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i zenskog spola starosti od 70 do 93 godine. Za svakog su ispitanika utvrdene antropometrijske
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intracellular transport of lipids influence the occurrence of MetS in older population, an investigation
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Metaboli¢ki sindrom ¢ini skup medusobno povezanih biokemijskih, fizioloskih,

klinickih i metabolickih ¢imbenika koji izravno povecéavaju rizik od nastanka kardiovaskularnih
bolesti i Seerne bolesti tipa 2. Inzulinska rezistencija, visceralna pretilost, aterogena
dislipidemija, endotelna disfunkcija, povisen krvni tlak, hiperkoagulacijsko stanje, geneticko
nasljede i kroni¢ni stres dio su ¢imbenika koji ¢ine sindrom.
Mnogi bi polimorfizmi u deoksiribonukleinskoj kiselini (DNA) mogli biti umijesani u nastanak
metaboli¢kog sindroma. Apolipoprotein A5 (ApoADb) je proteinska komponenta lipoproteinskih
Cestica bogatih triacilglicerolima, hilomikrona i lipoproteina vrlo niske gustoce (VLDL), kao i
lipoproteina visoke gustoce (HDL). Gen APOA5 smjesSten je proksimalno skupini gena za
apolipoproteine na kromosomu 11q23. Istrazivanja provedena posljednjih desetak godina
povezuju polimorfizme gena APOA5 s metabolickim sindromom, koronarnom bolesti srca i
cerebrovaskularnim poremecajima. Polimorfizmi jednog nukleotida SNP 1 — T1259C, SNP 3 —
T1131C i S19W — C56G pojedinac¢no ili udruzeno s drugim genima reguliraju koncentraciju
triacilglicerola u serumu.

Proteini koji vezu lipide imaju ulogu u signalizaciji, membranskom transportu,
regulaciji, imunom odgovoru, te metabolizmu i transportu lipida. Protein-nosa¢ masnih kiselina
2 (FABP2) pripada skupini proteina koji vezu lipide i jedan je od devet razli¢itih, do sada
identificiranih, protein-nosa¢a masnih kiselina u sisavaca. Osnovna uloga svih proteina ove
skupine je regulacija vezanja i transporta masnih kiselina. FABP2 ima dva oblika koji se
razlikuju u vezanju i transportu masnih kiselina kroz stanice: protein moze sadrzavati alanin
(Ala) ili treonin (Thr) na polozaju 54. Geni koji kodiraju za proteine FABP rasprseni su u
genomu, a njihova je struktura dobro ofuvana. Svaki se gen sastoji od 4 egzona koje odjeljuju
tri introna varijabilnih duljina. Gen FABP2 kodira za protein FABP2. Sastoji se od 3382
nukleotida smjestenih u kromosomskoj regiji 4928-4g31. Polimorfizam je povezan s
tranzicijom iz G u A na kodonu 54 gena FABP2, §to rezultira supstitucijom alanina (Ala)
treoninom (Thr) u egzonu 2. Protein koji sadrzi Thr ima vecu sposobnost transportiranja
dugolancanih masnih kiselina od proteina koji sadrzi Ala.

Pretpostavka je da bi polimorfizmi gena za apolipoprotein A5 i protein-nosa¢ masnih

kiselina 2 mogli biti umijeSani u patogenezu metabolickog sindroma kao njegove
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§ 1. Uvod 2

dislipidemi¢ne komponente, buduc¢i da su apolipoprotein A5 (ApoAS) i protein-nosa¢ masnih
kiselina 2 (FABP2) ukljuc¢eni u transport lipida.

Cilj istrazivanja bio je istraziti povezanost geneti¢kih polimorfizama gena APOAS i
FABP2 s metabolickim sindromom, njegovim biokemijskim 1 antropoloskim parametrima kod
starije populacije u nekoliko gradova Republike Hrvatske, te usporediti rezultate s rezultatima
istrazivanja provedenih u populacijskim skupinama drugih zemalja. U tu svrhu genotipizirana
su tri Cesta polimorfizma gena ApoA5 (SNP1, SNP3 i S19W) i jedan polimorfizam gena FABP2,

te su provedene biokemijske analize krvi i odreden je lipidni status ispitanika.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED
2.1. METABOLICKI SINDROM

Prvi opis pacijenata sa skupinom razli¢itih metabolickih poremecaja potjece jos iz 1923.
godine u kojoj Kylin povezuje visoki krvni tlak (hipertenziju), poviSenu koncentraciju glukoze
u plazmi (hiperglicemiju) i giht.! Vague 1947. godine zaklju¢uje da je visceralna (abdominalna)
pretilost ¢esto povezana s metabolickim poremecajima otkrivenim u kardiovaskularnim
aterosklerotskim bolestima (CVD, engl. cardiovascular atherosclerotic diseases) i Secernoj
bolesti tipa 2 (diabetes mellitus tip 2; T2DM, engl. diabetes mellitus type 2).2 Reaven 1988.
godine ovaj konglomerat razli¢itih metaboli¢kih poremecaja objedinjuje u skupinu koju naziva
,,sindrom X*® danas poznat pod nazivom metabolicki sindrom (MetS). Njegov glavni doprinos
bio je uvodenje koncepta inzulinske rezistencije, ali propustio je uvrstiti pretilost ili visceralnu
pretilost u definiciju sindroma X, $to je kasnije pridodano kao presudni ¢imbenik. Kaplan je
1989. godine preimenovao sindrom u ,,Smrtonosni kvartet™ radi kombinacije pretilosti gornjeg
dijela tijela, intolerancije glukoze, hipertrigliceridemije i hipertenzije,* ali 1992. godine naziv
sindroma se ponovno mijenja, ovoga puta u Sindrom inzulinske rezistencije.® Tijekom
posljednjih dvadeset godina, razliite su organizacije i udruge predlagale razlicite definicije, 1
Koristile razli¢itu terminologiju.®

Metabolicki sindrom je stanje koje podrazumijeva niz zdravstvenih rizika i predstavlja
globalni zdravstveni problem. Rizik za njegov nastanak izravno povecavaju medusobno
povezani biokemijski, fizioloski, metabolicki i klini¢ki ¢imbenici, koji izravno povisuju rizik
za koronarnu bolest srca (CHD, engl. coronary heart disease), druge oblike kardiovaskularnih
aterosklerotskih bolesti 1 Se¢ernu bolest tipa 2.

Najznacajniji ¢imbenici rizika za razvoj metaboli¢kog sindroma su abdominalna
pretilost (Sirok opseg struka, tj. tijelo u obliku jabuke; visSak masnog tkiva u predjelu struka veci
je ¢imbenik rizika za koronarnu bolest srca od viska masnog tkiva u drugim dijelovima tijela),
hipertenzija, hiperglicemija, intolerancija glukoze, dislipidemija (niza koncentracija kolesterola
u lipoproteinima visoke gustoée (HDL-C), povisena koncentracija lipoproteina vrlo niske
gusto¢e (VLDL) i visoka koncentracija triacilglicerola u krvi te rezistencija na inzulin),

endotelna disfunkcija, geneticki ¢imbenici, kroni¢an stres kao i lose Zivotne navike.” Izraz
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»metabolicki“ u nazivu odnosi se na biokemijske procese ukljucene u normalno funkcioniranje
organizma. Promjenom zivotnih navika moguce je utjecati na dio rizi¢nih ¢imbenika kao §to su
pretilost, rezistencija na inzulin, neaktivni stil zivota, prehrana, puSenje i konzumacija alkohola,

ali nije moguce utjecati na sve ¢imbenike, kao §to je primjerice starenje.

2.1.1. DEFINICIJE METABOLICKOG SINDROMA

Grupa za dijabetes Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, engl. World Health
Organization) prva je pokusala odrediti definiciju metaboli¢kog sindroma 1998. godine.®
Europska grupa za istraZivanje inzulinske rezistencije (EGIR, engl. The European Group for
the study of Insulin Resistance) mijenja definiciju Svjetske zdravstvene organizacije 1999.
godine.® Godine 2001. Nacionalni program obrazovanja o kolesterolu, Panel o lijeenju
odraslinh 111 (NCEP-ATP IlI; engl. The National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel 111) objavljuje svoju definiciju.’® Ameri¢ko udruZenje klini¢kih endokrinologa
(AACE, engl. American Association of Clinical Endocrinologists) 2003. godine nudi svoje
misljenje s obzirom na definiciju sindroma.*! Umnozavanje definicija pokazalo je da je pozeljna
jedna ujedinjujuca definicija, pa je u tu svthu Medunarodno udruzenje za dijabetes (IDF, engl.
International Diabetes Federation) 2005. godine predlozilo novu definiciju metaboli¢kog
sindroma.!?

Definicije metabolickog sindroma prema prijedlozima Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO), Nacionalnog programa obrazovanja o kolesterolu u SAD-u (NCEP),
Americkog udruzenja klinickih endokrinologa (AACE) i Medunarodnog udruZenja za dijabetes
(IDF) prikazane su u Tablici 1.

Svjetska zdravstvena organizacija metaboli¢ki sindrom definira kao intoleranciju
glukoze, smanjenu toleranciju glukoze (IGT) ili SeCernu bolest (diabetes mellitus) 1/ili
rezistenciju na inzulin, zajedno s dvije ili vise komponenti koje ukljucuju povisen arterijski tlak,
povisenu koncentraciju triacilglicerola u krvi i snizen HDL-kolesterol, povisen indeks tjelesne
mase ITM i mikroalbuminuriju (Tablica 1).

Ova definicija inzistirala je na jasnom opisu esencijalnih komponenti sindroma, zajedno
s podatcima koji bi podrzavali relativni znacaj svake komponente. Ti parametri trebali bi biti

na visokoj tehni¢koj razini i pokazali su se neprovedivima.®
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Tablica 1. Definicije metabolickog sindroma prema prijedlozima Svjetske zdravstvene

organizacije (WHO), Nacionalnog programa obrazovanja o kolesterolu u SAD-u (NCEP),

Ameri¢kog udruzenja klini¢kih endokrinologa (AACE) i Medunarodnog udruZenja za dijabetes

(IDF)
Svjetska Nacionalni Americko
ORGANIZACIJA / zdravstvena bprogram. udruzenje  Medunarodno
UDRUGA organizacija obrazovanja kllnl_cklh l_l_druzen]e y £
(WHO) 0 kolesterolu  endokrinologa dijabetes (IDF)
(NCEP) (AACE)
diabetes
mellitus, povecéan opseg
intolerancija kombinacija struka (kriterij
glukoze, bilo kojatri | . ... . .. . je etnicki
. . ey indicirani riziéni cpew
inzulinska rizi¢na Simbenici specifi¢an) +
rezistencija + ¢imbenika ili dva ili vise
bilo koja dva ili vise njih riziénih
vise rizi¢nih ¢imbenika
¢imbenika
indeks tjelesne indeks tjelesne
mase (BMI) > mase (BMI) >
2 -2
30 :(/?I im opseg struka 25 kig m opseg struka
omjer struk- 2>102 cm (M) opseg struka 2>94 cm (M)
bokovi=09 | =88em@ | Sqgpemmy | =80em (@)
M) > 88 cm (Z)
> 0,85 (2)
>6,1 >6,1 >5,6
>1,7 >17 >17 >1,7
<0,9 (M) < 1,036 (M) < 1,036 (M) < 1,036 (M)
<1,0(2) < 1,295 (2) < 1,295 (2) < 1,295 (7)
> 140/90 > 130/85 > 130/85 > 130/85
> 30 mg
albumina /g
Kreatina

Kratice: M — muskarci; Z — Zene; indeks tjelesne mase (BMI, engl. Body Mass Index)
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Prema definiciji Nacionalnog programa obrazovanja o kolesterolu (NCEP ATP IlI) iz
Sjedinjenih Americkih Drzava, osoba ima metabolicki sindrom ukoliko ispunjava tri ili viSe od
sljede¢ih uvjeta koji ukljuCuju visceralnu pretilost, hipertrigliceridemiju, snizeni HDL-
kolesterol u krv i, poviSen arterijski tlak i poviSenu koncentraciju glukoze u krvi na taste
(Tablica 1.).

Ova definicija se razlikuje od definicije Svjetske zdravstvene organizacije prvenstveno
u tome Sto prema NCEP ATP III inzulinska rezistencija nije obvezatan ¢imbenik za razvoj
metaboli¢kog sindroma. Uz to, ona prepoznaje abdominalnu pretilost kao ,,glavnog krivca* za
razvoj metabolickog sindroma, te time posljedi¢no indeks tjelesne mase (BMI) koji je
parametar za opéenitu pretilost, nije ukljuéen u definiciju.!3

Americko udruZenje klinickih endokrinologa (AACE) preferira koriStenje termina
»sindrom inzulinske rezistencije®, a ne termin ,,metabolicki sindrom®. Glavni kriterij koji
razmatraju jest snizena/smanjena tolerancija glukoze (IGT, engl. impaired glucose tolerance),
povisena koncentracija triacilglicerola, snizena koncentracija HDL-kolesterola, poviSen krvni
tlak i pretilost. Nisu specificirali odredeni broj kriterija za dijagnozu metaboli¢kog sindroma,
ve¢ to prepustaju klinickoj procjeni. Predlozili su da se u razmatranje pri klinickom
prosudivanju ukljuce ¢imbenici poput obiteljske povijesti bolesti kao Sto su ateroskleroticne
te druge ¢imbenike koji spadaju u hemodinamicke promjene, protromboti¢ne Cimbenike,
upalne biljege i endotelijalnu funkciju. Pacijenti sa Se¢ernom bolesti tipa 2 bili su iskljuéeni iz
definicije sindroma inzulinske rezistencije.

Medunarodno udruzenje za dijabetes (IDF) objavilo je globalnu, opée usuglaSenu
definiciju za metabolic¢ki sindrom, s razgrani¢enjima za rasu i spol.**

Obzirom na rasne i etnicke razlike izmedu populacijskih skupina, predlozen je novi
parametar — indeks centralne pretilosti (ICO, engl. the indeks of central obesity) definiran kao
omijer opsega struka i visine.!®

Prema smjernicama nekoliko usuglasenih medunarodnih 1 ameri¢kih udruga —
Medunarodnog udruzenja za dijabetes (International Diabetes Federation), Nacionalnog
instituta za srce, pluc¢a i krv (National Heart, Lung, and Blood Institute), Americke udruge za
srce (American Heart Association), Svjetske federacije za srce (World Heart Federation),
Medunarodnog drustva za aterosklerozu (International Atherosclerosis Society) i Medunarodne

udruge za proucCavanje debljine (International Association for the Study of Obesity) za
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dijagnozu metabolickog sindroma u konacnici se najées¢e primjenjuju Kriteriji od kojih moraju
biti zadovoljena barem tri (abdominalna pretilost, hipertrigliceridemija, smanjena koncentracija
HDL-kolesterola u krvi, hipertenzija i hiperglikemija) prema grani¢nim vrijednostima

navedenim u Tablici 1.

2.1.2. EPIDEMIOLOGIJA METABOLICKOG SINDROMA

Prevalencija metaboli¢kog sindroma u svijetu kreée se od manje od 10% do 84%, ovisno
o podru¢ju, urbanom ili ruralnom okolisu, spolu, dobi, rasi i etnickoj pripadnosti populacije te
koristenoj definiciji sindroma.'® ¥’ Medunarodno udruZenje za dijabetes (IDF) procjenjuje da
jedna &etvrtina odrasle svjetske populacije ima metabolicki sindrom.!? Visi socioekonomski
status, sjedilacki nacin Zivota i visoka vrijednost indeksa tjelesne mase (BMI) znacajno su
povezani s metabolickim sindromom. Geneticko nasljedstvo, prehrana, fizicka aktivnost,
pusenje, dijabetes u obiteljskoj povijesti 1 obrazovanje utjecu na prevalenciju metabolickog
sindroma i njegovih komponenti.'® Opazena prevalencija metaboli¢kog sindroma u objavljenoj
Anketi 0 nacionalnom zdravlju i pregledu prehrane (NHANES, engl. National Health and
Nutrition Examination Survey) medu populacijom Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava u periodu
izmedu 1988. 1 1994. godine iznosila je 5% kod ispitanika normalne teZine, 22% medu
ispitanicima prekomjerne tezine i 60% u pretilih osoba.® Prevalencija nadalje raste s dobi (10%
kod pojedinaca izmedu 20 1 29 godina, 20% kod pojedinaca u Zivotnoj dobi izmedu 40 i 49
godina i 45% kod pojedinaca u dobi izmedu 60 i 69 godina).?’ Prema Nacionalnom programu
obrazovanja o kolesterolu (NCEP ATP I1l), rasprostranjenost varira od 8% do 43% u muskaraca
te od 7% do 56% kod osoba Zenskog spola §irom svijeta.’® (Slika 1) Porast prevalencije javlja

se izmedu dvadesetih i Sezdesetih/sedamdesetih godina Zivota kod muskaraca i kod Zena.®®
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60~ .
] Zene
B Muskarci

Drzavalstarost (godine)
Slika 1. Prevalencija metaboli¢kog sindroma prema NCEP ATP III definiciji u nekim zemljama
Sirom svijeta (prilagodeno prema %)

Visoka je rasprostranjenost metaboli¢kog sindroma kod Zena u postmenopauzi, i krece
se izmedu 32,6% i 41,5%.?! Izvjestaj Framinghamske studije (engl. Framingham Heart Study)
indicira da je porast tjelesne mase > 2,25 kg u periodu od 16 godina povezan s preko 45%-tnim
porastom rizika od razvoja metaboli¢kog sindroma.?? Svako poveéanje od 11 cm u opsegu
struka povezano je s 80%-tnim povecanjem rizika za razvoj metaboli¢kog sindroma unutar 5
godina.?? Metabolicke promjene zbivaju se istovremeno, te ¢eSée nego $to bi se ocekivalo -
poklapanjem nekoliko ¢imbenika povisuje se kardiovaskularni rizik preko i iznad rizika
povezanog sa samim pojedina¢nim &imbenicima.?* Rizik se poveéava s brojem prisutnih
komponenata metaboli¢kog sindroma.?®

Prema Polji¢anin i sur. prevalencija metaboli¢kog sindroma u Republici Hrvatskoj je 39
do 42% u Zena i 28 do 35% u muskaraca, a razlike ovise o regiji i koristenom kriteriju.?°

Prema studiji koja je provedena u Baranji, na heterogenoj etnic¢koj skupini (populacija
Hrvata, Madara i Srba) sa sli¢nim stilom Zivljenja, prema NCEP kriterijima prevalencija je 40%
(35% u muskaraca 1 42% u zena), s indeksom tjelesne mase kao prediktorom pretilosti, odnosno
42% (52% u muskaraca i 39% u Zena) s omjerom struk/bokovi kao prediktorom pretilosti.?’ Uz

geneticke Cimbenike rizika, okoliSni ¢imbenici koji ukljucuju prehrambene navike i relativno
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urbani nacin zivota u modernom drustvu utjecali su na metabolicka svojstva i doveli do
povisenja prevalencije metaboli¢ckog sindroma.

U studiji provedenoj u juznom dijelu Hrvatske (otok Hvar), takoder prema NCEP
Kriterijima prevalencija metabolickog sindroma je 26% (32% u muskaraca i 24% u Zena) uz
koriStenje indeksa tjelesne mase kao prediktora pretilosti, dok prevalencija s omjerom
struk/bokovi kao prediktorom pretilosti iznosi 42% (57% u muskaraca i 36% u Zena).
Prevalencija je u ovom podrucju Republike Hrvatske nesSto niza no na sjeveru drzave (iako je u
sustini visoka), $to se djelomiéno tumaci mediteranskim tipom ishrane.?® U studiji koja je
obuhvacala ispitanike iz istrazivackog programa “1001 Dalmatinac” provedenog u 2002. i
2003. godini na devet otoka u Jadranskom moru, s kona¢nim uzorkom od 996 ispitanika, 34%
je ispunjavalo dijagnosticke kriterije za metaboli¢ki sindrom prema definiciji NCEP-ATP Ill, s
nizom prevalencijom za muskarce (28%) nego za Zene (39%).2° U multicentriénom istrazivanju
provedenom u Cetiri urbana srediSta, dva u kontinentalnom dijelu Republike Hrvatske
(Virovitica i Zagreb) i dva na Jadranskoj obali (Split i Omis$), u populaciji osoba starije zivotne
dobi (dob ispitanika bila je izmedu 70 i 90 godina starosti, a broj ispitanika bio je 320) znac¢ajno
niZa prevalencija metabolickog sindroma pronadena je medu ispitanicima iz manjih urbanih
centara (Virovitica 1 Omi§) u odnosu na vece urbane centre (Zagreb 1 Split) prema

dijagnostickom kriteriju Medunarodnog udruzenja za dijabetes (IDF).%

2.1.3. PATOFIZIOLOGIJA METABOLICKOG SINDROMA

S patofizioloskog stanovista, metaboli¢ki sindrom je kroni¢na upala niskog stupnja koja
je posljedica sloZene interakcije izmedu genetickih i okolisnih ¢imbenika. Navedene interakcije

samo su djelomicno razjasnjene (Slika 2).
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Slika 2. Patofizioloske interakcije u metabolickom sindromu (inzulinska rezistencija)

A: Slobodne masne kiseline (SMK) oslobadaju se u obilju iz adipoznog tkiva povecane mase.
U jetri, slobodne masne kiseline uzrokuju poviseno stvaranje glukoze i triacilglicerola te
sekreciju Cestica lipoproteina vrlo niske gusto¢e (VLDL). S time povezani poremecaji
lipida/lipoproteina ukljucuju redukciju HDL-kolesterola i povecanje gustoce lipoproteina niske
gusto¢e (LDL). Nadalje, slobodne masne kiseline smanjuju osjetljivost inzulina u misi¢ima
inhibiranjem preuzimanja glukoze posredovanog inzulinom. Povezana oStecenja ukljucuju
smanjivanje usmjeravanja glukoze u glikogen i poviSenu akumulaciju lipida u triacilglicerole.
Povisenje koncentracije glukoze u plazmi (i u odredenoj mjeri slobodne masne kiseline)
povisuju izlu¢ivanje inzulina iz guSterate Sto rezultira hiperinzulinemijom. Ishod
hiperinzulinemije moze biti povecana reapsorpcija natrija i poviSena aktivnost simpatickog
ziv€anog sustava Sto moze pridonijeti hipertenziji kao Sto bi mogla pridonijeti poviSena
koncentracija slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji.

B: Parakrini i endokrini u¢inak proinflamatornog stanja preklapaju se i potpomazu inzulinsku

rezistenciju nastalu radi prekomjernih slobodnih masnih kiselina. Proizvedeni u razli¢itim
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stanicama adipoznog tkiva (ukljucujuéi adipocite i makrofage nastale iz monocita) interleukin-
6 (IL-6) i ¢imbenik nekroze tumora oo (TNFa) povecano se izluCuju. Inzulinska rezistencija se
poveéava, kao i lipoliza triacilglicerola pohranjenih u adipoznom tkivu u slobodne masne
kiseline. PoviSena je koncentracija IL-6 i1 ostalih citokina u cirkulaciji, te moze povecati
nastanak glukoze 1 lipoproteina vrlo niske gustoc¢e u jetri 1 inzulinsku rezistenciju u misi¢ima.
Citokini i slobodne masne kiseline povecavaju proizvodnju fibrinogena i inhibitora-1 aktivatora
plazminogena (PAI-1) u jetri $to nadopunjuje prekomjernu proizvodnju PAI-1 u adipoznom
tkivu, a rezultira protrombotskim stanjem. Smanjeno nastajanje protuupalnog i inzulin-
osjetljivog citokina adiponektina takoder je povezano s metabolickim sindromom i moze

pridonijeti patofiziologiji sindroma. (prilagodeno prema ©)

Neki od biomarkera metaboli¢kog sindroma prikazani su na slici 3. Bit ¢e potrebna
daljnja istrazivanja kako bi se utvrdila uc¢inkovitost primjene ovih biomarkera u dijagnostici i

lijecenju u klini¢kom okruzenju.

o WE—g»
l monociti/makrofagi l
grelin { mokraéna kiselina’
. ey P.AIVI ¢
adipociti PON-1}

leptin /
adigonekitin | IL-6 *
PAI-14 IL-10 4
oksidirani LDL*
TNFa f

Slika 3. Biomarkeri metabolickog sindroma

PAI-1 - inhibitor-1 aktivatora plazminogena; TNFa - ¢imbenik nekroze tumora o; PON-1 —
paraoksonaza-1; IL-6 - interleukin-6; IL-10 — interleukin-10) (prilagodeno prema 3)
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Inzulinska rezistencija, visceralna debljina, aterogena dislipidemija, endotelna
disfunkcija, geneticka osjetljivost, povisen krvni tlak, hiperkoagulacijsko stanje i kroni¢ni stres

neki su od ¢imbenika koji ¢ine sindrom.” (Slika 4)
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Slika 4. Shematski prikaz metabolickog sindroma (prilagodeno prema ’)

2.1.3.1. ABDOMINALNA PRETILOST

Epidemija pretilosti pokrenuta je poviSenom konzumacijom jeftine, kalori¢ne hrane i

smanjenom fiziCkom aktivnosti. Adipozno tkivo je heterogeno i sastoji se od adipocita,
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stromalnih preadipocita, imunoloskih stanica i endotela. Odaziva se dinami¢no i hitro na
promjene u visku nutrijenata putem hipertrofije i hiperplazije adipocita.® S pretilosti i
progresivnim povecanjem adipocita, prokrvljenost adipocita se smanjuje, a slijedi je
hipoksija.® (Slika 5)

Slika 5. Prikaz adipoznog tkiva vitkih (lijevo) i pretilih osoba (desno)

Prikazani su adipociti s zutim lipidnim kapljicama i plavom citoplazmom. Kod vitkih osoba
citoplazma prikazana svjetlo plavom bojom predstavlja stanje normoksije, dok tamno plava kod
pretilog stanja predstavlja stanje hipoksije. Preadipociti su prikazani smedom bojom, makrofagi
zelenom, krvne Zile/stanice endotela crvenom, a vanstanicni matriks crnom bojom.
(prilagodeno prema °?)

Predmijeva se da hipoksija potice nekrozu i infiltraciju makrofaga u adipozno tkivo $to
dovodi do prekomjernog nastanka bioloski aktivnih metabolita — adipocitokina — koji ukljucuju
glicerol, slobodne masne kiseline, proinflamatorne medijatore: ¢imbenik nekroze tumora o
(TNFa, engl. tumor necrosis factor alpha) i interleukin-6 (IL-6), te inhibitor-1 aktivatora
plazminogena (PAI-1) i C-reaktivni protein (CRP). Kao posljedica javlja se lokalizirana upala
u adipoznom tkivu koja promice cjelokupnu sistemsku upalu. Komorbiditet povezan s
pretiloséu tako je povezan s upalnim procesom.>* Adipocitokini integriraju endokrine,
autokrine i parakrine signale kako bi posredovali u viSestrukim procesima koji ukljucuju
osjetljivost na inzulin,® oksidacijski stress,*® koagulaciju krvi, metabolizam i upalni odgovor,®’

za koje se smatra da ubrzavaju aterosklerozu, rupture plakova i aterotrombozu. To pokazuje da
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adipozno tkivo nije specijalizirano samo za pohranu i mobilizaciju lipida, ve¢ i osobit endokrini
organ koji oslobada brojne citokine. Slika 6 prikazuje interakcije adipokina, citokina i upalnih

markera koji pridonose razvoju metabolickog sindroma i njegovih komplikacija.

N

L
4 i J) |
- upalni markeri
o i ) R
visceralno adipozno tkivo l makrofagi/monociti
adipokini citokini

ol

METABOLICKI SINDROM
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bolest e
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<+— nealkoholna bolest masne jetre
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malignost zatajenje jetre

A\ 4
zatajenje bubrega

¢

Slika 6. Interakcije adipokina, citokina i upalnih markera koji pridonose razvoju metabolickog

sindroma i njegovih komplikacija (prilagodeno prema %)

2.1.3.2. SLOBODNE MASNE KISELINE

Potkozni adipociti gornjeg dijela tijela proizvode vecinu cirkuliraju¢ih slobodnih
masnih kiselina dok je sadrzaj intraabdominalnog masnog tkiva u pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijama slobodnih masnih kiselina u crijevima, §to bi moglo pridonijeti nakupljanju
masti u jetri.®® Akutna izlozenost skeletnih misi¢a povisenim koncentracijama masnih kiselina

inducira inzulinsku rezistenciju inhibicijom ulaska glukoze u stanice koja je posredovana
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inzulinom, dok kroni¢na izlozenost gusterace povisenoj koncentraciji masnih kiselina narusava
ulogu njenih pg-stanica.®® Slobodne masne kiseline povisuju proizvodnju fibrinogena i

inhibitora-1 aktivatora plazminogena (PAI-1).4°

2.1.3.3. INZULINSKA REZISTENCIJA

Inzulinska rezistencija definira se kao odgovor na inzulin manji od normalnog.
Karakteristike inzulin-ovisnog fenotipa uklju¢uju normalnu tjelesnu masu*! bez abdominalne
(visceralne) pretilosti,*? umjerenu tjelesnu aktivnost*® i konzumaciju hrane s malo zasiéenih
masnoc¢a.**  Alternativno, pojedinci s inzulinskom rezistencijom pokazuju smanjen
metabolizam glukoze ili toleranciju glukoze - promijenjenim odazivom na promjene
koncentracije glukoze; povisenu koncentraciju glukoze nataste i/ili o¢iglednu hiperglicemiju;
smanjeno djelovanje inzulina nakon intravenske primjene inzulina sa smanjenim uklanjanjem
glukoze posredovanim inzulinom i/ili smanjenje supresije endogene proizvodnje glukoze.
Definirana je kao patofiziolosko stanje u kojem normalne koncentracije inzulina ne izazivaju
adekvatni odaziv na inzulin u perifernim ciljnim tkivima kao $to su adipozno tkivo, miSi¢no
tkivo i jetra. Pod tim uvjetima f-stanice gusterace osoba rezistentnih na inzulin izlucuju vise
inzulina kako bi se nadvladala hiperglicemija. Tako se u rezistenciji na inzulin odredena
bioloSka djelovanja inzulina mogu nadoknaditi hiperinzulinemijom (npr. odrZavanje
normoglicemije), u tkivima s normalnom osjetljivosti na inzulin to moze dovesti do
prekomjernoga djelovanja inzulina.®® S vremenom, nesposobnost p-stanica gusterace da
proizvedu dostatne koli¢ine inzulina kako bi se ispravila inzulinska rezistencija u tkivima koja
su u pogorsanom stanju, vodi do hiperglicemije i o¢ite $ecerne bolesti tipa 2. Fizioloska
signalizacija inzulinom zbiva se nakon vezanja inzulina za inzulinski receptor (Slika 7), tirozin-

kinazu aktiviranu ligandom.
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Slika 7. Vezanje inzulina (zeleno) za inzulinski receptor (ljubicasto) aktivira transport glukoze

(Zuto) u stanicu. (preuzeto iz #')

Vezanje inzulina rezultira fosforilacijom nizvodnih supstrata i aktivacijom dva
usporedna puta: puta fosfoinozitid-3-kinaze (PI13K) i puta protein-kinaze aktivirane mitogenom
(MAPK) (Slika 8). U inzulinskoj rezistenciji je PI3K put pogoden a MAPK put se odvija
normalno. To vodi do promjene u ravnoteZi izmedu ova dva usporedna puta. Inhibicija PI3K-
Akt puta dovodi do smanjenja proizvodnje dusikova(Il) oksida (NO) u endotelu, Sto rezultira
endotelnom disfunkcijom i smanjenjem translokacije transportera glukoze GLUT4.8 U MAPK
putu kontinuiran je nastanak endotelina-1, vazokonstriktora i mitogenog stimulatora krvozilnih
glatkih miSi¢nih stanica. Inzulinska rezistencija time vodi do krvozilnih promjena koje
predisponiraju aterosklerozu. lako osobe rezistentne na inzulin ne moraju nuzno biti pretile,
obi¢no imaju poremecenu distribuciju masti koju karakterizira predominantno nakupljanje u
gornjem dijelu tijela. Abdominalna pretilost u snaznijoj je uzajamnoj vezi s inzulinskom

rezistencijom i metabolickim sindromom od pretilosti donjeg dijela tijela.*°
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ZDRAVO STANJE ORGANIZMA INZULINSKA REZISTENCUA
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Slika 8. Put fosfatidilinozitol-3’-kinaze (PI3K) i put mitogenom aktivirane protein-kinaze
(MAPK) u zdravom stanju organizma i inzulinskoj rezistenciji.

Pogorsanje u signalizaciji inzulin—PI3K—-Akt—-eNOS-NO definira klju¢ne karakteristike
inzulinske rezistencije i kardiovaskularne disfunkcije. Usporedna i uravnoteZena inzulinska
signalizacija izmedu PI3K—Akt-eNOS i Ras—-MAPK odrzava normalni kardiovaskularni rast,
metabolizam 1 djelovanje u zdravlju (lijevo). Inzulinska rezistencija diferencijalno pogada PI3K
i MAPK signalne putove, tj. PI3BK—Akt—eNOS signalizacija je smanjena dok je Ras—MAPK put
manje pogoden ili ¢ak povecan tijekom hiperinzulinemije (desno). Zbog sniZene aktivacije
protein-kinaze Akt smanjuje se fosforilacija eNOS. Osim toga hiperglikemija inducira
glikozilaciju eNOS koji se modificira s O-GIcNAc. Glikozilacija i smanjena fosforilacijaeNOS
dovode do smanjenja nakupljanja NO i mitohondrijske disfunkcije zbog Cega se povecava
stvaranje -Oz", rasprezanje eNOS i oksidacijski stres. S druge strane, upala aktivira iNOS $to
dovodi do prekomjernog nastanka NO i nitracijskog stresa, u kojem nastaje ONOO™ zbog
povisenih koncentracija -O2”~ i NO. Molekula ONOO™ izravno pridonosi endotelnoj i
miokardijskoj ozljedi te disfunkciji u inzulinskoj rezistenciji i srodnim kardiovaskularnim

bolestima.

Lana Feher Turkovié¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 18

Kratice: Akt, protein-kinaza B; BH4, tetrahidrobiopterin; Cyt C, citokrom c; eNOS, endotelna
sintaza dusikova(Il) oksida; GlcNAc, N-acetilglukozamin; iNOS, inducibilna izoforma sintaze
dusikova(II) oksida; MAPK, mitogenom aktivirana protein-kinaza; mKarp, mitohondrijska K*-
ATPaza; mPTP, mitohondrijska permeabilna tranzicijska pora; PI3K, fosfatidilinozitol-3’-

kinaza; P, fosforilacija; i SNO, S-nitrozotiol. (prilagodeno prema °°)

2.1.3.4. DISLIPIDEMIJA

Kvalitativne abnormalnosti lipida reflektiraju perturbacije u strukturi, metabolizmu i
bioloskoj aktivnosti aterogenih lipoproteina i antiaterogenog HDL-kolesterola, $to ukljucuje
povisenje koncentracije apolipoproteina B, povisenje koncentracije triacilglicerola, sniZzenje
koncentracije malih ¢estica LDL, i niske koncentracije HDL-kolesterola. Inzulinska rezistencija
dovodi do aterogene dislipidemije na nekoliko nac¢ina. Kao prvo, inzulin normalno suprimira
lipolizu u adipocitima, tako da poremecaj u inzulinskoj signalizaciji povisuje lipolizu, $to
dovodi do povisenja koncentracije slobodnih masnih kiselina. U jetrima, slobodne masne
kiseline sluze kao supstrat za sintezu triacilglicerola. Slobodne masne kiseline uz to stabiliziraju
nastanak apolipoproteina B, najvece proteinske komponente lipoproteina vrlo niske gustoce
(VLDL), $to rezultira dodatnom proizvodnjom VLDL. Kao drugo, inzulin u normalnim
uvjetima degradira apolipoprotein B kroz put fosfoinozitid-3-kinaze (P13K), tako da inzulinska
rezistencija izravno povisuje sintezu VLDL. Trece, inzulin regulira aktivnost lipoprotein-
lipaze, koja ogranicava brzinu uklanjanja VLDL i najznacajniji je posrednik u uklanjanju
VLDL. Dakle, hipertrigliceridemija u inzulinskoj rezistenciji je rezultat poviSenog nastanka
VLDL kao i smanjenog uklanjanja VLDL. VLDL se metabolizira u ostatne lipoproteine i male
guste Cestice LDL. I jedne 1 druge Cestice mogu potaknuti stvaranje ateroma. Triacilgliceroli u
VLDL prenose se u HDL kolesteril-ester transportnim proteinom (CETP, engl. cholesteryl ester
transfer protein) u zamjenu za estere kolesterola, §to rezultira ¢esticama HLD obogac¢enima
triacilglicerolima i VLDL &esticama obogac¢enima kolesteril-esterima. Cestice HLD obogaéene
triacilglicerolima bolji su supstrat za jetrenu lipazu, tako da se hitro uklanjaju iz cirkulacije, a
preostale ¢estice HDL sudjeluju u transportu kolesterola iz krvnih zila. Prema tome, u jetrima
inzulin rezistentnih pacijenata, tok slobodnih masnih kiselina je visok, sinteza triacilglicerola i
pohrana su povisene, a visak triacilglicerola se lu¢i kao VLDL.%! Najveéim dijelom, vjeruje se

da je dislipidemija povezana s inzulinskom rezistencijom izravna posljedica povisene sekrecije
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VLDL iz jetara.>® Ti poremeéaji blisko su povezani s oksidativnim stresom i endotelnom
disfunkcijom, te time jacaju proinflamacijsku prirodu makrovaskularnih aterosklerotickih

bolesti.

2.1.3.5. HIPERTENZIJA

Bazi¢na hipertenzija Cesto je povezana s viSe metaboli¢kih poremecaja od kojih su
najée$ce pretilost, intolerancija glukoze i dislipidemija.>® Rezultati provedenih istrazivanja
navode da i hiperglicemija i hiperinzulinemija aktiviraju sustav renin-angiotenzin (RAS, engl.
renin angiotensin system) povisenjem ekspresije angiotenzinogena, angiotenzina Il (AT 1) i
AT1 receptora koji zajedno mogu pridonijeti razvoju hipertenzije u pacijenata s inzulinskom
rezistencijom.® Inzulinska rezistencija i hiperinzulinemija vode do aktivacije simpati¢kog
Ziv€anog sustava Sto rezultira reapsorpcijom natrija u bubrezima, poviSenjem sr¢anog minutnog
volumena, vazokonstrikcijom arterija i posljedi¢no hipertenzije.>® U odgovoru na angiotenzin
II adipociti takoder proizvode aldosteron, signalnim putem ovisnim o Kkalcineurinu.*
Aldosteron proizveden u adipocitima regulira diferencijaciju samih adipocita i krvozilni sustav
u autokrinom i parakrinom smislu, te se u tom smislu na adipocite moze gledati kao na

minijaturne sustave renin-angiotenzin-aldosteron.
2.1.3.6. ISHRANA

Unos hrane u organizam s velikim udjelom masti povezan je s oksidacijskim stresom i
aktivacijom proupalnog transkripcijskog jezgrinog ¢imbenika kappa B (NF-«xB, engl. nuclear
factor xB).%" Ishrana bogata voéem i vlaknima nema kapaciteta za poticanje upalnih procesa u
usporedbi s ishranom bogatom mastima, ¢ak i kod jednakog sadrzaja kalorija.%®

2.1.3.7. GENETICKE PREDISPOZICIJE

Postoje razli¢ita misljenja o definicijama metabolickog sindroma, a provedene studije

imaju relativno malu snagu i tesko je detektirati suptilan uc¢inak genetickih varijacija, te je stoga
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teSko secirati genetiku metabolickog sindroma.®® Znacajno medudjelovanje genetickih
¢imbenika i ¢imbenika okolisa ocituje se u velikim razlikama u osjetljivosti i dobi pojedinaca
na vrlo sli¢ne profile rizika.’® Neke osobe koje nisu pretile prema tradicionalnim mjerama,
usprkos tomu su rezistentne na inzulin i imaju aberantne razine metaboli¢kih rizi¢nih
¢imbenika. Moguce je da ekspresija svakog metabolickog ¢imbenika rizika spada samo
djelomic¢no pod svoju vlastitu geneticku kontrolu, $to utjece na odgovor na razlicite izloZenosti
okoliSa. Primjerice, razni polimorfizmi u genima koji utjeCu na metabolizam lipoproteina
povezani su s pogorSavanjem dislipidemije medu pretilim osobama.®! Isto tako, geneticka
predispozicija za neispravno izlu¢ivanje inzulina u kombinaciji s inzulinskom rezistencijom
podize koncentraciju glukoze u plazmi do abnormalnih vrijednosti.®?

“63 pojedinci koji zive u surovom okolidu s

Prema ,hipotezi Stedljivog genotipa
nestabilnom opskrbom hranom, povecali bi svoju vjerojatnost preZivljavanja ukoliko bi mogli
dovesti do maksimuma pohranu viska energije. Geneticka selekcija tako bi pogodovala
»energetsko-ocuvajuéim™ genotipovima u takvom okolisu. Drugim rije¢ima, predlozeni geni
kandidati za metaboli¢ki sindrom umije$ani su u pohranu energije i ¢esto podrzavaju Stedljivi
fenotip.% Medu genima kandidatima spominju se geni za Ps-adrenergicki receptor, lipazu
osjetljivu na hormone, lipoprotein-lipazu, supstrat za inzulinski receptor 1 (IRS-1; engl. Insulin
receptor substrate 1), glikoprotein-1 plazma stanica (PC-1; engl. plasma cell glycoprotein 1) i
glikogen-sintazu skeletnih misi¢a, premda su medu genima koji pridonose metabolickom
sindromu i nadalje primarni kandidati geni koji reguliraju lipolizu i termogenezu.®® Odabrane
geneticke varijacije preferirane tijekom malnutricije mogle bi postati nepovoljne kada se
poboljsa prehrana. Ta hipoteza pretpostavlja da Ceste geneticke varijante Stedljivih gena
predisponiraju metaboli¢kom sindromu. Sli¢na hipoteza postavljena je i 1992. godine.®® Prema
ovoj hipotezi, dojencad koja je iskusila intrauterinu pothranjenost, mozda se adaptirala na slabu
ishranu smanjenjem troSenja energije 1 postajuéi ,,Stedljiva“. Takve metabolicke adaptacije su
blagotvorne kada su pojedinci slabo hranjeni tijekom djetenjstva i zrele dobi, ali s povec¢anim
unosom hrane prilagodbe viSe nisu blagotvorne 1 mogu dovesti do povecanog rizika od
metaboli¢kog sindroma u kasnijem Zivotu. Podrska toj hipotezi proizlazi iz opazene
povezanosti niske porodajne mase s kasnijim razvojem inzulinske rezistencije i Sec¢erne bolesti
tipa 2 u razli¢itim populacijama.®’

Mnogi geneticki polimorfizmi mogli bi biti umijeSani u patogenezu metabolickog

sindroma. Geni odgovorni za metabolizam i transport lipida, regulaciju arterijskog krvnog
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tlaka, transport, regulaciju i metabolizam glukoze, hormonalne ¢imbenike i ostale cimbenike
mogu doprinijeti razvoju metaboli¢kog sindroma.®® Genima kandidatima koji najvise
»obecavaju®“ smatraju se oni koji su povezani s najmanje dva Cimbenika metabolickog
sindroma, kao $to su oni za adrenergicke B-receptore (ADRB1, ADRB2 i ADRB3) koji su
povezani s pretiloSéu, hipertenzijom i intolerancijom glukoze.®® Nekoliko potencijalnih
kandidata predlozeno je radi njihovog bioloskog znacaja, kao $to su geni za balans energije u
sustavu, za particioniranje nutrijenata, metabolizam lipida i inzulina, lipolizu, termogenezu,
oksidaciju metabolickog goriva i ulazak glukoze u skeletne misi¢e. Mnogi od tih gena povezani
su s metabolickim sindromom kod razli¢itih etni¢kih populacija, a ukljucuju gene za
adiponektin, receptor za aktivator proliferacije peroksisoma (PPAR), adrenergicke 3-receptore,
supstrat za inzulinski receptor 1, C-reaktivni protein, ¢imbenik nekroze tumora a, uzvodni
transkripcijski faktor 1, skupinu diferencijacije 36 (CD36, engl. cluster of differentiation 36),
glikogen-sintazu skeletnih migic¢a, 11 p-hidroksisteroid-dehidrogenazu tip 1 (11p-HSD1), itd.”
(Tablica 2).
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Tablica 2. Geni kandidati povezani s metaboli¢ckim sindromom

GENI KANDIDATI

leptin

receptor za leptin

receptor za melanokortin

pro-opiomelanokortin (POMC)

adiponektin

B-adrenergicki receptori

protein-nosa¢ masnih kiselina 2

lipaze

proteini razdvajanja

receptor za aktivator proliferacije peroksisoma
(PPAR)

glikoprotein-1 plazma stanica

supstrati inzulinskog receptora

glikogen-sintaza 1 skeletnih misica

kalpain-10

skupina diferencijacije 36

apolipoprotein E

apolipoprotein A

apolipoprotein C

uzvodni ¢imbenik transkripcije 1

11 B-hidroksisteroid-dehidrogenaza tip 1

receptor za aktivator proliferacije peroksisoma
(PPAR)

¢imbenik nekroze tumora o

C-reaktivni protein
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2.1.3.8. OSTALI CIMBENICI

Nize navedeni ¢imbenici povezani su s razvojem metabolickog sindroma, ali joS uvijek

nemaju dijagnosticki znacaj.

2.1.3.8.1. ENDOTELNA FUNKCIJA

Razli¢iti ¢imbenici poput oksidacijskog stresa, hiperglicemije, slobodnih masnih
kiselina, slozenih produkata glikozilacije, upalnih citokina ili adipokina uzrokuju nemoguénost
endotela da obavlja svoje normalne fizioloske i zaStitne mehanizme. Imunoloske stanice igraju

vaznu ulogu u svim fazama procesa ateroskleroze.’* (Slika 9)

Slika 9. Razvojne faze ateroskleroze (preuzeto iz '?)

Snizenje koncentracije dusikova(Il) oksida, klju¢nog regulatora homeostaze endotela,

te poviSenje koncentracije reaktivnih kisikovih vrsta rezultira endotelnom disfunkcijom i

proaterogenim Zilnim koritom.”
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2.1.3.8.2. C-REAKTIVNI PROTEIN (CRP)

C-reaktivni protein (CRP) po strukturi pripada obitelji pentraksina, Kkalcij-vezucih
proteina sa svojstvima imunosne obrane. Graden je od pet istovjetnih, neglikoziliranih
podjedinica sastavljenin od jedinstvenoga polipeptidnog lanca od 206 aminokiselina.
Molekularna masa CRP-a je 118 kDa. Sintetizira se u jetri (u normalnim fizioloskim uvjetima
1-10 mg/dan, a u akutnoj upali > 1 g/dan) nakon indukcije s obitelji citokina IL-6, dok moguca
sinteza izvan jetre ne pridonosi vrijednostima CRP-a u bolesnikovu serumu. Vrijednosti CRP-
a u krvi mogu biti povecane i do 2000 puta. CRP djeluje u neadaptacijskom obrambenom
mehanizmu, opsonizirajuci i invadiraju¢i mikroorganizme za fagocitozu. Ima svojstvo vezanja
Sirokog raspona endogenih i1 egzogenih liganda, ¢ime se olakSava njihovo uklanjanje iz tkiva i
krvi. U prisutnosti kalcijevih iona CRP moze vezati ne samo polisaharide prisutne u vecini
bakterija, gljivica i nekih parazita nego i produkte nekroti¢nih i istroSenih stanica, kao i
membranskih fragmenata (vezanjem npr. na fosforilkolin, lecitin, DNA), a u odsutnosti
kalcijevih iona veze polikatione (npr. histone). Kada se poveze s jednim od liganada, CRP je
sposoban aktivirati brojne bioloSke sustave, ¢iji je rezultat uklanjanje liganda procesima
aktivacije komplementa, fagocitoze, makrofagima slezene koji ¢iste CRP presvucen ligandom,
vezanjem CRP-a na specifi¢ne limfocite T i B i povecanjem aktivnosti NK-stanica (engl.
natural Killer). U organizmu se razgraduje topljivim proteazama na mjestu upale.’

PoviSena koncentracija C-reaktivnog proteina (Slika 10) povezana je s inzulinskom
rezistencijom,” hiperglicemijom i veé¢im opsegom struka,’® te indeksom tjelesne mase.”’
Vrijednosti su ¢eS¢e povisene kod pretilih osoba s inzulinskom rezistencijom nego kod pretilih

osoba s inzulinskom osjetljivoséu.’
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Slika 10. Trodimenzionalna struktura C-reaktivnog proteina. (preuzeto iz ')
A/ kalotni model s naglaSenom strukturom homopentamera

B/ kalotni model u istoj orijentaciji

Nadalje, bez obzira na prisustvo ili stupanj metaboli¢kog sindroma u pojedinca,
koncentracije CRP neovisno o tome predvidaju pojavnost kardiovaskularnih bolesti u
buduénosti,® ili je ve¢ utvrdena pozitivna korelacija.®! Buduéi da je metabolicki sindrom
povezan s moguéom pojavhosti kardiovaskularnih bolesti u buduénosti pojedinca,
koncentracije CRP mogle bi postati vazni nezavisni prediktor nezeljenih posljedica

metabolickog sindroma.

2.1.3.8.3. HIPERKOAGULACIJSKO STANJE

Proupalno stanje karakteriziraju poviSene vrijednosti citokina 1 reaktanata akutne faze
(npr. C-reaktivnog proteina) u cirkulaciji. Protrombotic¢ko stanje je patolosko stanje organizma
koje nagovjestavaju anomalije prokoagulacijskih faktora, tj. povisenje koncentracija
fibrinogena, faktora VII i faktora VIII, kao i antifibrinolitickog faktora (PAI-1) te endotelna
disfunkcija. Koncentracija fibrinogena i reaktanata akutne faze poput CRP, raste u odazivu na
stanje visoke koncentracije citokina®, sto pokazuje da bi protrombotska i proupalna stanja

mogla biti metabolicki povezana.
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2.1.3.8.4. ADIPONEKTIN

Adipocitokin adiponektin, protein s ulogom hormona, sudjeluje u regulaciji
metabolizma lipida i glukoze, povisuje inzulinsku osjetljivost, regulira unos hrane i tjelesnu
masu, te djeluje protektivnho protiv kronicne upale. Cirkulira krvotokom u trimernom,
heksamernom i obliku visoke molekulske mase. Koncentracije adiponektina u serumu u
negativnoj su korelaciji s pretilosti, inzulinskom rezistencijom i ostalim metabolickim
poremecajima povezanima s debljinom.®* Djeluje antiaterogeno, inhibira endotelnu aktivaciju,
reducira promjenu makrofaga u pjenaste stanice, inhibira proliferaciju glatkih misi¢nih stanica
i pregradnju arterija koja karakterizira razvoj zrelih aterosklerotskih plakova.®® (Slika 11)
Adiponektin je obrnuto povezan s rizicnim ¢imbenicima za razvoj kardiovaskularnih bolesti

kao $to je visok krvni tlak, povisene koncentracije LDL-Kolesterola i triacilglicerola.®®-8’

ADIPONEKTIN

adipozno tkivo %

monociti adhezijske
z molekule
endotelne stanice
. e X o 4 . o X o
T ~y FE
NFa Y

B- makrofagi

L. o X o X o - o Jb &

glatke miSicne stanice
Slika 11. Molekularni mehanizam antiaterogenog djelovanja adiponektina

Adipozno tkivo izlucuje adiponektin koji se transportira u ozlijedene arterije i Stiti ih od razvoja
aterogenih krvozilnih promjena. Kratice: HB-EGF - endotelni faktor rasta koji veze heparin,

TNFa- ¢imbenik nekroze tumora o (prilagodeno prema %)

Ova protuupalna molekula u negativnoj je vezi s Sirim opsegom struka, tjelesnom
masom i ve¢im indeksom tjelesne mase, a pozitivna veza postoji s viSom koncentracijom HDL-
kolesterola.® 8 Ekspresiju i sekreciju adiponektina reduciraju ¢imbenik nekroze tumora o
(TNF)® i interleukin-6 (IL-6)°!. Akumulacija adipocita dovodi do neregulirane proizvodnije

adipokina, §to pridonosi razvoju metaboli¢kog sindroma.®
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2.1.3.8.5. LEPTIN

Adipokin leptin (Slika 12) umijeSan je u regulaciju sitosti i unosa energije.”
Koncentracija leptina u plazmi povisuje se tijekom razvoja debljine i smanjuje prilikom gubitka
tezine. Receptori za leptin pretezito se nalaze u hipotalamusu i mozdanom deblu, a signali kroz
te receptore kontroliraju sitost, troSenje energije i neuroendokrine uloge. Vecina pojedinaca s
prekomjernom tjelesnom tezinom i pretile osobe imaju povisenu koncentraciju leptina koji ne
gusi apetit, tj. imaju rezistenciju na leptin. Pretpostavlja se da je rezistencija na leptin osnova
patologije pretilosti.* Osim utjecaja na apetit i metabolizam, leptin djeluje u hipotalamusu kako

bi se povisio krvni tlak putem aktivacije simpati¢kog zivéanog sustava.*®

Slika 12. Trodimenzionalni vrpcasti prikaz strukture proteina leptina. (preuzeto iz %)

Budu¢i da je koncentracija leptina u plazmi u korelaciji s debljinom, hiperleptinemija
se uzima u razmatranje kao samostalan rizi¢ni ¢imbenik za kardiovaskularne bolesti.%’
2.1.3.8.6. INTERLEUKIN-6 (IL-6)

Interleukin-6 je citokin koji uz ostale uloge, ima ulogu u upalnim i protuupalnim

procesima. Receptor za interleukin-6 eksprimira se i u odredenim dijelovima mozga, kao $to je

hipotalamus, u kojem kontrolira apetit i unos energije.®® Interleukin-6 primarno nastaje na

Lana Feher Turkovié¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 28

mjestima akutne i kroni¢ne upale a oslobada ga adipozno tkivo i skeletni migi¢i.*® Vazna je
determinanta proizvodnje C-reaktivnog proteina u jetri i stimulira njegov nastanak.!®
Suprimira aktivnost lipoprotein-lipaze i pozitivno je povezan s indeksom tjelesne mase,'%
koncentracijom inzulina nataste, razvitkom $ecerne bolesti tipa 2,'% a negativno je povezan s
HDL-kolesterolom.!®® U pacijenata s metabolickim sindromom, interleukin-6 i C-reaktivni
protein znacajno su povezani s indeksom tjelesne mase, opsegom struka i omjerom struk —

bokovi.1%*

2.1.3.8.7. INTERLEUKIN-10 (IL-10)

Interleukin-10 (IL-10) je predominantno protuupalni citokin koji ima ulogu u modulaciji
upalnog procesa. Izluéuju ga monociti ili M2 makrofagi. Jedna od njegovih uloga je
unaprijedivanje normalnog oblikovanja tkiva nakon upalnog odgovora.!** IL-10 ima
antagonisti¢ko djelovanje onomu IL-6 i TNF-.10% 106

Niske koncentracije IL-10 povezane su s inzulinskom rezistencijom i $ecernom bolesti
tipa 2. Nadalje, koncentracije IL-10 u obrnutoj su korelaciji s koncentracijama ukupnog
kolesterola, LDL, triacilglicerola i glukoze u krvi, a pozitivno su povezane s koncentracijom
HDL.2%” Koncentracije 1L-10 povisene su u pretilih Zena u usporedbi s koncentracijama u Zena
normalne tjelesne mase, ali koncentracije IL-10 znacajno su nize i u pretilih Zena i u Zena
normalne mase s metaboli¢kim sindromom.!®® U drugim istrazivanjima koncentracije 1L-10

bile su sniZene i u Zena i u muskaraca s metaboli¢kim sindromom. %% 110

2.1.3.8.8. INHIBITOR-1 AKTIVATORA PLAZMINOGENA (PAI-1)

Inhibitor-1 aktivatora plazminogena (PAI-1) u fizioloskim uvjetima izlucuje Se u
cirkulaciju ili vanstani¢ni prostor iz unutar-abdominalnih adipocita, endotelnih stanica,
krvozilnih glatkih migi¢nih stanica, trombocita ili hepatocita.?® U patoloskim uvjetima PAI-1 je
induciran mnogim proupalnim i prooksidacijskim ¢imbenicima. Primjerice, kada su poviSene
koncentracije ¢imbenika nekroze tumora o (TNF-a), transformirajuc¢eg ¢imbenika rasta [
(TGF-B, engl. transforming growth factor beta), angiotenzina Il, glukokortikoida i inzulina,

adipociti su stimulirani povisivati koncentraciju PAI-1. Hipoksija i reaktivne vrste kisika (ROS,
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engl. Reactive Oxygen Species) takoder povisuju koncentraciju PAI-1. Tako povisene

koncentracije PAI-1 posljedi¢no utjecu na krvne zile, signalizaciju upalnih procesa, debljinu i

inzulinsku rezistenciju.tt

Aberantne koncentracije PAI-1 povezane su s ve¢im brojem patoloskih bolesti. Visoke
koncentracije u pozitivnoj su vezi s trombotickim krvozilnim stanjima kao §to je sr¢ani udar i
tromboza dubokih vena. Smatra se da su visoke koncentracije PAI-1 snazan ¢imbenik rizika

za koronarne bolesti arterija, te su postojali prijedlozi da se njegove koncentracije koriste kao

samostalan ¢imbenik za procjenu kardiovaskularnog rizika. 12 113

Veza izmedu PAI-1 i metabolickog sindroma je odavno utvrdena. PovisSene

koncentracije PAI -1 u snaznoj su korelaciji s metabolickim sindromom (Slika 13).

prosireno i
( upaljeno
>

adipozno tkivo

steatoza jetre

fetuin B FI
inzulinska rezistencija
u hepatocitima

v
nekontrolirana

lipoliza

receptor za inzulin

slobodne masne Kkiseline

Slika 13. Shematski prikaz interakcija izmedu prosirenog i upaljenog adipoznog tkiva,

metaboli¢kog sindroma i steatoze jetara, te posredne uloge PAI-1. (prilagodeno prema 11¢)

Kratice: DAG: diacilgliceroli; PKC-g: protein kinaza C-¢; PAI-1: inhibitor-laktivatora

plasminogena

Kod tezih oblika metabolickog sindroma koncentracije PAI-1 su vise.** 1% PAI-1 je

snazno povezan s komponentama metabolickog sindroma — indeksom tjelesne mase,
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povisenom koncentracijom triacilglicerola i inzulinskom rezistencijom.!'! Koncentracije PAI-
1 snizavaju se s gubitkom tezine, restrikcijom kalorija, smanjenjem udjela tjelesnog masnog

117, 118

tkiva i poboljSanjem stanja inzulinske rezistencije, a rastu s povecanjem abdominalne

pretilosti,’® ¢ime raste rizik od krvoZilne tromboze i $tetnih kardiovaskularnih ishoda.'?°

2.1.3.8.9. CIMBENIK NEKROZE TUMORA o (TNF @)

Cimbenik nekroze tumora o je proupalni citokin, parakrini medijator, kojeg izlucuje
visceralno adipozno tkivo.!?* (Slika 14) Moze djelovati lokalno i snizavati inzulinsku
osjetljivost adipocita.®® Buduéi da je Sesta karakteristika metaboli¢kog sindroma poremeéena
regulacija adipocita, takvi adipociti pokazuju tendenciju izluc¢ivanja TNFa, IL-6 i drugih
proupalnih adipokina u poviSenim koncentracijama. SrediSnja pretilost kao sastavnica

metaboli¢kog sindroma mogla bi biti ¢imbenik rizika za rast koncentracije TNFo.%

Slika 14. Trodimenzionalna struktura ¢imbenika nekroze tumora o (TNFa).

(lijevo — kalotni model; desno — vrpéasti prikaz) (preuzeto iz 12?)

TNFo bi mogao znacajno pridonositi razvoju i progresiji bolesti povezanih s
metabolickim sindromom. U istraZivanju s ispitanicima srednje zivotne dobi s metabolickim
sindromom, utvrdeno je da su poviSene koncentracije TNFa i ostalih proupalnih citokina
povezane s inzulinskom rezistencijom i hipertrigliceridemijom. Koncentracije TNFa, 1L-6 i
leptina u tih pacijenata su bile vise nego u ispitanika iz kontrolne skupine, $to indicira da su ovi
citokini izravno povezani s metaboli¢kim sindromom.'?®> TNFa je glavni autokrini/parakrini

¢imbenik koji pokreée ludenje slobodnih masnih kiselina (FFA) iz masnog tkiva u krvotok.?*
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U studiji metaboli¢kog sindroma u kojoj su sudjelovali ispitanici s koronarnom bolesti arterija
(CAD, engl. Coronary Artery Disease), koncentracije TNFa bile su znacajno viSe nego u
kontrolnoj skupini.*?®® I u drugim su istraZivanjima povisene koncentracije TNFa znadajno

povezane s metaboli¢kim sindromom, kao i s inzulinskom rezistencijom.*?

2.1.3.8.10. GRELIN

Grelin je neuroendokrini hormon koji se primarno izlu¢uje iz Zeluca te izravno stimulira
tek (apetit) aktivacijom sekretagognog receptora 1a hormona rasta (receptora za grelin; GHSR;
eng. Growth hormone secretagogue receptor 1a) u hipotalamusu, i neizravno povisenjem
ekspresije oreksigenih peptida, kao §to je neuropeptid Y (NPY).1?" 128 Budu¢i da je antagonist
vazokonstriktora poput endotelina 1, a unaprijeduje u¢inke vazodilatatora poput dusikova(Il)
oksida,'?® grelin moze djelovati protektivno na krvne Zile. Grelin promice lipolizu putem
stimulacije protein-kinaze aktivirane AMP-om (AMPK, engl. AMP-activated protein
kinase).1?

Metabolicki sindrom povezan je s nizim koncentracijama grelina. Progresivno
snizavanje koncentracije grelina povezano je s povecanjem ozbiljnosti metabolickog sindroma.
Koncentracija grelina je visa u Zzena nego u muskaraca,'®® a smanjuje se s porastom broja
riziénih ¢imbenika.’®® 13! Niske koncentracije grelina povezane su s pretilosti, inzulinskom
rezistencijom i hipertenzijom.132 13 134 poyezanost metabolickog sindroma i niske
koncentracije grelina objaSnjava se prvenstveno odnosom sindroma s pretilosti, budu¢i da
pretili pacijenti s metaboli¢kim sindromom imaju niZe koncentracije grelina od nepretilih
ispitanika.'*® Medu pretilim pacijentima, koncentracije grelina su niZe u inzulin-rezistentnih
pacijenata, u usporedbi s inzulin-osjetljivim pretilim pacijentima.’*® Navedena povezanost
grelina s komponentama metabolickog sindroma ¢ini ga djelotvornim biomarkerom

metaboli¢kog sindroma.

2.1.3.8.11. MOKRACNA KISELINA

Mokraéna kiselina je endogeni produkt terminalne degradacije produkata katabolizma
purina (Slika 15).
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Nastaje u jetri, primarno se izluCuje se bubrezima, a sekundarno intestinalnim traktom.

Slika 15. Struktura mokracne kiseline.
(na vrhu - strukturna formula; u sredini — kuglasto-stapicasti model; na dnu — kalotni

model) (preuzeto iz *¥7)

Izvan stanica mokra¢na je kiselina u topljivom obliku, pokazuje antioksidacijski
kapacitet i moze biti odgovorna za 2/3 antioksidacijskog kapaciteta plazme, gdje kelira metale
i veze radikale kisika (reaktivne oblike kisika). Za antioksidacijsko djelovanje mokra¢ne
kiseline u plazmi, tj. za uklanjanje reaktivnih oblika kisika, nuzno je prisustvo askorbinske
kiseline (vitamina C). Mokra¢na kiselina reagira i s reaktivnim oblicima dusika, primjerice s
peroksinitritom. Medutim, unutar stanica ima pro-upalnu i prooksidacijsku aktivnost djelujuci
na put ovisan o NADPH-oksidazi. Mokraéna kiselina je cirkuliraju¢i marker za oksidacijska
ostecenja u uvjetima ishemicne jetre, ateroskleroze, dijabetesa i kroni¢énog zatajenja srca.®®
Kao pro-oksidans, u ishemi¢nim uvjetima ili kao rezultat oStecenja tkiva, mokrac¢na kiselina
oksidira lipide, §to rezultira upalom koja ometa povratni transport kolesterola.’®® Isto tako
mokraéna kiselina smanjuje raspolozivost duSikova(Il) oksida, Sto rezultira smanjenom

vazodilatacijom 1 veéim brojem razli¢itih reaktivnih vrsta kisika. Hiperurikemija ili

hiperuricemija (koncentracija mokraéne kiseline u plazmi > 0,41 mmol/L)!* je dobro poznat
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¢imbenik rizika za ateroskleroticke dogadaje kao $to su sr¢ani i mozdani udar, i povezana je s
drugim kardiovaskularnim ¢imbenicima rizika kao S$to su hipertenzija i dislipidemija.
Pronadena je pozitivna povezanost izmedu mokrac¢ne kiseline i indeksa tjelesne mase, krvnog
tlaka i triacilglicerola, a negativna korelacija s HDL-kolesterolom.*! Koncentracija mokraéne
Kiseline u serumu znacajno je povisena u muskaraca i zena s abdominalnom pretilosti, niskom
koncentracijom HDL-kolesterola i hipertenzijom.*? U nekoliko studija otkriveno je da je
koncentracija mokraéne kiseline zna¢ajno povisena u ispitanika s metaboli¢kim sindromom, da
raste s brojem sastavnica sindroma i da je pokazatelj loseg profila kardiovaskularnog rizika.'4?
143,144 Procijenjeno je da osobe s visokom koncentracijom mokraéne kiseline u serumu imaju
1,6 puta veéi izgled za razvoj metaboli¢kog sindroma.'*® Bliska veza izmedu mokraéne kiseline

i prisutnosti metaboli¢kog sindroma dokazana je u djece, adolescenata i odraslih osoba.1#®

2.1.3.8.12. OKSIDIRANI LIPOPROTEINI NISKE GUSTOCE (oxLDL)

Oksidirani lipoproteini niske gustoce (0XLDL; engl. Oxidized LDL) su produkti
oksidacije lipida i mogu sluziti kao marker oksidacijskog stresa. Oksidacija lipida doprinosi
stvaranju reaktivnih vrsta kisika (ROS, (engl. Reactive Oxygen Species), koje su komponente
oxLDL. Proizvodi oksidacije lipida ROS i oxLDL u niskim koncentracijama mogu posluziti
kao signalne komponente za puteve stani¢nih antioksidansa, koji ukljuc¢uju Hem-oksigenazu
(HO-1; engl. Heme Oxygenase) i glutation. Medutim, ako je antioksidacijski kapacitet stanica
nedjelotvoran, kao $§to se Cesto vidi u metabolickom sindromu, onda ti spojevi pridonose
oksidacijskoj kaskadi koja eventualno vodi do oStecenja stanice i apoptoze.}*’ To
rasprostranjeno oStecenje stanica i stani¢na smrt mogu doprinijeti krvozilnoj disfunkciji ¢esto
videnoj u metabolickom sindromu, dok disfunkcionalni oxLDL moze dodatno doprinijeti
dislipidemiji, predstavljaju¢i ¢imbenik rizika za kardiovaskularne bolesti, bolesti koje su
uobicajeno povezane s metabolickim sindromom. OXLDL doprinosi aterosklerozi oste¢ivanjem
endotela krvnih Zila.}*® Povisene koncentracije oxLDL u odraslih povezane su s debljinom i
inzulinskom rezistencijom, dvjema zajedni¢kim komponentama metaboli¢kog sindroma.'*®
Istrazivanja su pokazala da su koncentracije oxLDL znafajno poviSene u ispitanika S
metaboli¢kim sindromom, a te poviSene koncentracije dodatno su povezane sa smanjenjem

arterijske elasti¢nosti, ¢imbenikom rizika za koronarnu bolest arterija.!*® 1 Povisene
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koncentracije oxLDL povezane su s hiperglicemijom, hipertrigliceridemijom i pretilosti

sredi$njeg dijela tijela — sastavnicama metabolickog sindroma.’®!

2.1.3.8.13. PARAOKSONAZA-1 (PON-1)

Glikoprotein paraoksonaza-1 (PON-1) je antitoksi¢an i antioksidacijski enzim koji
sudjeluje u uklanjanju radikala lipidne peroksidacije a ¢lan je skupine serumskih paraoksonaza,
koju osim paraoksonaze-1 jo$ ¢ine paraoksonaza-2 i paraoksonaza-3. Posjeduje esteraznu i
paraoksonaznu aktivnost.'>?

PON-1 se sintetizira u jetri, a uglavnom je u cirkulaciji povezana s lipoproteinima visoke
gustoée (HDL) te pridonosi njihovim antioksidacijskim i protuupalnim svojstvima.'® 14 Enzim
smanjuje lipidnu peroksidaciju i §titi lipoproteine niske gustoc¢e (LDL) i tkivo od oksidacijskog
stresa.’® Aktivnost PON-1 u Kkorelaciji je s antitoksi¢nim i antioksidacijskim kapacitetom
sustava, dok su oksidacijski stres i lipidna peroksidacija povezani s nastankom i progresijom
metabolickog sindroma 1 nekih njegovih bolesnih stanja, narocito krvozilne disfunkcije (koja
proizlazi iz oksLDL).'® Zhog svojih antioksidacijskih svojstava, PON-1 moze igrati ulogu u
upravljanju normalnim oksidacijskim signalnim putem i to bi moglo posluziti kao koristan
biomarker u procjeni antioksidacijskog kapaciteta.

U istrazivanju koje je provedeno medu vitkim adolescentima, adolescentima s
prekomjernom tjelesnom masom i pretilim adolescentima, snizene koncentracije PON-1
povezane su s centralnim tipom debljine i metabolickim sindromom. Nadalje, nize
koncentracije PON-1 povezane su s hipertenzijom, hipertrigliceridemijom, inzulinskom
rezistencijom, smanjenom tolerancijom glukoze i povisenim oksidacijskim stresom.'®® U studiji
provedenoj s ispitanicima zenskog spola s i bez metaboli¢kog sindroma, aktivnost PON-1 u

serumu zna¢ajno je snizena u Zena s koronarnom bolesti arterija i metaboli¢kim sindromom.!*
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2.2. LIPOPROTEINI

Lipoproteini su Cestice sastavljene od lipida i proteina, pogodne za transport lipida u
krvi 1 limfi do svih stanica organizma. Sfericnog su oblika u ¢ijem su srediStu hidrofobni
nepolarni lipidi, koje okruzuju polarniji lipidi i specifi¢ni proteini. Prema rastucoj gustoci

(ve¢em udjelu proteinskih sastavnica u kvantitativnom odnosu lipida i proteina) (Slika 16),

Lipoproteini vrio

Hilomikroni niske gustode
(VLDL)
proteini
v . : 5-10%
o \ g . fosfolipidi 12-18% |
fosfolipidi3-8% | 7 proteini 1-2% P - kolesterol

kolesterol 0,5-1% 6-8%

kolesterol-
-esteri 12-14%

Lipoproteini niske gustoce (LDL) Lipoproteini visoke gustoée (HDL)

trigliceridi
3-6%

kolesterol 3-8%

156)

Slika 16. Sastav lipoproteinskih ¢estica (prilagodeno prema
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dijele se na hilomikrone, ostatne hilomikrone, lipoproteine vrlo niske gusto¢e (VLDL, engl.
very low-density lipoproteins), lipoproteine niske gustoce (LDL, engl. low-density lipoproteins)
(Slika 17), lipoproteine srednje gusto¢e (IDL, engl. intermediate-density lipoproteins) i
lipoproteine visoke gustoce (HDL, engl. high-density lipoproteins) (Slika 18). Sve vrste
lipoproteina u svom sastavu imaju fosfolipide, triacilglicerole, kolesterol i estere kolesterola.

Slika 17. Modelni prikaz lipoproteina niske gustoc¢e (LDL)
ApoB 100 (plavo), fosfolipidi (narancasto s plavim vrhom), kolesterol (narancasto s ljubi¢astim

vrhom), trigliceridi i esteri kolesterola (zuto) (preuzeto iz *')
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Slika 18. Modelni prikaz lipoproteina visoke gusto¢e (HDL)
Apolipoprotein ApoA (zeleno), fosfolipidi (narancasto s plavim vrhom), kolesterol

(naranéasto s ljubi¢astim vrhom) (preuzeto iz 1%8)

2.2.1. APOLIPOPROTEINI (APOPROTEINTI)

Apolipoproteini (apoproteini) predstavljaju proteinsku sastavnicu lipoproteinskih
Cestica. Njihova je uloga viSestruka: imaju strukturnu funkciju (proteini koji su sastavni,
povrsinski dio lipoproteinskih Cestica), ulogu aktivatora ili kofaktora enzima koji sudjeluju u
metabolizmu lipoproteina, ulogu liganada u vezanju lipoproteina za specificne receptore i dr.
Poznato je jedanaest razli¢itih apolipoproteina: apo-A-I, apo-A-Il, apo-A-1V, apoAV, apo-B-
100, apo-B-48, apo-C-1, apo-C-I1, apo-C-lll, apo-E i apo(a).1®® Manji, zamjenjivi ¢lanovi te
obitelji evoluirali su iz jednog evolucijski ofuvanog gena 1 nadziru razli¢ite procese u
intravaskularnom transportu lipida.'®° Istrazivanja strukture i uloge &lanova obitelji zamjenjivih

apolipoproteina bila su instrument u rasvjetljavanju njihovih bioloskih uloga i mehanizama

Lana Feher Turkovié¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 38

kojima reguliraju metabolizam lipida.'®* Zamjenjivi apolipoproteini, sastavljeni uglavnom od
amfipatskih o — uzvojnica, u stanju su disocirati s jednog lipoproteina i ponovno se povezati s

drugim lipoproteinom u cirkulaciji.

2.2.1.1. APOLIPOPROTEIN A5 (ApoA5; Apo A-V; RAP3)

Apolipoprotein A5 (ApoA5; Apo A-V; RAP3) je otkriven kao rezultat istrazivanja
novih okvira ¢itanja skupine gena za ApoA-I1/ApoC-111/ApoA-1V na kromosomu 1123 (Slika
19). Otkriven je neovisno u dva tima: Pennacchio i sur.!®? i van der Vliet i sur.'®3
usporedivanjem humanog genoma i genoma misa, kao posljednji otkriven protein u apo A
skupini proteina. Zreli humani apolipoprotein A5 je protein od 39 kDa i 343 aminokiselinska
ostatka, a 27% sekvence identi¢no je humanom apolipoproteinu A-1V.%4 Vrlo je hidrofoban i
posjeduje karakteristike tipicne za zamjenjive apolipoproteine, ukljucujuci visok udio o-

uzvojnica.®3

kromosom 1123
APOA1  APOC3 APOA4 APOA5  ZNF259
~5kbp ~10kbp ~30kbp

Slika 19: Kromosom 11g23 i smjeStaj gena za ApoA-I/ApoC-111/ApoA-1V/ApoAS

(prilagodeno prema 1%°)

Dvije najznacajnije uloge ApoAS5S ukljucuju odrzavanje koncentracije cirkulirajuc¢ih
triacilglicerola u plazmi povecanjem katabolizma lipoproteina bogatih triacilglicerolima i
inhibiranjem brzine nastanka lipoproteina vrlo niske gusto¢e (VLDL) koji su najznacajniji
prenositelji triacilglicerola,® te njegova sastavna uloga u hepatic¢kim lipidnim kapljicama.

ApoAS5 se eksprimira u jetrima i izlucuje u plazmu. Ima vaznu ulogu u metabolizmu
lipida, narocito u lipoproteinima bogatim trigliceridima. Ova apolipoproteinska cestica
detektibilna je u VLDL, HDL i hilomikronima, ali ne u LDL lipoproteinima. Mehanizam

djelovanja apolipoproteina AS nije u potpunosti razjasnjen. Njegove su koncentracije izrazito
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niske!®” - koncentracija ApoAS u plazmi kreée se u rasponu od 24 do 406 pg/L Apo A5, sto
je do 2000 puta niza koncentracija u odnosu na druge apolipoproteine, primjerice na ApoC-lII
i ApOA-I (priblizno 1 g/L Apo A-1)'*%ili < 0,1 % Apo A-1'®3 §to objasnjava kasno otkriée ovog
apolipoproteina. Koncentracija ApoAS u plazmi odredena je DAS-ELISA testom (engl. double
antibody sandwich ELISA).18

Vjerojatnija je moguc¢nost da ApoAS5 utjeCe na koncentraciju triglicerida u plazmi
modulirajuci sklapanje VLDL u jetri i njegovu sekreciju, nego na intravaskularni metabolizam
lipoproteina bogatih trigliceridima.’®* Povezanost ApoA5 s lipidnim kapljicama u citoplazmi i
njegov utjecaj na intrahepaticku akumulaciju triglicerida kao i na intravaskularni metabolizam
triglicerida, upucuje na ulogu ApPOAS unutar stanice. Budu¢i da adipociti u najve¢oj mjeri
osiguravaju skladistenje energije u obliku triglicerida unutar lipidnih kapljica, te igraju klju¢nu
ulogu u razvoju pretilosti, novijim se istrazivanjima istice interakcija ApoA5 s adipocitima ili
adipoznim tkivom, te indicira da ApoAS5 moze djelovati kao novi regulator koji modulira

pohranu triglicerida u adipocitima.t™

2.2.1.2. STRUKTURA GENA APOA5 | LOKACIJA POLIMORFIZAMA

Gen za apolipoprotein A5 je maleni gen od priblizno 3000 parova baza, lociran na
kromosomu 11. Sastavljen je od Cetiri egzona i tri introna, a kodira protein od 366 aminokiselina
(signalni peptid ¢ine 23 aminokiseline, dok 343 aminokiseline sadrzi zreli protein ApoAb).
Transkripcija gena prikazana je na slici 20 velikom horizontalnom strelicom. Egzoni su
prikazani pravokutnicima, sa zacrnjenim podru¢jima koja odgovaraju otvorenom okviru ¢itanja
I kodiraju protein. Polozaj i naziv polimorfizama jednog nukleotida (engl. SNP, single
nucleotide polymorphisms) prikazani su ispod shematskog prikaza. Polimorfizmi jednog
nukleotida pronadeni unutar otvorenog okvira Citanja prikazuju predvidenu supstituciju
aminokiselina i navedeni su u zagradama. Do danas je otkriveno 147 polimorfizama jednog
nukleotida za gen APOA5 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/(search term=Human
APOAD5)),}"! medutim, za veinu ne postoje znacajni podatci o njihovom funkcionalnom

znacaju.
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APOA5

LP Start Stop

0|
APOA1/APOC3/APOA4 5 UTR codon codon 3" UTR

S —[I-l—_——

.12,2337>c c.-3A> ¢.56C>G| | IVS3+476G>A €.944C>T c1259T
(SNP4) SNP3 kozak] (S19W) (SNP2) (A315V) SNP1

c. 7380>T
IVS2+55G>T ¢.132C>A (12461) c.1156G>A

(1431 ('UTR)

c.696C>G
(S2328) c.1132C>T

(3'UTR)

Slika 20. Gen za apolipoprotein A5 (gen APOADS) i smjestaj polimorfizama gena (prilagodeno

prema 17?)

Tri najéesca haplotipa povezana s genom APOA5 su APOA5*1, APOA5*2 i APOA5S*3,
a ukljuéuju pet tipicnih APOA5 polimorfizama jednog nukleotida: polimorfizam -1131 T>C
lociran je u promotorskoj regiji i povezan s povisenom koncentracijom triacilglicerola u
razli¢itim populacijskim grupama,'”® drugi od znacajnijih polimorfizama jest supstitucija tri
nukleotida uzvodno od inicijacijskog kodona (-3 A>G), supstitucija 56 C>G u kodirajucoj regiji
za signalni peptid (u literaturnim navodima ovaj je polimorfizam poznat i pod nazivom S19W),
a takoder je povezan s visokim koncentracijama triacilglicerola,®! IVS+476 G>A i 1259 T>C.

56 C>G pojavljuje se s frekvencijom 14,4% u pacijenata s koronarnom bolesti
arterija.1™* Polimorfizam 553 G>T u kodirajuéoj regiji kojim se zamjenjuje cistein glicinom na
poziciji 162 zrelog ApoA5 povezan je s hipertrigliceridemijom kod azijske populacije.’”
Odredena istrazivanja ukazuju na mogucu vaznu ulogu polimorfizma s glicinom 162 u hidrolizi
VLDL-a posredovanoj lipoprotein-lipazom.1’

Cesti (divlji) aleli su (-1131 T, -3 A, IVS+476 G i 1259 T), a rijetki (-1131 C, -3 G,
IVS+476 A i 1259 C). Njihovim kombinacijama definirani su slijede¢i haplotipovi: APOA5*1
predstavlja divlji tip haplotipa i definiran je ¢estim alelima u svih pet SNP-ova. Drugi haplotip,
APOA5*2, ukljucuje jedan SNP s ucestalim alelom (56C<G) i cetiri SNP-a s rijetkim alelima
(-1131 T>C, -3 A>G, IVS+476 G>A i 1259 T>C). Tredi tip haplotipa, APOA5*3, je obrnuti
oblik haplotipa APOA5*2, u smislu da SNP 56C>G predstavlja rijetke alele a ostala Cetiri Ceste
alele.r””-17® Frekvencije tih haplotipova u populaciji bijelaca iznose 69% za APOA5*1 i 4% za
haplotipove APOA5*2 i APOA5*3.17° Od klini¢kog znacaja i relevantni za metabolizam
triacilglicerola su SNP-ovi, APOA5*2 i APOA5*3; za rijetke alele od oba haplotipa istrazivanja

su pokazala da povisuju koncentraciju triacilglicerola u plazmi. Promjene nukleotidnih baza
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evidentno rezultiraju promjenama u slijedu aminokiselina u molekuli ApoA5 $to dovodi do
konformacijskih promjena u proteinu. Posljedi¢no, funkcionalnost kona¢nog produkta ApoAS

se mijenja $to dovodi do disfunkcionalnog proteina ili proteina sa smanjenom aktivnosti.*®

2.2.1.2.1. REGULACIJA GENA APOA5

Nekoliko je nuklearnih receptora uklju¢eno u ekspresiju gena APOA5. To ukljucuje
uzvodne i nizvodne regulatore. Od uzvodnih regulatora najznacajniji su transkripcijski faktori:
receptor za aktivator proliferacije peroksisoma o (PPARa, engl. peroxisome proliferator
activated receptor o) i farnezoidni X receptor (FXR, engl. farnesoid X receptor),'®° zatim ROR
receptor (engl. retinoid acid receptor - related orphan receptor),’®! hepatocitni nuklearni
¢imbenik 4 (HNF4, engl. hepatocyte nuclear factor 4)'82 i orfan receptor Nur77 (NR4A1)3,
Jetreni receptor X (LXR, engl. liver X receptor)*®* i inzulin'® (Slika 21.) su nizvodni regulatori
ekspresije gena APOAS. Pretile osobe i pacijenti sa Secernom bolesti (diabetes mellitusom)
imaju nize koncentracije ApoAS u plazmi u usporedbi sa zdravim ispitanicima (kontrolnom

skupinom).l%' 187,188

transkripcija APOAS

Slika 21. Shematski prikaz predloZzenog modela djelovanja inzulina na ekspresiju gena APOAS
i uloge uzvodnih faktora regulacije USF1 (engl. upstream regulatory factor 1) i USF2 (engl.

upstream regulatory factor 2) na transkripciju gena APOAS5.
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Inzulin stimulira PI3K put, inducirajuéi fosforilaciju USF. Fosforilirani kompleksi gube
sposobnost vezanja za APOA5 promotor i posljedi¢no, transaktivacijsko djelovanje.

(prilagodeno prema %)

Pretpostavlja se da je regulacija ApoAS hiperinzulinemijom vazan mehanizam u ovih
pacijenata. Eksperimentalno inducirana hiperinzulinemija znacajno je reducirala koncentraciju
ApoA5 u plazmi zdravih ispitanika, a ekspresija gena ovisi 0 dozi inzulina.'® Promjene u
ekspresiji i/ili aktivnosti nuklearnih receptora koji reguliraju ekspresiju gena APOA5 mogle bi
pridonijeti snizenju koncentracije ApoAS u pacijenata s metaboli¢kim sindromom. Reducirana

ekspresija jetrenog PPAR uoéena je u pretilih Stakora s rezistencijom na inzulin. %

2.2.1.3. STRUKTURA APOLIPOPROTEINA A5

Karakterizacijska istrazivanja indiciraju da ApoA5 ima jedinstvena strukturna
svojstva.l™® 1% Analiza sekvence apolipoproteina A5 potpomognuta radunalnom analizom
(Slika 22.) predvida hidrofobnu strukturu proteina, koja sadrzi znacajni udio sekundarne
strukture u obliku a-uzvojnica i vjerojatno je sastavljena od odvojenih strukturnih podrucja s
varijabilnim afinitetom za lipide. Predvidanje je potvrdeno spektroskopskom analizom
cirkularnog dikroizma u ultraljubi¢astom podrudju.®!

Preprotein se sintetizira u jetri 1 sadrzava 366 aminokiselinskih ostataka. Nakon
unutarstani¢nog cijepanja signalnog peptida od 23 aminokiselinskih ostataka, zreli protein
ApoA5 (koji sadrzava 343 aminokiselinskih ostataka) ulazi u sekretorni put i ulazi u plazmu,
ili se povezuje s citosolnim lipidnim kapljicama.'”® Racunalnim analizama izradunata

molekularna masa proteina je 38905 Da.%*
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Slika 22. Racunalne analize polozaja aminokiselina u humanom apolipoproteinu A5
(prilagodeno prema 164)

A vjerojatnost a-uzvojnica >1.0, ra¢unato (od dna prema vrhu) po algoritmima Chou-Fasman,
Garnier, NNSSP, Predator, i PHD. Otvoreni crveni trokuti oznacavaju lokaciju prolinskih
ostataka.

B, srednja vrijednost hidrofobnosti

C, Fourierova transformacija srednje vrijednosti hidrofobnog momenta uzvojnice (bijelo, 0—
4.49 kcal/mol; tamno zeleno, 4.50-5.99 kcal/mol; svjetlo zeleno, 6.00-6.99 kcal/mol; Zuto,
7.00-7.99 kcal/mol; crveno, >8.00 kcal/mol) kut rotacije ostatka duz primarnog slijeda

D, varijabilnost aminokiselina u sljedovima humanog apolipoproteina A5, apolipoproteina A5

Stakora i1 apolipoproteina A5 misa

Slika 23. shematski prikazuje strukturu proteina ApoA5. N-terminalna domena ApoAS5 sadrzi

146 aminokiselina i sastoji se od nakupine (sveznja) amfipatskih a-uzvojnica (engl. a-helix

bundle).?
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Slika 23. Domene proteina ApoA5 (prilagodeno prema 1'%)

Ostaci iza aminoterminalne (NT) domene vjerojatno su potrebni za njegovu modulaciju
aktivnosti triacilglicerola.!®® Pored NT domene smjestena je centralna domena od 144
aminokiselinskih ostataka koja sadrzava slijed bogat pozitivno nabijenim aminokiselinama.%
Do tetraprolinskog motiva, tj. polozaja 292, aminokiselinski slijed u centralnoj domeni ApoA5
nalikuje aminokiselinskom slijedu smjestenom u N-terminalnoj domeni iza nakupine (sveznja)
o-uzvojnica. Predvideno je da ta regija sadrzava tri amfipatske a-uzvojnice s visokim
potencijalom za povrSinsku aktivnost. Nadalje, analizom varijabilnosti aminokiselinskog
slijeda otkriveno je da je ta regija u proteinu najo¢uvanija medu razli¢itim vrstama sisavaca.'6
Klju¢na znacajka centralne domene je aminokiselinski slijed izmedu polozaja 186 i 227. Taj
segment od 42 aminokiseline sadrzava osam pozitivno nabijenih aminokiselina i niti jednu
negativno nabijenu aminokiselinu. S obzirom na ¢injenicu da su pozitivno nabijene
aminokiseline u apolipoproteinima ¢esto umijeSane u vezanje za receptore na povrsini stanice
i/ili heparan sulfatne proteoglikane, istrazivanja su provedena i s ApoA5. Kada je u zamjenu za
heparan sulfatne proteoglikane koristen heparin, opaZeno je vezanje ovisno o ionskoj jakosti.'%
Taj segment ApoAb5 vjerojatno postoji kao nezavisno smotana strukturna domena koja sadrzava
aminokiselinske ostatke koji su kljuéni za vezne interakcije koje utjeCu na metabolizam
lipoproteina u plazmi. Cetiri uzastopna prolina blizu C-terminalnog kraja ApoA5
(aminokiselinski ostaci 293-296) razgranicavaju spoj izmedu labavo smotanog C-terminalnog
segmenta i centralne domene. Peptid koji odgovara ovom slijedu (aminokiselinski ostaci 296-
343) istrazivan je nuklearnom magnetnom rezonantnom spektroskopijom ¢ime se otkrila
produzena amfipatska o-uzvojnica s ulogom u lipoproteinskom vezanju, kao komponenta
cjelovitog ApoA5.1% Podatci podupiru concept da C-terminalni segment nezavisno djeluje u
moduliranju svojstava lipidnog vezanja ApoA5. Uloga C-terminalne regije ApoA5 u vezanju
lipida potvrdena je i fluorescencijskom spektroskopijom u istrazivanju autora Beckstead i

sur.1°!
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Istrazivanja s rasprSenom svjetlosti indiciraju da ApoAS transformira vezikule
dimiristoilfosfatidilkolina u komplekse diskoidnog oblika s u¢inkovito$¢éu slicnom onoj koju
pokazuje apo A-I. Tehnike povrSinske kemije otkrile su da ApoAS pokazuje visoki afinitet,
nisku elasti¢nost i sporu kinetiku vezanja na hidrofobnim granicama faza. Takva svojstva mogla
bi usporiti sklapanje Cestica bogatih triacilglicerolima. Imunofluorescencijska istrazivanja na
COS-1 stanicama transfektiranima genom za humani ApoA5 pokazala su da se ApoA5 slabo
luci, ostaje povezan s endoplazmatskim retikulom i ne transportira se u Golgi. Buduéi da
prekomjerna ekspresija gena APOAS snizava koncentraciju triacilglicerola u plazmi u miSeva,
ova istrazivanja ukazuju na unutarstani¢nu ulogu apoAS u modulaciji sinteze i/ili sekrecije

hepati¢kog VLDL.!4

2.2.1.4. MEHANIZAM DJELOVANJA APOLIPOPROTEINA A5

Od otkrica ApoAS nastoji se rasvijetliti molekularni mehanizam kojim ApoAb5 regulira
koncentraciju triacilglicerola u plazmi. lako jo§ uvijek postoje debate oko mehanizma
djelovanja ApoAS, prednjace dvije teorije koje opisuju kako ApoAS modulira triacilglicerole:
ApoA5 ubrzava katabolizam triacilglicerola lipoprotein-lipazom u lipoproteinima bogatim
triacilglicerolima i uklanjanje ostatnih lipoproteina iz krvotoka ili inhibira brzinu nastanka
VLDL-a (Slika 24).
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Slika 24. Uloga ApoA5 u modulaciji koncentracije triacilglicerola (prilagodeno prema 1°°)

Lipoliza je klju€an korak u uklanjanju lipoproteina bogatih triacilglicerolima i odvija se
prvenstveno na luminalnoj strani kapilara skeletnih miSi¢a i adipoznog tkiva. Lipoprotein-
lipaza (LPL) sintetizirana u misi¢ima i adipocitima translocira se do kapilara endotelnih stanica.
Brojna in vitro i in vivo istrazivanja identificirala su ApoAS kao snazan stimulator aktivnosti
lipoprotein-lipaze.1%: 197: 198

U prilog prvoj teoriji idu rezultati istrazivanja Merkel i sur. u kojima se isti¢e da je
redukcija triacilglicerola rezultat hidrolize VLDL i/ili hilomikrona lipoprotein-lipazom
posredovanom ApoAS5. U svom istrazivanju otkrili su da ApoAS nema utjecaja na brzinu
hidrolize lipoprotein-lipazom u odsustvu proteoglikana, te da povisena aktivnost lipoprotein-
lipaze ,,popravlja® hipertrigliceridemiju kod ApoAS5 deficijentnih miSeva do normalnih
vrijednosti koncentracija triacilglicerola. Medutim, prekomjerna ekspresija ApoAS u manjoj je
mjeri imala modulacijski u¢inak na koncentracije triacilglicerola kada je reducirana lipoprotein-
lipaza.®” Drugim rije¢ima, ApoA5 ubrzava hidrolizu lipoproteina bogatih triacilglicerolima u
plazmi tako $to olakSava interakciju lipoproteina s heparan sulfatnim proteoglikanom (HSPG,
engl. heparan sulfate proteoglycan) za koji se veze lipoprotein-lipaza, ali ne i za samu,

slobodnu lipoprotein-lipazu. Weinberg i sur. dokazali su da je veca vjerojatnost da ApoAS5

Lana Feher Turkovié¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 47

mijenja koncentraciju triacilglicerola tako $to mijenja brzinu nastanka i sekrecije VLDL cestice,
nego ubrzanjem aktivnosti lipoprotein-lipaze koja hidrolizira lipoproteine koji su bogati
triacilglicerolima.’®* U istom se istrazivanju navodi da ApoAS5 na hidrofobnim kontaktnim
povrSinama pokazuje visi afinitet, nizu elastiCnost 1 sporiju kinetiku vezanja za medusloj
fosfolipid/voda (KSV 5000 Langmuir film). Ta svojstva podrzavaju pretpostavku da bi ApoAS
mogao usporiti produkciju VLDL ¢estica. Humane COS-1 stanice transfektirane s genom za
ApoADb5 pokazivale su slabu sekreciju proteina ApoAb5 iz endoplazmatskog retikula (ER) kao i
smanjeno prometovanje prema Golgijevom aparatu, mozda radi interferencije sekrecijskih
puteva iz ER/Golgijevog aparata i prekomjerne ekspresije ApoA5 proteina. %

Inzulin regulira ekspresiju ApoA5 inhibiranjem aktivnosti APOAS promotora, §to bi
moglo objasniti povezanost hiperinzulinemije i hipertrigliceridemije.’®®> ApoA5 ima visok
afinitet za heparin i heparin sulfatne proteoglikane radi svojih pozitivno nabijenih ostataka §to
poboljsava vezanje i hidrolizu lipoproteina.?® Injekcije heparina rezultiraju naglim porastom
koncentracije ApoA5 u plazmi. Heparin bi potencijalno mogao imati ulogu posrednika u
hidrolizi lipoproteina bogatim triacilglicerolima povezanih s ApoAS. Heparin znacajno sniZzava
vezanje ApoA5 za protein povezan s lipoproteinskim receptorom (LRP, engl. lipoprotein
receptor-related protein) i SorLA (engl. A repeats-containing), ¢lanove obitelji receptora za
lipoproteine niske gusto¢e (LDLR, engl. Low-density lipoprotein receptor) a koji su involvirani
u hidrolizu hilomikrona povezanih s ApoA5.2%

Uz ulogu u metabolizmu triacilglicerola, ApoAb5 je prepoznat kao protein akutne faze —
koncentracija ApoAS5 porasla je kada je miSevima bio injektiran endotoksin, medutim,
ekspresija ApoA5 pri tome ne zavisi 0 koncentraciji triacilglicerola u plazmi u miseva,2°% 202

Sto isti¢e paradoksalno ,,ponaSanje* ApoAS.

2.2.1.5. APOLIPOPROTEIN A5 U KARDIOMETABOLICKIM BOLESTIMA

U razli¢itim dijelovima svijeta (Europa, Brazil, SAD, Kina, Japan) provode se
istrazivanja povezanosti genetske varijabilnosti - polimorfizama jednog nukleotida (SNP) na
lokusu ApoAS5 s rizikom nastanka kardiometabolickih bolesti. Neki od SNP-ova pozitivno su
povezani s kardiometabolickim bolestima — koronarnom bolesti srca, metabolickim sindromom

i cerebrovaskularnim poremecajima u tim populacijama.
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2.2.1.5.1. KARDIOVASKULARNE BOLESTI

SNP-ovi u ApoA5 povecavaju rizik za hipertrigliceridemiju. Veca ucestalost T/C SNP
(c.553 G>T) u 5'-regiji APOAS gena u korelaciji je s povisenom koncentracijom triacilglicerola
u odraslih osoba i djece u Japanu koje su participirale u istrazivanju (481 osoba muskog spola,
412 osoba zenskog spola, 552 djece) u usporedbi s populacijom bijelaca.?® 204 Srodna
povezanost uo¢ena je za polimorfizam SNP3 (-1131 T>C), visoku koncentraciju triacilglicerola
i nisku koncentraciju HDL u skupini pacijenata koji su sudjelovali u studijama u Hong Kongu
i Guangzhou,?® te prevencijskom programu regije Augsburg u Njemackoj (KORA n=1354) i
SAPHIR u Salzburgu (n=1770).2% Studija istrazivanja parova i meta-analiza provedene u Kini,
Zhejiang, potvrdile su znacajnu povezanost izmedu polimorfizma SNP3 (-1131 T>C) i
koronarne bolesti srca.?®’

Povezanost genskih varijanti u genu APOAS i koronarne bolesti arterija (CAD, engl.
coronary artery disease) ostaje kontroverzna. U pacijenata s akutnim koronarnim sindromom
(ACS, engl. acute coronary syndrome) visoke koncentracije ApoA5 u plazmi povezane su s
poveéanom prisutnos¢u ACS, povisenim vrijednostima C-reaktivnog proteina i visokom
koncentracijom triacilglicerola, uz normalne vrijednosti kolesterola u plazmi. U istraZivanju
koje je ukljucivalo pacijente muskog spola s koronarnom bolesti arterija u Koreji, uoceno je
sniZzenje koncentracije ApoAS5 u plazmi oboljelih. NiZze koncentracije ApoAS u uzajamnoj su
vezi s poviSenim koncentracijama triacilglicerola i inzulina, te sniZenom koncentracijom HDL,
¢ime se povedava rizik za nastanak koronarne bolesti arterija.?®® U kineskoj populaciji na
Tajvanu, -1131C homozigotni alel i ¢.553.T heterozigotni alel povezani su koronarnom bolesti

arterija,%®

ali u istrazivanju provedenom u Vancouveru, polimorfizam SNP3 (-1131T>C) nije
bio povezan s ovom bolesti.?*® U istrazivanju provedenom u Italiji utvrdena je povezanost
ApoAS5 -1131C alela s povisenom koncentracijom triacilglicerola, ali ne i s koronarnom bolesti
arterija.?!t

Dokazana je povezanost polimorfizama jednog nukleotida s tezom koronarnom
aterosklerozom. U istrazivanju provedenom u Italiji na pacijentima s ranim infarktom miokarda
utvrdena je jaka povezanost izmedu ApoA5 -1131C alela, povisene koncentracije
triacilglicerola i rizika za rani infarkt miokarda.?'? Kod ucdesnika Framinghamove studije s
polimorfizmom S19W (56C>G), kojima je izvrSen ultrazvucni pregled karotide, otkrivena je

povecana ateroskleroza (zadebljanje intimalnog i medijalnog dijela stijenke karotidne arterije;
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IMT engl. intimal medial thickness — marker ateroskleroze) u usporedbi s nositeljima divljeg
tipa, a polimorfizam SNP3 (-1131 T>C) povezan je s povisenim IMT jedino u pretilih osoba,
¢ak i nakon regulacije koncentracije triacilglicerola medikamentima.l’”® U LCAS (The
Lipoprotein and Coronary Atherosclerosis) studiji polimorfizam S19W (56 C>G) u korelaciji
je s minimalnim dijametrom lumena koronarnih ateroskleroznih lezija i srednjom vrijednosti
broja okluzija koronarnih arterija.?!®> Koncentracija ostatnih lipoproteina koji se nakupljaju
tijekom parcijalne hidrolize lipoproteina bogatih triacilglicerolima je poviSena za vrijeme
ateroskleroze. Polimorfizmi gena APOA5 nemaju utjecaja na koncentraciju tih ostatnih
lipoproteina.?* Polimorfizmi jednog nukleotida za gen APOA5 povezani su i s drugim
kardiovaskularnim bolestima. APOA5 je kao meta uzvodnog stimulatornog faktora-1 (USF-1;
engl. upstream stimulatory factor-1) pokazao povisen rizik za aterosklerozu u obiteljima s
varijantama polimorfizama ApoA5 S19W (56 C>G) i rs2516839 USF1.2® USF1 nadzire
ekspresiju nekoliko gena umijeSanih u homeostazu lipida i glukoze, i suograni¢ava gene
povezane s obiteljskom kombiniranom hiperlipidemijom (FCHL, engl. familial combined
hyperlipidemia) i dijabetesom tipa 2 na kromosomu 11g22-23. Povezanost polimorfizama —
SNP3 (-1131 T>C) i kozak (-3 A>G) ApoAS5 s obiteljskom kombiniranom hiperlipidemijom
dokazana je u kineskoj populaciji u Hong Kongu.?'® SNP S19W (56 C>G) prevladavao je kod
hipertrigliceridemi¢nih pacijenata s pankreatitisom, u usporedbi s pacijentima samo s ozbiljnom
hipertrigliceridemijom.?t”  Polimorfizam SNP3 (-1131 T>C) povetava rizik za

cerebrovaskularnu aterosklerozu u pacijenata s hiperlipoproteinemijom tipa I11.2%8

2.2.1.5.2. POVEZANOST SNP-ova ZA ApoAS5 S METABOLICKIM SINDROMOM

Pretilost predisponira razvitak cijele skupine nepravilnosti u pojedinaca, koja obuhvaca
dislipidemiju (hipertrigliceridemiju i snizenu koncentraciju HDL-Kkolesterola), hipertenziju i
intoleranciju glukoze. Konzistentna povezanost opazena izmedu lokusa ApoA5 i pretilosti
dovela je do istrazivanja moguceg ucinka na metabolicki sindrom.

Do danas, vecina istrazivanja o fizioloskom utjecaju polimorfizama gena APOA5
usmjerena je na polimorfizam SNP3 (-1131 T>C) i provedena je u razli¢itim populacijama.
Koristenjem dizajna istrazivanja parova (engl. case-control design) Maasz et al. dokazali su da
je prisustvo -1131C alela priblizno dvostruko vece kod pacijenata s metabolickim sindromom

u odnosu na kontrolnu skupinu.?'® Obzirom na istovjetno geneticko porijeklo ispitanika, tu su
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povezanost u madarskoj populaciji detaljnije istrazili Kisfali i suradnici.??® Odredena su &etiri
polimorfizma (SNP3 (-1131 T>C), IVS3 + 476 G>A, SNP1 (c.1259 T>C) i S19W (c.56 C>G)),
a analizom haplotipova utvrdeno je da APOA5*2 znacajno pridonosi razvoju metabolickog
sindroma. Buduci da se stopa prevalencije za APOA5*4 haplotip nije razlikovala za pacijente s
metabolickim sindromom i kontrolnu skupinu ispitanika, ovaj haplotip ne pridonosi riziku za
nastanak bolesti. Sveobuhvatnije studije proveli su Ong i suradnici u Hong Kongu (1330
ispitanika) i Guangzhou (1952 ispitanika) u kojima su analizirali pet polimorfizama u
promotorskoj regiji APOA5.??! Njihovi su rezultati pokazali da je rijetki C alel u -1131 T>C
povezan s priblizno 50 % veéim rizikom za metabolicki sindrom u obje kineske kohorte, te da
je SNP3 (-1131 T>C) SNP u znac¢ajnoj mjeri povezan s brojnim komponentama metaboli¢kog
sindroma. Povezanost APOA5 SNP3 (-1131 T>C) varijante s predispozicijom za komplikacije
metaboli¢kog sindroma potvrdena je i u marokanskoj populaciji.???

Dakle, zna¢ajna povezanost metabolickog sindroma sa SNP3 (-1131 T>C) varijantom
otkrivena je u madarskoj, rumunjskoj, japanskoj, marokanskoj i kineskoj populaciji, ali ne i u
njemackoj, austrijskoj i turskoj populaciji.l”® U istom se radu navode etni¢ke razlike u
12,8% u turskoj populaciji te 7 do 8% u bijelaca, Sto sugerira etnicko-specifi¢ni utjecaj
genetickih varijanti U APOAS na rizik od metabolickog sindroma.

Povezanost metabolickog sindroma s ovim genskim lokusom istraZivana je 1 u studijama
s drugim polimorfizmima. Metaboli¢ki sindrom povezan je s polimorfizmom S19W (c.56 C>G)
u marokanskoj populaciji.??? Dvije relativno velike studije provedene su na 10 polimorfizama
gena APOAS5, u juznoj Njemackoj na 1354 ispitanika (KORA) i u Austriji (SAPHIR) na 1770
ispitanika.?®® Otkrivena je povezanost rijetkog G alela u polimorfizmu S19W (c.56 C>G) s
priblizno 50% vecim rizikom za metabolicki sindrom u obje studije. Rezultati su potvrdeni
studijom provedenom u Francuskoj??® u kojoj se navodi povisena osjetljivost na metaboli¢ki
sindrom kod ispitanika s varijantom S19W (c.56 C>G). Kod velikog istrazivanja provedenog u
Japanu na 44 polimorfizma jednog nukleotida kod 2417 ispitanika (1522 s metabolickim
sindromom i 895 kontrola??* dva su polimorfizma gena APOAS5 (kozak (-3 A>G) i 553 G>T)
povezana s prevalencijom metaboli¢kog sindroma i predstavljaju rizi¢ni faktor. Rizi¢ne faktore

predstavljaju i varijante alela SNP4 (-12238 T>C) i IVS3 + 476 G>A.%25 226
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U pretilih osoba s ve¢im indeksom tjelesne mase (BMI, engl. body mass indeks) i
visokom koncentracijom triacilglicerola, visa frekvencija -1131C alela utvrdena je samo u

pacijenata s metaboli¢kim sindromom, ali ne i u pacijenata s kardiovaskularnim bolestima.??’

2.3. PROTEINI-NOSACI LIPIDA

Proteini-nosaci lipida (LBP, engl. lipid binding proteins) ¢ine veliku obitelj malih (14—

228

15 kDa), unutarstani¢nih proteina koji vezu lipide=*® a imaju ulogu u signalizaciji, regulaciji,

transportu kroz membrane, imunoloskom odgovoru, metabolizmu lipida i transportu.??®
Vezanje lipida je reverzibilno i nekovalentno, a proteini nosaci lipida (zvani jo$ i lipidni
Saperoni) znacajno poboljSavaju topljivost lipida i olakSavaju njihov transport izmedu tkiva i
unutar stanica tkiva. | transport lipida kroz bioloske membrane takoder olakSavaju specifi¢ni
proteini nosaci lipida, koji su vezani za membranu. Zajedno, oni odreduju biodostupnost
njihovih liganada, a time i znatno utjecu na daljnju obradu, koristenje ili signalni u¢inak lipida.
Biodostupnost odredenih vrsta lipida tako je regulirana prisutnos$¢u specifi¢nih proteina koji
vezu lipide, afinitetom tih proteina za razli¢ite vrste lipida, te prisutno$¢u konkurentnih liganada
(ukljuCuju¢i farmaceutske spojeve). Novija istrazivanja ukazuju da bi posttranslacijske
modifikacije proteina-nosaca lipida mogle imati veliki uéinak na interakcije izmedu lipida i
proteina.z° Proteini-nosadi lipida razlikuju se u slijedu aminokiselina, strukturi i ulozi.?®

Obitelj proteina-nosaca lipida podjeljena je u Cetiri podobitelji na temelju vrsta liganada
koje vezu.?®? Prva od njih veze derivate vitamina A i sadrzi proteine koji vezu retinoi¢nu
kiselinu (CRABPs, engl. cellular retinoic acid-binding proteins) i proteine koji vezu retinol
(CRBPs, engl. cellular retinol-binding proteins). Druga podobitelj ukljuc¢uje FABP1 i FABP6,
te veze vece hidrofobne spojeve, kao Sto su Zu¢ne kiseline, hem i acil-CoA. Treca podobitelj
ukljucuje FABP2, koji veze isklju¢ivo dugolanéane masne kiseline. Cetvrta, najve¢a podobitelj,
ukljucuje FABP3, FABP4, FABP5, FABP7, FABP8 i FABPY, koji vezu niz liganada, kao §to
su dugolan¢ane masne kiseline, eikosanoidi i retinoidi.?**

Proteini nosaci lipida dio su vece superobitelji proteina koji vezu lipofilne ligande i koji
su vrlo izrazeni u cijelom Zivotinjskom carstvu, a zovu se kalcini.?** Unutar Zivotinjskog
carstva, proteini nosaci lipida pronadeni su i u kraljeZnjaka i u beskraljeznjaka.?*® IstraZivanja

temeljena na homologiji izmedu nasljedenih LBP gena i sekvenci LBP pokazala su odsutnost

ove obitelj u genomima kvasaca (Saccharomyces cerevisiae) i biljaka (Arabidopsis thaliana),
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ogranicavajuci ih na Zivotinjsko carstvo. Posljedi¢no, zakljuceno je da su se geni u zivotinja za

LBP proteine odvojili od gena u biljaka i gljiva prije 930 milijuna godina.?®

2.3.1. PROTEINI-NOSACI MASNIH KISELINA

Proteini-nosaci masnih kiselina (FABP, engl. fatty acid binding proteins) ¢lanovi su
obitelji proteina-nosaca lipida (LBP) i ukljuceni su u reverzibilno vezanje unutarstani¢nih
hidrofobnih liganada, njihovo prometovanje Sirom stani¢nih odjeljaka, ukljucujudi
peroksisome, mitohondrije, endoplazmatski retikul i jezgru. Proteini-nosaci masnih kiselina su
mali, strukturno ocuvani citosolni proteini koji se sastoje od vodom ispunjenog dZzepa u kojem
se odvija vezanje, okruZzenog s deset antiparalelnih B-nabranih ploca (po pet plo¢a ortogonalno
poloZenih ¢ine strukturu) (BA-BJ), koje formiraju takozvanu § ba¢vu, koja je blago eliptiénog
oblika.??8 236 237 Na povrsini, pri vrhu, dvije a-uzvojnice ¢ine kapu (,,poklopac®) kojom

prekrivaju otapalu dostupan dzep i smatra se da reguliraju vezivanje (al-all) (Slika 25.).
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motiv
uzvojnica-okret-uzvojnica

ligand:

domena B-batve e L
oleinsk elina

Slika 25. Vrpcasti prikaz humanog H-FABP s oleinskom kiselinom kao ligandom.
Struktura proteina je sliéna u svih FABP i prikazuje domenu B-bacve i N-terminalni motiv

uzvojnica-okret-uzvojnica. (prilagodeno prema 2%)

N-terminalni kraj s uzvojnicama je umijesan u regulaciju prijenosa masnih kiselina kroz
membrane putem elektrostatskih interakcija.?®® Proteini-nosa¢i masnih kiselina imaju $iroku
specifi¢nost koja ukljuéuje njihovu sposobnost da vezu dugolancane (C12-C20) masne Kiseline,
eikosanoide, zucne soli i proliferatore peroksisoma.

Razlikuju se u selektivnosti, afinitetu vezanja i mehanizmima vezanja.?*® Opéenito, ovi
lipidni Saperoni vezu samo jedan ligand po molekuli proteina, uz iznimku L- FABP, koji je
sposoban vezati dva liganda istovremeno. Prema tzv. ,,portalnoj hipotezi* koju podupire vise
istrazivackih timova, pretpostavlja se da pri vezanju liganda, masna kiselina ulazi u podrucje
proteina dostupno otapalu, kroz dinamié¢nu regiju koju ¢ine a-uzvojnica Il i okreti izmedu BC-
BD i BE-BF petlje, prije vezivanja u upljini proteina.?*> Afiniteti prema ligandima opéenito se

poveéavaju s porastom hidrofobnosti molekula, a smanjuju sa smanjenjem duljine lanca u
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molekulama i povecanjem nezasi¢enosti. Specifi¢nost prema ligandu i afinitet odreduju
pobocni lanci aminokiselina koji se pruzaju u unutras$njost Supljine, naro€ito polarni ostaci koji
interakcije ostvaruju vodikovim vezama i elektrostatskim interakcijama s polarnim grupama
liganda.

Konstante disocijacija izraCunate su u rasponu od nanomolarnih do mikromolarnih
vrijednosti.?3" 241242 Rendgenskom kristalografijom i nuklearnom magnetskom rezonancijom
otkrivene su karakteristike vezanja masnih kiselina unutar vodom ispunjene Supljine. Vezane
masne kiseline zauzimaju priblizno 1/3 ukupnog volumena dzepa.?*® U pravilu, orijentirane su
tako da je karboksilna skupina okrenuta prema unutra. U ovakvom vezanju karboksilnih
skupina masnih kiselina, obi¢no su ukljuceni tirozinski i argininski bo¢ni ogranci.?*
Konformacije vezanja za odredeni FABP malo se razlikuju za razli¢ite masne kiseline, $to
dodatno pridonosi razlikama izmedu pojedinih ¢lanova obitelji FABP.

FABP pokazuju snaznu evolucijsku o¢uvanost i prisutni su u sirokom spektru vrsta,
ukljucujuéi vrste Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, miseve i ljude.?*

U sisavaca je izolirano devet razli¢itih proteina-nosa¢a masnih kiselina (FABP, engl. fatty acid
binding proteins) a svi su imenovani prema tkivu/organu iz kojeg su izolirani ili po tkivu u

kojem dominiraju (Tablica 3). Ekspresijski profili nisu isklju¢ivi za taj odredeni organ.

Lana Feher Turkovi¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 55

Tablica 3. Nazivi proteina-nosa¢a masnih kiselina, tkivo/organ iz kojeg su izolirani i nazivi
njihovih gena

IME PROTEINA TKIVO/ORGAN GEN
L-FABP ili FABP1 jetreni Fabp-1
I-FABP ili FABP2 intestinalni Fabp-2
H-FABP ili FABP3 sr¢ani 1 misiéni Fabp-3
A-FABP ili FABP4 adipocitni Fabp-4
E-FABP, KFABP ili FABP5 epidermalni Fabp-5
IL-FABP ilealni Fabp-6
B-FABP mozdani Fabp-7
M-FABP ili FABP8 mijelinski Fabp-8
T-FABP testisni Fabp-9

Iako ¢lanovi FABP obitelji dijele umjerenu homologiju aminokiselinskog slijeda od 20
do 70%, njihove tercijarne strukture gotovo se preklapaju.?®® Filogeneza humanih FABP
prikazana je kao dendrogram na slici 26 i pokazuje divergenciju primarnih sekvenci tijekom

vremena.

FABPR2
CRABPZ
FABP3
FABP7
FABPS
FABP8
FABP12
FABP4
- FABPY9
FABP1
FABP6E
LCNT
Slika 26. Filogeneza humanih FABP (prilagodeno prema 2%)
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2.3.1.1. PROTEIN-NOSAC MASNIH KISELINA 2 (FABP2)

Protein-nosa¢ masnih kiselina 2 (FABP2), intestinalni FABP ili I-FABP (Slika 27)
odgovoran je za prijenos slobodnih masnih kiselina u stanice intestinalnog endotela (Slika 28),
a kodiran je genom FABP2.

Slika 27. Vrpcasti prikaz protein-nosaca masnih kiselina 2.
Struktura je izvedena iz rezultata istrazivanja dobivenih nuklearnom magnetnom rezonancijom,

a generirana s Accelrys DS Visualizer (www.accelrys.com). (prilagodeno prema 237)

Intestinalna izoforma FABP posreduje u apsorpciji masti putem vezanja i
unutarstani¢nog prometovanja slobodnih dugolan¢anih masnih kiselina. Eksprimiran je u
velikoj mjeri u cijelom crijevnom traktu, s najvisim koncentracijama u distalnom dijelu organa.
Buduc¢i da se uz intestinalni FABP u intestinalnom traktu eksprimira i jetreni L-FABP, tesko je
odrediti pojedinacni doprinos svakog proteina u vezanju, prometovanju i metabolizmu masnih
kiselina.?4! 244 Intestinalni FABP aktivno participira u metabolizmu lipida unesenih hranom u
organizam zbog njegove visoke specifi¢nosti i selektivnosti za dugolan¢ane masne kiseline.
Afinitet proteina prema ligandu ovisi o vrsti masne Kiseline.?*> 24 Jetreni i intestinalni FABP
vezu zasicene dugolancane masne kiseline s relativno istim afinitetom (ali u razli¢itim
stehiometrijskim omjerima). Intestinalni FABP pokazuje manji afinitet za nezasi¢ene masne
kiseline.?”: 248 Nadalje, Supljina vezanja u intestinalnom FABP mnogo je manja od one u
jetrenom FABP. Vezane masne kiseline su u malo savijenoj konformaciji, s ugljikovodi¢nim
repom koji se pruza prema o-uzvojnicama (o-our) 1 karboksilnom skupinom ukopanom u

Supljini. Karboksilna skupina ulazi u interakcije s Arg106, GIn115 i dvije molekule vode.?*
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Vecéina aminokiselinskih ostataka ne prolazi konformacijske promjene izmedu holo-oblika

(kada je vezan ligand) i apo-oblika (kada nije vezan ligand) intestinalnog FABP.24°
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Slika 28. Uloga intestinalnog i jetrenog FABP u enterocitima intestinalnog trakta.

U lumenu crijeva, triacilgliceroli (TG, engl. triacylglycerols) uneseni hranom u organizam
hidrolizirani su lipazama do diacilglicerola (DG, engl. diacylglycerols) i masnih kiselina (FA,
engl. fatty acids). Diacilgliceroli bivaju hidrolizirani do monoacilglicerola (MG, engl.
monoacylglycerols) i masnih kiselina. Masne kiseline i monoacilgliceroli se transportiraju kroz
apikalnu membranu enterocita difuzijom, olakSanim transportom pomoc¢u CD36 (skupine
diferencijacije 36) ili drugih potencijalnih transportera kao $to je protein za transport masnih
kiselina (FATP, engl. fatty acid transport protein). U citosolu, I-FABP specificno veze masne
kiseline, dok L-FABP veze masne kiseline, acil-CoA i monoacilglicerole. U endoplazmatskom
retikulu (ER), ponovno se sintetiziraju triacilgliceroli iz masnih kiselina i monoacilglicerola. L-
FABP je dio kompleksa zajedno s mikrosomalnim proteinom za transport triacilglicerola (MTP,
engl. microsomal triglyceride transport protein), CD36 i apolipoproteinom B48 Kkoji je
odgovoran za pupanje prehilomikronske transportne vezukule (PCTV, engl. prechylomicron
transport vesicles) s ER. PCTV tada stize do Golgijevog aparata gdje nastaju zreli hilomikroni.
Hilomikroni napustaju enterocite na bazolateralnoj strani stanice i ulaze u limfni sustav, a
potom u krvotok. L-FABP moze transportirati masne kiseline do receptora za aktivator
proliferacije peroksisoma o (PPARa) te promicati ekspresiju gena za oksidaze. Masne kiseline
i monoacilgliceroli iz cirkulacije ulaze u enterocite putem bazolateralne membrane gdje se
mogu vezati s I-FABP (masne kiseline) ili L-FABP (masne kiseline i monoacilgliceroli). Za
razliku od lipida porijeklom iz hrane, masne kiseline i monoacilgliceroli iz krvotoka primarno
se oksidiraju ili ugraduju u fosfolipide sluznice. (prilagodeno prema )
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Aminokiselinski ostaci Val26 do Asp35, Ser52 do Arg56 i Ala73 do Thr76 (all i BC-BD te BE-
BF okreti) prolaze znacajne promjene konformacije nakon vezanja liganda, formirajuéi kapu
(,,poklopac®) preko masne kiseline.

Intestinalni FABP ima dva oblika. Jedan sadrZzava alanin na poloZaju 54, a drugi treonin.
Izmedu njih postoje razlike u vezanju i transportu masnih kiselina u stanicama.?®* Protein koji
sadrzava treonin ima vecu sposobnost vezanja i transportiranja dugolancanih masnih kiselina
kroz stanice od proteina s alaninom.?? Protein koji sadrzava treonin povezan je s povisenim
koncentracijama triacilglicerola u plazmi,?® inzulinskom rezistencijom i koncentracijom

inzulina nataste.2*?

2.3.2. STRUKTURA GENA FABP2

Geni koji kodiraju za proteine-nosace masnih kiselina rasprseni su u genomu, a njihova
je struktura dobro o¢uvana.?*® Humani gen FABP2 lociran je na kromosomu 4 (4028-031)%%* i
sadrzava 3382 nukleotida. Sastoji se od Cetiri egzona (od priblizno 700 bp) i tri introna (od
priblizno 2650 bp) varijabilnih duljina. Promotorska regija ima dva transkripcijska inicijacijska

mjesta i odgovarajuée TATA-sljedove (TATA- , Kutije).24 25°

2.3.3. POLIMORFIZMI FABP2 I METABOLICKI SINDROM

Provedena su opsezna istrazivanja na varijantama gena FABP2 kako bi se bolje razumio
njihov eventualni doprinos metaboli¢kim bolestima. Identificirano je nekoliko polimorfizama
jednog nukleotida (SNP) u genu FABP2, ali samo je jedan od njih povezan s patofiziologijom
koja se pripisuje metaboli¢kom sindromu.?4> 252 256257 Varijante gena ukljuuju sedam alela u
mikrosatelitnoj regiji introna 2.2%®

Pronadena su tri SNP-a — dva su tihe varijante koje se javljaju u kodirajucoj regiji gena
(T — Cnakodonu 71 i 4 — G na kodonu 118),%5? a treéi je lociran na kodonu 54 (G — 4, tj.
supstitucija aminokiselina Ala — Thr) 1 povezan je s dislipidemijom, inzulinskom
rezistencijom i pretilosti.?®> 2% 257 pronadene su frekvencije za alanin-kodiraju¢e (Ala54) i
treonin-kodirajuc¢e (Thr54) FABP-2 alele od 0,71 i 0,29 u populaciji 760 Pima indijanaca (u
kojih je najveéa prevalencija Seéerne bolesti tipa 2).2°2 Sli¢ne frekvencije (0,69 i 0,31) odredene

su u istrazivanju u uzorcima DNA 56 bijelaca, u kojem su Thr54 homozigoti imali viSu srednju
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vrijednost koncentracije dvosatnog inzulina u plazmi tijekom oralnog testa na toleranciju
glukoze u odnosu na Ala54 homozigote.?®? Na osnovu tih istraZivanja zaklju¢eno je da FABP-
2 nije najznacajniji “gen dijabetesa”, medutim, mogao bi biti povezan sa sklonosti za Se¢ernu
bolest tipa 2. Srodna studija s Ala54Thr SNP i parametrima pretilosti i rizi¢nim ¢imbenicima
za kardiovaskularne bolesti provedena je u Spanjolskoj na 264 pretile osobe.?® Frekvencije
alela za Ala54/Thr54 heterozigote i Thr54/Thr54 homozigote bile su 34,8% i 7,2%, a znacajno
su povezane s povisenom koncentracijom C-reaktivnog proteina. Ala54Thr polimorfizam ¢esto
se nalazi u priblizno 30% populacija i povezan je s inzulinskom rezistencijom,2®
dislipidemijom i pretilosti.?®> 262 Razli¢ite meta analize evaluirale su utjecaj Ala54Thr
polimorfizma na indeks tjelesne mase,?®® inzulinsku rezistenciju®®* i koncentraciju lipida

nataste?%!

u populacijama Sirom svijeta. U prvom istraZivanju nije pronadena veza izmedu
polimorfizma Ala54Thr i indeksa tjelesne mase.?®® Slaba povezanost utvrdena je izmedu ovog
polimorfizma i inzulinske rezistencije.?®* Snazna povezanost postoji izmedu Thr54 alela i
povisenih koncentracija triacilglicerola i LDL-kolesterola, te snizenih koncentracija HDL-
kolesterola.?®! Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se u potpunosti razjasnilo da li

polimorfizmi FABP2 znacajno pridonose sastavnicama metabolickih poremecaja.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

Dizajn istrazivanja:

Provedeno presje¢no i komparativno istrazivanje dio je velikog epidemioloskog
istrazivanja kroni¢nih bolesti u hrvatskoj populaciji u razli¢itim dijelovima Republike Hrvatske.
Istrazivanje je zapoc¢elo 1969. godine kada je odredena kohorta, a proveli su ga znanstvenici i
lije¢nicki tim Instituta za medicinska istrazivanja u Zagrebu sa suradnicima iz drugih ustanova.
Nasi rezultati su rezultati treCeg pra¢enja ovog obimnog istrazivanja. Cijelo istraZivanje je
detaljno opisano u literaturi.®® 2° Posljednje istrazivanje provedeno je 2006. i 2007. godine

kada su sudionici navrsili 70 godina starosti i vise.

3.1. ISPITANICI

U istrazivanje je uklju¢eno 345 ispitanika koji su sposobni zZivjeti samostalno, brinuti o
sebi 1 obavljati dnevne aktivnosti. Medu ispitanicima je istrazivana prevalencija metabolickog
sindroma. Ispitanici Zenskog (188) i muskog spola (157) dolaze s podrué¢ja gradova Zagreba,
Virovitice, Splita, Omisa i Visa, starosti od 70 do 93 godine. Istrazivanje je odobreno od strane
Eti¢kog povjerenstva Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu, a ispitanici
su obavijeSteni o prirodi i cilju istrazivanja. Nakon obavijesnog pristanka, od svakog su
ispitanika prikupljeni osobni podaci (dob, spol) 1 podaci o ¢imbenicima koji mogu utjecati na
razvoj metabolickog sindroma (krvni tlak, ovisnost o nikotinu, koriStenje lijekova za
hipertenziju i ostale bolesti). Lijecnic¢ki pregled, uzorkovanje krvi i prikupljanje podataka
provodeni su u periodu izmedu 7 i 12 sati ujutro. Visina, masa i opseg struka mjereni su prema
protokolu Medunarodnog bioloskog programa.?®

Ispitanici su podijeljeni u dvije grupe — grupu ispitanika s metabolickim sindromom
(MetS+) 1 grupu ispitanika koja nema metabolicki sindrom (MetS-). Prisustvo/odsustvo
metabolickog sindroma u svakog ispitanika odredeno je prema kriterijima Medunarodnog
udruzenja za dijabetes (IDF). MetS+ ispitanici imaju opseg struka > 94 cm (muskarci) i > 80

cm (Zene), te bilo koji od dva navedena kriterija: glukoza nataste > 5,6 mmolL™ (ili ranije

dijagnosticirana Secerna bolest i terapija za dijabetes), koncentracija triacilglicerola > 1,7
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mmolL, HDL-kolesterol < 1,03 mmolL? za muskarce i < 1,29 mmolL™ za Zene, i krvni tlak >
130/85 mmHg. Opseg struka je mjeren na sredini izmedu desetog rebra i vrha bokova
koriStenjem fleksibilnog nerastezljivog plastiénog metra. Krvni tlak je mjeren u sjede¢em
polozaju nakon odmora od 10 do 20 minuta kori§tenjem Zivinog sfigmomanometra (Reister,
Jungingen, Njemacka). Hipertenzija je definirana kod krvnog tlaka > 130/85 mmHg. Srednji
arterijski tlak (MAP, engl. Mean Arterial Pressure) racunat je po jednadzbi: MAP = [(2 X
dijastolicki tlak) + sistolicki tlak] / 3.%%7 Indeks tjelesne mase (BMI) racunat je po formuli: masa
(kg) / visina (m)2. Status pusaca definiran je na sljedec¢i nacin: pusaéi (aktivni pusaci i bivsi

pusaci) 1 nepusaci (ispitanici koji nikada nisu pusili).

3.2. UZORCI

Uzorci krvi prikupljani su nakon no¢nog posta iz antekubitalne vene. Serum Krvi
ispitanika koristen je za biokemijske analize, a puna krv na EDTA antikoagulans uzeta je za
izolaciju DNA. Za prikupljanje uzoraka koriStene su epruvete za izdvajanje seruma (BD
Vacutainer, Becton Dickinson, Plymouth, Ujedinjeno Kraljevstvo) i epruvete za izolaciju DNA
(K2.EDTA Vacutainer, Becton Dickinson, Plymouth, Ujedinjeno Kraljevstvo). Uzorci seruma

su pohranjeni na -20°C do analize.

3.2.1. BIOKEMIJSKE ANALIZE

Biokemijske analize provedene su u Odjelu za klini¢ko-laboratorijsku dijagnostiku
Djecje bolnice Srebrnjak u Zagrebu.

Koncentracija glukoze u serumu, ukupni proteini i C-reaktivni protein (CRP) odredivani
su standardiziranim metodama na Beckman Coulter AU400 selektivnom autoanalizatoru
(Beckman Coulter, Tokyo, Japan) uz koriStenje reagenasa istog proizvodaca (Beckman Coulter,
Hamburg, Njemacka).

Lipidni  parametri  (koncentracije ukupnog kolesterola, HDL-kolesterola i
triacilglicerola) odredeni su enzimskim metodama pomocu Roche COBAS MIRA
autoanalizatora, koristenjem Boehringer-Mannheim Diagnostics i Hoffmann-La Roche
reagenasa (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka). LDL-kolesterol je izraunat prema

Friedewaldovoj jednadzbi:
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[LDL-kolesterol] = [ukupni kolesterol] — [triacilglicerol/2,2] — [HDL-kolesterol] 28
Referentni intervali, odnosno preporucene vrijednosti navedenih parametara prikazani su u

tablicama 4i 5.

Tablica 4. Referentni intervali za pojedine parametre laboratorijskih pretraga

PARAMETAR JEDINICA REFERENTNI INTERVAL
Glukoza mmol L 4.4 —-6,4
Ukupni proteini gLt 66 do 81
C-REAKTIVNI PROTEIN
mg L do 5
(CRP)

Tablica 5. Preporucene vrijednosti parametara lipidnog statusa

PREPORUCENE
PARAMETAR JEDINICA
VRIJEDNOSTI
KOLESTEROL - ukupni mmol L <50
TRIACILGLICEROLI mmol L <17
HDL-KOLESTEROL mmol L M>1,0;2>12
LDL-KOLESTEROL (ra¢*) mmol L* do 3

*ra¢ - raCunski

3.3. POSTUPCI U ANALIZI POLIMORFIZAMA U GENOMSKOJ DNA
3.3.1. IZOLACIJA DNA IZ PUNE KRVI

Izolacija DNA iz pune krvi pomo¢u seta QIAGEN Biosprint 15 DNA i KingFisher®
aparature radi se prema nize opisanom postupku. Postupak izolacije DNA osim u priru¢niku
priloZzenom aparaturi, dostupan je i na web strani proizvodaca tehnologije.?%
Aparatura:

¢ KingFisher® uredaj (Thermo Labsystems, Izrael)
e vibracijska mjesalica TK3S techno (Kartell, Italija)

e vodena kupelj s tresilicom (Bellco Glass Inc., SAD)
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e mini centrifuga C-1201 (Labnet International, Inc., SAD)

Pribor:
e automatske pipete od 10 i 1000 pL i odgovarajuéi sterilni nastavci (Eppendorf
Njemacka, Brand SAD)
e mikroepruvete od 1,5 mL (Eppendorf, Njemacka)

Kemikalije:
e Biosprint 15 DNA (Qiagen, Njemacka) set:
- puferi AW1, AW2, AE, AL
- proteaza i otapalo proteaze
- suspenzija magneta MagAttract
- setovi po 5 plasti¢nih epruveta u traci
- setovi po 5 plasticnih navlaka u traci
e 2-propanol (SigmaAldrich Chemie, Njemacka)

e etanol apsolutni 96% p.a. (Kemika, Hrvatska)

Postupak:

Puferi AW1 i AW2 iz Biosprint 15 DNA seta otope se u apsolutnom etanolu, a proteaza u
otapalu za proteazu. Vodena kupelj se termostatira na 70°C. U pomicno postolje KingFisher
uredaja postavi se odredeni broj setova epruveta (1 red za 1 uzorak) 1 setova navlaka za metalne
nastavke aparata. U svaku od 5 epruveta unutar jednog seta dodaju se reagensi slijede¢im
redom:

e 1. epruveta: uzorak (lizat)

e 2. epruveta: 700 pL pufera AW1

e 3. epruveta: 500 pL pufera AW2

e 4. epruveta: 500 pL pufera AW2

e 5. epruveta: 200 uL pufera AE

Lizat se priprema tako da se volumen od 20 uL proteaze pipetira u epruvetu od 1,5 mL, tome
se doda 200 uL krvi i potom 200 uL pufera AL. Smjesa se promijesa na vibracijskoj mjesalici

kroz 15 sekundi i inkubira 10 minuta na 70°C. Doda se 200 uL 2-propanola te promijesa na
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vibracijskoj mjesalici 10 sekundi. Smjesa se centrifugira u mini-centrifugi te prenese u 1
epruvetu seta. U lizat se potom dodaje 30 uL suspenzije magneta MagAttract koja je prije toga
otprilike 3 minute mijeSana pomocu vibracijske mijesalice. Pomino se postolje s
pripremljenim uzorcima umetne u KingFisher uredaj i pokrene se protokol za izolaciju DNA.
Po zavrSetku procesa izolacije izvadi se pomicno postolje i izolirana DNA se pipetira iz

epruvete broj 5 u sterilnu mikroepruvetu volumena 1,5 mL.

3.3.2. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE DNA

Aparatura:
e spektrofotometar (LKB Biochrom Ultrospec Il 4050, UK)

Pribor:
e Kkivete
e automatske pipete od 10 i 1000 p i odgovarajuci nastavci (Eppendorf Njemacka,
Brand SAD)

e odmjerna tikvica od 1000 mL

Kemikalije:

e TE-pufer:

Tris (hidroksimetil) aminometan (Kemika, Hrvatska) (10mM) p.a. 1,21¢
Na,EDTA p.a. (etilendiaminotetraoctena kiselina — dinatrijeva sol)

(Kemika, Hrvatska) (1mM) 0,379

Tris i Na2EDTA je potrebno izvagati, prenijeti u odmjernu tikvicu od 1000 mL i
nadopuniti sterilnom destiliranom vodom do mjerne oznake volumena. pH pufera se
namjesti na 7,5 dodatkom HCI. Ovako pripravljenu otopinu potrebno je sterilizirati

autoklaviranjem 20 minuta na 120°C. TE-pufer se ¢uva na sobnoj temperaturi.

Postupak:

Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije DNA provodi se mjerenjem
apsorbancije uzoraka pri valnoj duljini od 260 nm. Otopina DNA prethodno se razrijedi TE-
puferom u omjeru 1 : 100 (na 10 uL otopine DNA doda se 990 uL. TE-pufera).
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Koncentracija DNA izracuna se prema formuli:
Jona = razrjedenje - F - A [pg/mL]

gdje je F faktor razrjedenja, a A je apsorbancija.

3.3.3.I1SPITIVANJE KVALITETE IZOLIRANE DNA

Kvaliteta izolirane DNA ispitana je elektroforezom na 1,5% agaroznom gelu s
etidijevim bromidom upotrebom kade za elektroforezu i ispravljaca Power Pac 1000, Bio Rad.
Aparatura:

e kada za elektroforezu model #£0763 (Sigma Chemical Co., SAD)
e ispravlja¢ elektri¢ne struje (Power Pac 1000, Bio Rad, SAD)

e mikrovalna pe¢nica (LG, Juzna Koreja)

e laboratorijska vaga (Ohaus, USA)

e UV-svjetiljka (LKB Transiluminator 2011 Macrovue, UK)

e digitalni fotoaparat (Olympus, Tokio, Japan)

e (Celalj za elektroforezu (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)

Pribor:
e automatske pipete od 10 i 1000 p i odgovarajuéi nastavci (Eppendorf Njemacka, Brand
SAD)

e odmjerne tikvice od 100 i 1000 mL
e Erlenmayerova tikvica od 250 mL

e cilindar graduirani od 25, 100 i 250 mL

Pripravci:

e 15% agarozni gel

Agaroza (SigmaAldrich Chemie, Njemacka) 2,259

Destilirana voda do 147 mL

Lana Feher Turkovi¢ Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 66

e FEtidijev bromid

(3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantridinijev bromid) (SigmaAldrich Chemie, Njemacka)

10 mg/mL
e 50 x TAE-pufer
Tris (Kemika, Hrvatska) 224 g
Octena kiselina (Kemika, Hrvatska) 57,1 mL
Na.-EDTA (Kemika, Hrvatska), 0,5%, pH 7,5 100 mL
Destilirana voda dolL
e 1 x TAE-pufer
50 x TAE-pufer 20 mL
Etidijev bromid 200 pL
Destilirana voda dolL

e Plavaboja

Brom-fenol plavo 2% (SigmaAldrich Chemie, Njemacka) 500 pL

Glicerol 50% (Kemika, Hrvatska) 10 mL
10 x TAE-pufer 5mL
Destilirana voda do 100 mL

Postupak:

Za pripravu 1,5% gela agaroze potrebno je u prethodno istariranu Erlenmeyerovu tikvicu
odvagati 2,25 g agaroze i dodati 147 mL destilirane vode. Agaroza se otopi zagrijavanjem do
tocke vrelista u mikrovalnoj pec¢nici. Kada se sadrzaj u tikvici ohladi na temperaturu od
priblizno 50°C , tekucoj agarozi doda se 3 mL 50 x TAE pufera i 3 uL otopine etidijeva
bromida. Gel se izlije u kalup s nosac¢em na koji je postavljen ¢esalj za formiranje jazica. Nosac
je sastavni dio sustava za elektroforezu. Nakon §to gel postane ¢vrst, nosac se postavi u kadicu
za elektroforezu s 1 x TAE puferom. Razina pufera iznad gela mora iznositi 2-3 mm. Cesalj se

potom ukloni, a u jazice se mikropipetom nanesu uzorci koji sadrze 8 plL otopine DNA u TE-
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puferu i 3 uL boje brom-fenol plavo. Elektroforeza se odvija 60 minuta pri naponu 140 V. Gel
se osvijetli ultraljubi¢astom svjetloséu kako bi se detektirala DNA, a potom se dokumentira

fotografiranjem.

3.3.4. METODE GENOTIPIZACIJE

3.3.4.1. LANCANA REAKCIJA POLIMERAZOM

Aparatura:
e Gene Amp® PCR System 2700 (Applied Biosystems, SAD)
e mini centrifuga C-1201 (Labnet International, Inc., SAD)
e mini centrifuga C-1202 (Labnet International, Inc., SAD)

e vibracijska mijesalica TK3S techno (Kartell, Italija)

Pribor:
e automatske pipete od 1000 pL, 100 pL 1 10 puL te odgovarajuéi sterilni nastavci
(Eppendorf Njemacka, Brand SAD)
e sterilne Multiply®-Pro Biosphere® PCR epruvete od 0,2 mL (SARSTEDT, Njemacka)
e sterilne GeneAmp® PCR epruvete od 0,2 mL (Applied Biosystems, SAD)

Kemikalije:

sterilna voda za injekcije (Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Hrvatska)

o deoksiribonukleotid-trifosfati 10mM svaki (Roche Diagnostics GmbH, Njemacka)

e pufer za PCR s MgCl, (10xFast Start Taq Reaction Buffer, Roche Diagnostics GmbH,
Njemacka)

e Fast Start Taq DNA polimeraza 5U/uL (Roche Diagnostics GmbH, Njemacka)

e ishodnice (razlikuju se za svaki ulomak DNA i navedene su u tablici 8)

Lancana reakcija polimerazom (PCR, engl. polymerase chain reaction)?’® omoguéuje
brzo umnaZzanje odabranog slijeda u genomu vise od milijardu puta, ¢ime se DNA odabranog
slijeda u¢inkovito ,,pro¢isti* od ostatka genoma.?’

Postupak umnazanja DNA u in vitro uvjetima provodi se u tri koraka koji obuhvacaju

denaturaciju DNA pri temperaturi 94 do 96°C, vezanje ishodnica pri temperaturi od 58 do 68°C
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I sintezu novih lanaca komplementarnih DNA regiji omedenoj ishodnicama uz termostabilnu
polimerazu na 72°C. Novi se lanci u manjoj mjeri razlikuju za svaki pojedini ulomak DNA.
Temperature, vremena inkubacije, koncentracija DNA-polimeraze, DNA-kalupa, ishodnica i
Mg?* iona ovise o analiti¢kom sastavu i ispitani su za pojedini ulomak DNA. Uvjeti umnazanja
pojedinih DNA ulomaka stoga su prikazani u tablici 6. Sastav reakcijskih smjesa za umnazanje
pojedinih ulomaka gena nalazi se u tablici 7. Slijed nukleotida za ishodnice gena odabran je
prema literaturnim podacima i za svaki polimorfizam naveden u tablici 8. Ponavljanjem triju
stupnjeva reakcije 30 do 40 puta sintetizira se milijun kopija odredenog ulomka DNA, kojeg

nazivamo PCR-ulomkom.

Tablica 6. Uvjeti umnaZanja DNA ulomaka

« . sinteza .
pocetna ] . vezanje zavrsna
polimorfizam | denaturacija broj denaturacija | o odnica r;ovog sinteza
9rC/ tmin | K| 8/CTUs | gecrig| T gty
min Sl grc/ts 3
96/5 33 94/30 65/30 72130 7217
96/5 33 94/30 60/30 72130 7217
Sty 96/2 33 94/15 68/20 72/30 72/5
94/5 33 94/30 58/45 72/45 7217

Tablica 7. Sastav reakcijskih smjesa za umnazanje gena za: a) SNP1, b) SNP3 c) S19W i d)
FABP2

a)
s ]

Sastav reakcijske smjese V/ uL
sterilna voda 19,85
dNTP 0,5
10X PCR pufer s MgCl» 2,5
ishodnica SNP1-F 0,5
ishodnica SNP1-R 0,5
Fas_t Start Tag DNA 0,15
polimeraza

DNA 1,0

UKUPNI VOLUMEN 25 ulL
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b)
Sastav reakcijske smjese V/ nL
sterilna voda 19,85
dNTP 0,5
10X PCR pufer s MgCl; 2,5
ishodnica SNP3-F 0,5
ishodnica SNP3-R 0,5
Fas_t Start Taqg DNA 0,15
polimeraza
DNA 1,0
UKUPNI VOLUMEN 25 uL
c)
Sastav reakcijske smjese V/ pL
sterilna voda 15,88
dNTP 0,4
10X PCR pufer s MgCl; 2,0
ishodnica AV1-F 0,4
ishodnica AV1-R 0,4
Fas_t Start Tag DNA 0,12
polimeraza
DNA 0,8
UKUPNI VOLUMEN 20 uL
? - FABP2 ]
Sastav reakcijske smjese V/ uL
sterilna voda 19,85
dNTP 0,5
10X PCR pufer s MgCl; 2,5
ishodnica FABP-F 0,5
ishodnica FABP-R 0,5
Fas_t Start Taqg DNA 0,15
polimeraza
DNA 1,0
UKUPNI VOLUMEN 25 uL
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Tablica 8. Slijed nukleotida za ishodnice gena

en naziv slijed ishodnice duzina roizvodat
g ishodnice ulomka | P
TIB
SNP1-F | 5-ACC AAA GGG GCT GCT GTC TCG TGC A-3' MOLBIOL
115 pb B
SNP1-R | 5-GAG CAT TCC CAA ATG AGC AC-3' MOLBIOL
TIB
SNP3-F | 5-GAT TGA TTC AAG ATG CAT TTA GGA C-3' MOLBIOL
187 pb TIB
SNP3-R | 5-CCC CAG GAA CTG GAG CGA AAT T-3' MOLBIOL
TIB
AV1-F | 5-TGC TCA CCT GGG CTC TGG CTC TTC-3' MOLBIOL
180 pb =B
AVLR g'-CCA GAA GCC TTT CCGTGC CTG GGC GGC- MOLBIOL
. . Sigma
fabp —F | 5-ACA GGT GTT AAT ATA GTG AAA AG-3 )
180 pb Aldrich
fabp-R | 5-TAC CCT GAG TTC AGT TCC GTC-3 ;‘g:}‘c‘;

Stabilnost umnozenih PCR-ulomaka ovisi o slijedu nukleotida u ulomku. Ulomci se mogu

Cuvati nekoliko dana pri temperaturi od +4°C ili kroz duzi period pri temperaturi -20°C.

3.3.4.2. PROVJERA USPJESNOSTI UMNAZANJA ULOMAKA DNA

Kvaliteta ulomaka DNA umnozenih lan¢anom reakcijom polimerazom provjerena je
elektroforezom na 3% - tnom agaroznom gelu s etidijevim bromidom, uz biljeg za provjeru

duljine umnozenih DNA ulomaka.

Aparatura:
e kada za elektroforezu model #E0763 (Sigma Chemical Co., SAD)
e ispravljac struje Power Pac 1000 (Bio Rad, SAD)
e mikrovalna pec¢nica (LG, Juzna Koreja)
e laboratorijska vaga (Ohaus, New Jersey, USA)
e UV-svjetiljka (LKB Transiluminator 2011 Macrovue, UK)
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digitalni fotoaparat (Olympus, Japan)

Pribor:
e automatska pipeta od 1000 puL i 10 pL te odgovarajuci nastavci (Eppendorf
Njemacka, Brand SAD)
e Erlenmeyerova tikvica od 150 mL
e cilindar graduirani 100 mL
e Spatula metalna
e (Celalj za elektroforezu (Sigma Aldrich Chemie, Njemacka)
e mikroepruvete od 1,5 mL (Eppendorf, Njemacka)
Kemikalije:
e agaroza za rutinsku uporabu (Sigma Aldrich Chemie, Njemacka)
e destilirana voda
e etidijev bromid (Sigma Aldrich Chemie, Njemacka)
e 50x TAE pufer
e 1XxTAE pufer
e boja brom-fenol plavo za elektroforezu (Sigma Aldrich Chemie, Njemacka)
e biljeg od 20 bp O'Range Ruler™ DNA Ladder, 0,1 pg / uL (Fermentas —
TermoFisher Scientific, SAD)
Pripravci:

e 3% agarozni gel

Agaroza (SigmaAldrich Chemie, Njemacka) 2,259

Destilirana voda do 73,5 mL

Postupak:

Postupak pripreme gela i pripravci identi¢ni su postupku opisanom u poglavlju 3. 3. 3.
Koristen je 3% gel agaroze s 1,5 mL 50X TAE puferai 3 pL otopine etidijeva bromida. U jazice
se mikropipetom nanose uzorci koji sadrze 7 uL ulomaka DNA i 3 puL boje brom-fenol plavo.
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U prvu jazicu nanosi se molekularni biljeg od 20 bp O'Range Ruler™ DNA Ladder.
Elektroforeza se odvija 30 minuta pri naponu 140 V.

3.3.4.3. POLIMORFIZAM DULJINE RESTRIKCIJSKIH ULOMAKA DNA

Polimorfizam duljine restrikcijskih ulomaka (engl. restriction fragments length
polymorphysms, RFLP) temelji se na utvrdivanju mjesta mutacije PCR-ulomaka cijepanjem

pomocu restrikcijskih endonukleaza.

3.3.4.3.1. RAZGRADNJA ULOMAKA DNA S POLIMORFIZMOM SNP1

Aparatura:
e vibracijska mjesalica TK3S techno (Kartell, Italija)
e mini centrifuga C-1202 (Labnet International, Inc., SAD)
e vodena kupelj s tresilicom (Bellco Glass Inc., SAD)
Pribor:

e automatske pipete od 1000 pL, 100 pL 1 10 pL te odgovarajuéi sterilni nastavci
(Eppendorf Njemacka, Brand SAD)
e sterilne epruvetice MicroAmp® 8-tube strips od 0,2 mL (Applied Biosystems, SAD)

Kemikalije:

e restrikcijski enzim i odgovarajuéi pufer (Fermentas - TermoFisher Scientific, SAD):

Alw44] (ApaLl) 10 U / uL za razgradnju PCR produkta SNP1 i 10X pufer Tango™

e sterilna voda za injekcije (Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu)

Postupak:
Restrikcijska smjesa je nacinjena od 1,25 pL restrikcijskog enzima Alw44l (ApaLl), 2 uL
odgovarajuceg puferai 7 pL sterilne vode. Nakon §to je na 3% gelu agaroze utvrdeno postojanje

ulomka DNA odgovarajuée veliCine, restrikcijskoj smjesi je dodano 6 pL uzorka umnozenog
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lan¢anom reakcijom polimeraze. Inkubacija se odvijala 16 sati u vodenoj kupelji s tresilicom.

Enzimska razgradnja enzimom Alw441 (ApaLl) provodi se pri temperaturi 37°C.

3.3.4.3.2. RAZGRADNJA ULOMAKA DNA S POLIMORFIZMOM SNP3

Aparatura:
» vibracijska mjesalica TK3S techno (Kartell, Italija)
» mini centrifuga C-1202 (Labnet International, Inc., SAD)

» vodena kupelj s tresilicom (Bellco Glass Inc., SAD)

Pribor:
» automatske pipete od 1000 pL, 100 puL i 10 pL te odgovarajuci sterilni nastavci
(Eppendorf Njemacka, Brand SAD)
 sterilne epruvetice MicroAmp® 8-tube strips od 0,2 mL (Applied Biosystems, SAD)

Kemikalije:
 restrikcijski enzim i odgovarajuéi pufer (Fermentas - TermoFisher Scientific, SAD):
Trull (Msel) 10 U / uL za razgradnju PCR produkta SNP3 i 10X pufer R

 sterilna voda za injekcije (Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Hrvatska)
Postupak:

Smjesa za restrikciju nacinjena je od 0,31 pL restrikcijskog enzima Trull (Msel), 0,5 pL
odgovarajuc¢eg pufera i 1,75 uL sterilne vode. Nakon $to je na 3% gelu agaroze utvrdeno
postojanje ulomka DNA odgovarajuce veliCine, restrikcijskoj smjesi je dodano 1,2 uL uzorka
umnozenog lan¢anom reakcijom polimeraze. Za restrikcijsku smjesu s enzimom Trull (Msel)

razgradnja se provodi 5 sati na temperaturi 65°C.

3.3.4.3.3. RAZGRADNJA ULOMAKA DNA S POLIMORFIZMOM S19W

Aparatura:
e vibracijska mjesalica TK3S techno (Kartell, Italija)
e mini centrifuga C-1202 (Labnet International, Inc., SAD)

e vodena kupelj s tresilicom (Bellco Glass Inc., SAD)
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Pribor:

e automatske pipete od 1000 pL, 100 pL i 10 pL te odgovarajuéi sterilni nastavci
(Eppendorf Njemacka, Brand SAD)
e sterilne epruvetice MicroAmp® 8-tube strips od 0,2 mL (Applied Biosystems, SAD)

Kemikalije:

e restrikcijski enzim i odgovarajuéi pufer (Fermentas - TermoFisher Scientific, SAD):

Eco52I (Eagl) 10 U / uL za razgradnju PCR produkta S19W i 10X pufer Eco52I

e sterilna voda za injekcije (Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Hrvatska)

Postupak:

Postupak je jednak opisanom pod 3. 3. 4. 3. 2., s time da se za restrikcijsku smjesu s
enzimom Eco521 (Eagl) inkubacija odvija 16 sati u vodenoj kupelji s tresilicom pri temperaturi
37°C.

3.3.4.3.4. RAZGRADNJA ULOMAKA DNA S POLIMORFIZMOM FABP2

Aparatura:
. vibracijska mjesalica TK3S techno (Kartell, Italija)
. mini centrifuga C-1202 (Labnet International, Inc., SAD)
. vodena kupelj s tresilicom (Bellco Glass Inc., SAD)
Pribor:
. automatske pipete od 1000 pL, 100 pL i 10 pL te odgovarajuci sterilni nastavci
(Eppendorf Njemacka, Brand SAD)
. sterilne epruvetice MicroAmp® 8-tube strips od 0,2 mL (Applied Biosystems,

SAD)
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Kemikalije:
. restrikcijski enzim i odgovarajuci pufer (Fermentas - TermoFisher Scientific,
SAD):
Hhal 10 U / uL za razgradnju PCR produkta FABP2 i 10X pufer Tango™
. sterilna voda za injekcije (Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu)
Postupak:

Postupak je identi¢an opisanom u potpoglavlju 3. 3. 4. 3. 1. uz razgradnju enzimom
Hhal.

3.3.4.4. DETEKCIJA POLIMORFIZAMA SNP1, SNP3, S19W i FABP2

3.3.4.4.1. DETEKCIJA POLIMORFIZMA SNP1

Nakon razgradnje produkti se oboje bojom brom-fenol plavo i nanose na 3% gel agaroze
kako bi se fragmenti razdvojili u elektriénom polju. U prvu jaZicu unosi se biljeg kako bi se

mogla utvrditi veli¢ina odvojenih fragmenata.

Aparatura:
e kada za elektroforezu model #£0763 (Sigma Chemical Co., SAD)
e ispravljac struje Power Pac 1000 (Bio Rad, SAD)
e mikrovalna peé¢nica (LG, Juzna Koreja)
e laboratorijska vaga (Ohaus Adventurer™Pro, SAD)
e UV-svjetiljka (LKB Transiluminator 2011 Macrovue, UK)
e digitalni fotoaparat (Olympus, Japan)

Pribor:
e automatska pipeta od 1000 pL, 100 pL 1 10 puL te odgovarajuéi sterilni nastavci
(Eppendorf Njemacka, Brand SAD)
e Erlenmeyerova tikvica od 150 mL

e cilindar graduirani 100 mL
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e Spatula metalna

e (CeSalj za elektroforezu (Sigma Aldrich Chemie, Njemacka)

Kemikalije:

e agaroza za rutinsku uporabu (Sigma Aldrich Chemie, Njemacka)

e destilirana voda

e etidijev bromid (3,8 — diamino — 5 — etil — 6 - fenilfenantridinijev bromid )

o 1X TAE pufer

¢ boja brom-fenol-plavo za elektroforezu (Sigma Aldrich Chemie GmbH)

e biljeg od 20 bp O'Range Ruler™ DNA Ladder, 0,1 pg / uL (Fermentas - TermoFisher
Scientific, SAD)

Postupak:

Za detekciju polimorfizama 3% gel agaroze se priprema kao §to je opisano u poglavlju 3.
3. 4. 2. Elektroforeza se odvija pri 140 V tijekom 60 minuta. Po zavrSetku elektroforeze gel se
osvijetli UV - svjetiljkom, fragmenti se vizualiziraju a potom ih dokumentiramo

fotografiranjem.

3.3.4.4.2. DETEKCIJA POLIMORFIZMA SNP3

Nakon digestije produkti se nanose na DNA-¢ip pripremljen neposredno prije analize, a

potom se uzorci s Cipa analiziraju bioanalizatorom.

Aparatura:

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Inc. SAD)
e mjesalica IKA — model MS2-S8/MS2-S9 (lka, SAD)

e 0sobno racunalo (PC) s programskom podrskom 2100 Expert Software

mikrocentrifuga (Eppendorf, Njemacka)

Pribor:
e automatske pipete od 1000 pL, 100 pL 1 10 puL te odgovaraju¢i nastavei (Eppendorf,
Brand GMBH + CO KG, Njemacka)
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e postolje za pripravu ¢ipa (Agilent Technologies, Inc. SAD)

e Sprica (Agilent Technologies, Inc. SAD)

e zaporna ura Oregon Scientific model No. TR118, SAD

o filtri za mikrocentrifugu

e DNA 1000 ¢ip (LabChip® Caliper Technologies Corp., SAD)

e Cip za Cis€enje elektroda (LabChip® Caliper Technologies Corp., SAD)

Kemikalije:
e Agilent DNA 1000 Kit:
o DNA 1000 ladder — ,,ljestve*
o DNA 1000 biljeg 15/1500 bp
o DNA koncentrat boje (Molecular Probes, Inc., SAD)
o DNA gel matriks (matrica)

e sterilna voda za injekcije (Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu)

Postupak:

Prije provodenja protokola za pripremu ¢ipa, potrebno je ispuniti odredene preduvjete:
potrebno je zamijeniti Spricu sa svakim novim DNA kitom, a isto tako 1 Cip za ¢iScenje
elektroda; podesiti baznu plo¢u nosaca za nanaSanje uzoraka na poziciju C, osloboditi polugu
klipa i podesiti je na najniZzu poziciju na nosacu (Slika 28.), odabrati odgovarajucu vrstu ¢ipa
na bioanalizatoru, podesiti broj okretaja na posebnoj mjesalici Sto pripada analizatoru na 2400

okretaja u minuti i pokrenuti program analizatora (2100 Expert Software) na racunalu.
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d
Slika 28. Bazna plo¢a nosaéa za nanasanje uzoraka i poluga klipa (prilagodeno prema 2'2)

Reagensi se ¢uvaju pri temperaturi 4°C. Kako bi se uravnotezili na sobnu temperaturu
potrebno ih je izvaditi iz hladnjaka 30 minuta prije uporabe. Uzorci se prije analize takoder
cuvaju na sobnoj temperaturi. Analizu ¢ipa potrebno je pokrenuti u roku od pet minuta nakon
priprave zbog moguceg isparavanja reagenasa $to moze dovesti do slabih rezultata.

Nakon §to boja i DNA gel matriks odstoje 30 minuta na sobnoj temperaturi, pripravlja se
njihova mjeSavina. Koncentrat boje se mijeSa na mjeSalici 10 sekundi 1 vrlo kratko centrifugira
kako bi se spustio njen sadrzaj u mikroepruveti. 25 uL koncentrata boje pipetom se prenese u
mikroepruvetu s DNA gel matriksom. MjeSavina se mijeSa na mjesalici 10 sekundi a potom
prebaci u mikroepruvetu s filtrom za centrifugiranje, te centrifugira 15 minuta na sobnoj
temperaturi pri 2240 g + 20% (Sto odgovara 6000 okretaja u minuti za Eppendorf
mikrocentrifuge). Filtar se odbaci, a mikroepruveta s pripravljenom mjesavinom boje i gela
omota se aluminijskom folijom jer se boja raspada kad je izlozena svjetlosti, ¢cime se smanjuje
intenzitet signala tijekom analize. MjeSavinu je potrebno upotrijebiti unutar 4 tjedna.

DNA ¢ip se izvadi iz zastitnog omota i postavi na postolje za pripravu ¢ipa (Slika 29). Klip
Sprice mora biti namjesten na volumen od 1 mL. 9 uL. mjesavine boje i gela pipetom se unese
na dno posebno oznacene jazice. Time se sprjecava nastajanje velikog mjehuri¢a zraka ispod
mjeSavine. Postolje za pripravu Cipa se zatvori. Pri tome se ¢uje specifi¢an zvuk zaklju¢avanja

brave — ukoliko zvuk izostane, postolje za pripravu ¢ipa nije ispravno zatvoreno. Klip Sprice
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pritisne se prema dolje sve dok je ne zahvati isjeCak poluge. Nakon tocno 60 sekundi otpusti se
poluga i klip Sprice se otpusta. Vizualno se pregleda da li se klip vratio barem do oznake od 0,3
mL. Nakon 5 sekundi, klip se polagano vrati na oznaku 1 mL. Postolje se otvori, te potom unese
9 uL mjesavine boje i gela u druge dvije oznacene jazice. U jazice za uzorke i ladder pipetom
se unese 5 uL biljega. 1 pL laddera se unese u jazicu predvidenu za ladder. U svaku od 12 jazica
za uzorke pipetom se unese po 1 pL uzorka. Cip s nane$enim uzorcima horizontalno se postavi
u posebnu mjesalicu za ¢ipove (Slika 30). Naneseni uzorci i biljeg mijesaju se to¢no 60 sekundi
pri 2400 okretaja u minuti. Cip je moguée pravilno smjestiti u mjesalicu i analizator samo na
jedan naéin. Ovako pripravljen ¢ip unutar 5 minuta potrebno je umetnuti u bioanalizator i
pokrenuti analizu. Uzorci se gibaju kroz mikrokanale i elektroforetski razdvajaju. Komponente
se detektiraju na temelju fluorescencije i prevode u slike nalik fragmentima u gelu i
elektroferograme sa §iljcima. Bioanalizator s visokom rezolucijom razlikuje fragmente do 5bp,
istovremeno detektira vrlo male i vrlo velike fragmente (druga vrsta DNA cipa), te male
fragmente koje nije moguce detektirati na gelu. Rezultati se prikazuju na ekranu racunala,

pohranjuju i po potrebi ispisuju (Slika 31).

Slika 29. Agilent DNA 1000 c¢ip, bioanalizator 1 postolje za pripravu Cipa (prilagodeno prema
273)
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Slika 30. IKA mjesalica Slika 31. Ocekivani prikaz rezultata

(prilagodeno prema 2'4)

3.3.4.4.3. DETEKCIJA POLIMORFIZMA S19W

Aparatura, pribor, kemikalije i postupak za detekciju polimorfizma S19W jednaki su onima

opisanim u poglavlju 3.3.4.4.2.

3.3.4.4.4. DETEKCIJA POLIMORFIZMA FABP2

Aparatura, pribor, kemikalije i postupak za detekciju polimorfizma FABP2 jednaki su onima
opisanim u poglavlju 3.3.4.4.1.

3.4. EKSTRAKCIJA UKUPNIH LIPIDA 1Z SERUMA | PRIPREMA
METILNIH ESTERA MASNIH KISELINA

Ukupni lipidi su iz seruma ekstrahirani prilagodenom metodom po Kishino i sur.?”

prema kojoj su ujedno pripravljeni i metilni esteri masnih Kiselina.

Aparatura:

o centrifuga Centric 322A (Tehtnica, Slovenija)

e vibracijska mjesalica EV-202 (Tehtnica, Slovenija)
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e upariva¢ Univapo 100 H s jedinicom za hladenje Unicryo MC 2L (Uniequip, Njemacka)

e termostat BTE-S (TMA-termo medicinski aparati, Bodalec & Havoié, Hrvatska)

Pribor:
e automatske pipete od 1000 pL, 100 pL i 10 pL te odgovarajuéi nastavci (Eppendorf
Njemacka, Brand SAD)
e staklene epruvete s navojem i silikonskim ¢epom

e epruvete za uparavanje

Kemikalije:
e kloroform CHCIs (J.T. Baker, SAD)
e metanol CH30OH (J.T. Baker, SAD)
e butilhidroksitoluen (BHT) (2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol) C15H240
e redestilirana voda
e heksan CgHis
e kloridna kiselina HCI, konc. 36,5 % (Kemika, Hrvatska)
e heptadekanska kiselina C17H3402 (C17:0) - interni standard (SigmaAldrich Chemie,
Njemacka)

e bezvodni natrijev sulfat Na.SO4 (Kemika, Hrvatska)

Uzorak:

e serum ispitanika

Pripravci:

e smjesa kloroform : metanol (CHCIl3: CH3OH =2:1 v/v)

200 mL kloroforma
100 mL metanola
e smjesa kloroform : metanol (CHCIl3: CH30OH =2 :1v/v) s BHT

100 mL smijese kloroform : metanol
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10 mg BHT
e Metanolna HCI

8,6 mL koncentrirane kloridne kiseline HCI
nadopuniti do 100 mL metanolom CHsOH
e Interni standard C17:0

0,5 mg/mL heptadekanske kiseline C17H3402 u heksanu

Postupak:

Ukupni lipidi iz uzorka izdvajaju se ekstrakcijom s organskim otapalima. U 8 mL smjese
kloroform : metanol s BHT, doda se 0,4 mL seruma (ili 0,2 mL seruma + 0,2 mL redestilirane
vode). Sadrzaj epruvete mijeSa se 10 minuta, a potom se doda 2 mL vode i mijesa jo§ 1 minutu.
Zatim slijedi centrifugiranje pri 2000 o/min, kroz 5 minuta na sobnoj temperaturi. Donji sloj
odvoji se u prethodno izvaganu epruvetu i upari do suha u vakuum uparivacu. Ponovnim
vaganjem odreduje se masa ukupnih lipida u uzorku seruma. Ekstrahiranim lipidima dodaje se
0,1 mL internog standarda. Sadrzaj epruvete se upari do suha. Uparenom ostatku doda se 2 mL
metanolne HCI. Epruvete se stavljaju na hidrolizu u termostat na 100 °C kroz 45 minuta.
Stvaraju se esterske veze izmedu masnih kiselina i metanola, te nastaju metilni esteri masnih
kiselina. Ispiranje se izvede Cetiri puta s 2 mL petroletera i dva puta s 2 mL redestilirane vode.
Kako bi se uklonio viSak vode, uzorku se dodaje bezvodni natrijev sulfat 1 ostavi preko noci.
Nakon filtriranja uzorci se upare do suhog, epruvete se propusu dusikom i zatvore. Na taj na¢in
pripremljeni uzorci ¢uvaju se u atmosferi dusika pohranjeni na -20°C do analize plinskom

kromatografijom.

3.5. PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Aparatura:
e plinski kromatograf SRI 8610C (SRI Instruments Chromatography Systems, USA)
opremljen plameno ionizacijskim detektorom i kapilarnom kolonom DB-WAX duljine
60 m, unutarnjeg promjera 0,25 mm, debljine aktivnog sloja 0,25 um (Agilent J&W,
SAD)

e racunalo s programskom podr§kom Peak Simple 3D 2000 za ra¢unalni sustav Windows
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e plin nosac: vodik, protoka 60 mL/min u split modu

Postupak:

Upareni ekstrakti metilnih estera masnih kiselina otopljeni su u kloroformu te injektirani
u plinski kromatograf. Temperaturni uvjeti kromatografiranja su: pocetna temperatura kolone
od 150°C zadrzana je 3 minute, potom slijedi zagrijavanje 8°C u minuti do 220°C i kontinuirano
zadrzavanje na 220°C 30 minuta. Temperatura injektora bila je 250°C, a temperatura detektora
260°C. Ukupno trajanje programa iznosilo je 45 minuta po uzorku. Sastav masnih kiselina
odreduje se prolaskom uzorka kroz kolonu, a o€itava na detektoru plinskog kromatografa.
Rezultati se prikazuju na ekranu racunala u obliku kromatograma s vrskovima (peakovima)
razli¢itih amplituda. Kvantitativno odredivanje pojedinih masnih kiselina provedeno je
usporedivanjem povrsine vrska pojedine masne kiseline s povr§inom vrska internog standarda
C17:0 dodanog tijekom metilacije masnih kiselina. Kromatogrami su obradeni ra¢unalnim

programom Peak Simple 3D 2000.

3.6. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Za statisticku obradu rezultata koriSten je paket SPSS za Windows 20,0 (IBM, SAD).
Kategorijalne varijable su usporedivane Pearsonovim y?-testom ili Fisherovim egzaktnim
testom. Distribucija normalnosti za kontinuirane varijable odredena je Leveneovim testom.
Kontinuirane varijable s normalnom distribucijom izrazene su kao aritmeticka sredina i
pripadajuca standardna devijacija, a one bez normalne distribucije izrazene su kao medijan i
25-ti i 75-ti percentil. Grupna usporedba kontinuiranih varijabli nacinjena je Studentovim t-
testom i Mann-Whitney testom, prema normalnosti distribucije.

Frekvencije alela 1 genotipova izraCunate su ru¢no. Hardy-Weinbergova ravnoteza
izmedu dobivenih i oekivanih frekvencija testirana je hi-kvadrat testom (y? testom).
Povezanost neravnoteze izmedu SNP-ova odredena je pomoéu alata CubeX.?”® Omijer izgleda
(rizika) prije 1 nakon prilagodbe kovarijata (dob, spol, opseg struka, status pusa¢ - nepusac,
terapija antihipertenzivima, hipolipemicima, antidijabeticima, koncentracije glukoze,
triacilglicerola, ukupnog kolesterola, HDL-kolesterola i LDL-kolesterola u serumu) izraunate
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su logistickom regresijom. Varijable su izrazene kao aritmeticka sredina s pripadaju¢om
standardnom devijacijom ili medijan i interkvartilno rasprsenje (raspon) prema normalnosti

distribucije. Razina statisticke znacajnosti odredena je na 0,05.

Lana Feher Turkovi¢ Doktorska disertacija






§ 4. Rezultati 85

§4. REZULTATI

Analize su napravljene na ukupno 229 ispitanika s metabolickim sindromom i 116
ispitanika bez metabolickog sindroma prema IDF kriterijima. Tablica 9 prikazuje osnovne
karakteristike. Frekvencije spola, hipertenzije, pusenja i terapije prikazane su kao apsolutna
vrijednost i postotak te testirane y - testom. Kao §to je i ocekivano temeljem IDF odabirnih
kriterija, ispitanici s metabolickim sindromom imaju znacajno vecu ucestalost hipertenzije.
Medu ispitanicima s metabolickim sindromom je i znatno veéi broj pusaca. Kontinuirane
varijabe testirane su t- testom ili Mann-Whitney- testom s obzirom na normalnost raspodjele

podataka.

4.1. OSNOVNE KARAKTERISTIKE ISPITANIKA OBZIROM NA
PRISUTNOST METABLICKOG SINDROMA

Dob i spol ispitanika koji su sudjelovali u istrazivanju, lipidni status i ostali parametri

navedeni su u Tablici 9.
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Tablica 9. Osnovne karakteristike ispitanika obzirom na prisutnost metabolickog sindroma

MetS (+) MetS(-) p-
Parametar B
N=229 N=116 vrijednost
Dob, godine 77+4 78+5 0,051
M 102 (45%) 55 (47%)
Spol _ 0,613
Z 127 (55%) 61 (53%)
) - da 212 (93%) 95 (82%)
Hipertenzija 0,003
ne 17 (7%) 21 (18%)
da 60 (26%) 17 (15%)
Pusenje 0,017
ne 169 (74%) 99 (85%)
Hipolipemicka da 32 (14%) 9 (8%) 0131
terapija ne 197 (86%) 107 (92%) ’
Opseg struka, cm 102+10 94+17 0,040
Indeks tjelesne mase, BMI
29,4+3.4 26,7+£3,8 <0,001
kg m
Glukoza nata$te, mmol L 71427 5,1£1,2 < 0,001
Ukupni kolesterol, mmol L* 5,441,2 5,4+1,0 0,637
HDL-kolesterol, mmol L 1,1+0,3 1,5+0,4 < 0,001
LDL-kolesterol, mmol L 34+1,1 3,3+1,0 0,459
Ukupni proteini, g L™ 71,845,1 72,0+£5,7 0,688
Medijan Medijan
(IKR) (IKR)
Triacilgliceroli, mmol L 1,83 (1,13) 1,14 (0,53) <0,001
BMI - indeks tjelesne mase (engl. body mass index); IKR — interkvartilni raspon

Pearsonov hi-kvadrat (y?) test koristen je za testiranje kategorijalnih varijabli izmedu MetS(+)
i MetS(-). Studentov T-test koriSten je za usporedbu kontinuiranih varijabli izmedu dvije
skupine ispitanika s izuzetkom koncentracija triacilglicerola. Mann-Whitney test koristen je za

usporedbu koncentracija triacilglicerola izmedu dvije skupine ispitanika.
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4.2. POLIMORFIZAM SNP1 GENA ApoA5

Odgovarajué¢i ulomci DNA podvrgnuti su razgradnji pomocu restrikcijskog enzima
Alw441 (ApaLl) za PCR produkt SNP1 (1259T>C). Postupci i uvjeti razgradnje opisani su u
poglavlju 3. 3. 4. 3. 1. Neki od rezultata analize prikazani su na slici 32. A i B. A Elektroforeza
na agaroznom gelu uz etidijev bromid; B Elektroforeza provedena na agaroznom gelu uz lonza

boju.

>

lus]

TTETET CC €T TT CCTT TT €T TT FECT M

Slika 32. Elektroforeza PCR ulomaka za polimorfizme gena SNP1 (1259T>C) nakon
razgradnje restrikcijskom endonukleazom Alw44l (ApaLl) na 3 %-tnom agaroznom gelu.
Ulomak duljine 115 pb koji se ne cijepa na fragmente predstavlja ,,divlji* tip (TT homozigot).
Heterozigot CT se cijepa na fragmente 95 pb i 20 pb no ima i fragment od 115 pb. CC
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homozigot se u potpunosti cijepa na fragmente 95 pb i 20 pb. Fragment od 20 pb brzo migrira

u agaroznom gelu.

4.3. POLIMORFIZAM SNP3 GENA ApoA5

Odgovarajué¢i ulomci DNA podvrgnuti su razgradnji pomocu restrikcijskog enzima
Trull (Msel) za PCR produkt SNP3.
Postupci i uvjeti razgradnje opisani su u poglavlju 3. 3. 4. 3. 2.

Postupak detekcije polimorfizama opisan je u poglavlju 3. 3. 4. 4. 2
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Slika 33. Elektroforeza PCR ulomaka za polimorfizam gena SNP3 nakon razgradnje enzimom

Trull (Msel) na DNA c¢ipu. Rijetki tip TT homozigot nema Trull (Msel) restrikcijsko mjesto i

na gelu migrira kao jedan fragment od 187 pb. ,,Divlji“ tip se potpuno cijepa na fragmente od

167 pb i 20 pb (GG homozigot). Ulomak duljine 187 pb koji se cijepa na fragmente 167 pb i 20

pb no ima i fragment od 187 pb je heterozigot GT. Ulomci od 20 pb brzo migriraju i nisu

detektabilni na gelu.
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4.4, POLIMORFIZAM S19W GENA ApoA5

Odgovarajué¢i ulomci DNA podvrgnuti su razgradnji pomocu restrikcijskog enzima
Eco521 (Eagl) za PCR produkt S19W. Postupci i uvjeti razgradnje opisani su u poglavlju 3. 3.

4. 3. 2. Postupak detekcije polimorfizama opisan je u poglavlju 3. 3. 4. 4. 2.

Lana Feher Turkovi¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati 91

2100 expert_DNA 1000_DE04103405_2012-03-30_12-52-50.xad Page 1 of 17
Assay Class: DNA 1000 Created: 30.3.2012. 12:52:50
Data Path: C:\...-3012100 expert_DNA 1000_DE04103405_2012-03-30_12-52-50.xad Modified: 30.3.2012. 13:33:45
Electrophoresis File Run Summary
[be) Instrument Information:
TR S - << e s Instrument Name:  DEO4103405 Firmware: C.01.069
TR 8 A 8 3 ¢ ¥ & 9 TR O
B ob R W D DR GRR B B RO ER ST GER Serlal#: DE04103405 Type: G2939A
Assay Information:
Assay Origin Fath C:'Program Files\Agilent,2100 bioanalyzer'2100
experliassays\dsDNA'DNA 1000 Series 11xsy
e e e Assay Class: DNA 1000
1000 — = Version: 23
PR s Assay Comments: DNA Analysis 25 -1000 bp
SO0 — —
00 — © Copyright 2003-2009 Agilent Technologies, Inc.
Chip Information;
BT Chip Lot #:
200 — — — T — — Reagent Kit Lot #:
150 — — _ —_— .
100 — —— Chip Comments;
50 —
15 —  ——— — ——— —— ——— —
E A2 3 % 5 & F B9 A 12
277 303 321
[Fu] [Fu] [Fuj
100 )
50 | 100 A
0 N — L 2 o4+—"—0 ) L 04— £ ) S
T 1T T 1 T Tk G LB T Tl W1 T T 11 T Lobe Hl
15 100 200 300 500 1500 [op] 15 100 200 300 500 1500 [bp] 15 100 200 300 500 1500 [bp]
218 224 345
[FU] [FU] [FU]
| 100
50 50 | | |
[ ‘ 50 ’ ’
I T — W' U NS e SRR U N i
mr 1 11 T T T T LU LI T T 1T TIT LI B I S 1 1|
15 100 200 3200 500 1500 [bp] 15 100 200 300 500 1500  [bp] 15 100 300 500 1500  [bp]
346 347 348
[FU] [Ful [Fu]
100 1
50 i J o i l 50 l | ’ ‘
P f Il '
0 ‘ 3 Ly 0 L.l . sl s 0 " ; ez Ml
L I & ¥ il LB T T T T LB T 1T 1 T
15 100 300 500 1500 [bp] 15 100 300 500 1500 [bp] 15 100 300 500 1500 [bp]
249 as50 351
[Ful [FU] [FU]
| | 150 ’
50 | | 50 | ‘ 100 |
|l |‘ .
0 Sm— Y . 0 T - [ . 0 Js s l
LU T 0o Bl] L T % S, P P e o o LB T T, I
15 150 300 500 1500 [op] 15 150 300 500 1500  [bp] 15 100 300 500 1500  [bp]
2100 Expert (B.02.08.51648) © Copyright 2003 - 2009 Agilent Technalogies, Inc. Printed: 30,3.2012, 13:36:45

Slika 34. Elektroforeza PCR ulomaka za polimorfizam gena S19W (56C>G) nakon
razgradnje restrikcijskim enzimom Eco52I (Eagl) na DNA ¢ipu. CC homozigot (,,rijetki

tip*) nema Eco521 (Eagl) restrikcijsko mjesto i na gelu migrira kao jedan fragment od
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180 pb. ,,Divlji tip se potpuno cijepa na fragmente od 155 pb i 25 pb (GG homozigot).

Ulomak duljine 180 pb koji se cijepa na fragmente 155 pb i 25 pb no ima i fragment od

180 pb je heterozigot CG.

4.5. POLIMORFIZAM GENA FABP2

Odgovarajué¢i ulomci DNA podvrgnuti su razgradnji pomocu restrikcijskog enzima
Hhal za PCR produkt FABP2. Postupci i uvjeti razgradnje opisani su u poglavlju 3. 3. 4. 3. 1.
Neki od rezultata analize prikazani su na slici 35. A i B. Na slici A prikazana je elektroforeza
na agaroznom gelu uz etidijev bromid, a na slici B elektroforeza provedena na agaroznom gelu

uz lonza boju.

Lana Feher Turkovi¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati 93

>

los]

-— ey = —— ——— — — 200

GG GG AA GA AA GA GA GA GG GG GA GAGGM

Slika 35. Elektroforeza PCR ulomaka za polimorfizam gena FABP2 nakon razgradnje
restrikcijskom endonukleazom Hhal na 3 % - tnom agaroznom gelu.

PCR produkti s Thr54 nemaju Hhal restrikcijsko mjesto, stoga AA homozigot (Thr/Thr
,»rjetki® tip) na gelu migrira kao jedan fragment od 180pb. ,,Divlji* tip se potpuno cijepa na
fragmente od 99 pb i 81 pb (GG ili Ala/Ala homozigot). Ulomak duljine 180 pb koji se cijepa
na fragmente od 99 pb i 81 pb no ima i fragment od 180 pb je heterozigot GA tj. Ala/Thr.

Lana Feher Turkovi¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati 94
4.6. GENOTIPOVI | FREKVENCIJE ALELA U GRUPAMA

ISPITANIKA MetS(+) i MetS(-) ZA TRI GENSKE VARIJANTE
ApoAS

Tablica 10 prikazuje genotipove i frekvencije alela u obje grupe ispitanika za tri genske
varijante gena ApoA5. Opazene frekvencije genotipova u obje grupe ispitanika bile su u Hardy
Weinberg ravnotezi za sva tri ApoA5 SNP polimorfizma. Polimorfizmi SNP1 i SNP3 u
povezanoj su neravnotezi (D' = 0,863, r> = 0,709). SI9W nije u povezanoj neravnotezi s SNP1
(D' = 0,138, r> = 0,0001) i SNP3 (D' = 0,547, r? = 0,0008). Genotipovi i frekvencije alela tri
razli¢ita ApoA5 polimorfizma jednog nukleotida nisu se razlikovali izmedu grupa ispitanika s
MetS+ i MetS-. Omjeri izgleda (rizika) OR ne indiciraju rizik razli¢itih genetickih varijanti za
razvoj metabolickog sindroma. Genotipovi s dva najzastupljenija alela razmatrana su kao
podgrupa ne-nositelja minornih alela, dok su heterozigotni genotipovi i genotipovi s oba

minorna alela razmatrani kao nositelji.
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Tablica 10. Genotipovi i frekvencije alela izmedu subjekata s i bez MetS

MetS(+) MetS(-) P (x? OR OR nakon
(interval korekcije
pouzdanosti (interval
95%) pouzdanosti
SNP1 (c.1259T>C) 95%)
C-ne-nositelji 179 (0,81) 93 (0,86) 1.00 1,00
C-nositelji (hetero) 41 (0,19) 14 (0,24) 0.250 1,45 1,28
C-nositelji (homo) 1 1 (0,77-2,76)  (0,68-2,42)
P=0,251 P=0,447
T 399 200 0.405
C 43 16
SNP3 (-1131T>C)
C-ne-nositelji 180 (0,81) 93  (0,83) 1,00 1,00
C-nositelji 41 (0,19) 18 (0,17) 0,662 1,14 1,15
C-nositelji (homo) 1 1 (0,63-2,07)  (0,63-2,11)
P=0,663 P=0,645
T 401 204 0,861
C 43 20
S19W (c.56C>G)
W-ne-nositelji 184 (0,81) 92 (0,81) 1,00 1,00
W-nositelji (hetero) 41 (0,19) 22 (0,19) 0,937 0,98 0,97
W-nositelji (homo) 2 0 (0,55-1,73)  (0,54-1,72)
P=0,937 P=0,906
C 390 206 0,926
G 45 22

Pearsonov y2-test koristen je za testiranje frekvencija nositelja rijetkog alela i ne-nositelja

rijetkog alela izmedu grupa ispitanika MetS(+) i MetS(-). Omjer izgleda (rizika) (OR) odreden

je logistickom regresijom prije i nakon prilagodbe za dob, spol i hipolipemicku terapiju.
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Frekvencije haplotipova ApoA5 prikazane su u tablici 11. Najfrekventniji haplotip je

ApoAS5 -“divlji” (haplotip s tri najzastupljenija alela), AD0A5-SNP1 i 3 (haplotip s SNP1 i SNP3
rijetkim alelima i S19W divljim alelom) i ApoA5 SNP-S19W (haplotip s S19W rijetkim alelima

i SNP1 i SNP3 ucestalim alelima). Rijetki aleli su u tablici oznac¢eni podebljanim slovima.

Tablica 11. Frekvencije haplotipova ApoA5 u obje grupe ispitanika

Haplotip Frekv. S19W SNP1 SNP3
ukupno (c.56C>G) (c.1259T>C) (-1132T7>C)
=659

Apo A5- “divlji” 80,3 % C T T

Apo A5-SNP 1 3 rijetki aleli 7,1% C C C

Apo A5 SNP-S19W rijetki aleli 9,0% G T T

Apo A5 SNP1 rijetki alel 1,1% C C T

Apo A5 SNP3 rijetki alel 1,7% C T C

Apo A5 rijetki aleli 0,8% G C C

Apo A5 SNP1 i S19W rijetki aleli 0,2% G C T

Usporedba izmedu podgrupa ne-nositelja i nositelja polimorfizma S19W u ispitanika s
MetS prikazana je u tablici 12. Znacajna razlika je opaZena za koncentracije ukupnog
kolesterola i triacilglicerola izmedu nositelja i ne-nositelja polimorfizma S19W. Koncentracije
triacilglicerola vise su u cijeloj skupini W-nositelja (P = 0,050), dok je kolesterol vi§i samo u
muskih ispitanika (P = 0,048), s malom promjenom znacajnosti kada su korigirane s
kovarijatama (P = 0,035 i P = 0,053). Opazeno je da je rijetki W19 alel znacajno ¢e$ci u
ispitanika s koncentracijama triacilglicerola i ukupnog kolesterola iznad 90-tog percentila, nego

u ispitanika s koncentracijama ispod 10-tog percentila.
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Tablica 12. Apo A5 S19W genotipovi u ispitanika s MetS s visokom (> 90-tog percentila) i

niskom (< 10-tog percentila) koncentracijom triacilglicerola i ukupnog kolesterola u serumu

Apo A5 genotip

S19/S19 W19 nositelji

P-

vrijednost*

TG < 10 percentil
TG > 90 percentil

kolesterol < 10 percentil

kolesterol > 90 percentil

21 2
14 8
21 3
14 9

0,035

0,049

*Fisherov egzaktni test

Aritmeticke sredine koncentracija ukupnog kolesterola i LDL-kolesterola znacajno su

vise u Zenskih ispitanica koje su nositelji rijetkih SNP1 i SNP3 alela (Tablica 13) nego u Zenskih

ispitanica koje nisu nositeljice ovih alela, nakon provedbe T-testa. Nakon univarijatne analize

s prethodno spomenutim setom kovarijata, znacajnost se neznatno mijenja i razlike postaju

marginalno znacajne. U ispitanika bez MetS nema povezanosti koncentracija lipida niti za jedan

od istrazivanih polimorfizama nakon provedbe T-testa ili univarijatne analize.
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Tablica 13. Biokemijski parametri u ispitanika s metabolickim sindromom kod tri ApoA5 SNP genotipa

S19W polimorfizam, N=229 SNP1 polimorfizam, N=221 SNP3 polimorfizam, N=222
Ne-nositelji, N 19W-nositelji t-test Ne-nositelji Nositelji t-test Ne-nositelji Nositelji t-test
N-ukupno=184 N-ukupno=43 N-ukupno=179 N-total=42 N-ukupno=180 N-ukupno=42
N-muskarci=82 N-muskarci=18 N-muskarci=77 N-muskarci=20 N-muskarci=75 N-muskarci=21
N-Zene=102 N-Zene=25 N-Zene=102 N-Zene=22 N-Zene=105 N-Zene=21
Arit.sred. £SD Arit.sred.£SD P Arit.sred.=SD Arit.sred.+SD P Arit.sred.+SD Arit.sred.=SD P
vrijedn. vrijedn. vrijedn.
Kolesterol U 5,39+1,20 5,60+1,22 0,306 5,32+1,17 5,01£1,37 0,178 5,37+1,19 5,65+1,20 0,165
(mmol/L) M 4,97+1,12 5,56+1,17 0,048 5,10+1,16 5,56+1,09 0,765 5,06+1,14 5,07+0,96 0,951
V4 5,73+1,18 5,63+1,28 0,727 5,58+1,14 6,23+1,36 0,020 5,59+1,18 6,23+1,16 0,024
HDL-kol. U 1,10+0,32 1,06+0,30 0,486 1,10+0,32 1,10+0,32 0,996 1,10+0,32 1,09+0,25 0,962
(mmol/L) M 1,02+0,29 1,04+0,33 0,811 1,05+0,31 0,98+0,23 0,384 1,03+0,31 1,02+0,21 0,988
Z 1,16+0,34 1,08+0,27 0,252 1,14+0.32 1,21+0,36 0,320 1,15+0,34 1,16+0,28 0,842
LDL-kol.. U 3,45+1,01 3,40+1,45 0,806 3,37+1,12 3,67+1,05 0,912 3,37+1,13 3,70+0,91 0,082
(mmol/L) M 3,18+0,99 3,21+1,87 0,915 3,16+1,26 3,24+0,90 0,774 3,14+1,24 3,26+0,79 0,660
z 3,66+0,98 3,52+1,11 0,550 3,54+0,98 4,05+1,04 0,029 3,53+1,01 4,13+0,81 0,013
Glukoza U 7,06+2,26 7,13+3,06 0,896 7,17+£2,72 6,87+2,94 0,560 7,18+2,74 6,83+2,84 0,512
(mmol/L) M 7,08+2,72 7,25+3,01 0,972 7,30+2,61 7,30+3,40 0,991 7,38+2,69 7,31+3,10 0,919
Z 6,88+2.62 7,05+3,17 0,793 7,05+2,81 6,45+2.42 0,410 7,03+£2,78 6,18+2,39 0,281
Median (IKR) Median (IKR) P- Median (IKR) Median (IKR) P- Median (IKR) Median (IKR) P-
vrijedn. vrijedn. vrijedn.
Trigliceridi U 1,79 (1,16) 1,97 (1,13) 0,050 1,85 (1,15) 1,93 (1,11) 0,703 1,85 (1,10) 1,88 (1,25) 0,912
(mmol/L) M 1,39 (1,80) 1,97 (0,90) 0,174 1,46 (1,23) 1,88 (1,25) 0,851 1,48 (1,14) 1,87 (1,32) 0,870
Z 1,96 (0,95) 2,05 (1,35) 0,270 1,96 (0,98) 2,07 (1,05) 0,541 1,96 (0,99) 2,07 (1,03) 0,801
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4.7. GENOTIPOVI | FREKVENCIJE ALELA U GRUPAMA
ISPITANIKA MetS(+) i MetS(-) ZA GENSKE VARIJANTE FABP2

Pearsonov y’-test koristen je za testiranje frekvencija nositelja rijetkog alela i ne-nositelja
rijetkog alela izmedu grupa ispitanika MetS(+) i MetS(-). Nema razlike u frekvencijama FABP2
Ala54Thr genotipova izmedu istrazivanih skupina. Frekvencije genotipova za Ala/Ala, Ala/Thr
i Thr/Thr su 131, 70 i 13 u grupi MetS(+) te 60, 36 i 6 u MetS(-). Opazene frekvencije
genotipova polimorfizama FABP2 gena bile su u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi u obje grupe
ispitanika. Ala/Ala genotip je razmatran podgrupom Thr54 ne-nositelja, dok su genotipovi
heterozigota Ala/Thr i homozigota Thr/Thr razmatrani kao podgrupa Thr54 nositelja (Tablica
14).

Tablica 14. Genotipovi polimorfizama gena FABP2

MetS(+) MetS(-) P OR
N=214 N=102 (interval
FABP2 pouzdanosti 95%)
FABP2 54 ne-nositelji 131 (0,69) 60 (0,31) 1,00
(N, omjer) 0,777 0,91
FABP2 54Thr-nositelji 83 (0,66) 42 (0,34) (0,56-1,46)
(N, omjer) P=0,684
FABP2 —alel A (N) 96 48
FABP2 —alel G (N) 332 156

Frekvencije kategorijalnih varijabli izmedu grupa ispitanika MetS(+) 1 MetS(-) testrane su
Pearsonovim y2-testom. OR — omjer izgleda (rizika)

Lana Feher Turkovié¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati 100

4.8. BIOKEMIJSKE | ANTROPOMETRIJSKE VRIJEDNOSTI U
ISPITANIKA MetS(+) i MetS(-) OBZIROM NA FABP2 Ala54Thr
POLIMORFIZAM

Biokemijski i antropometrijski podaci za dvije podgrupe genotipa prikazani su u tablici
15 odvojeno za ispitanike s metabolickim sindromom i za ispitanike bez metabolickog
sindroma. Opazena je znacajna razlika za koncentracije lipida izmedu nositelja i ne-nositelja u
MetS(+) ispitanika. Rezultati Mann-Whitney testa pokazali su da su koncentracije
triacilglicerola znacajno nize (P = 0,050) u cijeloj skupini. Prema spolu, znacajna razlika je
evidentna kod ispitanika Zenskog spola (P = 0,020). T-testom je utvrdeno da su aritmeticke
sredine koncentracija HDL-kolesterola u nositelja Thr-54 znacajno vise u cijeloj skupini (P =
0,001) i za oba spola (u muskaraca P = 0,039, u zena P = 0,004) u usporedbi sThr54-ne-
nositeljima. U ispitanika bez metabolickog sindroma niti za jedan parameter nema razlika

izmedu nositelja i ne-nositelja.
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Tablica 15. Biokemijske i antropometrijske vrijednosti u ispitanika s i bez metabolickog

sindroma obzirom na FABP2 Ala54Thr polimorfizam

MetS(+) MetS(-)
N =214 N =102
ne-nositelji 54Thr-nositelji ne-nositelji 54Thr-
N-ukupno =131 N-ukupno=83 N-ukupno= 59 nositelji
N-muskarci= 54 N-muskarci=41 N muskarci=24 | N-ukupno= 43
N-zene = 77 N-Zene = 42 N-zene = 35 N-
P muskarci=21 P
N-Zene = 22
Kolesterol Uk. 5,47+1,21 5,3841,21 0,620 5,504+1,05 5,314+0,93 0,363
mmol L* M 5,14+1,14 4,99+1,17 0,524 5,09+1,05 5,01+0,64 0,799
Z 5,70+1,21 5,77+1,14 0,753 5,78+0,97 5,60+1,09 0,508
HDL- Uk. 1,04+0,31 1,19+0,33 0,001 1,50+0,42 1,48+0,42 0,685
kolesterol M 0,98+0,29 1,10+0,29 0,039 1,36+0,47 1,42+0,50 0,688
mmol L 7 1,06+0,31 1,26+0,34 0,004 1,61+0,35 1,53£0,33 0,378
LDL- Uk. 3,45+1,17 3,43£1,03 0,888 3,43+1,07 3,3240,95 0,606
kolesterol M 3,19+1,29 3,17+1,07 0,928 | 3,15+1,11 3,1040,81 | 0,854
mmol L W 3,63+1,05 3,68+0,93 | 0783 | 361%1,1 3,54+1,04 | 0,770
Proteini Uk. 72,645,6 71,545,9 0,199 72,245,13 71,945,31 0,793
gL? M 73,3+4,8 71,245,9 0,094 72,246,14 71,6+4,00 0,815
Z 72,146,2 71,746,0 0,743 72,944,33 72,246,36 0,652
Opseg struka | Uk. 10319 102+11 0,851 93+15 94+20 0,722
cm M 10648 104+11 0,439 100£13 102+24 0,693
Z 10049 100+12 0,989 88+13 86+12 0,605
BMI Uk. 29,4434 29,2+3,50 0,720 26,6+3,81 26,6+3,45 0,945
kg m2 M 28,843,0 28,5£3,0 0,671 26,8+3,50 26,0+2,90 0,462
7z 29,843,6 29,943,8 0,910 26,5+4,06 27,2+£3,90 0,512
Aritm. Uk. 107+10 110+12 0,082 110413 109+12 0,492
sredina
arterijskog M 108+11 110+14 0,282 106+11 109+12 0,553
krvnog tlaka
mmHg Z 108+10 111+10 0,165 113+13 109+12 | 0,221
Glukoza Uk. 6,10 (5,30-7,95) 5,90 (5,40-7,85) | 0,724 | 5,00 (4,63-5,30) 5,00 (4,45- 0,925
mmol L 5,50)
M 6,10 (5,40-7,85) | 6,10 (5,55-8,80) | 0,371 | 5,00 (4,80-5,30) | 4,85 (4,35- | 0,612
5,38
7 6,10 (5,20-8,33) 5,85 (5,23-7,68) | 0,675 | 5,00 (4,60-5,35) 5,05 (4,)43- 0,614
5,83
Triacilglicer | Uk. 1,96 (1,39-2,48) 1,68 (1,09-2,15) 0,005 | 1,17 (0,93-1,43) 1,09 (0,)82- 0,327
ol mmol L* 1,35)
M 1,66 (1,11-2,41) | 1,33(0,97-2,15) | 0,144 | 1,19(0,99-152) | 1,05(0,70- | 0,179
1,41
7 2,05(1,52-2,59) | 1,74(1,29-2,17) | 0,020 | 1,12(0,92-1,39) | 1,25 (0,)88- 0,961
1,34
CRP Uk. 2,56 (1,50-5,50) 2,46 (1,47-4,77) | 0,405 | 1,89 (1,12-3,48) 1,79 (1,)16- 0,952
gLt 3,50)
M 2,51 (1,86-543) | 2,27(1,64-4,17) | 0,392 | 1,50(0,99-352) | 1,77 (0,90- | 0,715
4,08
Z 2,66 (1,32-5,70) 3,07 (0,88-5,46) | 0,753 | 2,00 (1,12-3,51) 1,79 (1,)16- 0,842
3,28)
Uk.-ukupno; M-muskarci; Z-7ene
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Ucinak genotipova — nositelja 54Thr alela na krvne i antropometrijske parameter proveden je
T-testom i analizom kovarijance s dobi i spolom kao kovarijatama. Glukoza, triacilgliceroli i

CRP su log-transformirani za testiranje.
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4.9. SASTAV | KONCENTRACIJE MASNIH KISELINA U GRUPAMA
ISPITANIKA MetS(+) i MetS(-)

Tablica 16. Sastav i koncentracije masnih kiselina u ukupnim lipidima seruma ispitanika s i bez

metabolickog sindroma

MetS(+) MetS(-)
- N =57 N=31 P-vrijednost
Masna kiselina Aritm. Medijan Aritm. Medijan MetS(+)/MetS(-)
sred. (IKR) sred. (IKR)
C14 (miristinska 633,87 477,56
kiselina) 76581 1 ao3015) | 93187 | (303,448 | 0044
C16 (palmitinska 12969,28 11264,45
kiselina) 1412098 | 6053200y | 1174403 | (4506,942) | 0184
Cle:1
e 803,64 852,75
(kpl):érlrll r|:rﬂ(;le|nska 1162,54 (568,748) 1080,62 (745,217) 0,678
Cl7 2500,00 2500,00
(heptadekanoic¢na 3388,93 0 00’0 2983,87 0 00’0 0,672
Kiselina)* (0,000) (0,000)
C18 (stearinska 3959,18 4102,98
kiselina) 4419.24 | ooo2211) | 238 | (1406,477) | 0827
Cl18:1
: . 9680,55 7251,20
(k(i);(ZIIri]r?;)a/elaldlcna 1208413 | (grot* o | 922554 | (D1 | 0.252
C18:2 (linolna 9000,49 8536,16
kiselina) 10426171 (4533,824) | 1037691 | (4767 976) | 0998
C18:3 (y-linolenska 2749,17 594,98
kiselina) S092.82 | 7954 458) | 299960 | (4241,105) | 913!
C20 (arahidska 0,00
Gseling) 3086 | 000(0,000) | 16517 | gipery | 0442
C20:3 (dihomo-y- 265,61 246,25
linolenska kis.) RIS 1 957167) | 90059 | (726,385) | 000
Eﬁgli(r?;)he”‘“'ka 17211 | 0,00 (0,000) | 121,95 (()é%OlsZ) 0,417
C20:4 (arahidonska 1200,07 666,64
kiselina) 1919.04 | (9419,680) | 122047 | (2083.924) | 02
C22:4
280,97 0,00
(k?;);i(i)r?:)tetraenska 499,17 (681,289) 346,79 (425,751) 0,082
C24:1 (nervonska 0,00
Gseling) 2404 | 000(0000) | 30083 | ooy 0,889
C22:6
0,00 0,00
(on(_)zaheksaenska 181,18 (103,721) 448,76 (103,277) 0,787
kiselina)

*interni standard
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Neparametrijski Mann-Whitney test koristen je za usporedbu koncentracija masnih kiselina
izmedu dvije skupine ispitanika.

Rezultati Mann-Whitney testa pokazali su statisti¢ki znacajnu razliku jedino u koncentraciji
miristinske kiseline (C14) izmedu grupa ispitanika s i bez metabolickog sindroma (P = 0,044)
u ukupnim lipidima seruma.

Koncentracije arahidske (C14), behenske (C22), nervonske (C24:1) i dokozaheksaenske
(C22:6) kiseline nisu bile detektabilne u dijelu uzoraka sto je u tablici 16. vidljivo iz medijana.
Iz tog se razloga navedene masne kiseline ne nalaze u tablicama koje prikazuju povezanost

sastava i koncentracija masnih kiselina s genetickim varijantama ApoA5 i FABP2.
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4.10. POVEZANOST SASTAVA | KONCENTRACIJA MASNIH
KISELINA S GENSKIM VARIJANTAMA ApoA5 U GRUPI
ISPITANIKA MetS+

Tablica 17. Povezanost sastava masnih kiselina i genetickih varijanti ApoA5 SNP1 u ispitanika

s metaboli¢kim sindromom

kiselina)

SNP1- SNP1 -
TT homozigot CT heterozigot
Masna kiselina »divlji tip* P-vrijednost
N = 43 N =11
Medijan (IKR) Medijan (IKR)
C14 (miristinska 594,49 (436,701) 732,07 (791,51) 0,484
kiselina)
Eég i(r'[\’:)'m'“”s'(a 12751,02 (6084,587) | 13688,55 (7813,45) 0,307
C16:1 (palmitoleinska | 791 1) (500,288) 993,57 (480,35) 0,539
kiselina)
Eilgn(lgg)pjadekanoma 2500,00 (0,000) 2500,00 (2500,00) 0,751
C18 (stearinska Kiselina) | 3776,66 (1814,479) | 4665,87 (2245,59) 0,259
Eiigl:ilng‘)"e'”Ska’elaldlcna 9625,93 (7749,806) | 11277,29 (8907,10) 0,626
C18:2 (linolna kiselina) | 8650,00 (4132,321) | 9912,01 (8864,49) 0,582
C18:3 (y-linolenska 274917 (6858,279) 1158,83 (10491,24) 0,641
kiselina)
C20:3 (dihomo-y- 230,37 (731,457) 265,61 (957,35) 0,539
linolenska kis.)
C20:4 (arahidonska 923,06 (2910,181) 558,64 (1322,99) 0,165
kiselina)
C22:4 (dokozatetraenska. | g1 g7 (781 551) 165,58 (681,29) 0,983

*interni standard

Neparametrijski Mann-Whitney test koriSten je za usporedbu koncentracija masnih kiselina

izmedu dvije skupine ispitanika razlic¢itih genotipova ApoAS5 SNP1 s metabolickim sindromom.

Ne postoji statisticki znacajna razlika u sastavu masnih kiselina izmedu ispitanika s

metaboli¢kim sindromom 1 razli¢itim geneti¢kim varijantama ApoA5 SNP1.
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Tablica 18. Povezanost sastava masnih kiselina i genskih varijanti ApoA5 SNP3 u ispitanika s

metabolickim sindromom

SNP3 - SNP3—
GG homozigot GT heterozigot
Masna kiselina »divlji tip* P-vrijednost
N = 44 N=12
Medijan (IKR) Medijan (IKR)

C14 (miristinska 614,18 (381,982) 650,92 (641,336) 0,787
kiselina)

Eégl i(r'[\’:)'m'“”s‘(a 12860,15 (5975,164) | 13284,74 (6780,892) 0,454
C16:1 (palmitoleinska | 296 57 (567 567) 888,60 (518,329) 0,787
kiselina)

(kjiizli(ggfjadekanoma 2500,00 (0,000) 2500,000 (2500,00) 0,096
C18 (stearinska kiselina) | 3801,70 (1839,518) 4704,25 (2156,378) 0,419
Eig;ilng‘)"e'“ka/elald‘c“a 0653,24 (7966,273) | 10319,84 (8249,534) 0,850
C18:2 (linolna kiselina) | 8698,52 (4260,622) | 10392,02 (6100,333) 0,639
C18:3 (y-linolenska 3412,96 (6936,195) | 867,50 (9170,950) 0,831
kiselina)

C20:3 (dihomo-y- 230,03 (809,555) 450,05 (1037,506) 0,315
linolenska kis.)

Eiigl:i‘:]g“ah'dons‘(a 1061,57 (2653,917) | 1040,65 (1479,481) 0,352
Eiigl:i‘:]go“ozatetraens‘(a 201,38 (644,380) 663,80 (1033,563) 0,144

Za usporedbu koncentracija masnih Kiselina izmedu dvije skupine ispitanika razli¢itih

genotipova ApoA5 SNP3 s metaboli¢kim sindromom koristen je Mann-Whitney test.

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u sastavu masnih kiselina izmedu ispitanika s

metaboli¢kim sindromom i razli¢itim genskim varijantama ApoA5 SNP3.
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Tablica 19. Povezanost sastava masnih kiselina i genskih varijanti ApoA5 S19W u ispitanika s

metabolickim sindromom

S1OW - S1OW -
GG homozigot CG heterozigot
Masna kiselina ,,divlji tip* P-vrijednost
N = 44 N = 13
Medijan (IKR) Medijan (IKR)
Eé‘ell i(rrg')“St'”Ska 509,83 (374,536) 869,56 (626,575) 0,006
f(:égl i(r'[\’aa)'m'“”s'(a 12553,58 (5707,473) | 14846,46 (6498,103) 0,014
C16:1
(palmitoleinska 769,72 (492,547) 1154,46 (1089,266) 0,058
kiselina)
c17
(heptadekanoi¢na 2500,00 (195,517) 2500,00 (0,000) 0,903
kiselina)*
Eiigl i(ﬁge)a””Ska 3680,21 (1925,411) | 4731,97 (1843,406) 0,025
C18:1
(oleinska/elaidicna | 9362,61 (8052,495) | 13656,62 (9955,110) 0,020
kiselina)
ﬁig;fﬂg‘”o'”a 8766,75 (4535,136) | 9059,04 (7727,654) 0,341
ol g"'”o'ens"a 3180,66 (8261,180) | 903,41 (6701,261) 0,844
ﬁﬁglgn(s‘f(':ﬁ:g‘;y 278,80 (809,555) | 230,37 (2108,907) 0,829
Eigl:i‘:]g‘rah'd‘mka 1430,23 (2314,293) | 221,47 (923,064) 0,117
C22:4
(dokozatetraenska 306,58 (731,420) 119,89 (343,371) 0,381
kiselina)

*interni standard

Mann-Whitney test je koriSten za usporedbu koncentracija masnih kiselina izmedu dvije

skupine ispitanika razli¢itih genotipova ApoA5 S19W s metabolickim sindromom.

Statisticki znacajna razlika u sastavu masnih kiselina izmedu ispitanika s metabolickim

sindromom 1 razli¢itim genskim varijantama ApoA5 S19W postoji za miristinsku (C14),

palmitinsku (C16), palmitoleinsku (C16:1), stearinsku (C18) i oleinsku tj. elaidi¢nu kiselinu

(C18:1).
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4.11. POVEZANOST SASTAVA MASNIH KISELINA I GENSKIH
VARIJANTI FABP2 U GRUPI ISPITANIKA MetS+

Tablica 20. Povezanost sastava masnih kiselina i genskih varijanti FABP2 u ispitanika s

metabolickim sindromom

FABP2 - FABP2 —
GG homozigot GA heterozigot
Masna kiselina ,divlji tip* P-vrijednost
N = 44 N = 13
Medijan (IKR) Medijan (IKR)
o i(rr]‘;')“s““s“a 579,50 (469,553) | 635,57 (342,974) 0,983
o i(r'[\’:)'m'“”s'(a 13080,25 (5927,366) | 12547,12 (2474,807) 0,533
C16:1
(palmitoleinska 879,72 (652,304) | 803,64 (327,394) 0,487
kiselina)
c17
(heptadekanoiéna | 2500,00 (0,000) 2500,00 (2500,00) 0,115
kiselina)*
Eiigl i(zga“”s"a 3801,70 (1877,103) | 4266,26 (1800,827) 0,618
C18:1
(oleinska/elaidi¢na 10328,00 (8654,772) | 9362,82 (4493,955) 0,406
kiselina)
Eiigl:izng')'”o'“a 8873,76 (4501,147) | 10084,12 (3438,849) 0,561
Eiiglifng"'”o'ens‘(a 1818,20 (8261,180) | 5533,16 (7014,110) 0,058
C20:3 (dihomo-y- | 544 65 (922.409) | 356,94 (1313,325) 0,512
linolenska kis.)
Eiigl:i‘:]g"ah'do”s“a 613,89 (1600,014) | 1811,50 (1625,154) 0,013
C22:4
(dokozatetraenska 201,38 (659,139) 643,13 (815,243) 0,072
kiselina)

Mann-Whitney test je koristen za usporedbu koncentracija masnih kiselina izmedu dvije
skupine ispitanika razlicitih genotipova FABP2 s metabolickim sindromom.

Statisticki znacajna razlika u sastavu masnih kiselina izmedu ispitanika s metabolickim
sindromom i razli¢itim genskim varijantama FABP2 postoji za arahidonsku kiselinu (C20:4).

Na granici znacajnosti je koncentracija y-linolenske kiseline (C18:3).
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§ 5. RASPRAVA

5.1. POLIMORFIZMI JEDNOG NUKLEOTIDA ZA ApoA5

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da nema statisticki znacajnih razlika u
frekvencijama pojedinih genotipova koji ukljucuju polimorfizme supstitucije jednog nukleotida
u genu za ApoA5, odnosno SNP1, SNP3 i S19W, izmedu ispitanika s ili bez MetS. Medutim,
kada se usporede srednje vrijednosti ili medijani lipidnih parametara uocava se statisticki
znaCajna povezanost svih triju polimorfizama s nekim od parametara u ispitanika s
metaboli¢kim sindromom.

Rezultati ovog istrazivanja potvrdili su povezanu neravnotezu izmedu polimorfizama
ApoA5 SNP1 i SNP3. Dobivena su tri uéestala haplotipa (1-ApoAS5 koji ukljucuje sva tri
najzastupljenija alela navedenih triju polimorfizama, 2-haplotip koji sadrzi divlji SI9W i rijetke
SNP1 i SNP3, te 3-haplotip koji sadrzi divlje SNP1, SNP 3 i rijetki S19W alel) koji se mogu
povezati s haplotipovima ApoA5*1, ApoA5*2 i ApoA5*3 koje opisuju Pennacchio i suradnici.
Navedeni haplotipovi koji ukljuuju dodatna dva ApoAS polimorfizma (C.-3A>G i
IVS3+476G>A) su u snaZnoj neravnoteznoj povezanosti s SNP1 i SNP3.17? Frekvencije triju
ucestalih haplotipova opazene u starijoj hrvatskoj populaciji iz razlicitih dijelova Republike
Hrvatske (gradskih podrucja Zagreba, Virovitice, Splita, OmiSa i Visa) u nasem istraZivanju,
sli¢na su relativnim frekvencijama utvrdenima u istrazivanju provedenom na populaciji bijelaca
u Berkeley Lipid Study."?

Medijan koncentracija triacilglicerola u obje skupine ispitanika (MetS+ i MetS-), kao i
aritmeticka sredina koncentracije ukupnog kolesterola u muskih ispitanika s MetS statisticki su
znacajno visi u nositelja rijetkog S19W alela (SW i WW genotipovi) nego u nositelja divljeg
alela (SS genotip). Istovjetni rezultati dobiveni su u istrazivanju provedenom u Turskoj, na
pacijentima nositeljima rijetkog S19W alela s ishemi¢nim mozdanim udarom, koji su imali
statisti¢ki znacajno vise koncentracije ukupnog kolesterola i LDL-kolesterola u serumu.?’’
Rezultati istrazivanja provedenog u SAD pokazali su da je rijetki alel SI9W ces¢i u ispitanika
s koncentracijama triacilglicerola iznad 90-tog percentila nego li u ispitanika ispod 10-tog

percentila. Rezultati ovog istrazivanja su takoder pokazali da je rijetki alel polimorfizma S19W
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¢es¢i u ispitanika s koncentracijama serumskog triacilglicerola iznad 90-tog percentila, ali
takoder 1 u ispitanika s koncentracijom ukupnog kolesterola iznad 90-tog percentila.

Kod nositelja rijetkih alela SNP1 i SNP3 statisticki su znacajno povisene koncentracije
ukupnog kolesterola i LDL-kolesterola u serumu, ali s marginalnom znaéajnosti nakon
korekcije s kovarijatama. Istrazivanje provedeno na brazilskim ispitanicima s dislipidemijom
pokazalo je da je rijetki SNP3-alel ,,C* povezan s vi$im vrijednostima ukupnog kolesterola, kao
i koncentracijama triacilglicerola.?’® Manje zastupljeni aleli ista tri polimorfizma ApoA5-SNP1,
SNP3 i S19W zajedno s ApoA5 polimorfizmima SNP2 I1VS3+476A pokazuju znacajnu
postepeno rastuéu povezanost s kvartilima triacilglicerola, ukupnog kolesterola i HDL-
kolesterola u serumu madarskih ispitanika.?’”® Kolaborativna analiza 101 istrazivanja, pod
nazivom Triglyceride Coronary Disease Genetics Consortium and Emerging Risk Factors
Collaboration, pokazala je da je SNP3 znacajno povezan s manjom veli¢inom ¢estica LDL i
HDL.%8 strazivanje provedeno u Njemackoj na multietni¢koj skupini ispitanika pokazalo je da
su odredene rijetke mutacije u genu ApoA5 ucestalije u pacijenata s povisenim koncentracijama
triacilglicerola no u onima s hiperlipoproteinemijom tipa I11.28

Sva navedena otkrica rasvjetljavaju ulogu apolipoproteina ApoA5 u regulaciji
koncentracije triacilglicerola u serumu. Posljedi¢éno, sva stanja povezana S
hipertrigliceridemijom i promjenama u drugim lipidnim frakcijama seruma mogla bi biti
povezana s genskim polimorfizmima ApoAb.

ApoA5 S19W-aminokiselina se nalazi u signalnom peptidu u blizini mjesta cijepanja,
izmedu aminokiselinskih ostataka 23 i 24. Pretpostavlja se da bi polimorfizam S19W mogao
mijenjati brzinu transporta nezrelog ApoAS5 kroz membranu endoplazmatskog retikula, procesa
koji se razmatra kao potencijalno odgovoran za ulaz u sekrecijski put.2

Suprotno tome, aleli ApoA5 -1131T/C i 1259 T/C nisu funkcionalni aleli i moze se
konstatirati da bi mogli biti biljezi povezani s drugim funkcionalnim mjestima. Stoga utjecaj

najées¢ih haplotipova opisanih u literaturil’

moze posluziti kao objaSnjenje za promjene
koncentracija lipida u serumu. Istrazivanja provedena na Zivotinjama i humanim uzorcima
pokazala su da je manjak ApoA5 uzrokovan mutacijama u ApoA5 genu odgovoran za ozbiljnu
hipertrigliceridemiju i da su polimorfizmi jednog nukleotida za ApoA5!% povezani s
hipertrigliceridemijom i kardio-metabolickim bolestima (kardiovaskularne bolesti, pretilost,

Secerna bolest i metabolicki sindrom).
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5.2. POLIMORFIZAM JEDNOG NUKLEOTIDA ZA FABP2

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da nema znacajne statisticke razlike u frekvenciji
FABP2-Ala54Thr polimorfizma izmedu ispitanika s i bez metabolickog sindroma prema
kriterijima IDF. U usporedbi s podacima iz literature, uocena je ocekivano znacajna razlika u
lipidnim parametrima izmedu ispitanika. Statisticki znacajno snizene aritmeticke vrijednosti
koncentracija triacilglicerola i viSe vrijednosti koncentracija HDL-kolesterola u nositelja
54Thr-alela u usporedbi s nositeljima alela Ala54 indiciraju moguéu protektivnu ulogu 54Thr
alela u ispitanika s metaboli¢kim sindromom nakon cijelono¢nog posta.?8®

Mnogo je suprotnih zaklju¢aka u istrazivanjima koja ukljucuju polimorfizam Ala54Thr
i lipidne profile. Snizena koncentracija triacilglicerola u nositelja alela Thr54 uocena je u 16
zdravih Zena u postmenopauzi u istrazivanju u kojem su u organizam prehranom unosile hranu
bogatu masnoéama.?® Kod ispitanika muskog i Zzenskog spola koji su bili ukljuceni u
istrazivanje utjecaja prehrane s malim unosom lipida (mediteranska dijeta ili dijeta prema
preporukama ,,American heart association) uoceno je da kolesterol i fosfolipidi u
lipoproteinima bogatim triacilglicerolom kod Zena pokazuju najnize, a kod muskaraca najvise
vrijednosti u homozigota za alel Thr54.2%° Presje¢no i komparativno istrazivanje provedeno u
Spanjolskoj nije otkrilo razlike u antropometrijskim i lipidnim parametrima izmedu genotipova
Ala54Thr u ispitanika s ili bez metaboli¢kog sindroma.?®

Meta-analiza koja je ukljucivala istraZivanja na razli¢itim populacijama do 2009. godine
pokazala je suprotne rezultate za lipidne parametre odredivane nataSte S obzirom na
polimorfizam u genu za FABP2%! a ukljucivala je ispitanike od 18 godina i starije s razli¢itim
zdravstvenim poremecajima. Zaklju€ci nekoliko objavljenih istraZivanja provedenih s pretilim
ispitanicima su da Thr54-alel nije povezan s poviSenim koncentracijama triacilglicerola ili
nizim koncentracijama HDL-kolesterola nataste. Medutim, opc¢eniti zakljucak bio je da je alel
Thr54 povezan s visim koncentracijama triacilglicerola i nizim koncentracijama HDL-
kolesterola, §to je u suprotnosti rezultatima ovog istrazivanja.

FABP2 Ala54Thr-polimorfizam moze utjecati na koncentracije lipida u serumu ovisno
o sastavu hrane unesene u organizam prehranom. Chamberlain 1 sur. su zakljucili da ograniceni
unos zasi¢enih masti u organizam prehranom moze biti osobito vaZzan medu nositeljima alela
Thr54 u genu za FABP2 medu mladim odraslim osobama dok u lipidnom profilu odredivanom
natate nisu pronasli nikakvu razliku.?®® Veliko istrazivanje parova provedeno u Japanu

pokazalo je da Thr54 predstavlja rizicni ¢imbenik za infarkt miokarda u ispitanika s
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metabolickim sindromom, iako je bilo povezano sa snizenom glukozom nataste i
koncentracijom ukupnog kolesterola.?8’

Ocekivalo bi se da polimorfizmi FABP2 nece utjecati na vrijednosti koncentracija lipida
nakon posta obzirom na to da su odgovorni za transport masnih kiselina poslije jela. Medutim
literaturni podaci pokazuju razli¢ite rezultate ovisno o dizajnu istrazivanja, broju ispitanika,

dobi, pripadnosti odredenoj etni¢koj skupini, klini¢kim ispitivanjima itd.

5.3. POVEZANOST POLIMORFIZAMA ApoA5 | FABP2 SA
SASTAVOM | KONCENTRACIJAMA MASNIH KISELINA U
UKUPNIM LIPIDIMA PLAZME ISPITANIKA

Sastav masnih kiselina u hrani moZe znacajno utjecati na ¢imbenike metabolickog
sindroma.?®” Najznacajnije masno-Kiselinske komponente lipida u organizam unesenih hranom

44, 289

imaju razli¢it utjecaj na zdravlje, a dijele se na zasiCene, trans-nezasi¢ene, mono-

nezasiéene i polinezasi¢ene masne kiseline. Sastav masnih kiselina u serumu u velikoj je mjeri

29 ali i endogene sinteze istih.2®

odraz masti unesenih prehranom,

Kohortno istrazivanje ULSAM (engl. the Uppsala Longitudinal Study of adult Men)
provedeno u Svedskoj na muskoj populaciji u dobi od 50, te potom 20 godina kasnije u dobi od
70 godina, pokazalo je da je osnovni masno-kiselinski profil u dobi od 50 godina prediktor
metabolickog sindroma 20 godina kasnije. Udjeli miristinske (C14:0), palmitinske (C16:0),
palmitoleinske (C16:1), oleinske (C18:1), y-linolenske (C18:3) i dihomo-y-linolenske kiseline
(C20:3) u esterima kolesterola u serumu bili su znacajno visi u ispitanika s metaboli¢kim
sindromom, dok je udio linolenske kiseline (C18:2) bio znacajno viSi u ispitanika bez
metabolickog sindroma u dobi od 70 godina. Udjeli arahidonske kiseline (C20:4) 1
dokozaheksaenske kiseline (C22:6) se nisu razlikovali izmedu grupa ispitanika. U nasem
istrazivanju koje je takoder obuhvacalo stariju populaciju (no oba spola), znacajna razlika
izmedu ispitanika s i bez metabolickog sindroma uocena je jedino u koncentraciji miristinske
kiseline (C14:0) u ukupnim lipidima seruma, dok ne postoji znacajna razlika u koncentracijama
palmitinske (C16:0), palmitoleinske (C16:1), stearinske (C18), oleinske/elaidi¢ne (C18:1),
linolne (C18:2), y-linolenske (C18:3), arahidske (C20:0), dihomo-y-linolenske (C20:3),
behenske (C22:0), arahidonske (C20:4), dokozatetraenske (C22:4), nervonske (C24:1) i
dokozaheksaenske (C22:6) kiseline.
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U dostupnoj literaturi vrlo je malo objavljenih znanstvenih istrazivanja o povezanosti
sastava masnih kiselina i apolipoproteina AS, odnosno sastava masnih kiselina i geneti¢kih
varijanti ApoA5. Lai i suradnici u svom su istrazivanju pronasli znacajnu i konzistentnu
interakciju izmedu polimorfizma ApoA5 -1131T>C (haplotip ApoA5*2) i unosa
polinezasi¢enih masnih kiselina na koncentraciju triacilglicerola, triacilglicerola ostatnih
Cestica, kolesterola ostatnih &estica kao i na veli¢inu VLDL i LDL ¢&estica.?®* Ukoliko je unos
polinezasi¢enih masnih kiselina 6% ili ve¢i u ukupnom unosu energije, nositelji alela -1131C
pokazuju znacajno viSu koncentraciju triacilglicerola 1 ostatnih lipoproteina nakon posta. U
usporedbi s TT nositeljima, u nositelja alela -1131C vece su ¢estice VLDL, a manje LDL, §to

se povezuje s povisenim rizikom za razvoj Kardiovaskularnih bolesti?®?

, N0 povezanost nije
znacajna za SNP 56C>G (S19W) (haplotip ApoA5*3). Povezanost nije utvrdena za ukupne
lipide, zasi¢ene masne kiseline 1 mononezasi¢ene masne kiseline. U istrazivanju Dominguez-
Reyes i suradnika znacajna je povezanost polimorfizma S19W i visokog unosa zasi¢enih masnih
kiselina i ukupnih masti s pretilosti, hiperkolesterolemijom i hipertrigliceridemijom.?%3

Rezultati ovog istrazivanja ne pokazuju statisticki znacajnu povezanost genskih varijanti
ApoA5 SNP1 sa sastavom i koncentracijama masnih kiselina u ukupnim lipidima seruma
ispitanika s metabolickim sindromom, kao niti za polimorfizam ApoA5 SNP3. Za SNP S19W
utvrdili smo povezanost koncentracija miristinske kiseline (C14:0), palmitinske (C16:0),
stearinske (C18:0) i oleinske/elaidicne (C18:1) kiseline, dok je koncentracija palmitoleinske
Kiseline (C16:1) na granici statistiCke znacajnosti. Prema nasim rezultatima, polimorfizam
S19W u metabolickom je sindromu povezan sa zasiCenim i mononezasi¢enim masnim
kiselinama, ali ne i sa polinezasi¢enim masnim kiselinama, koje se u literaturi navode kao
modulatori gena u metabolizmu lipida®* $to navodi na zaklju¢ak da polinezasi¢ene masne
kiseline ne moduliraju ApoA5 S19W u metabolizmu lipida.

Koncentracije masnih kiselina u ovom istrazivanju nisu zna¢ajno povezane S genetickim
varijantama FABP2, uz izuzetak arahidonske kiseline (C20:4). Rezultati na granici statisticke
znacajnosti dobiveni su samo za y-linolensku kiselinu (C18:3). U literaturi se navodi specificna
povezanost masnih Kiselina s 20 C-atoma i jednim ili dva alela Thr54.2%° U drugim pak
istrazivanjima nije pronadena konzistentna povezanost Ala54Thr polimorfizma s
koncentracijama masnih kiselina.29: 297, 298

In vitro istrazivanja pokazala su da je FABP2 odgovoran za transport dugolan¢anih

slobodnih  masnih kiselina nakon obroka i njihovo razvrstavanje prema sintezi
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triacilglicerola.?® Prekomjerna ekspresija FABP2 u HIEC-6 stanicama pokazala je mali utjecaj
na oksidaciju mononezasi¢enih masnih kiselina. Thr54-izooblik FABP2 je imao ve¢i afinitet

vezanja supstrata oleata i arahidonata od Ala54 oblika.?%

5.4. PREDNOSTI I NEDOSTACI ISTRAZIVANJA

Vrijednost ovog istrazivanja lezi u podacima o frekvencijama genotipova
apolipoproteina A5 i utjecaju na lipidni status, §to se moze pokazati korisnim u nastojanjima da
se bolje razumije i razjasni patofiziologija metabolickog sindroma i varijacije u lipidogramima
pacijenata, kao i u tome $to je ovo prvo provedeno istrazivanje ove vrste o utjecaju FABP2
Ala54Thr polimorfizma u ispitanika iz Republike Hrvatske.

Ogranicenje iStrazivanja mogao bi biti manjak podataka o koncentracijama lipida nakon
obroka, koji bi mogli biti korisni za usporedbu koncentracija triacilglicerola i njihov odnos s
postoje¢im polimorfizmima APOAS. Mutacije APOA5 ekstenzivno su povezane s lipemi¢nim
odgovorom poslije jela.?®

Ovo istrazivanje imalo je odredena ogranicenja. Istrazivanje je ukljucivalo ispitanike u
dobi od 70 godina i starije, a frekvencija metaboli¢kog sindroma je viSa u starijih ispitanika no
u mladih ispitanika. Nadalje, u prethodnim istraZivanjima nedostaje podataka §to moze objasniti
dislipidemiju induciranu Ala54Thr polimorfizmom. Odredivanje sastava slobodnih masnih
kiselina i udjela pojedinih slobodnih masnih kiselina mogu biti korisni u rasvjetljavanju
povezanosti navedenog polimorfizma s metabolickim sindromom, buduci da razlicite geneticke
varijante pokazuju razli¢iti afinitet za supstrate.?*® Nedostatak podataka o koncentracijama
lipida u stanju poslije jela i ispitanicima koji su primali statinsku terapiju oslabljuje nase
istrazivanje.

Povezanost Thr-kodiraju¢eg FABP2 alela s unosom masnih kiselina navodi se za masne
kiseline s 14 do 18 C-atoma,*® 3to je donekle sukladno nagim rezultatima (y-linolenska kiselina
(C18:3) na granici je znacajnosti). NaSe istrazivanje oslabljuje mali broj uzoraka, kao i
nedostatak podataka o koncentracijama lipida, te time i masnih kiselina, u stanju poslije jela,
obzirom na to da su krvni uzorci ispitanika uzimani nataste. Isto tako, pri analizi plinskom

kromatografijom nisu odredivane podvrste masnih Kiselina.
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§ 6. ZAKLJUCCI

1. Hipertenzija, opseg struka, indeks tjelesne mase, koncentracija glukoze nataste,
koncentracija HDL-kolesterola i pusSenje osnovne su karakteristike ispitanika ovog

istrazivanja statisticki znacajno povezane s metabolickim sindromom.

2. Spol, hipolipemicna terapija, koncentracija ukupnog kolesterola i koncentracija LDL-
kolesterola nisu statisticki znacajne za prisustvo metabolickog sindroma u istrazivanoj

populaciji, dok je dob na granici znacajnosti.

3. Nije utvrden povecan rizik za razvoj metabolickog sindroma niti u jednoj od tri

geneticke varijante SNP ApoA5 kod istrazivanih skupina.

4. Polimorfizmi gena za ApoA5 mogu biti povezani s koncentracijama lipida u serumu
starije populacije s metabolickim sindromom, no nisu povezani su s koncentracijama
lipida u serumu starije populacije koja nema metaboli¢ki sindrom. ApoAS5 bi se stoga
mogao razmotriti cimbenikom u patobiokemiji multifaktorijalnih poremecaja kao Sto je

metabolicki sindrom.

5. Genske varijante FABP2 utje¢u na koncentracije triacilglicerola i HDL-kolesterola u

serumu u starijih ispitanika s metabolickim sindromom.

6. Nema znacajne razlike u frekvenciji FABP2 Ala54Thr polimorfizma izmedu ispitanika

s 1 bez metabolickog sindroma prema kriterijima IDF.

7. Koncentracija miristinske kiseline statisticki se znacajno razlikuje izmedu ispitanika s i

bez metabolickog sindroma.

8. Polimorfizam ApoA5 S19W znacajno je povezan S Koncentracijama miristinske,
palmitinske, stearinske i oleinske/elaidi¢ne Kiseline, dok je povezanost s koncentracijom

palmitoleinske Kiseline na granici statisticke znacajnosti.
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9. Rezultati ovog istrazivanja navode na zakljucak da polinezasi¢ene masne kiseline, koje
se u literaturi navode kao modulatori gena u metabolizmu lipida, ne moduliraju gen
ApoA5 S19W u metabolizmu lipida.

10. Koncentracija arahidonske kiseline statisticki je znacajno povezana s genskim

varijantama FABP2.
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§ 7. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

AACE (engl. American Association of Clinical Endocrinologists) — Americ¢ko udruzenje
endokrinologa

ADMA (engl. asymmetric dimethylarginine) — asimetri¢ni dimetilarginin

Apo A5 (RAP3) (engl. Regeneration-associated protein 3) - apolipoprotein A5
APOADS - gen za apolipoprotein A5

Apo B - apolipoprotein B

Apo C - apolipoprotein C

Apo E - apolipoprotein E

Akt (PKB) - serin/treonin kinaza; protein-kinaza B

BMI (engl. Body Mass Index)- indeks tjelesne mase

bp (engl. base pair) - par baza

CAD (engl. Coronary Artery Disease) — koronarna bolest arterija

CD36 (engl. cluster of differentiation 36) - skupina diferencijacije 36

CETP (engl. cholesteryl ester transfer protein) - kolesteril-ester transportni protein
CRABRP (engl. cellular retinoic acid-binding proteins) - proteini koji vezu retinoi¢nu kiselinu
CRBPs (engl. cellular retinol-binding proteins) - proteini koji vezu retinol

CRP (engl. C-reactive protein) - C-reaktivni protein

CVD (engl. Cardiovascular Diseases) — kardiovaskularne bolesti

Cyt C (engl. Cytochrome C) — citokrom ¢

DG (engl. diacylglycerols) - diacilgliceroli

DMT?2 — diabetes mellitus tip 2

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

dNTP - deoksiribonukleotid-trifosfati

ER — endoplazmatski retikul

ET-1 (engl.endothelin-1) — endotelin-1

FA (engl. fatty acids) — masne kiseline

FABP-2 (engl. Fatty Acid Binding Protein) — protein-nosa¢ masnih kiselina 2
FABP-2 - gen za protein-nosa¢ masnih kiselina 2

FATP (engl. Fatty Acid Transport Protein) - protein za transport masnih kiselina
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FXR (engl. Farnesoid X-activated Receptor) - farnezoidni X receptor

GHSR (engl. Growth Hormone Secretagogue Receptor 1a) - sekretagogni receptor 1a
hormona rasta

GLUT4 - transporter glukoze GLUT4

HB-EGF (engl. heparin-binding endothelial growth factor-like growth factor) - endotelni
faktor rasta koji veze heparin

HDL (engl. High-Density Lipoprotein) — lipoprotein visoke gustoce

HDL-C - HDL-kolesterol

11p-HSD1 (engl.11 p-hydroxysteroid dehydrogenase type 1) - 11 B-hidroksisteroid-
dehidrogenaza tip 1

HNF4 (engl. hepatocyte nuclear factor 4) - hepatocitni nuklearni ¢imbenik 4

ICO (engl.the indeks of central obesity) — indeks centralne pretilosti

IDF(engl. International Diabetes Federation) — Medunarodno udruzenje za dijabetes
IDL (engl. Intermediate-Density Lipoprotein) — lipoprotein srednje gustoce

IFT (engl. impaired fasting glucose) — poremecena koncentracija glukoze nataste

IGT (engl. impaired glucose tolerance) — snizena/smanjena tolerancija glukoze

IL-6 - interleukin-6

IL-10 - interleukin-10

LDL (engl. Low-Density Lipoprotein) — lipoprotein niske gustoce

LPL (engl.lipoprotein lipase) — lipoprotein-lipaza

IRS-1 (engl. Insulin receptor substrate 1) - supstrat za inzulinski receptor 1

LXR (engl. liver X receptor) - jetreni receptor X

MAPK (engl. mitogen activated protein kinase) - mitogenom aktivirana protein-kinaza
MetS (engl. Metabolic Syndrome) - metabolicki sindrom

MG (engl. monoacylglycerols) — monoacilgliceroli

MTP (engl. microsomal triglyceride transport protein) - mikrosomalni protein za transport
triacilglicerola

NCEP (engl. US National Cholesterol Education Program) — Nacionalni program
obrazovanja o kolesterolu u Sjedinjenim Americkim Drzavama

Nur77 (NR4A1) — nuklearni receptor 77

OxLDL (engl. Oxidized LDL) — oksidirani LDL

PAI-1 (engl. Plasminogen activator inhibitor-1) - inhibitor-1 aktivatora plazminogena
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PC-1 (engl. plasma cell glycoprotein 1) — glikoprotein-1 plazma stanica

PCR (engl. Polymerase Chain Reaction) - lancana reakcija polimerazom

PCTV (engl. prechylomicron transport vesicles) - prehilomikronske transportne vezukule
PI3K put (engl. phosphoinositide 3-kinase pathway) — put fosfoinozitid-3-kinaze
PKC put (engl. Protein kinase C pathway) — put protein-kinaze C

PL (engl. phospholipids) - fosfolipidi

PON-1 (engl.paraoxonase 1) — paraoksonaza-1

PPARa (engl. Peroxisome Proliferator Activated Receptor a) — receptor za aktivator
proliferacije peroksisoma a

ROR (engl. retinoid acid receptor - related orphan receptor) — RAR-srodni orfan receptor
ROS (engl. Reactive Oxygen Species) — reaktivne vrste Kisika

SNP (engl.Single Nucleotide Polymorphism) — polimorfizam jednog nukleotida

TAE - Tris-acetat-EDTA pufer

TE - Tris-EDTA pufer

TG (engl. triacylglycerols) - triacilgliceroli

TGF-B (engl. transforming growth factor beta) -

TNFa. (engl. tumor necrosis factor alpha) - ¢imbenik nekroze tumora o

USF1 (engl. upstream regulatory factor 1) - uzvodni faktor regulacije 1

USF2 (engl. upstream regulatory factor 2) - uzvodni faktor regulacije 2

VLDL (engl. Very Low-Density Lipoprotein) — lipoprotein vrlo niske gustoce
WC(engl. — opseg struka

WHO (engl. World Health Organization) — Svjetska zdravstvena organizacija
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