Povezanost polimorfizma 1019 gena LEPR s tjelesnim
karakteristikama romske populacije u Hrvatskoj

Jakopec, Martin

Master's thesis / Diplomski rad
2015

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:321978

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-20

L STE U2
S EN 2

72
< £,
& %
=) - , . ..
N % Repository / Repozitorij:
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
) ey Zagreb
% &
< N
(@) €

L
Ay \
0. MATEMF;“

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:321978
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:650
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:650
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:650

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet

Bioloski odsjek

Martin Jakopec

POVEZANOST POLIMORFIZMA 1019 LEPR GENA S TJIELESNIM KARAKTERISTIKAMA ROMSKE
POPULACIE U HRVATSKO!

Diplomski rad

Zagreb, 2015.



Ovaj rad, izraden na Institutu za antropologiju u Zagrebu, pod vodstvom prof. dr. sc. Tatjane
Skari¢-Juri¢, predan je na ocjenu Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matematic¢kog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu radi stjecanja zvanja magistra molekularne biologije.



ZAHVALE

Veliko hvala mentoricama prof. dr. sc. Tatjani Skari¢-Juri¢, te dr. sc. Matei Zajc Petranovi¢, kao i

ostalim zaposlenicima Instituta za antropologiju, posebice dr. sc. Marijani Perici¢ Salihovi¢, dr. sc. Ani
Baresi¢ i dr. sc. Zeljki Tomas.

Veliko hvala suvoditelju prof. dr. sc. Goranu Kovacevicu, te doc. dr. sc. Petri Kora¢ na ukazanom
povjerenju i podrsci.
Hvala obitelji i prijateljima na podrsci.

Hvala zakladi ,Nutricia Research Foundation” koja je financijski omoguéila ovo istraZivanje.

Ovaj rad posvecen je dragoj prijateljici Vanji Tadi¢, Cije prijateljstvo i rad su mi uvijek bili poticaj.



TEMELJINA DOKUMENTACISKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek Diplomski rad

POVEZANOST POLIMORFIZMA 1019 LEPR GENA S TJELESNIM
KARAKTERISTIKAMA KOD ROMSKE POPULACIJE U HRVATSKO]

Martin Jakopec

Rooseveltov trg 6
HR-10000 Zagreb, Hrvatska

Brojna epidemioloska istrazivanja su pokazala da je debljina znacajan ¢imbenik rizika za vecinu kroni¢nih bolesti
danasnjice. Leptin i leptinski receptor vazni su regulatori uhranjenosti, koristenja energije i raspodjele tjelesnih
masnoca. Stoga je cilj ovog rada bio testirati povezanost polimorfizma 1019 gena za leptinski receptor (gen LEPR)
s morfoloskim pokazateljima uhranjenosti kod romske populacije koja Zivi u Republici Hrvatskoj. Romi su izabrani
za istrazivanje zbog visoke prevalencije pretilosti i dijabetesa tipa 2 u ovoj populaciji kao i stoga Sto je rijeC o
endogamnoj osnivackoj zajednici kod koje je moguce detektirati specificne veze izmedu genotipa i fenotipa.
Uzorak obuhvaéa 401 odraslu osobu kod koje je provedena antropometrija te je uzeta krv za analizu DNA. Za
odredivanje genotipa koriStena je metoda lan¢ane reakcije polimerazom, a nakon toga su uzorci pocijepani
restrikcijskim enzimom. Povezanost kategorijskih varijabli uhranjenosti s genotipom ispitana je Pearsonovim
Chi?-testom. Povezanost mjerenih kvantitativnih varijabli s genotipom provjerena je analizom varijance (ANOVA)
s PostHoc testom. Kako bi se uklonile razlike izmedu spolova, provedeno je poravnavanje koristenjem ,z-
varijabli“ kreiranim unutar svakog spola zasebno. Utvrdeno je da je genotip TT LEPR polimorfizma 1019 znacajan
prediktor debljine u ovoj populaciji, pri ¢emu je posebno istaknut njegov utjecaj na centralno nakupljanje masnog
tkiva kod muskaraca.

48 stranica, 8 slika, 23 tablice, 27 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski

Rad je pohranjen u Sredisnjoj bioloSkoj knjiznici.

Klju€ne rije€i: gen za leptinski receptor, antropometrija, pretilost, studija povezanosti, Romi
Voditelj: Dr. sc. Tatjana Skarié-Juri¢, zn. savjetnik

Suvoditelj: Dr. sc. Goran Kovacevié, izv. prof.

Ocjenitelji: dr. sc. Jasna Hrenovic, izv. prof., dr. sc. Petra Koraé, doc., dr. sc. Goran Kovacevic, izv.
prof.

Rad prihvacen:



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology Master Thesis

ASSOCIATION BETWEEN LEPR GENE 1019 POLYMORPHISM AND THE
MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS IN ROMA POPULATION OF CROATIA

Martin Jakopec

Rooseveltov trg 6
HR-10000 Zagreb, Croatia

Many epidemiological researches have shown that obesity is an important risk factor for most of the chronical
diseases of modern age. Leptin and leptin receptors are important regulators of nutritional status, energy usage
and body fat distribution. Therefore, the objective of this research was to test the association of LEPR gene
polymorphism 1019 with morphological indicators of nutritional status of Roma population living in Croatia. The
Roma have been chosen for research because of high prevalence of obesity, type 2 diabetes and because they
are an endogamous founder community where it is possible to determine specific associations between
genotype and phenotype. Research was done on 401 adult persons, whom have undergone anthropometry and
whose blood samples were taken for DNA analysis. Polymerase chain reaction followed by a restriction enzyme
cleavage was used to determine the genotype. The association of categorical variables of nutritional status with
genotype was tested by Pearson’s Chi?-test. The association of measured quantitative variables with genotype
has been checked by variance analysis (ANOVA) with PostHoc test. To remove differences between sexes, an
alignment has been made by creating ,z-variables” within each sex specifically. It has been shown that TT
genotype of LEPR 1019 polymorphism is an important predictor of obesity in this population, and that it also has
a major impact on central fat tissue accumulation in the male population.

48 pages, 8 figures, 23 tables, 27 references, original in: Croatian

Thesis deposited in the Central Biological Library.

Key words: leptin receptor gene, anthropometry, obesity, association study, Roma
Supervisor: Dr. Tatjana Skari¢-Juri¢, Sc. Advisor

Cosupervisor: Dr. Goran Kovacevic¢, Assoc. Prof.

Reviewers: Dr. Jasna Hrenovi¢, Assoc. Prof., Dr. Petra Kora¢, Asst. Prof., Dr. Goran Kovacevic¢, Assoc.
Prof.

Thesis accepted:



POPIS KRATICA
SZS — srediniji Zivéani sustav
ObRa — oblik kratkog leptinskog receptora
ObRb — oblik dugackog leptinskog receptora

JAK-STAT3 - kinaza Janus i aktivator transkripcije-3, od eng. Janus Kinase-Signal Transducer

and Activator of Transcription-3

PI3K - fosfatidilinozitol 3-kinaza, od eng. Phosphatidylinositol 3-Kinase

MAPK - proteinska kinaza aktivirana mitogenima, od eng. Mitogen-activated Protein Kinase
mTOR — protein, od eng. Mammalian Target of Rapamycin

AMPK - proteinska kinaza aktivirana adenozin monofosfatom, od eng. 5’Adenosine

Monophosphate-activated Protein Kinase
BMI — indeks tjelesne mase, od eng. Body Mass Index
WHR — omjer opsega struka i opsega bokova, od eng. Waist - Hip Ratio

TSR — omjer koznog nabora tricepsa i subskapularnog koznog nabora, od eng. Triceps —

Subscapular skinfold ratio
Ob/ob — misji soj mutantnog genotipa za LEP gen, koji se ekscesivno hrani i postaje pretio

Db/db — misji soj mutantnog genotipa za LEPR gen, sluZi kao model za pretilost, dijabetes i

dislipidemiju
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1. UVOD

1.1 Hormon leptin i njegovi receptori

Leptin (od gré. Aemtog, leptos, "mrsav"), tzv. hormon sitosti, hormon je kojeg luce
masne stanice i on regulira razinu masti pohranjene u organizmu. Adipociti proizvode leptin u
odgovoru na povecéanje njihove veli¢ine. Kako se nakupljaju masti, stanice ispustaju vise
leptina. Svoju funkciju regulacije zaliha masti organizam obavlja prilagodavanjem osjecaja
gladi i uskladivanjem trenutne energetske potrosSnje. Leptin regulira energetski unos,
energetsku potrosnju i distribuciju energije u organizmu, tj. protok nutrijenata izmedu organa
i zatim preradu, pohranu i upotrebu nutrijenata. Inducira promjene u mozgu koje utjecu na
energetsku homeostazu u razlicitim tkivima poput adipocita. Kad razina pohranjenih masti
dosegne kriti¢nu tocku, postignuto je stanje sitosti, tj. inhibiran je osjecaj gladi u organizmu.
Tada je pojacano lu¢enje leptina, koji djeluje na nacin da ulazi u cirkulaciju i dolazi do leptinskih
receptora u stanicama hipotalamusa (neuroni NPY/AgRP i alpha-MSH/CART), ¢ime ih aktivira.
Potrosnja energije pojacava se zbog ovog signala u mozgu, ali i izravno putem leptinskih

receptora u perifernim tkivima (Kelesidis i sur. 2010).

Hormon grelin djeluje antagonisti¢ki u odnosu na leptin. Grelin je neuropeptid koji
djeluje u sredi¥njem Ziv€anom sustavu (SZS), takoder preko receptora na neuronima
hipotalamusa, a kao i leptin osim same regulacije gladi, ima znacajnu ulogu u regulaciji
distribucije i stope potrosnje energije. Kad je koncentracija nutrijenata u Zelucu niska, a njegov
volumen smanjen, pocinje lucenje grelina. Kada se pak volumen Zeluca prosiri, luéenje grelina
prestaje. Osim generiranja osjeéaja gladi, grelin potice luéenje Zeluéane kiseline i povecava
pokretljivost probavnog trakta kako bi se organizam pripremio za unos hrane. Leptin i grelin
dakle, uz mnoge druge hormone, sudjeluju u kompleksnom procesu odrZavanja energetske

homeostaze organizma (Bouret i sur. 2004).

Leptin se veze na specificne leptinske receptore, ObR, eksprimirane u mozgu (na
neuronima hipotalamusa) i u perifernim tkivima. ObR spada u klasu I. superobitelji receptora
citokina. Alternativnim prekrajanjem gena (od eng. alternative splicing) proizvodi se Sest

izoformi ObR-a (ObRa — ObRf). Oblik kratkog leptinskog receptora, ObRa, klju¢an je za



transport leptina preko krvno-mozdane barijere. Oblik dugackog leptinskog receptora, ObRb,
medijator je u provodenju signala i pojacano je eksprimiran u stanicama hipotalamusa,
kljuénog mjesta regulacije energetske homeostaze i neuroendokrinih funkcija. Vezanjem
leptina na ObRb receptor aktiviraju se razli¢iti putevi prijenosa signala, ukljucujudi kinazu Janus
i aktivator transkripcije-3, JAK-STAT3 (od eng. Janus Kinase-Signal Transducer and Activator of
Transcription-3) koji je vazan u regulaciji energetske homeostaze i fosfatidilinozitol 3-kinazu,
PI3K (od eng. Phosphatidylinositol 3-Kinase) koja je vazna u regulaciji unosa hrane i glukozne
homeostaze (slika 1.1.). IstraZzuju se i drugi potencijalni nizvodni prijenosnici signala nakon
aktivacije ObRb, poput proteinske kinaze aktivirane mitogenima, MAPK (od eng. Mitogen-
Activated Protein Kinase), proteina mTOR (od eng. Mammalian Target of Rapamycin) i
proteinske kinaze aktivirane adenozin monofosfatom, AMPK (od eng. 5'Adenosine
Monophosphate-activated Protein Kinase). Aktivacija ObR-ova utjeCe na transkripcijsku

regulaciju melanokortinskog puta u hipotalamusu i smanjuje ekspresiju endokanabinoida.

Ob-Rb

BRI SRR RS SRESES AT

Transkripcija gena i ionski kanali

Slika 1.1. Vezanje leptina na leptinski receptor ObRb i istraZivani nizvodni signalni putevi.

Leptin kao protein ima nekoliko endokrinih funkcija, uklju¢en je u regulaciju
imunoloskih i upalnih odgovora, hematopoezu, angiogenezu i zacjeljivanje rana. Otpornost na

leptin predloZena je kao patofizioloski mehanizam pretilosti (Myers i sur. 2008). U pretilim



osobama smanjena je ekspresija ObRa (klju¢nog za aktivni transport leptina preko krvno-
mozdane barijere) i moguée je da su pretile osobe zato ,otporne” na leptinske signale.

Antagonisti ObR-ova trenutno su atraktivne mete za razvoj farmakoloskih tretmana pretilosti.



1.2 Otkrice i grada leptina

O postojanju hormona koji regulira glad i energetsku potro$nju organizma nagadalo se
od pedesetih godina proslog stoljeca, kada su se u laboratoriju Jackson (Bar Harbor, Maine,
SAD) poceli proucavati mutantni pretili misevi koji su nehotice nastali u misjoj koloniji. Za
otkrice gena za leptin 1994. godine i izolaciju njegovog produkta 1995., leptina, zasluzni su
Jeffrey Friedman, molekularni geneticar iz The Rockefeller University Hospital (New York, New
York, SAD) i njegov tim (Zhang i sur. 1994.). Leptin, produkt gena LEP (miSji ob gen) sastavljen
od 167 aminokiselina, otkriven je pomocu pozicijskog kloniranja na ob/ob misevima, koji su
misji model za pretilost razvijen u laboratoriju Jackson (slika 1.2.). Ti miSevi imaju homozigotnu
mutaciju leptinskog gena, Sto rezultira kompletnom deficijencijom leptina koja se manifestira
u hiperfagiji, ekstremnoj pretilosti, dijabetesu, neuroendokrinim abnormalnostima i
neplodnosti (Zhang i sur. 1994). Mehanizmi koji reguliraju unos hrane i potrosnju energije
odreduju tjelesnu kompoziciju, tj. pretilost ili mrsavost. Mutacije leptinskog gena u populaciji
miSeva uzrokuju teSku pretilost i dijabetes tipa 2 kao dio sindroma koji odgovara morbidnoj

pretilosti kod ljudi.

Slika 1.2. Mis soja ob/ob (lijevo) i zdravi mi$ (desno).

Sekundarna mutacija koja uzrokuje pretilost i slican fenotip otkrivena je 1960-ih,
takoder u laboratoriju Jackson, a soj je nazvan db/db (od dijabetes). Rudolph Leibel i Jeffrey
Friedman mapirali su gen ob 1990. godine. Nekoliko naknadnih studija koje su proveli Leibel i
Friedman doista su potvrdile kako je otkriven gen koji sadrzi uputu za novootkriveni hormon

koji cirkulira krvlju i koji bi mogao suprimirati unos hrane i tjelesnu tezinu u ob/ob misevima i



misevima divljeg tipa, ali ne i u db/db miSevima. Gen ob je izoliran 1994. godine u
Friedmanovom laboratoriju i proglaseno je njegovo otkrice. Friedman je odlu€io nazvati
produkt ovog gena ,leptin“ po grckom izrazu za mrsavost. Leptin je prvi otkriveni hormon
kojeg proizvode adipociti. IstraZivanje provedeno 1995. godine pokazalo je kako mutacije
prisutne u miSjem ob genu nisu prisutne u ljudskom genomu. U ljudskim slu¢ajevima pretilosti
ekspresija ovog gena bila je poja¢ana. Ova saznanja dovela su do pretpostavke o otpornosti
na leptin kod pretilih ljudi. Kasnija istrazivanja pokazala su da je db gen eksprimiran u

hipotalamusu i da nosi uputu za leptinski receptor.

Leptin (slika 1.3.) je protein mase 16 kDa. Od njegovog otkri¢a do danas, razumijevanje
funkcije leptina proSirilo se od suzbijanja pretilosti do Sirokih u¢inaka na reproduktivni sustav,
hematopoezu, angiogenezu, krvni tlak, koStanu masu, homeostazu limfnih organa i sustava T
limfocita. Leptin ima kompleksne bioloske ucinke, koje ostvaruje kroz vezanja sa svojim

receptorima eksprimiranim u SZS i periferno.

Slika 1.3. Tercijarna struktura leptina

Takoder ga proizvode stanice smedeg masnog tkiva, placente (sinciciotrofoblasti), jajnici,
misici, Zeludac, koStana srz, hipofiza i jetra. Razine lu¢enja leptina iz stanica bijelog masnog
tkiva u pozitivnoj je korelaciji s koli¢inom tjelesnih masnoca. Poput mnogih drugih hormona,
leptin se luci u pulsevima i postoje znadajne varijacije u njegovoj koli¢ini izmedu jutra i veceri
(Licinio i sur. 1997). Cirkulirajuci leptin, tj. njegova razina, prvenstveno je odraz koli¢ine

energije pohranjene u mastima, ali i odraz akutnih promjena u unosu kalorija. Leptin cirkulira



krvlju u slobodnom obliku i vezan na proteine. Razine leptina variraju eksponencijalno s
koli¢inom masti u organizmu. Razine leptina vise su izmedu ponodi i ranog jutra, sto
odgovara suprimiranom apetitu no¢u. Ritam i razine cirkulirajuéeg leptina mogudée je

modificirati paZljivim tempiranjem obroka.



1.3 Gen LEPinjegove mutacije

Gen LEP (od leptin) ili OB (od eng. obese), s kojeg se prepisuje uputa za hormon leptin,

nalazi se na duzem kraku ljudskog kromosoma 7 (slika 1.4.).
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Slika 1.4. Lokacija gena LEP na kromosomu 7 (crvena crta).

Neke homozigotne mutacije gena LEP mogu biti povezane s teSkom pretilo$éu,
hiperfagijom i otporno$éu na inzulin. Leptin je esencijalni signal proizveden u adipoznom tkivu
te utjeCe na neurone hipotalamusa koji integriraju i reguliraju metabolizam u cijelom
organizmu: leptin izravno obavjeStava mozak o stanju energetskih zaliha organizma. U
odsutnosti leptina, mozak procjenjuje energetsku zalihu organizma nedovoljnom i aktivira
snazne mehanizme koji su zaduZeni za obnavljanje zaliha (signal gladi). Kada izostaje sinteza
leptina ili prijenos leptinskog signala do hipotalamusa tijekom hranjenja, pretili fenotip je

neizbjezna posljedica.

Homozigotne mutacije LEP koje su dovele do potpune deficijencije leptina opisane su
u iznimno rijetkim sluc¢ajevima pretilosti. No, vecina pretilih pacijenata ima visoku razinu
cirkulirajuéeg leptina, jer su otporni ili tolerantni na leptinski uc€inak na smanjenje tjelesne
teZine. PredloZeno je vise mehanizama koji bi mogli uzrokovati otpornost na leptin, poput
defektnog receptora ObRb ili defektnih nizvodnih komponenti puta, ili indukcije inhibitora
leptinske signalizacije poput SOCS-3 (od eng. Suppressor of Cytokine Signaling-3), ili pak
defekata u transportu leptina kroz krvno-mozdanu barijeru. Detaljnije studije signalnih puteva
leptina potrebne su kako bismo mogli u potpunosti razumjeti mehanizme odgovorne za
otpornost na leptin ili toleranciju leptina, a Sto ¢e dovesti do razvoja novih terapeutskih

tretmana pretilosti i metaboli¢kog sindroma.

| miSevi ob/ob i miSevi db/db, koji imaju mutirani leptinski receptor, kao i ljudi s

kongenitalnom deficijencijom leptina imaju razvijenu otpornost na inzulin i razli¢ite druge



znakove metabolickog sindroma. Kod misjeg soja ob/ob, tretman leptinom poboljSava
hiperglikemiju i hiperinzulinemiju prije postignuca gubitka teZine. Tretman leptinom kod ljudi
s kongenitalnom deficijencijom leptina takoder je pokazao poboljSanje hiperinzulinemije, kao
i razine LDL kolesterola (od eng. low-density lipoprotein), HDL kolesterola (od eng. high-density

lipoprotein) i triglicerida. Jo$ uvijek se istrazuju mehanizmi koji dovode do takvih rezultata.

Homozigotne mutacije gena LEP u pacijentima s kongenitalnom kompletnom
deficijencijom leptina uzrokuju tesku pretilost vrlo rano tijekom Zivota. Takvi pacijenti
odgovaraju na tretman rekombinantnim ljudskim leptinom, koji smanjuje apetit i unos hrane,
Sto dovodi do veceg gubitka tezine. Ovi pacijenti imaju odredene neuroendokrine
abnormalnosti, poput hipogonadotropskog hipogonadizma s nemoguéno$¢u dostizanja
puberteta, koje se popravljaju s unosom rekombinantnog leptina (Strobel i sur. 2008). Ovakve
mutacije su rijetke, no treba ih uzeti u obzir kod mladih pacijenata s teSkom, ranom pretilos¢u

i hiperfagijom jer se kongenitalna deficijencija leptina danas moze lijeiti.



1.4 Gen LEPR injegove mutacije

Gen LEPR (ili OBRili OB-R), s kojeg se prepisuje uputa za leptinski receptor, nalazi se na
kraéem kraku prvog kromosoma kod ljudi (slika 1.5.). Ranije su spomenuti razli¢iti oblici

leptinskog receptora nastali alternativnim prekrajanjem ovog gena.
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Slika 1.5. Lokacija gena LEPR na kromosomu 1 (crvena crta).

Leptinski receptori eksprimirani su na povrsini stanica mnogih organa i tkiva u ljudskom
organizmu, a najvaznija je njihova ekspresija u neuronima hipotalamusa. Osim ve¢ spomenute
funkcije kontrole osjecaja gladi i osjecaja sitosti pomocu leptinai grelina, te njihovih receptora,
hipotalamus kontrolira i osjeé¢aj zedi, funkcije poput spavanja, raspoloZenja i tjelesne
temperature. Nemoguce je definitivno reci koja bi sve bila podrucja djelovanja hipotalamusa,
s obzirom da regulira otpustanje brojnih hormona koji imaju razli¢ite regulatorne uloge u
organizmu. Leptinski receptori na neuronima hipotalamusa aktivirani su vezanjem leptina, koji
pristaje u svoje vezno mjesto kao klju¢ u bravu, sto okida niz kemijskih signala koji utjecu na

suprimiranje osjecaja gladi i proizvodi osjecaj sitosti u organizmu.

LEPR spada u tzv. superobitelj imunoglobulina, odnosno obitelj gena s domenama
slicnim imunoglobulinima (od eng. immunoglobulin-like domain containing). Leptinski
receptori dokazano stimuliraju transkripciju svojih ciljanih gena putem aktivacije proteina
STAT u citosolu. Mutacije u LEPR povezane su s pretilos$¢u i disfunkcionalnom hipofizom, a
pojavili su se i dokazi kako su leptinski receptori potrebni za odredeni hematopoetski put koji
osigurava normalnu limfopoezu. LEPR je konzerviran kod ¢impanze, rhesus majmuna, psa,
macke, misa, $takora, kokosi, ribe zebrice i Zabe. Cak 72 organizma imaju ortologe ljudskog

LEPR gena (Cui i sur. 2014).

Misji soj db/db model je za pretilost, dijabetes i dislipidemiju, a ti miSevi su homozigotni

za tockastu mutaciju u genu za leptinski receptor. Identificirano je barem pet mutacija LEPR



koje uzrokuju deficijenciju leptinskog receptora. Deficijencija leptinskog receptora povezana
je sizrazenim osjecajem gladi, velikim dobitkom na teZini i smanjenom proizvodnjom hormona
koji usmjeravaju spolni razvoj (hipogonadotropni hipogonadizam). Neke mutacije rezultiraju
manjim brojem leptinskih receptora koji uspjeSno dolaze na povrsinu stanice (gdje se dogada
vezanje leptina). Receptori koji dodu na povrsinu stanice mogu vezati leptin, no narusena im
je signalizacijska funkcija. Poremeéena signalizacija leptinskih receptora onemoguduje
normalno osje¢anje gladi i sitosti te dovodi do znakova i simptoma poremecaja. Zbog
hipogonadotropnog hipogonadizma u pacijentima s deficijencijom leptinskog receptora,
pretpostavlja se kako je signalizacija leptinskih receptora uklju¢ena i u regulaciju odgovora
tijela na hormone koji kontroliraju spolni razvoj, iako je tocan patofizioloski mehanizam jos

uvijek nerazjasnjen (Farooqi i sur. 2007).
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1.5 Pretilost

Pretilost je viSak tjelesnih masnoca koji rezultira ozbiljno naruSenim zdravljem.
Muskarci s vise od 25% masti u tijelu i Zene s vise od 30% masti u tijelu smatraju se pretilima.
Najprosirenija procjena pretilosti radi se pomocu indeksa tjelesne mase, BMI (od eng. Body
Mass Index), koji je definiran kao omjer mase osobe i kvadrata njene visine (tablica 1.1.).
Pretilost je rizicni faktor za kroni¢ne bolesti poput dijabetesa, osteoartritisa, bolesti srca,
visokog krvnog tlaka, mozdanog udara i nekih vrsta raka. Pretilost ima viSe uzroka. Genetski,

okolisni i psiholoski Cimbenici igraju ulogu u njenom razvoju.

Tablica 1.1. Indeks tjelesne mase i klasifikacija tjelesne tezine.

BMI (kg/m?) Klasifikacija
<16.00 mrsavost lll. stupnja
16.00 - 16.99 mrsavost Il. stupnja
17.00 - 18.49 mrsavost |. stupnja
18.50-24.99 primjerena tjelesna masa
25.00-29.99 prekomjerna tjelesna masa l. stupnja
30.00-39.99 prekomjerna tjelesna masa Il. stupnja
>40.00 prekomjerna tjelesna masa lll. stupnja

Restriktivni i smanjeni unos kalorija i vjezbanje najvazniji su u lije€enju pretilosti.
Kvaliteta prehrane moZe se poboljsati smanjenom konzumacijom namirnica bogatih

jednostavnim Secerima i unosom vise vlaknaste hrane. Uz prilagodenu prehranu moguce je

11



uzimati i lijekove za redukciju apetita ili lijekove za redukciju apsorpcije masti. Ukoliko dijeta,
vjezbanje i lijekovi nisu ucinkoviti, moguca je i operacija podvezivanja Zeluca i crijeva, ¢ime se
smanjuje njihov volumen pa osjecaj sitosti nastupa ranije, a smanjena je i mogucnost
apsorpcije nutrijenata iz hrane. Otkrice leptina potaknulo je brojna istraZivanja molekularne
osnove kontrole tjelesne tezine. S obzirom da veéina pretilih ljudi ima visoke razine leptina u
krvotoku, razumno je pretpostaviti kako postoje druge molekularne komponente koje utjec¢u
na osjeca;j sitosti i regulaciju tjelesne tezine. Zapravo postoji cijela mreza signala koji doprinose
homeostazi tjelesne teZine i koje tek treba istraziti. MiSevi su se pokazali jako korisnim
modelom za ljudsku pretilost i na njima se vrsi veéina istraZivanja. TrZiSte lijekovima koji bi
efikasno tretirali pretilost je izuzetno veliko i aktivno se traze farmakoloSke mete za nove
terapije. Pretilost je vodeci globalni uzrok smrti kojeg je moguce sprijeciti, a sve je vise pretilih
odraslih osoba, ali i djece. Americko medicinsko udruzenje (AMA, American Medical

Association) klasificiralo je pretilost kao bolest 2013. godine.
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1.6 Polimorfizmi gena LEPR i pretilost

Leptin ima klju¢nu ulogu u regulaciji tjelesne tezine, no doprinosi polimorfizama LEPR
gena u pretilosti nisu u potpunosti razjasnjeni, zbog €ega su zanimljiv predmet aktualnih
istrazivanja koja se provode diljem svijeta. Masuo i suradnici (2008), ispitivali su povezanost
polimorfizama LEPR gena, plazmatskog leptina (PL) i tjelesne razine norepinefrina (NE) kao
indeksa aktivnosti simpati¢kog Ziv€éanog sustava u populaciji bijelih muskaraca s razlicitim
vrijednostima BMI. Vrijednosti BMI u istrazivanoj skupini kretale su se izmedu 19.4 kg/m? i
39.5 kg/m?. Proucavani LEPR polimorfizmi bili su GIn223Arg, Lys656Asn, i Lys109Arg. Pretili
muskarci imali su visi krvni tlak, viSe razine PL-a i NE-a u usporedbi s osobama normalne
tjelesne mase. U skupini pretilih muskaraca utvrdena je veca frekvencija alela Arg223 i
homozigotnog genotipa Arg223 na lokusu GIn223Arg i genotipa Asn656 na lokusu Lys656Asn
u usporedbi s osobama normalne tjelesne mase. Pojedinci homozigotni za alel Arg223 ili
Asn656 imali su viSe razine PL-a, veéi omjer struka i bokova, veci BMI, ali i znac¢ajno veéu razinu
NE-a u organizmu. Nije primije¢ena razlika u distribuciji alela Arg109 na lokusu Lys109Arg
izmedu pretile skupine i skupine s normalnom tjelesnom masom. Rezultati ovog i slicnih
istrazivanja pokazuju kako su polimorfizmi LEPR povezani s distribucijom pretilosti u populaciji.
Razumno je pretpostaviti kako su polimorfizmi LEPR gena vaini u razvoju pretilosti putem
otpornosti na leptin i smanjene aktivnosti simpatickog Zivéanog sustava zbog smanjenog

odgovora na koncentraciju leptina.

Polimorfizam GIn223Arg najceSée je istraZivan polimorfizam gena LEPR i smatra se
povezanim s potroSnjom energije u organizmu. Pretila djeca homozigotnog genotipa GIn
pokazala su poja¢anu oksidaciju masti prije i poslije unosa hrane, sto je korisna informacija za

prilagodavanje prehrane (Repasy i sur. 2014).
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1.7 Populacija Roma

Romi su transnacionalna, etnicka, manjinska populacija indijskog porijekla nastanjena
diljem svijeta. Zive na Srednjem istoku, objema Amerikama, Australiji, dijelovima Afrike, ali
najviSe ih ima u Europi (pogotovo istocni dijelovi). Rom je sluzbeni etnonim od 1970-ih, a znadi
»Covjek”. Romi su od najranijih trenutaka pojavljivanja u Europi etiketirani kao ,,lutajuci narod
bez korijenja“, a distanca i segregacija okruzuju romske skupine i dan danas u svim zemljama
u kojima Zive. Pretpostavlja se da su Romi napustili sjeverozapadnu Indiju, gdje su naseljavali
doline uz rijeku Ganges, prije viSe od tisuéu godina zbog Cestih vanjskih napada na to podrudje,
ali i zbog unutrasnjih drustvenih nemira. Pretpostavlja se da su od 10. do 13. stoljec¢a prosli
Hindukus, dosli do iranskih podrucja i juznog Kavkaza, a zatim stigli u Bizantsko Carstvo. Turska
osvajanja ,,nosila“ su ih prema Bliskom istoku i do grékih otoka. U 15. stolje¢u Romi su stigli u
Zapadnu Europu. Prema nekim procjenama, izmedu dvanaest i Sesnaest milijuna Roma danas

Zivi raseljeno po svijetu.

Dolazak Roma u kr$éansku Europu za posljedicu je imao donosenje niza represivnih
zakona koji su uglavhom ogranicavali njihovo kretanje i nametali im razli¢ite zabrane. Romi
zaista od svog dolaska nisu dobro prihvaéeni u zapadnom svijetu i tijekom vremena iskusili su
uzase iskljucivanja, prisilne asimilacije, pa do porobljavanja, a za vrijeme Drugog svjetskog rata
i brutalan genocid. Politika prema Romima pocela se mijenjati u pozitivnijem smjeru tek
relativno nedavno, poglavito zahvaljujuci desetlje¢u za ukljucivanje Roma, a u kojoj mjeri, ovisi
od drzave do drzave. Uglavnom se provodi politika integracije Roma u Sire drustvo, no
potrebno je pojacati napore i educirati veéinsko stanovnistvo o romskom narodu jer je ¢esto
prisutna duboko ukorijenjena netrpeljivost i nerazumijevanje zbog koje je teSko eliminirati

diskriminaciju pri zaposljavanju.

Burna povijest i nomadski nacin Zivota ostavili su traga u romskim zajednicama. Romi
su iznimno prilagodljivi sredinama u kojima Zive i uglavnom su dvojezi¢ni (viSejezi¢ni), a
prihvacaju i preuzimaju elemente kulture i religije podrucja u kojem Zive (tzv. etnomimikrija).
No, vrlo cijene svoju tradiciju i medusobno uglavnom komuniciraju romskim idiomima, a

posebno je specificna njihova usmena knjizevnost i tradicionalna glazba (Zajc i sur. 2006).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istraZzivanja su:

Utvrditi spolne razlike za dob i za svih 10 morfoloskih dimenzija (visina tijela, teZina
tijela, opseg nadlaktice, opseg trbuha, opseg bokova, kozni nabor tricepsa,
subskapularni koZni nabor, indeks tjelesne mase, omjer opsega trbuha i opsega
bokova, te omjer koZznog nabora tricepsa i subskapularnog koznog nabora) od kojih su
svi, izuzev visine, pokazatelji stupnja uhranjenosti.

Iz Sest mjerenih morfoloskih dimenzija (tjelesna visina, tjelesna tezina, dva opsega
(trbuha i bokova) i dva koZna nabora) izraCunati tri izvedena indeksa od kojih je indeks
tjelesne mase (BMI) pokazatelj ukupne uhranjenosti, dok su dva indeksa (omjer opsega
trbuha i bokova te omjera tricepsa i subskapularnog koZznog nabora) pokazatelji
raspodjele masnog tkiva u tijelu (periferna i centralna raspodjela).

Iz opsega struka te indeksa tjelesne mase kreirati kvalitativne varijable prema
standardnim grani¢nim vrijednostima te utvrditi prevalenciju pretilosti i prekomjerne
tezine u populaciji Roma koji Zive u Republici Hrvatskoj

Utvrditi uéestalosti alela i genotipova polimorfizma LEPR 1019 u populaciji Roma koji
Zive u Republici Hrvatskoj

Testirati povezanost kvalitativnih pokazatelja uhranjenosti s genotipovima LEPR
polimorfizma 1019 (chi2-testom). Analiza ¢ée se provesti za ukupni uzorak i u spolno
odvojenim pod-uzorcima.

Testirati povezanost kvantitativnih pokazatelja uhranjenosti s genotipovima LEPR 1019
polimorfizma (ANOVA i posthoc analiza). Analiza ¢e se provesti na razini ukupnog

uzorka koristenjem z-vrijednosti koje su kreirane unutar svakog spola zasebno.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1 Uzorak

Uzorak romske populacije obuhvatio je 206 muskaraca i 207 Zena, srednje dobi od 41

godine, iz populacije romskih zajednica koje Zive na teritoriju Republike Hrvatske.

Uzorci krvi su prikupljeni na terenima u Zagrebu (2012.) u okviru projekta dobrotvorne
zaklade ,Nutricia Research Foundation” pod naslovom: ,Debljina kod hrvatskih Roma:
interakcija gena leptinskog sustava i biomarkera prehrambenog statusa u razli¢itom okruzju“
(voditeljica: prof. dr. sc. Tatjana Skari¢-Juri¢), te u Medimurju i Baranji (2005., 2006.) u sklopu
projekata , Kompleksna obiljezja i zdravlje stanovniStva od djetinjstva do duboke starosti“ (
MZOS br. 196-1962766-2747, voditeljica: prof.dr.sc. Nina Smolej Naranci¢) i ,Molekularno-
geneticka obiljeZja populacija utemeljitelja — Romi kao model” ( MZOS br. 196-1962766-2763,
voditeljica prof.dr.sc. Branka Janicijevi¢). U okviru tri navedena projekta osmisljena su i
provedena terenska istrazivanja Roma Bajasa u Medimurju i Baraniji, te balkanskih Roma u
Zagrebu. Podatke su prikupljali djelatnici Instituta za antropologiju u suradnji s Uredom za
nacionalne manjine Vlade Republike Hrvatske i Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo te uz
pomo¢ udruge ,,Romi za Rome“. Svi ispitanici dobrovoljno su sudjelovali u studiji dajuéi pri

tome informirani pristanak. Sva istraZzivanja su eti¢ki odobrena.

U sklopu terenskih istraZivanja napravljena je antropometrija te su izvadeni uzorci krvi

za biokemijske analize i izolaciju DNA.
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3.2 Genotipizacija

Uzorci DNA dobiveni su iz uzoraka pune krvi, metodom isoljavanja (Bago i Herak Bosnar
2007), te su iz izvornih otopina napravljena 10%-tna razrjedenja, koja su koriStena u daljnjim

laboratorijskim analizama.

Pregledom sekvence DNA koja se nalazi u blizini istrazivanog polimorfizma, ukupne
duljine 253 nukleotida, utvrdeno je da polimorfizam ne sadrzi restrikcijsko mjesto za poznate
restrikcijske enzime te je ono konstruirano pomocu pocetnica.

Sekvenca pocetnica je sljedeca:

Forward 5'-CAGATCTTGAAAAGGGTTCT-3' (20 nukleotida)

Reverse 5'-TCCCATGAGCTATTAGAGAAAGAATCCTTCCA-3' (32 nukleotida)

Sastav reakcijske smjese ukupnog volumena 15 L bio je sljedeci:

Mg?* (25 uM) = 1,5 puL

pufer (0.8 M Tris-HCl, 0.2 M (NH4)2504) = 1,5 pL

dNTP mix (10 uM) =0,15 pL

pocetnice (10uM) = 0,3 uL Forward + 0,3 plL Reverse

betain =1 uL

Fire Taq polimeraza = 0,2 uL

dH,0 = 8,05 pL

DNA =1 pL

Po zavrSetku priprave reakcijske smjese, spremnici s uzorcima su stavljeni u PCR-uredaj
prema programu: denaturacija na 95° C tijekom 30 sekundi, prijanjanje na 56° C tijekom 90
sekundi, te elongacija na 72° C tijekom 5 minuta. Nakon petnaest ciklusa, uzorci bi ostali
pohranjeni na 4° C, dok ih se ne bi prenijelo na gel za elektroforezu, kako bi se provjerila
uspjeSnost umnazanja.

Elektroforeza za provjeru uspjesnosti umnazanja DNA bila je obavljena na agaroznom
gelu (1.5% agaroza, 1xTAE pufer (40 mM Tris-HCI, 1imM EDTA, dH,0), SYBR Safe boja za DNA),
a prilikom nanosenja na gel, uzorci su pomijesani s 1:5 puferom LB za nanosSenje DNA na gel.
Elektroforeza je trajala 35 min, pri naponu od 70 V i jakosti struje od 150 mA.

Nakon elektroforeze rezultati su ocitani pomocu ultraljubi¢astog svjetla na

transiluminatoru.
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UmnoZeni uzorci bili bi zatim podvrgnuti tretmanu s restrikcijskim enzimom Ncol, Cije
je restrikcijsko mjesto 5'...C"CATGG...3' // 3'...GGTAC"C...5', dok je sastav reakcijske smjese
ukupnog volumena 15 L bio sljededi:

10x pufer K=1,5 pL (10 mM Tris-HCI pH 8.9, 3 mM MgCl,, 0.01% BSA)

restrikcijski enzim Ncol =0, 075 uL (10 U/uL)

umnozZena DNA =7 uL

dH20 = 6,425 pL

Epruvete s tako pripravljenom smjesom ostavljene su na 4 sata u termostat na 37°C,
kako bi se provela digestija.

Po zavrsetku reakcije, uzorci bi bili naneseni na nesto guséi gel (2.5% agaroza, 1xTAE
pufer (40 mM Tris-HCI, 1ImM EDTA, dH,0), SYBR Safe boja za DNA), radi boljeg razdvajanja i
vece razlucivosti restrikcijskih fragmenata.

Popis koristenih kemikalija, materijala i uredaja naveden je u tablicama (Tablica 3.1.,

tablica 3.2. i tablica 3.3.) na kraju odjeljka.

Tablica 3.1. KoriStene kemikalije u PCR reakciji i agaroznoj gel elektroforezi.

Kemikalija Proizvodad
5 x HOT FIREPoI® Solis BioDyne
Pocetnice Pro1019Pro Gorea plus
dH20 Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu
Agaroza Sigma
SYBRY safe Invitrogen
Ncol TaKaRa
Pufer K TaKaRa
1000 bp DNA ljestve Solis BioDyne
Betain Solis BioDyne
Mg?* Solis BioDyne
Pufer Solis BioDyne
dNTP Solis BioDyne

Tablica 3.2. KoriSteni materijali u PCR reakciji i agaroznoj gel elektroforezi.

Materijal Proizvodacd
Epruvete i poklopci za epruvete za PCR (0,2ml) Molecular BioProducts
Automatske pipete raznih volumena Eppendorf
Nastavci za automatske pipete razlicitih volumena Eppendorf
Epruveta s poklopcem (1,5ml) Eppendorf
Plocica za izradu gela Elchrom Scientific

18



| Cesljic¢i za izradu jaZica | Elchrom Scientific

Tablica 3.3. Koristeni uredaji u PCR reakciji i agaroznoj gel elektroforezi.

Uredaj Proizvodacd
Stroj za PCR (TGradient) Biometra
Stroj za PCR (GeneAmp® PCR System 9700) Applied Biosystems
Stroj za PCR(GeneAmp® PCR System 2700) Applied Biosystems
Aparatura za elektroforezu Elchrom Scientific
Transiluminator TEX 20-MC Vilber
Kamera PowerShot G1 Canon
Stroj za sekvenciranje (ABI Prism 310 Genetic Analyzer) Applied Biosystems
Centrifuga (Labofuge 400R) Thermo Scientific
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3.3 Antropometrijska mjerenja

Antropometrijska mjerenja provedena su prema standardnom IBP protokolu (engl.
International Biological Programme; Weiner i Lourie, 1981.), a ukljucivala su mjerenje visine i

tezine tijela, opsega nadlaktice, struka i bokova, te subskapularnog i koZnog nabora tricepsa.

Visina ispitanika izrazena u milimetrima mjerena je pomocu stadiometra s rasponom
mjerenja 200 cm. Ispitanik je stajao bosonog i skupljenih stopala na vodoravnoj podlozi. Masa
izrazena u kilogramima s preciznos¢u od 0,1 kg mjerena je pomodu digitalne vage postavljene

na vodoravnu povrsinu.

Opseg nadlaktice mjeren je na polovistu duljine izmedu vrha ramena i lakta ruke, pri
¢emu je ruka bila ispruzena i opusteno visila uz tijelo. Opseg struka izmjeren je na polovici
udaljenosti izmedu posljednjeg rebra i vrha zdjelicne kosti. Opseg bokova mjeren je preko
najSireg dijela bokova i straznjice. Svi opsezi izmjereni su nerastezljivom mjernom trakom s
precizno$¢u od 1 mm. Opseg struka i bokova mjeren je u stojeéem poloZaju ispitanika

skupljenih nogu, s time da je mjerna traka bila paralelna s podom.

Veli¢éina koZznog nabora tricepsa izmjerena je na polovici duljine strainje strane
nadlaktice. Veli¢ina subskapularnog koZznog nabora izmjerena je na polovici donjeg dijela
lopati¢ne kosti, gdje je nabor bio pri kutu od 45°. Vrijednosti oba koZna nabora odredene su

kaliperom s precizno$¢u od 0,2 mm.

Iz izmjerenih antropometrijskih vrijednosti izraCunata su tri indeksa (BMI, WHR, TSR)
koji se koriste kako bi se procijenio stupanj uhranjenosti, te razina centralne i periferne

distribucije masnog tkiva u tijelu. Sva tri indeksa ujedno su i pokazatelji zdravstvenog rizika.

Indeks tjelesne mase

Indeks tjelesne mase okvirna je kategorija za procjenu uhranjenosti. To je broj koji se

dobije kao rezultat omjera mase u kilogramima i kvadrata visine u metrima, prema formuli:

Indeks tjelesne mase (BMI) = masa (kg) / visina? (m?)
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To je najcesce koristena vrijednost za procjenu osobne uhranjenosti, a pokazala se kao
dobar statisticki pokazatelj, posebice kod populacijsko-genetickih istraZivanja, te ga koristi i
Svjetska Zdravstvena Organizacija (WHO). Kategorizacija razreda uhranjenosti prema indeksu
tjelesne mase opisana je ranije u uvodu, no kao fenotipske kategorije u ovom su radu koristene
tri grani¢ne vrijednosti (BMI = 18.5-24.99 normalna tjelesna masa; BMI = 25-29.99
prekomjerna tjelesna masa; BMI >= 30 pretilost), prema preporukama Svjetske Zdravstvene

Organizacije (WHO Tech Rep Ser 1995).

Omjer opsega struka i bokova

Omjer opsega struka i bokova koristi se kao procjena raspodjele masnog tkiva u tijelu.
S obzirom da je upravo centralna raspodjela masnog tkiva Cimbenik rizika za brojne,
prvenstveno kardiovaskularne bolesti, ovaj indikator se koristi i kao jedan od dijagnostickih
kriterija za metabolicki sindrom. To je broj koji se dobije kao omjer opsega struka i opsega
bokova.

Prema naputcima Svjetske Zdravstvene Organizacije (WHO, 1999), grani¢ne vrijednosti
za ovaj omjer su: zene >0,85; muskarci >0,90. To znaci da se osobama Ciji omjer premasuje
grani¢nu vrijednost moze (uz prisutnost drugih kriterija) dijagnosticirati metabolicki sindrom.

Kod samog opsega struka, takoder su definirane grani¢ne vrijednosti koje predstavljaju
kardiovaskularni rizik. One iznose 80 cm za Zene i 94 cm za muskarce, pa osobe koje imaju
vece vrijednosti od navedenih zadovoljavaju jedan od kriterija za metaboli¢ki sindrom te imaju

povecani rizik kardiovaskularnih bolesti (IDF — International Diabetes Federation, 2006.).

Omjer koznog nabora tricepsa i subskapularnog koznog nabora

Omjer koZnog nabora tricepsa i subskapularnog koinog nabora koristi se kao
pokazatelj tjelesne raspodjele masnog tkiva. To je broj koji se dobije dijeljenjem veliine
koZnog nabora tricepsa s velicinom subskapularnog koZnog nabora. Za ovaj omjer nema
definiranih grani¢nih vrijednosti, no unato¢ tome, vece vrijednosti ukazuju na perifernu

raspodjelu masnog tkiva u tijelu, a nize na centralnu.
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3.4 Statisticka obrada podataka

U okviru ovog rada provedeno je nekoliko statistickih postupaka. Karakteristike
kvantitativnih varijabli prikazane su deskriptivno-statisticki pri ¢emu je znacajnost razlika
izmedu srednjih vrijednosti muskaraca i Zena testirana Studentovim t-testom. Ucestalost alela
na lokusu LEPR 1019 dobivena je prebrojavanjem iz genotipskih vrijednosti. Provjera
podvrgavanja frekvencija raspodjele genotipova prema Hardy-Weinbergovoj ravnotezi
provjerena je Chi%testom s dva stupnja slobode, usporedbom opaZenog (O) i oéekivanog (E)
broja homozigota i heterozigota. Povezanost genotipa LEPR1019 polimorfizma sa spolom te s
pet kategorijskih varijabli prehrambenog statusa ispitana je Pearsonovim Chi?testom. Kako bi
se detektiralo postoji li znacajna razlika izmedu kvantitativnih vrijednosti mjerenih
antropometrijskih varijabli koje su pokazatelji uhranjenosti u odnosu na genotip LEPR1019
polimorfizma, provedena je analiza varijance (ANOVA) uz PostHoc test. Kako bi se mogla
iskoristiti informacija ukupnog uzorka bez utjecaja spolnih razlika koje su prisutne za gotovo
sve ciljne varijable, napravljeno je poravnavanje po spolu. To je postignuto tako da je unutar
svakog spola za svaku varijablu njena vrijednost transformirana u z-vrijednost te su potom
rezultati oba spola zdruZeni i formirana je tzv. ,z-varijabla® koja pozicionira mjerenu varijablu
u jedinicama standardne devijacije. Na prikazani nacin omoguceno je testiranje povezanosti
svake antropometrijske varijable s genotipom bez utjecaja spolnih razlika koje utjecu na
apsolutne vrijednosti ispitivanih varijabli. U istrazivanju je koristen statisti¢ki program SPSS

7.5.1.
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4. REZULTATI

Da bi se ispitala povezanost polimorfizma 1019 LEPR gena s tjelesnim karakteristikama
na uzorku od 401 osobe (199 muskaraca i 202 Zene), analizirani su i usporedeni
antropometrijski podacii genotip. Antropometrijska mjerenja obuhvatila su dob, visinu, masu,
opseg nadlaktice, opseg trbuha, opseg bokova, kozni nabor tricepsa, subskapularni kozni
nabor, indeks tjelesne mase, omjer opsega trbuha i opsega bokova te omjer koZnog nabora

tricepsa i subskapularnog koznog nabora.

U Tablici 4.1. prikazana je deskriptivna statistika kojom se Studentovim t-testom
usporeduje znacajnost razlika u srednjim vrijednostima antropometrijskih varijabli izmedu
spolova. Podebljane vrijednosti oznacavaju statisticki znacajne podatke. Iz rezultata je vidljivo
da muskarci imaju statisticki znacajno veée srednje vrijednosti za pet varijabli (visina tijela,
tezina tijela, opseg nadlaktice, opseg trbuha te omjer opsega trbuha i bokova), dok kod Zena
takva situacija vrijedi za tri mjerene varijable (kozni nabor tricepsa, subskapularni kozni nabor,
te omjer koznog nabora tricepsa i subskapularnog koznog nabora). Dvije antropometrijske
varijable nisu pokazale statisticki znacaj pri usporedbi veli¢ina srednjih vrijednosti, a to su
opseg bokova, te indeks tjelesne mase (BMI). Dob obiju spolova bila je 41 godina.

Tablica 4.1 Deskriptivna statistika za dob i mjerene antropometrijske varijable u uzorku Roma koji Zive u RH.
Prikaz je dan za muskarce i Zene odvojeno, a znacajnost razlike testirana je Studentovim t-testom.

. . . razina
Muskarci Zene .. .
znacajnosti
redoslijed Varijabla (N =206) (N=207) ) .
p-vrijednosti
X SD X SD
1 Dob (god.) 40,65 13,72 40,60 13,61 ns
2 Visina tijela (cm) 168,98 6,37 155,17 6,26 *kk
3 Tezina tijela (kg) 78,75 17,06 64,47 14,88 Hokok
4 Opseg nadlaktice (cm) 31,07 3,91 28,81 4,42 ook
5 Opseg trbuha (cm) 96,484 13,90 89,09 15,05 *okk
6 Opseg bokova (cm) 100,20 8,72 101,59 11,77 ns
KoZni nabor tricepsa
7 10,94 5,25 19,39 8,55 *Ex
(mm)
Subskapularni kozni
8 21,28 11,33 23,83 11,73 *
nabor (mm)
9 BMI (kg/m?) 27,50 5,32 26,80 6,19 ns
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Omjer opseg trbuha
10 jeropseg trbuha/ | o o 0,08 0,87 0,08 o
opseg bokova

Omier KN triceps/ KN
1 mier KN triceps/ 058 | 021 | 088 | 029 o
subskapularni

BMI: indeks tjelesne mase; KN: koZni nabor; p — vrijednost: statisticka mjera u postupku provjeravanja
hipoteze; *: p < 0,05; ** =p <0,01; *** = p <0,001; ns: nije statisticki znacajno

Analizirana je prisutnost genotipova i alela za polimorfizam LEPR1019, te njihova
podudarnost s oekivanjima Hardy-Weinbergove ravnoteZe metodom Chi? — testa. Rezultati
su prikazani u Tablici 4.2., te potvrduju da se populacija hrvatskih Roma nalazi u Hardy-

Weinberg ravnotezi za ovaj polimorfizam.

Tablica 4.2. Ucestalosti genotipova i alela polimorfizma LEPR1019.

Genotipovi Aleli HW
CC CT 1T C T Chi? p
N =401 207 170 24 2,0165 0,1556
% 51,6 42,4 6,0 73 27

HW: Hardy-Weinberg ravnoteZa; Chi?: statistitka mjera u postupku provjeravanja hipoteze;
p: p-vrijednost

Tablica 4.3. Raspodjela genotipova LEPR1019 u odnosu na raspodjelu standardnih kategorija za indeks
tjelesne mase (BMI), opseg struka (opseg struka — II) i omjer opsega struka i bokova (WHR), za ukupni uzorak,
te zasebno za muskarce i za Zene, analizirano Chi2 testom.

Spol / Rizi¢ni fenotip | Usporedba genotipova | Ukupni uzorak Muskareci Zene
(p vrijednosti) | (p vrijednosti) (p
vrijednosti)
Musgkarci vs. Zene CCvs.CTvs. TT 0,754 - -
CCvs.CT, TT 0,649 - -
TTvs. CT, CC 0,646 - -
BMI_123 CCvs.CTvs. TT 0,058 0,035 0,551
CCvs.CT, TT 0,563 0,262 0,530
TTvs. CT, CC 0,037 0,019 0,512
BMI25 CCvs.CTvs. TT 0,023 0,067 0,326
CCvs.CT, TT 0,356 0,582 0,489
TTvs. CT, CC 0,024 0,044 0,262
BMI30 CCvs.CTvs. TT 0,071 0,027 0,411
CCvs.CT, TT 0,990 0,260 0,260
TTvs. CT, CC 0,027 0,008 0,675
WHR(WHO) CCvs.CTvs. TT 0,390 0,741 0,426
CCvs.CT, TT 0,209 0,782 0,193
TTvs. CT, CC 0,829 0,534 0,686
OP. STRUKA —II CCvs.CTvs. TT 0,380 0,087 0,680
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CCvs.CT, TT 0,739 0,205 0,389
TT vs. CT, CC 0,164 0,037 0,973

BMI: indeks tjelesne mase; WHR: omjer opsega struka i bokova; op. struka — II: opseg struka;

CC: homozigotni genotip koji ima samo alel C; CT: heterozigotni genotip s Ci T alelima; TT: homozigotni genotip
koji ima samo alel T; podebljane vrijednosti: statisticki znacajne vrijednosti.

Rezultati testiranja povezanosti genotipova LEPR1019 u odnosu na raspodjelu
standardnih kategorija za indeks tjelesne mase (BMI), opseg struka (opseg struka — Il) i omjer
opsega struka i bokova (WHR), za ukupni uzorak, te zasebno za muskarce i za Zene prikazani
su u Tablici 4.3. Rezultati su pokazali da ne postoji razlika u raspodjeli genotipova polimorfizma
LEPR1019 izmedu muskaraca i Zena. Pearsonov Chi? test je pokazao kod muskaraca znaéajnu
razliku u raspodjeli genotipova kad je rije¢ o tri kategorije indeksa tjelesne mase
(BMI)(p=0,035), te da se genotip TT istice u odnosu na ostala dva i u ukupnom uzorku
(p=0,037) i kod muskaraca (p=0,019). lako u populaciji Zena nije pokazana znacajna
povezanost ovog polimorfizma niti s jednim od tri ispitivana indeksa, znacajnost povezanosti
raspodjele genotipova LEPR1019 s kategorijama indeksa tjelesne mase (BMI) kod muskaraca
bila je dovoljno velika da se reflektira i na razini ukupnog uzorka. Nadovezujuéi se na ta
opazanja, slijede i rezultati za kategoriju prekomjerne tjelesne mase, gdje je znacajnost razlike
tri genotipa za ukupni uzorak iznosila p=0,023. U istoj kategoriji TT genotip ponovno odskace
i uukupnom uzorku (p=0,024) i u populaciji muskaraca (p=0,044). Na isti nacin su se razlikovale
pretile od ne-pretilih osoba, gdje je genotip pokazao statisticki zna¢ajnu povezanost kod
muskaraca (p=0,027), dok se genotip TT u usporedbi s ostala dva pokazao statisticki znacajnim
i na ukupnom uzorku (p=0,027) i kod muskaraca (p=0,008). Kod omjera opsega struka i bokova
nije pokazana statisticka znacajnost raspodjele genotipova niti za jedan uzorak. Kad je rije¢ o
opsegu struka, kod muskaraca je pokazana statisticka znacajnost genotipa TT u odnosu na
ostala dva (p=0,037). Kategorizacija je napravljena prema standardnim grani¢nim
vrijednostima koje se u medicini koriste kao mjerilo za rizik razvoja kardiovaskularnih bolesti.
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Slika 4.1. Srednje vrijednosti indeksa tjelesne mase u odnosu na genotip LEPR1019 (CC=1,CT=2, TT = 3).
Prikaz za muskarce (1) i Zene (2) odvojeno.

BMI: indeks tjelesne mase

Iz slike 4.1. je vidljivo da muskarci genotipa TT imaju prosjecno visi indeks tjelesne mase
(BMI), te da im je raspon relativno uzak u usporedbi s ostalim genotipovima. Takva situacija
nije vidljiva kod Zena, sto implicira i spolnu razliku u povezanosti pretilosti s polimorfizmom

LEPR1019.

U ukupnom uzorku od 401 ispitanika prikazana je raspodjela genotipova prema
indeksu tjelesne mase (BMI) razvrstanom u tri kategorije (tablica 4.4.). Vidljivo je da su tri
kategorije BMI gotovo podjednako raspodijeljene, te da je prevalencija prekomjerne teZine u
ovoj populaciji iznosi 31,7%, pretilosti 29,9%, dok je samo 38,4% osoba normalne tjelesne

tezZine.
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Tablica 4.4. Povezanost genotipova LEPR s tri kategorije indeksa tjelesne mase (BMI) u ukupnom uzorku

(Chi%-test)
CC CT T Ukupno
BMI <25 Izmjereni broj: 75 75 4 154
Ocekivani broj: 79,5 65,3 9,2 154
Postotni udio: 36,2% 44,1% 16,7% 38,4%
BMI 25-29.9 Izmjereni broj: 70 49 8 127
Ocekivani broj: 65,6 53,8 7,6 127
Postotni udio: 33,8% 28,8% 33,3% 31,7%
BMI >30 Izmjereni broj: 62 46 12 120
Ocekivani broj: 61,9 50,9 7,2 120
Postotni udio: 30,0% 27,1% 50,0% 29,9%
Ukupno Izmjereni broj: 207 170 24 401
Ocekivani broj: 207 170 24 401
Postotni udio: 100% 100% 100% 100%

x*=9,108; df = 4; p = 0,058
BMI: indeks tjelesne mase

Raspodjela genotipova LEPR1019 prema BMI pokazuje da se kod genotipa CC u svakoj
od tri kategorije indeksa tjelesne mase (BMI) nalazi podjednaki broj ispitanika, dok je kod
genotipa TT jasno prisutna gradacija u zastupljenosti prema varijabli BMI. Naime, samo Cetiri
ispitanika koji imaju genotip TT (16,7%) imaju vrijednost BMl ispod 25, dok ih je trecina (33,3%)
u kategoriji izmedu 25 do 29,9, a ¢ak polovica (50%) u razredu s BMI vrijednosti iznad 30.
Statisti¢ka znacdajnost je grani¢na (p-vrijednost = 0,058), te se moZe naslutiti kako homozigotni
genotip TT nosi odredeni zdravstveni rizik. Ovaj odnos prikazan je graficki (slika 4.2.), pri ¢emu
se istie niska ucestalost genotipa TT kod osoba normalne tjelesne mase (BMI<25) i njegova

visoka ucestalost kod pretilih osoba (BMI>30)
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Slika 4.2. Postotna zastupljenost genotipova LEPR (homozigoti CC i TT, te heterozigoti CT) unutar tri
kategorije indeksa tjelesne mase (BMI) u ukupnom uzorku.

Isti ovaj odnos prikazan je u tablici 4.5. i slici 4.3., samo za muskarce (199 ispitanika) s
obzirom da je utvrdeno (tablica 4.3.) da kod ovog spola relacija izmedu BMI i polimorfizma

LEPR1019 ima statisticki znacajnu razinu.

Kada se odvojeno promatra muski spol (tablica 4.5., slika 4.3.), jasno je vidljiva
povezanost pretilosti s genotipom. Vidimo da kod genotipova CC i CT postoji priblizno
podjednaka raspodjela tri kategorije BMI vrijednosti, dok je kod genotipa TT razlika izrazena.
Sa samo 7,7% ispitanika u prvoj, i ¢ak 61,5% u kategoriji pretilih, ¢ini se da ovaj genotip
predstavlja izraziti zdravstveni rizik za muskarce. Takva distribucija je statisticki znacajna (p-
vrijednost = 0,035) i upucuje na zdravstvene rizike koji za muskarce proizlaze iz LEPR1019

polimorfizma.
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Tablica 4.5. Prikaz povezanosti genotipova LEPR s tri kategorije indeksa tjelesne mase (BMI) kod muskaraca
(Chi%-test)

cC CT T Ukupno
BMI <25 Izmjereni broj: 33 32 1 66
Ocekivani bro;j: 34,8 26,9 4,3 66
Postotni udio: 31,4% 39,5% 7,7% 33,2%
BMI 25-29.9 | Izmjereni broj: 45 26 4 75
Ocekivani bro;j: 39,6 30,5 4,9 75
Postotni udio: 42,9% 32,1% 30,8% 37,7%
BMI >30 Izmjereni broj: 27 23 8 58
Ocekivani broj: 30,6 23,6 3,8 58
Postotni udio: 25,7% 28,4% 61,5% 29,1%
Ukupno Izmjereni broj: 105 81 13 199
Ocekivani broj: 105 81 13 199
Postotni udio: 100% 100% 100% 100%
x*=10,322; df =4; p = 0,035
BMI: indeks tjelesne mase
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Slika 4.3. Prikaz postotne zastupljenosti genotipova LEPR (homozigoti CCi TT, te heterozigoti CT) unutar tri
kategorije indeksa tjelesne mase (BMI) u uzorku muskaraca.
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Rezultati ANOVA i PostHoc testa na ukupnom uzorku

Analiza varijance (ANOVA) mjerenih, kvantitativnih vrijednosti tjelesnih karakteristika
povezanih s uhranjenoscu i ispitivanog polimorfizma LEPR gena pokazala je na razini ukupnog

uzorka rezultate koji su prikazani u tablicama 4.6. — 4.12.

Tablica 4.6. pokazuje da postoji povezanost izmedu genotipa i BMI (p-vrijednost =
0,043), te da su osobe genotipa TT sklonije vecoj vrijednosti indeksa tjelesne mase u odnosu
na osobe koje nose genotip CT (p-vrijednost = 0,018). Nadalje, utvrdena je i veza izmedu
subskapularnog koznog nabora (Tablica 4.7.), gdje ponovno osobe genotipa TT imaju vise
vrijednosti u odnosu na genotipove CC i CT, §to upuduje na rizik genotipa TT za centralno

nakupljanje masnog tkiva.

lako kod ostalih varijabli ANOVA nije dostigla razinu statisticke znacajnosti, ona je kod
tri varijable bila grani¢nih vrijednosti, pri ¢emu je Post Hoc analiza pokazala da se genotip TT
istiCe kao rizi¢an u odnosu na genotip CT. Rijec je o koZnom naboru tricepsa (Tablica 4.8.),
opsegu nadlaktice (Tablica 4.9.) i opsegu trbuha (Tablica 4.10.). S obzirom da prve dvije
varijable upucuju na perifernu distribuciju masnog tkiva, a opseg trbuha na centralnu, ovi

rezultati ukazuju da genotip TT povecava rizik razvoja i periferne i centralne pretilosti.

Kod omjera opsega trbuha i bokova (Tablica 4.11.) i kod omjera koZnog nabora tricepsa
i subskapularnog koznog nabora (Tablica 4.12.) nije pronadena povezanost s genotipovima
polimorfizma LEPR1019, stoga se moze zakljuciti da je genotip TT, posebice u odnosu na
genotip CT, rizi¢ni faktor za poveéane razine masnog tkiva, a ne utjece na njegovu raspodjelu.
Tablica 4.6 Usporedba z-vrijednosti indeksa tjelesne mase s genotipom kod ispitanika iz ukupnog uzorka

testirana ANOVA testom te usporedba z-vrijednosti indeksa tjelesne mase pojedinih genotipova testirana
PostHoc testom.

p-
LEPR1019 z-BMI z-BMI vrijednost . P . P . P
. N vrijednost | vrijednost | vrijednost
genotip X SD (sve . . .
. (1vs.2i3) | (2vs.1i3) | (3vs.1i2)
skupine)
CC(1) 205 0,0345 0,9281 - 0,165 0,079
CT (2) 170 -0,1092 1,0655 0,165 - 0,018
TT (3) 22 0,4287 1,0697 0,043 0,079 0,018 -

z-BMI: z-vrijednost indeksa tjelesne mase
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Tablica 4.7 Usporedba z-vrijednosti subskapularnog koZznog nabora s genotipom kod ispitanika iz ukupnog

uzorka testirana ANOVA testom te usporedba z-vrijednosti subskapularnog koznog nabora pojedinih

genotipova testirana PostHoc testom.

p_
LEPR1019 z-KNSUB | z-KNSUB | vrijednost . P . P . P
. N vrijednost | vrijednost | vrijednost
genotip X SD (sve ] ] ]
) (1vs.2i3) | (2vs.1i3) | (3vs.1i2)
skupine)
CC(1) 205 0,0185 0,9841 - 0,126 0,002
CT(2) 167 -0,1398 0,9646 0,126 - 0,000
TT (3) 24 0,6925 1,1920 0,001 0,002 0,000 -

z-KNSUB: z-vrijednost subskapularnog koznog nabora

Tablica 4.8 Usporedba z-vrijednosti koZznog nabora tricepsa s genotipom kod ispitanika iz ukupnog uzorka
testirana ANOVA testom te usporedba z-vrijednosti koZznog nabora tricepsa pojedinih genotipova testirana

PostHoc testom.

p_
LEPR1019 2-KNTRIC | -KNTRIC | vrijednost | © P P
] N vrijednost | vrijednost | vrijednost
genotip X SD (sve ] ) )
. (vs.2i3) | (2vs.1i3) | (3vs.1i2)
skupine)
CC(1) 203 0,0197 0,9655 - 0,278 0,122
CT(2) 158 -0,0940 0,9696 0,278 - 0,044
TT (3) 20 0,3773 1,2615 0,111 0,122 0,044 -

z-KNTRIC: z-vrijednost koZnog nabora tricepsa

Tablica 4.9 Usporedba z-vrijednosti opsega nadlaktice s genotipom kod ispitanika iz ukupnog uzorka
testirana ANOVA testom te usporedba z-vrijednosti opsega nadlaktice pojedinih genotipova testirana

PostHoc testom.

z- p-vrijednost p- p- p-
LEPR1019 z-OPNADL . . .
enot N X OPNADL (sve vrijednost | vrijednost | vrijednost
i
& P SD skupine) (1vs.2i3) | (2vs.1i3) | (3vs.1i2)
CC(1) 206 0,0048 0,9645 - 0,397 0,058
CT (2) 167 -0,0840 1,0285 0,397 - 0,023
TT (3) 23 0,4234 1,1166 0,073 0,058 0,023 -

z-OPNADL: z-vrijednost opsega nadlaktice

31




Tablica 4.10 Usporedba z-vrijednosti opsega trbuha s genotipom kod ispitanika iz ukupnog uzorka testirana

ANOVA testom te usporedba z-vrijednosti opsega trbuha pojedinih genotipova testirana PostHoc testom.

p- p- p-
z- z-
LEPR1019 vrijednost | vrijednost | vrijednost | p-vrijednost
. N OPTRB | OPTRB . . .
genotip X SD (sve (Lvs.2i (2vs. 1i (3vs.1i2)
skupine) 3) 3)
CC(1) 201 0,0077 | 0,9892 - 0,381 0,069
CT (2) 168 -0,0840 | 1,0072 0,381 - 0,027
TT (3) 23 0,4101 | 1,0584 0,082 0,069 0,027 -

z-OPTRB: z-vrijednost opsega trbuha

Tablica 4.11 Usporedba z-vrijednosti omjera opsega trbuha i opsega bokova s genotipom kod ispitanika iz

ukupnog uzorka testirana ANOVA testom te usporedba z-vrijednosti omjera opsega trbuha i opsega bokova

pojedinih genotipova testirana PostHoc testom.

p- p- p- p-
LEPR1019 N z-WHR z-WHR | vrijednost | vrijednost | vrijednost | vrijednost
genotip X SD (sve (Lvs.2i (2vs. 1i (3vs. 1i
skupine) 3) 3) 2)
CC(1) 200 0,0209 0,9871 - 0,524 0,909
CT (2) 167 -0,0460 | 1,0005 0,524 - 0,684
TT (3) 22 0,0467 1,2279 0,790 0,909 0,684 -

z-WHR: z-vrijednost omjera opsega trbuha i opsega bokova

Tablica 4.12 Usporedba z-vrijednosti omjera koznog nabora tricepsa i subskapularnog koznog nabora s

genotipom kod ispitanika iz ukupnog uzorka testirana ANOVA testom te usporedba z-vrijednosti omjera

koZnog nabora tricepsa i subskapularnog koZznog nabora pojedinih genotipova testirana PostHoc testom.

p_
LEPR1019 2-TRCSB | zTRCSB | vrijednost | ° P P
. N vrijednost | vrijednost | vrijednost
genotip X SD (sve . . )
. (1vs.2i3) | (2vs.1i3) | (Bvs.1i2)
skupine)
CC(1) 200 -0,0200 1,0304 - 0,300 0,168
CT (2) 156 0,0912 0,9844 0,300 - 0,068
TT (3) 20 -0,3430 0,7463 0,158 0,168 0,068 -

Z-TRCSB: z-vrijednost omjera koZznog nabora tricepsa i subskapularnog koznog nabora
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Rezultati ANOVA i PostHoc testa kod muskaraca

Kad se muskarci promatraju kao zasebno ispitivana skupina, testovi nisu pokazali
statisticku znacdajnost povezanosti genotipa TT s BMI (Tablica 4.13.), iako postoji grani¢na
vrijednost pri usporedbi genotipa TT i CT (p-vrijednost = 0,059), Sto s obzirom na veli¢inu

uzorka sugerira da bi ipak mogla postojati veza izmedu spola, genotipa i indeksa tjelesne mase.

Medutim, kod specifiénih antropometrijskih veli¢ina koje upuduju na centralno
nakupljanje masnog tkiva, rezultati su jednoznacni. Subskapularni koZni nabor (Tablica 4.14.)
se pokazao kao veli¢ina pod utjecajem genotipa, i to na razini ukupnog uzorka (p-vrijednost =
0,001), a i pri usporedbi pojedinih genotipova, gdje genotip TT ima znacajno vise srednje

vrijednosti u odnosu na oba preostala genotipa (p-vrijednost = 0,000).

Sli¢ni podaci slijede i za opseg trbuha (Tablica 4.17.), gdje se na razini uzorka muskaraca
vidi znadaj povezanosti genotipa s ovom veli¢inom (p-vrijednost = 0,020), a i posebni pri
usporedbi razli¢itih genotipova: TT vs. CC (p-vrijednost = 0,006), te TT vs. CT (p-vrijednost =
0,007). lako u uzorku muskaraca nije pronadena statisticka znacajnost povezanosti genotipa s
omjerom koznog nabora tricepsa i subskapularnog koznog nabora (Tablica 4.18.), genotip TT
se ponovo istice pri usporedbi pojedinih genotipova, Sto takoder ide u prilog tezi da osobe s

genotipom TT imaju izraZeniju predispoziciju za centralno nakupljanje masnog tkiva.

U suprotnosti s centralnim nakupljanjem, nisu pronadeni statistic¢ki znacajni rezultati
analize varijance kad je rije¢ o perifernom nakupljanju masnog tkiva. Tako da ni kod koZnog
nabora tricepsa (Tablica 4.15.), niti kod opsega nadlaktice (Tablica 4.16.) nije utvrdena
znacajnost povezanosti genotipa s tim varijablama niti na razini usporedbe sva tri genotipa,

niti pri usporedbi pojedinih genotipova.

Premda je genotip TT u odnosu na ostala dva genotipa pokazao vise vrijednosti omjera

opsega trbuha i bokova (Tablica 4.19.), ta relacija nije dostigla granicu statisticke znacajnosti.
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Tablica 4.13 Usporedba z-vrijednosti indeksa tjelesne mase s genotipom kod ispitanika iz uzorka muskaraca
testirana ANOVA testom te usporedba z-vrijednosti indeksa tjelesne mase pojedinih genotipova testirana
PostHoc testom.

p_
LEPR1019 z-BMI z-BMI | vrijednost P P P
. N vrijednost | vrijednost | vrijednost
genotip X SD (sve ] ] )
. (Tvs.2i3) | (2vs.1i3) | (3vs.1i2)
skupine)
CC(1) 105 -0,0160 0,8886 - 0,788 0,074
CT (2) 81 -0,0550 1,1394 0,788 - 0,059
TT (3) 12 0,5330 0,9711 0,163 0,074 0,059 -

z-BMI: z-vrijednost indeksa tjelesne mase

Tablica 4.14 Usporedba z-vrijednosti subskapularnog koZnog nabora s genotipom kod ispitanika iz uzorka

muskaraca testirana ANOVA testom te usporedba z-vrijednosti subskapularnog koznog nabora pojedinih

genotipova testirana PostHoc testom.

LEPR1019 N z-KNSUB | z-KNSUB | p-vrijednost | p-vrijednost | p-vrijednost | p-vrijednost
genotip X SD (sve skupine) | (1vs.2i3) (2vs.1i3) (3vs.1i2)
CC(1) 104 | -0,0540 | 0,9248 - 0,805 0,000
CT (2) 81 | -0,0890 | 0,9976 0,805 - 0,000
TT (3) 13 | 0,9689 1,2791 0,001 0,000 0,000 -

z-KNSUB: z-vrijednost subskapularnog koznog nabora

Tablica 4.15 Usporedba z-vrijednosti koznog nabora tricepsa s genotipom kod ispitanika iz uzorka muskaraca
testirana ANOVA testom te usporedba z-vrijednosti koZznog nabora tricepsa pojedinih genotipova testirana
PostHoc testom.

p_
LEPR1019 z-KNTRIC | z-KNTRIC | vrijednost P P P
] N vrijednost | vrijednost | vrijednost
genotip X SD (sve ] ] ]
. (vs.2i3) | (2vs.1i3) | (3vs.1i2)
skupine)
CC(1) 103 -0,0038 0,9675 - 0,787 0,414
CT (2) 77 -0,0440 0,9621 0,787 - 0,353
TT (3) 11 0,2497 1,1679 0,648 0,414 0,353 -

z-KNTRIC: z-vrijednost koZnog nabora tricepsa
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Tablica 4.16 Usporedba z-vrijednosti opsega nadlaktice s genotipom kod ispitanika iz uzorka muskaraca

testirana ANOVA testom te usporedba z-vrijednosti opsega nadlaktice pojedinih genotipova testirana

PostHoc testom.

p_
LEPR1019 z-OPNADL | z-OPNADL | vrijednost P P P
. N vrijednost | vrijednost | vrijednost
genotip X SD (sve ] ] ]
. (1vs.2i3) | (2vs.1i3) | (3vs.1i2)
skupine)
CC(1) 105 0,0190 0,9528 - 0,783 0,100
CT (2) 81 -0,0600 1,0790 0,783 - 0,079
TT (3) 13 0,4704 0,9625 0,208 0,100 0,079 -

z-OPNADL: z-vrijednost opsega nadlaktice

Tablica 4.17 Usporedba z-vrijednosti opsega trbuha s genotipom kod ispitanika iz uzorka muskaraca testirana

ANOVA testom te usporedba z-vrijednosti opsega trbuha pojedinih genotipova testirana PostHoc testom.

p_
LEPR1019 z-OPTRB | z-OPTRB | vrijednost . P . P . P
. N vrijednost | vrijednost | vrijednost
genotip X SD (sve ] ] )
. (vs.2i3) | (2vs.1i3) | (3vs.1i2)
skupine)
CC(1) 104 -0,0570 0,9364 - 0,990 0,006
CT(2) 81 -0,0590 1,0601 0,990 - 0,007
TT (3) 13 0,7520 1,0715 0,020 0,006 0,007 -

z-OPTRB: z-vrijednost opsega trbuha

Tablica 4.18 Usporedba z-vrijednosti omjera koZznog nabora tricepsa i subskapularnog koZznog nabora s
genotipom kod ispitanika iz uzorka muskaraca testirana ANOVA testom te usporedba z-vrijednosti omjera
koZnog nabora tricepsa i subskapularnog koZznog nabora pojedinih genotipova testirana PostHoc testom.

p_
LEPR1019 z-TRCSB | z-TRCSB | vrijednost B P B P B P
. N vrijednost | vrijednost | vrijednost
genotip X SD (sve . ) .
. (1vs.2i3) | (2vs.1i3) | (3vs.1i2)
skupine)
CC(1) 102 0,0391 1,0116 - 0,841 0,033
CT (2) 76 0,0694 1,0055 0,841 - 0,029
TT (3) 11 -0,6377 0,7139 0,084 0,033 0,029 -

z-TRCSB: z-vrijednost omjera koZnog nabora tricepsa i subskapularnog koZznog nabora
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Tablica 4.19 Usporedba z-vrijednosti omjera opsega trbuha i opsega bokova s genotipom kod ispitanika iz

uzorka muskaraca testirana ANOVA testom te usporedba z-vrijednosti omjera omjera opsega trbuha i opsega

bokova pojedinih genotipova testirana PostHoc testom.

p_
LEPR1019 zWHR | z-WHR | vrijednost P P P
. N vrijednost | vrijednost | vrijednost
genotip X SD (sve ] ] )
. (Tvs.2i3) | (2vs.1i3) | (3vs.1i2)
skupine)
CC(1) 103 -0,0460 0,9316 - 0,984 0,077
CT (2) 80 -0,0490 1,0486 0,984 - 0,080
TT (3) 12 0,4984 1,3090 0,193 0,077 0,080 -

z-WHR: z-vrijednost omjera opsega trbuha i opsega bokova
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5. RASPRAVA

5.1 Genotip TT, pretilost i implikacije

Osobe oba spola romske populacije u Hrvatskoj koje imaju TT genotip sklonije su biti
pretile, a muskarci imaju statisticki vec¢e Sanse biti pretili od Zena. Takoder, muskarci koji su
homozigoti za T alel imaju vece Sanse za centralno nakupljanje masnog tkiva od muskaraca
koji imaju jedan ili dva C alela. S obzirom da je rije¢ o tihoj mutaciji, koja ne mijenja
aminokiselinu koja se ugraduje u nastajuci protein, nije lako objasniti zasto je tome tako. Jedno
od mogucih objasnjenja moglo bi biti da dolazi do poteSkoéa u tRNA za taj kodon ili da se
dogada problem u mrezZi djelovanja s drugim genima zbog odsutnosti C alela. O raznim

moguénostima i utjecajima genotipa za leptinski receptor raspravlja se u nastavku poglavlja.

Pretilost je stanje organizma s prekomjernim udjelom masnog tkiva u tijelu. Prema
procjenama Svjetske zdravstvene organizacije, u 2014. godini otprilike 39% svjetske populacije
bilo je prekomjerne tjelesne mase, a 13% pretilo. Imaju¢i ove podatke u vidu, Romska
populacija u Hrvatskoj, s udjelom pretilih od 30% (BMI 30+) i osoba koje imaju prekomjernu
tjelesnu masu od 32% (BMI 25 — 29,99), daleko premasuje navedene svjetske prosjeke, Sto
sugerira da je rije¢ o populaciji koja pripada skupini s posebno visokim dugoroénim
zdravstvenim rizicima. Naime, pretilost je Cesti ¢cimbenik rizika za mnoge bolesti, od kojih su
najéesce bolesti srca i krvozilnog sustava, dijabetes tipa 2, neki tipovi raka (pr. dojke, debelog
crijeva) i osteoartritis. Stoga je posebno zabrinjavajuc¢i podatak da je oko 42 milijuna djece u

svijetu u dobi do pet godina takoder prekomjerne tjelesne mase ili pretilo.

lako su dva glavna uzroka pretilosti oCevidna i poznata od davnina (prekomjeran unos
hrane i nedovoljno bavljenje tjelesnim aktivnostima), u provedenoj studiji (Keith i sur. 2006)
identificirano je dodatnih deset mogucih c¢imbenika koji utjeCu na opée povecanje
zastupljenosti pretilih u ljudskoj populaciji. To su nedostatak sna, tvari koje utjecu na
endokrini sustav (prvenstveno razni kemijski zagadivaci prisutni u okoliSu), smanjena
varijabilnost u temperaturi boraviSnog prostora, smanjena stopa pusenja cigareta (koje
blokiraju apetit), povedanje uzimanja lijekova koji pogoduju debljanju (pr. atipicni

antipsihotici), proporcionalno povecanje etnic¢kih i dobnih skupina koja imaju predispoziciju
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imati vecu tjelesnu masu, trudnode u kasnijoj dobi, epigenetski faktori, prirodna selekcija za

visi indeks tjelesne mase, te pozitivan fenotipski odabir reproduktivnih partnera.

S geneticke tocke gledista, pretilost je pod utjecajem viSestrukih setova gena. U
istrazivanju tog tipa (Yako i sur. 2015) identificirano je preko 240 polimorfizama u 42 gena koji
utjeCu na fenotipske karakteristike i povezuju se s pretilo$¢u. Geni mogu djelovati na razli¢ite
grupe procesa poput stimuliranja apetita, potrosSnje energije, stimulacije metabolizma i

stimulacije adipogeneze.

Osim direktnih utjecaja na ,fitness” jedinke, kao $to su zdravstveno stanje, plodnost i
mortalitet, tjelesna kompozicija je znacajna i kod privla¢nosti, a ima utjecaja i na kognitivne
sposobnosti djece. Posebno je vazna veli¢ina omjera opsega trbuha i bokova (WHR), ¢ija niza
vrijednost je kod Zena konzistentni marker viSe razine estrogena (Singh 1993). Premda
sklonosti muskaraca prema Zenama razli¢itih fenotipskih karakteristika variraju u ovisnosti o
kulturoloskom miljeu iz kojeg dolaze, WHR se pokazao kao univerzalni unutarnji klasifikator za
procjenu privlacénosti Zene. Nadalje, istrazivaci su u studiji na podacima iz americkih bolnica
(Lassek i Gaulin 2008) pokazali da djeca ¢ije majke imaju Siroke bokove i nizak WHR ostvaruju
najbolje rezultate na testovima kognitivnih sposobnosti i inteligencije. Kao moguéi uzrok toga,
navode zalihe masti na bokovima, koje sadrze dugolancane nezasiéene masne kiseline, kljuéne

za razvoj fetusovog mozga.

lzuzev bioloskih i zdravstvenih utjecaja, u posljednje vrijeme sve je veéi utjecaj
pretilosti i na ekonomiju i ekonomska zbivanja. S obzirom na iznimno velik broj pretilih ljudi,
troskovi njihova lijecenja i s time povezani poslovni gubitci su vrtoglavi i broje se u milijardama.
U SAD-u su troskovi lije¢enja povezanih s pretilosti iznosili oko 200 milijardi americkih dolara,
tj. 20,4% ukupnih medicinskih troskova (Cawley 2005), a studija na zaposlenicima Sveucilista
Duke (Ostbye i sur. 2007) pokazala je da su ljudi s BMI iznad 40 imali dvostruko vise placenih
bolovanja i izbivanja s radnog mjesta, te dvanaest puta viSe izgubljenih radnih dana od
suradnika u kategoriji 18.5-24.9 BMI. Najéesce ozljede pretilih ljudi dogadaju se tijekom
padova ili podizanja predmeta, prilikom ¢ega se dogadaju povrede nogu, zapesca ili ruku, te

leda.
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5.2 Leptinski receptor

Gen za leptinski receptor i njegovi polimorfizmi zanimljivo su podrucje za istrazivanje.
Nakon otkriéa leptina, koji je bio obecavaju¢a meta za tretman pretilosti, utvrdeno je da su
pretili ljudi neosjetljivi tj. rezistentni na razine leptina u serumu. To je usmjerilo znanstvena
istrazivanja prema drugom dijelu metabolickog signalnog puta - leptinskom receptoru. Do
danas su obavljena mnoga istrazivanja, kao i meta-analize, no rezultati nisu jednoznacni. Tako
je meta-analiza (Yang i sur. 2011) polimorfizma LEPR 1019 i pretilosti kod kineske Han

populacije pokazala znacajnu povezanost, sto je u skladu i s nalazima ovog rada.

Studija provedena u Brazilu (Mattevi i sur. 2002), na uzorku od 336 ispitanika
europskog porijekla pokazuje nesto drukcije rezultate. Proucavani su polimorfizmi LEP A19G,
LEPR GIn223Arg, LEPR Pro1019Pro i NPY Leu7Pro, no utjecaj na BMI je pronaden samo kod
polimorfizma LEPR GIn223Arg, dok za ostale nije utvrden. Kako predlazZu, to je mogude zato
Sto se kod polimorfizma GIn223Arg dogada promjena aminokiselina na dijelu blizu citokinskih
motiva koji su nuzni za vezanje leptina. Zbog toga je mozda narusen signalizacijski kapacitet,

te dolazi do drukcijeg odgovora, pa posljedi¢no i pretilosti.

S druge strane, u opseznom sistematskom pregledu i meta-analizi (Yu i sur. 2012), nije
uocena povezanost polimorfizama adipokinskih gena (LEP, LEPR i RETN) sa sklonosti ka
pretilosti. U istom je istraZivanju sklonost pretilosti dovedena u vezu s polimorfizmima AD/IPOQ
i TNF-a, Sto samo potvrduje kompleksnost mreze medudjelovanja razli¢itih gena u razvoju

tako sloZzenog poremedaja.

S obzirom na to da je pretilost stanje organizma koje moze biti podloga za razvoj raznih
drugih bolesti, interesantno je provjeriti postoji li ikakva povezanost na genetskoj razini s
bolestima. IstraZivanje provedeno u Koreji (Woo i sur. 2006) pokusalo je dovesti u vezu razinu
leptina u krvi, polimorfizme gena za leptinski receptor i rak dojke. Dosadasnja su istrazivanja
pokazala da pretilost pomaZe razvoju raka dojke, stoga su ispitani leptin i leptinski receptor
kao moguéi ¢imbenici rizika za karcinom dojke. No, rezultati su se pokazali negativnima, tj. nije

utvrdena direktna veza izmedu leptina, polimorfizama LEPR gena i raka dojke.
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Ipak, postoje indicije da je polimorfizam 1019 gena LEPR genetska podloga za razvoj
tesSke preeklampsije. Rezultati dobiveni na uzorku od 207 pacijentica s teSkom preeklampsijom
i 252 zdrave Zene (kontrolna grupa), pokazali su da je statistic¢ki znacajno veci broj genotipa
G1019A kod Zena s teSkom preeklampsijom. Unatoc tome, veza s indeksom tjelesne mase nije

pronadena, kao ni povezanost s krvnim tlakom (Guan i sur. 2011).

No, osim navedenih, postoje i mnoge druge bolesti poput dijabetesa,
kardiovaskularnih poteskoca i ostalih metabolickih stanja kod kojih bi se mogla provijeriti

povezanost genetske podloge leptinskog sustava i pretilosti.

5.3 Smjer djelovanja i daljnjih istrazivanja

lako se unazad posljednjih 20 godina pretilost uvelike istrazuje (Yako i sur. 2015) jos
uvijek ne postoji potpuna jednoznacna slika o nacinu i razvoju ovog stanja. Kod istraZivanja
leptina i leptinskog receptora, nisu svi rezultati pozitivni, no to moze biti zavaravajuéi podatak.
Kao multifaktorijalno fenotipsko svojstvo, pretilost je pod utjecajem ne samo mnogo gena koji
su ukljuéeni u rad razli¢itih tjelesnih sustava, ve¢ i kombinacije rizicnih gena koje razli¢ito
pridonose konacnoj tjelesnoj konstituciji. Prilikom promatranja izoliranog gena, moguce je da
neki drugi gen maskira fenotipsko djelovanje promatranog gena, ili da su odredene
kombinacije haplotipova sklonije nekom stanju od drugih. Osim genetskih, postoje i okoli$ni
¢imbenici koji utjecu na koli¢inu tjelesne masnoée, a postoje i problemi s premalenom

veli¢cinom uzoraka u istrazivanju s obzirom na ucinak pojeding gena na fenotip.

S obzirom da je tjelesna konstitucija kvantitativno (kontinuirano) svojstvo, te kao takvo
pod utjecajem velikog broja gena (velikog i malog ucinka), otkri¢a lokusa za kvantitativna
svojstva (QTL — quantitative trait loci) u posljednja dva desetlje¢a bacila su novo svjetlo na
varijacije u fenotipu. QTL su dijelovi DNA koji sadrzZe ili su povezani s genima koji imaju ucinak
na neko kvantitativno svojstvo, pa je pretpostavka da su polimorfizmi pojedinih nukleotida na
tim lokusima osnovni molekularni supstrat za evoluciju. Medutim, takvih lokusa je jako puno
i postoje priliéne poteSkoce u mapiranju svih gena i njihovih interakcija. Osnovna je ideja da
¢e uzorak biti vidljiv i gensko medudjelovanje razjasnjeno kad se sakupi dovoljan broj

podataka.
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Ipak, danas su geneticke analize osjetno jeftinije, pa samim time i dostupnije, te bi bilo
dobro napraviti studije cjelogenomske povezanosti i mreza interakcija. Takve podatke moglo
bi se iskoristiti s klinickim podacima dobivenim iz bolnica, sto je napravljeno za ranije opisane
kognitivne testove za djecu. Naravno, osim genetskih, vjerojatno ¢e biti potrebno napraviti

jednake takve mape za epigenetske faktore i modifikatore koji djeluju na gene od interesa.

Prilikom svih istrazivanja kvantitativnih svojstava, vazno je paziti na ujednacavanje

veli¢ina i vrijednosti, kako bi rezultati bili Sto reprezentativniji i uskladeniji.

Pretilost je ozbiljan problem na populacijskoj razini. Trenutno u svijetu umire vise ljudi
od bolesti i stanja koje proizlaze iz pretilosti, nego od pothranjenosti. Stovise, epidemija
pretilosti poprima takve razmjere da se procjenjuje da ¢e generacije rodene u 21. stoljecu biti
prve u povijesti ¢ovjecanstva kod kojih bi se Zivotni vijek djece mogao poceti smanjivati u
odnosu na roditelje. Pretilost je moguce sprijeciti i to nije nepovratno stanje organizma. Neki
od jednostavnih savjeta kojih bi se trebalo pridrZavati su: smanjiti unos Seéera i masnoca u

prehrani, povedati udio vlaknaste hrane i voca, te redovito bavljenje tjelesnim aktivnostima.

S obzirom da je rije¢ o pojavi koja zahvaca drustvo u cijelosti, u prevenciji bi trebale
sudjelovati i vlasti, na nac¢in da omogude savjetovanje i pomoc¢, te promoviraju zdrave Zivotne
navike. Prehrambena industrija bi trebala proizvoditi procesiranu hranu i pi¢a s manje Secera
i masti, te se reklamirati odgovornije, pogotovo kad je rije¢ o djeci i adolescentima kao ciljanim

skupinama.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih analiza povezanosti istrazivanog polimorfizma gena za leptinski
receptor i njegovog utjecaja na tjelesne karakteristike u populaciji hrvatskih Roma, mogu se

donijeti zakljudci:

° Analizirana je 401 osoba (199 muskaraca i 202 Zene) te su utvrdene razlike medu
spolovima u srednjim vrijednostima osam (visina, masa, opseg nadlaktice, opseg
trbuha, koZzni nabor tricepsa, subskapularni kozni nabor, omjer opsega trbuha i opsega
bokova, omjer koznog nabora tricepsa i subskapularnog koznog nabora) ispitivanih
morfoloskih karakteristika u odrasloj populaciji Roma. Muskarci i Zene bili su iste
prosje¢ne dobi, a takoder se nisu razlikovali u srednjim vrijednostima indeksa tjelesne

mase (BMI) i vrijednostima opsega bokova.

° utvrdena je ucestalost alela za polimorfizam LEPR1019 (C = 73%, T = 27%) gena te
ucestalost genotipova kod kojih je utvrdeno da se nalaze u Hardy-Weinbergovoj

ravnotezi.

° usporedbom indeksa tjelesne mase (BMI) s genotipom utvrdena je prevalencija
pretilosti (30%) i prekomjerne tjelesne mase (32%) u populaciji Roma koji Zive u RH.

° kvantitativne i kvalitativne analize, i to na temelju viSe proucavanih varijabli, su
pokazale da LEPR1019 polimorfizam utjece na nakupljanje masnog tkiva u populaciji
promatranih romskih zajednica. Homozigotni genotip TT pokazao se kao zdravstveno
riziCan za razvoj pretilosti, pri ¢emu je ucinak ovog genotipa posebno izrazen kod

muskaraca kod kojih utjece na centralno nakupljanje masnog tkiva.
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8. ZIVOTOPIS

Roden sam u Zagrebu, 21.03.1990. godine, gdje sam zavrsio OS ,Dragutin Domjani¢“i Il.
gimnatziju. Tijekom srednje Skole sudjelovao sam na drzavnom natjecanju iz filozofije, te na
drzavnim i medunarodnim natjecanjima iz debate, gdje sam ostvario zapazene uspjehe.
Integrirani preddiplomski i diplomski studij prava na Pravnom fakultetu Sveucilista u Zagrebu
upisao sam akademske godine 2008./2009., te ga nakon prve godine ispisao. Preddiplomski
studij molekularne biologije upisao sam u akademskoj godini 2009./2010., a zavrsio ga
2011./2012. godine, te stekao zvanje sveuciliSnog prvostupnika molekularne biologije (univ.
bacc. biol. mol.). Diplomski studij molekularne biologije Prirodoslovno-matematickog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu upisao sam u akademskoj godini 2012./2013., a sve ispite
poloZio u 2015. godini. Tijekom studija sam se aktivno bavio debatom, te radom s mladima u
podrucju promicanja medunarodnog dijaloga, tolerancije i rjeSavanja konflikata. Aktivno

govorim engleski i njemacki jezik, a pasivno talijanski.
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