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1. UVvOD | SVRHA RADA

Arterijska hipertenzija (AH) je glavni globalni nezavisni ¢imbenik rizika za smrtnost i
razvoj kardiovaskularnih (KV), cerebrovaskularnih i bubreznih bolesti. Osim AH kao moguci
¢imbenik rizika za razvoj navedenih bolesti prepoznato je i stanje visoko normalnoga arterijskog
tlaka (AT). Za razliku od nekih drugih kompleksnih bolesti (Se¢erna bolest tipa 1 i 2) kod kojih su
identificirani geni povezani s pojavnoS¢u bolesti, etiopatogeneza primarne AH upucuje na
poligenski karakter bolesti i ukljucenost brojnih ¢imbenika okolisa. Dosadasnja istrazivanja
genske podloge predhipertenzije su nedostatno provedena. Upravo je nedostatak genetickih
saznanja bio poticaj ovom istraZivanju budu¢i da je primjena genetike u dijagnostici 1 terapiji
znatno unaprijedila klini¢ki pristup te omogucila procjenu individualnoga rizika za razvoj

pojedinih bolesti i time utjecala na smanjenje morbiditeta i mortaliteta.

1.1.  Predhipertenzija

1.1.1. Povijest i definicija predhipertenzije

Robinson i Brucer su 1939. godine objavili rezultate istrazivanja koji su ukazali na
povezanost povecanoga rizika od pojave AH, KV bolesti i smrtnosti sa sistolickim AT izmedu
120 i 140 mmHg te se smatra da je tada prvi puta spomenut pojam predhipertenzije tj. visoko
normalnoga AT (1). Tijekom 20-0g stolje¢a je objavljeno nekoliko znanstvenih radova koji su
istrazivali tu specificnu populaciju, ali na manjim skupinama ispitanika te su podaci bili
ograniCeni (2-4). Tek je 2001. godine istrazivanje Framingham Heart Study, provedeno na
populaciji od 6859 ispitanika, dokazalo da je rizik za razvoj KV dogadaja 2,5 puta veéi u zena s
visoko normalnim AT (sistolicki arterijski tlak (SAT) 130 — 139 mmHg ili dijastolic¢ki arterijski
tlak (DAT) 85 — 89 mmHg, ili oboje), a 1,6 puta ve¢i u muskaraca s istim vrijednostima AT u
usporedbi s osobama koje imaju optimalan AT (< 120/80 mmHg) (5). Rezultati meta-analize, koja
je obuhvatila podatke iz 61-oga prospektivnog istrazivanja na ukupno oko milijun ispitanika, su
pokazali linearni porast rizika mortaliteta zbog ishemijske bolesti srca i mozdanoga udara u osoba
starosti 40 — 89 godina koji je povezan s visim vrijednostima AT (6). Za svakih povisenih 20
mmHg SAT i 10 mmHg DAT iznad 115/75 mmHg dokazana je dvostruko vec¢a smrtnost od ove
dvije bolesti (6). Sluzbena stru¢na definicija i koncept predhipertenzije je prvi puta donesena
2003. godine u 7. izvjestaju Americkoga nacionalnog odbora za prevenciju, otkrivanje, evaluaciju
i lijeCenje arterijske hipertenzije (engl. Joint National Comitee for Prevention, Detection,
Evaluation and Treatment of High Blood Pressure, JNC-7) za vrijednosti SAT 120 — 139 mmHg /
DAT 80 — 89 mmHg. Izvjestaj naglasava da predhipertenzija nije bolest ve¢ stanje te ¢e takvo

definiranje vrijednosti AT omoguciti bolju identifikaciju visokorizi¢nih osoba za razvoj AH.



Definicija ima ulogu osvjestavanja i bolesnika i klini¢ara te poti¢e na intervenciju tj. promjenu
zivotnih navika koja ¢e sprijeciti ili odgoditi razvoj predhipertenzije u AH (7). Smjernice
Europskoga drustva za hipertenziju i Europskoga drustva za kardiologiju (engl. European Society
of Hypertension, European Society of Cardiology, ESH/ESC) objavljene 2007. godine
klasificiraju normalni AT na optimalni (< 120/80 mmHg), normalni AT (120/80-129/84 mmHg) i
visoko normalni AT (130/85-139/89 mmHg) te ne uvode zaseban pojam predhipertenzije (8).
Sest godina kasnije objavljena je meta-analiza rezultata 13 istrazivanja na ukupno 870678
ispitanika koja je analizirala povezanost predhipertenzije s rizikom od KV morbiditeta i
mortaliteta. Rezultati su pokazali povecan rizik od KV morbiditeta, ali ne 1 sveukupnoga
mortaliteta jedino u skupini ispitanika s viSim vrijednostima visoko normalnoga AT
(130/85-139/89 mmHg) te su autori izrazili potrebu za budu¢im istrazivanjima sa sloZenijom
raspodjelom vrijednosti AT (9). Godinu nakon ove analize objavljeni su rezultati opservacijskoga
istrazivanja na viSe od milijun odraslih ispitanika koji su ukazali na povezanost povisenih
vrijednosti AT s povecanim rizikom od pojave KV bolesti i mozdanoga udara. U svakoj dobnoj
skupini najmanji rizik za pojavu KV bolesti primijeen je u ispitanika s vrijednostima SAT
90-114 mm Hg i DAT 60-74 mm Hg (10). Nove smjernice Ameri¢koga kardiolo§kog zbora i
Americke udruge za srce (engl. American College of Cardiology i American Heart Association,
ACC/AHA) objavljene 2017. godine donose promjenu definicije AH u Americi. Predhipertenzija
kao pojam nestaje, ali se s njom povezane vrijednosti AT dijele u dvije kategorije: vrijednosti
120-129/< 80 mmHg su kategorizirane kao povisen AT, a vrijednosti AT 130/80-139/89 mmHg
su prvi stupanj AH. Normalan AT predstavljaju vrijednosti AT < 120/80 mmHg (11). Smjernice
ESH/ESC iz 2013. i 2018. godine ne mijenjaju Klasifikaciju AT te je i dalje optimalan
AT < 120/80 mmHg, normalan 120/80-129/84 mmHg, visoko normalan 130/85-139/89 mmHg, a
AH > 140/90 mmHg (12,13).

Zakljucno, vrijednosti AT veée od 140/90 mmHg su i dalje vazeée za postavljanje
dijagnoze AH u Europi i ostatku svijeta, izuzev Amerike. Medutim, vrijednosti AT Kkoje
odgovaraju predhipertenziji tj. visoko normalnim vrijednostima zbog dokazanih zdravstvenih
rizika, sam pojam predhipertenzija je uobiCajen 1 primjenjuje se u opisivanju problematike

povezane s vrijednostima AT 120/80-139/89 mmHg pa se u skladu s time Kkoristi i u ovome radu.

1.1.2. Epidemiologija predhipertenzije

Prema podacima istrazivanja, prevalencija predhipertenzije u opcoj populaciji je
procijenjena na 22 — 38 % te je uoc¢ena u svim dobnim i spolnim skupinama bez obzira na stupanj
razvijenosti zemlje (14). U vecini istrazivanja provedenih u razli¢itim drzavama i kontinentima

zapazena je veca prevalencija u musSkaraca, ali u pojedinim zemljama uocena je veca prevalencija



u zena $to vjerojatno upucuje na mogucu interakciju zemljopisnih, socijalnih, bioloskih i nekih
drugih mehanizama (14). Osim moguce razlike prevalencije ovisno 0 spolu, dokazana je i veca
prevalencija u starijoj dobi (14). Prevalencija predhipertenzije bila je veca od 30 % u svim
istrazivanjima koja su ukljucila ispitanike s indeksom tjelesne mase (ITM) iznad 25 kg/m? (14).
Procjenjena prevalencija predhipertenzije u djecjoj i adolescentskoj dobi ima $irok raspon, ovisno
o broju i metodi mjerenja AT, dobi i spolu, te se krece u rasponu 9,5 — 15,7 %, a dostize 1 27,9 %
u populaciji s prekomjernim ITM (15). Prevalencija predhipertenzije je takoder istraZivana u
Hrvatskoj, te su dobiveni podaci u skladu sa svjetskim podacima. U istrazivanju iz 2012. godine
koje je analiziralo povezanost prevalencije predhipertenzije s predijabetesom i hiperuricemijom u
priobalnoj Hrvatskoj, prevalencija predhipertenzije je bila 26,6 %; s nesto vecom pojavnoS¢u u
muskaraca (16). Prema rezultatima nacionalnoga EH-UH 1 istrazivanja provedenog na
reprezentativnome uzorku opce populacije Hrvatske, prevalencija predhipertenzije je 38,0 %
(47,5 % muskaraca i 37,0 % zena) (17). Unutar podkategorije predhipertenzije prvoga stupnja
(120/80-129/84 mmHg) bilo je 22,1 % muskaraca i 16,8 % zZena, a u predhipertenziji drugoga
stupnja (130/85-139/89 mmHg) 25,4 % muskaraca i 20,2 % Zena (17). U istrazivanju CRO-KOP
provedenom na adolescentskoj populaciji koj je obuhvatilo 756 adolescenata starosti 15 — 18
godina, prevalencija predhipertenzije je bila 8,4 % (9,9 % u mladica i 6,8 % u djevojaka). Nadalje,
pojavnost visoko normalnoga AT je bila poveéana u ispitanika s povecanim ITM; 15,8 % u

skupini s prekomjernom tjelesnom masom, a 24 % u skupini s pretiloscu (18).

1.1.3. Rizi¢ni ¢imbenici predhipertenzije 1 predhipertenzija kao riziéni  ¢imbenik

kardiovaskularne bolesti

Svi KV rizi¢ni ¢imbenici AH (pretilost, SeCerna bolest i dislipidemija — Sastavnice
metabolickog sindroma) su povezani s etiologijom predhipertenzije. Istrazivanje provedeno na
36424 ispitanika, od kojih 51 % muskaraca i 36 % Zena s predhipertenzijom, je pokazalo vece
koncentracije glukoze u krvi (GUK), ukupnoga i LDL — kolesterola, triglicerida, poveé¢an ITM i
smanjenu koncentraciju HDL — kolesterola u predhipertoni¢ara u usporedbi s normotenzivnim
ispitanicima imaju. Od navedenih ¢imbenika, ITM je bio najsnaznije povezan s predhipertenzijom
(19). Rezultati istrazivanja NHANES (engl. The National Health and Nutrition Examination
Survey) su pokazali da 64 % predhipertoni¢ara ima prisutan barem jo$ jedan KV rizi¢ni ¢imbenik,
a u subpopulaciji koja je obuhvatila ispitanike starije od 60 godina taj je postotak bio ¢ak 94 %
(20). U istrazivanju Women’s Health Initiative koje je provedeno na 60785 ispitanica opazeno je
proporcionalno povecavanje prisutnih KV rizicnih ¢imbenika (dob, ITM, prevalencija Secerne
bolesti i hiperkolesterolemije) s visim vrijednostima AT (21). Osim ¢imbenika KV rizika

otkriveni su i neki drugi riziéni ¢imbenici povezani s predhipertenzijom. Presjeéno istrazivanje



provedeno na 3042 ispitanika bez prisutne KV bolesti, pokazalo je znacajno vece koncentracije C-
reaktivnog proteina (CRP), ¢imbenika tumorske nekroze (TNF), alfa-amiloida, homocisteina, te
veci broj leukocita u predhipertonicara u usporedbi s normotoniCarima (22). Sli¢an je rezultat
dobiven i u istrazivanju NHANES I11, predhipertoni¢ari su i nakon korekcije rezultata prema dobi,
spolu, rasi, puSenju, ITM, tjelesnoj aktivnosti, Secernoj bolesti i uzimanju lijekova imali ve¢u
prevalenciju povisenoga CRP nego normotenzivni ispitanici (23). Veéi broj istrazivanja je
pokazao veéu prevalenciju mikroalbuminurije i hiperuricemije u predhipertonicara, naro€ito u
ispitanika mladih od 60 godina (16,24-27).

Predhipertenzija je sama za sebe rizicni ¢imbenik pojave KV dogadaja Sto je dokazano
velikim prospektivnim istrazivanjima s visegodi$njim praéenjima ispitanika. Smatra se da se oko
tre¢ine svih KV dogadaja u opcoj populaciji odnosi na predhipertonic¢are bez prisutnih drugih KV
riziénih ¢imbenika (5,28-31). Longitudinalno istrazivanje s periodom pracenja od 12 godina je
ukljucilo 6859 ispitanika koji inicijalno nisu imali ni AH niti KV bolest (5). Cilj je bio odrediti
kumulativnu incidenciju KV dogadaja (infarkt miokarda, kongestivno zatajenje srca i mozdani
udar). U skupini muskaraca svih dobnih skupina, nakon 12 godina pracenja, kumulativna
incidencija KV dogadaja je u predhipertonicara bila veca od 12 %, u usporedbi s 5% koliko je
evidentirano u ispitanika s optimalnim AT. U skupini Zena s predhipertenzijom kumulativna
incidencija KV dogadaja je bila oko 9 %, a u podskupini s optimalnim AT samo 1 % (5). Drugo
longitudinalno istrazivanje je pratilo ispitanike tijekom 18 godina (32). U skupini ispitanika s
AT 130/85-139/89 mmHg uocen je veéi KV morbiditet, ali i KV mortalitet (32). Jo§ od 2002.
godine je poznato kako snizavanje SAT za 20 mmHg i DAT za 10 mmHg u ispitanika bez KV
bolesti moze smanjiti KV smrtnost za 50 % (6). U periodu 2013. — 2014. godine objavljeno je Sest
meta-analiza koje su analizirale rezultate istrazivanja povezanosti predhipertenzije i pojavnosti
KV bolesti, kao i uéestalosti samih KV dogadaja (33-37). Bitno je naglasiti da ukljuceni ispitanici
prilikom ukljuéenja ve¢inom nisu imali postavljenu dijagnozu KV bolesti. Navedene meta-analize
su potvrdile prethodna saznanja o predhipertenziji kao riziénom ¢imbeniku koji povecava relativni
rizik za pojavu koronarne bolesti, mozdanoga udara i ukupnoga KV morbiditeta, te su potvrdili da
predhipertenzija drugoga stupnja ima veci rizik od predhipertenzije prvoga stupnja. Nadalje,
njihovi rezultati su dokazali naglaSeniju povezanost prehipertenzije s kombiniranim ishodom
(nesmrtonosni i smrtonosni KV dogadaji) nego povezanost predhipertenzije samo sa smrtonosnim
KV dogadajem. Nedavno je, 2019. godine, objavljena meta-analiza koja je ukljucila 47 studija s
491666 ispitanika s ciljem procijene povezanosti predhipertenzije (SAT 120-139 mmHg i/ili
DAT 80-89 mmHg) i ukupnog KV morbiditeta, koronarne bolesti, infarkta miokarda i mozdanog
udara (38). Rezultati su pokazali znaCajnu povezanost predhipertenzije s ukupnim KV

morbiditetom (RR 1,40; 95 % CI 1,34-1,46), koronarnom bolesti (RR 1,40; 95 % CI 1,28-1,52),



infarktom miokarda (RR 1,86; 95 % CIl 1,50-2,32) i mozdanim udarom (RR 1,66;
95 % CI 1,56-1,76). Rizik od ukupnoga KV morbiditeta, infarkta miokarda i mozdanoga udara
povecan je kod predhipertenzije prvoga stupnja (SAT 120-129 mmHg i/ili DAT 80-84 mmHg) u
usporedbi s normalnim AT, a iznosi RR 1,42 (95 % CI 1,29-1,55); 1,43 (1,10-1,86) i 1,52 (1,27-
1,81), dok je rizik od ukupnoga KV morbiditeta, koronarne bolesti, infarkta miokarda i
mozdanoga udara kod prehipertenzije drugoga stupnja (SAT 130-139 mmHg i/ili DAT 85-89
mmHg) iznosi RR 1,81 (95 % CI 1,56-2,10); 1,65 (1,13-2,39); 1,99 (1,59-2,50) i 1,99 (1,68-2,36)
za pojedini ishod (38). Izracunat populacijski rizik predhipertenzije povezan s ukupnim KV
morbiditetom je 12,09 %, s koronarnom bolesti 13,26 %, s infarktom miokarda 24,60 % i s
mozdanim udarom 19,15 %. Autori meta-analize su zakljucili kako bi ucinkovita kontrola

predhipertenzije mogla sprijeciti vise od 10 % slucajeva KV bolesti (38).

1.1.4. Progresija predhipertenzije u arterijsku hipertenziju

Rezultati nekoliko prospektivnih longitudinalnih istrazivanja su pokazali da
predhipertonicari imaju 2 — 3 puta veci rizik za progresiju vrijednosti AT u AH nego osobe s
optimalnim vrijednostima AT (29,39-46). U navedenim istrazivanjima, koja su se razlikovala po
trajanju pracenja (2,3 — 8,1 godina), progresija predhipertenzije u AH je opazena u rasponu
30 — 63 %. Primjecena je 1 veca heterogenost populacije predhipertonicara s obzirom na
progresiju vrijednosti AT u AH, te je bitno razlikovati subpopulaciju visokoriziénih
predhipertoni¢ara koji imaju veéu sklonost za progresiju vrijednosti AT u AH. Otkriveno je
nekoliko ¢imbenika koji mogu pomo¢i u otkrivanju takve visokorizi¢ne subpopulacije, kao npr.
viSe vrijednosti AT, starija dob, ve¢i ITM, veca masa lijeve klijetke, prisutnost Secerne ili
kroni¢ne bubrezne bolesti (KBB), ali i zivotne navike kao npr. slaba fizicka aktivnost (42-44).
Zbog visokogA KV opterecenja navedene visokorizi¢ne subpopulacije predhipertoni¢ara postoji
potreba za daljnjim istrazivanjem biomarkera koji bi omogudili §to ranije otkrivanje moguce
progresije AT te tako omogucili §to raniju promjenu zivotnih navika te odgovarajucu klini¢ku

intervenciju.



1.2.  Istrazivanja gena u etiologiji hipertenzije i predhipertenzije

Ve¢ je zadnjih 60 godina poznato da je AH etioloSki multifaktorijalna bolest (47). S
napretkom tehnika molekularne biologije napredovala su i istrazivanja gena koja potvrduju
interakciju genskih i okoliSnih ¢imbenika u sloZzenoj etiologiji AH (48). Takoder, rezultati
istrazivanja su dokazali prisutnost znacajno vecega rizika za razvoj povisenoga AT u ispitanika
koji imaju jednog ili oba roditelja s dijagnozom AH (49-50). Rezultati epidemioloskih istrazivanja
upucuju da su genski ¢imbenici (tj. varijabilnost ljudskoga genoma) odgovorni za oko 30 %
varijabilnost AT (51). Velik dio varijabilnosti ljudskoga genoma je uzrokovan polimorfizmima
jednoga nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP), gdje dolazi do zamjene jedne
nukleotidne baze (alela) drugom bazom. Osim SNP-ova postoje i drugi uzroci varijabilnosti
genoma npr. insercije i delecije, strukturne promjene kao i epigeneticke modifikacije (52,53).

Vecina istrazivanja gena U etiologiji AH i predhipertenzije je ukazala na povezanost
brojnih gena s etiopatogenezom ove bolesti (54-64). Geneti¢ka istrazivanja su donijela nova
saznanja o pleiotropnoj ulozi gena ukljucenih u etiologiju AH, inzulinske rezistencije, poremecaja
metabolizma lipida, upale kao i1 drugih sastavnica metabolickoga sindroma implicirajuéi
povezanost bioloskih puteva 1 etiologiju/patofiziologiju navedenih stanja (65-69). Za trazenje
povezanosti izmedu AT i brojnih SNP-ova u ljudskome genomu primjenjuju se cjelogenomske
studije povezanosti (engl. genome wide association study, GWAS), koje statisti¢ki izraCunavaju
povezanost izmedu svakoga SNP-a i fenotipa, obi¢no linearnom regresijom za kontinuirane
fenotipove ili logistickom regresijom za dihotomne fenotipove. Prvi opsezan GWAS koji je imao
za cilj otkrivanje varijanti gena povezanih s AH, proveden 2007. godine, nije identificirao
znacajne varijante genoma (70). Od tada pa do 2017. godine, nekoliko konzorcija i pojedinacnih
istrazivanja su objavili viSe od 60 genskih polimorfizama povezanih s vrijednostima SAT, DAT ili
AH (71). Unato¢ otkrivanju velikoga broja SNP-ova povezanih s AH, svaka varijanta ima samo
mali ukupni u¢inak na AT (oko 1 mmHg za SAT ili 0,5 mmHg za DAT), ali ipak za neke je
rijetke varijante opazen neSto veéi ucinak na AT (> 1,5 mmHg) (72,73). Ovakvi rezultati
sugeriraju postojanje vecega broja ¢imbenika tj. istovremeno djelovanje nekoliko genskih lokusa
na regulaciju AT, ali i prisutnih interakcija gen — gen i gen — okolina koje pridonose varijabilnosti

AT S§to sve govori u prilog multifaktorijalnoj etiologiji AH (slika 1.1).
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Slika 1.1. Interakcija genskih i okolisnih ¢imbenika u etiologiji arterijske hipertenzije
S7S; sredi$nji zivéani sustav; RAAS; renin-angiotenzin-aldosteronski sustav

1.2.1. Geni kandidati odabrani za ovo istrazivanje

Sustav koji ima vodec¢u ulogu u regulaciji AT i perfuzije tkiva te homeostazi elektrolita i
tjelesnih tekucina jest renin-angiotenzinski sustav (RAS) koji ima bitnu ulogu u etiopatogenezi
AH. Kao geni kandidati povezani s AH medu prvima Su proucavani polimorfizmi gena ¢iji su
proteinski produkti (angiotenzinogen, enzim angiotenzin-konvertaza i angiotenzin Il receptor tipa
1) dio RAS. Rezultati GWAS-a su dokazali jasnu povezanost polimorfizma rs2004776 gena za
angiotenzinogen s vrijednostima AT (58). Insercijsko-delecijski polimorfizam gena ACE,
rs1799752 je povezan s enzimatskom aktivno$¢u enzima angiotenzin-konvertaze (ACE); najveca
aktivnost ACE je kod osoba s genotipom D/D, dok je najmanja kod osoba s genotipom I/1 (74).
Medutim, brojna istrazivanja su dala nekonzistentne rezultate o povezanosti ovoga SNP s AH
(62). Nadalje, analizirana je povezanost polimorfizma rs5186 gena za angiotenzin Il receptora tipa
1 (AGTR1) s AH i s metabolickim sindromom (63,64). Utvrdena je i znacajna povezanost
rs1801253 polimorfizma gena za beta-1-adrenergicki receptor (ADRB1) kao i gena za
angiotenzinogen (AGT) s vrijednostima AT (61). Protein uromodulin koji ima vaznu ulogu u
homeostazi natrija i vode kodiran je genom za uromodulin (UMOD). Njegov SNP rs13333226 je
povezan s manjim rizikom nastanka AH, smanjenom ekskrecijom uromodulina u mokraci te
boljom bubreznom funkcijom (60). Pozornost istrazivaca privlace i ponekad proturje¢ni rezultati
vezani uz adiponektin i vrijednosti AT, i AH, te ¢e u ovom istrazivanju biti analizirana i dva
polimorfizma gena za adiponektin (rs266729, rs17300539). Shema medusobne povezanosti gena

kandidata i njihove povezanosti s AT je prikazana na slici 1.2.A.



Za ovo istrazivanje odabrali smo Sest gena vaznih u homeostazi AT, ali i etiopatogenezi
AH 1 pridruzenog pobola, te drugih metabolickih poremecaja. Odabrani geni ukljuceni su u ove
procese na raznim mjestima hipertenzivnog kardiorenalnog kontinuuma kako bismo mogli
analizirati pojedina¢ne ucinke, tj. povezanosti, ali i povezanosti pojedinih haplotipova. Odabrali
smo one polimorfizme za koje postoje rezultati o povezanosti sa SAT, AH, pobolom i/ili

metabolickim poremecajima (slika 1.2.B).
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Slika 1.2.A. Shema medusobne povezanosti gena kandidata i njihove povezanosti s arterijskim tlakom

Legenda: geni kandidati su crveno obrubljeni, strelice pokazuju smjer djelovanja istoimenih proteina, ACE, rs1799752; AGT, rs2004776,
AGTR1, rs5186; ADIPOQ, rs266729 i rs17300539; UMOD, rs 13333226.
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Slika 1.2.B. Polimorfizmi gena ACE, rs1799752; AGT, rs2004776, AGTR1, rs5186; ADIPOQ, rs266729 i rs17300539; UMOD, rs 13333226
odabranih za ovo istrazivanje s pridruzenim povezanim stanjima

Kratice: AH, arterijska hipertenzija; AT, arterijski tlak; DM, Secerna bolest; DN, dijabeticka nefropatija; HLK, hipertrofija lijeve klijetke; IM, infarkt
miokarda; IR, inzulinska rezistencija; KB, koronarna bolest; KVB, kardiovaskularne bolesti
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A. Gen za angiotenzinogen (AGT), polimorfizam rs2004776

Angiotenzinogen protein sintetiziran ve¢inom u jetri, koji renin prevodi u angiotenzin | je
prekursor jednog od najpotentnijih vazokonstriktora angiotezina II.

Gen za angiotenzinogen (AGT) se nalazi na 1. kromosomu (1g42.2). Njegove varijante su
povezane s AH, aterosklerozom, sréanom hipertrofijom i mozdanim udarom povezanim s
mikroangiopatijom (75-82). Na samom pocetku istrazivanja gena AGT otkrivena je povezanost
polimorfizma M235T (rs699; 235C>T) s AH u bjelackoj populaciji i povecanom koncentracijom
proteina angiotenzinogena (AGT) u plazmi, za 10 — 20 %, u osoba koje su homozigotni nositelji
alela manje ucestalosti (lat. minor) T (76). Od tada do danas su objavljeni rezultati 10 GWAS-ova
provedenih na velikim uzorcima razli¢itih populacija Koji upucuju na mogucu povezanost
razli¢itih varijanti ovoga gena sa SAT, DAT, KV bolesti, koronarnom bolesti, konzumacijom
cigareta te odgovorom na lijek tj. ué¢inkovitos¢u (83-92). Otkriveno je vise od 20 polimorfizama
gena AGT povezanih s AH (rs699, rs148446907, rs2004776, rs2493132, rs3789678, rs4762,
rs5049, rs5050, rs7539020, rs762079672, itd..). Nekoliko istraZivanja je identificiralo i potvrdilo
povezanost polimorfizma +1164A>G (rs2004776) u intronu | gena AGT s vrijednostima AT
(61,93-96). Osim povezanosti s AT rs2004776 je povezan i s inzulinskom rezistencijom (97).
Ucestalost referentnog (lat. major) i minor alela se razlikuje prema populacijama ispitanika, te je u
tablici 1.a prikazana ucestalost alela rs2004776 (98).

Tablica 1.a. Ucestalost alela rs2004776 u razli¢itim populacijama (98)

Projekt Populacija Broj ispitanika Referentni alel C Minor alel T
1000Genomes Globalna 5008 0,590 0,410
1000Genomes Afrika 1322 0,513 0,487
1000Genomes Isto¢na Azija 1008 0,424 0,576
1000Genomes Europa 1006 0,774 0,226
1000Genomes Juzna Azija 978 0,620 0,380
1000Genomes Amerika 694 0,670 0,330
B. Gen za angiotenzin konvertirajuci enzim (ACE), polimorfizam rs1799752

Angiotenzin konvertaza (engl. angiotensin | converting enzyme, ACE), katalizira hidrolizu
angiotenzina | u angiotenzin Il, a takoder inaktivira 90 % vazodilatatora bradikinina. Angiotenzin
IT ima visestruku ulogu, snazan je vazokonstriktor kao i stimulator sekrecije aldosterona sto
posljedi¢no uzrokuje resorpciju natrija i vode bubregom i tako sveukupno djeluje na povisenje

vrijednosti AT. Bradikinin je konacni produkt kalikrein-kininskoga sustava, a njegovom
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inaktivacijom onemogucena je aktivacija bradikininskoga receptora B2 S$to uzrokuje povecéanje
vaskularne propusnosti i vazodilataciju (99-102).

Gen za ACE (ACE) se nalazi na 17. kromosomu (17g23.3). Provedena su mnogobrojna
istrazivanja povezanosti varijanti ACE i razli¢itih bolesti i stanja uklju¢uju¢i KV, metabolicke,
imunoloske, maligne, neurodegenerativne i psihijatrijske bolesti, ali su rezultati ¢esto proturjecni
(103). Najcesce istrazivani polimorfizam je prisutnost tj. insercija (1) ili odsutnost tj. delecija (D)
sekvence od 287 parova baza tj. Alu elementa koji se nalazi u intronu 16 gena ACE (rs1799752).
Ve¢ rana istrazivanja su dokazala povezanost genotipa i fenotipa te se alel D povezuje s ve¢om
enzimatskom aktivnosti ACE i u serumu i u tkivima (74, 104-106). Upravo ova genska varijanta
je prva povezana s ljudskom fizickom spremom, te je alel | povezan s boljom izdrzljivosti (107).
Rezultati nekoliko epidemioloskih istrazivanja su ukazali na povezanost ovoga polimorfizma s
AH, narocito genotipa D/D, $to je u skladu s ve¢om aktivnos¢u enzima ACE i posljedi¢nom
vazokonstrikcijom (104,108-114). Osim povezanosti ovoga polimorfizma s patoloSkim stanjima,
rezultati istrazivanja su ukazali i na njegov utjecaj na uc¢inak kaptoprila (ACE inhibitor). Pacijenti
sa zatajenjem srca, kroni¢nom opstruktivnom bolesti plu¢a i Seéernom bolesti tipa 2, koji su
nositelji genotipa I/l mogu imati bolji odgovor na terapiju kaptoprilom u usporedbi s pacijentima
nositeljima genotipa D/D (115). Pregled ucestalosti alela |1 i D u razli¢itim populacijama je
prikazan u tablici 1.b (116).

Tablica 1.b. Ucestalost alela | i D u razli¢itim populacijama (116)

Ucdestalost alela

Populacija : b Broj ispitanika
Arapska 0,34 0,66 159
Emirati 0,39 0,61 111
Sudan 0,36 0,64 121
Oman 0,29 0,71 124
Africka
Nigerija 0,41 0,59 80
Afroamerikanci 0,30 0,70 40
Bijela 0,42 -0,54 0,46 - 0,58 1212
Azijska
Japan 0,65-10,67 0,33-0,35 354
Kina 0,71 0,29 189
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C. Gen za angiotenzin 11 receptor tip 1 (AGTR1), polimorfizam rs5186
Angiotenzin Il svoje glavne ucinke na bubreznu i KV fiziologiju ostvaruje vezanjem za

receptor tip 1 (AGTR1) (117). Stalna induciranost aktivnosti AGTR1 moze uzrokovati AH,
sréanu aritmiju, mozdani udar, dijabeticku nefropatiju i metabolicke poremecaje (118,119).

Gen za angiotenzin 1l receptor tip 1 (AGTR1) se nalazi na 3. kromosomu (3g24) (120).
Kao i za druge gene RAS-a i za ovaj gen su provedena brojna istrazivanja povezanosti genotipa i
fenotipa te je otkriveno vise polimorfizama povezanih s bolestima. Najvise istraZivanja je
provedeno na temu polimorfizma 1166A>C (rs5186) koji je povezan s brojnim stanjima od AH
(121-125), infarkta miokarda (126), dijabeticke nefropatije (127), koronarne bolesti (128) te
hipertrofije lijevog ventrikula (129,130). Osim u bolestima, ovaj polimorfizam se istrazivao i u
ucinkovitosti lijeenja zatajenja srca s kandesartanom (antagonist angiotenzina Il) gdje bi nositelji
minor alela 1166C mogli imati vecu stopu dugotrajnije kompenzacije RAS-a (131). Pregled
ucestalosti alela rs5186 u razli¢itim populacijama je prikazan u tablici 1.c (132).

Tablica 1.c. Ucestalost alela rs5186 u razli¢itim populacijama (132)

Projekt Populacija Broj ispitanika Referentni alel A Minor alel C
1000Genomes Global 5008 0,882 0,118
1000Genomes Afrika 1322 0,980 0,020
1000Genomes Isto¢na Azija 1008 0,940 0,060
1000Genomes Europa 1006 0,728 0,272
1000Genomes Juzna Azija 978 0,930 0,070
1000Genomes Amerika 694 0,770 0,230

D. Gen za beta-1-adrenergicki receptor (ADRB1), polimorfizam rs1801253
Beta-adrenergicki receptori (ADRB) izrazeno su prisutni u srcu, bubrezima i masnim

stanicama. Pripadaju obitelji receptora vezanih na G-protein (engl. G protein-coupled receptors,
GPCR), a razlikujemo tri podtipa beta-1, beta-2 i beta-3 receptore. G-protein je neophodna
molekula signalnih puteva u stanicama. Po strukturi je heterotrimerni protein Kkoji se sastoji od
alfa, beta i gama podjedinice, a po funkciji je enzim GTPaza. Kada je G-protein u aktivnome
stanju podjedinica alfa veze gvanozin trifosfat (GTP) (po kojem je i dobio ime), a u slu¢aju kada
nema izvanstani¢noga signala tj. signalne molekule tada je G-protein u neaktivnhome stanju i tada
je vezan gvanozin difosfat (GDP). Vezanje signalne molekule za receptor uzrokuje zamjenu GDP
s GTP (aktivacija) te disocijaciju kompleksa na GTP-alfa i GTP-beta-gama podjedinice (133).
Podjedinica GTP-alfa aktivira adenilat ciklazu i tako poti¢e stvaranje cAMP (drugi glasnik) i

daljnju aktivaciju cAMP ovisnoga signalnog puta. Fizioloski supstrati ADRB su adrenalin i
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noradrenalin koji tako posredstvom G-proteina aktiviraju cCAMP signalni put. Dolazi do odvajanja
podjedinice GTP-alfa koja je u interakciji s adenilat ciklazom i stimulira unutar stanice povecanu
proizvodnju cAMP. Poveéana koncentracija ¢cAMP aktivira protein kinazu A koja fosforilira
brojne proteine (transkripcijske faktore, regulatorne proteine, ionske kanale npr. Ca™ kanale
regulirane naponom i dr.). Kona¢an ucinak je povecani ulaz i veca koncentracija kalcija u miocitu
tijekom akcijskoga potencijala te se povecava kontraktilnost sréanog misica, a fosforilacija
miozina takoder povecava kontraktilnost u stanicama glatkih misi¢a (133-136).

Gen za beta-1-adrenergicki receptor (ADRB1) se nalazi na 10. kromosomu (10925.3). U
ovom tisuc¢ljeCu postignut je znacajan napredak u razumijevanju funkcije ADRBI1, kako na
biokemijskoj tako i na genskoj razini. Najpoznatija dva polimorfizma gena ADRBL1 su rs1801253
(c.1165G>C, p.Gly389Arg) i rs1801252 (c.145A>G, p.Ser49Gly). Do sada su objavljeni rezultati
sedam istrazivanja koji su dokazali povezanost varijatnog alela C rs1801253 s visim vrijednostima
SAT i DAT, kako samostalno tako i u kombinaciji s konzumiranjem alkohola i cigareta (73,87-
91,137). Osim istrazivanja povezanosti s KV bolestima, pretilo§¢u i poremec¢ajem metabolizma,
analizirana je je i povezanost s oksigenacijom i fiziCkom aktivnosti u bolesnika sa sréanim
zatajenjem, povezanost s masom lijeve klijetke u bubreznih bolesnika, povezanost s inotropnim
odgovorom na dobutamin (agonist ADRBL1), kao i povezanost varijatnog alela C s ucinkovitosti
metoprolola (137-145). Pregled ucestalosti alela rs1801253 u razli¢itim populacijama je prikazana
u tablici 1.d (146).

Tablica 1.d. Ucestalost alela rs1801253 u razli¢itim populacijama (146)

Projekt Populacija Broj ispitanika Re;fglegtni Vglréjiaéni
1000Genomes Global 5008 0,298 0,702
1000Genomes Afrika 1322 0,430 0,570
1000Genomes Isto¢na Azija 1008 0,212 0,788
1000Genomes Europa 1006 0,315 0,685
1000Genomes Juzna Azija 978 0,270 0,730
1000Genomes Amerika 694 0,190 0,810

E. Gen za uromodulin (UMOD), polimorfizam rs13333226

Uromodulin (Tamm-Horsfallov protein) se sintetizira jedino u bubrezima, u stanicama
debeloga uzlaznog kraka Henleove petlje, gdje se i izluuje u mokracu. Njegova visestruka uloga
ukljucuje regulaciju funkcije vanjskoga K* kanala bubrezne srzi i Na'™-K™-2CI" kotransportera

(NKCC2), dva najvaznija ionska prijenosnika za proces reapsorpcije natrija u debelome uzlaznom
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kanali¢u Henleove petlje, facilitaciju intracelularnoga prijenosa NKCC?2, te je u slucaju smanjene
funkcije uromodulina smanjena funkcija tog Kkotransportera $to rezultira smanjenom
reapsorpcijom uri¢ne kiseline. Uromodulin ima zastitnu ulogu od mokra¢nih infekcija inhibicijom
adhezije bakterija na uroepitel i od formiranja bubreznih kamenaca te zastitnu ulogu u akutnom
bubreznom ostecenju (147-154).

Gen za uromodulin (UMOD) se nalazi na 16. kromosomu (16p12.3). Zbog viSestruke
uloge proteina kojeg kodira, ovaj gen je uvrSten u GWAS studije te je otkrivena povezanost
pojedinih polimorfizama s bubreznom funkcijom (glomerularnom filtracijom) i kroni¢nom
bubreznom bolesti (KBB), nastankom bubreznih kamenaca, koncentracijom mokrac¢ne kiseline u
serumu, ali i vrijednostima AT (60,151,155-158). U cetiri istrazivanja je otkrivena povezanost
polimorfizma rs13333226 s vrijednostima AT, minor alel G je povezan s manjim rizikom od
pojave AH, manjim mokraénim izlu¢ivanjem proteina uromodulina i boljom bubreznom
funkcijom. Svaki alel G je povezan sa smanjenjem rizika od pojave KV dogadaja za 7,7 % nakon
prilagodbe za spol, dob, ITM i konzumiranje nikotina (60,73,84,156). Osim polimorfizama
poznate su i mutacije gena UMOD koje uzrokuju rijetke autosomno dominantne bubrezne bolesti,
medularnu cisti¢nu bubreznu bolest tip 2 i obiteljsku juvenilnu hiperuricemi¢nu nefropatiju (159).

Pregled ucestalosti alela rs13333226 u razli¢itim populacijama je prikazana u tablici 1.e (160).

Tablica 1.e. Ucestalost alela rs13333226 u razli¢itim populacijama (160)

Projekt Populacija Broj ispitanika Referentni alel A Minor alel G
1000Genomes Global 5008 0,760 0,240
1000Genomes Afrika 1322 0,662 0,338
1000Genomes Isto¢na Azija 1008 0,916 0,084
1000Genomes Europa 1006 0,798 0,202
1000Genomes Juzna Azija 978 0,700 0,300
1000Genomes Amerika 694 0,750 0,250

F. Gen za adiponektin (ADIPOQ), polimorfizmi rs266729 i rs17300539
Adiponektin (ADPN) je proteinski hormon sintetiziran ve¢inom u adipocitima, a prema

novijim saznanjima i u kardiomiocitima, jetri, kostanoj srzi, popre¢no-prugastim misi¢ima te
likvoru. Svoj ucinak ostvaruje vezanjem na svoje receptore (AdipoR1, 2 i 3) nakon Cega slijedi
aktivacija signalnih puteva koji reguliraju zivot stanice, rast i apoptozu. Stimulira fosforilaciju i
aktivaciju 5-adenozin monofosfat-aktivirane protein kinaze (engl. 5' adenosine monophosphate-

activated protein kinase, AMPK) u jetri i popre¢no-prugastim misi¢ima, pojacavajuci
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iskori$tavanje glukoze i izgaranje masnih kiselina. Adipociti takoder sintetiziraju i leptin, adipsin,
razne komponente komplementa kao i ¢imbenik tumorske nekroze sto govori u prilog mogucoj
vezi s imunim sustavom. Adiponektin ima protuupalni u¢inak na stani¢ne komponente vaskularne
stijenke (161,162). Snizena koncentracija ADPN je zabiljeZena u pretilih osoba, osoba koje boluju
od Secerne bolesti tipa 2, od metaboli¢koga sindroma i koronarne bolesti te osoba s povisenim i
visoko normalnim AT (163-168). Rezultati istrazivanja su pokazali da ADPN u djece,
adolescenata i odraslih ima inzulin-senzibilizirajuce, anti-aterogene i protuupalne ucinke, a u
odredenim okolnostima utjece i na smanjenje tjelesne mase (169-172).

Gen za adiponektin (ADIPOQ) se nalazi na 3. kromosomu (3g27.3). Rezultati GWAS-a su
otkrili jasnu povezanost varijanti gena ADIPOQ (deset polimorfizama) s koncentracijom ADPN u
cirkulaciji (173-179). Alel A (minor alel) SNP rs17300539 je najjace povezan prema aditivnom
modelu s koncentracijom ADPN. Svaki alel A povisuje koncentraciju ADPN za 1,63 pg/mL, a
poveéanje od 1 pg/mL ADPN smanjuje rizik od AH za 6,0 % (kod koncentracija ADPN do 8
pg/mL) (176,180). Provedena su brojna istrazivanja ¢iji rezultati ukazuju na povezanost pojedinih
polimorfizama ADIPOQ s KV i metabolickim bolestima, ali rezultati su Cesto proturjecni.
Istrazivanje objavljeno 2007. godine nije dokazalo povezanost izmedu najucestalijih
polimorfizama ADIPOQ i KV rizika u europskoj populaciji (181). Meta-analiza koja je obuhvatila
33 istrazivanja pokazala je povezanost polimorfizma rs266729 (—11377C>G) koji se nalazi u
promotorskoj regiji s rizikom za Secernu bolest tipa 2, dok je rs17300539 (-11391G>A) takoder u
promotorskoj regiji bio povezan sa Se¢ernom bolesti tip 2a, ali u 0soba s pozitivnom obiteljskom
anamnezom (182). Istrazivanje provedeno u Finskoj je imalo potpuno proturje¢ne rezultate te je
rs266729 bio povezan s manjim rizikom razvoja Se¢erne bolesti tipa 2 (183). Meta-analiza Cetiri
polimorfizma ADIPOQ je analizirala povezanost s pretilos¢u (184). Rezultati su ukazali na
povezanost pretilosti s rs17300539 u bjelackoj populaciji, dok je u azijskoj populaciji uoéena
povezanost pretilosti s rs266729 (184). Druga meta-analiza je ukazala na povezanost rs2241766 i
rs17300593 s ve¢im rizikom razvoja dijabeticke nefropatije u bjela¢koj populaciji oboljeloj od
Se¢erne bolesti tipa 2 (185). Rezultati istrazivanja polimorfizama povezanih s pretilos¢u i
Se¢ernom bolesti tipa 2 su ukazali na povezanost izmedu ostalih polimorfizama i rs17300539
(186). Meta-analiza rezultata sedam istrazivanja, objavljena 2017. godine, je dokazala povezanost
polimorfizma rs266729 s pove¢anim rizikom za razvoj Sec¢erne bolesti tipa 2 (187). Istrazivana je i
povezanost s AH, te je druga meta-analiza obuhvatila rezultate pet istrazivanja polimorfizma
rs266729 koji su pokazali povezanost recesivnoga modela s pove¢anim rizikom za nastanak AH
(188). Nadalje, objavljena je meta-analiza koja je pokazala i povezanost rs2241766, rs822395 i
rs17300539 s razvojem koronarne bolesti (189). Kanu i suradnici su objavili rezultate meta-

analize 29 istrazivanja koji su ukazali na povezanost rs266729 sa znacajno povecanim rizikom
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nastanka KV bolesti (190). Istrazivanje na mladoj populaciji je ukazalo na znacajno vecéi rizik

infarkta miokarda u homozigotnih nositelja polimorfizma rs17300539 te moguéu ulogu ADPN i

varijanti ADIPOQ u etiopatogenezi infarkta miokarda u mladoj dobi (< 50 godina) (191).

Rezultati meta-analize koja je istrazivala nekoliko polimorfizama ADIPOQ su pokazali zna¢ajnu

povezanost polimorfizma rs266729 s koronarnom bolesti (192). Navedena istrazivanja ukazuju

kako su promotorske varijante ADIPOQ ¢esto povezane s koncentracijom ADPN te posljedi¢no sa

Se¢ernom bolesti tipa 2, metabolickim sindromom i KV bolestima, ali su rezultati jo$ uvijek

proturjecni. Tablice 1.f. i 1.g. prikazuju ucestalost alela polimorfizama rs266729 i rs17300539 u

razli¢itim populacijama (193,194).

Tablica 1.f. U¢estalost alela rs266729 u razli¢itim populacijama (193)

Projekt Populacija Broj ispitanika Referentni alel C Minor alel G
1000Genomes Global 5,008 0,774 0,226
1000Genomes Afrika 1,322 0,905 0,095
1000Genomes Isto¢na Azija 1,008 0,724 0,276
1000Genomes Europa 1,006 0,719 0,281
1000Genomes Juzna Azija 978 0,720 0,280
1000Genomes Amerika 694 0,760 0,240
Tablica 1.g. Ucestalost alela rs17300539 u razli¢itim populacijama (194)

Projekt Populacija Broj ispitanika Referentni alel G Minor alel A
1000Genomes Global 5,008 0,973 0,027
1000Genomes Afrika 1,322 0,995 0,005
1000Genomes Isto¢na Azija 1,008 1,000 0,000
1000Genomes Europa 1,006 0,926 0,074
1000Genomes Juzna Azija 978 0,990 0,010
1000Genomes Amerika 694 0,760 0,240
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1.3. Svrharada

Etiopatogeneza primarne arterijske hipertenzije, a time i predhipertenzije, jest poligenska
uz snazan utjecaj brojnih ¢imbenika okoliSa. S obzirom na nedostatno provedena dosadasnja
istrazivanja genske podloge predhipertenzije, svrha ovoga istrazivanja je utvrditi klinicke i
epidemioloske karakteristike osoba s predhipertenzijom, te analizirati povezanost ¢imbenika
kardiovaskularnog i renalnoga rizika s polimorfizmima odabranih gena ¢iji su produkti ukljuceni

u bitne dijelove kardiorenalnoga kontinuuma.
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2. HIPOTEZA

Polimorfizmi gena AGT, ACE, AGTR1, ADRB1, UMOD i ADIPOQ, koji su povezani s
arterijskom hipertenzijom i metabolickim sindromom ucestalije Se nalaze u osoba s visoko
normalnim arterijskim tlakom (predhipertenzijom) nego u osoba s optimalnim i normalnim

arterijskim tlakom.
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3.

3.1.

3.2.

CILJEVI RADA

Opéi cilj

analizirati ucestalost polimorfizama gena AGT, ACE, AGTR1, ADRB1, UMOD i ADIPOQ u
osoba s visoko normalnim arterijskim tlakom (predhipertenzijom) i u osoba s optimalnim i
normalnim arterijskim tlakom

analizirati povezanost odredenih haplotipova s arterijskim tlakom i ukupnim

kardiovaskularnim rizikom

Specifi¢ni ciljevi

odrediti ucestalost pojedinih haplotipova AGT, ACE, AGTR1, ADRB1, UMOD i ADIPOQ,
njihovu pojedina¢nu ulogu i moguéi uéinak interakcija gen — gen na nastanak predhipertenzije
u oba spola

analizirati interakcije izmedu navedenih gena i vanjskih ¢imbenika (pretilost, pusenje,
alkohol, socioekonomski status) te procijeniti njihov medusoban utjecaj na nastanak
predhipertenzije

odrediti haplotip koji je najucestalije povezan s kardiovaskularnim i renalnim rizikom u
predhipertenziji
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4. MATERIJALI | METODE

4.1.  Ispitanici

U ovo presjecno, opservacijsko istrazivanje je uklju¢en 601 ispitanik oba spola u dobi od
20 do 45 godina. Ispitivana skupina je obuhvatila 319 osoba s visoko normalnim AT tj.
predhipertenzijom (120/80-139/89 mmHg), a kontrolna skupina 282 osobe s normalnim i
optimalnim AT. Ispitanici su izabrani prema uklju¢nim i iskljuénim kriterijima iz skupine
ispitanika reegrutiranih u klini¢ko-epidemiolosku studiju projekta Ministarstva znanosti
Republike Hrvatske ,,ENDEMSKA NEFROPATIJA U HRVATSKOJ: epidemiologija,
dijagnostika i etiopatogeneza‘*“ (MB: 108-0000000-0329, voditelj: prof. dr. sc. Bojan Jelakovi¢ ) te
zaposlenika Klinickoga bolni¢kog centra Zagreb koji su izabrani na temelju anamnesti¢kih
podataka izmjerenoga normalnog i optimalnog AT.
Iskljucujuéi kriteriji su:
« vrijednosti AT i dobi izvan zadanih granica, koje su gore navedene
. $ec¢erna, koronarna i kroni¢na bubrezna bolest (¢GFR < 60 mL/min/1,73 m?)
. akutna upala
. uzimanje antihipertenziva, protuupalnih nesteroidnih lijekova, steroida

« nepotpisana suglasnost o sudjelovanju

Istrazivanje su odobrila eticka povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu,
Klinickoga bolni¢kog centra Zagreb, te Hrvatskoga zavoda za javno zdravstvo. Prije uklju¢ivanja
u istrazivanje svi ispitanici bili su upoznati s ciljevima istrazivanja i svaki ispitanik je potpisao
informirani pristanak za dobrovoljno sudjelovanje u istrazivanju. Za identifikaciju ispitanika
koristi se individualno dodijeljen broj ispitanika koji osigurava tajnost svih podataka.

Istrazivanje je provedeno na terenu Brodsko-posavske Zzupanije, te u Zavodu za
nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju Klinike za unutarnje bolesti
Klini¢koga bolni¢kog centra Zagreb, Medicinskoga fakulteta Sveucilita u Zagrebu i u
Klinickome zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickoga bolni¢kog centra Zagreb,

Medicinskoga fakulteta Sveudilista u Zagrebu.
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4.2. Metode

4.2.1. Antropometrijski i klini¢ki podaci

Izmjereni antropometrijski podaci su tjelesna visina, tjelesna masa (TM) i opseg struka.
Indeks tjelesne mase (ITM) izraCunat je kao omjer TM u kilogramima i kvadrata tjelesne visine u
metrima. Kao mjerilo centralne (visceralne) pretilosti, opseg struka mjeren je mjernom vrpcom u
tri navrata pri ¢emu je za daljnje analize primijenjena aritmeticka sredina tih mjerenja. Prema
preporukama Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO)
ispitanici su kategorizirani u tri skupine prikazane u tablici 4.2.1 (195). Ispitanici su kategorizirani

I u Cetiri skupine prema vrijednostima ITM koje su prikazane u tablici 4.2.2 (196,197).

Tablica 4.2.1. Kategorije zdravstvenoga rizika metabolickih komplikacija debljine prema opsegu

struka
Opseg struka (cm) Zdravstveni rizik
muskarci zene metaboli¢kih komplikacija debljine
> 94 >80 Povecan rizik
> 102 > 88 Vrlo visok rizik

Tablica 4.2.2. Kategorije zdravstvenoga rizika prema indeksu tjelesne mase (ITM)

Zdravstveni rizik povezan s

I™ Nutricijski status X .
prekomjernom tjelesnom masom
<185 Nedovoljna tjelesna masa (pothranjenost) Nizak
18,5-24,9 Pozeljna tjelesna masa Prosjecan
25,0-29,9 Povecana tjelesna masa Blago povecan
> 30 Debljina ili pretilost Povecan (umjereno do izrazito)

Svim ispitanicima uzeta je iscrpna anamneza (strukturirani upitnik); prikupljeni su podaci
o dosadas$njim bolestima, uzimanju lijekova, konzumiranju nikotina i alkohola, fizickoj aktivnosti
i socijalnom statusu.

AT je mjeren prema preporukama Europskoga drustva za hipertenziju, tri puta
automatskim oscilometrijskim tlakomjerom (Omron M6, Omron Healthcare Co., Kyoto, Japan) u
sjedecem polozaju nakon pet minuta odmora. Prema srednjoj vrijednosti mjerenja AT ispitanici su
podijeljeni u dvije kategorije prema JNC-7 Klasifikaciji: u kontrolnu skupinu s normalnim i
optimalnim AT te ispitivanu skupinu s visoko normalnim AT tj. predhipertonicare.

Rizik nastanka KBB odreden je procjenom glomerularne filtracije (engl. estimated
glomerular filtration rate, eGFR) koristenjem CKD EPI jednadzbe i odredivanjem omjera
albumina i kreatinina iz uzorka prve jutarnje mokrace, a bodovni sustav kategorizacije je prema
,KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of Chronic

Kidney Disease“. Kategorije rizika za razvoj KBB su nizak, umjeren i visok rizik (198).
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Desetogodisnji KV rizik procjenjen je prema bodovnom sustavu “Framingham 10 Year
Risk of General Cardiovascular Disease” koji ukljucuje sljedece pokazatelje: dob, spol, ukupni
kolesterol, HDL-kolesterol, SAT, primjenu antihipertenzivne terapije, konzumiranje nikotina i
Secernu bolest. Kategorije za KV rizik su nizak (< 10 %), umjeren (10 % do < 20 % umjeren) i
visok (> 20 %) rizik (199).

Jednadzba za procjenu 10-godiS$njega rizika kardiovaskularnog pobola za muskarce:

Rizi¢cni faktor = [In(Dob) = 3,06117] + [In(Ukupni kolesterol) * 1,12370]
— [In(HDL — kolesterol)] x 0,93263] + [In(SAT) * Antihipertenzivna terapija)

+ Pusenje cigareta + Se¢erna bolest — 23,9802
Rizik= 100*(1 — 0,88936°(Rizieni faktori))

JednadZba za procjenu 10-godiSnjega rizika kardiovaskularnog pobola za Zene:

Rizicni faktor = [In(Dob) = 2,32888] + [In(Ukupni kolesterol) * 1,20904]
— [In(HDL kolesterol] x 0,70833 + [In(SAT) * Antihipertenzivna terapija)
+ Pusenje cigareta + Se¢erna bolest — 26,1931

Rizik = 100 (1 — 0,95012¢(Rizicni faktori)

4.2.2. Bioloski uzorci

Bioloski uzorci za laboratorijsku obradu su serum (dobiven uzorkovanjem krvi nataste u
5 mL epruvetu bez aditiva za biokemiju) i mokraca (prva i druga jutarnja porcija mokrace, 50 mL
spremnik s poklopcem) za biokemijske analize te puna krv (dobiven uzorkovanjem krvi u 5 mL
epruvetu s EDTA) za izolaciju DNA i genotipizaciju. Laboratorijska obrada je ulinjena u
Klinickome zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickoga bolnickog centra Zagreb,
Medicinskoga fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

4.2.3. Biokemijske analize

U serumu su odredeni glukoza, CRP, kreatinin, ukupni kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-
kolesterol i trigliceridi. 1z vrijednosti kreatinina u serumu izracunata je procjenjena brzina
glomerularne filtracije (eGFR) koristenjem CKD-EPI (engl. Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration) jednadzbe (198):

eGFR (ml/min/ 1,73/m?) =141 x min( Sc,/x, 1)* x max(S¢,/x,1)"12%9x  0,993P°P x

1,018 [ako je zena] x 1,15[ako je pripadnik crnacke rase]

Kratice: Scr= serumski kreatinin (umol/L); za Zene: alpha = -0,329; kappa = 0,7, za muskarce: alpha
= -0,411; kappa = 0,9; min znaci minimum S/« ili 1; max znac¢i maksimum S/ ili 1.
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Koncentracije glukoze, CRP, kreatinina, ukupnog kolesterola, HDL-kolesterola, LDL-
kolesterola, triglicerida i albumina su odredene na automatskom biokemijskom analizatoru c501
Cobas 6000 (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka) standardiziranim rutinskim biokemijskim
metodama.

A Koncentracija glukoze u serumu je odredena fotometrijskom UV metodom s
heksokinazom. Nacelo mjerenja: glukoza se u prisutnosti ATP djelovanjem heksokinaze
fosforilira u glukoza-6-fosfat, a ovaj se djelovanjem glukoza-6-fosfat dehidrogenaze i NADP
oksidira u 6-fosfoglukonat. Pri tome nastaje ekvivalentna koli¢ina NADPH, koja se mjeri
fotometrijski. Metoda je standardizirana prema IDMS (engl. Isotope Dilution Mass Spectrometry).
B. Kataliticka  koncentracija  C-reaktivnog proteina u serumu je  odredena
imunoturbidimetrijskom metodom. Nacelo mjerenja: anti-CRP antitijela (vezana na lateks
mikrocestice) reagiraju s antigenom u uzorku i stvaraju kompleks antigen/antitijelo. Aglutinacija
koja slijedi mjeri se turbidimetrijski. Metoda je standardizirana prema CRM 470 (engl. Certified
Reference Material 470).

C. Koncentracije kreatinina u serumu i u mokra¢i su odredene enzimskom metodom
fotometrijski s kreatininazom. Nacelo mjerenja: kreatinin uz kreatininazu, kreatinazu i sarkozin
oksidazu prelazi u glicin, formaldehid i vodikov peroksid. VVodikov peroksid reagira s HTIB i
4-aminofenazonom uz enzim peroksidazu i nastaje kromogen kinon-imin. Intenzitet nastaloga
kromogena mjeri se fotometrijski i direktno je proporcionalan koncentraciji kreatinina u uzorku.
Metoda je standardizirana prema ID/MS.

D. Koncentracija ukupnoga kolesterola u serumu je odredena fotometrijski s kolesterol
oksidazom. Nacelo mjerenja: esteri kolesterola djelovanjem kolesterol esteraze se hidroliziraju na
kolesterol i masne Kiseline, te se sav kolesterol nalazi u slobodnome obliku. Kolesterol reagira s
kisikom uz kataliticko djelovanje kolesterol oksidaze i nastaje kolest-4-en-3-on i H>O. H20», uz
peroksidazu, oksidira 4-aminoantipirin i nastaje obojeni kinonimin ¢ija je koncentracija
proporcionalna koncentracija kolesterola. Mjeri se povecanje apsorbancije. Metoda je
standardizirana prema IDMS.

E. Koncentracija HDL-kolesterola u serumu odredena je homogenom enzimskom
kolorimetrijom. Nacelo mjerenja: polianioni i detergenti maskiraju ne-HDL lipoproteine (LDL,
VLDL i hilomikroni) i stvara se kompleks topiv u vodi. Nastankom ovoga kompleksa dolazi do
blokiranja enzimatske reakcije kolesterol-esteraza 1 Kolesterol-oksidaza sa ne-HDL
lipoproteinima. Kolesterol esteraze cijepaju estere HDL-kolesterola do slobodnoga HDL-
kolesterola i masnih kiselina. Nastali HDL kolesterol se uz prisutnost kisika, djelovanjem
kolesterol oksidaze oksidira u A4-kolestenon i H20,. Nastali vodikov peroksid u prisutnosti

peroksidaze prevodi 4-amino-antipirin u obojeni spoj. Intenzitet obojenja je proporcionalan
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koncentraciji HDL-kolesterola. Metoda je standardizirana prema CDC (engl. Centers for Disease
Control) referentnoj metodi (metoda ultracentrifugiranja).
F. Koncentracija LDL-kolesterola u serumu odredena je enzimskom kolorimetrijskom
metodom. Nacelo mjerenja: esteri kolesterola i slobodni kolesterol u LDL-u mjere se na temelju
kolesterol enzimske metode pri ¢emu se koriste kolesterol-esteraze i Kkolesterol-oksidaze u
prisutnosti povrSinski aktivne tvari koja selektivno rastvara samo LDL. Enzimska reakcija s
drugim lipoproteinima, osim LDL, inhibirana je s povrSinski aktivnim tvarima detergenta i
SeCernim spojem. Kolesterol u HDL, VLDL i hilomikronima se ne odreduje. Esteri LDL-
kolesterola se u prisutnosti detergenta pod djelovanjem kolesterol esteraze cijepaju do slobodnoga
kolesterola i masnih kiselina. U prisutnosti Kisika nastali kolesterol se djelovanjem kolesterol
oksidaze oksidira u A kolestenon i H>O.. Nastali H>O. uz peroksidazu reagira s 4-amino-
antipirinom i EMSE pri ¢emu nastaje crveno ljubicasti spoj. Intenzitet obojenja je proporcionalan
koncentraciji LDL-kolesterola.
G. Koncentracija LDL-kolesterola u serumu se odredivala racunski prema Friedewaldu u
slu¢ajevima kada je koncentracija triglicerida bila manja od 4,0 mmol/L i ako nisu prisutni
hilomikroni. Metoda je standardizirana prema metodi beta kvantifikacije u skladu s LDL
protokolom, a formula glasi:

¢(LDL-C) = ¢(TC) - [c(TG)/2,2] — ¢(HDL-C).
H. Koncentracija triglicerida u serumu je odredena fotometrijskom metodom s glicerofosfat-
oksidazom. Nacelo mjerenja: trigliceridi (triacilgliceroli) se hidroliziraju lipazom i nastali glicerol
se uz ATP djelovanjem glicerolkinaze prevodi u glicerol fosfat koji katalitickim djelovanjem
glicerolfosfatoksidaze daje dihidroksiaceton-fosfat i H,O.. Nastali H,O> reagira s p-klorfenolom i
4-aminofenazonom uz peroksidazu pa nastaje obojeni 4-(p-benzokinon-monoimino)-fenazon.
Intenzitet boje je proporcionalan koncentraciji triglicerida u uzorku. Metoda je standardizirana
prema IDMS.
l. Koncentracija albumina u mokra¢i je odredena iz prvoga jutarnjeg uzorka mokrace
imunoturbidimetrijskom metodom. Nacelo mjerenja: antitijela specifi¢na za albumin iz reagensa
reagiraju s antigenom u uzroku tvoreéi antigen-antitijelo kompleks. Nastala aglutinacija mjeri se
turbidimetrijski. Metoda je standardizirana prema referentnom materijalu BCR470/CRM470.
J. Koncentracija alfa-1-mikroglobulina odredena je iz drugoga jutarnjeg uzorka mokrace
imunonefelometrijski na nefelometru BN II (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Njemacka)
standardiziranom rutinskom biokemijskom metodom. Nacelo mjerenja: antitijela specifi¢na za
alfa-1-mikroglobulin iz reagensa reagiraju s antigenom u uzroku tvoreci antigen-antitijelo

kompleks koji se mjeri nefelometrijski.
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4.2.4. Analiza DNA

4.2.4.1. 1zdvajanje DNA
Izdvajanje DNA iz uzorka pune krvi s antikoagulantom EDTA provodilo se makro

metodom isoljavanja i metodom FlexiGene® (QIAGEN GmbH, Hilden, Njemacka). Sav
laboratorijski pribor je sterilan kako bi izbjegli kontaminaciju.

A Metoda isoljavanja se temelji na uklanjanju stani¢nih proteina dehidracijom i taloZenjem

zasi¢enom otopinom NaCl u svrhu izdvajanja DNA iz stanica s jezgrom (200). Postupak traje dva
dana, u prvom danu se provodi postupak lize stanice i homogenizira se talog leukocita, a u
drugom danu se izdvaja DNA dodavanjem visoke koncentracije soli.

Postupak zapocinje mijeSanjem 5 mL pune krvi s 40 mL pufera za hemolizu u 50 mL epruveti, te
inkubacijom (20 minuta) u hladnjaku na temperaturi -20 °C, nakon toga slijedi centrifugiranje
(10 minuta na temperaturi 4 °C na 4000 rpm) i uklanjanje supernatanta. Na talog se dodaje 10 mL
pufera za hemolizu sa svrhom ispiranja taloga od preostalih eritrocita i homogenizacije taloga
leukocita, nakon mijeSanja slijedi centrifugiranje (10 minuta na temperaturi 4 °C na 4000 rpm) i
uklanjanje supernatanta. Na talog leukocita se dodaje 3 mL SE-LIZA pufera i 200 uL pronaze. Na
kraju se dodaje 400 uL 10 % SDS, te slijedi inkubacija preko noéi na temperaturi 37 °C. Drugi
dan se dodaje 1 mL zasi¢ene otopine NaCl i nakon snaZznog mije$anja se centrifugira (10 minuta
na temperaturi 4 °C na 4000 rpm). Nakon centrifugiranja se supernatant (koji sadrzi DNA)
prenosi u novu epruvetu od 50 mL s ve¢ pripremljenim apsolutnim etanolom (10 mL) za taloZenje
DNA. Epruveta se lagano okre¢e dok bijeli precipitat DNA ne ispliva na povrSinu (u obliku
,meduze*). Izolirana DNA se prenosi pipetom u mikroepruvetu od 1,5 — 2 mL i susi u otvorenoj
mikroepruveti 1 sat u termostatu na 37 °C dok etanol ne ishlapi. Nakon toga se u mikroepruvetu
dodaje 500 uL TE pufera i inkubira preko no¢i na temperaturi 37 °C. Tako izolirana DNA se ¢uva
na temperaturi 2 — 8 °C.

B. Metoda Flexigene za izdvajanje treba samo 500 pL pune krvi i provodi se prema uputi
proizvodaca QIAGEN GmbH (Hilden, Njemacka). FlexiGene DNA Kit za izdvajanje sadrzi pufer
za lizu, denaturaciju i hidraciju te proteazu (pufer FG1, pufer FG2, pufer FG3 i QIAGEN

Protease). Smjesu pufer FG2/QIAGEN Protease treba pripremiti do 1 sat prije uporabe, za 500 pL
pune krvi smjesa se sastoji od 250 uL pufera FG2 i 2,5 uLL QIAGEN Protease.

Postupak izdvajanja pocinje pipetiranjem 1250 pL pufera za lizu (FG1) u mikroepruvetu
volumena 2 mL i dodavanjem 500 pL pune Krvi, otopina se zatim promijesa okretanjem
mikroepruvete 5 puta i slijedi centrifugiranje u mikrocentrifugi (20 sekundi na 10000 x @) i
uklanjanje supernatanta. Na talog u kojem se nalaze stani¢ne jezgre i mitohondriji se dodaje 250
uL pripremljena smjesa denaturacijskog pufera i proteaze (FG2/QIAGEN Protease) te se talog

homogenizira na vrtloznoj mjesalici, zatim slijedi kratko centrifugiranje (3 — 5 sekundi) i
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inkubacija u termostatu 5 minuta na 65 °C. Zbog razgradnje proteina vidljiva je promjena boje
uzorka iz crvene u zelenu. U mikroepruvetu se dodaje 250 puL 100 % izopropanola (za talozenje
DNA) i dobro promijesa okretanjem, slijedi centrifugiranje (3 minute na 10000 x g) i uklanjanje
supernatanta. Potrebno je paziti da mali bijeli talog ostane u mikroepruveti. Dodaje se 250 pL
70 % etanola i protrese na vrtloznoj mjesalici 5 sekundi, pa centrifugira (3 minute na 10000 x g) i
opet odlijeva supernatant. Talog (izolirana DNA) na dnu mikroepruvete se susi 5 minuta na zraku
i nakon toga se dodaje 200 pL pufera FG3 (hidracijski pufer), talog se kratko homogenizira na
vrtloznoj mjesalici 5 sekundi i slijedi inkubacija u termostatu 1 sat na 65 °C. Uzorak DNA nakon

postupka izdvajanja se ¢uva na temperaturi 2 — 8 °C.

4.2.4.2. Genotipizacija

Genotipizacija polimorfizma rs11799752 ACE I/D provodi se metodom lancane reakcije
polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR), a genotipizacija polimorfizama rs13333226
u 5' regiji gena za uromodulin (UMOD), rs2004776 u intronu gena za angiotenzinogen (AGT),
rs5186 u genu za angiotenzin Il receptor tip 1 (AGTR1), rs1801253 u genu za beta-1-adrenergicki
receptor (ADRB1) i oba polimorfizma rs266729 i rs17300539 u genu za adiponektin (ADIPOQ)
provodi se metodom TagMan®PCR u stvarnom vremenu.

Osnovni princip PCR se temelji na eksponencijalnom umnazanju slijeda DNA koji sadrzi

gen od interesa. Na umnozenim produktima provodi se analiza mogucih genskih promjena. Za

umnazanje odredenih dijelova DNA potrebna je genomska DNA, DNA-polimeraza,

deoksiribonukleotid trifosfati (dATP, dCTP, dGTP i dTTP) i dvije pocetnice (uzvodna i nizvodna)
te se ta smjesa podvrgava inkubaciji pod to¢no specifi¢nim uvjetima.

Ciklus PCR se sastoji od tri faze:

1. Denaturacija DNA zagrijavanjem na 94 — 96 °C pri ¢emu nastaje jednolan¢ana DNA.

2. Vezanje pocCetnica pri temperaturi 50 — 65 °C.

3. Sinteza novoga lanca komplementarnog DNA regiji omedenoj pocetnicama pomocéu
termostabilne polimeraze na temperaturi od 72 °C. U sljede¢em ciklusu, ova novostvorena
molekula DNA postaje kalup.

Za dovoljnu koli¢inu genskoga materijala potrebnog za daljnje analize potrebno je provesti vise

od 25 ciklusa PCR. Optimalni uvjeti za svaku PCR tj. to¢ne koncentracije DNA-polimeraze,

podetnica, Mg?" i genomske DNA kao i to¢ne temperature i trajanje pojedinih faza ciklusa ovise o

analitickom sustavu i specifi¢ne su za svaki pojedini dio DNA koji sadrzi gen od interesa.
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A. Genotipizacija SNP gena ACE (rs1799752)

Nacelo metode: Umnazanje slijeda DNA od interesa s PCR, te elektroforeza i vizualizacija

umnozenih dijelova DNA u agaroznom gelu uz usporedbu s odgovaraju¢éim molekularnim

markerom kao standardom veli¢ine (broja parova baza) (201).

Postupak: Reagensi za pripremu PCR reakcijske smjese otope se na sobnoj temperaturi,
promijesaju na vrtloznoj mjesalici (osim enzima), centrifugiraju u mikrocentrifugi 3 — 5 sekundi
kako bi se sadrzaj bocCica spustio na dno te pipetiraju prema navedenim Kkoncentracijama i
volumenima (tablica 4.A.1). Nakon §to su dodani svi sastojci, PCR reakcijska smjesa lagano se
promijesa protresanjem zacepljene mikroepruvete te centrifugira u mikrocentrifugi 3 — 5 sekundi.
Koli¢ina PCR reakcijske smjese se pripremi za sve uzorke koji se planiraju analizirati, nakon ¢ega
se razdijeli u PCR epruvete te u njih dodaje pojedinacni uzorak DNA ili voda kao slijepa proba.
Nakon dodavanja uzorka DNA u PCR reakcijsku smjesu, PCR epruvete se zaCepe, protresu na
vrtloznoj mjeSalici, kratko centrifugiraju i stavljaju u uredaj za PCR GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD) na program amplifikacije DNA pod nazivom ACE
¢iji su uvjeti navedeni u tablici 4.A.2.

Za potrebe elektroforeze produkata PCR pripremi se 1,5 % agarozni gel (Agaroza DNA Grade,
50-1000 parova baza (pb), Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD) volumena 100 mL. Kao standard
veli¢ine koristi se DNA molekularni marker XIII (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka) -
standard veli¢ine, ljestvica 50 parova baza, 50 — 750 pb. Elektroforeza se odvija u trajanju 40
minuta pri uvjetima 110 V i 400 mA. Odredivanje veli¢ine i prisustva odsjeaka DNA je
provedeno na uredaju za snimanje i analizu gelova G-BOX (Syngene, Cambridge, Velika
Britanija).

Genotipizacija se provodi tako da se u agaroznom gelu analiziraju produkti PCR
usporeduju¢i uzorak nepoznatog genotipa s odgovaraju¢im molekularnim markerom kao
standardom veli¢ine i kontrolnim uzorkom DNA heterozigotnog genotipa za 1/D polimorfizam.
Veli¢ine odsje¢aka DNA za I/D polimorfizam su:

e genotip I/1 =490 pb
e genotip D/D =190 pb
e genotip I/D =490/190 pb
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Tablica 4.A.1. Sastojci PCR reakcijske smjese za genotipizaciju rs1799752 ACE

Sastojci reakcijske smjese Volumen Konaéna
(ukupni volumen smjese 25 pL) (uL) koncentracija
Sterilna dest. H,O 12,3
10X PCR pufer sa 15 mM MgCl,
(Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka) 2,5 1.5 mM
Mjesavina ANTP* (5 mM ukupno)
(Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka) 2,5 0.5mM
Pocetnica ACE-1: 5"-CTG GAC ACC ACT CCC ATCCTT TCT- 25 0.5 UM
3" (5 uM) (Tib-MolBiol, Berlin, Njemacka) ’ ~ K
Pocetnica ACE-2: 5"-GAT GTG GCC ATC ACATTC GTC AGA

2,5 0,5 uM

T-3" (5 uM) (Tib-MolBiol, Berlin, Njemacka)

Genomska DNA (uzorak) 2,5 200 ng
Taq DNA polimeraza (5 U/uL) 02 1U
(Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka) '

*Priprava 5 mM otopine mjeSavine deoksinukleozid trifosfata (ANTP):
dATP 12,5 pL (100 mM), dCTP 12,5 pL (100 mM), dGTP 12,5 pL (100 mM), dTTP 125 pL
(100 mM), sterilna destilirana H,O 950 pL

Tablica 4.A.2. Uvjeti PCR za genotipizaciju rs1799752 ACE

Denaturacija
Broj segmenta Temperatura (°C) Trajanje (s) Ciklusi
1 94 420 1
UmnoZavanje (amplifikacija)
Broj segmenta Temperatura (°C) Trajanje (s) Ciklusi
1 Denaturacija 94 60
2 Hibridizacija 58 60 25
3 Ekstenzija 72 120
Finalna ekstenzija
Broj segmenta Temperatura (°C) Trajanje (S) Ciklusi
1 72 420 1
B. Genotipizacija gena AGT, AGTR1, ADRB1, UMOD i ADIPOQ provedena je metodom

TagMan® PCR u stvarnom vremenu na uredaju za PCR u stvarnom vremenu 7500 Real-Time
PCR System Applied Biosystems (ABI 7500) (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD).

Nacelo metode: Otkrivanje i analiza polimorfizama jednoga nukleotida (eng. single nucleotide
polymorphism, SNP) pomocu specificnih TagMan® SNP Genotyping Assay (TagMan® SNP,
(Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD). Metoda se temelji na hibridizaciji slijeda DNA od
interesa i oligonukleotidne probe (obiljeZzene fluorescentnom bojom) koja zbog 5 nukleazne
aktivnosti Taq DNA polimeraze za vrijeme umnaZanja omoguéuje prijenos energije
fluorescentnom rezonancijom (engl. fluorescence resonance energy transfer, FRET). Za

amplifikaciju slijeda DNA se koriste specifiéne pocetnice i dvije TagMan® fluorescentno
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obiljeZene oligonukleotidne probe za detekciju alela (jedna proba se veze za divlji tip, a druga za
mutirani tip alel). Na 5" kraju svake probe nalazi se reporter boja VIC® za alel 1 ili FAM® za alel
2, a na 3° kraju probe se nalazi nefluorescentni prigusivac. Tijekom PCR reakcije pocetnice i
TagMan® probe se vezu na ciljni slijed DNA. Taq DNA polimeraza produzuje podetnice te kao
egzonukleaza cijepa probe koje su hibridizirane na ciljni slijed DNA. Cijepanje odvaja prigusivac¢
i reporter boju, pa dolazi do emisije fluorescencije reporter boje.

Sustav analize temelji se na detekciji i kvantifikaciji fluorescencije, ¢iji signal raste ovisno
o poveéanju broja kopija produkta u PCR reakcijskoj smjesi. Znadajno povecanje VIC®
fluorescentnog signala ukazuje na prisutnost homozigota za alel 1, poveéanje FAM®
fluorescentnog signala na prisutnost homozigota za alel 2, a povecanje oba signala ukazuje na
prisutnost heterozigota. Fluorescentni signal koji se stvara tijekom PCR amplifikacije detektira se
i analizira pomo¢u rac¢unalnog programa 7500 Fast Software v.2.3. (Applied Biosystems, Foster
City, CA, SAD). Prisutnost odredenog fluorescentnog signala VIC® i/ili FAM® (slike 4.B.1 —
4.B.3) ukazuje na prisutnost odgovarajucih alela i ocitava se kako je odredeno za odgovarajuci

polimorfizam.
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B.1. Genotipizacija SNP gena AGT (rs2004776)

Reakcijska smjesa ima ukupni volumen 50 pL i sadrzi Applied Biosystems (Foster City,
CA, SAD) reagense: TagMan® Universal PCR Master Mix, TagMan® SNP Assay AGT (ID
C__ 1985478 10) Mix, i DNA razrjedenje (tablica 4.B.1a i 4.B.1b). Uvjeti PCR na uredaju ABI
7500 prikazani su u tablici 4.B.1c.

Tablica 4.B.1a. Sastojci reakcijske smjese za genotipizaciju rs2004776 AGT

Sastojci reakcijske smjese Volumen (uL) Koncentracija u reakcijskoj smjesi
TagMan® Universal PCR Master Mix, 2x 25,00 1x

TagMan® SNP Assay Mix C__ 1985478 10, 20x 2,50 1x

DNA razrjedenje, 10x 5,00 1-20 ng

Sterilna destilirana voda 17,50

Tablica 4.B.1b. Specifican TagMan® SNP Assay ID za rs2004776 AGT

Gen - alel db SNP (rs#) c. DNA TagMan® SNP Assay ID
AGT 2004776 +1164 C>T C__ 1985478 10
Polimorfizam: C/T
Ciljna sekvenca [VIC/FAM]:
GGCTGAATGCTAAAGGTGAAGATGA[C/TIGGCTCATGCTCCTGTGGTGCCTGCC

Tablica 4.B.1c. Uvjeti PCR na uredaju ABI 7500 za genotipizaciju rs2004776 AGT

PCR (40 ciklusa)

Inicijacija Denaturacija Amplifikacija
ciljna temperatura / trajanje ciljna temperatura / trajanje ciljna temperatura / trajanje
50 °C /2 minute o . o .

95 °C / 10 minuta 95 °C / 15 sekundi 60 °C / 60 sekundi

Na temelju opisanoga postupka racunarni program preracunava podatke dobivene
flourescencijskom emisijom i omogucava analizu raspodjele alela. Na slici 4.B.1a prikazan je

primjer provedene analize serije uzoraka na SNP rs2004776 gena AGT.

32



40 ®

X el % ® ol BP°

03 08 13 18 23 28 33 38
C
Legend
eC/C oT/T
eC/T XUndetermined

Slika 4.B.1a. Prikaz raspodjele alela serije uzoraka rs2004776 AGT

B.2 Genotipizacija SNP gena AGTR1 (rs5186)

Reakcijska smjesa ima ukupni volumen 50 pL i sadrzi Applied Biosystems (Foster City,
CA, SAD) reagense: TagMan® Universal PCR Master Mix, TagMan® SNP Assay AGTR1 (ID
C__ 3187716_10) Mix, i DNA razrjedenje (tablica 4.B.2a i 4.B.2b). Uvjeti PCR na uredaju ABI

7500 prikazani su u tablici 4.B.2c.

Tablica 4.B.2a. Sastojci reakcijske smjese za genotipizaciju rs5186 AGTR1

Sastojci reakcijske smjese Volumen (uL)

Koncentracija u reakcijskoj smjesi

TagMan® Universal PCR Master Mix, 2x 25,00 1x
TagMan® SNP Assay Mix C___ 3187716_10, 20x 2,50 1x
DNA razrjedenje, 10x 5,00 1-20 ng
Sterilna destilirana voda 17,50

Tablica 4.B.2b. Specifi¢an TagMan® SNP Assay ID za rs5186 AGTR1 (AT1R)

Gen - alel db SNP (rs#) c. DNA TagMan® DME Assay ID

AGTRL (ATIR) 5186 *86A>C

Polimorfizam: A/C
Sekvenca [VIC/FAM]:
TGCAGCACTTCACTACCAAATGAGCIA/CITTAGCTACTTTTCAGAATTGAAGGA

C__ 3187716 _10
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Tablica 4.B.2c. Uvjeti PCR na uredaju ABI 7500 za genotipizaciju rs5186 AGTR1

PCR (50 ciklusa)
Inicijacija Denaturacija Amplifikacija
ciljna temperatura / trajanje ciljna temperatura / trajanje ciljna temperatura / trajanje

50 °C / 2 minute
95 °C /10 minuta

92 °C /15 sekundi 60 °C / 90 sekundi

Na temelju opisanoga postupka raCunarni program preracunava podatke dobivene
flourescencijskom emisijom i omogucava analizu raspodjele alela. Na slici 4.B.2a prikazan je

primjer provedene analize serije uzoraka na SNP rs5186 gena AGTR1.
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Slika 4.B.2a. Prikaz raspodjele alela serije uzoraka rs5186 AGTR1

B.3.  Genotipizacija SNP gena ADRB1 (rs1801253)

Reakcijska smjesa ima ukupni volumen 50 pL i sadrzi Applied Biosystems (Foster City, CA,
SAD) reagense: TagMan® Universal PCR Master Mix, TagMan® SNP Assay ADRB1 (ID
C__ 8898494 10) Mix, i DNA razrjedenje (tablica 4.B.3a i 4.B.3b). Uvjeti PCR na uredaju ABI
7500 prikazani su u tablici 4.B.3c.
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Tablica 4.B.3a. Sastojci reakcijske smjese za genotipizaciju rs1801253 ADRB1

Sastojci reakcijske smjese Volumen (pL) Koncentracija u reakcijskoj smjesi
TagMan® Universal PCR Master Mix, 2x 25,00 1x

TagMan® SNP Assay Mix C___8898494_10, 20x 2,50 1x

DNA razrjedenje, 10x 5,00 1-20 ng

Sterilna destilirana voda 17,50

Tablica 4.B.3b. Specifican TagMan® SNP Assay ID za rs1801253 ADRB1

Gen - alel db SNP* (rs#) c. DNA TagMan® DME Assay 1D

ADRB1 1801253 1165G>C C__ 8898494 10

polimorfizam: C/G
sekvenca [VIC/FAM]:
CCCCGACTTCCGCAAGGCCTTCCAG[C/G]GACTGCTCTGCTGCGCGCGCAGGGC

Tablica 4.B.3c. Uvjeti PCR na uredaju ABI 7500 za genotipizaciju rs1801253 ADRB1

PCR (40 ciklusa)
Inicijacija Denaturacija Amplifikacija
ciljna temperatura / trajanje ciljna temperatura / trajanje ciljna temperatura / trajanje

50 °C/ 2 minute . . : )
95 °C / 10 minuta 95 °C / 15 sekundi 60 °C / 60 sekundi

Na temelju opisanoga postupka raCunarni program preracunava podatke dobivene

flourescencijskom emisijom i omogucava analizu raspodjele alela. Na slici 4.B.3a prikazan je

primjer provedene analize serije uzoraka na SNP rs1801253 gena ADRB1.
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Slika 4.B.4a. Prikaz raspodijele alela serije uzoraka rs1801253 ADRB1
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B.4. Genotipizacija SNP gena UMOD (rs13333226)

Reakcijska smjesa ima ukupni volumen 50 pL i sadrzi Applied Biosystems (Foster City,
CA, SAD) reagense: TagMan® Universal PCR Master Mix, TagMan® SNP Assay UMOD (ID
C 31122293 0) Mix, i DNA razrjedenje (tablice 4.B.4a i 4.B.4b). Uvjeti PCR na uredaju ABI

7500 prikazani su u tablici 4.B.4c.

Tablica 4.B.4a. Sastojci reakcijske smjese za genotipizaciju rs13333226 UMOD

Sastojci reakcijske smjese Volumen (uL) Koncentracija u reakcijskoj smjesi
TagMan® Universal PCR Master Mix, 2x 25,00 1x

TagMan® SNP Assay Mix C_31122293 0, 20x 2,50 1x

DNA razrjedenje 10x 11,25 1-20 ng

Sterilna destilirana voda 17,50

Tablica 4.B.4b. Specifican TagMan® SNP Assay 1D za rs13333226 UMOD

Gen - alel db SNP* (rs#) c. DNA TagMan® DME Assay ID

UMOD 13333226 -1746T>G C__ 31122293 0

polimorfizam: A/G
Sekvenca [VIC/FAM]:
GTCAAAGAGGTAGCACAGCTGTAGG[A/GIATATTGACTCCTCTTCCCAAACAGC

* engl. SNP Database - National Center for Biotechnology Information (NCBI)

Tablica 4.B.4c. Uvjeti PCR na uredaju ABI 7500 za genotipizaciju rs13333226 UMOD

PCR (50 ciklusa)

Inicijacija Denaturacija Amplifikacija
ciljna temperatura / trajanje ciljna temperatura / trajanje ciljna temperatura / trajanje

50 °C /2 minute . . ] .
95 °C / 10 minuta 92 °C/ 15 sekundi 60 °C / 90 sekundi

Na temelju opisanoga postupka racunarni program preracunava podatke dobivene

flourescencijskom emisijom i omogucava analizu raspodjele alela. Na slici 4.B.4a prikazan je

primjer provedene analize serije uzoraka na SNP rs13333226 gena UMOD.
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Slika 4.B.4a. Prikaz raspodjele alela serije uzoraka rs13333226 UMOD

B.5.  Genotipizacija SNP gena ADIPOQ (rs266729)

Reakcijska smjesa ima ukupni volumen 50 pL i sadrzi Applied Biosystems (Foster City,
CA, SAD) reagense: TagMan® Universal PCR Master Mix, TagMan® SNP Assay ADIPOQ (ID
C__ 2412786 _10) Mix, i DNA razrjedenje (tablica 4.B.5a i 4.B.5b). Uvjeti PCR na uredaju ABI
7500 prikazani su u tablici 4.B.5c.

Tablica 4.B.5a. Sastojci reakcijske smjese za genotipizaciju rs266729 ADIPOQ

Sastojci reakcijske smjese Volumen (uL)  Koncentracija u reakcijskoj smjesi
TagMan® Universal PCR Master Mix, 2x 25,00 1x

TagMan® SNP Assay Mix C__ 2412786_10, 20x 2,50 1x

DNA razrjedenje, 10x 5,00 1-20 ng

Sterilna destilirana voda 17,50

Tablica 4.B.5b. Specifi¢an TagMan® SNP Assay ID za rs266729 ADIPOQ

Gen - alel db SNP* (rs#) c. DNA TagMan® DME Assay 1D

ADIPOQ 266729 -11377C>G C___2412786_10

Polimorfizam: C/G
Sekvenca [VIC/FAM]:
TTGCAAGAACCGGCTCAGATCCTGC[C/G]CTTCAAAAACAAAACATGAGCGTGC
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Tablica 4.B.5c. Uvjeti PCR na uredaju ABI 7500 za genotipizaciju rs266729 ADIPOQ

PCR (40 ciklusa)
Inicijacija Denaturacija Amplifikacija
ciljna temperatura / trajanje ciljna temperatura / trajanje ciljna temperatura / trajanje

50 °C / 2 minute

95 °C / 10 minuta 95 °C / 15 sekunde 60 °C / 60 sekundi

Na temelju opisanoga postupka rac¢unarni program prera¢unava podatke dobivene
flourescencijskom emisijom i omogucava analizu raspodjele alela. Na slici 4.B.5a prikazan je

primjer provedene analize serije uzoraka na SNP rs266729 gena ADIPOQ.

4.1 ®
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Slika 4.B.5a. Prikaz raspodjele alela serije uzoraka rs266729 ADIPOQ

B.6.  Genotipizacija SNP gena ADIPOOQ (rs17300539)

Reakcijska smjesa ima ukupni volumen 50 pL i sadrzi Applied Biosystems (Foster City,
CA, SAD) reagense: TagMan® Universal PCR Master Mix, TagMan® SNP Assay ADIPOQ (ID
C__33187774_10) Mix, i DNA razrjedenje (tablica 4.B.6a i 4.B.6b). Uvjeti PCR na uredaju ABI
7500 prikazani su u tablici 4.B.6c.
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Tablica 4.B.6a. Sastojci reakcijske smjese za genotipizaciju rs17300539 ADIPOQ

Sastojci reakcijske smjese Volumen (uL)  Koncentracija u reakcijskoj smjesi
TagMan® Universal PCR Master Mix, 2x 25,00 1x

TagMan® SNP Assay Mix C__33187774_10, 20x 2,50 1x

DNA razrjedenje, 10x 5,00 1-20 ng

Sterilna destilirana voda 17,50

Tablica 4.B.6b. Specifican TagMan® SNP Assay ID za rs17300539 ADIPOQ

Gen - alel db SNP* (rs#) c. DNA TagMan® DME Assay 1D

ADIPOQ 17300539 -11391G>A C__33187774_10

Polimorfizam: A/G
Sekvenca [VIC/FAM]:
TCAGAATGTGTGGCTTGCAAGAACC[A/G]GCTCAGATCCTGCCCTTCAAAAACA

Tablica 4.B.6c¢. Uvjeti PCR na uredaju ABI 7500 za genotipizaciju rs17300539 ADIPOQ

PCR (40 ciklusa)

Inicijacija Denaturacija Amplifikacija

ciljna temperatura / trajanje ciljna temperatura / trajanje ciljna temperatura / trajanje

50 °C/ 2 minute

95 °C / 10 minuta 95 °C / 15 sekundi 60 °C / 60 sekundi

Na temelju opisanoga postupka rac¢unarni program prera¢unava podatke dobivene
flourescencijskom emisijom i omogucava analizu raspodjele alela. Na slici 4.B.6a prikazan je

primjer provedene analize serije uzoraka na SNP rs17300539 gena ADIPOQ.
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4.3.  Statisticka obrada podataka

Razina statisticke znacajnosti je u svim analizama odredena na 5 %. Kontinuirane
varijable su najprije testirane na normalnu raspodjelu putem Shapiro-Wilk testa buduc¢i da su
raspodjele kod svih varijabli statisticki znac¢ajno odstupale od normalne, za deskriptivnu statistiku
koriSten je medijan te interkvartilni raspon. Za odredivanje razlika u mjerenim varijablama
izmedu slucajeva i kontrola za kontinuirane varijable je koriSten Mann-Whitney U test, dok je za
kategorijske varijable koristen 7 test ili Fischerov egzaktni test ukoliko je u pojedinoj skupini bilo
manje od 5 ispitanika. Za pojedinu gensku varijantu odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze
ispitano je putem egzaktnoga testa s 100000 iteracija, posebno za slucajeve, kontrole te za ukupan
uzorak.

Sve analize su radene po modelu aditivnoga genskog modela, no ispitala se i povezanost
drugih genskih modela na sljede¢i nacin: ako je A rizian alel, a B uobicajen alel, raspodjela
genotipova je AA — recesivni homozigot, AB — heterozigot, BB — dominantni homozigot:

o Aditivni model: ‘AA’versus‘AB’versus‘BB’
o Dominantni model: ‘AA + AB’versus‘BB’
o Recesivni model: ‘AA’versus‘AB + BB’

o Heterozigotni model: ‘AB versus‘AA + BB’

Koristenjem Spearmanovoga koeficijenta korelacije odredena je povezanost izmedu svih
mjerenih varijabli. Za univarijatno predvidanje nastanka predhipertenzije, KV i renalnoga rizika
koristena je logisticka i linearna regresija (ovisno je li koriStena kontinuirana ili kategorijska
varijabla koja opisuje kardiovaskularni i renalni rizik). Rezultati su prikazani u obliku omjera
izgleda (8ansi) i 95 %-tnoga intervala pouzdanosti ili regresijskoga koeficijenta i standardne
greSke. Gdje je bilo potrebno dodatno su napravljene univarijatne logisti¢ke i linearne regresije
prilagodene na ucinke dobi i spola kako bi se sustavno uklonio njihov ucinak na mjerene
varijable.

Za odredivanje ucinka interakcija izmedu gena i okolisa (ostalih odredivanih parametara),
model sadrzi sve prediktore iz kojeg se zatim izbacivala jedna po jedna interakcija koja ima
najmanju statistiCku znacajnost, sve dok se ne odabere najbolji model.

Za analizu interakcija gen — gen koristen je model multifaktorskoga smanjenja dimenzija
(engl. Model Based Multifactor Dimensionality Reduction) gdje je najprije svaki genotip testiran
na povezanost s varijablom ishoda i odreden kao genotip visokoga, niskoga ili bez rizika.
Genotipovi iste kategorije rizika su zatim spojeni te se ponovno analizirala povezanost s

varijablom ishoda. Kako bi se smanjila pogreska zbog testiranja viSestrukih hipoteza koristena je
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Bonferroni korekcija P vrijednosti (0,05 podijeljeno s maksimalnim brojem mogucih interakcija
izmedu odredenih genskih polimorfizama). Samo modeli kojima je Bonferroni korigirana P
vrijednost bila manja od 0,05 su usli u permutacijsku analizu gdje se pomocu 100 iteracija
odredila prava statisticka znacajnost pojedinoga modela. Najznacajniji geni iz analize gen — gen
interakcije su kombinirani u razli¢ite haplotipove, te je odreden najucestaliji haplotip i
koristenjem univarijatne logisticke regresije njegova povezanost s varijablom ishodom.

Metoda Mendelske randomizacije pomocu algoritma IVW (engl. Inverse-Variance
Weighted Method) koristena je kako bi se pokusala odrediti uzro¢no-posljedi¢na veza znacajnih
rezultata povezanosti odredene mjerene varijable s ishodom (202). Glavni principi Mendelske
randomizacije podrazumijevaju da instrumentalna varijabla (genska varijanta) nije povezana s
varijablom ishoda, ali da je znaCajno povezana s varijablom rizika, dok je varijabla rizika
znacajn0 povezana s varijablom ishoda (shema 1).

Za statisticku obradu podataka koriSten je statistiCko-programski jezik R v3.2.2, sa
sljede¢im paketima: ggplot2 v3.2.1 za izradu grafickih prikaza (omjer izgleda i intervala
pouzdanosti, eng. forest plot), HardyWeinberg v1.6.3 za izra¢un Hardy-Weinbergove ravnoteze,
corrplot v0.84 za izra¢un Spearmanove korelacije izmedu mjerenih varijabli, MASS v7.3-51.4 za
odabir najznacajnijih varijabli putem algoritma hijerarhijske eliminacije varijabli unatrag, mbmdr
v2.6 za analizu gen — gen interakcija, hapassoc v1.2-8 za kreiranje i analizu haplotipova, te

MendelianRandomization v0.4.1 za analizu Mendelske randomizacije (203-212).

s — varijabla rizika
epolimorfizam

-
epredhipertenzija
g:eer;;l (varijantni eantropometrijske oKV rizik
eklinicke
ebiokemijske

&

\ mst\:::}gglt:lna A \/arijabla ishoda

Shema 1. Princip Mendelske randomizacije, primjer za nase istrazivanje

Kratice: KV, kardiovaskularni
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S. REZULTATI

5.1.  Obiljezja ispitanika

Statisticka analiza je u€injena na podatcima 601 ispitanika (349 Zena i 252 muskarca) koji
su prema JNC-7 klasifikaciji ovisno o vrijednosti AT podijeljeni u dvije skupine: kontrolna
skupina ispitanika s normalnim i optimalnim AT (< 120/80 mmHg) (NT, N = 282) i skupina
ispitanika s predhipertenzijom (120/80-139/89 mmHg) (PHT, N = 319). Deskriptivnom
statistikom analizirani su osnovni demografski, antropometrijski podatci, klinicki i biokemijski
parametri svih ispitanika (tablica 5.1). U tablici 5.1a prikazana su obiljezja dvije glavne skupine
NT i PHT u kojoj je vidljiva razlika u spolnoj zastupljenosti. U skupini PHT je bila veca
zastupljenost muskaraca (55,5 %), dok je u skupini NT bilo vise zena (73,4 %), P < 0,001.
Antropometrijski podaci (tjelesna visina, TM i opseg struka) ove dvije skupine se znacajno
razlikuju. Skupina PHT ima vece vrijednosti antropometrijskih parametara (P < 0,001).
Posljedi¢no tome, skupina PHT ima vecu zastupljenost ispitanika u kategorijama ITM
»prekomjerna TM* i ,,debljina* (P < 0,001), kao i u kategorijama umjerenoga i vrlo visokoga
rizika od razvoja metabolickih komplikacija debljine (P = 0,025). Takoder, u skupini PHT je
prisutniji umjeren KV rizik (P = 0,004). Sto se ti¢e biokemijskih parametara, skupina PHT je
imala vece koncentracije ukupnoga kolesterola (P = 0,005), LDL-kolesterola (P = 0,004),
triglicerida (P < 0,001), CRP (P = 0,005), kreatinina u serumu (P < 0,001) i glukoze na taste
(P < 0,001). Medijani koncentracija biokemijskih parametara u obje skupine su unutar referentnih
intervala, a medijan koncentracija ukupnoga kolesterola i LDL-kolesterola skupine PHT se nalazi
to¢no na gornjoj granici referentnoga intervala. Nije bilo znadajnih razlika s obzirom na

konzumaciju cigareta i alkohola.

Osim podjele na dvije glavne skupine, ucinjena je podjela i na podskupine ovisno o
kategoriji KV i KBB rizika. Tablica 5.1b. prikazuje obiljezja podskupine ispitanika podijeljenih u
dvije kategorije: 510 ispitanika je u kategoriji niskoga, a 15 u kategoriji umjerenoga KV rizika.
Svih 15 ispitanika s umjerenim rizikom je muskog spola, te je 13 od njih u kategoriji pusSaca.
Nadalje, medijani koncentracija ukupnoga kolesterola, LDL-kolesterola i triglicerida su vec¢i od
gornje granice referentnih intervala u kategoriji ispitanika s umjerenim KV rizikom i znacajno se
razlikuju od vrijednosti u podskupini s niskim rizikom (P < 0,001). Prikazana je i deskriptivna
statistika ispitanika ovisno o kategoriji KBB rizika (tablica 5.1c). U kategoriji s niskim rizikom se
nalazi 450 ispitanika, a Sest je unutar podskupine s umjerenim KBB rizikom. S obzirom na mali
broj ispitanika koji se nalaze u kategorijama umjerenoga KV i KBB rizika, rezultati ovih
podskupina ispitanika se trebaju tumaciti s oprezom. Svi statisticki znac¢ajni rezultati su naznaceni

debljim tiskom (,,bold*") u tablicama.
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Tablica 5.1. Klinicka obiljezja svih ispitanika

Parametri S\?I\;ngg?)m
demografski parametri
muskarci 252 (41,93)
spol, N (%)
zene 349 (58,07)
dob (godine), medijan (IQR) 33 (14)
antropometrijski i klinicki parametri [medijan (IQR)]
tjelesna visina (cm) 172 (15)
tjelesna masa (kg) 75 (21)
opseg struka (cm) 87 (17)
ITM (kg/m?) 25 (6)
nedovoljna TM 14 (2,43)
. optimalna TM 281 (48,87)
kategorije ITM, N (%) .
prekomjerna TM 195 (33,91)
debljina 85 (14,78)
frekvencija srca (otkucaji/min) 76,5 (16)
sistoli¢ki AT (mmHg) 119 (16)
dijastolicki AT (mmHg) 76,5 (11)
. normotenzija 282 (46,92)
klasifikacija AT . >
predhipertenzija 319 (53,08)
rizik od razvoja nema 261 (45,87)
metaboli¢kih komplikacija umjeren 159 (27,94)
debljine, N (%) vrlo visok 149 (26,19)
KV rizik (%) 1,7 (2,6)
. o nizak (< 10 %) 510 (97,14)
kategorije KV rizika, N (%) .
umijeren (10 - < 20 %) 15 (2,86)
kategorije KBB rizika, N (%) umrj]:;::’(l 4560 ((32’26;8)
okolisni parametri [N (%)]
nepusac 281 (53,22)
cigarete bivsi pusac 36 (6,82)
pusaé 211 (39,96)
ne konzumira 69 (60)
<2 dL/dan 37 (32,17
alkonol > 2 dL/dan 8 E6,96))
> 5 dL/dan 1(0,87)
0-500 30 (7,81)
501 - 1500 11 (2,86)
socijalni status (€/god) ;381 : 2888 6901((125?;?72))
5000 — 10000 135 (35,16)
> 10000 57 (14,84)
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Parametri

kreatinin u serumu (umol/L)
glukoza na taste (mmol/L)

CRP (mg/L)

kolesterol ukupni (mmol/L)
HDL-kolesterol (mmol/L)
LDL-kolesterol (mmol/L)
trigliceridi (mmol/L)

eGFR (ml/min/1,73m?)
albumin porcija (mg/L)
kreatinin porcija (mmol/L)

ACR (mg/g)

ALIMCR (mg/g)

biokemijski parametri [medijan (IQR)]

Svi ispitanici
(N =601)

76 (15)
4,9 (0,7)
1(1,83)
4.9 (1,5)
1,42 (0,49)
2,9 (1,2)
0,97 (0,69)
98,72 (20,91)
6,53 (6,55)
11,7 (9,3)
4(33)
4,91 (4,51)

*Normalna raspodijela testirala se Shapiro-Wilk testom te su sve kontinuirane varijable pokazivale
znacajno odstupanje, P < 0,05; kategorije KBB rizika prema KDIGO (198), kategorije KV rizika
prema Framingham-skom bodvnom sustavu (199).

Kratice: AIMCR, omjer alfa-1-mikroglobulina i kreatinina u mokraéi; ACR, omjer albumina i
kreatinina u mokraéi; AT, arterijski tlak; CRP, C-reaktivni protein; eGFR, procjena glomerularne
filtracije prema CKD-EPI; IQR, interkvartalni raspon; ITM, indeks tjelesne mase; KBB, kroni¢na
bubrezna bolest; KV, kardiovaskularni; TM, tjelesna masa.
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Tablica 5.1a. Klini¢ka obiljezja ispitanika s normotenzijom i predhipertenzijom

PARAMETRI

ispitanici, N (%)
spol, N (%)

dob (godine), medijan (IQR)

demografski parametri

muskarci

zene

antropometrijski i klinicki parametri [medijan (IQR)]

tjelesna visina (cm)
tjelesna masa (kg)
opseg struka (cm)
ITM (kg/m?)

kategorije ITM, N (%)

frekvencija srca (otkucaji/min)
sistolicki AT (mmHg)
dijastolicki AT (mmHQ)

rizik od razvoja

metabolickih komplikacija
debljine, N (%)

KV rizik (%)

Kategorije KV rizika, N (%)

Kategorije KBB rizika, N (%)

cigarete

alkohol

socijalni status (€/god)

nedovoljna TM
optimalna TM
prekomjerna TM
debljina

nema
umjeren
vrlo visok

nizak (< 10 %)
umjeren (10 - < 20 %)
nizak

umjeren

okolisni parametri [N (%)]

nepusac
bivsi pusac
pusac

ne konzumira
<2 dL/dan
> 2 dL/dan
> 5 dL/dan
0-500

501 - 1500
1501 — 3000
3001 — 5000

5000 — 10000
> 10000

NT PHT
282 (46,9) 319 (53,1)
75(26,6) 177 (55,5)
207 (734) 142 (44,5)
31(13,00 34 (13,0)
169 (13,0) 175 (15,0)
69 (18,0) 80 (21,0)
84 (17,5) 90 (17,0)
237(6,0) 259 (5,7)
13 (4,78) 1(0,33)
155 (56,99) 126 (41,58)
78(28,68) 117 (38,61)
26 (9,56) 59 (19,47)
76 (17,12) 77,5 (15)
111(9,5) 126 (10,8)
72 (10,0) 81 (8,0)
140 (51,66) 121 (40,6)
65(23,99) 94 (31,54)
66 (24,35) 83 (27,85)
12(162)  23(29)
243 (99,59) 267 (95,02)
1(0,41) 14 (4,98)
211 (99,06) 239 (98,35)
2 (0,94) 4 (1,65)
127 (51,42) 154 (54,8)
12 (4,86) 24 (8,54)
108 (43,72) 103 (36,65)
33(70,21) 36 (52,94)
12 (2553) 25 (36,76)
2 (4,26) 6 (8,82)
0 1(1,47)
9 (5,29) 21 (9,81)
5 (2,94) 6 (2,80)
38(22,35) 22 (10,28)
41(24,12) 50 (23,36)
56 (32,94) 79 (36,92)
21(12,35) 36 (16,82)

P*

<0,001

0,082
<0,001
<0,001

<0,001
<0,001

<0,001

0,134
<0,001
<0,001

0,025

<0,001

0,004

0,080

0,103

0,262

0,023
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PARAMETRI

kreatinin u serumu (umol/L)
glukoza na taste (mmol/L)
CRP (mg/L)

kolesterol ukupni (mmol/L)
HDL-kolesterol (mmol/L)
LDL-kolesterol (mmol/L)
trigliceridi (mmol/L)

eGFR (mL/min/1,73m?)
albumin porcija (mg/L)
kreatinin porcija (mmol/L)
ACR (mg/g)

ALIMCR (mg/g)

NT

biokemijski parametri [medijan (IQR)]

74 (14)
4.8(0,7)
0,8 (1,5)
4.8 (1,4)
1,47 (0,52)
2,70 (1,30)
0,9 (0,6)
99 (21)
6,5 (6,3)
11,3 (9,8)
3,9 (3,3)
4,9 (4,9)

PHT

79 (18)
4,9 (0,7)
1,1(1,8)
5,0 (1,5)
1,40 (0,48)
3,00 (1,20)
1,07 (0,8)
98 (20)
6,6 (6,8)
12,2 (9,2)
4,0 (3,0)
4,9 (4,2)

P*

<0,001
<0,001
0,005
0,005
0,098
0,004
<0,001
0,306
0,699
0,740
0,413
0,917

*P vrijednost Mann-Whitney U testa za kontinuirane varijable (normalna raspodjela testirala se
Shapiro-Wilk testom te su sve kontinuirane varijable pokazivale znacajno odstupanje, P < 0,05); P
vrijednost 2 testa ili Fischerovog egzaktnog testa (ako je u pojedinoj grupi bilo manje od 5 ispitanika)
za kategorijske varijable; kategorije KBB rizika prema KDIGO (198), kategorije KV rizika prema

Framingham-skom bodvnom sustavu (199)

Kratice: AIMCR, omjer alfa-1-mikroglobulina i kreatinina u mokraéi; ACR, omjer albumina i
kreatinina u mokraéi; AT, arterijski tlak; CRP, C-reaktivni protein; eGFR, procjena glomerularne
filtracije prema CKD-EPI; IQR, interkvartalni raspon; ITM, indeks tjelesne mase; KBB, kroni¢na
bubrezna bolest; KV, kardiovaskularni; NMT, normotenzija; PHT, predhipertezija; TM, tjelesna masa.
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Tablica 5.1b. Deskriptivna statistika ispitanika ovisno o kardiovaskularnom riziku

Parametri

spol, N (%)

dob (godine), medijan (IQR)

demografski parametri

muskarci

zene

antropometrijski i klini¢ki parametri [medijan (IQR)]

tjelesna visina (cm)
tjelesna masa (kg)
opseg struka (cm)
ITM (kg/m?)

kategorije ITM, N (%)

frekvencija srca (otkucaji/min)

sistolicki AT (mmHQ)
dijastolicki AT (mmHQ)

klasifikacija AT

rizik od razvoja metabolickih
komplikacija debljine, N (%)

KV rizik (%)
kategorije KBB rizika, N (%)

cigarete

alkohol

socijalni status (€/god)

nedovoljna TM
optimalna TM
prekomjerna TM
debljina

NMT
PHT
nema
umjeren
vrlo visok

nizak
umjeren

okoli$ni parametri [N (%)]

nepusac
bivsi pusac
pusac

ne konzumira
<2 dL/dan
> 2 dL/dan
> 5 dL/dan
0-500

501 - 1500
1501 — 3000
3001 — 5000

5000 — 10000
> 10000

Nizak KV Umjeren KV
rizik rizik
(N =510) (N =15)
220 (43,14) 15 (100)
290 (56,86) /
32 (13) 42 (5)
172 (15) 178 (9)
75 (21) 92 (22,5)
87 (17,75) 97 (12,25)
25 (6) 28,3 (4,3)
11 (2,22) /
242 (48,79) 3(21,43)
166 (33,47) 8 (57,14)
77 (15,52) 3(21,43)
77,25 (15,5) 71,25 (16,75)
118 (16) 128,5 (7)
76 (11,38) 81 (6)
243 (47,65) 1(6,67)
267 (52,35) 14 (93,33)
227 (45,95) 4 (28,57)
138 (27,94) 6 (42,86)
129 (26,11) 4 (28,57)
1,7 (2,4) 11,2 (3,3)
406 (98,78) 13 (92,86)
5(1,22) 1(7,14)
273 (54,6) 2 (13,33)
34 (6,8) /
193 (38,6) 13 (86,67)
65 (61,9) 2 (33,33)
31 (29,52) 4 (66,67)
8 (7,62) /
1 (0,95) /
28 (7,82) /
10 (2,79) /
56 (15,64) 1(7,14)
85 (23,74) 4 (28,57)
126 (35,2) 6 (42,86)
53 (14,8) 3(21,43)

P*

<0,001

<0,001
0,053
0,003

0,004
0,016

0,174

0,105
0,003
0,007
0,004

0,367

<0,001

0,486

<0,001

0,288

0,720
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Nizak KV Umjeren KV

Parametri rizik rizik
(N =510) (N =15)
biokemijski parametri [medijan (IQR)]
kreatinin u serumu (umol/L) 76 (15,75) 90,5 (19,5)
glukoza na taste (mmol/L) 4,85 (0,7) 5,55 (1,52)
CRP (mg/L) 1(1,9) 1,7 (1)
kolesterol ukupni (mmol/L) 4,85 (1,6) 6,2 (1,25)
HDL-kolesterol (mmol/L) 1,41 (0,48) 1,2 (0,38)
LDL-kolesterol (mmol/L) 2,9 (1,2 4,2 (1,3)
trigliceridi (mmol/L) 0,97 (0,67) 1,9 (1,18)
eGFR (mL/min/1,73m?) 99,05 (20,26) 89,65 (22,69)
albumin porcija (mg/L) 6,54 (6,81) 8,28 (4,54)
kreatinin porcija (mmol/L) 11,5 (9,6) 13,7 (5,7)
ACR (mg/g) 4 (3,4) 2,65 (2,83)
ALMCR (mg/g) 4,81 (4,4) 5,66 (3,25)

P*

<0,001
<0,001
0,063
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,056
0,652
0,191
0,082
0,816

*P vrijednost Mann-Whitney U testa za kontinuirane varijable; P vrijednost %2 testa ili Fisherovog
egzaktnog testa (ako je u pojedinoj grupi bilo manje od 5 ispitanika) za kategorijske varijable; ;
kategorije KBB rizika prema KDIGO (198), kategorije KV rizika prema Framingham-skom bodvnom

sustavu (199)

Kratice: AIMCR, omjer alfa-1-mikroglobulina i kreatinina u mokraéi; ACR, omjer albumina i
kreatinina u mokraéi; AT, arterijski tlak; CRP, C-reaktivni protein; eGFR, procjena glomerularne
filtracije prema CKD-EPI; IQR, interkvartalni raspon; ITM, indeks tjelesne mase; KBB, kroni¢na
bubrezna bolest; KV, kardiovaskularni; NMT, normotenzija; PHT, predhipertezija; TM, tjelesna masa.
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Tablica 5.1c. Klinicka obiljezja ispitanika ovisno o renalnom riziku

Nizak KBB Umjeren KBB
Parametri rizik rizik p*
(N =450) (N=6)
demografski parametri
0 muskarci 185 (41,11) 2 (33,33)
spol, N (%) yene 265 (58,89) 4 (66,67) 1,000
dob (godine), medijan (IQR) 34 (14,75) 40,5 (13) 0,212
antropometrijski i klinicki parametri [medijan (IQR)]
tjelesna visina (cm) 170 (15) 167,5 (10,75) 0,599
tjelesna masa (kg) 74 (21) 72 (18,25) 0,595
opseg struka (cm) 87 (17) 78 (10) 0,242
ITM (kg/m?) 25,1 (5,8) 24,65 (2,5) 0,569
nedovoljna TM 12 (2,73) /
.. optimalnaTM 200 (45,45) 4 (66,67)
0
kategorije ITM, N (%) prekomjerna TM 159 (36,14) 1(16,67) 0.711
debljina 69 (15,68) 1 (16,67)
frekvencija srca (otkucaji/min) 76,5 (15,25) 72 (20,75) 0,318
sistolicki AT (mmHg) 118 (15,88) 115,75 (1,88) 0,408
dijastolicki AT (mmHg) 76 (11) 82,5 (19,75) 0,583
T NMT 211 (46,89) 2 (33,33)
klasifikacija AT PHT 239 (53.11) 4 (66,67) 0,803
rizik od razvoja nema 178 (40,83) 4 (80)
L%erf;ci)ll(g(i}l; umjeren 137 (31,42) / 0,172
debljine, N (%) vrlo visok 121 (27,75) 1 (20)
KV rizik (%) 2 (2,7 2,65 (1,15) 0,541
N . nizak (<10 %) 406 (96,9) 5(83,33)
0,
kategorije KV rizika, N (%) umijeren (10 - < 20 %) 13 (3,1) 1 (16,67) 0,486
okoli$ni parametri [N (%)]
nepusa¢ 210 (51,09) 3 (50)
cigarete bivsi pusac 32 (7,79) / 0,748
pusa¢ 169 (41,12) 3 (50)
ne konzumira 61 (61,62) 2 (66,67)
<2 dL/dan 30 (30,3 1 (33,33
alkohol ( ) ( ) 0,967
> 2 dL/dan 7 (7,07) /
> 5dL/dan 1(1,01) /
0-500 30 (8,43) /
501 - 1500 10 (2,81) /
socijalni status 15013000 56 (15,73) / 0.077
(€/god) 30015000 88 (24,72) / ’
5000 - 10000 123 (34,55) 2 (40)
> 10000 49 (13,76) 3(60)
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Nizak KBB Umjeren KBB

Parametri rizik rizik

(N = 450) (N=16)

biokemijski parametri [medijan (IQR)]

kreatinin u serumu (umol/L) 76 (14,75) 82,5 (22)
glukoza na taste (mmol/L) 4,9 (0,7) 5 (0,75)
CRP (mg/L) 1,1(2) 0,4 (0,4)
kolesterol ukupni (mmol/L) 5(1,4) 4,85 (1)
HDL-kolesterol (mmol/L) 1,43 (0,49) 1,35 (0,21)
LDL-kolesterol (mmol/L) 3(1,2) 3,05 (0,6)
trigliceridi (mmol/L) 1(0,76) 1,07 (0,69)
eGFR (mL/min/1,73m?) 98,27 (20,74) 96,81 (29,01)
albumin porcija (mg/L) 6,46 (6,4) 35,8 (114,4)
kreatinin porcija (mmol/L) 11,9 (9) 9(3,4)
ACR (mg/g) 4 (3,17) 42,2 (33,62)
ALMCR (mg/g) 5 (4,49) 12 (0)

P*

0,642
0,703
0,159
0,747
0,720
0,584
0,739
0,518
0,044
0,054
0,002
0,154

*P vrijednost Mann-Whitney U testa za kontinuirane varijable; P vrijednost %2 testa ili Fisherovog
egzaktnog testa (ako je u pojedinoj grupi bilo manje od 5 ispitanika) za kategorijske varijable; ;
kategorije KBB rizika prema KDIGO (198), kategorije KV rizika prema Framingham-skom bodvnom

sustavu (199)

Kratice: AIMCR, omjer alfa-1-mikroglobulina i kreatinina u mokraé¢i; ACR, omjer albumina i
kreatinina u mokraéi; AT, arterijski tlak; CRP, C-reaktivni protein; eGFR, procjena glomerularne
filtracije prema CKD-EPI; IQR, interkvartalni raspon; ITM, indeks tjelesne mase; KBB, kroni¢na
bubrezna bolest; KV, kardiovaskularni; NMT, normotenzija; PHT, predhipertezija; TM, tjelesna masa.
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5.2. Raspodjela genotipova i ucestalost pojedinih alela

Proveden je egzaktni test Hardy-Weinbergove ravnoteze (engl. Hardy-Weinberg
equilibrium, HWE) s 100000 iteracija na razini svih ispitanika (tablica 5.2). Niti jedan istrazivani
polimorfizam nije odstupao od HWE. Prikazana je ucestalost pojedinih genotipova kao i
ucestalost minor alela istrazivanih polimorfizama u ukupnoj populaciji. U¢estalost minor alela T
rs2004776 AGT je 29,1 %, minor alela C rs5186 AGTR1 27,1 %, minor alela G rs1801253 ADRB1
27,1 %, minor alela G rs266729 ADIPOQ je 29,6 %, minor alela A rs17300539 ADIPOQ 8,4 %,
minor alela G rs13333228 UMOD 15,6 % te alela | rs4646994 ACE je 48,9 %.

Osim na razini cijele skupine, odstupanje pojedinih polimorfizama od HWE analizirano je
i u glavnim skupinama normotonicara i predhipertonicara. Test je pokazao odstupanje od HWE za
polimorfizam rs1801253 gena ADRBL1 u skupini normotonicara, dok za druge polimorfizme nije
bilo odstupanja (tablica 5.2a). U tablici 5.2a je prikazana raspodjela genotipova i ucestalost minor
alela istrazivanih polimorfizama u skupinama NT i PHT. Jedina znacajna razlika je nadena u
broju heterozigotnih nositelja C/G polimorfizma rs266729 gena ADIPOQ. U skupini PHT je bilo
manje heterozigotnih nositelja nego u skupini NT (35,1 % vs. 44,7 %, P = 0,037). Nije nadena
znacajna razlika u ucestalosti minor alela.

Odstupanje pojedinih polimorfizama od HWE je istrazeno i u subpopulaciji ispitanika
podijeljenih ovisno o KV riziku. Svi polimorfizmi bili su u skladu s HWE (tablica 5.2b). Nije bilo
razlike u raspodjeli istrazivanih genotipova niti u ucestalosti minor alela u ispitanika ovisno o
kategoriji KV rizika. Analiza odstupanja od HWE je napravljena i u subpopulaciji ispitanika
podijeljenoj prema kategorijama KBB rizika (nizak i umjeren), te je nadeno odstupanje od HWE
za rs2004776 AGT u skupini s niskim KBB rizikom (tablica 5.2c). Analiza raspodjele istrazivanih
genotipova i ucCestalosti minor alela u ovoj subpopulaciji ukazala je na razliku raspodjele
genotipova polimorfizma rs1801253 ADRB1 no zbog maloga broja ispitanika u kategoriji

umjerenoga KBB rizika, i posljedi¢no male snage, 0vaj rezultat treba uzeti sa zadrSkom.
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Tablica 5.2. Raspodjela odabranih genotipova i u¢estalost alela istrazivanih polimorfizama u svih
ispitanika

Svi ispitanici (N = 601) N (%) HWE P*
CcC 285 (47,4)
angiotenzinogen, genotip CcT 259 (43,1)
AGT TT 41 (6,8) 0,087
(rs2004776) C 829 (70,9)
ucestalost alela
T 341(29,1)
AA 304 (50,6)
angloten2|_n 1 genotip AC 236 (39,3)
receptor tip 1,
oo e
(rs5186) udestalost alela ’
C  314(27.)
GG 32(5.3)
beta-1-adrenergi¢ki genotip CG 241 (40,1)
receptor, 290 (48,3
ADRB1 C((; 305 E27’1; >
(rs1801253) udestalost alela ’
C 821 (72,9)
CcC 279 (46,4)
adiponektin, genotip CG 238 (39,6)
ADIPOQ GG 48 (8,0) 0,844
(rs266729) C 796 (70,4)
ucestalost alela
G 334(296)
GG  470(78,2)
adiponektin, genotip GA 90 (15,0)
ADIPOQ AA 2(0,3) 0,414
(rs17300539) G 1030 (91,6)
ucestalost alela
A 94 (8,4)
AA 405 (67,4)
uromodulin, genotip AG 155 (25,8)
UMOD GG 12 (2,0) 0,536
(rs13333228) uCestalost alela A 965 (84,4)
G 179 (156)
I 131 (21,8)
inglotenzm genotip ID 289 (48,1)
onvertaza,
0w o
(rs4646994) ucestalost alela ’
D 575 (51,1)

*P vrijednost egzaktnog testa Hardy-Weinbergove ravnoteze s 100000 iteracija;

Kratica: HWE, Hardy-Weinbergova ravnoteza

53



Tablica 5.2a. Raspodjela odabranih genotipova i ulestalost alela istrazivanih polimorfizama u
ispitanika s normotenzijom i predhipertenzijom

NT PHT
N = 282 N =319 o
N (%) H\F:YE N (%) H\;\+IE
CC 140 (49,7) 145 (45,5)
angiotenzinogen, CT 118 (41,8) 0,241 141 (44,2) 0,235 0,539
AGT T 17 (6,0) 24 (7,5)
(rs2004776) C 398 (724) 431 (69,5) 0315
T 152(27,6) 189 (30,5) !
. AA 141 (50,0) 163 (51,1)
angiotenzin I AC 114 (404) 0,548 122(382) 0,668 0,891
ooehror tip L cc 19 (6,7) 20 (6,3)
(rs5186) A 396(723) 448 (73,4) 0.700
C  152(27,7) 162 (26,6) !
beta-1- GG 13 (4,6) 19 (6,0)
adrenergi¢ki CG  119(42,2) 0,043 122 (38,2) 0559 0,487
receptor, CcC 131 (46,5) 159 (49,8)
ADRB1 G  145(27.6) 160 (26,7) 0,786
(rs1801253) C  381(72,4) 440 (73,3) !
CC  121(429) 158 (49,5)
adiponektin, CG  126(447) 0,064 112 (351) 0,159 0,037
ADIPOQ 1 GG 18 (6,4) 30 (9,4)
(rs266729) C  368(69,4) 428 (71,3) 0507
G  162(30,6) 172 (28,7) !
GG  214(759) 256 (80,3)
adiponektin, GA 49 (17,4) 0,489 41(12,9) 0,722 0,299
ADIPOQ 2 AA 1(0,35) 1(0,3)
(rs17300539) G 477(90,3) 553 (92,8) 0171
A 51 (9,7) 43 (7,2) !
AA  178(63,1) 227 (71,2)
uromodulin, AG 79 (28,0) 0,686 76(23,8) 0,656 0,228
UMOD GG 7(2,5) 5 (1,57)
(rs13333228) A 435(82,4) 530 (86,0) 0.107
G 93 (17,6) 86 (14,0) '
o I 62 (22,0) 69 (21,6)
i’;g'\?etfgz';‘ ID  125(44,3) 0,448 164 (51,4) 0,111 0,150
ACE s 202 (509
(rs4646994) b 277(527 203 (29.7) 0,346

*P vrijednost y? testa ili Fischer exact testa (ako je u pojedinoj grupi bilo <5 ispitanika);
*P vrijednost egzaktnog testa HWE s 100.000 iteracija.
Kratice: HWE, Hardy-Weinbergova ravnoteza; NT, normotenzija; PHT, predhipertezija
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Tablica 5.2b. Raspodjela odabranih genotipova i ucestalost alela istrazivanih polimorfizama u
ispitanika ovisno o kategorijama kardiovaskularnog rizika

Nizak KV rizik Umjeren KV rizik
N =510 N=15 p
N (%) EON®)  HWEP
CcC 250 (49) 3(20)
angioterzinogen, AT ST 215(2 002 106667 0157 0054
(rs2004776) C 716 (72,0) 16 (57,1) 0131
T 278 (28,0) 12 (42,9) ’
AA 259 (50,8) 9 (60)
. . AC 201 (39,4) 0,565 3 (20) 0,369 0,435
angiotenzin Il receptor cc 34 (6,7) 1(6,7)
tip 1, AGTR1 (rs5186) A 719 (7’2 8) 21 (86 8)
C 269 (27,2) 5(19,2) 0,495
GG 27 (5,3) 0(0)
beta-1-adrenergic¢ki CG 206 (40,4) 0,064 6 (40) 0,545 0,678
receptor, ADRB1 CcC 247 (48,4) 7 (46,7)
(rs1801253) G 260 (27,1) 6 (23,1) 0.818
C 700 (72,9) 20 (76,9) ’
CC 234 (45,9) 9 (60)
adiponektin, ADIPOQ_ 1 CG 208 (40,8) 0,275 3(20) 0,370 0,320
(rs266729) GG 36 (7,1) 1(6,7)
C 676 (70,7) 21 (80,8) 0.370
G 280 (29,3) 5(19,2) '
GG 401 (78,6) 13 (86,7)
adiponekiin, ADIPOQ 2 G T34 08T 00/ 0298
(rs17300539) G 875(919) 26 (100,0) 0954
A 77 (8,1) 0 (0) ’
AA 349 (68,4) 13 (86,7)
uromodulin, UMOD ég 1?(15 (242,7) 1,000 2(()13(’),3) 1,000 0,430
(rs13333228) (2.2) ©
A 824 (84,8) 28 (93,3) 0301
G 148 (15,2) 2(6,7) ’
I 119 (23,3) 2 (13,3)
angiotenzin konvertaza ID 244 (47,8) 0,850 9 (60) 0,151 0,228
' DD 119 (23,3) 1(6,7)
ACE (rs4646994) | 482 (50.0) 13 (54.2) 0804
D 482 (50,0) 11 (45,8) ’

*P vrijednost y° testa ili Fischer exact testa (ako je u pojedinoj grupi bilo <5 ispitanika); *P vrijednost
egzaktnog testa HWE s 100.000 iteracija.
Kratice: HWE, Hardy-Weinbergova ravnoteza; KV, kardiovaskularni
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Tablica 5.2c. Raspodjela odabranih genotipova i ucestalost alela istrazivanih polimorfizama u
ispitanika ovisno o kategorijama renalnog rizika

Nizak KBB rizik Umjeren KBB rizik
(N = 450) (N=6) p
N(@) HWEP* N (%) e
CC 215(47,8) 3 (50)
angiotenzinogen, AGT CT 196 (436) 0,046 2 (33,3) 1,000 0,546
(FS2004776) TT 27 (6) 1(16,7)
C 626 (69,6) 8 (66,7) 0.965
T 250 (27,8) 4 (33,3) '
AA 230 (51,1) 3 (50)
angiotenzin 11 AC 175(389) 0453 2 (33,3) 1,000 0,579
receptor tip 1, AGTR1 CcC 27 (6) 1(16,7)
(rs5186) A 635(70,6) 8 (66,7) 0.839
C 229(254) 4 (33,3) '
GG  22(4,9) 2 (33,3)
beta-1-adrenergicki CG 176 (39,1) 0,135 2 (33,3) 1,000 0,011
receptor, ADRB1 CC 227 (50,4) 2 (33,3)
(rs1801253) G 220(24,4) 6 (50) 0.120
C  630(70) 6 (50) '
CC 209 (46,4) 2 (33,3)
. . CG 173(38,4) 1,000 4 (66,7) 0521 0,416
adiponektin, GG 36 (8) 0(0)
ADIPOQ 1 (rs266729) C 591 (657) 8 (66.7) o0
G 245(27.2) 4 (33,3) ’
GG  361(80,2) 6 (100)
adiponektin, GA 53 (11,8) 0,711 0 (0) / 0,639
ADIPOQ 2 AA 1(0,2) 0 (0)
(rs17300539) G 775(86,1) 12 (100) 0738
A 55(6,1) 0 (0) '
AA 299 (66,4) 4 (66,7)
uromodulin, UMOD AG 116 (25,8) 1,000 2 (33,3) 1,000 0,884
(rs13333228) GG 11(24) 0(0)
A 714 (79,3) 10 (83,3) 1000
G 138(1523) 2 (16,7) '
Il 103(22,9) 1(16,7)
angiotenzin ID 213 (47,3) 0,848 4 (66,7) 1,000 0,737
konvertaza, ACE DD 105 (23.3) 1(16,7)
(rs4646994) | 419 (46,6) 6 (50) 1.000
D 423(47) 6 (50) !

*P vrijednost ¥ testa ili Fischer exact testa (ako je u pojedinoj grupi bilo <5 ispitanika); *P vrijednost
egzaktnog testa HWE s 100.000 iteracija.
Kratice: HWE, Hardy-Weinbergova ravnoteza; KBB, kroni¢na bubrezna bolest
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Povezanost odabranih genotipova polimorfizama s predhipertenzijom, KV i KBB rizikom
provedena je univarijatnom logistickom regresijom. Usporedene su dvije glavne skupine
ispitanika s normotenzijom i predhipertenzijom, te subpopulacije ispitanika razvrstane ovisno o
stupnju KV i KBB rizika. U tablici 5.3 su prikazani dominantni, recesivni i heterozigotni genski
modeli rizika.

Univarijatna logisti¢ka regresija je pokazala statisticki znaCajan rezultat za heterozigotni
genski model (CG vs GG/CC) polimorfizma rs266729 ADIPOQ u smislu smanjenoga rizika za
predhipertenziju (OR 0,66; 95 % CI1 0,47-0,92; P = 0,014). Izgled za predhipertenziju je 0,66 puta
manji u heterozigotnog nositelja C/G polimorfizma rs266729 ADIPOQ u odnosu prema
pojedincima koji nisu heterozigoti major alela C.

Za poveéan KV rizik se pokazao znacajan dominantan (CT/TT vs CC) genski model
polimorfizma rs2004776 AGT (OR 3,71; 95 % CI 1,02-13,46; P = 0,046). Izgled za umjeren KV
rizik je 3,71 puta veéi u nositelja alela T polimorfizma rs2004776 AGT u odnosu prema
pojedincima koji nisu nositelji. Regresija je za KBB rizik ukazala na znacajan dominantan
(GC/CC vs GG) model polimorfizma rs1801253 ADRB1 (OR 0,11; 95 % CI 0,02-0,63;
P = 0,013). lIzgled za umjeren KBB rizik je 0,11 puta manji u nositelja alela C polimorfizma

rs1801253 ADRB u odnosu prema pojedincima koji nisu nositelji.
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Tablica 5.3. Povezanost genskih polimorfizama s predhipertenzijom, kardiovaskularnim i renalnim rizikom ovisno o razli¢itom genskom modelu

Predhipertenzija KV rizik KBB rizik
OR  95%ClI p OR 95 % CI p OR  95%ClI p
L 118  085-1,63 0,318 371 1021346 0,046 nije zadovoljio HWE prag
oo — BN, 127 067242 0462 1,16 015913 0,890
SR 1,11 08-154 0532 3,25 1,01-1051 0,049
ACloa aa 092 067128 0633 0,49 0,5-1,61 0,240 114 02357 0875
A cCwACAa 094 04918 0857 1,13 0,14-893 0910 3 0,34-2659 0,324
ACoCas 094 06713 069 0,44 012161 0213 073  013-405 0,723
GC/CEC):I\CS GG / 0,11 0,02-0,63 0,013
rggglgé?; cc v?g/lC/GG nije zadovoljio HWE prag 1,10 0,36-3,32 0,865 0,44 0,08-2,41 0,341
R 114 038344 0816 0,71 01339 0,691
coloar ce 076 054105 0097 0,43 013140 0,161 2 0.36-11.04 0426
O sawmbaree 152 08328 0475 1,02 0,13-809 0,983 /
o oe 086 047092 0014 0,39 011143 0,156 283 051-1564 0,232
AN Ge 070 045110 0122 / )
r?l?:legc())s%g AA vsR (I\B/IA/GG 089 0061423 0932 / /
A CGAs 070 045110 0122 / )



Predhipertenzija KV rizik KBB rizik

OR 95 % ClI P OR 95 % ClI P OR 95 % CI P
DM
AT 074 051106 0100 0,39 009176 0,222 118 021651 0,852
UMOD RM
rs13333228 GG vs AG/AA 061 019193 0,397 / /
HM
AG v CGIAA 077 053111 0160 0,44 01197 0283 134  024-739 0740
DM 141 097207 0075 3,61 046-2822 0,222 166 0191438 0,645
ID/I1 vs DD
ACE RM
e e 097 065143 0872 0,61 013-282 0,527 062 007535 0662
HM 133 096-1.86 0,091 2,03 0781094 0,111 195 0351078 0442
ID vs 11/DD
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Kratice: OR; omjer izgleda; 95 % CI; 95 %-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; KV; kardiovaskularni; KBB; kroni¢na bubrezna bolest; P; razina
statisticke zna¢ajnosti; DM; dominantni genski model; RM; recesivni genski model; HM; heterozigotni genski model



5.3.  Ostali odredivani parametri

Osim polimorfizama gena, svim ispitanicima odredeni su antropometrijski, klinic¢ki,
biokemijski, te okolisni parametri opisani u poglavlju 5.1.

Tablica 5.4. prikazuje kvantitativnu povezanost svih odredivanih parametara s predhipertenzijom,
KV i KBB rizikom (KV i KBB rizik su za potrebe korelacije izrazeni u obliku kontinuiranih
varijabli).

Spearmanova korelacija je za predhipertenziju pokazala niske koeficijente korelacija tj.
slabu povezanost sa spolom (R -0,29; P < 0,001), tjelesnom visinom (R 0,23; P < 0,001) i TM
(R 0,331; P < 0,001), opsegom struka (R 0,26; P 0,001), ITM (R 0,24; P < 0,001), te
koncentracijom kreatinina u serumu (R 0,22; P < 0,001).

Za KV rizik korelacija je pokazala slabu povezanost s TM (R 0,27; P < 0,001), opsegom
struka (R 0,36; P <0,001), ITM (R 0,30; P <0,001); DAT (R 0,26; P < 0,001), predhipertenzijom
(R 0,31; P <0,001) i rizikom od razvoja metabolickih komplikacija debljine (R 0,24; P < 0,001),
koncentracijom triglicerida (R 0,41; P < 0,001), eGFR (R -0,30; P < 0,001), omjerom alfa-1-
mikroglobulina i kreatinina u mokra¢i (R 0,26; P < 0,001). Umjereno do dobra povezanost s visim
koeficijentom korelacije nadena je jedino s koncentracijom LDL-kolesterola (R 0,57; P < 0,001).

Rizik za razvoj KBB je prikazan preko dva parametra, eGFR i ACR. KBB rizik izrazen
preko eGFR je slabo povezan s KV rizikom (R -0,30; P < 0,001) i koncentracijom kolesterola
(R -0,21; P < 0,001), dok je KBB rizik izrazen preko ACR slabo povezan sa spolom (R 0,31;
P <0,001) i tjelesnom visinom (R -0,24; P < 0,001)

Nakon ovih analiza provedena je univarijatna logisti¢ka regresija i univarijatna logisti¢ka
regresija prilagodena na u¢inke dobi i spola.

U tablici 5.5a su prikazani izgledi uzro¢no-posljedi¢nih odnosa za predhipertenziju i svih
odredenih antropometrijskih, klinickih, biokemijskih, te okolisnih parametara. lzgled za
predhipertenziju je 0,29 puta manji za zene u odnosu na muskarce (OR 0,29; 95 % CI 0,21-0,41;
P < 0,001); 1,03 puta veéi u ispitanika s vecom TM (OR 1,03 %; 95 % CI 1,01-1,04; P < 0,001),
1,03 puta veéi u ispitanika s ve¢im opsegom struka (OR 1,03 %; 95 % CI 1,01-1,04; P = 0,001),
1,09 puta veéi u ispitanika s ve¢im ITM (OR 1,09 %; 95 % CI 1,04-1,13; P < 0,001), 13,24 puta
veéi u ispitanika s prekomjernom TM (OR 13,24 %; 95 % CI 1,66-105,72; P = 0,015), 20,41 puta
vedi u ispitanika s debljinom (OR 20,41 %; 95 % CI 2,47-168,57; P = 0,005), 1,02 puta ve¢i u
ispitanika s ve¢om frekvencijom srca (OR 1,02 %; 95 % CI 1,00-1,04; P = 0,028), 1,85 puta veéi
u skupini visokoga rizika od razvoja metabolickih komplikacija debljine u odnosu na nizak rizik
(OR 1,85; 95 % CI 1,19-2,89; P = 0,007); 1,83 puta veci s ve¢om koncentracijom glukoze
(OR 1,83; 95 % CI 1,27-2,63; P < 0,001), 1,20 puta veci s vecom koncentracijom CRP (OR 1,20;
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95 % CI 1,04-1,38; P = 0,012), 1,25 puta veéi s vecom koncentracijom ukupnoga kolesterola
(OR 1,25; 95 % CI 1,05-1,50; P = 0,015), te 1,27 puta veé¢i s ve¢com koncentracijom LDL-
kolesterola (OR 1,27; 95 % CI 1,03-1,56; P = 0,025). Za heterozigotan genotip ADIPOQ
rs266729 (OR 0,67; 95 % CI 0,47-0,97; P = 0,034) je uogen 0,67 puta manji izgled za
predhipertenziju.

Izgledi uzro¢no-posljedi¢nih odnosa za KV rizik s obzirom na sve odredene
antropometrijske, klinicke, biokemijske, te okolisne parametre su prikazani u tablici 5.5b.
Regresija je provedena za KV rizik izrazen i kao postotak tj. kontinuirana varijabla i kao
kategorijska varijabla (nizak i umjeren rizik). Za kontinuiranu varijablu je provedena univarijatna
linearna regresija i zapaZena je znacajna pozitivna povezanost sa sljede¢ih parametrima: TM
(B 0,04; SE 0,01; P < 0,001), opsegom struka (3 0,04; SE 0,01; P < 0,001), ITM (B 0,14; SE 0,03;
P < 0,001), prekomjernom TM i debljinom tj. kategorijama ITM (B 2,11 i 2,71; SE 0,9 i 0,93;
P = 0,019 i 0,004), predhipertenzijom (p 1,57; SE 0,25; P < 0,001), koncentracijom kreatinina u
serumu (B 0,05; SE 0,01; P < 0,001), koncentracijom glukoze na taste (B 1,83; SE 0,24;
P < 0,001), koncentracijom CRP (B 0,24; SE 0,10; P = 0,021), koncentracijom LDL — kolesterola
(B 1,46; SE 0,13; P < 0,001) i triglicerida (B 1,40; SE 0,13; P < 0,001) te omjera alfa-1-
mikroglobulina i kreatinina u mokraéi (B 0,06; SE 0,03; P = 0,040). Za eGFR je uo¢ena negativna
znacajna povezanost (B -0,05; SE 0,01; P < 0,001). Univarijatna logisticka regresija provedena je
za kategorije KV rizika (nizak i umjeren) te je osim pozitivnih omjera tj. vecih izgleda za gore
navedene parametre (izuzev kategorija ITM, frekvencije srca, koncentracije CRP i omjera alfa-1-
mikroglobulina i kreatinina u mokra¢i) pokazala i 3,86 puta veci izgled za nositelje heterozigotnog
genotipa rs2004776 AGT (OR 3,86; 95 % CI 1,05-14,2; P = 0,042).

Univarijatna linearna regresija i univarijatna linearna regresija prilagodena na u¢inke dobi
i spola provedena je za KBB rizik s obzirom na sve odredene antropometrijske, klinicke,
biokemijske, te okolisne parametre. Rezultati za KBB rizik izrazen putem eGFR su prikazani u
tablici 5.5¢c1. ZapazZena je znacajna negativna povezanost sa sljede¢ih parametrima: SAT (B -0,11;
SE 0,06; P = 0,047, skupina bivsih pusaca (p -6,11; SE 2,39; P = 0,011) i koncentracijom
kreatinina u porciji (f -0,33; SE 0,09; P < 0,001. Rezultati za KBB rizik izrazen putem ACR
prikazani su u tablici 5.5c2. Zapazena je znacajna povezanost sa sljedeca dva parametra: skupina
umjerenog rizika od razvoja metabolickih komplikacija debljine (p -1,82; SE 0,81; P = 0,024) i
skupina umjerenog KV rizika (p 5,83; SE 2,22; P = 0,009).

Za umjeren KBB rizik provedena je univarijatna logisticka regresija i univarijatna
logisti¢ka regresija prilagodena na ucinke dobi i spola (tablica 5.5¢3). Znacajan je 0,11 i 0,10 puta
manji izgled KBB rizika za heterozigotne i homozigotne nositelje alela C rs1801253 ADRB1
(95 % CI1 0,01-0,88 i 0,01-0,74; P = 0,037 i 0,024).
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Tablica 5.4. Korelacija ostalih odredivanih parametara s predhipertenzijom, kardiovaskularnim i renalnim rizikom

Predhipertenzija KV rizik KBB rizik KBB rizik
(%) (eGFR) (ACR)

R p* R p* R p* R p*
spol -0,29 <0,001 / / / / 0,31 <0,001
dob (godine) 0,07 0,082 / / / / 0,08 0,106

antropometrijski i klini¢ki parametri
tjelesna visina (cm) 0,23 <0,001 0,07 0,116 0,10 0,028 -0,24 <0,001
tjelesna masa (kg) 0,31 <0,001 0,27 <0,001 -0,01 0,776 -0,20 <0,001
opseg struka (cm) 0,26 <0,001 0,36 <0,001 -0,02 0,682 -0,13 0,005
ITM (kg/m?) 0,24 <0,001 0,30 <0,001 -0,10 0,034 -0,10 0,035
frekvencija srca (otkucaji/min) 0,07 0,134 -0,08 0,076 0,06 0,164 0,00 0,929
sistolicki AT (mmHg) / / / / -0,04 0,378 -0,08 0,086
dijastolicki AT (mmHg) / / 0,26 <0,001 -0,10 0,034 -0,03 0,487
Klasifikacija AT / / 0,31 <0,001 -0,05 0,307 -0,04 0,413
Eg#}‘p‘l’?k;if;l"éz tr)rlljeitnaebomklh 0,09 0,026 0,24 <0,001 0,10 0,039 0,05 0,322
KV rizik (%) / / / / -0,30 <0,001 -0,01 0,761
okoli$ni parametri
cigarete -0,05 0,232 / / -0,01 0,883 -0,01 0,788
alkohol 0,18 0,053 0,01 0,947 0,15 0,110 -0,08 0,427
socijalni status 0,08 0,120 0,09 0,067 0,11 0,038 -0,14 0,007
biokemijski parametri

kreatinin u serumu (umol/L) 0,22 <0,001 0,14 0,003 / / / /

glukoza na taSte (mmol/L) 0,17 <0,001 0,16 <0,001 -0,08 0,077 -0,08 0,103
CRP (mg/L) 0,13 0,004 0,21 <0,001 -0,06 0,214 -0,02 0,760
kolesterol ukupni (mmol/L) 0,12 0,005 / / -0,21 <0,001 0,07 0,125
HDL-kolesterol (mmol/L) -0,07 0,098 / / -0,07 0,143 0,19 <0,001
LDL-kolesterol (mmol/L) 0,12 0,004 0,57 <0,001 -0,19 <0,001 0,06 0,223
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Predhipertenzija KV rizik KBB rizik KBB rizik

(%) (eGFR) (ACR)
R p* R p* R p* R p*
trigliceridi (mmol/L) 0,14 <0,001 0,41 <0,001 -0,11 0,016 -0,09 0,044
eGFR (mL/min/1,73m?) -0,05 0,307 -0,30 <0,001 / / -0,03 0,490
albumin porcija (mg/L) 0,02 0,699 0,01 0,769 0,06 0,232 / /
kreatinin porcija (mmol/L) 0,02 0,740 -0,06 0,232 -0,08 0,106 / /
ACR(mg/qg) -0,04 0,413 -0,01 0,761 -0,03 0,490 / /
A1MCr (mg/g) 0,01 0,917 0,26 <0,001 -0,08 0,169 -0,01 0,809

Kratice: R, koeficijent korelacije; *P vrijednost Spearmanove korelacije; AIMCR, omjer alfa-1-mikroglobulina i kreatinina u mokra¢i; ACR, omjer
albumina i kreatinina u mokraci; AT, arterijski tlak; CRP, C-reaktivni protein; eGFR, procjena glomerularne filtracije prema CKD-EPI; IQR, interkvartalni
raspon; ITM, indeks tjelesne mase; KBB, kroni¢na bubrezna bolest; KV, kardiovaskularni
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Tablica 5.5a. Povezanost odredivanih parametara i predhipertenzije

Univarijatna logisti¢ka regresija

Univarijatna logisti¢ka regresija
prilagodena na ucinke dobi i spola

OR 95 % ClI P OR 95 % ClI P
spol Muskarci 1 /
Zene 0,29 0,21-0,41 <0,001
dob (godine) 1,02 1,00-1,04 0,093 /
antropometrijski i klini¢ki parametri
tjelesna visina (cm) 1,05 1,03-1,07 <0,001 1,01 0,99-1,04 0,406
tjelesna masa (kg) 1,04 1,03-1,06 <0,001 1,03 1,01-1,04 <0,001
opseg struka (cm) 1,04 1,03-1,06 <0,001 1,03 1,01-1,04 0,001
ITM (kg/m?) 1,11 1,06-1,15 <0,001 1,09 1,04-1,13 <0,001
kategorije ITM nedovoljna TM 1 1
optimalna TM 10,57 1,37-81,69 0,024 8,31 1,05-65,78 0,045
prekomjerna TM 19,50 2,51-151,72 0,005 13,24 1,66-105,72 0,015
debljina 29,50 3,67-236,9 0,001 20,41 2,47-168,57 0,005
frekvencija srca 1,01 1,00-1,03 0,123 1,02 1,00-1,04 0,028
(otkucaji/min)
rizik od razvoja metabolic¢kih nema 1 1
komplikacija debljine umijeren 1,67 1,12-2,49 0,011 1,84 1,19-2,84 0,006
vrlo visok 1,46 0,97-2,18 0,069 1,85 1,19-2,89 0,007
kategorije KBB rizika nizak 1 1
umjeren 1,77 0,32-9,74 0,514 1,83 0,31-10,72 0,502
okoli$ni parametri
cigarete nepusac 1 1
bivsi pusaé 1,65 0,79-3,43 0,180 1,61 0,75-3,48 0,222
pusac 0,79 0,55-1,12 0,188 0,77 0,53-1,12 0,170
alkohol ne konzumira 1 1
<2 dL/dan 1,91 0,83-4,4 0,129 1,52 0,63-3,66 0,351
> 2 dL/dan 2,75 0,52-14,59 0,235 2,13 0,37-12,09 0,395
> 5 dL/dan / / / / / /
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Univarijatna logisti¢ka regresija

Univarijatna logisti¢ka regresija
prilagodena na ucinke dobi i spola

OR 95 % ClI P OR 95 9% ClI P

socijalni status (€/god) 0-500 1 1
501 — 1500 0,51 0,12-2,13 0,359 0,33 0,07-1,48 0,148
1501 — 3000 0,25 0,10-0,64 0,004 0,23 0,09-0,61 0,003
3001 — 5000 0,52 0,22-1,26 0,150 0,47 0,19-1,16 0,103
5000 — 10000 0,60 0,26-1,42 0,247 0,46 0,19-1,11 0,086
> 10000 0,73 0,28-1,90 0,524 0,49 0,18-1,32 0,160

biokemijski parametri
kreatinin u serumu (umol/L 1,04 1,02-1,06 <0,001 1,02 1,00-1,04 0,089
glukoza na taste (mmol/L) 2,07 1,46-2,94 <0,001 1,83 1,27-2,63 0,001
CRP (mg/L) 1,20 1,05-1,38 0,006 1,20 1,04-1,38 0,012
kolesterol ukupni (mmol/L) 1,27 1,09-1,48 0,003 1,25 1,05-1,50 0,015
HDL-kolesterol (mmol/L) 0,70 0,44-1,11 0,133 1,12 0,67-1,86 0,671
LDL-kolesterol (mmol/L) 1,33 1,10-1,59 0,003 1,27 1,03-1,56 0,025
trigliceridi (mmol/L) 1,36 1,10-1,67 0,004 1,15 0,93-1,42 0,191
eGFR (mL/min/1,73m?) 0,99 0,98-1,01 0,302 0,99 0,97-1,00 0,137
albumin porcija (mg/L) 1 0,99-1,01 0,426 1 0,99-1,01 0,484
kreatinin porcija (mmol/L) 1,01 0,98-1,03 0,691 1 0,97-1,03 0,939
ACR (mg/g) 0,99 0,97-1,02 0,494 1 0,97-1,02 0,765
A1MCr (mg/g) 1 0,96-1,05 0,972 1,01 0,96-1,06 0,708
genski polimorfizmi

AGT (rs2004776) CcC 1 1
CT 1,15 0,82-1,62 0,406 1,19 0,83-1,69 0,347
1T 1,36 0,70-2,65 0,360 1,46 0,73-2,93 0,289

AGTR1 (rs5186) AA 1 1
AC 0,93 0,66-1,30 0,657 0,95 0,66-1,35 0,758
cC 0,91 0,47-1,77 0,783 1 0,50-2,02 0,994

ADRB1 (rs1801253) GG 1 1
CG 0,7 0,33-1,48 0,354 0,71 0,33-1,53 0,380
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Univarijatna logisti¢ka regresija

Univarijatna logisti¢ka regresija prilagodena na utinke dobi i spola

OR 95 % ClI P OR 95 9% ClI P
cC 0,83 0,4-1,74 0,624 0,89 0,41-1,91 0,760

ADIPOQ (rs266729) cC 1 1
CG 0,68 0,48-0,96 0,030 0,67 0,47-0,97 0,034
GG 1,28 0,68-2,40 0,448 1,34 0,69-2,58 0,384

ADIPOQ (rs17300539) GG 1 1
GA 07 0,44-1,1 0,122 0,74 0,46-1,2 0,222
AA 0,84 0,05-13,44 0,899 1,55 0,1-25,04 0,759

UMOD (rs13333228) AA 1 1
AG 0,75 0,52-1,09 0,136 0,72 0,49-1,07 0,107
GG 0,56 0,17-1,79 0,329 0,63 0,18-2,16 0,458
ACE (rs4646994) I 1,26 0,79-2,03 0,336 1,15 0,70-1,89 0,585
ID 1,49 1,00-2,23 0,053 1,38 0,91-2,10 0,134

DD 1 1

Kratice: OR, omjer izgleda, 95 % CI, 95 %-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda, P, razina statisti¢ke zna¢ajnosti, / — model ne konvergira (nedovoljan
broj ispitanika); AIMCR, omjer alfa-1-mikroglobulina i kreatinina u mokrac¢i; ACR, omjer albumina i kreatinina u mokra¢i; CRP, C-reaktivni protein;
eGFR, procjena glomerularne filtracije prema CKD-EPI; ITM, indeks tjelesne mase; KBB, kroni¢na bubrezna bolest; KV, kardiovaskularni; TM, tjelesna
masa.
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Tablica 5.5b. U¢inak odredivanih ¢imbenika na kardiovaskularni rizik

Univarijatna linearna regresija

(KV rizik, %)

Univarijatna logisti¢ka regresija

(KV rizik, kategorije)

] SE P OR 95 9% ClI P
antropometrijski i klinicki parametri
tjelesna visina (cm) 0,03 0,01 0,033 1,05 1,00-1,11 0,071
tjelesna masa (kg) 0,04 0,01 <0,001 1,04 1,01-1,07 0,005
opseg struka (cm) 0,06 0,01 <0,001 1,05 1,01-1,09 0,007
ITM (kg/m?) 0,14 0,03 <0,001 1,09 1,00-1,20 0,047
kategorije ITM nedovoljna TM 0
optimalna TM 1,22 0,89 0,171 /
prekomjerna TM 2,11 0,90 0,019
debljina 2,71 0,93 0,004
frekvencija srca (otkucaji/min) -0,02 0,01 0,191 0,95 0,90-1,01 0,105
dijastolicki AT (mmHg) 0,09 0,02 <0,001 1,10 1,02-1,20 0,015
klasifikacija AT NMT 0 1
PHT 1,57 0,25 <0,001 12,74 1,66-97,62 0,014
rizik od razvoja metabolickih nema 0 1
komplikacija debljine umjeren 1,15 0,30 <0,001 2,47 0,68-8,90 0,168
vrlo visok 0,87 0,31 0,005 1,76 0,43-7,15 0,430
kategorije KBB rizika nizak 0 1
umjeren 0,95 1,29 0,462 6,25 0,68-57,33 0,105
okoli$ni parametri
alkohol ne konzumira 0
<2 dL/dan 0,87 0,68 0,207 /
> 2 dL/dan -0,72 1,23 0,557
> 5 dL/dan -0,86 3,30 0,795
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Univarijatna linearna regresija

(KV rizik, %)

Univarijatna logisti¢ka regresija

(KV rizik, kategorije)

] SE P OR 95 9% ClI P
socijalni status (€/god) 0-500 0
501 - 1500 2,22 1,21 0,067
1501 — 3000 0,50 0,76 0,508 /
3001 — 5000 1,36 0,71 0,057
5000 — 10000 1 0,68 0,144
> 10000 1,09 0,76 0,150
biokemijski parametri
kreatinin u serumu (umol/L) 0,05 0,01 <0,001 1,08 1,04-1,13 <0,001
glukoza na taSte (mmol/L) 1,83 0,24 <0,001 8,07 3,64-17,88 <0,001
CRP (mg/L) 0,24 0,10 0,021 1,19 0,84-1,68 0,323
LDL-kolesterol (mmol/L) 1,46 0,13 <0,001 3,88 2,22-6,78 <0,001
trigliceridi (mmol/L) 1,40 0,13 <0,001 1,85 1,35-2,52 <0,001
eGFR (mL/min/1,73m?) -0,05 0,01 <0,001 0,96 0,93-1,00 0,046
ACR (mg/g) 0,02 0,02 0,410 1,03 1,00-1,07 0,056
A1MCr(mg/g) 0,06 0,03 0,040 0,97 0,79-1,20 0,803
genski polimorfizmi
AGT (rs2004776) CcC 0 1
CT 0,05 0,27 0,868 3,86 1,05-14,20 0,042
1T 0,25 0,56 0,651 2,69 0,27-26,64 0,398
AGTRL1 (rs5186) AA 0 1
AC -0,46 0,27 0,088 0,43 0,11-1,61 0,209
CcC -0,33 0,53 0,531 0,85 0,10-6,89 0,876
ADRB1 (rs1801253) GG 0 /
CG 0,33 0,58 0,573
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Univarijatna linearna regresija Univarijatna logisti¢ka regresija

(KV rizik, %) (KV rizik, kategorije)
B SE P OR 95 % CI P
cC 0,19 0,58 0,741
ADIPOQ (rs266729) cc 0 1
CG -0,41 0,27 0,123 0,38 0,10-1,40 0,145
GG -0,29 0,50 0,564 0,72 0,09-5,87 0,761
ADIPOQ (rs17300539) GG 0
GA -0,44 0,36 0,220 /
AA -1,64 2,02 0,416
UMOD (rs13333228) AA 0 1
AG -0,19 0,31 0,544 0,43 0,09-1,91 0,266
GG -0,47 0,93 0,614 / / /
ACE (rs4646994) I 0,06 0,36 0,878 2 0,18-22,35 0,574
ID 0,33 0,31 0,292 4,39 0,55-35,05 0,163
DD 0 1

Kratice: B, regresijski koeficijent; SE, standardna greska; P, razina statisticke znacajnosti; / — model ne konvergira (nedovoljan broj ispitanika); OR, omjer
izgleda; 95 % CI, 95 %-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; AIMCR, omjer alfa-1-mikroglobulina i kreatinina u mokra¢i; ACR, omjer albumina i
kreatinina u mokraci; AT, arterijski tlak; CRP, C-reaktivni protein; eGFR, procjena glomerularne filtracije prema CKD-EPI; ITM, indeks tjelesne mase; KBB,
kroni¢na bubrezna bolest; KV, kardiovaskularni; NMT, normotenzija; PHT, predhipertezija; TM, tjelesna masa.
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Tablica 5.5c1. U¢inak odredivanih ¢imbenika na renalni rizik (prema eGFR)

Univarijatna linearna regresija

Univarijatna linearna regresija
prilagodena na ucinke dobi i spola

B SE p SE P
antropometrijski i klinicki parametri
tjelesna visina (cm) 0,16 0,07 0,015 -0,12 0,08 0,152
tjelesna masa (kg) 0,01 0,04 0,825 -0,04 0,04 0,302
opseg struka (cm) 0 0,05 0,978 0,03 0,05 0,596
ITM (kg/m?) -0,18 0,14 0,197 -0,06 0,12 0,633
kategorije ITM nedovoljna TM 0 0
optimalna TM -2,90 4,12 0,482 -1,43 3,75 0,702
prekomjerna TM -3,91 4,15 0,346 -1,79 3,79 0,637
debljina -6,04 4,31 0,162 -3,17 3,94 0,422
frekvencija srca (otkucaji/min) 0,10 0,06 0,079 0,03 0,05 0,610
sistolicki AT (mmHg) -0,04 0,06 0,480 -0,11 0,06 0,047
dijastolicki AT (mmHg) -0,16 0,08 0,044 -0,05 0,07 0,462
klasifikacija AT NMT 0 0
PHT -1,32 1,28 0,303 -1,79 1,20 0,138
rizik od razvoja metabolickih nema 0 0
komplikacija debljine umjeren -3,33 1,53 0,030 -0,07 1,45 0,963
vrlo visok -2,70 1,56 0,084 0,95 1,49 0,524
KV rizik (%) -0,92 0,21 <0,001 -0,15 0,26 0,559
kategorije KV rizika nizak 0 0
umjeren -7,70 3,79 0,043 -4,12 3,61 0,254
okoli$ni parametri
cigarete nepusac 0 0
bivsi pusac -5,87 2,64 0,027 -6,11 2,39 0,011
pusac -0,06 1,40 0,968 0,59 1,27 0,644
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Univarijatna linearna regresija

Univarijatna linearna regresija
prilagodena na ucinke dobi i spola

B SE P SE P

alkohol ne konzumira 0 0
<2 dL/dan 4,04 2,78 0,149 2,54 2,63 0,337
> 2 dL/dan 3,95 4,99 0,430 1,04 4,64 0,824
> 5dL/dan 23,33 13,44 0,086 16,61 12,44 0,185

socijalni status (€/god) 0-500 0 0
501 - 1500 0,94 4,87 0,846 5,46 4,49 0,225
1501 - 3000 4,37 3,10 0,159 6,63 2,84 0,020
3001 — 5000 2,37 2,92 0,416 4,49 2,67 0,093
5000 — 10000 7,18 2,79 0,011 8,06 2,57 0,002
> 10000 3,78 3,13 0,228 4,72 2,89 0,103

biokemijski parametri
glukoza na taste (mmol/L) -2,09 1,14 0,068 -1,32 1,06 0,212
CRP (mg/L) -0,50 0,51 0,331 -0,05 0,45 0,912
kolesterol ukupni (mmol/L) -2,45 0,60 <0,001 -0,30 0,60 0,622
HDL-kolesterol (mmol/L) -1,99 1,78 0,265 1,41 1,67 0,400
LDL-kolesterol (mmol/L) -2,69 0,71 <0,001 -0,40 0,70 0,567
trigliceridi (mmol/L) -1,44 0,70 0,039 -1,02 0,65 0,116
albumin porcija (mg/L) -0,01 0,03 0,742 -0,01 0,03 0,752
kreatinin porcija (mmol/L) -0,14 0,10 0,158 -0,33 0,09 <0,001
ACR (mg/g) -0,06 0,08 0,504 0,02 0,08 0,757
ALMCr (mg/g) -0,23 0,16 0,165 -0,01 0,15 0,932
genski polimorfizmi

AGT (rs2004776) CcC 0 0
CT -0,69 1,34 0,606 -0,89 1,22 0,463
TT -1,38 2,66 0,603 -2,29 2,41 0,342

AGTR1 (rs5186) AA 0 0
AC 1,49 1,35 0,272 0,25 1,24 0,839
CcC -2,38 2,68 0,376 -1,89 2,44 0,439
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Univarijatna linearna regresija

Univarijatna linearna regresija prilagodena na ucinke dobi i spola

B SE P B SE P

ADRB1 (rs1801253) GG 0 0
CG 3,49 2,96 0,240 3,98 2,68 0,139
cc 2,94 2,92 0,315 2,52 2,65 0,342

ADIPOQ_1 (rs266729) CcC 0 0
CG 1,05 1,37 0,445 1,19 1,26 0,343
GG 2,41 2,41 0,318 -1,48 2,21 0,503

ADIPOQ 2 (rs17300539) GG 0 0
GA 3,46 1,97 0,079 3,42 1,81 0,060
AA 10,35 13,66 0,449 11,15 12,54 0,374

UMOD (rs13333228) AA 0 0
AG 0,04 1,49 0,976 -0,08 1,35 0,956
GG 0,36 4,26 0,932 0,15 3,87 0,970
ACE (rs4646994) I -0,66 1,87 0,725 -1,28 1,7 0,452
ID -1,42 1,61 0,378 -1,62 1,47 0,270

DD 0 0

Kratice: B, regresijski koeficijent; SE, standardna greska; P, razina statisticke znacajnosti; ALMCR, omjer alfa-1-mikroglobulina i kreatinina u mokraci;
ACR, omjer albumina i kreatinina u mokraci; AT, arterijski tlak; CRP, C-reaktivni protein; eGFR, procjena glomerularne filtracije prema CKD-EPI; ITM,
indeks tjelesne mase; KBB, kroni¢na bubrezna bolest; KV, kardiovaskularni; NMT, normotenzija; PHT, predhipertezija; TM, tjelesna masa.
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Tablica 5.5¢2. U¢inak odredivanih ¢imbenika na renalni rizik (prema ACR)

Univarijatna linearna regresija

Univarijatna linearna regresija
prilagodena na ucinke dobi i spola

B SE P B SE P
spol muskarci 0
zene 1,58 0,71 0,027 /
dob (godine) 0,07 0,04 0,121 /
antropometrijski i klini¢ki parametri
tjelesna visina (cm) -0,05 0,04 0,181 0,02 0,05 0,704
tjelesna masa (kg) -0,02 0,02 0,303 0 0,03 0,909
opseg struka (cm) -0,03 0,03 0,290 -0,01 0,03 0,613
I™ -0,02 0,08 0,821 -0,01 0,08 0,854
kategorije ITM nedovoljna TM 0 0
optimalna TM -1,56 2,28 0,495 -151 2,28 0,510
prekomjerna TM -2,10 2,30 0,362 -2,02 2,31 0,384
debljina -1,32 2,40 0,583 -1,25 2,41 0,605
IL?EZ?;Q}’.',’;.SJ)” 0,01 0,03 0,747 0,01 0,03 0,810
sistolicki AT (mmHg) -0,05 0,03 0,149 -0,03 0,04 0,401
dijastolicki AT (mmHg) -0,06 0,04 0,155 -0,07 0,05 0,106
Klasifikacija AT NMT 0 0
PHT -0,49 0,71 0,489 -0,22 0,73 0,768
rizik od razvoja metabolickih nema 0 0
komplikacija debljine umjeren -1,20 0,79 0,131 -1,82 0,81 0,024
vrlo visok -0,25 0,82 0,759 -1,16 0,84 0,167
KV rizik (%) 0,1 0,12 0,410 0,13 0,16 0,419
kategorije KV rizika nizak 0 0
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cigarete

alkohol

socijalni status (€/god)

kreatinin u serumu (umol/L)
glukoza na taste (mmol/L)
CRP (mg/L)

kolesterol ukupni (mmol/L)
HDL-kolesterol (mmol/L)
LDL-kolesterol (mmol/L)
trigliceridi (mmol/L)

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

Univarijatna linearna regresija

Univarijatna linearna regresija
prilagodena na ucinke dobi i spola

] SE P ] SE P
umjeren 4,96 2,13 0,020 5,83 2,22 0,009
okoli$ni parametri
nepusac 0 0
bivsi pusac -0,66 1,48 0,654 -0,57 1,48 0,698
pusaé 0,25 0,81 0,759 0,18 0,80 0,825
ne konzumira 0 0
<2dL/dan -1,46 2,22 0,512 -0,74 2,26 0,743
> 2 dL/dan -0,72 4,03 0,859 -0,09 4,05 0,981
> 5 dL/dan 0,55 10,18 0,957 2,11 10,26 0,838
0-500 0 0
501 — 1500 -0,88 3,01 0,771 -0,83 3,03 0,783
1501 - 3000 1,56 1,86 0,402 1,27 1,86 0,494
3001 — 5000 -0,05 1,74 0,976 -0,21 1,74 0,902
5000 — 10000 0,28 1,68 0,866 0,49 1,68 0,769
> 10000 3,42 1,89 0,071 3,76 1,9 0,049
biokemijski parametri
-0,05 0,03 0,066 -0,02 0,04 0,574
0,55 0,64 0,389 0,64 0,65 0,327
-0,28 0,30 0,349 -0,30 0,30 0,329
0,67 0,34 0,048 0,56 0,37 0,131
0,94 1,01 0,350 0,30 1,04 0,774
0,78 0,40 0,052 0,66 0,43 0,126
0,03 0,39 0,936 0,09 0,40 0,817
-0,02 0,03 0,504 0,01 0,03 0,757
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Univarijatna linearna regresija

Univarijatna linearna regresija prilagodena na ucinke dobi i spola

B SE P B SE P
A1MCr (mg/g) -0,03 0,06 0,624 -0,05 0,06 0,363
genski polimorfizmi

AGT (rs2004776) cC 0 0
CT -1,37 0,73 0,062 -1,38 0,73 0,059
TT 0,57 1,49 0,702 0,60 1,49 0,684

AGTR1 (rs5186) AA 0 0
AC 0,61 0,75 0,418 -0,50 0,75 0,508
cC 0,96 1,52 0,528 0,84 1,52 0,582

ADRB1 (rs1801253) GG 0 0
CG 2,23 1,63 0,171 2,23 1,62 0,170
cC 2,33 1,61 0,148 2,3 1,6 0,151

ADIPOQ (rs266729) cc 0 0
CG 1,37 0,77 0,078 1,32 0,77 0,087
GG 0,02 1,38 0,990 -0,05 1,38 0,973

ADIPOQ (rs17300539) GG 0 0
GA -0,72 1,12 0,520 -0,82 1,12 0,464
AA 0,29 7,72 0,970 -0,8 7.7 0,918

UMOD (rs13333228) AA 0 0
AG 0,81 0,82 0,326 0,82 0,82 0,314
GG -0,90 2,25 0,690 -0,89 2,25 0,691
ACE (rs4646994) I -0,86 1,07 0,423 -0,66 1,07 0,534
ID 0,06 0,91 0,950 0,21 0,91 0,821

DD 0 0

Kratice: B, regresijski koeficijent; SE, standardna greska; P, razina statisticke znacajnosti; / — model ne konvergira; AIMCR, omjer alfa-1-mikroglobulina i
kreatinina u mokraci; ACR, omjer albumina i kreatinina u mokraci; AT, arterijski tlak; CRP, C-reaktivni protein; eGFR, procjena glomerularne filtracije prema
CKD-EPI; ITM, indeks tjelesne mase; KBB, kroni¢na bubrezna bolest; KV, kardiovaskularni; NMT, normotenzija; PHT, predhipertezija; TM, tjelesna masa.



Tablica 5.5¢3. U¢inak odredivanih ¢imbenika na umjereni renalni rizik

Univarijatna logisti¢ka regresija

Univarijatna logisti¢ka regresija prilagodena na ucinke dobi i spola

9.

OR 95 % ClI P OR 95 % ClI P
antropometrijski i klinicki parametri
tjelesna visina (cm) 0,98 0,91-1,06 0,651 0,99 0,88-1,11 0,858
tjelesna masa (kg) 0,98 0,93-1,04 0,534 0,98 0,92-1,05 0,541
opseg struka (cm) 0,96 0,89-1,03 0,263 0,95 0,88-1,04 0,258
ITM (kg/m?) 0,97 0,80-1,17 0,716 0,95 0,78-1,16 0,634
kategorije ITM nedovoljna TM
optimalna TM
prekomjerna / /
™
debljina
frekvencija srca (otkucaji/min) 0,95 0,87-1,04 0,272 0,96 0,87-1,05 0,329
sistolicki AT (mmHg) 0,97 0,90-1,05 0,474 0,97 0,90-1,05 0,500
dijastolicki AT (mmHg) 0,98 0,89-1,09 0,766 0,97 0,88-1,08 0,629
klasifikacija AT NMT 1 1
PHT 1,77 0,32-9,74 0,514 1,81 0,31-10,49 0,507
rizik od razvoja metabolickih nema
komplikacija debljine umjeren / /
vrlo visok
KV rizik (%) 1,06 0,90-1,25 0,469 1,03 0,80-1,32 0,826
kategorije KV rizika nizak 1 1
umjeren 6,25 0,68-57,33 0,105 8,34 0,43-162,49 0,162
okoli$ni parametri
nepusac
cigarete bivsi pusac / /
pusac
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Univarijatna logisti¢ka regresija

Univarijatna logisti¢ka regresija
prilagodena na ucinke dobi i spola

OR 95 9% ClI P OR 95 9% ClI P
alkohol ne konzumira
< 2dL/dan / /
> 2 dL/dan
> 5 dL/dan
Socijalni status (€/god) 0-500
501 — 1500
1501 - 3000 / /
3001 - 5000
5000 — 10000
> 10000
biokemijski parametri
glukoza na taste (mmol/L) 1,37 0,36-5,21 0,645 1,25 0,33-4,76 0,749
CRP (mg/L) 0,64 0,25-1,62 0,346 0,61 0,23-1,59 0,309
kolesterol ukupni (mmol/L) 1,22 0,58-2,57 0,595 1,04 0,45-2,44 0,921
HDL-kolesterol (mmol/L) 0,68 0,06-7,19 0,746 0,50 0,04-6,19 0,591
LDL-kolesterol (mmol/L) 1,38 0,59-3,25 0,458 1,20 0,46-3,10 0,709
trigliceridi (mmol/L) 0,86 0,30-2,46 0,783 0,79 0,24-2,53 0,689
A1MCr (mg/g) 1,08 0,93-1,26 0,329 1,06 0,91-1,24 0,429
Genski polimorfizmi
AGT (rs2004776) CcC 1 1
CT 0,73 0,12-4,42 0,733 0,74 0,12-4,47 0,740
1T 2,65 0,27-26,43 0,405 2,97 0,29-30,10 0,357
AGTR1 (rs5186) AA 1 1
AC 0,88 0,14-5,30 0,886 0,98 0,16-5,97 0,980
CcC 2,84 0,29-28,27 0,373 2,90 0,29-29,24 0,366
ADRBL (rs1801253) GG 1 1
CG 0,13 0,02-0,93 0,043 0,11 0,01-0,88 0,037
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Univarijatna logisti¢ka regresija

Univarijatna logisti¢ka regresija prilagodena na ucinke dobi i spola

OR 95 % ClI P OR 95 9% ClI P
cC 0,10 0,01-0,72 0,023 0,10 0,01-0,74 0,024
ADIPOQ (rs266729) ccC 1 1
CG 2,42 0,44-13,35 0,312 2,44 0,44-13,54 0,309
GG / / / / / /
ADIPOQ (rs17300539) GG
GA / /
AA
UMOD (rs13333228) AA 1 1
AG 1,29 0,23-7,13 0,771 1,31 0,24-7,27 0,759
GG / / / / / /
ACE (rs4646994) I 1,02 0,06-16,52 0,989 1,09 0,07-17,92 0,950
ID 1,97 0,22-17,86 0,546 1,96 0,21-17,91 0,551
DD 1 1

Kratice: P, razina statisticke znacajnosti; / — model ne konvergira (nedovoljan broj ispitanika); OR, omjer izgleda; 95 % CI, 95 %-tni interval pouzdanosti za
omjer izgleda; AIMCR, omjer alfa-1-mikroglobulina i kreatinina u mokraci; AT, arterijski tlak; CRP, C-reaktivni protein; ITM, indeks tjelesne mase;
KBB, kroni¢na bubrezna bolest; KV, kardiovaskularni; NMT, normotenzija; PHT, predhipertezija; TM, tjelesna masa.



5.4. Interakcija genskih varijanti s ostalim odredivanim parametrima

Budu¢i da etiologija AH i predhipertenzije ukljucuje medusobnu interakciju gena i
vanjskih c¢imbenika tj. ostalih odredivanih parametara napravljena je univarijatna linearna
regresija povezanosti genskih polimorfizama sa svim ostalim odredivanim parametrima koja je
ukazala na znacajne povezanosti pojedinih polimorfizama istrazivanih gena s antropometrijskim,
klini¢kim, biokemijskim kao i okoli$nim parametrima, rezultati su prikazani u tablici 5.6.

Uocena je znaCajna negativna povezanost alela T rs5186 AGTR1 s dobi (B -1,05; SE 0,52;
P < 0,05) te znac¢ajna pozitivna povezanost alela C rs1801253 ADRBL1 s koncentracijom albumina
u porciji (B 4,15; SE 1,93; P < 0,05) i omjerom alfa-1-mikroglobulina i kreatinina u mokraci
(B 1,47; SE 0,55; P < 0,05). Za alel G rs266729 ADIPOQ nadena je negativna povezanost s CRP
(B -0,20; SE 0,10; P < 0,05), a pozitivna povezanost s koncentracijom HDL — kolesterola ( 0,06;
SE 0,02; P < 0,05). Alel A rs17300539 ADIPOQ je znacajno pozitivno povezan s tjelesnom
masom (3 5,43; SE 1,84; P < 0,05), opsegom struka (p 4,94; SE 1,43; P <0,05), ITM (B 1,65; SE
0,51; P < 0,05), a negativno je povezan sa SAT (B -2,42; SE 1,18; P < 0,05) i koncentracijom
kreatinina u serumu (B -3,66; SE 1,69; P < 0,05). Rezultat regresije je ukazao na znacajnu
negativnu povezanost alela G rs13333228 UMOD sa sistolickim (p -1,86; SE 0,88; P < 0,05) i
DAT (B -1,35; SE 0,65; P < 0,05). Za alel T rs2004776 AGT i alel | rs1799752 ACE rezultati nisu
pokazali znacajnu povezanost s niti jednim odredivanim parametrom.

Analiza medusobnoga uc¢inka genskih polimorfizama i svih odredivanih ¢imbenika na
pojavnost predhipertenzije je ucinjena S multiplom univarijatnom logistickom regresijom uz
hijerarhijsku eliminaciju varijabli unatrag. Rezultati su prikazani u tablici 5.7a. Regresija je
rezultirala modelom koji  uklju¢uje znaajni ucinak medusobne interakcije dobi
(OR 0,31; 95 % CI 0,13-0,71; P = 0,006), tjelesne visine (OR 0,96; 95 % CI 0,92-1,00; P = 0,043)
i TM (OR 1,06; 95 % CI 1,03-1,09; P < 0,001), frekvencije srca (OR 1,03; 95 % CI 1,01-1,05;
P = 0,014), koncentracije glukoze na taste (OR 1,63; 95 % CI 1,01-2,62; P = 0,044), ukupnoga
kolesterola (OR2,39; 95 % CI 1,09-5,24; P = 0,03), i heterozigotnoga genotipa rs17300539
ADIPOQ (OR 0,37; 95 % CI 0,18-0,77; P = 0,008), ali ne uklju¢uje polimorfizam rs266729
ADIPOQ koji se pokazao znacajnim u univarijatnoj logistickoj regresiji prilagodenoj na ucinke
dobi i spola (tablica 5.5a), niti polimorfizam rs13333228 UMOD koji je univarijatnom linearnom
regresijom znaCajno povezan sa vrijednosti SAT i DAT (tablica 5.6). Model medusobnih
interakcija je jo§ obuhvatio i rizik od razvoja metaboli¢kih komplikacija debljine, koncentraciju
LDL-kolesterola i triglicerida, ali bez znacajnoga doprinosa.

Multipla univarijatna linearna regresija uz hijerarhijsku eliminaciju varijabli unatrag te

multipla univarijatna logisti¢ka regresija uz hijerarhijsku eliminaciju varijabli unatrag je
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provedena i za analizu moguéega u¢inka medusobnih interakcija genskih polimorfizama i svih
odredivanih ¢imbenika na pojavnost KV rizika ¢iji rezultati su prikazani u tablicama 5.7b1 i
5.7b2.

Model za KV rizik (izraZzen kao kontinuirana varijabla) je ukazao na znacajnu pozitivnu
povezanost opsega struka (B 0,05; SE 0,02; P = 0,004), stanja predhipertenzije (3 0,82; SE 0,28;
P = 0,004), koncentracije LDL-kolesterola ( 0,82; SE 0,15; P < 0,001) i triglicerida (B 0,49; SE
0,14; P < 0,001) te negativnu povezanost s eGFR (B -0,04; SE 0,01; P < 0,001), ali niti jedan
genski polimorfizam nije usao u model.

Drugi model za pojavu KV rizika (izrazen kao kategorijska varijabla) je obuhvatio
znaCajnu pozitivnu povezanost medusobnih interakcija koncentracije kreatinina u serumu
(OR 1,09; 95 % CI 1,03-1,16; P = 0,006), glukoze na taste (OR 6,40; 95 % CI 1,89-21,76;
P = 0,003) i LDL-kolesterola (OR 4,88; 95 % CI 2,10-11,36; P < 0,001) te nositelja
heterozigotnoga genotipa C/T polimorfizma rs2004776 AGT (OR 6,31; 95 % CI 1,16-34,31;
P = 0,033). U model medusobnih interakcija su usli i stanje predhipertenzije i nositelj
homozigotnoga genotipa T/T polimorfizma rs2004776 AGT, ali bez zna¢ajnog doprinosa.

Istovjetne regresijske analize povezanosti medusobnih interakcija (ovisno radi li se o
kontinuiranim ili kategorijskim varijablama) su provedene i za KBB rizik izrazen kao eGFR, ACR
i kategorijski (nizak i umjeren rizik), no niti jedan dobiveni model nije dokazao interakciju
istrazivanih polimorfizama s ostalim odredivanim parametrima koja imaju ucinak na pojavnost
KBB rizika (tablice 5.7cl., 5.7¢2. i 5.7¢3.). Model zajednickoga ucinka genskih polimorfizama i
ostalih parametara na KBB rizik (izrazenog kao eGFR) je obuhvatio tjelesnu visinu, KV rizik (%),
koncentraciju ukupnoga kolesterola u serumu i kreatinina u porciji, ali bez ijednog polimorfizma.
Model KBB rizika (izrazenog kao ACR) je obuhvatio spol i koncentraciju ukupnoga kolesterola,
ali takoder bez ijednog polimorfizma. Zajednicki u¢inak genskih polimorfizama i ostalih
parametara na KBB rizik (izrazenog kategorijski) je u modelu sadrzavao samo znacajan negativan

utjecaj G/C i C/C genotipa polimorfizma rs1801253 ADRB1 bez ijednog drugog parametra.
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Tablica 5.6. Povezanost genskih polimorfizama s antropometrijskim, klinickim i biokemijskim parametrima (univarijatna linearna regresija; prikazani samo
rezultati gdje je P < 0,05 u obliku B (SE))

AGT AGTR1 ADRB1 ADIPOQ ADIPOQ UMOD ACE
rs2004776 rs5186 rs1801253 ~ rs266729  rs17300539 rs13333226  rs1799752
dob (godine) / -1,05 (0,52) / / / / /
antropometrijski i klini¢ki parametri
tjelesna masa (kg) / / / / 5,43 (1,84) / /
opseg struka (cm) / / / / 4,94 (1,43) / /
indeks tjelesne mase (kg/m?) / / / / 1,65 (0,51) / /
sistolicki arterijski tlak (mmHg) / / / / -2,42 (1,18) -1,86 (0,88) /
dijastolicki arterijski tlak (mmHQ) / / / / / -1,35 (0,65) /
biokemijski parametri
kreatinin u serumu (umol/L) / / / / -3,66 (1,69) / /
C-reaktivni protein (mg/L) / / / -0,20 (0,10) / / /
HDL-kolesterol (mmol/L) / / / 0,06 (0,02) / / /
albumin porcija (mg/L) / / -4,15 (1,93) / / / /
omjer alfa 1 mikroglobulina i / / 1,47 (0,55) / / / /

kreatinina u mokraci (mg/g)

Kratice: B, regresijski koeficijent; SE, standardna greska; P, razina statisticke znacajnosti; / — nema znacajne povezanosti.
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Tablica 5.7a. Zajednicki ucinak genskih polimorfizama i odredivanih parametara na predhipertenziju (odabrani znacajni modeli iz univarijatne logisticke
regresije iz Tablice 5.5a.)

Multipla univarijatna logisti¢ka regresija uz

Multipla univarijatna logisticka regresija hijerarhijsku eliminaciju varijabli unatrag

OR 95 % CI P OR 95 % CI P

spol muskarci 1 /

zene 0,28 0,11-0,75 0,011 0,31 0,13-0,71 0,006
dob (godine) 1,01 0,98-1,05 0,490 /
tjelesna visina (cm) 0,94 0,83-1,05 0,266 0,96 0,92-1,00 0,043
tjelesna masa (kg) 1,08 0,96-1,22 0,222 1,06 1,03-1,09 <0,001
opseg struka (cm) 0,99 0,94-1,05 0,821 /
ITM (kg/m?) 0,93 0,68-1,28 0,658 /
frekvencija srca (otkucaji/min) 1,03 1,01-1,06 0,012 1,03 1,01-1,05 0,014
rizik od razvoja nema 1 1
metabgliék_i_h umjeren 2,07 0,9-4,77 0,086 1,95 0,99-3,84 0,053
komplikacija
debljine vrlo visok 0,80 0,23-2,79 0,729 0,68 0,27-1,71 0,413
kreatinin u serumu (umol/L) 1,01 0,98-1,04 0,542 /
glukoza na taSte (mmol/L) 1,61 0,99-2,63 0,054 1,63 1,01-2,62 0,044
CRP (mg/L) 1,07 0,88-1,31 0,474 /
kolesterol ukupni (mmol/L) 2,21 0,97-5,04 0,060 2,39 1,09-5,24 0,030
LDL-kolesterol (mmol/L) 0,48 0,20-1,17 0,106 0,47 0,20-1,10 0,083
trigliceridi (mmol/L) 0,78 0,54-1,13 0,191 0,76 0,53-1,08 0,123
ADIPO cc :
r526672% CG 0,71 0,41-1,22 0,213 /

GG 1,25 0,48-3,26 0,648
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Multipla univarijatna logisti¢ka regresija uz

Multipla univarijatna logisticka regresija hijerarhijsku eliminaciju varijabli unatrag

OR 95 % CI P OR 95 % ClI P
00 GG 1 1
ADIP
rs17300539 GA 0,39 0,18-0,84 0,016 0,37 0,18-0,77 0,008
AA /
UMOD AA !
rs13333226 AG 0,72 0,39-1,31 0,276 /
GG 1,12 0,23-5,36 0,892

Kratice: OR, omijer izgleda; 95 % CI, 95 %-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; P, razina statisticke znacajnosti; / — izba¢eno iz modela jer ne
pridonosi zna¢ajno na varijablu ishoda; CRP, C-reaktivni protein; ITM, indeks tjelesne mase
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Tablica 5.7bl. Zajednicki uc¢inak genskih polimorfizama i odredivanih ¢imbenika na kardiovaskularni rizik (%; odabrani znacajni modeli iz univarijatne

linearne regresije iz Tablice 5.5b.)

Multipla univarijatna linearne regresija uz

Multipla univarijatna linearne regresija hijerarhijsku eliminaciju varijabli unatrag

B SE P B SE P

tjelesna visina (cm) 0,03 0,08 0,731 /
tjelesna masa (kg) 0,01 0,09 0,954
opseg struka (cm) 0,04 0,03 0,204 0,05 0,02 0,004
ITM (kg/m?) 0,04 0,25 0,877
dijastolicki AT (mmHg) 0,00 0,02 0,889 /
klasifikacija NMT 0 0
AT PHT 0,85 0,37 0,021 0,82 0,28 0,004
rizik od razvoja nema 0 0
metabolickih umjeren -0,26 0,43 0,543 -0,09 0,37 0,808
komplikacija debljine .

vrlo visok -1,23 0,69 0,075 -0,87 0,50 0,086
kreatinin u serumu (umol/L) -0,03 0,02 0,169 /
glukoza na taste (mmol/L) 0,44 0,26 0,094 0,43 0,26 0,096
CRP (mg/L) -0,03 0,11 0,747 /
LDL-kolesterol (mmol/L) 0,83 0,16 <0,001 0,82 0,15 <0,001
trigliceridi (mmol/L) 0,48 0,14 <0,001 0,49 0,14 <0,001
eGFR (mL/min/1,73m?) -0,05 0,02 0,001 -0,04 0,01 <0,001
ALMCR (mg/g) 0,07 0,03 0,063 0,06 0,03 0,065

Kratice: B, regresijski koeficijent; SE, standardna greska; P, razina statisticke znacajnosti; / — izbaceno iz modela jer ne pridonosi znacajno na varijablu ishoda;
ALIMCR, omjer alfa-1-mikroglobulina i kreatinina u mokra¢i; AT, arterijski tlak; CRP, C-reaktivni protein; ITM, indeks tjelesne mase;
KV, kardiovaskularni, NMT, normotenzija; PHT, predhipertezija.
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Tablica 5.7b2. Zajednicki ucinak genskih polimorfizama i odredivanih ¢imbenika na na Kkardiovaskularni rizik (kategorije; odabrani znacajni modeli iz

univarijatne logisticke regresije iz Tablice 5.5b.)

Multipla univarijatna logisti¢ka regresija uz

Multipla univarijatna logisticka regresija hijerarhijsku eliminaciju varijabli unatrag

OR 95 % ClI P OR 95 % CI P
tjelesna masa (kg) 1,07 0,91-1,24 0,420 /
opseg struka (cm) 0,99 0,85-1,16 0,910 /
ITM (kg/m?) 0,85 0,52-1,37 0,501 /
dijastoli¢ki AT (mmHg) 1,02 0,88-1,18 0,805 /
klasifikacija AT NMT 1 1
PHT 4,51 0,25-82,19 0,309 5,53 0,51-59,61 0,158
kreatinin u serumu (umol/L) 1,08 0,95-1,22 0,238 1,09 1,03-1,16 0,006
glukoza na taste (mmol/L) 5,87 1,55-22,24 0,009 6,40 1,89-21,76 0,003
LDL-kolesterol (mmol/L) 4,77 1,99-11,43 <0,001 4,88 2,10-11,36 <0,001
trigliceridi (mmol/L) 1,42 0,59-3,40 0,436 /
eGFR (mL/min/1,73m?) 1,01 0,91-1,11 0,895 /
AGT (rs2004776) CcC 1 1
CT 7,64 1,16-50,32 0,034 6,31 1,16-34,31 0,033
1T 3,71 0,18-77,11 0,398 4,06 0,28-58,87 0,305

Kratice: OR, omjer izgleda; 95 % , 95 %-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; P, razina statisticke znacajnosti; / — izba¢eno iz modela jer ne pridonosi
znacajno na varijablu ishoda; AT, arterijski tlak; eGFR, procjena glomerularne filtracije prema CKD-EPI; ITM, indeks tjelesne mase; KV, kardiovaskularni;
NMT, normotenzija; PHT, predhipertezija.
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Tablica 5.7c1. Zajednicki u¢inak genskih polimorfizama i odredivanih ¢imbenika na renalni rizik (eGFR; odabrani znacajni modeli iz univarijatne linearna

regresije iz Tablice 5.5¢1.)

Multipla univarijatna linearna regresija

Multipla univarijatna linearna regresija uz
hijerarhijsku eliminaciju varijabli unatrag

B SE P B SE P
tjelesna visina (cm) 0,14 0,07 0,047 0,14 0,07 0,05
sistoli¢ki AT (mmHg) 0.00 0,08 0,955 /

dijastoli¢ki AT (mmHg) -0,05 0,1 0,63 /

KV rizik (%) -0,65 0,26 0,014 -0,74 0,24 0,002
kolesterol ukupni (mmol/L) -0,74 1,94 0,704 -1,17 0,7 0,096
LDL-kolesterol (mmol/L) -0,43 2,23 0,848 /

trigliceridi (mmol/L) -0,59 0,9 0,512 /

kreatinin porcija (mmol/L) -0,17 0,1 0,087 -0,16 0,1 0,095

Kratice: B, regresijski koeficijent; SE, standardna greska; P, razina statistiCke znacajnosti; / — izbaceno iz modela jer ne pridonosi zna¢ajno na varijablu
ishoda; AT, arterijski tlak; eGFR, procjena glomerularne filtracije prema CKD-EPI; KBB, kroni¢na bubrezna bolest; KV, kardiovaskularni
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Tablica 5.7.c2. Zajednicki uéinak genskih polimorfizama i odredivanih ¢imbenika na renalni rizik (ACR; odabrani znac¢ajni modeli iz univarijatne linearne
regresije iz Tablice 5.5¢2.)

Multipla univarijatna linearna regresija Multipla univarijatna linearna regresija uz
hijerarhijsku eliminaciju varijabli unatrag
B SE P B SE P
spol
muskarci 0 0

zene 1,55 0,73 0,034 1,61 0,72 0,027
dob (godine) 0,03 0,05 0,481 /
kolesterol ukupni (mmol/L) 0,56 0,37 0,131 0,67 0,34 0,049

Kratice: B, regresijski koeficijent; SE, standardna greska; P, razina statisticke znacajnosti

Tablica 5.7¢3. Zajednicki uéinak genskih polimorfizama i odredivanih ¢imbenika na renalni rizik (kategorije; odabrani znacajni modeli iz univarijatne
logisti¢ke regresije iz Tablice 5.5c3)

Multipla univarijatna logisti¢ka regresija I\él_l{ltipla univarijatna logisticka regresija uz
ijerarhijsku eliminaciju varijabli unatrag
OR 95 % CI P OR 95 % CI P
beta-1-adrenergicki receptor, ADRB1 (rs1801253)
GG 1 1
GC 0,13 0,02-0,93 0,043 0,13 0,02-0,93 0,043
CC 0,10 0,01-0,72 0,023 0,10 0,01-0,72 0,023

Kratice: OR, omjer izgleda; 95 % CI, 95 %-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; P, razina statisti¢ke znac¢ajnosti; / — izbaceno iz modela jer ne pridonosi
znacajno na varijablu ishoda



Uzro¢no-posljedi¢na vezu znacajnih rezultata povezanosti odredenih mjerenih parametara
s ishodom odredili smo i metodom Mendelske randomizacije.

Modeli koji su zadovoljili sva tri kriterija (genski polimorfizam tj. varijatni alel nije
znaCajno povezan s varijablom ishoda, no povezan je s varijablom rizika, a varijabla rizika je
znacajno povezana s varijablom ishoda prema podacima iz tablica 5.4.a, 5.4.b. i 5.5) su prikazani
u tablici 5.8. Ovom analizom nije utvrdena znacajna povezanost niti za predhipertenziju, KV
rizik, ni za KBB rizik.

Tablica 5.8. Rezultati metode Mendelske randomizacije za one modele koji su zadovoljili sva tri
kriterija (genski polimorfizam nije znacajno povezan s varijablom ishoda, no povezan je s

varijablom rizika, a varijabla rizika je znaCajno povezana s varijablom ishoda)

Model ] SE P

predhipertenzija
(modeli osnovani na temelju rezultata univarijatne logisticke regresije)

ADIPOQ_1~CRP ~PHT 0,46 0,66 0,483
ADIPOQ_2 ~ CREAs ~ PHT -0,09 0,06 0,132
ADIPOQ_2 ~ ITM ~ PHT 0,20 0,13 0,132
ADIPOQ_2 ~OS ~ PHT 0,07 0,04 0,132
ADIPOQ_2~TT ~PHT 0,06 0,04 0,132

KV rizik (%)
(modeli osnovani na temelju rezultata univarijatne linearne regresije)

ADRB1 ~ AIMCr ~ KVR -1,34 1,02 0,190
ADIPOQ_ 1~ CRP ~ KVR 0,13 0,09 0,158
ADIPOQ_2 ~ CREAs ~ KVR 0,29 0,21 0,158
ADIPOQ 2~ ITM ~ KVR 0,10 0,07 0,158
ADIPOQ 2 ~ 0S ~ KVR 0,09 0,06 0,158
ADIPOQ 2 ~TT ~ KVR -0,02 0,15 0,876
UMOD ~ DAT ~ KVR 0,15 0,20 0,451

KBB rizik (kategorije)
(modeli osnovani na temelju rezultata univarijatne logisticke regresije)
ADRB1 ~ ALB(U) ~ KBB 0,28 0,15 0,062

Kratice: B, regresijski koeficijent; SE, standardna greska; P, razina statisticke znadajnosti; ADIPOQ 1,
rs266729; CREAs, kreatinin u serumu; PHT, predhipertenzija; KVR, kardiovaskularni rizik; TT, tjelesna
tezina; CRP, C-reaktivni protein; ALMCr, omjer alfa-1-mikroglobulina i kreatinina u mokraci; ADIPOQ _2,
rs17300539; ADRB1, rs1801253; OS, opseg struka; DAT, dijastoli¢ki arterijski tlak; ITM, indeks tjelesna
mase; UMOD, rs13333226); KBB, kroni¢na bubrezna bolest; KV, kardiovaskularni; ALB(U), albumin u
mokradi.
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5.5.  Interakcije gen —gen

Interakcije gen — gen su analizirane prema modelu genotipova visokoga (interakcija s
ishodom je pozitivna) i niskoga rizika (interakcija s ishodom je negativna) univarijatnom i
multiplom univarijathom logistiCkom regresijom U odnosu na pojavnost ishoda (predhipertenzija,
KV i KBB rizik), nakon ¢ega su samo znacajne interakcije dodatno analizirane permutacijskim
testom kako bi se utvrdila stvarna znacajnost dobivenih modela. Rezultati su prikazani u tablici
5.9.

Za ishod ,,predhipertenzija“ multiplom univarijatnom analizom interakcija gen — gen

nadene su znacajne interakcije:

e dva polimorfizma (rs1799752 ACE + rs266729 ADIPOQ) s dva znacajna genotipa (B 0,73;
P =0,01)

e Cetiri polimorfizma (rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ +
rs266729 ADIPOQ) s jednim znac¢ajnim genotipom (p 0,92; P = 0,02)

e pet polimorfizama (rs1799752 ACE + rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ + rs5186
AGTR1 +rs2004776 AGT) s dva znacajna genotipa (§ 1,17; P = 0,02)

e pet polimorfizama (rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ +
rs266729 ADIPOQ + rs5186 AGTR1) s dva znac¢ajna genotipa (8 0,90; P < 0,01)

Univarijatnom logistickom regresijom identificirana su dva haplotipa koja su znacajno pozitivno

povezana s pojavnoscu predhipertenzije:

e hIAGC,; interakcija ¢etiri polimorfizma:
rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ
(OR 1,41; 95 % CI 1,02-1.94; P=0,04), ucestalost ovoga haplotipa u cijeloj skupini je 0,28, u
NT 0,24, a zna¢ajno je ve¢a u PHT 0,32

e hIAGCA,; interakcija pet polimorfizama:
rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ + rs5186
AGTRL1 (OR 1,47; 95 % CI 1,01-2,14; P = 0,05), ucestalost ovog haplotipa u cijeloj skupini je
0,21, u NT 0,18, a znacajno je vecau PHT 0,23

S obzirom na mali broj ispitanika u kategoriji ishoda ,,umjereni KV rizik“, nije bilo
moguce ispravno utvrditi interakcije gen — gen nego je analiza napravljena na svih sedam genskih
polimorfizama. Prvotno se medusobna interakcija svih polimorfizama pokazala znacajna
(rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ +
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rs1801253 ADRBL1 + rs5186 AGTR1 + rs2004776 AGT), s ukupno osam moguc¢ih kombinacija

genotipova, ali permutacijski test sa 100 iteracija nije potvrdio tu znacajnost.

Jednaka situacija se ponovila kod analize za ishod ,,umjeren KBB rizik®“. Budu¢i da
polimorfizam AGT nije zadovoljio HWE prag nije mogao uci u analizu, pa je analiza napravljena
na ostalih Sest polimorfizama. Medusobna interakcija Sest polimorfizama (rs1799752 ACE +
rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ + rs266729 ADRB1 + rs5186
AGTR1) se pokazala zna¢ajnom, s mogucih Sest kombinacija genotipova, ali opet permutacijski

test nije potvrdio znacajnost.

Posljedi¢no, s ishodima vezanim uz KV i KBB rizik nije nadena znacajna povezanost
pojedinih haplotipova, $to je takoder posljedica izrazito malog broja podskupine ispitanika u

kategorijama umjerenog KV i KBB rizika.
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Tablica 5.9. Statisticki znacajni rezultati analize interakcija gen — gen i na temelju toga analiza najucestalijega haplotipa ispitanika s normotenzijom i

predhipertenzijom te ovisno o kardiovaskularnom i renalnom riziku (univarijatna logisti¢ka regresija)

Broj Analiza interakcija gen — gen Analiza haplotipova
Interakcija < <
gena ! N  Genotip Beta p prx Haplotip  Utestalost Uclfls,\tﬂa#"“ chs;aTl"“ OR 95 9% ClI pra
predhipertenzija?
ACE 1/0 hDC 0,35 0,36 0,35 0,95 0,72-1,26 0,73
2 ppipOQ 1 2 012 073 <0001 001 hiC 0.35 0.33 0.36 114 0,86-1.51 0.36
ACE 1
UMOD 0 hlIAGC 0,28 0,24 0,32 1,41 1,02-1,94 0,04
4 apipog2 ! 0 092 <0001 002 hDAGC 0,26 0.25 0.26 1,09 0,79-1.49 0,60
ADIPOQ_1 0
ACE 1
ADIPOQ_2 0 hIGCAC 0,17 0,15 0,19 1,17 0,79-1,73 0,43
ADIPOQ _1 2 0 1,17 0,001 0,02 ' ' ' ' ' ' '
AGTRI o1 hDGCAC 0,14 0,20 0,13 0,96 0,63-1,46 0,85
5 AGT 1/0
ACE 1
UMOD 0
hIAGCA 0,21 0,18 0,23 1,47 1,01-2,14 0,05
ADIPOQ_2 2 0 0,90 0,001 <0,01 ' ’ ’ ' ' ' '
ADIPOQ_1 0 hDAGCA 0,19 0,17 0,19 1,11 0,76-1,62 0,58
AGTR1 0/1
KV rizik?
ACE 0/1/2
UMOD 0/1/2
ADIPOQ_2 0/1/2
7 ADIPOQ_1 8 0/1/2 0,293 <0,001 0,98 hlIAGCCAC 0,10 / / model ne konvergira
ADRB1 0/1/2
AGTR1 0/1/2
AGT 0/1/2
KBB rizik®
ACE 0/1/2
UMOD 0
6 28::388:% 6 0/2/2 0,240 <0,001 0,19 hlIAGCCA 0,15 / / model ne konvergira
ADRB1 0
AGTR1 0

Legenda @ Gen ADRBL nije ukljucen jer nije zadovoljio HWE prag; prikazani samo rezultati gdje je P zadrZzao znacajnost nakon permutacijskog testa u analizi
interakcija gen — gen; u analizi haplotipova prikazani rezultati za dva najucestalija haplotipa (h). Nastavak legende na sljedecoj stranici.
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b S obzirom na mali broj ispitanika u kategoriji umjerenoga kardiovaskularnog rizika niti jedan model se nije pokazao zna¢ajnim u permutacijskom testu, stoga je za
analizu haplotipova ostavljen samo zajedni¢ki model sa svih sedam analiziranih genskih polimorfizama

¢ Gen AGT nije ukljucen jer nije zadovoljio HWE prag; obzirom na mali broj ispitanika u kategoriji umjerenoga renalnog rizika niti jedan model se nije pokazao
znacajnim u permutacijskom testu, stoga je za analizu haplotipova ostavljen samo zajednic¢ki model sa svih sedam analiziranih genskih polimorfizama

Kratice: N, broj znacajnih genotipova u interakciji; beta, regresijski koeficijent u¢inka; P*, razina statisticke znacajnosti nakon Bonferroni korekcije; P**, razina
statistiCke znacajnosti nakon permutacijskog testa s 100 iteracija; OR, omjer izgleda; 95 % CI, 95 %-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; P***, razina
statistiCke znacajnosti nakon univarijatne logisticke regresije najucestalijeg haplotipa; 0, major alel homozigot; 1, heterozigot; 2, minor alel homozigot * Genotip
visokoga rizika, regresijski koeficijent u¢inka povezanosti interakcije gen — gen s varijablom ishoda je pozitivnhoga smjera; genotip niskoga rizika, regresijski
koeficijent uéinka povezanosti interakcije gen — gen s varijablom ishoda je negativnoga smjera; * Prilagodeno na dob i spol; ACE, rs1799752; AGT, rs2004776,
AGTR1,rs5186; ADIPOQ_1, rs266729; ADIPOQ_2, rs17300539; UMOD, rs13333226; 0, major alel homozigot; 1, heterozigot; 2 , minor alel homozigot (za ACE 0,
genotip D/D; 1, genotip I/D; 2, genotip I/1). Haplotip (h) sadrzi odredeni alel gena u interakciji, npr. hDC; alel D rs1799752 gena ACE i alel C rs266729 gena
ADIPOQ.
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5.6.  Interakcije gen — gen — ostali odredivani parametri

Medusoban odnos svih odredivanih demografskih, antropometrijskih, klinickih,
biokemijskih, okolisnih i genskih parametara pomocu Spearmanovog koeficijenta korelacija
prikazan je na slici 5.1 uz napomenu da su prikazane samo statisti¢ki znacajne korelacije, a jaci
intenzitet boje oznacava snazniju korelaciju.

Zbog kompleksnosti istrazivanja napravljena je 1 zajedni¢ka analiza multiplom
logistickom regresijom medusobnih interakcija gen — gen i interakcija gen — ostali odredivani
parametri gdje su najznacajnije varijable odabrane putem algoritma hijerarhijske eliminacije
varijabli unatrag za predhipertenziju, KV i KBB rizik. Rezultati analize tj. znac¢ajni modeli su

prikazani u tablici 5.10.

Model interakcija gen — gen — ostali odredivani parametri povezan s pojavnoscu
predhipertenzije (slika 5.2) je obuhvatio sljedec¢e parametre sa statisti¢ki znacajnim interakcijama
u modelu:

e spol, tjelesna visina i TM, koncentracija glukoze na taste

e polimorfizam rs17300539 ADIPOQ tj. minor alel A

Osim gore navedenih znacajnih parametara jo§ su u model ukljuceni, ali bez statisticke
znacajnosti:

e dob

o frekvencija srca

e interakcija dva polimorfizma (rs1799752 ACE + rs266729 ADIPOQ)

Model interakcija gen — gen — ostali odredivani parametri povezan s pojavno$cu
predhipertenzije i KV rizika (slika 5.3) je obuhvatio sljedec¢e parametre sa statisticki znac¢ajnim
interakcijama u modelu:

e tjelesna masa, koncentracija kreatinina u serumu, koncentracija glukoze na taste,
e medusobne interakcije:

o Cetiri polimorfizma (rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ +

rs266729 ADIPOQ) tj. haplotip hIAGC

o pet polimorfizama (rs1799752 ACE + rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ +

rs5186 AGTRL1 + rs2004776 AGT) tj. dva moguca haplotipa hIGCAC i hDGCAC
Osim gore navedenih znaajnih parametara jo§ su u model ukljuceni, ali bez statisticke
znacajnosti:

e 152004776 AGT (alel T)
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e medusobna interakcija:
o dva polimorfizma (rs1799752 ACE + rs266729 ADIPOQ)
o pet polimorfizama (rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ +
rs266729 ADIPOQ + rs5186 AGTR1)

Model interakcija gen — gen — ostali odredivani parametri povezan s pojavnoscu
predhipertenzije i KBB rizika (slika 5.3) je obuhvatio sljedece parametre sa statisti¢ki znacajnim
interakcijama u modelu:

e tjelesna masa, koncentracija glukoze na taste, triglicerida

e polimorfizam rs17300539 ADIPOQ

Osim gore navedenih znafajnih parametara jo$ je u model ukljuCena, ali bez statisticke
znacajnosti:

e medusobna interakcija:

o dva polimorfizma (rs1799752 ACE + rs266729 ADIPOQ)

Model interakcija gen — gen — ostali odredivani parametri povezan s pojavnoScu
predhipertenzije, KV i KBB rizik (slika 5.4) je obuhvatio sljede¢e parametre sa statisticki
znacajnim interakcijama u modelu:

o tjelesna masa, koncentracija glukoze na taste

e polimorfizam rs17300539 ADIPOQ

Osim gore navedenih znaCajnih parametara jo§ su u model ukljuceni, ali bez statistiCke
znacajnosti:

e polimorfizam rs2004776 AGT (alel T)

e medusobna interakcija:

o dva polimorfizma (rs1799752 ACE + rs266729 ADIPOQ)
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Slika 5.1. Odnos izmedu demografskih, antropometrijskih, klini¢kih, biokemijskih, okoli$nih i genskih

o barametara prikazan pomoc¢u Spearmanovog koeficijenta korelacija (prikazane su samo statisticki

(&3]

znacajne korelacije, dok jaci intenzitet boje oznaCava snazniju korelaciju.

Kratice: AIMCr, omjer alfa-1-mikroglobulina i kreatinina; ACE, alel D; ACR, omjer albumina i kreatinina u
mokraci; ADIPOQ_1, rs266729; ADIPOQ_2, rs17300539; ALB, albumin porcija; AGT, rs2004776, AGTR1,
rs5186; CHOL, ukupni kolesterol; CKDRisk, rizik za razvoj kroni¢ne bubrezne bolesti; Cr, kreatinin porcija;
CREAs, kreatinin u serumu; CRP, C-reaktivni protein; CVRisk, kardiovaskularni rizik; DAT, dijastolicki
arterijski tlak; eGFR, procjenjena glomerulana filtracija; EtOH, alkohol; GUKs, glukoza na taste; HLD, HDL-
kolesterol, HR, frekvencija srca; ITM, indeks tjelesne mase; LDL, LDL-kolesterol; OS, opseg struka; PHT,
predhipertenzija; RizMetKompl, rizik od razvoja metaboli¢kih komplikacija debljine; SAT, sistolicki arterijski

tlak; SES, socijalni status; TG, trigliceridi; TT, tjelesna masa; TV, tjelesna visina; UMOD, rs13333226
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Tablica 5.10. Znac¢ajni modeli zajedni¢ke analize interakcija gen — ostali odredivani parametri i

interakcije gen — gen (najznacajnije varijable izabrane iz tablica 5.7a, 5.7bl, 5.7b2, 5.75c1, 5.7¢2,

5.7¢3, a znaCajne interakcije gen — gen izabrane iz tablice 5.9) povezani s pojavnoscéu

predhipertenzije, kardiovaskularnoga i renalnoga rizika

Multipla logisti¢ka regresija uz

Multipla logisti¢ka regresija

hijerarhijsku eliminaciju
varijabli unatrag

96

OR 95 9% CI P OR 95 % CI P
PREDHIPERTENZIJA
spol (zene) 0,32 0,17-0,62 <0,001 0,32 0,17-0,62 <0,001
dob (godine) 1,02 0,99-1,05 0,221 1,02 0,99-1,06 0,104
tjelesna visina (cm) 0,97 0,93-1,00 0,048 0,96 0,93-1,00 0,043
tjelesna masa (kg) 1,04 1,02-1,06 <0,001 1,04 1,02-1,06 <0,001
frekvencija srca
(otkucaji/min) 1,02 1,00-1,04 0,082 1,02 1,00-1,04 0,068
glukoza na taste (mmol/L) 1,63 1,07-2,50 0,023 1,64 1,07-2,51 0,022
kolesterol ukupni (mmol/L) 1,09 0,86-1,38 0,495 /
ADIPOQ 2 053  0,27-1,02 0,058 0,50 0,26-0,96 0,037
ACE + ADIPOQ 1 1,07 0,66-1,73 0,784 1,06 0,65-1,70 0,826
ACE + UMOD + ADIPOQ_2
+ADIPOQ 1 / /
ACE + ADIPOQ 2 +
ADIPOQ_1 + AGTR1 + AGT / /
ACE + UMOD + ADIPOQ 2
+ADIPOQ 1 + AGTR1 / /
PREDHIPERTENZIJA | KV RIZIK
tjelesna masa (kg) 1,03 1,00-1,07 0,070 1,04 1,02-1,06 <0,001
opseg struka (cm) 1,01 0,97-1,05 0,572 /
Iﬁ'ﬁ‘é‘é;ﬁ'};lﬂ)‘m 101 0,99-1,04 0,237 /
kreatinin u serumu (umol/L) 1,03 1,01-1,06 0,016 1,03 1,01-1,05 0,007
glukoza na taste (mmol/L) 1,82 1,17-2,83 0,008 1,79 1,16-2,78 0,009
LDL-kolesterol (mmol/L) 1,23 0,94-1,61 0,133 /
trigliceridi (mmol/L) 0,88 0,66-1,17 0,383 /
eGFR (mL/min/1,73m?) 1,00 0,98-1,03 0,718 /
AGT 0,68 0,45-1,01 0,058 0,68 0,46-1,02 0,063
ACE + ADIPOQ_1 0,69 0,38-1,23 0,206 0,70 0,40-1,25 0,231
ﬁiEDTP%'\é?P TADIPOQZ 451 102222 0,030 153 104225 0030
ﬁgfpggi'zoféé cagr 138 102174 003 1,31 1,01-1,71 0,043
ACE + UMOD + ADIPOQ_2 59 (33104 0,070 058 033103 0063

+ ADIPOQ_1 + AGTR1
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Multipla logisti¢ka regresija

Multipla logisti¢ka regresija uz
hijerarhijsku eliminaciju

varijabli unatrag

L6

OR 95 % ClI P OR 95 % ClI P
PREDHIPERTENZIJA | KBB RIZIK
tjelesna visina (cm) 0,99 0,97-1,02 0,557 /
tjelesna masa (kg) 1,05 1,03-1,07 <0,001 1,04 1,03-1,06 <0,001
frekvencija srca
(otkucaji/min) 1,01 0,99-1,03 0,437 /
glukoza na taste (mmol/L) 1,80 1,18-2,74 0,006 1,83 1,21-2,79 0,005
kolesterol ukupni
(mmol/L) 1,13 0,91-14 0,281 /
ADIPOQ 2 0,45 0,23-0,88 0,020 0,45 0,23-0,86 0,016
ADRB1 1,07 0,74-1,54 0,729 /
ACE + ADIPOQ_1 1,08 0,67-1,76 0,744 1,05 0,65-1,70 0,836
ACE + UMOD +
ADIPOQ 2 + ADIPOQ_1 / /
ACE + ADIPOQ_2 +
ADIPOQ_1 + AGTR1 +
AGT / /
ACE + UMOD +
ADIPOQ_2 + ADIPOQ 1
+ AGTRI / /
PREDHIPERTENZIJA, KV | KBB RIZIK
tjelesna visina (cm) 0,99 0,96-1,02 0,501 /
tjelesna masa (kg) 1,05 1,02-1,09 0,002 1,05 1,03-1,06 <0,001
opseg struka (cm) 0,99 0,96-1,03 0,739 /
frekvencija srca
(otkucaji/min) 1,01 0,99-1,03 0,451 /
glukoza na taste (mmol/L) 1,90 1,22-2,95 0,004 1,90 1,23-2,95 0,004
LDL-kolesterol (mmol/L) 1,15 0,88-1,51 0,303 /
trigliceridi (mmol/L) 0,94 0,71-1,24 0,671 /
ADIPOQ 2 0,38 0,18-0,79 0,009 0,38 0,19-0,77 0,008
ADRB1 1,07 0,71-1,60 0,759 /
AGT 0,87 0,59-1,29 0,492 0,88 0,60-1,29 0,514
ACE + ADIPOQ 1 1,01 0,60-1,70 0,962 0,98 0,59-1,64 0,938
ACE + UMOD +

ADIPOQ 2 + ADIPOQ 1

ACE + ADIPOQ 2 +
ADIPOQ 1 + AGTRL +
AGT

ACE + UMOD +
ADIPOQ_2 + ADIPOQ 1
+ AGTR1

/

/

Kratice: OR, omjer izgleda; 95 % , 95 %-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; P, razina statistiCke

znacajnosti; / — izbaceno iz modela jer ne pridonosi znacajno na varijablu ishoda; ACE, rs1799752; AGT,
rs2004776, AGTR1, rs5186; ADIPOQ _1, rs266729; ADIPOQ_2, rs17300539; UMOD, rs 13333226.
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Predhipertenzija
i
L

[ Tjelesna visina (cm) H ]

[ Tielesna masa (kg) "

[ Spol (Zene) e—j ]

[ Glukoza na taste (mmol/L) I} o [

Frekvencija srca (otkucaji/min)-

Dob {godine)- H

(ADIPOQ_2] ——]

ACE + ADIPOQ_1- F—lo——

0 1 2 3
OR (95% CI)

Slika 5.2. Znacajni model zajedni¢ke analize medusobnih interakcija gen — ostali odredivani
parametri i interakcija gen — gen.

Najznacajnije varijable odabrane putem algoritma hijerarhijske eliminacije varijabli unatrag povezane
s predhipertenzijom, znacajne interakcije gen — gen izabrane su iz tablice 5.9; dok su za ostale
parametre odabrani oni koji su pokazali znaCajnu razliku izmedu osoba s normotenzijom i
predhipertenzijom iz tablice 5.1a.
Obrubljene su varijable koje znacajno utje¢u na ishod, crvenom bojom pro-predhipertenzivne varijable,
a zelenom zastitne varijable unutar modela.

© Kratice: OR, omjer izgleda; 95 % CI, 95 %-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; ACE, rs1799752;
ADIPOQ_1, rs266729; ADIPOQ_2, rs17300539.
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Predhipertenzija i
kardiovaskularni rizik

[ Tielesna masa (kg) H]
[ Kreatinin u serumu (mmaol/L) H
[ Glukoza na taSte (mmol/L) ] ]

AGTA

ACE + UMOD + ADIFOGQ_2 + ADIPOQ_1+ AGTR1

[

[ ACE + UMOD + ADIPOQ_2 + ADIPOQ_1 [ — ]
|
( Ace + ADIPOQ_2 + ADIPOQ_1 + AGTR1 + AGT | o]
|
|
ACE+ADIPOQ_1{  |—e—
|
|
i 3
OR (95% Cl)

Slika 5.3. Znac¢ajni modeli zajednicke analize medusobnih interakcija gen — ostali odredivani parametri i interakcija gen — gen.

A

Predhipertenzija i

renalni rizik
[ Tjelesna masa (kg) * ]
|
|
|
|
!
[ Glukoza na taste (mmol/L) I l o
|
|
|
|
|
I
|
ADIPOQ_2 |
(roroaz)  —e—di)i
ACE + ADIPOQ_1

2
OR (95% CI)

B

Predhipertenzija,
kardiovaskularni rizik i
renani rizik
[ Tjelesna masa (kg)- * ]
|
|
|
; ;
[ Glukoza na taste (mmoliL){ ’—D—‘ ]
|
1
AGTH }—H—{
|
|
|
|
|
|
1
|
|
1
ACE + ADIPOQ_11 }—'—{
|
|
|
|
1 2 3
OR (95% CI)

Najznacajnije varijable odabrane putem algoritma hijerarhijske eliminacije varijabli unatrag) povezan s predhipertenzijom i KV rizikom (A),
predhipertenzijom i KBB (B) i sumarno PHT + KV rizik + KBB rizik (C).

Znacajne interakcije gen — gen izabrane iz tablice 5.9; dok su za ostale parametre odabrani oni koji su pokazali znacajnu razliku izmedu osoba s
normotenzijom i predhipertenzijom, umjerenim i niskim KV i KBB rizikom iz tablica 5.1a — 5.1c. Obrubljene su varijable koje znac¢ajno utjecu na ishod,
crvenom bojom - riziéne varijable, a zelenom zastitne varijable unutar modela.
Kratice: OR, omjer izgleda; 95 % CI, 95 %-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; ACE, rs1799752; AGT, rs2004776, AGTR1, rs5186; ADIPOQ_1,
rs266729; ADIPOQ_2, rs17300539; UMOD, rs 13333226.
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6. RASPRAVA

Arterijska hipertenzija je multifaktorijalna kompleksna bolest s izrazenom nasljednom
komponentom koja utjeCe na mnoge organske sustave, ukljucujuéi mozak, srce, krvozilni sustav i
bubrege, a takoder je sastavnica metabolickoga sindroma. Visoke vrijednosti AT su vodeci
nasljedni ¢imbenik rizika za pojavu mozdanoga udara i koronarne bolesti i visoki AT se u cijelom
svijetu smatra odgovornim za 7,8 milijuna smrti i 148 milijuna izgubljenih Zivotnih godina
prilagodenih invaliditetu (213). Unato¢ Sirokoj rasprostranjenosti i velikoj ucestalosti, etiologija
primarne AH je i dalje u velikom dijelu nepoznata. Kao $to je ve¢ spomenuto, etiologija AH je
slozena od brojnih genskih i okolisnih ¢imbenika, a poznati pojedini genski cimbenici
objasnjavaju tek oko 3 % varijabilnosti AT, §to samo govori u prilog mnogim otvorenim
pitanjima u genetici i stalnom potrebom za novim istrazivanjima (73,84-86,214-217). Genski
lokusi ukljuceni u regulaciju AT obuhvacaju izmedu ostaloga proteine ukljuCene u RAAS,
krvozilni sustav, sustav komplementa, endokrini sustav i sredi$nji Ziv¢ani sustav. Evangelou i sur.
su krajem 2018. godine objavili rezultate do sada najveceg GWAS-a povezanoga s AT koji je
proveden na vise od milijun ljudi europskoga porijekla. Identificirali su 535 novih genskih lokusa
povezanih s AT. Njihovi rezultati su ukazali na nove fizioloske puteve odgovorne za regulaciju
AT te su identificirali poveznicu izmedu gena i nadina zivota. Ovaj GWAS objasnjava 27 %
procjenjenoga nasljednog ¢imbenika za AT s ukupno 901 poznatih genskih lokusa povezanih s
AT (218). Potvrdili su prijasnje navode o povezanosti gena za AT s antropometrijskim
svojstvima, autoimunim, onkoloskim, hematoloskim, metabolickim bolestima kao i s bolestima
bubrega i koagulopatijama. Takoder, nadena je poveznica s frekvencijom srca, EKG nalazom,
koronarnom bolesti te infarktom miokarda, kao i metabolizmom lipida i na¢inom zivota. Sve to
potvrduje kompleksnost regulacije AT u organizmu. No, ne smije se zaboraviti da je metodologija
GWAS namijenjena istrazivanju genske arhitekture na populacijskoj, a ne na pojedinacnoj razini.
Takoder, rezultati GWAS-a ne detekturaju uzro¢ni gen niti otkrivaju mehanizme. Zbog toga se ne
mogu jednostavno klinicki primijeniti, ve¢ ih je potrebno kroz bioloske populacijske studije
potvrditi i na taj na¢in prevesti u klini¢ku praksu.

Prema svim do sada objavljenim podacima, u etiologiju AH je ukljucen velik broj lokusa s
malim pojedina¢nim uéinkom na vrijednosti AT, a potvrdu njihove znacajnosti svakako otezavaju
niske ucestalosti minor alela (najcesc¢e rizi¢ni alel). Zbog toga je bitno provesti populacijska
istrazivanja AH koja ¢e zbog smanjene genske varijabilnosti imati jednostavniju gensku
arhitekturu. Dosadasnja istrazivanja geneticke osnove AH nisu se najve¢im dijelom bavila
predhipertenzijom tj. visoko normalnim AT, ve¢ su bila ograni¢ena samo na vrijednosti AT

>140/90 mmHg. Pretraga biomedicinske baze podatka Medline pomo¢u PubMed trazilice za
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period svih godina (zakljutno s 01. srpnja 2020.) definirana putem MeSH Terms:
prehypertension; polymorphism, genetic nalazi samo osam publikacija objavljenih izmedu 2010. i
2016. godine. Ipak, klinicari su sve svjesniji stanja predhipertenzije kao zdravstveno-rizicnoga
¢imbenika, Sto je vidljivo i iz definicije AH od strane AHA/ACC u kojoj je sniZena granica
vrijednosti AT na 130/80 mmHg (11). Nastavno na ovu promjenu americ¢ke definicije AH, i u
Europi se prema najnovijim europskim smjernicama za AH vrijednosti AT 120/80-139/89 mmHg
ne podcjenjuju te se smatraju visoko normalnima i upuéuju na grani¢no stanje AT (13). Objavljeni
su brojni dokazi o povezanosti AT > 130/80 mmHg s ve¢im brojem KV dogadaja, te se sve vise
stavlja naglasak na preventivne mjere KV morbiditeta s obzirom na ukupnu populaciju izlozenu
riziku (33-38).

Prema naSim saznanjima OVO istrazivanje je prvo Koje je istraZivalo ucestalost sedam
polimorfizama u Sest gena (rs2004776 AGT, rs1799752 ACE, rs5196 AGTR1, rs1801253 ADRB1,
rs13333226 UMOD te rs266729 i rs17300539 ADIPOQ) uklju¢enih u razlicite bioloske puteve
regulacije AT u populaciji predhipertoni¢ara i normotoni¢ara. Buduéi da pojedini polimorfizmi ne
mogu imati kljuénu etiolosku ulogu u multifaktorijalnim kompleksnim bolestima, kao §to je AH,
naglasak ovoga rada je stavljen i na istrazivanje mogucih interakcija gen — gen i gen — okolis tj.
preciznije receno, demografskih, antropometrijskih, klinickih, biokemijskih i okoli$nih parametara

te sveukupnih interakcija gen — gen — okoli§ zna¢ajno povezanih s predhipertenzijom.

6.1.  Povezanost genskih varijanti i predhipertenzije
Ovim istrazivanjem nismo uodili razliku ucestalosti pojedinih polimorfizama gena

rs2004776 AGT, rs1799752 ACE, rs5196 AGTR1, rs1801253 ADRB1, rs13333226 UMOD te
rs266729 i rs17300539 ADIPOQ izmedu osoba s visoko normalnim AT (predhipertenzijom) u
odnosu na osobe s optimalnim i normalnim AT. Takoder, nismo uo¢ili razlike u raspodjeli
pojedinih genotipova istrqazivanih polimorfizama u vecéine gena. Jedina znacajna razlika je
uoCena za heterozigotne nositelje C/G polimorfizma rs266729 ADIPOQ. Skupina
predhipertonicara je imala zna¢ajno manje (35,1 %) heterozigotnih nositelja C/G rs266729 nego
skupina osoba s optimalnim i normalnim vrijednostima AT (44,7 %).

Usporedba nasih rezultata ucestalosti minor alela svih istrazivanih polimorfizama u nasoj
cijeloj skupini s podacima projekta 1000Genome pokazala je ve¢im dijelom podudarnost s
podacima za europsku populaciju. Medutim za dva minor alela smo pronasli znacajnu razliku.
Podjednaka rasprostranjenost je utvrdena za alel D rs1799752 ACE koja u europskoj populaciji
iznosi 46 — 58 %, a unutar tog raspona nalaze se i rezultati naSega istrazivanjaa; 52,7 % u skupini
normotonicara, te 49,7 % u predhipertoni¢ara (116). Nadalje, ucestalost minor alela C

polimorfizma rs5186 AGTR1 je u europskoj populaciji 27,2 %, kao i u nasim skupinama (27,7 %
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normotonicari, te 26,6 % u predhipertonicari) (132). Rasprostranjenost minor alela A rs17300539
ADIPOQ je u europskoj populaciji 7,4 %, dok je u ovom istrazivanju 9,7 % u normotonicara, te
7,2 % u predhipertonicara (194). Ucestalost minor alela G polimorfizma rs266729 ADIPOQ je u
europskoj populaciji 28,1 %, dok je na$§ rezultat 30,6 % u normotoniCara, te 28,7 % u
predhipertonicara (193). Znacajna razlika ucestalosti je nadena za minor alel T polimorfizma
rs2004776 AGT, koja u europskoj populaciji iznosi 22,6 %, dok je u nasoj populaciji znatno veca,
kod normotonicara 27,6 %, te 30,5 % u skupini predhipertoni¢ara (P = 0,001) (97). Druga
znacajna razlika rasprostranjenosti je nadena za minor alel G polimorfizma rs13333226 UMOD,
koja u europskoj populaciji iznosi 20,2 %, dok nasi rezultati ukazuju na manju ucestalost, 17,6 %
kod normotonicara, te 14,0 % u predhipertoni¢ara (P = 0,006) (160). Uocene razlike ucestalosti
pojedinih varijantnih alela ne iznenaduje s obzirom da referentna baza projekta 1000Genomes ne
sadrzi podatke iz hrvatske populacije, a poznato je kako genska raznolikost postoji izmedu
etnic¢kih skupina.

Ovaj rad je prikazao rezultate predvidanja pojedinih genskih modela rizika za
predhipertenziju u hrvatskoj populaciji koji su pokazali znacajnu povezanost heterozigotnoga
modela (CG vs GG+CC) polimorfizma rs266729 ADIPOQ u smislu smanjenoga rizika za
predhipertenziju (OR 0,66; 95 % CI 0,47-0,92; P = 0,014) tj. pojava predhipertenzije je 34 %
manje vjerojatna u heterozigotnih nositelja rs266729, §to se potvrduje nas nalaz vece ucestalosti
heterozigotnih nositelja C/G ADIPOQ u skupini ispitanika s optimalnim i normalnim AT. Nas
nalaz heterozigotnosti rs266729 kao mogucega zastitnog ¢imbenika predhipertenzije je u suglasju
s objavljenim rezultatima meta-analize koja je takoder za heterozigotni model polimorfizma
rs266729 utvrdila zna¢ajno manji rizik (OR 0,81; 95 % CI 0,63-1,04) za pojavnost AH, ali samo u
bjelackoj subpopulaciji (188). Navedena meta-analiza o povezanosti polimorfizama ADIPOQ i
AH je obradila 11 objavljenih istrazivanja na ukupno 4837 ispitanika s AH i 5618 kontrola te je
jedan od zakljucaka povezanost minor alela G s ve¢im rizikom za AH koju mi nismo potvrdili
vjerojatno zbog maloga broja ispitanika s prisutnim genotipom G/G (samo 18 u skupini

predhipertoni¢ara, a 30 u kontrolnoj skupini).

6.2.  Povezanost genskih varijanti i kardiovaskularnoga i renalnoga rizika
Koncept tzv. kardiorenalnoga kontinuuma temelji se na spoznaji o pocetku progresije KV

bolesti samim postojanjem ¢imbenika rizika (npr. poviSeni AT i Secerna bolest) te o vrlo sli¢noj
spoznaji nastanka KBB povezanoga s ¢imbenicima rizika. Jedan od njih je svakako povisen AT
budu¢i da je AH vodeéi uzrok terminalne faze KBB koja poCinje s prvim znakovima o$tecenja

bubrezene funkcije.
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Poznat je uzro¢no-posljedi¢ni ucinak vrijednosti AT na pojavnost KV bolesti kao $to su
dokazali Havulinna i sur. svojim istrazivanjem modela od ukupno 32 SNP-a s utjecajem na
vrijednosti AT kao genskoga biljega za KV bolesti. Njihovi rezultati su dokazali snaznu
povezanost takvoga KV genskoga biljega s AT, AH i incidencijom KV bolesti neovisno o
tradicionalnim KV ¢imbenicima rizika (219). Temeljem njihovoga istrazivanja i mi smo proveli
analizu ucestalosti polimorfizama kao i povezanosti genskih modela i KV rizika u naSoj skupini
ispitanika. Sto se ti¢e raspodjele minor alela nije nadena razlika u skupinama s niskim i
umjerenim KV rizikom. Medutim, rezultat istrazivanja genskih modela je ukazao na mogucu
povezanost dominantnoga (CT/TT vs CC) modela za polimorfizam rs2004776 AGT (OR 3,71,
95 % CI 1,02-13,46; P = 0,046) $to upucuje da bi nositelji minor alela T mogli imati pove¢an KV
rizik. Potrebno je napomenuti da je interval pouzdanosti ovog modela vrlo Sirok $to ukazuje na
veliku varijabilnost unutar ispitivane populacije, te su za zakljucak potrebna dodatna istrazivanja
na ve¢em broju ispitanika u kategoriji s umjerenim KV rizikom. Ovaj nalaz, koji ne mozemo sa
sigurno$¢u potvrditi, je u skladu s prethodno objavljenim rezultatima GWAS koji je ukazao na
povezanost minor alela T rs2004776 u intronu | gena AGT s visim vrijednostima AT (61).

Sto se ti¢e renalnoga rizika, takoder nije nadena razlika u raspodjeli minor alela niti u
raspodjeli genotipova u skupinama s niskim i umjerenim KBB rizikom. Medutim, rezultat analize
genskih modela je ukazao na moguéu povezanost dominantnoga (GC/CC vs GG) modela za
polimorfizam rs1801253 ADRB1 (OR 0,11; 95 % CI 0,02-0,63; P = 0,013) $to upucuje da bi
nositelji minor alela C mogli imati smanjen KBB rizik. Do sada je dokazana povezanost
rs1801253 s visim vrijednostima SAT i DAT, KV bolestima, i 0 povezanosti s u¢inkovitosti
metoprolola (73,87-91,137,138,144,145). Alel C je odgovoran za zamjenu aminokiseline glicina s
argininom na poziciji 389 C-terminalnog kraja receptora.

Za tumacenje rezultata za KV i KBB rizik ovi nalazi moraju biti potvrdeni na ve¢im

skupinama ispitanika s umjerenim KV i KBB rizikom.

6.3.  Povezanost genskih varijanti s odredivanim parametrima
Osim analize genskih rizicnih modela za predhipertenziju i KV rizik, napravljena je i

analiza povezanosti pojedinih genskih varijanti s ostalim parametrima. Nasi rezultati potvrduju
»zastitni“ utjecaj polimorfizma rs13333228 UMOD za AH budu¢i da ukazuju na znacajnu
povezanost minor alela G s nizim vrijednostima SAT i DAT (60,73,85,156). Nadalje, uocili smo
povezanost minor alela A rs17300539 ADIPOQ s nizim vrijednostima SAT i manjom
koncentracijom kreatinina u serumu, ali i vecom tjelesnom masom, opsegom struka i ITM u
cijeloj skupini. Ovaj nalaz je u indirektnom skladu s povezanosti minor alela A rs17300539 s

ve¢im koncentracijama ADPN u cirkulaciji (163). Mi nismo u ovom istrazivanju analizirali
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koncentraciju ADPN u plazmi, ali nalaz povezanosti ovoga alela s nizim vrijednostima SAT je
istozna¢noga smjera kao i nalaz meta-analize koji je dokazao 6 % smanjeni rizik od AH povezan s
povecanjem koncentracije adiponektina za 1 pg / mL (95 %CI 0,92-0,97) (180). Nalaz utjecaja
ovoga polimorfizma na pretilost je potpuno u suglasju s rezultatima meta-analize o povezanosti

ovoga polimofizma i njegovoga utjecaja na tjelesnu masu u bjelackoj populaciji (184).

6.4. Povezanost ostalih ¢imbenika s predhipertenzijom, kardiovaskularnim i renalnim

rizikom

S ciljem istrazivanja medusobnih interakcija gen-gen, gen-okolis i gen-gen-okolis, morali
smo analizirati koji su ostali ¢imbenici znacajno povezani s pojavom predhipertenzije. Rezultati
su pokazali povecan rizik pojavnosti predhipertenzije s muskim spolom, s veom tjelesnom
masom i opsegom struka, ITM, frekvencijom srca, veCcom koncentracijom glukoze na taste, CRP,
ukupnim kolesterolom i LDL-kolesterolom. Nasi rezultati su potpuno u skladu s ve¢ objavljenim
rezultatima istrazivanja koja su obuhvatila rizi¢ne ¢imbenike predhipertenzije (19,22,23).

Budu¢i da je mali broj ispitanika bio u kategoriji ,,umjeren KV rizik* izrazili smo KV
rizik kao postotak tj. kontinuiranu varijablu. Dokazana je znacajna povezanost ve¢ega KV rizika s
vecom tjelesnom masom i opsegom struka, ITM, s prekomjernom TM i debljinom (kategorijama
ITM), stanjem predhipertenzije, koncentracijom glukoze na taste, LDL — kolesterola i triglicerida.

Kako smo ranije spomenuli mali broj ispitanika je bio svrstan u kategoriju ,,umjeren KBB
rizik” pa smo KBB rizik izrazili kao eGFR i ACR. Nasi rezultati ukazuju na povezanost nizih

vrijednosti SAT s viSom eGFR, dok je ACR povezan s umjerenim, a ne niskim KV rizikom.

6.5.  Povezanost interakcija gen — ostali ¢imbenici s predhipertenzijom

Odabirom znacajnih modela analizirali smo interakcije gen — ostali ¢imbenici S utjecajem
na nastanak predhipertenzije te je rezultat kona¢ni model medusobnih interakcija koji ukljucuje
pro-predhipertenzivni znacajan uc¢inak muskoga spola, tjelesne mase, frekvencije srca,
koncentracije glukoze na taste i ukupnoga kolesterola, dok zastitno djelovanje unutar ovoga
modela imaju tjelesna visina i heterozigotni (G/A) genotip rs17300539 ADIPOQ. Unutar ovoga
modela interakcija nalaze se 1 rizik od razvoja metabolickih komplikacija debljine, koncentracija
LDL-kolesterola 1 triglicerida, ali bez znafajnoga utjecaja na ukupno predvidanje pojave
predhipertenzije. Navedeni klini¢ki i biokemijski ¢imbenici modela su u suglasju s ve¢ navedenim
epidemioloskim podacima populacije s povisenim AT. Nalaz heterozigotnoga genotipa
rs17300539 ADIPOQ je povezan s prethodnim nalazom povezanosti minor alela istoga

polimorfizma s nizom vrijednosti SAT, te potvrduje svoje mjesto U etiologiji AH (163,180).
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6.6. Povezanost interakcija gen — ostali ¢imbenici s kardiovaskularnim i renalnim
rizikom

Analiza interakcija gen — ostali ¢imbenici na pojavnost KV rizika (izrazenog kao %) je
rezultirala modelom medusobnoga djelovanja opsega struka, predhipertenzije, koncentracije LDL-
kolesterola i triglicerida te eGFR. U ovom modelu svi ¢imbenici svojim porastom uzrokuju veci
KV rizik, izuzev eGFR gdje je odnos obrnut. Unutar ovoga modela se jo$ nalaze i rizik od razvoja
metaboli¢kih komplikacija debljine, koncentracija glukoze na taste te omjer alfa-1-mikroglobulina
u mokra¢i. Meditim ovi ¢imbenici nemaju znacajan utjecaj na ukupni model KV rizika. Istovjetna
analiza interakcija gen — ostali ¢imbenici na pojavnost KV rizika (izrazenom kao kategorije)
rezultirala je modelom koji ukljucuje koncentraciju kreatinina u serumu, glukoze na taste i LDL-
kolesterola uz heterozigotni genotip (C/T) rs2004776 AGT. Svi ¢imbenici modela djeluju u smjeru
poveéavanja KV rizika. Unutar ovoga modela se jo$ nalaze i predhipertenzija i T/T genotip
rs2004776, ali bez znacajnoga utjecaja na model. Nase istrazivanje je potvrdilo ve¢ dobro opisane
rizi€ne Cimbenike KV rizika (19-24). Isticemo vrijedan nalaz ve¢ spomenutoga polimorfizma
AGT koji potvrduje moguéu vaznost genske predispozicije za KV rizik povezan s RAAS (61).
Zbog malog broja ispitanika potrebno je provesti replikacijsko istraZivanje.

Istovjetna analiza je ucinjena 1 za KBB rizik te je model rizika prema eGFR znacajno
povezan s KV rizikom, a ukljucuje tjelesnu visinu, koncentraciju ukupnoga Kkoleasterola i
kreatinina u mokra¢i. Model za KBB rizik prema ACR ukljucuje Zenski spol koncentraciju
ukupnoga kolesterola, dok KBB rizik izrazen prema kategorijama ukljucuje samo C/G i G/G
genotipa rs1801253 ADRBL1 s negativnom povezanosti. S obzirom da u literaturi nismo nasli
dokumentirane sli¢ne korelacije, a i zbog maloga broja ispitanika i u ovom slu¢aju je potrebno

provesti replikacijko istraZivanje.

6.7.  Povezanost interakcija gen — gen s predhipertenzijom

NasSe istrazivanje je pokazalo Cetiri znacajne interakcije gen — gen koje su u konaénici
pozitivno povezane s predhipertenzijom: dva polimorfizma (rs1799752 ACE + rs266729
ADIPOQ) s dva znacajna genotipa; Cetiri polimorfizma (rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD +
rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ) s jednim znacajnim genotipom; pet polimorfizama
(rs1799752 ACE + rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ + rs5186 AGTR1 + rs2004776
AGT) s dva znacajna genotipa; i pet polimorfizama (rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD +
rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ + rs5186 AGTRI1) s dva znac¢ajna genotipa. Nadalje,
identificirana su dva haplotipa zna¢ajno pozitivno povezana s nastankom predhipertenzije. Prvi
znacajan haplotip je hIAGC koji nosi 41 % vecu vjerojatnost za pojavu predhipertenzije. Taj

haplotip je rezultat medusobne interakcije cetiri polimorfizma: rs1799752 ACE + rs13333226
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UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ. Ucestalost ovoga haplotipa je za 8 %
znacajno veca U predhipertoni¢ara. Drugi haplotip je hIAGCA i nosi 47 % veéu vjerojatnost za
predhipertenziju; rezultat je medusobne interakcije pet polimorfizama: rs1799752 ACE +
rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ + rs5186 AGTR1. Ucestalost u
skupini normotonicara je 18 %, a grani¢no znacajno veca u predhipertonicara i iznosi 23 %. Ovi
rezultati potvrduju dosadas$nja saznanja 0 genskoj predispoziciji povisenih vrijednosti AT te u
buduénosti mogu biti dio istrazivanja medusobnih interakcija gena u etiologiji AH na puno vecoj
populaciji (54-69).

Usporedbom pojedinih genotipova rezultati su pokazali da je u vecini interakcija prisutan
kao genotip visokoga rizika tj. povezanoga s predhipertenzijom heterozigot I/D ACE, homozigot
major alela C/C rs266729 ADIPOQ, homozigot major alela G/G rs17300539 ADIPOQ, te
homozigot major alela A/A rs13333226 UMOD. Ovaj rezultat je u skladu s povezano$¢u major
alela C varijante ADIPOQ rs266729 s povecanim oksidacijskim stresom koji je jedan od
etioloskih ¢imbenika AH (220). Zanimljiv je nalaz u svim kombinacijama visokoga rizika
homozigota major alela G/G ADIPOQ rs17300539 koji je povezan s nizim koncentracijama
adiponektina u serumu i proturjeCnim rezultatima istraZivanja povezanosti sa Se¢ernom bolesti
tipa 2, pretilosti, ali rizikom od infarkta miokarda u mladoj populaciji (163,182,184,186,191,221-
224). Ovaj rezultat je utoliko zanimljiviji jer je poznat nalaz nizih koncentracija adiponektina u
hipertonicara te negativna povezanost izmedu koncentracije adiponektina i rizika od nastanka AH
(180). Nalaz u kombinacijama visokoga rizika major alela A je kontradiktoran ¢injenici da je
minor alel C AGTR1 rs5186 povezan s ve¢om reaktivno$¢u receptora za angiotenzin II tipa 1 i
posljedi¢cno AH (83,118,119,215). Nalaz homozigota major alela A/A UMOD rs13333226 je u
skladu s objavljenim podacima buduci da njegov minor alel G ima protektivnu ulogu u nastanku
AH (60,85,156). Rezultati interakcija gen — gen prema modelu genotipova visokoga i niskoga
rizika upucuju na znacajne interakcije gen — gen istrazivanih gena koje kona¢no definiraju fenotip,
u ovom slucaju predhipertenziju. Nas$ rezultat o zna¢ajno povezanim interakcijama gen — gen svih
istrazivanih gena kao i odredivanje njihovih haplotipova koji povecavaju rizik za predhipertenziju
potvrduje kompleksnost bioloskih puteva kontrole AT.

Sto se tice KV i KBB rizika, zbog maloga broja ispitanika u skupini s umjerenim rizikom

nije bilo moguée odrediti pojedine povezane haplotipove.

6.8.  Povezanost interakcija gen — gen — ostali ¢imbenici s predhipertenzijom,
kardiovaskularnim i renalnim rizikom

Vazna analiza multivarijantnoga predvidanja predhipertenzije je obuhvatila medusobne
znacajne interakcije gen — gen — okolis. Multivarijantno predvidanje predhipertenzije modelom

interakcija gen — gen — ostali ¢imbenici obuhvaca statisticki znacajan utjecaj spola, tjelesne visine
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i tjelesne mase, koncentracije glukoze na taste, te polimorfizma rs17300539 tj. minor alel A. Osim
gore navedenih znacajnih parametara jo§ su u model ukljuceni dob, frekvencija srca te interakcija
dva polimorfizma (rs1799752 ACE + rs266729 ADIPOQ), ali oni nemaju znacajan utjecaj unutar
modela.

Model interakcija gen — gen — ostali ¢imbenici povezan sa skupnim ishodom
predhipertenzije i KV rizika je obuhvatio statisticki zna¢ajan utjecaj tjelesne mase, koncentracije
kreatinina u serumu i glukoze na taSte, interakcije Cetiri polimorfizma (rs1799752 ACE +
rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ) tj. haplotip hIAGC; te
interakcije pet polimorfizama (rs1799752 ACE + rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ +
rs5186 AGTR1 + rs2004776 AGT) tj. dva moguca haplotipa hIGCAC i hDGCAC. Osim
navedenoga, jo$ su u model ukljuceni, ali bez znacajnoga utjecaja: rs2004776 AGT (alel T),
interakcija dva polimorfizma (rs1799752 ACE + rs266729 ADIPOQ); kao i interakcija pet
polimorfizama (rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729
ADIPOQ + rs5186 AGTR1).

Model interakcija gen — gen — ostali ¢imbenici povezan sa skupnim ishodom
predhipertenzije i KBB rizika je obuhvatio statisti¢ki znacajan utjecaj tjelesne mase, koncentracije
glukoze na taste i triglicerida te polimorfizam rs17300539 ADIPOQ (alel A). Nadalje, u model je
uklju¢ena, ali bez znacajnosti, medusobna interakcija dva polimorfizma (rs1799752 ACE +
rs266729 ADIPOQ).

Model interakcija gen — gen — ostali ¢imbenici povezan sa skupnim ishodom
predhipertenzije, KV i KBB rizik je obuhvatio statisticki znaCajan utjecaj tjelesne mase,
koncentracije glukoze na taste, polimorfizam rs17300539 ADIPOQ (alel A). Bez znacajnoga
utjecaja u modelu sudjeluju i polimorfizam rs2004776 AGT (alel T) kao i interakcija dva
polimorfizma (rs1799752 ACE + rs266729 ADIPOQ).

Zakljucno, uz ve¢ dobro poznate biokemijske rizi¢ne ¢imbenike identificirali smo i genske

interakcije kao moguce prediktore razvoja predhipertenzije, kao i KV i KBB rizika.

6.9.  Znanstveni i klini¢ki doprinos provedenoga istrazivanja

Prema na$im saznanjima, nase istrazivanje je prvo ovako strukturirano istrazivanje
medusobnoga djelovanja gena i antropometrijskih, biokemijskih kao i okolisnih ¢imbenika u
mladoj populaciji predhipertoni¢ara i normotonicara. Nema dostupnih literaturnih podataka s
kojima bi se rezultati ovoga istrazivanja interakcija gen — gen i interakcija gen — gen — ostali
¢imbenici mogli usporediti. Usprkos tome, mozemo =zakljuciti da smo putem provedenih
sveobuhvatnih statistickih analiza potvrdili i pokazali prisutnost znacajnih interakcija gen — gen i

gen — ostali odredivani parametri (antropometrijski, biokemijski, okoliSni ¢imbenici), ali 1
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interakcija gen — gen — ostali odredivani parametri u etiologiji predhipertenzije. Nase istraZivanje
je utvrdilo postojanje dva haplotipa koji su znacajno povezani s predhipertenzijom. Prvi je hIAGC
(rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ). Drugi
haplotip je hIAGCA (rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729
ADIPOQ + rs5186 AGTR1). Nadalje, znacajan je i nalaz modela multivarijantnoga predvidanja
predhipertenzije (interakcija gen — gen — ostali odredivani parametri) koji ukljucuje spol, tjelesnu
masu, koncentraciju glukoze na taSte te polimorfizam rs17300539 tj. minor alel A, ali i dob,
sr¢anu frekvenciju te interakciju dva gena (rs1799752 ACE + rs266729 ADIPOQ). Time smo
ukazali na moguc¢i znacaj gena koji kodiraju proteine uklju¢ene u bitne bioloske puteve odgovorne
za kontrolu AT. Vazno je naglasiti da su isti proteini ukljuceni i u cijeli kardiorenalni kontinuum.
Iz priloZenih rezultata namece se potreba longitudinalnoga pracenja nasih ispitanika s

naglaskom na klinicke i biokemijske ¢imbenike.

6.10. Ogranicenja istraZivanja

OgraniCenja ovog istrazivanja su relativno mali broj ispitanika s obzirom na broj
istrazivanih polimorfizama kao i ograni¢eni broj ispitivanih polimorfizama. Postoji vjerojatnost da
su na fenotip utjecali i neki polimorfizmi gena ukljuc¢enih u kontrolu AT koje nismo odredivali.
Osim toga, kreatinin u serumu je odreden samo jednom $to ne daje dovoljno sigurnu informaciju
potrebnu za postavljanje dijagnoze KBB. Za to bi bilo potrebno ponoviti odredivanje kreatinina u
serumu nakon tri mjeseca.. Medutim i druga epidemioloska istrazivanja su koristila ¢esto samo
jedno mjerenje koncentracije kreatinina u serumu. Ograni¢enje je i dizajn istrazivanja koje
jepresje¢no i opservacijsko, u planu je pracenje ispitanika te prikupljanje novih podataka o
njihovim vrijednostima AT, pobolu i smrtnosti.

Uz to, postoji potreba za ukljucenjem novih ispitanika iste dobne skupine, kako bi mogli
potvrditi utvrden model interakcija na vecoj populaciji, ali i u replikacijskim studijama. Nadalje,
bilo bi dobro provesti novim metodama molekularne dijagnostike sekvenciranje ovih gena
umjesto ciljanoga pretrazivanja polimorfizama §to bi pruzilo bolji uvid u medusobne odnose gena
ukljucenih u kardiorenalni kontinuum te otkrilo i rijetke varijante gena sa znacajnim uc¢inkom na
fenotip. Sve to bi pridonijelo boljem razumijevanju istrazivane problematike i pravovremenom
otkrivanju osoba sa sklonos¢u progresije AT iz predhipertenziju u stabilnu AH. Na taj nac¢in mogli

bismo poduzimati personalizirane preventivne mjere i time smanjiti KV morbiditet i mortalitet.
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ZAKLJUCCI

Istrazivani polimorfizmi gena AGT, ACE, AGTR1, ADRB1, UMOD i ADIPOQ nisu ucestaliji

u predhipertonic¢ara u odnosu na normotonicare.

Raspodjela pojedinih genotipova istrazivanih polimorfizama izmedu normotonic¢ara i
predhipertoni¢ara nije razliCita osim S$to su predhipertonicari imali manje heterozigotnih
nositelja (C/G) rs266729 ADIPOQ.

Ucestalost minor alela u nasoj istraZivanoj populaciji podudarala se s podacima europske
populacije unutar projekta 1000 Genome osim $to je ucestalost minor alela T rs2004776 AGT
veca, a ucestalost minor alel G rs13333226 UMOD manja u na$ih ispitanika u odnosu na
europsku populaciju. Te razlike mozda su posljedica maloga broja ispitanika i niske
frekvencije ovih minor alela, ali moguce je da to odrazava stvarne razlike ucestalosti genskih

varijacija hrvatske populacije u odnosu na druge europske populacije.

Heterozigotni model (CG vs. GG/CC) rs266729 ADIPOQ povezan je s manjim rizikom
pojavnosti predhipertenzije Sto je u skladu s rezultatima drugih autora koji su opazili manju

pojavnost arterijske hipertenzije u osoba s ovim polimorfizmom.

Minor alel G rs13333228 UMOD i minor alel A rs17300539 ADIPOQ povezani su s nizim
vrijednostima sistolickoga arterijskog tlaka. Dodatno minor alel G rs13333228 UMOD
povezan je s nizim vrijednostima dijastoli¢koga arterijskog tlaka, a minor alel A rs17300539
ADIPOQ s ve¢om tjelesnom masom, opsegom struka i indeksom tjelesne mase. Ti rezultati su

u skladu s rezultatima drugih autora u bjelackoj populaciji.

Muski spol, povecana tjelsna masa, indeks tjelesne mase, opseg struka, sr¢ana frekvencija,
veca koncentracija glukoze, ukupnoga Kkolesterola, LDL-kolesterola i CRP povezani su s

vec¢im rizikom za predhipertenziju $to je u skladu s rezultatima drugih autora.

Analizirajuéi interakciju gena 1 ostalih ¢imbenika rizika za nastanak predhipertenzije dobili
smo model u kojem su muski spol, tjelesna masa, sréana frekvencija, koncentracija glukoze i
kolesterola pro-predhipertenzivni, dok su tjelesna visina i heterozigotni genotip (G/A)
rs17300539 ADIPOQ protektivni za nastanak predhipertenzije. Protektivni ucinak ovoga
polimorfizma u skladu je s rezultatima o povezanosti minor alela A rs17300539 ADIPOQ s

nizim vrijednostima sistolickoga arterijskog tlaka.

Dokazali smo postojanje Cetiri znacajne interakcije gen — gen s predhipertenzijom u koje su
ukljuceni genotipovi poviSenoga rizika za predhipertenziju: 1/D rs1799752 ACE, C/C
rs266729ADIPOQ, G/G rs17300539 ADIPOQ i A/A rs13333226 UMOD.
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10.

Identificirali smo dva haplotipa povezana s nastankom predhipertenzije:
e hIAGC (rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729
ADIPOQ) koji nosi 41 % veéu vjerojatnost za predhipertenziju
e hIAGCA (rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729
ADIPOQ + rs5186 AGTR1) i on nosi 47 % vecu vjerojatnost za predhipertenziju

Prema dobivenim rezultatima povezanosti s predhipertenzijom od sedam istrazivanih
polimorfizama izdvajaju se oba polimorfizma ADIPOQ), te polimorfizmi gena UMOD i gena
ACE. Dodatno se vaznim ¢ini podatak da je polimorfizam rs17300539 ADIPOQ usao u model
interakcije gena i okolisa $to zahtijeva daljnja istrazivanja. Dobiveni rezultati za istrazivane
polimorfizme AGT i AGTR1 su nekonzistentni, dok nismo dokazali nikakvu povezanost

istrazivanoga polimorfizma ADRBL1 s predhipertenzijom (slika 7.1).

Rezultate analiza o povezanosti s kardiovaskularnim i renalnim rizikom treba prosiriti na

vec¢em broju ispitanika.
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Slika 7.1. Povezanost istrazivanih polimorfizama gena AGT, ACE, AGTR1, ADRB1, UMOD i
ADIPOQ s predhipertenzijom.

Legenda: zuta linija i obrub, podatci su inkonzistentni; == crvena strelica i obrub,
utjeCe na predhipertenziju u smislu povecanja rizika ; == zelena linija i obrub, utje¢e na
predhipertenziju, u smislu smanjenja rizika; @ nije dokazana povezanost; ? povezanost je
upitna, rezultati su nekonzistentni; * aleli su dio haplotipa hIAGC; # aleli su dio haplotipa
hIAGCA
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8. SAZETAK

Arterijska hipertenzija (AH) je glavni nezavisni ¢imbenik rizika za kardiovaskularnu (KV)
I cerebralnu smrtnost i pobole i jedan je od glavnih ¢imbenika rizika kroni¢ne bubrezne bolesti.
Predhipertenzija (PHT) tj. visoko normalan arterijski tlak (AT) takoder je povezana s KV rizikom
i rizikom od progresije u AH. Dosadasnja istrazivanja genske podloge predhipertenzije su
nedostatno provedena, a rezultati ukazuju na mogucu povezanost odredenih gena ukljucenih u
etiopatogenezu AH i PHT. Manjkavost i ponekad inkonzistentnost informacija i rezultata o ulozi
polimorfizama gena u etiopatogenezi PHT bili su poticaj ovom istrazivanju. Nasa hipoteza bila je
da se polimorfizmi rs2004776 AGT, rs1799752 ACE, rs5196 AGTR1, rs1801253 ADRBLI,
rs13333226 UMOD te rs266729 i rs17300539 ADIPOQ, koji su povezani s AH i metabolickim
sindromom, ucestalije nalaze u osoba s visoko normalnim AT tj. predhipertenzijom nego u osoba
s optimalnim i normalnim AT. Odabrali smo ove polimorfizme jer su ti geni ukljueni u razne
mehanizme koji dovode do porasta AT i metaboli¢kih komplikacija.

U ovo presje¢no, opservacijsko istrazivanje je ukljuen 601 ispitanik; 319 s visoko
normalnim AT (PHT, 120/80-139/89 mmHg), oba spola, dobi 20 — 45 godina, te 282 ispitanika s
normalnim i optimalnim AT kao kontrolna skupina (NT).

Rezultati su pokazali da se istrazivani polimorfizmi gena ne nalaze ucestalije u skupini
PHT nego u NT. Medutim, ustanovljena je znaajno manja ucestalost heterozigotnoga genotipa
rs266729 ADIPOQ u PHT (35,1 %), u usporedbi s uéestalosti u NT (44,7 %), P= 0,03. Izgled za
pojavu PHT je 0,66 puta manji u heterozigotnih (C/G) nositelja rs266729 ADIPOQ. Dokazali smo
znacajnu povezanost minor alela G rs13333228 UMOD s nizim vrijednostima sistolickoga i
dijastolickoga AT i minor alela A rs17300539 ADIPOQ s nizim vrijednostima sistolickoga AT.
Dodatno, nase istrazivanje je rezultiralo odredivanjem dva haplotipa koji su znacajno pozitivno
povezani s nastankom PHT. Prvi je hIAGC s 41 % ve¢om vjerojatnosti za pojavu PHT
(rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ). Ucestalost
ovoga haplotipa za 8 % vec¢a u PHT nego u NT. Drugi haplotip je hIAGCA i ima 47 % vecu
vjerojatnost za pojavu PHT (rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ +
rs266729 ADIPOQ + rs5186 AGTR1). Ucestalost hIAGCA u NT je 18 %, dok je u PHT 23 %.
Nadalje, znacajan je i nalaz modela multivarijantnoga predvidanja PHT (interakcija gen — gen —
ostali odredivani parametri) koji ukljucuje pro-predhipertenzivni znacajan u¢inak muskoga spola,
tjelesne mase, frekvencije srca, koncentracije glukoze na taSte i ukupnoga kolesterola, dok
zastitno djelovanje unutar ovog modela imaju tjelesna visina i heterozigotni (G/A) genotip

rs17300539 ADIPOQ. Ukazali smo na moguéi znacaj gena koji kodiraju proteine ukljuc¢ene u
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bitne bioloske puteve odgovorne za kontrolu AT, koji izmedu ostalih obuhvaéaju renin-

angiotenzin-aldosteronski sustav, bubreg, sredisnji ziv¢ani sustav, krvozilje kao i masno tkivo.
Zaklju¢no, provedenim analizama potvrdili smo i pokazali prisutnost znacajnih interakcija

gen — gen i gen — ostali odredivani parametri (antropometrijski, biokemijski, okoli$ni ¢imbenici),

ali i interakcija gen — gen — ostali odredivani parametri u etiologiji PHT.

Kljuéne rijec¢i: predhipertenzija, genski polimorfizam, AGT, ACE, AGTR1, ADRB1, UMOD,
ADIPOQ
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9. SUMMARY

Frequency of AGT, ACE, AGTR1, ADRB1, UMOD and ADIPOQ Genetic Polymorphisms in
Prehypertension

Livija Simi¢evi¢, 2020

Arterial hypertension (AH) is a major independent risk factor for cardiovascular (CV) and
cerebral mortality and morbidity and is one of the major risk factors for chronic kidney disease.
Prehypertension (PHT) i.e. high normal arterial pressure (AP) is also associated with CV risk and
risk of progression in AH. Previous studies of the genetic background of PHT have been
insufficiently conducted, and the results indicate a possible association of certain genes involved
in the etiopathogenesis of AH and PHT. The lack and sometimes inconsistency of information and
results on the role of gene polymorphisms in the etiopathogenesis of PHT were the impetus to this
research. Our hypothesis was that polymorphisms rs2004776 AGT, rs1799752 ACE, rs5196
AGTR1, rs1801253 ADRB1, rs13333226 UMOD and rs266729 and rs17300539 ADIPOQ, which
are associated with AH and metabolic syndrome, are more common in individuals with high
normal AP i.e. prehypertension than in individuals with optimal and normal AP. We chose these
polymorphisms because these genes are involved in various mechanisms that lead to an increase
in AP and metabolic complications.

In this cross-sectional, observational study, 601 subjects were included; 319 with high
normal AP (PHT, 120/80-139/89 mmHg), both sexes, aged 2045 years, and 282 subjects with
normal and optimal AP as a control group (NT).

The results showed that the investigated gene polymorphisms are not found more
frequently in the PHT group than in the NT. However, a significantly lower frequency of the
heterozygous genotype rs266729 ADIPOQ was found in PHT (35.1%), compared to the frequency
in NT (44.7%), P = 0.03. The incidence of PHT is 0.66-fold lower in heterozygous (C/G) carriers
of rs266729 ADIPOQ. We demonstrated a significant association of the minor allele G
rs13333228 UMOD with lower values of systolic and diastolic AP and the minor allele A
rs17300539 ADIPOQ with lower values of systolic AP. Additionally, our study resulted in the
identification of two haplotypes that were significantly positively associated with PHT formation.
The first is hIAGC with a 41% higher probability of developing PHT (rs1799752 ACE +
rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729 ADIPOQ). The frequency of this
haplotype is 8% higher in PHT than in NT. The second haplotype is hIAGCA and is 47% more
likely to develop PHT (rs1799752 ACE + rs13333226 UMOD + rs17300539 ADIPOQ + rs266729
ADIPOQ + rs5186 AGTR1). The frequency of hIAGCA in NT is 18%, while in PHT it is 23%.
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Furthermore, the finding of a model of multivariate prediction of PHT (gene-gene-other
determined parameters interaction) which includes a pro-prehypertensive significant effect of
male sex, body weight, heart rate, fasting glucose concentration and total cholesterol is
significant, while the protective effect within this model have body height and heterozygous (G/A)
genotype rs17300539 ADIPOQ. We pointed to the possible importance of genes encoding
proteins involved in essential biological pathways responsible for AP control, which include,
among others, the renin-angiotensin-aldosterone system, the kidney, the central nervous system,
blood vessels, and adipose tissue.

In conclusion, the performed analyzes confirmed and showed the presence of significant
gene - gene and gene - other determined parameters interactions (anthropometric, biochemical,

environmental factors), but also gene - gene - other determined parameters in the etiology of PHT.

Keywords: prehypertension, gene polymorphism, AGT, ACE, AGTR1, ADRB1, UMOD, ADIPOQ
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11. ZIVOTOPIS

Livija Simi¢evi¢ rodena je 1973. godine u Zagrebu. Diplomirala je 1998. godine na
Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu Sveudilista u Zagrebu. Devet godina radila je u
farmaceutskoj industriji, podru¢ju klini¢kih ispitivanja i medicinskih poslova te stekla stru¢nost u
pripremi i provodenju klini¢kih ispitivanja, vodenju znanstvenih i medicinskih informacija,
pripremi dokumentacije za podnoSenje zahtjeva za stavljanje lijeka u promet te u provodenju
medicinske edukacije stru¢nih suradnika. U 2011. godini zapocela je specijalizaciju iz medicinske
biokemije i laboratorijske medicine u KBC Zagreb, a 2016. godine zavrsila poslijediplomski
specijalisticki studij Medicinske biokemije i laboratorijske medicine na Farmaceutsko-
biokemijskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu i polozila specijalisticki ispit. Znanstveni
poslijediplomski doktorski studij Biomedicina i zdravstvo na Medicinskom fakultetu Sveucilista u
Zagrebu upisala je 2012. godine. Sudjeluje u izvodenju nastave dodiplomskoga studija na
Medicinskom fakultetu. Sudjelovala je aktivno na viSe nacionalnih i medunarodnih stru¢nih i
znanstvenih skupova. U koautorstvu je objavila 11 znanstvenih radova, vise desetaka kongresnih
priopéenja, te viSe tekstova u priruc¢nicima i udzbenicima Sveucilista u Zagrebu. Preliminarni
rezultati ove disertacije su prezentirani na europskim kongresima hipertenzije (European Meeting
on Hypertension and Cardiovascular Protection) 2018, 2019. i 2020. godine. Znanstveni interesi
su joj istrazivanje genskih Cimbenika povezanih s fenotipskim osobinama kardiovaskularnih
poremecaja te genskih Cimbenika povezanih s varijabilnim odgovorom na farmakoterapiju,
pojavom nuspojava i interakcijama kardiovaskularnih  lijekova (farmakogenetika/
farmakogenomika). Aktivno sudjeluje u projektima Hrvatskoga drustva za hipertenziju
»Predhipertenzija — klinicka obiljezja“ 1 suradnica je znastveno-istrazivackoga projekta Hrvatske
zaklade za znanost ,.Epidemiologija arterijske hipertenzije i unos kuhinjske soli u Hrvatskoj*
(EH-UH-2).

Clanica je Hrvatskoga drustva za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu,
Hrvatskoga drustva za hipertenziju, Drustva za razvitak nefrologije “prof.dr. Milovan Radoni¢”,
Drustva za klinicku genetiku Hrvatske 1 Hrvatskoga drustva za farmakogenomiku i

personaliziranu terapiju.
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