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POPIS UPOTRIJEBLJENIH KRATICA

ACE — angiotenzin-konvertiraju¢i enzim

ADIPOQ — gen za adiponektin

APOA — apolipoprotein A

APOC — apolipoprotein C

ATIR — angiotenzin II tip 1 receptor

BDNF (engl. Brain-Derived Neurotrophic Factor) — mozdani neurotrofni ¢imbenik

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

BRAP (engl. BRCAI associated protein)

CETP (engl. Cholesteryl Ester Transfer Protein) — kolesterol-ester transportni protein

CRP — C-reaktivni protein

CVD (engl. Cardiovascular Disease) — kardiovaskularne bolesti

FTO (engl. Fat Mass and Obesity-Associated Gene)

GRS (engl. Genetic Risk Score) — zbir genetickog rizika

GWAS (engl. Genome-Wide Association Study) - cjelogenomske studije povezanosti

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

HOMA-IR — homeostatski model procjene inzulinske rezistencije

IDF (engl. International Diabetes Federation) — Medunarodno udruzenje za dijabetes

IL6 — interleukin 6

KCTDI15 (engl. Potassium Channel Tetramerization Domain Containing 15)

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

LPL — lipoprotein lipaza

LTA — limfotoksin-a

MCA4R (engl. Melanocortin 4 Receptor) — melanokortin-4 receptor

MCP-1 (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-1) — monocitni kemotakti¢ni protein-1

MTCH2 (engl. Mitochondrial Carrier 2)

MUFA (engl. Monounsaturated Fatty Acids) — mononezasi¢ene masne kiseline

NCEP-ATPII (engl. National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel II]) —
Nacionalni program obrazovanja o kolesterolu

NEGRUI (engl. Neuronal Growth Regulator I)

NR3C1 (engl. Nuclear Receptor Subfamily 3, Group C, Member 1)

PAI-1 — inhibitor aktivatora plazminogena-1



PCR (engl. Polymerase Chain Reaction) — lan¢ana reakcija polimerazom

PCR-RFLP (engl. Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragments Length
Polymorphisms) — lancana reakcija polimerazom - polimorfizam duljine
restrikcijskih ulomaka

PLCGI1 (engl. Phospholipase C, Gamma 1)

PPARY (engl. Peroxisome Proliferator Activated Receptor y) — receptor za aktivator
proliferacije peroksisoma y

PUFA (engl. Polyunsaturated Fatty Acids) — polinezasi¢ene masne kiseline

RAS — renin-angiotenzin sustav

ROS (engl. Reactive Oxygen Species) — reaktivni kisikovi spojevi

RXR (engl. Retinoid X Receptor) — receptor za retinoide X

SAT (engl. subcutaneous adipose tissue) — supkutano masno tkivo

SFA (engl. Saturated Fatty Acids) — zasi¢ene masne kiseline

SH2BI1 (engl. SH2B Adaptor Protein 1)

SMK - slobodne masne kiseline

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

T2DM (engl. Type 2 Diabetes Mellitus) — Se€erna bolest tipa 2

TMEMI8 (engl. Transmembrane Protein 18)

TNF-a — ¢imbenik nekroze tumora a

TNNI3K (engl. Cardiac Troponin I-Interacting Kinase)

TRIBI (engl. Tribbles Pseudokinase 1)

VAT (engl. visceral adipose tissue) — viscelarno masno tkivo

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

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

ZNF259 (engl. Zinc Finger Protein 259)



1. Uvod

Zbog uloge koju ima u povecanju rizika od kardiovaskularnih bolesti (engl. Cardiovascular
Diseases, CVD) i Secerne bolesti tipa 2 (engl. Type 2 Diabetes Mellitus, T2DM), metabolicki
sindrom (MetS) je rastuéi globalni javnozdravstveni problem. Cini ga skup promjenljivih
riziénih ¢imbenika ukljucujuéi hipertenziju, abdominalnu pretilost, dislipidemiju i inzulinsku
rezistenciju, udruzenih s nepromjenljivim rizicnim ¢imbenicima kao Sto su dob, spol i
genetiCko naslijede. Premda je prepoznata vaznost naslijeda u razvoju MetS, uloga
pojedinacnih gena te njihovih medusobnih interakcija uz varijabilne okoliSne ¢imbenike jos
nije sasvim jasna. Postoje znacajni prijepori epidemiologa i1 genetiCara oko pitanja postoji li
MetS kao odvojen sindrom i kako bi trebao biti definiran. Prema klinickoj definiciji, osobe s

MetS imaju najmanje pet puta povecan rizik za razvoj T2DM i dva puta veci rizik za CVD.

1.1. Definicija i kratka povijest metaboli¢koga sindroma

1988. godine Gerald Reaven iznosi stajaliSte kako inzulinska rezistencija 1 kompenzatorna
hiperinzulinemija mogu dovesti do razli¢itih metabolickih poremecaja, T2DM i
kardiovaskularnih poremecaja (Reaven, 1988). Udruzivanje ovih poremecaja prvotno se
naziva "sindrom X" i “sindrom inzulinske rezistencije’, dok je danas poznatiji pod nazivom
MetS. Originalna definicija sastavnica MetS ukljucivala je poremecenu toleranciju glukoze,
hiperinzulinemiju, snizene razine HDL kolesterola, poviSene razine VLDL kolesterola i
triglicerida te arterijsku hipertenziju, s naglaskom da je inzulinska rezistencija poveznica -
osnovni uzrok ovog sindroma. U zadnja dva desetljeca postalo je jasno da ti ¢imbenici nisu
uvijek tijesno povezani iskljucivo preko inzulinske rezistencije, premda je ona kljucna
sastavnica. Uvedene su dodatne definicije MetS koje su ukljucivale alternativne sastavnice
poput centralnog tipa debljine (povecan opseg struka), mikroalbuminurije i protrombotskih
¢imbenika. Uc€injeni su dodatni napori u stvaranju klinickih 1 dijagnosti¢kih kriterija 1
smjernica za MetS kako bi se omogucila objektivna procjena ovog stanja na temelju
standardiziranih kriterija (Tablica 1). Pokus$aji standardizacije definicije MetS rezultirali su
prvom radnom definicijom Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health
Organization, WHO) iz 1999. godine koja kao osnovni uvjet za postavljanje dijagnoze MetS
navodi inzulinsku rezistenciju (WHO, 1999). Medutim, ova definicija nije nai$la na Siroku

primjenu u klini¢koj praksi niti u populacijskim istrazivanjima. Jedan od razloga je bio i u



odredivanju koncentracije inzulina u krvi pomocu euglikemijske spone Sto je sloZen i1
neprikladan postupak za klinicku praksu. Osim toga, za odredivanje debljine je predlozen
omjer opsega struka i bokova koji se pokazao loSijim pokazateljem ukupne koli¢ine masnog

tkiva u abdomenu, u odnosu na mjeru opsega struka.

Tablica 1. Razli¢ite definicije metabolickoga sindroma

Medunarodno udruZenje

Svjetska zdravstvena Nacionalni program
organizacija

(WHO)

obrazovanja o kolesterolu

(NCEP-ATPIII)

za dijabetes

(IDF)

Obavezan uvjet

Dijabetes ili intolerancija

glukoze ili inzulinska

Bilo koja kombinacija od tri

ili vise uvjeta

Povecan opseg struka plus

bilo koja dva ili vise

rezistencija plus bilo koja drugih uvjeta
dva ili viSe drugih uvjeta
Debljina ITM >30 kg/m” i/ili omjer
struka i bokova: 20,9 (M); pseq struka >102 cm (M) Opseg struka 94 cm (M)
20,85 (2) Opseg struka >88 cm (Z) Opseg struka >80 cm (Z)
Trigliceridi >1,7 mmol L™ >1,7 mmol L™ >1,7 mmol L *

HDL Kkolesterol

<0,9 mmol L™ (M)

<1,0 mmolL™" (Z)

<1,036 mmol L' (M)

<1,295 mmol L' (2)

<1,036 mmol L™ (M)

<1,295 mmol L™ () *

Arterijski tlak

>140/90 mmHg *

>130/85 mmHg *

>130/85 mmHg *

Koncentracija

glukoze na taste

>6,1 mmol L *

>5,6 mmol L *

KRATICE: ITM — indeks tjelesne mase; M — mugkarci; Z — Zene; * — ili uzimanje lijekova

Danas su u upotrebi uglavnom dva od vise razli¢itih predlozenih kriterija za definiciju MetS.
Jedan je ustanovila skupina stru¢njaka Medunarodnog udruZenja za dijabetes (engl.
International Diabetes Federation, IDF), a drugi prijedlog kriterija dolazi od Nacionalnog
programa obrazovanja o kolesterolu (engl. National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel III, NCEP-ATP III) iz Sjedinjenih americkih drzava. Ova radna skupina je
predlozila pet kriterija, od kojih su tri dovoljna za klinicku identifikaciju sindroma:
abdominalna debljina, poviSeni trigliceridi, nizak HDL kolesterol, krvni tlak > 130/85 mmHg
i glukoza nataste > 6,1 mmol/L (NCEP-ATP III, 2001). Glavna razlika izmedu navedena dva

sustava kriterija za MetS odnosi se na grani¢ne vrijednosti nekih parametara poput
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abdominalne debljine 1 uvjeta pod kojima se njihova prisutnost smatra obligatornom
komponentom MetS u sustavu IDF kriterija. Provedene su komparativne studije o prevalenciji
MetS ovisno o primijenjenim kriterijima. Kako su grani¢ne vrijednosti opsega struka za
identifikaciju abdominalne pretilosti nize u IDF kriterijima u usporedbi s istima objavljenima
u NCEP-ATP III, ucestalost MetS je bila visa u prvom slucaju. 2009. godine publicirani su
objedinjeni kriteriji za MetS koji su rezultat dogovora izmedu nekoliko glavnih organizacija
(Alberti i sur., 2009). Dogovorene su grani¢ne vrijednosti za sve sastavnice MetS osim za
opseg struka. Zbog velike meduetnicke varijabilnosti, zakljuceno je da ne treba inzistirati na

jednoj grani¢noj vrijednosti za opseg struka.

1.2. Epidemiologija metabolickoga sindroma

MetS je vrlo rasiren diljem svijeta i prevalencija na globalnoj razini raste, a povezana je s
rastu¢om prevalencijom pretilosti. Procjena prevalencije MetS u svijetu ovisi o definiciji koja
se koristi kao 1 o sastavu ispitivanog stanovnistva (spol, dob, rasa, nacionalnost) (Cornier i
sur., 2008). Dostupni podaci govore o zahvaéenosti izmedu 20% do 30% odrasle populacije u
ve€ini razvijenih zemalja (Grundy, 2008; Gurka 1 sur., 2013). U Sjedinjenim americkim
drzavama oko 25% odraslih u dobi iznad 20 godina i 40% u dobi iznad 60 godina ima
znakove MetS (Ervin i sur., 2013). Donedavno se smatralo da su T2DM i1 MetS bolesti
odraslih. Ipak, povecanjem ucestalosti pretilosti u mladih ljudi jasno je da bolest moze poceti
u bilo kojoj dobi i u svim etnickim skupinama. Prevalencija MetS raste sa stupnjem debljine,
a moze dose¢i 1 50% u vrlo pretilih mladih ljudi. Svako povecanje BMI za pola jedinice
povecava rizik razvoja MetS u osoba s povecanom tjelesnom masom i onih pretilih (omjer
rizika - 1,55). U toj populaciji ve¢ su prisutni biomarkeri povecanog rizika za opasna
kardiovaskularna dogadanja (Cornier i sur., 2009).

Prevalencija MetS u Republici Hrvatskoj je 39-42% u Zena 1 28-35% u muskaraca s razlikama
koje ovise o regiji, kao 1 o kriteriju koji se koristio (Poljicanin 1 sur., 2012). U istraZivanju na
uzorku populacije devet dalmatinskih otoka prevalencija MetS prema definiciji NCEP-ATP
III iznosila je 34% s vecom prevalencijom kod zena (39%) u odnosu na muskarce (28%)
(Kolci¢ 1 sur., 2006). Prevalencija MetS prema prilagodenoj definiciji NCEP-ATP III u regiji
Baranje iznosila je 40% (35% kod muskaraca 1 42% kod Zena) (Tucak-Zori¢ i sur., 2008). U
istrazivanju populacije za koju skrbe lijecnici obiteljske medicine grada Zagreba,

dijagnosticke kriterije za MetS prema definiciji SZO zadovoljavalo je 6,01% ispitanika i



6,78% ispitanica (Markovi¢ i sur., 2007). Ovako niska prevalencija se moze pripisati malom
postotku zabiljezenih postupaka i laboratorijskih pretraga u zdravstvenom kartonu pacijenata.
U nedavno provedenoj studiji na starijoj institucionaliziranoj populaciji (561 ispitanik

prosjecne dobi 79 godina) utvrdena je prevalencija MetS od 20,8% (Nevajda i sur., 2013).

1.3. Rizi¢ni ¢imbenici povezani s razvojem metabolickoga sindroma

Patofiziologija MetS je vrlo sloZzena i1 samo je djelomi¢no razjaSnjena (Slika 1). Vecina
bolesnika je starija, pretila, slabo tjelesno aktivna, sa sjedilackim navikama i odredenim
stupnjem inzulinske rezistencije. Postoje prijepori jesu li debljina ili inzulinska rezistencija

uzroci MetS ili su oni posljedica uznapredovale metabolicke disfunkcije.
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Slika 1. Patofiziologija metabolickoga sindroma (inzulinska rezistencija) (modificirano prema

Eckel i sur., 2005)

Slobodne masne kiseline (SMK) se oslobadaju u izobilju iz proSirene mase masnog tkiva. U
jetri, SMK izazivaju povecanu proizvodnju glukoze, triglicerida (TG) i luc¢enje lipoproteina

vrlo niske gusto¢e (VLDL). Povezani poremecaji lipida/lipoproteina uklju¢uju smanjenje



lipoproteina visoke gusto¢e (HDL) 1 vecu zastupljenost lipoproteina niske gustoc¢e (LDL).
SMK takoder smanjuju osjetljivost na inzulin u misi¢u inhibiraju¢i inzulinom posredovano
preuzimanje glukoze. Povezani nedostaci uklju¢uju smanjeno stvaranje glikogena i pove¢ano
nakupljanje lipida u obliku TG. Povec¢anje cirkuliraju¢e glukoze, a do neke mjere i povecanje
SMK povecava sekreciju inzulina iz guSteraCe Sto rezultira hiperinzulinemijom 1 moze dovesti
do pojacane reapsorpcija natrija i povecane aktivnosti simpatickog ziv€anog sustava i
doprinijeti hipertenziji §to moze povecati razinu cirkuliraju¢ih SMK. Inzulinskoj rezistenciji
nastaloj zbog pove¢anih SMK dodatno doprinosi i parakrini i endokrini u€inak proupalnog
stanja. Pojacano izluc¢ivanje interleukina 6 (IL 6) i ¢imbenika nekroze tumora alfa (TNF-a) u
razli¢itim stanicama u masnom tkivu, ukljucujuéi adipocite i makrofage nastale iz monocita,
uz ostale ¢imbenike dovodi do jo$§ vece otpornosti na inzulin i lipolize TG pohranjenih u
adipoznom tkivu u cirkuliraju¢ée SMK. IL 6 1 drugi citokini takoder su poviSeni u cirkulaciji, a
mogu povecati stvaranje glukoze i VLDL-a u jetrima i inzulinsku rezistenciju u miSi¢ima.
Citokini 1 SMK takoder povecavaju stvaranje fibrinogena i inhibitora aktivatora
plazminogena-1 (PAI-1) u jetrima nadopunjujuci hiperprodukciju PAI-1 u masnom tkivu. Sve
to rezultira protrombotskim stanjem. Smanjenje proizvodnje antiupalnog i inzulinom
senzibilizirajuceg citokina adiponektina je takoder povezano s patofiziologijom MetS.

Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj bilo koje bolesti mogu se u najSirem smislu podijeliti na
vanjske/okolisne i geneticke. U vanjske ¢imbenike svrstavaju se dob, spol, navike i Zivotni
stil, socioekonomski i psihosocijalni uvjeti, itd. Poznat je niz rizicnih Cimbenika Ccije
medudjelovanje moZe dovesti do razvoja MetS, ali zbog sloZenosti njihovih mogucih
interakcija ne moze se jednoznacno odrediti koji ¢imbenik uzrokuje MetS, premda je postalo
jasno da to nije samo jedan cimbenik, poput npr. inzulinske rezistencije ili debljine.
Najznacajniji ¢imbenici su redom: i) starenje ii) geneticko ustrojstvo iii) dnevne navike i

Zivotni stil.

1.3.1. Promjenjivi rizi¢ni ¢imbenici (okoliSni ¢imbenici)

Vanjski/okoliSni ¢imbenici rizika za razvoj MetS su medusobno snazno isprepleteni 1 ovisni
jedni o drugima (Viguerie 1 sur., 2012). Debljina je povezana s prehrambenim navikama i
vrstama namirnica koje konzumiramo te s tjelesnom aktivnosti, dok su razli¢iti
socioekonomski pokazatelji povezani s gotovo svim rizi¢nim ¢imbenicima za razvoj MetS, ali
i kardiovaskularnih bolesti. Kvaliteta fetalne prehrane se smatra potencijalno vaznim

okoliSnim c¢imbenikom za razvoj MetS (Vuguin i sur., 2013). Ustanovljena je obrnuta
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povezanost izmedu porodajne tezine i CVD. Rani zivotni stresori, poput siromasne prehrane
majke, maternalna pretilost te brzo postnatalno dobivanje na tezini, mogu programirati
metabolicku prilagodbu za prezivljavanje u nutrijentima siromasnom okoliSu. Zato, ako
postporodajni okoli§ nije siromaSan nutrijentima, takvo programiranje moze dovesti do

razvoja MetS u odrasloj dobi.

1.3.1.1. Debljina

U proslosti debljina je bila prednost 1 uvjet za preZivljavanje nasih predaka. Teorija Stedljivog
gena (engl. thrifty gene hypothesis) temelji se na prirodnoj selekciji gena koji su ljudima
osiguravali energiju iz zaliha energije tijekom razdoblja bez moguénosti pribavljanja hrane, a
moguénost nastanka inzulinske rezistencije pridonosila je osiguravanju glukoze za potrebe
srediSnjeg ziv€anog sustava u vrijeme gladovanja.

Prije dvadeset godina Hales i Barker su publicirali pionirske radove u kojima iznose hipoteze
o ‘thrifty phenotype hypothesis’. Iznijeli su postulat o fetalnom programiranju kao vaznom
¢imbeniku u nastanku T2DM, MetS i kardiovaskularnih bolesti (Hales 1 sur., 1992; Barker i
sur., 1993). Kasnije su studije na identi¢nim blizancima i Zivotinjskim modelima potvrdile
ovaj koncept o vaznosti ranog programiranja. Medutim, tek se u danaSnje vrijeme detaljno
opisuju mehanizmi koji objasSnjavaju kako fenomeni koji su se desili u ranoj zivotnoj dobi
mogu imati dugoro¢ne ucinke na stani¢nu funkciju i posredno na metabolizam. Ti mehanizmi
ukljuéuju 1) stalne strukturne promjene u organu koje rezultiraju suboptimalnim
koncentracijama faktora u vaznom razvojnom razdoblju, na primjer, trajno smanjenje mase f3
stanica u endokrinom dijelu gusterace 2) stalne promjene u epigenetickim modifikacijama
(npr. metilacija DNA i modifikacija histona) koje mogu rezultirati promjenama u genskoj
ekspresiji (nekoliko je transkripcijskih faktora osjetljivo na programirane promjene genske
ekspresije putem ovih mehanizama) i 3) stalni utjecaj na regulaciju stani¢nog starenja (npr.
povecanje oksidacijskog stresa koji moze dovesti do makromolekularnih oStecenja,
ukljucuju¢i DNA i telomere) (Tarry-Adkins 1 sur., 2011; Lazar, 2005).

Masno se tkivo donedavno smatralo metabolicki neaktivnim i opisivano je samo kao
energetsko skladiSte organizma, kao izvor masnih kiselina u sitom stanju te toplinski izolator i
mehanicki "jastuk" u sisavaca. Danas se zna da je to endokrini organ koji komunicira sa
srediSnjim Ziv€anim sustavom i perifernim tkivima. Endokrinim, parakrinim ili autokrinim

signalima masne stanice — adipociti reguliraju rad drugih masnih stanica smjestenih u mozgu,



miSi¢ima, jetri ili guSteraci (Scherer, 2006). Uz to, masno je tkivo aktivno ukljuceno 1 u
metabolicke procese kao $to su angiogeneza, adipogeneza, stvaranje 1 razgradnja
ekstracelularnog matriksa, steroidni metabolizam, imunosni odgovor organizma i hemostaza
(Bays 1 sur., 2008). Masno tkivo sadrzi razliite tipove stanica. Jednu tre¢inu ¢ine adipociti, a
ostale stanice su fibroblasti, makrofagi, stromalne stanice, monociti 1 preadipociti.
Diferencijacija preadipocita u adipocite je regulirana pomoc¢u slozene mreze transkripcijskih
faktora koji koordiniraju ekspresiju stotine proteina odgovornih za uspostavu fenotipa zrelih
masnih stanica. U srediStu ove mreze su dva glavna faktora adipogeneze, PPARY i1 C/EBPa,
koji nadgledaju cijeli proces terminalne diferencijacije (Farmer, 2006).

Iako se debljina definira kao stanje prekomjernog nakupljanja masnog tkiva u organizmu, u
procjeni kardiovaskularnog rizika vaznija je raspodjela nego kolicina tjelesne masti. Jo§ je
1947. godine Vague uocio dva oblika raspodjele masti u ljudskome tijelu. Prvi, androidni (ili
muski, centralni, visceralni, abdominalni, pretilost trupa ili gornjeg dijela tijela, jabukoliki) 1
drugi, ginoidni (ili zenski, periferni, gluteofemoralni, pretilost donjeg dijela tijela, kruskoliki)
oblik (Zmire, 2004).

Abdominalno masno tkivo sastoji se od supkutanog (potkoznog) i intraabdominalnog masnog
tkiva (visceralnog), koje se nalazi unutar trbusne Supljine. Raspodjela abdominalne masti nije
identi¢na u razli¢itih osoba te se razlikuje medu osobama s jednakom ukupnom koli¢inom
masnog tkiva. Koli¢ina intraabdominalne masti povecava se sa zZivotnom dobi u oba spola,
izrazenije u muskaraca nego u zena. Do Sezdesete godine Zivota u Zena dominira supkutano
masno tkivo, a kasnije poprima androidni, centralni tip (Enzi i sur., 1986), §to se objaSnjava
povisenom androgenom aktivnosti u Zena u menopauzi. Nakupljanje masnog tkiva u
muskaraca tijekom ¢itavog zivota ima tendenciju zahvaéanja intraabdominalnog prostora. Na
temelju magnetske rezonance procijenjeno je da muskarci mogu oko 15-18%, a zene 7-8% od
njihove ukupne tjelesne masti sadrzavati u trbusnoj Supljini (Garg, 2004).

Razlic¢itoj lokalizaciji i raspodjeli masnog tkiva odgovara i razli¢ita funkcija, ali oba djeluju
povezano. Potkozno masno tkivo ima uglavnom ulogu toplinske izolacije, iako ima i neke
metabolicke funkcije koje su osobito izraZzene u pretilih osoba. Naprimjer, povecanu
visceralnu lipolizu, potkozno masno tkivo kompenzira pohranom viska neesterificiranih
masnih kiselina (Yang 1 Smith, 2007). Neumjerena metaboli¢ka aktivnost visceralnog masnog
tkiva povezuje se s inzulinskom rezistencijom, dislipidemijom, hipertenzijom,
hiperkoagulabilnos¢u i kardiovaskularnim rizikom (Jensen, 2006). To je tkivo i metabolicki
najaktivnije 1 lu¢i brojne hormone 1 citokine, kao $to su leptin, adiponektin, rezistin, serpin,

lipocalin-2, PAI-1, Zn a-2 glikoprotein, vaspin, visfatin, omentin, apelin, kemerin koji imaju
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sistemsko djelovanje te TNF-a, IL 6 1 monocitni kemotakti¢ni protein-1 (MCP-1) koji
sudjeluju u upalnim reakcijama (MacDougald i Burant, 2007). U ispitivanju ekspresije gena u
visceralnom (engl. visceral adipose tissue, VAT) u odnosu na supkutano masno tkivo (engl.
subcutaneous adipose tissue, SAT) koriste¢i metode mikropostroja (engl. microarrays),
identificirana su 294 gena koja su pokazivala razli¢itu ekspresiju izmedu VAT i SAT, te su
nadalje analizirane funkcionalne korelacije. Publicirani podaci ukazuju na poveéanu
zastupljenost puteva koji se povezuju s upalom i oksidativnim stresom u VAT, dok su putevi
uklju€eni u inzulinsku homeostazu kao i putevi koji se odnose na nekoliko faktora rasta vise
zastupljeni u SAT (Kor$i¢ 1 sur., 2012).

Postoji nekoliko nadina mjerenja prekomjerne tjelesne tezine i debljine. Najcesce koristeni
parametar za procjenu statusa uhranjenosti je indeks tjelesne mase (engl. body mass indeks,
BMI). Za procjenu srediSnjeg (abdominalnog) nakupljanja masti koristi se opseg struka (engl.
waist circumference, WC) ili omjer opseg struka i bokova (engl. waist to hip ratio, WHR).
Brojna istrazivanja su utvrdila da su pokazatelji srediSnjeg nakupljanja masti bolji
diskriminatori kardiovaskularnih ¢imbenika rizika (hipertenzija, T2DM 1 dislipidemija) u
odnosu na BMI. Postoje misljenja da je najbolja mjera opseg struka jer on procjenjuje
koli¢inu intraabdominalnog masnog tkiva koje je i najodgovornije za metabolicke promjene
koje se dogadaju kod pretilih osoba. Najnoviji kriteriji za dijagnozu MetS sluze se upravo

opsegom struka kao pokazateljem sredi$nje raspodjele masti.

1.3.1.2. Prehrana

Mnoge epidemioloske i klinicke studije potvrduju kako promjena stila zivota, ukljucujuéi
promjene prehrambenih navika mogu imati kljuénu ulogu u prevenciji MetS. Dok je redukcija
suvisne tjelesne tezine 1 smanjenje unosa kalorija jedan od glavnih pristupa u lijeCenju MetS,
poboljSanje kvalitete prehrane se pokazao kao bolji i lakSe izvediv pristup lijecenju.
Mediteranska prehrana (MedDiet) je dijetetski pristup koji je ve¢ pokazao svoje
kardioprotektivne ucinke kao i pozitivne ucinke na pretilost i T2DM. Studija provedena medu
stanovniStvom Krete u Grckoj je pokazala da je, unato¢ visokom unosu masti, zabiljezena vrlo
niska stopa koronarne bolesti i nekih vrsta raka te duzi zivotni vijek (Nestle, 1995).

Definiranje MedDiet je zahtjevno, s obzirom na Siroko geografsko podrucje koje ukljucuje
najmanje 16 zemalja uz Sredozemno more. Tijekom godina, MedDiet je promovirana kao
model za zdravu prehranu. Glavne karakteristike MedDiet ukljucuju obilje biljne hrane: voce,
povrée, cjelovite zitarice, orasasti plodovi, mahunarke; maslinovo ulje kao glavni izvor masti;
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konzumacija ribe i1 peradi; relativno niska potro$nja crvenog mesa te umjerena konzumacija
vina, obi¢no uz obroke. U svim slucajevima, omjer mononezasi¢enih prema zasi¢enim
mastima je puno veci nego u drugim mjestima u svijetu, uklju¢ujuéi i Sjevernu Europu i
Sjevernu Ameriku (Giugliano i Esposito, 2005). Prvi dokazi iz klinickih ispitivanja u prilog
zdravstvenim prednostima MedDiet dolaze iz studije u kojoj je bolesnicima s infarktom
miokarda nasumi¢no dodijeljena mediteranska dijeta ili kontrolna prehrana koju predlaze
Americko udruzenje za srce (engl. American Heart Association). Rizik od novog akutnog
infarkta miokarda ili pojave angine pektoris isto kao i broj novih dijagnoza zatajenja srca su
smanjeni za 70 % u skupini ispitanika na MedDiet (de Lorgeril i sur., 1999).

U randomiziranoj studiji Esposita i suradnika nasumicno je rasporedeno 180 bolesnika s MetS
na MedDiet (dobili upute o poveéanju dnevne potrosnje cjelovitih Zitarica, povréa, voca,
oraSastih plodova i1 maslinovog ulja; n = 90) nasuprot ispitanicima na preporucenoj prehrani
za sréane bolesnike (engl. cardiac-prudent diet) sa unosom manjim od 30% masti (kontrolna
skupina; n = 90). Fizicka aktivnost je povec¢ana podjednako u obje skupine. Nakon 2 godine,
tjelesna tezina je smanjena vise u intervencijskoj skupini u odnosu na kontrolnu skupinu, a
osim toga, razina upalnih biljega i inzulinska rezistencija pala je viSe u intervencijskoj, nego u
kontrolnoj skupini, te je poboljSana funkcija endotela (Esposito i sur., 2004).

Neka su istrazivanja pokazala da je nekoliko parametara MedDiet obrnuto povezano s BMI ili
opsegom struka. To je bio slucaj za cjelovite zitarice i vlakna. U velikoj multietnickoj studiji
(Insulin Resistance Atherosclerosis Study), konzumacija tamnog kruha i povecani unos
vlakana bio je povezan sa nizim opsegom struka (Liese i sur., 2004). Rezultati studija takoder
isticu povezanost visokog unosa prehrambenih vlakana s manjom centralnom pretilosti
(Wirfalt 1 sur., 2001).

U literaturi nalazimo nekoliko epidemioloskih istraZivanja koja su analizirala odnos izmedu
MedDiet 1 pojavnosti MetS. U studiji Alvarez Leona 1 suradnika nisu ustanovili povezanost
(Alvarez Leon i sur., 2003). Medutim, zapazeno je da su ispitanici u tre¢em tromjesjecju
pridrzavanja MedDiet imali za 70% manju prevalenciju povisenog krvnog tlaka i 2,5 puta
viSu prevalenciju euglikemije u odnosu na prvo tromjese¢je. Ostale studije u kojima je
analiziran taj odnos isti¢u koristan ucinak MedDiet na MetS. Primjerice, u studiji
Panagiotakosa i suradnika pokazano je da pridrzavanje MedDiet smanjuje za 20% izglede
nastanka MetS, bez obzira na dob, spol, tjelesnu aktivnost, lipidni status i krvni tlak
(Panagiotakos i sur., 2004). Druga prospektivna studija takoder isti¢e nizu pojavnost MetS

medu ispitanicima koji su se bolje pridrzavali MedDiet (Tortosa i sur., 2007).



1.3.1.3. Inzulinska rezistencija

Inzulinska rezistencija predstavlja opée prihvaceni koncept patofizioloskih procesa povezanih
s MetS. Inzulinska rezistencija opisuje poremecaj u kojem hiperinzulinemija odrzava
euglikemiju. Glavni ¢imbenik koji doprinosi inzulinskoj rezistenciji je prekomjerna koli¢ina
cirkuliraju¢ih masnih kiselina. Slobodne masne kiseline vezane na albumin u plazmi dolaze
uglavnom iz trigliceridnih zaliha u masnom tkivu, a oslobadaju se pomoc¢u enzima lipaze.
Masne kiseline takoder nastaju lipolizom trigliceridima bogatih lipoproteina u tkivima
metaboli¢ki put djelovanja inzulina je inhibicija lipolize u masnom tkivu. Stoga se s razvojem
inzulinske rezistencije povecava lipoliza pohranjenih molekula triacilglicerola pri ¢emu se
stvara jo§ viSe masnih kiselina §to dodatno moze inhibirati antilipoliticke u¢inke inzulina
stvarajuci dodatnu lipolizu. Ulaskom u tkiva osjetljiva na inzulin, prekomjerne masne kiseline
dovode do inzulinske rezistencije povecavaju¢i dostupnost supstrata i modifikacijom

signalizacije nanize.

1.3.1.4. Hipertenzija

Odnos hipertenzije 1 inzulinske rezistencije dobro je poznat, a objasnjava se s nekoliko
razli¢itth mehanizama. Vazno je znati da je inzulin, primijenjen intravenski u ljudi s
normalnom tjelesnom masom, vazodilatator sa sekundarnim ucincima na reapsorpciju natrija
u bubrezima. Taj je u€inak opaZen u ljudi bijele rase s MetS, ali ne i u africkoj ili azijskoj
populaciji (Barbato i sur., 2004). U uvjetima inzulinske rezistencije vazodilatatorni ucinci
inzulina se mogu izgubiti, dok renalni uc¢inci na reapsorpciju natrija ostaju. Masne kiseline
mogu posredovati u vazokonstrikciji. Inzulin takoder poveéava aktivnost simpatickog
ziv€anog sustava i taj ucinak ostaje nepromijenjen u uvjetima inzulinske rezistencije. Ipak,
prema procjeni koncentracije inzulina nataste, HOMA inzulinski indeks rezistencije (engl.
homeostasis model assessment-estimated insulin resistance, HOMA-IR), doprinos inzulinske

rezistencije povecanoj prevalenciji hipertenzije u MetS je skroman (Eckel i sur., 2005).

Debljina takoder potice zadrzavanje natrija i povecava ekstracelularni volumen §to bi trebalo
inhibirati otpuStanje renina i stvaranje angiotenzina II. Medutim, u pretilih osoba je pojac¢ana
aktivnost renin-angiotenzinskog sustava (RAS) jer zbog sniZene koncentracije natrija dolazi

do njegove pojacane reapsorpcije u Henleovoj petlji i stimuliranja stvaranja renina (Slika 2).
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Pojacana simpaticka aktivnost 1 stvaranje angiotenzinogena u masnom tkivu dodatno

pridonosi aktivaciji RAS-a (Vukovi¢ Lela i Jelakovi¢, 2011).
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Slika 2. Predlozeni mehanizmi ukljuceni u patogenezu hipertenzije inducirane debljinom

A Angiotenzinogen

KRATICE: IL-6 — interleukin-6; IL-1f — interleukin-1p; CRP — C-reaktivni protein; TNFa — ¢cimbenik
nekroze tumora a; ROS — reaktivni kisikovi spojevi; SMK — slobodne masne kiseline; NO — duSikov
oksid; ET-1 — endotelin-1; RAS — renin-angiotenzin sustav; SZS — simpati¢ki zivéani sustav; Ang IT —
angiotenzin Il (modificirano prema Kotsis i sur., 2010).

1.3.1.5. Upala

Iako nije uklju¢ena u definicije MetS, upala je jedan od kljuénih procesa u podlozi
metabolickih poremecaja u osoba s prekomjernom tjelesnom masom. Masno tkivo je aktivni
endokrini organ koji lu¢i razli¢ite humoralne ¢imbenike (adipokine) koji u stanju debljine
pospjesuju stvaranje i oslobadanje proupalnih citokina. Adiponektin je visoko izrazen u
masnom tkivu, a snizene razine cirkuliraju¢eg adiponektina opazamo u stanjima debljine,
inzulinske rezistencije udruzene s T2DM te u koronarnoj sréanoj bolesti. Niske razine
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adiponektina obrnuto koreliraju s opéim pokazateljem upale, poviSenim vrijednostima C-
reaktivnog proteina (CRP) u bolesnika s T2DM i CVD. Koncentracije CRP mogu varirati
ovisno o tjelesnoj aktivnosti pojedinca, a uocena je i meduetnicka varijabilnost. Odnos
izmedu debljine i supklinicke upale prvi je put opisan 2003. godine, ukazuju¢i na pozitivhu
korelaciju izmedu koli¢ine masnog tkiva i ekspresije TNF-a (Hotamisligil, 2003). Stvaranje
proupalnih citokina ukljucuju¢i IL 6, IL 8, TNF-a, IL 1P, rezistin, kao i upalni odgovor u
akutnoj fazi (inhibitor aktivatora plazminogena-1, haptoglobin i serumski amiloid) koji se
mogu detektirati u osoba s prekomjernom tjelesnom masom doprinose stanju trajne niske
sistemske upale, a koja se opaza u kroni¢nim patoloSkim stanjima povezanima s MetS (poput
ateroskleroze). Promjene u masnom tkivu u uvjetima MetS favoriziraju lucenje molekularnih
posrednika koji su sposobni aktivirati ili suprimirati razlicite transkripcijske faktore (PPAR,

C/EBPs, CCAAT) koji reguliraju metabolicke puteve udruZene s MetS.
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Slika 3. Adipociti i upala

KRATICE: SMK - slobodne masne kiseline; IL — interleukin; JNK — Jun N-terminalne kinaze; MCP —
monocitni kemotakti¢ni protein; NF — nuklearni faktor; TNF — ¢imbenik nekroze tumora; VEGF —
vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (modificirano prema Wellen i Hotamisligil, 2003).

Debelo masno tkivo je karakterizirano upalom i progresivnom infiltracijom makrofaga s
razvojem pretilosti. Promjene u adipocitima i veli¢ini masnih ploc¢ica vode do fizic¢kih
promjena u okolnom podrucju i modifikacije parakrine funkcije adipocita. Primjerice, u

pretilosti adipociti poc¢inju luciti niske razine TNF-o, $to moZe stimulirati preadipocite na
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proizvodnju MCP-1. Isto tako, endotelne stanice takoder luce MCP-1, kao odgovor na lucenje
citokina. Dakle, bilo preadipociti ili endotelne stanice mogu biti odgovorni za privlac¢enje
makrofaga u masno tkivo. Rana ekspresija MCP-1 prije svih drugih biljega tijekom razvoja
pretilosti takoder ukazuje da MCPI u pocetku osim makrofaga stvaraju i druge stanice.
Povecano izlucivanje leptina (i/ili smanjena proizvodnja adiponektina) iz adipocita takoder
moze pridonijeti nakupljanju makrofaga poticanjem transporta makrofaga u masno tkivo i
promicanjem prianjanja makrofaga na endotelne stanice. Takoder je vrlo vjerojatno da fizicka
osteCenja endotela, uzrokovana bilo promjenama u veli¢ini i ucinku bilo oksidacijskim
oStecenjem nastalim zbog sve veceg lipolitickog okruzenja, mogu imati ulogu u regrutiranju
makrofaga, nalik onom u aterosklerozi. Bez obzira na to koji je pocetni podrazaj za
privlacenje makrofaga u masno tkivo, jednom kad su te stanice prisutne i aktivne, one zajedno
sa adipocitima 1 ostalim tipovima stanica mogu produziti zaarani krug regrutiranja

makrofaga, proizvodnju proupalnih citokina i naruSavanje funkcije adipocita (Slika 3).

1.3.2. Nepromjenjivi rizi¢ni ¢imbenici
1.3.2.1. Dob i spol

Mnoge su epidemioloske studije dokazale porast prevalencije MetS s dobi, a ustanovljena je i
znacajna varijabilnost ovisna i o spolu. Ti se parametri zbog svoje vaznosti na pojavnost MetS
u istrazivanjima uzimaju u obzir kao vazni ¢imbenici koji dovode do posredne povezanosti
(engl. confounding factors). Rizik za razvoj poremecaja unutar pojedinih sastavnica koje
rezultiraju MetS raste s dobi, a posljedica su promjena u koncentraciji spolnih hormona i
njihove uloge u organizmu. Na primjer, nakupljanje prekomjernog masnog tkiva u muskaraca
je povezano s niskom razinom androgena, dok je smanjena razina estrogena i progestina koja
se deSava u menopauzi povezana s povecanom centralnom raspodjelom masti u Zena.

Osim porasta koli¢ine masnog tkiva za vrijeme prijelaza iz premenopauze u razdoblje
postmenopauze, opisane su i promjene u koncentraciji serumskih lipida koje dovode do
povecane aterogenosti, s povecanom koncentracijom LDL-kolesterola 1 triglicerida te
smanjenom koncentracijom HDL kolesterola, uz promjene u metabolizmu glukoze 1 inzulina,
koje rezultiraju porastom njihovih koncentracija.

Zene i muskarci se razlikuju u osjetljivosti prema MetS i njegovim sastavnicama, ukljucujuéi
debljinu, inzulinsku rezistenciju, CVD 1 hipertenziju. Razlika izmedu muskaraca i Zena u

inzulinskoj rezistenciji Cini se da je povezana s razlikama u anatomskoj raspodjeli masnog
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tkiva. Muskarci su skloniji akumulirati viSe visceralne masti koja se povezuje s inzulinskom
rezistencijom, dok Zene odlazu viSe masti potkozno. Nekoliko hipoteza pokuSava objasniti
vezu izmedu visceralne masti 1 inzulinske rezistencije. Jedna je mogucnost da se osobine
visceralne nasuprot potkoznoj masti razlikuju, Sto rezultira poveéanom lipolizom u
visceralnom masnom tkivu, aktivnosti glukokortikoidnog receptora i pove¢anim izluc¢ivanjem
proupalnih citokina te smanjenom sekrecijom na inzulin osjetljivog adiponektina.
Alternativno, visceralni odjeljak moze oslobadati SMK, proupalne citokine i druge metabolite
masnog tkiva direktno u portalnu cirkulaciju. Istrazivanja profiliranja genske ekspresije
upucuju da postoje prirodene molekularne razlike izmedu visceralnih 1 potkoznih skladista
masnog tkiva u ljudi i miSeva. Stovise, transplantacija potkoznog masnog tkiva u
intraabdominalni odjeljak, u eksperimentalnom Zzivotinjskom modelu, dovela je do ukupnog
smanjenja tjelesne masti 1 poboljSanja homeostaze glukoze. Studije upucuju na zakljucak da
su visceralna i potkoZzna masna skladiSta mogla nastati iz razli€itih progenitorskih populacija,
§to se podudara sa zapazanjima u humanoj lipodistrofiji uzrokovanoj rijetkim mutacijama

gena.

S obzirom na vazne metaboli¢ke razlike izmedu visceralnog i potkoZznog nakupljanja masti,

vazno je razumjeti geneticku pozadinu njihovog nastanka u Zena i muskaraca.

1.3.2.2. Nasljedivanje metabolickoga sindroma

Razumijevanje genetickih ¢imbenika koji povezuju pojedine sastavnice MetS 1 njihove
meduodnose u MetS klini¢ki je vrlo vazno. Sva obiljezja MetS su pod snaznom geneti¢kom
kontrolom. Geneticki ¢cimbenici mogu utjecati na svaku pojedinu sastavnicu sindroma kao i na
sam sindrom. Za ve¢inu ¢imbenika nasljednost je oko 40%, dok za osobine poput pretilosti i
razine HDL kolesterola nasljednost prema nekim istraZzivanjima doseze i do 70% (Monda 1
sur., 2010; Lusis, 2008). Ipak procjene nasljednosti su aproksimativne i ¢esto ne uzimaju u
obzir interakcije gena i okoliSa, gena i spola te gena i gena, jer ih je u humanoj populaciji
teSko razluciti. Nadalje, procjene se odnose za odredene ispitivane populacije i stoga
odrazavaju populacijsku razliitost te raznolikost okoliSnih ¢imbenika. Prva razumijevanja
geneticke predispozicije za razvoj MetS dolaze iz ispitivanja svojstava koja se nasljeduju po
Mendelu ili iz ispitivanja gena koji su definirani biokemijskom svojstvima. Premda su ta
istrazivanja doprinijela razumijevanju molekularne razine procesa u homeostatskim

mehanizmima, nisu objasnila medusobne interakcije gena te gena i okolisa.
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Vaznost geneticke uloge u razvoju MetS je ispitivana modelom grupiranja sastavnica u
studijama koje su ukljucivale cijele obitelji ili blizance. U studiji na 2508 muskih parova
blizanaca, podudaranje grupiranja tri sastavnice MetS (hipertenzije, dijabetesa i pretilosti)
ustanovljeno je u 31,6 % kod jednojaj¢anih parova u odnosu na 6,3 % kod dvojaj¢anih parova
(Carmelli 1 sur., 1994). U skladu s tim nalazom u ispitivanju zenskih blizanackih parova,
procjene nasljednosti koriStenjem klasicnog nemolekularnog pristupa za pretilost,
inzulin/glukozu 1 dislipidemiju su bile redom 0,61, 0,87 1 0,25, Sto ukazuje na znacCajan
geneticki doprinos za pojavnost pojedine sastavnice (Edwards i sur., 1997).

U studijama geneticke predispozicije za MetS najceSce se istraZuju Cetiri tipa povezanosti: 1)
pojedina¢ni SNP i MetS, 2) SNP i osobine sastavnica MetS, 3) SNP i ¢imbenici MetS s
kombinacijom pokazatelja za razliCite osobine sastavnica, 4) MetS i1 ukupan geneticki zbir
(engl. genetic risk score, GRS) izveden iz lokusa koji su povezani s jednom ili viSe osobina

MetS (Kristiansson i sur., 2012)

1.3.2.3. Geneticka istrazivanja metaboli¢koga sindroma

Istrazivanja koja su se bavila genetickom osnovom MetS su brojna i ukazuju na to da je MetS
poligenska i multifaktorijelna bolest uvjetovana slozenim medudjelovanjem brojnih gena i
¢imbenika okoliSa, zbog Cega istraZzivanje njegove geneticke podloge predstavlja velik izazov
(Vattikuti i sur., 2012). Nesuglasja oko specifi¢nih definicija MetS su zakomplicirala kako
klini¢ka tako i geneticka istrazivanja, te se postavlja pitanje je li vrijedno istrazivati sindrom
kao specifi¢an entitet mimo istraZzivanja pojedinac¢nih njegovih sastavnica (Sjogren, 2008).
Mnogi znanstvenici drZze upitnom vrijednost dijagnoze MetS, nasuprot nespornoj vrijednosti
dijagnosticiranja i lijeCenja pojedinih poremecaja, poput dislipidemije, hipertenzije, inzulinske
rezistencije. Istice se kako entitet MetS ne treba shvacati u patofizioloskom smislu, ve¢ vise
kao pragmaticni pristup, za postizanje boljeg klini¢kog ishoda. Ipak, nije upitno da je koncept
MetS upozorio i lijecnike 1 javnost na vazne interakcije kao Sto je veza izmedu pretilosti 1
bolesti te povoljnih uc¢inaka tjelovjezbe na sve sastavnice MetS. Koncept MetS takoder je
snazno potaknuo istrazivanje ovih odnosa. Istrazivanja gena koji reguliraju neke osobine
MetS, koriste¢i analize povezanosti (engl. linkage analysis) nisu polucile veci uspjeh
prvenstveno zbog male snage i slabe rezolucije neparametrijskih analiza povezanosti, kao 1
zbog neocekivane slozenosti pojedinih svojstava.

Nakon dovrsetka sekvenciranja humanog genoma, katalogizacijom cestih varijanti u humanoj

populaciji te poboljSanjem metoda genotipizacije, cjelogenomske studije povezanosti (engl.
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Genome-Wide Association Study, GWAS) su postale izgledne. Asocijacijske studije imaju
veéu snagu i imaju bolju rezoluciju od “linkage” pristupa. U mnogim je studijama s
nejednakim uspjehom potvrdena uloga razli¢itih gena u razvoju pojedinih sastavnica MetS, a
otkriveni su i1 novi geni 1 genski lokusi. Ipak, te potvrdene povezanosti s Cestim i rijetkim
genskim varijantama odnose se na manji dio Sirokog spektra osobina MetS i objasnjavaju
samo dio uloge nasljeda koja moze biti za neke osobine vrlo visoka, i do 90%, a za MetS
~30% (Fall i sur., 2014). Istrazivanja provedena u obiteljima ukazuju da jo$ neotkriveni
genski lokusi mogu posredovati u klasteriranju sastavnica MetS premda neki istraZivaci nisu
uspjeli identificirati objedinjujuée c¢imbenike (Kristiansson i1 sur., 2012). U nekim je
istrazivanjima MetS analiziran preko dihotomnih svojstava uz uporabu prihvaéenih definicija
slucajeva 1 kontrola, pri ¢emu se uspjelo identificirati gene povezane sa odredenim
metaboli¢kim putevima, a koji imaju znacajnu ulogu za razlicite fenotipove MetS (Kraja 1
sur., 2011). U tim asocijacijskim studijama sa svim fenotipovima MetS najceSce je
ustanovljena snazna povezanost s jednom ili dvije fenotipske osobine MetS. Podaci o MetS
kao entitetu se jos uvijek temelje na klinickim podacima o pojedinim njegovim sastavnicama,
a ne na bioloskim podacima koji bi povezivali gene koji ukazuju na podloznost za MetS s
metabolickim putevima znacajnima za Siri spektar komponenata MetS.

Pojedina obiljezja MetS su visoko nasljedna - ucestala su medu srodnicima ovisno o stupnju
srodnosti. Studije koje su koristile GWA pokazuju da ta obiljezja nastaju kao rezultat
kombinacije Cestih i rijetkih genetickih varijanti od kojih svaka doprinosi malim rizikom.
Geneticka istraZivanja su identificirala neke klju¢ne gene i ukazala na metabolicke puteve koji
su krivo regulirani u MetS. Ipak, nuzan je sistemski pristup koji ¢e integrirati istodobne
doprinose razlicitih polimorfizama brojnih gena, da bi se rasvijetlila ukupna uloga genetickog
naslijeda za razvoj MetS. Za gene koji imaju utjecaj na vise fenotipskih osobina kaZzemo da
imaju pleiotropne ucinke. Takvi geni se smatraju vrlo pozZeljnim ciljevima u lijeCenju, a
doprinose i boljoj karakterizaciji razli¢itih zajednickih metaboli¢kih puteva. Postoje primjeri
gdje pojedinacni geni posjeduju pleiotropne ucinke na razlicite fenotipske osobine MetS.
Primjer je gen NR3C1 koji kodira glukokortikoidni receptor za koji je dokazana povezanost s
debljinom, hipertenzijom i inzulinskom rezistencijom (Newton, 2013). ADIPOQ se povezuje
s dijabetesom, hipertenzijom 1 dislipidemijom (Peters, 2013; Karmeli¢ 1 sur., 2012). Studije
GWA su otkrile mnoge gene povezane s debljinom, pretilos¢u centralnog tipa, krvnim tlakom,
lipidima i glikemijskim svojstvima, od kojih neki pokazuju znacajan ucinak na vise osobina.

Medu njima je ustanovljeno da gen za FTO (engl. fat mass and obesity-associated gene)
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utjece ne samo na BMI ve¢ €ini predispoziciju 1 za T2DM (Frayling i sur., 2007; Jacobsson i

sur., 2012; Sallman i sur., 2013).

Cjelogenomske studije povezanosti (GWAS)

Prvi nacrt humanog genoma je publiciran u okviru Projekta Humanog Genoma (engl. Human
Genome Project) 1 prva sveobuhvatna mapa Cestih haplotipova je objavljena u okviru projekta
HapMap. Vecina parova baza u humanom genomu je zajednicka svim ljudima stoga se
genetiCke asocijacijske studije fokusiraju na razlike u pojavnosti varijantnih oblika gena,
najc¢esce jednonukleotidnih polimorfizama (engl. single nucleotide polymorphisms, SNPs).
DovrSetkom Projekta Humanog Genoma 1 Projekta HapMap te razvojem tehnika
genotipizacije visoke protocnosti (engl. high-throughput genotyping techniques), uz
sofisticirane statisticke i racunarske metode, postignuti su uvjeti za opsezne studije GWA, u
kojima se ispituje povezanost velikog broja genskih varijanti s razli¢itim fenotipskim
osobinama. U svrhu prilagodbe za velik broj testova provedenih u studijama GWA, provodili
su se postupci poput korekcija za viSestruko testiranje i replikacijske studije s neovisnim
uzorcima, te je na taj je naCin minimiziran broj pogresnih zakljucaka. Povezanosti izmedu
ispitivane osobine i SNP-a koje su se odrzale nakon provedbe navedenih postupaka smatrale
su se znacajnima na razini genoma (engl. genome-wide significant). Za sada se povezanosti s
varijantama gena koje doseZu statisticku znacajnost p < 5x10™ smatraju zna¢ajnima na razini

genoma.

1.3.2.4. Geni kandidati za metaboli¢ki sindrom

MetS je fenotipski vrlo slozen stoga su nuzne genomske studije s velikim brojem ispitanika za
pravilno utvrdivanje njegovih genetickih odrednica. Najnovije asocijacijske studije su dale
prve rezultate o moguc¢im genetickim biljezima MetS. U studijama su koriSteni SNP markeri
Sirom genoma. Razli¢ite SNP varijante su izabrane medu genima-kandidatima za koje se
pretpostavlja da bi mogli biti ukljuceni u patogenezu. Tako su odabrani geni koji reguliraju
luc¢enje adipokina, metabolizam lipoproteina, upalu, osjetljivost na inzulin i metabolizam ROS

(engl. reactive oxygen species).
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Provedeno je viSe studija s ciljem ispitivanja geneticke predispozicije za MetS. Pristup je bio
razlicit. Nekoliko je studija mapiralo genske varijante povezane s pojedinim komponentama
MetS, ispituju¢i svaku komponentu zasebno, poput krvnog tlaka, glikemijskih osobina i
koncentracije lipida u plazmi. Druga su istraZivanja provedena na nacin da je testiran MetS
kroz binarna svojstva ili su ispitivane komponente koriste¢i bivarijatne ili multivarijatne
metode. Bivarijatne metode se mogu smatrati na neki nacin paradoksnima, jer se za definiciju
MetS koristi prisutnost tri ili viSe sastavnica.

Velika studija GWA provedena u indijskoj muskoj populaciji koja ima visoku prevalenciju
MetS nije rezultirala znacajnijim dokazima o zajednickoj genetickoj osnovi za sastavnice
MetS (Zabaneh i sur., 2010). U drugacijem pristupu (Kraja i sur., 2011) u kojem je provedena
bivarijatna GWA analiza, fenotipovi MetS su kombinirani u svim moguc¢im kombinacijama
parova i1 osobe koje su premasSile prag za oba testirana svojstva su se smatrale zahvac¢enima.
28 SNP je bilo povezano s MetS ili s parom svojstava MetS. Varijante su locirane u ili blizu
15 gena povezanih s binarnim svojstvima ili sa samim MetS na razini znacajnosti za Citav
genom. Sve osim dvije od tih bivarijatnih povezanosti su uklju¢ivale poremecaje lipida.
Varijante s najveéim utjecajem su bile u ili blizu genskih lokusa LPL, CETP, APOAS,
ZNF259 1 TRIBI. Genske varijante koje su utjecale svaka zasebno na MetS su ukljucivale
LPL, CETP i klaster APOA (APOAS5, ZNF259 i BUDI3) i za sve je dokazana vazna ulogu u
metabolizmu lipida. I drugi autori upucuju na zakljucke da su geneticki uéinci na razini lipida
izrazeniji u odnosu na ostale osobine MetS (Kristiansson i sur., 2012). U drugacijem pristupu,
kombiniranjem 6 fenotipskih domena (aterogena dislipidemija, vaskularna disfunkcija,
vaskularna upala, protrombotsko stanje, centralna pretilost i povisena glukoza) ukljucujuci 19
kvantitativnih svojstava ispitana je povezanost s naglaskom na analizu pojedine sastavnice u
europsko-americkoj populaciji (Avery i sur., 2011). Potom je primijenjena multivarijatna
analiza koja je ispitala odnose osam glavnih sastavnica iz Sest glavnih domena. Identificirani
su znac¢ajni SNP predstavljajuéi 15 lokusa s znaajnosti povezanosti na razini p < 5 x 107,
Mnogi od tih lokusa bili su povezani samo s jednim svojstvom. Uz veé poznate lokuse poput
FTO 1njegove povezanosti s centralnim tipom debljine, identificirana su i tri nova lokusa u ili
blizu APOCI, BRAP 1 PLCGI povezana s viSe fenotipskih domena. Najjaci novi pleiotropni
signal je uocen za rs4420638 (p = 1,7 x 10”7, lociran blizu APOCI a povezuje se s
povisenom glukozom, aterogenom dislipidemijom, vaskularnom upalom 1 centralnom
pretilosti. Ako se ovi pleiotropni lokusi potvrde u replikacijskim studijama mogu pomo¢i u
karakterizaciji poremecene metabolicke regulacije te definiranju ciljeva za terapijske

intervencije.
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U izvjeS¢u skupine za izradu genske mape debelih osoba (engl. human obesity gene map)
navedeno je 127 gena s najmanje jednom pozitivnom povezanoséu s fenotipovima vezanim uz
pretilost (Rankinen i sur., 2006). Medu njima, 22 gena su potvrdena u najmanje pet
replikacijskih studija.

Provedena je studija GWA za MetS 1 njegove sastavnice u finskoj populaciji (2637 ispitanika
s MetS i1 7927 kontrolna ispitanika) te su prikupljeni podaci transkriptoma i NMR-om
dobiveni metabolomski podaci. Nadalje, pomoc¢u faktorske analize testirana je povezanost
lokusa s viSestrukim sastavnicama MetS te je izracunat zbroj rizika za MetS (Kristiansson 1
sur., 2012). Potvrdena je povezanost od ranije poznatog lipidnog lokusa, regije genskog
klastera APOA1/C3/A4/45 (SNP rs964184) s MetS. Povezanost je dalje potkrijepljena
analizom serumskih metabolita, gdje je ustanovljena veza izmedu rs964184 i VLDL, TG i
HDL metabolita (p = 0,024-1,88x10°). Takoder su potvrdena veé ranije identificirana 22
lokusa povezana s pojedinacnim sastavnicana MetS. NajceS¢e s radilo o povezanosti s

lipidnim fenotipovima. (Puni nazivi navedenih gena nalaze se u popisu kratica.)

1.3.2.5. Nutrigenetika

Dugo ve¢ postoje spoznaje o individualnim razlikama u odnosima gena i nutrijenata, medutim
tek je dovrSenje Projekta Humanog Genoma zna¢ajno unaprijedilo nase znanje o reciprocnim
odnosima gena i nutrijenata te rezultiralo pojavom nove discipline, nutricijske genomike
(Fenech 1 sur., 2011). Interakcije izmedu prehrane i gena treba promatrati u dva smjera:
utjecaj nutricijskih ¢imbenika na gensku regulaciju i ekspresiju predmet je istrazivanja
nutrigenomike (Kang, 2012). S druge strane, nutrigenetika ispituje na koji nacin genske
varijante predodreduju nutritivne potrebe i1 preferencije pojedinca u fizioloskim, ali 1
odredenim patofizioloskim uvjetima (Simopoulos, 2010; Ferguson, 2009). Utjecaj prehrane
na tijek genetickih informacija moze se deSavati na razliCitim regulatornim mjestima.
Napredak u genomici, transkriptomici, proteomici, metabolomici i epigenomici omogucio je
brze i sveobuhvatnije razumijevanje procesa kojima bioaktivni sastojci hrane mogu utjecati na
ljudsko zdravlje. Tako je pokazano da vel in utero, nutricijski poremecaji mogu na
epigenetickoj razini modulirati imprinting na tkivno specifiCan nacin. Anomalije u
imprintingu se povezuju izmedu ostalog s razvojem karcinoma, debljine, Se¢erne bolesti i

poremecaja hranjenja (Bartolomei 1 Tilghman, 1997).

Genomske informacije uz primjenu tehnologija ‘omik’ donose nove spoznaje i bolje

razumijevanje interakcija gena i nutijenata, a s krajnjim ciljem razvoja personaliziranih
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smjernica za pravilnu prehranu koja moze doprinijeti odrzavanju zdravlja i prevenciji bolesti
(Ordovas i Corella, 2004).

Geneticke varijante mijenjaju osjetljivost na bolest preko modulacije uc¢inaka modernog
urbanog okoliSa na fizioloSke procese pojedinca. Ilustrativan primjer je Cesta geneticka
varijjanta gena F70, SNP rs9939609, u prvom intronu gena. Prisutnost genske varijante u
razli¢itim je populacijama povezana s povecanim rizikom za razvoj debljine i T2DM (Dina i
sur., 2007; Frayling i sur., 2007). Kako bi bolje razumjeli mehanizme podloznosti debljini,
znanstvenici su ispitivali razlike u prehrambenim navikama unosa hrane u djece sa i bez te
genske varijante (Cecil 1 sur., 2008). U slucaju neogranic¢enog pristupa hrani, djeca nosioci
varijante F7O koja je povezana s debljinom konzumirala su vise kalorija. Vazno je bilo i
zapazanje da je veéi unos energije bio postignut ne zbog povecane koli¢ine konzumirane
Polimorfizam u genu PLIN (kodira protein s vazanom ulogom u pohrani masti u masnom
tkivu) modulira odnos izmedu unosa zasi¢enih masti i inzulinske rezistencije, neovisno o
deblji (Corella i sur., 2006; Tai i Ordovas, 2007). Stoga je razlozno zakljuciti da pojedinci
mogu razli¢itim mehanizmima razviti debljinu i inzulinsku rezistenciju. To nadalje ukazuje na
potrebu primjene individualizirnih pristupa i primjenu razlicitih dijetetickih preporuka o vrsti
dijete u pojedinaca s inzulinskom rezistencijom ili debljinom. Vazno je naglasiti da su
interakcije gena i nutrijenata vrlo slozene i ovise o nizu ¢imbenika.

Istrazivanja su ukazala na slozenost interakcija izmedu nutrijenata i bioaktivnih sastojaka
hrane 1 genoma. U Spanjolskoj populaciji konzumiranje mononezasi¢enih masnih kiselina,
MUFA (engl. monounsaturated fatty acids,) uglavnom iz maslinovog ulja, doprinosi
varijabilnosti u vrijednostima HOMA-IR. Taj nalaz je dalje upucivao na postojanje interakcije
izmedu PPARy Prol12Ala i koli¢ine MUFA iz hrane, pri ¢emu su debeli ljudi s alelom Alal2
imali viSe vrijednosti HOMA-IR, posebno u slucaju niske konzumacije MUFA (Soriguer 1
sur., 2006). U studiji provedenoj u talijanskoj dje¢joj populaciji, u skupini pretile
normolipemi¢ne djece Prol2Ala je bio povezan s vecom osjetljivosti na inzulin i veéim
udjelom polinezasi¢enih masnih kiselina, PUFA (engl. polyunsaturated fatty acids) dugog
lanca te razinom fosfolipida u plazmi (Scaglioni i sur., 2006).

Studije o genu FTO koji se povezuje s debljinom, jasno pokazuju kako okolisni ¢imbenici
poput prehrane i tjelesne aktivnosti mogu modificirati podloznost pojedinca prema razvoju
debljine (Andreasen i sur., 2008; 2012; Sonestedt i sur., 2011; 2009). Opisana je interakcija
gen-dijeta (Luan 1 sur., 2001), izmedu uzimanja PUFA 1 intermedijarnih fenotipova povezanih

s debljinom 1 inzulinskom rezistencijom. Interakcija PPARy Prol2Ala 1 PUFA/SFA
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modulirala je vrijednosti BMI i inzulina na taSte. U drugoj replikacijskoj studiji u kineskoj
populaciji, ovaj nalaz nije potvrden (Tai i sur., 2004). Prema dostupnoj literaturi vrlo malo

znacajnih interakcija je potvrdeno u replikacijskim studijama.

1.4. Geni kandidati odabrani za ovo istrazivanje

1.4.1. Gen PPARy

Transkripcijski faktori, receptori za aktivator proliferacije peroksisoma — PPAR (engl.
peroxisome proliferator-activated receptor) (PPARa, PPARS 1 PPARy) pripadaju
superporodici jezgrenih receptora. Nakon vezanja odredenog liganda tvore heterodimere s jo§
jednim nuklearnim receptorom, receptorom za retinoide X (RXR, engl. retinoid X receptor).
Taj se heterodimer veze za elemente odgovora unutar promotorske regije specificnih-ciljnih
gena 1 na taj nacin inducira gensku ekspresiju izmedu ostalih gena uklju¢enih u metabolizam
lipida 1 glukoze, transport masnih kiselina, diferencijaciju adipocita i upalu (Ide i sur., 2003;
Bell-Parikh i sur., 2003). Zbog alternativnog spajanja mRNA, pojavljuju se dvije izoforme
proteina PPARy1 i PPARYy2 (Fajas i sur., 1997). Dok se PPARyl nalazi posvuda u tijelu
(Braissant i sur., 1996), PPARy2 je uglavnom prisutan u masnom tkivu i crijevima. Medu
ligande PPARY pripadaju razli¢iti endogeni spojevi poput prostaglandina PGJ2, linolenske 1
arahidonske kiseline, te egzogeni spojevi poput tiazolidindiona i nesteroidnih protuupalnih
lijekova. Studije in vitro i in vivo potvrduju vrlo vaznu ulogu PPARy u reguliranju
diferencijacije adipocita 1 skladiStenju lipida (Rangwala i Lazar, 2000; Kletzien i sur., 1992);
StovisSe PPARY je uklju€en u regulaciju lipidne homeostaze 1 osjetljivosti na inzulin (Olefsky,
2000). PPARY je ciljno mjesto djelovanja tiazolidindiona (Lehmann i sur., 1995), lijekova
koji poboljsavaju inzulinsku osjetljivost. Tijekom diferencijacije preadipocita u adipocite
dolazi do indukcije PPARY koja je najizraZenija u bijelom i smedem masnom tkivu. Takoder
postoje dokazi koji upucuju da je PPARy izrazen u kljuénim regijama mozga za

kardiovaskularnu i autonomnu regulaciju (Yu i sur., 2012)

Izoforme PPARYy, velik broj ciljnih gena koje regulira, ligandi i koregulatori doprinose
sloZenosti njegove funkcije. Uz to 1 genska varijabilnost PPARY utjece na ekspresiju ciljnih
gena.

Gen PPARy je lociran na kromosomu 3p25 1 kodira transkripcijski faktor ukljucen u

ekspresiju velikog broja gena. Izmedu razli¢itih varijanata PPARy najucestaliji i najvise
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istrazivan je polimorfizam Prol2Ala (rs1801282) (Yen i sur., 1997). Ucestalost varijante
12Ala varira od 2% do 18% i ovisi o rasnoj i etnickoj pripadnosti. U bijeloj rasi ucestalost je
oko 13% (Paracchini i sur., 2005). Supstitucija prolina u alanin u kodonu 12 doprinosi
modulaciji transkripcijske aktivnosti (Deeb i sur., 1998). Ova supstitucija se nalazi uz NH;-
terminalni kraj proteina u domeni neovisnoj o ligandu, a aktivnost se pojacava preko
fosforilacije inzulinom. Zamjena aminokiselina Prol2Ala moze utjecati na strukturu i
posljedi¢no funkciju proteina jer alanin favorizira formaciju a-heliksa dok prolin to sprjecava.
Varijanta Ala ima smanjen afinitet prema elementu odgovora u ciljnim genima S§to u
konacnici rezultira manje uc¢inkovitom stimulacijom ciljnih gena (He, 2009). Dokumentirana
je povezanost varijanti PPARy s debljinom (Ochoa i sur., 2004), smanjenim BMI (Bouhaha i
sur., 2008; Damcott i sur., 2004; Deeb i sur., 1998; Rosado i sur., 2007), poveéanim BMI
(Fornage 1 sur., 2005; Masud 1 sur., 2003). Razli¢ite meta analize povezanosti polimorfizma
Prol12Ala i dijabetesa upucuju na smanjeni rizik za Se¢ernu bolest u nosioca varijante 12Ala u
odnosu na one koji imaju varijantu s Prol2 (Gouda i sur., 2010; Huguenin i Rosa, 2010), ali
se takoder istie da je povezanost izmedu Prol2Ala i Secerne bolesti tipa 2 pod snaznim
utjecajem i drugih genetickih, ali i okoli$nih ¢imbenika poput lipida u prehrani (Scacchi i sur.,
2007) pa i intrauterinih uvjeta (de Rooij i sur., 2006).

Najnovija istrazivanja uloge polimorfizama PPARy upuéuju na vaznost ispitivanja interakcija
polimorfnih varijanti gena s ciljnim genima (poput LPL, IL6, ATIR, APOE) jer su uzajamni
ucinci na razli¢ite fenotipske osobine MetS premasivali u¢inke pojedinac¢nih gena. Nedostatak
PPARy ima jak utjecaj na lipidnu homeostazu i1 time mijenja inzulinsku osjetljivost.
Molekularni mehanizam koji stoji u pozadini antiaterogenih svojstava PPARy ukljucuje
stimulaciju izlaska kolesterola iz makrofaga u plazmu i inhibiciju nakupljanja monocita u
aterosklerotskoj leziji. U patoloSkim uvjetima, kao Sto je pretilost, adipozno tkivo je stalno
pod metaboli¢kim stresom, Sto vodi do aktivacije stresnih i upalnih putova. Proupalni
makrofagi infiltriraju masno tkivo, pogorSavaju lokalnu upalu i dovode do inzulinske
rezistencije. U ovim uvjetima, premda PPARY nije nuzan za diferencijaciju makrofaga ili
fagocitnu aktivnost, njegov se nedostatak povezuje s nastankom upalnog miljea. Sve
navedeno rezultira pojacanom podloznosti prema prehranom induciranoj pretilosti,
nepodnoSenju glukoze i1 inzulinskoj rezistenciji. Interakcije gena i gena i okoliSa (dijeta,
tjelovjezba) mogu znac¢ajno modulirati u¢inke PPARY na rezultirajuéi fenotip.

Ispitivanja odnosa izmedu varijanati PPARy i debljine ili MetS rezultirala su kontradiktornim
rezultatima ovisnima o nizu ¢imbenika poput, etnicke pripadnosti, spola, dobi. Tako je u

iranskoj populaciji ustanovljena veza izmedu Prol2Ala SNP 1 debljine, pri ¢emu prisutnost
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alela Ala predvida ve¢i BMI (Mirzaei 1 sur., 2009). U brazilskoj muskoj populaciji europskog
podrijetla (Mattevi i sur., 2007), kao i u muskoj talijanskoj populaciji (Morini i sur., 2008),
alel Ala u interakciji sa spolom znacajno doprinosi podloznosti za razvoj debljine. Sli¢no je i
u grcke djece ustanovljena podloZznost prema debljini ovisna o spolu i1 varijantama Prol2Ala
(Dedoussis 1 sur., 2009). Medutim, u francuskoj populaciji istrazivanja u dje¢joj i odrasloj
dobi nisu dokazala povezanost SNP Prol2Ala s debljinom, ali su potvrdila znacaj navedene
varijante u podloznosti za razvoj T2DM s naglasenom znacajnosti u debelih osoba, u kojih
alel 12Ala pogorsava IR 1 doprinosi povecanim razinama inzulina nataSte (Ghoussaini i sur.,
2005). U poljskoj pretiloj populaciji s anamnezom T2DM u trajanju 10 godina, nije
ustanovljena povezanost izmedu Prol2Ala SNP i promjene u tjelesnoj masi tijekom bolesti,
niti razlika u IR te ucestalosti i progresiji komplikacija dijabetesa (Stefanski i sur., 2006). U
drugoj studiji, trigliceridi i inzulin mjereni nataSte 1 nakon obroka kao i HOMA-IR bili su
znacajno nizi u skupini ispitanika s genotipom Alal2Ala u odnosu na vrijednosti tih
parametara u skupini s genotipom Prol2Pro izmjerenih nakon obroka s mijeSanom hranom
(Helwig i sur., 2007). Drugi su potvrdili povezanost izmedu alela Ala i niZe stope ucestalosti
debljine u predpubertetske djece uz snaznu vezu izmedu ovog SNP 1 postotka tjelesne masti
(Cecil 1 sur., 2006). SNP Prol2Ala nije bio povezan s BMI u poljskih Zena u postmenopauzi,
premda je prisutnost alela Ala znacila nepovoljniji lipidni profil u ovoj populaciji (Milewicz i
sur., 2009). Uz povezanost alela Ala sa smanjenim rizikom za T2DM (Moon i sur., 2005),
njegova prisutnost rezultira povecanom oksidacijom masti i veéim stupnjem zasi¢enosti
ukazuju¢i na vazne ucinke kontrole unosa hrane (Rosado i sur., 2007). U skladu s tim
nalazom, u istrazivanju provedenom u populaciji Spanjolskih pretilih Zena takoder je

dokazana povezanost SNP Prol2Ala s pove¢anom oksidacijom masti (Rosado i sur.,2006)
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Slika 4. Novi uvid u svijet PPARY kroz nove pristupe

U prisutnosti liganda (PG, LT, SMK, TZD...), PPARy se veze na PPRE kao heterodimer s RXR kako
bi aktivirao ili suzbio ekspresiju ciljnih gena. Slika prikazuje novi molekularni mehanizam PPARy
dobiven pomoc¢u ChIP-sekvenciranja (engl. chromatin immunoprecipitation sequencing). PPARy i
RXR vezna mjesta pronadena ChIP-sekvenciranjem otkrivaju drugaciju prostornu i vremensku
aktivaciju razli¢itih metabolickih procesa i promjene u sastavu RXR dimera tijekom adipogeneze
(desni dio slike).

PPARY u adipocitima i makrofazima: tkivno-specifi¢ne regulatorne regije upotrebljavaju koregulatore
specifi¢ne za pojedine tipove stanica — C/EBPJ u adipocitima i PU.1 u makrofazima (donji dio slike).

KRATICE: PG - prostaglandini; LT — leukotrieni; SMK — slobodne masne kiseline; TZD —
tiazolidindioni (modificirano prema Costa i sur., 2010).

Agonistima potaknuta aktivacija PPARy uz antidijabeticke ucinke doprinosi sprjecavanju
progresije razli¢itih kardiovaskularnih poremecaja poput hipertenzije, ateroskleroze i kronicne
bubrezne bolesti preko procesa koji smanjenjuju upalu i regulacijom na nize angiotenzinom II

inducirane ekspresije receptora AT1R (Sugawara i sur., 2012).
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1.4.2. Gen LPL

Lipoprotein lipaza (LPL) sudjeluje u metabolizmu i transportu lipida. Enzim ima vaznu ulogu
u hidrolizi triglicerida u hilomikronima 1 lipoproteina vrlo niske gustoce (engl. very low-
density lipoproteins, VLDL), pri ¢emu nastaju ostaci hilomikrona i lipoproteini intermedijarne
gustoce (engl. intermediate-density lipoproteins, IDL) (Goldberg i Merkel, 2001). LPL
takoder unaprjeduje izmjenu lipida izmedu lipoproteina, stoga ima vaznu ulogu u kinetici
veéine lipoproteinskih &estica u plazmi (Long i sur., 2006). Stovise, molekule LPL mogu
djelovati kao ligandi za lipoproteinske receptore i tako poboljSati unos lipoproteinskih Cestica
(Seo 1 sur., 2000). Razlic¢ite fizioloSke funkcije LPL zajedno reguliraju opskrbu masnih
kiselina u razli¢ita tkiva za pohranu ili oksidaciju.

Gen LPL je mapiran na kromosomu 8p22 (Sparkes i sur., 1987). Otkriveno je viSe mutacija te
je ispitivana njihova povezanost s razinom lipida u plazmi i1 uloga u razvoju kardiovaskularnih
bolesti (Angelakopoulou i sur., 2012). Polimorfizam LPL Pvull (-/+) (rs285) je definiran s
odsutnosti (-) ili prisutnosti (+) tranzicije C—T na poziciji 497 u intronu 6. Promjena CAG
CTG -> TAG CTG mozZe interferirati s ispravnim spajanjem (engl. splicing) mRNA, Sto
rezultira smanjenom enzimskom aktivnosti.

Aktivacija PPARY putem liganda utjece na ekspresiju LPL. Kompleks PPARY/RXR se veze
na element vezanja (PPRE) koji se nalazi u promotorskoj regiji gena LPL i na taj nacin
povecava ekspresiju gena LPL. Indukcija sinteze LPL pomoc¢u PPARY se uglavnom deSava u
zrelim adipocitima s ciljem povecanog stvaranja slobodnih masnih kiselina. Ligandi PPARy
povecavaju ekspresiju LPL, koja oslobada SMK 1 razinu prijenosnika masnih kiselina (engl.
fatty acid transport protein, FATP 1 CD36), Sto rezultira povecanim tijekom SMK u
adipocite. Masne kiseline se zatim esterificiraju u trigliceride. Glicerol-3-fosfat potreban za
proizvodnju triglicerida nastaje gliceroneogenezom pomocu fosfoenol piruvat karboksikinaze
uz fosforilaciju egzogenog glicerola pomocu glicerol kinaze. Pri visokim koncentracijama
glukoze u krvi glukoza ulazi u masne stanice i iz intermedijera glikolize nastaje glicerol-3-
fosfat koji se koristi za sintezu triacilglicerola.

Inzulin je takoder ukljuen u biosintezu LPL i ima znacajan ucinak na aktivnost LPL u
adipoznom tkivu za vrijeme diferencijacije adipocita djeluju¢i na transkripciju gena LPL
(Semenkovich 1 sur., 1989). U€inak ide preko signalnog puta koji aktivira PPARY, koji se
zatim veze na PPRE na promotorskom dijelu gena LPL i na taj nacin regulira na viSe (engl.

upregulation) ekspresiju LPL. Glukoza takoder pospjesuje aktivnost LPL u masnom tkivu.
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Rezultati nekih studija ukazuju na povezanost izmedu polimorfizma LPL Pvull (-/+) s
vrijednostima triglicerida i HDL kolesterola dok druga ispitivanja nisu uspjela pronaci
znacajnu povezanost s niti jednim lipidnim parametrom. U studiji provedenoj u hrvatskoj
populaciji u skupini ispitanika s hipertrigliceridemijom, ispitanici s genotipom Pvull +/+ su
imali viSe vrijednosti koncentracija triglicerida (PaSali¢ i1 sur., 2001). Premda jo$ uvijek nije
jasno imaju li poviSene vrijednosti triglicerida aterogenu ulogu rezultati mnogih studija

upucuju da su bez sumnje vazan biljeg za koronarnu sré¢anu bolest (Reiner 1 sur., 2012).

1.4.3. Gen IL6

Interleukin 6 (IL6) je multifunkcionalan citokin kojeg sintetiziraju razliite stanice poput
endotelnih, keratinocita, osteoblasta, miocita, adipocita, B-stanica gusterae, monocita,
makrofaga, te brojna druga tkiva ukljucujuci i neke tumore. Ovaj citokin ima vaZznu ulogu u
smanjenju upalnih procesa poticanjem stvaranja protuupalnih citokina 1 negativhom
regulacijom upalnih ciljeva. Stoga se ovaj protein klasificira i kao pro- i protuupalni; do
odredene razine moze djelovati kao obrambeni mehanizam, ali u kroni¢noj upali ima
uglavnom proupalna svojstva. U ljudi, visoke koncentracije IL 6 u serumu se povezuju s
debljinom i nakupljanjem visceralnog masnog tkiva, povecanim rizikom poremecaja
podnosenja glukoze, T2DM i visokim krvnim tlakom. IL 6 je prisutan u najranijoj fazi upale,
znacajan je posrednik upalnog odgovora, stimulira stanice jetre na stvaranje reaktanata akutne
faze upale, a medu njima i C reaktivnog proteina (CRP). Visceralno masno tkivo uz to §to luci
oko dva do tri puta visSe IL 6 nego potkozno tkivo, potice 1 luenje drugih molekula koje
poticu daljnje stvaranje IL 6. Osim toga IL 6 smanjuje aktivnost LPL u masnom tkivu, §to
dovodi do smanjenog unosa TG.

Povezanosti izmedu cestih varijanti gena /L6 1 debljine su ispitivane u mnogim studijama.
Gen za IL 6 smjesten je na kratkom kraku kromosoma 7 (7p21). IstraZivani su razli¢iti SNP u
promotorskoj regiji, a za IL6 -174G>C (rs1800795) je ustanovljena najveca ucestalost i vazna
bioloska uloga zbog funkcije koju ima u transkripciji. Ucestalost varijantnog alela je visoka i
iznosi oko 0,5 u bjelackoj populaciji 1 0,93 u Afro-Amerikanaca (Huang i sur., 2007).
Prisutnost C alela se povezuje s povecanim rizikom razvoja debljine, visokim BMI, visokim
opsegom struka i visokim vrijednostima leptina. I u Svedskoj i u kanadskoj populaciji
potvrdena je povezanost alela C s pokazateljima debljine. Nosioci genotipa CC imali su nizu
potroS$nju energije 1 osjetljivost na inzulin, $to ih je ¢inilo podloZnijima za razvoj IR i debljine.

U ispitanika s T2DM, ali ne i u zdravih ispitanika alel C je bio povezan s vis§im BML
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Neke druge studije, kao Sto je jedna provedena u Spanjolskoj-bjelackoj populaciji su pokazale
povezanost genotipa GG sa T2DM te je G alel bio viSe zastupljen u ispitanika s
hiperglikemijom i smanjenom osjetljivosti na inzulin te sa poremecajima u lipidnom profilu.
Medutim, 1 drugaciji nalazi se mogu naci u literaturi. Tako u tuniskoj populaciji u ispitivanju
bolesnika s T2DM i zdravih kontrolnih ispitanika, /L6 -174G<C polimorfizam nije bio
povezan s T2DM niti s rizikom za razvoj debljine (Bouhaha i sur., 2010). U znanstvenoj
literaturi je dokumentirano i da je u osoba s normalnom tjelesnom masom (BMI < 25 kg/m?)
zabiljezena veca ucestalost alela G (Berthier 1 sur., 2003). Nadalje, neke studije isticu
povezanost alela C s viSim razinama IL 6 u plazmi, narocito u upalnim stanjima, a u studiji
koja je ukljucivala debele musSkarce autori zakljuCuju da SNP -174G<C doprinosi
varijabilnosti koncentracija CRP u plazmi nakon provedene dijete i gubitka na tezini (Eklund,
2006). Studija s 504 Spanjolska adolescenta nije pokazala razlike u raspodjeli genotipova u
odnosu na antropometrijske parametre i koncentraciju markera u plazmi. SNP -174G<C
takoder utjece 1 na korelaciju izmedu koli¢ine tjelesne masti i koncentracije glukoze u plazmi.
Nadalje, nosioci alela C imali su viSe vrijednosti lipoproteina i CRP koje su korelirale s
povecanjem tjelesne masti (Moleres, 2009). Publicirani su 1 rezultati koji iznose vecu
ucestalost alela C (p = 0,032) u osoba koje su dobro regulirale tjelesnu masu (< 10%
ponovnog povrata tezine). Stovise, prisutnost alela PPARy Alal2 zajedno s alelom /L6 -174C
pojacava protektivnu ulogu (p = 0,043), ukazujuéi na sinergisticke u¢inke obje varijante na
odrZzavanje tjelesne mase pri primjeni dijete za smanjivanje tjelesne mase (Goyenechea,
2006). U istrazivanju Fernandez-Real 1 suradnika u zdravih nosioca alela /L6 -174G uocene
su dva puta viSe koncentracije triglicerida u odnosu na nosioce alela C, sugerirajuci da je
ucinak rezultat vece sekrecije IL 6 koji moze dovesti do poremecaja metabolizma lipida
(Fernandez-Real 1 sur., 2000). Noviji nalazi pokazuju da pojedinci s odredenim
polimorfizmima mogu imati razliite u¢inke nakon provedene dijete u odnosu na ispitanike
bez polimorfizama. Takoder je ispitana povezanost 42 Cesta polimorfizma i varijabilnost u
oksidaciji masti u pretilih osoba. Osobe s genotipom -174GC su imale veéu sposobnost
povecati oksidaciju masti nakon uzimanja hrane bogate mastima (p = 0,01) (Corpeleijn,
2010). U S$panjolskoj populaciji s visokim kardiovaskularnim rizikom ispituju¢i ucinke
mediteranske prehrane kroz tri godine, ustanovljeno je da ispitanici s genotipom -174CC
imaju najvecu sposobnost smanjiti tjelesnu masu. Ti su ispitanici takoder na pocetku
ispitivanja imali najvisu tjelesnu masu i BMI (Razquin i sur., 2010).

Dakle, postoji niz pokazatelja o povezanosti polimorfizama u genu /L6 s varijabilnosti

metabolickih parametara i razine citokina, Sto moze rezultirati poremecenom homeostazom
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glukoze i lipida, kardiometaboli¢kim rizikom i promijenjenim odgovorom organizma na unos
masti. Medutim, ima dosta proturje¢nih rezultata te su nuzna daljnja istrazivanja i novi

pristupi ovoj problematici.

1.4.4. Geni sustava renin-angiotenzin, ACE i ATIR

Sustav renin-angiotenzin (RAS) ima niz funkcija, a najvaznija je regulacija krvnog tlaka 1
intravaskularnog volumena. Vecina fizioloski znacajnih ucinaka RAS vrsi se preko klju¢nog
efektorskog peptida, angiotenzina II, koji nastaje iz angiotenzinogena nizom proteolitickih
reakcija. Angiotenzinogen se sintetizira prvenstveno u jetri i izlu€uje u cirkulaciju gdje ga
renin cijepa u angiotenzin I. Angiotenzin konvertiraju¢i enzim (ACE) zatim cijepa
angiotenzin I u aktivni oktapeptid angiotenzin II koji je snazan vazokonstriktor, a svoje
ucinke postize preko dva receptora, AT1 i AT2 (de Kloet i sur., 2010). Opéenito se smatra da
je ATIR dominantan receptor u kardiovaskularnom sustavu. RAS preko ATIR regulira
razlicite hemodinamske procese (homeostazu tekucine, stvaranje aldosterona, bubreznu
funkciju, kontrakciju glatkih misi¢a krvnih zila) i nehemodinamske fizioloSke odgovore
(indukciju citokina, reaktivne kisikove spojeve, stimulaciju sinteze kolagena, apoptozu i
hipertrofiju). Nehemodinamsko djelovanje angiotenzina II ima srediSnju ulogu ne samo u
etiologiji poviSenog krvnog tlaka ve¢ i u patofiziologiji hipertrofije srca i remodeliranja,
zatajenja srca, zadebljanja krvnih Zila 1 ateroskleroze. Iz literaturnih podataka zaklju¢ujemo o
vaznoj ulozi koju ima RAS u patofiziologiji debljine i pridruzene hipertenzije (Engeli i sur.,
2000). Angiotenzin II moze inhibirati adipogenu diferencijaciju i stoga se pretpostavlja da
blokada sustava RAS pospjeSujuci diferencijaciju adipocita moZe pomoc¢i u sprjecavanju
procesa koji dovode do razvoja Secerne bolesti.

ATIR je izrazen u razli¢itim organima ukljucujuéi srce, skeletne misi¢e, mozak, jetru, pluca i
adrenalne Zlijezde. Ovaj receptor je spregnut s G proteinom (Duncan i sur., 2001; Murphy i
sur., 1991). Gen ATIR se nalazi na 3q23-24 i sastoji se od 60 kb ukljucujuéi pet eksona 1
cetiri introna (Gemmill 1 Drabkin, 2001). Ekson 5 je najve¢i i jedini kodiraju¢i ekson, dok
Cetiri prva eksona kodiraju 5' netranslatiranu regiju (UTR) (Guo i sur., 1994; Antonellis i sur.,
2002; Takayanagi i sur., 1992). Identificirani su razli¢iti polimorfizmi u genu AT/R. Najvise
je istrazivan SNP ATIR A1166C (rs5186) koji se nalazi u 3° UTR mRNA. Povecana
ucestalost alela 1166 C povezuje se s razli¢itim fenotipskim u¢incima kao Sto su esencijalna
hipertenzija (Bonnardeaux i sur., 1994; Wang i sur., 1997), sistoli¢ki krvni tlak, infarkt
miokarda (Tiret 1 sur., 1994), hipertrofija lijevog ventrikula (Osterop i sur., 1998), bolesti

28



koronarnih arterija (CAD), preeklampsija i mozdani udar i povecana razina oksidativnog
stresa u zatajenju srca (Cameron i sur., 2006). Moczulski i suradnici u studiji na discordant
siblings su identificirali regiju na dugom kraku kromosoma 3 s genom ATIR, koja sadrzi
glavni lokus koji se povezuje s dijabetickom nefropatijom (Moczulski i sur., 1998). Nadalje
postoje izvjesc¢a o interakciji izmedu angiotenzina II 1 inzulinskog receptora u vaskulaturi, u
kojoj angiotenzin II inhibira inzulinom stimulirano stvaranje duSi¢nog oksida, a ucinak je
posredovan preko ATIR (Andreozzi i sur., 2004; Folli i sur., 1997). Takoder su dokazani
sinergisticki u€inci ATIR A1166C 1 ACE I/D na CAD (Ye i sur., 2003). Zanimljiv nalaz
zabiljezen je u skupini bolesnika s CAD nosioca genotipa A7/R 1166CC, kod kojih je uoc¢en
pojacan odgovor na angiotenzin II (van Geel i sur., 2000). Uz to farmakoloska blokada ATIR
potice indukciju receptora PPARY koji dalje potic¢e diferencijaciju u adipocitima (Schupp i
sur., 2004). Prema Abdollahu i suradnicima (2005) koji su u ispitanika s MetS testirali
povezanosti s ATIR, genotip 1166 CC predstavlja geneticku predispoziciju za povoljne ucinke
na antropometrijska i metaboli¢ka svojstva, a koja su vazna u procjeni kardiovaskularnog
rizika. Naime genotip 1166 CC je bio povezan sa znafajno nizim vrijednostima BMI u
muskoj populaciji ispitanika (za 1,7 jedinica) (p = 0,03), nizom tjelesnom masom u oba spola
(p = 0,01), nizim opsegom struka i omjerom struka i bokova u muskaraca (p = 0,01), s istim
trendom u zena. Uz to je genotip CC i/ili alel C bio povezan s nizim vrijednostima inzulina i
glukoze nataste, te glukoze mjerene nakon 30 i 120 minuta u skupini muskih ispitanika (p =
0,08; 0,04; 0,01; 0,06 za svaki pojedina¢no). Takoder su u nosioca genotipa ATIR 1166CC u
oba spola uocene nize vrijednosti sistolickog krvnog tlaka,kolesterola i triglicerida, premda
nisu dosegle statisticku znacajnost. Gen za ACE je smjesSten na kromosomu 17q23. Najcesca
varijanta gena ACE je insercijsko/delecijski (I/D) polimorfizam (rs 4646994), koji se nalazi
unutar introna 16 gena ACE. Prisutnost (I) ili odsutnost (D) ulomka od 287 parova baza Alu
ponavljajuceg slijeda unutar introna 16 odreduje tri razli¢ita genotipa: II, ID i DD. Alel D se
povezuje s ve¢im koncentracijama ACE (Rigat i sur., 1990; Tiret i sur., 1992). Polimorfizam
ACE 1/D je takoder bio u sredistu istrazivanja kao moguéi kandidat za Se¢ernu bolest (Hsieh i
sur., 2000), hipertenziju (Tiret i sur., 1998), kardiovaskularne bolesti (Pujia 1 sur., 1994) i
dijabeticku nefropatiju (Ahluwalia 1 sur., 2009). S obzirom da su istraZivanja ukazala da bi
RAS mogao biti ukljucen u patofiziologiju debljine i pridruZene hipertenzije (Engeli 1 sur.,
2000) gen ACE se nametnuo kao dobar kandidat za MetS. Takoder su istrazivani i u¢inci I/D
polimorfizma na metabolizam. Literaturni podaci izvjesStavaju o povezanosti ACE I/D s MetS.
Poznato je da ACE inhibitori smanjuje rizik razvoja dijabetesa. Stovise, radovi izvjestavaju

kako insercijski alel doprinosi boljoj fizi€koj izdrzljivosti te zaklju€uju da genotip I/I vise
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doprinosi pozitivnom energetskom balansu za vrijeme napornih vjezbi ukazujuéi na bolju
metaboli¢ku efikasnost u nosioca ACE insercija (Montgomery i sur., 1997). Transkripcijski
faktori PPAR moduliraju RAS preko transkripcijske kontrole renina, angiotenzinogena, ACE
1 ATIR (Roszer i Ricote, 2010).

Hiperkolesterolemija Hiperglikemija Pretilost

T Komponente RAS
(Ang Il, AT1R)

Mozak Skeletni miici Guit
usterada vo ?
Vaskularne glatke Jetra Maanobtkwo ’
misicne stanice Masno tkivo e

Stanice endotel

T ROSiapoptoza . v
T Sistemski RAS

Nakupljanje kolesterola o
u makrofagima Inzulinska
Oksidacija LDL rezistencija : . !
w Sekrecijainaulina I
kolesterola -  Vazokonstrikcija
J- Protok krvi 4+ Volumen krvi

dogusterade

-

Hipertrigliceridemija 4 Glukozanataite 4 Krvnitlak

Aterogeni lipidni
profil

Metabolic¢ki sindrom

Slika 5. Odnosi RAS-a i metaboli¢koga sindroma

Specificni ¢imbenici MetS (hiperkolesterolemija, hiperglikemija, debljina definirana kao poviSeni
opseg struka) reguliraju ekspresiju komponenata RAS koje aktiviraju stvaranje angiotenzina II (Ang
II) i odgovor u odredenim vrstama tkiva/stanica. Regulirana sinteza, katabolizam ili izluc¢ivanje
komponenti RAS iz klju¢nih tipova stanica (stanica glatkog miSica, stanica endotela, adipocita,
gusterace, bubrega i mozdanih stanica) rezultiraju angiotenzinom posredovanim mehanizmima koji
potom pojacavaju ili doprinose razvoju specifi¢nih osobina metabolickoga sindroma (Putnam i sur.,
2012).
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2. Hipoteza

S obzirom na skromnu ulogu pojedina¢nih polimorfizama kao ¢imbenika slozenih osobina
metabolickoga sindroma, interakcije genskih varijanti transkripcijskog faktora PPARy,
njegovih ciljnih gena LPL, IL6, ACE 1 ATIR, te ¢imbenika okoliS8a mogu pruZziti saznanja od
veceg klinickog znacaja u prosudbi geneticke podloznosti za razvoj metabolickoga sindroma

ili neke njegove fenotipske osobine u odredenoj populaciji.

3. Ciljevi 1strazivanja

Cilj istrazivanja je ispitati interakcije izmedu varijanti gena transkripcijskog faktora PPARy i
njegovih ciljnih gena LPL, IL6, ACE i ATIR, te ¢imbenika okoliSa i njihovu povezanost s

metabolickim sindromom i pojedinim njegovim sastavnicama u hrvatskoj populaciji.

SPECIFICNI CILJEVI:

1. Odrediti ucestalost polimorfizma PPARy Prol2Ala, LPL Pwll (-/+), IL6 -174G>C, ACE
I/D 1 ATIR 1166A4>C. Ispitati pojedinacnu ulogu polimorfizama navedenih gena te ucinke

interakcija gen-gen na nastanak metabolickoga sindroma ili pojedinih njegovih sastavnica.

2. Ispitati interakcije izmedu navedenih gena i okoliSnih ¢imbenika u vidu prehrambenih
navika te procijeniti njihov utjecaj na nastanak metabolickoga sindroma ili pojedinih njegovih

sastavnica.

3. Testirati razlike po spolu i dobi u odnosu na geneticke i okoliSne varijable i predispoziciju

za razvoj metaboliCkoga sindroma ili njegovih sastavnica.

31



4. Ispitanici 1 metode

4.1. Ispitanici

U istraZivanju je sudjelovalo ukupno 527 ispitanika (343 Zene i 184 musSkaraca) hrvatskog
podrijetla, ukljuujuéi 265 bolesnika s MetS 1 262 zdrava ispitanika. Ispitanici s MetS su
regrutirani medu ambulantnim bolesnicima u Klinickom bolnickom centru Zagreb, dok su
zdravi ispitanici odabrani izmedu bolnickog osoblja 1 ostalih stanovnika grada Zagreba koji su
obavljali redoviti sistematski pregled. Istrazivanje je provedeno u razdoblju izmedu ozujka
2010. i listopada 2012. godine. Zdravi su ispitanici po dobi, spolu i podrijetlu odgovarali
skupini ispitanika s MetS. Za definiranje MetS koristili su se kriteriji NCEP-ATP III. Za
ispitanike koji su uzimali lijekove, primijenjene su formule radi korekcije onih biokemijskih
parametara na koje su lijekovi mogli utjecati. Primjenjene formule su rezultat vec¢eg broja
klini¢kih ispitivanja (Kraja i sur., 2006; Wu i sur., 2007). Tako su koncentracije triglicerida i
HDL kolesterola u ispitanika koji su uzimali antilipemike korigirane prema formuli: TG/(1-
15,2/100) 1 HDL/(1+6,1/100). Vrijednosti sistolickog (SBP) i dijastolickog (DBP) krvnog
tlaka za ispitanike koji su uzimali antihipertenzive modificirane su prema formuli: SBP+14,8 i
DBP+10,5 (mm Hg).

U istrazivanje nisu bili uklju¢eni bolesnici sa Sec¢ernom bolesti, trudnice, bolesnici s
Cushingovom bolesti i hipo- ili hipertiroidizmom.

Svaki ispitanik je ispunio upitnik o obiteljskoj anamnezi: o kardiovaskularnim bolestima,
hipertenziji, debljini, zatim o uzimanju lijekova i vrsti prehrane (mediteranski, kontinentalni i
mjesoviti tip prehrane). Mediteranska prehrana je podrazumijevala svakodnevnu konzumaciju
maslinovog ulja, voc¢a i povrc¢a, ribe dva do tri puta tjedno, bijelog mesa umjesto crvenog i
oraSastih plodova barem tri puta tjedno. Kontinentalni tip prehrane se sastojao od crvenog
mesa 1 mesnih preradevina, manjih koli¢ina voéa i povrca, rijetke konzumacije ribe, bez
maslinovog ulja. Dijeta koja je ukljucivala elemente mediteranske i kontinentalne prehrane
kategorizirana je kao mjeSovita.

Antropometrijska mjerenja su ukljucivala mjerenje tjelesne tezine, visine i opsega struka te
mjerenje sistoliCckog i dijastolickog krvnog tlaka. BMI je izracunat dijeljenjem tjelesne mase
izrazene u kilogramima s kvadratom tjelesne visine izrazene u metrima.

Prije ukljucivanja u istrazivanje svi ispitanici upoznati su sa svrhom i ciljevima navedenog

istrazivanja te je zatrazen njihov pristanak. Ukoliko su se odlucili na sudjelovanje u
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istrazivanju svaki ispitanik je potpisao dokument o informiranosti i pristanku. Eticka
povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu i Klinickog bolnickog centra

Zagreb su odobrila predlozeno istrazivanje.

4.2. Metode

4.2.1. Analitic¢ki uzorci
Za biokemijske analize svim ispitanicima je uzeto 5 mL krvi nataSte u epruvete bez
antikoagulansa. Za izdvajanje DNA koristena je puna krv sa antikoagulansom EDTA (5 mL

svjeze krvi, pohranjene na +4 °C najduze Cetiri dana ili pohranjene na —70 °C).

4.2.2. Biokemijske analize

Standardnim biokemijskim metodama na automatskom analizatoru Olympus AU2700
(Olympus, Tokyo, Japan) odredivane su koncentracije ukupnog kolesterola (TC), triglicerida
(TG), HDL kolesterola, LDL kolesterola i glukoze u serumu.

Koncentracija TC-a u serumu je odredivana spektrofotometrijski s kolin-esterazom (CHOD-
PAP metoda), enzimskim kolorimetrijskim testom za klini¢ko-kemijske analizatore uz
koristenje komercijalnog kompleta reagensa Olympus System reagent 800.

Koncentracija TG-a u serumu je odredivana spektrofotometrijski s glicerolfosfat-oksidazom
(GPO-PAP metoda), enzimskim kolorimetrijskim testom za klini¢ko-kemijske analizatore uz
koristenje komercijalnog kompleta reagensa Olympus System reagent 800.

Koncentracija HDL kolesterola je odredivana iz seruma Quantolip taloznom metodom na
automatskom analizatoru uz koriStenje komercijalnog Quantolip Immuno AG kompleta
reagensa (Vienna, Austria).

Koncentracija LDL kolesterola u serumu odredivana je ra¢unski neizravnom metodom prema

Friedewaldovoj jednadzbi:
c(LDL-C) = ¢(TC) — [¢(TG)/2,2] — ¢(HDL-C)

NAPOMENA: Jednadzba se ne moze primijeniti ako su u serumu prisutni hilomikroni i ako
su koncentracije TG-a u serumu veée od 4,6 mmol L' (izraunate vrijednosti za LDL
kolesterola su preniske). U tom slucaju LDL kolesterol je odreden homogenom metodom s

kolesterol-esterazom 1 kolesterol-oksidazom (Randox Laboratories, Crumlin, UK.).
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Koncentracija glukoze u serumu odredivana je spektrofotometrijski (pri valnoj duljini od 500
nm) s glukoza-oksidazom (GOD-PAP metoda) uz koriStenje komercijalnog kompleta
reagensa Olympus System Reagent 800.

Navedene biokemijske analize provedene su u Klinickom zavodu za laboratorijsku

dijagnostiku Klini¢kog bolnickog centra Zagreb.

4.2.3. Analiza DNA

Pribor

e Sterilne plasti¢ne epruvete od 50 mL sa ¢epom za izdvajanje DNA (GE Healthcare,
Svedska)

e Sterilne epruvete od 2 mL sa Cepom za izdvajanje i pohranu DNA (Eppendorf,
Njemacka)

e Sterilne polipropilenske epruvete od 0,2 mL za umnoZavanje DNA (Eppendorf,
Njemacka)

e Sterilna Pasteurova pipeta (staklena, brusena)

e Sterilno stakleno posude: Erlenmayerova tikvica, casa

e Automatske pipete volumena od 1-100 puL (Eppendorf, Njemacka)

e Sterilni nastavci za automatske pipete (Eppendorf, Njemacka)

Kemikalije za izdvajanje DNA

¢ Otopina za hemolizu (za pripremu 1000 mL otopine):
NH4CI (155 mM) 82,9 g (Merk)
KHCO; (10 mM) 10 g (Merk)
Na,EDTA (1 mM) 3,72 g (Kemika)
Sterilna, destilirana H,O, dopuniti do 1000 mL
e STE-otopina za rasprSivanje stani¢nog taloga (S-sodium; T-tris; E-EDTA) (za
pripremu 1000 mL otopine):
Tris (10 mM) 12,1 g (Merk)
NaCl (75 mM) 43,83 g (Merk)
Na,EDTA (24 mM) 89,33 g (Kemika)
Sterilna, destilirana H,O, dopuniti do 1000 mL
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Zasi¢ena otopina NaCl (za pripremu 100 mL otopine):
NaCl35¢g
Sterilna, destilirana H,O, dopuniti do 100 mL
Otopina pronaze - enzim za razgradnju proteina (za pripremu 50 mL otopine):
Na 1 g pronaze izdvojene iz vrste Streptomyces griseus (Roche) dodati sterilnu,
destiliranu vodu do volumena 50 mL. Autodigestirati u termostatu 2 h na 37 °C.
Razdijeliti otopinu u plasti¢ne epruvetice volumena 1,5 mL. Cuvati pri
temperaturi -20 °C.
10 %-tna otopina natrijevog dodecil-sulfata (SDS) (za pripremu 500 mL otopine):
SDS 50 g (Roche)
Sterilna, destilirana H,O, dopuniti do 500 mL.
100 %-tni etanol
Tris-EDTA pufer (TE-pufer) (za pripremu 1000 mL pufera):
Tris (10 mM) 1,21 g (Merk)
Na,EDTA (1 mM) 0,37 g (Kemika)
Sterilna, destilirana H,O, dopuniti do 1000 mL
Podesiti pH na 7,5 sa HCI.

Kemikalije za umnaZanje DNA

Taq DNA polimeraza (Roche Diagnostics, Njemacka)

10x PCR pufer, 25 mM MgCl, (Roche Diagnostics, Njemacka)

dNTP smjesa: 100mM ATP, 100mM TTP, 100mM GTP i 100 mM CTP (Roche
Diagnostics, Njemacka)

Pocetnice (Tib MolBiol, Njemacka)

Restrikcijske endonukleaze sa pripadaju¢im puferom (Roche, NewEngland Biolabs)
Molekularni biljeg XIIT (Roche Diagnostics, Njemacka)

Agaroza (Invitrogen, SAD)

H,O sterilna destilirana

Oprema

Uredaj za centrifugiranje s hladenjem, Centrifuge 5810R (Eppendorf, Njemacka)
Termostat, Heratherm (Thermo Scientific, SAD)

Centrifuga, Heraeus Biofuge Pico (Thermo Scientific, SAD)
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e Termoblok GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, SAD)
e Vibracijska mijesalica, Techno Kartell (Koetterman, Njemacka)

e Uredaj za vorteksiranje (BioRad, SAD)

e Vodena kupelj, HumAqua 5 (Human, Njemacka)

e Sustav za elektroforezu (Sub-Cell 96, BioRad, SAD)

e Uredaj za vizualizaciju 1 snimanje gelova, G-Box (Syngene, Velika Britanija)

4.2.3.1. Izdvajanje DNA metodom isoljavanja

Izdvajanje DNA iz pune krvi provodilo se makro metodom isoljavanja (Miller i sur., 1988).
Metoda se temelji na lizi stanica te enzimskoj i kemijskoj ekstrakciji sa svrhom uklanjanja
stanicnih proteina, RNA 1 drugih makromolekula, nakon cega slijedi taloZzenje DNA u

apsolutnom alkoholu.

Postupak

U sterilnim epruvetama sa ¢epom volumena 50 mL pomijeSano je 5 mL krvi svakog
ispitanika s 40 mL (1x) otopine za hemolizu. Sadrzaj epruvete je paZzljivo promijeSan i
inkubiran 20 minuta na ledu (-20 °C), a nakon toga centrifugiran 10 minuta na 4000 rpm pri
temperaturi +4 °C. Supernatant je odstranjen, a preostali talog je joS dva puta pazljivo ispran
otopinom za hemolizu te ponovno centrifugiran 10 minuta na 4000 rpm pri temperaturi +4 °C.
Cisti talog je zatim snaznim protresanjem rasprSen u 3 mL STE-liza pufera. Nakon toga
dodano je 400 uL 10 %-tne otopine SDS-a te 200 uL pronaze. Smjesa se lagano promijesa i
inkubira na 37 °C preko no¢i. Nakon inkubacije proteini i ostaci stanica uklonjeni su
isoljavanjem koje je provedeno dodavanjem 1 mL zasi¢ene otopine NaCl te snaznim
mijeSanjem 1 centrifugiranjem 10 minuta na 4000 rpm. Nakon centrifugiranja supernatant je
prenesen u Cistu epruvetu od 50 mL te mu je oprezno dodano 10 mL hladnog apsolutnog
etanola. Laganim okretanjem epruvete na povrsinu je isplivala DNA koja je pazljivo pomocéu
pipete prenesena u tubicu od 1,5-2 mL i stavljena na suSenje u termostat na +37 °C 1 sat dok
etanol ne ishlapi. Nakon toga DNA je otopljena u 500 uL TE pufera i stavljena na inkubaciju
preko no¢i na 37 °C. Tako izdvojena DNA se ¢uva na +4 °C otopljena u TE-puferu ili na -20

°C u apsolutnom etanolu.
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4.2.3.2. Genotipizacija
Postupak

Genotipizacija polimorfizma ACE I/D provodi se metodom PCR (engl. polymerase chain
reaction).
Genotipizacija polimorfizama PPARy2 Prol2Ala, LPL Pvull, IL6 -174G/C 1 ATIR 1166A/C
provodi se metodom PCR-RFLP (lancana reakcija polimerazom - polimorfizam duljine
restrikcijskih ulomaka, engl. polymerase chain reaction - restriction fragments length
polymorphisms).
Osnovni princip reakcije PCR je u eksponencijalnom umnazZanju dijelova DNA koji sadrZe
gene od interesa. Na umnozenim produktima provodi se analiza mogucih genskih promjena
(mutacija, delecija, translokacija). Za umnazanje odredenih ulomaka DNA, 100 ng DNA,
DNA-polimeraza, deoksiribonukleotid trifosfati (dATP, dCTP, dGTP i dTTP) i dvije
pocetnice (uzvodna i nizvodna) podvrgavaju se inkubaciji pod specifi¢nim uvjetima. Postupak
PCR se sastoji od tri faze:

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

2. Vezanje pocetnica pri temperaturi 50-65 °C.

3. Sinteza novog lanca komplementarnog DNA regiji omedenoj pocetnicama pomocu

termostabilne polimeraze na temperaturi od 72 °C.

U sljede¢em ciklusu, novostvorene molekule DNA postaju kalup. Da bi se dobilo dovoljno
genetiCkog materijala za daljnje analize umnazanje se provodi kroz 25-35 ciklusa. Optimalni
uvjeti za svaku reakciju PCR tj. koncentracije DNA-polimeraze, po&etnica, Mg®" i genomske
DNA te temperature 1 vrijeme pojedinih faza ciklusa ovise o analitickom sastavu 1 ispituju se
za svaki pojedini ulomak DNA. Nakon umnaZanja 5 pL PCR umnoska analizira se u 2 %
agaroznom gelu s etidijevim bromidom. U slu¢aju metode PCR-RFLP pozitivni uzorci se
podvrgavaju daljnjoj analizi, odnosno razgradnji inkubacijom s odgovaraju¢im restrikcijskim
endonukleazama, Sto rezultira ulomcima razli¢ite duljine ovisno o genotipu. Heterozigotne
osobe imaju ulomke tipicne za ,,divlji tip* (engl. wild type) 1 mutirane alele. Digestirani
uzorak razdvaja se u 2-4 % gelu. Zajedno s uzorcima na gel se nanosi i molekularni biljeg od
50-750 pb (molekularni biljeg XIII ) koji sluzi kao standard duljine ulomaka. Nakon
provedene elektroforeze na uredaju za vizualizaciju gelova (G-box), usporeduju se vrpce

DNA uzoraka s vrpcama molekularnog biljega DNA.
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Reakcije PCR provedene su na uredaju GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)

pri uvjetima nevedenim u tablici 2.

Tablica 2. Empirijski utvrdeni uvjeti umnazanja pojedinih ulomaka DNA metodom PCR

Pocetna Vezanje Sinteza Zavrs$na
Broj Denaturacija
Gen | denaturacija pocetnica novog lanca sinteza
ciklusa T°C/t

T°C/t T°C/t T°C/t T°C/t

ACE 94°C/T 25 94°C/1 58°C/1 72°C/2 72°C/T
PPARy | 94°C/10' 30 94°C/1 60 °C /35" 72°C/ 1 72°C/ 10"
LPL 95°C/5' 25 95°C/1 58°C/1 72°C/ 1 72°C/10'
IL6 94°C/10' 30 94°C/1 55°C /35" 72°C/ 1 72°C/10'
ATIR 94°C/5' 35 94 °C /40" 64°C/1" 72°C/ 1 72°C/10'

Genotipizacija polimorfizma 4ACE /D

Dokazivanje alela ACE 11 D provedeno je metodom PCR (Rigat i sur., 1992).

Reakcijska smjesa sadrzavala je 10x PCR pufer sa MgCl,, 0,5 mM pojedinog dNTP, 0,5 uM

pojedine pocetnice, 300 ng genomske DNA 12 U Taq DNA polimeraze u ukupnom volumenu

od 25 pL. Lanc¢anom reakcijom polimerazom umnoZeni su odsjec¢ci DNA duljine 490 pb 1 190

pb, a analiza rezultata umnazanja provedena je elektroforezom na 1,5 %-tnom agaroznom

gelu. Umnozeni uzorak s insercijom Alu sekvenci odgovara veli¢ini fragmenta od 490 pb

(genotip 1I), a ulomak DNA od 190 pb identificira deleciju sekvenci (genotip DD). Pojava oba

fragmenta ukazuje na heterozigotnu varijantu (genotip ID) (slika 6).

T - - e
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Molekularni

bilieg

UZORCI

— e w——— . NS g G S —— —— —— =

Slika 6. Analiza polimorfizma ACE I/D

KRATICE: I - insercija, D - delecija ulomka od 287 parova baza Alu ponavljajuceg slijeda unutar
introna 16
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Genotipizacija polimorfizma PPARy Prol2Ala

Za dokazivanje alela PPARy Pro i Ala koristena je metoda PCR-RFLP (Oh i sur., 2000).
Reakcijska smjesa sadrzavala je 10x PCR pufer sa MgCl,, 0,25 mM pojedinog dNTP, 0,1 uM
pojedine pocetnice, 100 ng genomske DNA i 1 U Taq DNA polimeraze u ukupnom volumenu
od 25 pL. Kvaliteta umnozenih PCR-ulomaka analizirana je elektroforezom u 2 % gelu
agaroze s etidijevim bromidom. Elektroforeza u trajanju od pola sata odvija se na 110 V.
Veli¢ina migriraju¢ih ulomaka PCR genomske DNA utvrdena je pomocu molekularnog
biljega XIII koji se stavlja na gel paralelno s uzorcima.

Dobiveni ulomak PPARy veli¢ine 270 pb podvrgava se razgradnji s restrikcijskom
endonukleazom Bstul. Reakcijska smjesa je sadrzavala 10 uL. PCR produkta, 1 pL enzima
Bstul (10 UpL’l), 2 uL 10x NE 1 pufera te 7 pL destilirane HO u ukupnom volumenu od 20
uL. Digestija se odvija preko no¢i na 60 °C. Nakon digestije provedena je analiza dobivenih
ulomaka elektroforezom na 2 %-tnom gelu agaroze. Dobiveni fragmenti su veli¢ine 270 pb za
genotip Pro12Pro, 227 1 43 pb za genotip Alal2Ala i 270, 227 i 43 bp za heterozigote (genotip
Prol12Ala) (slika 7).

B e e D SR B e e 270pb
— 227pb

Proi2Pro Prol2Ala Prol2Pro Prol2Pro Proi2Pro Prol2Pro Prol2Pro Prol2Pro Prol2Ala Proi2Pro Alal2Ala

Slika 7. Analiza polimorfizma PPARy Prol12Ala

Genotipizacija polimorfizma LPL Pvull

Za dokazivanje alela LPL Pvull + i Pvull - koriStena je metoda PCR-RFLP (Xu i sur., 2008).

Reakcijska smjesa sadrzavala je 10x PCR pufer sa MgCl,, 0,25 mM pojedinog dNTP, 1,2 uM
pojedine pocetnice, 250 ng genomske DNA 1 1 U Taq DNA polimeraze u ukupnom volumenu
od 25 pL. Dobiveni ulomak LPL veli¢ine 430 pb podvrgnuo se razgradnji s restrikcijskom
endonukleazom Pvull. Reakcijska smjesa sadrzavala je 10 uL PCR produkta, 0,5 pL enzima
Pvull (10 UpL™), 1 uL 10x M pufera u ukupnom volumenu od 20 uL. Digestija se odvijala

preko noc¢i na 37 °C. Nakon digestije provedena je analiza dobivenih ulomaka elektroforezom
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na 2 %-tnom gelu agaroze. Ukoliko je prisutno polimorfno mjesto, dobivaju se produkti

veli¢ine 320 pb i 110 pb (slika 8).

UZORCI

m- : — N S— G— 430 pb
'_ o 85

ey

Pr— i D S — 110 pb
L R TE T S e S R S & S S Uk o
Molekularni

biljeg

Slika 8. Analiza polimorfizma LPL Pvull (-/+)
KRATICE: (-) odsutnost, (+) prisutnost tranzicije C—T na poziciji 497 u intronu 6

Genotipizacija polimorfizma /L6 -174G<C

Za dokazivanje alela /L6 -174G/C koristena je metoda PCR-RFLP (Fishman i sur., 1998).
Reakcijska smjesa sadrzavala je 10x PCR pufer sa MgCl,, 0,25 mM pojedinog dANTP, 0,1 uM
pojedine pocetnice, 100 ng genomske DNA i 1 U Taq DNA polimeraze u ukupnom volumenu
od 25 pL. Dobiveni ulomak /L6 veli¢ine 167 pb podvrgnuo se razgradnji s restrikcijskom
endonukleazom NIlalll. Reakcijska smjesa sadrzavala je 10 pL PCR produkta, 1 pL enzima
Nlalll (10 UpL™), 2 pL 10x NE 4 pufera, 4 pL 10x BSA, 3 uL H,O u ukupnom volumenu od
20 pL. Digestija se odvijala preko no¢i na 37 °C. Nakon digestije provedena je analiza
dobivenih ulomaka elektroforezom na 2 %-tnom gelu agaroze. Dobiveni fragmenti su veli¢ine
167 pb za genotip GG, 122 pb za genotip CC te 167 1 122 pb za heterozigote (genotip GC)
(slika 9).
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167 pb
122 pb

Slika 9. Analiza polimorfizma /L6 -174G<C

Genotipizacija polimorfizma ATIR 1166A<C

Za dokazivanje alela ATIR 1166A 1 1166C koriStena je metoda PCR-RFLP (Hilgers i sur.,
1999).

Reakcijska smjesa sadrzavala je 1x PCR pufer sa MgCl,, 0,25 mM pojedinog dNTP, 0,8 uM
pojedine pocetnice, 100 ng genomske DNA 1 1 U Taq DNA polimeraze u ukupnom volumenu
od 25 pL. Dobiveni ulomak AT/R veli¢ine 428 pb podvrgnuo se razgradnji s restrikcijskom
endonukleazom Ddel. Reakcijska smjesa sadrzavala je 8 pL PCR produkta, 1 pLL enzima Ddel
(10 UpL™), 1 pL 10x H pufera u ukupnom volumenu od 10 pL. Digestija se odvijala 1 sat na
37 °C. Nakon digestije provedena je analiza dobivenih ulomaka elektroforezom na 3 %-tnom
gelu agaroze. Dobiveni fragmenti su veli¢ine 364 pb 1 64 pb za genotip AA, 221 pb, 143 pb i
64 pb za genotip CC te 364 pb, 221 pb, 143 pb i 64 pb za heterozigote (genotip AC) (slika
10).

olalnla
...-._!-Ll.ll-;rm UZORCI
biljen

364 ph

221 pb
[43 pb

&4 ph

Slika 10. Analiza polimorfizma AT/R 1166A<C
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U Tablici 3 navedeni su uvjeti restrikcijskih reakcija za pojedine enzime, a u Tablici 4

specifiéne pocetnice za umnazanje ulomaka gena, oc¢ekivani produkti i duljine restrikcijskih

ulomaka.

Tablica 3. Uvijeti restrikcijskih reakcija za pojedine enzime

Volumen Sterilna Volumen
Restrikcijski Volumen Temperatura Vrijeme
restrikcijskog destilirana PCR
enzim Pufer | pufera x10 inkubacije inkubacije
enzima voda umnoska
U/nM pL °C
pL pL pL
Bstul 1 NE 1 2 7 10 60 °C preko noci
Pvu Il 0,5 M 1 8,5 10 37°C preko noci
NLA I 4 NE 4 2 4 10 37°C preko no¢i
Ddel 1 H 1 - 8 37°C lh
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Tablica 4. Specifi¢ne podetnice za umnazanje ulomaka gena, o¢ekivani produkti i duljine

restrikcijskih ulomaka

Gen Umnosci Restrikcijski | Restrikcijski ulomci
Nukleotidni slijed pocetnica
Alel PCR pb enzimi pb
PPARy
Pro f 5'-GCC AAT TCA AGC CCA GTC -3' 270 Bstul Pro alel —270
Ala r 5-GAT ATG TTT GCA GAC AGT GTA TCA Ala alel — 227, 43
GTG AAG GAATCG CTTTCC G -3'
LPL
Pvull - | f 5'-ATG GCA CCC ATG TGT AAG GTG -3' 430 Pvull Pvull - alel —430
Pvull + | r 5'-GTG AAC TTC TGA TAA CAA TCT C -3 Pvull + alel — 320,
110
IL6
-174G | f 5'-TGA CTT CAG CTT TACTCT TTG T -3' 167 Nlalll G alel - 167
-174C | r 5-CTG ATT GGA AAC CTT ATT AAG -3' Calel 122, 45
ATIR
1166A | f 5-TTC CCC CAA AAG CCA AAT CCC AC -3 428 Ddel A alel - 364. 64
1166C | r 5'- CAG GCT AGG GAG ATT GCATTT CTG ’
C alel — 221, 143, 64
TCA G-3'
ACE
I f 5'-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT - I alel —490 - -
D 3 D alel - 190

r 5'-GAT GTG GCC ATC ACATTC GTC AGA
T-3'

f = engl. forward (uzvodna pocetnica)
r = engl. reverse (nizvodna pocetnica)
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4.3. Statisticka obrada podataka

Razina statisticke znacajnosti odredena je na 5% te su u svim slucajevima koriSteni
dvosmjerni testovi statisticke znacajnosti. Odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnotezZe
testirano je putem metode Markovljevih lanaca (Guo i Thompson, 1992) implemetirane u

Arlequin ver. 3.5.1.2 (Excoffier i Lischer, 2010).

Normalnost raspodjela kontinuiranih varijabli testirana je putem Kolmogorov-Smirnov testa
kod uzoraka ve¢ih od n=30, odnosno putem Shapiro-Wilk testa kod manjih uzoraka. Budu¢i
da su u veini slucajeva raspodjele rezultata statisti¢ki znacajno odstupale od normalne,
medijan i interkvartilni raspon koriSteni su kao mjere centralne tendencije i rasprSenja za sve
kontinuirane varijable. Za testiranje razlika u kontinuiranim varijablama koristen je Mann-
Whitneyev U test te je u slucaju statisticki zna€ajnih razlika dan AUC, kao standardizirana
mjera veli¢ine uginka. Skupine su s obzirom na kategorijske varijable usporedene putem y’-
testa, a u slucaju statisticki znacajne razlike dan je ¢ koeficijent asocijacije. Povezanost dviju
kontinuiranih varijabli odredena je putem Spearmanovog koeficijenta korelacije. Za
univarijatno 1 multivarijatno predvidanje MetS, njegovih komponenata te pretilosti koriStena
je binarna logisticka regresija te su za svaku varijablu dani omjeri izgleda (engl. odds ratio) s
95%-tnim intervalima pouzdanosti. Za analizu interakcija izmedu dvaju gena te izmedu gena i
prehrane koriStena je hijerarhijska eliminacija unatrag (engl. hierarchical backward
elimination approach) (Kleinbaum i Klein, 2002), pri ¢emu je inicijalni model sadrzavao sve
prediktore te interakcije. Iz takvog, punog, prediktivnog modela najprije je izbacena ona
interakcija koja je bila najmanje statisticki znacajna, odnosno imala je najviSu razinu
statisticki znacajnosti (p) te je provjereno doprinosi li ona statisticki znacajno predikciji
kriterija. Ukoliko njezin doprinos nije bio statisticki znacajan, ona je iskljucena iz
prediktivnog modela. Nakon toga je u novonastalom, reduciranom, regresijskom modelu
odredena sljede¢a najmanje znacajna interakcija te je ona izbacena. Postupak je ponovljen za
svaku interakciju iz modela nastalih na ovaj nacin. Ukoliko je analizom utvrdena statisti¢ki
znacajna interakcija, regresijski koeficijenti za varijable od kojih se ona sastojala odredeni su
redefiniranjem njithovih referentnih grupa buduci da se regresijski koeficijenti za varijable u
interakciji odnose na referentnu grupu druge varijable od koje se interakcija sastoji (Jaccard,

2001). Za analizu je koriSten programski paket SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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5. Rezultati

5.1. Opis uzorka

Analize su napravljene za ukupno 527 ispitanika (343 Zene 1 184 muSkaraca), ukljuc¢ujuci 265
bolesnika s MetS i 262 zdrava ispitanika. U Tablici 5 prikazani su osnovni antropometrijski i

biokemijski pokazatelji ispitanika.

Ispitanici s MetS su imali statisticki znacajno visi BMI (Mann-Whitney U=6110,0; p<0,001;
AUC=0,09) i opseg struka (Mann-Whitney U=4821,0; p<0,001; AUC=0,08). Oni su takoder
imali statisticki znacajno viSu razinu triglicerida (Mann-Whitney U=6954,0; p<0,001;
AUC=0,11), ukupnog kolesterola (Mann-Whitney U=23124,5; p<0,001; AUC=0,37), LDL
kolesterola (Mann-Whitney U=23178,0; p<0,001; AUC=0,37), glukoze (Mann-Whitney
U=16261,0; p<0,001; AUC=0,26), sistolickog (Mann-Whitney U=9391,0; p<0,001;
AUC=0,14) i dijastolickog krvnog tlaka (Mann-Whitney U=13931,5; p<0,001; AUC=0,21) te
nizu razinu HDL kolesterola (Mann-Whitney U=11405,5; p<0,001; AUC=0,18) u usporedbi s
kontrolnom skupinom ispitanika. Dvije skupine ispitanika nisu se razlikovale prema dobi 1

spolu.

Tablica 5. Antropometrijski i biokemijski pokazatelji ispitanika

MetS Kontrolna skupina

Medijan (IQR)  Medijan (IQR) P Utinak

Dob (godine) 54,0 (46,8-60,0) 53,0 (46,0-59,0) 0,384

Spol (N muskih ispitanika/svi) 99/265 85/262 0,237

BMI (kg/m?) 31,9 (28,7-35,0) 24,0 (22,0-26,6) <0,001 0,09
Opseg struka (cm) 106,0 (99,3-113,0) 85,0 (77,0-94,0) <0,001 0,08
Trigliceridi (mmol/L) 2,2 (1,7-3,2) 1,1 (0,8-1,4) <0,001 0,11
Ukupni kolesterol (mmol/L) 5,9 (5,3-6,6) 5,4 (4,8-6,1) <0,001 0,37
HDL kolesterol (mmol/L) 1,2 (1,0-1,4) 1,7 (1,4-2,0) <0,001 0,18
LDL kolesterol (mmol/L) 3,6 (3,1-4,3) 3,2 (2,7-3,8) <0,001 0,37
Glukoza (mmol/L) 5,6 (5,0-6,6) 4,9 (4,6-5,4) <0,001 0,26
Visok krvni tlak (N ispitanika s visokim tlakom/svi) 236/260 71/255 <0,001 0,64
Sistoli¢ki krvni tlak 148,4 (134,9-164,8) 120,0 (120,0-130,0) <0,001 0,14
Dijastolicki krvni tlak 91,3 (80,0-105,3) 80,0 (77,0-80,0) <0,001 0,21

KRATICE: IQR - interkvartilni raspon; P — razina statisticke znacajnosti; rezultat Mann-Whitneyevog U testa u slucaju
kontinuiranih varijabli, odnosno ¥* testa u slu¢aju kategorijalnih (spola i visokog krvnog tlaka); u¢inak — standardizirana
mjera veliine ucinka dana za statisticki znacajne rezultate; u slu¢aju Mann-Whitneyevog testa AUC=U/(m*n), pri ¢emu je U
rezultat testa, dok sum i n veligine uzoraka; u slugaju y” testa ¢ koeficijent asocijacije
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Nisu nadene statisticki znacajne razlike u raspodjeli ispitivanih genotipova izmedu ispitanika

s MetS i kontrolnih ispitanika (tablica 6).

Tablica 6. Raspodjela ispitivanih genotipova u skupini ispitanika sa MetS i kontrolnoj

skupini
MetS Kontrolna skupina ~ OR (95% CI)
n (%) n (%)
ACE /D
DD 72 (27,2) 81 (30,9) 1
ID 132 (49,8) 130 (49,6) 1,14  (0,77-1,70)
I 61 (23,0) 51 (19,5) 1,35  (0,83-2,19)
PPARy Prol2Ala
Prol12Pro 200 (75,5) 199 (76,0) 1
Prol2Ala 62 (23,4) 60 (22,9) 1,03  (0,69-1,53)
Alal2Ala 3(L,1) 3(1,1) 1,03  (0,69-1,53)
IL6 -174G>C
GG 85 (32,1) 91 (34,7) 1
GC 130 (49,1) 137 (52,3) 1,02  (0,69-1,49)
CcC 50 (18,9) 34 (13,0) 1,57  (0,93-2,67)
ATIR 1166A>C
AA 136 (51,3) 134 (51,1) 1
AC 114 (43,0) 110 (42,0) 1,02 (0,72-1,46)
CcC 15 (5,7) 18 (6,9) 0,82 (0,40-1,70)
LPL Pvull
-/- 62 (23,4) 71 (27,1) 1
-+ 124 (46,8) 132 (50,4) 1,08  (0,71-1,64)
+/+ 79 (29,8) 59 (22,5) 1,53  (0,95-2,48)

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Frekvencije ispitivanih genotipova nisu odstupale od Hardy-Weinbergove ravnoteze niti na

razini pojedine skupine ispitanika, niti na razini cijelog uzorka (tablica 7).
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Tablica 7. Egzaktni test Hardy-Weinbergove ravnoteZe putem

lanca (1000000 iteracija)

MetS Kontrolna skupina Cijeli uzorak
ACE /D >0,999 >0,999 >0,999
PPARy Prol2Ala 0,591 0,777 0,430
IL6 -174G>C >0,999 0,151 0,322
ATIR 1166A>C 0,214 0,539 0,156
LPL Pvull -/+ 0,323 0,903 0,543

metode Markovljevog

Nakon provedenog testiranja znacajnosti interakcija izmedu PPARy i njegovih ciljnih gena

LPL, IL6, ACE 1 ATIR na pojavnost MetS 1 njegovih sastavnica, odvojeno u skupini s i bez

MetS, ustanovljeno je nekoliko statisticki znacajnih interakcija gena u skupini ispitanika s

MetS (tablica 8). Interakcija izmedu PPARy i LPL Pvull(-/+) je bila statisticki znacajno

povezana s MetS (Wald X2=7,1; df=1; p=0,008), interakcija izmedu PPARy i ACE 1/D je bila
statisti¢ki znadajno povezana s BMI (Wald 5°=6,65; df=1; p=0,010) te interakcija izmedu

PPARy 1 IL6 -174G>C je bila statisticki znacajno povezana s razinom glukoze u krvi (Wald

v*=10,30; df=1; p=0,001).

Tablica 8. Statisti¢ki znacajne interakcije gena u skupini ispitanika s MetS

Kriterij Interakcija P (interakcija) P (razlika izmedu modela)
MetS PPARy x LPL Pvull 0,008 0,007
BMI PPARy x ACE I/D 0,010 0,004

Glukoza PPARy x IL6 -174G>C 0,001 <0,001

KRATICE: p (interakcija) — razina statisticke znadajnosti za interakciju, rezultati Waldovog x> testa; p (razlika izmedu
modela) — razina statisticke znacajnosti, usporedba modela koji sadrzi danu interakciju i onoga koju ju ne sadrzi
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5.2. Odnos prehrane i ostalih mjerenih parametara

Budu¢i da je postojao mali broj sudionika Cija je prehrana bila mediteranska, originalna
varijabla rekodirana je na nac¢in da su spojeni oni sudionici ¢ija je prehrana bila mediteranska
s onima ¢ija je prehrana bila mjeSovita. U multivarijatnom predvidanju prehrane, u inicijalni
prediktivni model ukljueni su antropometrijski, biokemijski i1 geneticki prediktori, te
interakcije gena. Iz inicijalnog prediktivnog modela najprije je izbacena interakcija izmedu
genotipova PPARy i LPL (Wald x*=0,24; df=1; p=0,627) jer je imala najvisu razinu statisti¢ke
znacajnosti. [z reduciranog modela zatim je izbaena interakcija izmedu genotipova PPARy 1
IL6 (Wald x2=O,37; df=1; p=0,545), a unutar modela nastalog isklju¢ivanjem navedene
interakcije najviSu razinu statistiCke znacajnosti imala je interakcija izmedu ACE i ATIR
(Wald *=0,82; df=1; p=0,366) te je i ona isklju¢ena iz multivarijatnog predvidanja. Iz
novonastalog modela zatim je iskljuGena interakcija izmedu PPARy i ATIR (Wald y*=2,99;
df=1; p=0,084) te nakon nje interakcija izmedu PPARy 1 ACE budu¢i da ni ona nije bila
statisti¢ki znagajno povezana s prehranom (Wald x*=2,62; df=1; p=0,106).
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Tablica 9. Univarijatna i multivarijatna analiza povezanosti prehrane s mjerenim

varijablama
Mediteranska ili
mjesSovita Kontinentalna Univarijatno Multivarijatno
n (%) n (%) OR (95% CI) P OR (95% CI) P

Dob* 52,0 (45,0-59,0) 53,0 (47,0-59,0) 0,99 (0,97-1,01) 0,394 1,01 (0,98-1,04) 0,431
Spol

muski 20 (17,1) 97 (82,9) 1 1

zenski 101 (36,2) 178 (63,8) 2,75 (1,60-4,72) <0,001 1,24 (0,56-2,72) 0,597
ACE1/D

DD 37 (33,9) 72 (66,1) 1 1

IDili I 84 (29,3) 203 (70,7) 0,81 (0,50-1,29) 0,367 0,61 (0,32-1,15) 0,123
PPARy Prol12Ala

Prol12Pro 95 (32,1) 201 (67,9) 1 1

Prol2Alaili Alal2Ala 26 (26,0) 74 (74,0) 0,74 (0,45-1,24) 0,254 1,12 (0,57-2,19) 0,744
1L6 -174G>C

GG 42 (30,0) 98 (70,0) 1 1

GCili CC 79 (30,9) 177 (69,1) 1,04 (0,67-1,63) 0,859 1,38 (0,75-2,56) 0,306
ATIR 1166A>C

AA 55 (26,1) 156 (73,9) 1 1

ACili CC 66 (35,7) 119 (64,3) 1,57 (1,02-2,42) 0,039 2,24 (1,24-4,05) 0,007
LPL Pvull

-/- 31 (30,4) 71 (69,6) 1 1

-/ il +/+ 90 (30,6) 204 (69,4) 1,01 (0,62-1,65) 0,967 1,18 (0,61-2,29) 0,628
BMI* 24,0 (22,0-26,8) 29,4 (25,8-33,7) 0,80 (0,76-0,85) <0,001 1,03 (0,92-1,14) 0,644
Opseg struka* 82,0 (75,0-92,0) 101,0 (92,0-110,0) 0,90 (0,88-0,92) <0,001 0,91 (0,87-0,95) <0,001
Ukupni kolesterol* 5,4 (4,7-6,0) 5,8 (5,1-6,7) 0,63 (0,51-0,79) <0,001 0,58 (0,21-1,56) 0,279
LDL kolesterol* 3,2(2,7-3,7) 3,6 (2,9-4,3) 0,64 (0,50-0,82) <0,001 1,53 (0,56-4,13) 0,407
Trigliceridi* 1,01 (0,78-1,54) 1,75 (1,15-2,40) 0,30 (0,21-0,45) <0,001 0,57 (0,33-0,97) 0,037
HDL kolesterol* 1,59 (1,34-1,85) 1,40 (1,18-1,69) 2,86 (1,68-4,90) <0,001 0,44 (0,13-1,51) 0,192
Sistolicki krvni tlak* 120,0 (120,0-132,4) 144,8 (128,4-162,8) 0,95 (0,94-0,97) <0,001 0,96 (0,93-0,98) 0,001
Dijastolicki krvni tlak* 80,0 (80,0-85,0) 90,5 (80,0-102,5) 0,95 (0,94-0,97) <0,001 1,06 (0,92-1,10) 0,106
Glukoza* 5,0 (4,5-5,4) 5,3 (4,9-6,0) 0,45 (0,33-0,63) <0,001 0,72 (0,47-1,12) 0,148

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; *Medijan (interkvartilni raspon)

Multivarijatnim predvidanjem utvrdena je statisticki znacajna povezanost izmedu prehrane te

triglicerida, opsega struka 1 sistolickog krvnog tlaka te genotipa ATI/R 1166A<C.

Mediteranski ili mjeSoviti tip prehrane bio je povezan s nizim vrijednostima triglicerida

(OR=0,57; 95% CI: 0,33-0,97) i opsega struka (OR=0,91; 95% CI: 0,87-0,95). Kad je rije¢ o

krvnom tlaku, ovaj tip prehrane bio je povezan s nizim vrijednostima sistolickog krvnog tlaka

(OR=0,96; 95% CI: 0,93-0,98). Uz kontrolu drugih varijabli, mediteranska ili mjeSovita
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prehrana bila je ucestalija kod nositelja genotipa AT/R 1166AC ili CC u odnosu na genotip
ATIR 1166AA (OR=2,24; 95% CI: 1,24-4,05) (tablica 9).

5.3. Cimbenici rizika za metaboli¢ki sindrom

U multivarijatnom predvidanju MetS, u inicijalni prediktivni model ukljuceni su
antropometrijski, biokemijski 1 geneticki prediktori te interakcije gena. Iz inicijalnog
prediktivnog modela najprije je izbacena interakcija izmedu genotipova PPARy i ACE (Wald
v’=0,01; df=1; p=0,940) jer je imala najvidu razinu statisticke znacajnosti. Iz novonastalog,
reduciranog modela zatim je izbacena interakcija izmedu genotipova ACE 1 ATIR (Wald
v*=0,06; df=1; p=0,803), a unutar modela nastalog iskljutivanjem navedene interakcije
najviSu razinu statisticke znaCajnosti imala je interakcija izmedu PPARy i ATIR (Wald
v’=0,15; df=1; p=0,703) te je i ona iskljutena iz multivarijatnog predvidanja. Zatim je iz
novonastalog modela isklju¢ena interakcija izmedu PPARy i IL6 (Wald y’=1,42; df=1;
p=0,233) te je u modelu ostala samo interakcija izmedu PPARy 1 LPL koja je bila statisticki
znacajno povezana s MetS (Wald x2=7,1; df=1; p=0,008). Interakcija izmedu PPARy
Prol2Ala i LPL Pwvull (-/+) znacajno je unaprijedila predvidanje MetS, preko i iznad
predvidanja temeljenog na modelu koji nije sadrzavao interakcije (x*=7,22; df=1; p=0,008).
Ukljuéivanje ove interakcije u model bez interakcije pove¢ao je Nagelkerkeov R? sa 0,66 na

0,67.
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Tablica 10. Ukupan prediktivni model za MetS

Dob*
Spol
zenski
muski
ukupno
ACE1/D
DD
IDili II
ukupno
PPARy ako je LPL Pvu (-/-)
Pro12Pro
Prol2Ala/ Alal2Ala
ukupno
PPARy ako je LPL (-/4)/(+/+)
Pro12Pro
Prol2Ala/ Alal2Ala
ukupno
IL6 -174G>C
GG
GCili CC
ukupno
ATIR 1166A>C
AA
ACili CC
ukupno

LPL Pvull ako je PPARy
Prol12Pro

(-/-)
(-/+) ili (+/+)
ukupno

LPL Pvull ako je PPARy
Prol2Alaili Alal2Ala

(-/-)
(-/+) ili (+/+)
ukupno
BMI*
Ukupni kolesterol*
LDL kolesterol*
PPARy x LPL

MetS Kontrole Univarijatno Multivarijatno
n (%) n (%) OR (95% CI) P OR (95% CI) P

54,0 (46,8-60,0) 53,0 (46,0-59,0) 1,00 (0,99-1,02) 0,874 0,97 (0,94-0,99) 0,012
166 (48,4) 177 (51,6) 1 1

99 (53,8) 85 (46,2) 1,24 (0,87-1,78) 0,237 1,27 (0,70-2,29) 0,427
265 (100,0) 262 (100,0)

72 (47,1) 81 (52,9) 1 1

193 (51,6) 181 (48,4) 1,20 (0,82-1,75) 0,344 1,04 (0,56-1,92) 0,909
265 (100,0) 262 (100,0)

50 (49,0) 52 (51,0) 1 1

12 (38,7) 19 (61,3) 0,66 (0,29-1,49) 0,315 0,12 (0,03-0,52) 0,005

62 (100,0) 71 (100,0)

150 (50,5) 147 (49,5) 1 1

53 (54,6) 44 (45,4) 1,18 (0,75-1,87) 0,480 1,11 (0,54-2,25) 0,781
203 (100,0) 191 (100,0)

85 (48,3) 91 (51,7) 1 1

180 (51,3) 171 (48,7) 1,13 (0,78-1,62) 0,518 0,80 (0,45-1,44) 0,803
265 (100,0) 262 (100,0)

136 (50,4) 134 (49,6) 1 1

129 (50,2) 128 (49,8) 0,99 (0,71-1,40) 0,968 0,69 (0,39-1,20) 0,185
265 (100,0) 262 (100,0)

50 (49,0) 52 (51,0) 1 1

150 (50,5) 147 (49,5) 1,06 (0,68-1,66) 0,796 0,67 (0,32-1,41) 0,290
200 (100,0) 199 (100,0)

12 (38,7) 19 (61,3) 1 1

53 (54,6) 44 (45,4) 1,91 (0,84-4,36) 0,125 5,98 (1,46-24,47) 0,013

65 (100,0) 63 (100,0)
31,9 (28,7-35,0) 24,0 (22,0-26,6) 1,60 (1,48-1,73) <0,001 1,69 (1,54-1,85) <0,001
5,9 (5,3-6,6) 5,4 (4,8-6,1) 1,55 (1,29-1,85) <0,001 1,32 (0,82-1,12) 0,248
3,6 (3,1-4,3) 3,2 (2,7-3,8) 1,64 (1,33-2,02) <0,001 1,41 (0,86-2,31) 0,170

8,92 (1,77-44,88) 0,008

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; *Medijan (interkvartilni raspon)

U skupini s genotipom LPL Pvull (-/-), nosioci genotipa PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala su

imali manji rizik za razvoj MetS u odnosu na ispitanike s genotipom Prol12Pro (OR=0,12;
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95% CI: 0,03-0,52, p=0,005). U skupini ispitanika koji su bili nosioci genotipa PPARy

Prol12Ala ili Alal2Ala, oni ispitanici koji su takoder imali varijantu LPL Pvull (-/+) ili Pvull
(+/+) imali su znacajno ve¢i rizik za razvoj MetS (OR=5,98; 95% CI: 1,46-24,47, p=0,013) u

odnosu na ispitanike s genotipom LPL Pvull (-/-) (graficki prikazi la i 1b).
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Graficki prikaz 1a. Metaboli¢ki sindrom s obzirom na ucestalost genotipova PPARy u
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Graficki prikaz 1b. Metabolicki sindrom s obzirom na ucestalost genotipova LPL Pvull

u ovisnosti o genotipovima PPARy

U multivarijatnom predvidanju, nakon prilagodbe za sve druge varijable, dob (p=0,012) i

BMI (p<0,001) su takoder bili znacajno povezani s MetS. Sa svakom godinom starosti,

52



izgledi za MetS opadali su za 3% (OR=0,97; 95% CI: 0,94-0,99). Sa svakom jedinicom
porasta BMI izgledi za MetS povecavali su se vise od 1,5 puta (OR=1,69; 95% CI: 1,54-1,85)
(tablica 10).

Tablica 11. Metaboli¢ki sindrom s obzirom na prehranu

MetS Kontrole Ukupno Univarijatno

n (%) n (%) OR (95% CI) P
Mediteranska ili mjesovita 12 (9,9) 109 (90,1) 121 (100,0) 1
Kontinentalna 189 (68,7) 86 (31,3) 275 (100,0) 19,96 (10,44-38,18) <0,001

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Univarijatnom analizom utvrdeno je da su ispitanici ¢ija je prehrana bila kontinentalna imali
statisticki znacajno vece izglede za MetS u odnosu na one ¢ija je prehrana bila mediteranska
ili mjesovita (OR=19,96; 95% CI: 10,44-38,18; p<0,001) (tablica 11).

Kad je rije¢ o multivarijatnoj analizi koja je uklju¢ivala prehranu, iz prediktivnog modela koji
je sadrZavao sve interakcije najprije je izbaCena ona izmedu prehrane 1 genotipa PPARy (Wald
X2=0,01; df=1; p=0,925). Nakon izbacivanja navedene interakcije, najviSu razinu statisticke
znadajnosti imala je interakcija izmedu genotipova ACE i ATIR (Wald y’=0,01; df=1;
p=0,906) te je ona iskljucena iz prediktivnog modela. U sljede¢im koracima redom su
izbacivane interakcije izmedu prehrane 1 LPL (Wald ¥*=0,02; df=1; p=0,899), zatim PPARy i
ATIR (Wald ¥*=0,02; df=1; p=0,893), prehrana i ATIR (Wald x*=0,07; df=1; p=0,791),
prehrana i /L6 (Wald X2=0,13; df=1; p=0,719), PPARy i ACE (Wald x2=O,15; df=1; p=0,697),
PPARy i IL6 (Wald y°=0,62; df=1; p=0,430) te prehrana i ACE (Wald y*=2,16; df=1;
p=0,142). Tako je interakcija izmedu PPARy i1 LPL genotipova ostala posljednja u
prediktivnom modelu, u ovoj analizi ona nije bila statisti¢ki znac¢ajno povezana s MetS (Wald
v*=2,79; df=1; p=0,095) te je i ona isklju¢ena iz multivarijatnog predvidanja. Nakon §to su iz
prediktivnog modela izbacene sve ispitivane interakcije, utvrdeno je da su statisticki znacajni
prediktori MetS dob, prehrana te BMI. Pri tome su se, sa svakom godinom porasta u dobi,
izgledi za MetS smanjivali za 8% (OR=0,92; 95% CI: 0,89-0,96; p<0,001). Ispitanici ¢ija je
prehrana bila kontinentalna imali su gotovo 14 puta vece izglede za MetS u odnosu na one

kojima je prehrana bila mediteranska ili mjesovita (OR=13,86; 95% CI: 5,69-33,78; p<0,001).
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Takoder, sa svakim jedini¢nim pomakom u BMI, izgledi za MetS povecavali su se oko 60%

(OR=1,57; 95% CI: 1,42-1,75; p<0,001).

5.4. Cimbenici rizika za poviSenu razinu glukoze nataste

5.4.1. Ispitanici s metaboli¢kim sindromom

U multivarijatnom predvidanju poviSene razine glukoze, u inicijalni prediktivni model
ukljuceni su antropometrijski, biokemijski i geneticki prediktori te interakcije gena. Iz tog
inicijalnog prediktivnog modela najprije je izbaCena interakcija izmedu genotipova ACE i
ATIR (Wald x*=0,67; df=1; p=0,413) jer je imala najvisu razinu statisticke znacajnosti. Iz
reduciranog modela zatim je izbafena interakcija izmedu genotipova PPARy 1 LPL (Wald
v’=0,82; df=1; p=0,364), a unutar modela nastalog isklju¢ivanjem navedene interakcije
najviSu razinu statisticke znaCajnosti imala je interakcija izmedu PPARy i ATIR (Wald
v’=1,13; df=1; p=0,287) te je i ona iskljudena iz multivarijatnog predvidanja. Iz novonastalog
modela zatim je iskljudena interakcija izmedu PPARy i ACE (Wald y*=1,13; df=1; p=0,289) te
je u modelu ostala samo interakcija izmedu PPARy i IL6 koja je bila statisti¢ki znacajno
povezana s glukozom (Wald y*=10,30; df=1; p=0,001). Interakcija izmedu PPARy Prol12Ala i
IL6 -174G>C znacajno je unaprijedila predvidanje visokih razina glukoze nataste u skupini
ispitanika s MetS, preko 1 iznad predvidanja temeljenog na modelu koji nije sadrZzavao
interakcije (x*=13,99; df=1; p=0,001). Uklju¢ivanje ove interakcije u model bez interakcije
povecao je Nagelkerkeov R* sa 0,21 na 0,27.

54



Tablica 12. Univarijatno i multivarijatno predvidanje poviSene razine glukoze nataste u

ispitanika s MetS
Povisena Normalna Univarijatno Multivarijatno
n (%) n (%) OR (95% CI) P OR (95% CI) P
Dob* 57,0 (51,0-62,0) 52,0 (45,0-59,0) 1,05 (1,02-1,07) 0,001 1,06 (1,02-1,09) 0,001
Spol
zenski 52 (53,6) 113 (68,5) 1 1
muski 45 (46,4) 52 (31,5) 1,88 (1,12-3,15) 0,017 2,08 (1,02-4,26) 0,045
ukupno 97 (100,0) 165 (100,0)
ACE1/D
DD 24 (24,7) 47 (28,5) 1 1
IDili IT 73 (75,3) 118 (71,5) 1,21 (0,68-2,15) 0,511 1,92 (0,95-3,89) 0,071
ukupno 97 (100,0) 165 (100,0)
PPARy ako je IL6 -174GG
Pro12Pro 33 (94,3) 35 (70,0) 1 1
Prol2Alaili Alal2Ala 2 (5,7) 15 (30,0) 0,14 (0,03-0,67) 0,013 0,10 (0,02-0,57) 0,010
ukupno 35 (100,0) 50 (100,0)
PPARy ako je IL6 -174GC/CC
Pro12Pro 39 (62,9) 90 (78,3) 1 1
Prol2Alaili Alal2Ala 23 (37,1) 25 21,7) 2,12 (1,08-4,19) 0,030 2,39 (1,11-5,17) 0,026
ukupno 62 (100,0) 115 (100,0)
IL6 ako je PPARy Pro12Pro
GG 33 (45,8) 35 (28,0) 1 1
GC iliCC 39 (54,2) 90 (72,0) 0,46 (0,25-0,84) 0,012 0,41 (0,20-0,83) 0,013
ukupno 72 (100,0) 125 (100,0)
IL6 ako je PPARy
ProAla/AlaAla
GG 2 (8,0) 15 (37.,5) 1 1
GCiliCC 23 (92,0) 25 (62,5) 6,90 (1,42-33,51) 0,017 10,13 (1,66-61,89) 0,012
ukupno 25 (100,0) 40 (100,0)
ATIR 1166A>C
AA 49 (50,5) 86 (52,1) 1 1
ACili CC 48 (49,5) 79 (47,9) 1,07 (0,65-1,76) 0,802 0,96 (0,53-1,74) 0,893
ukupno 97 (100,0) 165 (100,0)
LPL Pvull
(-/-) 21 (21,6) 39 (23,6) 1 1
(-/+) ili (+/+) 76 (78,4) 126 (76,4) 1,12 (0,61-2,05) 0,712 1,01 (0,49-2,05) 0,989
ukupno 97 (100,0) 165 (100,0)
BMI* 31,2 (28,7-36,0) 32,0 (28,7-34,3) 1,01 (0,96-1,06) 0,744 1,01 (0,92-1,12) 0,781
Ukupni kolesterol 5,9 (5,3-6,5) 5,9 (5,2-6,7) 0,92 (0,73-1,15) 0,455 0,53 (0,36-0,79) 0,002
Opseg struka* 107,0 (101,5-115,5) 106,0 (99,0-112,0) 1,02 (1,00-1,04) 0,102 1,01 (0,97-1,06) 0,615
Trigliceridi* 2,20 (1,63-3,49) 2,20 (1,77-3,06) 1,09 (0,97-1,22) 0,155 1,30 (1,11-1,53) 0,001
LDL kolesterol* 3,7 (3,0-4,2) 3,6 (3,1-4,3) 0,92 (0,73-1,17) 0,497 1,14 (0,84-1,55) 0,400
HDL kolesterol 1,22 (1,00-1,50) 1,20 (0,98-1,39) 1,63 (0,76-3,48) 0,207 7,60 (2,38-24,25) 0,001
Sistoli¢ki krvni tlak* 153,0 (136,0-167,0) 145,0 (132,0-161,8) 1,01 (1,00-1,02) 0,066 1,02 (1,00-1,03) 0,120
Dijastolicki krvni tlak* 91,0 (82,0-102,5) 92,0 (80,0-105,5) 1,00 (0,99-1,02) 0,695 0,98 (0,95-1,02) 0,330
PPARy x IL6 24,81 (3,49-176,38) 0,001

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; *Medijan (interkvartilni raspon)
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U skupini pacijenata s genotipom /L6 -174GG, nosioci genotipa PPARy Prol2Ala ili
Alal2Ala (promatrani zajedno) imali su manje izglede za visoku razinu glukoze u usporedbi s
nosiocima genotipa Prol12Pro (OR=0,10; 95% CI: 0,02-0,57, p=0,01). U skupini pacijenata s
genotipom /L6 -174GC ili CC, nosioci genotipa PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala (promatrani
zajedno) imali su vece izglede za poviSenu razinu glukoze u odnosu na nosioce genotipa

Pro12Pro (OR=2,39; 95% CI: 1,11-5,17, p=0,026) (graficki prikaz 2a).
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Graficki prikaz 2a. Udio ispitanika s poviSenom i normalnom razinom glukoze nataste s

obzirom na ucestalost genotipova PPARy u ovisnosti o genotipovima /L6 -174G>C

U skupini pacijenta s genotipom PPARy Prol2Pro, nosioci genotipa /L6 -174GC ili CC
(promatrani zajedno) imali su manje izglede za visoke razine glukoze u odnosu na genotip /L6
-174GG (OR=0,41; 95% CI: 0,20-0,83, p=0,013). U skupini pacijenata s genotipom PPARy
Prol2Ala ili AlaAla, nosioci genotipa /L6 -174GC ili CC imali su statisti¢ki znac¢ajno vece
izglede za visoke razine glukoze u odnosu na nosioce genotipa /L6 -174GG (OR=10,13; 95%
CI: 1,66-61,89) (graficki prikaz 2b).
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Graficki prikaz 2b. Udio ispitanika s poviSenom i normalnom razinom glukoze nataSte s

obzirom na ucestalost genotipova IL6 -174G>C u ovisnosti o genotipovima PPARy

U multivarijatnom predvidanju, nakon prilagodbe za sve druge varijable, takoder je
ustanovljena povezanost visokih razina glukoze nataSte s dobi (p=0,001), spolom (p=0,045) i
trigliceridima (p=0,001). Sa svakom godinom starosti izgledi za poviSene razine glukoze su se
povecavali za 6% (OR=1,06; 95% CI: 1,02-1,09), a muski ispitanici su imali vise od dva puta
vece izglede za njezine povisenu razinu (OR=2,08; 95% CI: 1,02-4,26). Sa svakom jedinicom
porasta triglicerida povecavali su se 1 izgledi za poviSenu razinu glukoze 1,3 puta (OR=1,3;

95% CI: 1,11-1,53) (tablica 12).

Tablica 13. Razina glukoze nataSte s obzirom na prehranu u skupini ispitanika s MetS

Povisena Normalna Ukupno Univarijatno
n (%) n (%) n (%) OR (95% CI) P
Mediteranska ili mjesovita 4 (33,3) 8 (66,7) 12 (100,0) 1
Kontinentalna 67 (354) 122 (64,6) 189 (100,0) 1,10 (0,32-3,78) 0,882

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Univarijatnom analizom nije utvrdena statisticki znaCajna povezanost izmedu prehrane i
razine glukoze natasSte (tablica 13).

U multivarijatnoj analizi koja je ukljuivala prehranu, pri ispitivanju interakcija u
multivarijatnom predvidanju poviSene razine glukoze interakcije izmedu prehrane i gena bile

su visoko povezane s genima od kojih su se sastojale, $to je dovelo do visokih pogresaka
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regresijskih koeficijenata. Iz tih razloga interakcije izmedu gena i prehrane nisu ispitane. 1z
punog modela koji je sadrzavao sve ispitivane interakcije izmedu gena, najprije je iskljucena
interakcija izmedu ACE i ATIR (Wald y°=0,14; df=1; p=0,713). Nakon izbacivanja navedene
interakcije, najviSu razinu statisticke znacajnosti imala je interakcija izmedu genotipova
PPARy i ATIR (Wald y*=0,48; df=1; p=0,490) te je ona isklju€ena iz prediktivnog modela. U
sljede¢im koracima zatim su izbalene interakcije izmedu PPARy i ACE (Wald y*=0,91; df=1;
p=0,340) te izmedu PPARy i LPL (Wald y*=1,39; df=1; p=0,239). U prediktivnom modelu
ostala je interakcija izmedu PPARy 1 IL6 koja je bila statisticki znacajno povezana s razinom
glukoze (Wald ¢*=8,48; df=1; p=0,004). Ova interakcija je statisticki znaGajno doprinijela
predvidanju poviSene razine glukoze u skupini pacijenata s MetS, iznad i preko predvidanja
koje nije ukljucivalo tu interakciju (x°=10,77; df=1; p=0,001). Nagelkerkecov R* iz
prediktivnog modela koji je sadrzavao interakciju iznosio je 0,29, dok je u sklopu modela bez
interakcije iznosio 0,23.

U skupini bolesnika s genotipom /L6 -174GC ili CC, PPARy nije bio statisticki znacajan
prediktor povisene razine glukoze, medutim smjer povezanosti bio je jednak kao u analizi
koja nije ukljucivala prehranu (OR=2,29; 95% CI: 0,92-5,70; p=0,075). U skupini bolesnika s
genotipom /L6 -174GG , nositelji genotipa PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala imali su za 89%
manje izglede za poviSenu razinu glukoze u odnosu na nositelje genotipa PPARy Prol2Pro
(OR=0,11; 95% CI: 0,02-0,68; p=0,017), kao i u analizi koja nije ukljucivala prehranu.

U skupini nositelja PPARy Prol2Pro genotip IL6 -174G>C nije bio statisti¢ki znacajan
prediktor poviSene razine glukoze, medutim smjer povezanosti bio je jednak kao i u analizi
koja je ukljucivala prehranu (OR=0,53; 95% CI: 0,23-1,21; p=0,132). S druge strane, u
skupini nositelja genotipova PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala, ispitanici s genotipom /L6 -
174GC ili CC imali su statisticki znac¢ajno vece izglede za poviSenu razinu glukoze u odnosu
na bolesnike s genotipom /L6 -174GG (OR=10,97; 95% CI: 1,72-69,88; p=0,011).
Multivarijatnim predvidanjem utvrdeno je da su negeneticki faktori rizika za poviSenu razinu
glukoze u skupini bolesnika s MetS dob, ukupni kolesterol, trigliceridi te HDL kolesterol. Pri
tome su se sa svakom godinom porasta u dobi izgledi za poviSenu razinu glukoze povecavali
za 7% (OR=1,07; 95% CI: 1,02-1,12; p=0,003). Kad je rije¢ o trigliceridima, sa svakim
jediniénim pomakom u razini triglicerida izgledi za poviSenu razinu glukoze povecavali su se
oko 30% (OR=1,29; 95% CI: 1,07-1,55; p=0,008). Spol nije bio statisti¢ki znac¢ajan prediktor
u analizi koja je ukljucivala prehranu, medutim, smjer povezanosti bio je jednak kao i u

analizi koja ju nije ukljucivala (OR=1,93; 95% CI: 0,84-4,44; p=0,123). Prehrana nije bila
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statisticki znaCajno povezana s poviSenom razinom glukoze (OR=0,91; 95% CI: 0,21-3,86;

p=0,895).

5.4.2. Zdrave kontrole

Interakcije izmedu gena nisu ispitane jer je broj ispitanika s poviSenom razinom glukoze bio

premali (n=11).

Tablica 14. Univarijatno i multivarijatno predvidanje poviSene razine glukoze nataSte u

kontrolnoj skupini

Dob*
Spol
zenski
muski
ACE1/D
DD
IDili I
PPARy Prol12Ala
Pro12Pro
Prol12Ala ili Alal2Ala
1L6 -174G>C
GG
GCili CC
ATIR 1166A>C
AA
ACili CC
LPL Pvull
-/-
-+ ili +/H+
BMI*
Ukupni kolesterol*
LDL kolesterol*
Opseg struka*
Trigliceridi*
HDL kolesterol*
Sistolicki krvni tlak*
Dijastolicki krvni tlak*

Povisena Normalna Univarijatno Multivarijatno
n (%) n (%) OR (95% CI) P OR (95% CI) P
55,0 (46,5-61,8) 53,0 (47,3-59,0) 1,02 (0,96-1,08) 0,581 1,06 (0,96-1,16) 0,253
6 (3,0) 163 (96,4) 1 1
5(7,4) 63 (92,6) 2,16 (0,64-7,32) 0,218 1,89 (0,15-24,35) 0,624
342 69 (95,8) 1 1
8 (4,8) 157 (95,2) 1,17 (0,30-4,55) 0,819 0,43 (0,07-2,60) 0,359
10 (5,6) 169 (94,4) 1 1
1(1,7) 57 (98.,3) 0,30 (0,04-2,37) 0,251 0,79 (0,07-8,52) 0,847
4 (4,8) 79 (95,2) 1 1
7 (4,5) 147 (95,5) 0,94 (0,27-3,31) 0,924 3,01 (0,34-26.44) 0,320
3(2)5) 115 (97,5) 1 1
8 (6,7) 111 (93,3) 2,76 (0,72-10,68) 0,141 3,59 (0,47-27,71) 0,220
23,2 61 (96,8) 1 1
9(5,2) 165 (94,8) 1,66 (0,35-7,92) 0,523 0,76 (0,10-5,62) 0,790
23,1 (21,8-26,3) 24,0 (22,0-26,3) 0,93 (0,76-1,14) 0,492 1,12 (0,75-1,67) 0,577
6,0 (4,6-6,6) 5,4 (4,8-6,1) 1,20 (0,69-2,09) 0,523 2,57 (0,06-120,82) 0,631
3,7 (2,7-4,1) 3,2 (2,7-3,8) 1,33 (0,70-2,52) 0,380 0,43 (0,01-23,02) 0,674
75,0 (70,0-85,8) 84,0 (76,5-90,5) 0,95 (0,88-1,02) 0,165 0,92 (0,80-1,06) 0,228
1,14 (1,01-1,70) 1,04 (0,78-1,40) 1,37 (0,78-2,38) 0,270 0,84 (0,20-3,50) 0,805
1,41 (1,24-1,85) 1,67 (1,40-1,96) 0,37 (0,07-1,90) 0,234 0,13 (0,00-10,82) 0,361
120,0 (109,0-120,0) 120,0 (120,0-130,0) 0,92 (0,87-0,98) 0,008 0,82 (0,68-0,98) 0,033
80,0 (70,0-80,0) 80,0 (75,1-80,4) 0,97 (0,91-1,04) 0,381 1,15(0,94-1,41) 0,190

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; *Medijan (interkvartilni raspon)
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Budué¢i da prehrana niti jednog od ispitanika s poviSenom razinom glukoze nije bila
kontinentalna, nije bilo moguce izraunati omjer izgleda. Iz istih razloga te uzimajuci u obzir
da su podaci o prehrani postojali za samo pet ispitanika s poviSenom razinom glukoze, ova

varijabla nije uklju¢ena u multivarijatno predvidanje povisene razine glukoze (tablica 15).

Tablica 15. Razina glukoze nataste s obzirom na prehranu u kontrolnoj skupini

Povisena Normalna Ukupno
n (%) n (%) n (%)
Mediteranska ili mjesovita 5(4.,8) 99 (95,2) 104 (100,0)
Kontinentalna 0(0,0) 85 (100,0) 85 (100,0)

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

5.5. Cimbenici rizika za razvoj debljine

5.5.1. Ispitanici s metabolickim sindromom

U multivarjjatnom predvidanju BMI, u inicijalni prediktivni model ukljuceni su
antropometrijski, biokemijski 1 geneticki prediktori te interakcije gena. Iz inicijalnog
prediktivnog modela najprije je izbacena interakcija izmedu genotipova PPARy i IL6 (Wald
v’=0,87; df=1; p=0,351) jer je imala najvidu razinu statisticke znacajnosti. Iz novonastalog,
reduciranog modela zatim je izbacena interakcija izmedu genotipova PPARy 1 ATIR (Wald
v*=0,80; df=1; p=0,370), a unutar modela nastalog iskljutivanjem navedene interakcije
najvidu razinu statistitke znagajnosti imala je interakcija izmedu ACE i ATIR (Wald y*=1,28;
df=1; p=0,258) te je i ona iskljuc¢ena iz multivarijatnog predvidanja. Zatim je iz novonastalog
modela iskljucena interakcija izmedu PPARy i LPL (Wald v’=1,92; p=0,166) te je u modelu
ostala samo interakcija izmedu PPARy 1 ACE koja je bila statisti¢ki znac¢ajno povezana s BMI
(Wald y*=6,65; df=1; p=0,010). Interakcija izmedu PPARy Prol2Ala i ACE D znacajno je
unaprijedila predvidanje razvoja debljine u skupini ispitanika s MetS, preko i iznad
predvidanja temeljenog na modelu koji nije sadrzavao interakcije (x*=8,08; df=1; p=0,004).
Ukljuéivanje ove interakcije u model bez interakcije povecao je Nagelkerkeov R? sa 0,51 na

0,53.
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Tablica 16. Univarijatno i multivarijatno predvidanje BMI u ispitanika s MetS

BMI > 30 BMI < 30 Univarijatno Multivarijatno
n (%) n (%) OR (95% CI) P OR (95% CI) P
Dob* 54,0 (46,0-59,0) 54,5 (47,0-62,0) 0,99 (0,97-1,02) 0,648 0,99 (0,96-1,03) 0,582
Spol
zenski 104 (59,8) 61 (67,8) 1 1
muski 70 (40,2) 29 (32,2) 1,42 (0,83-2,42) 0,204 0,30 (0,12-0,74) 0,009
ukupno 174 (100,0) 90 (100,0)
ACE ako je PPARy Prol12Pro
DD 32 (24,6) 20 (29,0) 1 1
IDili I 98 (75,4) 49 (71,0) 1,25 (0,65-2,41) 0,505 2,36 (0,93-6,01) 0,072
ukupno 130 (100,0) 69 (100,0)
ACE ako je PPARy
Prol12Ala/Alal2Ala
DD 18 (40,9) 2 (9,5) 1 1
IDili 1T 26 (59,1) 19 (90,5) 0,15 (0,03-0,74) 0,019 0,11 (0,01-0,88) 0,038
ukupno 44 (100,0) 21 (100,0)
PPARy ako je ACE DD
Pro12Pro 32 (64,0) 20 (90,9) 1 1
Prol2AlailiAlal2Ala 18 (36,0) 2(9,1) 5,63 (1,18-26,88) 0,030 9,98 (1,18-84,14) 0,034
ukupno 50 (100,0) 22 (100,0)
PPARy ako je ACE ID/DD
Pro12Pro 98 (79,0) 49 (72,1) 1 1
Prol2Alaili Alal2Ala 26 (21,0) 19 (27,9) 0,68 (0,35-1,36) 0,277 0,44 (0,17-1,15) 0,094
ukupno 124 (100,0) 68 (100,0)
1L6 -174G>C
GG 51 (29,3) 33 (36,7) 1 1
GCiliCcC 123 (70,7) 57 (63,3) 1,40 (0,82-2,39) 0,225 1,16 (0,55-2,46) 0,698
ukupno 174 (100,0) 90 (100,0)
ATIR 1166A>C
AA 90 (51,7) 45 (50,0) 1 1
ACili CC 84 (48,3) 45 (50,0) 0,93 (0,56-1,55) 0,791 1,14 (0,56-2,31) 0,722
ukupno 174 (100,0) 90 (100,0)
LPL Pvull (-/+)
(-/-) 43 (24,7) 18 (20,0) 1 1
(-/+) ili (+/+) 131 (75,3) 72 (80,0) 0,76 (0,41-1,42) 0,390 0,77 (0,33-1,81) 0,550
ukupno 174 (100,0) 90 (100,0)
Ukupni kolesterol* 5,8 (5,3-6,4) 6,1 (5,2-6,7) 0,88 (0,70-1,11) 0,268 0,91 (0,49-1,70) 0,777
LDL kolesterol* 3,6 (3,1-4,2) 3,7 (3,2-4,3) 0,91 (0,73-1,14) 0,404 0,93 (0,50-1,74) 0,813
Opseg struka* 110,0 (104,0-117,0) 99,0 (93,8-103,0) 1,21 (1,15-1,27)  <0,001 1,26 (1,18-1,34) <0,001
Trigliceridi* 2,32 (1,77-3,44) 2,04 (1,71-2,72) 1,06 (0,93-1,21) 0,367 1,04 (0,83-1,30) 0,730
HDL kolesterol* 1,18 (0,96-1,39) 1,25 (1,04-1,51) 0,44 (0,20-0,96) 0,038 0,24 (0,06-0,96) 0,043
Sistolicki krvni tlak* 150,0 (136,6-165,9) 145,0 (131,5-162,3) 1,01 (1,00-1,02) 0,241 1,02 (0,99-1,04) 0,197
Dijastolicki krvni tlak* 92,3 (81,0-105,5) 90,0 (80,0-100,5) 1,01 (0,99-1,02) 0,437 0,99 (0,96-1,03) 0,719
Glukoza* 5,6 (5,0-6,7) 5,5 (4,9-6,5) 1,06 (0,94-1,20) 0,367 0,90 (0,73-1,11) 0,309
PPARy x ACE 1/D 0,04 (0,004-0,47) 0,010

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; *Medijan (interkvartilni raspon)
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U skupini s genotipom PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala, pacijenti s genotipom ACE ID ili II
imali su manje izglede za razvoj debljine u odnosu na ispitanike s genotipom ACE DD

(OR=0,11; 95% CI: 0,01-0,88, p=0,038) (graficki prikaz 3a).

EENI 2 30

Postotak ispitanika

O&MI < 30

K I ilil oo Icili 1l

ACE ako je pPARY ProllPro ACE ako je pragy
Prollala/alal2ala

Graficki prikaz 3a. BMI s obzirom na ucestalost genotipova ACE u ovisnosti o
genotipovima PPARy

Premda je interval pouzdanosti za omjer izgleda bio vrlo velik zbog malog broja sluc¢ajeva, u
skupini pacijenata s genotipom ACE DD, nosioci genotipa PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala
imali su statisticki znacajno vecée izglede za razvoj debljine u odnosu na nosioce genotipa

PPARy Prol12Pro (OR=9,98; 95% CI: 1,18-84,14; p=0,034) (graficki prikaz 3b).
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PPARy =ko je ACE DD PRARy ko je ACE 1DVl DD

Graficki prikaz 3b. BMI s obzirom na ucestalost genotipova PPARy u ovisnosti o
genotipovima ACE

U multivarijatnom predvidanju jo$ su ustanovljene povezanosti BMI sa spolom (p=0,009),
opsegom struka (p<0,001) i HDL kolesterolom (p=0,043). Muski ispitanici su imali manje
izglede za razvoj debljine (OR=0,30; 95% CI=0,12-0,74). Sa svakom jedinicom porasta u
opsegu struka izgledi za razvoj debljine povecavali su se 1,26 puta (OR=1,26; 95% CI: 1,18-
1,34), a sa svakom jedinicom porasta HDL kolesterola izgledi za debljinu su se smanjivali za

76% (OR=0,24; 95% CI: 0,06-0,96) (tablica 16).

Tablica 17. BMI s obzirom na prehranu u skupini ispitanika s MetS

BMI > 30 BMI <30 Ukupno Univarijatno
n (%) n (%) n (%) OR (95% CI) P
Mediteranska ili mjesovita 4 (33,3) 8 (66,7) 12 (100,0) 1
Kontinentalna 124 (66,0) 64 (34,0) 188 (100,0) 3,88 (1,12-13,36) 0,032

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Univarijatnom analizom utvrdeno je da su ispitanici ¢ija je prehrana bila kontinentalna imali
gotovo Cetiri puta vece izglede za pretilost u odnosu na one ¢ija je prehrana bila mediteranska

ili mjeSovita (OR=3,88; 95% CI: 1,12-13,36; p=0,032) (tablica 17).

63



Kad je rije¢ o predvidanju koje je ukljucivalo prehranu, zbog malog broja ispitanika cija je
prehrana bila mediteranska ili mjeSovita te visokih povezanosti interakcija gena i prehrane s
danim genom koja je vodila velikim pogreskama regresijskih koeficijenata, ove interakcije
nisu ispitane. Iz punog modela koji je sadrzavao sve ispitivane interakcije izmedu gena,
najprije je iskljutena interakcija izmedu PPARy i ATIR (Wald y’=0,37; df=1; p=0,544).
Nakon izbacivanja navedene interakcije, najviSu razinu statisticke znacajnosti imala je
interakcija izmedu genotipova PPARy i IL6 -174 G<C (Wald y°=0,40; df=1; p=0,526) te je
ona iskljucena iz prediktivnog modela. U sljede¢im koracima redom su izbacivane interakcije
izmedu PPARy 1 LPL (Wald X2=0,7O; df=1; p=0,402), zatim ACE i ATIR (Wald x2=1,35;
df=1; p=0,245). U prediktivnom modelu ostala je interakcija izmedu PPARy i ACE te je ona
bila statisti¢ki znadajno povezana s debljinom (Wald x*=5,53; df=1; p=0,019). Ova interakcija
je statisticki znacajno doprinijela predvidanju pretilosti u skupini pacijenata s MetS, iznad i
preko predvidanja koje nije ukljugivalo tu interakciju (3°=6,49; df=1; p=0,011). Nagelkerkeov
R’ prediktivnog modela koji je sadrzavao interakciju iznosio je 0,57, dok je u sklopu modela
bez interakcije iznosio 0,54.

U skupini bolesnika s genotipom PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala, ACE nije bio statisticki
znacajan prediktor pretilosti, no smjer povezanosti bio je jednak kao i1 u analizi koja nije
ukljucivala prehranu (OR=0,14; 95% CI: 0,01-1,31; p=0,085). S druge strane, u skupini
bolesnika s genotipom PPARy Prol2Pro, nositelji genotipa ACE ID ili II imali su preko tri
puta vecée izglede za pretilost u odnosu na nositelje genotipa ACE DD (OR=3,38; 95%CI:
1,01-11,32; p=0,048).

U skupini ispitanika s genotipom ACE 1D ili II, PPARy nije bio statisticki znacajan prediktor
pretilosti. Kao i u analizi koja nije ukljucivala prehranu, u skupini bolesnika s genotipom ACE
DD, nositelji genotipa PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala imali su statisticki znacajno vece
izglede za pretilost u odnosu na nositelje genotipa PPARy Prol2Pro (OR=13,16; 95% CI:
1,24-140,26; p=0,033).

Multivarijatnom analizom utvrdeno je da su u skupini bolesnika s MetS, uz interakciju
izmedu genotipova PPARy 1 ACE, statisticki znacajni prediktori debljine spol i opseg struka.
Pri tome su bolesnici muskog spola, u odnosu na one Zenskog spola, imali 71% manje izglede
za razvoj debljine (OR=0,29; 95% CI: 0,10-0,83; p=0,021). Takoder, jedini¢ni porast u
opsegu struka povecavao je izglede za pretilost za 26% (OR=1,26; 95% CI: 1,17-1,36;
p<0,001). Iako u ovoj analizi HDL kolesterol nije bio statisticki znacajan prediktor pretilosti,

smjer povezanosti bio je jednak kao 1 u analizi koja nije ukljucivala prehranu (OR=0,31; 95%
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CL: 0,05-2,11; p=0,233). U multivarijatnoj analizi prehrana nije bila statisticki znacajan

prediktor pretilosti (OR=3,79; 95% CI: 0,58-24,68; p=0,163).

5.5.2. Zdrave kontrole

U multivarijatnom predvidanju pretilosti u kontrolnoj skupini, zbog premalog broja pretilih

ispitanika te visokih povezanosti interakcija s ostalim prediktorima, interakcije nisu ispitane.

Tablica 18. Univarijatno i multivarijatno predvidanje BMI u kontrolnoj skupini

BMI > 30 BMI < 30 Univarijatno Multivarijatno
n (%) n (%) OR (95% CI) P OR (95% CI) P

Dob* 55,0 (45,0-61,5) 53,0 (45,8-59,0) 1,01 (0,97-1,06) 0,488 1,02 (0,93-1,12) 0,712
Spol

muski 6 (7,1) 78 (92,9) 1 1

zenski 16 (9,3) 156 (90,7) 1,33 (0,50-3,54) 0,564 142,79 (5,97-3413,1) 0,001
ACE 1/D

DD 7 (8,8) 73 (91,3) 1 1

IDili I 15 (8,5) 161 (91,5) 0,97 (0,38-2,48) 0,952 1,37 (0,21-9,15) 0,744
PPARyProl12Ala

Pro12Pro 15 (7,7) 179 (92,3) 1 1

Prol2Alaili Alal2Ala 7 (11,3) 55 (88,7) 1,52 (0,59-3,91) 0,387 0,65 (0,13-3,31) 0,607
IL6 -174G>C

GG 6 (6,8) 82 (93,2) 1 1

GCili CC 16 (9,5) 152 (90,5) 1,44 (0,54-3,82) 0,465 3,12 (0,55-17,84) 0,200
ATIR 1166A>C

AA 10 (7,7) 120 (92,3) 1 1

ACili CC 12 (9,5) 114 (90,5) 1,26 (0,53-3,04) 0,602 1,43 (0,32-6,31) 0,639
LPL Pvull

-/- 4 (5,8) 65 (94,2) 1 1

-/+ili +/+ 18 (9,6) 169 (90,4) 1,73 (0,56-5,31) 0,337 0,52 (0,09-3,12) 0,474
Ukupni kolesterol* 5,5 (4,2-6,2) 5,4 (4,9-6,1) 0,70 (0,42-1,16) 0,168 2,39 (0,02-353,15) 0,733
LDL kolesterol* 3,2 (2,5-3,9) 3,2 (2,7-3,8) 0,76 (0,42-1,34) 0,340 0,31 (0,002-41,90) 0,641
Opseg struka* 96,0 (88,5-103,0) 83,0 (75,5-91,5) 1,13 (1,07-1,18) <0,001 1,25 (1,11-1,41) <0,001
Trigliceridi* 1,18 (1,02-1,53) 1,02 (0,78-1,40) 1,17 (0,69-1,99) 0,556 0,50 (0,03-10,05) 0,653
HDL kolesterol* 1,43 (1,30-1,60) 1,69 (1,41-2,00) 0,21 (0,05-0,82) 0,024 0,11 (0,0-41,93) 0,470
Sistolicki krvni tlak* 125,0 (120,0-134,9) 120,0 (120,0-127,9) 1,03 (1,01-1,10) 0,020 1,08 (1,003-1,17) 0,041
Dijastoli¢ki krvni tlak* 80,0 (77,5-87,5) 80,0 (76,9-80,0) 1,03 (0,98-1,08) 0,293 0,99 (0,90-1,09) 0,781
Glukoza* 5,1 (4,6-5,6) 4,9 (4,6-5,3) 1,15 (0,63-2,11) 0,642 0,52 (0,14-1,87) 0,313

KRATICE: OR = omjer izgleda; 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; *Medijan (interkvartilni raspon)
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Multivarijatnim predvidanjem utvrdeno je da su Zenske ispitanice imale statisticki znacajno
vece izglede za razvoj debljine u odnosu na muske ispitanike (OR=142,79; 95% CI: 5,97-
3413,1). Takoder, jedini¢ni porast u opsegu struka povecavao je izglede za razvoj debljine za
25% (OR=1,25; 95% CI: 1,11-1,41), dok ih je jedinicni pomak u sistolickom krvnom tlaku
povecavao za 8% (OR=1,08; 95% CI: 1,003-1,17) (tablica 18).

Tablica 19. BMI s obzirom na prehranu u kontrolnoj skupini

BMI > 30 BMI <30 Ukupno Univarijatno
n (%) n (%) n (%) OR (95% CI) P
Mediteranska ili mjesovita 8 (7,3) 101 (92,7) 109 (100,0) 1
Kontinentalna 7 (8,1) 79 (91,9) 86 (100,0) 1,12 (0,39-3,22) 0,835

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Univarijatnom analizom nije utvrdena statisticki znaCajna povezanost izmedu prehrane i
debljine u kontrolnoj skupini (tablica 19).

U multivarijatnoj analizi koja je ukljucivala prehranu, ona nije bila statisticki znacajno
povezana s debljinom (OR=0,96; 95% CI: 0,17-5,39; p=0,966). I u ovoj analizi zene su imale
statisticki znacajno vecée izglede za razvoj debljine u odnosu na muskarce (OR=162,69; 95%
CI: 5,58-4739,7; p=0,003). Takoder, jedini¢ni porast u opsegu struka povecavao je izglede za
razvoj debljine za 23% (OR=1,23; 95% CI: 1,10-1,38; p<0,001). U ovoj analizi sistolicki
krvni tlak nije bio statisticki znacajan prediktor debljine, no smjer povezanosti bio je jednak

kao 1 u analizi koja nije ukljucivala prehranu (OR=1,06; 95% CI: 0.98-1,14; p=0,142).

5.6. Cimbenici rizika za povecan opseg struka

5.6.1. Ispitanici s metaboli¢kim sindromom

Budu¢i da je samo Sest pacijenata s normalnim opsegom struka imalo PPARy Prol2Ala ili
Alal2Ala genotip, interakcije izmedu ovog gena i ostalih nisu testirane. Interakcija izmedu
ACE 1 ATIR takoder nije testirana jer je svega Cetvero pacijenata imalo ACE DD genotip i

normalan opseg struka.
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Tablica 20. Univarijatno i multivarijatno predvidanje povefanog opsega struka u

ispitanika s MetS

Povecan Normalan Univarijatno Multivarijatno
n (%) n (%) OR (95% CI) P OR (95% CI) P

Dob* 54,0 (46,0-60,0) 55,0 (51,0-62,0) 0,96 (0,91-1,00) 0,059 0,97 (0,88-1,07) 0,547
Spol

muski 82 (33,5) 17 (89,5) 1 1

zenski 163 (66,5) 2 (10,5) 16,90 (3,81-74,90) <0,001 46,0 (2,12-995,41) 0,015

ukupno 245 (100,0) 19 (100,0)
ACE1/D

DD 68 (27,8) 4 (2L,1) 1 1

IDili IT 177 (72,2) 15 (78,9) 0,69 (0,22-2,17) 0,529 0,18 (0,01-4,16) 0,285

ukupno 245 (100,0) 19 (100,0)
PPARy Prol2Ala

Pro12Pro 186 (75,9) 13 (68,4) 1 1

Prol2Alaili Alal2Ala 59 (24,1) 6 (31,6) 0,69 (0,25-1,89) 0,467 0,28 (0,03-2,57) 0,261

ukupno 245 (100,0) 19 (100,0)
IL6 -174G>C

GG 78 (31,8) 6 (31,6) 1 1

GCili CC 167 (68,2) 13 (68,4) 0,99 (0,36-2,70) 0,981 1,18 (0,11-12,95) 0,895

ukupno 245 (100,0) 19 (100,0)
ATIR 1166A>C

AA 127 (51,8) 8 (42,1) 1 1

ACili CC 118 (48,2) 11 (57,9) 0,68 (0,26-1,74) 0,416 1,82 (0,23-14,30) 0,568

ukupno 245 (100,0) 19 (100,0)
LPL Pvull

(-/-) 56 (22,9) 5(26,3) 1 1

(-/+) ili (+/+) 189 (77,1) 14 (73,7) 1,21 (0,42-3,49) 0,731 3,12 (0,30-32,24) 0,340

ukupno 245 (100,0) 19 (100,0)
BMI* 32,0 (29,3-35,3) 28,0 (25,8-28,1) 1,44 (1,22-1,69) <0,001 2,77 (1,67-4,61) <0,001
Ukupni kolesterol* 5,8 (5,2-6,6) 6,3 (5,3-6,7) 0,93 (0,61-1,41) 0,729 0,59 (0,16-2,24) 0,438
LDL kolesterol* 3,6 (3,1-4,2) 4,2 (3,3-4,3) 0,81 (0,60-1,09) 0,165 0,96 (0,52-1,77) 0,900
Trigliceridi* 2,20 (1,72-3,14) 2,33 (1,98-4,80) 0,84 (0,73-0,97) 0,017 0,92 (0,61-1,39) 0,686
HDL kolesterol* 1,18 (0,96-1,39) 1,25 (1,04-1,51) 0,44 (0,20-0,96) 0,038 0,24 (0,06-0,96) 0,043
Sistoli¢ki krvni tlak* 148,4 (133,1-164,8) 146,8 (140,0-160,0) 1,00 (0,99-1,02) 0,734 0,96 (0,88-1,04) 0,309
Dijastolicki krvni tlak* 92,3 (80,0-105,5) 90,0 (84,5-99,0) 1,02 (0,98-1,05) 0,327 1,04 (0,93-1,17) 0,495
Glukoza* 5,5 (5,0-6,5) 6,4 (5,8-7,9) 0,85 (0,73-0,99) 0,031 0,77 (0,41-1,45) 0,420

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; *Medijan (interkvartilni raspon)

U multivarijjatnom predvidanju, uz kontrolu drugih varijabli, Zenske ispitanice su imale

statisticki znacajno veée izglede za povecan opseg struka (OR=46,0; 95% CI: 2,12-995,41). S

jedini¢énim porastom u BMI, izgledi za povecan opseg struka povecavali su se gotovo tri puta
(OR=2,77; 95% CI: 1,67-4,61). Sa svakom jedinicom porasta HDL kolesterola izgledi za
povecan opseg struka su se smanjivali za 76% (OR=0,24; 95% CI: 0,06-0,96) (tablica 20).
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Tablica 21. Opseg struka s obzirom na prehranu u skupini ispitanika s MetS

Povecan Normalan Ukupno Univarijatno
n (%) n (%) OR (95% CI) P
Mediteranska ili mjeSovita 11 (91,7) 1(8,3) 12 (100,0) 1
Kontinentalna 179 (95,2) 9 (4,8) 188 (100,0) 1,81 (0,21-15,58) 0,590

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Univarijatnom analizom nije utvrdena statisticki znac¢ajna povezanost izmedu opsega struka 1
prehrane (tablica 21).

Ukljucivanjem varijable koja se odnosila na prehranu u multivarijatno predvidanje, uzorak
bolesnika s normalnim opsegom struka sveo bi se na njih 10, stoga ova varijabla nije

uklju€ena u tu analizu.

5.6.2. Zdrave kontrole

Iz punog modela koji je sadrzavao sve ispitivane interakcije, najprije je iskljucena interakcija
izmedu PPARy i ACE (Wald XZZO,OO; df=1; p=0,958). Nakon izbacivanja navedene
interakcije, najvisu razinu statisticke znacajnosti imala je interakcija izmedu PPARy i ATIR
genotipova (Wald ¥’=0,09; df=1; p=0,763) te je ona iskljucena iz prediktivnog modela. U
sljede¢im koracima redom su izbacivane interakcije izmedu ACE i ATIR (Wald y*=1,83;
p=0,176), zatim PPARy i LPL (Wald y*=2.25; p=0,134) te PPARy i IL6 (Wald y*=2.85; df=1;
p=0,091).
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Tablica 22. Univarijatno i multivarijatno predvidanje poveéanog opsega struka u

kontrolnoj skupini

Dob*
Spol
muski
zenski
ukupno
ACE 1/D
DD
IDili 1T
ukupno
PPARy Prol2Ala
Pro12Pro
Prol12Alaili Alal2Ala
ukupno
IL6 -174G>C
GG
GCili CC
ukupno
ATIR 1166A>C
AA
ACili CC
ukupno
LPL Pvull
(--)
(/) ili (+/+)
ukupno
BMI*
Ukupni kolesterol*
LDL kolesterol*
Trigliceridi*
HDL kolesterol*
Sistolicki krvni tlak *
Dijastolicki krvni tlak*
Glukoza*

Povecan
n (%)
53,0 (41,5-59,0)

13 31,7)
28 (68,3)
41 (100,0)

11 (26,8)
30 (73,2)
41 (100,0)

27 (65,9)
14 (34,1)
41 (100,0)

13 31,7)
28 (68,3)
41 (100,0)

22 (53,7)
19 (46,3)
41 (100,0)

7(17,1)
34 (82.,9)

41 (100,0)
28,0 (26,1-30,1)
5,6 (4,8-6.5)
3,5 (2,8-4,0)
1,21 (1,00-1,53)
1,47 (1,30-1,84)

120,0 (120,0-126,0) 120,0 (120,0-133,0)

80,0 (71,5-80,0)
4,9 (4,6-5,4)

Normalan
n (%)
54,0 (47,0-60,0)

59 (32,1)
125 (67,9)
184 (100,0)

57 (31,0)
127 (69,0)
184 (100,0)

142 (77,2)
42 (22,8)
184 (100,0)

70 (38,0)
114 (62,0)
184 (100,0)

93 (50,5)
91 (49,5)
184 (100,0)

52 (28.3)
132 (71,7)

184 (100,0)
23,8 (22,0-25,1)
5,5 (4,8-6,1)
3,2 (2,7-3.8)
1,00 (0,78-1,38)
1,70 (1,43-2,05)

80,0 (75,5-83.5)
5,0 (4,6-5.4)

Univarijatno

OR (95% CI)
0,98 (0,95-1,02)

1
1,02 (0,49-2,10)

1
1,22 (0,57-2,61)

1
1,75 (0,84-3,64)

1
1,32 (0,64-2,72)

1
0,88 (0,45-1,74)

1
1,91 (0,80-4,59)

1,48 (1,30-1,68)
1,02 (0,72-1,47)
1,14 (0,76-1,73)
1,46 (0,94-2,26)
0,32 (0,11-0,92)
0,98 (0,95-1,01)
0,96 (0,93-1,00)
1,15 (0,66-1,99)

P
0,316

0,965

0,601

0,133

0,448

0,718

0,146

<0,001
0,897
0,523
0,094
0,034
0,140
0,057
0,626

Multivarijatno

OR (95% CI)
1,03 (0,97-1,10)

1
5,53 (1,17-26,07)

1
2,27 (0,69-7,45)

1
3,86 (1,24-12,06)

1
1,23 (0,40-3,79)

1
0,57 (0,20-1,64)

1
1,93 (0,47-7.,84)

1,72 (1,40-2,13)
1,01 (0,11-9,22)
1,13 (0,12-11,06)
1,57 (0,74-3,30)
0,94 (0,08-11,32)
0,98 (0,93-1,03)
0,91 (0,84-0,98)
0,80 (0,37-1,74)

P

0,326

0,031

0,176

0,020

0,715

0,298

0,359

<0,001

0,992
0,916
0,240
0,959
0,389
0,014
0,578

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; *Medijan (interkvartilni raspon)

U multivarijatnom predvidanju, nakon prilagodbe za sve druge varijable, Zene su imale vece

izglede za povisen struk u odnosu na muskarce (OR=5,53; 95% CI: 1,17-26,07). Nosioci

genotipa PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala imali su vece izglede za povecan opseg struka u
odnosu na nosioce genotipa PPARy Prol12Pro (OR=3,86; 95% CI: 1,24-12,06). Sa svakom

jedinicom porasta u BMI rizik za povecan opseg struka povecavao se gotovo dva puta
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(OR=1,72; 95% CI: 1,40-2,13). Kad je rije¢ o dijastolicCkom krvnom tlaku, s njegovim
porastom izgledi za povecan opseg struka su se smanjivali (OR=0,91; 95 CI: 0,84-0,98)
(tablica 22).

Tablica 23. Opseg struka s obzirom na prehranu u kontrolnoj skupini

Povecan Normalan Ukupno Univarijatno
n (%) n (%) OR (95% CI) P
Mediteranska ili mjeSovita 16 (15,0) 91 (85,0) 107 (100,0) 1
Kontinentalna 15 (17,4) 71 (82,6) 86 (100,0) 1,20 (0,56-2,59) 0,640

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Univarijatnom analizom nije utvrdena statisticki znaCajna povezanost izmedu prehrane i
opsega struka u kontrolnoj skupini (tablica 23).

Kad je rije¢ o analizi koja je ukljucivala prehranu, iz punog modela koji je sadrzavao sve
ispitivane interakcije, najprije je isklju¢ena interakcija izmedu PPARy i ACE (Wald ¢*=0.07;
df=1; p=0.796). Nakon izbacivanja navedene interakcije, najvisu razinu statisticke znacajnosti
imala je interakcija izmedu genotipova PPARy i ATIR (Wald v’=0,26; df=1; p=0,612) te je
ona iskljucena iz prediktivnog modela. U sljede¢im koracima redom su izbacivane interakcije
izmedu prehrane i ACE (Wald X2=0,63; df=1; p=0,429), zatim ACE i ATIR (Wald x2=0,39;
df=1; p=0,535), prehrana i PPARy (Wald x*=1,62; df=1; p=0,203), prehrana i IL6 (Wald
X2=1,36; df=1; p=0,243), prehrana i LPL (Wald X2=1,52; df=1; p=0,217), PPARy i LPL (Wald
v’=3,34; df=1; p=0,068), prehrana i ATIR (Wald y°=3,63; df=1; p=0,057) te PPARy i IL6
(Wald y*=3,21; df=1; p=0,073).

U multivarijatnom predvidanju koje je ukljucivalo prehranu, ona nije bila statisticki znacajan
prediktor povecanog opsega struka (OR=1,00; 95% CI: 0,32-3,10; p=0,999). Od ostalih
varijabli, statisticki znacajni prediktori bile su iste varijable kao i u predvidanju koje nije
ukljucivalo prehranu. Pri tome su, uz kontrolu drugih varijabli, ispitanice u odnosu na
ispitanike imale gotovo Sest puta veée izglede za poveéan opseg struka (OR=5,89; 95% CI:
1,16-29,93; p=0,033), dok su nositelji PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala genotipa imali preko
Cetiri puta vece izglede za povecan opseg struka u odnosu na nositelje PPARy Prol2Pro
genotipa (OR=4,10; 95% CI: 1,29-13,10; p=0,017). Jedini¢ni porast u BMI povecavao je
izglede za povecan opseg struka za 65% (OR=1,65; 95% CI: 1,33-2,04; p<0,001), a jedini¢ni
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porast u dijastoliCkom krvnom tlaku ih je smanjivao za 9% (OR=0,91; 95% CI: 0,84-0,99;
p=0,032).

5.7. Cimbenici rizika za poviSene vrijednosti triglicerida
5.7.1. Ispitanici s metaboli¢kim sindromom

Iz punog modela koji je sadrzavao sve ispitivane interakcije, najprije je iskljucena interakcija
izmedu PPARy i ACE (Wald ¥’=0,02; df=1; p=0,897). Nakon izbacivanja navedene
interakcije, najviSu razinu statisticke znacajnosti imala je interakcija izmedu genotipova
PPARy i LPL (Wald X2=O,47; df=1; p=0,494) te je ona iskljucena iz prediktivnog modela. U
sljede¢im koracima redom su izbacivane interakcije izmedu PPARy i IL6 (Wald y*=0,80;
df=1; p=0,370), zatim PPARy i ATIR (Wald y*=1,40; df=1; p=0,237) te ACE i ATIR (Wald
v’=2,86; df=1; p=0,091).
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Tablica 24. Univarijatno i multivarijatno predvidanje poviSenih triglicerida u ispitanika

s MetS
Poviseni Normalni Univarijatno Multivarijatno
n (%) n (%) OR (95% CI) P OR (95% CI) P

Dob* 54,0 (47,0-61,0) 53,0 (43,0-58,0) 1,03 (1,00-1,06) 0,057 1,01 (0,97-1,05) 0,576
Spol

zenski 125 (59,2) 40 (78,4) 1 1

muski 86 (40,8) 11 (21,6) 2,50 (1,22-5,15) 0,013 2,13 (0,82-5,55) 0,122

ukupno 211 (100,0) 51 (100,0)
ACE1/D

DD 59 (28,0) 12 (23,5) 1 1

IDili IT 152 (72,0) 39 (76,5) 0,79 (0,39-1,62) 0,523 0,54 (0,22-1,33) 0,179

ukupno 211 (100,0) 51 (100,0)
PPARy Prol2Ala

Pro12Pro 160 (75,8) 37 (72,5) 1 1

Prol2Alaili Alal2Ala 51 (24,2) 14 (27,5) 0,84 (0,42-1,68) 0,627 0,68 (0,29-1,59) 0,372

ukupno 211 (100,0) 51 (100,0)
IL6 -174G>C

GG 68 (32,2) 17 (33,3) 1 1

GCili CC 143 (67,8) 34 (66,7) 1,05 (0,55-2,01) 0,880 1,08 (0,49-2,39) 0,848

ukupno 211 (100,0) 51 (100,0)
ATIR 1166 A>C

AA 110 (52,1) 25 (49,0) 1 1

ACili CC 101 (47,9) 26 (51,0) 0,88 (0,48-1,63) 0,690 0,61 (0,29-1,29) 0,195

ukupno 211 (100,0) 51 (100,0)
LPL Pvull

(-/-) 47 (22,3) 13 (25,5) 1 1

(-/+) ili (+/+) 164 (77,7) 38 (74,5) 1,19 (0,59-2,42) 0,624 1,39 (0,58-3,36) 0,465

ukupno 211 (100,0) 51 (100,0)
BMI* 32,0 (28,9-35,0) 30,8 (28,3-35,8) 1,02 (0,95-1,09) 0,620 1,09 (0,96-1,22) 0,186
Ukupni kolesterol* 6,0 (5,3-6,7) 5,4 (4,8-6,1) 2,38 (1,63-3,48) <0,001 5,31 (2,79-10,11) <0,001
LDL kolesterol* 3,7 (3,2-4,3) 3,4 (2,8-3,9) 1,64 (1,12-2,39) 0,011 0,61 (0,62-1,02) 0,011
Opseg struka*® 106,0 (99,0-112,0) 104,0 (99,0-115,0) 1,00 (0,97-1,03) 0,997 0,97 (0,92-1,02) 0,214
HDL kolesterol* 1,19 (0,96-1,41) 1,24 (1,12-1,58) 0,27 (0,11-0,69) 0,006 0,08 (0,02-0,31) <0,001
Sistoli¢ki krvni tlak* 146,0 (132,2-163,7) 154,9 (138,0-174,8) 0,99 (0,98-1,00) 0,058 1,00 (0,98-1,03) 0,932
Dijastolicki krvni tlak* 90,0 (80,0-102,9) 96,8 (86,8-110,5) 0,98 (0,96-0,99) 0,011 0,97 (0,94-1,01) 0,179
Glukoza* 5,5 (4,9-6,6) 6,1 (5,2-6,5) 0,99 (0,87-1,14) 0,935 1,02 (0,81-1,28) 0,860

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; *Medijan (interkvartilni raspon)

U multivarijatnom predvidanju, uz kontrolu drugih varijabli, s jedini¢nim porastom u razini

ukupnog kolesterola izgledi za povisene trigliceride povecavali su se preko pet puta

(OR=5,31; 95% CI: 2,79-10,11). HDL kolesterol je takoder bio statisticki znacajan prediktor

razine triglicerida, pri ¢emu su se s jedini¢nim porastom u njegovoj razini izgledi za povisene

trigliceride smanjivali (OR=0,08; 95% CI: 0,02-0,31) (tablica 24).
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Tablica 25. Trigliceridi s obzirom na prehranu u skupini ispitanika s MetS

Poviseni Normalni Ukupno Univarijatno
n (%) n (%) n (%) OR (95% CI) P
Mediteranska ili mjeSovita 7 (58,3) 5(@41,7) 12 (100,0) 1
Kontinentalna 143 (75,7) 46 (24,3) 189 (100,0) 2,22 (0,67-7,33) 0,191

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Univarijatnom analizom nije utvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu triglicerida i
prehrane (tablica 25).

Kad je rije¢ o multivarijatnoj analizi koja je ukljuc¢ivala prehranu, pri ispitivanju interakcija u
multivarijjatnom predvidanju povisSenih triglicerida, interakcija izmedu prehrane i PPARy
genotipa je bila visoko povezana s PPARy genotipom, dok je interakcija izmedu prehrane i
LPL bila visoko povezana s LPL genotipom. To je dovelo do visokih pogresaka regresijskih
koeficijenata te nemogucnosti izraCuna omjera izgleda za te dvije interakcije, kao i za gene od
kojih se pojedina interakcija sastojala. Iz tih razloga te dvije interakcije izbacene su iz daljnjih
analiza. Iz punog modela koji je sadrzavao ostale ispitivane interakcije, najprije je iskljucena
interakcija izmedu prehrane i ATIR (Wald %°=0,00; df=1; p=0,992). Nakon izbacivanja
navedene interakcije, najviSu razinu statistiCke znaCajnosti imala je interakcija izmedu
genotipova PPARy 1 ACE (Wald X2=0,O8; df=1; p=0,777) te je ona iskljucena iz prediktivnog
modela. U sljede¢im koracima redom su izbacivane interakcije izmedu PPARy i LPL (Wald
v’=0,18; df=1; p=0,673), zatim prehrana i /L6 (Wald y*=0,19; df=1; p=0,666), prehrana i ACE
(Wald ¢*=0,21; df=1; p=0,650), PPARy i IL6 (Wald y’=0,80; df=1; p=0,371), ACE i ATIR
(Wald x*=1,71; df=1; p=0,192) te PPARy i ATIR (Wald x*=2,62; df=1; p=0,106).

U multivarijatnom predvidanju prehrana nije bila statisticki znaCajna prediktor poviSenih
vrijednosti triglicerida (OR=2,20; 95% CI: 0,50-9,62; p=0,294). Statisticki znacajni prediktori
utvrdeni multivarijatnom analizom bile su iste varijable kao i u analizi koja nije ukljucivala
prehranu. Pri tome su se sa svakim jedini¢énim pomakom u razini ukupnog kolesterola izgledi
za poviSene trigliceride povecavali oko 5,45 puta (OR=5,5; 95% CI: 2,77-10,72; p<0,001). Sa
svakim jedinicnim pomakom u razini HDL kolesterola izgledi za poviSene trigliceride

smanjivali za 84% (OR=0,16; 95% CI: 0,04-0,74; p=0,019).
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5.7.2. Zdrave kontrole

Budu¢i da je postojalo samo 6 ispitanika s genotipom PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala te

povisenim trigliceridima, interakcije izmedu ovog polimorfizma i ostalih nisu testirane. lako

je samo osam ispitanika imalo genotip AT/R 1166AA 1 povisene trigliceride, interakcija

izmedu ATIR 1 ACE uklju€ena je u multivarijatno predvidanje te je utvrdeno da nije statisti¢ki

znadajno povezana s trigliceridima (Wald ¢*=2,27; df=1; p=0,132), stoga je iskljuena iz

prediktivnog modela.

Tablica 26. Univarijatno i multivarijatno predvidanje poviSenih

kontrolnoj skupini

triglicerida u

Dob*
Spol
zenski
muski
ukupno
ACE 1/D
DD
IDili 1T
ukupno
PPARy Prol2Ala
Pro12Pro
Pro12Alaili Alal2Ala
ukupno
IL6 -174G>C
GG
GCili CC
ukupno
ATIR 1166A>C
AA
ACIliCC
ukupno
LPL Pvull
(--)
(/) ili (+/+)
ukupno
BMI*
Ukupni kolesterol*
Opseg struka*
HDL kolesterol*
Sistolicki krvni tlak*
Dijastolicki krvni tlak*
Glukoza*

Visoki
n (%)
54,0 (49,0-61,5)

16 (53.,3)
14 (46,7)
30 (100,0)

10 (33.,3)
20 (66,7)
30 (100,0)

24 (80,0)
6 (20,0)
30 (100,0)

8 (26,7)
22 (73,3)
30 (100,0)

8 (26,7)
22 (73,3)
30 (100,0)

11 (36,7)
19 (63,3)

30 (100,0)
24,0 (23,0-26,5)
5,5 (4,9-6,4)
86,0 (82,5-91,5)
1,36 (1,20-1,52)

120,0 (120,0-120,0) 120,0 (120,0-130,5)

80,0 (80,0-80,0)
5.1 (4,6-5.8)

Normalni
n (%)
53,0 (47,0-59,0)

157 (74,4)
54 (25,6)
211 (100,0)

63 (29.9)
148 (70,1)
211 (100,0)

159 (75,4)
52 (24,6)
211 (100,0)

76 (36,0)
135 (64,0)
211 (100,0)

112 (53,1)
99 (46,9)
211 (100,0)

54 (25,6)
157 (74,4)

211 (100,0)
24,0 (22,0-26,1)
5.4 (4,8-6,1)
83,0 (75,0-90,0)
1,70 (1,43-2,02)

80,0 (75,0-80,3)
4,9 (4,6-5,3)

Univarijatno

OR (95% CI)
1,02 (0,99-1,06)

1
2,54 (1,17-5,56)

1
0,85 (0,38-1,92)

1
0,76 (0,30-1,97)

1
1,55 (0,66-3,65)

1
3,11 (1,33-7,30)

1
0,59 (0,27-1,33)

1,07 (0,96-1,20)
1,46 (1,03-2,07)
1,03 (0,98-1,07)
0,05 (0,01-0,19)
0,98 (0,94-1,01)
1,02 (0,98-1,07)
1,13 (0,67-1,88)

P
0,208

0,019

0,699

0,579

0,317

0,009

0,205

0,198
0,036
0,234
<0,001
0,132
0,348
0,651

Multivarijatno

OR (95% CI) P

1,03 (0,96-1,10) 0,425
1

1,70 (0,38-7,64) 0,491
1

0,30 (0,08-1,11) 0,070
1

0,70 (0,17-2,82) 0,616
1

2,10 (0,58-7,64) 0,262
1

8,05 (1,85-35,0) 0,005
1

0,62 (0,15-2,52) 0,500

0,96 (0,73-1,26) 0,781

2,70 (1,40-5,24) 0,003

0,99 (0,91-1,09) 0,897

0,01 (0,00-0,08)  <0,001

0,90 (0,82-1,17) 0,092

1,12 (0,99-1,28) 0,080

0,62 (0,28-1,36) 0,233

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; *Medijan (interkvartilni raspon)
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U kontrolnoj skupini ukupni i LDL kolesterol su bili u visokoj medusobnoj povezanosti
(Spearman r=0,90; p<0,001). Buduéi da je na univarijatnoj razini LDL kolesterol bio u manjoj
mjeri povezan s trigliceridima (OR=1,24, 95% CI. 0,82-1,89; p=0,309) nego ukupni
kolesterol (OR=1,46; 95% CI: 1,03-2,07; p=0,036), LDL kolesterol je iskljuen iz
multivarijatnog predvidanja.

U multivarijatnom predvidanju, nakon prilagodbe za sve druge varijable, kontrolni ispitanici s
genotipom ATIR 1166AC ili CC imali su ve¢i rizik za poviSene trigliceride u odnosu na
nosioce genotipa AA (OR=8,05; 95% CI: 1,85-35,0). Sa svakom jedinicom porasta ukupnog
kolesterola izgledi za poviSene vrijednosti triglicerida povecavali su se vise od 2,5 puta
(OR=2,70; 95% CI: 1,40-5,24). Izgledi za poviSene vrijednosti triglicerida smanjivali su se s
porastom HDL kolesterola (OR=0,01; 95% CI: 0,00-0,08) (tablica 26).

Tablica 27. Trigliceridi s obzirom na prehranu u kontrolnoj skupini

Poviseni Normalni Ukupno Univarijatno
n (%) n (%) n (%) OR (95% CI) P
Mediteranska ili mjeSovita 12 (11,2) 95 (88,8) 107 (100,0) 1
Kontinentalna 8(9,3) 78 (90,7) 86 (100,0) 0,81 (0,32-2,09) 0,665

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Na univarijatnoj razini prehrana nije bila statisticki znacajno povezana s trigliceridima u
kontrolnoj skupini (tablica 27).

Kad je rije¢ o multivarijatnoj analizi, zbog premalog broja ispitanika s poviSenom razinom
triglicerida te visokih povezanosti interakcija s ostalim prediktorima, interakcije nisu ispitane.
U multivarijatnom predvidanju koje je ukljucivalo prehranu, ona nije bila statisticki znacajan
prediktor poviSenih vrijednosti triglicerida (OR=1,43; 95% CI: 0,31-6,63; p=0,644).
Multivarijatnim predvidanjem utvrdeno je da su u skupini zdravih ispitanika statisticki
znacajni prediktori povisenih triglicerida genotip AT/R, ukupni kolesterol t¢ HDL kolesterol.
Pri tome su ispitanici s genotipom A7/R 1166AC ili CC imali preko 6,5 puta vece izglede za
poviSene trigliceride u odnosu na ispitanike s genotipom A7/R 1166AA (OR=6,76; 95% CI:
1,32-34,69; p=0,022). Sa svakim jedini¢nim pomakom u razini ukupnog kolesterola izgledi za

povisene trigliceride povecavali su se oko 2,5 puta (OR=2,46; 95% CI: 1,17-5,14; p=0,017),
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dok su se sa svakim jediniénim pomakom u razini HDL kolesterola ti izgledi smanjivali 99%

(OR=0,99; 95% CI: 0,001-0,25; p=0,004).

5.8. Cimbenici rizika za snizen HDL Kkolesterol

5.8.1. Ispitanici s metaboli¢kim sindromom

Iz punog modela koji je sadrzavao sve ispitivane interakcije, najprije je iskljucena interakcija
izmedu PPARy i IL6 (Wald y*=0,14; df=1; p=0,710). Nakon izbacivanja navedene interakcije,
najvisu razinu statisticCke znacajnosti imala je interakcija izmedu genotipova PPARy i LPL
(Wald %°=0,21; df=1; p=0,645) te je ona iskljudena iz prediktivnog modela. U sljede¢im
koracima redom su izbacivane interakcije izmedu PPARy 1 ATIR (Wald v=0,63; df=1;
p=0,428), zatim PPARy i ACE (Wald x2=1,50; p=0,221) te ACE 1 ATIR (Wald X2=2,59; df=1;
p=0,107).
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Tablica 28. Univarijatno i multivarijatno predvidanje sniZenog HDL kolesterola u

ispitanika s MetS
Snizen Normalan Univarijatno Multivarijatno
n (%) n (%) OR (95% CI) P OR (95% CI) P

Dob* 52,0 (45,0-62,0) 54,5 (50,0-60,0) 0,99 (0,97-1,01) 0,325 1,03 (1,00-1,07) 0,084
Spol

muski 51 (35,2) 45 (38,8) 1 1

zenski 94 (64,8) 71 (61,2) 1,17 (0,71-1,94) 0,547 2,14 (1,04-4,37) 0,038

ukupno 145 (100,0) 116 (100,0)
ACE /D

DD 41 (28,3) 30 (25,9) 1 1

IDili IT 104 (71,7) 86 (74,1) 0,89 (0,51-1,54) 0,663 1,11 (0,55-2,21) 0,777

ukupno 145 (100,0) 116 (100,0)
PPARy Prol2Ala

Pro12Pro 109 (75,2) 87 (75,0) 1 1

Prol2Alaili Alal2Ala 36 (24,8) 29 (25,0) 0,99 (0.56-1,74) 0,974 0,81 (0,40-1,66) 0,569

ukupno 145 (100,0) 116 (100,0)
1L6 -174G>C

GG 45 (31,0) 39 (33,6) 1 1

GCiliCC 100 (69,0) 77 (66,4) 1,13 (0,67-1,90) 0,657 1,54 (0,80-2,96) 0,194

ukupno 145 (100,0) 116 (100,0)
ATIR 1166A>C

AA 73 (50,3) 62 (53,4) 1 1

ACili CC 72 (49,7) 54 (46,6) 1,13 (0,69-1,85) 0,618 1,21 (0,66-2,21) 0,539

ukupno 145 (100,0) 116 (100,0)
LPL Pvull

(-/-) 28 (19,3) 32 (27,6) 1 1

(-/+) ili (+/+) 117 (80,7) 84 (72,4) 1,59 (0,89-2,84) 0,116 1,44 (0,70-2,97) 0,325

ukupno 145 (100,0) 116 (100,0)
BMI* 32,0 (28,7-35,5) 31,4 (28,6-34,6) 1,03 (0,98-1,08) 0,297 1,06 (0,96-1,17) 0,248
Ukupni kolesterol* 5,5 (5,1-6,2) 6,4 (5,6-7,0) 0,51 (0,38-0,67) <0,001 0,15 (0,06-0,34) <0,001
LDL kolesterol* 3,4 (3,1-3,9) 4,0 (3,2-4,6) 0,67 (0,51-0,89) 0,006 2,61 (1,05-6,45) 0,038
Opseg struka* 107,0 (100,0-112,8) 106,0 (99,0-113,0) 1,00 (0,98-1,03) 0,805 0,99 (0,95-1,03) 0,597
Trigliceridi* 2,36 (1,76-3,54) 2,05 (1,72-2,73) 1,25 (1,05-1,48) 0,011 2,15 (1,56-2,96) <0,001
Sistolicki krvni tlak* 1404 (130,0-158,2) 152,8 (140,0-173,0) 0,98 (0,97-0,99) <0,001 0,98 (0,96-1,00) 0,075
Dijastolicki krvni tlak* 90,0 (80,0-101,8) 96,5 (88,0-108,5) 0,98 (0,96-0,996) 0,012 1,00 (0,97-1,04) 0,812
Glukoza* 5,42 (4,9-6,5) 5,9 (5,1-6,6) 0,97 (0,87-1,08) 0,527 0,83 (0,71-0,98) 0,029

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; *Medijan (interkvartilni raspon)

Multivarijatnim predvidanjem utvrdeno je da su statisticki znacajni prediktori snizenog HDL

kolesterola spol, ukupni te LDL kolesterol, trigliceridi 1 glukoza. Pri tome su Zenske ispitanice

imale preko dva puta vece izglede za snizen HDL kolesterol (OR=2,14; 95% CI: 1,04-4,37).

Jedini¢ni porast u razini ukupnog kolesterola je, uz kontrolu drugih varijabli, smanjivao

izglede za snizen HDL kolesterol (OR=0,15; 95% CI: 0,06-0,34), kao i porast u razini glukoze
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(OR=0,83; 95% CI: 0,71-0,98). Kad je rije¢ o LDL kolesterolu i trigliceridima, jedini¢ni
porast u razini LDL kolesterola povecavao je izglede za snizen HDL preko 2,5 puta
(OR=2,61; 95% CI: 1,05-6,45), dok ih je jedini¢ni porast u razini triglicerida povec¢avao preko
dva puta (OR=2,15; 95% CI: 1,56-2,96) (tablica 28).

Tablica 29. HDL kolesterol s obzirom na prehranu u skupini ispitanika s MetS

Snizen Normalan Ukupno Univarijatno

n (%) n (%) n (%) OR (95% CI) P
Mediteranska ili mjeSovita 7 (58,3) 5(@41,7) 12 (100,0) 1
Kontinentalna 81 (42,9) 108 (57,1) 189 (100,0) 0,54 (0,16-1,75) 0,301

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Univarijatnom analizom nije utvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu HDL
kolesterola i prehrane (tablica 29).

Kad je rije¢ o analizi koja je ukljucivala prehranu, zbog malog broja ispitanika Cija je
prehrana bila mediteranska ili mjeSovita te visokih povezanosti interakcija gena i prehrane s
danim genom koja je vodila velikim pogreSkama regresijskih koeficijenata, ove interakcije
nisu ispitane. Iz punog modela koji je sadrZzavao sve preostale interakcije, najprije je
iskljutena interakcija izmedu PPARy i IL6 (Wald x*=0,02; df=1; p=0,884). Nakon izbacivanja
navedene interakcije, najviSu razinu statistiCke znaCajnosti imala je interakcija izmedu
genotipova PPARy 1 LPL (Wald X2=0,17; df=1; p=0,684) te je ona iskljucena iz prediktivnog
modela. U sljede¢im koracima redom su izbacivane interakcije izmedu ACE 1 ATIR (Wald
X2=0,28; df=1; p=0,600), zatim PPARy i ACE (Wald X2=0,28; df=1; p=0,597) te PPARy i
ATIR (Wald y*=0,54; df=1; p=0,461). Unutar ovog prediktivnog modela prehrana nije bila
statisticki znacajan prediktor snizenog HDL kolesterola (OR=0,37; 95% CI: 0,09-1,57;
p=0,176). Ovim multivarijatnim predvidanjem utvrdeno je da su statisti¢ki znacajni prediktori
snizenog HDL kolesterola spol, ukupni kolesterol, trigliceridi te glukoza, kao i u prethodnoj
analizi. Pri tome su Zenske ispitanice imale preko 6,5 puta veée izglede za snizen HDL
kolesterol u odnosu na muske ispitanike (OR=6,65; 95% CI: 2,43-18,19; p<0,001). Sa svakim
jediniénim pomakom u razini ukupnog kolesterola izgledi za snizenu razinu HDL kolesterola
smanjivali su se 86% (OR=0,14; 95% CI: 0,05-0,44; p=0,001), dok su s jedini¢nim pomakom
u razini triglicerida izgledi za snizen HDL kolesterol povecavali preko dva puta (OR=2,30;
95% CI: 1,55-3,42; p<0,001). Kad je rije¢ o glukozi, sa jedinicnim pomakom u njezinoj razini

78



izgledi za snizen HDL kolesterol smanjivali su se za 24% (OR=0,76; 95% CI: 0,59-0,98;
p=0,034). Za razliku od prethodne analize, u ovoj LDL kolesterol nije bio statisticki znacajan
prediktor snizenog HDL kolesterola, no smjer povezanosti bio je jednak kao i u analizi koja

nije ukljucivala prehranu (OR=2,67; 95% CI: 0,82-8,64; p=0,102).

5.8.2. Zdrave kontrole

S obzirom na to da je postojalo 20 ispitanika sa snizenim HDL kolesterolom te su interakcije
izmedu gena bile u visokoj povezanosti s genima od kojih su se sastojale, interakcije nisu
ispitane.

U kontrolnoj skupini ukupni i LDL kolesterol bili su u visokoj medusobnoj povezanosti
(Spearman r=0,90; p<0,001). Budu¢i da je na univarijatnoj razini LDL kolesterol bio u manjoj
mjeri povezan s HDL kolesterolom (OR=0,89; 95% CI: 0,52-1,52; p=0,668), nego ukupni
kolesterol (OR=0,49; 95% CI. 0,29-0,85; p=0,012), LDL kolesterol je isklju¢en iz

multivarijatnog predvidanja.
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Tablica 30. Univarijatno i multivarijatno predvidanje sniZenog HDL kolesterola u

kontrolnoj skupini

Snizen Normalan Univarijatno Multivarijatno
n (%) n (%) OR (95% CI) P OR (95% CI) P

Dob* 49,5 (45,3-58,3) 54,0 (48,0-59,0) 0,96 (0,91-1,01) 0,121 0,98 (0,91-1,06) 0,589
Spol

muski 2 (10,0) 66 (29,9) 1 1

zenski 18 (90,0) 155 (70,1) 3,83 (0,87-16,99) 0,077 16,49 (1,08-252,89) 0,044

ukupno 20 (100,0) 221 (100,0)
ACE1/D

DD 5(25,0) 68 (30,8) 1 1

IDili IT 15 (75,0) 153 (69,2) 1,33 (0,47-3,82) 0,592 3,25 (0,59-17,81) 0,175

ukupno 20 (100,0) 221 (100,0)
PPARy Prol2Ala

Pro12Pro 16 (80,0) 167 (75,6) 1 1

Prol2Alaili Alal2Ala 4 (20,0) 54 (24,4) 0,77 (0,25-2,41) 0,658 1,06 (0,24-4,65) 0,944

ukupno 20 (100,0) 221 (100,0)
IL6 -174G>C

GG 7 (35,0) 77 (34,8) 1 1

GCili CC 13 (65,0) 144 (65,2) 0,99 (0,38-2,59) 0,989 0,78 (0,20-2,97) 0,712

ukupno 20 (100,0) 221 (100,0)
ATIR 1166A>C

AA 14 (70,0) 106 (48,0) 1 1

ACili CC 6 (30,0) 115 (52,0) 0,40 (0,15-1,07) 0,067 0,14 (0,03-0,68) 0,015

ukupno 20 (100,0) 221 (100,0)
LPL Pvull

(-/-) 3 (15,0) 62 (28,1) 1 1

(-/+) ili (+/+) 17 (85,0) 159 (71,9) 2,21 (0,63-7,81) 0,218 1,08 (0,21-5,43) 0,927

ukupno 20 (100,0) 221 (100,0)
BMI* 26,0 (24,0-27,0) 24,0 (22,0-26,0) 1,16 (1,02-1,31) 0,021 1,10 (0,89-1,37) 0,362
Ukupni kolesterol* 4,9 (4,4-5,6) 5,5 (4,9-6,1) 0,49 (0,29-0,85) 0,012 0,33 (0,14-0,76) 0,009
Opseg struka* 85,0 (79,0-93,0) 83,0 (75,3-90,0) 1,03 (0,98-1,08) 0,263 1,04 (0,97-1,12) 0,294
Trigliceridi* 1,47 (0,92-1,69) 1,02 (0,78-1,39) 1,96 (1,24-3,10) 0,004 5,94 (1,90-18,57) 0,002
Sistoli¢ki krvni tlak* 120,0 (120,0-120,0) 120,0 (120,0-130,0) 0,97 (0,93-1,01) 0,142 1,00 (0,94-1,06) 0,891
Dijastolicki krvni tlak* 80,0 (70,0-80,0) 80,0 (76,0-80,0) 0,96 (0,91-1,01) 0,094 0,93 (0,85-1,02) 0,109
Glukoza* 5,0 (4,7-5,7) 4,9 (4,6-5,3) 1,38 (0,77-2,48) 0,275 2,32 (0,75-7,20) 0,146

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; *Medijan (interkvartilni raspon)

Multivarijatnim predvidanjem utvrdeno je da su statisticki znacajni prediktori snizenog HDL

kolesterola u kontrolnoj skupini spol, genotip ATIR, ukupni kolesterol te trigliceridi. Pri tome

su, uz kontrolu drugih varijabli, Zenske ispitanice imale statisti¢ki znacajno vece izglede za

snizen HDL kolesterol (OR=16,49; 95% CI: 1,08-252,89). Nosioci genotipa ATIR 1166AC ili

CC imali su statisticki znacajno manje izglede za snizen HDL kolesterol u odnosu na nosioce

AA genotipa (OR=0,14; 95% CI: 0,03-0,68). Takoder, jedini¢ni pomak u razini ukupnog
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kolesterola smanjivao je izglede za snizen HDL (OR=0,33; 95% CI: 0,14-0,76), dok ih je
jedini¢ni pomak u razini triglicerida poveéavao (OR=5,94; 95% CI: 1,90-18,57) (tablica 30).

Tablica 31. HDL kolesterol s obzirom na prehranu u kontrolnoj skupini

Snizen Normalan Ukupno Univarijatno

n (%) n (%) n (%) OR (95% CI) P
Mediteranska ili mjesovita 11 (10,3) 96 (89,7) 107 (100,0) 1
Kontinentalna 4 (4,7) 82 (95,3) 86 (100,0) 0,43 (0,13-1,39) 0,157

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Na univarijatnoj razini prehrana nije bila statisticki znacajno povezana s razinom HDL
kolestrola u kontrolnoj skupini (tablica 31).

U analizi koja je ukljucivala prehranu, ova varijabla nije bila statisticki znac¢ajno povezana s
razinom HDL kolesterola (OR=0,27; 95% CI: 0,04-1.72; p=0,164). Kad je rije¢ o ostalim
varijablama, ovom analizom utvrdeno je da su statisti¢ki znacajni prediktori HDL kolesterola
u skupini zdravih ispitanika genotip AT/R 1 trigliceridi. Pri tome su nositelji genotipa ATIR
1166AC ili CC imali statisticki znacajno manje izglede za snizen HDL kolesterol u odnosu na
nositelje genotipa ATIR AA (OR=0,07; 95% CI: 0,01-0,51; p=0,009). Kad je rije¢ o
trigliceridima, sa svakim jedinicnim pomakom u njihovoj razini, izgledi za snizen HDL
kolesterol povecavali su se preko 7,5 puta (OR=7,70; 95% CI: 167-35,61; p=0,009). U ovoj
analizi spol nije bio statisticki znacajan prediktor HDL kolesterola, no smjer povezanosti bio
je jednak kao i u analizi koja nije ukljucivala prehranu (OR=463,1; 95% CI: 0,16-1315516;
p=0,130). Isti slu¢aj bio je 1 kad je rije¢ o ukupnom kolesterolu (OR=0,39; 95% CI: 0,14-1,08;
p=0,069).

5.9. Cimbenici rizika za visoki krvni tlak

5.9.1. Ispitanici s metabolickim sindromom

Iz punog modela koji je sadrzavao sve ispitivane interakcije, najprije je iskljucena interakcija
izmedu PPARy 1 ATIR (Wald X2=0,01; df=1; p=0,927). Nakon izbacivanja navedene
interakcije, najviSu razinu statisticke znacajnosti imala je interakcija izmedu genotipova

PPARy i LPL (Wald ¢*=0,21; df=1; p=0,650) te je ona iskljudena iz prediktivnog modela. U
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sljede¢im koracima redom su izbacivane interakcije izmedu PPARy i IL6 (Wald y*=0,33;
df=1; p=0,565), zatim PPARy i ATIR (Wald x*=0,42; df=1; p=0,518) te PPARy i ACE (Wald
v*=0,80; df=1; p=0,372).

Tablica 32. Univarijatno i multivarijatno predvidanje visokog krvnog tlaka u ispitanika

s MetS
Visok Normalan Univarijatno Multivarijatno
n (%) n (%) OR (95% CI) P OR (95% CI) P

Dob* 54,0 (47,0-60,0) 48,5 (37,8-59,0) 1,05 (1,01-1,09) 0,025 1,06 (1,002-1,11) 0,040
Spol

zenski 146 (61,9) 16 (66,7) 1 1

muski 90 (38,1) 8 (33,3) 1,23 (0,51-3,00) 0,644 6,29 (1,62-24,40) 0,008

ukupno 236 (100,0) 24 (100,0)
ACE1/D

DD 64 (27,1) 7 (29,2) 1 1

IDili IT 172 (72,9) 17 (70,8) 1,11 (0,44-2,79) 0,830 1,16 (0,39-3,47) 0,787

ukupno 236 (100,0) 24 (100,0)
PPARy Prol2Ala

Pro12Pro 179 (75,8) 16 (66,7) 1 1

Prol2Alaili Alal2Ala 57 (24,2) 8 (33,3) 0,64 (0,26-1,57) 0,326 0,43 (0,15-1,25) 0,123

ukupno 236 (100,0) 24 (100,0)
IL6 -174G>C

GG 74 (31,4) 10 (41,7) 1 1

GCili CC 162 (68,6) 14 (58,3) 1,56 (0,66-3,68) 0,306 1,99 (0,71-5,53) 0,190

ukupno 236 (100,0) 24 (100,0)
ATIR 1166A>C

AA 123 (52,1) 9 (37,5) 1 1

ACili CC 113 (47,9) 15 (62,5) 0,55 (0,23-1,31) 0,177 0,35 (0,11-1,07) 0,066

ukupno 236 (100,0) 24 (100,0)
LPL Pvull

(-/-) 58 (24,6) 3 (12,5) 1 1

(-/+) ili (+/+) 178 (75,4) 21 (87,5) 0,44 (0,13-1,52) 0,194 0,38 (0,08-1,87) 0,233

ukupno 236 (100,0) 24 (100,0)
BMI* 32,0 (28,9-35,0) 31,0 (26,8-33,7) 1,05 (0,96-1,16) 0,287 1,15 (0,96-1,38) 0,126
Ukupni kolesterol* 5,9 (5,3-6,7) 5,4 (5,0-6,1) 1,61 (1,03-2,54) 0,039 1,06 (0,51-2,21) 0,870
LDL kolesterol* 3,7 (3,2-4,3) 3,3 (2,6-3,7) 1,76 (1,03-3,00) 0,038 1,28 (0,70-2,33) 0,423
Opseg struka* 106,0 (100,0-113,0) 106,0 (98,3-112,0) 1,01 (0,97-1,05) 0,600 0,98 (0,91-1,05) 0,543
Trigliceridi* 2,18 (1,72-3,05) 2,75 (2,06-4,26) 0,92 (0,79-1,06) 0,225 0,90 (0,71-1,15) 0,393
HDL kolesterol* 1,11 (1,04-1,26) 1,27 (1,02-1,39) 0,37 (0,07-1,90) 0,234 0,13 (0,00-10,82) 0,361
Glukoza* 5,6 (5,0-6,5) 5,5 (4,7-7,0) 1,06 (0,84-1,34) 0,620 0,97 (0,75-1,26) 0,828

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; *Medijan (interkvartilni raspon)
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Multivarijatnom analizom, nakon prilagodbe za sve druge varijable, utvrdeno je da su
statisticki znacajni prediktori visokog krvnog tlaka u skupini ispitanika s MetS dob i spol. Pri
tome su sa svakom godinom porasta u dobi, izgledi za visok krvni tlak povecavali 6%
(OR=1,06; 95% CI: 1,002-1,11; p=0,040). Muskarci su, uz kontrolu drugih varijabli, imali
statisticki znacajno vece izglede za visok krvni tlak (OR=6,29; 95% CI: 1,62-24,40) (tablica
32).

Tablica 33. Krvni tlak s obzirom na prehranu u skupini ispitanika s MetS

Visok Normalan Ukupno

n (%) n (%) n (%)
Mediteranska ili mjeSovita 12 (100,0) 0(0,0) 12 (100,0)
Kontinentalna 173 (92,5) 14 (7,5) 187 (100,0)

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Budu¢i da prehrana niti jednog bolesnika s normalnim krvnim tlakom nije bila mediteranska
ili mjeSovita, nije bilo moguée izracunati omjer izgleda te ova varijabla nije ukljucena u

multivarijatno predvidanje visokog krvnog tlaka (tablica 33).

5.9.2. Zdrave kontrole

Iz punog modela koji je sadrzavao sve ispitivane interakcije, najprije je iskljucena interakcija
izmedu PPARy i LPL (Wald ¢*=0,08; df=1; p=0,776). Nakon izbacivanja navedene
interakcije, najviSu razinu statisticke znacajnosti imala je interakcija izmedu genotipova
PPARy i IL6 (Wald %*=0,29; df=1; p=0,592) te je ona iskljuena iz prediktivnog modela. U
sljede¢im koracima redom su izbacivane interakcije izmedu ACE i ATIR (Wald y*=0,42;
df=1; p=0,519), zatim PPARy 1 ATIR (Wald X2=0,76; df=1; p=0,384) te PPARy i ACE (Wald
v’=1,39; df=1; p=0,239).
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Tablica 34. Univarijatno i multivarijatno predvidanje visokog krvnog tlaka u kontrolnoj

skupini
Visok Normalan Univarijatno Multivarijatno
n (%) n (%) OR (95% CI) P OR (95% CI) P

Dob* 58,0 (52,0-63,0) 51,0 (44,0-57,0) 1,07 (1,04-1,10) <0,001 1,04 (1,01-1,08) 0,028
Spol

zenski 39 (54,9) 133 (72,3) 1 1

muski 32 (45,1) 51 (27,7) 2,14 (1,21-3,78) 0,009 2,89 (1,20-6,95) 0,018

ukupno 71 (100,0) 184 (100,0)
ACE 1/D

DD 18 (25.4) 62 (33,7) 1 1

IDili 1T 53 (74,6) 122 (66,3) 1,50 (0,81-2,77) 0,200 1,30 (0,62-2,73) 0,491

ukupno 71 (100,0) 184 (100,0)
PPARy Prol2Ala

Pro12Pro 53 (74,6) 140 (76,1) 1 1

Prol2Alaili Alal2Ala 18 (25,4) 44 (23,9) 1,08 (0,57-2,04) 0,810 0,78 (0,36-1,71) 0,535

ukupno 71 (100,0) 184 (100,0)
1L6 -174G>C

GG 26 (36,6) 62 (33,7) 1 1

GCili CC 45 (63,4) 122 (66,3) 0,88 (0,50-1,56) 0,660 0,86 (0,43-1,75) 0,682

ukupno 71 (100,0) 184 (100,0)
ATIR 1166A>C

AA 38 (53,5) 92 (50,0) 1 1

ACili CC 33 (46,5) 92 (50,0) 0,87 (0,50-1,50) 0,614 0,90 (0,45-1,78) 0,752

ukupno 71 (100,0) 184 (100,0)
LPL Pvull

(-/-) 23 (32,4) 45 (24,5) 1 1

(-/+) ili (+/+) 48 (67,6) 139 (75,5) 0,68 (0,37-1,23) 0,200 0,54 (0,26-1,14) 0,108

ukupno 71 (100,0) 184 (100,0)
BMI* 24,6 (23,0-27,9) 23,8 (22,0-26,0) 1,11 (1,02-1,20) 0,013 1,15 (1,00-1,32) 0,050
Ukupni kolesterol* 5,6 (5,0-6,3) 5,3 (4,7-6,1) 1,20 (0,92-1,58) 0,180 2,48 (0,28-21,58) 0,411
LDL kolesterol* 3,4 (2,9-3,9) 3,1 (2,6-3,7) 1,34 (0,97-1,84) 0,072 0,53 (0,06-4,48) 0,560
Opseg struka* 88,0 (80,0-96,0) 83,0 (75,0-90,0) 1,04 (1,01-1,06) 0,005 1,01 (0,96-1,07) 0,628
Trigliceridi* 1,04 (0,83-1,39) 1,05 (0,77-1,47) 0,75 (0,47-1,20) 0,235 0,30 (0,09-1,02) 0,084
HDL kolesterol* 1,60 (1,40-1,91) 1,68 (1,41-1,99) 0,96 (0,48-1,89) 0,898 0,30 (0,03-3,27) 0,322
Glukoza* 5,1 (4,7-5,6) 49 (4,5-5,3) 1,43 (0,97-2,10) 0,070 1,16 (0,71-1,90) 0,566

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda; *Medijan (interkvartilni raspon)

Multivarijatnim predvidanjem utvrdeno je da su statisticki znacajni prediktori visokog krvnog

tlaka u kontrolnoj skupini dob 1 spol. Pri tome su se sa svakom godinom porasta u dobi izgledi

za visok krvni tlak povecavali za 4% (OR=1,04; 95% CI: 1,01-1,08), a muski ispitanici su za

njega imali gotovo tri puta vece izglede (OR=2,89; 95 % CI: 1,20-6,95) (tablica 34).

Tablica 35. Krvni tlak s obzirom na prehranu u kontrolnoj skupini
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Visok Normalan Ukupno Univarijatno

n (%) n (%) n (%) OR (95% CI) P
Mediteranska ili mjesovita 28 (25,7) 81 (74,3) 109 (100,0) 1
Kontinentalna 40 (46,5) 46 (53,5) 86 (100,0) 2,52 (1,38-4,60) 0,003

KRATICE: OR — omjer izgleda; 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti za omjer izgleda

Univarijatnom analizom utvrdeno je da su ispitanici ¢ija je prehrana bila kontinentalna imali
oko 2,5 puta vece izglede za visok krvni tlak u odnosu na one ¢ija je prehrana bila
mediteranska ili mjeSovita (OR=2,52; 95% CI: 1,38-4,60; p=0,003) (tablica 35).

Kad je rije¢ o multivarijatnoj analizi koja je ukljucivala prehranu, iz punog modela koji je
sadrzavao sve ispitivane interakcije, najprije je iskljucena interakcija izmedu PPARy i LPL
(Wald ¢*=0,03; df=1; p=0,853). Nakon izbacivanja navedene interakcije, najvisu razinu
statistitke znaGajnosti imala je interakcija izmedu prehrane i ATIR (Wald y*=0,24; df=1;
p=0,623) te je ona iskljuena iz prediktivnog modela. U sljede¢im koracima redom su
izbacivane interakcije izmedu PPARy 1 ATIR (Wald X2=0,4O; df=1; p=0,526), zatim PPARy i
IL6 (Wald ¢*=0,48; df=1; p=0,488), prehrana i ACE (Wald y*=0,45; df=1; p=0,501), ACE i
ATIR (Wald y*=0,44; df=1; p=0,506), PPARy i ACE (Wald x*=1,02; p=0,313), prehrana i LPL
(Wald X2=1,44; df=1; p=0,231), prehrana i PPARy (Wald X2=1,24; df=1; p=0,265) te prehrana
i IL6 (Wald y*=1,21; df=1; p=0,272). U ovoj analizi prehrana nije bila statisticki znacajan
prediktor visokog krvnog tlaka (OR=1,56; 95% CI: 0,74-3,31; p=0,243). Multivarijatnom
analizom utvrdeno je da su u skupini zdravih ispitanika statisticki znacajni prediktori visokog
krvnog tlaka spol i dob ispitanika. Pri tome su muski ispitanici u odnosu na Zenske imali oko
tri puta vece izglede za visok krvni tlak (OR=2,98; 95% CI: 1,16-7,67; p=0,024). Kad je rije¢
o dobi, sa svakom godinom porasta u dobi, izgledi za visok krvni tlak povecavali su se 4%

(OR=1,04; 95% CI: 1,004-1,09; p=0,030).
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6. Rasprava

Istrazivanja koja su se bavila genetickom osnovom metabolickoga sindroma ukazuju da je
metabolicki sindrom poligenski 1 multifaktorijelni poremecaj koji nastaje slozenim
medudjelovanjem brojnih gena i ¢imbenika okoliSa. Stoga istraZivanje njegove geneticke
podloge jo$ uvijek predstavlja velik izazov. Postoje nesuglasja oko specifi¢nih definicija
MetS te postoje prijepori treba li istrazivati sindrom kao specifi¢an entitet mimo istrazivanja
pojedinacnih njegovih sastavnica. Neki znanstvenici drze upitnom vrijednost dijagnoze MetS,
nasuprot nespornoj vrijednosti dijagnosticiranja 1 lije€enja pojedinih poremecaja, poput
dislipidemije, hipertenzije i inzulinske rezistencije. Cesto se isti¢e da MetS ne treba shvacati u
patofizioloSkom smislu, ve¢ viSe kao pragmaticni pristup, za postizanje boljeg klinickog
ishoda. Ipak, nije upitno kako je koncept MetS upozorio i lije¢nike i javnost na vazne
interakcije kao $to je veza izmedu pretilosti i bolesti te povoljnih ucinaka tjelovjezbe na sve
sastavnice MetS. Koncept MetS takoder je snazno potaknuo istraZivanje ovih odnosa.
Razumijevanje genetickih ¢imbenika koji povezuju pojedine sastavnice MetS i njihove
meduodnose u MetS klinicki je vrlo vazno jer su sva obiljezja MetS pod snaznom genetickom
kontrolom. Ipak procjene nasljednosti su aproksimativne i ¢esto ne uzimaju u obzir interakcije
gena 1 okoliSa, prvenstveno prehrambenih navika, gena i spola te gena i1 gena, jer ih je u
humanoj populaciji tesko razluciti. Nadalje, procjene se odnose na odredene ispitivane
populacije i stoga odrazavaju populacijsku specifi¢nost i razli¢itost te veliku raznolikost
okolisnih ¢imbenika.

S obzirom na skromnu ulogu koju pojedina¢ni polimorfizmi gena imaju kao biljezi sloZenih
poremecaja i bolesti, ispitivanje interakcija gena moze rezultirati komplementarnim
informacijama koje mogu biti klinicki znacajne.

Nuklearni receptori PPAR reguliraju mnoge vazne stani¢ne 1 fizioloSke funkcije i vazni su
transkripcijski regulatori metabolizma masti 1 ugljikohidrata. Na molekularnoj razini nakon
aktivacije specificnim ligandima djeluju na ciljne gene. Sve je viSe dokaza i o dodatnim
nacinima djelovanja poput transrepresije i konstitutivne aktivacije receptora $to takoder ima
vaznu ulogu u signalizaciji posredovanoj putem PPAR. Mehanisti¢ke studije isti€u promotor-
specificne regulacije koje se deSavaju kroz uskladeno djelovanje koregulatora i kroz
integraciju vanjskih i1 unutarstani¢nih signalnih puteva preko posttranslacijskih modifikacija.
Jedan od glavnih rezultata stani¢ne aktivacije PPAR-a je uspostava ravnoteze izmedu stani¢ne

proliferacije, prezivljenja 1 diferencijacije. U ulozi lipidnih senzora PPAR-1 na lokalnoj razini
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moduliraju gensku ekspresiju prema metabolickom statusu i tako uskladuju komunikaciju
medu organima u razvojnim metaboli¢kim i imunoloskim procesima.

Rezultati predoCeni u ovoj disertaciji potvrduju vaznost interaktivnih u¢inaka polimorfizama
gena PPARy s nekim od njegovih ciljnith gena na povecanu podloZznost prema razvoju
poremecaja koji se ubrajaju u ¢imbenike MetS.

Nuklearni receptor PPARY ima vaznu ulogu u regulaciji ekspresije vise gena koji su ukljuceni
u diferencijaciju adipocita i skladiStenje lipida (Rangwala i Lazar, 2000; Kletzien i sur.,
1992). Stovise PPARY je vazan u regulaciju lipidne homeostaze i osjetljivosti na inzulin
(Olefsky, 2000). Glavni prirodni ligandi PPARY su PUFA 1 prostanoidi. Uz to, PPARY je pod
utjecajem vise masnih kiselina §to ukazuje na njegovu ulogu u prijenosu nutricijskih u
metabolicke signale.

U prikazanom radu ispitana je uloga polimorfizma PPARy Prol2Ala pojedinacno i u
interakciji s ciljnim genima LPL, [L6, ACE i ATIR. Vodeni spoznajom da zamjena
aminokiselina Prol2Ala u PPARy moze utjecati na strukturu i posljedi¢no funkciju proteina,
pri ¢emu varijanta 12Ala ima smanjen afinitet prema elementu odgovora u ciljnim genima, $to
u konacnici rezultira manje u¢inkovitom stimulacijom ciljnih gena (He, 2009), postavljena je
hipoteza o mogucem znacajnom ucinku interakcija navedenih gena.

I premda varijante gena PPARy promatrane zasebno u ovom istrazivanju nisu bile povezane s
MetS ili nekom od njegovih sastavnica, interakcija s varijantama gena LPL Pvull (-/+), IL6 -
174 G>C, ACE I/D 1 ATIR 1166A>C pokazala se statisticki zna¢ajnom za razvoj MetS ili za
poremecaj nekog od njegovih parametara.

Nositelji alela niske aktivnosti, PPARy 12Ala i LPL Pvull (+), odnosno kombinacije
genotipova LPL Pvull (-/+) i (+/+) i PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala imali su znacajno vece
izglede za razvoj MetS u odnosu na ispitanike koji nisu bili nositelji tih alela. Uloga PPARy u
regulaciji diferencijacije adipocita te metabolizmu lipida i masnih kiselina je dobro
razjasnjena i dokumentirana. PPARy ima vazno mjesto u regulaciji ekspresije i aktivnosti
LPL. Kako je i aktivnost LPL u korelaciji sa centralnim tipom debljine i sa serumskim
lipidima, razloZno je pretpostaviti kako interakcije gena koji ih kodiraju mogu doprinositi
razvoju MetS. Promotorska regija LPL 1 njezina uloga u regulaciji transkripcije su bili
predmetom opseznih istrazivanja. Regulatorna regija 5' sadrzi veci broj specifi¢nih elemenata,
izmedu ostalih 1 element odgovora za PPAR (engl. PPAR response element, PPRE)
(Schoonjans 1 sur., 1996). U studiji in vitro uoCena je za oko ~ 30% niza transaktivacija
promotora LPL u prisutnosti alela PPARy Alal2. Nakon tih nalaza istrazivanja su pokazala

kako supstitucija Prol2Ala moZe rezultirati snizenom aktivnosti LPL in vivo (Schneider i sur.,
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2002). SniZena aktivnost LPL dovodi do niza poremecaja u metabolizmu lipida. Stoga
mozemo zakljuciti da je nalaz o signifikantnosti interaktivnih uc¢inaka alela niske aktivnosti
PPARy 1 LPL za razvoj MetS u skladu s ranije dokumentiranim spoznajama o molekularnim
osobinama transkripcijskog faktora PPARy i1 jednog od njegovih vrlo vaznih ciljnih gena.
Polimorfizmi oba gena mogu u znacajnoj mjeri utjecati na opseg njihovih interakcija s
varijabilnim u¢incima na homeostazu ponajprije lipida, a posredno i drugih ¢imbenika koji u
konacnice dovode do inzulinske rezistencije i razvoja MetS.

Predoceni rezultati dalje ukazuju na vaznost koju moze imati interakcija gena PPARy s ciljnim
genom /L6 1 rezultiraju¢im ucinkom na razine glukoze u krvi. Ispitanici s MetS koji su bili
nositelji kombinacije genotipova IL6 -174GG i PPARy Prol12Ala ili Alal2Ala imali su manje
izglede za visoke vrijednosti glukoze na taste u usporedbi s nositeljima genotipa PPARy
Pro12Pro. Ve¢ je u ranijim istrazivanjima dokazana i potvrdena uloga PPARy u homeostazi
glukoze, ali su rezultati 1 zakljucci bili razli¢iti, ponekad 1 oprjecni. U slucajevima kada se
promatrala pojedinacna povezanost s rizikom za razvoj T2DM, varijanta PPARy 12Ala se u
viSe studija smatrala protektivnom (Gouda i sur., 2010). Medutim, drugi su znanstvenici
istaknuli 1 vaznu ulogu okolisnih ¢imbenika poput lipida u prehrani (Scacchi i sur., 2007) pa
cak 1 intrauterinih uvjeta razvoja (de Rooij i sur., 2006) kao modulatora povezanosti izmedu
PPARy i T2DM. U nasoj studiji varijanta PPARy 12Ala se pokazala zaStitnom u pacijenata s
genotipom /L6 -174GG, dok se u slucaju nositelja alela /L6 -174C, protektivna uloga PPARy
12Ala gubi, StoviSe, nositelji varijante 12Ala su imali ve¢i rizik postizanja visokih vrijednosti
glukoze u krvi u usporedbi s ispitanicima s varijantom Prol2. Ovaj nalaz se podudara s nekim
publiciranim radovima. Tako je u indijskoj populaciji genotip PPARy Ala/Ala bio u korelaciji
s debljinom i inzulinskom rezistencijom (Bhatt i sur., 2012), Sto ukazuje kako etnicka
pripadnost s razli¢itim genetickim naslijedem 1 okoliSnim c¢imbenicima moze imati
dominantnu ulogu. U naSoj studiji rezultati multivarijatnog predvidanja za hrvatsku
populaciju ukazuju da su kolesterol i TG takoder povezani s visokim razinama glukoze na
taste, pri cemu svaka jedinica porasta TG povecava za 1,3 puta rizik za pojavu povisSenih
koncentracija glukoze. Odnos izmedu metabolickih riziénih cimbenika i inzulinske
rezistencije je slozen, a abdominalna pretilost s disfunkcionalnim masnim tkivom predstavlja
vazan rizi¢ni ¢imbenik.

IL6 u kroni¢noj upali ima uglavnom proupalna svojstva. Povisene koncentracije IL6 u serumu
su Cesto u korelaciji s debljinom i nakupljanjem visceralnog masnog tkiva, poveéanim
rizikom poremecaja podnosenja glukoze, T2DM 1 visokim krvnim tlakom. Visceralno masno

tkivo luci znacajno vise IL6 u odnosu na potkozno tkivo, a takoder smanjuje aktivnost LPL u
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masnom tkivu, §to dovodi do smanjenog unosa TG. U ranijim istraZivanjima varijante gena
IL6 -174G>C se opisuju kao mogucéi modulatori razine citokina i metabolizma §to moze
dovesti do poremecene homeostaze glukoze i lipida te poviSenog rizika za razvoj
metaboli¢kih poremecaja. U viSe studija potvrdena je povezanost alela -174C s pokazateljima
debljine (Berthier i sur., 2003; Riikola i sur., 2009; Yu i sur., 2011). Takoder se istice najvece
smanjenje tjelesne mase u skupini ispitanika s genotipom /L6 -174CC (Razquin 2010).

Zbog manje potroSnje energije i inzulinske osjetljivosti, nositelji genotipa -174CC mogu biti
podlozniji razvoju debljine i inzulinske rezistencije (Fernandez-Real 1 sur., 2000; Kubaszek i
sur., 2003). U skladu s tim je i nalaz vece ucestalosti genotipa -174GG u skupini mrSavih
ispitanika i onih s nizim koncentracijama inzulina i glukoze u plazmi nakon primjene testa
optere¢enja glukozom (Berthier, 2005). Nasi rezultati su u skladu s ovim publiciranim
podacima. Vazno je istaknuti da je u naSih ispitanika alel /L6 -174C imao dominantniju ulogu
u razvoju visih koncentracija glukoze u odnosu na protektivnu ulogu alela PPARy 12Ala. U
literaturi se mogu naci i oprjecni rezultati s obzirom na ulogu polimorfizma /L6 -174G>C u
moduliranju koncentracije glukoze. Tako su opisane nize vrijednosti glukoze nataSte u
nositelja alela /L6 -174C (Hutch i sur., 2009). I neke druge studije, kao $to je jedna provedena
u Spanjolskoj-bjelackoj populaciji izvjeStavaju o slicnim povezanostima, ukazujuci na vezu
genotipa -174GG s T2DM, gdje je alel G bio ¢eS¢e zastupljen u ispitanika s hiperglikemijom i
smanjenom osjetljivosti na inzulin, uz pridruzene poremecaje u lipidnom profilu.

Niz oprjecnih rezultata potvrduje vaznost ispitivanja interakcija gena. To potvrduje i nalaz u
ovoj studiji koja je pokazala da varijanta /L6 -174C moze predstavljati razli¢itu podloznost
prema inzulinskoj rezistenciji ovisno o interakciji s varijantama gena transkripcijskog faktora
PPARy Prol2Ala. Stoga drzimo da ispitivanje interakcija gena moze pruziti dodatno
razumijevanje patofizioloSkih procesa koji mogu dovesti do razvoja poremecaja koji u
konacnici mogu rezultirati s MetS. Dobar primjer iz literature je i ispitivanje odnosa izmedu
polimorfizama gena za limfotoksin-o (LTA), TNF-a i IL 6 i rizika za MetS u kojem je
dodatno ispitano moze li sadrzaj masnih kiselina u plazmi modulirati ovaj odnos. U zakljucku
autori navode upravo interakcije genotipova LTA, TNF-a i IL 6 kao ¢imbenike povecanog
rizika za MetS, koji se dalje povecava uz niske vrijednosti polinezasi¢enih i pomakom prema
zasi¢enim masnim kiselinama, ukazuju¢i takoder na vaznu ulogu prehrane u modulaciji
genetickog rizika (Phillips i sur., 2010).

U nasoj studiji, u kontrolnoj skupini ispitanika bez MetS, uocena je povezanost izmedu

genotipa IL6 -174CC 1 veceg opsega struka, Sto je takoder u skladu s objavljenim literaturnim
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podacima koji istiCu povezanost alela C s pokazateljima debljine (Berthier i sur., 2003;
Riikola i sur., 2009; Yu i sur., 2011).

Nadalje, uocili smo interakciju izmedu genotipova PPARy i ACE znacajnu za vrijednosti
BMI. U skupini s genotipom PPARy Pro12Ala ili Alal2Ala, pacijenti s genotipom ACE 1D ili
II imali su manje izglede za razvoj debljine u odnosu na ispitanike s genotipom ACE DD S§to
je takoder u suglasju s nekim ranije objavljenim ispitivanjima (Passaro i sur., 2011) u kojima
je geneti¢ka kombinacija ACE DD/PPARy 12Ala bila povezana s ve¢im BMI i udjelom masti
u ispitivanoj talijanskoj Zenskoj populaciji. Kako moZemo objasniti ovu povezanost? Osobe s
genotipom ACE DD imaju vis§i BMI zbog poviSene razine ACE koje su uocene u nositelja
ovog genotipa (Rigat 1 sur., 1990; Tiret i sur., 1992). PoviSene razine ACE dalje rezultiraju
poviSenim razinama angiotenzina II koji se smatra troficnim ¢imbenikom u diferencijaciji
preadipocita u zrele adipocite (Saint-Marc 1 sur., 2001). Sustav renin-angiotenzin (RAS) ima
niz funkcija, a najvaznija je regulacija krvnog tlaka 1 intravaskularnog volumena. Od
nehemodinamskih ucinaka RAS-a sve veca pozornost pridaje se ucdincima RAS-a u
patofiziologiji debljine (Engeli i sur., 2000). S obzirom na ulogu angiotenzina II u adipogenoj
diferencijaciji, blokada sustava RAS moZe pospjesiti diferencijaciju adipocita i pomo¢i u
sprjeCavanju procesa koji dovode do razvoja debljine i SeCerne bolesti. Poznato je da ACE
inhibitori smanjuju rizik razvoja dijabetesa. Transkripcijski faktori PPAR moduliraju RAS
preko transkripcijske kontrole renina, angiotenzinogena, ACE i ATIR (Roszer i Ricote,
2010). Odnosi RAS-a 1 MetS su vrlo slozeni. Specificni c¢imbenici MetS
(hiperkolesterolemija, hiperglikemija, debljina) reguliraju ekspresiju komponenata RAS koje
aktiviraju stvaranje angiotenzina II i reakcije u odredenim vrstama stanica i tkiva. Regulirana
sinteza, katabolizam ili izluCivanje sastavnica RAS iz klju¢nih tipova stanica rezultiraju
angiotenzinom posredovanim mehanizmima koji potom pojacavaju ili doprinose razvoju
specificnih osobina MetS (Putnam i sur., 2012). Genska ekspresija molekula RAS je
modulirana pomo¢u PPARy. lako je aktivacijom PPARy olak$ana proizvodnja renina,
hipertenzivni ucinci aktivacije RAS-a su oslabljeni ligandima PPARY, jer dolazi do znacajnog
smanjenja razine Ang Il te ekspresije gena ACE 1 ATIR (Roszer i Ricote, 2010).

U prediktivnhom modelu koji je ukljucivao i1 prehranu interakcija izmedu PPARy 1 ACE je
takoder bila statisticki znacajno povezana s BMI. Mediteranski ili mjeSoviti tip prehrane bio
je povezan s nizim BMI u odnosu na ispitanike ¢ija je prehrana bila kontinentalnog tipa. Pod
utjecajem prehrane zapazeni su i neki drugaciji ucinci interakcija gena. Kao i u analizi koja
nije ukljucivala prehranu, u skupini bolesnika s genotipom ACE DD, nositelji genotipa PPARy

Prol12Ala ili Alal2Ala imali su statisticki znacajno vece izglede za razvoj debljine u odnosu
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na nositelje genotipa PPARy Prol2Pro. S druge strane, uz ukljuc¢enje u analizu i prehrane u
skupini bolesnika s genotipom PPARy Prol2Pro, nositelji genotipa ACE ID ili II su imali
preko tri puta veée izglede za pretilost u odnosu na nositelje genotipa ACE DD. Sli¢an je
nalaz zabiljezen u populaciji korejske djece u kojem se istice znacajna povezanost, ali
negativna korelacija izmedu alela ACE D 1 debljine uz visok unos soli u skupini djevojc€ica,
dok za djecake nije dokazana navedena korelacija (Yang i sur, 2013). Navedena korelacija je
bila ocita samo u osoba s visokim unosom soli, isticu¢i vaznu ulogu unosa soli u odnosima
izmedu polimorfizma ACE 1/D i debljine. Autori isti¢u da je to neocekivana korelacija i nisu
ponudili objaSnjenje zasto alel D uz visok unos soli ima zaStitnu ulogu u razvoju debljine.
Polinezasi¢ene masne kiseline su glavni prirodni ligandi PPARY, a polimorfizam Prol2Ala,
kao $to je pokazano na primjeru LPL, moze znac¢ajno utjecati na aktivaciju ciljnih gena medu
koje pripadaju 1 geni RAS. Stoga uloga prehrane moZe biti znacajna u regulaciji odnosa
PPARy 1 njegovih ciljnih gena s kranjim ucincima na metabolizam masti i ugljikohidrata.
Studije su pokazale da mediteranska prehrana s visokim udjelom maslinovog ulja moze
ponistiti Stetne ucinke rizi¢nih alela. U ispitivanjima u bjelackoj populaciji ustanovljeno je
kako visok omjer PUFA:SFA moze u nositelja alela PPARy Alal2 rezultirati smanjenjem
koncentracija kolesterola i triglicerida (AlSaleh i sur., 2012). Ranija istraZivanja istog autora
upucuju kako interakcija izmedu PPARy Prol2Ala 1 PPARa Leul62Val utjeCe na
koncentracije LDL kolesterola u plazmi te na udio malih gustih ¢estica LDL nakon dijete
bogate MUFA (AlSaleh i sur., 2011). I druge studije upucuju na sloZenost interakcija izmedu
nutrijenata 1 bioaktivnih sastojaka hrane 1 genoma. Tako prehrana bogata mastima moze
modulirati u¢inke polimorfizma PPARy Prol2Ala (Helwig i sur., 2007) s najve¢im uc¢inkom
PUFA i zasi¢enih masnih kiselina (engl. saturated fatty acids, SFA). U kohortnoj studiji u
bjelackoj populaciji koja je ukljucivala 592 nedijabeticka ispitanika, ustanovljene su
negativne korelacije koncentracija inzulina nataSte s omjerom prehranom uzetih PUFA/SFA,
uz snaznu interakciju izmedu tog omjera i polimorfizma Prol2Ala s utjecajem na BMI i
koncentaracije inzulina. U slucaju niskog omjera PUFA/SFA, BMI je bio veéi u nositelja alela
Alal2 u odnosu na homozigote za alel Prol2, dok je u slucaju visokog dijetalnog omjera
nalaz bio suprotan (Luan 1 sur., 2001). Vazna uloga polimorfizma PPARy Prol2Ala u
modifikaciji interindividualne varijabilnosti triacilglicerola s obzirom na unos n-3 masnih
kiselina pokazana je i u studiji Lindi i suradnika (2003). Uz povoljne uc¢inke mediteranskog
tipa dijete u smanjivanju opsega struka u populaciji ispitanika s visokim kardiovaskularnim
rizikom, takoder je pokazano da mediteranska prehrana moze ponistiti negativne ucinke alela

IL6 -174C (Razquin 1 sur., 2010). Istice se i1 protektivna uloga alela C polimorfizma /L6 -
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174G>C protiv ponovnog povrata izgubljene tjelesne mase. Stovise, prisustvo alela PPARy
12Ala zajedno s alelom C pojacava tu zastitnu ulogu (Goyenechea, 2006).

Iz svega navedenog mozemo zakljuciti da interakcija gena PPARy i ACE moze doprinijeti
varijabilnim vrijednostima BMI, koje dodatno mogu biti regulirane utjecajem prehrane, Sto je
pokazano i rezultatima iz naSe studije. Na temelju naSih nalaza mozemo barem dijelom
pojasniti zasto su do sada publicirani podaci o utjecaju varijante PPARy 12Ala na BMI, a koji
ne ukljucuju i podatke o prehrani ili moguée interakcije s ciljnim genima nekonzistentni. Tako
se izvjeStava o povezanosti alela PPARy 12Ala s nizim BMI (Deeb 1 sur., 1998; Damcott i
sur., 2004) ili visim BMI (Masud i sur., 2003) te povecanim rizikom razvoja debljine (Ochoa i
sur., 2004). U nasoj studiji, u kontrolnoj skupini ispitanika u multivarijatnom predvidanju,
ustanovljeno je da nositelji alela PPARy 12Ala imaju znacajno veci opseg struka u odnosu na
nositelje alela PPARy Prol2.

Prikazani podaci potvrduju da genske varijante PPARy Prol2Ala u interakciji s nekima od
svojih polimorfnih ciljnih gena, mogu modulirati patofizioloSke procese u razvoju MetS u
hrvatskoj populaciji. Ovim se istrazivanjem takoder ukazuje na moguce razloge neslaganja
podataka izmedu pojedinih studija, koji se mogu barem dijelom obrazloziti interakcijama
gena te pripisati razliCitoj etnickoj pripadnosti ispitanika s znacajnim razlikama u
prehrambenim navikama.

Postoji jo§ uvijek niz nepoznanica o PPAR koje treba ispitati, od njihove molekularne
aktivnosti do posljedi¢nih fizioloskih fenotipskih osobina. Nove tehnologije uz studije cijelog
genoma ¢e svakako doprinijeti novim otkri¢cima o ulozi PPAR-a $to ¢e dalje pomo¢i u
dizajniranju novih farmakoloskih strategija i ciljeva.

Multivarijatnim predvidanjem u skupini s MetS utvrdena je statisticki znaCajna povezanost
izmedu tipa prehrane te koncentracije triglicerida, opsega struka, BMI, vrijednosti sistolickog
krvnog tlaka, genotipa ATIR te izgleda za razvoj MetS. Mediteranski ili mjeSoviti tip prehrane
bio je povezan s nizim vrijednostima triglicerida, opsega struka, BMI 1 sistolickog krvnog
tlaka te znaCajno manjim izgledima za razvoj MetS u odnosu na ispitanike ¢ija je prehrana
bila kontinentalnog tipa. Povoljan ucinak mediteranskog tipa prehrane s veéim udjelom
takozvanih ,,zdravih* namirnica, koje osiguravaju prehranu s viSe nezasi¢enih masnih kiselina
1 vlakana, na razlicita fenotipska svojstva izrazena u MetS, dobro je poznat i dokumentiran u
literaturi. Provedena je studija u hrvatskoj populaciji s ciljem usporedbe raspodjele rizi¢nih
kardiovaskularnih ¢imbenika izmedu kontinentalne i mediteranske regije te urbanih i ruralnih

podru¢ja (Bergman Markovi¢ 1 sur., 2011). Autori isticu vele optereéenje rizicnim
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¢imbenicima u kontinentalnoj regiji i ruralnim podrucjima Sto povezuju s razlikama u nacinu
zivota ukljucujuéi prehranu i tjelesnu aktivnost.

Navode se vazni kardioprotektivni u€inci mediteranske prehrane (MedDiet) te pozitivni ucinci
na pretilost 1 T2DM. Koncept MedDiet potjece iz 1950-ih godina iz studije koju je potaknuo
Keys (engl. Seven Countries Study). Studija je pokazala da je, unato€ visokom unosu masti,
stanovnistvo otoka Krete u Grékoj imalo vrlo nisku stopu koronarne bolesti srca i nekih vrsta
raka te duzi zivotni vijek (Nestle, 1995). U klinickim ispitivanjima bolesnika s infarktom
miokarda koji su uzimali mediteransku dijetu navodi se da je rizik od novih akutnih sréanih
dogadanja bio nizi za 70 % u skupini ispitanika na MedDiet (de Lorgeril i sur., 1999). Nasi
rezultati su u skladu s ranijim istrazivanjima koja su navedena u uvodnom dijelu (Esposito i
sur., 2004; Liese i sur., 2004; Wirfalt i sur., 2001). I drugi su ustanovili nizu prevalenciju
MetS u ispitanika na mediteranskoj prehrani, bez obzira na dob, spol, tjelesnu aktivnost,
lipidni status 1 krvni tlak (Panagiotakos 1 sur., 2004). Prospektivna studija Tortosa i suradnika
takoder istice nizu pojavnost MetS medu ispitanicima na MedDiet (Tortosa i sur., 2007).
Najnovija istrazivanja (Salas-Salvadé i sur., 2014) uéinaka mediteranske dijete obogacene
ekstra djevi¢anskim maslinovim uljem (engl. extra virgin olive oil, EVOO) isticu za 30%
smanjenje rizika nastanka T2DM u odrasloj populaciji s visokim kardiovaskularnim rizikom u
usporedbi s dijetom s niskim udjelom masti. Podaci su dobiveni u okviru istrazivanja
Spanjolske kardiovaskularne preventivne studije Prevencion con Dieta Mediterranea
(PREDIMED) na ispitanicima koji pri uklju¢ivanju u ispitivanje nisu imali T2DM. IzneSeni su
snazni dokazi kako dugotrajna primjena mediteranske dijete oboga¢ene s EVOO bez
energetske restrikcije, moze doprinijeti znacajnom smanjenju rizika za T2DM u odrasloj
populaciji s visokim kardiovaskularnim rizikom.

U naSoj studiji uz kontrolu drugih varijabli, mediteranska ili mjeSovita prehrana bila je
ucestalija kod nositelja genotipa AT/R 1166AC ili CC u odnosu na genotip A7/R 1166AA.
Povezanost genotipa AT/R s odredenom vrstom namirnica/prehrane koje pojedinac moze
preferirati treba analizirati nutrigenetickim pristupom koji ispituje na koji nacin genske
varijante mogu predodrediti nutritivne potrebe 1 sklonosti pojedinca u fizioloSkim, ali 1
odredenim patofizioloSkim uvjetima (Simopoulos, 2010; Ferguson, 2009). U slucaju gena
ATIR treba imati na umu pleiotropnu ulogu koju RAS ima u ljudskom organizmu.

RAS preko ATIR regulira razli¢ite hemodinamske procese (homeostazu tekuéine, stvaranje
aldosterona, bubreznu funkciju, kontrakciju glatkih misi¢a krvnih zila) i nehemodinamske
fizioloske odgovore (indukciju citokina, stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva, stimulaciju

sinteze kolagena, apoptozu 1 hipertrofiju). Nehemodinamsko djelovanje angiotenzina II ima
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srediSnju ulogu ne samo u etiologiji poviSenog krvnog tlaka ve¢ i1 u patofiziologiji hipertrofije
1 zatajenja srca, zadebljanja krvnih Zzila i ateroskleroze. U slucaju naseg nalaza ne smije se
zanemariti niti uloga koju RAS ima u patofiziologiji debljine (Engeli i sur., 2000).
Angiotenzin II inhibira adipogenu diferencijaciju i stoga se pretpostavlja da blokada sustava
RAS pospjesujuci diferencijaciju adipocita moZe pomoc¢i u preveniranju procesa koji dovode
do razvoja debljine i Secerne bolesti. Kako mozemo objasniti nalaz u nasem istrazivanju gdje
je ustanovljena statisticki znac¢ajana povezanost izmedu mediteranske ili mjeSovite prehrane u
ispitanika s MetS s genotipom A7/R 1166CC ili AC? Zasto nositelji genotipa AT/R 1166CC
ili AC ceSce biraju mediteranski ili mjeSoviti, dakle ,,zdraviji* tip prehrane?

U literaturi postoje kontradiktorna izvjeS¢a o ulozi polimorfizma ATI/R 1166A<C koji se
povezuje se s razlicitim fenotipskim osobinama. Analiziraju¢i sve do sada objavljene studije
alel 1166C se u viSe studija drzi rizicnim cimbenikom za esencijalnu hipertenziju
(Bonnardeaux 1 sur., 1994; Wang i sur., 1997), sistolic¢ki krvni tlak, infarkt miokarda (Tiret i
sur., 1994), hipertrofiju lijevog ventrikula (Osterop i sur., 1998), bolesti koronarnih arterija
(CAD), preeklampsiju i mozdani udar i poveéanu razinu oksidativnog stresa u zatajenju srca
(Cameron 1 sur., 2006). I u predoCenoj studiji u multivarijatnom predvidanju, nakon
prilagodbe za sve druge varijable, kontrolni ispitanici s genotipom A7/R 1166AC ili CC imali
su veci rizik za poviSene trigliceride u odnosu na nosioce genotipa AA. Prema navedenim
nalazima mozemo komentirati da su nosioci rizi¢nog alela i time geneticke predispozicije za
razvoj niza poremecaja koje ukljucuje 1 MetS 1 sve njegove posljedice, razvili prilagodbu
odabirom zdravijih namirnica i time stvorili preduvjete za smanjenje rizika od Stetnih u¢inaka
zbog genetickog ustrojstva.

Objavljeni su i drugaciji nalazi u kojima alel 1166C nije rizi¢ni, ve¢ zastitni alel. Tako prema
drugima (Abdollah i sur., 2005) koji su u ispitanika s MetS testirali povezanosti s ATIR,
genotip 1166CC je predstavljao genetiCku predispoziciju za povoljne ucinke na
antropometrijska i metabolicka svojstva, a koja su dalje vazna u procjeni kardiovaskularnog
rizika. U Svedskoj studiji (Moellsten i1 sur., 2008) genotip 1166AA se navodi kao rizi¢ni
¢imbenik za razvoj mozdanog udara.

I drugi autori takoder opisuju kako varijante gena mogu utjecati/odrediti prehrambene navike
odnosno odabir vrste namirnica. Ispitivanjem polimorfizma PPARy Prol2Ala 1 varijante
Glu27Glu u beta 2-adrenergickom receptoru, ustanovljeno je da su nositelji oba varijantna
alela ¢es¢e uzimali vece koli¢ine PUFA te su vise gubili na tezini (Rosado i sur., 2006). U
studiji McCaffery i suradnika (2012) rizi¢ni alel gena F7O (rs1421085) se povezuju s

ucestalijom konzumacijom hrane tijekom dana (p = 0,001) a ucinak je perzistirao i nakon
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prilagodbe za tjelesnu masu (p = 0,004). Nadalje, rizicne varijante gena BDNF su bile
povezane s CeS¢im konzumiranjem mlije¢nih proizvoda, mesa, jaja, oraSastih plodova i
grahorica (p < 0,004). Za rizi¢ni alel gena SH2B1 (rs4788099) ustanovljena je povezanost s
viSe obroka mlije¢nih proizvoda (p = 0,001), dok je rizi¢ni alel gena TNNI3K (rs1514176) bio
povezan s znac¢ajno manjim udjelom energije dobivene iz bjelancevina (p = 0,002). Autori na
kraju zakljucuju da razli¢ite genske varijante koje se povezuju s debljinom mogu utjecati na
odabir 1 koli¢inu namirnica pojedinaca s prekomjernom tjelesnom masom ili debelih osoba s
T2DM. U ve¢ spomenutom istrazivanju provedenom medu djecom koja su imala neogranicen
pristup hrani, djeca nositelji varijante 70 koja se povezuje s debljinom, konzumirala su viSe
kalorija, pri ¢emu je veci unos energije bio postignut ne zbog povecane koli¢ine konzumirane
drugih polimorfizama locirano u ili blizu gena povezanih s regulacijom apetita (Willer i sur.,
2009), a pet gena identificiranih u istrazivanjima debljine (SH2BI, KCTD15, MTCH?2,
NEGRI1 1 BDNF) povezuju se s razinom makronutrijenata preuzetih iz hrane (Bauer i sur.,
2009).

I dok smo u ovoj studiji na primjeru gena ATIR pokazali postojanje geneticke predispozicije
pojedinca prema odredenom tipu prehrane (mediteranska, mjeSovita ili kontinentalna), nismo
uspjeli dokazati interaktivne ucinke prehrane i gena na pojavnost MetS ili neke od njegovih
sastavnica osim u slu¢aju interakcije PPARy i ACE s utjecajem na BMI. Pretpostavljamo da je
za ispitivanje uloge interakcija gena i nutrijenata potrebno istraZivanje provesti na veéem
broju ispitanika s bolje definiranim/ras¢lanjenim skupinama namirnica-nutrijenata.

U literaturi takoder nalazimo viSe primjera s oprje€nim, negativnim i pozitivnim korelacijama
gena i prehrane.

U populacijskoj studiji Malmo Diet and Cancer Study s oko 30 000 ispitanika Zeljelo se
ustanoviti je li geneticka podloznost za razvoj debljine povezana s prehrambenim navikama i
moze li vrsta namirnica modificirati genetiCku podloznost (Rukh i sur., 2013). Najprije je
ispitana povezanost izmedu 16 SNP povezanih s BMI i pridruzenim svojstvima,
identificiranim u studijama GWA. Nakon toga je medu nedijabeti¢kim ispitanicima provedena
analiza povezanosti izmedu GRS koji je uklju¢ivao 13 potvrdenih SNP i svakog pojedinacnog
SNP i relativnog unosa masti, Secera, bjelancevina, vlakana te ukupnog unosa energije, te
analiza interakcija s BMI i pridruzenim svojstvima. GRS je snazno bio povezan s pove¢anim
BMI, koli¢inom masti i tjelesnom masom. Visi GRS je bio povezan s nizim ukupnim unosom
energije te viSim unosom vlakana. Nije uoc¢ena znacajna interakcija izmedu GRS i vrste hrane

s utjecajem na BMI ili sa osobinama povezanima s debljinom. Od pojedinacnih SNP, nakon
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korekcije za viSestruko testiranje, NEGRI rs2815752 je bio povezan s vrstom namirnica, dok
je BDNF rs4923461 u interakciji s unosom bjelanéevina utjecao na BMI. U zakljuc¢ku autori
navode da njihova studija nije pruzila dokaze o glavnoj ulozi makronutrijenata, vlakana ili
ukupnog energetskog unosa u modifikaciji geneticke podloznosti za razvoj debljine. Autori
ipak isti¢u da broj rizi¢nih alela kao 1 pojedinacni genski lokusi povezani s debljinom mogu
utjecati na regulaciju unosa hrane i energije te da neki pojedina¢ni lokusi ipak mogu uéi u
interakciju s prehranom. Slicne zakljucke nalazimo i u publiciranim rezultatima studije
MONICA/KORA, s 12,462 ispitanika (Holzapfel 1 sur., 2010). Cilj te studije je bio ispitati
povezanosti genetickih faktora s BMI te dalje istraziti i mogu¢i utjecaj prehrambenih navika 1
potroS$nje energije te zakljuciti moze li odredeni nacin Zivota modulirati ustanovljene
povezanosti izmedu genskih polimorfizama i BMI. Ispitana je povezanost sedam
polimorfizama, ranije identificiranih putem GWAS, u ili blizu gena NEGRI, TMEMIS,
MTCH2, FTO, MC4R, SH2BI i1 KCTDI5. Potvrdena je povezanost varijantnog alela
156548238 C>T (TMEMI18) s nizim vrijednostima BMI te povezanost polimorfizma
1s9935401 G>A (FTO) i 157498665 A>G (SH2B1) s visim vrijednostima BMI. Geneticke
varijante povezane s BMI nisu bile u znacajnoj korelaciji s zivotnim navikama (tip prehrane 1
potros$nja energije), takoder nije bilo dokaza o utjecaju Zivotnih navika na povezanosti SNP-
BML

U drugim publiciranim istrazivanjima nalazimo dokaze o interakcijama gena i nutrijenata s
ucinkom na varijabilnost metabolickih procesa. Te se interakcije najceS¢e povezuju s
modulacijom homeostaze lipida. Neki su primjeri ve¢ navedeni ranije u ovoj raspravi: 1.
Visok omjer PUFA:SFA moze u nositelja alela PPARy Alal2 rezultirati smanjenjem
koncentracija kolesterola i triglicerida (AlSaleh i sur., 2012). 2. Dijeta bogata MUFA moze
mijenjati ucinke interakcija izmedu PPARy Prol2Ala i PPARa Leul62Val i utjecati na
koncentracije LDL kolesterola u plazmi te na udio malih gustih ¢estica LDL (AlSaleh 1 sur.,
2011). 3. Visok omjer PUFA:SFA moze doprinijeti smanjenju kolesterola i TG u nositelja
PPARy Alal2, dok u homozigota za ADIPOQ -10066 GG, dijeta bogata MUFA pridonosi
povecanju adiponektina u starijoj dobi (AlSaleh i sur., 2012). 4. Niski omjer PUFA/SFA u
nositelja alela Alal2 pridonosi viSem BMI u odnosu na homozigotne nositelje alela Prol2,
dok je u slucaju visokog dijetalnog omjera nalaz suprotan (Luan i sur., 2001). 5. Prehrana
bogata mastima moze mijenjati ucinke polimorfizma PPARy Prol2Ala na inzulinsku
osjetljivost i BMI (Helwig i sur., 2007; Lindi i sur.,2003) 6. Mediteranska prehrana moze

ponistiti negativne ucinke alela /L6 -174C na razvoj debljine (Razquin i sur., 2010).
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Pregledom studija koje su se bavile interakcijom polimorfizama /L6 i masnih kiselina iz hrane
te njihovih odnosa s debljinom i serumskim lipidima moze se zakljuciti: 1. Dijetetske masne
kiseline, narocito zasi¢ene masne kiseline te omega-3 i omega-6 polinezasiCene masne
kiseline, utjeCu na ekspresiju gena /L6 te mijenjaju stvaranje IL 6. Osim toga polimorfne
varijante gena takoder mogu promijeniti gensku ekspresiju te koncentracije citokina u plazmi,
a povezuju se i s debljinom te serumskim koncentracijama lipida. Takoder su ustanovljene
interakcije izmedu dijetetskih masnih kiselina i polimorfizama /L6 s utjecajem na debljinu i
serumske lipide, pri ¢emu 1 koli¢ina i kvaliteta dijetetskih masnih kiselina moze modulirati
utjecaj polimorfizama /L6 na debljinu i profil serumskih lipida i tako modulirati odnose
genotipa i fenotipa (Joffe i sur., 2013; Curti i sur., 2011; Phillips i sur., 2010; Razquin i sur.,
2010).

U literaturi nalazimo 1 primjere interakcija nutrijenata i gena RAS s u€inkom na ljudsko
zdravlje. Primjer interakcije je 1 ve¢ spomenuta studija u populaciji korejske djece u kojoj je
pokazana negativna korelacija izmedu alela ACE D i debljine uz visok unos soli u skupini
djevojcica (Yang i sur, 2013). Studija provedena u kineskoj populaciji ukazuje na znacajnu
interakciju izmedu ucestalosti pijenja zelenog €aja i1 aktivnosti ACE ovisnu o polimorfizmu
gena ACE s kona¢nim utjecajem na rizik razvoja karcinoma dojke (Yuan i sur., 2005). Studija
je poduzeta na temelju nalaza in vitro koji su pokazali da polifenoli iz ¢aja mogu inhibirati
stvaranje angiotenzinom II inducirane ROS te na osnovi epidemioloskih dokaza koji su
ukazivali na direktnu ulogu angiotenzina II u razvoju karcinoma dojke. Rezultati studije
navode da su Zene s genotipom 4CE niske aktivnosti (II) imale manji rizik za karcinom dojke
u odnosu na Zene s genotipom ACE visoke aktivnosti (DD). Medutim, u Zena s genotipom
ACE DD ucestalost pijenja zelenog ¢aja je znacajno smanjivala rizik od karcinoma (p =
0,039); OR (95% CI) = 0,33 (0,13-0,82) za zene koje su pile ¢aj barem mjesecno i 0,29 (0,10-
0,79) za one koje su pile zeleni ¢aj u tjednim razmacima) u usporedbi sa Zenama koje nisu
konzumirale zeleni cCaj.

U mnogim primjerima nailazimo na oprjecne rezultate. Vise je ¢imbenika koji mogu utjecati
na divergentnost rezultata u studijama provedenim u razli¢itim populacijama koje ispituju
interakcije gena i nutrijenata. Prvo, postoji velika razli¢itost u genetickom nasljedu izmedu
etnickih skupina i pojedinaca koja se o€ituje u velikoj varijabilnosti u€estalosti polimorfizama
gena s utjecajem na metabolizam, a time 1 bioraspolozivost nutrijenata. Osim toga, postoje
znacajne razlike u moguénosti izbora i dostupnosti hrane/nutrijenata, a koje su ovisne o
kulturolo§kim, ekonomskim i geografskim odrednicama te razlikama u percepciji okusa

hrane. Trece, poremecena prehrana, bilo da se radi o nedostatku ili prekomjernom uzimanju
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hrane sama po sebi moze utjecati na ekspresiju gena i nestabilnost genoma, $§to moze
rezultirati mutacijama u genu ili promjenama na razini kromosoma koje u konacnici dovode,
u razli¢itim razdobljima ljudskog Zivota, do razvoja nepovoljnih $tetnih fenotipova. Cetvrto,
kao Sto je ve¢ pokazano u ovoj studiji interakcije s drugim genima mogu znacajno mijenjati
utjecaj prehrane.

Do sada opisani primjeri nutrigeneti¢kih studija u literaturi ukljucujuéi i ovu studiju rezultat
su uglavnom opservacijskih studija i nisu uvijek potvrdeni u intervencijskim studijama. Zbog
toga su nuzna jo§ mnoga istrazivanja kako bi se identificirali pozeljni ciljevi dijeteti¢kih
intervencija te na osnovi geneti¢kih ¢imbenika donijele personalizirane preporuke i smjernice.
U tijeku je niz istrazivanja na medunarodnoj razini s velikim brojem sudionika koja ¢e
zasigurno doprinijeti novim spoznajam o ovoj problematici.

Personalizirana prehrana nameée potrebu udruzivanja detaljnih informacija o odredenoj
populaciji i individualnom genomu, S$to nije uvijek izgledno. Razvitak personaliziranih
dijetetickih preporuka oslanja se na nove ‘omik’ tehnologije koje su se pojavile u novije
vrijeme. Metabolomika, lipidomika i proteomika nam omogucuju procijeniti zdravlje prema
molekularnim 1 stani¢énim procesima koji su dio procesa razvoja bolesti 1 koji nam trebaju
olakSati pronalazak biomarkera za identifikaciju 1 lije¢enje bolesti. S daljnjim napretkom
istrazivanja nutrigenetika i nutrigenomika ¢e zauzeti vaznu ulogu u biomedicini s ciljem
promoviranja zdravlja, bolje skrbi, prevencije bolesti i produljenja Zivota.

Opsezna istrazivanja interakcija gena i gena te gena 1 prehrane, uz razumijevanje uloge
etnicke razli¢itosti kao znacajnog dodatnog ¢imbenika u ovim odnosima, moze doprinijeti
boljem razumijevanju interindividualne varijabilnosti razli¢itih fenotipova koji doprinose

razvoju metabolickoga sindroma.
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Limitirajuéi ¢imbenici
Velicina ispitivanog uzorka moze biti limitiraju¢i ¢imbenik. Drugi limitirajuci ¢cimbenik moze
biti to S$to nisu uzeti u obzir svi okoli$ni ¢imbenici poput tjelesne aktivnosti, koja moze biti

vazan modulirajuéi ¢imbenik u interakcijama gena te gena 1 prehrane.

Premda je potrebno potvrditi predocene rezultate u replikacijskim studijama kako u nasoj tako

i u drugim populacijama, interakcije opisanih gena ¢ini se mogu biti od klini¢kog znacaja.
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Zakljucci

10.

. Univarijatnom analizom utvrdeno je da su ispitanici ¢ija je prehrana bila kontinentalna

imali statisticki znaCajno vece izglede za razvoj MetS u odnosu na ispitanike na

mediteranskoj ili mjeSovitoj prehrani.

. Univarijatnom analizom utvrdeno je da su ispitanici s MetS ¢ija je prehrana bila

kontinentalna imali gotovo Cetiri puta vece izglede za pretilost u odnosu na one ¢ija je

prehrana bila mediteranska ili mjeSovita.

. U multivarijatnom predvidanju mediteranski ili mjeSoviti tip prehrane bio je povezan s

nizim vrijednostima triglicerida, opsega struka i sistolickog krvnog tlaka.

Uz kontrolu drugih varijabli, mediteranska ili mjeSovita prehrana bila je ucestalija kod

nositelja genotipa ATI/R 1166AC ili CC u odnosu na genotip AT/R 1166AA.

. Nositelji alela niske aktivnosti, PPARy 12Ala i LPL Pvull (+), odnosno kombinacije

genotipova LPL Pvull (-/-) i PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala imali su znacajno vece

izglede za razvoj MetS u odnosu na ispitanike koji nisu bili nositelji tih alela.

. Ispitanici s MetS koji su bili nositelji kombinacije genotipova /L6 -174GG i PPARy

Prol2Ala ili Alal2Ala imali su manje izglede za visoke razine glukoze nataSte u

usporedbi s nositeljima genotipa PPARy Pro12Pro.

Ispitanici s MetS, nositelji kombinacije genotipova PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala i
ACE 1D ili 1I imali su manje izglede za razvoj debljine u odnosu na ispitanike s

genotipom ACE DD.

. U multivarijatnom predvidanju, kontrolni ispitanici bez MetS s genotipom PPARy

Prol2Ala ili Alal2Ala imali su veée izglede za povecan opseg struka u odnosu na

nositelje genotipa PPARy Prol12Pro.

. Multivarijatnim predvidanjem utvrdeno je da su kontrolni ispitanici s genotipom A7T/R

1166AC ili CC imali veée izglede za poviSene trigliceride u odnosu na nositelje

genotipa ATIR 1166AA.

Univarijatnom analizom utvrdeno je da su zdravi ispitanici Cija je prehrana bila
kontinentalna imali veée izglede za povisen krvni tlak u odnosu na one ¢ija je prehrana

bila mediteranska ili mjeSovita.

100



8. Sazetak

U patogenezi metabolickoga sindroma (MetS) nije jo§ sasvim razjasnjena uloga interakcija
gena 1 okoliSa. PPARY regulira ekspresiju kljucnih gena u adipogenezi, metabolizmu masti 1
Secera, upali 1 imunosti. Medu razlicite ciljne gene PPARy pripadaju i LPL, IL6, ACE 1 ATIR.
Cilj ove studije bio je ispitati interakcije izmedu varijanti PPARy i njegovih ciljnih gena, te
prehrane i njihovu povezanost s MetS i pojedinim njegovim sastavnicama.

Istrazivanje je provedeno na 527 ispitanika (263 s MetS i 264 kontrole). Genotipizacija
PPARy Prol2Ala, LPL Pvull (-/+), IL6 -174G>C, ACE I/D 1 ATIR 1166A>C provedena je
metodama temeljenim na lanc¢anoj reakciji polimerazom.

U skupini s genotipom LPL Pvull (-/-), nositelji genotipa PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala su
imali manji rizik za razvoj MetS u odnosu na ispitanike s genotipom Pro12Pro. Varijanta gena
PPARy Alal2 ima za$titnu ulogu u ispitanika s genotipom /L6 -174GG, dok je u nositelja
alela /L6 -174C 1 alela PPARy Alal2 zabiljeZen ve¢i rizik razvoja poviSenih koncentracija
glukoze na taste u usporedbi s nositeljima varijante PPARy Prol2. Interakcija izmedu PPARYy i
ACE je bila znacajna za vrijednosti BMI. U skupini ispitanika s genotipom ACE DD, nositelji
genotipa PPARy Prol2Ala ili Alal2Ala imali su ve¢i rizik za razvoj debljine. Mediteranska ili
mjeSovita prehrana bila je ucestalija kod nositelja genotipa AT/R 1166AC ili CC u odnosu na
genotip ATIR 1166AA.

9. Summary

The role of the gene environment interactions in the pathogenesis of metabolic syndrome
(MetS) has not been fully clarified yet. PPARY regulates the expression of key genes involved
in adipogenesis, lipid and glucose metabolism, inflammation and immunity. LPL, IL6, ACE
and ATIR belong to different PPARy target genes. The aim of the study was to estimate the
influence of interactions between PPARy gene variants, its target genes and diet on MetS and
its traits. The study included 527 participants (263 with MetSy and 264 controls). Genotyping
of PPARy Prol2Ala, LPL Pvull (-/+), IL6 -174G>C, ACE 1/D and ATIR 1166A>C was
performed using polymerase chain reaction based methods.

In the group of participants with LPL Pvull (-/-), those with PPARy Prol12Ala or Alal2Ala
genotype had lower odds for MetSy. PPARy Alal2 variant was found protective in patients
with IL6 -174GG genotype, while in the case of /L6 -174C allele carriers, for PPARy Alal2
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carriers larger odds for high glucose levels compared to Prol2 variant were observed.
Interactions of PPARy and ACE were significant for BMI. In the group with ACE DD
genotype, those with PPARy Prol2Ala or Alal2Ala genotype had greater odds for obesity.

Mediterranean or mixed diet was more prevalent in the group of 1166AC or CC genotype

carriers.
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Citation Index. Sudjelovala sam na nekoliko medunarodnih i domacih znanstvenih skupova.
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naslovom ,,Varijabilnost PPAR gama je vazan ¢imbenik u razvoju metabolickoga sindroma* i
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