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Sazetak

U ovom istrazivanju nastojalo se utvrditi utjeCe li ACE I/D polimorfizam, kao primjer
genetickog Cimbenika unutar jednog od gena odgovornog za regulaciju krvnog tlaka, na krvni
tlak Covjeka, s naglaskom na nastanak hipertenzije. Preostali nepromjenjivi Cimbenici
izuCavani u ovom radu su spol i dob, a uz njih izu€avani su promjenjivi, u Sirem smislu
okolisni, ¢imbenici: debljina, razina masnoca u krvi i navika puSenja. Pri tome je koristen
uzorak izolirane populacije otoka Visa koji se sastoji od 140 osoba u dobi od 40 do 81 godine.
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gena s izuCavanim. Rezultati su pokazali da se utjecaj polimorfizma ACE gena moze
objasniti recesivnim modelom, tj. ,rizicni“ alel utjeCe na pojavu hipertenzije jedino u
homozigotnoj formi. Povecan utjecaj ACE 1/D polimorfizma na nastanak hipertenzije utvrden
je nakon ukljucenja rizi¢nih ¢imbenika kao $to su spol, dob, BMI, koncentracija kolesterola,
HDL kolesterola i triglicerida te indeks puSenja. Medupopulacijskom usporedbom izmedu
opce populacije Republike Hrvatske i populacije otoka Visa potvrdena je pogodnost ove
izolirane populacije za istrazivanja genetiCke podloge hipertenzije kao kompleksnog
poremecaja.
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1. UVOD

1.1. Krvni tlak i hipertenzija

1.1.1. Definicija hipertenzije

Krvni tlak je sila kojom krv djeluje na jedinicu povrSine stjenke Zile (Guyton 2006).
Cine ga sistolicki tlak — maksimalna vrijednost za vrijeme sréane sistole i dijastolicki tlak —
minimalna vrijednost za sr¢ane dijastole. Kada su ove vrijednosti iznad definiranih vrijednosti
normalnog krvnog tlaka, dolazi do hipertenzije. Prema aktualnom Kkriteriju Svjetske
zdravstvene organizacije (The World Health Organization — WHO) hipertenzija se definira
kao stanje pri kojem krvni tlak premasuje 140/90 mmHg (Subcommittee 1999). Za fiziologiju
krvnog tlaka moze se postaviti jednostavna jednadzba: krvni tlak = sr€ani minutni volumen
(sr€ani output) x ukupni periferni otpor (Vikrant i Tiwari 2001).

Cak i umjereno povisenje arterijskog tlaka skracuje ocekivani Zivotni vijek, a osoba s
vrlo visokim arterijskim tlakom (srednji arterijski tlak 50% viSi od normalne vrijednosti)
moZe ocekivati da ¢e Zivjeti joS najviSe nekoliko godina ako se primjereno ne lijeci.
Hipertenzija moZe uzrokovati smrt na tri nacina: povecano radno optereéenje srca vodi ranom
razvoju zatajivanja srca i koronarnoj sr¢anoj bolesti, pa cesto uzrokuje smrt zbog sréanog
udara; visoki arterijski tlak ¢esto uzrokuje mozdani infarkt (oSte¢enje nekih od glavnih krvnih
Zila u mozgu, Sto prati odumiranje velikih djelova mozga), te ovisno o tome koji dio zahvaca
moze uzrokovati paralizu, demenciju, sljepocu i mnoge druge poremecaje; visoki arterijski
tlak gotovo uvijek uzrokuje oStecenje bubrega, koje naposljetku dovodi do zatajenja bubrega,
uremije i smrti.

Otprilike 90 do 95% osoba koje boluju od hipertenzije ima primarnu ili esencijalnu
hipertenziju koja predstavlja hipertenziju nepoznata podrijetla, za razliku od sekundarnih
oblika kojima su uzroci poznati (npr. stenoza bubrezne arterije).

Neki bolesnici imaju izrazitu nasljednu sklonost prema razvoju hipertenzije.
Prevalencija se hipertenzije razlikuje s obzirom na etnicki sastav populacije. Postoji utvrdena
razlika u prevalenciji izmedu Amerikanaca africkog porijekla (koji pokazuju vecu
prevalenciju) i ostalih etniCkih skupina na oba americka kontinenta (npr. Grell 1983, Ribeiro i
sur. 1981, Lackland i Keil 1996). Nadalje prevalencija hipertenzije ovisi o dobi (veca je u

starijim dobnim skupinama), spolu (veéa prevalencija kod muskaraca) i socioekonomskom



statusu (obrnuto je proporcionalan s prevalencijom i smrtnoS¢u od hipertenzije) (Carretero i
Oparil 2000).
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Slika 1. Medudjelovanje genetskih i okolisnih faktora na razvoj hipertenzije

Cini se da u vecine bolesnika glavnu ulogu u nastanku hipertenzije imaju prekomjerna
tjelesna masa i smanjena tjelesna aktivnost (slika 1). Istrazivanja provedena na pripadnicima
razlicitih populacija upucuju na to da prekomjerna tjelesna masa i pretilost obuhvacaju ¢ak 65
do 70% rizi¢nih Cimbenika za razvoj hipertenzije (Guyton 2006). Ostali faktori koji neizravno
utjeCu na regulaciju krvnog tlaka su rezistencija na inzulin, velik unos alkohola i/ili soli,
starenje, stres te nedovoljan unos kalija i kalcija (Carretero i Oparil 2000). Krvni je tlak
povezan i s koncentracijom kolesterola i triglicerida u krvi. Te su koncentracije obi¢no
poviSene u osoba oboljelih od hipertenzije te se smatraju rizicnim faktorom za nastanak

hipertenzije.

1.1.2. Reninsko-angiotenzinski sustav

Reninsko-angiotenzinski sustav (RAS) je hormonalni sustav koji sudjeluje u
dugorocnoj regulaciji krvnoga tlaka i krvnog volumena u tijelu.

Renin se sintetizira i zatim pohranjuje u junkstaglomerularnim stanicama (JG-stanice)
bubrega u inaktivnom obliku, nazvanom prorenin. JG-stanice modificirane su glatke miSi¢ne
stanice, a smjeStene su u stjenci aferentnih arteriola tik do glomerula. Kada se snizi arterijski

tlak, dolazi do razgradnje prorenina i oslobadanja renina.



Renin je enzim i nije vazoaktivna tvar. Renin djeluje enzimatski na plazmatski
globulin nazvan angiotenzinogen (AGT), od kojeg odvaja dekapeptid angiotenzin I (AGT I).
AGT u najvecoj kolicini sintetizira i IuCi jetra. AGT | djeluje blago vazokonstrikcijski, ali

nedovoljno za znatnije promjene cirkulacijske funkcije. Renin ostaje u krvi od 30 minuta do 1

sat.
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Slika 2. Shematski prikaz renin-angiotenzin sustava. Prikazani su glavni regulatori
otpustanja renina, biokemijska kaskada kojom se stvara angiotenzin Il i glavni

ucinci angiotenzina Il. Prilagodeno prema Vikrant i Tiwari (2001).

Unutar nekoliko sekunda nakon nastanka angiotenzina I od njega se odvajaju jo$ dvije

aminokiseline, pa nastaje oktapeptid angiotenzin Il (AGT Il). Ta se pretvorba gotovo potpuno
odvija u plu¢ima pod utjecajem angiotenzin-pretvarajueg enzima (agiotensin-converting

enzyme, ACE). ACE postoji u dvije forme, otopljen i vezan za membrane. Vecina ACE-a je



vezana za membrane stanica razliCitih tkiva. AGT Il djeluje preko receptora tipa 1 za
angiotenzin Il (AGTR), vezanog za G protein i rasporedenog u krvozilnim, bubreznim i
adrenalnim tkivima. AGTR posreduje u kontrakciji glatkin miSi¢a krvnih Zila i sekreciji
aldosterona. AGT Il takoder se, u manjoj mjeri, veZe za drugi receptor, receptor tipa 2 za
angiotenzin Il, koji uglavhom posreduje efekte suprotne od onih AGTR-a, ali njegova uloga
nije joS potpuno razjasnjena (Carey i Siragy 2003) (slika 2.). ACE takoder razgraduje
bradikinin koji je aktivni vazodilatator.

Dok se nalazi u krvi, AGT Il moZe na dva nacina povisiti tlak. Prvi je vazokonstrikcija
u mnogim dijelovima tijela, koja nastaje brzo. Drugi je smanjenje izluCivanja soli i vode
bubrezima, ¢ime se postepeno povecava volumen izvanstani¢ne tekucine i tijekom narednih
sati i dana povisuje arterijski tlak. AGT 1l djeluje na bubrezno zadrzavanje soli i vode izravno,
te stimulacijom kore nadbubreznih Zlijezda koje luCe aldosteron (uzrokuje povecanu
reapsorpciju soli i vode u bubreznim kanali¢ima).

Poremecaj u bilo kojoj komponenti ove kaskade moZe dovesti do trajnog povecanja
krvnog tlaka, tj. do nastanka hipertenzije.

1.2. Nepromjenjivi Cimbenici rizika za razvoj hipertenzije

1.2.1. Spol

Hipertenzija je ¢eS¢a kod musSkaraca starosti izmedu 30 i 45 godina nego Zena te dobi,
Sto upucuje na spolne razlike u fizioloskom kontrolnom mehanizmu krvnoga tlaka. Takoder je
CeSCa kod Zena nakon menopauze te se daje naslutiti da je rije€ o zaStitnom ucinku Zenskih
spolnih hormona na kardiovaskularni sustav (Dubey i sur. 2004, Orshal i Khalil 2004).

Na pokusima sa Stakorima je dokazano da postoji razlika u jaCini kontrakcije
vaskularnih glatkih miSi¢a, a razlog tome bi mogao biti utjecaj estrogena. Naime, zabiljezena
je jaCa vazokonstrikcija kod muzjaka, neovisno o tome jesu li kastrirani ili ne, i kod zenki
kojima su izvadeni jajnici (Crews i Khalil 1999, Kanashiro i Khalil 2001). Estrogen koci rast i
umnoZavanje glatkih miSicnih stanica, a potiCe umnazanje stanica endotela krvnih Zila (Dubey
i sur. 1999, Barchiesi i sur. 2002).

Estrogen utjeCe na pojacanu sintezu i bioaktivnost dusicnog oksida (NO) i
prostaciklina (PGl,), koji su zna€ajni relaksirajuci faktori endotelnog porijekla (Forte i sur.
1998, Orshal i Khalil 2004). Isto tako smanjuje oslobadanje kontrahirajucih faktora kao Sto su
endotelin-1 (ET-1) i tromboksan A, (Orshal i Khalil 2004).



Poznato je i da estrogen regulira neke komponente samog RAS-a. Unutar gena za
agiotenzinogen pronaden je promotor kojeg moze regulirati estrogen (egestrogen-responsive
promotor) (Gordon i sur. 1992). Aktivnost RAS-a, dakle, moze biti modulirana s obzirom na

spol i estrogenski status (Schunkert i sur. 1997).

1.2.2. Dob

Ljudski organizam starenjem biva sve viSe izloZzen nepovoljnim utjecajima okoline i
posljedica su CeS¢e komplikacije na svim organskim sustavima, pa tako i na srcu i krvnim
zilama. Primjerice, starenjem se mijenja struktura kolagena u stjenkama krvnih zila te one
postaju manje elastine. Dob medudjeluju¢i s drugim rizi€nim c¢imbenicima utjeCe na

nastanak hipertenzije.

1.2.3. Genetski utjecaj

Pracenjem osoba s esencijalnom hipertenzijom dokazana je i jasna nasljedna sklonost.
Nerijetko jedan ili Cak oba roditelja, kao i bliski srodnici osobe s otkrivenom hipertenzijom
imaju povien krvni tlak. Cak i podatak kako je neki od roditelja umro od mozdanog udara
upucuje s velikom sigurno$¢u na postojanje povisenoga krvnog tlaka u obitelji, jer je mozdani
udar najcesce izazvan upravo povisenim krvnim tlakom.

Identifikacija gena koji doprinose razvoju kompleksne hipertenzije oteZana je
¢injenicom da su dva fenotipa koji odreduju krvni tlak, sr€ani minutni volumen i ukupni
periferni otpor, kontrolirani intermedijarnim fenotipovima koji ukljuCuju autonomni zivCani
sustav, vazopresor/vazodepresor-hormone, strukturu kardiovaskularnog sustava, volumen
tjelesne tekucine, bubreznu funkciju i mnoge druge. Svi ti intermedijarni fenotipovi su
takoder kontrolirani kompleksnim mehanizmima, tako i krvni tlak. Dakle, postoji veliki broj
gena koji bi mogli sudjelovati u razvoju kompleksnih oblika hipertenzije (Carretero i Oparil
2000).

U ovom istrazivanju smo se usmijerili na reninsko-angiotenzinski sustav (RAS),
odnosno na utjecaj gena za angiotenzin-pretvarajuci enzim (ACE) koji spada u najintenzivnije

proucavane kandidatske gene u ljudskoj kardiovaskularnoj patofiziologiji.



Gen za angiotenzin pretvarajuci enzim (ACE)

Angiotenzin pretvarajuci enzim (ACE) se smatra kljuthom komponentom reninsko-
angiotenzinskog sustava (RAS) za razjasnjenje patogeneze hipertenzije i kardiovaskularnih
bolesti (Nakai i sur. 1994). Gen za ACE smjeSten je na 17. kromosomu, sadrzi 26 eksona i
dugacak je 20.370 baza (Hubert i sur. 1991).

Rigat i sur. (1990) su zabiljezili da je Cak 47% fenotipske varijabilnosti ACE-
koncentracije u plazmi povezano s ACE I/D polimorfizmom i time potvrdili da je ACE lokus
u tom pogledu najvazniji. Srednja koncentracija plazmatskog ACE kod osoba DD genotipa je
bila duplo veca od osoba Il genotipa, dok su osobe ID genotipa bile srednje vrijednosti. U
svojoj studiji iz 1992. godine otkrili su da ACE insercija predstavlja Alu ponavljajucu
sekvencu dugacku 287 pb u 16. intronu ACE gena.

Jeffrey i sur. (1999) su u svojoj studiji otkrili znacajno nize koncentracije ACE-a u
osoba Il genotipa od genotipova ID i DD. Takoder su otkrili da razlike izmedu grupa
genotipova ID i DD nije bilo, te dosli do zakljuca da je D alel dominantan u odnosu na | alel.

ACE 1/D polimorfizam nema poznati funkcionalni ucinak, ali se smatra da je u linkage
disequilibriumu (LD-u) s funkcionalnom varijantom koja izravno uvjetuje ACE-koncentraciju

i moguci daljnji razvoj bolesti (Tiret i sur. 1992).

1.3. Promjenjivi Cimbenici rizika za razvoj hipertenzije

1.3.1. PuSenje

PuSenje povecava krvni tlak i broj otkucaja srca u minuti. Ovaj efekt se ve¢im dijelom
pripisuje djelovanju nikotina. PoviSenje tlaka uzrokuje povecanje sr€anog minutnog volumena
kao i povecanje ukupnog perifernog otpora. Vece epidemioloSke studije su pokazale blago
snizene vrijednosti krvnog tlaka kod puSaca u odnosu na nepusace i bivse puSafe (Omvik
1996, Green i sur. 1986). Ta Cinjenica se smatra paradoksalnom, buduci da puSenje duhana
akutno povecava krvni tlak (Omvik 1996), te se smanjuje kod pu3aca koji su prestali pusiti na
sedam dana (Minami i sur. 1999). Fogari i sur. (1996) su u svojoj studiji kod pusaca zabiljezili
povisene vrijednosti sistolickog tlaka, ali zato nize vrijednosti dijastolickog tlaka.

Pretpostavlja se da bi jedan od razloga za paradoks vezan uz prestanak puSenja i
hipertenziju mogao biti povecanje tjelesne mase nakon prestanka pusenja. Naime, dokazano je

povecanje tjelesne mase nakon prestanka puSenja (Perkins 1993), kao i njezin slabiji porast



tijekom godina kod pusaca u odnosu na nepusace (Rasmussen i sur. 2003). John i sur. (2006)
su u svojoj studiji dosli do zakljuCka da prestanak pusenja ne vodi do povisenog krvnog tlaka
kod populacije normalne tjelesne mase.

1.3.2. Dislipidemija

Dislipidemija je poremecaj u metabolizmu lipoproteina, ukljuujuci preveliku
proizvodnju lipoproteina kao i njihov nedostatak. Dislipidemija uzrokuje oStecenje endotela i
gubitak fizioloSke vazomotorne aktivnosti, Sto bi moglo imati za posljedicu poviSenje krvnog
tlaka (Nickening 2002, Nickening i Harrison 2002, Halperin i sur 2006).

Kolesterol je masnoca topljiva samo u mastima. Da bi se mogao prenositi putem Kkrvi
koja se vecim dijelom sastoji od vode, kolesterol se prenosi zajedno s posebnim
bjelanCevinama. Taj spoj nazivamo lipoproteinima. Postoji viSe vrsta lipoproteina, a
najvaznije su dvije: lipoproteini niske gustoce (low-density lipoproteins, LDL) koji prenose i
odlazu kolesterol u pojedina tkiva i organe, te lipoproteini visoke gustoce (high-density
lipoproteins, HDL) koji prenose suviSan kolesterol iz drugih tkiva u jetru.

Trigliceridi su spojevi alkohola i masnih kiselina. Unosimo ih hranom, ali se i nalaze
pohranjeni u masnim stanicama tijela. Kada organizam Zzeli iskoristiti mast iz hrane ili masnih
priCuva, mora trigliceride najprije enzimima razgraditi na glicerol i masne kiseline. Razgradni
proizvodi se iskoriStavaju u metabolizmu — glicerol se pretvara u glukozu koja se moze
iskoriStavati za stvaranje energije ili izgradnju drugih tvari, a masne kiseline se razgraduju do
jednostavnijih pri ¢emu takoder nastaje energija. Obrnuto, ako jedemo previSe hrane koja
sadrzi ugljikohidrate, suviSak se preko glicerola pretvara u trigliceride i pohranjuje u masnom
tkivu kao dio tjelesne mase.

Hipertenzija se Cesto povezuje s drugim kardiovaskularnim ¢imbenicima rizika kao Sto
su pretilost, dijabetes i dislipidemija (Reaven i sur. 1996). Disfunkcija endotela, kao
posljedica djelovanja ovih Cimbenika rizika, bi mogla imati ulogu u patofiziologiji
hipertenzije (Oparil i sur. 2003).

Halperin i sur. (2006) su u svojoj studiji zabiljeZili da su visoka razina ukupnog
kolesterola i LDL-kolesterola, kao i visok omjer ukupnog kolesterola i HDL-kolesterola
nezavisno povezani s povecanjem rizika za pojavu hipertenzije u naizgled zdravih muskaraca.
Takoder su dosli do zakljuCka da visoka razina HDL-kolesterola smanjuje rizik za nastanak
hipertenzije. Zakljucili su da poviSena razina lipida uzrokuje ranije pojavljivanje hipertenzije

za viSe godina. Utjecaj je ostao isti i nakon iskljucenja Cimbenika kao Sto su dijabetes i



pretilost. Kako bi dokazali da razina kolesterola utjeCe na krvni tlak, Borghi i sur. (2004) su
napravili petogodisnju studiju u kojoj su pacijente s hipertenzijom tretirali lijekovima za
snizenje razine kolesterola. Posljedica je bila znaCajno snizenje krvnog tlaka.

Disfunkcija endotela smanjuje proizvodnju i aktivnost duSicnog oksida (NO), te
uzrokuje promjene u ekspresiji endotelin-1, kao i endotelin A i B receptora (Nohria i sur.
2003). 1z navedenih razloga izostaje adekvatan odgovor na promjenu intervaskularnih uvjeta
u obliku vazokonstrikcije ili -dilatacije. lzostanak vazodilatacije na stimulus imao bi za
posljedicu povisenje krvnog tlaka (Oparil i sur. 2003). Nickening i Harrison (2002) su
povezali lipide i hipertenziju preko mehanizma za hiperekspresiju angiotenzina I.
Abnormalnosti u metabolizmu lipida i otpornost na inzulin su povezani sa simpatickom
hiperfunkcijom, Sto bi takoder moglo imati utjecaj na razvoj hipertenzije (Egan 2003).

U sedmogodisnjoj studiji sa uzorkom od 1039 ljudi, koji u poCetku nisu pokazivali
simptome dijabetesa ili hipertenzije, pokazalo se da rizicni faktori za aterosklerozu, koji

ukljuCuju trigliceride, takoder utjeCu na pojavu hipertenzije (Haffner i sur. 1996).

1.3.3. Prekomjerna tjelesna masa

Prekomjerna tjelesna masa opterecuje tijelo ne samo u smislu brzeg propadanja kostiju
i zglobova, veé i metabolicki. Masno tkivo u organizmu opterecuje cirkulaciju te povecava
otpor optoku krvi. Redovito je povezana s tjelesnom neaktivnoscu.

Prekomjerna tjelesna masa je u ovom istrazivanju izrazena indeksom tjelesne mase
(body mass index, BMI) koji predstavlja omjer tjelesne mase u kilogramima i kvadrata visine
u metrima (kg/m2).

Hipertenzija gotovo uopce nije prisutna kod mrsavih ruralnih africkih populacija, dok
je postala sve ¢eS¢a kod urbanih africkih populacija, a izrazito je Cesta u pretezno pretilim
populacijama crnaca iz zapadnih zemalja. Ova Cinjenica je navela Bunkera i sur. (1995) na to
da istraze postojanje praga iznad kojeg tjelesna masa utjeCe na krvni tlak. U svojoj studiji su
dosli do zakljuCka da prag ispod kojeg indeks tjelesne mase (BMI) ne korelira s krvnim
tlakom iznosi 21,5 kg/m2. Mufunda (2007) u svojoj studiji dolazi do zakljucka da postoje
razliciti pragovi BMI-a kod kojih se pojavljuje veza izmedu BMI-a i krvnog tlaka ovisno o
populaciji. Populacije s visim prosje¢nim BMI-om imaju veéu ucestalost poviSenog krvnog
tlaka kod dijela populacije s niskim BMI-om, te za takve populacije kaze da imaju dvostruko

podrijetlo visokog krvnog tlaka (za dio populacije s niskim i s visokim BMI-om). Isto tako su



kod nekih populacija zabiljeZzene pozitivne korelacije krvnog tlaka i BMI-a samo u dijelu
populacije s normalnim BMI-om (Mufunda i sur. 2006).

Mufunda i sur. (2006) su u svojoj studiji zabiljeZili veCi utjecaj BMI-a na krvni tlak
kod muskaraca nego kod Zena, pogotovo onih starijih od 45 godina. Zakljucili su da BMI i

dob imaju sinergistiCku ulogu u stvaranju snazne asocijacije s krvnim tlakom.

1.4. Otkrivanje gena za kompleksne bolesti

Metode koje se Kkoriste za otkrivanje gena odgovornih za nastanak odredene bolesti
zasnivaju se na odredivanju genomske regije koja s tom bolesti kosegregira, bilo u
rodoslovljima, bilo u populaciji. Osnovna podjela tih metoda temelji se na postojanju dva
fenomena koji omogucuju njihovu primjenu. To su vezanost gena (linkage) i neravnoteza

vezanosti gena (linkage disequilibrium).

1.4.1. Vezanost gena

Tijekom mejoze se genetiCki materijal u roditeljskom setu kromosoma rekombinira i
prenosi u gamete tako da svaka sadrzi jedinstveni set gena. GenetiCka rekombinacija je
posljedica ili nezavisne segregacije kromosoma ili crossing-overa izmedu vezanih gena u
bivalentu. Vezani geni se ne segregiraju nezavisno, jer su smjesteni na istom kromosomu, te
se tijekom mejoze nasljeduju zajedno (u bloku). Neki su geni toliko udaljeni medusobno da se
crossing-over dogada vrlo Cesto. UCestalost rekombinacije je odraz udaljenosti gena na
kromosomu, Sto znaCi da je veca vjerojatnost da ¢e geni biti razdvojeni crossing-overom ako
su geni udaljeniji i obrnuto. ZnacCi ako su dva lokusa smjeStena jedan blizu drugoga na
kromosomu, mala je vjerojatnost da Ce ih crossing-over rastaviti. Zbog toga njihovi aleli ne
segregiraju neovisno, nego se zajedno nasljeduju u vise od 50% sluCajeva, te je
rekombinacijska frekvencija manja od 0,5. Za takve se lokuse kaze da su vezani. Alfred
Sturtevant, jedan od Morganovih studenata i suradnika, predloZio je da 1% ucestalosti
rekombinacije predstavlja relativnu jedinicu udaljenosti izmedu dva gena, te se danas u Cast
Morganu izrazava u 1cM (centimorgan). Odnos izmedu cM i parova baza u DNA je visoko
varijabilan, te ovisi o vrsti, spolu i regiji na kromosomu.

Kada je pozicija jednog lokusa u genomu poznata, fenomen vezanosti gena koristi se
kako bi se procijenila relativna udaljenost kromosomske pozicije drugog lokusa u odnosu na

prvi. To je osnova analize vezanosti gena koja se koristi za kartiranje nepoznate lokacije gena



odgovornih za razliCite fenotipove (ukljucujuci bolesti) u odnosu na veliki broj biljega tj.
lokusa, Cije su pozicije u genomu poznate (Terwilliger i Goring 2000).

Za istrazivanje mendelskih (monogenskih) bolesti koriste se parametrijske metode
analize vezanosti gena, pri ¢emu se odreduju svi potrebni parametri (model nasljedivanja,
frekvencija gena i prodornost svakog gena).

Kod kompleksnih bolesti teSko je procijenit parametre potrebne za takvu analizu
vezanosti gena. U studijama kompleksnih bolesti ¢eS¢e se koriste neparametrijske metode
koje se temelje na analizi vezanosti gena i zahtijevaju usporedbu opazenog pojavljivanja istih
alela na proucavanom lokusu kod srodnika i oCekivanog pojavljivanja alela s obzirom na

mendelsku segregaciju.
1.4.2. NeravnoteZa vezanosti gena

Asocijacija izmedu odredenog polimorfizma i fenotipa postoji ne samo u slucaju kada
taj polimorfizam uvjetuje fenotip, nego i u slucaju kada je on smjeSten blizu alela koji
uvjetuje taj fenotip, a takva vrsta asocijacije pojavljuje se kao posljedica neravnoteze
vezanosti gena (linkage disequilibrium, LD) (Goldstein i sur. 2001, Kruglyak 1999).

Neravnoteza vezanosti gena neslucajna je asocijacija alela na razlicitim lokusima. Ona
nastaje kao posljedica povijesnih mutacija, migracija, u¢inka uskog grla (bottleneck effect) ili
drugih populacijskih genetickih dogadaja (Lander i Schrok 1994). Kada neka mutacija koja je
odgovorna za bolest po prvi put ude u populaciju, kao novi dogadaj u nekom pojedincu, ona
je u LD-u s cijelim genomom te osobe. Kako se mutacija prenosi kroz generacije, aleli na
lokusima koji su tijesno vezani uz lokus na kojem je mutacija, prenose se zajedno s
mutacijom, dok se aleli na udaljenijim lokusima zamjenjuju putem rekombinacije te se LD
smanjuje (Page i Amos 1999).

Velicina LD-a izmedu dva lokusa ovisna je o rekombinacijskoj frakciji (q) i vremenu

u generacijama (t):

D, =D,(1-q),

gdje je D, vrijednost LD-a u pocetnoj ili osnivackoj populaciji.

Asocijacijske studije populacijski su analog analize vezanosti gena u obiteljima, ali

koriste prednost bogatije populacijske povijesti mejotickih dogadaja $to omogucuje bolju
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rezoluciju genskog mapiranja (Luo i sur. 2000). Zbog toga se LD-studije primjenjuju za
precizno kartiranje (fine mapping) gena, nakon Sto je analizom vezanosti gena odredena regija
unutar koje se ti geni nalaze (Terwilliger i Weiss 1998). Regija, odnosno gen Kkoji je objekt
istraZzivanja u asocijacijskoj studiji takoder moze biti odabran i na temelju poznate funkcije
njegovog produkta u patofiziologiji bolesti koja se istrazuje. U tom slucaju se ti geni nazivaju
kandidatskim genima.

U asocijacijskim se studijama kao genetiCki biljezi najceSc¢e koriste jednonukleotidni
polimorfizmi (single nucleotide polymorphisms, SNP). SNP-i su pozicije unutar genoma na
kojima se dvije alternativne baze (dva alela) pojavljuju u znacajnim frekvencijama (vise od
1%) (Wang i Lander 1998). Predstavljaju najces¢i tip ljudskih genetickih varijacija te su, zbog
tako velike zastupljenosti u genomu i male brzine mutiranja, najpogodniji izbor biljega za
primjenu asocijacijskih studija (Kruglyak 1999, Wang i Lander 1998).

Danas se istrazivanja gena za kompleksne bolesti sve viSe prebacuju na istrazivanje
haplotipova, umjesto pojedinacnih SNP-ova, jer ih karakterizira veca informativnost. Haplotip
je kombinacija alelnih stanja polimorfnih biljega duz jednog isjeCka iste DNA-molekule
(Jobling i sur. 2004). Nedavne studije koje su istrazivale LD, analiziraju¢i SNP-haplotipne
strukture autosomalnih regija, pretpostavile su postojanje struktura nalik blokovima za bar dio
genoma. Haplotipni blokovi pojavljuju se kao segmenti nizova alela koji se nasljeduju
zajedno. LD je velik unutar blokova, ali je puno manji izmedu blokova. Obrnuto, haplotipna
je raznolikost mala unutar blokova, ali velika duz granica izmedu blokova (Cardon i Abecasis
2003, Stumpf i Goldstein 2003). Ako je ova struktura nalik blokovima uobiCajena
karakteristika duz genoma, onda ¢e poznavanje takvih blokova imati vaZzan utjecaj na
identificiranje gena za kompleksne bolesti i tretiranje regija autosomalnih kromosoma kao
male verzije mtDNA ili Y kromosoma u filogeografskim studijama (Jobling i sur. 2004).

Veliki projekt, HapMap (Haplotype Map), zapocCet je sa svrhom odredivanja
haplotipne blokovne strukture unutar genoma. Cilj je identificirati 300.000 do 600.000
pazljivo selektiranih SNP-ova (tag SNPs) koji su dovoljni za karakterizaciju blokovne
strukture. U asocijacijskim studijama, nadalje, moci Ce se koristiti samo ti SNP-ovi za

skeniranje vecine genoma (Jobling i sur. 2004).
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1.5. Populacijski izolati u genetickim studijama i otok Vis kao primjer

Otok Vis je pogodan za ovo istrazivanje buduéi da je primjer populacijskih izolata koji su
pogodni za istraZzivanje geneticke podloge kompleksnih obiljezja od kojih su najcesci predmet
interesa kompleksne bolesti. Prema definiciji, populacijski izolat osniva mala skupina
osnivacCa, a tokom vremena njegova veliCina varira (tzv. efekt uskog grla, engl. bottleneck
effect). Pritom dolazi i do genetickog pomaka (genetic drift) kojim se neki od recesivnih alela
gube, dok se drugi javljaju s vecom ucestaloS¢u. Na taj je nacin svaki populacijski izolat
specifian u svojim recesivnim svojstvima, odnosno recesivnim bolestima. Jo$ jedna osobitost
izolata je visok stupanj srodivanja (inbreeding) koji smanjuje njihovu geneticku varijabilnost i
time olakSava potragu za genetickim varijantama odgovornim za pojavu kompleksnih
svojstava. Takoder bitna stavka je da pripadnici populacije izolata dijele zajednicki okoli$ Sto
je izuzetno vazno s obzirom da je fenotip kompleksnih svojstava pod utjecajem genetickih i
okolisnih Cimbenika te njihova medudjelovanja.

U hrvatskoj se vec trideset godina provode antropogeneticka istrazivanja populacijske
strukture suvremenih ljudskih zajednica i genetiCkih izolata jadranskih otoka (Rudan i sur.
1987, 1992, 2004). Cilj im je razumijevanje bioloSke povijesti i podrijetla, obrazaca
naseljavanja, stupnja reproduktivne izoliranosti, filogenetiCkih odnosa kao i ucestalost
pojavljivanja nekih kompleksnih svojstava (npr. bolesti) u proucavanim populacijama. U
sklopu tih istraZzivanja provedana su i molekularno genetiCka istraZzivanja populacijske
strukture upotrebom mikrosatelitskih biljega, mitohodrijske i Y DNA (Martinovic i sur. 1998,
Tolk i sur. 2000, Barac i sur. 2003, Peri¢i¢ 2005) koja su ukljucila i srednjedalmatinske otoke.
Utvdena reducirana geneticka varijabilnost, odnosno smanjena ukupna heterozigotnost i visok
stupanj ukupnog srodstva stanovniStva srednjedalmatinskih otoka u usporedbi s opcom
populacijom Hrvatske. Takva populacijska struktura posljedica je reproduktivne izoliranosti i
visokog stupnja endogamije uslijed razliitih zemljopisnih, politickih, gospodarskih i
demografskih znacCajki. Daljnja istrazivanja koja su provedena u tim populacijama Kkoristila su
upravo izoliranost kao njihovu osobitost da bi se razmatrala geneticka podloga kompleksnih
svojstava (Rudan i sur. 1999, 2002, Campbell i sur. 2007). Rezultati su pokazali da visok
stupanj srodstva utjeCe na povecanu ucCestalost pojavljivanja kompleksnih bolesti koje se
javljaju u kasnoj dobi kao Sto je koronarna bolest, bubrezni kamenci, hipertenzija, mozdani
udar, rak, uni/bipolarni poremecaji, astma, giht, €ir na Zelucu i osteoporoza (Rudan 1999,
Smolej Naranci¢ i Rudan 2001, Rudan i sur. 2002, 2003a,b, 2004). Takvi su nalazi objasnjeni
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povecanom homozigotnos¢u na mnogim genetickim lokusima s malim negativnim ucinkom
na homeostatske puteve Sto rezultira povec¢anim rizikom za obolijevanje.

Otok Vis spada u najudaljenije naseljene otoke u Jadranu. Njegovo naseljavanje datira iz
ilirskog razdoblja, otprilike 1000 godina prije Krista, kasnije je slijedilo naseljavanje grckog
(4. st. p.n.e.), rimskog (3. st. p.n.e.) i napokon hrvatskog stanovniStva (7.st.). Kasniji veci
valovi useljavanja s kopna uslijedili su u 16. i 17. stolje¢u nakon turskih osvajanja. Od 1910.
godine broj stanovnika u stalnom je padu, Sto je posljedica iseljavanja i izrazito visokih stopa
mortaliteta pa Vis ima naruSenu dobno-spolnu strukturu stanovniStva i smanjenu biodinamiku
(Skreblin i sur. 2002). Posljednje veliko smanjenje populacije za 53 % dogodilo se prije 25
godina Sto je uzrokovalo noviji efekt uskog grla (Vitart et al. 2006).

Uzevsi hipertenziju u obzir, ve¢ je dokazano da postoji visoka prevalencija hipertenzije u
srednjodalmatinskim oto¢nim populacijama (Skari¢-Juri¢ i Smolej Naran¢i¢ 2003, Skari¢-
Juri¢ i sur. 2003). Ovdje treba posebno istaknuti populaciju otoka Visa gdje je izraCunata
prevalencija razvijene hipertenzije (sistolicki tlak > 160 mmHg i/ili dijastolicki tlak > 95
mmHg) Cak 40,4%. Kompleksne segregacijske analize potvrdile su hipotezu major gena
(major gene hypothesis) u populaciji otoka Visa, tj. postojanje major gena koji objasSnjava
42% varijacije sistolitkog odnosno 47,6% dijastolickog krvnog tlaka (Skari¢-Juri¢ i sur.
2003). Ove karakteristike Cine populaciju otoka Visa, kao i ostale otoCne izolirane populacije
Jadrana, idealnim za nastavak prouCavanja geneticke podloge hipertenzije bilo analizom

vezanosti gena, bilo asocijacijskom studijom.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovoga istrazivanja je utvrditi utjeCe li ACE I/D polimorfizam, kao primjer

genetickog Cimbenika koji se nalazi unutar jednog od gena odgovornog za regulaciju krvnog

tlaka, na krvni tlak Covjeka, s naglaskom na nastanak hipertenzije. Preostali nepromjenjivi

¢imbenici izu€avani u ovom radu su spol i dob, a uz njih izuavani su promjenjivi, u Sirem

smislu okolisni, Cimbenici: debljina, razina masnoca u krvi i navika puSenja. Pri tome je

koriStena populacija otoka Visa koja se zbog svoje izoliranosti smatra izuzetno pogodnom za

istraZivanja kompleksnih poremecaja kao 5to je hipertenzija. Krajni cilj ovog istraZivanja je

bolje razumijevanje mehanizma razvoja hipertenzije.

Specificni ciljevi ovog rada su sljedeéi:

1. Prouciti odnose medu odrednicama krvnog tlaka u stanovnistvu otoka Visa, i to:

Prouciti spolni dimorfizam u debljini, razini masnoc¢a u krvi i navici pusenja te
krvnom tlaku

Ispitati utjecaj dobi, debljine, razine masnocéa u krvi i navike puSenja na krvni
tlak

2. lspitati utjecaj ispitivanih odrednica krvnoga tlaka na nastanak hipertenzije, i to:

Utvrditi razlike u debljini, razini masnoéa u krvi i navici puSenja izmedu
kontrolne skupine i skupine osoba s hipertenzijom

Utvrditi razlike u razdiobi alela i genotipova I/D polimorfizma ACE gena
izmedu kontrolne skupine i skupine osoba s hipertenzijom

Procijeniti utjecaj medudjelovanja ispitivanih odrednica na nastanak

hipertenzije

3. Usporediti utjecaj ACE I/D polimorfizma na nastanak hipertenzije u populaciji Visa i

opc¢oj populaciji Hrvatske

14



3. UZORAK | METODE RADA

3.1. Uzorak

Ovo je istrazivanje provedeno na Institutu za antropologiju u okviru projekta
«Kompleksna obiljezja i zdravlje stanovniStva od djetinjstva do duboke starosti» (196-
1962766-2747). Koristen je uzorak iz baze podataka Instituta koja je rezultat dugogodisnjih
antropoloskih istrazivanja populacija Sjeverne i Srednje Dalmacije (npr. Rudan i sur., 1992,
2004) i sadrzi podatke o nizu sociokulturnih i bioloskih svojstava otocnih i obalnih populacija
tog podrucja. Podaci koji su obuhvaceni u ovome radu prikupljeni su u odraslom stanovnistvu
otoka Visa u veljaci 2002. godine. Uzorak je sastavljen od 140 osoba, stanovnika gradova
Komize i Visa, i to 80 Zena i 60 muskaraca, dobnog raspona od 40 do 81 godine starosti.
Uzorak Cine dvije skupine — ispitivana i kontrolna. Ispitivanu skupinu €ini 70 osoba koje
boluju od hipertenzije sa sistoliCkim tlakom vrijednosti 140 mmHg ili vise i/ili dijastoliCkim
tlakom vrijednosti 90 mmHg ili viSe. Kontrolnu skupinu Cini takoder 70 osoba i ona odgovara
ispitivanoj skupini prema dobi, spolu i mjestu boravka.

3.2. Ispitivana obljezja

3.2.1. Fenotipska obiljezja i pusacki status

U radu su, osim dobi i spola, za svakog ispitanika koriSteni podaci o arterijskom
krvnom tlaku, visini i masi tijela, razini masnoca u krvi te podaci o navici pusenja.

Mijerenje krvnog tlaka (sistolickog i dijastolikog) provedeno je u sjede¢em poloZaju
od strane iskusnog i educiranog ispitivaCa upotrebom Zivinog tlakomjera. Drugo mjerenje
krvnog tlaka uzeto je kao vjerodostojno i to nakon Sto je ispitanik prethodno sjedio 10-15
minuta. Mjerenje je provedeno u skladu s smjernicama Europskog drustva za hipertenziju iz
2003. godine. Krvni tlak analiziran je kao kvantitativno (vrijednosti nisu grupirane u
kategorije) i kvalitativno obiljezje (vrijednosti su grupirane u kategoriju normalnog tlaka i
kategoriju povisenog tlaka odnosno hipertenzije). Kriteriji za hipertenziju bili su: 1.) sistolicki
tlak > 140 mmHg i/ili dijastolicki tlak > 90 mmHg i/ili 2.) lijeCena hipertenzija.

Visina i masa tijela koristene su za izraCunavanje indeksa tjelesne mase (BMI) kao

omjera mase i visine tijela prema izrazu: BMI = masa (kg) / visina® (m?).

15



Biokemijske analize koncetracije HDL kolesterola, ukupnog kolesterola i triglicerida u
krvi provedene su u Medicinsko-biokemijskom laboratoriju «Labor centar» u Zagrebu.
Vrijednosti HDL kolesterola odredene su metodom indirektne imunoinhibicije, vrijednosti
ukupnog kolesterola enzimatskom metodom, a vrijednosti triglicerida pomocu fotometrije s
UV svjetlom i glicerol fosfat oksidaze (metoda GPO-PAP). Ove koristene metode primjenjuju
se prema preporukama Komore medicinskih biokemicara.

PusSacki status odreden je kvalitativno (pusac, nepusac) i kvantitativno (broj popusenih
cigareta na dan, broj godina puSenja i indeks pusenja). Indeks pusSenja tzv. packyear izracunat
je na temelju broja kutija popusenih cigareta dnevno i broja godina puSenja prema izrazu:

Indeks pusenja = (broj cigareta na dan / 20) x broj godina pusenja.

3.2.2. ACE /D polimorfizam

Uzorci periferne krvi ispitanika, prikupljene na terenskim istrazivanjima, pohranjeni
su u staklenim epruvetama (10 ml) s dodatkom 200 ul antikoagulansa (EDTA) na -18°C do
izolacije DNA. lIzolacija DNA i analiza ACE I/D polimorfizma obavljene su u laboratoriju
Instituta za antropologiju u Zagrebu.

Izolacija DNA napravljena je upotrebom metode isoljavanja (Miller i sur. 1988).
UmnaZzanje DNA lancanom reakcijom polimeraze (PCR - polymeraze chain reaction)
izvedeno je pomocu uredaja “Gene Amp System 9600, Applied Biosystems* u volumenu od
15 pl = 250 ng DNA, 1 U Taq polimeraze (Solis Biodyn), 200 nM svake klice, 50 uM dNTP
(svakog dNTP-a), 2 mM MgCl,.

e Klice: F (naprijed) 5’-CTGGAGACCACTCCATCCTTTCT-3’
R (natrag) 5’-GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3’

e PCR program: 94 °C, 1 min
58 °C, 2 min > 30 ciklusa
72 °C, 2 min

Rezultati lanCane reakcije polimerazom provjereni su elektroforezom na 2%-tnom
gelu koji je bojan etidijoromidom. Gelovi su promatrani na UV-transiluminatoru i
fotografirani kamerom Canon PC 1004. Na gelu se moglo ocCitati dva fragmenta razliCite

velicine.
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3.3. Statisticka obrada

3.3.1. Kvantitativne varijable

Osnovne karakteristike kvantitativnih varijabli prikazat ¢e se deskriptivno-statisticki
pokazateljima: srednja vrijednost (X) i standardna devijacija (SD).

Razlike izmedu skupina ispitanika koje se usporeduju testirati e se univarijatnom
analizom varijance.

Odnosi izmedu varijabli utvrdit ¢e se izraCunavanjem Pearsonovog koeficijenta korelacije.
Multivarijatna analiza provest ¢e se primjenom logisticke regresije koja omogucava

izraCun omjera Sanse (engl. Odds Ratio).

3.3.2. Kvalitativne varijable

Za svaku varijablu izraCunat Ce se ucestalost (frekvencija) pojedine karakteristike.
Razlike izmedu ocCekivane i izmjerene ucestalosti istodobnog javljanja pojedinih
kvalitativnih obiljeZja testirati ¢e se X’—testom.

Za ACE 1/D polimorfizam izraCunat ¢e se ucestalost | i D alela te DD, ID i Il genotipova.

Ocekivane frekvencije (homozigota i heterozigota) izracunat Ce se iz alelnih frekvencija.

(p+q) =p®+2pg+9g° =1,

gdje su p i q alelne frekvencije, p*> i o frekvencije homozigota, a 2pq frekvencija

heterozigota. OCekivani broj homozigota i heterozigota dobiven je mnozZenjem frekvencija s

ukupnim brojem ispitanika.

Podudaranje opazene ucestalosti i one ocCekivane prema Hardy-Weinbergovoj

ravnoteZi testirat ée se x-testom.

(Oi — Ei )2

Za ovaj izracun koristen je program dostupan na

http://www.webcalculator.co.uk/statistics/x2f91.htm.

Sve su ostale statistiCke analize provedene upotrebom programa SPSS, release 10.0.
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4. REZULTATI

4.1. Odnosi medu ispitivanim odrednicama krvnog tlaka

4.1.1. Razlike u debljini, razini masnoca u krvi, navici pudenja i krvnom tlaku medu

spolovima

U tablici 4.1.1.1. prikazane su za svaki spol srednje vrijednosti i standardne devijacije
sistoliCkog i dijastolickog tlaka i njihovih potencijalnih odrednica. To su dob, indeks tjelesne
mase (BMI), koncentracija HDL-a, ukupnog kolesterola, triglicerida, broj dnevno popusenih
cigareta, godine puSenja i indeks pusSenja. Razlike izmedu muskaraca i Zena testirane su
analizom varijance. Kako je u tablici vidljivo, statistiCki znaCajna razlika medu spolovima
utvrdena je samo za koncentraciju triglicerida (p=0,027) koja je znacajno visa kod muskaraca.

Razlike u ucestalosti pusaa izmedu musSkaraca i Zena testirane su X?-testom i nije
dobivena statisticki znaCajna razlika (tablici 4.1.1.2.). Polovina ispitanika u uzorku bili su

pusaci.

Tablica 4.1.1.1. Srednje vrijednosti i standardne devijacije dobi, potencijalnih odrednica
krvnoga tlaka kao i sistolickog i dijastolickog tlaka kod muskaraca i zena te

njihova usporedba analizom varijance

muskarci N= 60 zene N= 80 F (df); p
Dob (godine) 56,8 + 11,5 57,6 +9,5 0,20 (1; 138); 0,653
BMI (kg/m2) 27,9+3,7 275+ 4,1 0,54 (1; 138); 0,464
HDL (mmol/l) 1,0+0,2 1,0+0,1 0,04 (1; 138); 0,839
Kolesterol (mmol/l) 6,714 7,4%6,3 0,63 (1; 138); 0,428
Trigliceridi (mmol/l) 1,7+11 1,4+0,7 4,97 (1; 138); 0,027
Broj cigareta/dan 12,0+ 16,8 7,8+118 3,14 (1; 138); 0,072
Godine pusenja 12,7 + 16,1 10,7 +£13,9 0,58 (1; 138); 0,447
Indeks pusenja 14,0 £ 22,3 10,3 + 18,2 1,15 (1; 138); 0,285
Sistol. tlak (mmHg) 142,6 + 18,8 138,6 + 21,8 1,12 (1; 138); 0,293
Dijastol. tlak (mmHg) 89,3+9,1 87,5+8,9 1,42 (1; 138); 0,236
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Tablica 4.1.1.2. UCestalost puSaca i nepuSaca kod muskaraca i Zzena

PusaC | NepusacC | Ukupno
Muskarci 33 27 60
55,0 % 45,0 % 100,0 %
Zene 37 43 80
46,3% | 53,8% | 100,0%
Ukupno 70 70 140
50,0 % 50,0 % 100,0 %

x?= 1,05, df=1, p= 0,306
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4.1.2. Utjecaj dobi, debljine, razine masnoc¢a u krvi i navike pusenja na krvni tlak

Prije analize utjecaja pojedinih izuCavanih Cimbenika na krvni tlak, provjereno je
razlikuju li se uzorci muskaraca i Zena u raspodjeli dobi. Raspon dobi bio je u oba spola od 40
do 81 godine. Uzorci su podijeljeni u Cetiri dobne skupine od 10 godina i ucestalosti
ispitanika u svakoj od njih prikazane su u tablici 4.1.2.1. i na slici 3. x?-testom je utvrdeno da
nema statistiCki znacCajne razlike u dobnoj raspodjeli muskaraca i zena (p=0,308).

Odnosi izmedu krvnoga tlaka i ostalih varijabli ispitani su prvo izraCunavanjem
koeficijenata korelacije (tablica 4.1.2.2.). ZnaCajna povezanost je utvrdena za sljedece
varijable: sistoliCki tlak je pokazao pozitivnu koreliranost s dobi, indeksom tjelesne mase
(BMI), i koncentracijom triglicerida, dok je dijastolicki tlak pokazao pozitivnu koreliranost s
BMI-om i koncentracijom triglicerida, a negativnu s godinama pusenja i indeksom pusenja.
IzraCunavanjem koeficijenta korelacije za odvojene spolove utvrdeno je da u oba spola postoji
povezanost tlakova s istim varijablama koje su istaknute u tablici 4.1.2.2. osim s
koncentracijom triglicerida. Pokazalo se da je ona znaCajno povezana s krvnim tlakom samo
kod muskraca (tablica 4.1.2.3.).

U sljedeem su koraku analize Cimbenici Ciji je utjecaj na krvni tlak proucavan u
ovome radu, uzeti kao kategorijske varijable. U tablici 4.1.2.4. su prikazane srednje
vrijednosti i standardne devijacije sistolickog tlaka unutar ukupnog uzorka muskaraca i Zzena
podijeljenog u dvije dobne kategorije (40 — 59 i 60 — 81 godine), zatim u tri kategorije indeksa
tjelesne mase (BMI < 25 kg/m? — osobe normalne tjelesne mase, BMI 25 — 29,99 kg/m? —
osobe prekomjerne tjelesne mase, BMI > 30 kg/m® — pretili), u tri tercilne kategorije
koncentracije kolesterola (ispod 33,3. percentila je <5,99 mmol/l; 33,3. — 66,6. percentil je
599 - 7,29 mmol/l; iznad 66,6. percentila je >7,29 mmol/l), u tri tercilne kategorije
koncentracije triglicerida (ispod 33,3. percentila je <1,10 mmol/l; 33,3. — 66,6. percentila je
1,10 — 1,50 mmol/l; iznad 66,6. percentila je >1,50 mmol/l), u tri tercilne kategorije
koncentracije HDL-a (ispod 33,3. percentila je <0,91 mmol/l; 33,3. — 66,6. percentil je 0,91 —
1,09 mmol/l; iznad 66,6. percentila je >1,09 mmol/l), zatim na puSace i nepuSace i konac¢no u
tri kategorije prema indeksu pusenja (0— nepusac, 1 — 15, >15; vrijednost 15 je 50. percentil
od onih koji puse). Razlike u sistolickom tlaku medu navedenim kategorijama pojedine
varijable testirane su analizom varijance. Isti je postupak primijenjen i za dijastolicki tlak.
Dobiven je statistiCki znaCajan porast sistolickog tlaka s porastom dobi (p=0,030), indeksa
tjelesne mase (p=0,002) i koncentracije triglicerida (p=0,009), a dijastolickog tlaka s

porastom indeksa tjelesne mase (p=0,007) i koncentracije triglicerida (p=0,024).
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Ponavljanjem izracuna za odvojene spolove ponovno je dobiven statistiCki znaCajan rezultat
kod povezanosti sistolickog i dijastolickog tlaka s koncentracijom triglicerida samo kod
muskaraca (tablice 4.1.2.5.14.1.2.6.).

Tablica 4.1.2.1. Dobna raspodjela uzorka po spolovima (u 4 kategorije)

Dob u 4 kategorije

40 - 49 god. | 50 - 59 god. | 60 - 69 god. | 70 — 81 god. | Ukupno

Muskarci N=20 N=18 N=10 N=12 N=60
33,3% 30,0 % 16,7 % 20,0 % 100,0 %

Zene N=20 N=32 N=18 N=10 N=80
25,0 % 40,0 % 225% 125% 100,0 %

Ukupno N=40 N=50 N=28 N=22 N=140
28,6 % 35,7 % 20,0 % 15,7 % 100,0 %

X?= 3,604, df=3, p=0,308
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Slika 3. Graficki prikaz dobne raspodjele uzorka po spolovima
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Tablica 4.1.2.2. Korelacija krvnog tlaka s dobi, BMI, koncentracijom HDL, kolesterola i

triglicerida te brojem popusenih cigareta, godina pusenja i indeksom pusenja

N= 140
Varijable Sistol. Diastol.
Dob 0,117 - 0,122
p= 0,037 p=0,125
BMI 0,336 0,256
p<0.001 | p=0,002
HDL - 0,067 - 0,032
p=0,431 | p=0,710
Kolesterol - 0,065 - 0,110
p=0,448 | p=0,194
Trigliceridi 0,242 0,238
p=0,004 | p=0,005
Broj cigareta/dan - 0,092 - 0,103
p=0,281 | p=0,225
Godine pusenja - 0,124 - 0,233
p=0,143 p= 0,006
Indeks pusenja - 0,135 - 0,215
p=0,111 p=0,011

Tablica 4.1.2.3. Korelacija krvnog tlaka s koncentracijom triglicerida kod muskaraca i zena

muskarci N= 60 Zene N= 80
Varijable Sistolicki Diastolicki Sistolicki Diastolicki
Trigliceridi 0,320 0,354 0,159 0,074
p= 0,013 p= 0,006 p=0,158 p=0,511
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Tablica 4.1.2.4. Srednje vrijednosti i standardne devijacije sistoliog i dijastolickog tlaka po

kategorijama potencijalnih odrednica krvnoga tlaka te njihova usporedba

analizom varijance (prikazana je samo znacajnost razlika, p)

Sistolicki Diastolicki
Dob 40 - 59 god. 137,7 £ 20,7 88,8 +8,9
60 — 81 god. 1455+196 | P70030 [ g73,9, | P=0338
BMI <25 132,5+19,8 852+7,1
25-29,99 139,4 + 18,3 p= 0,002 87,9+ 8,6 p= 0,007
> 30 150,6 £ 22,9 92,2+10,5
HDL < 33,3 percentil 140,9 £ 19,6 87,8+9,7
33,3 - 66,6 percentil 140,3 £ 22,2 p= 0,987 88,8 £ 8,7 p= 0,851
> 66,6 percentil 140,2 £ 20,2 88,3+8,8
Kolest. | < 33,3 percentil 138,7 + 18,4 88,0£7,6
33,3 -66,6 percentil | 143,9+24,6 p= 0,367 88,5+104 p= 0,970
> 66,6 percentil 138,7 £18,0 884+9,1
Triglic. | <33,3 percentil 135,7+ 18,4 86,3+8,0
33,3 -66,6 percentil | 138,6 + 18,0 p= 0,009 87,8+8,3 p= 0,024
> 66,6 percentil 148,3 £ 23,7 91,3+10,4
Pusenje | Da 138,1£21,0 86,6 £9,7
Ne 1428+200 | P=0182 | g91.g¢6 | P=0130
Indeks | O (nepusac) 142,8 £ 19,9 89,2 +8,6
pusenja | 4 _ 45 1394+214 | p=0363 | 887+100 | p=0,216
>15 136,9 £ 21,0 86,0+ 8,9
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Tablica 4.1.2.5. Srednje vrijednosti i standardne devijacije sistoliog i dijastolickog tlaka po

kategorijama koncentracije triglicerida u krvi kod muskaraca te njihova

usporedba analizom varijance (prikazana je samo znacajnost razlika, p)

Muskarci
Sistol. Diastol.
Triglic. | <33,3 percentil 1359+17,3 86,5+8,3
33,3 - 66,6 percentil [ 140,0 £ 16,5 p= 0,036 87,1+9,6 p= 0,012
> 66,6 percentil 150,7 £ 20,1 941+79

Tablica 4.1.2.6. Srednje vrijednosti i standardne devijacije sistoliog i dijastolickog tlaka po

kategorijama koncentracije triglicerida u krvi kod Zena te njihova usporedba

analizom varijance (prikazana je samo znacajnost razlika, p)

Zene
Sistol. Diastol.
Triglic. | < 33,3 percentil 135,6 £ 19,3 86,2+ 8,0
33,3 - 66,6 percentil 137,4 + 19,4 p= 0,213 88,4+7,3 p= 0,534
> 66,6 percentil 146,0 + 21,8 88,6 +12,0
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4.2. Utjecaj ispitivanih odrednica krvnog tlaka na nastanak hipertenzije

4.2.1. Razlike u debljini, razini masnoca u krvi i navici puSenja izmedu kontrolne

skupine i skupine osoba s hipertenzijom

U tablici 4.2.1.1. prikazane su za kontrolnu i ispitivanu skupinu osoba s hipertenzijom
srednje vrijednosti i standardne devijacije potencijalnih rizicnih Cimbenika za nastanak
visokog krvnog tlaka Covjeka. To su dob, indeks tjelesne mase (BMI), koncentracija HDL-a,
ukupnog kolesterola, triglicerida, broj cigareta, godine puSenja i indeks puSenja. Razlike
izmedu dviju skupina testirane su analizom varijance. StatistiCki znacajna razlika utvrdena je
za BMI (p=0,003) i koncentraciju triglicerida (p=0,004) i vrijednosti oba obiljezja vise su u
skupini osoba s hipertenzijom. Pokazatelji navike puSenja nisu se razlikovali izmedu
kontrolne i ispitivane skupine. | sama ucCestalost puSaca bila je podjednaka u dvije skupine
(p=0,866) (tablica 4.2.1.2.).

U tablicama 4.2.1.3. i 4.2.1.4. usporedene su analizom varijance vrijednosti rizicnih
Cimbenika za hipertenziju izmedu kontrolne i ispitivane skupine odvojeno za muskarce i za
zene. Kod muskaraca je utvrdena statistiCki znaCajna razlika samo za koncentraciju
triglicerida (p=0,032), dok je kod Zena ta razlika na granici znaCajnosti (p=0,052), a razlika u
BMI-u je znaCajna (p<0,001). Vrijednosti tih obiljezja vise su u skupini osoba s

hipertenzijom.
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hipertenziju unutar ispitivane i kontrolne skupine te njihova usporedba

analizom varijance

Tablica 4.2.1.1. Srednje vrijednosti i standardne devijacije dobi i rizicnih Cimbenika za

Kontrolna Ispitivana
skupina skupina F (df); p
N= 70 N= 70
Dob (godine) 57,2+ 10,5 57,3104 0,00 (1; 138); 0,987
BMI (kg/m2) 26,7+3,7 28,6 +3,9 9,41 (1; 138); 0,003
HDL (mmol/l) 1,0+£0,2 1,0+£0,2 0,97 (1; 138); 0,326
Kolesterol (mmol/l) 7,4+6,7 6,8+1,3 0,55 (1; 138); 0,461
Trigliceridi (mmol/l) 1,3+0,6 1,7+11 8,36 (1; 138); 0,004
Broj cigareta/dan 10,1 + 15,3 92+131 0,14 (1; 138); 0,710
Godine pusenja 12,7+ 159 10,5+ 13,9 0,76 (1; 138); 0,385
Indeks pusenja 13,8 + 23,6 9,9+157 1,33 (1; 138); 0,251

PusaC | NepusacC | Ukupno
Kontrolna skupina | 36 34 70
514% |486% |100,0%
Ispitivana skupina | 34 36 70
486% |51,4% |100,0%
Ukupno 70 70 140
50,0% |50,0% | 100,0%

= 0,11, df= 1, p= 0,735
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Tablica 4.2.1.3. Srednje vrijednosti i standardne devijacije dobi i rizicnih Cimbenika za

hipertenziju unutar ispitivane i kontrolne skupine kod muskaraca te njihova

usporedba analizom varijance

Muskarci
Varijable Kontrolna skupina | Ispitivana skupina F (df); p
N= 30 N= 30
Dob (godine) 56,8 £ 11,7 56,8 £ 11,6 0,00 (1; 58); 0,991
BMI (kg/m?) 28,1+4,1 27,8+ 34 0,08 (1; 58); 0,777
HDL (mmol/l) 1,0+0,2 1,0+£0,2 1,67 (1; 58); 0,201
Kolesterol (mmol/l) 6,612 6,8+ 1,6 0,53 (1; 138); 0,470
Trigliceridi (mmol/l) 1,4+0,6 20+14 4,82 (1; 138); 0,032

Tablica 4.2.1.4. Srednje vrijednosti te standardne devijacije dobi i rizicnih Cimbenika za

hipertenziju unutar ispitivane i kontrolne skupine kod Zena te njihova

usporedba analizom varijance

Zene
Varijable Kontrolna skupina | Ispitivana skupina F (df); p
N= 40 N= 40

Dob (godine) 56,8 £ 9,6 56,8 £ 9,5 0,00 (1; 78); 0,991
BMI (kg/m2) 25,629 29,3142 20,25 (1; 78); <0,001
HDL (mmol/l) 1,0+£0,1 1,0£0,1 0,00 (1; 78); 0,963
Kolesterol (mmol/l) 8,0+8,8 6,711 0,81 (1; 78); 0,372
Trigliceridi (mmol/l) 1,2+0,6 1,5+0,7 3,91 (1; 78); 0,052
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4.2.2. Razlike u razdiobi alela i genotipova ACE 1/D polimorfizma izmedu kontrolne

skupine i skupine osoba s hipertenzijom

U tablici 4.2.2.1. je prikazana razdioba genotipova ACE I/D polimorfizma, odnosno broj
osoba koje nose odredeni genotip polimorfizma u kontrolnoj i ispitivanoj skupini. Iz
genotipskih podataka prebrojeni su aleli polimorfizma. Buduci da svaka osoba posjeduje dva
alela na pojedinom lokusu, ukupan broj alela polimorfizma jednak je 2N. Broj i udio alela
polimorfizma prikazan je u tablici 4.2.2.2.

S ciljem da se ispita razlika izmedu kontrolne i ispitivane skupine s obzirom na
izuCavani ACE I/D polimorfizam, usporedena je razdioba genotipova u dvije skupina. Razlika
izmedu njih testirana je x?-testom (tablica 4.2.2.1.) i ona je na granici znacajnosti (p=0,057).
U ispitivanoj je skupini zastupljeniji homozigotni genotip DD, §to je vidljivo i na grafiCkom
prikazu razdiobe genotipova na slici 4. x2-testom testirana je i razlika u ucestalosti alela | i D
izmedu iste dvije skupine (tablica 4.2.2.2.) te je dobivena statistiCki znaCajna razlika
(p=0,016). Alel D ucestaliji je u ispitivanoj skupini (73,6%), a alel 1 u kontrolnoj skupini
(40,0%).

Tablica 4.2.2.1. Razdioba genotipova polimorfizma ACE 1/D u kontrolnoj i ispitivanoj
skupini i znaCajnost njihove razlike testirana x?-testom s 2 stupnja slobode
(navedena je ucCestalost svakog genotipa u apsolutnom broju i udio u

postocima)
T ID DD X2 p
Kontrolna skupina | 16 24 30
229% |343% |429% |5,740 | 0,057
Ispitivana skupina | 6 25 39
8,6 % 35,7% | 55,7%
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Tablica 4.2.2.2. Razdioba alela ACE I/D polimorfizma u kontrolnoj i ispitivanoj skupini i
znaCajnost njihove razlike testirana x2-testom s 1 stupnjem slobode

(navedena je uCestalost svakog alela u apsolutnom broju i udio u postocima)

| D X P
Kontrolna skupina | 56 84
0, 0,
40,0 % 60,0 % 5,812 | 0,016
Ispitivana skupina | 37 103
26,4 % 73,6 %
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Slika 4. Graficki prikaz razdiobe genotipova polimorfizma ACE I/D u kontrolnoj i ispitivanoj
skupini
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4.2.3. Medudjelovanje ispitanih odrednica na nastanak hipertenzije

Kako bi se ispitao utjecaj ACE I/D polimorfizma na nastanak hipertenzije provedena je
univarijatna logisticka regresija (tablica 4.2.3.1.). Homozigotni genotip manje ucestalog alela
(I genotip) uzet je kao referentni genotip u odnosu na koji su usporedeni heterozigotni i
homozigotni genotipovi uCestalijeg alela, jer se iz dosad objavljene literature moze zakljuciti
da D alel, dakle ucestaliji alel, nosi eventualni rizik za pojavu hipertenzije. Takav zakljucak
sugeriraju i rezultati iz prethodnog poglavlja ovoga rada (poglavlje 4.2.2., tablica 4.2.2.1. i
4.2.2.2.). Vjerojatnost za nastanak hipertenzije se poveCava ukoliko je osoba homozigot za
alel koji nosi rizik u odnosu na genotip koji je uzet kao referentni. Omjer Sanse (odds ratio,
OR) u tablici 4.2.3.1. pokazuje da DD genotip povecava vjerojatnost 3,47 puta (s 95%
intervalom pouzdanosti izmedu 1,21 i 9,93) za nastanak hipertenzije u odnosu na referentni Il
genotip. Omjer Sanse za ID genotip je na razini znacajnosti 7% (p=0,067), zbog Cega je jos
ispitana i vjerojatnost za nastanak hipertenzije s obzirom na zdruzene genotipove DD i ID. U
tablici 4.2.3.2. prikazan je rezultat logistiCke regresije kada su DD i ID genotipovi zajedno
usporedeni s Il genotipom gdje mozemo vidjeti da je dobiven omjer Sanse 3,16 (s 95%
intervalom pouzdanosti 0,93 — 8,28). Dobiveni omjer Sanse pokazao se znacajnim (p=0,025),
ali je niZi nego onaj za DD genotip zasebno $to upucuje na to da D alel nosi rizik, ali primarno
u homozigotnom obliku. To govori u prilog misljenju da je rijeC o recesivnom utjecaju D alela
na nastanak povisenog krvnoga tlaka.

S ciljem da se ispita potencijalni utjecaj poznatih rizicnih Cimbenika za hipertenziju u
izuCavanom uzorku provedena je multivarijatna logisticka regresija u kojoj su, osim ACE 1/D
polimorfizma, kao varijable uvrstene spol, dob, BMI, koncentracije kolesterola, HDL-a i
triglicerida te indeks pusenja (tablica 4.2.3.3.). Nadeno je da statistiCki znaCajan utjecaj na
nastanak hipertenzije u ukupnom uzorku imaju BMI, koncentracija triglicerida i ACE I/D
polimorfizam. Dobiveni omjer Sanse za BMI je 1,14 (95% interval pouzdanosti izmedu 1,03 i
1,27), a za koncentraciju triglicerida 2,03 (95% interval pouzdanosti izmedu 1,11 i 3,70).
Utjecaj ACE I/D polimorfizma je uz ukljucivanje prije navedenih rizi¢nih ¢imbenika neznatno

porastao, s omjerom Sanse od 4,12 (95% interval pouzdanosti izmedu 1,31 i 12,99).
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Tablica 4.2.3.1. Omjer Sanse (odds ratio, OR) s 95% intervalom pouzdanosti (confidence
interval, Cl) za pojavu hipertenzije za polimorfizam ACE 1/D koji se nalazi

unutar gena RAS sustava izraCunat univarijatnom logistiCkom regresijom

OR 95% ClI P
ID versus|| 2,78 0,93-8,28 0,067
ACE ID DD versus|| 3,47 1,21-9,93 0,021

Tablica 4.2.3.2. Omjer Sanse (odds ratio, OR) s 95% intervalom pouzdanosti (confidence
interval, CI) za pojavu hipertenzije s obzirom na posjedovanje zajedno
heterozigotnog i homozigotnog genotipa rizicnog alela u odnosu na drugi
homozigotni genotip za polimorfizam ACE 1/D izraCunat univarijatnom

logistiCkom regresijom

OR 95% ClI p

ACE ID DD + ID versusl| 3,16 1,16 - 8,64 0,025

Tablica 4.2.3.3. Omjer Sanse (odds ratio, OR) s 95% intervalom pouzdanosti (confidence
interval, Cl) za pojavu hipertenzije za ACE 1I/D polimorfizam i sedam

rizicnih faktora za hipertenziju izraCunati multivarijatnom logistickom

regresijom
OR 95% ClI p

ACEID DD + ID versusl| 4,12 1,31-12,99 0,016
Spol Zene versus Muskarci 1,41 0,66 — 3,00 0,372
Dob (godine) 0,99 0,95-1,02 0,471
BMI (kg/m?) 1,14 1,03-1,27 0,016
Kolesterol (mmaol/Il) 0,96 0,83-1,11 0,537
HDL (mmol/l) 1,55 0,11 -21,10 0,743
Trigliceridi (mmol/l) 2,03 1,11 -3,70 0,022
Indeks pusenja 0,99 0,97-1,01 0,477
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4.3. Usporedba utjecaja ACE 1/D polimorfizma na nastanak hipertenzije u populaciji

Visa i opcoj populaciji Hrvatske

Kao sljedeci korak u radu usporeden je utjecaj ACE I/D polimorfizma na nastanak
hipertenzije u izoliranoj populaciji otoka Visa i opcoj populaciji Hrvatske. U tu su svrhu iz
rada Barbali¢ i sur. (2005) iskoriSteni podaci za opcu populaciju Hrvatske u kojoj je
hipertenzija bila definirana na isti nacin kao Sto je to ucinjeno u ovome radu za populaciju
otoka Visa. Razdioba genotipova u kontrolnoj i ispitivanoj skupini svake populacije prikazane
su usporedno u tablici 4.3.1. Vidljivo je da u viSkoj populaciji postoji znatno manja uCestalost
heterozigota ID i znatno veéa ucestalost homozigotnih DD genotipova nego u populaciji
Hrvatske. Graficki prikaz razdiobe genotipova ACE /D polimorfizma u kontrolnoj i
ispitivanoj skupini u obje populacije moze se vidjeti na slici 5.

Veza izmedu ACE I/D polimorfizma i hipertenzije nadena je i u populaciji Visa i u
populaciji Hrvatske. ZnaCajan omjer vjerojatnosti za nastanak hipertenzije u obje je
populacije vezan samo uz DD genotip. Veci je u populaciji otoka Visa gdje iznosi 3,47 nego u
populaciji Hrvatke gdje je on 2,50, Sto potvrduje pogodnost ove izolirane populacije za

istrazivanja geneticke podloge hipertenzije kao kompleksnog poremecaja.
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Slika 5. Graficki prikaz razdiobe genotipova polimorfizma ACE I/D u kontrolnoj i ispitivanoj
skupini u dvije populacije
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Tablica 4.3.1. Razdioba genotipova i omjer vjerojatnosti za hiperteziju (OR) u populaciji

Visa i populaciji Hrvatske (statistiCki znaCajni OR istaknuti su podebljano)

VIS 1 ID DD Ukupno X2 p
Kontrolna 16 24 30 70
skupina 229% |342% |429% |100,0% |5,740 | 0,057
Ispitivana 6 25 39 70 (df=2)
skupina 8,6 % 35,7% | 55,7% | 100,0 %
OR (95% ClI) ID 2,78 (0,93 - 8,28)
Il je referentan DD 3,47 (1,21 -9,93)

HRVATSKA T ID DD | Ukupno| ¥2 P
Kontrolna 32 70 21 123
skupina 260% [569% |[17,1% |[100,0% (9,590 | 0,080
Ispitivana 25 53 41 119 (df=2)
skupina 21,0% |445% |345% |100,0%
OR (95% ClI) ID 0,97 (0,51 — 1,83)
Il je referentan DD 2,50 (1,19 -2,84)
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5. RASPRAVA

Hipertenzija je kompleksni poremecaj pod zajednickim utjecajem genetiCkih i
okolisnih Cimbenika, te predstavlja jedan od najvaznijih rizicnih Cimbenik za nastanak
kardiovaskularnih i bubreznih bolesti. Cilj genetickih studija kompleksnih bolesti je nalazenje
varijanti u genomu koje doprinose razvoju bolesti. Kako kompleksna obiljezja ne definira
samo jedna geneticka varijanta niti mali broj njih, tako je s nastankom hipertenzije do sada
povezan velik broj razliCitih gena koji djeluju zajedno te medudjeluju s razli¢itim okoliSnim
Cimbenicima.

Smatra se da za nastanak esencijalne hipertenzije, dakle hipertenzije koja nije nastala
kao posljedica neke druge bolesti, moze biti odgovorno nekoliko patofizioloSkih procesa kao
Sto su povecana simpaticka aktivnost, abnormalnosti ravnoteZe soli i poremecaji u transportu
Ca’ (Lund — Johansen 2002). Pri tome se ne mogu znati nepravilnosti kojeg od procesa utjeu
na nastanak hipertenzije. Regulaciju izluCivanja soli kontroliraju mnogi mehanizmi od kojih
je jedan reninsko-angiotenzinski sustav.

U ovoj studiji se pokusalo otkriti medudjelovanje razlicitih rizicnih Cimbenika od
kojih se za neke zna, a za neke pretpostavlja da utjeCu na regulaciju krvnog tlaka, odnosno na
nastanak hipertenzije. To su spol, dob, debljina, razina masnoca u krvi i navika pusenja. Od
kandidatskih gena za nastanak hipertenzije proucavan je ACE-gen koji spada u najintenzivnije
proucavane kandidatske gene u ljudskoj kardiovaskularnoj patofiziologiji. ACE-gen kodira
enzim koji €ini jednu od osnovnih odrednica reninsko-angiotenzinskog sustava Ciji je utjecaj
na regulaciju krvnog tlaka dobro poznat i time predstavlja dobar izbor za ovo istrazivanje.

Premda je ogroman broj molekularno-genetickih studija napravljen s ciljem otkrivanja
gena koji doprinose poviSenju krvnog tlaka i nastanku hipertenzije, niti za jedan gen zasada se
ne moze sa sigurnoS¢u reCi da zaista utjeCe na pojavu kompleksnog oblika hipertenzije.
Ukoliko postoji jedan glavni lokus (major locus) odgovoran za nastanak hipertenzije,
neparametrijske analize vezanosti gena, tj. metode alelnog dijeljenja (allele-sharing method),
trebale bi biti uspjeSne u razotkrivanju tog lokusa. Medutim, ukoliko je broj gena velik i
njihov ucinak slab (Sto je vjerojatniji model), uzorak koji bi bio potreban za analizu vezanosti
gena je ogroman i u tom su slucaju asocijacijske studije pogodnije (Jones 1998). O velikom
broju gena s malim ucinkom govore rezultati studije npr. Rudan i sur. (2003b) koji su,
istrazujuci genetiCku pozadinu hipertenzije, procijenili postojanje 300 do 600 lokusa koji bi

mogli imati utjecaj na krvni tlak.
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Svrha asocijacijskih studija je testirati povezanost ispitanog fenotipa s polimorfizmima
izabranog kandidatskog gena. OgraniCenje tih studija predstavlja to Sto moramo znati
funkciju, lokalizaciju i polimorfizme gena i $to one ne mogu odrediti ulogu gena za koje jo$
nije prepoznata funkcija u patofizioloSkom mehanizmu razvoja odredene bolesti. Krajnji cilj
je medu odabranim polimorfizmima kandidatskih gena na¢i mutaciju koja ima funkcionalni
ucinak, tj. koja modificira kvalitativno ili kvantitativno genski produkt. Ostali polimorfizmi
koji nemaju funkcionalni uc€inak mogu biti statisticki povezani s istrazivanim fenotipom pod
uvjetom da izmedu takvog polimorfizma (tzv. biljega) i funkcionalnog polimorfizma postoji
neravnoteZa vezanosti gena (LD). Dakle, povezanost izucavanog polimorfizma i fenotipa
funkcija je dvaju parametara: jaCina efekta koji funkcionalna mutacija ima na fenotip i
veliCina LD-a izmedu te mutacije i izuCavanog polimorfizma (biljega) (Tahri — Daizadeh
2003). Pretpostavlja se da je u ovoj studiji izuCavani ACE I/D polimorfizam samo biljeg i
pokazuje efekt nekog drugog, joS nepoznatog funkcionalnog polimorfizma ACE-gena. To
potvrduje i Cinjenica da se ACE I/D polimorfizam nalazi u podrucju introna, odnosno
nekodirajucoj sekvenci DNA.

lako je ustanovljena povezanost D alela ACE I/D polimorfizma s povisenom
koncentracijom ACE-a u plazmi, nije potvrden utjecaj poviSene koncentracije ACE-a na
povecano stvaranje angiotenzina Il, tj. nastanak hipertenzije, jer su u razli¢itim studijama
dobiveni kontradiktorni rezultati (npr. Muller i sur. 1998, Danser i sur. 1999, Muller i sur.
1997). Hollenberg i sur. (1998) pokazali su da vise od 40% angiotenzina | moZe biti
pretvoreno u angiotenzin 1l ¢ak neovisno o ACE-u. Medutim, ACE moZe utjecati na
regulaciju krvnog tlaka i neovisno o proteolitiCkoj kaskadi koja vodi k stvaranju angiotenzina
Il, s obzirom na to da inhibira bradikinin koji je odgovoran za vazodilataciju i spreCava rast
glatkih miSi¢nih stanica u endotelnim stjenkama. Koncentracija bradikinina smanjena je u
hipertenziji (Levy i sur. 1977, Gainer i sur. 1996). Brown i sur. (1998) utvrdili su povezanost
D alela ACE 1D polimorfizma s poveéanom degradacijom bradikinina. Cinjenica koja govori
u prilog vaznoj ulozi ACE-a u nastanku hipertenzije je efikasnost ACE-inhibitora u lijeCenju
esencijalne hipertenzije (Hansson i sur. 1993).

U ovoj studiji ACE 1I/D polimorfizam pokazao se znaCajnim prediktorom razine
krvnog tlaka Sto je u suglasnosti samo sa jednim dijelom znanstvene literature. Naime, u
velikom se broju studija moZe naci potvrda da ACE I/D polimorfizam zaista ima utjecaj na
krvni tlak i nastanak hipertenzije (npr. Barley i sur. 1996, Duru i sur. 1994, Morise i sur.
1994, O’'Donnell i sur. 1998). Medutim, s druge strane, postoji i niz studija u kojima se

pokazalo da ovaj polimorfizam nema nikakav znaCajan ucinak na nastanak hipertenzije (npr.
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Jeunemaitre i sur 1992, Vassilikioti i sur. 1996, Schmidt i sur. 1993, Higashimori i sur. 1993,
Harrap i sur. 1993, Kiema i sur. 1996, Jelakovi¢ i sur. 2002). Moguéi razlozi za ovakvu
nesuglasnost u literaturi bi mogli biti sljedeCi: populacijska stratifikacija — razlicite populacije
imaju razliCit genetiCki sastav, odnosno razliCite uCestalosti alela na pojedinim lokusima;
veliCina uzorka — malim uzorcima nedostaje statisticka moc¢ potrebna da se detektiraju male
statistiCke razlike (Jeunemaitre i sur. 1997); razliCito definiranje hipertenzije, odnosno
kontrolne i ispitivane skupine (Tiret i sur. 1998).

Postoje tri osnovna i najceS¢a modela koja objaSnjavaju nacin na koji alel koji nosi
rizik moze utjecati na odredeni fenotip. To su dominantni, kodominantni i recesivni model
nasljedivanja. U prvom sluCaju, kada je nasljedivanje dominantno, rizicni alel utjeCe na
fenotip podjednako u homozigotnoj i heterozigotnoj formi. U drugom slucaju rizicni alel
utjeCe na fenotip veC u heterozigotnoj formi u odnosu na homozigotni genotip nerizi¢nog
alela, a jaCina se utjecaja udvostruCuje kod homozigota rizicnog alela. U trecem, recesivnom
modelu, homozigotna forma rizicnog alela utjeCe na fenotip. Upravo se ovaj posljednji model
moze primijeniti na rezultate analize ACE I/D polimorfizma u naSem uzorku. Naime, Sansa za
nastanak hipertenzije povecava se 3,47 puta ukoliko je osoba DD homozigot, tj. nosi dva D
alela na ACE 1/D lokusu u odnosu na osobu koja posjeduje dva | alela na istom lokusu.
Buduci da je dobiven omjer Sanse za ID genotip na razini znacajnosti 6% (p=0,062), ispitana
je i vjerojatnost za nastanak hipertenzije s obzirom na zdruzene genotipove DD i ID. Dobiveni
omjer Sanse (OR=3,16) pokazao se takoder znacajnim (p=0,025), ali je niZi nego onaj za DD
genotip zasebno Sto potvrduje to da D alel nosi rizik, ali primarno u homozigotnom obliku.
Nalaz koji upucuje na recesivni efekt D alela na poviSeni krvni tlak dobiven je ranije u
istraZivanju opée populacije Hrvatske (Barbali¢c 2004, Barbali¢ i sur. 2006). Time rezultat
ovoga rada kao i nalaz u populaciji Hrvatske govore u prilog utjecaju DD genotipa ACE I/D
polimorfizma na krvni tlak i nastanak hipertenzije Covjeka.

Izolirane populacije se smatraju izrazito pogodnima za istrazivanja geneticke podloge
kompleksnih obiljezja iz razliCitih razloga (Varilo i sur. 2003). Niska razina pritoka novih
gena olakSava proucavanje drugih evolucijskih sila kao $to su genetiCki pomak (drift) i
prirodna selekcija. Visok stupanj srodivanja (inbreeding) smanjuje heterozigotnost (Rudan i
sur. 2003) i rezultira povecanjem LD-blokova duz genoma, odnosno dijelova genoma
karakteriziranih visokim LD-om koji se kao takvi nasljeduju zajedno (Wright i sur. 1999). U
izoliranim populacijama Hrvatske je iz geografskih i socio-kulturolodkih razloga povecan
koeficijent srodivanja na razini pojedinca i cijele populacije (Rudan i sur. 1999). U ovom

istrazivanju se populacija otoka Visa pokazala pogodnom za istrazivanja geneticke podloge
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hipertenzije kao kompleksnog poremecaja, 3to potvrduju i brojni radovi (npr. Skari¢-Jurié i
Smolej Narani¢ 2003, Skarié¢- Juri¢ i sur. 2005). Naime, izratunata prevalencija razvijene
hipertenzije (sistolicki tlak > 160 mmHg i/ili dijastolicki tlak > 95 mmHg) na Visu je Cak
40,4%. Kompleksne segregacijske analize potvrdile su hipotezu major gena (major gene
hypothesis) u populaciji otoka Visa, tj. postojanje major gena koji objasnjava 42% varijacije
sistoli¢kog odnosno 47,6% dijastolickog krvnog tlaka (Skari¢-Juri¢ i sur. 2003, 2005).

Osim polimorfizma ACE I/D, u ovome su radu proucavani joS i spol i dob kao
nepromjenjivi ¢imbenici koji utjeCu na krvni tlak ¢ovjeka, a uz njih razmatrani su promjenjivi,
u Sirem smislu okolisni, Cimbenici: debljina, razina masnoc¢a u krvi i navika pusenja. Dob se u
odrasloj populaciji otoka Visa pokazala znacajnom odrednicom sistoliCkog tlaka. S porastom
dobi sistolicki tlak raste tako da mu je prosjecna vrijednost u dobi od 40-59 godina 138
mmHg, a u dobi od 60 i viSe godina 146 mmHg. Porast sistoliCkog tlaka s dobi uobiCajen je
nalaz i veé je utvrden u otoénim populacijama Srednje Dalmacije (Skari¢-Juri¢ i Smolej
Naran¢i¢ 2003, Skari¢- Juri¢ i sur. 2005, Barbalié i sur. 2006).

Zanimljivo je da su godine puSenja i indeks puSenja negativho korelirale s
dijastolickim tlakom. PuSenje se dakle pokazalo znaCajnim na sniZenje dijastolickog krvnog
tlaka, Sto je u suglasnosti s nekim drugim studijama (npr. Fogari i sur. 1996).

Ve¢ kod usporedbe imedu spolova zabiljezena je viSa razna trigicerida u krvi kod
muskaraca, pa se upravo za koncentraciju triglicerida pokazalo da znacajno utjeCe na nastanak
hipertenzije kod muskaraca (p=0,032). Nezanemariv je i podatak da se kod Zena pokazala
tendencija ka statistickoj razlici za koncentraciju triglicerida imedu kontrolne i ispitivane
skupine s hipertenzijom (p=0,052). U ovoj studiji je potvrdeno da su trigliceridi rizian
Cimbenik za hipertenziju, dok, za razliku od nalaza u drugim populacijama (npr. Halperin i
sur. 2006, Borghi i sur. 2004), ukupni kolesterol i HDL kolesterol u populaciji Visa nisu imali
utjecaja na povisen krvni tlak.

U literaturi je zabiljeZzeno da debljina koja je najCeSCe ispitivana koristeCi indeks
tjelesne mase (BMI), ima utjecaj na krvni tlak ovisno o populaciji u kojoj je ta veza ispitivana
(Mufunda i sur. 2006, Mufunda i sur. 2007). U ovoj studiji BMI je pokazao znaCajan utjecaj
na krvni tlak samo kod Zena (p<0,001). Gledajuéi prosje¢an BMI od 27,5 kg/m?, Zene se nisu
razlikovale od muskaraca, ali su hipertenzivne Zene bile sklonije prekomjernoj tezini od onih
s normalnim krvnim tlakom. Za razliku od viske populacije, u nekim je drugim studijama
zabiljezen vecCi utjecaj BMI na krvni tlak kod muskaraca (Mufunda i sur. 2006). Razlog
suprotnim nalazima u razliCitim studijama mogli bi biti razliciti pragovi BMI kod kojih se

pojavljuje veza izmedu BMI i krvnog tlaka ovisno o populaciji (Mufunda 2007).

37



Po pitanju razlike izmedu spolova zanimljivi su rezultati istraZivanja povezanosti
endogamije, odnosno srodivanja (inbreeding-a) s varijacijama krvnog tlaka u hrvatskim
oto¢nim izolatima (Smolej NaranCi¢ i Rudan 2001, Rudan i sur. 2003b). Za razinu
endogamije, koja indirektno govori i 0 stupnju srodivanja odredene populacije, pokazalo se da
ona korelira s krvnim tlakom kod musSkaraca Sto upucuje na znacajniji geneticki utjecaj na
krvni tlak kod muskaraca. U velikoj populacijskoj studiji u kojoj je bilo ukljuceno vise od
2000 obitelji s 2 — 25 ¢lanova (Framingham Heart Sudy), rezultati su pokazali da je ACE-
lokus spolno specifian kandidatski lokus za hipertenziju, tj. da je njegov ucinak specifi¢an za
muskarce (O’Donnell i sur. 1998). Uzorak u ovoj studiji nije bio toliko velik da omoguci
direktnu provjeru navedenog nalaza dobivenog u americkoj populaciji. Medutim,
multivarijatna analiza u kojoj je istovremeno proucavan utjecaj ACE I/D polimorfizma i spola
na pojavu hipertenzije nije upucivala na znacajan ucinak spola, dok je utjecaj polimorfizma
bio znaCajan i jasno pokazao vezu izmedu DD genotipa i povisenog krvnog tlaka u

proucavanoj populaciji otoka Visa.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom istraZzivanju se nastojalo utvrditi medudjelovanje genetickih i okolisnih

Cimbenika na nastanak hipertenzije u populacijskom izolatu otoka Visa. Podaci koji su

obuhvaceni u ovome radu prikupljeni su u odraslom stanovnistvu u dobi od 40 do 81 godine.

Nastojalo se utvrditi utjeCe li ACE I/D polimorfizam kao primjer genetickog ¢imbenika koji se

nalazi unutar jednog od gena odgovornog za regulaciju krvnog tlaka, na krvni tlak covjeka, s

naglaskom na nastanak hipertenzije. Preostali nepromjenjivi Cimbenici izuCavani u ovom radu

su spol i dob, a uz njih izuCavani su promjenjivi, u Sirem smislu okolisni, Cimbenici: debljina,

razina masnoca u krvi i navika pusenja. Doslo se do sljedecih zakljucaka:

Ustanovljena je pozitivna Kkorelacija sistoliCkog tlaka s dobi, BMI-om i
koncentracijom triglicerida, te pozitivna korelacija dijastolickog tlaka s BMI-om i
koncentracijom triglicerida, a negativna s brojem godina puSenja i indeksom pusenja.
Kod muskaraca je znaCajan utjecaj na povisenje krvnog tlaka imala koncentracija
triglicerida, a kod Zena je to bio BMI.

ACE 1I/D polimorfizam je pokazao povezanost s pojavom hipertenzije s omjerom
Sanse od 3,47 za nastanak hipertenzije. Povezanost se ocituje kao tzv. recesivni model,
tj. jedino kod osoba koje su homozigoti za ,rizicni“ D alel polimorfizma Sansa za
nastanak hipertenzije se povecava. S obzirom da ovaj polimorfizam nije u kodirajucoj
regiji gena, pretpostavlja se da pokazuje utjecaj treceg, funkcionalnog alela koji je u
neravnotezZi vezanosti gena s izu€avanim.

Usporedbom rizi¢nih ¢imbenika za hipertenziju - spola, dobi, BMI-a, koncentracije
kolesterola, HDL-a i triglicerida te indeksa puSenja — izmedu kontrolne i ispitivane
skupine, pokazalo se da se ove dvije skupine razlikuju s obzirom na BMI i
koncentraciju triglicerida koje su viSe u skupini osoba s hipertenzijom.

Utjecaj ACE I/D polimorfizma je uz ukljuCivanje prije navedenih rizicnih Cimbenika
ostao znacCajan s Cak neSto veCim omjerom Sanse za hipertenziju od 4,12 §to pokazuje
da je neovisan o njima.

U medupopulacijskoj usporedbi izmedu opce populacije Republike Hrvatske i
populacije otoka Visa ustanovljena je smanjena heterozigotnost, velika prevalencija
ACE DD genotipa i naposljetku jaca veza izmedu DD genotipa i poviSenog krvnog
tlaka na otoku Visu. To potvrduje pogodnost ove izolirane populacije za istrazivanja

genetiCke podloge hipertenzije kao kompleksnog poremecaja.
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