nije imao
ideju kako bi to¢no oni mogli utjecati na dugovjecnost, a skepticnost je izazivao i podatak da
disfunkcionalnost ovih metabolic¢kih puteva dovodi do dijabetesa (Kenyon, 2011). Kloniranje
daf-16 gena koje je uslijedilo nedugo nakon razrijesilo je misteriju: ovaj gen kodira DAF-16
protein, transkripcijski faktor obitelji ,,glave viljuske* (engl. forkhead-family, FOXO), sto ga
zaista povezuje sa djelovanjem inzulinskog i IGF-1 signalnog puta (1IS) u sisavaca.
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Fosforilirani DAF-16 protein je neaktivan, no kod age-1 i/ili daf-2 mutanata, kao i kod crva
kod kojih je na neki drugi nacin reducirana aktivnost IIS puta, DAF-16 se ne fosforilira ¢ime
mu je omogucen ulazak u jezgru gdje pokrece transkripcijski program koji produljuje zivotni
vijek crva (Lin i sur., 1997; Ogg i sur., 1997; Lee i sur., 2001; Murphy i sur., 2003; Kaletsky i
Murphy, 2010).

Od tada do danas, istrazivanja uloge IIS signalnog puta u starenju postala su
predmetom interesa brojnih istrazivac¢a diljem svijeta. Danas se smatra da inzulin/IGF-1
signaliranje produljuje Zivotni vijek barem dijelom time Sto u uvjetima koje prepoznaje kao
stresne organizmu odaSilje ‘signal opasnosti’ i usmjerava fizioloske reakcije ka umanjivanju
stresa odnosno zastiti i odrzavanju strukture i funkcije stanice (Kaletsky i Murphy, 2010).
Ono S§to je posebno zanimljivo je otkrice da IIS ovisi 1 o nutijentima odnosno da pri
kalorijskoj restrikciji, o kojoj ¢e biti govora nesto kasnije, takoder dolazi do smanjenja
aktivnosti ovog signalnog puta, §to dovodi do produljenja zivotnog vijeka (Powers i sur.,
2006).

Osim kod crva, pokazalo se da mutacije koje smanjuju aktivnost ovog metaboli¢kog
putu utjecu i na dugovjecnost vinskih musSica i patuljastih miSeva, pri ¢emu su posljednji
osobito interesantni jer pokazuju spolne razlike i upucuju na sloZenost organizama sisavaca:
mutacija u Igflr genu, ali samo kod zenki miSa, produljuje zivotni vijek, dok kod muzjaka
knock-out Insr gena skracuje zivotni vijek, no ukoliko je Insr gen ”izbacen“ samo u
adipoznom tkivu, miSevi imaju produljen zivotni vijek (Clancy i sur., 2001; Tatar 1 sur., 2001;
Holzenberger i sur., 2003; Okamoto i Accili, 2003; Bluher i sur., 2003; Bartke i Brown-Borg,
2004). Kod ljudi su ucestale mutacije gena za IGF-1 receptor pronadene kod stogodisnjih
Askenazi Zidova (Suh i sur., 2008), a razli¢ite varijante FOXO gena kod osoba s iznimnom
dugovjecnosti: Havajaca japanskog porijekla, kao 1 Nijemaca, Talijana, Engleza i Kineza
(Kenyon, 2011). Pokazalo se da i neki drugi transkripcijski faktori poput ,,heat-shock™ faktora
HSF-1, faktora ksenobiotickog odgovora SKN-1/NRF i X-box vezujuceg proteina XBP-1
pridonose dugovjecnosti daf-2 mutanata. 1 za druge je signalne puteve, ukljucene u
metabolizam hrane, regulaciju stresa i potroS$nju energije, a od kojih se mnogi isprepli¢u s
inzulin/IGF-1 putem, dokazano da utjeCu na starenje u crva i visih zivotinja, no na prvom je

mjestu TOR signalni put.
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2.2.3.2. »Target of rapamycin“ (TOR) signalni put

Signalni put mTOR otkriven je 1994. godine, nedugo nakon $to su u stanicama kvasca
S. cerevisiae detektirani geni TOR1 i TOR2, ¢ije mutante su se pokazale rezistentnima na
rapamicin (Hay i Sonenberg, 2004). Inace, kvasac je najces¢i model za izucavanje starenja
kod viSestani¢nih eukariota stoga $to istovremeno omogucéava promatranje dva tipa starenja:
1) replikativno starenje, koje se definira kroz broj stanicnih dioba mitoticki aktivnog tkiva
(engl. replicative life span, RLS), te 2) kronolosko starenje, definirano kao razdoblje kroz
koje post-mitoti¢ka tkiva ostaju vijabilna (engl. chronological life span, CLS) (Powers i sur.,
2006).

Rapamicin, neantibiotski makrolid kojeg proizvodi mikroorganizam Streptomyces
hygroscopius, slu¢ajno je izoliran 1975. godine iz uzorka zemlje porijeklom s UskrS$njeg
otoka. Ubrzo nakon otkri¢a, pokazalo se da ima antifungicidne, imunosupresivne, a i
antiproliferativne karakteristike te je pocela njegova klini¢ka primjena. Princip djelovanja
rapamicina u eukariota je da se veze uz unutarstanicni receptorski protein, FKBP12, prisutan
u svakoj stanici, nakon ¢ega kompleks rapamicin-FKBP12 veze evolucijski konzervirane
TOR (kratica od engl. target of rapamycine = cilj/meta za rapamicin) proteine i inhibira
njihovo daljnje djelovanje (Hay i Sonenberg, 2004). Molekula mTOR (m je oznaka za engl.
mammalian) je serin/treonin protein kinaza koja pripada proteinskoj obitelji fosfatidil-
inozitol-3 kinaza (PI3K) povezanim kinazama (PIKKs) i sredi$nji je element u signalnom
putu uklju¢enom u regulaciju stanicnog rasta 1 proliferacije putem sinteze proteina

(Wullschleger i sur., 2006).

2006. godine je otkriveno da rapamicin preko inhibicile mTOR signalnog puta
produljuje kronolosko starenje kvasca (Powers 1 sur., 2006). Osim tretiranjem rapamicinom,
inhibicija aktivnosti TOR signalnog puta kod kvasaca se moZe inducirati i delecijom u TOR1
genu, pri ¢emu se produljuje i RLS i CLS kvasca (Kaeberlein i Kennedy, 2011). Osim kod
kvasca, smanjena aktivnost TOR puta produljuje zivotni vijek i kod crva obli¢a, voéne muSice
1 miSa (Jia 1 sur., 2004; Kapahi 1 sur., 2004; Harrison 1 sur., 2009). Posebno su zanimljivi
rezultati istrazivanja djelovanja rapamicina na Zivotni vijek miSa; naime, do trenutka kad su
¢lanovi tri neovisna laboratorija ukljucena u to istrazivanje razvili prikladan vektor za oralnu
primjenu rapamicina, kohorta geneticki heterogenih miseva na kojoj su ga planirali testirati
vec je bila stara 20 mjeseci, Sto je ekvivalent dobi od 60 godina kod ljudi. Ipak, unatoc starijoj

dobi miSeva odlucili su primijeniti vektor te otkrili znac¢ajan porast broja misSeva koji Zive
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dulje od kontrole (Zenke 14%, a muZjaci 9%), 1 produljenje najduljeg Zivotnog vijeka u
odnosu na kontrolne miseve (Harrison i sur., 2009). S obzirom da su glavni uzro¢nici smrti
miseva tumori, posebno limfomi, a kako je poznato da rapamicin djeluje antiproliferativno,
vjerojatno je do produljenja zivotnog vijeka doSlo usporavanjem brzine rasta neoplazmi u
miseva. Sto se ti¢e ljudi, hiperaktivnost mTOR signalnog puta pronadena je u mozgu 0soba
oboljelih od Alzheimerove bolesti (Li i sur., 2005; Chano i sur., 2007), a sve je vise indicija
da bi terapija rapamicinom i inhibiranje mTOR puta kalorijskom restrikcijom jednoga dana
mogli pomo¢i u lijeGenju pretilosti, dijabetesa tip 2, hipertrofije srca, karcinoma i drugih
degenerativnih bolesti (Rosner i sur., 2008; Stanfel i sur., 2009; Hasty, 2010).

2.2.3.3. Sirtuini

Prica o situinima pocela je 1995. godine kada je laboratorij Leonarda Guarentea
pronasao da neomorfna poludominantna mutacija SIR4-42 produljuje Zivotni vijek kvasca za
30% (Kennedy 1 sur., 1995). Isti je laboratorij uskoro otkrio da u osnovi postoje dva razlicita
mehanizma koji odgadaju starenje: jedan je pod kontrolom proteinskog kompleksa Sir2/3/4,
kodiranog istoimenim genima, a drugi je pod direktnim utjecajem SIR2 gena, pri ¢emu jedino
potonji ima homologe u sisavaca (Kennedy i sur., 1997; Kaeberlein i sur., 1999). Sirtuini su
porodica nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) — ovisnih protein deacetilaza klase Il i/ili
ADP-riboziltransferaza koje upravljaju “utiSavanjem” transkripcije odredenih regija genoma
kvasca (Imai i sur., 2000; Li i Kazgan, 2011). Linije kvasca s mutiranim SIR2 genom imaju
gotovo 50% skracen zivotni vijek, dok pojacana ekspresija poput one u divljim linijama (engl.
wild-type) kvasca u koje je ugradena jo$ jedna kopija ovog gena, produljuje Zivotni vijek
gotovo 30% (Kaeberlein i sur., 1999). Ortolozi SIR2 gena koji usporavaju starenje pronadeni
su u brojnim organizmima, a sedam sirtuina, SIRT1-SIRT7, pronadeno je i kod ljudi
(Tissembaum i Guarente, 2001; Rogina i Helfand, 2004; Viswanathan i sur., 2005). lzuzetno
zanimljivim se pokazao SIRT1 jezgreni protein, produkt istoimenog gena, koji je ukljucen u
mnoge centralne metabolicke puteve, jer je utvrdeno da njegova genski ili farmakoloski
potaknuta aktivacija ublazava brojne metaboli¢ke bolesti u raznim misjim modelima, posebno

dijabetesu, a povezan je i sa kalorijskom restrikcijom (Guarente, 2011).

Kod kvasca se pokazalo da produljenje zivota pomocu kalorijske restrikcije, osim o
Sir2 proteinu, ovisi i 0 unutarstani¢noj koncentraciji oksidiranog NAD-a (Lin i sur., 2000).
NAD u stanici dolazi i u oksidiranom i u reduciranom obliku, no enzimatsku aktivnost

sirtuina pojaava samo oksidirani NAD, c¢ija koncentracija se pak povecava prilikom
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kalorijske restrikcije (Lin 1 sur., 2002; Anderson 1 sur., 2003). S obzirom na ovo otkrice,
ispitivana je uloga i drugih molekula za koje se pretpostavljalo da bi mogle aktivirati sirtuine,
pri ¢emu se kao najpotentniji aktivator pokazao resveratrol, 3,5,4 -trihidroksistiliben,
polifenol biljnog porijekla koji se nalazi u vinu. Tako je, npr., kod istrazivanih sredovjecnih
pretilih miSeva na visokokalorijskoj dijeti uvodenjem resveratrola u prehranu doslo do
poboljsanja zdravstvenog stanja i produljenja zivotnog vijeku u odnosu na kontrolne miseve
(Baur i sur., 2006). U nekim pak drugim studijama pokazalo se da resveratrol niti potice
pojacanu ekspresiju SIRT1 gena, niti da utjeCe na dugovjecnost geneticki heterogenih miseva
testiranih na dvije doze resveratrola u tri neovisna laboratorija (Pacholec i sur., 2010; Miller i
sur., 2011). SIRT3 protein je takoder zanimljiv — €ini se da suprimira ROS u mitohondrijima,
a neke studije kod ljudi su pokazale da su polimorfizmi promotora SIRT3 gena povezani s

izuzetnom dugovjecnoScéu u populaciji Italije (Rose 1 sur., 2003; Bellizzi i sur., 2007).

2011. godine u casopisu Nature objavljeni su rezultati studije provedene u 3 neovisna
laboratorija u kojoj je ponovljeno ispitivanje utjecaja pojacane ekspresije SIR2 proteina na
dugovjecnost crva C. elegans i Drosophile. Ova grupa znanstvenika je, povratnim krizanjem
dugozivuceg soja C. elegans sa divljim tipom, ponistila razlike u trajanju Zivota crva unato¢
tome §to su se sirtuini i dalje pojac¢ano eksprimirali. U dugozivuc¢im linijama je pronadena i
Dyf mutacija, €iji nosioci Cesto dulje zive, no kada su dizajnirani sojevi bez Dyf mutacije,
duljina Zivota tih crva je ostala ista kao i kod divljeg tipa unato¢ pojac¢anoj ekspresiji sirtuina.
Testiranja provedena na transgenom soju voéne musice koji je koriSten u originalnim
eksperimentima (Rogina 1 Helfand, 2004), kod kojeg je pomoc¢u odredenog genskog
“prekidaca” pojaCana ekspresija sirtuina $to je povezano s produljenjem Zivota, pokazala su
da produzeni Zivotni vijek Drosophile nije posljedica pojaCane ekspresije sirtuina, nego
genskih efekata vezanih uz transgen (Burnett i sur., 2011). Usprkos kontradiktornim
rezultatima, jo$ uvijek se istrazuje uloga sirtuina u produljenju Zivotnog vijeka, kao i

“zdravom” starenju (engl. healthspan) (Naiman i sur., 2012; Maxwell i sur., 2012).
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2.2.3.4. Progerije

Osim gena ukljucenih u metabolicke puteve, na proces starenja utjecu 1 pojedinacni
geni bitni za odrzavanje i popravak DNK. Bolesti preuranjenog starenja (progerije) vazan su
pokazatelj mutacija jednog gena koje dovode do ubrzanog i prijevremenog starenja i
posljedi¢no ranog umiranja u ljudi. 1886. godine Jonathan Hutchinson je prezentirao slucaj
djecaka dobi 6 godina koji je izgledao kao starac. Isti sindrom neovisno je predstavio Hastings
Gilford, te je bolest njima u ¢ast nazvana Hutchinson-Gilfordov progerijski sindrom (HGPS).
Osobe koje HGPS pogada po rodenju i u dojenackoj dobi izgledaju i razvijaju se normalno,
medutim, ve¢ nakon dobi od 18-24 mjeseci, usporava im se rast i javljaju se prvi znakovi
ubrzanog starenja. Pocinje s gubitkom kose, stanjivanjem koze lica 1 usnica, izrazitim
boranjem koZe proSarane starackim pjegama kao i gubitkom potkozne masti i miSiéne mase,
da bi se nesto kasnije javili i oslabljeni vid, osteoporoza, otkazivanje rada bubrega te ubrzana
ateroskleroza karotidnih i koronarnih arterija. Smrtnost oboljelih je vrlo rana, ve¢ tijekom
prvog ili drugog desetljeca zivota, a do danas je opisano preko 130 sli¢nih slucajeva. Smatralo

se da do ove bolesti dolazi zbog promjena u aktivnosti hipofize (Thomson i Forfar, 1950).

Uzro¢nik HGPS-a otkriven je 2003. godine: tockasta stop mutacija gena LMNA koji
se nalazi na dugom kraku kromosoma 1, 1921.1-1g21.3, a prenosi dominantno (Eriksson i
sur., 2003). Protein lamin A, kojeg taj gen kodira, odreduje strukturu jezgrine ovojnice i bitan
je za odrZavanje stabilnosti jezgre i sintezu DNA 1 RNA, a 50 aminokiselina kraci protein
progerin, koji nastaje translacijom skrac¢enog mRNA transkripta mutiranog LMNA gena,
destabilizira jezgrinu ovojnicu i progresivno ostecuje jezgru (Kudlow i1 sur., 2007). No, ¢ini se
da progerin ima ulogu i u ,,normalnom* starenju: otkriveno je da se progerin tijekom starenja
nakuplja u tkivima zdravih ljudi, a i da, u kombinaciji s disfunkcionalnim telomerama,

sudjeluje u iniciranju stani¢nog starenja u zdravim ljudskim fibroblastima (Cao 1 sur., 2011).

Osim Hutchinson-Gilfordovog progerijskog sindroma, u progerije spadaju i Wernerov
sindrom, Downov sindrom, Cockayneov sindrom i Ataksija telangiektazija, a svim ovim
sindromima je zajednicko da uzrokuju preuranjenu pojavu karakteristika koje se inace
povezuju s poodmaklom zivotnom dobi. Ono S§to je posebno zanimljivo je da osobe s
razli¢itim progerijama razvijaju i razliCite bolesti povezane sa starenjem; npr. oboljeli od
HGPS-a ne razvijaju tumore, katarakte ili senilnost, dok oboljeli od Wernerovog sindroma

obi¢no umiru od infarkta miokarda ili karcinoma.
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2.2.3.5. Ostali geni

Osim gena dugovjecnosti pronadenih u modelnim organizmima, osnove biologije
starenja ljudi upucuju nas i na postojanje nekih drugih gena koji utjecu na zivotni vijek. Kako
je poznato da npr. osobe koje se dobro nose sa stresom i koje su kognitivno zdrave zive
zdravije i dugovjecnije, a velinu stresora prvo opaza srediSnji zivcani sustav (CNS) dok
odgovor na stres koordinira mozak, geni koji su ukljuceni u CNS i periferne odgovore na stres
takoder bi mogli imati vaznu ulogu u odredivanju trajanja zivotnog vijeka (Mattson i sur.,
2002). Predlozeno je i da se istrazi uloga genskih varijanti povezanih s u¢inkovitom obranom
organizma od razli¢itih zaraznih bolesti - prepoznavanjem i odstranjivanjem patogena iz tijela
- te s upalnim procesima (Vasto i sur., 2007). Iako glavnina istrazivanja ukljucuje gene
jezgrene DNK, identificirana je i uloga nekih gena mtDNK u dugovje¢nosti. Tako je utvrdeno
da polimorfizam 17T mtDNK gena CYTB, koji kodira citokrom b protein, kod osoba
podvrgnutih kalorijskoj restrikciji i koje imaju mitohondrijsku haplogrupu H, produljuje
zivotni vijek (Beckstead i sur., 2009).

Osim navedenog, istrazivanja se mogu usmjeriti i prema polimorfnim lokusima koji
predstavljaju rizik obolijevanja od kroni¢nih bolesti koje nose znatan dio dobno-vezanog
mortaliteta (Drenos i1 Kirkwood, 2010). Naime, naj¢e$¢e kroni¢ne bolesti danasnjice mogu se
smatrati dijelom procesa starenja jer u njihovoj patofiziologiji dominiraju degenerativni
procesi te osjetljivost ili otpornost na njihov nastanak ima snaZan utjecaj na duljinu Zivota.
Medu najvaznije ubrajamo kardiovaskularne bolesti (KVB), koje su glavni uzrok pobola i
smrtnosti u svijetu, kao 1 bolesti koStano-miSi¢nog sustava, neurodegenerativne bolesti te
karcinome. Uglavnom, postoji velik broj kandidatskih gena za dugovjecnost koji tek cekaju
da ih se testira ili potvrdi u ljudskim populacijama, a razumijevanje uloge specifi¢nih
genetskih ¢imbenika u varijabilnosti trajanja Zivotnog vijeka, klju¢no je za razumijevanje

procesa starenja i dugovjecnosti.
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2.2.4. Kalorijska restrikcija (KR)

Pokusi u kojima se proucavao ucinak restriktivne prehrane na Zivotinjama poceli su
pocetkom 20. stolje¢a (Osborne 1 sur., 1917; Sherman 1 Campbell, 1928, 1935). Ovo i sli¢na
istrazivanja bavila su se problematikom tog razdoblja koje je na svjetskoj razini bilo
obiljezeno ratovima i nestaSicom hrane, te su primarno bila fokusirana na proucavanje
utjecaja pothranjenosti na usporavanje rasta i razvoja i kasnog spolnog sazrijevanja.
Prekretnica je bio rad McCaya i suradnika u kojem je prvi puta pokazano da smanjeni unos
hrane, ali koji isklju¢uje pothranjenost, odnosno kalorijska restrikcija (engl. calorie
restriction, CR), usporava rast te produljuje prosje¢an i maksimalan zivotni vijek Stakora u
odnosu na kontrolu kojoj je na raspolaganju bilo neograni¢eno mnogo hrane (McCay i sur.,
1935).

Umjesto izraza "kalorijska restrikcija” danas se predlaze koriStenje izraza “dijetalna
restrikcija” jer se pokazalo da ne utjecu sve komponente prehrane jednako na zdravlje i
dugovjecnost: tako, primjerice, ogranicenje unosa samo metionina dovodi do poboljSanja
zdravstvenog stanja i produljenja zivota testiranih miseva (Miller i sur., 2005; Masoro, 2009).
Osim samog unosa hrane, bitan je i vremenski razmak izmedu obroka: kod miSeva na
intermitentnoj prehrani (engl. intermittent fasting, IF), koja podrazumijeva gladovanje svaki
drugi dan, utvrdene su metabolicke promjene sliéne onima koje pokazuju miSevi na

svakodnevnoj KR (Anson i sur., 2003; Mattson i sur., 2003).

Unato¢ tome Sto neki evolucijski biolozi smatraju da KR, osim redukcijom pretilosti,
ne utjece na produljenje Zivotnog vijeka ljudi, u velikom broju Zivotinjskih vrsta, od kvasaca
do sisavaca, zabiljezeno je produljenje zivota (Le Bourg, 2010; Everitt i sur., 2010; Fontana i
sur., 2010). Kao izuzetno dobar model za odredivanje utjecaja KR na duljinu 1 kvalitetu Zivota
sisavaca koriste se glodavci. Redukcija dnevnog unosa kalorija od 30% do 60%, ukoliko je
zapoceta rano u zivotu, dovodi do proporcionalnog produljenja maksimalnog zivotnog vijeka
glodavaca za 30% do 60%, no nema ucinka ako se po¢ne primjenjivati nakon 550.-og dana
starosti (Masoro, 2005). Osim produljenja Zivota, ovi glodavci imaju promijenjene 1 neke
fizoloSke osobine (niza im je tjelesna temperatura), fenotipski su manji i rjede obolijevaju od
dobno-vezanih bolesti. Usporeno starenje zabiljezeno u svim organskim sustavima glodavaca
podvrgnutim KR sugerira da starenje ima multifaktorsku podlogu (McDonald i Ramsey,
2010). Ipak, tek je nedavno zapocelo sistematsko istrazivanje koje ukljucuje razlicite Ciste

linije miSeva kojima je smanjen unos energije za 40% i do sada su zabiljezena produljenja, ali
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1, neocCekivano, skrac¢enja zivotnog vijeka razlicitih linija, s time da dulje zive oni koji bolje

zadrzavaju adipozno tkivo (Liao i sur., 2010; Nelson i sur., 2011).

Studije KR na primatima, od kojih su veéina Rhesus majmuni, provode se ve¢ preko
dva desetlje¢a na tri lokacije; National Institute of Aging (NIA), Maryland, University of
Maryland i University of Wisconsin. Medijan zivotnog vijeka Rhesus majmuna iznosi 26
godina, a najdulji zivotni vijek u zatoCenistvu iznosio je 40 godina (Colman i Anderson,
2011). Dakle, iako podaci o najduljem Zzivotnom vijeku nakon 20 godina studije jo§ nisu
mogli biti poznati, neinvazivne metode poput biokemijskih analiza krvi, odredivanje sastava
tijela, tolerancije na glukozu i sl. pokazale su odgodu starenja slicnu onoj u glodavaca
(Mattison i sur., 2007). Skupina sa University of Wisconsin objavila je da u trenutku kad je
50% majmuna hranjenih ad libidum bilo zivo, isto je vrijedilo za ¢ak 80% majmuna na KR,
koji su i fenotipski izgledali mlade (Colman i sur., 2009). Osim samog produljenja zivotnog
vijeka, pokazalo se da kalorijska restrikcija ublazava dobno-vezane bolesti poput dijabetesa,
KVB, pojave tumora i demencije (Fontana i sur., 2010; Trepanowski i sur., 2011). Ipak,
nedavno je objavljeno da rezim kalorijske restrikcije, implementiran Rhesus majmunima dobi
1-17 godina u istrazivackom centru NIA u Marylandu kroz 25-godiSnje razdoblje, nije
pozitivno utjecao na produljenje Zivotnog vijeka tih majmuna, ve¢ da su za dugovjecnost
bitniji geneticka podloga te uzgoj Zivotinja i sastav hrane (Mattison 1 sur., 2012). Inace, za
razliku od glodavaca koji toleriraju veci raspon restrikcije unosa energije hranom, najve¢a KR

u majmuna moze iznositi 30% - ne mogu prezivjeti ukoliko im se unos hrane smanji 40%.

Unatoc¢ limitiranom broju znanstvenih rezultata o ucinku KR na ljude (Rochon 1 sur.,
2011), sve vise osoba prakticira kalorijsku restrikciju. Medunarodno udruzenje Caloric
Restriction Society International, koje broji preko 7000 ¢lanova, poti¢e ljude da unose 25%
manje kalorija no §to je preporucljivo kako bi zivjeli zdravije i dulje, a bitno je da
konzumirana hrana bude bogata hranjivim tvarima (Caloric Restriction Society International,
2012). Takoder, moze se birati izmedu nekoliko metoda ,.dijetalne terapije” kako bi se
postigla dugovjecnost: (1) svakodnevna KR; (2) intermitentna KR (gladovanje svaki drugi
dan); (3) stvaranje energetskog deficita kombinacijom smanjenog unosa kalorija i pojacane

potros$nje energije tjelesnom aktivnoscu.

Iako jo$ uvijek nije definitivno potvrden mehanizam djelovanja kalorijske restrikcije,
vecina istrazivaca su pobornici dviju ideja: (1) KR kroz smanjeni unos hranjivih tvari mijenja
energetiku stanice $to pozitivno utjee na dugovjecnost (McDonald i Ramsey, 2010); ili da (2)
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KR, kao stresor niskog intenziteta, aktivira neuroendokrini odgovor prezivljenja u organizmu
koji neutralizira Stetne ¢imbenike (Masoro, 2007). Naime, u plazmi miSeva i Stakora na KR
utvrdeno je povecanje koncentracije slobodnih kortikosteroida, koji imaju znacajan
protuupalni, antialergijski i antitumorski uc¢inak (Klebanov i sur., 1995). Na stani¢noj i
molekularnoj razini KR moze inducirati poja¢anu ekspresiju gena koji stanice Stite od Stetnih
agenasa (Heydari i sur., 1993). Pronadeno je i da KR pojacava autofagiju i mehanizme
endogene enzimske i neenzimske antioksidativne zastite (Cho i sur., 2003; Cuervo i sur.,
2005). Kao sto je ve¢ napomenuto prije, KR takoder suprimira mTOR signalni put 1 smatra se
da ova inhibicija ima fundamentalnu ulogu u pozitivnim efektima KR, uklju¢ujuc¢i odgodu

starenja i neurodegeneracije (Stanfel i sur., 2009).

2.3.  Geneticke studije dugovjecnosti u ljudi

S obzirom na razlike u brzini i ,,tipu“ starenja (zdravo vs. bolesno), kao i duljini
zivotnog vijeka Cak 1 kod osoba koje dijele isti okolis, postavlja se pitanje koliko 1 koji tocno
geni utjeCu na Zivotni vijek? Temeljem dosadasnjih istrazivanja doprinos nasljedne
komponente duljini zivotnog vijeka procijenjen je na 25-32% (Herskind i sur., 1996;
Hjelmborg i sur., 2006; Christensen i sur., 2006). Varijacije u rasponu moguceg utjecaja
genotipa na fenotip starenja razumljive su stoga Sto se istrazivanja provode primjenom
razli¢itih metoda: istrazuju se razni tipovi genskih varijacija, razli¢iti metabolicki procesi u
kojima sudjeluju enzimi na koje varijacije utjecu, razlike u utjecaju okoliSa (vanjskog i
unutarnjeg) kao ni trajanje tog utjecaja ne mogu se uvijek kontrolirati, a ¢esto niti ustanoviti, 1

stoga se, u biti, u istraZivanjima primijenjuju razliciti pristupi.
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2.3.1. Varijacije u ljudskom genomu

Ljudski genom sastoji se od otprilike 3x10° parova baza rasporedenih u 23 para
kromosoma: unato¢ brojnosti nukleotida, dvije slu¢ajno odabrane osobe dijele cak 99,9%
genoma, dok sa najblizim primatima, ¢cimpanzama i bonobo majmunima, dijelimo ¢ak 98,7%
genoma (Priifer i sur., 2012). Ovakav visoki stupanj sli¢nosti medu ljudima objaSnjava se time
Sto smo se tek relativno nedavno odvojili od ostalih primata te Sto je tijekom veceg dijela
svoje povijesti ljudska vrsta bila brojc¢ano mala (Harpending i sur., 1998). Upravo nam znanje
o evoluciji ¢ovjeka i Sirenju ljudske vrste po modelu ”Out-0f-Africa“ omogucuje istrazivanje i
identifikaciju genetskih varijacija koje su u podlozi fenotipa zajedni¢kog i ne-blisko srodnim

osobama (McEvoy i sur., 2011).

Genetska raznolikost medu najcescée je istrazivanim obiljezjima genoma, a varijacije
se mogu javljati u ve¢em ili manjem obimu, od velikih promjena ljudskog kariotipa do
promjena u samo jednom nukleotidu. Ukratko, veée genetske varijacije poput promjena u
strukturi kromosoma zbog rearanzmana ili translokacija, ne smatraju se bitnima pri
istrazivanju genske podloge kompleksnih poligenskih svojstava poput dugovjecnosti. S druge
strane, kraCe varijacije poput varijacija u broju kopija, varijacije u broju nasumicnih
ponavljanja (engl. variable number tandem repeat, VNTR), insercije/delecije odredenog
bloka nukleotida i varijacije u polimorfizmu jednog nukleotida (engl. single nucleotide
polymorphism, SNP) se smatraju relevantnima za ovaj fenotip (Kidd i sur., 2008). Pojam
»polimorfizam* opisuje pojavu viSe od jednog alela na genskom lokusu, a u populaciji se
mora javljati s u€estaloS¢u jednakom ili ve¢om od 1%, dok sve alele s manjom ucestalos¢u
nazivamo rijetkim mutacijama (Harris, 1980). Populacijske razlike u ucestalosti
polimorfizama posljedica su djelovanja evolucijskih sila koje oblikuju geneticko nasljede 1
Cesto se koriste kao metoda za identifikaciju osoba te kao biljezi u istrazivanjima koja se
provode u populacijskoj genetici i mapiranju gena. Naime, genski polimorfizmi nekog
zadanog gena, za koje se zna da ne utjecu direktno na funkcionalnost proteina kojeg kodira taj
gen, mogu se nalaziti u neravnotezi vezanosti gena (engl. linkage disequilibrium, LD) s
moguéim uzro¢nim polimorfizmom (engl. causal variant) te se mogu Koristiti kao njegovi
biljezi (Goldstein i Weale, 2001).

Neravnoteza vezanosti gena (LD) nesluajna je asocijacija alela na razli¢itim
lokusima. LD nastaje kao posljedica povijesnih mutacija, migracija, uéinka uskog grla ili

drugih populacijsko-genetickih dogadaja (Lander i Schork, 1994). Kada mutacija odgovorna
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za neko fenotipsko svojstvo prvi puta "ude" u populaciju kroz "novo-mutiranog” pojedinca,
ona je u LD-u sa ¢itavim genomom te osobe. Ukoliko se ta mutacija prenese u iduce
generacije, aleli na lokusima koji se nalaze neposredno uz lokus koji nosi mutaciju prenose se
na potomke zajedno s mutacijom, dok se aleli dalje od mutiranog lokusa zamjenjuju
rekombinacijom, ¢ime se LD blok skracuje (Page i Amos, 1999). Rekombinacijska stopa nije
ravnomjerno rasporedena u genomu: postoje regije s ogranicenom moguénos¢u rekombinacije
pa lokusi u ovim regijama pokazuju ve¢i LD (Nachman, 2002). Nacelo LD-a se lako moze
izuCavati zahvaljuju¢i HapMap konzorciju: u sklopu velikog internacionalnog projekta
sakupljena je zbirka milijuna polimorfizama, prikupljenih i odredenih u razli¢itim ljudskim
populacijama. Ovi podaci, koji se svakodnevno dopunjuju, javno su dostupni te
znanstvenicima omogucuju brzu identifikaciju vecéine genetskih varijacija u promatranoj
genomskoj regiji, a 1 pojednostavljuju usporedbu sli¢nih studija u istim ili razli¢itim

populacijama (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/index.html.en).
2.3.1.1. Tipovi polimorfizama

Mikrosatelitska DNK, nazvana i DNK kratkih uzastopnih ponavljanja (engl. short
tandem repeats, STR), sastoji se od jednostavnih ponavljajucih slijedova nukleotida veli¢ine
naj¢eS¢e 1-4 parova baza, koji se ponavljaju viSe puta, ali ukupna veli¢ina ponavljajuce
jedinice ne prelazi 100 parova baza. Ovi biljezi, koji se rasprSeni po svim kromosomima
javljaju svakih otprilike 10000 nukleotida, izuzetno su nestabilni i imaju visoku stopu
mutacije. Minisatelitne ili VNTR (engl. variable number of tandem repeats — varijabilni broj
nasumicnih ponavljanja) polimorfizme karakterizira ponavljanje nukleotidnih slijedova
duljine 6 parova baza u telomerama, odnosno 9 do 64 parova baza u subtelomernim regijama
unutar eukromatina, a nalaze se na svim kromosomima. Veli¢ina minisatelitne jedinice je 0,1-
20 kilobaza (kb) (Strachan i Read, 2011).

Najces¢a vrsta genskoga polimorfizma koji se odreduje u populacijskoj genetici je
polimorfizam jedne baze, SNP (engl. single nucleotide polymorphism) pri ¢emu dolazi do
supstitucije jednoga nukleotida na odredenom lokusu unutar molekule DNK. Prednost SNP-
ova je da su stabilniji od ostalih polimorfizama, a i relativno se brzo i jednostavno detektiraju
(Strachan i Read, 2011). Prema rezultatima metode cjelogenomskog sekvenciranja (engl.
whole- ili full-genome sequencing) provedene na uzorku od 179 osoba iz Cetiri razliCite

populacije, SNP se javlja jednom u svakih 200-1000 nukleotida, odnosno ukupno je odredeno
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14,4 milijuna SNP-ova (Kidd i sur., 2008), no manje od 1% ih se nalazi u kodiraju¢im

regijama.

Alu insercija je najistaknutiji ¢lan retrotranspozonske skupine kratkih ispremijeSanih
elemenata (engl. short interspersed elements, SINEs): javlja se prosje¢no ¢esc¢e nego jednom
u svakih 3 kb, $to znaci da u genomu ima 1,1 milijun Alu jedinica (Bennett i sur., 2008). Dok
ostale SINE elemente nalazimo u brojnim sisavcima, Alu jedinice mozemo nac¢i samo kod
primata. Alu jedinica duga je oko 280 pb i sastoji se od dva nasumicCna, asimetricna
ponavljanja, svako duljine od oko 120 pb, nakon kojih slijedi kratka A,/T, sekvenca (Strachan
i Read, 2011).

S obzirom da se retrotranspozicija nekih Alu jedinica jo§ uvijek odvija, one nisu
fiksirane odnosno njihova insercija na odredenim mjestima u genomu je polimorfna. To ih
¢ini upotrebljivim biljezima pri analizama populacijske strukture, pri ¢emu se zna da je

ancestralno stanje odsutnost Alu jedinice (Barbali¢ i sur., 2004).

2.3.2. Tipovi genetickih studija

U traZenju povezanosti izmedu fenotipa i genotipskih varijacija, istrazivaci uglavnom
primijenjuju asocijacijske studije, analize vezanosti gena (engl. linkage analyses, LA) i
longitudinalne kohortne studije. U analizama vezanosti gena, geni za koje se smatra da
odreduju neki fenotip ili bolest traze se unutar vece skupine bliskih srodnika: najcescée se radi
o viSe generacija neke obitelji poznatog rodoslovlja, u kojoj se istrazivano svojstvo javlja
ceS¢e nego li u opcoj populaciji. Ukoliko se primjenom ove analize utvrdi da biljezi na
odabranom lokusu prilikom mejoze segregiraju rjede nego $to se o¢ekuje za slucajne dogadaje
odnosno u manje od 50% slucajeva, zakljuCuje se da nisu neovisni nego da se nasljeduju
”vezano® (Luo 1 Wu, 2001). Kod "vezanih" lokusa dalje se ispituje mogucéa povezanost
biljega i regije koju "pokriva" sa fenotipom koji nas interesira, te eventualno mozemo dobiti
grubu lokaciju gena uzro¢nika fenotipa (Terwilliger 1 Weiss, 1998). Analize vezanosti gena
pokazale su se uspjeSnima u odredivanju gena-uzro¢nika monogenskih bolesti poput
Huntingtonove bolesti (Gusella i sur., 1983) i cisti¢ne fibroze (Kerem i sur., 1989), no zbog
poteskoa s procjenom parametara potrebnih da bi neku obitel] mogli ocijeniti
reprezentativnom 1 s prikupljanjem obiteljskog uzorka, rjede se koriste za ispitivanje genske

podloge kompleksnih bolesti.
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Asocijacijske studije se ¢esce koriste pri istrazivanju kompleksnih svojstava za koje
se vjeruje da imaju poligensku podlogu. Funkcioniraju na principu istrazivanja povezanosti
polimorfnih varijanti kandidatskog gena poznate sekvence i polozaja unutar genoma, s
odabranim fenotipom u cije je fizioloSke procese kandidatski gen ukljucen; npr., usporeduju
se ucestalosti alela izmedu dvije skupine osoba s time da se na pocetku istrazivanja utvrdi da
ispitivana skupina (engl. cases) posjeduje/pokazuje odabrani fenotip, a kontrolna skupina ga
nema (engl. case-control study). Druga opcija je da se analizira asocijacija izmedu odabranog
alela i kontinuiranog fenotipa poput kognitivnih funkcija, krvnog tlaka, koncentracije

biokemijskih biljega u serumu itd.

Ovakve studije su relativno brze i jeftine, no Cesta je zamjerka $to su u njih ukljuceni
samo geni za koje ve¢ unaprijed znamo da sudjeluju u fizioloSkom mehanizmu te u
rezultatima ne dobijamo podatke o drugim genima koji moZda jo§ znacajnije utjeCu na
istrazivani fenotip. Zbirka HapMap konzorcija 1 razvoj tehnika cjelogenomskog
genotipiziranja uveli su promjene u koncepciji genskih asocijacijskih studija: danas se
provode cjelogenomske asocijacijske studije (engl. genome-wide association study, GWAS),
pomocu kojih se traZze asocijacije s fenotipom u Citavom genomu ispitanika, a ne samo u

kandidatskom genu.

Kohortne ili longitudinalne studije (engl. prospective cohort study), ukljucuju
skupinu ljudi (kohortu) koju se kontinuirano "prati”, pregledava i prikupljaju se podaci u
pravilnim vremenskim razmacima, ¢ime se omogucava odredivanje u kojoj se dobi javlja
neko svojstvo, koje ne postoji na pocetku istrazivanja, te se prate promjene koje ono uzrokuje.
Nakon $to se utvrdi izlozenost mogucem uzroku pojave, ispitanici se dijele u dvije skupine
(ispitna skupina (izloZena) i kontrolna skupina (neizloZena)) i te se skupine prate kroz neko
vrijeme, kada se registriraju daljnji sluCajevi nastanka pojave, tj. njene incidencije u
skupinama. Ovakva istraZzivanja imaju prednost utoliko $to se u njima izbjegava ucinak
kohorte, moguce je istovremeno proucavati vise fenotipova, a zbog dugog perioda "pracenja"
zdravstvenog stanja ispitanika, na kraju su poznati svi ljudi kod kojih se razvilo ispitivano
svojstvo, kao i oni koji su zbog selektivnog mortaliteta nestali iz uzorka. Nedostatak
kohortnim studijama je S§to su tehnicki izuzetno teSke za provodenje (zbog npr. migracija

uzorka), dugotrajne i izuzetno skupe (Christensen i sur., 2006).
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2.3.3. Rezultati studija dugovje¢nosti u ljudi

Na trajanje zivota ljudi utjecu brojne determinante koje ukljucuju razli¢ite okoliSne 1
genetske ¢imbenike: iako se pokazalo da su negenetski ¢imbenici poput prehrane, kalorijske
restrikcije, tjelesne aktivnosti i dr. izuzetno bitni, procijenjeno je i da je barem 25-32%
ukupne varijabilnosti za trajanje zivotnog vijeka nakon navrsenih 60 godina zivota objaSnjivo
razlikama u genetskim polimorfizmima medu pojedincima (Christensen i sur., 2006; Bishop i
Guarente, 2007). Dokaze za genetski doprinos dugovje¢nosti pruzile su blizanacke studije,
analize vezanosti gena dugovjecnih obitelji, "case-control™ asocijacijske studije kandidatskih
gena, kao i longitudinalne studije poput npr. Danish 1905 birth cohort (Christensen i sur.,
2006; Slagboom i sur., 2011). Naravno, nepobitan dokaz snaznog utjecaja gena na starenje i

zivotni vijek su i ve¢ spomenute progerije.

U nekim obiteljima postoji jaka povezanost izmedu genetskih ¢imbenika i ocekivane
duljine trajanja zivota: u odnosu na ostale vr$njake rodene 1900. godine u SAD-u, pokazalo se
da su braca i sestre stogodiSnjaka i sami imali vecu Sansu da dozive dob od sto godina — sestre
8x, a braca ¢ak 17x (Perls i sur., 2002). Rezultati studija provedenih na jednojajcanim i
dvojaj¢anim blizancima procjenjuju da 25-30% varijacije u trajanju zZivotnog vijeka uzrokuju
genetske razlike (Herskind i sur., 1996; Gudmundsson i sur., 2000; Skytthe i sur., 2003;
Hjelmborg i sur., 2006; Christensen i sur., 2006).

Sumarno se kod dugovjecnih, zdravih ljudi, obi¢no ne javljaju najCeSce kronicne
bolesti danasnjice poput kardiovaskularnih bolesti, mozdanog udara, karcinoma, kroni¢ne
opstruktivne bolesti pluc¢a, Alzheimerove bolesti, osteoporoze, Secerne bolesti itd., a uz to
dugovjecne osobe obi¢no i fizi¢ki i mentalno dobro funkcioniraju (Willcox i sur., 2006). Osim
kandidatskih gena uklju¢enih u patofizioloSke mehanizme najeS¢ih kroni¢nih bolesti
danasnjice, potencijalni kandidatski geni za dugovjecnost su i ljudski homolozi gena za koje
je u modelnim organizmima dokazano da utjeCu na trajanje zivota, poput gena AKT,
FOXO1A, FOXO03A, GH1, IGF1 i IGFIR, ukljucenih u ve¢ spomenuti IIS signalni put
(Chung i sur., 2010; Kenyon, 2011). GenAge baza podataka momentalno broji 288
kandidatskih gena povezanih sa starenjem i preko stotinu gena testiranih na dugovjecnost u
razli¢itim populacijama 1 s razli¢itom statistickom znacajnos¢u (GenAge Database 2013).
Ipak, do danas je pronaden samo jedan gen za kojeg je u brojnim studijama kandidatskih
gena, provedenima u razli¢itim populacijama, definitivno potvrdeno da utjeCe na trajanje

zivota ljudi: to je apolipoprotein E (APOE) (Murabito i sur., 2012; Ganna 1 sur., 2013).
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Uloga APOE gena u dugovjecnosti potvrdena je 1 u cjelogenomskim asocijacijskim
studijama (GWAS) (Deelen i sur., 2011; Nebel i sur., 2011; Sebastiani i sur., 2012). Medutim,
unato¢ tome Sto je u GWAS studijama identificirano preko 2000 SNP-ova povezanih s viSe od
APOE nije se pokazao statisticki znacajnim (p<5x10'8) za izuzetnu dugovjecnost (Newman i
sur., 2010; Deelen i sur., 2011), a niti da postoje determinante razlicite starosti-pri-smrti (engl.
age-at-death) (Walter i sur., 2011). Odnosno, dva su lokusa unutar APOC1 i TOMM40 gena
pokazala statisticku znac¢ajnost, no ispostavilo se da su bili u LD-u s APOE genom (Murabito
1 sur.,, 2012). Neka od ponudenih objasnjenja zasto je teSko naci lokuse povezane s
dugovjecnoscéu su da je to zbog izuzetno kompleksne podloge dugovjecnosti ili pak zbog

slabe snage koriStenih statistickih testova (Newman i sur., 2010).
2.4. Kardiovaskularne bolesti

Kardiovaskularne su bolesti (KVB) glavni uzro€nik smrtnosti i pobola i u razvijenim i
u nerazvijenim zemljama svijeta (Lopez i sur., 2006). Ovim pojmom obuhvacéene su brojne
bolesti srca, mozga i periferne cirkulacije, poput koronorne bolesti srca (uklju¢ujuéi infarkt
miokarda), cerebrovaskularnog inzulta, arterijske hipertenzije, ateroskleroze i dr. Najcesci
uzroci smrti su infarkt srca i mozdani udar, a smrtnost od posljedica KVB ¢ini ¢ak 30%
ukupnog mortaliteta u svijetu (WHO, 2011). U Republici Hrvatskoj je taj postotak ¢ak i veci:
bolesti kardiovaskularnog sustava prepoznate su kao uzroénik smrti kod 53% osoba

preminulih 2003. godine (Hrvatski zavod za javno zdravstvo, 2004).

Iako su ranije smatrane prirodnom posljedicom starenja, danasnje je misljenje kako su
KVB u najvecoj mjeri uvjetovane Zivotnim stilom. Rezultati brojnih istraZzivanja pokazali su
da okolisni 1 biokemijski ¢imbenici rizika, ali 1 genetska predispozicija, utjecu na podloznost
razvoju KVB (Stegmayr i sur., 1997; Kuulasmaa i sur., 2000; Agarwal, 2001; Mayer i sur.,
2007). Rezultati longitudinalnih kohortnih studija pokazali su da nize vrijednosti negenetskih
¢imbenika rizika za KVB izmjerene u srednjoj Zivotnoj dobi ili ranoj starosti omogucavaju
predvidanje prezivljenja i zdravog prezivljenja do 85. godine Zivota (Terry i sur., 2005;
Willcox i sur., 2006) pa i dulje (Yates i sur., 2008; Dutta i sur., 2011). Kod vecine oboljelih
utvrdeno je istovremeno postojanje viSe ¢imbenika rizika, a rjede preteZni utjecaj samo jednog
¢imbenika. Vrlo Cesto se radi o kombinaciji genetskog predisponirajuc¢eg ¢imbenika i rizicnog
ponasanja poput npr. pusenja (Armani i sur., 2010). Prisutnost ¢imbenika rizika za KVB kod

neke osobe statisticki povecava vjerojatnost razvoja bolesti, ali ne znaci da ¢e osoba sigurno
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oboljeti i/ili umrijeti od neke od kardiovaskularnih bolesti. Jednako tako osobe kod kojih

nema rizi¢nih ¢imbenika za KVB ipak mogu oboljeti ili umrijeti od istih (Black i sur., 1999).

Cimbenici rizika dijele se na promjenjive i nepromjenjive. Nepromjenjivi, kako im i
samo ime kazuje, su Cimbenici rizika na koje se ne moze utjecati (spol, dob i genetsko
nasljede), dok u promjenjive ubrajamo hipertenziju, hiperlipoproteinemiju, pusenje, diabetes
mellitus, pretilost, nezdravu prehranu, stres i nedostatnu tjelesnu aktivnost, i sve njih mozemo

kontrolirati, lijeciti i modificirati (World Heart Federation, 2012).

2.4.1. Promjenjivi i nepromjenjivi ¢imbenici rizika za razvoj kardiovaskularnih

bolesti

Pojam "Cimbenik rizika" u literaturi se poceo spominjati objavljivanjem rezultata
longitudinalne studije Framingham Heart Study, ¢ije provodenje je zapocelo 1948. godine u
gradu Framinghamu, drzavi Massachusetts, u Sjedinjenim Americkim Drzavama. Studija je
ukljucivala gotovo 2/3 odraslog stanovniStva ovog grada, dobi 30-62 godine, a prvi rezultati,
objavljeni 1961. godine, pokazali su da hipertenzija, povisene vrijednosti kolesterola u krvi te

pusenje znacajno povecavaju rizik oboljenja od KVB (Kannel i sur., 1961).

Hipertenzija (HT), sa prevalencijom u svijetu od oko 27%, najces¢a je i najceSce
proucavana KVB, prepoznata 1 kao glavni promjenjivi ¢imbenik rizika za razvoj sranog 1
mozdanog udara, najcesS¢ih kroni¢nih bolesti danasnjice (Hajjar 1 Kotchen, 2003). Prema
smjernicama Europskog kardioloSkog sruStva i1 Europskog drustva za hipertenziju,
hipertenzija se definira kao svaka vrijednost krvnog tlaka koja premaSuje 140/90 mm Hg
(Mancia i sur., 2007). Patofiziologija nastanka HT vrlo je kompleksna s obzirom na
sudjelovanje mnoStva patofizioloskih mehanizama medu kojima su pojaana aktivnost
simpatickog Ziv€anog sustava, pojaana proizvodnja aldosterona i noradrenalina, pojac¢ano
lu€enje renina, smanjenje koli¢ine vazodilatatora poput dusi¢nog oksida i mnogi drugi (Oparil
1 sur., 2003). S obzirom na dosadasnja saznanja, mozZe se re¢i da je hipertenzija kompleksna
bolest koju zajednicki odreduju okolisni i genetski ¢imbenici te njihova interakcija (Kaplan,
1988). Hipertenzija se najcesce javlja zajedno s drugim kardiovaskularnim ¢imbenicima rizika
poput pusSenja, pretilosti, Se¢erne bolesti te poviSenih vrijednosti koncentracije kolesterola 1

triglicerida u krvi.
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PuSenje cigareta ima klju¢nu ulogu u preranoj pojavi koronarne bolesti srca,
mozdanog udara i periferne aterosklerotske bolesti (Khot i sur., 2003; Yusuf i sur., 2004;
Shah i Cole, 2010). Pusenje djeluje na proces aterogeneze na vise razina: kemijski ostecuje
endotel, izaziva aglutinaciju trombocita i nastanak mikrotromba te snizava razinu dobrog
HDL kolesterola, dok istovremeno povecava razinu $tetnog LDL kolesterola (Custovi¢ i sur.,
1995). Pusenju kao direktnom ¢imbeniku $tetnosti se, kroz bolesti srca i krvnih Zila, pripisuje
oko tre¢ine smrtnih slucajeva godiSnje (Chen i Boreham, 2002). Rizik od koronarne
ateroskleroze razmjeran je broju popusenih cigareta dnevno (Yusuf i sur., 2004), no ukoliko
bolesnici oboljeli od koronarne bolesti srca prestanu pusiti, kod njih dolazi do 36%-tnog
snizenja relativnog rizika od sveukupne smrtnosti (Critchley i Capewell, 2003), s time da nije

pronadeno da ucinak ovisi ni o dobi niti 0 spolu.

Povisene razine kolesterola i triglicerida u krvnom serumu takoder su bitni promjenjivi
¢imbenici rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti (Tyroler, 1987; Kannel, 1995; Huxley i
sur., 2002). Poremecaji metabolizma koji dovode do pojacane sinteze lipida i smanjenog
uklanjanja lipoproteina iz seruma dovode do hiperlipoproteinemije odnosno dislipidemije, a
iako su u najvecoj mjeri genetski uvjetovani, vaznu ulogu u njihovu razvoju imaju i
neadekvatna prehrana bogata zasi¢enim masnim kiselinama, prekomjerna tjelesna tezina te
smanjena tjelesna aktivnost. S obzirom da su Cestice lipida netopljive u vodi, njihov je
transport krvlju mogu¢ samo kada tvore komplekse s apoproteinima, pri ¢emu nastaju
lipoproteini koje dijelimo u nekoliko skupina: lipoproteini velike gustoce (engl. high-density
lipoproteins, HDL), lipoproteini male gustoée (engl. low-density lipoproteins, LDL),
lipoproteini vrlo male gustoce (engl. very low-density lipoproteins, VLDL) i hilomikroni.

U studiji provedenoj na muskarcima srednje dobi, pokazano je da poviSena razina
ukupnog kolesterola povecava rizik oboljenja od kardiovaskularnih bolesti (Neaton i
Wentworth, 1992). Uz to, utvrdena je linearna povezanost porasta ukupnog kolesterola za 1%
1 povecanog rizika za razvoj koronarne bolesti srca za 2%: ukupni kolesterol od 6,47 mmol/L
dovodi do dvostrukog povecanja rizika u odnosu na razinu 5,15 mmol/L, dok razina od 7,77

mmol/L dovodi do ¢ak trostrukog povecanja rizika razvoja bolesti (LaRosa i sur., 1990).

U podlozi osnovnog patofizioloskog procesa KVB-a nalazi se ateroskleroza.
Odlaganjem lipoproteina (pogotovo LDL kolesterola i lipoproteina a) u Tunicu intimu arterija
pokrece se mnostvo reakcija: od oksidacije 1 drugih modifikacija lipoproteina na koje endotel

reagira tvorbom pro-inflamatornih molekula, dolaska monocita iz krvne plazme na mjesto
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akumulacije lipida, na kojem monociti proliferiraju i diferenciraju se u makrofage, pa do
tvorbe tzv. pjenastih stanica (engl. foam cells), koje nastaju kad makrofagi "progutaju” lipide,
a koje se uklanjaju apoptozom. Lipidni sadrzaj pjenastih stanica, koji se oslobada apoptozom,
dovodi do nekroti¢kih promjena matriksa. Glatke miSi¢ne stanice, privucene citokinima i
¢imbenicima rasta koje izlu¢uju makrofagi, dalje povecavaju veli¢inu aterosklerotskog plaka
migriranjem na mjesto lezije (Lusis, 2000). Plakovi mogu tvoriti mikrotrombe, no najcesce
otezavaju protok krvi te smanjeni dotok kisika i hranjivih tvari u mozak i srce u konacnici
dovodi do nastanka sré¢anog i mozdanog udara (Stocker i Keaney, 2004). Terapija u smjeru
snizavanja razine LDL kolesterola te istododobnog poviSenja razine HDL kolesterola u
krvnom serumu, danas se redovito primjenjuje u cilju smanjenja rizika oboljenja od KVB (De
Backer i sur., 2003).

Pretilost, odnosno povecana koli¢ina masnog tkiva, definirana je preko indeksa
tjelesne mase (BMI, prema engl. body mass index), kao najsire koristenog indikatora pretilosti
koji se izradunava prema sljede¢oj jednadzbi: BMI = tjelesna teZina/tjelesna visina® (kg/m?).
Prevalencija pretilosti u znacajnom je porastu u svijetu te gotovo poprima razmjere epidemije
(Caballero, 2007). Prema standardu Svjetske zdravstvene organizacije, vrijednosti BMI-a u
rasponu 25-29.99 kg/m? smatraju se prekomjernom tjelesnom teZinom, a vrijednosti >30
kg/m? pretiloséu (WHO, 1997). Osim samog iznosa BMI-a, razlikujemo i dva tipa pretilosti;
androidni/centralan (tzv. muski tip), gdje se masno tkivo pojacano nakuplja u podrucju trbuha,
1 ginoidni (tzv. Zenski tip), gdje se masno tkivo uglavnom nakuplja u podruc¢ju kukova i

glutealne regije.

Problem s adipocitima je u tome §to oni nisu inertna skladi$ta masti, ve¢ endokrino i
metaboli¢ki aktivne stanice koje sintetiziraju hormone poput leptina, rezistina i adiponektina,
koji zatim sudjeluju u fizioloSkim 1 patofizioloskim procesima u organizmu (Yu i Ginsberg,
2005). Dakle, vec¢i broj adipocita povecava rizik za razvoj] KVB zbog toga Sto aktivno djeluje
na hiperlipidemiju, hiperkolesterolemiju i hiperglikemiju. Osim toga, ve¢i rizik postoji kod
osoba koje imaju centralni oblik pretilosti jer je to masno tkivo osjetljivije na djelovanje
lipolitickih ¢imbenika - adipokina, od potkozne masti smjeStene drugdje na tijelu, a time i
metabolicki aktivnije (Wajchenberg, 2000). Lipolizom adipocita potkoznog masnog tkiva
oslobadaju se slobodne masne kiseline (engl. free fatty acids) koje se izluuju u krvnu
plazmu, dok se slobodne masne kiseline oslobodene lipolizom visceralnih adipocita luce

direktno u portalni krvotok (Eckel i sur., 2005) gdje onda one pogoduju glukoneogenezi,
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sintezi VLDL kolesterola, smanjuju preuzimanje glukoze i uzrokuju sveopc¢u inzulinsku
rezistenciju. Inzulinska rezistencija (IR) oznacava stanje smanjene osjetljivosti stanica na
inzulin 1 njegove smanjene ucinkovitosti: ve¢ 1 najmanji porast glukoze u tijelu potice
izlu¢ivanje inzulina, no kako ga stanice ne detektiraju, stalni podrazaj na lucenje inzulina na
kraju dovodi do hiperinzulinemije. Osim §to poviSene vrijednosti inzulina u krvi djeluju
hipertenzivno i pridonose odlaganju kolesterola na endotel krvnih zila, kao i smanjenju
odstranjenja viska kolesterola iz krvi, nelijeCena inzulinska rezistencija dovodi do
intolerancije glukoze i1 s vremenom se razvija u dijabetes tip 2 (Festa 1 sur., 2006), joS§ jedan

¢imbenik rizika za KVB (Grundy i sur., 1999).

Dob je jedan od najjacih nepromjenjivih prediktora razvoja KVB: starenje izuzetno
povecava rizik od razvoja KVB. Prema rezultatima Framinghamske studije, incidencija
koronarne bolesti srca u osoba dobi 30-34 godine iznosila je 1%, a kod osoba dobi 70-74
godine ¢ak 25% (Wilson i sur., 1998). Osim prema dobi, znacajne razlike u riziku razvoja
KVB postoje i izmedu spolova: u odnosu na predmenopauzalne zene, od KVB-a ceSce
oboljevaju 1 umiru muskarci, no ulaskom Zena u menopauzu, rizik se pocinje izjednacavati, da
bi u kasnijoj dobi, nakon 75. godine zivota, KVB bile ¢es¢i uzrok pobola i smrti kod Zena
nego kod muskaraca (Reckelhoff, 2001; Tu i sur., 2009). Osim tradicionalnog tumacenja
ovakvih nalaza zahvaljuju¢i protektivnom djelovanju estrogena (Sullivan i Fowlkes, 1996), a
s obzirom da se npr. krvni tlak ne povisuje za vrijeme tranzicijske faze iz perimenopauze u
menopauzu (Luoto i sur., 2000), nego se hipertenzija kod Zena pojavljuje 5-20 godina nakon
ulaska u menopauzu (Burl 1 sur., 1995), vrlo je vjerojatno da postoje joS neki protektivni

¢imbenici osim zenskih spolnih hormona (Reckelhoff, 2001).

Povecana incidencija KVB-a unutar pojedinih obitelji pomogla je pri identifikaciji
brojnih genskih biljega za koje se smatra da su povezani s povecanim rizikom pojave KVB
(Gibbons i sur., 2004). Naime, osobe s pozitivnom obiteljskom anamnezom za KVB imaju
izrazena fenotipska i genetska obiljezja koja ih predisponiraju za razvoj KVB. Fenotipska
obiteljska obiljezja predisponiraju¢a za razvoj KVB su npr. obiteljska sklonost dislipidemiji
(Hippe i sur., 1997), poviSene vrijednosti nekih pokazatelja upale poput C-reaktivnog proteina
(Margaglione 1 sur., 2000), poremecaji hemostatskih pokazatelja (Pankow 1 sur., 2001),
hipertenzija, pretilost i Se¢erna bolest (van der Sande i sur., 2001). To€an utjecaj nasljednih
obiteljskih ¢imbenika za razvoj KVB jo$ nije utvrden, no procjenjuje se da je, npr.,

nasljednost rizika za poviSene vrijednosti krvnog tlaka na razini 30-40%, Sto znaci da je kod
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osoba s obiteljskom anamnezom rizik pojave KVB-a u ranijoj dobi vec¢i od onoga u opcoj

populaciji.

Iako nacin djelovanja joS uvijek nije u potpunosti razjasnjen, eticka pripadnost takoder
utjece na pojavu KVB. Tako, naprimjer, Afroamerikanci, u odnosu na americku populaciju
europskog porijekla, imaju gotovo najvecu prevalenciju hipertenzije u svijetu (44%), koja je
uz to glavni razlog povecane incidencije mozdanog udara u ovoj populaciji (Go i sur., 2013).
Young i suradnici (2005) smatraju da je do razlike u sklonosti ka razvoju hipertenzije, a koja
je utvrdena u razlicitim populacijama svijeta, doslo zbog selekcije koja se desila prije 50000 —
100000 godina, tijekom ekspanzije populacije iz Afrike (engl. Out-of-Africa theory). S
obzirom na ancestralno africko klimatolosko podneblje koje odlikuje vruca i vlazna klima te
oskudna dostupnost soli, pojacani apetit za soli i osiguravanje zaliha vode u organizmu
zadrzavanjem natrija bili su esencijalni za prezivljenje. Zaista, moderne populacije iz vru¢ih i
vlaznih podneblja sklonije su razvoju hipertenzije nego populacije koje zive u hladnim

podnebljima.

Osim ¢imbenika rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti, treba naglasiti da postoje i
zastitni ¢imbenici kao §to su povisene vrijednosti HDL kolesterola u krvi, redovita tjelesna

aktivnost, estrogeni i umjerena konzumacija alkoholnih pi¢a, narocito vina (Ruidavets 1 sur.,

2002).
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2.4.2. Genska podloga kardiovaskularnih bolesti

Vecina kardiovaskularnih bolesti nastaje kao rezultat medudjelovanja genetickih
¢imbenika s okoliSnim ¢imbenicima, no takoder postoje i monogenski oblici KVB koji su
mnogo rjedi. Tako su pronadeni lokusi koji znacajno pridonose specificnim ¢imbenicima
rizika za KVB, poput gena za obiteljsku hiperkolesterolemiju (mutirani LDLR gen) (Lehrman
i sur., 1985), gena za obiteljski neispravan apolipoprotein B-100 (Innerarity i sur., 1987; Soria
i sur., 1989) i sitosterolemiju (mutirani geni ABCG5 i ABCGS8) (Berge i sur., 2000; Lee i sur.,
2001). Sto se udestalosti monogenskih bolesti ti¢e, npr., mutaciju LDLR gena nosi jedna od
pet stotina osoba i jedna u milijun osoba je homozigot koji razvija tesku aterosklerozu te u
ranoj dobi pretrpi infarkta miokarda (Nabel, 2003; Watkins i Farrall, 2006). Osobe oboljele od
sitosterolemije su joS$ rjede: 2001. je bilo poznato samo stotinjak sluc¢ajeva (Lee i sur., 2001).
Medu poremecaje koji povecavaju vjerojatnost pobola od KVB spada i mutacija u genu za
faktor V Leiden, prisutna u 2-7% stanovnika sjeverne Europe: utvrdeno je da povecava rizik
pojave infarkta miokarda, mozdanog inzulta te posebno venske tromboembolije (Nabel,
2003), koja je CeS¢a i kod osoba oboljelih od homocistinurije (Naughten i sur., 1998).
Otkrivene su i monogenske bolesti koje uzrokuju poviseni krvni tlak (White 1 sur., 1997). Ova
i sli¢na otkri¢a pruzila su vrijedne informacije o bioloskim putevima i mehanizmima bolesti

koji su u pozadini mnogo ¢es$¢ih, kompleksnih kardiovaskularnih bolesti.

U razvoju kompleksnih KVB istrazuje se uloga kandidatskih gena medu kojima su,
primjerice, signalne molekule upalnih puteva ukljuc¢enih u aterosklerozu, apolipoproteini te
drugi geni ukljuceni u metabolizam lipida (Casas i sur., 2006; Watkins 1 Farrall, 2006). Medu
poznate gene ukljucene u etilogiju kompleksnih KVB spadaju apolipoproteinski geni, poput
gena za apolipoprotein E (APOE) i apolipoprotein B (APOB), geni povezani s trombozom i
hemostazom, poput fibrinogena, faktora V Leiden i protrombina, geni povezani s upalnim
procesima, poput gena za interleukin-6 (IL6) i ¢cimbenik nekroze tumora (TNF) i sl. S obzirom
da su mnogi geni i signalni putevi koji doprinose razvoju i pojavi KVB povezani i s drugim
bolestima, tako se istrazuje i npr. uloga peroksisom proliferator aktiviranog receptora y
(PPARG) i ¢imbenika transkripcije TF7L2, koji su primarno ukljuceni u etiologiju dijabetesa
tip 2 (Casas i sur., 2006; Cambien i Tiret, 2007; Arnett i sur., 2007).

Danas se genska podloga KVB najviSe istrazuje pomocu cjelogenomskih
asocijacijskih studija (GWAS), koje uglavnom potvrduju ulogu dosad otkrivenih kandidatskih
gena za KVB, ali otkrivaju i neke nove lokuse (O 'Donnell i Nabel, 2011). Tako je
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koriStenjem GWAS studija otkriveno preko 30 SNP-ova povezanih s infarktom miokarda i
koronarnom bolesti arterija, od ¢ega 13 novih, dotad nepoznatih SNP-ova za infarkt miokarda
(Schunkert i sur., 2011) i 10 novih za koronarnu bolest arterija (Kathiresan i sur., 2009).
Takoder je otkriveno 95 lokusa povezanih s barem jednom od tri skupine lipida (LDL
kolesterol, HDL kolesterol i trigliceridi), od kojih pojedina¢ne varijante imaju mali ucinak, ali
kombinacija svih 95 SNP-ova objasnjava oko 25% varijance u razini LDL i HDL kolesterola
(Teslovich i sur., 2010). Od ukupno 95 SNP lokusa za lipide, 59 je identificirano po prvi put.
Skupina istrazivaca iz konzorcija International Consortium for Blood Pressure objavila je
pronalazak 16 lokusa uklju¢enih u regulaciju krvnog tlaka, od kojih je 6 ve¢ bilo poznato, no

otkriveno je i 10 novih (Ehret i sur., 2011).
2.4.3. Kandidatski geni odabrani za ovo istraZivanje

Prije pocetka izrade ove doktorske disertacije, obavljena je temeljita pretraga literature
1 baza podataka kako bi se pronasli kandidatski geni ukljuceni u nastanak prvenstveno
kardiovaskularnih bolesti 1 odabrala nekolicina ¢ija je uloga potvrdena u neovisnim studijama.
Medu najSire istrazivanim genima c¢ija je uloga u nastanku KVB potvrdena u brojnim

studijama spadaju APOE, ACE, MTHFR i eNOS gen.
2.4.3.1. Gen za angiotenzin-pretvarajuci enzim (ACE)

Angiotenzin-pretvarajuci enzim (engl. angiotensin-converting enzyme, ACE) je drugi
enzim u kaskadi renin-angiotenzin sustava (RAS), jedne od glavnih komponenti za regulaciju
krvnog tlaka. Renin-angiotenzin sustav je koordinirana hormonalna kaskada koja kontrolira
kardiovaskularne, bubrezne i adrenalne funkcije upravljajuci ravnotezom tekucine i elektrolita
te krvnim tlakom. ACE enzim katalizira hidrolizu angiotenzina I u fizioloSki aktivan
angiotenzin 1l (vazokonstriktor), kao i katalizu bradikinina (vazodilatator). Ovi peptidi
kontroliraju krvni tlak i ravnotezu elektrolita tako Sto reguliraju tonus Zila, funkciju endotela 1

proliferaciju glatkih miSica.

Pokazalo se da koncentracija ACE enzima u krvnom serumu i tkivima u velikoj mjeri
varira ovisno o insercijsko/delecijskom (I/D) polimorfizmu veli¢ine 287 pb na dijelu introna
16 na jednom ili oba alela (Rigat i sur., 1990), te da je D alel povezan s kardiovaskularnom
patofiziologijom (Cambien i sur., 1992; Keavney i sur., 1995). lako istrazivanja koja su

slijedila nisu potvrdena u svim populacijama, danas se ACE DD genotip povezuje s
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hipertenzijom, koronarnom boles¢u srca, mozdanim udarom te dijabetickom nefropatijom
(Nawaz i Hasnain, 2008; Gard, 2010; Zhang i sur., 2012). Osim toga, nedavne su studije
otkrile ulogu RAS sustava odnosno angiotenzina Il u upalnim procesima, autoimunosti i

starenju (Benigni i sur., 2010).

24.3.2. Gen za apolipoprotein E (APOE)

Apolipoprotein E (APOE) je polimorfan glikoprotein molekularne mase ~34 kDa
sac¢injen od 299 aminokiselina, ¢lan raznolike obitelji proteinskih nosaca bitnih za tvorbu
lipoproteinskih Cestica, njihovo lucenje, transport, vezanje za ciljne stanice i metabolizam.
Kao ligand posreduje u uklanjanju aterogenih ostataka VLDL i hilomikronskih
lipoproteinskih estica iz krvi omogucéujuci im vezivanje za specificne receptore u jetri nakon
Cega slijedi endocitoza. Sintetiziraju ga brojni organi poput jetre, mozga (primarno astrociti),
koze, adipoznog tkiva i steroidogenih organa, no veé¢ina APOE proteina prisutnog u krvnoj
plazmi potjece iz jetre (Patsch 1 Gotto, 1996; Hagberg 1 sur., 2000). Identificirane su 3 glavne
izoforme, kodirane alelima E2, E3 i E4, te preko 30 sporednih, koje se uglavhom povezuju s
bolestima. E2 alel oznacava da su 112. i 158. aminokiselina cisteini, E3 alel da je 112.
aminokiselina cistein, a 158. aminokiselina arginin, dok E4 alel oznacava da su na oba lokusa
arginini. Ovaj polimorfizam daje Sest genotipova: tri homozigotna (E2/E2, E3/E3 1 E4/E4) i
tri heterozigotna (E2/E3, E2/E4 i E3/E4) (Rall i sur., 1982). Ucestalost alela razlikuje se medu
populacijama, s tim da je E3 najceS¢e prisutan alel u opéim populacijama (Mahley 1 sur.,
2009).

Razli¢iti aleli imaju razli¢it afinitet te se tako E2 1 E3 izoforme ¢eS¢e vezu uz HDL
kolesterol, dok E4 izoforma ima vecu sklonost za vezivanje VLDL cestica (Dong 1 sur.,
1994), sto dovodi do znacajnih razlika u koncentraciji kolesterola u krvi. Nositelji alela E2, u
odnosu na E3E3 homozigote, imaju niZi ukupan kolesterol i LDL kolesterol, no vecu
koncentraciju apoE proteina u serumu, dok nositelji €4 alela imaju vecu koncentraciju
ukupnog kolesterola i manju koncentraciju proteina od svih ostalih kombinacija. Kod nositelja
razli¢itih alela utvrdena je i razlika u incidenciji koronarne bolesti srca, ateroskleroze,
Alzheimerove bolesti, mozdanog inzulta pa ¢ak i sposobnosti oporavka nakon traumatske
ozljede mozga (Drenos i Kirkwood, 2010). Tako E4 varijanta pokazuje jaku povezanost s
povecanim rizikom za koronarnu bolest srca i Alzheimerovu bolest, dok nositelji E2 alela

imaju vecu vjerojatnost dozivjeti duboku starost.
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2.4.3.3. Gen za endotelnu sintazu dusi¢nog oksida (eNOS)

Endotelne stanice, koje oblazu stijenke krvnih zila, nisu samo permeabilna barijera
izmedu krvi i stijenke zila, ve¢ luCenjem razli¢itih vazokonstriktivnih i1 vazodilatativnih
¢imbenika, inhibitora i promotora rasta pomazu u odrzavanju homeostaze, a imaju i
antiupalno djelovanje. Najjaci endogeni vazodilatator je dusi¢ni oksid (engl. nitric oxide,
NO), signalna molekula koja osim regulacije vaskularnog tonusa inhibira agregaciju
trombocita, adheziju leukocita na stanice endotela 1 omogucéava oCuvanje funkcije prastanica
endotela (engl. endothelial progenitor cells) (Puca i sur., 2012.) Osim toga duSi¢ni oksid

modulira i metabolizam glukoze te sekreciju inzulina (Mehrab-Mohseni i sur., 2011).

Dusi¢ni oksid nastaje iz L-arginina i molekularnog kisika u procesu koji kataliziraju tri
enzima - sintaze duSi¢nog oksida (engl. nitric oxide sythase, NOS) (Furchogott, 1990).
Istrazivana je uloga nekih varijanti alela endotelnog NOS (eNOS) gena u razli¢itim bolestima
poput dijabetesa tip 2, inzulinske rezistencije, hipertenzije, dislipidemije, pretilosti i
metabolickog sindroma, no dobiveni rezultati nisu konzistentni. VNTR polimorfizam introna
4 gena za eNOS, u kojem se sekvenca duzine 27 pb ponavlja Cetiri (alel a) ili pet puta (alel b),
znacajno je povezan s koncentracijom NO-a u krvi (Wang i sur., 1997), a utvrdena je i
povezanost ovog polimorfizma s hipertenzijom, koronarnom bolesti srca i infarktom
miokarda, koronarnim spazmom, dijabetickom retinopatijom 1 dijabetickom nefropatijom

(Wang i Wang, 2000; Ezzidi i sur., 2008; Mehrab-Mohseni i sur., 2011).
2.4.3.4. Gen za metilentetrahidrofolat reduktazu (MTHFR)

Metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) vazan je enzim u metabolizmu
homocisteina koji katalizira demetilaciju 5,10-metilentetrahidrofolata u prevladavajuci
cirkuliraju¢i oblik folata u krvi, 5-metiltetrahidrofolat. Osim u metabolizmu homaocisteina,
MTHFR je neophodan i u metabolizmu tetrahidrofolata, biosintezi S-adenozilmetionina i
nukleinskih kiselina, neurotransmitera te za pravilan razvoj embrija (Klotz i sur., 2010).
Tockasta mutacija C667T gena za MTHFR uzrokuje pad enzimske aktivnosti MTHFR-a i
smanjenje remetilacije homocisteina (za koju je uz samu mutaciju zasluzan i nedostatak folne
kiseline i1 vitamina B12) uslijed ¢ega dolazi do nakupljanja serumskog homocisteina, tzv.
hiperhomocisteinemije. Jo§ je 1969. godine McCully prvi put povezao poviSenu razinu
homocisteina s patogenezom ateroskleroze, $to su potvrdila i kasnija istrazivanja te se danas

polimorfizam 667TT smatra ¢imbenikom rizika za razvoj KVB (McCully i sur., 1969;
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Rothenbacher 1 sur., 2002). Osim toga nadena je povezanost iste mutacije i s bolestima poput
karcinoma prostate (Bai i sur., 2009), karcinoma Zeluca (Galvan—Portillo i sur., 2010),
epilepsije (Dean i sur., 2008) te shizofrenije (van Winkel i sur., 2010). Prevalencija ovog
polimorfizma je relativno visoka u op¢oj populaciji: u autohtonim europskim populacijama

krece se u rasponu od 5 do 16% (Brattstrom i sur., 1998a).
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3. ISPITANICI | METODE

Doktorska disertacija je izradena na Institutu za antropologiju u sklopu projekta
«Kompleksna obiljezja i zdravlje stanovnistva od djetinjstva do duboke starosti» (196-
1962766-2747), voditeljice prof. dr. sc. Nine Smolej Naranci¢. U okviru navedenog projekta
osmis$ljena su i, u suradnji s Centrom za gerontologiju Zavoda za javno zdravstvo ,,Dr.
Andrija Stampar“, provedena terenska istrazivanja osoba starosti 80 i vise godina u 13
domova za starije i nemo¢ne osobe s podrucja Grada Zagreba i Zagrebacke zupanije, u
razdoblju od rujna 2007. do sije¢nja 2009. godine. Svi ispitanici u studiji su sudjelovali
dobrovoljno, davs$i pri tome pisani informirani pristanak. Eticko povjerenstvo Instituta za
antropologiju dalo je dopusnicu za provodenje istrazivanja te odobrilo izradu ove disertacije

bas kao 1 Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Op¢i cilj ovih antropoloskih i epidemioloskih istrazivanja bio je usmjeren ka
proucavanju procesa starenja trazenjem mogucih genetskih 1 okoliSnih ¢imbenika koji
doprinose zdravom starenju, odnosno, dostizanju duboke dobi uz odrZzanu samostalnost i

pokretnost te $to manje zdravstvenih poteskoca.

3.1 Uzorak

U istrazivanju su sudjelovale 344 osobe dobi 80 i vise godina (srednja dob 88,33+3,52
god), od ¢ega 87 muskaraca (25,2%) i 257 zena (74,8%). Omjer muskaraca prema Zenama U
nasem uzorku iznosi 1:3, §to je u skladu s rezultatima Popisa stanovni$tva iz 2001. godine za
populaciju osoba dobi 80 i vise godina. Prosje¢na dob muskaraca iznosila je 88,51+3,70

godina i nije se znacajno razlikovala od prosje¢ne dobi zena (88,26+3,46 god.).

Sve osobe starije od 80 godina, koje su u razdoblju 2007.-2009. bili stanari 11 domova
za starije i nemocne osobe Ciji je osniva¢ Grad Zagreb i dva privatna doma s podrucja
Zagrebacke zupanije, pozvane su da sudjeluju u istrazivanju. S obzirom da je 2009. usluge
domova za starije i nemocne Koristilo 4583 korisnika starih 65 i vise godina, ova studija je
ukljucila 7,5% ukupnog domskog stanovnistva (Tomek-Roksandi¢, 2009). S obzirom da na
podrucju Zagreba zivi 7765 osoba starih 85 i vise godina (Popis stanovnistva, 2001), ova
studija obuhvaca 4,4% svih gradana Grada Zagreba te dobne skupine. Osobe duboke starosti
(dob od 85 i viSe godina) ¢ine 6,69% stanovnistva Grada Zagreba dobi 65 i vise godina. Kada

bismo ovaj dobni omjer preslikali na stanare u domovima za starije i nemo¢ne, o¢ekivali
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bismo da 307 korisnika domova bude staro 85 i viSe godina, a nasih je ispitanika te dobne
skupine bilo ¢ak 309.

Domovi ¢€iji su Sti¢enici ukljuceni u ovu studiju bili su:
Dom za starije i nemo¢ne osobe Centar
Dom za starije i nemoéne osobe Dubrava
Dom za starije i nemo¢ne osobe Ksaver
Dom za starije i nemoc¢ne osobe Maksimir
Dom za starije i nemo¢ne osobe Medvescak
Dom za starije i nemo¢ne osobe Park

Dom za starije i nemo¢ne osobe PeS¢enica
Dom za starije i nemo¢ne osobe Sveta Ana
Dom za starije i nemo¢ne osobe Sveti Josip
Dom za starije i nemo¢ne osobe TreSnjevka
Dom za starije i nemoéne osobe Trnje
Caritas dom za starije i nemoc¢ne Vrbovec

Dom sestre Mace (Pojatno)

3.2 Varijable koriStene u istraZivanju

Kod svakog ispitanika provedena su antropometrijska mjerenja (visina 1 tezina tijela,
opseg struka, opseg trbuha, kozni nabori, itd.), mjerenje krvnog tlaka, ultrazvucna
denzitometrija petne kosti, biokemijske analize seruma (ukupni kolesterol, HDL kolesterol,
LDL kolesterol, trigliceridi, glukoza nataste) te molekularno-geneticke analize kandidatskih

gena za kardiovaskularne bolesti.

U suradnji s Centrom za gerontologiju Zavoda za javno zdravstvo ,,.Dr. Andrija
Stampar“, razvijen je Upitnik za osobe duboke starosti, koji je obuhvatio pitanja o
demografskim karakteristikama ispitanika, obiteljskim migracijama, stupnju obrazovanja,
uvjetima i kvaliteti zivota, hobijima i navikama, kao i 0 radnom stazu, financijskoj situaciji,
prehrambenim i pusackim navikama, tjelesnoj aktivnosti, zdravstvenim problemima i upotrebi
lijekova te o reproduktivnom statusu. Za procjenu stanja uhranjenosti u Upitnik za osobe
duboke starosti uklopljen je standardni upitnik Minimalne procjene stanja uhranjenosti (Mini
Nutritional Assessment) (Guigoz i sur., 1996; Guigoz i Vellas, 1997; Vellas i sur., 1999).
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Vecéina ispitanika (92,7%) je bila bez jacih kognitivnih oStecenja, Sto je zakljuceno
prema rezultatu psihometrijskog testa Mini Mental State Examination (MMSE), tzv.
Minimental skoru (MMS) koji je iznosio 18 ili vise bodova od maksimalno 30 (Folstein i sur.,
1975; Tombaugh i Mcintyre, 1992), no bez obzira na MMS, svi su ispitanici ukljuceni u ovu
studiju. Kod 19 osoba (4 muskarca i 15 Zena) nije bilo moguce izvaditi krv ili izolirati DNK

za molekularno-geneticke analize te je finalni uzorak sadrzavao 325 osoba.

Mjerenje krvnog tlaka provedeno je u sjedecem polozaju od strane iskusnog i
educiranog ispitivaca upotrebom zivinog tlakomjera. Drugo mjerenje krvnog tlaka uzeto je
kao vjerodostojno i to nakon §to je ispitanik prethodno sjedio 10-15 minuta. Mjerenje je
provedeno u skladu sa smjernicama Europskog drustva za hipertenziju (Mancia i sur., 2007).
Tlak pulsa izmjeren u stanju mirovanja (engl. resting pulse pressure) vec¢i od 40 mm Hg u
kvalitativnim je varijablama tretiran kao ¢imbenik rizika za KVB s obzirom da se smatra

Stetnim jer je povezan sa suzenim arterijama koje ubrzavaju starenje organa (Al-Omer, 2010).

Antropometrijsko mjerenje (tzv. «kratka antropometrija») provedeno je prema
standardnom IBP protokolu (engl. International Biological Programme; Weiner i Lourie,
1981). Za 19 ispitanika, kod kojih nije bilo moguée vjerodostojno izmjeriti visinu tijela, ista je
procijenjena iz duljine potkoljenice (Tomek-Roksandi¢, 2009) prema metodi koju je razvio
Chumlea sa suradnicima (1985). Indeks tjelesne tezine (engl. body mass index, BMI)
izraCunat je kao omjer tezine u kilogramima (kg) i1 kvadrata visine tijela u metrima (m?). BMI,
kao ni opseg struka, s obzirom na promjene koje se dogadaju starenjem (gubitak miSi¢ne mase
abdomena, a nakupljanje masnog tkiva u abdomenu, zadrzavanje tekucine itd.) se ne smatraju
dobrim pokazateljima pretilosti kod starijih osoba. Uz izuzetak pothranjenosti, u osoba
duboke starosti se vrijednosti BMI-a do 30 kg/m® nisu pokazale zdravstveno-rizi¢nim
¢imbenikom (Tomek-Roksandi¢, 2009). Stoga je kao direktni pokazatelj pretilosti odabrana
suma koznih nabora pri ¢emu je u kvalitativnim analizama vrijednost iznad 66. percentila

sume koznih nabora tricepsa i subskapularno oznacena kao rizi¢na.
Pusacki status odreden je kvalitativno (pusac, bivsi pusac, nepusac).

Samo dio prikupljenin podataka koristen je za potrebe ove studije, a odabrane
kvantitativne i kvalitativne varijable prikazane su u Tablici 3.1. Osim kratice i opisa varijabli
te na¢ina Sifriranja kod kvalitativnih varijabli, prikazan je i nacin izracuna razli¢itih indeksa

kada se radilo o kvantitativnim varijablama.
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Tablica 3.1. Lista koriStenih kvantitativnih i kvalitativnih varijabli te indeksa: uz svaku

varijablu navedeno je je li rije¢ o originalnoj (Tip =1) ili izvedenoj varijabli (Tip = 2) te je

navedena Kkratica, pun naziv kao i nacin Sifriranja varijable.

Tip Kratica
1 Spol
DOB
2 deci_dob
2 dob 90
2 dob 95
KRVNI TLAK
1 sistol
1 dijastol
2 tlak pulsa
1 tlak
2 ht
2 puls_ K
2 sist_140
2 sist_160
2 dija_90
2 dija_95

Varijabla Mjerna jedinica/Sifra

Spol 1 = muskarci, 2 = zene

= datum ispitivanja — datum

Decimalna dob )
rodenja

1 = mladi od 90 godina

Dob — 2 kategorije 2 = stari 90 i vise godina

1 = mladi od 95 godina

Dob — 2 kategorije 2 = stari 95 i vi$e godina

Sistoli¢ki krvni tlak (mm Hg)
Dijastolicki krvni tlak (mm Hg)
Sistolicki — Dijastolicki krvni
tlak
Hipertenzija (prethodno
lijeCena)

Utvrdeno bilo koje od
sljedeceg: Sistolicki > 140 mm = Sistolicki > 140 ili Dijastolicki >
Hg 1/ili Dijastoli¢ki > 90 mm 90 ili lijecena hipertenzija

Hg i/ili lijecena hipertenzija

1=ne, 2=da

1 = sistol-dijastol < 40 mmHg
2 = sistol-dijastol > 40 mmHg
1 = Sistolicki < 140
2 = Sistolicki > 140
1 = Sistolicki < 160
2 = Sistolicki > 160
1 = Dijastolicki < 90
2 = Dijastolicki > 90
1 = Dijastolicki < 95
2 = Dijastolicki > 95

Tlak pulsa u 2 kategorije
Sistoli¢ki tlak > 140 mm Hg
Sistolicki tlak > 160 mm Hg
Dijastoli¢ki tlak > 90 mm Hg

Dijastolicki tlak > 95 mm Hg
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2

ht 4K

ht_3K

real_ht

ht160_95
ht140_90

ht120_80

Kao ht 4K samo Stosu 1.1 2.
kategorija spojene u jednu

1 = manje vrijednosti tlaka od
navedenih pod «2» uz
neuzimanje lijekova za

hipertenziju

1 = manje vrijednosti tlaka od

navedenih pod «2»

1 = manje vrijednosti tlaka od
navedenih pod «2»

1 = manje vrijednosti tlaka od
navedenih pod «2»

1 = Sistolicki < 120 i
Dijastolicki < 80
2 = Sistolicki 121-140 ili
Dijastolicki 81-90
3 = Sistolicki 141-160 ili
Dijastolicki 91-100
4 = Sistoli¢ki > 160 ili Dijastoli¢ki
> 100
1 = Sistolicki < 140 i
Dijastolicki < 90
2 = Sistolicki 141-160 ili
Dijastolicki 91-100
3 = Sistolicki > 160 ili Dijastolicki
> 100

2 = Sistolicki > 160 ili Dijastolicki
> 95 ili lijeCena hipertenzija

2 = Sistolicki > 160 ili Dijastolicki

FENOTIPOVI ZA KARDIOVASKULARNE BOLESTI

1
1

1

2

2

Inzult
Infarkt

Angina pectoris

Zdravstvena anketa
Zdravstvena anketa
Zdravstvena anketa

Zdravstvena anketa — ispitanik

Infarkt+Angina ' boluje od infarkta miokarda ili

Infarkt+Inzult

KVB

MORFOLOGIJA

1

1

Visina

Tezina

od angine pectoris

Zdravstvena anketa — ispitanik
boluje od infarkta miokarda ili
od mozdanog inzulta

Zdravstvena anketa — ispitanik
je bolovao ili boluje od bilo
koje kardiovaskularne bolesti

(infarkt miokarda 1/ili mozdani

inzult i/ili angina pectoris)

Visina tijela (mm)

Tezina tijela (kg)

> 05
2 = Sistoli¢ki > 140 ili Dijastolicki
>90
2 = Sistoli¢ki > 120 ili Dijastolicki
>80
l=ne, 2=da
l=ne, 2=da
l=ne, 2=da
l=ne, 2=da
l=ne, 2=da
1=ne, 2=da
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Kn_tri
Kn_sub

Op_trb
Op_bok

WaistHip

Suma_kn

Sumakn_K

BMI

BMI_3K

BMI_who

BMI_4K

BMI_25
BMI_30

WaistHip_K

Struk_3K

Struk_EU

Kozni nabor tricepsa (0,1 mm)

Kozni nabor subskapularno
(0,2 mm)

Opseg trbuha (mm)
Opseg bokova (mm)
Opseg struka / Opseg bokova

Kozni nabor tricepsa + Kozni
nabor subskapularno (mm)

Postotak masnog tkiva u
odnosu na 66. centil sume
koznih nabora

1 = ispod 66,4-tog percentila
2 = iznad 66,4-tog percentila

Tezina / visina® (kg/m?)

1 = BMI < 18,49 kg/m®
2 = BMI 18,50 — 29,99 kg/m?
3 = BMI > 30 kg/m*

Vrijednosti BMI podijeljene u 1 = BMI < 24,99 kg/m*
kategorije prema WHO 2 = BMI 25,00 - 29,99 kg/m?
standardu 3 = BMI > 30 kg/m®

1= BMI < 18,5 kg/m?
2 = BMI 18,5 — 24,99 kg/m?
3 = BMI 25,00 - 29,99 kg/m?
4 = BMI > 30 kg/m’

1 = BMI < 25 kg/m?
2 = BMI > 25 kg/m®

1 = BMI < 30 kg/m®
2 = BMI > 30 kg/m®

1 = Waist/Hip < 0,80
2 = Waist/Hip > 0,80

Zene:

1 = Opseg struka < 80 cm
2 = Opseg struka 80 — 88 cm
3 = Opseg struka > 88 cm
Muskarci:

1 = Opseg struka < 94 cm
2 = Opseg struka 94 — 102 cm
3 = Opseg struka > 102 cm
Zene:

1 = Opseg struka < 80 cm
2 = Opseg struka > 80 cm
Muskarci:

1 = Opseg struka < 94 cm
2 = Opseg struka > 94 cm
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BIOKEMIJA

1

Kolesterol
HDL_kole

LDL_kole
Trigliceridi
Glukoza
Index
Vitamin B12
Zeljezo

Kolest_ K

HDL_K

Triglic_K
GUK_K
LDL_K

VitB12_K

GENETSKI PODACI

1

1

1

1

eNOS_VNTR

eNOS _4a

eNOS_5b

MTHFR_C667T

Ukupni kolesterol u krvi
(mmol/L)

HDL kolesterol u krvi
(mmol/L)

LDL kolesterol u krvi
(mmol/L)
Trigliceridi u krvi (mmol/L)

Glukoza nataste u krvi
(mmol/L)

Indeks ateroskleroze = LDL/HDL

Koncentracija vitamina B12 u
Krvi

Koncentracija zeljeza u krvi

1 = kolesterol < 5,0 mmol/L
2 = kolesterol > 5,0 mmol/L

Zene: 1 =HDL > 1,2 mmol/L
2=HDL < 1,2 mmol/L
Muskarci: 1 =HDL > 1,0 mmol/L
2 =HDL < 1,0 mmol/L

1 = trigliceridi < 1,7 mmol/L
2 = trigliceridi > 1,7 mmol/L
1 = glukoza < 6,4 mmol/L
2 = glukoza > 6,4 mmol/L

1=LDL < 3,0 mmol/L
2=LDL > 3,0 mmol/L

1 = optimalne vrijednosti, 2 = 1 =B12 > 148 pmol/L
nedostatak 2 =B12 < 148 pmol/L

44 = aa
45 =ab
55 =bb

1=55
2 =45, 44
1=44
2 =45, 55
11=CC
12=CT
22=TT
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1 MTHFR_C 1=17

2=CT,CC
1=CC

1 MTHFR_T 2 eT T
1=DD

1 ACE_ID 2=1D
3=11
1=1I

1 ACE D 21D, DD
1=DD

1 ACE_| 2= 1b 1
L 11=CC

1 APOE_152 ;:g:@f 12=CT
ST 22=TT

A 11=CC

1 | APOE 290 ;:g:éf 12=CT
-IENY 22=TT

44 = Arg(152) & Arg(290)
34 = ArgCys(152) & Arg(290)
24 = ArgCys(152) &
1 APOE ArgCys(290)

44 = E2-0 & E3-0 & E4-1
34 =E2-0 & E3-1 & E4-1
24 =E2-1 & E3-0 & E4-1

genotipovi 33 = Cys(152) & Arg(290) 33 f E2-0 & E3-1 & E4-0
- 23 =E2-1 & E3-1 & E4-0
23 = Cys(152) & ArgCys(290) 99 = E9-1 & E3-0 & E4-0
22 = Cys(152) & Cys(290)
_ 2 = APOE_genotip 22 ili 23 ili 24,
! E2_alel E2 = Cys(152)+Cys(290) za ostale APOE genotipove =1
_ 2 = APOE_genotip: 23 ili 33 ili 34,
! E3_alel E3 = Cys(152)+Arg(290) za ostale APOE genotipove =1
_ 2 = APOE_genotip: 24 ili 34 ili 44,
1 E4_alel B4 = Arg(152)+Arg(290) za ostale APOE genotipove = 1
PUSACKI STATUS
2 Pusenje_2k Pusac 1 =ne pusi; 2 = pusi
1 = nikada nije pusSio; 2= bivsi
2 Pusenje_4k pusac; 3 = pusi; 4= povremeno

pusi
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3.3  Laboratorijske analize

3.3.1 Biokemijske analize

Biokemijska odredivanja koncentracije glukoze, HDL kolesterola, LDL kolesterola,
ukupnog kolesterola, triglicerida, folata i vitamina B12 u krvi ispitanika provedena su u
akreditiranom medicinsko-biokemijskom laboratoriju. Koncentracije glukoze u krvi odredene
su metodom heksokinaze, koncentracije HDL kolesterola metodom indirektne
imunoinhibicije, koncentracije ukupnog kolesterola enzimatskom metodom, koncentracije
triglicerida GPO metodom, dok su vrijednosti LDL kolesterola izracunate raCunski. Ove

koriStene metode primjenjuju se prema preporukama Komore medicinskih biokemicara.

3.3.2 lzolacija DNK iz pune krvi

Svakom ispitaniku izvadeno je 10 ml periferne krvi. Izolacija DNK iz leukocita
izvrSena je na Odjelu za molekularnu genetiku, forenzi¢nu antropologiju 1 analizu drevne
DNA (laboratorij) Instituta za antropologiju primjenom metode isoljavanja (engl. salting out)
koju su uveli Miller i suradnici (1988). Postupak izolacije odvija se u dvije faze.

1. dan: 10 ml pune krvi izliveno je u plasti¢nu epruvetu (BD Falcon) i nadopunjeno s 3
volumena pufera za hemolizu (1x). Sadrzaj epruvete je promijeSan laganim okretanjem
epruvete, inkubiran 20 minuta na ledu (-20°C), a zatim centrifugiran 10 minuta na +4°C pri
4000 rpm (Heraeus Multifuge 3L, Kendro). Supernatant je pazljivo odliven kako bi na dnu
epruvete ostao sacuvan sloj leukocita. Zatim je u epruvetu dodano 10 ml pufera za hemolizu
(1x), nakon Cega je talog udaranjem epruvete kartonskim tuljcima usitnjen (razmrvljen) u
puferu. Epruveta s razmrvljenim leukocitima centrifugirana je 10 minuta na +4°C pri 4000
rpm, nakon ¢ega je sterilnim jednokratnim pipetama odstranjen supernatant. U svaku epruvetu
s talogom dodano je 3 ml SE-LIZA-pufera 1x NLB nakon cega je talog snazno izmijeSan
tijekom 2 sekunde. MjeSavini je zatim dodano 200 ml pronaze, a potom 400 ml 10% SDS-a.

Mjesavina je inkubirana 2-5 dana na 37°C.

2. dan: Nakon dodavanja 1 ml zasi¢ene otopine NaCl, pristupilo se snaznom mije$anju
(na vortex mjesalici) u trajanju od 10-ak sekundi te centrifugiranju u trajanju od 10 minuta na
3000 rpm. Nakon centrifugiranja vodeni viskozni sloj (gornji sloj) prenesen je Sirokom
Pasteurovom pipetom u €istu epruvetu. Potom su dodana dva volumena hladnog apsolutnog

etanola (96%). Tijekom laganog rotiranja epruvete dolazi do precipitacije DNK. Precipitirana
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DNK je Pasteurovom pipetom prenesena u mikroepruvetu u koju se dolilo par kapi hladnog
etanola (70%), nakon ¢ega je uslijedilo kratko centrifugiranje na 13000 rpm. Potom je alkohol
izliven, a mikroepruveta ostavljena otvorena dok se DNK nije osuSila. Nakon susenja DNK je
otopljena u 250 ml H,0. Potpuno otopljena DNK je pohranjena na +4°C. Prilikom izolacije

DNK koristene su sljedecée otopine:

= 10x pufer za hemolizu (82,9 g 155 mM NH,CI; 10,0 g 10 mM KHCOg3; 3,72 g 1ImM
Na,EDTA,; nadopunjeno s dH,O do 1 L, pH 7,4; ¢uvano na +4);

» SE-LIZA-PUFER 10X (12,1 g 10 mM TRIS-HCI; 43,83 g 75 mM NaCl; 89,33 g 24
mM Na,EDTA; nadopunjeno s dH,O do 1 L, pH 8,0; sterilizirano i ¢uvano na sobnoj
temperaturi);

= zasi¢ena otopina NaCl (35 g NaCl nadopunjeno do 100 ml sterilnom destiliranom
vodom);

= PRONAZA Boehringer (na 1 g pronaze dodano je 50 ml H,0O; autodigestija 2 sata na
37°C; alikvotirano po 1ml; ¢uvano na -20°C);

= 10% SDS (50g SDS nadopunjeno do 500 ml sterilne vode; ¢uvano na sobnoj

temperaturi).

Koncentracija izolirane DNK odredena je na NanoDrop 1000 spektrofotometru u
vlasni$tvu Katedre za medicinsku kemiju 1 biokemiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u

Splitu.
3.3.3 Genotipizacija

Prije samog odredivanja polimorfizama istraZzivanih lokusa, odabrani fragmenti DNK
su umnozeni metodom lanc¢ane reakcije polimerazom (PCR — engl. polymeraze chain
reaction), na instrumentu GeneAmp System 9600 (Applied Biosystems) u volumenu od 15 pl

prema sljede¢im uvjetima:

a) PCR smjesa

PCR pufer (Solis Biodyne) 1x

MgCl; (Solis Biodyne) 2,5mM
dNTP (Applied Biosystems) 0,1 mM
Pocetnica 1 0,2 uM
Pocetnica 2 0,2 uM
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Taq polimeraza (Solis Biodyne) 0,05 U/ul
DNK 2ng/ul

b) uvjeti umnazanja

95°C 5 min.

94°C 1 min4

53°C 1 min. |-15 ciklusa
72°C 1 min.4

94°C 1 minq

50°C 1 min. |- 15 ciklusa
72°C 1 min-

72°C 10 min

4°C 0

Produkti umnozeni reakcijom PCR provjereni su na agaroznom gelu metodom
elektroforeze, a veli¢ina produkata je utvrdena usporedbom s alelnom ljestvicom (Gene Ruler

- 100 bp DNK Ladder, Fermentas).
A) Detekcija polimorfizma Alu ACE gena

Pocetnica 1 (MWG-Biotech)

5'-CTG GAG ACCACT CCCATCCTT TCT-3
Pocetnica 2 (MWG-Biotech)

5-GAT GTG GCCATCACATTCGTC AGAT-3

ACE Alu polimorfizam se ispoljava u obliku insercije ili delecije fragmenta veli¢ine
300 parova baza, koji je detektiran elektroforezom (25 min, 80V) na 2%-tnom agaroznom

gelu.
B) Detekcija polimorfizma C667T MTHFR gena (rs1801133)

Pocetnica 1 (Invitrogen)

5-TGA AGG AGAAGG TGTCTGCGG GA -3’
Pocetnica 2 (Invitrogen)

5'-AGG ACGGTGCGG TGAGAGTG-3'
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Kod navedenog lokusa istrazivan je polimorfizam jedne baze koji se detektira
restrikcijskom reakcijom. Dobiveni PCR produkti veli¢ine 198 pb podvrgnuti su djelovanju
restrikcijskog enzima Hinfl (Takara Bio Inc) prema uputama proizvodaca. Polimorfizam je
odreden prisutnoscu restrikcijskog mjesta (alel T), odnosno odsutnos¢u istog (alel C) Sto je
detektirano elektroforezom (30 min, 80V) na 3%-tnom agaroznom gelu: kod nositelja alela T
nakon djelovanja enzima Hinfl na gelu se vidi fragment veli¢ine 175 pb (manji fragment

veli¢ine 23 pb se ne vidi), dok se kod nositelja C vidi nepocijepani fragment veli¢ine 198 pb.
C) Detekcija polimorfizma VNTR eNOS gena

Pocetnica 1 (Applied Biosystems)

5'FAM -AGG CCC TAT GGT AGTGCCTTT -3
Pocetnica 2 (Invitrogen)

5-TCTCTT AGT GCT GTG GTC AC -3'

Navedeni polimorfizam se ispoljava kao promjena u broju ponavljajucih jedinica
veli¢ine 27 parova baza. Dobiveni PCR produkti detektirani su na aparatu ABI Prism 310
DNK Genetic Analyzer (Applied Biosystems) prema sljede¢em protokolu: za svakog ispitanika
uzeto je 2 pul PCR produkta koji su pomijesani s 12 pl formamida (Hi-Di Formamide -
Applied Biosystems) i 0,5 ul standarda za odredivanje veli¢ine fragmenta (GeneScan-500 Rox
Size Standard - Applied Biosystems). Uzorci su podvrgnuti postupku denaturacije u trajanju
od 5 minuta na 95°C, a zatim postupku smrzavanja u trajanju od 3 minute na -20°C; okomita
kapilarna elektroforeza odvijala se pri 60°C, 15 kV, 8 pA i snazi lasera od 9.9 mW. Duzina

alela odredena je pomocu programa GeneScan Analysis 3.7.

D) Detekcija dvaju polimorfizama unutar eksona 4 APOE gena (rs429358 i rs7412)

Pocetnica 1 (Invitrogen)

5-TAAGCT TGG CACGGC TGT CCAAGG A -3
Pocetnica 2 (Invitrogen)

5-ACAGAATTC GCCCCGGCCTGG TACAC-3'

Unutar eskona 4 APOE gena na dva lokusa istrazivani su polimorfizmi jedne baze,
koji su detektirani metodom SNaPshot istovremeno sa jo§ 8 polimorfnih lokusa koji nisu
ukljuceni u ovaj rad. U svaki je PCR produkt u omjeru 2:5 dodana smjesa enzima Exol i SAP

te su procisS¢eni u instrumentu GeneAmp System 9600: 60 minuta na 37°C i 15 minuta na

54



75°C. Nakon toga je pomocu reagensa SNaPshot Multiplex Kit (Applied Biosystems), prema
uputama proizvodaca, napravljena SNaPshot reakcijska smjesa. U SNaPshot smjesi pocCetnica
(10x primer mix) nalazilo se 10 pocetnica razli¢ite duzine, a koncentracija svake pocetnice

iznosila je 0,2 pmol/ul.

Za lokus 15429358 koristena je pocetnica 5' — GCG CAG GCC CGG CTG GGC GCG
GAC ATG GAG GAC GTG -3, a za lokus rs7412 pocetnica 5'- CCT CGC CTC CCA CTG
CGC AAG CTG CGT AAG CGG CTC CTC CGC GAT GCC GAT GAC CTG CAG AAG -

3'. SNaPshot Multiplex Ready reakcijska smjesa sadrzavala je sljede¢e komponente:

SNaPshot Multiplex Reaction Mix 5ul
PCR produkt 3ul
10x primer MIX (¢=0.2 pmol/ul) 1 ul
Deionizirana voda 1 ul

SNaPshot hibridizacija odvijala se u instrumentu GeneAmp System 9600 po sljedecem

protokolu:
96°C 10 secq
50°C 5 sec |-25 ciklusa
60°C 30 secd
4°C oo

Produkti hibridizacije proc¢is¢eni su pomoc¢u enzima SAP na 37°C u trajanju od 60
minuta, nakon ¢ega su stavljeni 15 minuta na 75°C (GeneAmp System 9600). Na produkte
hibridizacije je zatim dodano 9 pl formamida (Hi-Di Formamide, Applied Biosystems) i 0,5 ul
GeneScan-120 LIZ standarda te su podvrgnuti denaturaciji u trajanju od 5 minuta na 95°C.
Ovako priredeni produkti analizirani su kapilarnom elektroforezom na aparatu ABI Prism 310
DNK Genetic Analyzer (Applied Biosystems) pri sljede¢im uvjetima: 60°C, 15 kV i snazi
lasera od 9.9 mW (GeneScan Run Module E5). Rezultati fragmentalne analize kapilarnom
elektroforezom obradeni su programom GeneScan Analysis Software version 3.1 (Applied

Biosystems).
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3.3 Statisticka obrada
3.4.1 Ucdestalost alela

Ucestalost alela na istrazivanim lokusima dobivena je odredivanjem (brojanjem) alela

iz genotipskih vrijednosti.
3.4.2 Hardy-Weinbergova ravnoteza

Pokoravanje Hardy-Weinbergovoj ravnoteZi za bialelne lokuse provjereno je x>-testom
s dva stupnja slobode, usporedbom opazenog (O) i ocekivanog (E) broja homozigota i

heterozigota.

Ocekivana ucestalost homozigota i heterozigota izracunata je iz alelnih ucestalosti:
(p+9)? = p*+2pg+q® = 1, gdje su p i q alelne ucestalosti, p? i g uestalosti homozigota, a 2pq
ucestalost heterozigota. Ocekivani broj homozigota i heterozigota dobiven je mnozenjem
ucestalosti s ukupnom brojem ispitanika. Za izratun HW y*-a koristen je program dostupan na

http://www.tufts.edu/~mcourt01/Documents/Court%201ab%20-%20HW%?20calculator.xls.

Pokoravanje Hardy-Weinbergovoj ravnotezi za APOE trialelni polimorfizam

izracunato je Exact — testom pri ¢emu je koriSten program Instituta za antropologiju.
3.4.3 Univarijatne i multivarijatne analize negenetickih ¢cimbenika rizika

Karakteristike kvantitativnih varijabli prikazane su deskriptivno-statisti¢ki pri cemu su
razlike izmedu skupina testirane Studentovim t-testom i jednosmjernom ANOVA analizom.
Odnosi izmedu varijabli utvrdeni su izrac¢unavanjem Pearsonovog koeficijenta korelacije te
multivarijatnom regresijskom analizom. Odnosi izmedu kvalitativnih varijabli testirani su x*-

testom.
3.4.4. Logisticka regresija

Logisticka regresija koriStena je kako bi se istovremeno mogao procijeniti utjecaj
kvantitativnih 1 kvalitativnih nezavisnih varijabli (dobi, spola, ispitivanih ¢imbenika rizika
kardiovaskularnih bolesti kao i ispitivanih polimorfizama) na ciljnu zavisnu varijablu.
Logisticka regresija stavlja proporcije p; zavisne varijable (tj. vjerojatnost da je zavisna

varijabla Y = 1, odnosno Y = 0) u odnos s nezavisnom varijablom X prema sljede¢em
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modelu: p = e¥™X/1+e¥™ i 1-p = 1/1+e*X gdje je e baza prirodnog logaritma, a a i b

parametri modela.

Omjer ovih dviju proporcija, tj. vjerojatnost da ¢e se odredeni dogadaj dogoditi (Y =
1) i vjerojatnost da se nec¢e dogoditi (Y = 0) daje $ansu (engl. odds) odredenog dogadaja: p/1-
p = X odnosno In(p/1-p) = a+bX. Dakle, izraz In(p/1-p) koji se zove logit(p) je vezan uz

varijablu X jednostavnom linearnom regresijom.

Omjer Sanse (engl. odds ratio) predstavlja vrijednost kojom se Sansa odredenog
dogadaja povecava, odnosno smanjuje kad se vrijednost nezavisne varijable poveéa za 1 i

dakle, predstavlja omjer Sansi vrijednosti X = n i X = n+1 nezavisne varijable.

Za odredivanje parametara (a i b) u logistickoj regresiji koristi se metoda najvece
vjerojatnosti (engl. maximum-likelihood method), koja podrazumijeva brojna ponavljanja
izracuna vjerojatnosti dok ne rezultira vrijednostima parametara koji ¢ine opazene vrijednosti
podataka najvjerojatnijim. Znacajnost parametara je testirana testom omjera vjerojatnosti, S =
-2 In(Lo/L1), u kome je L; maksimalna vjerojatnost modela, a Lo maksimalna vjerojatnost

modela koji nije uzimao u obzir podatke varijable X. Ova statistika slijedi x* distribuciju.

Sve ove univarijatne i multivarijatne statisticke analize kao 1 analize logisticke

regresije provedene su koriStenjem SPSS 7.5 programskog paketa.
3.45 Meta-analiza

Meta-analiza je statisticka analiza rezultata veceg broja pojedinacnih istrazivanja,
kojoj je cilj iste integrirati kako bi se dobio zakljuc¢ak (Glass, 1976). Ova metoda, koja se veé¢
(iskustvenim) rezultatima istrazivanja, a ne na teoretskim radovima. U vecini disciplina
statisticka analiza moZe obradivati zavrSne tocke kao $to su, primjerice, veli¢ina prosjecnog
ucinka (engl. mean effects), stopa odgovora (engl. response rates), omjeri Sanse (engl. odds
ratio, OR), korelacije (engl. correlations) i sli¢cno (Bartolucci, 2009). U ovom istrazivanju
medugeneracijska meta-analiza je provedena koriStenjem objavljenih podataka razli€itih
europskih populacija, pri ¢emu je svaka populacija tretirana kao jedna studija. Naime, ukoliko
je unutar iste populacije pronadeno vise studija koje su odgovarale zadanim kriterijim,
ucestalost ucinka testiranih alela na dugovjecnost unutar iste populacije dobivena je

ponderiranjem pojedinac¢nih rezultata.
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Meta-analiticki pristup koji je primijenjen ukljucio je:

a) formuliranje istrazivackog pitanja “Kolika je ucestalost alela istrazivanih
polimorfizama u “mladim” (18-79 god) i “starim” (80+ god) uzorcima europskih
populacija?”,

b) sustavno pretrazivanje baza podataka,

c) odabir radova za pregled,

d) kriticku prosudbu odabrane literature.

Pretrazivanjem elektronickih baza podataka (Pubmed, MedLINE, Science Direct,
CROSBI, PERO) pronadeni su podaci o ucestalosti polimorfizama istrazivanih gena u
hrvatskoj populaciji i drugim europskim populacijama. Klju¢ne rije¢i koje su bile koristene u
trazenju su ime ili kratica gena te naziv polimorfizma, kao i pojmovi ageing, longevity, 80+
population i senescence. Pretrazivanjem je izlistan velik broj studija, no uklju¢ene su samo
europske populacije za koje postoji barem jedna publikacija o ucestalosti istrazivanog

polimorfizma u osoba starih 80 1 viSe godina.

Rezultati “case-control” studija dihotomnog ishoda, u nasem sluc¢aju omjer Sanse, OR,
za dozivjeti duboku starost, najéesce se testiraju pomo¢u Mantel-Haenszel metode odnosno
jednadzbe ORyy =Y (aidi/ni)/> (bici/nj), i=1, 2, ...k, u kojoj, za nasu studiju, vrijednosti a i
¢ predstavljaju broj osoba u jednoj populaciji koje su dozivjele duboku starost, pri cemu osobe
a nose ispitivani alel, a osobe ¢ ne nose. Vrijednosti b i d predstavljaju broj pripadnika opcée
populacije koji nose (b) odnosno ne nose (c) ispitivani alel. Ukupan broj ispitanika u svakoj
ukljucenoj populaciji oznacava 0znaka n, a suma Y je zbroj svih ispitanika ukljucenih u meta-
analizu, Y =n;+n,+...+n; (Mantel i Haenszel, 1959). Mantel-Haenszel metoda podrazumijeva
model fiksnog ucinka (engl. fixed effect), odnosno, da se radi o skupini neovisnih studija
provedenih na sli¢an nacin u istoj ili slicnoj populaciji (npr. autohtona europska populacija) te
da se OR znacajno ne razlikuje medu ukljucenim studijama. Ova pretpostavka se testira
testom heterogenosti i ukoliko on rezultira niskom p vrijednosti (p<0,05), to je indikator da

model fiksnog ucinka nije najbolji odabir za meta-analizu.

Heterogenost medu populacijama testirana je koriStenjem Cochranove Q statistike
bazirane na y° testu sa n-1 stupnjeva slobode (n je ukupan broj populacija) (Petiti, 1994) i
koristenjem indeksa inkonzistencije (nedosljednosti), 12 (Higgins 1 sur., 2003). Jednadzba

pomocu koje se testira heterogenost je Q = Y [W; x (In ORwn — In OR})?], pri ¢emu je Q

58



heterogenost, W; = 1/varijanca, varijanca; = ni/(bj x ¢;), a OR; = (a; x d;)/(bi x ¢;) (Ponnuraja,
2010). Indeks inkonzistencije ratuna se pomoéu jednadzbe 1> = [100% x (Q — df)]/Q (df je
broj stupnjeva slobode) (Higgins i Thompson, 2002; Higgins i sur., 2003).

Metoda nasumi¢nog ucinka (engl. random effect), poznata i kao metoda DerSimonian-
Laird, u meta-analizu ukljucuje slu¢ajne (nasumicéne) varijacije unutar svake populacije kao i
varijacije izmedu razliCitih populacija (studija) (DerSimonian i Laird, 1986), tako da se
primjenjuje kad model fiksnog u¢inka nije prikladan. Jednadzbu za primjenu DerSimonian-
Laird metode u sumiranju studija u kojima je ué¢inak izrazen pomo¢u OR-a dali su Fleiss i
Gross (1991), In ORp. =Y. (W;* x In ORy)/>. (Wi*), u kojoj je ORp. ukupan OR odreden po
metodi DerSimonian-Laird, W;* je ¢imbenik tezine po DerSimonian-Lairdu, a OR; je

¢imbenik uc¢inka za svaku od i studija (i=1, 2, ...).

I metode fiksnog i nasumi¢nog ucinka daju ukupni omjer Sanse unutar 95%-tnog
intervala pouzdanosti (engl. confidence interval, CI): ukoliko se broj jedan (1) ne nalazi

unutar 95%-tnog intervala pouzdanosti, omjer Sanse je statisticki znacajan (p<0,05).

Procjena publikacijske pristranosti (engl. bias) ili neke druge pristranosti svojstvene
malim studijama izvrSena je korelacijskom metodom po Beggu i Mazumdaru, a regresijska
metoda za model fiksnog u€inka metodom po Eggeru (Begg i Mazumdar, 1994; Egger i sur.,
1997). Kako bi se provjerilo postoji li potencijalna studija snaznog (jaceg) utjecaja koja bi
utjecala na ukupni OR i njegovu znacajnost, meta-testiranja se ponavljaju vise puta i to tako
da u svakom izra¢unu bude isklju¢ena druga populacija te se provjerava ukupna statisticka
znacajnost 1 eventualna promjena heterogenosti. S obzirom na raznoliku strukturu uzorka u
europskim populacijama uklju¢enima u ovu studiju, kumulativna i meta-regresijska analiza

nisu mogle biti provedene.

Sva testiranja uklju¢ena u meta-analizu, a koja su istovremeno obuhvatila i opcu i
staracku populaciju Hrvatske 1 drugih europskih zemalja, izvrSena su koriStenjem statistickog

softvera STATA 11.0 (StataCorp LP, College Station,Texas, USA).
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4. REZULTATI
4.1. KVANTITATIVNE ANALIZE

U Tablici 4.1. prikazana je deskriptivna statistika za ispitane kvantitativne negeneticke
¢imbenike kardiovaskularnog rizika: dob, krvni tlak, puSacki status te osnovne biokemijske i
antropometrijske znacajke. Usporedba muskaraca i Zena pokazala je da postoje statisticki
znacajne razlike u nekim antropometrijskim obiljezjima 1 biokemijskim pokazateljima
zdravstvenog stanja: u odnosu na zene, muskarci su visi i tezi, imaju veéu visinu koljena,
Sirinu lakta, veéi im je opseg struka i imaju veéi omjer struk/bokovi. Zene, pak, imaju
znadajno veéi kozni nabor tricepsa. Sto se biokemijskih pokazatelja ti¢e, Zene u odnosu na
muskarce imaju statistiCki znacajno viSe vrijednosti ukupnog kolesterola, HDL i LDL

kolesterola te triglicerida, dok muskarci imaju vecéu razinu zeljeza u krvi u odnosu na zene.

Ako uzorak podijelimo na mladu (<90 god.) i stariju (90+ god.) dobnu skupinu i
usporedimo iste kvantitativne negeneticke ¢imbenike kardiovaskularnog rizika, vidimo da je
mlada podskupina osoba duboke starosti visa, teza, ima veci indeks tjelesne mase (BMI), ve¢u
visinu koljena, veéi opseg struka i opseg bokova (Tablica 4.2.). Mladi takoder imaju veci
opseg nadlaktice, potkoljenice, vecu Sirinu lakta i vece kozne nabore tricepsa i subskapularno.
Od biokemijskih pokazatelja, statisticki znacajne razlike postoje samo u koncentraciji
triglicerida, koja je veca kod osoba mladih od 90 godina. Kada mladi 1 stariji poduzorak
analiziramo prema spolu, vidimo da su mladi muskarci (<90 god.) statisticki znacajno visi 1
imaju vecu visinu potkoljenice te da imaju manji indeks ateroskleroze od starijih muSkaraca.
Zene se razlikuju u vise ispitanih antropometrijskih varijabli: mlade Zene (<90 god.) su od
starijih (90+ god.) viSe, teze, imaju ve¢i BMI, vecu visinu koljena, ve¢i opseg struka i opseg
bokova, kao 1 ve¢i opseg nadlaktice, potkoljenice, vec¢e kozne nabore tricepsa i subskapularno
1 Sirinu lakta. Od ispitanih biokemijskih pokazatelja, statisticki znacajne razlike postoje samo
u koncentraciji triglicerida u krvi, koja je takoder viSa u mladih Zena. Relacija krvnog tlaka i
dobi prikazana je na Slici 4.1. za muSkarce 1 Slici 4.2. za Zene: statisticki je znaCajna samo

negativna povezanost dijastolickog krvnog tlaka s dobi kod Zena.

Ukoliko uzorak podijelimo na hipertenzivne (65,4%) i nehipertenzivne (34,6%) osobe,
osim povisenih sistolickog i dijastolickog krvnog tlaka kao i tlaka pulsa kod hipertenzivnih
osoba, statistiCki znaCajne razlike postoje 1 u omjeru struk/bokovi, koji je veci kod

nehipertenzivnih osoba u ukupnom uzorku u odnosu na hipertenzivne (Tablica 4.3.). Unutar
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spolova, osim vrijednosti sistolickog tlaka te tlaka pulsa, hipertenzivni muskarci u odnosu na
one nehipertenzivne su znacajno visi, dok nehipertenzivni muskarci imaju vec¢i omjer
struk/bokovi. Kod Zena, osim razlike u sistoli¢kom i dijastoli¢kom tlaku te tlaku pulsa, nema

statistiCki znacajnih razlika u ispitivanim varijablama.

Spolne i dobne razlike oc€ite su i kada se promotri ucestalost kardiovaskularnih
¢imbenika rizika koji prelaze kriticne vrijednosti (Tablica 4.4.). U ukupnom je uzorku
relativno visoka ucestalost hipertenzivnih osoba (65,4%), osoba koje imaju BMI ve¢i ili

jednak 25 kg/m? (68,0%), osoba &iji je ukupni kolesterol veéi ili jednak vrijednosti 5 mmol/L
(65,5%) te osoba ¢iji je LDL kolesterol ve¢i ili jednak vrijednosti 3 mmol/L (61,7%), a
izuzetno je visoka ucestalost (81,0%) osoba koje imaju velik opseg struka prema EU
standardima (koji su >80 cm za Zene i >94 cm za muskarce), osoba koje imaju razliku
sistolickog 1 dijastolickog krvnog tlaka (tlak pulsa) vecu od 40 mm Hg (85,8%) te onih koje
imaju omjer struk/bokovi >0,80 (91,6%). Gledano prema spolu i statisti¢koj znacajnosti, Zene
eS¢e od muskaraca imaju BMI>30 kg/m? veéi opseg struka prema EU standardima, sumu
koznih nabora iznad 66. percentila i razliku pulsa >40 mm Hg. Zene takoder ¢e$ée imaju

poviSen ukupni i LDL kolesterol, kao 1 trigliceride. Muskarci ¢eS¢e imaju samo povisenu

koncentraciju glukoze u krvi (jednaku ili vecu od 6,4 mmol/L).

Kada ukupan uzorak podijelimo na dvije dobne skupine, <90 god. i >90 god., 1 dalje
postoje statisticki znacajne razlike medu spolovima: zene mlade od 90 godina ceS¢e imaju
BMI>25 kg/m® BMI>30 kg/m% opseg struka veéi od EU standarda, sumu koznih nabora
iznad 66. percentila, tlak pulsa >40 mm Hg, poviSen ukupan i LDL kolesterol te trigliceride,
dok muskarci mladi od 90 godina, u odnosu na Zene iz iste dobne skupine, imaju cesce
koncentraciju glukoze u krvi >6,4 mmol/L. Kod osoba dobi >90 godina, statisticki znacajne
razlike medu spolovima postoje u kategorijskim varijablama ukupnog kolesterola 1 LDL
kolesterola — povisene vrijednosti, koje se smatraju riziénima za KVB, ¢e$¢e nalazimo kod
zena. Razlike u ucestalosti kardiovaskularnih ¢imbenika rizika koji prelaze kriticne vrijednosti
testirane su za svaki spol zasebno unutar navedenih dviju dobnih skupina: u sve cetiri
kategorijske varijable za koje su pronadeni statisticki znacajni rezultati (BMI>25 kg/m?
BMI>30 kg/mz, suma koznih nabora i trigliceridi), veca ucestalost testiranog Cimbenika

pronadena je u zenskih osoba <90 godina, u odnosu na Zene dobne skupine >90 godina.

Relacija izmedu svih mjerenih pokazatelja kardiovaskularnog rizika medusobno (krvni

tlak, pusacki status, biokemijski i antropometrijski pokazatelji prehrambenog statusa) ispitana
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je izraCunavanjem Pearsonovog koeficijenta korelacije za svaki spol odvojeno. U Tablicama
4.5. (zene) 1 4.6. (muskarci) prikazan je segment korelacijske matrice koji u stupcima izdvaja
varijable koje se najcesce koriste kao prediktori kardiovaskularnog rizika, a to su: dob, indeks
tjielesne mase, opseg struka, omjer struka i bokova, sistolicki i1 dijastolicki krvni tlak, tlak

pulsa i indeks ateroskleroze.

Kod Zena uocavamo statisticki znacajnu negativnu povezanost dobi s gotovo svim
pokazateljima prehrambenog statusa. Od biokemijskih je pokazatelja signifikantna samo
negativna povezanost dobi s trigliceridima, dok s krvnim tlakom nema povezanosti.
Pokazatelji prehrambenog statusa znacajno su povezani s lipidima u krvi (ukupni kolesterol,
HDL i LDL kolesterol, trigliceridi i indeks ateroskleroze) i glukozom, od ¢ega je samo s HDL
kolesterolom povezanost negativna. Krvni tlak kod Zena signifikantno je pozitivno povezan s
nekolicinom pokazatelja prehrambenog statusa (teZzina, BMI, opsezi nadlaktice 1 potkoljenice,
kozni nabori), a dijastolicki krvni tlak i s lipidima u krvi (ukupni kolesterol, LDL i HDL).
Indeks ateroskleroze signifikantno je pozitivno povezan s pokazateljima prehrambenog
statusa. Ovi nalazi upucuju na postojanje povezanosti izmedu vrijednosti krvnog tlaka,

pokazatelja prehrambenog statusa i lipidnog statusa u populaciji Zena starih 80 i viSe godina.

Dob kod muskaraca pokazuje povezanost (negativnu) samo s nekim pokazateljima
prehrambenog statusa, no ne i s krvnim tlakom ili s biokemijskim pokazateljima. Kod
muskaraca, za razliku od Zena, uz iznimku dijastolickog krvnog tlaka i opsega bokova, nema
statisticki znacajne povezanosti krvnog tlaka s pokazateljima prehrambenog statusa, no krvni
je tlak povezan s lipidima (ukupni kolesterol i trigliceridi). Pokazatelji prehrambenog statusa
pozitivno su povezani s glukozom i lipidima u krvi (ukupni kolesterol, trigliceridi, indeks
ateroskleroze i LDL kolesterol). Indeks ateroskleroze pozitivnho je povezan s vefinom

antropometrijskih pokazatelja prehrambenog statusa.

Kako bismo istovremeno testirali ulogu utvrdenih korelata, odstranili njihovu
meduzavisnost te tako izlucili prediktore koji imaju najznacajniji utjecaj na vrijednosti krvnog
tlaka, varijable su testirane multivarijatno, potpunim modelom viSestruke regresije (model
Enter). Regresijska je analiza napravljena odvojena za musSkarce i odvojeno za Zene, pri cemu
je zavisna varijabla bila sistolicki odnosno dijastolicki krvni tlak. S obzirom da su u
regresijsku jednadzbu ukljucene varijable izraZene u razliitim mjernim jedinicima, iste su
standardizirane te su u analizu uSle standardizirane kvantitativne varijable. U analizu nisu

uklju¢ene one varijable koje su izvedenica istih varijabli ili kada se radilo o varijablama u
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snaznoj meduzavisnosti. Prema tome, iz nezavisnih su varijabli iskljuceni tlak pulsa, drugi
tlak (sistolicki ako je zavisna varijabla bila dijastolicki i obrnuto) te visina i tezina tijela, s

obzirom da je u jednadZzbi prisutna varijabla indeks tjelesne mase.

U Tablici 4.7. prikazani su rezultati potpunog modela visestruke regresije za sistolicki
krvni tlak kod Zena: u regresiju je uSlo 12 varijabli od kojih nijedna pojedinacno nije
prepoznata kao signifikantan prediktor, a ni ukupan model nije se pokazao kao statistiCki
znacajan. U regresijski model dijastolickog krvnog tlaka, koji objasnjava 11,8% varijance kod
zena (p<0,01) uslo je takoder 12 varijabli, od kojih su tri, poimence, koncentracija glukoze u
krvi, koncentracija LDL Kkolesterola i indeks ateroskleroze, prepoznate kao signifikantni
prediktori (Tablica 4.8.). Rezultati potpunog modela viSestruke regresije kod muskaraca nisu
pokazali statisticku znaCajnost modela za objasnjenje varijance sistolickog krvnog tlaka
(Tablica 4.9.), ali je zato u regresiju koja objasnjava gotovo 35% varijance dijastolickog
krvnog tlaka (p<0,01) uslo 12 varijabli, od ¢ega su signifikantni prediktori bili koncentracija
triglicerida i koncentracija HDL kolesterola (Tablica 4.10.). Kod oba spola rezultati visestruke
regresije nisu pokazali statisticki znacajnu prediktivnu vrijednost antropometrijskih i
biokemijskih varijabli za sistoli¢ki krvni tlak, ali jesu za dijastoli¢ki krvni tlak. Dobiveni
rezultati pokazuju da, iako se spolovi razlikuju u prediktornim varijablama za dijastolicki

krvni tlak, u oba su se spola znacajnima pokazali samo biokemijski pokazatelji.
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Tablica4.1. Deskriptivna statistika za dob, osnovne biokemijske i antropometrijske
varijable odredene u osoba dobi 80 i vise godina. Razlike u srednjim vrijednostima medu

spolovima testirane su t-testom, a statisticki znacajne razlike (p<0,05) otisnute su masnim

slovima.
_ MUSKARCI ZENE )

UKUPNO (N=325) (N=63) (N=242) t-test
Varijable N Min Max X SD X SD X SD p
dob (god) 325 | 80 | 101 | 8828 | 349 | 8842 | 373 | 8824 | 342 | 0684
visina (mm) 325 | 1330 | 1920 | 1562,97 | 95,50 | 1680,70 | 74,60 | 1522,59 | 62,91 | 0,000
‘(’r']f:]:;i koljena 1 554 | 400 | 617 | 49540 | 3312 | 53004 | 26,42 | 48317 | 2550 | 0,000
tezina (kg) 325 | 30,50 | 11050 | 67,63 | 14,11 | 77,32 | 13,28 | 6431 | 12,82 | 0,000
BMI (kg/m?) 325 | 1443 | 4439 | 2759 | 479 | 2736 | 437 | 2766 | 494 | 0625
ops_struk (mm) | 311 | 690 | 1300 | 939,55 | 113,20 | 1000,96 | 111,08 | 918,99 | 106,47 | 0,000
ops_bok (mm) | 299 | 790 | 1392 | 1060,58 | 93,42 | 1054,33 | 7347 | 1062,71 | 99,36 | 0,436
Zﬁg?bc)k 299 | 072 | 115 | 089 | 007 | 095 | 007 | 087 | 006 | 0,000
opsnadl (mm) | 325 | 171 | 378 | 273,90 | 34,65 | 271,61 | 30,06 | 274,69 | 36,11 | 0,487
?r%;"’tk"” 324 | 213 | 481 | 34627 | 38,03 | 351,30 | 3596 | 34454 | 38,64 | 0,163
ﬁ]”rﬁ;r'ce'os O V504 | 24 | 483 | 15753 | 76.60 | 10624 | 57.41 | 17519 | 74.48 | 0,000
kn_sulbskap 322 | 50 | 510 | 17909 | 79,61 | 18310 | 73.80 | 177,74 | 8157 | 0,601
(0,1 mm)
?:;';‘;‘—'akta 323 | 51 | 81 | 6570 | 571 | 7153 | 401 | 6369 | 474 | 0,000
ﬂzt)‘"—“ak (Mm | 503 | 55 195 | 136,46 | 23,26 | 133,90 | 23,95 | 137,32 | 23,01 | 0,251
ﬂg’)‘“—“a" (MM sop | 45 | 115 | 7260 | 1215 | 7079 | 1161 | 7333 | 1229 | 0,103
puls(mmHg) | 323 | 10 | 115 | 63,89 | 2000 | 63,11 | 21,50 | 64,15 | 19,50 | 0,685
glukoza 322 | 281 | 2100 | 697 | 279 | 744 | 294 | 680 | 272 | 0,071
(mmol/L)
uk_Kolest 322 | 2.30 8,70 5,47 1,13 4,80 0,91 5,70 1,10 | 0,000
(mmol/L)
hdl_kolest 322 | 060 | 262 | 138 | 035 | 123 | 032 | 143 | 035 | 0,000
(mmol/L)
ldI_kolest 321 | 119 | 592 | 335 | 093 | 295 | 077 | 348 | 094 | 0,000
(mmol/L)
trigliceridi 321 | 050 | 540 | 163 | 08 | 136 | 064 | 1,72 | 091 | 0000
(mmol/L)
indeks_at 321 | 0,80 | 550 | 255 | 086 | 253 | 087 | 256 | 085 | 0840
vit_B12 115 | 78 | 1349 | 30157 | 201,07 | 272,08 | 119,02 | 317,31 | 232,59 | 0,252
(nmol/L)
zeljezo 322 2 38 1367 | 591 | 1510 | 7,00 | 13,17 | 541 | 0,024
(umol/L)
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Tablica 4.2. Kvantitativne varijable u osoba <90 god i >90 god testirane t-testom. StatistiCki znacajne razlike (p<0,05) otisnute su masnim slovima.

SV MUSKARCI ZENE
< > < > < >
Varijable (5329408(; (N_:9$7) t-value df p (N:QSS) (N_:ggo) t-value df p (N:i%S) (N_:gg7) t-value df p
visina (mm) 1573,60 | 1528,71 3,671 323 0,000 | 1691,71 | 1646,00 | 2,460 81 0,016 | 1533,38 | 1487,56 | 5,046 240 0,000
vis_kolj (mm) 497,92 | 487,34 2,467 322 | 0,014 | 534,84 | 518,65 | 2,460 81 0,016 | 485,28 | 476,35 | 2,330 239 0,021
tezina (kg) 69,56 61,44 4,541 323 0,000 78,76 72,78 1,776 81 0,079 66,42 57,46 4,826 240 0,000
BMI (kg/mz) 28,03 26,17 3,001 323 0,003 27,50 26,92 0,516 81 0,608 28,20 25,91 3,124 240 0,002
ops_struk (mm) 947,54 | 913,00 2,285 309 | 0,023 | 1007,12 | 980,44 | 0,892 76 0,375 | 927,58 | 890,52 | 2,262 231 0,025
ops_bok (mm) 1071,98 | 102397 | 3,869 | 297 | 0,000 | 1054,03 | 1055,28 | -0,062 74 0,950 | 1078,10 | 1013,34 | 4,303 | 221 | 0,000
WaistHip 0,89 0,89 -0,305 | 297 | 0,761 0,95 0,93 1,261 74 0,211 0,86 0,88 -1,366 221 0,173
ops_nadl (mm) 278,90 257,79 4,828 323 0,000 274,13 | 263,70 | 1,358 81 0,178 280,53 255,72 | 4,732 240 0,000
ops_potkolj (mm) 349,23 336,64 2,544 322 0,011 353,13 | 345,55 | 0,819 81 0,415 347,90 333,46 2,475 239 0,014
kn_tric (0,1 mm) 165,05 | 132,99 3,239 322 | 0,001 | 106,57 | 105,20 | 0,093 81 0,927 | 184,96 | 142,91 | 3,804 239 0,000
kn_shsk (0,1 mm) 186,17 156,14 2,908 320 0,004 184,98 | 177,35 | 0,399 79 0,691 186,57 148,57 | 3,109 239 0,002
sir_lakta (mm) 66,18 64,16 2,726 321 | 0,007 71,83 70,60 | 1,195 81 0,236 64,24 61,86 | 3,370 238 0,001
sistol (mm Hg) 136,23 137,17 -0,306 321 0,760 132,62 | 138,16 | -0,882 80 0,380 137,47 136,84 | 0,180 239 0,857
dijastol (mm Hg) 72,86 72,11 0,475 322 | 0,635 70,79 70,79 | 0,001 80 0,999 73,57 72,54 | 0,549 240 0,583
puls (mm Hg) 63,52 65,07 -0,588 | 321 | 0,557 61,83 67,37 | -0,985 80 0,328 64,10 64,30 | -0,066 239 0,948
glukoza (mmol/L) 6,99 6,90 0,247 320 0,805 7,57 7,04 0,706 81 0,482 6,79 6,85 -0,146 237 0,884
kolesterol (mmol/L) 5,49 5,40 0,636 320 | 0,525 4,88 4,57 1,348 81 0,181 5,70 5,69 0,049 237 0,961
HDL (mmol/L) 1,36 1,43 -1,423 320 0,156 1,22 1,28 -0,675 81 0,501 1,41 1,48 -1,146 237 0,255
LDL (mmol/L) 3,37 3,32 0,309 319 | 0,758 3,01 2,76 1,268 81 0,208 3,47 3,52 -0,291 236 0,771
trigliceridi (mmol/L) 1,69 1,43 2,65 319 0,009 1,43 1,16 1,649 81 0,103 1,78 1,53 2,099 236 0,038
indeks_at 2,58 2,45 1,182 319 0,238 2,63 2,22 2,438 81 0,018 2,56 2,53 0,255 236 0,799
vit B12 (nmol/L) 277,39 337,85 -1,408 113 0,164 271,74 | 272,77 | -0,025 38 0,980 281,02 363,48 | -1,423 73 0,162
zeljezo (umol/L) 13,56 14,03 -0,605 320 0,546 14,40 17,30 -1,633 81 0,106 13,27 12,86 0,497 237 0,620
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Tablica 4.3.

Kvantitativne varijable u hipertenzivnih i normotenzivnih osoba testirane t-testom. Kod osoba okarakteriziranih kao hipertenzivne, utvrdena je

prisutnost jednog ili viSe svojstava; sistolicki tlak >140 mm Hg i/ili dijastolicki tlak >90 mm Hg i/ili prethodno dijagnosticirana hipertenzija odnosno uzimanje
antihipertenziva. Statisticki znacajne razlike (p<0,05) otisnute su masnim slovima.

SVi MUSKARCI 7ENE
. ZDRAVI HT t-value df p ZDRAVI HT t-value | df p ZDRAVI HT t-value df p
Varijable (N=112) | (N=212) (N=34) | (N=48) (N=78) | (N=164)
deci_dob (god) 88,29 88,26 0,076 322 | 0,940 87,88 88,71 | -0,992 | 80 | 0,324 | 88,47 88,13 0,725 240 0,469
visina (mm) 1564,36 | 1561,90 | 0,220 322 | 0,826 | 1661,88 | 1695,02 | -2,011 | 80 | 0,048 | 1521,85 | 1522,94 | -0,126 240 0,900
vis_kolj (mm) 497,43 494,13 | 0,853 321 | 0,394 | 529,53 | 531,79 | -0,378 | 80 | 0,707 | 483,44 483,04 | 0,113 239 0,910
tezina (kg) 67,57 67,62 | -0,035 | 322 | 0,972 78,09 76,78 | 0,433 | 80 | 0,666 | 62,98 64,94 | -1,114 240 0,266
BMI (kg/m2) 27,49 27,63 | -0,254 | 322 | 0,800 28,39 26,61 | 1,839 | 80 | 0,070 | 27,10 27,93 | -1,231 240 0,219
ops_struk (mm) 946,66 935,37 | 0,831 308 | 0,407 | 1026,72 | 98156 | 1,774 | 75 | 0,080 | 911,56 922,38 | -0,718 231 0,473
ops_bok (mm) 1049,94 | 1065,62 | -1,357 | 296 | 0,176 | 1050,60 | 1056,24 | -0,322 | 73 | 0,748 | 1049,64 | 1068,32 | -1,289 221 0,199
WaistHip 0,90 0,88 2,123 296 | 0,035 0,97 0,93 2,612 | 73 | 0,011 0,86 0,87 -0,034 221 0,973
ops_nadl (mm) 272,46 274,59 | -0,526 | 322 | 0,599 | 27547 | 268,50 | 1,031 | 80 | 0,306 | 271,14 276,37 | -1,053 240 0,293
ops_potk (mm) 344,77 347,09 | -0,521 | 321 | 0,603 | 355,62 | 34548 | 0,880 | 80 | 0,382 | 339,97 346,69 | -1,259 239 0,209
kn_tric (0,1 mm) 151,34 160,65 | -1,035 | 321 | 0,301 | 113,09 99,79 | 1,039 | 80 | 0,302 | 168,23 178,46 | -0,664 239 0,321
kn_sbsk (0,1 mm) 178,93 179,29 | -0,039 | 319 | 0,969 | 19294 | 177,17 | 0,931 | 78 | 0,355 | 173,10 179,91 | -0,604 239 0,547
sir_lakta (mm) 65,98 65,54 0,659 320 | 0,510 71,32 71,73 | -0,448 | 80 | 0,656 | 63,62 63,72 | -0,144 238 0,886
sistol (mm Hg) 122,46 143,89 | -10,36 | 321 | 0,000 | 120,29 | 143,554 | -5,358 | 80 | 0,000 | 123,40 143,99 | -8,749 239 0,000
dijastol (mm Hg) 69,15 7455 | -4,236 | 322 | 0,000 68,53 72,40 | -1,497 | 80 | 0,138 | 69,42 75,18 | -3,895 240 0,000
puls (mm Hg) 53,30 69,50 | -8,359 | 321 | 0,000 51,76 71,15 | -4,807 | 80 | 0,000 | 53,97 69,02 | -6,737 239 0,000
glukoza (mmol/L) 6,98 6,95 0,087 319 | 0,931 7,69 7,23 0,686 | 80 | 0,495 6,66 6,87 -0,533 237 0,595
kolesterol (mmol/L) 5,32 5,55 -1,691 | 319 | 0,092 4,58 4,95 -1,851 | 80 | 0,068 5,65 5,72 -0,462 237 0,645
HDL (mmol/L) 1,34 1,40 -1,313 | 319 | 0,190 1,23 1,24 | -0,101 | 80 | 0,920 1,39 1,44 -1,074 237 0,284
LDL (mmol/L) 3,22 3,41 -1,776 | 318 | 0,077 2,78 3,07 -1,672 | 80 | 0,098 3,42 3,52 -0,784 236 0,434
trigliceridi (mmol/L) 1,68 1,60 0,740 318 | 0,460 1,26 1,42 -1,075 | 80 | 0,285 1,86 1,66 1,607 236 0,109
indeks_at 2,53 2,56 -0,326 | 318 | 0,745 2,42 2,61 -0,964 | 80 | 0,338 2,58 2,55 0,242 236 0,809
vit B12 (nmol/L) 314,89 297,94 | 0,417 112 | 0,678 | 291,29 | 267,96 | -0,590 | 37 | 0,559 | 329,91 312,08 | 0,300 73 0,765
Zeljezo (umol/L) 13,50 13,69 | -0,277 | 319 | 0,782 14,44 15,27 | -0,537 | 80 | 0,593 13,08 13,22 | -0,184 237 0,854

66




Slika 4.1.

Odnos vrijednosti sistolickog 1 dijastoli¢kog krvnog tlaka i dobi prikazan za
muskarce stare 80 1 viSe godina.
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Slika 4.2.

Odnos vrijednosti sistolickog i dijastolickog krvnog tlaka i dobi prikazan za
zene stare 80 1 viSe godina.
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Tablica4.4. Ucestalost kardiovaskularnih ¢imbenika rizika u ukupnom uzorku i u uzorku
osoba mladih i starijih od 90 godina. Spolne razlike testirane su xz — testom, a statistic¢ki
znacajne razlike oznacene su zvjezdicom (*). Fenotipovi osjencani tamnije ¢e$¢i su kod
muskaraca, dok su svi ostali ¢es¢i kod zena. U zadnjem stupcu, razlike su testirane za svaki
spol zasebno i u sva 4 statisticki znacajna rezultata, veca ucestalost testiranog ¢imbenika
rizika za KVB pronadena je u Zenskih osoba <90 godina.

svi <90 god >90 god p (<90 vs

(N= 325) (N=248) (N=77) >90 god)
HT (BP>140/90 i/ili lijek) 65,4 66,1 63,2 ns
(%)
BMI>25 (%) 68 72,2* 54,5 faleled
BMI>30 (%) 28,3* 32,7* 14,3 *k
struk_eu (%) 81,0* 82,8** 75 ns
struk/bok_K (%) 91,6 92,5 93 ns
sumakn_K (iznad 66. 33,9%** 39,0%** 17,1 Fhx
percentila) (%)
puls > 40 (%) 85,8* 85,1* 88,2 ns
pusaci (%) 3,4 4,5 0 ns
glukoza > 6,4 (%) 42,2* 40,2* 48,7 ns
kolesterol > 5 (%) 65,5 *** 66,3*** 63,2* ns
HDL <1 (M); <1,2 (Z) (%) 25,2 25,6 23,7 ns
LDL >3 (%) 61,7 *** 61,6** 61,8** ns
trigliceridi >1,7 (%) 38,8 ** 42,3** 27,6 *
vit B12 <148 (%), N=115 13,9 10,1 19,6 ns
preboljeli inzult (%) 10,2 11,3 6,5 ns
infarkt (%) 4,3 3,6 6,5 ns
angina (%) 4 4.8 1,3 ns
cvd razno (%) 45,8 47,6 40,3 ns

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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Tablica4.5. Zene — korelacijska matrica dobi, indeksa tjelesne mase, opsega struka, omjera
struk/bokovi, sistoliCkog 1 dijastoliCkog krvnog tlaka, razlike izmedu sistolickog 1
dijastolickog tlaka te indeksa lipida s biokemijskim i1 antropometrijskim pokazateljima
zdravstvenog statusa osoba duboke dobi (80+ godina). Znacajne korelacije (p<0,05) otisnute
su masnim slovima.

dob BMI | ops_str | WaistHip |  sist dijast puls ind_at

dob 1,0000 | -0,2613 | -0,1773 | 0,1074 | -0,0658 | -0,1062 | -0,0119 | -0,0365

p , 0,000 | 0,007 0,110 0,309 | 0,099 | 0,855 | 0,575
visina -0,2646 | 0,0743 | 0,0809 | -0,1872 | 0,0626 | 0,0611 | 0,0334 | -0,1111
p 0,000 | 0,250 | 0,219 0,005 0,333 | 0,344 | 0,606 | 0,087
vis_kolj -0,0940 | 0,1370 | 0,1751 | 0,0384 | 0,0298 | 0,0256 | 0,0112 | -0,0819
p 0,146 | 0,034 | 0,007 0,570 0,646 | 0,692 | 0,863 | 0,209
tezina -0,3400 | 0,9101 | O,7777 | 0,1519 | 0,1491 | 0,1435 | 0,0886 | 0,1249
P 0,000 | 0,000 | 0,000 0,023 0,021 | 0,026 | 0,171 | 0,054
BMI -0,2613 | 1,0000 | 0,8322 | 0,2458 | 0,1467 | 0,1374 | 0,0910 | 0,1958
p 0,000 0,000 0,000 0,023 | 0,033 | 0,159 | 0,002

ops_struk | -0,1773 | 0,8322 | 1,0000 | 0,5683 | 0,0544 | 0,0618 | 0,0242 | 0,2691

p 0,007 | 0,000 , 0,000 0,410 | 0,348 | 0,714 | 0,000
ops_bok |-0,3112| 0,8676 | 0,8126 | -0,0143 | 0,0752 | 0,0901 | 0,0305 | 0,1429
p 0,000 | 0,000 | 0,000 0,831 0,265 | 0,180 | 0,652 | 0,035
WaistHip | 0,1074 | 0,2458 | 0,5683 | 1,0000 | 0,0069 | -0,0789 | 0,0577 | 0,2229
p 0,110 | 0,000 | 0,000 , 0919 | 0,241 | 0,393 | 0,001
ops_nadl | -0,3479 | 0,8528 | 0,7430 | 0,2094 | 0,1383 | 0,1034 | 0,0982 | 0,1563
p 0,000 | 0,000 | 0,000 0,002 0,032 | 0,109 | 0,128 | 0,016
ops_potkolj | -0,2245 | 0,7638 | 0,5360 | -0,0102 | 0,1297 | 0,0783 | 0,1135 | -0,0023
p 0,000 | 0,000 | 0,000 0,880 0,045 | 0,226 | 0,079 | 0,972
kn_tric -0,2779 | 0,6382 | 0,5362 | 0,1263 | 0,2219 | 0,0936 | 0,2001 | 0,1879
p 0,000 | 0,000 | 0,000 0,060 0,001 | 0,148 | 0,002 | 0,004
kn_subskap | -0,2486 | 0,6614 | 0,6577 | 0,2307 | 0,1695 | 0,0980 | 0,1334 | 0,1568
p 0,000 | 0,000 | 0,000 0,001 0,009 | 0,129 | 0,039 | 0,016
suma_kn | -0,2970 | 0,7355 | 0,6813 | 0,2053 | 0,2200 | 0,1086 | 0,1868 | 0,1945
p 0,000 | 0,000 | 0,000 0,002 0,001 | 0,092 | 0,004 | 0,003
sir_lakta | -0,1614 | 0,3468 | 0,3344 | 0,0886 | 0,1141 | 0,0616 | 0,0944 | -0,0430
p 0,012 | 0,000 | 0,000 0,188 0,078 | 0,342 | 0,146 | 0,511
sistol -0,0658 | 0,1467 | 0,0544 | 0,0069 | 1,0000 | 0,5311 | 0,8510 | -0,0153

p 0,309 | 0,023 | 0,410 0,919 , 0,000 | 0,000 | 0,815
dijastol -0,1062 | 0,1374 | 0,0618 | -0,0789 | 0,5311 | 1,0000 | 0,0071 | 0,0069
p 0,099 | 0,033 | 0,348 0,241 0,000 , 0,913 | 0,915
puls -0,0119 | 0,0910 | 0,0242 | 0,0577 | 0,8510 | 0,0071 | 1,0000 | -0,0269

p 0,855 | 0,159 | 0,714 0,393 0,000 | 0,913 , 0,680
glukoza -0,0038 | 0,1482 | 0,2281 | 0,1288 | -0,0077 | -0,0816 | 0,0390 | 0,0648
p 0,954 | 0,022 | 0,000 0,056 0,906 | 0,209 | 0,549 | 0,319
kolesterol | 0,0029 | 0,1883 | 0,708 | 0,0969 | 0,1013 | 0,1978 | -0,0186 | 0,5789
p 0,965 | 0,003 | 0,009 0,152 0,119 | 0,002 | 0,775 | 0,000
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dob BMI | ops_str | WaistHip |  sist dijast puls ind_at
HDL_kolest | 0,1196 |-0,1447 | -0,2294 | -0,2070 | 0,0622 | 0,1465 | -0,0282 | -0,5527
p 0,065 | 0,025 | 0,000 0,002 0,339 | 0,024 | 0,665 | 0,000
LDL_kolest | 0,0241 | 0,1364 | 0,1439 | 0,0883 | 0,0659 | 0,1563 | -0,0328 | 0,7203
p 0,712 | 0,035 | 0,029 0,193 0,313 | 0,016 | 0,615 | 0,000
trigliceridi | -0,1405 | 0,3223 | 0,3255 | 0,2299 | 0,0638 | 0,0497 | 0,0436 | 0,3657
p 0,030 | 0,000 | 0,000 0,001 0,328 | 0,446 | 0,504 | 0,000
indeks_at | -0,0365 | 0,1958 | 0,2691 | 0,2229 | -0,0153 | 0,0069 | -0,0269 | 1,0000
p 0,575 | 0,002 | 0,000 0,001 0,815 | 0,915 | 0,680 ,
zeljezo -0,0509 | 0,0594 | -0,0576 | -0,1386 | 0,0003 | 0,0279 | -0,0330 | -0,0671
p 0,434 | 0,361 | 0,384 0,040 0,997 | 0,668 | 0,613 | 0,303
vit B12 0,1920 | 0,1163 | 0,1296 | 0,0215 |-0,0501 | 0,0219 | -0,0720 | -0,0961
p 0,099 | 0,321 | 0,281 0,861 0,670 | 0,852 | 0,539 | 0,415
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Tablica4.6. Muskarci — korelacijska matrica dobi, indeksa tjelesne mase, opsega struka,
omjera struk/bokovi, sistolickog i1 dijastolickog krvnog tlaka, razlike izmedu sistolickog i
dijastolickog tlaka te indeksa lipida s biokemijskim i antropometrijskim pokazateljima
zdravstvenog statusa osoba duboke dobi (80+ godina). Znacajne korelacije (p<0,05) otisnute
su masnim slovima.

dob BMI | ops_str | WaistHip |  sist dijast puls ind_at

dob 1,0000 | -0,1492 | -0,1544 | -0,1634 | 0,0336 | -0,0634 | 0,0717 | -0,1830

p , 0,178 | 0,177 0,158 0,764 | 0572 | 0,522 | 0,098
visina -0,2907 | -0,1241 | 0,0959 | -0,0182 | 0,1137 | 0,0855 | 0,0805 | 0,2986
p 0,008 | 0,264 | 0,403 0,876 0,309 | 0,445 | 0,472 | 0,006
vis_kolj -0,2167 | 0,0850 | 0,2501 | 0,1244 | -0,0492 | -0,1088 | 0,0039 | 0,3398
p 0,049 | 0,445 | 0,027 0,284 0,660 | 0,330 | 0,972 | 0,002
teZina -0,2871 | 0,8461 | 0,8327 | 0,4215 | 0,0387 | 0,1915 | -0,0603 | 0,3523
p 0,009 | 0,000 | 0,000 0,000 0,730 | 0,085 | 0,590 | 0,001
BMI -0,1492 | 1,0000 | 0,8573 | 0,4808 |-0,0323 | 0,1653 | -0,1252 | 0,2046
p 0,178 0,000 0,000 0,773 | 0,138 | 0,262 | 0,064

ops_struk | -0,1544 | 0,8573 | 1,0000 | 0,7779 |-0,0202 | 0,1278 | -0,0917 | 0,3141

p 0,177 | 0,000 , 0,000 0,862 | 0,268 | 0,428 | 0,005
ops_bok | -0,0607 | 0,8284 | 0,7390 | 0,1536 | 0,0147 | 0,2308 | -0,1086 | 0,2278
p 0,602 | 0,000 | 0,000 0,185 0,900 | 0,046 | 0,354 | 0,048
WaistHip | -0,1634 | 0,4808 | 0,7779 | 1,0000 |-0,0266 | 0,0071 | -0,0338 | 0,2506
p 0,158 | 0,000 | 0,000 , 0821 | 0,952 | 0,773 | 0,029
ops_nadl | -0,2555| 0,7983 | 0,7182 | 0,3651 | 0,0146 | 0,1497 | -0,0646 | 0,3200
P 0,020 | 0,000 | 0,000 0,001 0,896 | 0,179 | 0,564 | 0,003
ops_potkolj | -0,2050 | 0,7626 | 0,6832 | 0,3580 | 0,0158 | 0,1615 | -0,0696 | 0,0284
P 0,063 | 0,000 | 0,000 0,001 0,888 | 0,147 | 0,534 | 0,799
kn_tric -0,0135 | 0,6470 | 0,6067 | 0,2915 | 0,0745 | 0,2044 | -0,0274 | 0,2184
P 0,903 | 0,000 | 0,000 0,011 0,506 | 0,065 | 0,807 | 0,047
kn_subskap | -0,0872 | 0,6134 | 0,5498 | 0,3001 |-0,0246 | 0,1026 | -0,0835 | 0,1782
P 0,439 | 0,000 | 0,000 0,008 0,828 | 0,365 | 0,461 | 0,111
suma_kn |-0,0644 | 0,7124 | 0,6546 | 0,3378 | 0,0168 | 0,1734 | -0,0756 | 0,2231
p 0,568 | 0,000 | 0,000 0,003 0,883 | 0,124 | 0,505 | 0,045
sir_lakta | -0,2186 | 0,2616 | 0,3000 | 0,1071 |-0,0685 | -0,1312 | -0,0054 | 0,2218
P 0,047 | 0,017 | 0,008 0,357 0,541 | 0,240 | 0,961 | 0,044
sistol 0,0336 | -0,0323 | -0,0202 | -0,0266 | 1,0000 | 0,4427 | 0,8748 | 0,1103

p 0,764 | 0,773 | 0,862 0,821 , 0,000 | 0,000 | 0,324
dijastol -0,0634 | 0,1653 | 0,1278 | 0,0071 | 0,4427 | 1,0000 | -0,0471 | 0,0745
p 0,572 | 0,138 | 0,268 0,952 0,000 , 0,674 | 0,506
puls 0,0717 | -0,1252 | -0,0917 | -0,0338 | 0,8748 | -0,0471 | 1,0000 | 0,0827

p 0,522 | 0,262 | 0,428 0,773 0,000 | 0,674 , 0,460
glukoza -0,0443 | 0,2420 | 0,2964 | 0,2206 | -0,0455 | -0,0666 | -0,0147 | -0,1313
p 0,691 | 0,028 | 0,008 0,056 0,685 | 0,552 | 0,896 | 0,237
kolesterol | -0,2029 | 0,2213 | 0,2691 | 0,2737 | 0,2459 | 0,3020 | 0,1107 | 0,5243
p 0,066 | 0,044 | 0,017 0,017 0,026 | 0,006 | 0,322 | 0,000
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dob BMI | ops_str | WaistHip |  sist dijast puls ind_at
HDL _ kolest | -0,0096 | -0,1165 | -0,1852 | -0,0585 | 0,0781 | 0,1820 | -0,0113 | -0,6033
p 0,931 | 0,294 | 0,105 0,616 0,485 | 0,102 | 0,920 | 0,000
LDL_kolest | -0,1779 | 0,1879 | 0,2660 | 0,2396 | 0,1670 | 0,2007 | 0,0776 | 0,7275
p 0,108 | 0,089 | 0,019 0,037 0,134 | 0,071 | 0,488 | 0,000
trigliceridi | -0,1630 | 0,3298 | 0,3133 | 0,2570 | 0,2332 | 0,2181 | 0,1420 | 0,3779
p 0,141 | 0,002 | 0,005 0,025 0,035 | 0,049 | 0,203 | 0,000
indeks_at | -0,1830 | 0,2046 | 0,3141 | 0,2506 | 0,1103 | 0,0745 | 0,0827 | 1,0000
p 0,098 | 0,064 | 0,005 0,029 0,324 | 0,506 | 0,460 :
Zeljezo 0,0376 | 0,0893 | -0,0777 | -0,1032 | 0,1028 | 0,2067 | 0,0028 | -0,1131
p 0,736 | 0,422 | 0,499 0,375 0,358 | 0,062 | 0,980 | 0,309
vit B12 -0,1185 | -0,2321 | -0,1912 | -0,0786 | 0,2376 | -0,0164 | 0,2643 | -0,0707
p 0,467 | 0,149 | 0,257 0,649 0,145 | 0,921 | 0,104 | 0,665
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Tablica4.7. Potpuni model visestruke regresije (model ENTER) za sistolicki krvni tlak kao
zavisnu varijablu kod Zena dobi 80 i viSe godina. Nezavisne varijable ¢ine dob te ispitivani
biokemijski (LDL i HDL kolesterol, trigliceridi, indeks ateroskleroze i glukoza) i
antropometrijski (BMI, opseg struka, bokova i nadlaktice, kozni nabor tricepsa i
subskapularno) pokazatelji prehrambenog statusa, dok varijable visina, tezina, dijastolicki
krvni tlak i tlak pulsa nisu usle u jednadzbu. Znacajne korelacije (p<0,05) oznacene su
masnim slovima.

B Std. Error t p
(Constant) 0,04698 0,07448 0,63075 0,52890
Zscore: LDL_kol 0,38159 0,19885 1,91904 0,05637
Zscore: indeks_at -0,45904 0,24476 -1,87545 0,06215
Zscore: kn_triceps 0,15088 0,08974 1,68133 0,09422
Zscore: kn_subskap 0,11851 0,09020 1,31385 0,19036
Zscore: HDL kol -0,21222 0,16993 -1,24887 0,21314
Zscore: ops_ nadl -0,11746 0,12923 -0,90893 0,36446
Zscore: glukoza -0,06539 0,07355 -0,88912 0,37498
Zscore: dob -0,05944 0,07096 -0,83767 0,40319
Zscore: ops_bokova -0,06762 0,12542 -0,53917 0,59036
Zscore: BMI 0,08823 0,16684 0,52882 0,59750
Zscore: ops_struk 0,01341 0,13973 0,09596 0,92364
Zscore: triglic 0,00220 0,07036 0,03125 0,97510

R = 0,265; R*=0,070; Adjusted R?= 0,016; Std.Error: 0,9133556; F (12;205) = 1,294; p =
0,224
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Tablica 4.8. Potpuni model visestruke regresije (model ENTER) za dijastolic¢ki krvni tlak
kao zavisnu varijablu kod Zena dobi 80 i viSe godina. Nezavisne varijable ¢ine dob te
ispitivani biokemijski (LDL i HDL kolesterol, trigliceridi, indeks ateroskleroze i glukoza) i
antropometrijski (BMI, opseg struka, bokova i nadlaktice, kozni nabor tricepsa i
subskapularno) pokazatelji prehrambenog statusa. Varijable visina, tezina, Sistolicki krvni tlak
i tlak pulsa nisu uSle u jednadzbu, a znacajne korelacije (p<0,05) oznafene su masnim
slovima.

B Std. Error t p
(Constant) -0,02474 0,07901 -0,31316 0,75448
Zscore: glukoza -0,18480 0,07814 -2,36516 0,01895
Zscore: LDL_kol 0,49764 0,21131 2,35507 0,01946
Zscore: indeks_at -0,51168 0,25985 -1,96915 0,05028
Zscore: dob -0,12308 0,07543 -1,63176 0,10426
Zscore: BMI 0,21267 0,17660 1,20426 0,22987
Zscore: triglic 0,08317 0,07479 1,11205 0,26741
Zscore: HDL kol -0,14565 0,18016 -0,80845 0,41976
Zscore: ops_struk -0,10664 0,14846 -0,71829 0,47339
Zscore: ops_ nadl -0,08161 0,13733 -0,59426 0,55299
Zscore: kn_subskap 0,02081 0,09567 0,21746 0,82806
Zscore: ops_bokova 0,02680 0,13330 0,20103 0,84087
Zscore: kn_triceps -0,00724 0,09535 -0,07595 0,93953

R =0,343; R*=0,118; Adjusted R? = 0,066; Std.Error: 0,9708356; F (12;206) = 2,288; p =
0,009
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Tablica4.9. Potpuni model visestruke regresije (model ENTER) za sistolicki krvni tlak kao
zavisnu varijablu kod musSkaraca dobi 80 i vise godina. Nezavisne varijable ¢ine dob te
ispitivani biokemijski (LDL i HDL kolesterol, trigliceridi, indeks ateroskleroze i glukoza) i

antropometrijski (BMI,

opseg struka, bokova 1 nadlaktice, kozni nabor tricepsa i

subskapularno) pokazatelji prehrambenog statusa, dok varijable visina, tezina, dijastolicki
krvni tlak i tlak pulsa nisu usle u jednadzbu. Znacajne korelacije (p<0,05) oznacene su

masnim slovima.

B Std. Error t p
(Constant) 0,24253 0,27099 0,89499 0,37426
Zscore: triglic 0,47831 0,20551 2,32744 0,02322
Zscore: BMI -0,61643 0,37193 -1,65736 0,10250
Zscore: ops_bokova 0,42740 0,29453 1,45110 0,15179
Zscore: HDL_kol 0,52273 0,39440 1,32537 0,18991
Zscore: dob 0,16648 0,13067 1,27409 0,20739
Zscore: kn_subskap -0,15651 0,17625 -0,88798 0,37798
Zscore: indeks_at 0,46442 0,54693 0,84914 0,39907
Zscore: LDL_kol -0,25277 0,51166 -0,49401 0,62304
Zscore: kn_triceps 0,09720 0,22759 0,42707 0,67080
Zscore: ops_ nadl 0,11050 0,26634 0,41487 0,67967
Zscore: ops_struk 0,07846 0,25877 0,30321 0,76275
Zscore: glukoza -0,03446 0,13628 -0,25285 0,80122

R = 0,441; R? = 0,194; adjusted R® = 0,038; Std.Error: 1,0275366; F (12;62) = 1,246; p =

0,274
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Tablica 4.10. Potpuni model visestruke regresije (model ENTER) za dijastolic¢ki krvni tlak
kao zavisnu varijablu kod muskaraca dobi 80 i vise godina. Nezavisne varijable ¢ine dob te
ispitivani biokemijski (LDL i HDL kolesterol, trigliceridi, indeks ateroskleroze i glukoza) i
antropometrijski (BMI, opseg struka, bokova i nadlaktice, kozni nabor tricepsa i
subskapularno) pokazatelji prehrambenog statusa. Varijable visina, tezina, Sistolicki krvni tlak
i tlak pulsa nisu uSle u jednadZzbu, a znacajne korelacije (p<0,05) oznaCene su masnim
slovima.

B Std. Error t p
(Constant) 0,41419 0,22400 1,84908 0,06922
Zscore: triglic 0,48013 0,16987 2,82647 0,00633
Zscore: HDL_kol 0,88924 0,32601 2,72768 0,00829
Zscore: ops_bokova 0,41472 0,24346 1,70349 0,09349
Zscore: ops_struk -0,34252 0,21390 -1,60131 0,11439
Zscore: indeks_at 0,66973 0,45209 1,48142 0,14356
Zscore: BMI 0,37939 0,30744 1,23406 0,22184
Zscore: kn_subskap -0,16398 0,14569 -1,12554 0,26470
Zscore: glukoza -0,10877 0,11265 -0,96559 0,33800
Zscore: LDL_kol -0,39272 0,42293 -0,92855 0,35672
Zscore: dob -0,04824 0,10801 -0,44660 0,65672
Zscore: ops_ nadl -0,05401 0,22015 -0,24534 0,80700
Zscore: kn_triceps 0,02106 0,18812 0,11193 0,91124

R = 0,591; R? = 0,349; adjusted R? = 0,223; Std. Error: 0,8493463; F (12;62) = 2,772; p =
0,004
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4.2. KVALITATIVNE ANALIZE
4.2.1. Ucestalost alela i genotipova

Razdioba genotipova i alela za Cetiri izuCavana polimorfizma — ACE 1I/D, MTHFR
C667T, eNOS VNTR i APOE — prikazana je u Tablicama 4.11. i 4.12. Dani su podaci o broju
osoba u uzorku kod kojih je odreden genotip pojedinog polimorfizma, dok su u zagradama
navedeni udjeli pojedinog genotipa 1 alela u postocima. Zbog razliCite uspjeSnosti
laboratorijskog postupka, broj genotipiziranih osoba (N) nije jednak za sve polimorfizme.
Prema laboratorijski odredenim genotipovima, za svaki je polimorfizam izraCunata ucestalost

alela.

Ucestalost D alela u uzorku osoba starih 80 i viSe godina iznosila je 61,0%, a alela I
39,0% (Tablica 4.11.). Genotip ID utvrden je kod 36,7% ispitanika, II kod 20,7% ispitanika,
dok je genotip DD bio najucestaliji — odreden je kod Cak 42,7% ispitanika. Razdioba

genotipova ovog polimorfizma nije bila u skladu s Hardy-Weinbergovom ravnotezom.

Kod eNOS VNTR polimorfizma, ucestalost alela 5 u uzorku iznosila je 79,5%, a
ucestalost alela 4, 20,5%. Genotip 55 je bio 1 najucestaliji (65,3%), a slijedili su ga genotip 45,
prisutan u 28,4% ispitanika, i genotip 44, prisutan u 6,3% ispitanika (Tablica 4.11.).

Distribucija ovog genotipa takoder nije bila u skladu s Hardy-Weinbergovom ravnotezom.

Ucestalost C alela kod polimorfizma MTHFR C667T iznosila je 64,5%, a T alela
35,5%. Heterozigotni genotip CT bio je najucestaliji (45,9%), a slijedili su ga genotipovi CC,
pronaden u 41,6% ispitanika, 1 TT, prisutan u 12,5% ispitanika. Distribucija MTHFR

genotipova bila je u skladu s Hardy-Weinbergovim ocekivanjima.

Sto se polimorfizama APOE gena ti¢e, u populaciji osoba dobi 80 i vise godina,
najzastupljeniji je alel E3 (85,4%), dok su ostali aleli podjednako zastupljeni; E2 7,2%, a E4
7,4% (Tablica 4.12.). Shodno navedenom, genotip E3E3 je i najzastupljeniji u ovoj populaciji,
s ucestalos¢u od 73,2%. Nakon njega po ucestalosti slijede E3E4 (12,6%) 1 E2E3 (11,7%),
dok su preostali genotipovi zastupljeni svaki u manje od 1% uzorka: E4E4 (0,6%), E2E2
(0,9%) i E4E4 (0,9%). Cetvrtina uzorka je bila heterozigotna za APOE alele (25,2%).
Rezultati Exact — testa pokazali su da su distribucije genotipova u skladu s Hardy-

Weinbergovim pretpostavkama.
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Tablica 4.11. Ucestalosti genotipova i alela ispitivanih polimorfizama ACE, eNOS i MTHFR
gena. Podudarnost ucestalosti genotipova s ocekivanjima Hardy-Weinbergove ravnoteze
ispitana je y° — testom.

Polimorfizam Genotipovi Aleli HWE
ACE ID DD (%) ID (%) 11 (%) D (%) 1 (%) x p
N=300 128 (42,7) | 110(36,7) | 62 (20,7) | 366 (61,0) | 234 (39,0) | 15,783 | <0,001

eNOS VNTR 44 (%) 45 (%) 55 (%) 4 (%) 5 (%)

N=320 20 (6,3) | 91(28,4) | 209 (65,3) | 131 (20,5) | 509 (79,5) | 5,126 | 0,024
MTHFR C667T | CC (%) CT (%) TT (%) C (%) T (%)
N=303 126 (41,6) | 139 (45,9) | 38(12,5) | 391 (64,5) | 215 (35,5) | 0,001 | 0,972

Tablica 4.12. Ucestalost genotipova i alela ispitivanog polimorfizma APOE gena.
Podudarnost ucéestalosti genotipova s oc¢ekivanjima Hardy-Weinbergove ravnoteze ispitano je
Exact — testom.

Izmjerena ucestalost Ocekivana ucestalost HWE
Genotipovi N % N % Xz
E2E2 0,92 1,7 0,52 p=0,751
E2E3 38 11,69 40,13 12,35
E2E4 3 0,92 3,47 1,07
E3E3 238 73,23 236,94 72,91
E3E4 41 12,62 40,98 12,61
E4E4 2 0,62 1,77 0,55
Ukupno 325 100 325 100
Heterozigotnost 82 25,23 84,58 26,03
Homozigotnost 243 74,77 240,42 73,97
Aleli
E2 47 7,23
E3 555 85,38
E4 48 7,39
Ukupno 650 100
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4.2.2. Odnos ispitivanih polimorfizama s ¢imbenicima kardiovaskularnog rizika

Kako bi se ispitala moguca povezanost ispitivanih polimorfizama s kardiovaskularnim
¢imbenicima rizika, koriStenjem xz—testa testirane su ucestalosti alela i1 genotipova s
negenetickim c¢imbenicima rizika, pri ¢emu su negeneticki Cimbenici prikazani kao
kvalitativne varijable. Grani¢ne vrijednosti koje su koriStene kao prag iznad kojeg sve
vrijednosti predstavljaju povecani rizik oboljenja od kardiovaskularnih bolesti, odabrane su

temeljem rezultata brojnih epidemioloskih studija.

Osim prema granici rizika za razvoj KVB, neke od kvantitativnih varijabli, poput npr.
vrijednosti krvnog tlaka, prikazane su na viSe nacina. Naime, osim standardne definicije
hipertenzije (vrijednost sistolickog krvnog tlaka >140 mmHg i/ili vrijednost dijastolickog
krvnog tlaka >90 mm Hg i/ili terapija antihipertenzivima), u medicinskoj se praksi vrijednosti
krvnog tlaka dijele u Cetiri kategorije: normalan krvni tlak, predhipertenzija, stadij 1
hipertenzije i stadij 2 hipertenzije. Kako je u ovom istrazivanju bila namjera ispitati i postoje
li neki ucinci ispitivanih polimorfizama koji se javljaju samo kod poviSenih vrijednosti
sistoli¢kog krvnog tlaka, no ne i dijastolickog (i obrnuto), ili pak ucinci koji se javljaju samo
kod izuzetno visokih vrijednosti krvnog tlaka kao i eventualna protektivna uloga nekih
genotipova koja odreduje vrlo niske vrijednosti krvnog tlaka, tako je lista testiranih
negenetickih ¢imbenika rizika proSirena. Sumarni rezultati su prikazani u Tablici 4.13., a

popis relacija je dan u Tablici 4.14.

Statisti¢ki znac¢ajnu povezanost s ACE I/D polimorfizmom pokazao je opseg struka, a
od ostalih antropometrijskih pokazatelja prehrambenog statusa, ustanovljena je povezanost
sume koznih nabora s eNOS polimorfizmom i omjera struka i bokova s APOE E4 alelom
(Tablica 4.13.). E4 alel APOE gena pokazao je povezanost i s dobi, a E2 alel istog gena s
LDL kolesterolom. Takoder, APOE polimorfizam pokazao je povezanost s dijastolickim

krvnim tlakom, a MTHFR polimorfizam sa zeljezom.

Statisti¢ki znacajne razlike izmedu alela i genotipova ispitivanih ACE, eNOS, MTHFR
i APOE polimorfizama i ucestalosti javljanja ispitivanih kvalitativnih obiljezja s detaljnim
opisom relacija prikazane su u Tablici 4.14. Pokazalo se da nositelji | alela ACE gena ceSce
imaju opseg struka veéi od vrijednosti definiranih kao rizi¢ne za pojavu KVB (>80 c¢cm za
zene 1 >94 c¢cm za muskarce) (struk_eu; p=0,019). Shodno tome, osobe s ACE DD genotipom

¢esce imaju opseg struka manji od vrijednosti definiranih kao rizi¢ne za pojavu KVB (<80 cm
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(Z) odnosno <94 c¢cm (M)), u odnosu na osobe s Il i ID genotipom (struk_eu; p=0,050). Isti
nalaz dobivamo i kada ACE ID genotipove testiramo unutar 3 kategorije za opseg struka
(struk_3k): osobe s ACE DD genotipom c¢e$¢e imaju opseg struka ispod granice rizika za
KVB (p=0,019) te istovremeno rjede imaju opseg struka u rasponu 80-88cm (za zene),

odnosno 94-102 cm (za muskarce), u odnosu na osobe s ID i Il genotipom (p=0,004).

Genotip 44 eNOS gena pokazao je znaCajnu povezanost samo sa sumom koznih

nabora ve¢om od 66. percentila (p=0,031).

Alel E4 APOE gena pokazao je povezanost s omjerom struka i bokova ve¢im ili
jednakim od 0,80 (waist/hip_ratio; p=0,034): sve osobe s alelom E4 imale su omjer >0,80. Isti
alel pokazao je povezanost i s dobi budu¢i da su sve osobe s E4 alelom bile mlade od 95
godina (dob_95; p=0,034). Neki APOE genotipovi pokazali su povezanost s vrijednostima
dijastolickog krvnog tlaka: samo su osobe s genotipovima 33, 34 i 44 imale dijastoli¢ki krvni
tlak iznad 90 mmHg (dija_90; p=0,033), dok su samo 33 i 44 osobe imale dijastolicki krvni
tlak iznad 95 mmHg (dija_95; p=0,005). Jo$ jedan alel APOE gena, ovoga puta E2, pokazao
je povezanost s vrijednostima LDL kolesterola ispod granice rizika za KVB (LDL_kol;
p=0,047).

Genotipovi MTHFR polimorfizma nisu pokazali znaCajnu povezanost s niti jednim
ispitivanim fenotipom, nego je samo alel T MTHFR gena (genotipovi CT i TT) pokazao

povezanost sa snizenim vrijednostima zeljeza u krvi (Zeljezo; p=0,030).

Tablica 4.15. daje prikaz povezanosti razlicitih kombinacija Cetiriju ispitivanih
polimorfizama s ispitivanim negenetickim ¢imbenicima rizika za kardiovaskularne bolesti. U
prikaz su ukljucene samo znacajne relacije utvrdene na uzorku od barem 5 osoba, a rezultati
su prikazani prema rastu¢im p vrijednostima. Najistaknutija se relacija odnosi na kombinaciju
genotipa DD ACE gena i 55 eNOS gena s pojavom angine pectoris (p=0,004), iako nije
pronadena povezanost ovog fenotipa s nijednim pojedina¢nim genotipom. S obzirom na
rezultate povezanosti predstavljene u Tablici 4.15., napravljen je probir genotipova za

multivarijatnu logisticku regresiju Cetiri odabrana fenotipa.
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Tablica 4.13. Sumarna tablica rezultata y* — testa ucestalosti genotipova i alela ispitivanih polimorfizama ACE, eNOS, MTHFR i APOE gena i
negenetickih ¢cimbenika kardiovaskularnog rizika. Prikazani su samo statisticki znacajni rezultati (p<0,05).

Varijable

ACE
ID

ACED

ACE |

eNOS
VNTR

eNOS 4

eNOS 5

MTHFR
Ce67T

MTHFR
C

MTHFR
T

APOE
152

APOE
290

APOE
genotip

E2

E3

E4

IHvsID
vs DD

Il vs
ID, DD

DD vs
ID, Il

44 vs
45 vs
55

55 vs
45, 44

44 vs
45, 55

CCvs
CTvs
TT

TT vs
CT,CC

CCvs
CT, TT

CCvs
CTvs
TT

CCvs
CTvs
TT

22 Vs
23 Vs
24 vs
33 vs
34 vs
44

22, 23,
24 vs
33, 34,
44

23, 33,
34 vs
22, 24,
44

24, 34,
44 vs
22,23,
33

HT

real HT

spol

dob 90

dob 95

0,034

bmi_25

bmi_30

bmi_who

bmi_3k

bmi_4k

waist/hip
ratio

0,034

struk_3k

0,019

0,004

struk_eu

0,050

0,019

suma_kn

0,013

0,031

sistol_140

sistol_160

dija_90

0,017

0,033

dija_95

0,002

0,005

pulse_k

ht120_80
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Varijable

ACE
ID

ACED

ACE |

eNOS
VNTR

eNOS 4

eNOS 5

MTHFR
Ce667T

MTHFR

MTHFR

APOE
152

APOE
290

APOE
genotip

E2

E3

E4

IlvsID
vs DD

Il vs
ID, DD

DD vs
ID, Il

44 vs
45 vs
55

55 vs
45, 44

44 vs
45,55

CCvs
CTvs
TT

TT vs
CT, CC

CCvs
CT,TT

CCvs
CTvs
TT

CCvs
CTvs
TT

22 Vs
23 Vs
24 vs
33vs
34 vs
44

22, 23,
24 vs
33, 34,
44

23, 33,
34 vs
22, 24,
44

24, 34,
44 vs
22,23,
33

ht140_90

ht160_95

ht 3kat

ht 4kat

glukoza_2k

tot_kolesterol

hdl_kolest

Id]_kolest

0,047

triglic

vit_b12

zeljezo

0,030

inzult

infarkt

angina

inf_ang

inf_inz

cvd_razno
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Tablica 4.14. Tablica statisticki znagajnih razlika (p<0,05) utvrdenih y*~testom izmedu alela i genotipova ACE, eNOS, MTHFR i APOE gena i
ucestalosti javljanja ispitivanih kvalitativnih obiljezja s detaljnim opisom relacija.

Br | Tip varijable Varijabla N Alel ili | Opis relacije X df p
genotip
1 Antropometrija | struk_3k 30 ACE ID | Osobe s ACE DD genotipom &eiée imaju opseg struka <80 cm (Z) odnosno <94 cm 11,747 4 0,019
genotip | (M), u odnosu na osobe s Il i ID genotipom
2 Antropometrija | struk_eu 30 ACE ID | Osobe s ACE DD genotipom &eiée imaju opseg struka <80 cm (Z) odnosno <94 cm 5,992 2 0,050
genotip | (M), u odnosu na osobe s Il i ID genotipom
3 Antropometrija | struk_3k 30; ACE | Osobe koje imaju ACE DD genotip najéesce imaju najmanji opseg struka (M<94 cm, | 11,137 2 0,004
18 alel 7<80cm) u odnosu na osobe s II i ID genotipom, a rjede imaju srednji opseg struka
(Z=80-88cm, M=94-102 cm)
4 Antropometrija | struk_eu 141 ACE I Osobe s | alelom (genotipovi ID i 11) ¢es¢e imaju opseg struka vec¢i od europskih 5,882 1 0,019
alel standarda (Z>80cm, M>94 cm), u odnosu na osobe koje nemaju | alel (DD genotip)
5 Antropometrija | suma_kn 10 eNOS Osobe s 44 genotipom ¢esce imaju sumu koznih nabora iznad 66. percentila, u 8,734 2 0,013
VNTR | odnosu na osobe s genotipovima 45 i 55
genotip
6 Antropometrija | suma_kn 10 eNOS 5 | Osobe s alelom 5 (genotipovi 45 i 55) ¢esc¢e imaju sumu koznih nabora ispod 66. 6,070 1 0,031
alel percentila, u odnosu na osobe koje nemaju alel 5 (genotip 44)
7 Antropometrija | waist/hip 44 APO E4 | Sve osobe s alelom E4 (genotipovi 24, 34, 44) imaju omjer struka i bokova >0,80 4,727 1 0,034
ratio alel
8 Biokemija zeljezo 38 MTHFR | Kod osoba s T aleleom (CT i TT genotipovi) ¢es¢e su utvrdene snizene vrijednosti 7,044 2 0,030
T alel zeljeza (<8 umol/L kod Zena, <11umol/L kod muskaraca) za razliku od osoba koje
nemaju T alel (CC genotip)
9 Biokemija LDL_kol 21 APO E2 | Osobe koje imaju E2 alel (genotipovi 22, 23, 24) rjede imaju povisen LDL kolesterol 4,127 1 0,047
alel
10 | Tlak dija_90 14 APOE | Samo osobe s genotipovima 33, 34 i 44 imaju dijastoli¢ki krvni tlak >90 mm Hg (sve | 12,149 5 0,033
genotip | osobe s E2 alelom imaju dijastoli¢ki tlak <90 mm Hg, N=309)
11 | Tlak dija_95 11 APOE Samo osobe s genotipovima 33 i 44 imaju dijastolicki krvni tlak >95 mm Hg 16,638 5 0,005
genotip
12 | Dob dob_95 45 APO E4 | Sve osobe s E4 alelom (genotipovi 24, 34, 44) mlade su od 95 godina 4,181 1 0,034
alel
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Tablica 4.15. Sumarna tablica statisticki znacajnih razlika (p<0,05) utvrdenih XZ — testom izmedu kombinacije genotipova ispitivana Cetiri
polimorfizma (ACE, eNOS, MTHFR i APOE) i ucestalosti javljanja ispitivanih kvalitativnih obiljeZja.
. . . . . Kombinacija . 2
Broj | Geni Tip varijable N Varijabla genotipova Opis X df p
1 | ACE+ENOS KVB fenotip Angina DD 55 Osobe koje imaju kombinaciju DD_55 &esée obolijevaju od angine 9,984 | 1 | 0,004
pectoris pectoris (U odnosu na osobe koje nemaju tu kombinaciju)
2 | ACE+ENOS+ KVB fenotip 7 Angina DD55E3 Osobe s DD55E3 kombinacijom ¢es¢e obolijevaju od angine pectoris | 10,16 | 1 | 0,004
APOE pectoris (u odnosu na osobe bez DD55E2 kombinacije)
3 | ACE+APOE antropometrija | 29; struk_3k DD _E3 Osobe s DD_E3 kombinacijom ¢e$¢e imaju opseg struka <80 c¢cm za 9,922 | 2 | 0,007
18 zene 1 <94 cm za muskarce, a rjede opseg stuka unutar raspona 80-88
cm za zene i1 94-102 cm za muskarce (u odnosu na osobe bez DD_E3
kombinacije)
4 | MTHFR+ENOS | antropometrija | 5 suma kn CC 44 Osobe s CC_44 kombinacijom ¢e$ce imaju sumu koZnih nabora u 8,925 | 1 | 0,008
gornjih 34 percentila (u odnosu na osobe koje nemaju tu
kombinaciju)
5 | ACE+APOE spol 17 spol DD _E2 Sve osobe s DD_E2 kombinacijom su Zene (u odnosu na osobe bez 6,461 | 1 | 0,008
DD_E2 kombinacije)
6 MTHFR+ENOS | antropometrija 5 suma kn CC44E3 Osobe s CC44E3 kombinacijom ¢es¢e imaju sumu koznih nabora u 9,05 | 1 | 0,008
+APOE gornjih 34 percentila (u odnosu na osobe koje nemaju tu
kombinaciju)
7 | ACE + MTHFR | antropometrija | 35 wr/h ratio DD_CC Osobe s DD_CC kombinacijom rjede imaju omjer opsega struka i 7,824 | 1 | 0,011
bokova >0,80 (u odnosu na osobe koje nemaju tu kombinaciju)
8 | ACE+MTHFR antropometrija 8 wi/h ratio DDCCE3 Osobe s DDCCE3 kombinacijom ¢es$¢e imaju opseg struka <0,80 (u 7,757 | 1 | 0,011
+APOE odnosu na osobe hez DDCCE3 kombinacije)
9 | ACE+MTHFR KVB fenotip 10 cvdrazno DDTT55 Osobe s DDTT55 kombinacijom rjede obolijevaju od KVB (u odnosu | 6,485 | 1 | 0,012
+ENQOS na osobe bez DDTT55 kombinacije)
10 | ACE+MTHFR KVB fenotip 10 cvdrazno | DDTT55E3 | Osobe s DDTT55E3 kombinacijom rjede obolijevaju od KVB (u 6,424 | 1 | 0,012
+ENOS+APOE odnosu na osobe bez DDTT55E3 kombinacije)
11 | ACE+ENOS antropometrija | 19 suma kn 11_55 Osobe koje imaju kombinaciju I1_55 ¢esc¢e imaju sumu koznih 6,334 | 1 | 0,017
nabora u gornjih 34 percentila (u odnosu na osobe koje nemaju tu
kombinaciju)
12 | APOE+ENOS antropometrija | 10 suma kn E3 44 Osobe s E3_44 kombinacijom ¢e$¢e imaju sumu koznih nabora u 6,125 | 1 | 0,018
gornjih 34 percentila (u odnosu na osobe koje nemaju tu
kombinaciju)
13 | ACE+MTHFR | dob 41 dob_90 DD_CC Osobe s DD_CC kombinacijom ¢e$¢e su mlade od 90 godina (u 5649 | 1 | 0,019

odnosu na osobe koje nemaju tu kombinaciju)
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Broj | Geni Tip varijable N Varijabla | Kombinacija | Opis X df p
14 | ACE+MTHFR | dob 41 dob_90 DDCCE3 | Osobe s DDCCE3 kombinacijom ¢e$¢e su mlade od 90 godina (u 5704 | 1 | 0,019
+APOE odnosu na osobe bez DDCCE3 kombinacije)
15 | MTHFR+ENOS | KVB fenotip 6 cvdrazno TT 55 Osobe s TT_55 kombinacijom rjede obolijevaju od KVB (u odnosu 5388 | 1 | 0,022
na osobe bez TT_55 kombinacije)
16 | ACE+APOE tlak 0;6 ht 3k I_E2 Od osoba s I1_E2 kombinacijom, nitko nema krvni tlak >160/100 mm | 7,66 | 2 | 0,022
Hg, ve¢ II_E2 osobe najcesce imaju vrijednosti krvnog tlaka 141-
160/91-100 mm Hg (u odnosu na osobe bez 1l_E2 kombinacije)
17 | MTHFR+ENOS | KVB fenotip 19 cvdrazno TT55E3 Osobe s TT55E3 kombinacijom rjede obolijevaju od KVB (u odnosu | 5,305 | 1 | 0,022
+APOE na osobe bez TT55E3 kombinacije)
18 | MTHFR+ENOS | zdravlje 5 lijek 2k TT_55 Osobe s TT_55 kombinacijom ¢esc¢e ne uzimaju nikakve lijekove (u 6,855 | 1 | 0,023
odnosu na osobe bez TT 55 kombinacije)
19 | ACE+ENOS+ biokemija 8 glukoza_k DD55E2 Nijedna osoba s DD55E2 kombinacijom nema povisenu razinu 5752 | 1 | 0,023
APOE glukoze u serumu (u odnosu na osobe bez DD55E2 kombinacije)
20 | MTHFR+ENOS | zdravlje 5 lijek_2k TT55E3 Osobe s TT55E3 kombinacijom ¢esée ne piju nikakve lijekove (u 6,81 | 1 | 0,023
+APOE odnosu na osobe bez TT55E3 kombinacije)
21 | ACE+ENOS+ antropometrija | 18 suma kn I155E3 Osobe s 1155E3 kombinacijom ¢e$¢e imaju sumu koznih nabora u 538 | 1 | 0,026
APOE gornjih 34 percentila (u odnosu na osobe koje nemaju tu
kombinaciju)
22 | ACE+APOE antropometrija | 29 struk_eu DD _E3 Osobe s DD_E3 kombinacijom ¢es$¢e imaju opseg struka manji od 80 | 4,861 | 1 | 0,030
cm za zene i manji od 94 cm za muskarce (u odnosu na osobe bez
DD_E3 kombinacije)
23 | ACE+ENOS+ tlak 9 puls_k DD55E4 Osobe s DD55E4 kombinacijom rjede imaju tlak pulsa>40 mm Hg (u | 5,552 | 1 | 0,035
APOE odnosu na osobe bez DD55E4 kombinacije)
24 | ACE+MTHFR biokemija 17 | glukoza k DD TT Osobe s DD_TT kombinacijom ¢es¢e imaju razinu glukoze u serumu | 4,925 | 1 | 0,037
unutar referentnih vrijednosti (u odnosu na osobe bez DD_TT
kombinacije koje su ¢esce hiperglikemicne)
25 | ACE+MTHFR | tlak 43 | Ht_160/95 DDCCE3 | Osobe s DDCCE3 kombinacijom ¢es¢e imaju krvni tlak <160/95 mm | 4,576 | 1 | 0,038
+APOE Hg (u odnosu na osobe bez DDCCE3 kombinacije)
26 | ACE+MTHFR antropometrija | 5 suma kn IITT55E3 | Osobe s ITT55E3 kombinacijom ¢e$¢e imaju sumu koznih naborau | 5,021 | 1 | 0,039
+ENOS+APOE gornjih 34 percentila (u odnosu na osobe koje nemaju tu
kombinaciju)
27 | ACE+MTHFR | antropometrija | 5 suma kn IITTE3 Osobe s ITTE3 kombinacijom ¢e$é¢e imaju sumu koznih nabora u 495 | 1 | 0,040
+APOE gornjih 34 percentila (u odnosu na osobe koje nemaju tu
kombinaciju)
28 | MTHFR+APOE | biokemija 14 zeljezo k CC E3 Osobe s CC_E3 kombinacijom rjede imaju koncentraciju Zeljeza u 6,386 | 2 | 0,041

krvi ispod referentnih vrijednosti (u odnosu na osobe bez CC_E3
kombinacije)
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Broj | Geni Tip varijable N Varijabla | Kombinacija | Opis X df p
29 | ACE+MTHFR antropometrija | 5 suma kn ITT55 Osobe s ITT55 kombinacijom ¢esée imaju sumu koznih nabora u 4,918 | 1 | 0,041
+ENOS gornjih 34 percentila (u odnosu na osobe koje nemaju tu
kombinaciju)
30 | ACE+MTHFR antropometrija 5 suma kn In_TT Osobe s 1I_TT kombinacijom ¢e$¢e imaju sumu koZnih nabora u 4856 | 1 | 0,042
gornjih 34 percentila (u odnosu na osobe koje nemaju tu
kombinaciju)
31 | ACE+MTHFR KVB fenotip 5 inf+ang DDCC55 Osobe s DDCC55 kombinacijom ¢esce obolijevaju od angine 4,927 | 1 | 0,043
+ENOS pectoris i infarkta miokarda (u odnosu na osobe bez DDCC55
ombinacije)
32 | ACE+APOE tlak 0;6 ht_4k I_E2 Od osoba s I1_E2 kombinacijom, nitko nema krvni tlak >160/100 8,123 | 3 | 0,044
mmHg, II_E2 osobe naj¢esée imaju vrijednosti krvnog tlaka 141-
160/91-100 mm Hg (u odnosu na osobe bez I1_E2 kombinacije)
33 | ACE+ENOS+ KVB fenotip 10 inf+ang DD55E3 Osobe s DD55E3 kombinacijom ¢esce obolijevaju od infarkta 4,469 | 1 | 0,044
APOE miokarda i angine pectoris (u odnosu na osobe bez DD55E3
kombinacije)
34 | ACE+MTHFR KVB fenotip 5 inf+ang DDCC55E3 | Osobe s DDCC55E3 kombinacijom ¢escée obolijevaju od infarkta 4888 | 1 | 0,044
+ENOS+APOE miokarda i/ili angine pectoris (u odnosu na osobe bez DDCC55E3
kombinacije)
35 | ACE+ENOS KVB fenotip 10 inf+ang DD_55 Osobe koje imaju kombinaciju DD _55 €esce obolijevaju od infarkta 4,327 | 1 | 0,046
miokarda i angine pectoris (u odnosu na osobe koje nemaju tu
kombinaciju)
36 | MTHFR+APOE | KVB fenotip 7 inzult CC _E3 Osobe s CC_E3 kombinacijom rjede obolijevaju od mozdanog 4,089 | 1 | 0,050
inzulta (u odnosu na osobe bez CC_E3 kombinacije)
37 | ACE+MTHFR starost 26 dob_90 DDCC55 Osobe s DDCC55 kombinacijom ¢es¢e su mlade od 90 godina (u 4,104 | 1 | 0,053
+ENQOS odnosu na osobe bez DDCC55 kombinacije)
38 | ACE+MTHFR dob 26 dob_90 DDCC55E3 | Osobe s DDCC55E3 kombinacijom ¢esc¢e su mlade od 90 godina (u 4,138 | 1 | 0,053
+ENOS+APOE odnosu na osobe bez DDCC55E3 kombinacije)
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4.2.3. MjeSovite kvantitativno-kvalitativne analize: Logisticka regresija

U Tablicama 4.16. do 4.23. dan je prikaz rezultata logisticke regresije. Analize su
provedene za odabrane Cetiri varijable, pokazatelje dugovjecnosti (dob 90+ godina),
kardiovaskularnog rizika (hipertenzija (HT) i pretilost izrazena pomoc¢u sume koznih nabora
(kn_66)) te realiziranih kardiovaskularnih bolesti (CVD_razno). Kod svih navedenih
testiranih varijabli odsustvo ispitivanog obiljezja ima vrijednost «0», a prisustvo vrijednost
«1». Za sve Cetiri varijable rezultati logisticke regresije prikazani su u dvije tablice, od kojih
prva daje sumarni pregled svih testiranih modela, dok druga daje detaljan prikaz modela
odabranog kao najboljeg. Varijabla "spol" prisutna je u svim testiranim modelima. Nezavisne
varijable su testirane i kao kvantitativne i kao kvalitativne te je varijanta koja se pokazala

znacajnijom koriStena u izgradnji drugih modela doti¢ne zavisne varijable.

Rezultati logisticke analize za dugovjecnost (dob 90+) kao zavisne varijable, prikazani
su u Tablici 4.16., a u Tablici 4.17. prikazan je najbolji model. Varijabla "spol” nije bila
znacajan prediktor u svim modelima. Model koji sadrzi spol i kombinaciju genotipova
DD CC, iako statisticki znacajan, nije pokazao jaku snagu modela, dok nakon ukljucenja
antropometrijskih i biokemijskih varijabli, znacajno raste snaga modela i postotak varijance
koju modeli objasnjavaju. Varijabla visine se pokazala kao najsnazniji prediktor (p<0,001), a
u kombinaciji sa spolom (p<0,05), kombinacijom genotipova DD_CC (p<0,05), varijablama
BMI30 (p<0,05) i suma koZnih nabora te glukoza k (p<0,05) i Zeljezo (p<0,05), HDL
kolesterol 1 triglic_k, dobijamo model koji je pokazao da od svih testiranih modela objasnjava
i najveci postotak varijance (27,5%). Taj model, broj 50 iz Tablice 4.16., prikazan je zasebno
u Tablici 4.17. Prema ovom modelu, prisutnost kombinacije genotipova ACE-DD i MTHFR-
CC smanjuje vjerojatnost dostizanja dobi od 90 i vise godina (OR 0,194; CI 0,053-0,717) u
odnosu na osobe koje nemaju ovu kombinaciju genotipova. Vecu Sansu dostizanja duboke
dobi od 90 1 viSe godina imaju muskarci (OR=0,237; CI 0,077-0,728), osobe koje su nize
rastom (OR=0,988; C| 0,982-0,993), osobe koje imaju BMI<30 kg/m? (OR=0,340; CI 0,119-
0,974) te osobe s vecom koncentracijom zeljeza u krvi (OR=1,068; CI 1,011-1,128) i s
vrijednostima glukoze iznad 6,4 mmol/L (OR=2,021; 1,031-3,964).

Tablica 4.18. daje sumarni prikaz modela koji su testirani u svrhu probira
prediktorskih varijabli za hipertenziju (varijabla HT) putem logisticke regresije. Niti jedan
genotip se nije samostalno pokazao znafajnim prediktorom za HT, no kombinacija

genotipova MTHFR-CT i APOE-E2E3 se pokazala kao najbolja unato¢ tome $to u
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kombinaciji sa spolom objasnjava svega 4,5% varijance (model 8). Medu navedenim
kombinacijama, najsnaznijim se prediktorom pokazala kombinacija u modelu 50, koja uz
spol, dob >95 godina i CT E2E3 genotip sadrzava BMI te tri lipidne komponente; ukupni
kolesterol, HDL i LDL, i glukozu u krvi, iako i ovaj model objasnjava relativno malo

varijance — svega 7,4% (Tablica 4.18).

U modelu broj 50, detaljno prikazanom u Tablici 4.19, jedina statisticki znacajna
varijabla je upravo kombinacija genotipova: osobe s CT E2E3 kombinacijom imaju ¢ak
5,829 puta (s 95%-tnim intervalom pouzdanosti, Cl 1,314-25,867) vecu Sansu da obole od

hipertenzije, u odnosu na osobe koje nemaju navedenu kombinaciju genotipova.

Tablica 4.20 daje sumarni prikaz testiranih modela za varijablu CVD_razno koja
ukljucuje vise bolesti; infarkt miokarda, anginu pectoris i cerebrovaskularni inzult. Rezultati
y*~testa upuéivali su na moguéu vezu genotipova ACE-DD, MTHFR-TT i eNOS-55 s pojavom
kardiovaskularnih bolesti 1 unato¢ tome Sto se nijedan pojedinacni genotip nije pokazao
znaajnim prediktorom, kombinacija sva tri genotipa objasnjava 3,9% varijance (model 9).
Varijabla BMI, u kombinaciji s DDTTS55, dobi i spolom, pokazala se kao najsnazniji prediktor
nastupa kardiovaskularnih bolesti, a taj model objasnjava 10,5% varijance (model 28). Kada u
prethodni model uklju¢imo dijastolicki krvni tlak kao kvantitativnu varijablu, postotak

objasnjene varijance raste na 11,6% (model 37).

Prema najboljem modelu (br. 47) osobe s visim vrijednostima BMI-a imaju vec¢u Sansu
(OR=1,122; CI 1,038-1,214), dok osobe s kombinacijom genotipova DDTT55 imaju manju
Sansu obolijevanja od kardiovaskularnih bolesti (OR=0,099; CI 0,012-0,797), sto DDTTS55

¢ini zaStitnim ¢imbenikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti (Tablica 4.21).

Sumarni prikaz testiranih modela za varijablu kn_66 kao indikatora pretilosti prikazan
je u Tablici 4.22. Spol se u svim modelima pokazao kao prediktivan. U pocetku se vise
pojedinacnih genotipova pokazalo dobrim (statisticki znacajnim) prediktorima pretilosti, no
kako su dodavane razli¢ite antropometrijske i biokemijske varijable, signifikantnost se
uglavnom gubila. Tako se, npr., kombinacija CC44, koja se u pocetku zajedno sa spolom
pokazala prediktornom za ¢ak 10,3% varijance (model 11) izgubila, dok je kombinacija koja
je ostala do kraja — I11D_4455 — u pocetku objasnjavala samo 8,3% varijance (model 8).
Najbolji model (br. 52) objasnjava 21,7% varijance 1 uz kombinaciju genotipova IIID 4455

sadrzi varijable spol, visinu, sistolicki i dijastolicki tlak, dob90, glukozu te cetiri lipidne
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varijable. Prema ovom modelu (Tablica 4.23.), Zene imaju vecu $ansu biti pretile (OR=4,603;
Cl 1,657-12,789), kao i osobe s 111D_4455 kombinacijom genotipova (OR=2,021; CI 1,156-
3,532) te osobe s povisenom razinom triglicerida u krvi (OR=1,452; CI 1,029-2,050). Dob se
pokazala protektivnom: osobe starije od 90 godina imaju manju Sansu da postanu pretile
(OR=0,310; CI1 0,141-0,683), u odnosu na one mlade od 90 godina.

Tablica 4.24 daje sumarni prikaz rezultata povezanosti ispitivanih polimorfizama s
testirane Cetiri varijable. Kombinacija ACE-DD i MTHFR-CC genotipova smanjuje S$ansu
dozivljenja dobi od 90 i vise godina, no istodobno ACE-DD genotip, ovoga puta u
kombinaciji sa MTHFR-TT i eNOS 55 genotipovima, smanjuje S$ansu pojave
kardiovaskularnih bolesti. Kod osoba koje imaju ACE Il ili ID genotip u kombinaciji s eNOS
44 ili 55 genotipom, veca je Sansa da budu pretile. Genotip CT MTHFR gena u kombinaciji s

E2E3 genotipom APOE gena kod nositelja povecava $ansu pojave hipertenzije.
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Tablica 4.16. Sumarni prikaz rezultata logisticke regresije za varijablu dobi (>90 god) kao
zavisnu varijablu. Obavezna nezavisna varijabla u svim modelima je spol, a masnim slovima
su oznaceni najbolji modeli za svaki broj nezavisnih varijabli kao i statistiCki znacajne

varijable.
ar?arl(i)i o | Obav. | Antropometrija Biokemija Tlak | Genotip nE'zrg/. _ EZX NF;;;JI
varijabli
1 Spol E3 2 0,002 | 0,003
2 Spol CcC 2 0,003 | 0,004
3 Spol CCE3 2 0,003 | 0,005
4 Spol DDE3 2 0,005 | 0,007
5 Spol DD 2 0,005 | 0,008
6 Spol E4 2 0,011 | 0,016
7 Spol DDCC55 2 0,019 | 0,029
8 Spol DDCC 2 0,024 | 0,036
9 Spol DDCCE3 2 0,024 | 0,036
10 Spol Zeljezo K DDCC 3 0,023 | 0,035
11 Spol kolesterol DDCC 3 0,024 | 0,036
12 Spol LDL DDCC 3 0,023 | 0,036
13 Spol sistol DDCC 3 0,024 | 0,036
14 Spol sistl40 | DDCC 3 0,026 | 0,040
15 Spol dija90 DDCC 3 0,026 | 0,040
16 Spol zeljezo DDCC 3 0,029 | 0,044
17 Spol dijastol | DDCC 3 0,029 | 0,045
18 Spol HDL DDCC 3 0,031 | 0,048
19 Spol trigliceridi DDCC 3 0,037 | 0,056
20 Spol struk_eu DDCC 3 0,038 | 0,059
21 Spol triglic_k DDCC 3 0,040 | 0,061
22 Spol suma_kn_k DDCC 3 0,056 | 0,085
23 Spol ops_struk DDCCE3 3 0,058 | 0,089
24 Spol ops struk DDCC 3 0,059 | 0,090
25 Spol BMI DDCC 3 0,062 | 0,094
26 Spol BMI130 DDCC 3 0,066 | 0,100
27 Spol suma kn DDCCE3 3 0,076 | 0,115
28 Spol visina DDCC 3 0,090 | 0,138
29 Spol visina DDCCE3 3 0,093 | 0,142
30 Spol suma_kn DDCC 3 0,077 | 0,177
31 Spol LDL, HDL DDCC 4 0,032 | 0,049
32 | spol gtmilc;;{k DDCC 4 0,047 | 0,071
33 Spol suma_kn_k HDL _Kkat DDCCE3 4 0,055 | 0,084
34 Spol suma_kn_k triglic_k DDCCE3 4 0,066 | 0,100
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Broj

Broj " . " . R? - R?—
X Obav. Antropometrija Biokemija Tlak Genotip nezav.
analize S Cox | Nagel
varijabli
triglic_k,
35 Spol LDL k, HDL_k DDCCES3 5 0,040 | 0,060
trigliceridi,
36 Spol LDL, HDL DDCC 5 0,040 | 0,061
triglic_k,
37 Spol LDL_k, HDL K DDCC 5 0,040 | 0,061
triglic_k,
38 Spol LDL_k, HDL Kk, DDCC 6 0,046 | 0,070
glukoza_k
visina, ops_struk, triglic_k,
39 Spol suma, kn_k LDL_k, HDL k DDCC 7 0,133 | 0,203
. triglic_k,
40 Spol visina, suma_kn LDL_k, HDL_k DDCC 7 0,135 | 0,205
triglic_k,
41 Spol | suma_kn, ops_str | LDL_k, HDL_K, DDCC 8 0,136 | 0,208
zeljezo
visina triglic_k,
42 Spol ' LDL_k, HDL_k, DDCC 8 0,149 | 0,227
suma_kn_k 5 1
- = Zeljezo
triglic_k,
43 Spol | visina, suma_kn | LDL_k, HDL k, DDCC 8 0,156 | 0,237
Zeljezo
triglic_k,
44 Spol | visina, suma_kn | HDL_k, Zeljezo, DDCC 8 0,167 | 0,255
glukoza_k
triglic_k, HDL,
45 Spol visina, BMI130 Zeljezo, DDCC 8 0,171 | 0,261
glukoza_k
visina, ops_struk triglic_k,
46 Spol suma. kn k LDLTk,'HDL_k, DDCC 9 0,15 | 0,230
- - Zeljezo
. triglic_k,
47 | spor | Visina opsstruk, |y b e DDCC 9 0,154 | 0,236
suma_kn < 1
- Zeljezo
visina, BMI130, -
48 | spol ops._struk, triglic_k, HDL, DDCC 9 0,166 | 0,255
Zeljezo
suma_kn
visina, suma_kn, triglic_k, HDL,
49 Spol BMI30 seljezo, glukoza DDCC 9 0,171 | 0,261
visina, suma_kn triglic_k, HDL,
50 Spol ' = Zeljezo, DDCC 9 0,180 | 0,275
BMI30
glukoza_k
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Tablica 4.17. Multivarijatni probir prediktorskih varijabli za dob 90 putem logisti¢ke

regresije (Model broj 50 iz Tablice 4.16).

Kodiranje: 1 — osobe mlade od 90 godina; 2 — 0sobe dobi 90 i vise godina.

Kratice: OR — omjer Sanse (engl. odds ratio); Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence

interval).

Prediktorske varijable OR (95% CI) p
Visina (mm) _

0,988 (0,982-0,993) 0,0000
Spol (muskarci su referentni) 1.00

0,237 (0,077-0,728) 0,0119
DD_CC (osobe koje nemaju 1.00
kombinaciju ACE-DD_MTHFR-CC 0,194 (0,053-0,717) 0,0139
su referentne)
Zeljezo (umol/L) —

1,068 (1,011-1,128) 0,0190
Glukoza K (vrijednosti <6,4 mmol/L 1.00
su referentne) 2,021 (1,031-3,964) 0,0406
BMI30 (osobe koje imaju BMI 1.00
<30 kg/m? su referentne) 0,340 (0,119-0,974) 0,0445
Triglic_K (vrijednosti <1,7 mmol/L 1.00
su referentne) 0,489 (0,227-1,056) 0,0686
Suma_kn (mm) -

0,998 (0,995-1,001) 0,1922
HDL kolesterol (mmol/L) -

1,139 (0,435-2,982) 0,7909

-2 Log Likelihood 242,850
Goodness of Fit 288,456
Cox & Snell -R* 0,180
Nagelkerke - R 0,275
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Tablica 4.18. Sumarni prikaz rezultata logisticke regresije za varijablu hipertenzija (HT) kao
zavisnu varijablu. Obavezna nezavisna varijabla u svim modelima je spol, a masnim slovima
su oznaceni najbolji modeli za svaki broj nezavisnih varijabli kao i statistiCki znacajne

varijable.
Broj . .. . Broj 2 2
analize Obav. | Antropometr. | Biokemija | Dob | Genotip nezav. R“ - Cox | R” - Nagel
varijab.
1 Spol E3 2 0,008 0,011
2 Spol cC 2 0,010 0,013
3 Spol CT 2 0,009 0,013
4 Spol DD 2 0,011 0,016
5 Spol E2 2 0,018 0,024
6 Spol E2E3 2 0,019 0,026
7 Spol DD_EZ2E3 2 0,020 0,028
8 Spol CT_EZ2E3 2 0,032 0,045
9 Spol dob95 E2E3 3 0,023 0,032
10 Spol dob95 | CT_E2E3 3 0,036 0,050
11 Spol folna dob95 | CT_EZ2E3 4 0,014 0,019
12 Spol | suma_kn_kat dob95 | CT_E2E3 4 0,033 0,046
13 Spol suma kn dob95 | CT_E2E3 4 0,034 0,047
14 Spol glukoza | dob95 [ CT_E2E3 4 0,036 0,049
15 Spol ops_struk dob95 | CT_E2E3 4 0,035 0,049
16 Spol struk_eu dob95 | CT_E2E3 4 0,035 0,049
17 Spol indeks at | dob95 | CT_E2E3 4 0,036 0,049
18 Spol trigl_k | dob95 | CT_E2E3 4 0,036 0,049
19 Spol BMI30 dob95 | CT_E2E3 4 0,036 0,050
20 Spol BMI dob95 | CT_E2E3 4 0,037 0,051
21 Spol glukoza_k | dob95 | CT_E2E3 4 0,037 0,052
22 Spol trigliceridi | dob95 | CT_E2E3 4 0,038 0,052
23 Spol HDL_k |dob95 | CT_E2E3 4 0,041 0,056
24 Spol HDL dob95 | CT_E2E3 4 0,041 0,057
25 Spol ops_struk kolesterol CT_E2E3 4 0,042 0,058
26 Spol kolest_k [ dob95 | CT_E2E3 4 0,043 0,059
27 Spol kolesterol | dob95 | CT_E2E3 4 0,045 0,062
28 Spol LDL dob95 | CT_E2E3 4 0,042 0,062
29 Spol LDL k | dob95 | CT_E2E3 4 0,047 0,064
30 Spol ops_struk HDL dob95 | CT_E2E3 5 0,039 0,054
31 Spol ops_struk | trigliceridi [ dob95 [ CT_E2E3 5 0,039 0,054
32 Spol suma_kn kolesterol | dob95 | CT_E2E3 5 0,041 0,057
33 Spol ops_struk kolesterol | dob95 | CT_E2E3 5 0,042 0,059
34 Spol BMI HDL dob95 | CT_E2E3 5 0,043 0,059
35 Spol BMI kolesterol | dob95 | CT_E2E3 5 0,045 0,062
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Broj

Broj

amalize | OPaV- | Antropometr. | Biokemija | Dob | Genotip | nezav. R?- Cox | R? - Nagel
varijab.

36 Spol ops_struk LDL_k | dob95 | CT_E2E3 5 0,045 0,063

37 | Spol BMI LDL k |dob95|CT E2E3| 5 0,047 | 0,065

38 | Spol ijr}s;rﬁr‘f’ LDL k |dob9s|CT E2E3| 6 0,047 | 0,066
LDL k,

39 Spol ops_struk HDL dob95 | CT_E2E3 6 0,048 0,067
kolesterol,

40 Spol BMI glukoza_k, CT_E2E3 6 0,049 0,067
trigl

41 | spol BMI gIlLJ[k)oLz_ali’k, dobos | CT E2E3| 6 | 0049 | 0067
LDL k,

42 Spol BMI trig_l dob95 | CT_E2E3 6 0,050 0,069

43 | spol BMI 2o | dobos | CT_E2E3| 6 | 0050 | 0,070

44 | spol BMI Lﬁ['gik’ dobos | CT E2E3| 6 | 0052 | 0072

45 | spol | ops_struk H[')-B';r’igl dobos | CcT E2E3| 7 | 0049 | 0,068
LDL_k,
HDL,

46 Spol BMI trig| CT_E2E3 7 0,050 0,069
kolesterol

47 | spol BMI LOL, "l dobos | cT E2E3| 7 | 0052 | 0071
HDL, trigl - ’ :
LDL_k,

48 | spol BMI HDL, |dob9s|cCT E2E3| 7 0,052 | 0,072
kolesterol
LDL K,
HDL,

49 Spol BMI trigl, CT_EZ2E3 8 0,051 0,072
kolesterol,
glukoza_k
LDL K,

50 | Spol BMI HDL, | onos | cT E2E3| 8 | 0053 | 0074
kolesterol, - ’ ’
glukoza k
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Tablica 4.19. Multivarijatni probir prediktorskih varijabli za hipertenziju putem logisticke

regresije (Model broj 50 iz Tablice 4.18).

Kodiranje: 1 — normalan krvni tlak; 2 — hipertenzija.

Kratice: OR — omjer Sanse (engl. odds ratio); Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence

interval).

Prediktorske varijable OR (95% CI) p
CT_EZ2E3 (osobe koje nemaju 1.00
kombinaciju MTHFR-CT_APOE-E2E3 5,829 (1,314-25,867) 0,0204
su referentne)
LDL_K (vrijednosti <3 mmol/L 1.00
su referentne) 1,525 (0,725-3,210) 0,2663
Dob 95 (mladi od 95 god. 1.00
su referentni) 1,762 (0,639-4,858) 0,2735
HDL (mmol/L) -

1,568 (0,696-3,536) 0,2779
Spol (muskarci su referentni) 1.00

1,211 (0,665-2,204) 0,5308
Glukoza K (vrijednosti < 6,4 mmol/L 1.00
su referentne) 0,860 (0,517-1,430) 0,5605
BMI (kg/m?) -

1,014 (0,960-1,072) 0,6133
Kolesterol (mmol/L) -

1,011 (0,709-1,442) 0,9505

-2 Log Likelihood 366,313
Goodness of Fit 292,911
Cox & Snell -R?> 0,053
Nagelkerke - R? 0,074
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Tablica 4.20. Sumarni prikaz rezultata logisticke regresije za varijablu CVD razno koja
ukljucuje razli¢ite kardiovaskularne bolesti (infarkt, anginu, inzult) kao zavisnu varijablu.
Obavezna nezavisna varijabla u svim modelima je spol, a masnim slovima su oznaceni
najbolji modeli za svaki broj nezavisnih varijabli kao 1 statisticki znacajne varijable.

Broj

Broj . " . R?- R?-
anal. Obav. | Antropometr. | Biokemija Dob Tlak Genotip nezav. Cox Nagel
varijab.
1 Spol DD 2 0,004 | 0,005
2 Spol 55 2 0,006 | 0,007
3 Spol TT 2 0,007 | 0,009
4 Spol TTE3 2 0,009 | 0,012
5 Spol DD55 2 0,010 | 0,013
6 Spol DDTT 2 0,013 | 0,017
7 Spol TT55 2 0,021 | 0,028
8 Spol TT55E3 2 0,021 | 0,028
9 Spol DDTT55 2 0,029 | 0,039
10 Spol DDTT55E3 2 0,029 | 0,039
11 Spol glukoza DDTT55 3 0,029 | 0,039
12 Spol HDL DDTT55 3 0,029 | 0,039
13 Spol triglic DDTT55 3 0,030 | 0,039
14 Spol triglic_k DDTT55 3 0,030 | 0,040
15 Spol kolest DDTT55 3 0,031 | 0,041
16 Spol kolest_k DDTT55 3 0,033 | 0,044
17 Spol dob DDTT55 3 0,034 | 0,045
18 Spol HDL_k DDTT55 3 0,034 | 0,046
19 Spol dob90 DDTT55 3 0,035 | 0,047
20 Spol glukoza_k DDTT55 3 0,036 | 0,048
21 Spol dob95 DDTT55 3 0,037 | 0,049
22 Spol triglic_k dob95 DDTT55 4 0,037 | 0,048
23 Spol glukoza dob95 DDTT55 4 0,036 | 0,049
24 Spol glukoza_k | dob95 DDTT55 4 0,043 | 0,058
25 Spol struk_eu dob95 DDTT55 4 0,051 | 0,068
26 Spol suma_kn dob95 DDTT55 4 0,056 | 0,074
27 Spol ops_str dob95 DDTT55 4 0,063 | 0,085
28 Spol BMI dob95 DDTT55 4 0,078 | 0,105
29 Spol visina glukoza_k | dob95 DDTT55 5 0,045 | 0,060
30 Spol suma_kn trigliceridi | dob95 DDTT55 5 0,052 | 0,070
31 Spol ops_str trigliceridi [ dob95 DDTT55 5 0,058 | 0,077
32 Spol suma_kn dob95 | dijast DDTT55 5 0,061 | 0,082
33 Spol ops_str glukoza dob95 DDTT55 5 0,064 | 0,085
34 Spol BMI trigliceridi | dob95 DDTT55 5 0,071 | 0,095
35 Spol BMI glukoza dob95 DDTT55 5 0,075 | 0,101
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Broj

Broj . " . R?- R?-
Obav. | Antropometr. | Biokemija Dob Tlak Genotip nezav.
anal. " Cox Nagel
varijab.
36 Spol BMI glukoza_k | dob95 DDTT55 5 0,077 | 0,103
37 Spol BMI dob95 | dijast DDTT55 5 0,087 | 0,116
38 Spol visina HDL_k dob95 | dijast DDTT55 6 0,049 | 0,065
39 | Spol S“\Z?;ﬁ';”' dob95 | dijast | DDTTSS5 6 |o0062| 0083
40 Spol | visina, ops_str | glukoza_k | dob95 DDTT55 6 0,066 | 0,088
BMI,
41 Spol HDL_k doh95 DDTT55 6 0,079 | 0,105
suma_kn
42 Spol BMI, visina HDL_k dob95 DDTT55 6 0,081 | 0,108
43 | spol BMI, dob95 | dijast | DDTTSS5 6 | 0088 ]| 0117
suma_kn
44 Spol BMI, visina dob95 | dijast DDTT55 6 0,089 | 0,119
45 | spol | Sumakn dob9s | dijast | DDTTS5 7 | o007 | 0100
ops_str, visina
46 | spol | BMIvisina | HPLK | Gopgs DDTT55 7 | o078 | 0104
glukoza
suma_kn, ..
47 Spol visina, BMI dob95 | dijast DDTT55 7 0,091 | 0,121
suma_kn, S ..
48 Spol visina, BMI trigliceridi | dob95 | dijast DDTT55 8 0,083 | 0,111
. HDL_Kk, .
49 Spol BMI, visina - dob95 | dijast DDTT55 8 0,088 | 0,118
glukoza
suma_kn, ..
50 Spol visina, BMI glukoza dob95 | dijast DDTT55 8 0,088 | 0,118
suma_kn, ..
51 Spol visina, BMI HDL_k dob95 | dijast DDTT55 8 0,091 | 0,121
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Tablica 4.21. Multivarijatni probir prediktorskih varijabli za kardiovaskularne bolesti putem
logisticke regresije (Model broj 47 iz Tablice 4.20).
Kodiranje: 1 — osoba nikada nije bolovala od KVVB; 2 — osoba bolovala od KVB.

Kratice: OR — omjer Sanse (engl. odds ratio); Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence

interval).
Prediktorske varijable OR (95% CI) p
BMI (kg/m?) -

1,122 (1,038-1,214) 0,0040
DDTT55 (osobe koje nemaju 1.00
kombinaciju ACE-DD_MTHFR-TT 0,099 (0,012-0,797) 0,0298
_eNOS-55 su referentne)
Dijastolicki krvni tlak (mmHg) -

0,984 (0,963-1,005) 0,1418
Visina (mm) -

1,002 (0,998-1,006) 0,3207
Dob 95 (mladi od 95 god. 1.00
su referentni) 0,616 (0,223-1,700) 0,3495
Suma_kn (mm) —

0,9993 (0,997-1,002) 0,6081
Spol (muskarci su referentni) 1.00

1,048 (0,433-2,534) 0,9174

-2 Log Likelihood 359,197
Goodness of Fit 275,676
Cox & Snell -R?> 0,091
Nagelkerke - R? 0,121

98



Tablica 4.22. Sumarni prikaz rezultata logisticke regresije za pretilost, izrazenu preko
vrijednosti 66. percentila sume koznih nabora tricepsa i subskapularno, kao zavisnu varijablu.
Obavezna nezavisna varijabla u svim modelima je spol, a masnim slovima su oznaceni
najbolji modeli za svaki broj nezavisnih varijabli kao 1 statisticki znacajne varijable.

Broj

Broj | opay. Antropometr. Biokemija Dob Tlak Genotip | nezav. R - R -
anal. varij. Cox | Nagel
1 Spol ID 2 0,045 | 0,062
2 Spol 1144 2 0,045 | 0,062
3 Spol ID55 2 0,045 | 0,062
4 Spol 11+1D 2 0,049 | 0,068
5 Spol cC 2 0,053 | 0,074
6 Spol 1155 2 0,054 | 0,076
7 Spol 44+55 2 0,056 | 0,078
8 Spol 111D_4455 2 0,059 | 0,083
9 Spol ID44 2 0,060 | 0,084
10 Spol 44 2 0,062 | 0,086
11 Spol CC44 2 0,074 | 0,103
12 Spol ht 111D_4455 3 0,059 | 0,082
13 Spol ht CC44 3 0,073 | 0,101
14 | Spol dob I11D_4455 3 0,100 | 0,140
15 Spol dob90 111D_4455 3 0,107 | 0,150
16 Spol dob90 CC44 3 0,113 | 0,156
17 Spol dob90 ht 111D_4455 4 0,106 | 0,147
18 Spol dob90 | dijastol | 111D_4455 4 0,108 | 0,151
19 | Spol HDL dob90 I11D_4455 4 0,109 | 0,152
20 Spol dob90 ht CC44 4 0,111 | 0,154
21 Spol HDL dob90 CC44 4 0,113 | 0,156
22 Spol visina dob90 111D_4455 4 0,112 | 0,156
23 Spol dob90 | dijastol CC44 4 0,115 | 0,158
24 Spol LDL dob90 111D_4455 4 0,116 | 0,161
25 Spol index_at dob90 111D_4455 4 0,116 | 0,161
26 Spol visina dob90 CC44 4 0,118 | 0,164
27 Spol dob90 sistol 111D_4455 4 0,118 | 0,164
28 Spol kolesterol dob90 111D_4455 4 0,120 | 0,167
29 Spol glukoza dob90 111D_4455 4 0,122 | 0,170
30 Spol index_at dob90 CC44 4 0,124 | 0,171
31 Spol LDL dob90 CC44 4 0,125 | 0,173
32 Spol dob90 sistol CC44 4 0,125 | 0,173
33 Spol glukoza dob90 CC44 4 0,127 | 0,175
34 Spol kolesterol dob90 CC44 4 0,129 | 0,179
35 Spol glukoza dob90 ht 111D_4455 5 0,121 | 0,168
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Broj

anal.

Obav.

Antropometr.

Biokemija

Dob

Tlak

Genotip

Broj
nezav.
varij.

Cox

Nagel

36

Spol

visina

glukoza

dob90

111D_4455

0,125

0,175

37

Spol

glukoza,
kolesterol

dob90

111D_4455

0,133

0,186

38

Spol

glukoza,
trigliceridi

dob90

[11D_4455

0,135

0,189

39

Spol

glukoza,
trigliceridi

dob90

CC44

0,140

0,194

40

Spol

glukoza,
trigliceridi

dob90

ht

[11D_4455

0,135

0,188

41

Spol

visina

glukoza,
trigliceridi

dob90

111D_4455

0,141

0,196

42

Spol

visina

trigliceridi

dob90

sistol

111D_4455

0,141

0,197

43

Spol

glukoza,
trigliceridi

dob90

sistol

111D_4455

0,144

0,201

44

Spol

glukoza,
kolesterol,
trigliceridi

dob90

sistol

111D_4455

0,148

0,206

45

Spol

visina

glukoza,
trigliceridi

dob90

sistol

111D_4455

0,148

0,206

46

Spol

glukoza,
kolesterol,
trigliceridi

dob90

sistol,
dijastol

111D_4455

0,148

0,207

47

Spol

visina

glukoza,
trigliceridi

dob90

sistol,
dijastol

111D_4455

0,148

0,207

48

Spol

visina

glukoza,
trigliceridi,

LDL K,

HDL K

dob90

ht

111D _4455

0,151

0,210

49

Spol

visina

glukoza,
kolesterol,
trigliceridi

dob90

sistol,
dijastol

111D _4455

0,152

0,212

50

Spol

glukoza,
trigliceridi,
HDL,
LDL K

dob90

sistol,
dijastol

111D_4455

0,153

0,212

51

Spol

glukoza,
kolesterol,
trigliceridi,
HDL,
LDL K

dob90

sistol,
dijastol

111D_4455

10

0,153

0,212

52

Spol

visina

glukoza,
trigliceridi,

LDL_K,

HDL_K

dob90

sistol,
dijastol

111D_4455

10

0,156

0,217
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Tablica 4.23. Multivarijatni probir prediktorskih varijabli

za pretilost,

izrazenu kao

vrijednosti iznad 66. percentila sume koznih nabora tricepsa i subskapularno, putem logisticke

regresije (Model broj 52 iz Tablice 4.22).

Kodiranje: 1 — osoba ¢ija je suma koznih nabora ispod 66. percentila; 2 — osoba Cije su

vrijednosti sume koznih nabora iznad 66. percentila.

Kratice: OR — omjer Sanse (engl. odds ratio); Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence

interval).

Prediktorske varijable OR (95% CI) p
Spol (muskarci su referentni) 1.00

4,603 (1,657-12,789) 0,0034
Dob90 (osobe koje su mlade od 1.00
90 god su referentne) 0,310 (0,141-0,683) 0,0036
[11D_4455 (osobe koje nemaju 1.00
kombinaciju ACE-I11/ID_eNOS-44/55 2,021 (1,156-3,532) 0,0136
su referentne)
Trigliceridi (mmol/L) -

1,452 (1,029-2,050) 0,0337
Glukoza (umol/L) -

1,078 (0,978-1,189) 0,1318
LDL_K (vrijednosti <3 mmol/L 1.00
su referentne) 1,532 (0,850-2,762) 0,1563
Sistolicki krvni tlak (mm Hg) —

1,008 (0,994-1,022) 0,2554
Visina (mm) _

1,003 (0,998-1,007) 0,2611
HDL_K (vrijednosti >1,2 mmol/L 1.00
za zene, odnosno >1,0 mmol/L za 0,780 (0,390-1,561) 0,4824
muskarce su referentne)
Dijastoli¢ki krvni tlak (mm Hg) -

1,000 (0,974-1,027) 0,9766

-2 Log Likelihood 316,945
Goodness of Fit 329,792
Cox & Snell - R? 0,156
Nagelkerke - R 0,217
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Tablica 4.24. Sumarni

prikaz

rezultata

logisticke

regresije  povezanosti

ispitivanih

polimorfizama s testiranim fenotipovima: dugovje¢nost (dob veca ili jednaka 90 godina),
¢imbenici kardiovaskularnog rizika (hipertenzija i pretilost definirana pomocu sume koznih
nabora iznad 66. percentila) te povijesti oboljenja od kardiovaskularnih bolesti iz zdravstvene

ankete.
& Postotak varijance (%) Postotak varijance
Sansa S e o
. N . - koji objasnjavaju (%) koji objasnjava
Fenotip Kombinacije genotipova razvoja T . . o
fenoti kombinacija genotipova i najbolji model za
enotipa . .
spol svaki fenotip
. ACE DD u kombinaciji s .
dugovjecnost MTHFR CC genotipom smanjena 3,6 27,5
Genotipovi ACE I1i 1D u
. kombinaciji s .
pretilost genotipovima eNOS 44 i povecana 8,3 21,7
55
ACE DD genotip u
KV bolesti kombinaciji s MTHFR TT smanjena 3,9 12,1
i eNOS 55 genotipovima
MTHFR CT genotip u
hipertenzija kombinaciji s APO E2E3 povecana 4,5 74

genotipom
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4.2.4. Medupopulacijska usporedba ucestalosti alela i genotipova istrazivanih

polimorfizama

Kako bi se ustanovilo postoji li razlika izmedu ucestalosti alela i genotipova
polimorfnih gena odredenih u ovoj disertaciji (ACE I/D, MTHFR C667T, eNOS VNTR i
APOE) u populaciji osoba dobi 80 i vise godina u odnosu na opcu populaciju Republike
Hrvatske, te je li ustanovljena razlika prisutna i u drugim europskim populacijama, napravljen
je opsezan pregled literaturnih podataka koriStenjem elektronickih baza podataka. Meta-
analiza je provedena za ACE, APOE i MTHFR polimorfizme s obzirom da je pronaden
dovoljno velik broj podataka o ucestalosti alela u opc¢oj populaciji i u segmentu osoba duboke
starosti. Budu¢i da je za polimorfizam VNTR gena eNOS pronadena samo jedna publikacija
koja je odgovarala trazenim kriterijima (Alvarez R i sur., 1999 - J Neurol Neurosurg
Psychiatry 67: 733-6), za taj polimorfizam nije mogla biti provedena meta-analiza. S obzirom
da je najveci broj radova iz kojih su koriSteni podaci temeljen na asocijacijskim studijama u
kojima su proucavani raznovrsni fenotipovi, uglavnom bolesti, u obzir su uzete samo
ucestalosti alela kontrolnih skupina. U sluc¢ajevima kada je unutar iste populacije pronadeno
vise studija koje su odgovarale zadanim kriterijim, ucestalost testiranih alela dobivena je

ponderiranjem pojedinac¢nih rezultata.

U Tablici 4.25. prikazana je ucestalost alela D i I ACE gena u Republici Hrvatskoj te u
9 europskih drzava za koje su bili dostupni podaci za ciljane dobne skupine. Distribucija ACE
D alela u Republici Hrvatskoj zna¢ajno se razlikovala izmedu opée populacije i osoba starih
80 1 viSe godina: ucestalost D alela je veca kod starijih osoba (61,1% vs 49,4%, p<0,001) te se
DD genotip javlja dvostruko ¢esée kod starijih nego kod mladih osoba (p<0,00001) (Tablica
4.26.). IzvrSena je meta-analiza medugeneracijskih razlika svih 10 populacija prikazanih u
Tablici 4.25., a rezultati su prikazani na Slici 4.01. U devet od deset populacija, pronadena je
veca ucestalost D alela kod starijih osoba (80+ god.) u odnosu na op¢u populaciju, pri cemu
se jedinu iznimku predstavljali Spanjolci (ukupni OR=1,19; 95%-tni CI 1,08-1,31). S
obzirom da su rezultati Cochrane Q testa pokazali nisku heterogenost (1><11%, p=0,346),
podaci su analizirani pomo¢u modela fiksnog u¢inka odnosno prema Mantel-Haenszelu, koji
je pokazao znacajnost efekta p<0,001. KoriStenjem Beggova (p>0,788) 1 Eggerova testa
(p>0,799), kao i vizualnim pregledom ljevkastog grafickog prikaza (engl. funnel plot), nije
utvrdena pristranost u objavljivanju ucestalosti alela (Slika 4.02.). Kako bi se provjerilo

postoji li, unato¢ svim mjerama predostroznosti, potencijalna studija snaznog (jaceg) utjecaja
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koja je utjecala na ukupni OR i znacajnost, provedena je meta-analiza utjecaja (engl.

influential analysis) koja nije prepoznala niti jednu individualnu studiju kao viSe utjecajnu
(Slika 4.03.).

Ucestalost alela C i T polimorfizma C667T MTHFR gena u Republici Hrvatskoj i 8
europskih populacija za koje su bili dostupni podaci za ciljane dobne skupine prikazana je u
Tablici 4.27. U populaciji Republike Hrvatske nije pronadena statisticki znacajna razlika u
ucestalostt MTHFR C667T genotipova i alela izmedu opcée populacije 1 osoba starih 80 1 viSe
godina (Tablica 4.28.). Podaci o ucestalosti alela pronadeni pregledom literature u devet
europskih populacija testirani su medugeneracijski meta-analizom, a rezultati su prikazani na
Slici 4.04. Veca ucestalost rizicnog T alela kod starijih (80+ god.) osoba u odnosu na opéu
populaciju, pronadena je u Sest od devet populacija, no prema modelu fiksnog uc¢inka razlike
nisu bile statisticki znacajne (OR=1,03; Cl 0,98-1,09, |2<27%, p=0,207). Koristenjem
Beggova (p>0,677) i Eggerova testa (p>0,736), kao i vizualnim pregledom ljevkastog
grafickog prikaza nisu nadeni dokazi publikacijske pristranosti (Slika 4.05.). Nije pronadena

ni potencijalna studija jaceg utjecaja pomoc¢u meta-analize utjecaja (Slika 4.06.).

U Tablici 4.29. prikazane su ucestalosti alela E2, E3 i E4 APOE gena u 14 europskih
populacija, ukljucuju¢i populaciju Republike Hrvatske, za koje su bili dostupni podaci za
ciljane dobne skupine. Distribucija E2 i E4 alela u Republici Hrvatskoj nije se znacajno
razlikovala izmedu opce populacije i osoba starih 80 i vise godina (Tablica 4.30.). Na Slici
4.07. grafickim trakastim prikazom su prezentirani rezultati medugeneracijske meta-analize za
E2 alel koji je u devet EU populacija ¢esce zastupljen kod osoba starih 80 i vise godina nego
u opéoj populaciji. S obzirom na visoku heterogenost (1’=67,1%) koristen je DerSimonian-
Laird model nasumi¢nog ucinka prema kojem je ukupni OR=1,27 (Cl 1,11-1,46), a razlika u
ucestalosti izmedu mlade 1 starije generacije je statisticki znacajna (p<0,00001). Suprotno
alelu E2, alel E4 je ¢esce zastupljen u opcoj populaciji nego kod starijih osoba (Slika 4.10.).
Kako je i u ovoj meta-analizi utvrden visok stupanj heterogenosti (1=93,7%), prema
DerSimonian-Lairdovom modelu nasumi¢nog ucinka ukupni OR=0,65 (Cl 0,51-0,82), a
razlike su statisticki znacajne (p<0,0001). KoriStenjem Beggova i Eggerova testa za E2
(PBegg=0,298, Pegeer=0,337) odnosno E4 alel (Pgegg=0,171, Pegger=0,806), a niti vizualnim
pregledom ljevkastog grafickog prikaza nisu nadeni dokazi publikacijske pristranosti ni za E2
alel (Slika 4.08.) niti za E4 alel (Slika 4.11.). Nisu pronadene ni potencijalne studije jaceg
utjecaja pomoc¢u meta-analize utjecaja za E2 (Slika 4.09.) odnosno E4 alel (Slika 4.12.).
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Zaklju¢no, mozemo ustvrditi da unato¢ tome Sto usporedba opcée populacije 1 osoba dobi 80 i
vise godina u Hrvatskoj nije pokazala znacajnu razliku, meta-analiza 14 europskih populacija
pokazala je signifikantnu razliku u ucestalosti i E2 alela i E4 alela izmedu ovih dobnih
skupina.

Ucestalost genotipova i alela VNTR polimorfizma eNOS gena u Republici Hrvatskoj
prikazana je u Tablici 4.31. Niti za ucestalosti alela niti genotipova nisu pronadene statisticki

znacajne razlike izmedu opce populacije i osoba starih 80 i vise godina.
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Tablica 4.25. Karakteristike 44 studije uklju¢ene u ACE I/D meta-analizu, predstavljene po drzavama. Podaci o dobi nisu predstavljeni
uniformno zbog toga Sto su razliCito definirani u razli¢itim studijama: neki autori su preferirali dobni raspon, drugi srednju dob (£SD), a neki su
samo izjavili da su ispitanici presli odredenu dob. Studije su podijeljene u dvije grupe: grupa jedan, u kojoj su osobe dobi 18-80 godina, te grupa
dva, za one starije od 80 godina (ili ukoliko je srednja dob cijele skupine 80+ god). Svaka studija sastojala se i od zena i od muSkaraca.

Ucestalost svakog genotipa prikazana je u apsolutnom broju.

Veli¢in Spolna Ucestalost
Dob Dobna a distribucija genotipova Ucestalost alela
Drzava Publikacija (godine) | skupina | uzorka (m/z) Karakteristike ispitanika DD 1D ‘ 1 D alel | alel
Danska Agerholm-Larsen i 43,1£0,2 1 3191 1737/1454 | Opcéa populacija grada Kopenhagena nije naznac¢eno 0,52 0,48
sur., 1997
Bladbjerg i sur., 1999 20-64 1 199 124/75 Zdravi mladi donori krvi 51 | 102 | 46 0,51 0,49
Hadjadj i sur., 2007 44,8+11,0 1 382 nije EURAGEDIC studija nije nazna¢eno 0,51 0,49
naznaceno
Bladbjerg i sur., 1999 >100 2 185 47/141 Volonteri iz populacije stogodisnjaka 49 ’ 95 ’ 41 0,52 0,48
Finska Fuentes i sur., 2002 35-55 1 454 167/288 | FINRISK studija nije nazna¢eno 0,57 0,43
Islam i sur., 2006 34,35+3,16 1 224 121/103 | Studija “Cardiovascular Risk in Young 79 106 39 0,59 0,41
Finns Study”
Hadjadj i sur., 2007 44,8+11,0 1 468 nije EURAGEDIC studija nije nazna¢eno 0,56 0,44
naznaceno
Myllykangas i sur., >85 2 203 40/163 Vantaa 85+ studija 65 105 33 0,58 0,42
2000
Francuska | Marre i sur., 1997 44,0+9,0 1 346 180/166 | Opca populacija koja ne boluje od 117 | 154 75 0,56 0,44
dijabetesa
Hadjadj i sur., 2007 44,8+11,0 1 273 nije EURAGEDIC studija nije nazna¢eno 0,54 0,46
naznafeno
Schachter i sur., 1994 >99 2 338 441294 Populacija stogodi$njaka 134 | 148 56 0,62 0,33
Blanche i sur., 2001 >100 2 560 94/466 Populacija stogodi$njaka 196 | 261 | 103 0,58 0,42
Richard i sur., 2001 >80 2 152 nije Opc¢a populacija 48 67 37 0,54 0,46
naznaceno
Hrvatska Barbali¢ i sur., 2004 18-80 1 172 nije Zdrava opca populacija 38 94 40 0,49 0,51
naznaceno
Ova studija 80-101 2 301 79/222 Populacija iz domova za stare i nemo¢ne | 129 | 110 62 0,61 0,39
s podrucja Grada Zagreba i Zg Zupanije
Njemacka | Schunkert i sur., 1994 45-59 1 290 149/141 | Opca populacija grada Augsburga nije naznaceno 0,54 0,46
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Busjahn i sur., 1997 34+14 139 34/105 91 jednojajcani i 41 dvojajéani blizanac 33 79 37 0,52 0,48
(ukljucen je po jedan Clan svakog para)
Mondry i sur., 2005 41,24+12,7 719 419/399 | Opca populacija grada Weisswassera 193 | 356 | 170 0,52 0,48
Luft i sur., 1999 80+ 349 nije Populacija grada Berlina starija od 80 118 | 159 72 0,57 0,43
naznaceno | godina
Italija Arbustini i sur., 1996 35+13 290 210/80 Zdravi donori krvi 120 | 124 46 0,63 0,37
Italija Paterna i sur., 2000 37,549,3 201 74/127 Zdrava kontrola za osobe koje boluju od 75 | 101 25 0,62 0,38
migrene (bez povijesti KVB)
Di Pasquale i sur., 25-55 684 443/241 | Zdravi volonteri (bez povijesti KVB) 225 | 335 | 124 0,57 0,43
2003
Paolisso i sur., 2001 >100 41 15/26 Zdrava populacija 15 20 6 0,61 0,39
Panza i sur., 2003 100+2 82 20/62 Zdrava populacija iz juzne Italije 38 34 10 0,67 0,33
Nacmias i sur., 2007 102,4+4,6 111 23/88 Zdrava kontrola za oboljele od 57 40 14 0,69 0,31
Alzheimerove bolesti (bez neuroloskih
smetnji)
Corbo i sur., 2008 >T77 151 73/78 Zdrave osobe postreproduktivne dobi: 61 71 19 0,64 0,36
(82,244,8) LONCILE studija (Salerno, juzna Italija)
Rusija Dolgikh i sur., 2001 25-64 945 603/342 | WHO Monica (populacija Novosibirska) nije naznac¢eno 0,52 0,48
Miloserdova i sur., 34,242 37 50 nije Nasumiéni uzorak populacije Moskve nije naznac¢eno 0,56 0,44
2002 naznaceno
Nazarov i sur., 2001 32410 449 269/180 111 studenata sa Sveucilista u St. nije naznac¢eno 0,50 0,50
Petersburgu i 338 donora krvi (eur. i
sibirskog porijekla)
Miloserdova i sur., 83,17+3,39 50 nije Nasumicni uzorak populacije Moskve nije naznac¢eno 0,68 0,32
2002 naznaceno
Slovacka Dankova i sur., 2009 40-60 167 45/122 Nasumiéno odabrani dobrovoljci sa 47 82 38 0,53 0,47
(49,54) razli¢itih lokaliteta u Slovackoj
Sivakova i sur., 2009 | 82,85+2,68 61 nije Zdravi dobrovoljci iz razli¢itih regija 20 27 14 0,55 0,45
naznaceno | Slovacke
Spanjolska | Riera-Fortuny i sur., 60,2+9,5 182 127/55 Zdrava kontrola za koronarnu bolest srca | 67 83 21 0,60 0,40
2005 (35-79 yrs) i KVB faktore rizika
Hernandez Ortega i 54+10 315 223/92 Nasumi¢no odabrani dobrovoljci s otoka | 137 | 132 | 136 0,64 0,36
sur., 2002 Gran Canaria, bez povijesti KVB
Alia i sur., 2005 44 104 46/58 Zdrava kontrola za oboljele od 34 51 19 0,57 0,43
sarkoidoze
Villar i sur., 2007 18-75 364 182/182 | Nasumi¢no odabrana populacija Kanara 152 | 155 57 0,63 0,37

(svih sedam otoka)
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Alvarez i sur., 1999 >85 117 nije Zdrava kontrola za oboljele od 43 58 16 0,62 0,38
naznaéeno | Alzheimerove bolesti
Velika Samani i sur., 1996 20-77 537 299/238 | Zdrava kontrola za koronarnu bolest srca | 158 | 259 | 120 0,54 0,46
Britanija iz Leicestera (N=237) i Sheffielda
(N=300)
Sharma i sur., 1997 41,4+11,9 146 59/87 Dobrovoljni davaoci krvi (Regional 44 63 39 0,52 0,48
(19-70) Blood Transfusion Service)
Garrib i sur., 1998 38,2 100 nije Zdrava kontrola za oboljele od nije nazna¢eno 0,53 0,47
naznaceno | sarkoidoze
Jackson i sur., 2000 18-65 478 nije Dobrovoljni davaoci krvi iz Cambridgea | 135 | 241 | 102 0,53 0,47
naznaceno
Galinsky i sur., 1997 >79 270 100/170 | Populacija grada Cambridgea 87 128 55 0,56 0,44
(longitudinalna studija kognitivnih
funkcija i starenja)
Visscher i sur., 2003 80+ 530 nije Prezivjeli sudionici kognitivne studije 185 | 234 | 111 0,57 0,43
nazna¢eno | Scottish Mental Survey iz 1932
Kehoe i sur., 1999 80,8+4,5 111 nije Zdrava kontrola za oboljele od 41 48 22 0,59 0,41
nazna¢eno | Alzheimerove bolesti (iz Londona)
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Tablica 4.26. Usporedba ucestalosti ACE I/D genotipova i alela u opcoj i starijoj (80-101 god)
populaciji Hrvatske.

Genotipovi (n) Ucestalost alela Ukupno
DD ID ] D |
Hrvatska — opéa populacija (n=172) N 38 94 40 170 174 344
% 22,1 54,7 23,3 494 50,6 100
Hrvatska — 80+ populacija (n=301) N 129 110 62 368 234 602
% 42,8 36,5 20,5 61,1 38,9 100
1 =22,045, d.f.=2 1 =12,304, d.f.=1
p<0,00001 p<0,001

Meta-analysis of ACE I/D D allele frequency distribution in ten European populations

D

allele in D

general allele in %
Country population senescents OR (95% ClI) Weight
Croatia .49 .61 —0— 1.64 (1.12, 2.39) 5.15
Denmark .51 .52 —IO—‘— 1.04 (0.77,1.39) 10.71
Finland .57 .58 — 1.05(0.77,1.42) 10.18
France .55 .58 = 1.13(0.93, 1.39) 21.99
Germany .53 .57 TE— 1.18 (0.93, 1.50) 15.07
Italy .58 .66 -—— 1.40 (1.10, 1.80) 13.48
Russia .52 .68 —‘—'— 1.96 (1.07, 3.58) 1.99
Slovakia .53 .55 ——0-'— 1.10 (0.61, 1.99) 2.61
Spain .63 .62 —0—— 0.98 (0.66, 1.45) 6.13
UK .53 .57 — = 1.12 (0.86, 1.47) 12.69
Overall (I-squared = 10.5%, p = 0.346) <> 1.19 (1.08, 1.31) 100.00

T T

1 1 10

Heterogeneity chi-squared = 10,06 (d.f.=9)
Test of OR=1, p=0,000

Slika 4.01.  Graficki trakasti prikaz (engl. forrest plot) rezultata meta-analize distribucije ACE
D alela u dvije dobne kohorte iz deset europskih zemalja na logaritamskoj skali. Podaci za svaku
drzavu ukljucuju ucestalosti D alela u op¢oj populaciji i populaciji osoba starih 80 i viSe godina,
omjer Sansi (OR) za svaku populaciju zasebno i zajednicki OR, raspon 95%-tnog intervala
pouzdanosti (Cl), kao 1 doprinos svake subpopulacije ukupnom OR-u. Ukupan OR prema
Mantel-Haenszelu je 1,19 (95% CI 1,08-1,31, p=0,0003). Paralelne linije na trakastom prikazu
predstavljaju 95%-tni interval pouzdanosti za svaku studiju pojedina¢no, dok veli¢ina kvadrata
odgovara “tezini” studije u meta-analizi. Ravna okomita linija prikazuje OR kada iznosi 1, a
isprekidana okomita linija odgovara ukupnom OR-u uzorka.
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Begg's funnel plot with pseudo 95% confidence limits

14
o o
Q
5
1S] 57 °
%)
> o
0
o
g
8 o o °
Q 00
g 0 . o
T
[a)
-5
T T T T
0 A 2 3
s.e. of: Inor

D allele carriers vs. others

Begg's test p=0,788
Egger's test p=0,457

Slika 4.02.  Ljevkasti graficki prikaz (engl. funnel plot) rezultata meta-analize nosioca D alela
u odnosu na osobe koje ne nose taj alel. Grubo simetri¢an prikaz (engl. roughly symmetrical)
sugerira da nema publikacijske pristranosti (engl. bias), niti ikakve druge pristranosti koja bi se
mogla pojaviti u malim studijama. Rezultati Beggova i Eggerova testa takoder nisu ukazali na
pristranost.

Meta-analysis fixed-effects estimates (exponential form)
Study ommited

Croatia | o
Denmark | O |
Finland | [¢) |
France | ] |
Germany | )
Italy (@) |
Russia | O |
Slovakia I O |
Spain | o] |

UK | (o] I

1.04 1.08 1.19 1.30 1.34

Slika 4.03.  Graficki prikaz rezultata analize utjecaja studija ukljucenih u meta-analizu ACE D
alela s prikazom procjena Sansi (OR) dobivenih nakon isklju¢ivanja svaki puta druge populacije
iz analize.
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Tablica 4.27. Karakteristike 46 studija uklju¢enih u MTHFR C667T meta-analizu, predstavljene po drzavama. Podaci o dobi nisu
predstavljeni uniformno zbog toga $to su razli¢ito definirani u razliitim studijama: neki autori su preferirali dobni raspon, drugi
srednju dob (£SD), a neki su samo izjavili da su ispitanici presli odredenu dob. Studije su podijeljene u dvije grupe: grupa jedan, u
kojoj su osobe dobi 18-80 godina, te grupa dva, za one starije od 80 godina (ili ukoliko je srednja dob cijele skupine 80+ god). Svaka
studija sastojala se i od Zena i od musSkaraca. Ucestalost svakog genotipa prikazana je u apsolutnom broju. U publikacijama
ozna¢enima zvjezdicom (*), ucestalost genotipova (N) originalno je dana u postotcima.

Spolna y . y
Dob Dobna Velicina distribucija Ucestalost genotipova UCcestalost alela
Drzava Publikacija (godine) skupina uzorka (m/7) Karakteristike ispitanika CcC CT TT C alel T alel
Danska Bladbjerg i sur., 20-64 1 201 126/75 Zdravi mladi donori krvi 96 86 19 0,69 0,31
1999
Husemoen i sur., 30-60 1 2788 1349/1439 | Volonteri - sudionici Inter99 studije 1361 | 1181 | 246 0,70 0,30
2003
Bethke i sur., 51412 1 100 nije Interphone Study (zdrave osobe 61 34 5 0,78 0,22
2008 naznaCeno | koje nisu oboljele od raka)
Bladbjerg i sur., >100 2 186 nije Volonteri iz populacije 85 79 22 0,67 0,33
1999 naznac¢eno | stogodiSnjaka
Bathum i sur., 93,1+0,3 2 1570 439/1131 | Danish 1905 Cohort 745 690 | 135 0,69 0,31
2007
Francuska Faure-Delanef i 20-70 1 374 191/183 Opc¢a populacija iz razli¢itih regija 140 165 69 0,59 0,41
sur., 1997 Francuske
Falchi i sur., 37+0,04 1 100 60/40 Zdravi donori krvi s Korzike 42 54 4 0,69 0,31
2005
Faure-Delanef i >90 2 106 nije Ukljudeni su 90+ godisnjaci koji 40 54 12 0,63 0,37
sur., 1997 naznaceno | imaju barem jednog 90+ godi$njeg
sestru/brata
Faure-Delanef i >100 2 458 51/407 Stogodisnjaci iz razli¢itih regija 189 208 61 0,64 0,36
sur., 1997 Francuske
Hrvatska Zuntar i sur., 30-62 1 298 nije Zdravi dobrovoljni davatelji krvi 134 146 18 0,69 0,31
2003 naznaceno
Lovri¢evi¢ i 19-64 1 228 175/53 Zdravi donori krvi 105 102 21 0,68 0,32
sur., 2004
Babi¢ Bozovi¢ i 33,4+7,5 1 221 112/109 Zdravi donori krvi 101 97 23 0,68 0,32
sur., 2011
Ova studija 80-101 2 303 791222 Populacija iz domova za stare i 126 139 38 0,65 0,35
nemocéne s podrucja Grada Zagreba
i Zagrebacke zZupanije
Italija Tosetto i sur., 18-65 1 130 42/88 Sudionici VITA Projekta, koji ne 42 71 17 0,60 0,40
1997 boluju od venskog
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tromboembolizma

Motti i sur., 20-69 155 86/69 Zdravo osoblje Centra za 45 85 25 0,56 0,44
1998 (38,1+9,9) preventivnu medicinu, Sveudiliste
Tor Vergata, Rim
Girelli i sur., 59,3+11,8 137 79/58 Zdrava kontrola za KVB iz Verone 42 70 25 0,56 0,44
1998
Seripa i sur., 22-64 1232 534/698 Opc¢a populacija 370 627 | 235 0,55 0,45
2003 (37,649,0)
Pezzini i sur., 36,4+7,5 187 99/88 Zdravo osoblje Sveuili§ne bolnice 73 87 27 0,62 0,38
2007 u Bresciji (osobe bez povijesti
KVB)

Cigliero i sur., 18-49 142 94/48 Zdravi volonteri sa sjevera Italije 48 69 25 0,58 0,42
2011
Zuliani i sur., 82,1+0,8 54 18/36 Osobe koje nisu dementne 17 25 12 0,55 0,45
2002

Nizozemska | Verhoefi sur., 25-65 100 74126 Opc¢a populacija 45 48 7 0,69 0,31
1997 (49,946.9)
Heijmans i sur., 18-40 250 139/111 Stanovni$tvo Leidena nizozemskog 100 119 31 0,64 0,36
1999 porijekla
Gussekloo i sur., 85+ 641 185/456 Stanovni$tvo Leidena (Leiden 85+ 297 286 58 0,69 0,31
1999 study)

Njemacka Koch i sur., nije 100 nije Zdravo stanovniStvo Marburga 49 40 11 0,69 0,31
1998 naznaceno naznaceno
Reinhardt i sur., 51,9£15,8 104 70/34 Zdravi volonteri 49 46 9 0,68 0,32
1998*
Kolling i sur., 60,8+12,4 617 296/321 Kontrolna populacija za oboljele od 266 283 68 0,66 0,34
2004 KVB
Waullner i sur., 58+16 342 171/171 Kontrolni subjekti za osobe oboljele 168 130 44 0,68 0,32
2005 od Parkinsonove bolesti
Herrmann i sur., 85-102 104 25/79 Osobe bez klini¢ke povijesti 45 45 14 0,65 0,35
1999 oboljenja od KVB
Geisel i sur., 82+6,5 118 nije Zdravi osamdesetgodi$njaci 44 56 18 0,61 0,39
2003* naznaceno

Spanjolska Palomino- 49+15,1 865 221/644 zdrava kontrola za reumatoidni 371 345 149 0,63 0,37
Morales i sur., artritis (stanovnici Madrida)
2010*
Dulin i 40-60 452 218/234 Volonteri , djelatnici Gregorio 166 188 98 0,58 0,42

Guisasola, 2011

Maranon General University
Hospital iz Madrida
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Mayor-Olea i 80+ 206 nije Stanovnistvo Malage, juzna 81 102 23 0,64 0,36
sur., 2008 naznaGeno | Spanjolska
Svedska Kristensen i sur., 35,5+6,5 41 20/21 zdrava kontrola za KVB iz regije 24 14 3 0,76 0,24
1999 Umea
Strandhagen i 30-65 120 26/94 Volonteri iz Goteborga, pregledom 57 45 18 0,66 0,34
sur., 2004 utvrdeno da ne boluju od kroni¢nih
bolesti
Thogersen 2005, 25-64 129 nije sudionici VIP i MONIKA studije 71 51 7 0,75 0,25
PhD Thesis nazna¢eno | kod kojih nije doslo do infarkta
miokarda ili cerebralnog inzulta
Bethke i sur., 52412 197 121/76 Interphone Study 103 77 17 0,72 0,28
2008
Brattstrom i sur., 80-108 222 nije Zdravi stogodiSnjaci (bez 123 78 21 0,73 0,27
1998b naznaCeno | prethodnih simptoma KVB,
neoplazmi ili psihi¢kih poremecaja)
Velika Markus i sur., 65,4+9,5 161 78/83 Zdrava kontrola za KVB 76 63 22 0,67 0,33
Britanija i 1997
sjeverna Brown i sur., 20-26 407 220/187 sudionici Young Hearts Projecta 176 176 55 0,65 0,35
Irska 2004 (Sjeverna Irska)
Galinsky i sur., >83 279 93/177 Stanovni$tvo grada Cambridgea 109 138 32 0,64 0,36
1997
Harmon i sur., 80-104 323 106/217 Stanovnistvo Belfasta, Irska 136 156 31 0,66 0,34
1997
Tysoe i sur., 80+ 129 nije Zdrava staracka populacija 58 55 16 0,66 0,34
1997 naznaceno | Cambridgea i Elyja
Rea i sur., 2000 90+ 101 32/69 Fizi¢ki i mentalno zdrave osobe 42 48 11 0,65 0,35
koje su sudjelovale u Belfast
Elderly Longitudinal free-living
Aging studiji
Visscher i sur., 80+ 528 nije Prezivjeli sudionici kognitivne 225 238 66 0,65 0,35
2003 naznaCeno | studije Scottish Mental Survey iz
1932
Jennings i sur., muski 1616 1178/438 Uzorci dani na obradu za 692 755 169 0,66 0,34
2010 srednja dob kompletnu krvnu Sliku u Norfolk
84 god, and Norwich University Hospital
zene 92 god
Schiepers i sur., >79 476 192/284 Stanovni$tvo Edinburgha 202 211 63 0,65 0,35

2011
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Tablica 4.28. Usporedba ucestalosti MTHFR C667T genotipova i alela u op¢oj i starijoj (80-101
god) populaciji Hrvatske.

Genotipovi Ucestalost alela Ukupno
cC CT TT C T
Hrvatska — op¢a populacija (n=747) N 340 345 62 1025 469 1494
% 45,5 46,2 8,3 68,6 31,4 100
Hrvatska — 80+ populacija (n=303) N 126 139 38 391 215 606
% 41,6 45,9 12,5 64,5 35,5 100
¥ =4,827, d.f.=2 % =3,278, d.f=1
p=0,089 p=0,070
ID OR (95% Cl) Weight

Danska 1.05 (0.96, 1.15) 38.29

|
Hrvatska |‘—— 1.19 (0.98, 1.45) 7.56
-
—_—

Svedska 0.93 (0.72, 1.20) 5.25
I
Francuska - 0.91 (0.76, 1.08) 10.50
UK —— 1.03 (0.90, 1.17) 18.10
Nizozemska — 0.86 (0.71, 1.04) 8.95
i
Spanjolska — 1.14 (0.83, 1.56) 2.89
I
I
Njematcka —— 1.21 (0.98, 1.50) 6.38
I
Italija —_— 1.09 (0.74, 1.60) 2.06
|
Overall (I-squared = 26.6%, p = 0.207) > 1.03 (0.98, 1.09) 100.00
1
I
I
I
T T
1 1 10

Heterogeneity chi-squared = 10,90 (d.f.=8)
Test of OR=1, p=0,277

Slika 4.04.  Graficki trakasti prikaz (engl. forrest plot) rezultata meta-analize distribucije
MTHFR T alela u dvije dobne kohorte iz devet europskih zemalja na logaritamskoj skali. Podaci
za svaku drzavu ukljucuju ucestalosti T alela u opéoj populaciji i populaciji osoba starih 80 1 vise
godina, omjer Sansi (OR) za svaku populaciju zasebno i zajednicki OR, raspon 95%-tnog
intervala pouzdanosti (CI), kao i doprinos svake subpopulacije ukupnom OR-u. Ukupan OR
prema Mantel-Haenszelu je 1,03 (95% CI 0,98-1,09, p=0,277). Paralelne linije na trakastom
prikazu predstavljaju 95%-tni interval pouzdanosti za svaku studiju pojedinacno, dok veli¢ina
kvadrata odgovara “tezini” studije u meta-analizi. Ravna okomita linija prikazuje OR kada iznosi
1, a isprekidana okomita linija odgovara ukupnom OR-u uzorka.
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Begg's funnel plot with pseudo 95% confidence limits

Inor

T T T
0 a1 2
s.e. of: Inor

Begg's test p=0,677
Egger’s test p=0,993

Slika 4.05.  Ljevkasti graficki prikaz (engl. funnel plot) rezultata meta-analize nosioca T-alela
u odnosu na osobe koje ne nose taj alel. Grubo simetri¢an prikaz (engl. roughly symmetrical)
sugerira da nema publikacijske pristranosti (engl. bias), niti ikakve druge pristranosti koja bi se
mogla pojaviti u malim studijama. Rezultati Beggova i Eggerova testa takoder nisu ukazali na
pristranost.

Meta-analysis fixed-effects estimates (exponential form)
Study ommited

Hrvatska | o
Danska o |
Svedska o]
Francuska o
UK o]
Nizozemska ©
Spanjolska o
Njemacka | o |

ltalija | o] |

0.95 0.98 1.03 1.09 111

Slika 4.06.  Graficki prikaz rezultata analize utjecaja studija uklju¢enih u meta-analizu
MTHFR T alela s prikazom procjena Sansi (OR) dobivenih nakon isklju¢ivanja svaki puta druge
populacije iz analize.
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Tablica 4.29. Karakteristike 67 studija uklju¢enih u APOE meta-analizu, predstavljene po drzavama. Podaci o dobi nisu predstavljeni
uniformno zbog toga Sto su razlicito definirani u razliitim studijama: neki autori su preferirali dobni raspon, drugi srednju dob (+SD),
a neki su samo izjavili da su ispitanici presli odredenu dob. Studije su podijeljene u dvije grupe: grupa jedan, u kojoj su osobe dobi 18-
80 godina, te grupa dva, za one starije od 80 godina (ili ukoliko je srednja dob cijele skupine 80+ god). Svaka studija sastojala se i od
zena 1 od musSkaraca. UcCestalost svakog genotipa prikazana je u apsolutnom broju. Za publikaciju oznacenu zvjezdicom (*) poznata je
samo ucestalost E4 alela.

. _Sp_olna__ L Ucestalost APOE genotipova Ucestalost alela
Dob Dobna | Veli¢ina | distribucija Karakteristike
Drzava Publikacija (godine) skupina | uzorka (m/z2) ispitanika 22 23 24 33 34 44 E2 E3 E4
Ceska Hubacek i 45-69 1 6230 2866/3344 | slucajni uzorak iz 7 42 708 | 122 | 4126 | 1155 77 | 0,07 ] 081|012
sur., 2010 ¢eskih gradova:
Jihlava, Havirov,
Hradec Kralové,

Karvina, Kromeriz,
Liberec i Usti nad

Labem
Snejdrlova i 80+ 2 128 35/93 stanovnici doma za 0 17 0 86 25 0 0,07 | 0,83 | 0,10
sur., 2011 umirovljenike, osobe

koje su se odazvale
na poziv putem
medija, osobe koje
su 2-5 godina prije
testiranja boravile na
internistiCkom odjelu
bolnice General
University Hospital

u Pragu
Danska Baggio i sur., 20-60 1 466 nije nije nazna¢eno 0,08 | 0,74 | 0,17

1997 naznaceno
Frikke- 57.5+0.2 1 8938 4022/4916 | opéa populacija, 45 | 1126 | 232 | 5050 | 2244 | 241 | 0,08 | 0,75 | 0,17
Schmidt i sudionici
sur., 2000 Copenhagen City

Heart Study
Baggio i sur., 100+ 2 165 nije osobe iz Danish 0,11 | 0,81 | 0,08
1997 naznaceno | Twin Registra stare

100 i viSe godina
Gerdes i sur., 99+ 2 177 44/133 osobe s podrudja 0 37 8 106 25 1 0,13 | 0,77 | 0,10
2000 ¢itave Danske
Bathum i 92-93 2 1616 462/1177 Danish 1905 Birth 17 246 50 | 1002 | 281 20 | 0,10 | 0,78 | 0,12
sur., 2006 (23 otpalo) | Cohort
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Finska Ehnholm i 18+ 615 nije zaposlenici National 41 5 332 196 39 0,04 | 0,73 | 0,23
sur., 1986 naznaceno Health Public
Institute i
dobrovoljni davatelji
krvi
Kervinen i 21-64 260 156/104 zdravi volonteri, 13 5 149 80 12 0,04 | 0,75 | 0,21
sur., 1994 djelatnici Oulu
Sveucili$ne bolnice i
telekomunikacijske
kompanije
Rontu i sur., 40 155 80/75 osobe srednje dobi iz 0,06 | 0,76 | 0,18
2006 Tampere regije
Kervinen i 90+ 95 8/87 stanovnistvo grada 8 3 66 17 1 0,06 | 0,82 | 0,12
sur., 1994 Oulu
Castro i sur., 100-106 175 nije zdravi stogodi$njaci 27 0 118 30 0 0,08 | 0,84 | 0,08
1999 naznaceno | s podrucja Citave
drzave
Frisoni i sur., 100+ 179 28/151 stogodi$njaci 23 1 124 29 1 0,07 | 0,84 | 0,09
2001 detektirani uz pomo¢
nacionalnog registra
Finske s podrucja
Citave drzave
Rastas i sur., 85-104 505 107/398 stanovnistvo grada 62 14 294 126 7 0,08 | 0,77 | 0,15
2004 Vantaa
Rontu i sur., 90+ 291 68/223 stanovnistvo okruga 38 6 198 47 1 0,08 |1 0,83 | 0,09
2006 Tampere
Francuska Couderc i 37.1+10 498 nije zdravi donori krvi 59 5 319 100 7 0,08 | 0,80 | 0,12
sur., 1993 naznaceno
Schachter i 20-70 161 nije zdrava opca 18 4 110 26 3 0,07 ] 0,82 | 0,11
sur., 1994 nazna¢eno | populacija
Blanché i 18-70 560 94/446 zdravi volonteri iz 71 7 351 123 6 0,07 |1 0,80 | 0,13
sur., 2001 (51.2) cijele Francuske
Schachter i 100+ 325 42/283 stogodisnjaci s 71 4 216 30 0 0,13 | 0,82 | 0,05
sur., 1994 podrucja citave
Francuske
Bickebdéller i 80+ 552 103/449 zdravi supruznici 72 18 301 143 13 | 0,09 | 0,74 | 0,17
sur., 1997 oboljelih od AD ili
zdravi donori krvi
Blanché i 100+ 560 94/446 zdravi stogodi$njaci 104 13 385 54 0 0,11 | 0,83 | 0,06
sur., 2001
Grcka Sklavounou i 19-64 216 146/70 zdravi donori krvi 0,05 | 0,88 | 0,07
sur., 1997 (35,6%11)
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Stakias i sur., 19-60 379 194/197 zdrave osobe iz 30 288 50 0,05 | 0,86 | 0,09
2006 Thessaly regije
Stakias i sur., 80-95 80 38/42 zdrave osobe iz 3 70 4 0,051 0,92 | 0,03
2006 Thessaly regije
Hrvatska Zuntar i sur., nije 60 nije zdravi volonteri iz 5 48 5 0,06 | 0,88 | 0,06
2006 naznaceno naznafeno | Zagreba, kontrola za
karotidnu stenozu
Serti¢ i sur., 20-35 105 47/58 zdrava opéa 15 48 12 0,10 | 0,83 | 0,07
2009 populacija
Mustapi¢ i 77.4+5.4 456 186/270 zdravi mladi starci 48 328 76 0,06 | 0,85 | 0,09
sur., 2012
ova studija 80+ 325 83/242 ova studija 38 238 41 0,07 | 0,85 | 0,07
Italija James i sur., 43,0+11,4 365 296/69 donori krvi iz 43 257 51 0,07 | 0,83 | 0,09
1993 Ancone
Cattin i sur., 45-69 260 121/139 zdrave osobe iz Trsta 0,07 |1 0,83 | 0,10
1997 (53+7) (bez dijabetesa i
KVB)
Bader i sur., 20-70 84 nije zdrave odrasle osobe 10 67 5 0,08 | 0,89 | 0,03
1998 (53,7+16, naznaceno | s podrucja Val
6) Vibrata, sredi$nja
Italija
Carrieri i sur., 50-79 179 114/65 zdravi volonteri 22 125 25 0,07 | 0,83 | 0,09
2001
Capurso i 19-73 122 44/78 zdrava opca 0,10 | 0,83 | 0,06
sur., 2004 (51£18) populacija s
podrucja Apulije
Scacchiisur., | 85,4+3,5 57 nije pacijenti bolnice San 6 41 10 0,05 | 0,86 | 0,09
1995 naznaCeno | Giovani Hospital,
Rim, koji su se
lijecili zbog nekih
drugih bolesti a ne
od hipertenzije,
dijabetesa i sl.
Bader i sur., 80+ 93 nije zdrave osobe bez 4 73 13 0,04 | 0,88 | 0,07
1998 (83,9+3,2) naznaCeno | degenerativnih
promjena (Val
Vibrata)
Carrieri i sur., 100+ 210 61/149 poduzorak iz studije 21 171 16 0,06 | 0,90 | 0,04
2001 Italian centenarians
Zuliani i sur., 65+ 161 66/95 zdrava kontrola za 0,04 |1 0,88 | 0,08
2002 (79,4+6,7) KVB
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Corboi sur., 82,7+5,3 160 67/93 postreproduktivno 2 13 1 120 24 0 0,06 | 0,86 | 0,08
2004 seosko stanovnistvo
sa juga ltalije
(Kampanija, okrug
Salerno)
Capurso i 1002 81 19/62 zdravi stogodi$njaci 0,13 | 0,85 | 0,02
sur., 2004 iz Apulije bez
demencije i KVB
Napolioni i 88+ 200 100/100 centralna Italija, 148 0,12 | 0,84 | 0,04
sur., 2011 zdrave osobe bez
kroni¢nih bolesti i
raka
Nizozemska | van Duijn i <65 532 228/304 The Rotterdam 6 88 10 273 144 11 0,10 | 0,73 | 0,17
sur., 1995 Study
Heijmans i 18-40 76 nije stanovnici Leidena 0 11 3 46 13 3 0,09 | 0,76 | 0,15
sur., 2002 naznaceno | Ciji su svi djedovi i
bake takoder rodeni
u Leidenu
Kurniawan i 85+ 435 145/290 The Leiden 85-plus 1 69 11 270 78 6 0,09 | 0,79 | 0,12
sur., 2012 study
Norveska Kumar i sur., <40 798 nije zdrava opéa 0,06 | 0,74 | 0,20
2002 naznaCeno | populacija
Westyle i 50-80 97 34/61 zdrave osobe 0 6 2 56 26 7 0,04 | 0,74 | 0,22
sur., 2011 pozvane putem
javnih glasila na
sudjelovanje u
longitudinalnom
istrazivanju
kognitivnog starenja
Hestad i sur., 80-102 261 nije osobe iz okruga 0,90 [ 0,73 | 0,18
2005 precizirano | Hedmark koje su
bile u stanju
ispravno ispuniti
MMSE
Sando i sur., 80-99 146 nije zdrava kontrola za 0,13 1 0,73 | 0,14
2008 precizirano | demenciju iz
centralne Norveske
Njemacka Assmann i 20-60 1557 966/591 normolipidemi¢ni 14 183 46 969 310 35 | 008|078 | 014
sur., 1984 radnici tvornice u
Miinsteru
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Kesslerisur., | 62,6+14,0 225 108/117 osobe lijeCene u 24 149 43 2 0,07 | 0,81 | 0,12
1997 Ernst-Moritz-Arndt-
University bolnici,
ali bez KVB i AD
GeBner 1 sur., 85-103 159 nije sudionici Berlin 31 104 21 0 0,11 | 0,82 | 0,07
1997 naznaeno | Aging Study bez
demencije
Jessen i sur., 80,1+3,6 2299 860/1529 sudionici German 0,10
2007* (90 otpalo) | Study on Ageing,
Cognition and
Dementia in Primary
Care Patients
(AgeCoDe) s
podrucja cijele
Njemacke
Poljska Maruszak i 70,36+5,9 305 83/222 zdrava neuroloska 35 204 52 3 008|081 |011
sur., 2012 kontrola za AD
Maruszak i 98,45+1,7 68 nije stogodi$njaci iz 12 52 3 0 0,10 | 0,88 | 0,02
sur., 2012 2 naznaCeno | VarSave, osobe bez
AD
Rusija Korovaitseva 40-64 85 nije op¢a populacija, 15 53 15 0 0,11 | 0,80 | 0,09
i sur., 2001 (54,0+£7,6) nazna¢eno | zdrava kontrola za
demenciju
Borinskaya i opca 326 nije osobe iz razli¢itih 49 211 52 4 0,09 | 0,80 | 0,11
sur., 2007 populacija naznaceno | regija (Kostroma,
Rostov, Krasnodar
kraj i Moskva)
Dolgikh i 90-105 67 14/53 Stanovnistvo 0,06 | 0,85 | 0,09
sur., 2001 (92,9+2,8) Novosibirska
Svedska Eggertsen i 17-60 288 nije zdravi volonteri 0,07 | 0,70 | 0,22
sur., 1993 naznaceno (studenti medicine i
osoblje bolnice
Huddinge University
Hospital)
Strandhagen i 29-65 121 27194 zdravo stanovni$tvo 9 69 36 3 0,06 | 0,76 | 0,18
sur., 2004 Goteborga pozvano
na sudjelovanje
putem javnih glasila,
bez kroni¢nih bolesti
Skoog i sur., 85+ 303 nije sudionici 62 121 102 13 | 0,11 | 0,67 | 0,22
1998 nazna¢eno | Longitudional

Gerontological and
Geriatric Population
Studies iz Goteborga
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Guo i sur., 75+ 985 247/738 sudionici 130 19 571 239 23 | 0,08 ] 0,77 | 0,15
2001 (80,974, Kungsholmen
7) projekta
Velika Weatherby i 45,6+12,8 159 64/95 zdrava kontrola 16 3 99 38 2 0,07 10,79 | 0,24
Britanija i sur., 2000 ukljuéena preko
sjeverna lije¢nika opée prakse
Irska (78) i zdravi donori
krvi (81)
Catto i sur., 58-79 289 151/138 zdravo stanovnistvo 37 7 170 69 6 0,08 | 0,77 | 0,15
2000 Leedsa bez KVB
MacLeod i 77-78 225 94/105 sudionici Aberdeen 20 6 133 63 3 0,05 | 0,78 | 0,17
sur., 2001 Birth Cohort study
Rea i sur., 30-65 2071 nije sudionici MONICA 0,08 | 0,76 | 0,16
2001 naznaCeno | projekta iz Belfasta
Galinsky i 84+ 276 100/182 staracko 36 177 57 0,08 | 0,80 | 0,12
sur., 1997 stanovni$tvo
Cambridgea
Reaisur., 90+ 114 35/79 sudionici Belfast 0,12 | 0,80 | 0,07
2001 Elderly Longitudinal
free-living Ageing
STudy (BELFAST)
Deary i sur., 79+ 462 188/274 sudionici Scottish 66 16 274 101 3 0,09 | 0,77 | 0,13
2004 Mental Surveya iz

1932 (Lothian Birth
Cohort)
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Tablica 4.30. Usporedba ucestalosti APOE E2 i E4 alela u opcoj i starijoj (80-101 god)
populaciji Hrvatske.

Ucestalost alela Ucestalost alela
Ukupno
E2 nonE2 E4 nonE4
Hrvatska — op¢a populacija (n=621) N 80 1162 101 1141 1242
% 6,4 93,6 8,1 91,9
100
Hrvatska — 80+ populacija (n=325) N 47 603 48 602 650
% 7,2 92,8 7,4 92,6 100
1 =0,425, d.f.=1 1/=0,329, d.f.=1
p=0,514 p=0,566
] Study %

D OR (95% Cl) Weight

Ceska D — 0.90 (0.55, 1.48) 2.34

Danska - 1.32 (1.18, 1.48) 32.27

Finska l—— 1.85 (1.43, 2.40) 6.05

Francuska —o— 1.47 (1.21, 1.78) 12.09

Gréka 0.99 (0.47, 2.11) 0.92

Hrvatska —+-— 1.13 (0.78, 1.64) 3.47

Italija —_— 0.91 (0.72, 1.15) 9.68

Nizozemska —+I—: 0.92 (0.68, 1.23) 6.37

Norveska —_— 2.04 (1.51, 2.76) 3.72

Njemacka —+— 1.40 (0.97, 2.03) 2.87

Poljska ——o— 1.29 (0.69, 2.40) 1.11

Rusija —o—— 0.61 (0.29, 1.28) 1.40

Svedska —+— 1.29 (0.95, 1.75) 5.28

UK — 1.42 (1.19, 1.71) 12.42

Overall (I-squared = 67.1%, p = 0.000) Q 1.32 (1.23,1.41) 100.00

T : T
1 1 10

Heterogeneity chi-squared = 39,48 (d.f.=13)
Test of OR=1, p=0,000

Slika 4.07.  Graficki trakasti prikaz (engl. forrest plot) rezultata meta-analize distribucije
APOQOE E2 alela u dvije dobne kohorte iz ¢etrnaest europskih zemalja na logaritamskoj skali.
Podaci za svaku drzavu ukljucuju ucestalosti E2 alela u opc¢oj populaciji i populaciji osoba
starih 80 1 viSe godina, omjer Sansi (OR) za svaku populaciju zasebno i zajednicki OR, raspon
95%-tnog intervala pouzdanosti (Cl), kao i doprinos svake subpopulacije ukupnom OR-u.
Ukupan OR prema DerSimonian-Lairdu je 1,274 (95% CI 1,11-1,46; p<0,0001). Paralelne
linije na trakastom prikazu predstavljaju 95%-tni interval pouzdanosti za svaku studiju
pojedinac¢no, dok veli¢ina kvadrata odgovara “tezini” studije u meta-analizi. Ravna okomita
linija prikazuje OR kada iznosi 1, a isprekidana okomita linija odgovara ukupnom OR-u
uzorka.
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Begg's funnel plot with pseudo 95% confidence limits

Inor

Begg's test p=0,298
Egger’s test p=0,337

Slika 4.08.

I
2

s.e. of: Inor

Ljevkasti grafic¢ki prikaz (engl. funnel plot) rezultata meta-analize nosioca E2-

alela u odnosu na osobe koje ne nose taj alel. Grubo simetrican prikaz (engl. roughly
symmetrical) sugerira da nema publikacijske pristranosti (engl. bias), niti ikakve druge
pristranosti koja bi se mogla pojaviti u malim studijama. Rezultati Beggova i Eggerova testa

takoder nisu ukazali na pristranost.

Ceska
Danska
Finska
Francuska
Gréka
Hrvatska
ltalija
Nizozemska
Norveska
Njemacka
Poljska
Rusija
Svedska

UK

Meta-analysis fixed-effects estimates (exponential form)
Study ommited

O

1.20 1.23

Slika 4.09.

1.32

1.41 1.46

Graficki prikaz rezultata analize utjecaja studija ukljucenih u meta-analizu

APOE E2 alela s prikazom procjena Sansi (OR) dobivenih nakon iskljucivanja svaki puta

druge populacije iz analize.
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Slika 4.10. Graficki trakasti prikaz rezultata meta-analize distribucije APOE E4 alela u dvije
dobne kohorte iz Cetrnaest europskih zemalja na logaritamskoj skali. Podaci za svaku drzavu
ukljucuju ucestalosti E4 alela u op¢oj populaciji 1 populaciji osoba starih 80 1 vise godina,
omjer Sansi (OR) za svaku populaciju zasebno i zajedni¢ki OR, raspon 95%-tnog intervala
pouzdanosti (CI), kao i doprinos svake subpopulacije ukupnom OR-u. Ukupan OR, s obzirom
na visok stupanj heterogenosti (1°<94%) prema DerSimonian-Lairdu je 0,65 (95% CI 0,51-
0,82, p<0,0001). Paralelne linije na trakastom prikazu predstavljaju 95%-tni interval
pouzdanosti za svaku studiju pojedinac¢no, dok veli¢ina kvadrata odgovara “tezini” studije u
meta-analizi. Ravna okomita linija prikazuje OR kada iznosi 1, a isprekidana okomita linija

odgovara ukupnom OR-u uzorka.
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Begg's funnel plot with pseudo 95% confidence limits

Inor

s.e. of: Inor

Begg's test p=0,171
Egger’s test p=0,806

Slika4.11.  Ljevkasti graficki prikaz rezultata meta-analize nosioca E4-alela u odnosu na
osobe koje ne nose taj alel. Grubo simetrican prikaz (engl. roughly symmetrical) sugerira da
nema publikacijske pristranosti (engl. bias), niti ikakve druge pristranosti koja bi se mogla
pojaviti u malim studijama. Rezultati Beggova i Eggerova testa takoder nisu ukazali na
pristranost.

Meta-analysis fixed-effects estimates (exponential form)
Study ommited
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Slika 4.12. Graficki prikaz rezultata analize utjecaja studija ukljucenih u meta-analizu
APOE E4 alela s prikazom procjena Sansi (OR) dobivenih nakon iskljucivanja svaki puta
druge populacije iz analize.
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Tablica 4.31. Usporedba ucestalosti VNTR polimorfizma eNOS gena u opcoj i starijoj (80-
101 god) populaciji Hrvatske. Podaci o ucestalosti alela VNTR polimorfizma u opcoj
populaciji Hrvatske preuzeti su iz doktorske disertacije Ivanke Mikuli¢ (Farmaceutsko-
biokemijski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, 2011).

Genotipovi Ucestalost alela
Ukupno
44 45 55 4 5
Hrvatska — opca populacija (n=51) N 4 15 32 23 79 102
% 7,8 29,5 62,7 22,5 77,5 100
Hrvatska — 80+ populacija (n=320) N 20 91 209 131 509 602
% 6,3 28,4 65,3 20,5 79,5 100
1 =0,232, d.f.=2 1=0,231, d.f.=1
p=0,891 p=0,631
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5. RASPRAVA

Unato¢ razlikama u ocekivanom trajanju zivota stanovnika razvijenih i nerazvijenih
zemalja svijeta, prosjeCno trajanje zivota cCovjeka se produljuje. Smatra se da je ono
prvenstveno rezultat pobolj$anih higijensko-sanitarnih uvjeta odnosno smanjenja smrtnosti
novorodencadi i1 djece, ali i kvalitetnije prehrane, obrazovanja te primjene znanstveno-
tehnoloskih otkrica u medicini (Finch, 2007). Brojne studije dugovjecnosti pokusavaju
odrediti okoli$ne i genetske ¢imbenike koji doprinose dostizanju izuzetno duboke starosti u
nekih pojedinaca. Kako su neke studije pokazale da varijacije odredenih gena povecavaju
rizik obolijevanja od kroni¢nih nezaraznih bolesti koje nose znatan dio dobno-vezanog
mortaliteta te ako dugovjecnost shvatimo kao izbjegavanje smrtnog ishoda, tako istrazivanja
mogu biti usmjerena ka istrazivanju utjecaja upravo onih gena uklju¢enih u patogenezu
razli¢itih kroni¢nih bolesti koje se tipi¢no javljaju u starijoj zivotnoj dobi (Drenos i Kirkwood,
2010).

Naime, najceSc¢e kronicne bolesti danasnjice mogu se smatrati dijelom procesa starenja
jer u njihovoj patofiziologiji dominiraju generalizirani degenerativni procesi te osjetljivost ili
otpornost na njihov nastanak ima snazan utjecaj na duljinu zivota. Medu najvaznije od njih
ubrajamo kardiovaskularne bolesti, bolesti kostano-miSi¢nog sustava, neurodegenerativne
bolesti te karcinome. Kardiovaskularne su bolesti slozene, viSesustavne bolesti, koje dugi niz
godina mogu biti asimptomatske, a nastaju kao posljedica medudjelovanja ¢imbenika okolisa
i razli¢itih genetskih ¢imbenika. Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije, upravo
su kardiovaskularne bolesti (KVB) vode¢i uzrok smrtnosti u svijetu, a samim time i predmet
brojnih epidemioloskih i populacijsko-genetickih istrazivanja. lako je proveden velik broj
istrazivanja s ciljem otkrivanja gena koji doprinose nastanku KVB, joS$ nije u potpunosti jasno

koji sve geni i u kojoj mjeri utjecu na razvoj ovih kompleksnih bolesti.

U ovoj disertaciji testirana je uloga polimorfizama gena APOE, ACE, eNOS i MTHFR
u dugovjecnosti. Kako je uloga ovih gena u nastanku KVB potvrdena u brojnim studijama, iz
toga je proizaSlo mno$tvo podataka o ucestalostima alela u razli¢itim populacijama i dobnim
skupinama te smo proveli meta-analize razlika izmedu opce populacije i dugozivuéih osoba.
Nadalje, s obzirom da je u pozadini kompleksnih bolesti interakcija genetskih ¢imbenika i
¢imbenika okolisa, pokusali smo procijeniti utjecaj ispitivanih negenetickih ¢imbenika na

dugovjecnost. Vec je nekoliko studija ukazalo na mogucnost da neki negenetic¢ki ¢imbenici,
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koji u mladoj ili srednjoj dobi povecavaju rizik pojave KVB, u dubokoj starosti zapravo
predstavljaju prednost te se koriste kao prediktori dugovjecnosti (Sabayan i sur., 2012;
Engelaer i sur., 2012).

5.1. Ciljna skupina ovog istraZivanja - osobe duboke starosti

Starenje je proces tjelesnih, mentalnih i psihi¢kih promjena koje se odvijaju kroz Citav
zivotni vijek, no najvise dolaze do izrazaja u kasnijem Zivotnom periodu (Kresnik Bergant,
2000). Starije osobe do dobi od 80 godina uglavnom su relativnho samostalne, no osobe
duboke starosti (85+ god.) obi¢no viSe nisu u moguénosti samostalno zadovoljiti vlastite
potrebe te trebaju pomo¢ (Zeng i sur., 2001). S obzirom da mladi ¢lanovi obitelji ¢esto imaju
vlastite poslovne i obiteljske obaveze, a i potrebe starijih osoba nerijetko prelaze vjestine i
mogucénosti ¢lanova obitelji, barem dio brige o starijim ¢lanovima zajednice preuzimaju

razli¢ite drustvene institucije (Kregar, 1994).

Smjestaj u domovima za starije i nemoc¢ne odreden je smjestajnim kapacitetima, koji u
Republici Hrvatskoj nisu dostatni: u domovima za starije i nemoéne osobe zivi oko 2% osoba
starijih od 65 godina, §to je upola manje od europskog prosjeka. Prema podacima Centra za
gerontologiju Zavoda za javno zdravstvo Grada Zagreba, od ukupno 114 domova za starije i
nemoc¢ne u Hrvatskoj, 31 dom s 4583 korisnika se nalazi u Zagrebu (Tomek-Roksandi¢ 2009).
Kako je cilj ovog istrazivanja bio utvrditi medudjelovanje genetskih i negenetskih ¢imbenika
na dugovjecnost, a muskarci u Hrvatskoj u prosjeku zive 72,3 godine, dok Zene u prosjeku
zive 79,2 godine, upravo je skupina osoba duboke dobi (85 i vise godina), bez znacajnih
kognitivnih o$teCenja i relativno ofuvane funkcionalne sposobnosti odabrana za predmet
istrazivanja. Ne postoji podatak 0 toénom broju osoba starih 85 i vise godina u domskoj
populaciji Grada Zagreba te ne mozemo to¢no odrediti koliki smo postotak populacije duboke
starosti obuhvatili ovim istrazivanjem, no prema aproksimativnom izracunu dobnog omjera
ukupnog starackog stanovniStva Grada Zagreba (65+ godina) i osoba duboke starosti,
ocekivali bismo da je u domovima za starije 1 nemoc¢ne smjeSteno 307 osoba starih 85 1 vise
godina. Nadalje, 16 je nesto mladih osoba, dobi 80 do 85 godina, takoder izrazilo Zelju za
sudjelovanjem te su i oni ukljuceni u studiju. Kako nas§ ukupan uzorak sadrzi 325 ispitanika,
smatramo da smo nasim istrazivanjem obuhvatili gotovo ¢itavu populaciju osoba 85+ god.
koja je u vrijeme terenskog istrazivanja (2007.-2009.) obitavala u domovima ¢iji je osnivaé

Grad Zagreb.
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5.2. Osobe duboke dobi prema spolu i starosti

Zenske osobe &ine gotovo ¥ naSeg uzorka, §to je u skladu s podacima Popisa
stanovniStva Republike Hrvatske za tu dobnu skupinu (Popis stanovni$tva, 2001). Veci broj
7ena nego muskaraca u poznoj dobi nije nalaz samo nase studije. Zene u gotovo svim
populacijama svijeta imaju manju stopu smrtnosti i u prosjeku zive dulje nego muskarci.
Tako, na primjer, rezultati americkog National Center for Health Statistics (NCHS) pokazuju
da su u 2005. godini musSkarci u odnosu na zene imali viSu stopu smrtnosti u 12 od 15
najces¢ih uzroka smrti. Dobno uskladen odnos stope smrtnosti musSkaraca naspram Zzena
iznosio je 1,4x, ako se stopa smrtnosti promatrala za sve uzroke smrti ukupno, a odvojeno
prema uzro¢nicima smrti kretao se u rasponu od 0,7x za Alzheimerovu bolest, do 2,1x za
kroni¢nu bolest jetre i cirozu, dok je od vanjskih uzro¢nika vise muskaraca nego Zena
stradavalo nesretnim sluc¢ajevima (2,2x) te u ubojstvima (3,8x) i samoubojstvima (4,1x).
Unato¢ tome $to musSkarci umiru od bolesti srca 1,4x ¢eS¢e nego zene, kako je ovaj uzrok
smrtnosti odgovoran za preko Y svih smrti, smatra se da i najviSe doprinosi spolnim

razlikama u smrtnosti (Kung i sur., 2008).

Razlike izmedu spolova u stopi smrtnosti najceS¢e se objasnjavaju s pozicije dviju
perspektiva: jedna naglaSava ulogu okoliSnih (bihevioralnih) ¢imbenika, a druga ulogu
bioloskih ¢imbenika (Rogers i sur., 2010). Smatra se da razli¢ite socijalne uloge u obitelji i
drustvu, razli¢it pristup zdravstveno-odgovornom ponaSanju i socio-ekonomski ¢imbenici
barem djelomi¢no utjecu na razliku u stopi smrtnosti muskaraca i1 Zena, jednako kao 1 bioloski
(genetski, hormonalni) ¢imbenici. lako su jo§ uvijek muskarci ti koji su ¢eSée zaposleni i vise
zaraduju nego Zene, spolne razlike u socio-ekonomskom standardu se sve viSe gube
(Schnittker, 2007). 1980. godine prosjecna je placa Zene iznosila 64% pla¢e muSkarca u SAD-
u, a 2006. je porasla na 80% place muskarca (U.S. Department of Labor, 2008).

Kada se govori o bioloskim, odnosno, genetskim ¢imbenicima koji su razli¢iti medu
spolovima, moze se poceti od hormona. Testosteron se pocinje luciti ve¢ u embrionalnoj fazi
razvoja gdje sudjeluje u formiranju testisa i penisa. Razina testosterona povecava Se U
pubertetu, najviSa je izmedu 18. i 35. godine Zivota, a nakon 40. godine poc€inje opadati
stopom od 0,8% godiSnje (Feldman i sur., 2002). Opadanje razine testosterona zavrSava
stanjem hipogonadizma, koje je znacajno ceS¢e utvrdeno kod muskaraca starih 60 1 viSe

godina u odnosu na mlade dobne skupine (Harman i sur., 2001). Rezultati epidemioloSkih
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studija sugeriraju da niza ukupna koncentracija testosterona kod muskaraca povecava
vjerojatnost pojave osteoporoze, Alzheimerove bolesti, dijabetesa, hipertenzije, ishemijske
bolesti srca i brojnih drugih bolesti od kojih mnoge mogu dovesti do smrti (Stanworth i Jones,
2008). Osim toga, predlozeno je da poviSena razina testosterona u adolescenciji i ranoj
mladosti muskarce ¢ini sklonijima riskantnijem i agresivnijem ponasanju, poput voznje autom
pri velikim brzinama ili u pijanom stanju, koje nerijetko zavrse tragi¢no: U zivotnoj dobi od
15. do 29. godine, na jednu zenu poginulu u prometnoj nesreci poginu 4 muskarca (The Social
Issues Research Centre, 2004). Dakle, sniZena razina testosterona ¢ini muskarce podloznijima
razvoju bolesti, a poviSena potice riskantno ponasanje — oboje ¢ini da muskarci, u prosjeku,

umiru ranije nego zene.

Protektivan ucinak estrogena doveden je u vezu sa smanjenom incidencijom
koronarne bolesti srca (engl. coronary heart disease, CHD) kod Zena u predmenopauzi U
odnosu na muskarce iste dobi, no u postmenopauzi se ta razlika medu spolovima gubi (Saltiki
i Alevizaki, 2007; Moreau, 2011). Ova bolest se kod Zena u prosjeku javlja 7-10 godina
kasnije nego kod muskaraca, no ¢eS¢e ima fatalan ishod (Mass i Appelman, 2010; Go i sur.,
2013). Kod muskaraca u dobi od 45 godina 6x je veca vjerojatnost smrti kao posljedice
koronarne bolesti srca u odnosu na zene iste dobi (Ho i sur., 2005), no nakon 65. godine

zivota CHD postaje glavni uzro¢nik smrti kod Zena (Go 1 sur., 2013).

U Women Ischemia Syndrome Evaluation studiji kod mladih Zena koje pate od
deficijencije estrogena utvrden je 7x veci rizik pojave CHD-a u odnosu na njihove vr$njakinje
koje imaju prosjecne vrijednosti estrogena (Bairey Merz i sur., 2003). Deficijencija estrogena
utjeGe na promjene endotela krvnih zila i razvoj ateroskleroze (Holm, 2001). Rezultati
Women's Health Initiative studije potvrdili su protektivni ucinak estrogena na
kardiovaskularno zdravlje zena (i ukupnu smrtnost od koronarne bolesti srca), no samo kod
onih koje su pocele terapiju estrogenom unutar 10 godina od menopauze (Rossouw 1 sur.,

2007).
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5.3.  Negeneti¢ki ¢imbenici rizika za KVB u uzorku osoba dobi 80 i vise godina

Testiranjem srednjih vrijednosti kvantitativnih varijabli u ukupnom uzorku prema
spolu, uocili smo statistiCki znaCajne razlike u razli¢itim biometrijskim pokazateljima
znacajnima za zdravlje: kod muskaraca su zabiljezene vece vrijednosti antropometrijskih
varijabli, a kod Zena poviSeni lipidi u krvi. Oc¢ekivano, s obzirom na spolni dimorfizam, i u
starosti su muskarci visi, tezi, imaju vece srednje vrijednosti visine potkoljenice i Sirine lakta
te veci opseg struka i omjer struk/bokovi nego Zene. Pa ipak, unato¢ veéoj srednjoj vrijednosti
opsega struka kod muskaraca, opseg struka kod Zena ¢eSce prelazi granicu odredenu kao
riziénu za razvoj KVB, a Zene su Cedée i pretile (BMI>30kg/m?), s povisenim vrijednostima
sume koznih nabora. Statisticki znacajne spolne razlike u ucestalosti morfoloskih ¢imbenika
rizika za KVB postoje unutar cjelokupnog analiziranog uzorka i/ili samo kod osoba mladih od

90 godina.

Kako je opadanje visine tijela starenjem ve¢ odavno uoceno u brojnim populacijama
diljem svijeta (Rossman, 1977), ta pojava nas ni kod muskaraca ni kod Zena nije iznenadila. U
starijoj je dobi takoder zabiljeZeno mijenjanje tezine i sastava tijela (Villareal i sur., 2005) te
pretpostavljamo da bi trendovi utvrdeni u naSoj populaciji mogli biti rezultat tih promjena. U
opc¢oj populaciji Hrvatske (18-64 god.) opseg struka ve¢i od EU standarda (>80 cm za Zene i
>94 cm za muskarce) ima 56,0% muskaraca 1 63,8% Zena (Ivicevi¢ Uhernik i Musié¢
Milanovi¢, 2009), a u naSoj populaciji osoba 80+ god., 70,5% muskaraca i 84,5% Zena.
Baumgartner i suradnici (1995) su, proucavajuci sastav tijela osoba dobi 60 do 95 godina,
utvrdili da nakon 80. godine Zivota opada koli¢ina i postotak masti u tijelu zena, no ne i
muskaraca, $to je u skladu s nasim nalazima. Kod nasih smo ispitanika starijih od 90 godina
primijetili smanjivanje opsega struka u odnosu na one dobi 80-89 god. §to je posebno
zanimljivo s obzirom da se smatra da kod starijih osoba dolazi do gubitka miSi¢ne mase
abdomena i preraspodjele tjelesne masti, odnosno, porasta njene koli¢ine unutar abdomena i
povecanja opsega struka (Noppa i sur., 1980), No, treba uzeti u obzir da su kod starijih osoba
Cesti poremecaji poput zatajenja srca, bubrega ili plu¢a, koji dovode do zadrzavanja vode u
Sakama, rukama, trbusnoj Supljini i sl., stoga morfoloske varijable koje opisuju voluminoznost
i masno tkivo treba tumaciti s oprezom, a ne odmah "nekriticki" prihvatiti kao zbiljski
pokazatelj pretilosti u ovoj populaciji (\Valli i sur., 2004; Villareal i sur., 2005; Thaler i sur.,

2010). Samo bi rezultati longitudinalne studije mogli pomo¢i razluciti radi li se uistinu o
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smanjenju masnog tkiva kod osoba duboke starosti ili o selektivnom mortalitetu pretilih

osoba.

Sto se biokemijskih pokazatelja zdravstvenog statusa tice, kod Zena smo utvrdili
znacajno vise srednje vrijednosti ukupnog kolesterola, LDL kolesterola i triglicerida, iako uz
istovremeno povisen zdravstveno protektivan HDL kolesterol. Izmjereni ukupni i LDL
kolesterol i trigliceridi kod Zena takoder CeS¢e prelaze granice rizika za KVB odnosno
sugeriraju poremecaj lipidnog statusa, dok muskarci ¢es¢e imaju hiperglikemiju. Rezultati
NHANES studije provedene 1999.-2002. godine na uzorku oba spola dobi 20-70 godina,
pokazali su da srednja vrijednost koncentracije ukupnog kolesterola i LDL Kolesterola kod
muskaraca postupno raste do 60. godine zivota nakon ¢ega pocinje opadati, dok srednja
vrijednost triglicerida opada ve¢ nakon 50. godine. Kod Zena je zabiljezen trend porasta svih
vrijednosti do 70. godine Zivota nakon ¢ega je uocen plato. Nadalje, muskaraci stari 70 1 viSe
godina imaju znacajno nize srednje vrijednosti ukupnog kolesterola, LDL kolesterola i
triglicerida u odnosu na zene iste dobne skupine (Carroll i sur., 2005). S obzirom da
NHANES studija nije obuhvatila osobe starije od 74 godina, naSi rezultati se ne mogu
direktno usporediti, no i kod nas Zene imaju signifikantno viSe srednje vrijednosti lipida nego
muskarci. Takoder, uz iznimku koncentracije triglicerida kod Zena koja signifikantno opada s
dobi, lipoproteini osoba oba spola nakon 80. godine Zivota odrzavaju plato. Veca prevalencija
hiperglikemije kod muskaraca u naSem uzorku gubi se nakon 90. godine Zivota, nakon koje je

poviSena razina glukoze u krvi odredena u gotovo polovici osoba oba spola.

lako je poznato da krvni tlak osim po dobi varira i ovisno o spolu te da je prosjecni
krvni tlak muskaraca vi$i nego kod Zena (August i Oparil, 1999), u populaciji osoba dobi 80 1
viSe godina nismo pronasli spolne razlike u srednjoj vrijednosti krvnih tlakova kao ni u
prevalenciji hipertenzije (65,4%) ili kardiovaskularnih bolesti, koje se u uzorku javljaju s
ucestalos¢u od 45,8%. Unato¢ relativno visokoj prevalenciji hipertenzivnih osoba, znatno
viSoj nego li u opéoj populaciji Hrvatske (18-64 god.) u kojoj je prevalencija HT kod
muskaraca 40,7%, a kod zena 33,1% (Ivi¢evi¢ Uhernik i Musi¢ Milanovi¢, 2009), ukoliko nas
uzorak podijelimo na hipertenzivne i nehipertenzivne osobe, osim u srednjim vrijednostima
sistolickog i dijastolickog tlaka i tlaka pulsa, statisticki znacajne razlike postoje samo u
srednjim vrijednostima varijable omjer struka i bokova. Vec¢i omjer struka i bokova imaju
nehipertenzivni muskarci u odnosu na hipertenzivne te, unutar ukupnog uzorka, sve

nehipertenzivne osobe u odnosu na hipertenzivne. Iako se u opc¢oj populaciji i populaciji
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"mladih" starijih osoba (60-80 god.) i dalje preporuca sniZzavanje povisenog krvnog tlaka jer
dokazano snizava ukupnu stopu smrtnosti i stopu pobola i smrtnosti od KVB (Musini i sur.,
2009), zanimljivo je istaknuti nalaze nekih studija dugovjecnosti koji su pokazali da
hipertenzija kod osoba starijih od 80 godina ne predstavlja problem, ve¢ prednost. Naime, u
nekim je studijama poviseni krvni tlak u osoba dobi 85 i vise godina indikator dobrog
tjelesnog i kognitivnog zdravlja i, prakticki, prediktor dugovjecnosti (Matilla i sur., 1988;
Euser i sur., 2009; Sabayan i sur., 2012), iako su rezultati istrazivanja provedenog u populaciji
Japana pokazali drugacije (Turin i sur., 2012). Hipertenzija kod osoba duboke dobi ne utjece
na povecanu smrtnost (Van Bemmel i sur., 2006), nego je smrtnost veca kod hipotenzivnih u
odnosu na hipertenzivne osobe (Engelaer i sur., 2012). S druge strane, u nedavnoj studiji
utvrdeno je da tlak pulsa u osoba starih 70-90 godina opada s dobi te je ovaj pad povezan s
vecom dugovjecnoscu (Stessman 1 sur., 2013). U nasem uzorku poviseni tlak pulsa (>40mm

Hg) ¢es¢e nalazimo kod Zena nego li kod muskaraca.

Kod nasih ispitanika, uz tlak pulsa, i gotovo svi testirani biometrijski i biokemijski
parametri znacajno ¢e$ce prelaze granice definirane kao rizi¢ne za razvoj KVB kod Zena, iz
Cega bi bilo logi¢no zakljuéiti da je kod Zena, u odnosu na muskarce, veci i rizik razvoja
KVB. Medutim, nismo pronasli statistiCki znacajne razlike u prevalenciji KVB medu
spolovima. Nadalje, analize sistolickog i dijastolickog krvnog tlaka ne pokazuju dobni trend
ni kod muskaraca ni kod Zena, a ni rezultati viSestruke regresije ne upucuju na povezanost
klasiénih KVB ¢imbenika rizika sa sistolickim krvnim tlakom u ovoj dobnoj skupini, dok u
manjoj mjeri pokazuju povezanost s dijastolickim tlakom. Iz svega ovoga proizlazi pitanje o
ulozi negenetickih ¢imbenika rizika u razvoju KVB u osoba duboke starosti. Naime,
provedene analize ukazuju na vrlo ograni¢en ucinak klasi¢nih ¢imbenika rizika na zdravlje
osoba duboke starosti. On je viSe indirektno vidljiv u smislu moguceg selektivnog mortaliteta
pretilih osoba i1 osoba s poviSenom razinom glukoze u krvi, jer ih ima manje u 90+ dobnoj

skupini.

U ovom radu takoder smo zeljeli ispitati ulogu kandidatskih gena za KVB u osoba
duboke dobi: je li povezanost rizi¢nih varijanti gena s KVB fenotipovima, koja je visekratno
potvrdena u opcoj populaciji, prisutna i u ovoj dobnoj skupini? Ili je mozda ona ve¢ u mladoj
dobi dovela do pobola i selektivnog mortaliteta te promijenila ucestalosti alela u skupini

osoba duboke starosti?
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5.4.  1/D polimorfizam gena za angiotenzin-pretvarajuci enzim (ACE)

Povezanost insercijsko/delecijskog (1/D) polimorfizma na intronu 16 gena za
angiotenzin-pretvaraju¢i enzim s patoloskim stanjima otkrivena je jo§ 1992. godine: DD
genotip se pokazao rizicnim u patogenezi ateroskleroze i tromboze (Cambien i sur., 1992,
1994). Kako je sustav renin-angiotenzin-aldosteron jedan od najvaznijih regulatora
kardiovaskularne homeostaze i krvnoga tlaka, a Ace klju¢ni enzim u pretvorbi angiotenzina I
u angiotenzin Il, smatra se da do hipertenzije dolazi zbog utjecaja varijacija u ACE genu na
razinu enzima u krvotoku: osobe s Il genotipom imaju nisku razinu Ace enzima, heterozigoti
ID imaju srednju razinu enzima, a najviSa razina Ace enzima izmjerena je kod osoba s DD
genotipom (Rigat i sur., 1990). U ovoj studiji, unato¢ visokom postotku hipertenzivnih osoba,
nije detektirana samostalna povezanost ni ACE DD genotipa niti D alela s poviSenim
sistoli¢kim 1ili dijastolickim krvnim tlakom, tlakom pulsa, niti s hipertenzijom. Provedena
logisticka regresija je pokazala da niti jedan genotip ACE gena nije ukljuc¢en u najbolji model
za predikciju hipertenzije, no, iznenadujuce, model koji sadrzava kombinaciju ACE DD
genotipa, MTHFR TT genotipa i eNOS 55 VNTR polimorfizam, pokazao se kao zastitni za
razvoj kardiovaskularnih bolesti (model koji uz navedenu kombinaciju genotipova sadrzi
samo spol objasnjava 3,9% varijance). Osim toga, kombinacija koja sadrzi genotipove ACE
DD i MTHFR CC je pokazala manju $ansu dozivljenja dugovjecnosti definirane kao dob >90
godina, u modelu koji objasnjava 3,6% varijance ovog fenotipa. Ovu neobi¢nu interakciju
provjerili smo testiranjem ucestalosti D alela izmedu opce populacije i populacije osoba dobi
80 i vise godina: veca ucestalost D alela i DD genotipa pronadena je u osoba duboke starosti

Hrvatske, sto je potvrdeno meta-analizom deset autohtonih europskih populacija.

Prvo istrazivanje distribucije ACE I/D genotipova kod stogodisnjaka i opée populacije
pokazalo je neocekivano visoku ucestalost DD genotipa kod stogodiSnjih Francuza u odnosu
na kontrolnu skupinu: 40,0% naprema 26,0%, p<0,01 (Schachter i sur., 1994). Sli¢no
istrazivanje provedeno je 2000. godine na uzorku ispitanika gotovo dvostruko ve¢em od
prvog, no nisu pronadene statisticki znacajne razlike: ucestalost DD genotipa u populaciji
stogodiS$njaka iznosila je 35,0% naprema 30,5% u opcoj populaciji, p=0,22 (Blanche i sur.,
2001). Nakon Francuske, slijedile su jo§ Rotterdamska studija (Arias-Vasquez i sur., 2005) te
studija provedena u Italiji (Nacmias i sur., 2007), no nijedna nije pronasla povezanost ACE
I/D polimorfizma s dugovjecnos¢u. Medutim, pronadeno je da se u populaciji Nijemaca starih

viSe od 80 godina D alel javlja s ve¢om ucestalos¢u nego kod mladih osoba (Luft, 1999),
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jednako kao i kod Rusa, stanovnika Moskve dobi 80+ godina (Miloserdova i sur., 2002).
Osim generacijskih razlika u u¢estalosti alela i genotipova, Panza je uocio da se ucestalosti D
i | alela mijenjaju prema geografskoj Sirini: od sjevera prema jugu Europe, biljezi se trend
smanjenja ucestalosti I alela i povecanja ucestalosti D alela, kako kod stogodiSnjaka, tako i

kod mladih osoba (Panza i sur., 2003).

Schahterova skupina je prva predlozila da D alel, uz rizik pojave KVB koji nosi sa
sobom, s druge strane mozda pruza dugotrajni zaStitni uéinak: takav bi u¢inak mogao pruziti
ranu selektivnu prednost i/ili kasniji obrat negativnog utjecaja na prezivljenje. Predlozili su i
mogucu povezanost zaStitnog u¢inka DD genotipa i drugih bioloskih funkcija ACE gena osim
u RAS i kinin-kallikrein sustavu, a to su neuroendokrine i imunomodulatorske funkcije koje
su ovisne o razini Ace enzima u krvi i mogle bi doprinijeti ukupnom prezivljenju i
dugovjeénosti (Ehlers i Riordan, 1989; McGeer i Singh, 1992; Costerousee i sur., 1993).
Dakako, povezanost DD genotipa s dugovje¢no$¢u moze takoder biti rezultat neravnoteze
vezanosti gena (LD) s nekim susjednim genom koji jo§ nije identificiran. Primjerice,
zanimljivo je napomenuti da se gen za ljudski hormon rasta takoder nalazi na 1723
kromosomu, pokazuje jaku povezanost s ACE genom, i ¢ini se da ima vaznu ulogu u starenju
(McGeer i Singh, 1992; Cristan i Carr, 2000; Huang i sur., 2007). | alel ACE gena u modelu
logisticke regresije pokazao se prediktivnim za pretilost u kombinaciji s eNOS 44 i 55
polimorfizmima, u modelu koji objasnjava ¢ak 8,3% varijance. Potvrdu povezanosti ACE
gena i pretilosti nismo pronasli u drugim studijama. Medutim, sve je vise dokaza da ACE gen
ima puno kompleksnije djelovanje koje premasuje njegovu ulogu u RAS sustavu i ¢iji u¢inak
prepoznajemo u snaznom odmaku od Hardy-Weinbergovih proporcija u uzorku osoba duboke

starosti.
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5.5. Polimorfizam gena za apolipoprotein E (APOE)

Poznavanje lipidnog profila pomaze lije¢niku da pravovremeno preventivno djeluje te
smanji vjerojatnost da osoba razvije neku od kardiovaskularnih bolesti, zbog ¢ega je vrlo
vazno prepoznati ¢imbenike koji utjecu na koncentraciju lipida u Kkrvi. Istrazivanja
povezanosti ApoE proteina i APOE polimorfizma s hiperlipoproteinemijon, aterosklerozom i
koronarnom bolesti srca traju ve¢ preko 25 godina: E4 alel se pokazao rizi¢nim za
aterosklerozu, dok je E2 alel prepoznat kao protektivan (Kolovou i Anagnostopoulou, 2007).
lako je APOE polimorfizam najcesce bio testiran u klasi¢nim case-control studijama (zdrave
vs. bolesne osobe), 1988. je provedeno istrazivanje i u 80+ populaciji Kanadana oba spola, s
pretpostavkom da ¢e ucestalost E4 alela biti manja kod starijih osoba nego u op¢oj populaciji,
Sto se i potvrdilo (Davignon i sur., 1988). Nekako istovremeno su brojni znanstvenici
pokusavali locirati uzroénike ranojavljajuée (do 65. godine zivota) i kasnojavljajuce
Alzheimerove bolesti (AD): uzro¢nici ranojavljajuc¢e AD locirani su na kromosomima 21 i 14
(St.George-Hyslop i sur., 1987; Schellenberg i sur., 1992), a uzro¢nik obiteljske AD je lociran
na kromosomu 19 (Pericak-Vance i sur., 1991). Kona¢nu potvrdu dao je 1993. godine
Saunders, koji je utvrdio da je alel E4 APOE gena, koji se nalazi na kromosomu 19, povezan s
kasnojavljaju¢om obiteljskom te sporadicnom Alzheimerovom boles¢u (Saunders i sur.,
1993). Unato¢ povezanosti APOE E4 alela s povisenom razinom kolesterola te ¢es¢om
pojavom KVB, najsnaznija povezanost postoji upravo s dobno-vezanim kognitivnim
propadanjem (Alzheimerovom boles¢u) te se i danas APOE polimorfizmi najc¢escée istrazuju u
tom kontekstu (GeBner i sur., 1997; Deary i sur., 2004; Bathum i sur., 2006). Osobe koje su
E4/E4 homozigoti, u odnosu na E3/E3 homozigote, imaju 15x vecu vjerojatnost pojave AD
ukoliko su europskog porijekla, a 8x vecu vjerojatnost ukoliko su africkog porijekla
(Murabito i sur., 2012).

Jos je 1994. godine kod kognitivno zdravih 100 1 viSe godiSnjaka s podrucja Citave
Francuske (Schachter i sur., 1994) i 90+ godisnjaka iz grada Oulu iz Finske (Kervinen i sur.,
1994), utvrdena statisticki znacajno veca ucestalost E2 alela, a znacajno manja ucestalost E4
alela u odnosu na odgovarajuéu opc¢u populaciju. Povezanost ovog polimorfizma s
dugovjecnoscu nije potvrdena u studijama kandidatskih gena u populaciji Italije (Bader i sur.,
1998) i Svedske (Skoog i sur., 1998), ali jest u brojnim drugim populacijama (Gerdes i sur.,
2000; Frisoni i sur., 2001; Blanche i sur., 2001; Maruszak i sur., 2012). Uloga APOE gena u

dugovjecnosti dodatno je potvrdena u cjelogenomskim asocijacijskim studijama (GWAS)
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(Deelen i sur., 2011; Nebel i sur., 2011; Sebastiani i sur., 2012). Danas je op¢eprihvaceno da
APOE gen utjeCe na trajanje Zivota odnosno dugovjecnost u ljudi putem ubrzanog razvoja

ateroskleroze i drugih dobno-vezanih bolesti (Murabito i sur., 2012; Ganna i sur., 2013).

Unato¢ tome $to usporedba opée populacije i osoba dobi 80 i vise godina u Hrvatskoj
nije pokazala statisticki znacajnu razliku, meta-analiza 14 europskih populacija pokazala je
signifikantnu razliku u ucestalosti 1 E2 alela i E4 alela izmedu ovih dobnih skupina. Kod
starijih osoba se E2 alel APOE gena javlja ¢eS¢e nego u opcoj populaciji, za razliku od E4
alela koji je ¢e$¢i u op¢oj populaciji u odnosu na 80+ osobe. Kada smo nas uzorak podijelili
na mlade i starije od 95 godina, pronasli smo signifikantno vecu ucestalost E4 alela u skupini
osoba dobi 80-94 godine nego u osoba 95+. Zanimljivo je istaknuti i da su u nasem uzorku
nadene 2 osobe sa E4/E4 genotipom, ¢iji rezultat Mini-mental testa nije ukazao na kognitivni
otklon u odnosu na ostale ispitanike (prosjek uzorka iznosi 23,5+3,6 boda): MMS prvog
ispitanika je iznosio 23,5 boda, a drugog 22,5 boda. Utoliko je neocekivaniji nalaz logisticke
regresije koju smo proveli, a koja je izdvojila upravo genotip E2E3 APOE gena, u
kombinaciji s CT genotipom MTHFR gena, kao rizi¢an za pojavu hipertenzije, u modelu koji

objasnjava 4,5% varijance, a uz navedene genotipove sadrzi samo spol.
5.6. VNTR polimorfizam gena za endotelnu sintazu dusi¢nog oksida (eNOS)

Endotelni NOS (eNOS) jedna je od tri izoforme enzima sintaze duSicnog oksida
(NOS), koji je vrlo bitan u odrzavanju proizvodnje dusi¢nog oksida (NO), odnosno, posredno
u regulaciji kardiovaskularne homeostaze. Smanjena proizvodnja ili aktivnost NO-a direktno
utjeCe na poremecaj rada srca (Thomas i sur., 2013). Do sada je pronadena nekolicina
polimorfizama eNOS gena od kojih tri pokazuju povezanost s patofiziologijom bolesti. Jedan
od tih polimorfizama je VNTR polimorfizam u intronu 4 gena, za kojeg je utvrdena
povezanost sa promijenjenom razinom NO-a u krvnoj plazmi i varijacije u koncentraciji
nitrita i nitrata (Tsukada i sur., 1998; Wang i sur., 1997). Nadalje, pronadena je povezanost
eNOS VNTR polimorfizma s koronarnom aterosklerozom i vaskularnim komplikacijama u
dijabetic¢kih bolesnika u raznim populacijama svijeta (Wang i Wang, 2000; Casas i sur., 2006;
Zhang i sur., 2006; Kim i sur., 2007; Ahluwalia i sur., 2008).

Prema naSim saznanjima, ucestalost VNTR polimorfizma u eNOS genu odredena je
samo u jednoj europskoj populaciji staroj 80 i viSe godina: Alvarez i suradnici su istrazujuéi

gensku podlogu kasnojavljaju¢e AD odredili ucestalost ovog polimorfizma u op¢oj populaciji
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Spanjolske (<65 god.) te populaciji zdravih osoba duboke dobi (>85 god.), no nisu nasli
razlike u ucestalosti ni genotipova niti alela (Alvarez i sur., 1999). Usporedba opée populacije
Hrvatske i osoba dobi 80 i viSe godina takoder nije pokazala statisticki znacajnu razliku
izmedu ovih dviju dobnih skupina, a s obzirom na samo jednu, prethodno navedenu europsku
studiju, meta-analiza nije mogla biti provedena. Ipak, rezultati logisticke regresije pokazali su
da kombinacija eNOS 55 polimorfizma te ACE DD i MTHFR TT genotipova smanjuje $ansu
pojave KVB (model objasnjava 3,9% varijance), kao i da genotipovi 44 i 55 eNOS gena u
kombinaciji s | alelom ACE gena povecavaju Sansu razvoja pretilosti (model objasnjava 8,3%

varijance).
5.7.  Polimorfizam gena za metilentetrahidrofolat reduktazu (C667T)

5,10-metilentetrahidrofolat reduktaza, enzim je s kljuénom ulogom u metabolizmu
folata:  katalizira redukciju  5,10-metilentetrahidrofolata u  5-metiltetrahidrofolat,
prevladavaju¢i oblik folata u cirkulaciji, koji sluzi kao donor ugljika za remetilaciju
homocisteina u metionin. PoviSena razina homocisteina pokazala se prediktornom za
kardiovaskularne bolesti — infarkt miokarda, inzult, aterosklerozu. Adekvatna razina folata
moze smanjiti razinu homocisteina i smanjiti ucestalost KVB (Frosst i sur., 1995).
Supstitucija 677. nukleotida MTHFR gena iz C u T dovodi do promjene aminokiseline alanina
u valin u proteinu; pokazalo se da je TT genotip povezan sa smanjenom aktivno$cu enzima,

njegovom termolabilno$¢u i poviSenom razinom homocisteina.

Jedna od prvih studija povezanosti ovog polimorfizma s dugovje¢noscu provedena je u
Svedskoj, no nisu nadene razlike u uéestalosti alela ili genotipova koje bi se mogle pripisati
zastitnom ili Stetnom djelovanju istrazivanih alela (Brattstrom i sur., 1998b). Povisena
koncentracija homocisteina pokazala se takoder dobrim prediktorom kognitivhog propadanja
(Tucker i sur., 2005; Ravaglia i sur., 2005; Mooijaart i sur., 2005) te je stoga istrazivana uloga
MTHFR C667T polimorfizma kod starijih osoba u svrhu procjene kognitivnog propadanja i
posredno, dugovjecnosti. Lise Bathum nije utvrdila povezanost kod 90 i vise godiSnjih
ispitanika, sudionika Danish 1905 Cohort studije (Bathum i sur., 2007), no u populaciji Italije
se pokazalo da veéa ucestalost T alela povecCava vjerojatnost javljanja kasnog oblika
Alzheimerove bolesti (engl. late-onset AD, Coppede i sur., 2012). Studije sli¢ne ovoj, u
kojima je testirana uloga polimorfizama kandidatskih gena koji povecavaju kardiovaskularni

rizik, pokazale su da izmedu opée populacije i populacije stogodiSnjaka u Danskoj nema
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razlika u ucestalosti alela i genotipova C667T polimorfizma (Bladbjerg i sur., 1999), kao ni

izmedu opce i stogodisnje populacije Francuske (Faure-Delanef i sur., 1997).

U ovoj disertaciji nisu pronadene statisticki znacajne razlike u ucestalosti MTHFR
genotipova i alela izmedu opée i staracke populacije Hrvatske, iako je ucestalost T alela kod
osoba starijih od 80 godina ipak bila nesto visa; 35,5% naprema 31,4% kod mladih. Rezultati
meta-analize, unato¢ omjeru Sansi OR>1, takoder nisu pokazali signifikante razlike medu
generacijama (p=0,277). Genotipovi MTHFR gena u modelima logisticke regresije pokazali
su ukljucenost u tri od Cetiri istrazivana fenotipa. Genotip CC MTHFR gena u kombinaciji s
genotipom DD ACE gena smanjuje Sansu dozivljenja dobi 90 i vise godina, a genotip TT u
kombinaciji s genotipovima DD ACE gena i 55 eNOS gena smanjuje Sansu pojave
kardiovaskularne bolesti (model objasnjava 3,9% varijance). Sansu razvoja hipertenzije
povecava kombinacija CT genotipa MTHFR gena i E2E3 genotipa APOE gena (objasnjava
4,5% varijance). Kao $to vidimo, sva tri primjera predstavljaju neoc¢ekivan rezultat jer TT
genotip MTHFR gena niti u jednom primjeru nije prepoznat kao onaj koji predstavlja
zdravstveni rizik. Stoga oc¢ekujemo da ce, kao i u slucaju ACE I/D polimorfizma, buduée

studije pruziti dokaze o pleiotropnom djelovanju MTHFR gena.

5.8. Interakcija istraZivanih genetickih i negenetickih ¢imbenika rizika za kardio-

vaskularne bolesti u populaciji osoba dobi 80 i viSe godina

Rezultati ispitivanja pojedinacne povezanosti izuCavanih polimorfizama s
kardiovaskularnim ¢imbenicima rizika pokazali su pozitivhu povezanost ACE, APOE i eNOS
polimorfizama s pokazateljima pretilosti, negativhu povezanost E4 polimorfizma APOE gena
s dugovjecnoscu i pozitivnu povezanost E2 polimorfizma istog gena s lipidima u krvi. Kod
nositelja | alela ACE gena ¢eSce je utvrden opseg struka veéi od vrijednosti definiranih kao
riziéne za pojavu KVB prema EU standardima, a osobe s genotipom 44 eNOS gena znacajno
¢es¢e imaju sumu koznih nabora iznad 66. percentila (U odnosu na osobe koje nemaju taj
genotip). Svi nositelji E4 alela APOE gena imaju omjer struk/bokovi iznad granice rizika i svi
su mladi od 95 godina, a nositelji E2 alela ¢eS¢e imaju vrijednosti LDL kolesterola ispod
granice rizika za KVB u odnosu na osobe koje nemaju E2 alel. Takoder, niti jedna osoba s E2

alelom APOE gena nema dijastolicki krvni tlak iznad 90 mm Hg.

S ciljem kvantificiranja povezanosti izucavanih polimorfizama kandidatskih gena za

KVB s ostalim kardiovaskularnim ¢imbenicima rizika u populaciji osoba 80+ god., proveli
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smo logisticku regresiju koja pokazuje kolika je Sansa razvoja (pojave) ispitivanog fenotipa
ukoliko osoba nosi odredenu kombinaciju alela ili genotipova. Od cetiri testirane varijable,
najveci postotak objasnjenja varijance je dobiven u modelu koji sadrzi kombinaciju ACE DD i
MTHFR CC genotipova i smanjuju $ansu dozivljenja dobi od 90 godina (27,5% varijance), te
u modelu koji povecava Sansu pojave prekomjerne potkozne masti (pretilost prema sumi
koznih nabora) u osoba koje nose I alel ACE gena i genotipove 44 i 55 eNOS gena (21,7%
varijance). U modelu koji objasnjava najvecu varijancu za dozivljenjem dugovjecnosti, manju
Sansu dozivljenja kasne dobi imaju 0sobe s DD_CC kombinacijom genotipova, Zene i pretile
osobe (BMI>30 kg/m?), dok vijerojatnost dozivljenja dugovjecnosti poveéavaju visa
koncentracija Zeljeza i povisena glukoza u krvi (>6,4 mmol/L). Zenski spol (OR=3,150),
poviseni trigliceridi u krvi (OR=1,452) te ve¢ navedeni I1ID_4455 genotip (OR=1,963)

povecavaju omjer $ansi da osoba bude pretila, dok dob iznad 90 godina smanjuje Sansu.

Unato¢ tome $to svi ispitivani polimorfizmi u opcoj populaciji pokazuju vezu s
hipertenzijom i ostalim fenotipovima kardiovaskularnih bolesti, najbolji model prediktorskih
varijabli u logistickoj regresiji za hipertenziju sadrzi genotipove samo dva ispitivana gena i
objaSnjava svega 7,4% varijance, a model za kardiovaskularne bolesti objaSnjava 12,1%
varijance pomoc¢u genotipova tri gena. Kombinacija genotipa CT MTHFR gena i genotipa
E2E3 APOE gena cak 5,829 x povecava Sansu razvoja hipertenzije i jedina je statisticki
zna€ajna u najboljem prediktivnom modelu za HT. U modelu koji najbolje objasnjava
kardiovaskularne bolesti, kombinacija ACE DD genotipa, MTHFR TT genotipa i eNOS 55

genotipa smanjuje Sansu razvoja KVB, dok ve¢i BMI povecava omjer Sansi za razvoj KVB.
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5.9. REZIME

Konacni cilj ove doktorske disertacije bio je istraziti povezanost dugovjecnosti u ljudi
s klasi¢nim negeneti¢kim ¢imbenicima rizika i Cetiri kandidatska gena za KVB, kako bismo
identificirali negeneticke i geneticke ¢imbenike uklju¢ene u ovaj fenotip. S obzirom na snaznu
hipotezu koja se razvila iz ¢injenice da su KVB glavni uzro¢nik smrtnosti, a odabrani ACE,
APOE, eNOS i MTHFR geni i negeneti¢ki ¢imbenici nedvojbeno ukljuceni u patogenezu

bolesti, intuitivno smo oc¢ekivali povezanost navedenih ¢imbenika rizika s dugovjecnosti.

Iznenadujuce, i u suprotnosti s podacima iz literature o rezultatima studija opcih
populacija, kod osoba dobi 80 i vise godina nismo pronasli povezanost klasi¢nih ¢imbenika
rizika za KVB s KVB fenotipovima. Nadalje, nijedan istrazivani polimorfni gen u ovoj 80+
populaciji nije pojedina¢no bio signifikantno povezan s hipertenzijom i/ili KVVB fenotipovima,
Sto je opet u suprotnosti s nalazima u op¢oj populaciji. Povezanost ispitivanih gena s
dugovjeénoscu otkrili smo u vise europskih populacija za alele dvaju gena: D alel ACE gena i
E2 alel APOE gena. Dobiveni rezultat kako nositelji E2 alela imaju vec¢u $ansu za postizanje
dugovjecnosti, u odnosu na osobe koje nemaju taj alel, bio je o¢ekivan s obzirom da je isto
dobiveno u brojnim studijama kandidatskih gena i GWAS studijama, no sada smo meta-
analizom dokazali statisticki znacajnu povezanost E2 alela s dugovje¢noséu u europskim
populacijama. Uz taj nalaz, originalan doprinos ovog istrazivanja je i dokazano pozitivan
utjecaj D alela ACE gena na dugovje¢nost, takoder potvrden u velikom broju europskih

populacija (Zajc Petranovié i sur., 2012).

lako se oba gena, ¢iju smo ulogu potvrdili u dugovje¢nosti nase populacije, primarno
vezu uz nastanak KVB, njihovo djelovanje je o¢igledno pleiotropno. Tako, npr., produkt ACE
gena, Ace protein, osim u vazokonstrikciji, sudjeluje i u upalnim procesima, oksidativnom
stresu, staninom rastu i diferencijaciji, a moze i interferirati s otpustanjem acetilkolina u
neuronima i utjecati na kognitivne funkcije (Bartus i sur., 1982). ApoE enzim sudjeluje u
regulaciji lipida u krvi i povezan je s nastankom ateroskleroze i demencije, a nedavno je u

"y

vise studija objavljeno kako mlade osobe koje nose "Stetan" E4 alel imaju veci IQ od osoba
koje ne nose taj alel te je predlozena ideja antagonisticke pleiotropije (Tuminello i Duke Han,

2011; Jochemsen i sur., 2012).

Dugovjecnost je kompleksno svojstvo na koje utjeCe mnostvo ¢imbenika. Opsezne

studije koje se provode sa ciljem otkrivanja bioloskih puteva, gena i genskih varijanti koje
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utjeCu na razlike medu pojedincima u prvom redu ciljaju ka dobivanju novih spoznaja o tome
kako neizbjezan proces starenja uciniti §to bezbolnijim. Odnosno, usmjerene su ka boljoj
prevenciji, dijagnostici i lijeCenju dobno vezanih bolesti kako bi se poboljsala kvaliteta zivota
u starosti. U ovoj je disertaciji istrazivana uloga samo cetiri polimorfizma, no svejedno nasi
rezultati doprinose sveukupnosti spoznaja o utjecaju ACE, APOE, eNOS i MTHFR gena i

negenetickih biometrijskih ¢imbenika na zdravlje u starosti i na samu dugovjecnost.
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6. ZAKLJUCCI

Provedene analize povezanosti polimorfizama Cetiriju kandidatskih gena za

kardiovaskularne bolesti s negenetiCkim ¢imbenicima rizika u osoba starih 80 i viSe godina

upucuju na sljedece zakljucke:

1)

2)

3)

4)

Gotovo % uzorka od 325 osoba starih 80 i vise godina (88,28+3,49) sacinjavaju
zene, S$to adekvatno reprezentira odnos spolova u toj dobnoj skupini. Ucestalost
¢imbenika rizika za KVB u uzorku je sljedeca: hipertenzije 65,4%, pretilosti 28,3%,
opsega struka ve¢eg od EU standarda 81,0%, omjera stuka i bokova >0,80 91,6%,
tlaka pulsa >40 mm Hg 85,8%, poviSene razine glukoze 42,2%, ukupnog kolesterola
65,5%, LDL kolesterola 61,7% 1 triglicerida 38,8% te snizene razine HDL
kolesterola 25,2%. Ustanovljene su znacajne spolne razlike u prisutnosti KVB
rizika: kod Zena je zabiljezena veca ucestalost vecine testiranih ¢imbenika koji
prelaze vrijednosti odredene kao kritine za razvoj KVB; od antropometrijskih
pokazatelja Zene &eSée imaju BMI>30 kg/m? opseg struka veéi od EU standarda,
sumu koznih nabora iznad 66. percentila, tlak pulsa >40 mm Hg, a od lipidnih
pokazatelja povisenu koncentraciju ukupnog i LDL Kkolesterola te triglicerida.
Muskarci pak ¢eS¢e imaju poviSenu koncentraciju glukoze u krvi.

Kada je skupina osoba dobi 80 1 viSe godina podijeljena na mladu (<90 god) 1 stariju
(>90 god) podskupinu, Zene dviju dobnih skupina razlikovale su se u svim
izmjerenim antropometrijskim osobinama, pri ¢emu su Zene starije dobne skupine
imale konzistentno nize srednje vrijednosti. Muskarci su se razlikovali samo u visini
tijela 1 visini potkoljenice, a obje varijable su bile ve¢e kod mladih muskaraca.
Mladi muskarci imali su 1 viSe vrijednosti indeksa ateroskleroze, a mlade Zene vecu
koncentraciju triglicerida u odnosu na stariju podskupinu.

Razdioba genotipova ACE I/D i eNOS VNTR polimorfizma u ovom uzorku nije u
skladu s Hardy-Weinbergovom ravnotezom, dok je razdioba genotipova MTHFR
C667T i APOE epsilon polimorfizma u skladu s Hardy-Weinbergovom ravnotezom.
Ustanovljene su sljedece ucestalosti alela: 61,0% D i 39,0% I alela (ACE), 64,5% C
1 35,5% T alela (MTHFR), 20,5% alela 4 i 79,5% alela 5 (eNOS) te 7,2% alela E2,
85,4% alela E3 i 7,4% alela E4 (APOE).

Mjesovite kvantitativno-kvalitativne analize koje su u setu nezavisnih varijabli

sadrzavale 1 negeneticke 1 kombinacije genetickih ¢imbenika rizika za KVB,
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5)

6)

7)

8)

provedene pomocu logisticke regresije, su pomogle u identifikaciji modela koji
objasSnjavaju Cak 27,5% varijance za dob >90 god. i 21,7% varijance pretilosti.
Najbolji logisticki modeli za hipertenziju 1 razvijene kardiovaskularne bolesti
objasnjavali su samo 7,4%, odnosno, 12,1% varijance.

Identificirane su kombinacije genotipova koje povecavaju Sansu razvoja hipertenzije
(MTHFR CT u kombinaciji s genotipom APOE E2E3) i pretilosti (I alel ACE gena u
kombinaciji s genotipovima eNOS 44 i 55). Takoder su identificirani genotipovi koji
smanjuju Sansu dozivljenja dugovjecnosti odnosno dobi >90 god. (ACE DD u
kombinaciji s MTHFR CC) i genotipovi koji smanjuju Sansu razvoja
kardiovaskularnih bolesti (ACE DD u kombinaciji MTHFR TT i eNOS 55
genotipom).

Meta-analiza 1/D polimorfizma ACE gena dokazala je signifikantno veéu ucestalost
D alela u populaciji osoba dobi 80 i viSe godina u odnosu na opcu populaciju u
uzorku od deset europskih populacija, $to je potvrda nalaza ustanovljenog u
populaciji Hrvatske.

Meta-analiza epsilon polimorfizma APOE gena potvrdila je signifikantno vecu
ucestalost E2 alela u osoba dobi 80 i1 viSe godina u odnosu na op¢u populaciju u
uzorku od Cetrnaest europskih populacija te signifikantno manju ucestalost E4 alela
na istom uzorku, $to je potvrda nalaza i prethodnih drugih studija. U Hrvatskoj je
takoder ustanovljen navedeni odnos izmedu E2 i E4 alela, ali on nije bio statisticki
signifikantan.

Usporedbom devet europskih populacija, za istrazivani C/T polimorfizam MTHFR
gena nije detektirana statisticki znacajna razlika ucestalosi alela u osoba dobi 80 i
viSe godina u odnosu na op¢u populaciju. Za VNTR polimorfizam eNOS gena meta-
analiza nije mogla biti napravljena zbog nedostatnog broja publikacija koje bi

odgovarale traZzenim kriterijima.
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