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1. UVOD



1.1. Grada ljudskog genoma

Deoksiribonukleinska kiselina (DNK) u ljudi organizirana je u 23 kromosomska para, a
ukupni broj nukleotidnih baza procjenjuje se na vise od 3 milijarde. DNK kodira oko
23.000 gena, manje nego Sto je procijenjeno u ranijim studijama koje su govorile o ¢ak
40.000 gena. (1) Premda je bioloska funkcija za mnoge od do sada opisanih gena i dalje
nepoznata, znacajno postignuée predstavlja sama ¢injenica da raspolazemo podacima o

njihovom postojanju i lokalizaciji unutar genoma.

Genetska raznolikost predstavlja jedno od najvaznijih i naj¢eS¢e mjerenih 1 opisivanih
obiljezja ljudskoga genoma. U usporedbi s raznolikosti izmedu ljudi i ostalih vrsta,
genetska raznolikost unutar ljudske populacije znatno je manja nego Sto bismo ocekivali
sude¢i prema fenotipskom izgledu. Tako je primjerice podudarnost genetske grade
dvaju nasumic¢no odabranih ljudi ¢ak 99,9%, a sli€nost genetske grade covjeka i
¢impanze iznosi Cak 98%. (2) Ta zapaZanja objasnjavamo cCinjenicom da je tijekom
veceg dijela svoje povijesti ljudska populacija bila broj¢ano mala, te time Sto su se ljudi

od primata odvojili relativno nedavno. (3)

Genetsku raznolikost moZemo promatrati na nekoliko razina, od sekvence cijele DNK,
do mjerenja genotipa na odredenim lokusima ili samog fenotipa. Na razini pojedinca,
promjene u frekvencijama alela posljedice su interakcije evolucijskih sila koje oblikuju

geneti¢ko nasljede: mutacije’, prirodne selekcije, genetickog pomaka® i toka gena’.

' Pod tim pojmom uglavnom se misli na fiksne ili stabilne mutacije koje s obzirom na specifiéne

molekularne promjene na razini DNK dijelimo na supstitucije, insercije, delecije i duplikacije
dijela gena ili slijeda DNK.



Stanje genetske raznolikosti u populaciji najes¢e odreduje ravnoteza izmedu stope
mutacije, toka gena i veliCine populacije. (4-6) Usprkos Cinjenici §to je rijeC o sporim
mehanizmima, stalno djelovanje razli¢itih evolucijskih procesa danas je zabiljezeno u
milijunima genetickih polimorfizama ljudskoga genoma. Pod pojmom ,,polimorfizam*
podrazumijevamo mogucénost postojanja razlic¢itih alela na odredenom lokusu, a da
bismo neki alel smatrali polimorfizmom u uZzem smislu njegova ucestalost u populaciji

mora biti ve¢a od 1%. Sve alele s manjom ucestalo§¢u nazivamo rijetkim mutacijama.

Geneticki polimorfizmi najceSce se koriste kao biljezi u istrazivanjima kojima je cilj
pronalazenje gena u podlozi bolesti, te se ispituje povezanost odredenog genotipa s
bolesti ili svojstvom. Danas su u tom smislu najve¢u primjenu nasli mikrosatelitni
biljezi (engl. short tandem repeat, STR) 1 polimorfizmi jednog nukleotida (engl. single
nucleotide polymorphism, SNP), iako postoje 1 druge vrste varijabilnosti u humanom
genomu, na primjer kromosomske anomalije, inverzije, insercije, delecije ili duplikacije

duzeg slijeda DNK.

Mikrosatelitni biljezi u DNK prvi su puta detaljno opisani 1985. godine, a predstavljaju
kratki slijed od dva ili viSe nukleotida (obi¢no od 2 do 16) koji se ponavlja razli€iti broj
puta redomice, a obi¢no se nalazi u nekodiraju¢im regijama genoma. (5-7) Ovi biljezi

iznimno su nestabilni 1 imaju visoku stopu mutacije, pa u nekim slu¢ajevima postoji cak

2 Zbog ogranicene veli€ine populacije i malog broja potomaka alelne ucestalosti u sljede¢im
narastajima u pravilu odstupaju od teorijski o¢ekivane vjerojatnosti.

®  Protokom gena (engl. gene flow) nazivamo razmjenu gena izmedu populacija putem

migracijskih procesa, emigracija i imigracija, ¢ime se smanjuju ili poniStavaju njihove
medusobne genetske razliitosti.



do nekoliko tisu¢a mogucih varijanti za pojedini mikrosatelitni lokus. Broj ponavljanja
moze varirati od 5 — 5000, no najcesce je rije¢ o 20-50 ponavljanja. (8) Tako primjerice
mikrosatelitni biljezi s 20 ili viSe alela i heterozigotnosti ve¢om od 0,85 nisu rijetkost.
(9) Naziv pojedinog STR biljega sadrzi informaciju o kromosomu na kojem se biljeg
nalazi (Sifrirano kao slovo ,,.D* i broj kromosoma) i zatim broj STR biljega na tom
kromosomu (Sifrirano kao slovo ,,S* nakon kojeg slijedi broj biljega); na primjer

D14S75. (5, 6)

Polimorfizmi pojedinog nukleotida (SNP biljezi, prema engl. Single Nucleotide
Polymorphism) su najces¢i tip polimorfizama u ljudskom genomu i ¢ine ih razlike u
gradi DNK od svega jedne baze: na primjer, kod jedne osobe se pronalazi slijed
ATCAAGC, a kod druge ATCGAGC. Pripisuje im se cak 90% svih razlika u
sekvencama ljudskoga genoma, a u usporedbi s mikrosatelitnim biljezima manje su
varijabilni (na pojedinom lokusu obi¢no su mogucée samo dvije varijante). Procjenjuje
se da u ljudskoj populaciji postoji oko 10 milijuna SNP-ova, od kojih su neki izrazito
rijetki s ucestalo§¢u manjom od 1%. (10) Trenutacno je vecina znanstvenih istrazivanja
usmjerena na pronalazenje SNP-ova u regulatornim i kodiraju¢im regijama genoma
(tzv. coding SNPovi, cSNP) koji ¢esto uzrokuju izmjenu u gradi proteina i funkcionalne
promjene, za razliku od SNP-ova smjeStenih u ostalim ,,nefunkcionalnim* regijama
genoma. Ovakvih SNP-ova ima svega oko pet posto, jer funkcionalne regije ¢ine samo

manji dio genoma. (11)

Premda ve¢ina SNP-ova ne utjece na funkcioniranje gena, ipak su nam mnogi korisni

kao biljezi zbog povezanosti s funkcionalnim SNP-ovima. Podaci o SNP biljezima



dostupni su na http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/ 1

http://www.ensembl.org/index.html. Polimorfizmi ljudskog genoma detaljno su opisani

zahvaljuju¢i HapMap projektu (12-14). Detaljne informacije o projektu i bazi podataka

dostupne su na http://snp.cshl.org/. Naziv pojedinog SNP biljega sastoji se od sloga ,,rs*

(prema engl. ,,restriction site*) i broja. Broj pojedinog biljega ne ovisi o fizi¢koj poziciji
polimorfizma u genomu, ve¢ se obicno dodjeljuje redom, kako se koji polimorfizam

otkrije.

Polimorfizmi govore o razlikama medu ljudima i oni su zapravo biljezi genetske
raznolikosti, te se ispitivanjem (tj. genotipiziranjem) polimorfizama razlike mogu
»~mjeriti“. SNP 1 STR biljezi se, uz druge biljege genetske raznolikosti, koriste na
primjer u sudskoj medicini, utvrdivanju ocinstva, otkrivanju podrijetla, dijagnostici

bolesti, otkrivanju gena u podlozi bolesti i evolucijskoj biologiji.

Usprkos ¢injenici $to raspolazemo velikim brojem podataka, treba naglasiti da ¢e se
cjelovita varijacija DNK mo¢i detaljnije opisati tek kada sekvencioniranje cijelog
genoma postane financijski dostupnije i1 kada se analiziraju sekvence velikog broja ljudi

1z geneticki razli¢itih populacija.

1.2. Heterozigotnost — mjera genetske raznolikosti

Heterozigotnost je mjera genetske raznolikosti kojom opisujemo prisutnost dvaju
razli¢itih alela na odredenom lokusu homolognih kromosoma. MoZemo je mjeriti na
razini pojedinca ili populacije, te izracunati za jedan lokus (pa jednostavno kazemo da

je lokus heterozigotan) ili viSe njih (multilokusna heterozigotnost). Heterozigotnost na


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
http://www.ensembl.org/index.html
http://snp.cshl.org/

razini populacije obi¢no je u korelaciji s ostalim mjerama genetiCke raznolikosti
populacije (npr. koeficijentom srodenosti). Kako heterozigotnost pojedinca definiramo
kao vjerojatnost da je osoba heterozigot za odredeni lokus, heterozigotnost teorijski

moze iznositi od 0 do 1. (15)

Hardy-Weinbergova ravnoteza (HWR) predstavlja temeljni koncept populacijske
genetike 1 pomocu nje se odreduje ocekivani broj homozigota i1 heterozigota na lokusu
koji ima dva alela, A 1 a (vrijedi za diploidne organizme). Frekvencija alela A u
populaciji se oznacava s p, a frekvencija alela a s g. Pritom f(AA) i f(aa) oznacavaju

ucestalosti jednog 1 drugog homozigota, a f(Aa) oznacava ucestalost heterozigota.

Tablica 1. Ocekivane ucestalosti genotipova u opcoj i srodenoj populaciji.

Op¢éa populacija Srodena populacija
(o€uvan HWR) (odstupanje od HWR)
_ .2 _ 2
f(AA)=p f(AA)=p° +(pxgxF)
_ 2 _ 2
f(aa) =g f(aa)=¢" +(pxqxF)
f(Aa)=2xpxgq f(Aa)=2xpxgx(l-F)

Jednadzba koja odreduje frekvencije homozigota 1 heterozigota prema Hardy-

Weinbergovoj ravnotezi:

(p+q)* = p*2pg+q” = f(AA) + f(Aa) + f(aa)



vrijedi u idealnoj i beskonacno velikoj populaciji u kojoj je izbor spolnog partnera
slucajan (panmiksija), stopa mutacije stalna, a migracije 1 selekcija nisu prisutne.
Promjena bilo kojeg od spomenutih parametara moze dovesti do odstupanja od
ravnoteze. Ako je rije¢ o srodenoj populaciji, prilikom izraCunavanja ucestalosti
genotipova (AA, Aa i aa) koristi se prilagodena jednadzba za HWR koja ukljucuje i
koeficijent srodenosti (F) (Tablica 1). Koeficijent srodenosti je Sansa da dva alela
poticu od istog pretka. (16) Iz jednadzbe je vidljivo da udio homozigota (AA i aa) raste
s porastom srodenosti, Sto objaSnjava i davno opazenu vecu prevalenciju recesivnih

bolesti u srodenim populacijama u odnosu na opée, otvorene populacije.

Srodivanje 1 heterozigotnost su geneti¢ki pojmovi koji su dinami¢no povezani, pa je u
srodenim populacijama uobicajeno nac¢i smanjenu heterozigotnost, odnosno povecanu
homozigotnost genskih lokusa. (16) Korelacija izmedu srodenosti izracunate iz
rodoslovlja 1 heterozigotnosti je velika, Sto dodatno potvrduje ucinak srodivanja na
heterozigotnost. (17) Vrijedi 1 obrnuto: temeljem heterozigotnosti donekle mozemo

procijeniti u kojoj je mjeri neka populacija srodena. (18, 19)

1.2.1. Mjere heterozigotnosti

Heterozigotnost mozemo mjeriti pomocu STR i SNP biljega. Polimorfizmi pojedinog
nukleotida (SNP biljezi) redovito dolaze u samo dva oblika, odnosno postoje dvije
nukleotidne baze koje nalazimo na lokusu, a obi¢no razlikujemo ,,ces¢i* 1 ,,rjedi alel. S

druge strane, STR biljezi na pojedinom lokusu su raznolikiji te postoji mnogo razli¢itih



alela koje pojedinac moze imati na odredenom lokusu. Iz Cinjenice da su SNP lokusi
mnogo ¢eS¢e homozigotni (jer postoje samo dvije varijante) proizlazi prednost STR

biljega u izraCunu heterozigotnosti.

Kada govorimo o heterozigotnosti vazno je razlikovati multilokusnu heterozigotnost i
genomsku heterozigotnost. Svaki lokus u genomu diploidnog organizma (osim lokusa
na spolnim kromosomima) moZze biti homozigotan - ako je na odredenom lokusu na
homolognim kromosomima prisutna ista varijanta, ili heterozigotan - ako su varijante
razlicite. Pod pojmom multilokusna heterozigotnost podrazumijevamo proporciju
genotipiziranih lokusa za koju je neka osoba heterozigot. IzraCunava se iz omjera
heterozigotnih biljega i ukupnog broja biljega koji su uspjeSno genotipizirani, prema

jednadzbi:

MLH; = blljeg het (i) / bll_]eg ukupno (i)

pri ¢emu je MLH; udio heterozigotnih biljega kod ispitanika i, biljeg ne ) je broj
heterozigotnih biljega, a biljeg ukupno ) ukupni broj uspjeSno genotipiziranih biljega

ispitanika i.

U idealnom slucaju bila bi nam poznata sekvenca cijelog genoma i mogli bismo
izraCunati genomsku heterozigotnost kojom bi to¢no izraCunali heterozigotnost
pojedine osobe koriste¢i sve baze u DNK. Medutim, sekvencioniranje cijelog genoma
jos uvijek je financijski nedostupno, pa se temeljem multilokusne heterozigotnosti
pokusava procijeniti genomska heterozigotnost. KoriStenje veceg broja biljega

omogucuje precizniju korelaciju multilokusne 1 genomske heterozigotnosti.



Pod pojmom standardizirana multilokusna heterozigotnost podrazumijevamo omjer
kojem se u brojniku nalazi proporcija genotipiziranih lokusa na kojima je neka osoba
heterozigotna (MLHj), a u nazivniku prosjecna heterozigotnost populacije, ali uzevsi u
obzir samo lokuse koji su uspjesno genotipizirani kod ispitivane osobe. Stoga ova mjera
iskljucuje potencijalni bias koji bi se mogao pojaviti ako su razli¢iti ljudi genotipizirani
za razlic¢ite lokuse (20), a razvili su ju Coltman i suradnici (21). sSMLH se racuna prema

jednadzbi:

sMLH; = MLH; / MLHyosjek i

pri ¢emu je sSMLH; standardizirana multilokusna heterozigotnost ispitanika i, MLH; je
udio heterozigotnih SNP biljega kod ispitanika i, a MLHprosjeri j€ prosjecna
heterozigotnost svih ispitanika, ali samo za SNP biljege koji su uspje$no genotipizirani
kod ispitanika i. Za detalje o izracunu vidjeti poglavlje: 3.2.4.2. Odredivanje

standardizirane multilokusne heterozigotnosti.

1.2.3. Dosadasnja istraZivanja multilokusne heterozigotnosti s STR biljezima

Kako je u ovom istrazivanju heterozigotnost mjerena temeljem mikrosatelitnih markera
i izrazena kao standardizirana multilokusna heterozigotnost navesti ¢emo primjer
nekoliko istrazivanja koja su slicna ovdje opisanim analizama. Treba napomenuti da je
heterozigotnost koju uobic¢ajeno nalazimo u ljudskim populacijama dosta velika, izmedu
ostalog 1 zbog snaZnog socijalnog pritiska protiv brakova medu bliskim rodacima u

vecini ljudskih zajednica, a koji bi mogli dovesti do smanjenja heterozigotnosti (22).



OpaZene heterozigotnosti u opéim populacijama obi¢no su vrlo slicnih vrijednosti, Sto
otezava dizajn istrazivanja zbog nepostojanja ,,statistiCkih* skupina za usporedbu — jer
gotovo 1 ne postoji razlika izmedu izrazito heterozigotnih i izrazito homozigotnih

pojedinaca u takvom uzorku. (16, 19, 23, 24)

Pretrazivanje MEDLINE baze podataka temeljem kljucnih rijeci ,heterozygosity” i
»3TR” s postavljenim ogranicenjem za pretraZivanje samo radova koji proucavaju ljude
(limits: ,,humans®) daje nam ukupno 530 radova. Kada dodamo i pojam ,,isolated*

dobijemo 19 radova.

Pregledali smo radove kod kojih je za istrazivanje odabrana izolirana populacija i u
kojoj je stoga srodivanje u nekoj mjeri izgledno (bilo da je izolacija geografske prirode
ili srodivanje postoji zbog obicaja Zenidbe bliskih rodaka). Dati ¢emo za primjer
nekoliko radova koji opisuju takve izolirane Iljudske zajednice s niskom
heterozigotnoS$¢u: Zhu i sur. nasli su da je heterozigotnost u izoliranoj populaciji na
Tibetu od 0,615 do 0,817 koriste¢i 21 STR biljeg (32), Krithika i sur. (2007) istrazivali
su izolirana plemena Panggi, Komkar 1 Padam u Indiji, te su nasli heterozigotnost
(redom) od: 0,7747, 0,7742 1 0,7663 koriste¢i 15 STR biljega (31). Sotak i sur. (2008)
napravili su istrazivanje u Slovackoj koriste¢i 15 STR biljega 1 pronaSli su
heterozigotnost od 0,77222 u opc¢oj populaciji 1 heterozigotnost od 0,73220 medu
Romima. (25) Tariq 1 sur. (2008) proucavali su heterozigotnost s 13 STR biljega na X

kromosomu zena u Pakistanu, te su nasli heterozigotnost od 0,524 do 0,884. (26)
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Eaaswarkhanth i sur. (2009) istrazivali su razlike u geneti¢koj raznolikosti Siita i Sunita,
te su za 15 STR lokusa nasli heterozigotnosti od 0,5833 do 0,8595, 10,6818 do 0,8333,
gledajuc¢i zasebno svaki pojedini biljeg. (27) Brojna su istrazivanja heterozigotnosti
pojedinog STR lokusa, npr. Shazia i sur (2009) istrazivali su heterozigotnost u deset
razliCitih populacijskih podgrupa, te su analizom samo jednog STR biljega nasli
heterozigotnost od 0,72 do 0,94 (28); ili istrazivanje Phillipsa i sur. (2008) koji su
pronasli heterozigotnost od 0,66 do 0,75 za STR biljeg D9S1120. (29) No, prema

definiciji, multilokusna heterozigotnost se ne moze procijeniti iz samo jednog biljega.

Za usporedbu s izoliranim populacijama, Lie i sur. (2009) su u opc¢oj populaciji
Australije koriste¢i 14 STR biljega van MHC regije 1 12 biljega u MHC regiji nasli

heterozigotnost od 0,84 1 0,83. (30)

U Hrvatskoj su do sada napravljena istraZivanja multilokusne heterozigotnosti na
oto¢nim populacijama. Rudan i sur. (2008) su usporedili razine heterozigotnosti kod 6
skupina ispitanika koje su se razlikovale po srodenosti 1 porijeklu. U skupini koja je
imala strukturu opcée populacije heterozigotnost je bila visoka (0,970), a u skupini koja

je bila srodena mnogo niza: 0,875. (19, 23, 31, 32)

1.3. Srodivanje i fitnes
Fitnes je svojstvo organizma povezano s prezivljenjem i reprodukcijom. U klasi¢nom
smislu, izracunava se usporedbom broja potomaka organizma i prosjecnog broja

potomaka u populaciji.
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Srodivanje je najces¢e posljedica ograniCenog izbora spolnih partnera, ali 1
kulturoloskih osobitosti u nekim dijelovima svijeta, primjerice u arapskim zemljama i
dijelovima subsaharske Afrike gdje postoje obicaji Zenidbe bliskih rodaka. Srodivanje
povecava urodenost populacije, a pozitivni 1 negativni ucinci srodivanja na potomstvo,
osim kod ljudi, zamijeceni su i1 kod biljaka i zivotinja. Naime, Covjek je od pamtivijeka
manipulirao oplodivanjem kod biljaka 1 zivotinja kako bi probrao niz sebi korisnih
svojstava, medutim kod srodenih jedinki zamijeéena su nepozeljna svojstva potomaka
povezana s prezivljavanjem te reprodukcijom. (33) Upravo je jedna od paradigmi
evolucijske biologije pojava da je potomstvo bliskih srodnika manje otporno na stresore
iz okoliSa, te ima manju sposobnost preZivljavanja i reprodukcije od nesrodenih jedinki.

(34)

Opcenito, kaze se da srodene jedinke pokazuju smanjeni fitnes, a pod tim pojmom
najce$¢e podrazumijevamo smanjeni reproduktivni uspjeh neke jedinke u odnosu na
prosjek u populaciji. Ovaj termin je zaceo joS u XIX. st. britanski sociolog Herbert
Spencer”, tvorac koncepta pod nazivom: ,,preZivljenje najprilagodenijih. U narednim
godinama ovaj je koncept posluzio kao temelj kako bi se opisao pojam koji je Charles
Darwin nazvao prirodna selekcija. Britanski biolog J.B.S. Haldane je bio prvi koji je
kvantificirao fitnes 1 sintetizirao spoznaje proistekle iz Darwinova ucenja i mendelske
genetike, $to je iznio u svom radu iz 1924 godine: 4 Mathematical Theory of Natural

and Artificial Selection. Daljnji znacajan napredak u objasnjenju termina fitnes pruzio je

* Herbert Spencer (1820 —1903) bio je britanski sociolog, filozof i istaknuti politicar.
Najpoznatiji je zbog postavljanja koncepta “preZivljenje najprilagodenijih” (orig. engl. "survival
of the fittest”).
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britanski biolog W.D. Hamilton kada je u svom radu iz 1964 god. objasnio vaznost
evolucije socijalnog ponasanja (naziv originalnog djela: The Evolution of Social

Behavior).

Danas je dostupno vise definicija fitnesa 1 nije ga prikladno jednozna¢no tumacditi,
premda u genetici pod tim pojmom najceS¢e opisujemo reproduktivnu sposobnost neke
jedinke. Kada smanjeni fitnes zamijetimo u nekoj populaciji u ¢ijoj se podlozi nalazi
srodivanje ta se pojava u literaturi naziva depresija srodivanja (engl. inbreeding
depression). (35, 36) Smatra se da su glavni uzrok ove pojave Stetni recesivni aleli za
koje je srodena jedinka homozigot. (37) Na razini populacije velika genetska
raznolikost je pozeljna osobina 1 S§titi populaciju od trenuta¢nih 1 buduéih izazova
okoliSa, jer povecava mogucénost prezivljavanja neke dobro prilagodene jedinke.
Istovjetno, smatra se da slicno vrijedi 1 za pojedince: Sto je ve¢a njihova heterozigotnost
unutar genoma, to je nacelno ve¢i njihov kompenzacijski potencijal u stresnim

situacijama.

Kako kontrolirana istrazivanja srodivanja nije moguce provesti na ljudima, istrazivanja
na biljkama 1 Zivotinjama uvelike su pridonijela razumijevanju ove problematike. (38,
39) Prirodno kratak Zivotni vijek nekih organizama pokazao kao posebno pozeljna
osobina jer brza smjena generacija ubrzava ovakva istrazivanja. (39) Tako su opisani
brojni negativni ucinci srodivanja na fitnes, na primjer: Barrett i Charlesworth (1991) su
istrazivanjima na kukuruzu pokazali kako srodenoj populaciji treba dug vremenski
period kako bi dostigla prvotnu razinu fitnesa (40); nepovoljan u¢inak na usjev (u

smislu smanjene koli¢ine) pokazali su 1974. godine Cornelius i Dudley (41). McCarthy
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(1967) je pokazao da srodeni miSevi imaju manja legla (42), dok je White (1972)
utvrdio smanjenu masu miSeva u okotu i1 zaostatak u rastu (43). Sli¢na istrazivanja
provedena su i na vrstama koje imaju gospodarsku vaznost, npr. stoku i ovce, te u
primata (44-46). S druge strane, promjene u svojstvima koja nisu izravno povezana s
fitnesom 1 prezivljenjem pokazuju minimalne razlike kada se usporeduju srodena 1 opca
populacija. Na primjer, broj senzornih dlaica na tijelu Drosophile ne razlikuje se

. [ . . 5
izmedu srodenih i nesrodenih organizama™ (16).

Kod djece bliskih srodnika opazena je povecana ucestalost niza bolesti kasnije dobi
(npr. visoki krvni tlak), S§to se objasnjava ranijim iscrpljivanjem njihovih
kompenzacijskih mehanizama. (23, 47) Ovo zapazanje nije novijeg datuma - jo$ je u
XIX.® st. pred britanskim parlamentom iznesen problem srodivanja 1 neuspjesSno
postavljen zahtjev da se znanstveno istrazi zdravlje djece proistekle iz takvih brakova.
Od tada do danas napravljene su mnogobrojne studije ovog problema, pa je nedavno i
Darwin G. H. (2009) proucavajuci brakove izmedu prvih rodaka potvrdio povecani broj
sterilnih brakova (ako su partneri prvi rodaci 1 u brakovima osoba ¢iji su roditelji prvi
rodaci) (48). U brakovima nesrodenih osoba postotak sterilnih iznosi 15,9%. U
brakovima medu prvim rodacima taj se postotak krece od 14,7 do 20,9%, a u brakovima
djece iz braka prvih rodaka 17,2%. Istrazivanja ucinka srodenosti na zdravlje djece

rodene u braku izmedu prvih rodaka provedena su u cijelom svijetu: Japanu (49-52),

* Drosophila je jedan od naj¢e$¢e proucavanih organizama u genetici, a broj senzornih
dlacica je izrazito ¢esto proucavani fenotip.

® Zahtjev je postavio 1871. godine Sir John Lubbock (1834 — 1913) koji je bio engleski
bankar, biolog, arheolog i politicar.
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Pakistanu (53, 54), Africi (55), Indiji (56) 1 drugdje. Ova istrazivanja sustavno su
pokazala smanjeni fitnes djece iz brakova srodenih osoba, Sto se ocitovalo kao povecani

mortalitet, smanjen rast, manji kvocijent inteligencije i drugo (57).

1.3.1. Primjeri suprotstavljanja gubitku heterozigotnosti

U biljnom 1 zivotinjskom svijetu opazeni su modaliteti razmnozavanja koji po svojoj
prirodi imaju tendenciju smanjiti heterozigotnost potomstva te tada nerijetko opazamo
neuobiajene pojave Cija je zadaca suprotstaviti se gubitku heterozigotnosti. Na primjer,
neobi¢na je pojava nedavno opisana kod guStera roda Aspidoscelis (58). Ova vrsta
razmnozava se samo-oplodivanjem, pa bi u svakoj slijedecoj generaciji trebalo do¢i do
daljnjeg smanjenja heterozigotnosti, 1 u svjetlu dosadasnjih spoznaja - do smanjenog
fitnesa organizma. Nedavno je istraZivanje pokazalo je kako kod ove vrste dolazi do
modifikacije klasi¢nog tijeka mejoze koje omogucava odrZanje heterozigotnosti unatoc¢
samo-oplodivanju. Naime, prije same mejoze dolazi do udvostru¢avanja broja
kromosoma, §to omogucava sparivanje sestrinskih (identi¢nih) kromosoma. Kada ne bi
bilo ove modifikacije, rekombinacija bi nuzno dovela do smanjenja heterozigotnosti, no
ako je ograniena na razmjenu medu sestrinskim kromosomima (efektivno, kao da

rekombinacije niti nema), heterozigotnost je u potpunosti zadrzana (58).

Drugi neobican primjer opisuje kako Zenke nekih vrsta, pa ¢ak i onih monogamnih,
povecavaju heterozigotnost svog potomstva tako Sto imaju vise spolnih partnera — u
slu¢aju kada postoji ogranicen izbor spolnih partnera, na ovaj se nacin suprotstavlja
negativnom ucinku srodivanja i povecavajuci genetsku raznolikost, povecava se fitnes

potomaka. U oba primjera dolazi do znacajne modifikacije uobicajenih fizioloskih
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mehanizama ili ponaSanja kako bi se ocuvala heterozigotnost, Sto govori u prilog

vaznosti odrzanja genetske razlicitosti.

1.3.2. Korelacija heterozigotnosti i fitnesa - smjernice za istraZivanje

StatistiCcka povezanost heterozigotnosti i1 karakteristika organizma povezanih s fitnesom
u literaturi se naziva korelacija izmedu heterozigotnosti i fitnesa. Kako ¢e u tekstu
koji slijedi biti detaljno objasnjeno, ovaj rad takoder pripada u studije korelacije izmedu
heterozigotnosti 1 fitnesa, a jedan od ciljeva rada bio je istraziti korelaciju izmedu
heterozigotnosti i kortizolskog odgovora. Szulkin i sur. (2010) napravili su smjernice

koje svako istrazivanje korelacije heterozigotnosti i fitnesa treba slijediti (17).

Prvo, valjano je proucavati samo fenotipove povezane s fitnesom (17). Primjerice,
poznato je da kortizol direktno i imunosupresivno utjece na imunoloski sustav (59-65).
Sprega kortizola 1 imunoloSkog sustava je neosporiva: detaljno razumijemo
patofizioloSki mehanizam, postoje brojna opaZanja iz medicinske prakse koja potvrduju
povezanost, opaza se veza izmedu ,,doze kortizola® 1 u¢inka na imunoloski sustav (npr.
kod terapije kortikosteroidima ili kod poremecaja koji prate bolesti, npr. Cushingov
sindrom), a supresija imunoloskog sustava prestaje obustavom kortikosteroidne terapije
ili izljeCenjem bolesti (61-63, 65-69). Zbog toga Sto kortizol izravno utjee na
imunoloski sustav, za ocekivati je da je vrlo vaZan za fitnes organizma. PoviSene
vrijednosti kortizola negativno se odrazavaju na imunoloski sustav, pa se smatra da veci
stupanj disregulacije (tj. viSe vrijednosti kortizola) u odgovoru na akutni psiholoski stres
predstavlja oslabljeni fitnes (59, 60, 62-65, 70, 71). Slika 1. prikazuje dijagram

korelacije heterozigotnosti 1 fitnesa, A) opcenito i B) na primjeru kortizola.
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FITNESOM KORTIZOLA
A B.

Slika 1. (A) Teorija o korelaciji heterozigotnosti i fitnesa. Ucinak okoliSnih
nepovoljnih ¢imbenika na svojstvo povezano s fitnesom modificiran je genomskom
heterozigotnosti. Specifi¢ni slucaj (B) prikazuje utjecaj akutnog psiholoskog stresa
na poremecaj Kkoncentracije kortizola, a koji je modificiran genomskom
heterozigotnoscu.

Drugo, iako postoji nekoliko mjera heterozigotnosti (vidi poglavlje: 1.2.
Heterozigotnost — mjera genetske raznolikosti) autori smjernica preporucaju
koristenje standardizirane multilokusne heterozigotnosti. (17) Razlog lezi u tome Sto
kada je heterozigotnost mjerena STR biljezima, za ocekivati je da je veza s fenotipom
neizravna te da je biljezima procijenjena opca heterozigotnost ispitivanog genoma i da
ona ne odrazava utjecaj odredenog lokusa na fenotip, zato Sto su STR biljezi ve¢inom

neutralni 1 nalaze se u nekodiraju¢im regijama genoma. (17)

1.3.3. Istrazivanja Kkorelacije izmedu heterozigotnosti i fitnesa
Lerner je jo§ 1954. godine postavio hipotezu da je heterozigotnost vazna jer omogucava
uspjesnije odrzanje homeostaze u promjenjivom okolisu, te da heterozigotni organizmi

imaju bolju moguénost kompenzacije stalno promjenjivog okolisa (72). Do sada su
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mnogi istrazivaci proucavali vezu izmedu heterozigotnosti i raznih fenotipskih obiljezja
pri razli¢itim uvjetima okolisa. (73) U literaturi se moze nac¢i nekoliko studija sli¢nog
dizajna kao 1 moje istrazivanje, koje su proucavale korelaciju heterozigotnosti i fitnesa.
Dok postoji pozamasSan broj studija na biljkama i zivotinjama, rijetke su studije koje

proucavaju ucinak heterozigotnosti u ljudi.

Izrazito poznato istraZivanje provedeno na morskim lavovima pokazalo je kako srodeni
organizmi viSe pobolijevaju od niza bolesti, ukljucujuéi: karcinome, parazitarne
infekcije, bakterijske infekcije i trovanje toksinima algi (38). Takoder, istrazivanja na
ljudima pokazala su povoljan ucinak heterozigotnosti kod zaraznih bolesti (npr.
hepatitis, tuberkuloza, mortalitet od bakterijskih infekcija kod djece, te opceg
zdravstvenog stanja), ali 1 nezaraznih (visok krvni tlak, poviSeni kolesterol) (23, 24, 30,

47, 74-76).

Dok su ucinci srodivanja na fitnes (u smislu prezivljenja i reprodukcije) i rijetke
Mendelske bolesti vrlo dobro dokumentirani, literatura o utjecaju heterozigotnosti na
kompleksna obiljezja 1 bolesti kasnije dobi vrlo je oskudna. (77) Izdvojit ¢u studije koje
su analizirale povezanost heterozigotnosti 1 odabranih fenotipskih karakteristika u ljudi,

te su po dizajnu izrazito sli¢ne istraZivanju prikazanom u ovoj disertaciji.

Napravljeno je pretrazivanje Pubmed baze podataka wuz kljucne pojmove
,heterozygosity” 1 ,fitness® s ograniCenjem postavljenim na ,humans®“. Tako je
dobiveno 113 radova koji su pregledani, te su izdvojena 24 rada koji su se €inili bitnima

za ovo istrazivanje. Nakon detaljnijeg pregleda odabranih radova, pronadeno je pet
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studija koje su analizirale povezanost heterozigotnosti i odabranih fenotipskih
karakteristika u ljudi, a po dizajnu su izrazito slicne istrazivanju prikazanom u ovoj

disertaciji.

U Framinghamskoj studiji (Framingham Heart Study) proucavan je utjecaj
heterozigotnosti na nekoliko fenotipskih obiljezja povezanih s kardiovaskularnom
bolesti (73). Zbog toga Sto se vaznost heterozigotnosti posebno isti¢e prilikom
izlozenosti okoliSnom stresu, kao krajnji ishod je odabrano slozeno svojstvo ,,rizik za
kardiovaskularnu bolest”, za koje je sigurno da postoji mnoStvo ¢imbenika koji
predstavljaju okoli$ni stres 1 doprinose razvoju te bolesti (npr. pusenje, loSa prehrana,
slaba fizicka aktivnosti). Od ovih se okoliSnih stresora ocekuje da ¢e opteretiti
kompenzacijske mehanizme 1 pruziti odgovarajuée uvjete (tocnije, stvoriti c¢e
nepovoljne uvjete okoliSa) kako bi se mogla istraziti povezanost izmedu stresora iz
okoliSa, heterozigotnosti i fenotipskih obiljeZja povezanih s kardiovaskularnom bolesti.
Nakon S$to su rezultati pokazali pozitivan ucinak heterozigotnosti na sistoliCki 1
dijastolicki tlak, promjer i debljinu stjenke lijeve klijetke (sve bitni Cimbenici u
etiologiji kardiovaskularne bolesti), autori su zakljucili da postoji povezanost
multilokusne heterozigotnosti s fenotipskim karakteristikama koje su dijelom pod

utjecajem uvjeta iz okolisa (73).

Drugo istrazivanje (Campbell i sur. 2007) proucavalo je utjecaj heterozigotnosti na niz
obiljezja povezanih s najceS¢im ljudskim bolestima (23). Autori su pronasli da je veca

heterozigotnost povezana s nizim krvnim tlakom 1 nizom koncentracijom LDL
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kolesterola, te sugeriraju moguc¢nost da se smanjena heterozigotnost moze smatrati

genetskim rizi¢énim ¢imbenikom u nastanku ovih bolesti.

S obzirom da vaznost heterozigotnosti posebno dolazi do izrazaja u nepovoljnim
uvjetima koji predstavljaju izazov za organizam, istrazivanja utjecaja heterozigotnosti
na kompleksna svojstva (npr. ona koja predstavljaju rizi¢ni ¢imbenik u razvoju bolesti
kasnije dobi) trebaju izmjeriti i heterozigotnost osobe i kvantitativno svojstvo. No to
nije sve: kako bi pretpostavljeni pozitivan ucinak heterozigotnosti doSao do izrazaja
potrebno je da postoji okolisni stres, a istrazivanje bi bilo bolje kada bi se 1 okolis$ni

stres mogao kvantificirati.

Navedene studije (Campbell i sur. (2007) i Govindaraju i sur. (2009)) izracunale su
individualnu heterozigotnost (prva s STR, a druga s SNP biljezima). Proucavani fenotip
bila su kvantitativna svojstva koja su prepoznata kao rizi€ni ¢imbenik u nastanku
kardiovaskularne bolesti (krvni tlak, HDL, LDL, kolesterol, promjer i debljinu stjenke
lijeve klijetke). Postojanje stresora je u oba istrazivanja ocekivano, zbog toga Sto je
nemoguce izbje¢i sve rizicne Cimbenike iz okoliSa, koji pridonose razvoju
kardiovaskularne bolesti (23, 73). Nazalost, iako je ispravno pretpostavljeno postojanje
okoliSnih stresora, samo je mali dio bio izmjeren 1 uzet u obzir prilikom analize (npr.
puSenje 1 socioekonomski status), te nije bilo moguée procijeniti vaznost
heterozigotnosti pri razli¢itim intenzitetima okoliSnih stresora. U zakljucku, u
navedenim istrazivanjima nije postojala dobro opisana i kvantificirana veza izmedu

okolisnih stresora 1 proucavanog fenotipa.
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Kako bismo kvantificirali vanjske uvjete, mi smo u nasem istrazivanju odabrali okolisni
stresor koji je moguce izmjeriti (akutno naruceno psihicko stanje), a za koji je dobro

poznata povezanost s fenotipom (koncentracija kortizola).

Treca studija slicnog tipa koju treba spomenuti je istrazivanje Lie i sur. (2009), a
ispitivalo je ucinak heterozigotnosti na ,,svakodnevno* zdravlje, odnosno ispitanici su
tokom cetiri mjeseca biljezili sve simptome koji su im se javljali u tom periodu. (30)
Multilokusna heterozigotnost i geneti¢ka raznolikost ¢ izradunati su pomoéu 12 STR
biljega u MHC regiji i 14 u drugim regijama genoma. Multilokusna heterozigotnost nije
bila standardizirana. Kako bi barem djelomi¢no iskljucili vanjske ¢imbenike koji bi
mogli povecati broj zdravstvenih simptoma, analiza je bila korigirana na stres posebnim
upitnikom koji ispituje depresivnost, anksioznost i stres. Autori su pronasli malu, ali

statisti¢ki znaCajnu povezanost genetske raznolikosti 1 ,,svakodnevnog® zdravlja.

Lyons i suradnici pokusali su procijeniti utjecaj multilokusne heterozigotnosti na
podloznost zaraznim bolestima. (24, 74) U prvoj studiji 148 djece mlade od 13 godina
koja su umrla od invazivne bakterijske infekcije 1 137 odgovaraju¢ih kontrola
genotipizirani su s 134 mikrosatelitna biljega. Standardizirana opazena homozigotnost
bila je statisti¢ki znaGajno razli¢ita izmedu sludajeva i kontrola (p=5,89 x 10°), te stoga
autori zakljuCuju je heterozigotnost povezana sa smanjenim rizikom umiranja od

invazivnih bakterijskih infekcija. (74)

Isti autori analizirali su 1 povezanost multilokusne heterozigotnosti 1 prijemljivosti za

hepatitis, gubu 1 tuberkulozu. (24) Istrazivanje u Gambiji napravljeno je za tuberkulozu,
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pri cemu je uklju¢eno 263 ispitanika genotipiziranih za 272 mikrosatelitna biljega 1 za
hepatitis gdje je bilo uklju¢eno 280 ispitanika genotipiziranih za 276 mikrosatelitna
biljega; u Indiji je istrazena prijemljivost za gubu te je analizirano 394 ispitanika koji su
bili genotipizirani s 390 biljega dok je u Italiji istrazivana povezanost s hepatitisom te je
bilo ukljuceno 147 ispitanika koji su bili genotipizirani s 295 biljega. Nadena je snazna
povezanost izmedu multilokusne heterozigotnosti i prijemljivosti za tuberkulozu 1
perzistiraju¢i hepatitis u populaciji Gambije. Medutim, nije nadena povezanost
multilokusne heterozigotnosti 1 hepatitisa u populaciji Italije - autori smatraju da uzrok
lezi u slaboj snazi statistiCkog testa, zbog izbjegavanja srodivanja i posljedicno malih
razlika u multilokusnoj heterozigotnosti. Takoder, nije nadena povezanost izmedu

obolijevanja od gube i multilokusne heterozigotnosti u Indiji.

Napravljeno je dodatno pretraZzivanje Pubmed baze podataka sa srodnim pojmovima
»inbreeding® 1 ,fitness* te ,heterosis i ,fitness, u oba slucaja uz ogranicenje
postavljeno na ,,humans®. U prvom slucaju dobiveno je 12, a u drugom 46 radova. Nisu
pronadeni novi radovi relevantni za moje istrazivanje. Takoder, u gore opisanih pet

radova pregledan je popis literature kako bi se pronasle druge relevantne publikacije.

U studijama korelacije heterozigotnosti 1 fitnesa postotak varijance objasnjen s
heterozigotnosti tipi¢no je samo nekoliko posto ili manje, pa je tako na primjer u meta-
analizi ukljuc¢enih studija objaSnjena varijanca u rasponu od 0,07% do 3,3%, a u

studijama u kojima su koristeni STR biljezi oko 1% (17, 21, 78, 79).
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1.4. Prednost heterozigota

Pod pojmom prednost heterozigota (engl. heterozygote advantage) podrazumijevamo
slucajeve kada organizam koji je heterozigot (AB) ima veci fitnes u usporedbi s
homozigotom neovisno o kojem se homozigotu radi, AA ili BB. Prednost heterozigota
Cesto dolazi do izrazaja u ovisnosti o uvjetima okoliSa, na primjer kada je jedan
¢imbenik okoliSa poguban za homozigote AA, a drugi je poguban za homozigote BB,
pa heterozigoti AB zapravo imaju u isto vrijeme i prednosti i nedostatke, no ukupno
pokazuju najbolji fitnes (primjeri ¢e biti navedeni kasnije). Zbog toga prirodna
selekcija’ daje prednost heterozigotima i smatra se da je upravo selekcija mehanizam
koji pomaze odrzanju heterozigota u populaciji i objaSnjava njihovu povecanu
ucestalost. Ovakvi su slu€ajevi opisani 1 kod ljudi 1 kod Zivotinja, a srpasta anemija
predstavlja jedan od najpoznatijih slucajeva gdje selekcija favorizira heterozigote za

odredeni lokus kod ljudi.

Srpasta anemija je Cesta bolest u malari¢nim podrucjima Afrike. (80, 81) Uzrok srpaste
anemije je mutacija u genu za f-lanac hemoglobina (alel S), pri ¢emu dolazi do
stvaranja promijenjenog hemoglobina-S. Kod osoba s genotipom SS dolazi do
nakupljanja promijenjenog hemoglobina u eritrocitima, §to dovodi do srpastog oblika

eritrocita zbog Cega se eritrociti u vecoj mjeri odstranjuju iz cirkulacije. Posljedi¢no,

7 Prirodnu selekciju definiramo kao diferencijalni reproduktivni uspjeh jedinke ili genotipova, koji se
temelji na mogucnosti geneticke varijacije obiljezja povezanih s reprodukcijom. Njome se iz populacije
uklanjaju Stetne mutacije i funkcionalno poboljsava vrsta. Vec¢ina mutacija u kodiraju¢em dijelu genoma
izloZena je selekcijskom pritisku Sto smanjuje stopu preZivljavanja nosioca mutacije, pa govorimo o
negativnoj selekciji. Kada nastala mutacija poboljSava reproduktivnu sposobnost jedinke, govorimo o
pozitivnoj selekciji. Ponekad mutacija moze biti podjednako korisna kao i prisutne genetske varijante, pa
takvu mutaciju odredujemo kao selektivno neutralnu.
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dolazi do razvoja teSke anemije i pratecih tegoba (npr. mikroembolija i hipoksije), te do
talozenja defektnih eritrocita u zglobovima 1 kapilarama. Osobe SS genotipa bez
medicinske pomo¢i obi¢no umiru u ranoj dobi. S druge strane, heterozigoti SA genotipa
(alel A kodira normalan oblik hemoglobina, hemoglobin-A), imaju samo blagi oblik
anemije, no u usporedbi s homozigotima AA otporniji su na malariju; mozda zato $to
dolazi do deformacije eritrocita koji su inficirani s parazitom pa isti budu ranije
odstranjeni iz cirkulacije (81, 82). Homozigoti za normalan oblik proteina (AA) nisu

anemicni, ali su podlozni teskim oblicima malarije s ¢esto smrtnim ishodom. (81)

Kod Zivotinja slican je primjer zabiljezen medu populacijama Stakora koje su bile
tretirane otrovom varfarinom (81, 83). Stakori homozigotni za divlji tip gena (wt alel),
osjetljivi su na otrov varfarin te nakon njegova konzumiranja umiru uslijed krvarenja
(varfarin interferira s vitaminom K, koji je nuZan za nastanak faktora koagulacije). Kao
odgovor na otrov, u populacijama $takora pojavila se mutacija u genu VKORCI1 koja
omoguéava otpornost na otrov (R alel). Stakori homozigotni za ovaj gen zahtijevaju
ogromne koli¢ine vitamina K kako bi prezivjeli, zbog promijenjene funkcije enzima u
metabolizmu vitamina K. Nasuprot oba homozigota, heterozigoti wt/R imaju
evolucijsku prednost: divlji tip gena (pa 1 enzima) omogucuje normalan metabolizam

vitamina K, a gen za rezistenciju na otrov ih §titi od varfarina (81).

Prirodna selekcija glavna je odrednica geneticke kompozicije 1 izravno odreduje koji ¢e
se geni prenijeti u slijede¢u generaciju, a koji ¢e se odstraniti iz populacije (16).
Organizam bolje prilagoden zivotnim uvjetima, to jest onaj koji pokazuje veci fitnes,

imati ¢e vecu vjerojatnost za prezivjeti i za dati potomstvo. U slucaju srpaste anemije,
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selekcija odabire heterozigote jer u malarijom zahvaéenim podru¢jima heterozigoti
imaju ve¢i fitnes 1 od osoba homozigotnih za S-hemoglobin, ali i od osoba
homozigotnih za normalan hemoglobin (16). Jednako tako, u uvjetima izloZenosti
otrovu varfarinu, Stakori s jednom kopijom gena za rezistenciju selekcijski su u

najpovoljnijem poloZaju i pokazuju ve¢i fitnes od oba homozigota.

Ova dva izolirana primjera dobro oslikavaju osnovnu ideju prednosti koju nudi veca
heterozigotnost. Ako osoba nosi dvije identicne kopije gena, to znaci da e se
translacijom tog gena na ribosomima proizvoditi potpuno jednak protein iz obje kopije
gena. To dalje znaci da ¢e, na primjer, ako je protein koji se stvara enzim, postojati
samo jedan set vanjskih uvjeta (poput pH i temperature) kada ¢e enzim optimalno
funkcionirati. Otklanjanjem od optimalnih uvjeta, funkcionalnost enzima opada Sto
moze dovesti do poremecaja funkcije 1 na razini organizma. Medutim, ako osoba nosi
dvije funkcionalne, ali razlicite kopije gena, $to znaci da se proizvode dva funkcionalna
1 razli¢ita enzima, moguce je da dvije forme optimalno funkcioniraju pri razliitim
uvjetima: na primjer, jedan oblik moZe izgubiti funkciju pri poviSenoj tjelesnoj
temperaturi, no funkcionalnost alternativnog oblika mozda nece ovisiti o temperaturi. S
dvije funkcionalne, ali razli¢ite forme organizam se dodatno osigurava za slucaj
nepovoljnih uvjeta jer je proSiren spektar uvjeta u kojima moze odgovarajuce reagirati -
ako jedan protein izgubi funkciju tu je alternativni oblik koji ¢e moc¢i dalje obavljati

zadacu.

Nemoguce je opcenito kazati Sto je optimalno, jer ¢e za svaki gen i svaki organizam

okolnosti biti jedinstvene. No ukupno gledano, ¢ini se moguc¢e da dva funkcionalna i
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razliita oblika proteina osiguravaju funkcionalnost pri Sirem spektru uvjeta 1 time
stvaraju povoljnije preduvjete za osiguranje homeostaze, na razini pojedinog organizma

jednako kao 1 na razini cijele populacije.

1.5. Uloga okolisnih i genetickih ¢imbenika u nastanku bolesti

S obzirom na etiologiju, bolesti teorijski mozemo podijeliti u dvije velike, u praksi
tesko odjeljive skupine: bolesti primarno genetskog podrijetla i bolesti uzrokovane
okoliSnim ¢imbenicima. Bolesti primarno genetskog podrijetla su veéinom
monogenske, tj. mendelske nasljedne bolesti. One su obi¢no uzrokovane mutacijom
jednoga gena i ta je mutacija snaznog ucinka: ako je mutacija prisutna razviti ¢e se
bolest. Ako mutacije nema, nece do¢i do bolesti (kod dominantnih bolesti je potreban

jedan, a kod recesivnih dva mutirana alela).

Vecina ostalih bolesti je u vecoj ili manjoj mjeri poligenski uvjetovana, odnosno
mutacije u brojnim genima utjecu na nastanak, razvoj i tijek bolesti. U ovu skupinu
bolesti ubrajamo i1 vodece uzroke mortaliteta i morbiditeta u razvijenim zemljama,
primjerice koronarnu bolest srca, rak, dijabetes i psihicke bolesti. U znanstvenim
krugovima uvrijezio se koncept “Cesta bolest/Cesta varijanta” (engl. common
diseases/common variant, CD/CV) koji pretpostavlja da je u€estalost uzro¢nih mutacija
za Ceste bolesti u populaciji veca od 5% (84, 85). Ove su bolesti uobicajeno
multifaktorski uvjetovane, Sto znaci da u njihovoj etiologiji osim gena znacajnu ulogu

imaju 1 okolisni ¢imbenici. Cinjenica da geni mogu biti u medusobnoj interakciji, kao i
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u interakciji s okoliSem te razli¢ito pridonositi ekspresiji fenotipa dodatno komplicira 1
otezava istrazivanja (86, 87). Zbog slozenosti njihove etiologije ove bolesti nazivamo

cestim slozenim bolestima (engl. common complex diseases).

Pri dizajniranju istrazivanja ¢iji je cilj pronalazenje uzroc¢nih gena, iznimno je vazno
uzeti u obzir kompleksnost etiologije i genetske podloge, te razmotriti nacin na koji se
ona moze pojednostaviti kako bi se utvrdila asocijacija izmedu mjerenoga genotipa i
fenotipa. Ova nastojanja objedinjena su u podrucju genetskih istrazivanja koje nazivamo
genetske asocijacijske studije, a u zadnje vrijeme dominiraju cjelogenomske
asocijacijske studije (engl. genome-wide association studies, GWAS). Do danas je
analizom genetickih podataka prikupljena ogromna koli¢ina novog znanja o fizioloSkim
1 patofizioloSkim procesima u podlozi kvantitativnih svojstava i bolesti (88, 89), a

oc¢ekuju se 1 novi proboji kada sekvenca genoma postane dostupna.

Uz okoli§ i gene kao c¢vrsto utemeljene Cimbenike u nastanku bolesti, danas je
prihvaceno da psiholoski 1 psihicki ¢imbenici takoder mogu imati znacajan utjecaj na
razvoj somatskih bolesti (90, 91). Pod pojmom ,,somatske bolesti podrazumijevamo
bolesti Cije je simptome moguce utvrditi objektivnim pretragama i dijagnostickim
testovima. lako psiholoski ¢imbenici najceS¢e nisu sami po sebi niti nuzni, a niti
dovoljni za razvoj vecine somatskih bolesti, njihov znacajan doprinos u kombinaciji 1
interakciji s ostalim rizicnim ¢imbenicima - kako genetskim, tako i okoliSnim - ne moze
biti iskljuen (92, 93). Skupinu bolesti u ¢ijoj je etiologiji prepoznat vazan utjecaj
psihickih ¢imbenika, primjerice stresa, nazivamo ,,psithosomatskim bolestima®. TeSko

je, medutim, objektivizirati 1 mjeriti psiholoSke uzroke bolesti. Jo$S je teZze mjeriti
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interakcije psiholoskih ¢imbenika s jedne strane i okolisnih ili genetskih ¢imbenika s
druge strane, no bez razumijevanja tih interakcija teSko ¢emo u potpunosti razumjeti
etiologiju vecine bolesti. Zbog otezanog mjerenja psiholoskih stanja i njihovog utjecaja
na razvoj ljudskih bolesti, neki autori smatraju da je ovaj skup mogucih rizi¢nih
¢imbenika znatno podcijenjen 1 nepravedno zanemaren u usporedbi s okoliSnim i

genetskim rizi¢nim ¢imbenicima (94, 95).

Doprinos okoli$nih ¢imbenika u nastanku bolesti razmjerno je dobro istrazeno podrucje;
paznja posvecena okoliSnim ¢imbenicima zasigurno je barem djelomi¢no uvjetovana
time §to su ovi ¢imbenici u mnogim slu¢ajevima dobro definirani, vidljivi i1 Cesto lako
mjerljivi. Nasuprot tome, geneticke ¢imbenike do nedavno uopce nije bilo moguce
mjeriti ili je bilo moguce prikupiti tek vrlo ograniceni broj informacija (npr. analiza
duljine restrikcijskog fragmenta, engl. RFLP) uz veliki utroSak vremena i sredstava. Tek
je u zadnjih nekoliko godina, obiljeZenih izrazitim tehnoloskim napretkom u tehnikama
analize DNK 1 genotipiziranju, omoguceno ispitivanje velikog broja genetickih markera
1 masovno prikupljanje informacija iz genoma (89). UobiCajene genetske studije danas
prikupljaju podatke za nekoliko stotina tisuca (ili cak 1-2 milijuna) genetickih biljega za
svakog ispitanika, a blizi nam se 1 doba kada ¢e biti moguce sekvencioniranje egzoma 1

cijelog genoma (84, 96-101).

U usporedbi s genotipom na odredenom lokusu, rezultatima krvnih pretraga ili visinom,
nekome tko nije stru¢njak moZe biti teSko prihvatiti mjerenje psiholoskih ¢imbenika kao

»egzaktno* — iako je subjektivnost ispitivaca zapravo prisutna u mnogim dijagnostickim
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testovima u klasi¢noj medicini (npr. ocitanje nalaza slikovnih pretraga ili mjerenje

krvnog tlaka).

Time je pred istrazivace koji zagovaraju znacenje psiholoskih i1 psihi¢kih ¢imbenika u
razvoju ljudskih bolesti postavljen veci izazov u osmisljavanju i dizajniranju Sto je
moguce kvalitetnijih istrazivanja koja bi na vjerodostojan i ponovljivi na¢in mogla
uvjeriti znanstvenu zajednicu u njihov stvaran etioloski doprinos razvoju bolesti, buduci
da je razumjeti ,,bolest kao slozenu pojavu moguce jedino istrazivanjem okolisnih,
genetskih 1 psiholoskih ¢imbenika zajedno s njihovim medusobnim interakcijama.
Ovakva interdisciplinarna istrazivanja koja uzimaju u obzir brojne ¢imbenike postaju
moguca tek u danaSnje vrijeme obiljeZeno brzim razvojem racunala i statistickih metoda
1 pristupa (npr. kako analizirati preko 500.000 podataka po ispitaniku, kako primjereno
korigirati granicu statistiCke znacajnosti za velik broj napravljenih statistickih testova

itd.).

Ve¢ dugo su poznati instrumenti koji omogucéavaju sve preciznije kvantificiranje
opc¢enitog psiholoskog profila pojedinaca 1 medusobno razlikovanje osoba prema
osnovnim psiholoSkim obiljeZjima. Uz instrumente koji ispituju tip li¢nosti ili
inteligenciju (npr. EPQN upitnik li¢nosti, Goldbergov upitnik za mjerenje pet-
faktorskog modela licnosti, razli¢iti 1Q testovi), pridodani su 1 instrumenti koji
omogucavaju opazanje akutno ili kroni¢no naruSenog psihi¢kog zdravlja (npr. GHQ —

Op¢i upitnik o zdravlju, Goldbergov upitnik o depresiji).
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Jasno je da Covjeka Cine njegovo tijelo 1 njegova psiha. Stoga su zapravo sva stanja,
poremecaji i bolesti u ljudi psihosomatske prirode — imaju svoje tjelesne 1 svoje
psihicke uzroke ili situacije u kojima se javljaju. Nije jednostavno za objasniti (ili
razumjeti) kako se tijelo 1 psiha ispreplic¢u, pokazati mehanizam kojim tijelo utjece na
psihu, ili pak kako psiha utjece na tijelo. Ipak, intuitivno nam je vrlo lako razumjeti da
dogadaji na razini tijela utjeCu na psiholosko stanje: lako ¢emo shvatiti tugu i depresiju
oboljelog od karcinoma ili anksioznost osobe s novonastalim invaliditetom. Stovise i
manje ¢e se dramatini tjelesni poremecaji odraziti na psihicko stanje pojedinca:
prekomjerna tjelesna tezina, lo§ ten ili c¢elavost mogu biti dovoljni da uniste
samopouzdanje i budu uzrok velikog nezadovoljstva. Kako postoji psihic¢ki odgovor na
svaku tjelesnu bolest, moZzemo se zapitati hoce li postojati tjelesni odgovor kod
psihickih bolesti ili psihickih poremecaja. Anorexia nervosa evidentan je primjer kako
psihicki poremecaj izravno utjece na tijelo. No kod vecine je bolesti takva povezanost

manje o€ita i teze objaSnjiva.

Bilo bi izuzetno intrigantno dokazati kako osobe razliCitth psiholoSkih profila
dugoro¢no imaju sklonost razli¢itim skupinama somatskih bolesti, a studije koje
potkrepljuju ovu tezu ve¢ su objavljene u svjetskoj literaturi (102, 103). Psiholozi
Friedmann 1 Rosenmann su jo§ davne 1948. godine u poznatoj Framinghamskoj studiji
psiholoSkim intervjuom odvajali osobe tipa A od osoba tipa B, te je nakon 20 godina
trajanja te longitudinalne prospektivne studije utvrdeno da osobe tipa A znacajno cesce
obolijevaju od koronarne bolesti. Nacionalni institut za srce, pluca 1 krv (Sjedinjenih

Americkih Drzava) je 1981. godine objavio da tip A licnosti predstavlja veéi rizik za
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koronarnu bolest srca i infarkt nego pusenje, dob, hipertenzija ili visoki kolesterol,
isticu¢i taj vazan psihicki Cimbenik u etiologiji, ove danas najcesc¢e bolesti u
razvijenijim zemljama. Osobe tipa A su ambiciozne, nestrpljive, uvijek u zurbi, namecu
si mnogo poslova u kratko vrijeme, agresivne su i Zeljne stalnog dokazivanja. Nastojeci
svugdje ,,biti prvi“, dolaze u sukobe s bliznjima i koliko god najcesc¢e uspijevaju postici
svoje ciljeve, ostaju i1 dalje nezadovoljni 1 u neprijateljstvu s okolinom u kojoj Zive.
Danas se za mnoge organske bolesti smatra da su povezane s psihi¢kim stanjem te da je
psiha vazan etioloski ¢imbenik. Tako egzacerbacija psorijaze Cesto uslijedi nakon
stresnog dogadaja (poput rastave braka ili smrti bliske osobe), a ulkusi dvanaesnika
klasi¢no se povezuju s dugotrajnom izloZenosti stresu (na primjer kod poslovnih ljudi).
Bolesti poput bronhalne astme, menstrualnih problema, iritabilnog kolona, ulceroznog
kolitisa, egzema, neurodermitisa, migrene, poviSenog krvnog tlaka takoder su velikim

dijelom psiholoski uvjetovane.

Jos neposredniji dokaz o ulozi psiholoskih ¢imbenika u nastanku somatskih bolesti bio
bi izdvojiti ljude kod kojih je nastupilo akutno naruSenje psihickog zdravlja, ili pak
popustanje kompenzacijskih mehanizama, te pokazati kako takvo kratkoroCno stanje
dovodi do objektivno mjerljivih promjena u odnosu na opcu populaciju, na primjer u
metabolizmu 1 imunoloskom sustavu. U literaturi se mogu naci studije koje istrazuju
povezanost psihickih stanja i1 npr. C-reaktivnog proteina i klirensa kreatinina, kao
biljega koji odrazavaju akutno stanje u organizmu (104-106). Nedavna studija Rief 1
sur. (2010) pokazala je znaCajan utjecaj akutnog raspoloZenja i trenutnog stresa kojem

su izlozeni ispitanici na koncentraciju markera upale i kateholamina tokom no¢i (107).
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Dodatni primjer takvog istrazivanja bilo je dokazano pogorSanje vrijednosti u krvi
velikog broja biokemijskih i imunoloskih parametara u oslobodenih zarobljenika iz
ratnih logora tijekom rata u Bosni i Hercegovini (108). U tom slucaju znacajan
¢imbenik koji je mogao utjecati na rezultate ovog istrazivanja bila je 1 prateca
neuhranjenost 1 iscrpljenost ratnih zarobljenika. Rijetke su studije u mirnodopskom

razdoblju koje su se bavile ovom problematikom (109, 110).

1.6. Hormoni stresa i kortizol

Danas se pojam ,,stres ¢esto susrece, kako u psihologiji, tako i u medicini i biologiji.
Prema jednostavnoj definiciji, stres je dusevno ili tjelesno preopterecenje organizma®.
Organizam je u stanju stresa kada nije sposoban primjereno odgovoriti na fizicke ili
psihicke prijetnje te dolazi do naruSavanja psiho-fizicke ravnoteZe i poremecene

homeostaze.

Kao poznati primjer koji zorno predocava vezu izmedu psihickog stanja i organskih
procesa Cesto se spominje pojacano lucenje adrenalina u strahu ili bijegu, kako kod
ljudi, tako 1 kod Zivotinja. (111) Organizam na opasnu ili neugodnu situaciju reagira
lu€enjem adrenalina, s ciljem da se tijelo pripremi na reakciju — medu inim, Sire se
zjenice, srce brze kuca, krvotok se preusmjerava u misic¢e i mozak, iz jetre se oslobada

glukoza i drugo. (111)

® Definicija prema: Klai¢, Rje¢nik stranih rijeci. Pojam je uveo kanadski lije¢nik H. Selye 1930. godine.
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Hormon ¢ije je lucenje nedvojbeno povezano sa stresom je kortizol pa se ovaj hormon
¢esto naziva ,.,hormon stresa* (70). Brojna su istrazivanja pokazala da se raznorodni
psihicki stres 1 anksioznost - pa ¢ak 1 samo o¢ekivanje stresne situacije - odrazavaju na
lucenje kortizola (112-114). Naravno, nece sve osobe jednako reagirati: stresnom
situacijom uzrokovana patoloska promjena u lucenju kortizola razlikovati ¢e se od
osobe do osobe, te ¢e ovisiti o0 mnogim Cimbenicima, poput psihickih osobina (npr.
samopouzdanje), crta licnosti (npr. neuroticizam), popratnih bolesti (npr. depresija),

navika (npr. pusenje) i drugo (113, 115-118).

Dnevniritam luenja -
HIPOTALAMUS <
Stresori B
(fizicki i psihicki) ﬂ .ﬂ
Upalni citokini > HIPOFIZA . -

NADBUBREZNA |:‘> KORTIZOL
ZLIUJEZDA

Slika 2. Regulacija kortizola i ¢imbenici koji utje¢u na njegovo lucenje.

Kortizol je hormon kore nadbubrezne zlijezde, a njegovo je lucenje pod kontrolom

hipotalamusa i hipofize (Slika 2). Kortikotropin-oslobadaju¢i faktor (CRH, engl.
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corticotropin-releasing hormone) luc¢i se u hipotalamusu te ima cirkadijani ritam
lucenja; no stres 1 drugi podrazaji mogu utjecati na lu¢enje CRH. Iz hipotalamusa CRH
dolazi u prednji rezanj hipofize gdje potice luCenje adrenokortikotropnog hormona
(ACTH) u krv. Na kraju, ACTH potice luenje kortizola u kori nadbubrezne Zlijezde
(Slika 2). Preciznije, djelovanjem brojnih enzima kortizol se sintetizira iz kolesterola u

zoni fasciculati kore nadbubrezne Zlijezde (Slika 3).

Potpuni podaci o koncentraciji kortizola, a posebno ritma lucenja, dobiju se kada se
kortizol mjeri u viSe navrata tijekom dana (ili kontinuirano cijeli dan). Tako je lucenje
kortizola u ljudi detaljno prouceno jo§ 1971. kada je opisan cirkadijani ritam lucenja 1
periodicno lucenje u 6 zdravih osoba (119). Prosjecno je nadeno 9 epizoda sekrecije
kortizola u 24 sata (raspon: 7-13), a aktivno lucenje kortizola zbiva se 24% vremena
(119). Prosjecno se u 24 sata izlu¢i 16 mg kortizola, a njegovo je vrijeme poluraspada u
krvi 66 minuta. Razlike u lu¢enju kortizola dolaze ve¢inom iz (a) razlike u frekvenciji 1
(b) duljini sekretorne faze, dok je sama sekrecija u vremenu prili¢no konstantna 1 iznosi

oko 0,05 mg/min (119).

Autori su definirali Cetiri faze sekrecije: 1) minimalna sekretorna aktivnost (4 sata prije
usnivanja i prva 2 sata sna), 2) preliminarna nocna sekrecija (tre¢i do peti sat sna), 3)
glavna sekretorna faza (zadnja 3 sata sna 1 prvi sat nakon budenja), 1 4) interminentna
sekretorna aktivnost, preostali dio dana. Koncentracija kortizola u krvi obi¢no je najvisa
ujutro, 45 minuta nakon budenja (kao posljedica glavne sekretorne faze), dok su

koncentracije najnize u snu - obi¢no nakon 3 do 5 sati spavanja (119, 120).
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Slika 3. Biosinteza kortizola iz kolesterola.

35



U praksi, uobi¢ajen nacin mjerenja vrijednosti ovoga hormona je odredivanje razine
hormona u krvi koja je uzeta izmedu 8:00 i 9:00 sati ujutro (optimalno 30-45 minuta
nakon budenja, kada je koncentracija najvisa). Vrijeme uzimanja krvi za mjerenje

kortizola izrazito je vazno, upravo zbog naglasenog cirkadijanog ritma lucenja.
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Slika 4. Srednje vrijednosti kortizola (korijen-transformirane) od 0 do 12 sati
nakon budenja. Prikazana je krivulja za osobe koje se bude rano (puna linija) i za
osobe koje se bude kasno (isprekidana linija) (preuzeto iz
Psychoneuroendocrinology, vol. 26, Edwards i sur., Association between time of
awakening and diurnal cortisol secretory activity, str. 613—-622, Copyright (2001),

odobrio: Elsevier).
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Zbog intenzivnog luCenja kortizola u glavnoj sekretornoj fazi, promjene koncentracije
su u ovom periodu najizraZzenije: u zadnjem satu sna i neposredno poslije budenja biljezi
se nagli porast, a potom 30-60 minuta nakon budenja nagli pad koncentracije (Slika 4).
To u praksi znaci da ¢e izmjerene vrijednosti biti znacajno razliCite ako se kortizol mjeri
30, 45 ili 90 minuta nakon budenja, $to dodatno otezava interpretaciju rezultata kada ne

postoji podatak o to¢nom vremenu budenja.

Razina kortizola u krvi prati cirkadijani ritam lu€enja, no psihicki ili fizicki stres
modificiraju lucenje kortizola te dovode do odstupanja koncentracije kortizola i ritma
lu¢enja od normale. Poremecaj koncentracije kortizola, ili poremecaj dnevnog ritma
lu¢enja, moze biti posljedica raznih okoliSnih ¢imbenika ili bolesti; na primjer,
patoloskih vrijednosti ACTH (npr. tumor), depresije, hipoglikemije, raznih organskih
bolesti, poviSene temperature, traume ili operacije, boli, straha, izlozenosti ekstremnim

uvjetima 1 drugo.

Kortizol djeluje na mnoga tkiva i brojne organske sustave (68). Predmnijeva se da,
sli¢no kao 1 adrenalin, kortizol predstavlja odgovor tijela na opasnost 1 stres, te u tom
smislu poti¢e procese koji omogucavaju ,bijeg 1 obranu®, a stiSavaju se lokalno
,hepotrebni procesi poput cijeljenja rana, imunoloSkog odgovora i osjecaja gladi ili

boli (61-63, 65-70, 121).

Primjerice, kortizol podize razinu SeCera u krvi poticanjem glukoneogeneze u jetri;
poti¢e razgradnju bjelancevina (npr. dovodi do gubitka kolagena u kozi); utjeCe na

koncentracije elektrolita (prvenstveno natrija i kalija) te ima viSestruke i1 vazne ucinke
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na imunoloski sustav: glavni je u¢inak na imunoloski sustav imunosupresija (pa se u tu
svrthu koriste glukokortikoidi u lijeCenju), no dugotrajno povisena koncentracija
kortizola i pratea imunosupresija mogu imati izrazene Stetne posljedice na organizam

(61, 64-67, 69, 71).

Ekstremni primjer je Cushingov sindrom, poremecaj koji je uzrokovan dugotrajno i jako
poviSenom razinom kortikosteroida, koji imaju jednak ucinak na tijelo kao i kortizol
(59, 60). Uzrok njihove povecane koncentracije najceSce je dugotrajna terapija visokim
dozama kortikosteroida, na primjer prednizonom, deksametazonom (Decadron) ili
metilprednizolonom (Medrol.), ili rjede tumor (obi¢no tumor hipofize koji lu¢i ACTH,
koji pak potic¢e pojacano lucenje kortizola) (59, 60, 122-125). Na primjeru Cushingovog
sindroma moze se predociti koji su ucinci dugotrajno poviSene razine kortikosteroida:
atrofija koZe poprac¢ena nastajanjem strija, aknama i koZnim infekcijama, centripetalna
debljina, hiperglikemija, oportunisticke infekcije zbog oslabljenog imuniteta, slabije

cijeljenje rana, osteoporoza i drugo (59, 60).

1.6.1. Jutarnja koncentracija kortizola.

Odgovor kortizola na budenje predstavlja nezavisan korak u dnevnom ritmu lucenja
kortizola, pa neke studije sugeriraju da je jutarnja sekrecija pod zasebnom regulacijom,
razli¢itom od regulacije cirkadijanog ritma lucenja; u zdravih odraslih ljudi
koncentracija kortizola poveca se za 50-160% samo 30 minuta nakon budenja. (126)

Upravo jutarnja koncentracija kortizola pokazuje najsnaZniju statisticCku povezanost s
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psihi¢kim zdravljem i zadovoljstvom u Zivotu. (126-128) Blagostanje (engl. well-being)
1 dobro psihicko stanje povezani su s nizim razinama kortizola i boljim fizickim
zdravljem (127, 128), a broj publikacija koje ukazuju na vaznost blagostanja i dobrog
osjecanja za zdravlje svake je godine sve veci. Opce je prihvaceno da stres negativno
utjeCe na imunoloski sustav (129), a upravo su povisene koncentracije kortizola jedan
od glavnih medijatora ovog ucinaka. Za povisenu koncentraciju kortizola je poznato da
djeluje imunosupresivno 1 narusava regulaciju imunoloskog sustava. Nadalje, pokazano

je kako je u¢inak dovoljno snazan da moze nastetiti zdravlju pojedinca.

1.7. Instrumenti za mjerenje psihickog stanja: GHQ-30

Psihic¢ko zdravlje je sloZena, viSedimenzionalna pojava i ne postoji jednostavan nacin
njegove procjene. Op¢i upitnik o zdravlju (engl. General Health Questionnaire, GHQ)
mjeri trenuta¢no psihicko zdravlje, a ne opce zdravlje pojedinca. Upitnik utvrduje
ispitanikovo trenutno psihicko stanje, usporeduju¢i kako se ono razlikuje od
ispitanikovog uobicajenog stanja. Stoga je ovaj upitnik osjetljiv na kratkoro¢ne psihicke
poremecaje, ali ne 1 na dugotrajna obiljeZja ispitanika, tako da omogucuje uspjesno

otkrivanje akutno narusenog psihickog zdravlja (130-132).

Ovaj je upitnik naSao primjenu u grani epidemiologije koju nazivamo psihometrijska
epidemiologija. Radi se o kvantitativnoj disciplini u ¢ijoj se podlozi nalaze statisticki
modeli, medutim ona podjednaku paZnju pridaje procjeni pouzdanosti i valjanosti

istrazivanja. Pomoc¢u nje se mogu istrazivati multipla kvantitativna obiljezja, ali 1
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diskretne psihijatrijske dijagnoze. Tako se GHQ upitnik koristi kao alat probira (engl.
screeninga) kako bi se otkrili manji psihijatrijski poremecaji koji u podlozi nemaju

psihoti¢nu etiologiju.

GHQ upitnik ispitanici samostalno ispunjavaju, a usredotoen je na dva podrucja:
nesposobnost normalnog funkcioniranja i pojavu novih uznemiruju¢ih stanja. Prema
Goldbergu 1 Williamsu (1991), postoji cijeli niz minornih somatskih simptoma i
promjena u socijalnom ponaSanju. (133) Ovakve pojave u cijelosti definiraju pojmovi

emocionalni stres, psiholoski stres 1 psiho-socijalna disfunkecija.

Upitnik se primjenjuje u opc¢oj populaciji ili kod pacijenata zaprimljenih na odjele
bolnic¢kog sustava koji se ne bave iskljucivo psihijatrijskim bolestima i poremecajima -
primjerice u primarnoj praksi ili pri ambulantnom prijemu. Namijenjen je iskljucivo
odraslim osobama (ne djec¢joj populaciji), a koristan se pokazao i u nekim istrazivanjima

adolescenata.

Jos od kada je Goldberg 70-ih godina utemeljio 1 razvio GHQ upitnik, poznat i pod
imenom Goldbergov GHQ upitnik, on je naSao Siroku primjenu u razli¢itim podruc¢jima
istrazivanja. Njegova ideja bila je razviti upitnik koji ¢e moci razlikovati pacijente koji
imaju psihijatrijske probleme od onih dobrog mentalnog zdravlja. Primjenu je nasao u
medicini rada, op¢oj medicini, psihologiji, ali 1 u klinickoj praksi kada se zeli procijeniti
prisutnost psihickog poremecaja kod pacijenata. Premda je inicijalno razvijen kao

upitnik s 60 pitanja, postoji suviSnost informacija pa su razvijene verzije upitnika s
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manje pitanja, ali zadovoljavaju¢om osjetljivosc¢u pri diskriminaciji zdravih 1 oboljelih.

Krace verzije koje se koriste u istrazivanjima su GHQ-30, GHQ-28 1 GHQ-12.

Svaka od ovih verzija ima svoje prednosti 1 nedostatke, te odabir verzije GHQ upitnika
ponajprije ovisi o istrazivanoj populaciji, vrsti istrazivanja, uvjetima i drugim

prakticnim pitanjima kao Sto su raspolozivo vrijeme, mjesto istrazivanja i dr.

GHQ-60 jest cjelovit upitnik koji sadrzi 60 pitanja i1 detektira potencijalne sluCajeve
naruSenog psihickog zdravlja u istrazivanoj populaciji. Medutim, idealno istrazivacko
okruzenje u smislu raspolozivog vremena i prikladnih ispitanika nije cesto. Kod
istrazivanja gdje je vrijeme ograniceno, ili u slucaju kada ispitanici imaju poteSkoce s
¢itanjem te im je potrebno procitati pitanja, ovaj upitnik nema prednosti u usporedbi s
kra¢im verzijama, primjerice GHQ-12 upitnikom. S GHQ-60 upitnikom dobijemo
ukupan zbroj koji moZemo analizirati na pojedinacnoj i skupnoj razini temeljem

preporucene granicne (engl. cut-off) vrijednosti iz ranijih istrazivanja. (134)

GHQ-30 predstavlja kracu verziju upitnika GHQ-60 iz kojeg su izostavljena pitanja
koje se odnose na fizicke tegobe (bolesti, simptome, stanja) 1 ucinjena je bolja
diskriminacija psihijatrijske etiologije. Valjanost GHQ-30 kao alata koji uspjesno
identificira slucajeve s psihijatrijskom etiologijom dokazana je u viSe studija, a
prosjecna senzitivnost procijenjena je na 81%, a specificnost na 80%. (134, 135)
Psiholoski simptomi procjenjuju se temeljem pet kriterija mentalnog zdravlja:
anksioznost, samopouzdanje, depresija, otezano noSenje s problemima i socijalnu

disfunkcija. (136)
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Ova verzija sa svojih 30 pitanja pokazala se kao odli¢an alat za probir slucajeva u nesto
kra¢em vremenu. Velika zastupljenost u istrazivanjima i literaturi upucuje da je GHQ
upitnik Siroko prihvacen instrument, koriSten u vrlo raznorodnim istrazivanjima i u
razli¢itim populacijama koje su se razlikovale po dobi, kulturi, socioekonomskom
statusu 1 drugim C¢imbenicima. GHQ-30 se pokazao kao izuzetno primjenjiv, dobro
prihvacen, osjetljiv 1 specifican instrument za procjenu akutno narusenog psihickog
zdravlja, te je upravo ova verzija upitnika najcesce koriStena 1 validirana, a sluzbeno se
navodi ¢ak 29 validacijskih studija. Veliki broj takvih studija najées¢i je razlog odabira
ove verzije od strane istraZivaca bez obzira na neke nedostatke. Naime, prednost GHQ-
30 verzije u usporedbi s GHQ-60 je dvostruko krac¢e vrijeme koje je potrebno za
njegovo ispunjavanje: 3-4 minute nasuprot 6-8 minuta. Premda se razlika cini
zanemariva, ipak se neki istrazivaCi s obzirom na mjesto istrazivanja (primjerice
ambulante) odlucuju za kracu verziju upitnika. Populacijska istrazivanja daju prednost
duzoj verziji, jer ima vecu Sansu detektirati slucajeve u populacijama gdje je njihova
prevalencija niska. I kod ove verzije imamo ukupan zbroj koji moZemo usporediti

temeljem preporucenih grani¢nih vrijednosti.

GHQ-28 verzija naziva se takoder 1 multidimenzionalni upitnik, a s njim se procjenjuju
somatski simptomi, anksioznost i nesanica, socijalna disfunkcija i teza depresija. Kod
ove verzije postoji moguénost procjene ne samo ukupnog zbroja, ve¢ i profila ukupnog
zbroja na pojedinim sub-skalama. Upravo se zbog te osobine ova verzija smatra
posebno korisnom. Ova verzija GHQ upitnika sadrzi 28 pitanja koja su temeljem

faktorske analize podijeljena u Cetiri sub-skale od kojih svaka sadrzi sedam pitanja. A—
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somatski simptomi (1-7), B— anksioznost/nesanica (8-14), C— socijalna disfunkcija (15-
21) 1 D—teza depresija (22-28). Za sub-skale ne postoji grani¢na vrijednost ve¢ se one
koriste pri kreiranju individualnog dijagnostickog profila, pa su dodatne informacije o
anksioznosti i depresiji jedna od prednosti ove verzije. Kako bi se identificirali slucajevi
temeljem GHQ-28 verzije upitnika nuzno je koristiti totalni zbroj svih sub-skala.
Goldberg 1 sur. su 1997. godine napravili studiju o mentalnim bolestima kojom su
validirane dvije verzije upitnika na pacijentima u opcoj praksi, te se ovo istrazivanje
smatra jednim od najznacajnijih u kojima je koriStena ova verzija upitnika. (137) Zbog
toga Sto je jedna Cetvrtina elemenata ovog upitnika vezana za somatske simptome, a
druga uz tesku depresiju, smatra se da ova verzija nije idealna za normalnu, zdravu

populaciju. (138)

GHQ-12 je izrazito prikladan za istrazivanje jer je brz, pouzdan i visoke osjetljivosti.
Kako sadrzi svega 12 pitanja potrebno je otprilike dvije minute za njegovo ispunjavanje.
S obzirom na njegova psihometrijska svojstva usporediv je s duzim verzijama, ali
najvecu prednost u istraZzivanjima mu ipak daje brzina ispunjavanja, pa se koristi kod
istrazivanja gdje nije prakti¢no primijeniti duzu verziju. I kod ove verzije u analizi se

koristi ukupan zbroj.

1.7.1. Nacini bodovanja GHQ-30 upitnika
GHQ-30 upitnik sadrzi 30 pitanja od kojih je 15 formulirano na pozitivnoj skali 1 nude

se Cetiri odgovora za opis trenutnog stanja: a) bolje nego inace, b) jednako kao i inace,
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¢) gore nego inace 1 d) mnogo gore nego inace, a preostalih 15 pitanja formulirano je na
negativnoj skali 1 ponudeni su odgovori: a) uopce ne, b) ne vise nego inace, c¢) nesto
viSe nego inace 1 d) znatno vise nego inace. Kako je to¢no srocen odgovor ovisiti ¢e o
pojedinom pitanju. Postoji nekoliko nacina za bodovanje ovog upitnika. Nacin
bodovanja odgovora (a-b-c-d) za Cetiri popularne metode sazeto je prikazan u tablici

(Tablica 2).

GHQ 1 C-GHQ bodovanje koriste se kako bi se identificirali ,,sluc¢ajevi® naruSenog
psihickog zdravlja, dok se bodovanje po Likertu i modificirano bodovanje po Likertu
koriste se kako bi se dobila veca varijabilnost i Siri raspon vrijednosti u populaciji, s
idejom da konacna distribucija rezultata bude Sto pogodnija za statisticku analizu. (139,

140)

Tablica 2. Cetiri na¢ina bodovanja GHQ-30 upitnika.

METODA odgovor odgovor odgovor odgovor
BODOVANJA A B C D
bodovanje po Likertu 0 1 2 3
modl.ﬁcn'ano bodovanje 0 0 1 P

po Likertu

GHQ bodovanje 0 0 1 1
C-GHQ bodovanje* 0/0 0/1 1/1 1/1

* kombinacija 0-0-1-1 1 0-1-1-1, ovisno je li slaganje s pitanjem ukazuje na zdravlje ili
bolest
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GHQ bodovanje podrazumijeva da ¢emo odgovore a i b bodovati s 0, a odgovore cid s
brojem 1. Za Likertovo i modificirano Likertovo bodovanje (0-1-2-3 i 0-0-1-2) vidljivo
je da veci rezultat upucuje na teze stanje, Sto je i sluc¢aj kod GHQ bodovanja, medutim
distribucija bodova dobivenih po Likertovoj metodi biti ¢e znatno Sira. Zbog pogodnosti
za regresijsku analizu u kojoj ¢e se koristi rezultat GHQ-30 upitnika, u nasSem je uzorku
primijenjeno bodovanje po Likertu zbog Sireg raspon rezultata i povoljnije distribucije

za daljnju statisticku obradu.

C-GHQ metodu bodovanja predlozili su Goodchild i Duncan-Jones, i na ovaj nacin
bodovanja dobivamo distribuciju rezultata koja je slicnija normalnoj distribuciji nego
kada koristimo GHQ metodu. (141) Za negativno formulirana pitanja ovom metodom
odgovor na pitanje a bodujemo 0, a odgovor na preostala 3 pitanja s 1. U slucaju
pozitivno formuliranih odgovora koristi se nafin bodovanja koji se koristi kod
tradicionalne metode: 0-0-1-1. C-GHQ bodovanje smatra se relativno specijaliziranom
metodom 1 pokazalo se korisnim za istrazivanja kada je vazno identificirati slucajeve

kod kojih istrazivana bolest ili stanje duze traje.

1.7.2. GHQ-30 u istraZivanjima

GHQ-30 se dokazao kao vrlo vrijedan instrument u mnogim istrazivanjima - u literaturi
se moZze naci vise stotina radova u kojima je koriSten ovaj upitnik. Na primjer, Urnes i
sur. (2006) koristili su GHQ-30 kao ,,zlatni standard“ kako bi prema njemu evaluirali

novi DSIQ upitnik (Digestive Symptoms and Impact Questionnaire) (142). Mosaku i
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sur. (2006) koristili su GHQ-30 kako bi istrazili povezanost psihosocijalnih faktora 1
astme u Nigeriji (143). Dale i sur. (2009) su istrazivali u¢inak njege u kuéi na psihicko
zdravlje starijih osoba, a ujedno su i validirali norvesku verziju upitnika (144). Ukpomg
1 sur. (2006) su pomocu upitnika GHQ-30 utvrdivali emocionalni distres 1 depresiju kod
zena nakon carskoga reza (145). Evans i sur. (2007) istrazivali su povezanost loSega
vida s depresijom i anksioznosti kod starijih ljudi (146). Ng i sur. (2008) koristili su

upitnik kako bi ispitali psihicko zdravlje medu studentima u Kini (147).

Iz velike zastupljenosti u istrazivanjima 1 literaturi, vidi se da je GHQ upitnik Siroko
prihvaden instrument, koriSten u vrlo raznorodnim istrazivanjima i u razliitim
populacijama, koje su se razlikovale po dobi, kulturi, socioekonomskom statusu i
drugim ¢imbenicima. U svim slu€ajevima, GHQ-30 se pokazao kao izuzetno primjenjiv,
dobro prihvacéen, osjetljiv i specifican instrument za procjenu akutno naruSenog

psihickog zdravlja.

Evans 1 sur. (2007) istrazivali su povezanost razine kortizola i psihickog stanja
mjerenog upitnikom GHQ-30 (115). Upitnikom se nezavisno procijenilo dobro 1 loSe
psihicko stanje, pa je za svakog ispitanika dobiven broj bodova za dobro psihicko stanje
(pozitivna skala) 1 broj bodova za loSe psihiCko stanje (negativna skala). Tako su
ispitanici ukupno dobrog psihickog stanja oni s rezultatom viS§im od prosje¢nog za
dobro psihicko stanje (vec¢i broj bodova na pozitivnoj skali), ali 1 ispitanici s rezultatom

nizim od prosjecnog za loSe psihicko stanje (nizi broj bodova na negativnog skali).
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Pokazano je da je razina kortizola ujutro 45 minuta nakon budenja statisticki znac¢ajno
povezana s psihickim stanjem mjerenim upitnikom GHQ-30 (115). Ispitanici su
podijeljeni u Cetiri skupine, ovisno o tome jesu li imali visok (+) ili nizak (-) broj
bodova na pozitivnoj skali (P) i na negativnoj skali (N); tako su dobivene Cetiri skupine:

P+N-, P+N+, P-N-1 P-N+.

Ispitanici s rezultatom viSim od prosjecnog za dobro psihicko stanje i nizim od
prosjecnog za loSe psihicko stanje (P+N-, skupina najboljeg psihi¢kog stanja) imali su
27% nize razine kortizola 45 minuta nakon budenja. Ova grupa ispitanika znacajno se
razlikovala od ostalih ispitanika (P+N+, P-N+, P-N-), dok su se preostale tri skupine
medusobno minimalno razlikovale moguce je da se radi o snaznoj interakciji prisutnih

pozitivnih stanja i odsustva negativnih stanja (115).

Istrazivanja obi¢no proucavaju ucinke loSeg, naruSenog psihickog zdravlja na
organizam i somatske bolesti, dakle koncentriraju se na negativnu skalu. Suprotno tome,
javno-zdravstvene mjere naglasavaju vaznost dobrog psihickog stanja, odnosno bave se
elementima s pozitivne skale. Motivacija za nezavisnu procjenu dolazi iz zelje da se ove
dvije skale stave u odnos - iako se intuitivno o¢ekuje da su obrnuto 1 visoko korelirane
(148). Koeficijent korelacije pokazao je visoku korelaciju 1 iznosi -0,59 §to je potvrdilo

ocekivanja i u skladu je s ostalim istrazivanjima (115, 148).

lako je pokazana povezanost broja bodova na pozitivnoj 1 negativnoj skali, mozda je
¢ak 1 zanimljivije Sto ta korelacija nije snaznija. Nekoliko je istraZzivanja potvrdilo

umjerenu neovisnost izmedu broja bodova na pozitivnoj 1 negativnoj skali Sto upucuje
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na mogu¢ nezavisan ucinak: (a) pozitivnhog osjecanja i (b) negativnog osjecanja na
psihic¢ko zdravlje i tjelesno funkcioniranje (115, 148-150). GHQ-30 upitnik omogucuje
nezavisno mjerenje pozitivnih i negativnih psiholoskih stanja, Sto su u studiji koja je
ukljucila vise od 6.000 ispitanika pokazali Huppert i Whittington (2003), kreiranjem
pozitivne i negativne skale, a koriste¢i pozitivne i negativne elemente iz GHQ-30
upitnika (148). Zanimljivo, sedmogodis$nji je mortalitet snaznije povezan s niskim
rezultatom na pozitivnoj skali nego s visokim rezultatom na negativnoj skali (132).
Sli¢no, razliciti u¢inak pozitivnih i negativnih stanja na lucenje kortizola pokazali su

Ryffi sur. (2006), Lai i sur. (2005) i Seeman i McEwen (1996) (127, 151, 152).

1.8. Povezanost genetskih ¢imbenika i koncentracije kortizola

1993. godine provedene su prve studije koje su proucavale genetske ucinke na
koncentraciju kortizola, a provedene su na skupinama jednojaj¢anih i dvojajcanih
blizanaca, te je ve¢ tada sugerirana povezanost izmedu koncentracije kortizola i nekih
genetickih ¢imbenika (153). Kasnije studije su pokazale heritabilnost koncentracije
kortizola od 0,33 do 0,97 (154). IzraCunata vrijednost se razlikovala ovisno o
okolnostima mjerenja kortizola, poglavito ovisno o tome kakvom su stresu —
kvalitativno i kvantitativno - bile izlozene osobe prije mjerenja kortizola, te u koje doba
dana je proveden pokus i mjeren kortizol (154-156). Koncentracija kortizola ne
predstavlja samo jedan fenotip, ve¢ se, ovisno o situaciji kada se uzima uzorak, moze
govoriti 0: bazi¢nim razinama, kortizolskom odgovoru na stres, ukupnoj sekreciji tokom

dana, ritmu luenja i sli¢no. Novija istraZivanja govore o heritabilnosti razli¢itih
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fenotipova povezanih s koncentracijom kortizola od oko 0,20 do 0,60 (157). Iako
blizanci osim genetickih ¢imbenika dijele i mnogo zajednickih okolisnih ¢imbenika, Sto
moze dovesti do precijenjene heritabilnosti, ovako visoka heritabilnost ipak upucuje na
vaznost genetiCckih ¢imbenika u oblikovanju fenotipa definiranih koncentracijom

kortizola.

Nedavno su otkriveni polimorfizmi receptora za kortizol, te u drugim funkcionalno
povezanim genima (npr. mineralokortikoidni receptor). Polimorfizmi u ovim genima
uzrokuju poremecaj reaktivnosti osi hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda, te
dovode do odstupanja od optimalnih razina kortizola u organizmu (158, 159). Keavney 1
sur. (2005) proucavali su polimorfizme u genu CYP11B1/B2 za enzim 11-beta-
hidroksilazu, koji je ukljuen u sintezu kortizola (160). Alexander i sur. (2010)
proucavali su polimorfizme u genu za BDNF (engl. brain-derived neurotrophic factor) i
pronasli su da polimorfizam Val66Met modulira reaktivnost na stres (161). Armbruster
1 sur. (2009) proucavali su kako polimorfizmi u dopaminskom receptoru 1
serotoninskom transporteru modificiraju kortizolski odgovor na stres, te su pokazali da
polimorfizmi nezavisno utjeu na odgovor (162). Nakamura 1 sur. (2009) proucavali su
polimorfizme u genu ABCBI, koji kodira transporter kortizola 1 aldosterona. Pokazano

je da ovi polimorfizmi utje€u na razinu kortizola u plazmi (163).

U skladu s paradigmom koja kaze da je vecina bolesti 1 kvantitativnih svojstava
poligenske etiologije, vrlo je vjerojatno da navedeni polimorfizmi 1 drugi jo$
neotkriveni polimorfizmi u genomu oblikuju individualni kortizolski odgovor na stres,

te posljedi¢no moduliraju 1 determiniraju nastanak somatskih bolesti (159). Istrazivanja
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genetickih ¢imbenika u podlozi bazalne koncentracije kortizola, u podlozi kortizolskog
odgovora na stres 1 ostalih fenotipova povezanih s kortizolom su malobrojna; provedena
su ve¢inom na malim uzorcima i nedovoljne su statisticke snage. Uloga genetike u

modificiranju razine kortizola jos$ uvijek je slabo istrazena.

Cjelogenomskim asocijacijskim studijama na velikom uzorku ispitanika otkriveni su do
danas brojni polimorfizmi u podlozi razlicitih bolesti (npr. Secerne bolesti tipa II ili
karcinoma dojke) 1 kvantitativnih obiljeZja (npr. tjelesne visine i koncentracije
mokraéne kiseline), pa ¢ak i ponasanja pojedinca (npr. sklonost puSenju) (96, 98-101,
164-166). Vrijednost ovih otkrica neosporiva je u razumijevanju fizioloskih 1
patofizioloskih mehanizama, a ocekuje se i1 primjena u svrhu rane dijagnostike,

prevencije razvoja bolesti i kreiranja individualizirane terapije.

Prema dostupnim informacijama, jo§ uvijek nije napravljena cjelogenomska
asocijacijska studija koncentracije kortizola, koja bi istrazila povezanost nekoliko
stotina tisuca (ili ¢ak 2-3 milijuna) SNP biljega i koncentracije kortizola u krvi, a da je
provedena na dovoljno velikom uzorku. Vecina istrazivanja koja su provedena do sada
bavila su se polimorfizmima kandidatnih gena, a samo je jedna studija napravila analizu
cijelog genoma, no koriste¢i vrlo mali broj biljega: Kurina 1 sur. (2005) koristili su 900
mikrosatelitnih biljega 1 400 SNP biljega za analizu asocijacije i pronasli su regije na
kromosomima 11 1 14 koje pokazuju statisticki znacajnu povezanost s jutarnjim
vrijednostima kortizola (167). Medutim, iskustveno se pokazalo da su rezultati dobiveni

ovakvim dizajnom istrazivanja, kada je uzorak mali, vrlo Cesto lazno pozitivni i
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potrebno je pricekati replikaciju rezultata u drugoj populaciji kako bi se potvrdila

vjerodostojnost nalaza (96, 97, 168).

Jedna od otezavajuc¢ih okolnosti u istrazivanju kortizola su velike razlike u koncentraciji
medu razliCitim ispitanicima. Jednako tako, velike varijacije u koncentraciji redovito su
zabiljezene 1 kod iste osobe, vjerojatno zbog toga Sto je lucenje kortizola pod utjecajem
mnogih ¢imbenika: cirkadijanog ritma, spola, dobi, Zivotnih navika poput pusenja i
konzumiranja alkohola i kave, prehrane, lijekova, osobina li¢nosti, genetskih faktora,
izlozenosti kronicnom 1 akutnom stresu, vrsti stresa 1 drugo (169). Sve je navedeno
razlog zasto je fenotip ,.koncentracija kortizola* teSko definirati, dok je s druge strane
gotovo nemoguce uzeti u obzir sve ¢imbenike koji bi mogli utjecati na njegovu
koncentraciju. Prepoznavanje ¢imbenika koji utjeCu na razinu kortizola, biljezenje
prilikom provedbe pokusa 1 njihovo uklju¢ivanje u analize, omoguciti ¢e u buduc¢nosti
preciznije razumijevanje fizioloSkih 1 patofizioloskih procesa. Istrazivaci smatraju da se
razlika u pobolu izmedu muskaraca 1 Zena (na primjer, muskarci ¢eS¢e boluju od
kardiovaskularnih, a zene od autoimunih bolesti) djelomi¢no moZe objasniti upravo
razlikom u tjelesnom odgovoru uslijed stresa (170). Razumijevanje ove povezanosti

doprinijelo bi razumijevanju patoloskog mehanizma koji dovodi do bolesti.

1.9. Dosadasnja istrazivanja hrvatskih otoka
Za ovo je istrazivanje odabrana populacija otoka Visa. Zemljopisni poloZaj,
karakteriziran velikom udaljeno$¢u od kopna i nain Zivota doprinijeli su izolaciji

stanovnika otoka Visa kroz povijest (171). Za izolirane populacije vrijedi da zapocinju
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od ograni¢enog broja ,,osnivaca®, a kroz svoju povijest obi¢no biljeze periode bolesti,
gladi i ratova koji dovode do smanjenja populacije koji se izmjenjuju s periodima rasta
populacije. Ove sile oblikuju geneticko naslijede izoliranih populacija, te one imaju

svoje specificnosti koje oslikavaju 1 primjeri rijetkih recesivnih bolesti. (77)

Na otoku Visu postoje dva glavna naselja: grad Vis i Komiza. Povijest populacije otoka
Visa dobro je dokumentirana u povijesnim zapisima i crkvenim knjigama, §to je
omogucilo izradu detaljnog rodoslovlja tamoSnjeg stanovnistva. Ovaj je genetski izolat
do sada opSirno opisan u literaturi, ukljucuju¢i povijest populacije, migracije na otok,

rodoslovlje, te niz bolesti i kvantitativnih svojstava (75, 172-178).

Iz crkvenih knjiga vidljiv je skoro potpuni izostanak imigracije, $to se ocituje visokim
stupanjem srodenosti koji su kasnije potvrdile geneticke studije. (23, 75, 173, 179) Da
ovako visok stupanj srodenosti utjeCe na povecanu ucestalost odredenih bolesti,
pokazalo je istrazivanje za nekolicinu mendelskih nasljednih bolesti na Jadranskim
otocima (77) . Kao posljedica izoliranosti i ograni¢enog broja spolnih partnera
napravljena je analiza pomoc¢u STR biljega, te je utvrdena povecana srodenost i
smanjena heterozigotnost u ovoj populaciji, u usporedbi s opcom hrvatskom

populacijom. (19, 180)

Srodenost (ili endogamija) se moze definirati kao postotak djedova i baka rodenih u
istom selu kao 1 ispitanik, a ukoliko primijenimo taj kriterij na istraZzivanu populaciju,
onda srodenost u Komizi doseze ¢ak 91%, a u Visu 85% (171). Populacija ovakve

strukture pogodna je za predvideno istraZivanje, jer postoji cijeli spektar srodenosti: od
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izrazito srodenih pojedinaca, do potpuno ne srodenih (to su vec¢inom osobe koje su
nedavno imigrirale na otok). Suprotno tome, ako bi se uzeo jednako veliki uzorak iz
opce populacije, vjerojatno bi udio srodenih osoba bio minimalan. Uzorak gdje imamo
oba ekstrema srodenosti (odnosno, izrazito srodene i izrazito nesrodene pojedince), kao
1 cijeli spektar izmedu njih omogucuje, najvecu snagu za istrazivanje ucinka srodenosti i
usporedbi karakteristika ovisnih o srodenosti (23). S druge strane, op¢e populacije
velikih gradova ne bi bile dobre za predvideno istraZivanje upravo zbog odsustva
srodenosti, te ne bi bilo moguée proucavati ucinak srodenosti na razliita svojstva i
bolesti, jednostavno zato $to su ¢ak i medu ekstremima razlike minimalne pa usporedba
ne bi bilo moguca. Ovu pretpostavku je na populaciji hrvatskih otoka potvrdio Rudan i
sur. (2008) kada je usporedujuci skupine ispitanika koje su se razlikovale po porijeklu
pokazao da (a) skupina koja odgovara opcoj populaciji ima najvecu heterozigotnost, a

(b) skupina osoba s najve¢im brojem djedova i baka iz istog sela najmanju. (19, 23)

Dodatna prednost ove populacije u istrazivanjima je to $to ispitanici zive u vrlo slicnom
okoliSu 1 imaju opcenito slicne Zivotne navike (75, 173), pa su zbog toga ucinci

neprepoznatih ¢cimbenika koji bi mogli utjecati na rezultate istraZivanja smanjeni.
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Slika 5. Otok Vis, Hrvatska. (© 2009 Google, Map Data © 2009 Tele Atlas)

Na kraju, treba spomenuti niz cjelogenomskih studija asocijacije. Ova istrazivanja
dominiraju poljem humane genetike posljednjih pet godina, odnosno od kada je
genotipiziranje velikog broj SNP biljega putem Cipova postalo financijski prihvatljivo
za velike kohorte od tisucu i viSe ispitanika. Zbog slabog pojedina¢nog ucinka SNP
biljega (omjer Sansi je uobicajeno samo 1.1-1.3) za detekciju povezanosti SNP biljega s
fenotipom potreban je velik uzorak ispitanika koji se postize meta-analizom rezultata iz
brojnih manjih kohorti. Ovakvim pristupom 1 identifikacijom klju¢nih gena napravljeni
su u zadnjih nekoliko godina revolucionarni proboji u razumijevanju fiziologije i
patofiziologije bolesti u ljudi, a kohorta s otoka Visa prikazana u ovom radu pridonijela
je mnogima od njih. Primjeri bolesti 1 obiljezja ¢ija je etiologija znacajno pojaSnjena
cjelogenomskom analizom (koriste¢i SNP biljege) su: indeks tjelesne mase, omjer
bokova 1 struka, Se€erna bolest tip 2, puSenje, krvni tlak, bubrezna funkcija 1 bubrezne

bolesti, koncentracija glukoze i rizik za razvoj Secerne bolesti tip 2, pluéna funkcija,
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lipidi 1 rizik za razvoj koronarne bolesti, koncentracija uricne kiseline i giht, visina,

lipidi u krvi, kolesterol, sfingolipidi, opseg struka i drugo. (100, 181-190)

Studije su pokazale kako je populacija otoka Visa geneticki slicna drugim europskim
populacijama pa se zakljuCuje da ¢e se otkrivene asocijacije izmedu genetickih
¢imbenika i1 fenotipa koje se otkriju na populaciji Visa vjerojatno moci generalizirati na
druge europske populacije, i obrnuto, unato¢ tome Sto se radi o genetickom izolatu.

(171)
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2. CILJ I SVRHA ISTRAZIVANJA
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Prva pretpostavka ovog istrazivanja temelji se na dosadasnjim studijama koje upucuju
da akutno naruseno psihi¢ko zdravlje ima izravne i1 mjerljive u¢inke na organizam, koji

se manifestiraju i promjenama u lucenju i koncentraciji kortizola.

Druga pretpostavka kaze da je evolucijska prednost heterozigota posebno izraZzena u
nepovoljnim 1 stresnim situacijama (23, 73), te proizlazi da ¢e u situacijama kada
organizam nije izloZen stresu (npr. ne ugrozavaju ga mikroorganizmi, vanjski uvjeti
temperature 1 sliéno su povoljni, ne postoji nestaSica hrane itd.) razlika izmedu
homozigota i heterozigota biti manje izrazena, nego kada je organizam izazvan uslijed
nepovoljnih okolisnih uvjeta — tako da je prednost heterozigota najizraZenija upravo u
stresnim situacijama. U prikazanom specificnom slucaju akutno naruSeno psihicko
zdravlje predstavljalo bi nepovoljne uvjete okoliSa pri kojima povoljni utjecaj

multilokusne heterozigotnosti jace dolazi do izraZaja.

Glavni je cilj istraZivanja ispitati da 1i standardizirana multilokusna genetska
heterozigotnost (sMLH) osobe utjeCe na promjenu jutarnje koncentracije kortizola u

krvi, posebno kada je psihicko zdravlje osobe akutno naruseno.

Dodatni cilj rada je napraviti cjelogenomsku asocijacijsku studiju jutarnjih vrijednosti
kortizola koja ¢e istraziti povezanost pojedinih SNP biljega s jutarnjom koncentracijom

kortizola. Slijedi detaljan prikaz svih ciljeva istrazivanja:

1) Ispitati utjecu li spol, dob i indeks tjelesne mase na koncentraciju kortizola, te utvrditi
imaju li osobe narusenog psihi¢kog zdravlja viSu koncentraciju jutarnjeg kortizola od

ostale populacije.
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i1) Utvrditi je i rezultat GHQ-30 upitnika povezan sa spolom, dobi, obrazovanjem,

bra¢nim ili socio-ekonomskim statusom.

ii1) Utvrditi smjer i1 jacinu povezanosti sSMLH 1 jutarnjih vrijednosti kortizola kod
ispitanika uz standardizaciju na dob, spol, godine Skolovanja i rezultate GHQ-30

upitnika.

iv) Uciniti ¢e se cjelogenomska asocijacijska studija jutarnjih vrijednosti kortizola, pri
¢emu ce istraziti povezanosti pojedinth SNP biljega s koncentracijom kortizola,

standardiziranom na dob 1 spol 1 akutno naruseno psihicko zdravlje.

Hipoteza ovog istrazivanja je da ¢e, medu osobama s akutno naruSenim psihi¢kim
zdravljem, oni s manjom standardiziranom multilokusnom heterozigotno$¢u pokazati
ve¢u promjenu (porast) koncentracije jutarnjih vrijednosti kortizola, u usporedbi s

osobama povecane multilokusne heterozigotnosti.

Svrha istrazivanja je produbiti razumijevanje Cimbenika u regulaciji koncentracije
kortizola zbog toga $to poremecaj u sekreciji ovog hormona moze posredno dovesti do
povecanog rizika za razvoj bolesti, a zbog neposrednog i jakog djelovanja kortizola na

imunoloski sustav.
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3. ISPITANICI I METODE ISTRAZIVANJA
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3.1. Ispitanici i terensko istrazivanje

Terensko istrazivanje je provedeno 2002. i 2003. godine u sklopu dvaju znanstveno-
istrazivackih projekata Ministarstva znanosti, obrazovanja i Sporta Republike Hrvatske:
“Genetske, socijalne i1 bihevioralne znacajke zdravlja i bolesti” 1 “Antropoloska
istrazivanja populacijske strukture Hrvatske — biomedicinski 1 antropogeneticki
pristup. Proveli su ga zaposlenici Skole narodnog zdravlja ,,Andrija Stampar*
(Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu) i AntropoloSkog instituta u Zagrebu. U
istrazivanju je sudjelovalo 924 ispitanika s otoka Visa; 576 iz Komize i 349 iz grada
Visa. Oba navedena projekta i1 ovaj doktorski rad dobili su odobrenje Etickog

povjerenstva Medicinskog fakulteta u Zagrebu.

Ispitanici su potpisali obavijeSteni pristanak na istrazivanje. Svakom ispitaniku
izmjereni su krvni tlak, tjelesna visina i teZina, te je uzet uzorak krvi za biokemijske 1
genetske analize. Krvni tlak je mjeren dva puta, a visina i teZina izmjereni su u lokalnoj
ambulanti nakon vadenja krvi na standardan nacin. Krv je vadena izmedu 8:30 1 9:30
ujutro, nataste 1 pohranjena je u dvije epruvete: 6 ml za biokemijske pretrage koje su
obavljene u biokemijskom laboratoriju ,,Labor Centar* u Zagrebu, i1 7ml u EDTA
epruveti za ekstrakciju DNK, koja je ulinjena u Laboratoriju za antropogenetiku
Instituta za antropologiju u Zagrebu, 1 genotipizaciju SNP 1 STR biljezima (Prilog 1).
Laboratorij ,,Labor Centar* provodi strogu unutarnju kontrolu, a vanjska kontrola
kvalitete je provedena od strane Referentnog centra za biokemijska mjerenja RH 1
neovisne internacionalne agencije RIQAS (engl. Randox International Quality

Assessment Sample).
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Svi ispitanici su ispunili upitnik posebno pripremljen u skladu s ciljevima projekta 1
njime su prikupljeni podaci o slijede¢im varijablama: dob, mjesto rodenja, spol, bra¢ni
status (broj dosadaSnjih brakova i dob pri sklapanju prvog braka), zanimanje,
Skolovanje, socio-ekonomski status; nacin zivota 1 navike (prehrana, puSenje i

konzumacija alkohola); podaci o bolestima i zdravstvenim poremecajima, kao 1 o

3.2. Analizirane varijable

3.2.1. Op¢i podaci

Prikupljeni su podaci o zanimanju ispitanika i radnom statusu, a podatak o duljini
Skolovanja ispitanika odreden je temeljem odgovora na pitanje o broju zavrSenih
razreda Skole (Prilog 2). Za procjenu socioekonomskog statusa ispitanika koriStena su

dva pitanja iz upitnika:

1. Ispitanici su odgovorili na pitanje: ,,Kako biste procijenili svoje materijalno
stanje, odnosno materijalno stanje VaSe obitelji?* svrstavs§i se u jednu od
slijedecih kategorija: (1) Mnogo je loSije od drugih (prosjeka); (2) Nesto je loSije
od drugih; (3) Isto je kao kod drugih; (4) Nesto je bolje od drugih; ili (5) Mnogo

je bolje od drugih;

2. Drugo pitanje je glasilo: ,,Da li u stanu ili ku¢i gdje zivite imate: vodovod, dva
TV uredaja, WC s ispiranjem, stroj za pranje suda, kupaonicu, kompjuter,

centralno ili plinsko grijanje, biblioteku (viSe od 100 knjiga), drvene podove,
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umjetnicke slike/predmete, telefon, automobil, videorekorder, Skrinju za
zamrzavanje, vikendicu/drugi stan, brod. Oznacite sve Sto imate.“. Svaki
pozitivan odgovor donosio je jedan bod, a maksimalan ukupni broj bodova za

oVvo pitanje iznosio je 16.

U prvom slucaju socio-ekonomski status je prikazan kao kategorijska varijabla s pet
kategorija koje su direktno preuzete iz odgovora na pitanje. U drugom slucaju je socio-
ekonomski status prikazan kao numericka varijabla dobivena brojanjem odgovora na

koje je ispitanik potvrdno odgovorio (minimum: 0 i maksimum: 16).

3.2.2. Kortizol

Kortizol je mjeren radioimunoloskom metodom (RIA) koja se temelji na vezivanju
protutijela za antigen (kortizol). Najmanja koncentracija kortizola koja se moze izmjeriti
ovom metodom je 4,69 nmol/L. Grani¢ne vrijednosti kortizola u plazmi, urinu ili slini
ovise o metodi kojom se mjeri koncentracija, te se ispravne referentne vrijednosti
razlikuju izmedu metoda i laboratorija (191). UdZbenik interne medicine navodi raspon
referentnih vrijednosti od 140-690 nmol/L (192). Mi smo se odlucili za strozu
diskriminaciju ispitanika s poviSenim vrijednostima u ovom istraZivanju. Za
klasifikaciju u normalne, poviSene i snizene vrijednosti kortizola, koriStene su granicne
vrijednosti koncentracije kortizola 140 nmol/L 1 800 nmol/L. Prikupljeni podaci uneseni
su u elektroni¢ku bazu podataka, pri cemu je za svakog ispitanika koristen jedinstven

identifikacijski broj.

62



3.2.3. Upitnik o op¢em zdravstvenom stanju: GHQ-30

U naSem istrazivanju koristen je GHQ-30 (Prilog 2), a za ispunjavanje je potrebno 3-4
minute. Rezultat GHQ-30 izrazava se kao ukupan broj bodova §to omogucuje
jednostavno postavljanje granice izmedu zdravih osoba i onih narusenog psihi¢kog
zdravlja. Najprikladnija granica za utvrdivanje je li osoba narusenog psihi¢kog zdravlja
ili ne, ovisiti ¢e o danoj populaciji i o zeljenim parametrima, poput specificnosti,

osjetljivosti, pozitivne i negativne prediktivne vrijednosti.

Kada se upitnik koristi u opéoj populaciji kao §to je slucaj u ovom radu, vrijednosti
iznad 31 bod prema Likertovom bodovanju smatraju se pokazateljima narusenog
psihickog zdravlja, uz osjetljivost od 0,83 1 specificnost od 0,83. Kao osobe teSko
naruSenog psihi¢kog zdravlja definirali smo one koje imaju preko 50 bodova prema
Likertovom bodovanju; odnosno one osobe ¢iji rezultat odstupa za vise od dvije
standardne devijacije od prosjecne vrijednosti. Srednja vrijednost bila je 28,12, a
standardna devijacija 11,19. Prema tome, granica za teSko naruSeno psihicko zdravlje

je:

srednja vrijednost + 2 x standardna devijacija = 28,12 + (2 x 11,19) = 50,51.
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3.2.4. Geneticki podaci i analize

3.2.4.1. Izolacija DNK, genotipiziranje i priprema podataka

Izolacija DNK. DNK je ekstrahirana iz uzoraka pune krvi sakupljenih u EDTA
epruvete. Izolacija je napravljena u laboratoriju Antropoloskog instituta u Zagrebu,

prema metodi Poncza i suradnika (193).

Genotipiziranje SNP biljega. Uzorci su genotipizirani koriste¢i Sentrix HumanHap300
Genotyping BeadChip (Illumina, San Diego, SAD), i odgovarajucu racunalnu aplikaciju
BeadStudio (Illumina, San Diego, SAD). Komercijalno je dostupno nekoliko panela
SNP biljega koji se razlikuju prema broju i odabiru biljega. Izbor komercijalno
dostupnog panela ovisiti ¢e o raspolozivim financijskim moguénostima i o populaciji
koju se istrazuje. Kako su naSi ispitanici europskog porijekla, odabran je skup od
317.503 SNP biljega koji su se pokazali kao najinformativniji za europsku populaciju,
Sto prakti¢no znaci da su odabrani biljezi za koje se o¢ekuje da je udio rjedeg alela veci
od 1-5% (MAF, prema engl. minor allele frequency)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/).

Genotipiziranje STR biljega. Analiza mikrosatelitnih markera (STR) napravljena je u
Velikoj Britaniji u laboratoriju zavoda za humanu genetiku (Human Genetics Unit,
Medical Research Council, Edinburgh). Koristen je uredaj ABI3700 DNK sequencer uz
odgovarajuéu kompjutorsku aplikaciju Genotyper (Applied Biosystems, Foster City,
SAD). Genotipizirano je ukupno 810 STR biljega, od Cega je vecina bila iz panela

deCode (deCODE Genetics, Reykjavik, Island).
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Odabir biljega za analizu. U analizi su koristeni samo STR i SNP biljezi na
autosomima, tj. iz analize su iskljuCeni biljezi na X 1 Y kromosomima. Kada se govori o
heterozigotnosti, svi muski ispitanici su zapravo homozigoti za sve biljege na X
kromosomu zbog toga Sto imaju samo jednu kopiju alela. Uklju¢ivanje ovih biljega u
analizu heterozigotnosti dovelo bi stoga do relativnog smanjenja heterozigotnosti

muskih ispitanika u odnosu na Zenske.
Za sve dobivene geneticke podatke provedena je kontrole kvalitete na slijede¢i nacin:

1) Iz daljnjih analiza isklju¢eni su SNP biljezi s manje od 90% uspjeSnog odaziva pri
genotipiziranju: ako je genotipiziranje odredenog lokusa (tj. SNP biljega) bilo
neuspjesno u vise od 10% ispitanika, taj je SNP isklju€en iz analize. Jednako tako, iz
analize su uklonjeni 1 svi STR biljezi koji su bili neuspjeSno genotipizirani u vise od
10% ispitanika. Uz navedeno, iz analize je isklju¢en STR biljeg ako su svi ispitanici bili

homozigoti za isti.

i1) Iz daljnje analize iskljuCeni su lokusi kod kojih opazene ucestalosti statistiCki
znacajno odstupaju od oc¢ekivanih temeljem Hardy-Weinbergove ravnoteze. Koristen je
? test, pri Gemu je opaZeni broj pojedinog genotipa dobiven analizom SNP biljega, a
oc¢ekivani broj pojedinog genotipa za dani lokus u populaciji izraunat je iz frekvencija
dvaju alela na tom lokusu. Ovdje se smatralo da je Hardy-Weinbergova ravnoteza

narusena ako je p-vrijednost manja od 0,001.
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Identifikacija SNP biljega koji ne zadovoljavaju postavljene kriterije kvalitete
napravljena je pomocu funkcije implementirane u R aplikaciju GenABEL (detaljniji

opis vidi: 3.3. Priprema podataka, strana 68):

check.marker (data, callrate = 0.90, p.level=0.001),

pri ¢emu se argument funkcije callrate odnosi na postavljeni kriterij uspje$nog
genotipiziranja, a argument p./evel na postavljeni kriterij odstupanja od Hardy-

Weinbergove ravnoteze.

Iskljuceno je 8.507 SNP biljega zbog neuspjeSnog genotipiziranja i to¢no 1.000 SNP
biljega zbog ekstremnog odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze, te je na kraju
preostalo ukupno 307.996 SNP biljega za analizu. Jednako tako, iz analize su iskljuceni
STR biljezi koji su odstupali od Hardy-Weinbergove ravnoteZze, pa je na kraju preostalo

746 STR biljega za analizu.

3.2.4.2. Odredivanje standardizirane multilokusne heterozigotnosti

Analiza heterozigotnosti je napravljena je koriStenjem STR biljega. U ovom istrazivanju
koriStene su dvije mjere heterozigotnosti. Prva je jednostavno udio heterozigotnih
biljega kod ispitanika. Kod druge se mjere ta vrijednost standardizira prema podacima o
prosjecnoj heterozigotnosti preostalih ispitanika na istom skupu biljega, kako bi se

dobila relativna, standardizirana, heterozigotnost za ispitanike iz naSe populacije.

66



Udio heterozigotnih biljega za svakog ispitanika jednostavno je izracunat kao broj
heterozigotnih biljega ispitanika podijeljen s ukupnim brojem biljega koji su uspjesno

genotipizirani kod tog ispitanika:

MLHi = bll_]eg het (i) / blljeg ukupno (i)

pri ¢emu je MLH; udio heterozigotnih biljega kod ispitanika i, biljeg ne ) je broj
heterozigotnih biljega, a biljeg ukupno () ukupni broj uspjeSno genotipiziranih biljega

ispitanika i.

Zatim, za svakog je ispitanika izraunata standardizirana multilokusna heterozigotnost

prema metodi koju su razvili Coltman i suradnici (21):

sMLH; = MLH; / MLHpyosjek i

pri ¢emu je SMLH; standardizirana multilokusna heterozigotnost ispitanika i, MLH; je
udio heterozigotnih SNP biljega kod ispitanika i, a MLHpesjeki j€ prosjecna
heterozigotnost svih ispitanika, ali samo za SNP biljege koji su uspje$no genotipizirani
kod ispitanika i. Ova standardizacija osigurava da je heterozigotnost svih ispitanika
prikazana na istoj skali ¢ime su ispitanici stavljeni u relativni odnos jedni prema

drugima.

IzraCun je napravljen koriste¢i program R i pridruzene aplikacije. Za izraCunavanje
MLH; (udio heterozigotnih biljega ispitanika) koriStena je funkcija perid.summary()
implementirana u pridruzenoj aplikaciji ,,GenABEL*“. Ova funkcija prebroji broj

heterozigotnih biljega za svakog ispitanika. S druge strane, sMLH je izracunata
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koriste¢i funkciju sh() koja je implementirana u R aplikaciji ,,Rhh*“. Ova funkcija
pobroji koliko je heterozigotnih biljega kod pojedinog ispitanika, no kako nisu svi
biljezi uspjesno genotipizirani u svih ispitanika u drugom koraku ova funkcija izracuna
prosjecnu heterozigotnost svih ostalih ispitanika, ali samo za isti skup biljega kao i kod
ispitanika. U zadnjem koraku, broj heterozigotnih biljega bude podijeljen s prosje¢nim
brojem heterozigotnih biljega kod ostalih ispitanika, te slijedi standardizirana

multilokusna heterozigotnost pojedinog ispitanika, ili SMLH.

3.3. Priprema podataka za analizu
Za pohranu podataka i deskriptivnu statisticku analizu koriSten je Microsoft Office
Excel. Za statisticku analizu, ali takoder i za pohranu i obradu podataka koriSten je

javno dostupan program R preuzet s: http://cran.r-project.org (194). s iste internetske

stranice preuzete su dvije dodatne aplikacije koriStene u analizi: GenABEL i Rhh (194-

196).

Transformacija varijabli. Normalnost distribucije ispitivanih varijabli ispitana je
pomocu Shapiro-Wilksova testa za normalnost. Varijable koje nisu bile raspodijeljene
prema normalnoj distribuciji transformirane su za potrebe onih statistickih analiza koje
zahtijevaju normalnu distribuciju varijable, primjerice u slucaju linearne regresije ili t-

testa.

Distribucija rezultata GHQ-30 upitnika nije bila normalna (p<0,001) pa je varijabla log-

transformirana kako bi se poboljSala normalnost. Jednako tako, utvrdeno je da
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izmjerene vrijednosti kortizola nisu normalno distribuirane (p <0,001). Normalnost je

poboljsana kada se napravila korijen-transformacija ove varijable.

Mnogi ispitanici iz naseg uzorka rodbinski su povezani. Ovakav uzorak, gdje su mnoge
osobe blisko rodbinski povezane, sa statistickog stajaliSta predstavlja problem, jer
veCina statistickih testova podrazumijeva medusobno neovisna opazanja. Ako su
ispitanici u rodu, to znaci da dijele manji ili ve¢i dio geneticke upute, no vjerojatno
imaju 1 sli¢ne zivotne navike te druge ¢imbenike okoliSa. Zbog toga, mjerenja ne

mozemo smatrati u potpunosti neovisnima.

Zbog visokog stupnja rodbinske povezanosti medu ispitanicima u ovom istraZivanju,
pojedina obiljeZja u fenotipu i genotipu nisu neovisna, pa je bilo neophodno napraviti
korekciju, tako da se nakon izvrSene korekcije dobiju neovisne vrijednosti, koje se dalje
mogu statisticki obradivati klasi¢nim statistickim metodama. Prvi korak je izrada
matrice rodbinske povezanosti, ,,gkin matrice*. Matrica je izradena pomocu funkcije

,1bs* implementirane u GenABEL aplikaciji:

gkin <- ibs (df1[,autosomal(dfl)],w="freq")

Nakon izrade matrica je pohranjena i prema potrebi koriStena u narednim analizama.

Neke varijable (npr. kortizol) su procesirane pomocu funkcije polygenic() koja kao
argument u obradi uzima matricu srodenosti ,,gkin“, nakon Cega rezidue odredene

varijable budu oslobodene utjecaja srodenosti, te se vrijednosti za svakog ispitanika
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mogu smatrati neovisnim opazanjima, ¢ime postaju prikladna za daljnje statistiCke

analize.

Nakon ove transformacije viSe nije moguce izravno tumaciti vrijednosti npr. kortizola
pojedine osobe, jer vrijednosti viSe nisu prikazane na originalnoj mjernoj skali 1 u

jedinici nmol/L, ve¢ kao rezidue u rasponu od -2 do 4.

Koeficijent korelacije izmedu ovih rezidua i stvarno izmjerenih vrijednosti bio je
0,9939. Radi lakSe interpretacije rezultata i minimalne razlike medu mjerenjima, u
nekim ¢e se analizama koristiti stvarne vrijednosti kortizola (ili korijen-transformirane
kad je postojao zahtjev za normalnom distribucijom). U rezultatima ¢e biti navedeno
koja mjera kortizola se koristila u analizi. Ostale koriStene varijable bile su prikladno

transformirane.

Iskljuéenja ispitanika. U analizama koje su ispitivale ucinke razli¢itih ¢imbenika na

vrijednosti kortizola, iskljuceni su svi ispitanici koji uzimaju kortikosteroidne lijekove.

3.4. Statisticka analiza

Za opis distribucije frekvencija koriStene su deskriptivne statisticke metode. Prikazani
su postoci za kategorijske varijable, srednja vrijednost i standardna devijacija za
kontinuirane varijable, ili pak medijan i raspon varijacije, ako distribucija nije bila

normalna. Razina statisticke znacajnosti postavljena je na p <0,05.
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T-test je koristen kada se ispitivalo razlikuju li se dvije grupe u nekom svojstvu, a kada
je to svojstvo bilo normalno distribuirano u populaciji. Ako distribucija nije bila
normalna, umjesto t-testa koriSten je Kolmogorov-Smirnov test. Tako se t-test koristio

kako bi se utvrdilo:
- ovisi li broj zavrSenih razreda o spolu,
- postoji li razlika u koncentraciji jutarnjeg kortizola izmedu muskaraca i zena
- ovisi li akutno naruseno psihic¢ko zdravlje o bra¢nom statusu.
Multipla regresija koristena je kako bi se ispitao:
- utjecaj dobi na broj zavrSenih razreda
- ovisi li koncentracija jutarnjeg kortizola o dobi ili o BMI
- ovisi li rezultat na GHQ-30 upitniku o dobi.

Kovarijjate u regresijskoj analizi su birane temeljem rezultata ranijih istraZivanja (113,

115-118), a za svaku analizu je ispitana kolinearnost prediktornih varijabli.

Kada su ispitivane kategorijske varijable koristen je y*-test. Tako je ispitana statisticka

znacajnost:

- je li proporcija osoba akutno naruSenog psihickog zdravlja po kategorijama

jednaka za muskarce i zene
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- postoji li razlika u proporciji osoba narusenog zdravlja s obzirom na kategoriju

obrazovanja kojoj pripadaju

- imaju li osobe loSijeg socio-ckonomskog statusa ceS¢e akutno naruSenje
psihickog zdravlja (za socio-ekonomski status procijenjen prema pokazateljima

socio-ekonomskog statusa i samo-procjenom).

Multiplom regresijom ispitana je povezanost jutarnjih vrijednosti kortizola s brojem
bodova na GHQ-30 upitniku i sa standardiziranom multilokusnom heterozigotnoséu. U
model su ukljuc¢ene kovarijate za koje su ranija istrazivanja utvrdila da su povezane s
koncentracijom kortizola (dob i BMI). Kako bi se osigurala normalna distribucija svih
varijabli, koristena je korijen-transformirana vrijednost kortizola, a rezultati GHQ-30

upitnika su bili log-transformirani. Varijable dob i BMI bile su normalne distribucije.

Kako bi se odredio relativni u€inak pojedinih varijabli na razinu kortizola, izracunat je
beta-koeficijent (B). Zbog razlike u distribuciji 1 rasponu vrijednosti, beta-koeficijente
prediktornih varijabli nije moguce izravno usporedivati. Na primjer, heterozigotnost ima
srednju vrijednost 1 1 standardnu devijaciju 0,03, dok su isti parametri za dob 56 1 15,5
pa ¢e jedinina promjena vrijednosti heterozigotnosti mnogo snaZnije utjecati na
zavisnu varijablu. Zbog toga su sve prediktorne varijable z-transformirane (odnosno
transformirane su tako da budu normalno distribuirane i imaju srednju vrijednost 0, a

standardnu devijaciju 1), te je tada izraCunat 3.

Analizom varijance dobivena je suma kvadrata za svaki prediktor, te ostatna suma

kvadrata. Postotak varijance zavisne varijable koji je objasnjen odabranim prediktorom
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izraCunat je prema formuli: suma kvadrata odabranog prediktora/(suma kvadrata svih

prediktora + ostatna suma kvadrata).

3.5. Geneticke analize
Napravljena je cjelogenomska analiza povezanosti SNP-ova s razinom jutarnjeg
kortizola. Mjerenja kortizola su prvo z-transformirana 1 standardizirana na dob 1 spol, a

potom korigirana zbog rodbinske povezanosti:

t kortizol <- ztransform(kortizol ~ dob + spol, dfl)

polygenic_kort <- polygenic(t_kortizol, gkin, df1)

Funkcija ztransform() transformira distribuciju koja nije normalna i generira varijablu
koja ima srednju vrijednost nula i varijancu jedan. Funkcija se moZe modificirati tako
da ujedno i standardizira vrijednosti varijable za spol i dob, na na¢in da se uzmu rezidue
iz regresijske analize i transformiraju prema standardnoj normalnoj distribuciji, tako da
se na kraju dobije normalno distribuirana i standardizirana vrijednost kortizola. Nakon
ove transformacije viSe nije moguce direktno interpretirati vrijednosti kortizola pojedine
osobe, jer vrijednosti visSe nisu prikazane na pocetnoj mjernoj skali i u jedinici nmol/L,

ve¢ kao vrijednosti na standardnoj normalnoj distribuciji.

OpaZzene vrijednosti kortizola bilo je potrebno korigirati zbog rodbinske povezanosti
ispitanika koji su sudjelovali u ovom istrazivanju. Korekcija je napravljena pomocu

funkcije polygenic() koja je implementirana u aplikaciji GenABEL. Izlazna vrijednost
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koju daje funkcija su rezidualne vrijednosti kortizola koje se ponasaju kao neovisna
opazanja. Ove rezidualne vrijednosti, korigirane na dob, spol i rodbinsku povezanost

koristene su u cjelogenomskoj asocijacijskoj analizi kortizola.

Koriste¢i korigirane vrijednosti kortizola, napravljen je cjelogenomski test asocijacije.

KorisStena je funkcija ,,formetascore*:

gwas_cort <- formetascore(polygenic kort, dfl, stat=mmscore, transform =

Hnoll)

Odredivanje statisticke znacajnosti u cjelogenomskim analizama. Zbog velikog
broja provedenih testova (za svaki od 307.996 SNP biljega) bilo je potrebno odrediti
prikladnu razinu statisticke znacajnosti. Napravljena je Bonferroni korekcija (197), te je
grani¢na p-vrijednost dobivena prema jednadzbi: a/n, pri ¢emu je o Zeljena razina
znacajnosti 0=0,05 dok je n broj provedenih testova, u ovom slucaju n=307.996 — jedan
test za svaki SNP biljeg. Prema tome, statisticki znacajne smatrati ¢e se p-vrijednosti

manje od 0,05/307.996, odnosno p <1,62 x 107

Bonferroni korekcija u genomskim analizama Cesto je kritizirana kao suvise stroga (96,
168, 197). Razlog lezi u tome Sto SNP biljezi u genomu nisu posve neovisni. Zbog
mehanizama rekombinacije genoma prilikom stvaranja spolnih stanica, biljezi koji su
blizu Cesto se nasljeduju zajedno i medu njima postoji neravnoteza vezanja (LD, prema
engl. linkage disequilibrium) pa nisu neovisni jedan od drugoga i efektivnho smanjuju
broj ucinjenih statistickih testova (npr. ako je korelacija izmedu dva biljega 1, test

asocijacije fenotipa s drugim biljegom je zapravo samo ponovljeni test prvog biljega).
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4. REZULTATI
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4.1. Opis populacije

U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 924 ispitanika s otoka Visa, od cega 576 iz
Komize i 349 iz grada Visa. Od ukupnog uzorka, 563 (58%) su €inile Zene. Ispitanici su
prilikom ulaska u studiju bili u dobi od 18 do 93 godine, a srednja vrijednost starosti

ispitanika je bila 56,4+15,5 godina.

4.1.1. Op¢i podaci
Bracni status. U ispitivanoj populaciji 111 osoba nije bilo u braku, 799 ih je bilo

vjencano, od ¢ega vecina u prvom braku (733).

Skolovanje. Medijan godina §kolovanja u ovoj populaciji bio je 11, raspon od 2 do 20.
Broj ispitanika prema kategorijama obrazovanja prikazan je u Tablici 3. Vidljivo je da
vecina ispitanika ima osnovnoskolsko i srednjoSkolsko obrazovanje, a manjina (7,8%)

fakultetsko obrazovanje.

Tablica 3. Broj ispitanika u pojedinoj kategoriji obrazovanja.

Kategorije obrazovanja (broj broj ispitanika (%)
zavrSenih razreda)

I1(<38) 216 (23,66%)
Im@E-11) 303 (33,19%)
I (12 - 15) 323 (35,38%)
IV (> 16) 71 (7,78%)
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Broj godina Skolovanja znacajno ovisi o dobi i1 spolu, pa tako muskarci imaju vise
godina obrazovanja od Zena: prosjec¢no 10,9 godina kod muskaraca 1 9,3 godina kod
Zena, p = 3,6 x 10™'% (t-test). Takoder, mlada dob povezana je s duzim $kolovanjem, p

<10'° (ANOVA).

4.1.2. Kortizol
Referentne vrijednosti kortizola za jutarnje uzorke su od 140 do 800 nmol/L. Podaci o
vrijednosti kortizola nisu bili dostupni za 32 ispitanika, a 17 ispitanika je iskljuceno

zbog kortikosteroidne terapije, tako da je analiza provedena na ukupno 876 ispitanika.

Histogram vrijednosti jutarnjeg kortizola [nmol/L]
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Slika 6. Histogram vrijednosti jutarnjeg kortizola. Okomite crvene linije
predstavljaju donju (140 nmol/L) i gornju (800 nmol/L) granicu normalnih
vrijednosti.
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Srednja vrijednost kortizola u uzorku je 623,26+230,04 nmol/L (Slika 6). Najmanja
izmjerena vrijednost kortizola u uzorku bila je 64,14 nmol/L, a najveca izmjerena
vrijednost 1820,68 nmol/L. Ukupno su dva ispitanika imala vrijednost ispod donje
granice, a 154 ispitanika je imalo vrijednost iznad gornje granice normalnog raspona za

vrijednosti jutarnjeg kortizola.

T-testom je utvrdeno da nema razlike u vrijednostima kortizola izmedu Zenskih i
muskih ispitanika (p = 0,92). Povezanost razine kortizola s dobi utvrdena je linearnom
regresijom (koriStena je korijen-transformirana vrijednost kortizola) te je pokazana
invertna povezanost: razina kortizola se smanjuje sa starijom dobi (p = 0,003). Zatim,
istrazena je povezanost indeksa tjelesne mase (BMI) i kortizola, te je modelom linearne

regresije pokazano da je ve¢i BMI povezan s nizim razinama kortizola (p = 0,0001).

4.1.3. GHQ-30

GHQ upitnik o opéem zdravstvenom stanju ispunilo je 913 ispitanika. Postoji nekoliko
naCina za bodovanje GHQ-30 upitnika, no u svim sluc¢ajevima je krajnji rezultat
jedinstveni broj. U ovom istrazivanju koriSteno je bodovanje po Likertu. Teoretski

najmanji moguci broj bodova je nula, a maksimalan 120.
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Slika 7. Histogram rezultata GHQ-30 upitnika (bodovanje po Likertu). Crvena
crta oznafava grani¢nu vrijednost od 31 bod: vrijednosti iznad crvene crte
sugeriraju naruseno psihi¢ko zdravlje.

U proucavanoj populaciji najmanji rezultat je bio dva, a najveci zabiljezeni 81 (Slika 7);
srednja vrijednost u naSem uzorku je 28,12+11,19. Zbog toga Sto je distribucija rezultata
lijevo asimetri¢na, bolja mjera centralne tendencije je medijan, a on je u proucavanoj

populaciji 26.
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Slika 8. Korelacija rezultata GHQ-30 upitnika kada se koristi bodovanje prema
Likertu s ostalim nacinima bodovanja: modificiranim bodovanjem po Likertu,
GHQ bodovanjem i C-GHQ bodovanjem.

Rezultat GHQ-30 upitnika kada se koristi bodovanje prema Likertu u usporedbi s
ostalim metodama bodovanja pokazuje, ocekivano, visoku korelaciju: 0,93 za
modificirano bodovanje po Likertu; 0,93 za GHQ bodovanje te 0,83 1 0,80 za pozitivne i

negativne simptome, kada se koristi C-GHQ bodovanje (Slika 8).
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Tablica 4. Broj ispitanika (Zenskih i muskih) u kategoriji zdravih (<31), naru$enog
(31 — 50) i jako narusenog (>50) psihickog zdravlja; klasifikacija je napravljena
prema rezultatu GHQ-30 upitnika (bodovanje po Likertu).

psihic¢ko zdravlje
izrazito

zdravi naruseno 9 ukupno
naruseno
Zene 333 165 31 529
(62,95%) (31,19%) (5,86%) (100,00%)
muskareci 314 60 10 384
(81,77%) (15,63%) (2,60%) (100,00%)

Od 913 ispitanika za koje je GHQ-30 rezultat bio dostupan, 266 (29,13%) ih je bilo
naruSenog psihickog zdravlja (viSe od 31 bod prema Likertu), a 41 osoba je bila teSko
naruSenog psihi¢kog zdravlja. Kada je analiza napravljena po spolu, uvidjela se velika
razlika izmedu muskaraca i Zena: dok je 18,23% muskaraca bilo narusenog psihickog
zdravlja, udio je kod Zena bio mnogo ve¢i, ¢ak 37,05% (Tablica 4). Statisticka

znacajnost razlike utvrdena je y -testom, p = 4,9x107.

Tablica 5. Postotak ispitanika naruSenog psihickog zdravlja u ovisnosti o
kategoriji obrazovanja (I — najniZi stupanj obrazovanja). Kao zdravi su definirani
oni koji imaju <31 bod na GHQ-30, a kao narusenog psihi¢kog zdravlja oni koji
imaju 31 bod ili viSe.

narusenog psihi¢kog

Obrazovanje (kategorija) zdravi zdravlja

I 115 (53,99%) 98 (46,01%)
II 222 (73,51%) 80 (26,49%)
I 252 (78,02%) 71 (21,98%)
v 58 (82,86%) 12 (17,14%)
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Rezultat GHQ-30 upitnika statisticki je znaajno povezan s dobi, p=4,1x10”. Starija
dob povezana je s ve¢im brojem bodova, pa i s narusenim psihi¢kim zdravljem, =0,13,

odnosno, svaka godina starosti pridoda 0,13 na GHQ-30 rezultat.

Tablica 6. Postotak ispitanika naruSenog psihickog zdravlja ovisno o socio-
ekonomskom statusu (podatak prikupljen samo-evaluacijom). Kao zdravi su
definirani oni koji imaju <31 bod na GHQ-30, a kao narusenog psihi¢kog zdravlja
oni koji imaju 31 bod ili viSe.

Socio-ekonomski status (u narusenog psihickog

usporedbi s drugima) zdravi zdravlja
puno gore 8 (26,67%) 22 (73,33%)
gore 76 (54,68%) 63 (45,32%)
jednako 379 (70,19%) 161 (29,81%)
bolje 141 (77,90%) 40 (22,10%)
puno bolje 15 (75,00%) 5(25,00%)

Stupanj obrazovanja znacajno je povezan s brojem bodova na GHQ-30 upitniku: cak
46% ispitanika u najnizoj kategoriji obrazovanja bilo je narusenog psihickog zdravlja,
dok je taj broj bio samo 17% u kategoriji s najve¢im brojem godina Skolovanja (Tablica
5). Visoka statistitka znacajnost povezanosti utvrdena je y> testom, p = 1,9 x 10”. Nije

nadena povezanost izmedu bra¢nog statusa i broja bodova na GHQ-30 upitniku (p=0,5).

82



Tablica 7. Postotak ispitanika naruSenog psihickog zdravlja ovisno o socio-
ekonomskom statusu, procijenjeno prema pokazateljima socioekonomskog statusa
(1- najnepovoljniji socio-ekonomski status). Kao zdravi su definirani oni ispitanici
koji imaju manje od 31 bod na GHQ-30, a kao naruSenog psihickog zdravlja oni
koji imaju 31 bod ili viSe.

Socio-ekonomski status . naruSenog psihickog
.. zdravi .
(prema pokazateljima) zdravlja
1 62 (48,44%) 66 (51,56%)
2 119 (58,62%) 84 (41,38%)
3 255 (73,49%) 92 (26,51%)
4 183 (79,22%) 48 (20,78%)

Osobe koje same sebe smatraju loSijeg socio-ekonomskog statusa od drugih, ¢esce su
bile akutnog naruienog psihickog zdravlja, p = 4,6x10”. Sli¢an rezultat dobiven je i
kada se u analizi koristio socioekonomski status procijenjen pomocu pokazatelja
socioekonomskog statusa, p = 1,3x10"°. Koeficijent korelacije izmedu socio-
ekonomskog statusa dobivenog samo-procjenom i koriste¢i uobic¢ajene pokazatelje bio

je 0,35.

4.1.4. Standardizirana multilokusna heterozigotnost (sMLH)
Srednja vrijednost standardizirane multilokusne heterozigotnosti (sMLH), izraunate
pomocu STR biljega bila je 1,0 £ 0,03. Zabiljezene su vrijednosti MLH u rasponu od

0,9 do 1,1. Histogram izracunatih vrijednosti je prikazan na Slici 9.
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Histogram standardizirane MLH
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Slika 9. Histogram standardizirane multilokusne heterozigotnosti izrac¢unate
pomocu STR biljega.

4.2. Determinante jutarnjih vrijednosti kortizola

Multiplom regresijom, u modelu koji je uklju¢ivao dob, spol i godine Skolovanja kao
kovarijate, utvrdena je znaCajna statisticka povezanost jutarnjih vrijednosti kortizola s
rezultatom GHQ-30 upitnika (p=0,009), sa standardiziranom multilokusnom

heterozigotnosti (p=0,005) 1 s godinama Skolovanja (p=0,016).
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Slika 10. Prikaz ovisnosti kortizola o heterozigotnosti. ViSe vrijednosti kortizola
povezane su sa smanjenom standardiziranom multilokusnom heterozigotnoscu.
Vrijednosti kortizola su z-transformirane i standardizirane na dob, spol i na
akutno naruseno psihicko zdravlje.

Za sve prediktorne varijable izracunat je  nakon S$to su varijable z-transformirane
(Tablica 8). Beta-koeficijent z-transformirane heterozigotnosti sli¢ne je veli¢ine kao 3
z-transformiranog rezultata na GHQ upitniku, ali negativnog predznaka. To znaci da je

ucinak dvaju prediktornih varijabli usporediv, te ¢e jutarnja razina kortizola biti veca
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kod osoba s ve¢im brojem bodova na GHQ upitniku (odnosno kod osoba akutno

narusenog psihickog zdravlja), a razina kortizola ¢e biti niza kod osoba povecane

multilokusne heterozigotnosti.

Tablica 8. Beta-koeficijenti za ispitivane prediktorne varijable (sve varijable su z-
transformirane); takoder su prikazani i standardna pogreSka beta-koeficijenta i

odgovarajuca p-vrijednost.

z-transformirana standardna ..
varijabla p pogreska p-vrijednost
dob -0,56 0,17 0,001
GHQ-30 0,39 0,15 0,010
BMI -0,50 0,16 0,001
heterozigotnost -0,41 0,15 0,005
Skolovanje -0,41 0,17 0,014

Za svaku prediktornu varijablu izracunat je postotak varijance u zavisnoj varijabli koju

objaSnjava. Tako od varijabli uklju¢enih u model najveéi postotak varijance objasnjava

rezultat na GHQ-30 upitniku (1,5%), dok je taj postotak za heterozigotnost 0,9%

(Tablica 9).
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Tablica 9. Postotak varijance jutarnjih vrijednosti kortizola koji je objaSnjen sa
pojedinom prediktivhom varijablom.

Prediktorna varijabla Vg'li)ji:lgllclie(lf’;:,)
dob 1,1
GHQ-30 1,5
BMI 1,3
heterozigotnost 0,9
Skolovanje 0,6

4.3. Cjelogenomska studija asocijacije za kortizol

GWAS - standardizacija na dob i spol. Cjelogenomska analiza ukazala je na 30 SNP-
ova koji su pokazali razinu statisticke znac¢ajnosti p <0,0001, 1 stoga ukazuju na mogucu
povezanost s razinom kortizola. Zbog velikog broja analiza, korigirana p-vrijednost koja
se smatra statisti¢ki znadajnom u genomskim analizama iznosi p <1,62 x 107, Niti jedan
SNP u analizi nije pokazao takvu razinu zna¢ajnosti povezanosti s kortizolom (Slika 11,

Tablica 10).

GWAS - standardizacija na dob, spol i akutni psihicki stres. Zbog utvrdene
povezanosti razine kortizola 1 akutno naruSenog psihi¢kog zdravlja, cjelogenomska
analiza je ponovljena, s vrijednostima kortizola standardiziranim, osim na dob 1 spol,
takoder 1 na stupanj akutno naruSenog psihickog zdravlja. Niti u ovoj analizi niti jedan

SNP nije pokazao statisticki znac¢ajnu povezanost s razinom kortizola (Tablica 11).
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Slika 11. Graficki prikaz rezultata cjelogenomske asocijacijske studije jutarnje
koncentracije kortizola (Manhattan prikaz), pri ¢emu su u model bili ukljuceni
dob, spol i pojedini SNP biljeg. Y os prikazuje negativni logaritam p-vrijednosti
nadjene za svaki SNP biljeg koji je bio ukljucen u analizu (viSe vrijednosti na Y osi

oznacavaju vecu statistiCku znacajnost).
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Tablica 10. Lista svih SNP biljega za koje je nadena povezanost s jutarnjim
koncentracijama kortizola (p <10™*) u modelu koji je ukljutivao dob, spol i pojedini
SNP biljeg.

SNP kromosom pozicija alel 1 alel 2 p-vrijednost
rs10826151 10 59525406 C A 6,56 x 10 °
rs12347952 9 28603702 A G 8,25x 10 °°
rs2422260 1 169627504 G A 1,31 x10°
rs7651936 3 163505661 C A 1,49 x 107
rs6041692 20 12805733 A G 1,57 x 107
rs3923018 17 86350 A G 1,93x 107

rs580545 11 129114448 G A 1,98 x 10°
rs1486536 11 11008079 C A 2,04 x 107
rs876594 12 3531820 A G 2,37x 107
rs10276466 7 32261507 A G 2,80 x 107
rs17827216 12 65476260 G A 3,26 x 107
rs4973257 2 228426117 A G 3,94 x 107
rs8041171 15 31653802 C A 3,96 x 107
rs7000234 8 81699669 G A 4,25x 107
rs2030592 15 35102817 A C 426x10°
rs11227097 11 105915188 A G 4,78 x 10°
rs1172292 1 179905976 A G 4,82x10°
rs10051236 5 85173074 A G 4,86 x 10°
rs13191198 6 122968759 A G 5,05x 107
rs10059041 5 21464532 G A 5,53 x 107
rs7018449 8 81739520 A G 6,24x 107
rs1512228 2 60473582 G A 6,33 x 107
rs1000772 3 10646218 G A 7,09 x 107
rs6419844 3 22391322 A G 7,12x 107
rs11740657 5 135609558 G A 8,04 x 107
rs10496444 2 113269899 A G 8,11 x107°
rs1269705 8 103114108 A G 8,87 x 107
rs9650045 8 113638725 G A 9,21 x 107
rs7268 5 139692734 C A 9,69 x 107
rs2726336 12 22783326 G A 9,89 x 10°
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Tablica 11.

Lista svih SNP biljega za koje je nadena povezanost s jutarnjim
koncentracijama Kkortizola (p <10™*) u modelu koji je ukljuéivao dob, spol, akutno
naruseno psihi¢ko zdravlje i pojedini SNP biljeg.

SNP kromosom pozicija alel 1 alel 2 p-vrijednost

rs10826151 10 59525406 C A 8.95x 10°
rs12347952 9 28603702 A G 1,10x 107
rs1486536 1 11008079 C A 1L16x107
rs3923018 17 86350 A G 132x107
rs7651936 3 163505661 C A 1.54%107
rs580545 1 129114448 G A 1,86x 107
rs2422260 1 169627504 G A 1,89x107
rs10276466 7 32261507 A G 211 %107
rs1512228 2 60473582 G A 245x107
rs8041171 15 31653802 C A 2,54 %107
rs1172292 1 179905976 A G 2,61 x 107
rs11227097 1 105915188 A G 335%107
rs2726336 12 22783326 G A 381x107
rs1512227 2 60473343 G A 457x107
rs6041692 20 12805733 A G 472x 107
rs7000234 8 81699669 G A 478x 107
154973257 2 228426117 A G 538x 107
rs1269705 8 103114108 A G 544x107
rs2030592 15 35102817 A C 5,68 %107
rs1000772 3 10646218 G A 6,17x 107
rs7018449 8 81739520 A G 6,49 x 107
rs17827216 12 65476260 G A 740 %107
rs876594 12 3531820 A G 7,76 x 107
rs7254300 19 23222276 G A 8,06 x 107
r$6992620 8 81798526 G A 8,78 x 107
rs6419844 3 22391322 A G 8,92x 107
rs13191198 6 122968759 A G 9,02 x 107
rs7268 5 139692734 C A 9,07 x 107
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Tablica 12. Lista SNP biljega koji su izdvojeni na temelju malih p-vrijednosti u
oba modela (GWAS Kkorigiran na dob i spol, te GWAS korigiran na dob, spol i
akutno naruseno psihicko zdravlje).

SNP krom. pozicija u genu u blizini gena

1 rs2422260 1 169627504  RP1-15D23.2 -

2 rs1172292 1 179905976 LAMC2 -

3 rs4973257 2 228426117 - SLC19A3

4 rs1512228 2 60473582 - AC007381.3

5 1rs7651936 3 163505661 - -

6 1rs1000772 3 10646218 ATP2B2 GHRL

7 rs6419844 3 22391322 ZNF385D -

8 rs7268 5 139692734 HBEGF -

9 rs13191198 6 122968759 PKIB -

10 rs10276466 7 32261507 - PDEI1C, AC018641.7
11 rs7000234 8 81699669 - ZNF704

12 rs7018449 8 81739520 ZNF704 -

13 rs1269705 8 103114108 NCALD -

14 rs12347952 9 28603702 LINGO2 -

15 rs10826151 10 59525406 - IPMK

16 rs580545 11 129114448 - BARX2, TMEM45B
17 rs1486536 11 11008079 - ZBEDS, GALNTLA4
18 rs11227097 11 105915188 - AASDHPPT, GUCY1A2
19 rs876594 12 3531820 PRMTS -
20 rs17827216 12 65476260 - GRIP1
21 1rs2726336 12 22783326 - ETNK1
22 rs8041171 15 31653802 RYR3 -
23 rs2030592 15 35102817 MEIS2 -
24 1rs3923018 17 86350 RPH3AL -
25 1rs6041692 20 12805733  RPS-1069CS8.2 -
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Od svih SNP biljega ¢ija je asocijacija s kortizolom bila nadena u 2 modela, za daljnju

analizu odabrani su oni koji su pokazali razinu statisticke znacajnosti manju od 0.0001 u

oba modela: kada je kortizol bio standardiziran na dob i spol, te kada je u

standardizaciju ukljuCen i stupanj akutno narusenog psihickog zdravlja kojem je

pojedinac izloZen. Tablica 12 prikazuje sve SNP biljege koji su zadovoljili ove uvjete i

bili dalje obradeni. Polozaj u genomu i relativni odnos prema najblizim genima,

transkriptima i pseudogenima za SNP biljege koji su pokazali najsnaZniju povezanost s

koncentracijom kortizola prikazan je na Slici 12.

Slika 12. PoloZaj odabranih SNP-ova u genomu i relativni odnos prema susjednim

genima i regulatornim elementima.
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Baza Ensembl pretrazena je za sve gene koji su povezani s kortizolom (198). Dobiveno

je 8 kandidatnih gena:

1.

GHRL gen (grelin/obestatin prepropeptid), na kromosomu 3p25.3 (199, 200);

SLIT2 gen (slit homolog 2), na kromosomu 4p15 (201);

IGFBP7 (engl. insulin-like growth factor binding protein 7), na kromosomu

4q12 (202);

SLIT3 (slit homolog 3), na kromosomu 5q34-q35.1 (203);

CRH (kortikotropin oslobadaju¢i hormon), na kromosomu 8q13 (204);

CYPI11BI1 (citokrom P450, 11B, polipeptid 1), na kromosomu 8q24.3 (205);

PTPNI11 (protein tirozin fosfataza), na kromosomu 12q24.13 (206);

HSD11B2 (hidroksisteroid (11-beta) dehidrogenaza 2), na kromosomu 16q22.1

(207).

Vecina SNP biljega, koje smo prethodno izdvojili na temelju najmanjih p-vrijednosti,

ne nalazi se u blizini gena za koje je poznato da su uklju¢eni u metabolizam kortizola

(200-207). Iznimku ¢ini SNP biljeg rs1000772 na kromosomu 3p25.3, koji se nalazi

relativno blizu gena GHRL. Ovaj gen kodira hormon grelin koji je povezan s
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regulacijom lucenja kortizola (Slika 13). Udaljenost izmedu opisanog gena 1 rs1000772

biljega je ~0,3 Mb, a biljeg se nalazi u intronu susjednog gena, ATP2B2.

Aleli koje nalazimo na ovom lokusu (rs1000772) su A 1 G (198). Proporcija alela A za
europsku populaciju (ili kod osoba europskog porijekla) je oko 15%, dok je u Africi oko

30%, a kod Japanaca i Kineza vise od 70% (198).
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Slika 13. Genomska regija kromosoma 3p25.3. Crne strelice pokazuju na gen
GHRL (obiljezen uskim crvenim pravokutnikom) i na poziciju rs1000772 biljega
(obiljeZen zelenom linijom).
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Koriste¢i pretraziva¢ genoma Ensembl (www.ensembl.org) dodatno je istraZzen biljeg

rs1000772 1 susjedna regija. Sekvenca oko biljega je:

GCAAAACCACCAACAGAAAGCACACAGATGGGGAAATATGCGGTACTGC
ACAGACTGCAGAAGGCACCCCTGCTTATGGGACGAGCTTGAAGCAGGAA
GGCAGAGCGTCACCTGGCTCGACCTCCGCTGGGAACGCGCTGCGGGCAA
CTGCCATTTTCCACCTCTGCACACGTCTACAAATCACCGCAAAAGCACCA
TGAGTATTGATCTGGGTATATACATTATCTGGGTACATACATTATCTGGGT
AAATACATTTTAAGGAGGAGGCAAACTCGCACATATGGACTCCACAAAG
AAGGAGGATGTGTTGATCATTCATTTGTTGATAGGGCACATTTCCCGCCG
AGGGCCTTCCGTGTGCCACATGCCTCTCCGGTGCTTGGGAGACCACAGGC
GTCRTCTCAGCCGATCCTCACCTGCCCTGTGGGTAGAGGCTGTTGTTTTTC
AGAGGCAGAGGCATAGAGGTTTGGTTGCAGGTGGAGGGTCCCACAGCTG
GGAAGTGGCCGAGTGGGGATGAAACCCAGGGATCCTTCCTCCAGAGTCC
AGCTCCACTGCCCAAGCTTCACCTGCATGCGCTCATTCTAAAAGCTGTTTT
CACACCAAATCTCCGCAAGCCCTCTTTATTTCCCACTTCCTGCCAAGTAAG
CAGTTCAGCTCACAAACTATATTAATCTCTGGCATAAATTCATTTAAACA
AAATATTGCCAAGCAACGCAAAAGCAGAAATCCTCTTACAACCCACATG
GGTATCGATGCTGTGCGTGTGGAAGGGCTGAGCCTCTTAGTGTCTGATTG
TAAA,

a biljeg rs1000772 je podcrtan.
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Vaznost heterozigotnosti za odrzanje homeostaze u uvjetima promjenjivog okolisa prvi
je pretpostavio Lerner 1954. godine (72). On je sugerirao da je kompenzacijski
kapacitet povecan kod organizama vece heterozigotnosti i to naroCito u nestalnom
okolisu, te da heterozigotnost pokazuje snazniji pozitivan ucinak na karakteristike
organizma koje su povezane s fitnesom, nego na karakteristike poput morfologije ili
ponaSanja (72). U narednim je godinama ispitivana povezanost heterozigotnosti i
odabranih fenotipova pri razli¢itim uvjetima okoliSa (73), no u literaturi prevladavaju
studije provedene na biljnim 1 Zivotinjskim vrstama dok su studije koje proucavaju

ucinak heterozigotnosti u ljudi malobrojne.

U ovom istrazivanju nastojalo se prikupiti dodatne podatke i produbiti shvacanje o
korelaciji izmedu heterozigotnosti i fitnesa u ljudi pomocu istrazivanja u kojem su
dobro definirane relevantne varijable: (a) heterozigotnost, (b) okolis, i (c) svojstvo usko

povezano s fitnesom.

5.1. Glavni rezultati disertacije

Prema naSem saznanju, ovo je prvo istrazivanje koje je proucavalo ulogu
heterozigotnosti kao modifikatora u lucenju kortizola. Dok je porast koncentracije
kortizola u stresnim situacijama normalan 1 nuzan tjelesni odgovor, taj porast treba biti

strogo reguliran. Dugoro¢no povisene vrijednosti kortizola popra¢ene su negativnim
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posljedicama, pa porast koncentracije treba biti takav da pozitivni ucinci budu
maksimalno izrazeni (npr. privremena hiperglikemija koja omogucava optimalan rad
miSi¢a 1 mozga), a Stetne posljedice za organizam minimalne (npr. priguSivanje
imunoloskog odgovora) (61, 63, 65, 66, 68, 69). Smatramo da manja odstupanja od
normalnih vrijednosti pri akutno narusenom psihickom zdravlju upucuju na bolju
regulaciju 1 primjereno funkcioniranje kompenzacijskih mehanizama, pa oznacavaju
bolji fitnes. Ipak, naSe razumijevanje djelovanja kortizola je ograni¢eno. Znamo da su
dugoro¢no povisene vrijednosti kortizola Stetne, no sa sadasnjim znanjem ne mozemo
reci Sto je optimalni kortizolski odgovor u bilo fizickom bilo psihi€¢kom stresu. S druge
strane, na primjeru oboljelih od Addisonove bolesti vidi se da je i manjak kortizola
Stetan, te je poznato da za vrijeme infekcije ili kirurSke intervencije treba davati znatno

vece doze kortikosteroida.

Glavni cilj istrazivanja bio je utvrditi utjeCe li multilokusna genetska heterozigotnost
osobe na veli¢inu odstupanja jutarnjih koncentracija kortizola, kada je psihicko zdravlje
akutno naruseno. SnaZniji akutni psiholoski stres kojeg trpi pojedinac znaci nepovoljni
okoli§ 1 postavlja veéi izazov pred njegove kompenzacijske mehanizme. U skladu s
hipotezom o korelaciji heterozigotnosti 1 fitnesa, ocekivali smo da ¢e kod osoba
smanjene heterozigotnosti abnormalni porast jutarnje koncentracije kortizola u
odgovoru na akutno naruSeno psihicko zdravlje biti ve¢i nego kod osoba povecane

heterozigotnosti.

Istrazivanje je potvrdilo povezanost koncentracije kortizola s akutno naruSenim

psihickim zdravljem (p=0,009). Vise vrijednosti kortizola opaZaju se kod osoba jace
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narusenog akutnog psihi¢kog zdravlja (f=0,39 za z-transformiran rezultat na GHQ-30
upitniku), kako bismo i ocekivali na temelju brojnih dosadasnjih studija. B-koeficijent
nam govori o veliCini utjecaja pojedine prediktorne varijable na koncentraciju kortizola
1 zanimljivo je primijetiti kako je veli¢ina u€inka akutno narusenog psihi¢kog zdravlja
na kortizol (=0,39) priblizno jednaka uc¢inku heterozigotnosti (f=-0,41) (obje varijable
su z-standardizirane). Rezultati sugeriraju da standardizirana multilokusna
heterozigotnost modificira kortizolski odgovor kada je psihicko zdravlje akutno
naruSeno u ljudi (p=0,005): pri akutno naruSenom psihi¢kom zdravlju, jutarnje
koncentracije kortizola kod heterozigotnijih osoba pokazuju manja odstupanja (u smislu

porasta) od normale.

Heterozigotnost je objasnila 0,9% varijance kortizola. Ovaj rezultat u skladu je s
rezultatima drugih studija korelacije heterozigotnosti 1 fitnesa: postotak objaSnjene
varijance tipi¢no je samo nekoliko posto ili manje (na primjer, u meta-analizi koja je
obuhvatila studije korelacije heterozigotnosti 1 fitnesa objaSnjena varijanca tipicno se
kretala u rasponu od 0,07% do 3,3%; u studijama s STR biljezima obi¢no je oko 1%), a

korelacija je uobicajeno slaba (17, 21, 78, 79).

Postotak varijance koji objasnjava akutno naruSeno psihicko zdravlje, za §to je dobro
poznat 1 sa sigurno$¢u dokazan utjecaj na kortizol (65, 70, 71, 118, 155), samo je malo
veci od postotka varijance koji je objaSnjen multilokusnom heterozigotnosc¢u i iznosi

1,5%.
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Koncentracija kortizola izrazito je varijabilna. Ona proizlazi iz mnogobrojnih
¢imbenika, na primjer greske mjerenja jer nisu svi ispitanici ,,uhvaceni® u trenutku
maksimalne jutarnje vrijednosti ili ¢injenice da 1 mnogi drugi ¢imbenici, od kojim
mnogi nistu dostupni mjerenju, utjeCu na koncentraciju kortizola. U tom svijetlu velike
varijabilnosti, objasnjeni se postotak varijance moze smatrati bitnim za razumijevanju

regulacije luCenja kortizola.

Organizam moze kontroliranim kortizolskim odgovorom uspjesno kompenzirati
okolisni stres, te tako omogucéava odrzanje homeostaze. Vaznost ovog mehanizma
postaje vidljiva kod bolesnika s Addisonovom boles¢u, kod kojih je nemoguénost
sinteze pogubna. Cini se da kod osoba smanjene multilokusne heterozigotnosti dolazi
do disregulacije i1 pretjeranog lucenja kortizola pri pokusaju odrzanja homeostaze koja
je narusena psiholoSkim stresom. Organizam biva izbacen iz ravnoteze, te dolazi do
povecanog rizika za razvoj poremecaja i bolesti zbog nepozeljnih posljedica dugoroc¢no

pretjerano visokih koncentracija kortizola (61-69, 71, 121).

Dobro su istrazeni nepovoljni uc¢inci homozigotnosti na fitnes u smislu prezivljenja 1
uspjesnosti reprodukcije, 1 Skodljive posljedice na zdravlje zbog povecane ucestalosti
inace rijetkih Mendelskih bolesti (77), ali vrlo malo radova istrazuje ulogu
heterozigotnosti na kompleksna obiljezja 1 bolesti kasnije dobi. Po svojoj prirodi
multifaktorijalne bolesti 1 obiljezja imaju slozenu etiologiju, pa ¢e ucinak
heterozigotnosti biti isprepleten s u€inkom drugih ¢imbenika 1 stoga ¢e ga biti teze

identificirati, a takva istrazivanja teZe dizajnirati.
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Nepovoljne posljedice srodivanja i gubitka heterozigotnosti poznate su od povijesnih
vremena. Do tih spoznaja davno su dosli uzgajivaci zivotinja i poljoprivrednici, a u
ljudskim zajednicama ve¢ je davno opaZena ucestala patologija kod potomaka bliskih
rodaka. Izbjegavanje srodivanja duboko je ukorijenjeno u ljudskom drustvu 1 privredi, s
jedne strane kroz zakone i socijalni pritisak koji obeshrabruju brakove medu bliskim
srodnicima, a s druge kroz ustaljenu praksu i obicaje u poljoprivredi 1 stocarstvu. Uz
laicka opazanja, brojni radovi pokazuju Stetne ucinke srodivanja 1 smanjene
heterozigotnosti na primjeru raznih biljnih i Zivotinjskih vrsta, ali i u ljudi (40-46).
Siroko rasprostranjeno spolno razmnoZzavanje samo je po sebi zapravo dokaz za

povoljan uc¢inak heterozigotnosti na fitnes i prezivljenje.

Tehnoloski napredak i druga dostignu¢a, u zadnjih je 100-200 godina doveli su do
fundamentalnih promjena u nacinu zivota i dramaticno povecane mobilnosti koja je
uslijedila nakon izuma bicikla, vlaka, automobila i aviona (19, 23). Velikom broju ljudi
omoguceno je napustanje rodnog mjesta, te je globalno i lokalno doslo do povecanja
heterozigotnosti. Kako je u istom periodu zabiljeZeno produljenje trajanja Zivota, neki
autori sugeriraju da su, uz napretke u medicini 1 poboljSani stil Zivota, smanjeno
srodivanje 1 povecana heterozigotnost barem dijelom pridonijeli produzenju ljudskog
vijeka (19, 23, 75, 180). Iako jo$§ uvijek ne razumijemo koji je toCan mehanizam
utjecaja multilokusne heterozigotnosti na bioloske procese i1 zdravlje, dokazi o

pozitivnom utjecaju heterozigotnosti se gomilaju.

Prije spomenuta vazna studija provedena na morskim lavovima pokazala je kako

srodeni organizmi viSe pobolijevaju od niza zaraznih 1 nezaraznih bolesti (38).
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Istovjetna istrazivanja u ljudi potvrdila su povoljan u¢inak heterozigotnosti kod zaraznih
(hepatitis, tuberkuloza, mortalitet od bakterijskih infekcija kod djece, te opceg
zdravstvenog stanja) i nezaraznih bolesti (visok krvni tlak, povisSeni kolesterol) (23, 24,

30, 47, 74-76).

Dvije studije koje su analizirale povezanost heterozigotnosti 1 slozenih bolesti ili
svojstava u ljudi, a po dizajnu i metodama usporedive su s ovim radom, jesu istrazivanje

Govindaraju-a i sur. (2009) i Campbell-a i sur. (2007).

U prvoj studiji proucavan je utjecaj heterozigotnosti na svojstva koja su povezana s
kardiovaskularnom bolesti u Framinghamskoj kohorti (73). Kao fenotip uzet je ,rizik za
kardiovaskularnu bolest”. Takvim odabirom fenotipa, za koji je sigurno da postoje
nepovoljni uvjeti okoliSa, kojem su osobe manje ili viSe izloZene, istrazivaci su osigurali
postojanje ,,izazova“ za kompenzacijske mehanizme organizma. OkoliSne stresore
predstavlja mnostvo rizi¢nih ¢imbenika za kardiovaskularnu bolest, koje je nemoguce u
potpunosti izbje¢i (npr. pusenje, stres, premalo kretanja, loSa prehrana, slaba fizicka
aktivnost itd.). Povoljni uc€inci heterozigotnosti na fitnes posebno dolaze do izrazaja
kada su uvijeti okoliSa nepovoljni, pa ith je zbog toga pozeljno ,,0sigurati“ kada
istrazujemo heterozigotnost. Stresori u ovom istrazivanju ve¢inom nisu bili

kvantificirani, ve¢ je samo bilo osigurano da oni postoje.

Tako su bili zadovoljeni preduvjeti za istraZivanje povezanosti izmedu stresora iz
okoliSa, heterozigotnosti i fenotipskih obiljezja povezanih s kardiovaskularnom bolesti.

Jednako kao 1 u naSem istraZivanju, asocijacija je ispitana regresijskom analizom.
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Rezultati su pokazali povoljan u¢inak heterozigotnosti na sistolicki i1 dijastolicki tlak,

kao i na promjer i debljinu stjenke lijeve klijetke (73).

Drugo istrazivanje proucavalo je utjecaj heterozigotnosti na niz obiljezja povezanih s
najces¢im ljudskim bolestima (23). Autori sugeriraju mogucnost da se heterozigotnost
moze smatrati genetskim rizi¢nim ¢imbenikom u nastanku bolesti, jer su pronasli da je
veca heterozigotnost povezana s nizim krvnim tlakom i nizom koncentracijom LDL

kolesterola.

Prema Lernerovoj hipotezi, prednost heterozigotnosti posebno dolazi do izrazaja kada
su uvjeti okoliSa promjenjivi i nepovoljni. U idealnom istrazivanju uz heterozigotnost
osobe i1 mjeru fitnesa trebalo bi izmyjeriti 1 uvjete okoliSa; odnosno trebalo bi

kvantificirati povoljnost/nepovoljnost okoliSa u kojem se pojedinac nalazi.

U oba gore navedena istrazivanja pretpostavljeno je da su ispitanici izloZeni okoliSnom
stresu zbog prirode odabranog fenotipa (pretpostavljeni stres su u oba istrazivanja bili
mnogobrojni ¢imbenici i1z okoliSa za koje je poznato da pridonose razvoju
kardiovaskularne bolesti 1 nije th moguce u potpunosti izbjeci), no okolisni stres nije bio
kvantificiran za pojedinog ispitanika i samo je nekolicina okoliSnih ¢imbenika bila uzeta
u obzir prilikom analize (npr. puSenje i socioekonomski status) (23, 73). Stoga
smatramo da u ove dvije studije nije zadovoljavajuce opisana veza izmedu okoliSnih

stresora 1 prou¢avanih fenotipova.

S druge strane, mi smo u naSem istrazivanju mjerili okoli$ni stresor (tj. akutno naruseno

psihicko stanje), za koji je dobro poznato da utjeCe na fenotip (tj. koncentracija
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kortizola) (59, 60, 62-65, 70, 71). Stoga je u nasem istrazivanju bilo moguce
kvantificirati okoliSni stresor, pa smatramo da se naSe istrazivanje korelacije
heterozigotnosti 1 fitnesa temelji na izravnoj i bolje opisanoj povezanosti stresora i
fenotipa negoli istrazivanje Campbella i suradnika i Govindaraju i suradnika (23, 73).
Ovaj rad takoder potvrduje da je moguce dizajnirati istrazivanje koje omogucuje

mjerenje okoliSnog stresa.

Ponudeno je nekoliko mehanizama koji bi mogli objasniti korelaciju heterozigotnosti 1
fitnesa, no konsenzus jo$ uvijek ne postoji, te zapravo ne razumijemo mehanizam kojim
heterozigotnost povecava fitnes organizama (17, 30). Kada se radi o zaraznim bolestima
jedno moguce objasnjenje je na primjer da heterozigotnost u MHC lokusu moZze biti
vazna za funkcioniranje imunoloskog sustava jer su MHC aleli ekspresionirani
kodominantno, §to znac¢i da ¢e MHC heterozigoti mo¢i detektirati viSe razlicitih
patogena (30). No, korelacija heterozigotnosti 1 fitnesa obi¢no se odnosi na
standardiziranu multilokusnu heterozigotnost organizma, a ne heterozigotnost pojedinih
lokusa 1 njihov ucinak - iako se moze ocekivati da ¢e heterozigotnost podskupa lokusa
donekle odrazavati ukupnu heterozigotnost organizma. Tesko je razluciti §to je u€inak
genomske heterozigotnosti, a §to je ucinak nekog tono odredenog lokusa te je time

dodatno otezano razumijevanje fenomena korelacije heterozigotnosti i fitnesa (17).
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5.1.2. Cjelogenomska studija asocijacije kortizola

Genomska heterozigotnost je mjera koja se odnosi na cijeli genom, te ne omogucuje
utvrdivanje znacaja pojedinog lokusa za fitnes (17). Kako bi se ispitalo da li opazena
povezanost posljedica odredenih lokusa koji imaju snazan utjecaj na koncentraciju
kortizola, istrazivanje je upotpunjeno cjelogenomskom studijom koncentracije kortizola.

Granica statisticke znacajnosti utvrdena je Bonferroni korekcijom.

Cjelogenomskom analizom nisu nadeni SNP biljezi koji su statisticki znacajno povezani
s koncentracijom kortizola, no vjerojatno je da je uzorak bio premali za detekciju slabog
ucinka SNP biljega 1 tako varijabilnog fenotipa. Za ve¢inu do sada u literaturi opisanih
ucinaka pojedinog SNP-a na kvantitativna svojstva naden je omjer Sansi (OR, engl.
odds ratio) izmedu 1,1 1 1,4, a ti su ucinci ve¢inom otkriveni u studijama koje su
ukljucivale nekoliko tisu¢a, do nekoliko desetaka tisu¢a osoba (98, 101, 168, 197).
Koliki je uzorak potreban da bi se otkrila povezanost SNP biljega s fenotipom ovisi o
nekoliko ¢imbenika. U praviluy, §to je u¢inak (OR) slabiji 1 Sto je fenotip loSije definiran,
to je potreban veci uzorak (197). Na§ uzorak je bio nedovoljne statisticke snage za
otkrivanje slabih ucinaka, kakvi se tipi€no nalaze u genetickim asocijacijskim

studijama.

Nakon S§to nije nadena znaCajna povezanost izmedu niti jednog SNP biljega 1
koncentracije kortizola kada je analiza ukljucivala standardizaciju na dob i spol, analiza
je ponovljena, pri ¢emu je akutno narusSenje psihiCkog zdravlja bilo dodano kao

kovarijata. Cilj dodatne analize je bio poboljsati razlu€ivost genetickih signala tako da
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se kovarijatama objasni veci postotak varijance. No, niti ovom ponovljenom analizom

nije nadena niti jedna statisticki znaCajna povezanost.

Bonferroni korekcija se smatra prestrogom, jer zbog neravnoteze vezanja SNP biljezi
nisu neovisni jedan od drugoga. Stoga je za podskup SNP biljega koji su pokazali
najvecu statisticku znadajnost (&ija je p-vrijednost bila manja od 10* u obje GWAS
analize) opisan polozaj u genomu 1 istrazeno je u kojem genu, ili u blizini kojeg gena se
nalaze. S obzirom da kortizol nije protein, ne nastaje sintezom na ribosomima prema
uputi iz DNK, ve¢ djelovanjem niza enzima na kolesterol i druge meduprodukte. 1z toga
slijedi da ako postoje geneticki Cimbenici koji odreduju koncentraciju kortizola,
ocekujemo da se oni nalaze u genima koji kodiraju enzime vazne u biosintezi kortizola

(ili izdvojeni od gena, mozda kao udaljeni regulatorni elementi).

Snaga istraZivanja da se otkrije polimorfizam u podlozi bolesti (ili kvantitativnog
svojstva) ovisiti ¢e o: (a) veli¢ini uzorka, (b) veli€ini ucinka na svojstvo, i (c)
frekvenciji alela u populaciji (84, 96, 168, 208). Uc¢inak SNP-a na svojstvo cesto se
izrazava kao OR, odnosno omjer Sansi. Radovi iz ovog podrucja konzistentno pokazuju

da:

1. Ve¢i uzorak dramati¢no poboljSava mogucénost detekcije SNP biljega

povezanih s fenotipom (bolesti ili kvantitativnim svojstvom) (96, 97, 168).

2. Mnogo je lakSe detektirati SNP-ove koji imaju snazniji ucinak na fenotip: pri
optimalnoj frekvenciji alela za detekciju povezanosti (frekvencija oba alela oko

50%), potrebno je 4000 ispitanika ako je OR=1,2, 2000 ispitanika ako je
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OR=1,3, 1000 ispitanika ako je OR=1,5 i manje od 500 ispitanika ako je OR=2

(168).

Jedan od razloga zbog kojih je tesko utvrditi potrebnu veli¢inu uzorka za istrazivanje je
to Sto na pocetku istrazivanja ne znamo koji je SNP povezan s fenotipom - prema tome
ne znamo koja je frekvencija alela, niti koliko je snazan ucinak na fenotip. Zbog toga
Sto ne znamo Sto traZimo, istrazivaCima jedino preostaje da se orijentiraju pomocu
dosadasnjih rezultata. U praksi je veli€ina uzorka obi¢no ograni¢ena financijskim
moguénostima projekta (84, 208). U buduc¢im cjelogenomskim asocijacijskim studijama

koncentracije kortizola trebalo bi osigurati ve¢i uzorak.

Iz podskupa SNP biljega odabranih prema znacajnosti, pronasli smo da se biljeg
rs1000772 nalazi u blizini gena za grelin (GHRL), za koji je pak poznato da je ukljucen
u metabolizam kortizola. Iako p-vrijednost u asocijacijskoj studiji nije bila statisticki
znacajna, ipak je moguce da je uc€inak ovog biljega na koncentraciju kortizola stvaran,
no da granicu statisticke znacajnosti nije dostignuta zbog: (a) premalog uzorka, (b)
slabog uc¢inka SNP biljega na fenotip, 1/ili (c) prestrogo postavljenog kriterija statisticke

znacajnost (197).

Biljeg rs1000772 nalazi se u genu ATP2B2, no razmjerno blizu gena GHRL koji kodira
za hormon grelin. Dobro su poznate regulatorne regije neposredno u blizini samoga

gena, ali takoder 1 regulatorne regije koje su udaljene od gena ¢iju ekspresiju reguliraju.

Navesti ¢u jedan dobro dokumentirani i temeljito istrazeni primjer regulacije ekspresije

udaljenim elementima. Intolerancija laktoze je stanje kada pojedinac u odrasloj dobi ne
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moze metabolizirati laktozu, zbog nedostatka enzima laktaze u tankom crijevu, koji
cijepa disaharidni Secer laktozu na glukozu 1 galaktozu (209). U Hrvatskoj je
prevalencija intolerancije laktoze oko 50%, a do ovog stanja dovodi manjak laktaze
zbog stiSane ekspresije gena (LAC). Ovaj fenotip odreden je polimorfizmom
rs4988235: osobe genotipa CC su laktoza intolerantne, dok su pojedinci genotipa CT i
TT laktoza tolerantni (210, 211). lako se rs4988235 nalazi u genu MCM6 (engl.
minichromosome maintenance 6 gene), te je 13,910 baza udaljen od gena koji kodira za
laktazu, polimorfizam se nalazi u regulatornoj regiji LAC gena na mjestu gdje se veze

transkripcijski faktor Oct-1, te odreduje ekspresiju gena (211, 212).

Grelin se smatra hormonom suprotnog djelovanja od leptina: dok leptin signalizira
sitost, grelin poti¢e osjecaj gladi. Breves 1 sur. (2009) u nedavno objavljenom
istrazivanju proucavali su hormon grelin i njegovu povezanost s kortizolom (213).
Istrazivanje je provedeno na ribi list. Injekcija hormona grelina intraperitonealno
povisila je koncentraciju kortizola za preko 50%, nakon sat vremena (injekcija 1000 ng
grelina po gramu tjelesne mase). Asakawa 1 sur. (2001) naSli su sli€an odgovor u
miSeva: injekcija grelina povisila je koncentraciju kortikosterona (214). Dodatno,
ekspresija GHRL gena bila je pojac¢ana u Zelucu miSeva koji su bili izloZeni stresu, te
autori sugeriraju mogucnost da grelin ima ulogu medijatora u neuroendokrinom

odgovoru na stres (214).

Studija na ljudima potvrdila je da grelin stimulira luenje glukokortikoida, te je
pokazala da grelin izrazito snazno poti¢e lu¢enje hormona rasta, ¢ak i viSe nego sam

GHRH (growth hormone releasing hormone) (215). Giordano 1 sur. (2004) pokazali su
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da, unato¢ tome Sto postoji negativna sprega izmedu kortizola i1 grelina, u oboljelih od
Cushingovog sindroma grelin 1 dalje ima stimulacijski u¢inak na lucenje kortizola
(216). Broglio i sur. (2003) pokazali su da utjecaj grelina na sekreciju kortizola i ACTH

nije funkcija dobi i spola (217).

Tek ¢e daljnja istrazivanja, u smislu replikacije rezultata u drugim populacijama i
funkcionalne studije, omoguditi potpunije razumijevanje ucinka polimorfizma

rs1000772 1 gena GHRL na koncentraciju kortizola u ljudi.

5.2. Prednosti i nedostaci istraZivanja

Ovaj rad proveden je u skladu sa smjernicama za istrazivanje korelacije heterozigotnosti
1 fitnesa koje su predlozili Szulkin i suradnici (/7). Prvo, proucavani fenotip treba biti
povezan s fitnesom, a s obzirom na dobro opisanu povezanost kortizola s imunoloskim
sustavom zaklju¢ujemo da je koncentracija kortizola valjan fenotip za istraZivanje
korelacije heterozigotnosti 1 fitnesa. Drugo, koriStena je standardizirana multilokusna

heterozigotnost, §to je mjera koji autori smjernica preporucaju.

Prema naSem saznanju, ovo je jedno od rijetkih istraZivanja u ljudi koje je kvantificiralo
uvjete okoliSa. Koristili smo stupanj akutno naruSenog psihickog zdravlja, koji kao

kontinuirana varijabla opisuje nepovoljan okoli§ kojem je pojedinac izloZen.

Nadalje, ovo je prvo istrazivanje koje proucava ulogu heterozigotnosti kada je izazov

okolisa psiholoske prirode. Izrazito je zanimljivo opazanje da prednost heterozigotnosti

115



dolazi do izrazaja i1 kada je ,,nepovoljan okolis* akutni psiholoski stres, a ne samo kada
se radi o fizioloSkim izazovima u smislu ograni¢enog izvora hrane, obrane od patogena

1 drugih bolesti.

Veliki broj podataka o navikama i okoliSnim faktorima, bolestima i lijekovima,
genetickim biljezima i biokemijskim parametrima omogucio je da se analiziraju moguci
¢imbenici posredne povezanosti (npr. bilo je moguce identificirati i iskljuciti ispitanike
koji uzimaju kortikosteroide u terapiji), te da se analize standardiziraju na bitne
¢imbenike. Ipak, ispitanici su bili izrazito heterogeni, §to je moglo smanjiti snagu

istrazivanja.

lako u literaturi postoje brojna istrazivanja korelacije heterozigotnosti i fitnesa,
malobrojna su proucavala ovu korelaciju u ljudi. Uzrok dijelom lezi u tome Sto je u
vecini populacija koje su dostupne istrazivac¢ima srodivanje rijetkost, pa tako ispitanici
imaju sli¢ne vrijednosti multilokusne heterozigotnosti, §to oslabljuje snagu statisticke

analize.

Moguce pogreske ovog rada proizlaze iz Cinjenice da istrazivanje nije planirano prije
pocetka terenskog rada, ve¢ je plan istrazivanja napravljen naknadno. Ipak, glavne
varijable (heterozigotnost, kortizol i akutno naruseno psihicko zdravlje) mjerene su na
jednak nacin 1 neovisno, bez znanja istraZivaca o vrijednostima ostalih parametara, pa je

mogucnost sistemske pogreske minimalna.

lako rezultati ovog istraZivanja potkrepljuju opazenu korelaciju heterozigotnosti i

fitnesa, oni ne pridonose razumijevanju ove korelacije, niti pojasnjavaju mehanizam
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kako heterozigotnost utjeCe na obiljezja bitna za fitnes organizma. Nadalje, ova i druge
sli¢ne studije prikazuju asocijaciju izmedu heterozigotnosti 1 razli¢itih obiljezja, no sa

sadaSnjim znanjem ne mozemo utvrditi je 1i ova povezanost uzrocno-posljedi¢na.

Rezultati ovog istrazivanja vrijede za opc¢u populaciju otoka Visa. Prije nego Sto se
zakljucak generalizira, statisticki znacajnu korelaciju heterozigotnosti i kortizolskog
odgovora pri akutno naruSenom psihickom zdravlju treba replicirati u drugim

populacijama.

5.2.1. PogreSke mjerenja

Koncentracija kortizola je vrlo zahtjevan fenotip za mjerenje. Ispitanicima u nasem
istrazivanju krv je vadena izmedu 8 i1 9 sati ujutro, no podaci o tome koliko je to
vremena nakon budenja nisu bili dostupni. Kako se najvise vrijednosti kortizola obi¢no
izmjere pola sata do 45 minuta nakon budenja (218), za ocekivati je da nisu svi
ispitanici ,,uhvaceni* u trenutku vrSnih vrijednosti. Moguce je da su neki ispitanici bili
budni duze od 45 minuta prije vadenja krvi, a takoder je moguce da su neki ispitanici
bili budni krac¢e od 45 minuta. U oba slucaja izmjerena koncentracija je niza od

maksimalne dnevne vrijednosti koju se nastoji izmjeriti.

Zanimljivo, istraZivanja su pokazala da je razina kortizola ujutro 45 minuta nakon
budenja statisticki znacajno povezana s psihickim stanjem mjerenim upitnikom GHQ-
30, no ostale razine kortizola izmjerene tokom dana nisu bile povezane s psihickim
zdravljem procijenjenim ovim upitnikom (115). Dakle, kako su jutarnja mjerenja

kortizola op¢enito najsnaznije povezana s blagostanjem i psihickim zdravljem, ¢ak i ako
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kortizol nije mjeren tocno 30-45 minuta nakon budenja (127, 128, 149, 151, 219),

vjerujemo da su vrijednosti dobivene za nase ispitanike prikladne za istrazivanje.

Dok su u istrazivanje uzeti u obzir parametri poput BMI, socio-ekonomskog statusa,
navika (puSenje), lijekova te dobi i spola, postoji joS mnogo poznatih i nepoznatih
¢imbenika koji su mogli utjecati na rezultate, a nisu bili prikupljeni. Na primjer,
Edwards 1 sur. (2001) su pokazali da je koncentracija kortizola 45 minuta nakon
budenja (i tokom ostatka dana) povezana s vremenom budenja (218). Osobe koje se
bude najranije imale su vise vrijednosti kortizola 45 minuta nakon budenja i tokom dana

(218). Nazalost, podatak o vremenu budenja nije nam bio dostupan.

Zatim, ispitanici koji su sudjelovali u istrazivanju izbaceni su iz svoje uobicajene rutine
1 stoga mozda u blagom stresu. Kako je vrijeme vadenja krvi bilo dogovoreno za 8
ujutro, neke su se osobe trebale probuditi ranije nego inace, a krace trajanje sna takoder
utjece na razinu kortizola (220). Sam postupak vadenja krvi je takoder stresan (ponekad
je dovoljna 1 sama pomisao na odlazak kod lije¢nika), Sto je moglo biti dovesti do
poviSenih koncentracija kortizola kod nekih osoba. Smatramo da istrazivanje nije
kompromitirano te da ne postoji sustavna pogreska, jer su sve osobe bile podvrgnute
jednakom tretmanu. S druge strane, ponovljena mjerenja kortizola u iste osobe pokazuju

visoku korelaciju, tako da smatramo da su mjerenja dovoljno pouzdana (220).

Iako bi bilo zanimljivo imati podatke o cirkadijanom profilu lu¢enja, studije su pokazale

kako mjerenje dinamike lucenja kortizola tokom dana slabo korelira s blagostanjem i
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psihickim stanjem u usporedbi s izoliranim vrijednostima jutarnjeg kortizola, tako da

nedostatak profila cirkadijanog ritma lucenja nije od vaznosti za ovo istrazivanje (115).

Dok je kortizol dobar pokazatelj tjelesnog odgovora na stres, to ne vrijedi u slucaju
kroni¢nog stresa, kada dolazi do iscrpljivanja kompenzacijskih i drugih mehanizama.
Kod pojedinaca pod snaznim kroni¢nim stresom zabiljezeno je svojevrsno otupljivanje
(engl. burn-out) pa, iako pod stresom, osobe nemaju povisene vrijednosti jutarnjeg
kortizola (126). U naSe istrazivanje ukljuceni su zdravi ispitanici iz op¢e populacije,
tako da ocekujemo da je udio osoba koje pate od burn-out sindroma mali, te da ne utjece

znacajno na rezultate istraZivanja.

Nezavisno je pitanje odrazava li multilokusna heterozigotnost skupa lokusa ukupnu
heterozigotnost genoma. lako se intuitivno ocekuje da multilokusna heterozigotnost
skupa lokusa vjerno opisuje ukupnu heterozigotnost cijelog genoma, pokazano je da to
zapravo nije uvijek slu¢aj (221). Stoga smo svjesni pretpostavke ovog istraZivanja da
sMLH sluzi kao procjena ukupne heterozigotnosti, ali da mozda nije u potpunosti

korelirana s ukupnom genomskom heterozigotnosti (221).

Da se koristio drugi panel STR biljega moguce je da bi se dobile drugacije vrijednosti
multilokusne heterozigotnosti, no vjerujemo da bi utjecaj na rezultate bio beznacajan.
Set biljega koji je odabran za ovo istrazivanje omogucio je dobru pokrivenost cijelog
genoma, te su - proporcionalno svojoj veliini - zastupljeni svi kromosomi (osim
spolnih kromosoma). lako su STR biljezi ravnomjerno rasporedeni po genomu, moguce

je da njihov izbor nije idealan za odredivanje heterozigotnosti.
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STR biljezi odabrani su tako da budu $to vise polimorfni u populaciji, te su iskljuceni
oni biljezi koji su bili monomorfni (tj. isklju€eni su svi biljezi koji su biti jednaki kod
svih ispitanika). To znac¢i da je heterozigotnost umjetno povecana, no razlike u

heterozigotnosti kod ispitanika su ostale jednake.

GHQ-30 upitnik je izrazito dobar alat za procjenu akutno narusenog psihickog zdravlja
u opcoj populaciji. Sposobnost upitnika da ispravno ocijeni stupanj akutne naruSenosti
psihickog zdravlja moze biti smanjena kod osoba koje su kroni¢no fizicki ili psihicki
bolesne, ili pod kroni¢nim psihickim stresom, jer upitnik mjeri promjenu od normale i
to u zadnja tri do Cetiri tjedna. U ovom istrazivanju sudjelovale su osobe iz opce
populacije, pa se s moze pretpostaviti da je udio kroni¢no oboljelih mali, te da ne utjece

bitno na rezultate istrazivanja.

5.3. Znacenje dobivenih rezultata i smjernice za buduéa istrazivanja

Ovo istrazivanje nadopunjava postojeCe znanje u podrucju koje proucava korelaciju
izmedu heterozigotnosti 1 fitnesa. Prvo, istrazivanje je na novom nezavisnom primjeru
potvrdilo korelaciju; drugo, sli¢ne studije u ljudi su malobrojne pa je time vrijednost
ovog istrazivanja veca; 1 treCe, mjeri se nepovoljni okoli§, a nepovoljni okoli§

predstavlja psiholoski stres.

Mogucénost koristenja psiholoskih stanja kao ¢imbenika ¢iji je ucinak dovoljno snazan

da bi bio mjerljiv mogao bi biti vaZan u praksi, jer su nepovoljni uvjeti okoliSa (npr.
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gladi i opasnosti) u ljudskim populacijama smanjeni, pa je teSko stvoriti uvjete koji
znacajnije izazivaju kompenzacijske mehanizme organizma i stvaraju preduvjete u
kojima prednost heterozigota dolazi do izrazaja. Razvojem i1 napretkom ljudskog
drustva uspjesno se smanjuju glad i1 bolest, brine se o kvalitetnom stanovanju 1 radu,
razvija se infrastruktura itd., te se tako sve ve¢em broju ljudi omogucava dobra kvaliteta
zivota. U isto vrijeme, psiholosko zdravlje je poprilicno zanemareno te nas ne bi trebalo
cuditi ako u buduénosti preostanu upravo psihicki Cimbenici kao glavni izvor

,hepovoljnog okolisa®.

Osim na ljudsko zdravlje, korelacija heterozigotnosti i fitnesa izrazito je vazna za
ocuvanje ugrozenih biljnih 1 Zivotinjskih vrsta. Fitnes je najuZe povezan s prezivljenjem
1 reprodukcijom, pa je za programe ocuvanja vrsta izrazito bitno razumijevanje utjecaja
1 oCuvanja heterozigotnosti, jer heterozigotnije jedinke imaju vecu Sansu preZivljenja i
povecanu plodnost, u usporedbi s jedinkama smanjene heterozigotnosti (38). Buduca
istrazivanja trebala bi objasniti mehanizam kako povecana heterozigotnost utjee na
fitnes. Do tada mozemo samo govoriti o statistickoj korelaciji, ali ne 1 0 uzrocno-

posljedi¢noj povezanosti.

Regulacija koncentracije kortizola je sloZena. Prema ovom istraZivanju standardizirana
multilokusna heterozigotnost utjee na koncentraciju kortizola 1 moguce je da je

polimorfizam u genu za hormon grelin povezan s koncentracijom kortizola.

121



Iako je povezanost heterozigotnosti s kortizolom statisticki znacajna u nasem uzorku,

bilo bi vrijedno kada bi se ta asocijacija replicirala u drugoj populaciji.

Povezanost polimorfizma u genu za grelin i koncentracije kortizola lako se moze
bioloSki objasniti. Ipak, ova povezanost u cjelogenomskoj studiji asocijacije nije
dosegla razinu statisticke znacajnosti. Potrebno je ponoviti analizu na ve¢em uzorku,
kako bi se asocijacija potvrdila ili odbacila, te kako bi se identificirali drugi
polimorfizmi 1 drugi geni povezani s koncentracijom kortizola. Vrijednost
cjelogenomskih studija asocijacije lezi u identifikaciji elemenata (pato)fizioloSkih
putova. Nasa studija sugerira hormon grelin kao ¢imbenik u regulaciji kortizola, a drugi
povezani polimorfizmi (ako postoje) mogli bi ukazati na jo§ neke, mozda dosad

neidentificirane ¢imbenike.

Stres je poznati rizi¢ni ¢imbenik u etiologiji mnogih bolesti u ljudi. Bolje razumijevanje
patofizioloSkih mehanizama, kao i poznavanje ostalih ¢cimbenika koji su ukljuceni u taj
(pato)fizioloSki put ima moguénost pridonijeti poboljSanju zdravlja u ljudi kroz
identifikaciju klju¢nih c¢imbenika 1 kljuénih procesa u nastanku bolesti. Bolje
razumijevanje patofizioloSkog puta moze otvoriti 1 priliku za prevenciju ili

farmakolosku intervenciju.

Ovo istrazivanje ukazalo je na vaZznu 1 neosporivu ulogu psihi¢kih ¢imbenika na
zdravlje, te je zorno pokazalo blisku isprepletenost psihi¢kih ¢imbenika (tj. akutno
narusenog psihiCkog zdravlja) s genetickim (tj. heterozigotnosti) 1 biokemijskim

¢imbenicima (tj. koncentracijom kortizola). Mozda zbog toga Sto su apstraktniji i teze

122



shvatljivi ljudskom umu, psihicki ¢imbenici Cesto su zanemareni c¢imbenik u
epidemioloSkim studijama. Smatramo da je utjecaj akutno naruSenog psihi¢kog zdravlja
na koncentraciju kortizola, a koji je modificiran heterozigotno$¢u dokaz paradigme
prema kojoj su psihicki, geneticki i okolisni ¢imbenici blisko isprepleteni te zajedno

sudjeluju u odrzavanju zdravlja ili pak nastanku bolesti u ljudi.
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6. ZAKLJUCAK

Analizom psihi¢kog zdravlja u populaciji otoka Visa upitnikom GHQ-30 nadena je
prevalencija akutno naruSenog psihickog zdravlja od 37% u Zena 1 18% u musSkaraca.
Akutno izrazito narusenog psihickog zdravlja bilo je 6% Zena 1 3% muskaraca. Dob,
spol, socio-ekonomski status i obrazovanje ispitanika statisticki su znacajno povezani s

rezultatom upitnika GHQ-30, dok bra¢no stanje nije pokazalo znacajan utjecaj.

Ukupno je 154 ispitanika imalo koncentraciju kortizola viSu od 800 nmol/L.
Multivarijatna analiza je pokazala da su dob, BMI, obrazovanje, akutno psihicko stanje i

heterozigotnost (SMLH) znacajno povezani s koncentracijom kortizola.

Nadeno je da prilikom akutno naruSenog psihickog zdravlja kod osoba smanjene
heterozigotnosti dolazi do disregulacije lucenja kortizola, odnosno nalaze se
nenormalno poviSene vrijednosti kortizola. S druge strane, porast koncentracije
kortizola je manji kod osoba povecane heterozigotnosti. Rezultati ovog istraZivanja
sugeriraju mogucénost da multilokusna heterozigotnost ima ulogu modifikatora pri
lucenju kortizola u odgovoru na akutno naruSeno psihi¢ko zdravlje. U skladu s drugim
studijama koje se bave analizom korelacije izmedu heterozigotnosti i fitnesa, ovo je
istrazivanje pokazalo pozitivan utjecaj heterozigotnosti na odrzanje homeostaze
prilikom izloZenosti nepovoljnom okoliSu, ukazavsi na moguc¢nost da heterozigotnost
modificira kortizolski odgovor na akutno naruSeno psihicko zdravlje te da tako

indirektno povecava fitnes. Prema naSem saznanju, po prvi puta je pokazana korelacija
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izmedu heterozigotnosti 1 fitnesa, kada je okolisni stres mjeren i kada je on psiholoske

prirode.

Cjelogenomskom asocijacijskom studijom nadena je sugestibilna povezanost
polimorfizma rs1000772 1 (jutarnje) koncentracije kortizola (»p<0.00001). Ovaj biljeg
nalazi se na kromosomu 3p25.3 u blizini gena GHRL koji kodira hormon grelin.
Pregledom literature utvrdeno je kako je grelin ukljucen u regulaciju sekrecije kortizola,
svojim utjecajem na os hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlijezda. Kako bi se potvrdila
uzrofna povezanost polimorfizma rs1000772 s jutarnjom koncentracijom kortizola,
potrebno je napraviti cjelogenomsku analizu na veem uzorku, replicirate rezultate u
drugim (geneticki drugacijim) populacijama te ako je moguce potvrditi rezultate

eksperimentalnom studijom.

Ovo istraZivanje je jos jedan primjer korelacije heterozigotnosti i fitnesa, iako i dalje ne
mozemo govoriti o uzro¢no-posljedicnoj vezi ve¢ samo o statistickoj povezanosti.
Heterozigotnost se, uz druge geneticke varijable, moze smatrati nezavisnim genetickim
¢imbenikom koji moZe utjecati na kvantitativna svojstva ili razvoj bolesti. Pokazana je 1
povezanost genetickih 1 okoli$nih faktora s psihi¢kim ¢imbenicima ¢iji se doprinos tek

poceo prihvacati 1 razumijevati.

125



7. SAZETAK

Uvod. Mnogobrojne su studije pokazale kako heterozigotnost povecava fitnes i to
osobito kada je jedinka izlozena stresu ili kada su okoliSni uvjeti nepovoljni. Cilj je
ovog istrazivanja utvrditi modificira li standardizirana multilokusna heterozigotnost
porast jutarnjih vrijednosti kortizola do kojih dolazi u sklopu odgovora na akutno
naruSenje psihi¢kog zdravlja. Dodatni je cilj rada napraviti cjelogenomsku asocijacijsku
studiju koncentracije kortizola kako bi se identificirali geneticki ¢imbenici koji utjecu

na koncentraciju kortizola.

Metode. Upitnikom su prikupljeni opéi podaci i informacije o stilu Zivota za 924
ispitanika s otoka Visa, a upitnikom GHQ-30 ispitano je njihovo psihicko zdravlje.
DNK je izolirana iz krvi te je napravljena genotipizacija STR i SNP biljezima.
Standardizirana multilokusna heterozigotnost izraunata je iz udjela heterozigotnih STR

biljega za svakog ispitanika.

Rezultati. Multivarijatnom analizom je pokazano da su dob, BMI, obrazovanje, akutno
psihicko stanje 1 heterozigotnost (sSMLH) statisticki znacajno povezani s koncentracijom
kortizola. Visa standardizirana multilokusna heterozigotnost povezana je s niZom
koncentracijom kortizola (p=0,005). Cjelogenomskom analizom nadena je sugestibilna
povezanost polimorfizma rs1000772 1 jutarnje koncentracije kortizola (p<0.00001).
Pregledom baze podataka ,,Ensembl® utvrdeno je da se spomenuti SNP nalazi na
kromosomu 3p25.3, u blizini gena GHRL. Ovaj gen kodira hormon grelin za koji je

pregledom literature nadeno da je ukljucen u regulaciju luc¢enja kortizola.
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Zakljuéak. Nadeno je da osobe smanjene heterozigotnosti pokazuju veci otklon
vrijednosti kortizola od normale (tj. veci porast), dok je poremecaj koncentracije
kortizola kod osoba povecane heterozigotnosti manji. Ovi rezultati upucuju na
mogucnost da osobe povecane heterozigotnosti imaju bolji kapacitet kompenzacije
akutno naruSenog psihi¢kog zdravlja i odrzanja homeostaze, te posljedi¢no i bolji fitnes.
Rezultati cjelogenomske asocijacijske studije sugeriraju da polimorfizam rs1000772
modificira ekspresiju gena za grelin te tako utjeCe na koncentraciju kortizola, no

rezultate je potrebno potvrditi dodatnim istrazivanjima.

Kljucne rijeci: heterozigotnost, standardizirana multilokusna heterozigotnost, fitnes,

kortizol, GHQ-30, akutno naruseno psihic¢ko zdravlje, grelin
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8. SUMMARY

The effect of genome heterozygosity on compensation of acute
psychological distress

Lina Zgaga, 2011

Background. Many studies have shown correlation between heterozygosity and fitness;
particularly when organism is exposed to stress or when environmental conditions are
detrimental. The aim of this study was to investigate if standardized multi-locus
heterozygosity is associated to morning cortisol concentration in response to acute
psychological distress. Additional aim of the study was to perform genome-wide
association study (GWAS) of cortisol, in order to identify genetic factors that affect

cortisol concentration.

Methods. Custom-made questionnaire was used to collect general and lifestyle
information of 924 study participants from the island of Vis. GHQ-30 was used to
assess participants’ psychological state. DNA was extracted from blood and all samples
were genotyped with STR and SNP markers. Standardized multilocus heterozygosity

was calculated from the proportion of heterozygous STR markers for each individual.

Results. Multivariate analysis has shown statistically significant association of age,
BMI, education, psychological distress and heterozygosity to cortisol concentration.
Standardized multilocus heterozygosity is inversely associated to morning cortisol
concentration (p=0.005). Genome-wide association study of cortisol has revealed a

suggestive association of rs1000772 to morning cortisol concentration (p<0.00001).
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Searching the Ensembl database revealed that this SNP marker is located on
chromosome 3p25.3 near GHRL. Literature search revealed that this gene codes for

hormone ghrelin that is involved in regulation of cortisol secretion.

Conclusion. Individuals with lower standardized multi-locus heterozygosity exhibit
greater deviation in cortisol concentration following acute psychological distress (higher
values), while the deviation from the normal values is smaller in more heterozygous
individuals. These results suggest the possibility that more heterozygous individuals
have a better ability to compensate psychological distress and better ability to retain
homeostasis; hence they may also exhibit better fitness. There is suggestive evidence
that SNP rs1000772 affects GHRL gene expression and thereby affects cortisol

concentration, but additional studies are required.

Key words: heterozygosity, standardized multi-locus heterozygosity, fitness, cortisol,

GHQ-30, psychological distress, grelin
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12. PRILOZI

Prilog 1. Lista STR biljega, nakon kontrole kvalitete genotipizacije.

KROMOSOM 1.
ukupno STR biljega: 62

D1S468 D1S2797
D1S2660 D1S2890
D1S214 D1S2873
D1S450 D1S2737
D1S2667 D1S2846
D1S434 D1S230
D1S507 D1S198
D1S2697 D1S2841
D1S2644 D1S500
DI1S199 DI1S207
D1S2864 D1S2766
D1S234 D1S435
D1S233 D1S2868
D18S255 D1S2793
D1S2892 D1S206
D1S2713 D1S495

KROMOSOM 2.
ukupno STR biljega: 57

D2S323 D2S337
D2S319 D2S2368
D2S2166 D2S303
D2S2211 D2S2110
D2S162 D2S286
D2S168 D2S2333
D2S149 D2S388
D28S305 D2S2216
D2S2150 D2S2264

D1S2726
DI1S252
D1S498
D1S2635
D1S484
DI1S2878
DI1S196
D1S452
DI1S218
DI1S2818
D1S238
D1S2877
D1S412
D1S413
D1S249

D2S151
D2S2241
D2S142
D2S306
D2S2330
D2S335
D2S2188
D2S364
D2S118

D1S2692
D1S245
D1S425
D1S227
D1S213
D1S2833
D1S2709
D1S2800
D1S2850
D1S2670
D1S2785
D1S304
D1S2842
D1S423
D1S2836

D2S2382
D2S163
D2S126
D2S133
D2S2354
D2S362
D2S396
D2S2344
D2S206
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D2S165 D2S293
D2S352 D2S160
D2S367 D2S347
D2S2163 D2S2271
D2S2259 D2S112
D2S391

KROMOSOM 3.
ukupno STR biljega: 55

D3S1270 D3S3521
D3S1297 D3S3685
D3S3630 D3S1581
D3S3706 D3S1289
D3S1304 D3S1300
D3S3728 D3S1600
D3S1597 D3S1285
D3S1263 D3S3697
D3S2338 D3S1566
D3S3659 D3S3681
D3S1266 D3S1276
D3S1609 D3S3634
D3S3567 D3S1603
D3S1277 D3S1271

KROMOSOM 4.
ukupno STR biljega: 45

D4S2936 D4S2971
D4S412 D4S428
D4S3023 D4S1592
D4S2935 D4S398
D4S403 D4S3004
D4S419 D4S392
D4S2994 D4S3042

D2S117
D2S2358
D2S325
D2S2321
D2S2361

D3S3574
D3S2496
D3S1278
D3S1558
D3S1267
D3S3606
D3S1292
D3S3637
D3S1309
D3S1569
D3S1593
D3S1555
D3S1279
D3S3668

D4S1572
D4S406
D4S402
D4S1615
D4S1575
D4S1579
D4S424

D2S2202
D2S338
D2S2285
D2S125
D2S140

D3S1614
D3S3725
D3S1565
D3S3715
D3S3609
D3S3592
D3S1262
D3S3686
D3S1580
D3S1601
D3S2748
D3S1265
D3S1311

D4S2952
D4S1597
D4S1595
D4S1539
D4S415

D4S2920
D4S1535
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D4S3022
D4S391
D4S2912
D4S1587
D4S405

KROMOSOM 5.

D4S2964
D4S1534
D4S414

D4S2986

ukupno STR biljega: 41

D5S1981
D5S417
D5S2088
D5S406
D5S416
D5S2031
D5S419
D5S1993
D5S674
D5S426
D5S2021

KROMOSOM 6.

D5S418
D5S1969
D5S407
D5S427
D5S647
D5S424
D5S672
D5S641
D5S428
D5S618

ukupno STR biljega: 43

D6S1617
D6S1574
D6S309
D6S470
D6S1721
D6S259
D6S289
D6S422
D6S1660
D6S276
D6S291

D6S1610
D6S1575
D6S1549
D6S282
D6S1650
D6S452
D6S272
D6S1573
D6S257
D6S460
D6S1609

D4S1586
DA4S2962
D4S413

D4S3046

D5S644
D5S495
D5S433
D5S2084
D5S2027
D5S2055
D5S471
D5S2115
D5S2011
D5S436

D6S462
D6S300
D6S1671
D6S287
D6S262
D6S1656
D6S270
D6S292
D6S1569
D6S308
D6S1654

D4S2924
D4S3051
D4S426

D4S2930

D5S2090
D5S410
D5S2049
D5S422
D5S2040
D5S2050
D5S400
D5S1960
D5S2073
D5S408

D6S441
D6S1577
D6S1581
D6S305
D6S1599
D6S1719
D6S264
D6S1697
D6S281
D6S446
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KROMOSOM 7.
ukupno STR biljega: 35

D7S531 D7S2496
D7S517 D7S2252
D7S641 D75484
D7S2464 D7S510
D7S513 D7S691
D7S664 D7S2427
D7S2557 D7S519
D75493 D7S506
D7S516 D7S502

KROMOSOM 8.
ukupno STR biljega: 34

D8S264 D8S1734
D8S277 D8S1771
D8S503 D8S1820
D8S520 D8S1769
D8S550 D8S505
D8S552 D8S532
D8S1827 D8S285
D8S549 D8S260
D8S258 D8S543

KROMOSOM 9.
ukupno STR biljega: 39

D9S1858 D9S259
D9S1779 D9S169
D9S288 D9S161
D9S1810 D9S1853
D9S286 D9S1817
D9S168 D9S1874
D9S269 D9S273
D9S285 D9S175
D9S157 D9S1834
D9S171 D9S1674

D7S2476
D7S1870
D7S669
D7S630
D7S657
D7S515
D7S2459
D7S530
D7S640

D8S1705
D8S275
D8S270
D8S1778
D8S1762
D8S1784
D8S1779
D8S514

D9S1843
D9S167
D9S1812
D9S283
D9S1796
D9S1781
D9S287
D9S1690
D9S271
D9S1677

D7S684
D7S2513
D7S661
D7S636
D7S483
D7S798
D7S2465
D7S2423

D8S1799
D8S1720
D8S284
D8S256
D8S272
D8S1837
D8S1743
D8S1836

D9S289
D9S1776
D9S1682
D9S290
D9S164
D9S1818
D9S1826
D9S158
D9S1838
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KROMOSOM 10.
ukupno STR biljega: 37

D10S249 D10S197
D10S1745 D10S213
D10S591 D10S208
D10S189 D10S1780
D10S1649 D10S578
D10S547 D10S196
D10S570 D10S1790
DI10S191 D10S1652
D10S1653 D10S581
D10S548

KROMOSOM 11.
ukupno STR biljega: 35

D11S4046 D11S904
D11S4146 D11S914
DI11S1760 DI11S935
DI11S1338 D11S4102
D11S4149 D11S905
D11S4116 D11S4191
D11S902 D11S987
D11S4190 D11S4162
DI11S915 DI11S1314

KROMOSOM 12.
ukupno STR biljega: 35

D12S352 DI12S1617
D12S1725 D12S1640
D12S99 D128S345
D12S336 D12S1663
D12S1697 D12S85
D12S358 D12S368
D12S364 D12S8&3
D12S310 D12S313
D12S1682 D12S326

D10S210
D10S537
D10S580
D10S1730
D10S1686
D10S1765
D10S185
D10S1709
D10S192

D11S4207
D11S937
DI11S901
D11S4147
D11S4175
DI11S917
D11S898
D11S4090
D11S908

D12S1708
D12S351
D12S346
D12S78
D12S1613
D12S1583
D12S1646
D12S79
DI12S1718

D10S597
D10S1693
D10S587
D10S1656
D10S575
D10S217
D10S1655
D10S1651
D10S212

D11S4127
D11S925
D11S4094
D11S4151
DI11S912
D11S4126
DI11S1320
D11S968

D12S86
D12S304
D12S324
D12S1675
D12S1659
D12S367
D12S1723
D12S1638
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KROMOSOM 13.
ukupno STR biljega: 25

D13S1236 D13S219
D13S175 D13S218
D13S1243 D13S263
D13S1304 D13S153
D13S217 D13S1320
D13S289 D13S1296
D13S171

KROMOSOM 14.
ukupno STR biljega: 27

D14S261 D14S70
D14S1023 D14S75
D14S283 D14S288
D14S990 D14S276
D14S972 D14S980
D14S275 D14S274
D14S1040 D14S63

KROMOSOM 15.
ukupno STR biljega: 26

D15S128 D15S51040
D15S986 DI5S118
D15S975 D15S1012
D15S1002 D15S994
D15S1019 D155978
D15S165 D15S1016
D15S1007 D15S117

D13S156
D13S1306
D13S170
D13S265
D13S1241
D13S159

D14S258
D14S1036
D14S74
D14S1037
D14S68
D14S1044
D14S280

D15S1033
D15S1036
D15S153
D155988
D15S131
D15S205

D13S158
D13S1322
D13S173
D13S1265
D13S285
D13S293

D14S1050
D14S1054
D14S65
D14S985
D14S292
D14S1007

D15S979
D15S127
D15S130
D15S1014
D15S212
DI15S120
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KROMOSOM 16.
ukupno STR biljega: 29

D16S521 D16S3103
D16S3027 D16S3041
D16S423 D16S3046
D16S418 D16S403
D16S404 D16S3100
D16S3075 D16S3068
D16S3102 D16S3136
D16S500

KROMOSOM 17.
ukupno STR biljega: 27

D175849 D178799
DI17S831 D17S921
D17S1828 D17S51857
DI17S1876 D17S1824
D178938 D178798
D17S1791 D17S927
D17S51852 D1751868
KROMOSOM 18.

ukupno STR biljega: 25

D18S59 D18S453
D18S476 D18S1107
D18S1132 D18S478
D18S452 D18S1102
D18S464 D18S468
D18S1150 D18S450
D188S53

D16S3034
D16S415
D16S3140
D16S3057
D16S514
D16S503
D16S3066

D17S1795
D17S787
D178957
D175944
D17S1816
D175949
D1751862

D18S474
D18S1127
D18S1129
D18S64
D18S1147
D18S68

D16S515
D16S3049
D16S516
D16S3040
D16S505
D16S3091
D16S520

D17S51807
D17S785
D17S51847
D17S836
D17S784
D17S928

D18S465
D18S61
D18S469
D18S1161
D18S462
D18S70
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KROMOSOM 19.
ukupno STR biljega: 21

D19S886 D19S226
D19S209 D19S566
D19S89%4 D19S931
D19S216 D19S414
D19S884 D19S220
D19S8221

KROMOSOM 20.

ukupno STR biljega: 24

D20S117 D20S851
D20S906 D20S186
D20S842 D20S898
D20S889 D20S112
D20S882 D20S912
D20S115 D20S871
KROMOSOM 21.

ukupno STR biljega: 11

D21S1911 D21S1922
D21S1904 D21S1884
D21S1899 D21S1914
KROMOSOM 22.

ukupno STR biljega: 13

D225420 D22S1154
D22S539 D22S1163
D22S1174 D22S280
D22S315

D19S420
D19S903
D19S902
D19S904
D19S571

D20S195
D20S107
D20S861
D20S119
D20S891
D20S178

D21S263
D21S1252
D21S1919

D228277
D22S283
D225423

D19S888
D19S921
D19S572
D19S418
D19S210

D20S887
D20S196
D20S902
D20S100
D20S171
D20S173

D21S1255
D21S266

D228S274
D22S1170
D22S1169
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UNIVERSITY OF ZAGREB
MEDICAL SCHOOL
SCHOOL OF PUBLIC HEALTH
“ANDRIJA STAMPAR”

Department of Med. Statistics, Epidemiology and
Med. Informatics, Department of Environmental
and Occupational Health and Department of
Medical Sociology

STANDARDNI ANKETNI UPITNIK ZA TERENSKA ISTRAZIVANJA

I. PODACI O RODOSLOVLJU

1. PREZIME:

2. IME:

3. DATUM RODENJA:

4. OTAC:

(4a) Ime 1 prezime oca:

(4b) Godina rodenja oca:

(4c) Mjesto rodenja oca:

(4d) Ime 1 prezime djeda (o¢evog oca):

(4e) Godina rodenja djeda (oCevog oca):

(4f) Mjesto rodenja djeda (o¢evog oca):

(4g) Ime 1 djevojacko prezime bake (oceve majke):

(4h) Godina rodenja bake (o¢eve majke):

(41) Mjesto rodenja bake (oceve majke):

5. MAJKA:

(5a) Ime 1 djevojacko prezime majke:

(5b) Godina rodenja majke:

(5¢) Mjesto rodenja majke:

(5d) Ime i1 prezime djeda (maj€inog oca):

(5e) Godina rodenja djeda (majc¢inog oca):

(5f) Mjesto rodenja djeda (majcinog oca):

(5g) Ime 1 djevojacko prezime bake (maj¢ine majke)
(5h) Godina rodenja bake (maj¢ine majke):

(51) Mjesto rodenja bake (majc¢ine majke):
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6. REDOSLIJED RODENJA (KOJE STE PO REDU DIJETE):

7. BROJ BRACE I SESTARA (NE UKLJUCUJUCI ISPITANIKA):
(7a) Zivih
(7b) Umrlih

8. BROJ DOSADASNJIH BRAKOVA:

9. IME I (DJEVOJACKO) PREZIME BRACNOG DRUGA, MJESTO
ILI GODINA RODENJA (navesti i: neoZenjen / oZenjen / rastavljen / udovac):

10. DOB PRI SKLAPANJU BRAKA:
(10a) Ispitanika

(10b) Bracnog partnera

11. BROJ DJECE:

12. IME I PREZIME DJECE, GODINA RODENJA, IME I PREZIME NJIHOVOG
BRACNOG DRUGA, GODINA I MJESTO ROPENJA:

13. IME I PREZIME BRACE I SESTARA ISPITANIKA, GODINA ROPENJA, IME I
PREZIME NJIHOVOG BRACNOG DRUGA, GODINA I MJESTO ROPENJA:
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II. ANTROPOMETRIJA, IMPEDANCIJA I KRVNI TLAK

14. VISINA TIJELA

15. BIKONDILARNA SIRINA NADLAKTICE

16. OPSEG TRBUHA
17. OPSEG KUKOVA
18. OPSEG NADLAKTICE

19. KOZNI NABOR
(19a) Biceps

(19b) Triceps

(19¢) Subskapularni
(19d) Suprailijacni ma.
(19¢) Trbuha

20. TEZINA TIJELA

21. DOMINANTNA RUKA:

(1) Lijeva (2) Desna

22. IMPEDANCIJA:
(22a) Rezistencija (Rx)
(22b) Reaktancija (Xc)

23. KRVNI TLAK U MIROVANJU:

1. mjerenje
(23a) Sistolicki
(23b) Dijastolicki

2. mjerenje
(23c) Sistolicki
(23d) Dijastolicki

mm

mmHg
mmHg

mmHg
mmHg
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I11. OPCI ZDRAVSTVENI PODACI

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Datum anketiranja:

Anketar:

Ime i prezime ispitanika:

Spol ispitanika:

Mjesto rodenja:

Broj medicinskog kartona:

Lije¢nik:

Adresa ispitanika:

Zanimanje ispitanika:

Da li Vi osobno imate neku od ovih bolesti:

33.
34.
3s.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.

45.

(a) Da/Ne (b)God. Dg. (c) Uzima lijekove:
PoviSen krvni tlak:

Koronarnu bolest srca:

Mozdani udar:

Shizofreniju:

Maniju / depresiju:

Zlo¢udni tumor:

Seéernu bolest:
Giht:
Glaukom:

Upalu zglobova:

Bubreznu bolest:
Ulkusnu bolest (¢ir):

Ostale bolesti (na koje se tuzi ispitanik):

46.

Ostali lijekovi koje uzima (za dijabetes precizirati: dijeta / biljni / oralni / injekc. inzulin):
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47. Jeste li ikada lijeceni u bolnici i zbog ¢ega? (navesti redoslijed i eventualne operacije):

48. Bilo kakva druga zapaZzanja anketara (npr. usporen, nekomunikativan, upadljiv, nagluh,
nesuradljiv, tikovi, neobi¢an naglasak, i sl.): (MOGUCE POPUNITI I NA KRAJU
ANKETIRANJA)

155



IV. ANKETNI UPITNIK WHO ZA ANGINU PECTORIS

49. Da li ikada osjecéate bol ili nelagodu u prsistu?
(1) Da (2) Ne
(ako je odgovor "ne", prijeci na pitanje broj 56)

50. Da li se ta bol ili nelagoda pojavljuje kada hodate uz brijeg ili Zurite?
(1) Da (2) Ne
(ako je odgovor "ne", prijeci na pitanje broj 56)

51. Dali se bol pojavljuje i kada hodate normalnim ritmom na ravnoj povrSini?
(1) Da (2) Ne

52. Sto &inite kada osjetite pojavu boli ili nelagode u prsistu?
(1) Stanete na mjestu (2) Usporite hod (3) Nastavite hodati u istom ritmu

53. Dali bol ili nelagoda produ kada stanete u mjestu ili sjednete?
(1) Da (2) Ne

54. Ako da, nakon koliko vremena?
(1) Vise od 10 minuta (2) 10 minuta ili manje

55. MozZete li na ovom dijagramu prsisSta oznaciti kriZicem gdje se bol to¢no pojavljuje?

B

56. Jeste li ikada imali izrazitu bol preko cijelog prednjeg dijela prsiSta
koja je trajala dulje od pola sata?

(1)Da (2)Ne

57. Sto je bio uzrok tome?
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V. ANKETNI UPITNIK WHO ZA KLAUDIKACIJU

58. Da li ikada tijekom hoda osjetite bol u jednoj ili obje noge?
(1) Da (2) Ne
(ako je odgovor "ne", prijeci na pitanje broj 65)

59. Da li ova bol ikada zapocinje dok stojite na mjestu ili sjedite?
(1) Da (2) Ne

60. Da li ikada osjecate bol u listu (listovima) noge?
(1) Da (2) Ne

61. Da li ikada osjecate bol dok hodate normalnim ritmom?
(1)Da (2) Ne

62. Da li bol ikada prestane dok hodate?
(1)Da (2) Ne

63. Sto &inite ako osjetite pojavu boli tijekom hoda?
(1) Stanete na mjestu (2) Usporite hod (3) Nastavite hodati u istom ritmu

64. Sto se dogodi kada stanete u mjestu?
(1) obi¢no potraje dulje od 10 minuta (2) obi¢no prode za deset minuta ili manje

65. Jeste li ikada imali operaciju na arterijama ili Zivcima vaSih nogu,
uz iznimku varikoziteta (prosirenih vena)?

(1)Da (2) Ne

66. Ako jeste, koji je bio razlog:

67. Jeste li ikada imali operaciju kojom vam je odstranjen:

(67a) Nozni prst (ili vige njih)
(1)Da (2) Ne

(67b) Dio noge ispod koljena
(1) Da (2) Ne

(67c) Dio noge iznad koljena
(1) Da (2) Ne
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VI. ANKETNI UPITNIK EU O RESPIRATORNOM ZDRAVLJU

68. Jeste li tijekom proteklih 12 mjeseci ikada imali "teSko disanje"
ili zvizdanje u prsnom kosSu?

(1) Da (2) Ne

(ako je odgovor "ne", prijeci na pitanje broj 71)

69. Jeste li ostajali bez daha kada biste ¢uli zvizdanje?
(1)Da (2) Ne

70. Jeste li imali ""teSko disanje" ili zvizdanje i dok niste imali prehladu,
ili drugu upalu diSnih puteva?
(1) Da (2) Ne

71. Jeste li se tijekom proteklih 12 mjeseci ikada probudili s osjecajem
da su vam diSni putovi "suZeni'?

(1)Da (2) Ne

72. Jeste li se tijekom proteklih 12 mjeseci ikada probudili zbog osjec¢aja
da ste ostali bez daha?

(1)Da (2) Ne

73. Jeste li se tijekom proteklih 12 mjeseci ikada probudili zbog napadaja kaslja?
(1) Da (2) Ne

74. Jeste li tijekom proteklih 12 mjeseci doZivjeli napadaj astme?
(1) Da (2) Ne

75. Da li trenutno uzimate bilo kakav lijek protiv astme
(ukljucujuéi inhalatore, aerosole ili tablete)?

(1) Da (2) Ne

76. Imate li bilo kakve alergije gornjih diSnih putova ili peludnu groznicu?
(1) Da (2) Ne

77. Da li kasljete 3 mjeseca u godini?
(1) Da (2) Ne

78. Da li iskaSljavate 3 mjeseca u godini?
(1) Da (2) Ne

79. Da li kasljete i/ili iskaSljavate viSe od 2 godine?
(1) Da (2) Ne

80. Da li ste preboljeli neku bolest pluca ili upalu porebrice?
(1) Da (2) Ne
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VII. ANKETNI UPITNIK WHO O SECERNOJ BOLESTI I DRUGIM KNB

81. Da li pusSite duhan?
(1) Da (2) Ne (3) Bivsi pusac

82. Ako pusite, da li su to:
(1) Cigarete (2) Lula (3) Cigare

83. Koliko ih popuSite dnevno?
84. Tijekom koliko godina?

85. AKko trenutno niste pusac, jeste li ikada puSili?
(1) Da (2) Ne

86. Ako ste bivsi pusac:

(86a) koliko ste godina bili pusac?

(86b) koliko ste pusili dnevno?

(86¢) prije koliko godina ste prestali pusiti?

87. Koliko tjedno jedinica alkohola konzumirate? (odgovoriti se mozZe i opisno)

88. Tjelesna aktivnost tijekom svakodnevnog rada:
(1) sjedeca (2)laka (3) umjerena (4) teSka

89. Tjelesna aktivnost tijekom preostalog dijela dana:
(1) sjedeca (2)laka (3) umjerena (4) teSka

90. Upitnik za Zene:

(90a) Dob menarhe:

(90b) Imate 1i jos uvijek redovite menstruacije?
(90c) Ako nemate, u kojoj su dobi prestale?

(90d) Koliko ste djece rodili?

(90e) Jeste li imali mrtvorodencad i koliko puta?
(90f) Koliko ste imali spontanih pobacaja?

(90g) Koliko ste imali kirurSki u¢injenih pobacaja?
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VIII. POKAZATELJI SOCIO-EKONOMSKOG STATUSA

91. Koliko imate zavrSenih razreda Skole?
92. Kakav je Vas radni status?

(1) zaposlen

(2) samostalno zaposlen

(3) nezaposlen

(4) umirovljenik

(5) domacica

(6) student

(7) uzdrzavana osoba

(8) drugo, molimo Vas, navedite poblize

93. Kako biste procjenili svoje materijalno stanje, odnosno materijalno
stanje VaSe obitelji?

(1) Mnogo je losije od drugih (prosjeka)
(2) Nesto je losije od drugih

(3) Isto je kao kod drugih

(4) Nesto je bolje od drugih

(5) Mnogo je bolje od drugih

94. Koliki je broj soba u stanu/kuc¢i gdje Zivite (ukljucujudi i dnevni boravak)?

95. Da li u stanu ili kuéi gdje Zivite imate (navedite sve Sto imate)? Skor:
vodovod 1 dva TV 1
WC s ispiranjem 1 stroj za pranje suda 1
kupaonicu 1 kompjuter 1
centralno ili plinsko grijanje 1 biblioteku (vise od 100 knjiga) 1
drvene podove 1 umjetnicke slike/predmete 1
telefon 1 automobil 1
videorekorder 1 vikendicu/drugi stan 1
Skrinja za zamrzavanje 1 brod 1
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IX. ANKETNI UPITNIK O PREHRAMBENIM NAVIKAMA

96. Hranite li se:

(1) iskljucivo u vlastitom domu (2) u restoranima drustvene prehrane (3) kombinirano

97. Koliko naj¢esée obroka dnevno jedete:
(1)jedan (2)dva (3)tri (4)Cetiri (5) peti vise

98. Da li redovito doruckujete?
(1)da (2)ne

99. Ako preskacete obroke, navedite koje:

(1) uvijek (2) ponekad (3) nikada
(99a) zajutrak
(99b) dorucak
(99¢) rucak
(99d) uzina
(99¢) vecera

100. Koje vrste masnoce pri pripremanju obroka najcesée koristite?

(1) uvijek (2) ponekad (3) nikada
(100a) biljna ulja (suncokretovo, bucino i sl.)
(100b) maslinovo ulje
(100c) maslac
(100d) svinjsku mast ili drugu Zivotinjsku masnocu
(100e) uopce ne upotrebljavam masnoce

101. Kod pripremanja obroka, povrée najcesée:
(1) kuhate (2) pirjate (dinstano) (3) przite (4) pecete

102. Uzimate li svaki dan svjeZe pripremljene obroke?
(1)da (2)ne

103. Koliko cesto upotrebljavate smrznuto povrée za pripremu obroka?
(1) svakodnevno (2) ponekad (3) nikada

104. Koliko Cesto pripremate smrznuto meso za pripremu obroka?
(1) svakodnevno (2) ponekad (3) nikada

105. Kako ¢esto konzumirate “fast food”?
(1) svakodnevno (2) 2-3 puta tjedno (3) 1 puta tjedno (4) rijetko
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106. Koliko dnevno pijete tekuéine (pitku vodu, mineralnu i gaziranu vodu,

¢aj, kava, juhaisl.)?
(1) manje od 1 litre (2) izmedju 112 litre (3) vise od 2 litre

107. Koliko Se¢era dnevno uzimate (za kavu, bijelu kavu, ¢aj, pri pripremi sokova)?

(1) jednu zli¢icu (2) jednu Zlicu (3) vise od 1 Zlice

108. Jeste li na dijeti?
(1)ne (2)stalno (3) trenutno (4) ponekad

109. Ako ste na dijeti, navedite razlog:
(1) zdravstveni (2) osobni

110. Ako ste na dijeti, navedite kojoj:

(1) za mrSavljenje (2) radi dijabetesa (3) radi srca ili tlaka (4) radi problema s jetrom
(5) radi gastritisa ili ¢ira (6) bubrezni problemi (7) zbog drugih zdravstvenih problema

111. Jeste li vegetarijanac:
(1)da (2)ne

112. Uzimate li dodatno vitamine?
(1) svakodnevno (2) ponekad (3) nikada

113. Ako uzimate dodatno vitamine, navedite koje:
(1) DA (2)NE

(113a) A

(113b) B-kompleks
(113¢) C

(113d) D

(113e) E

(113f) Multivitamini

114. Uzimate li dodatno minerale?

(1) svaki dan (2) ponekad
(114a) zajutrak
(114b) dorucak
(114c¢) rucak
(114d) vzina
(114e) vecera

115. Ako uzimate dodatno minerale, navedite koje:
() DA (2)NE

(115a) kalcij

(115b) magnezij

(115c) Zeljezo

(115d) ostalo

(3) nikada
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116. Ako ste zaposleni, kako odlazite na posao?

(a) pjeske (b) biciklom/motorom (c) javnim prijevozom (d) automobilom

117. Bavite li se sportom (vjezbanjem)?
(a) ne (b) rekreativno (c) aktivno

118. Ako vjezbate, koliko cesto?

(a) svakodnevno (b) 2-3 puta tjedno (c) jednom tjedno (d) ponekad

119. Koliko sati dnevno vjezbate?

(a) manje od 1 sata (b) 1-2 sata (c) viSe od 2 sata

120-143. Upitnik o ucestalosti konzumiranja pojedinih vrsta prehrambenih namirnica
("food frequency questionnaire'):

NAMIRNICE @ 2 3 4 ©)
Svaki 2-3x 1x Rijetko | Nikada
dan tjedno | tjedno

MLIJEKO I MLIJECNI PROIZVODI

120. Mlijeko

121. Jogurt, AB kultura, kefir

122. Vrhnje

123. Sir - svjezi

124. Sir - topljeni

125. Sir - tvrdi

MESO I MESNE PRERADEVINE

126. Svinjetina

127. Govedina

128. Teletina

129. Janjetina

ORGANI I IZNUTRICE

130. Jetra, mozak, pluca itd.

MESNE PRERADEVINE

131. Slanina, ¢varci

132. Hrenovke, kobasice

133. Salame

134. Mesne konzerve (pasteta, ragu)

DIVLJAC

135. Zec, vepar, srnetina itd.

PERAD

136. Piletina

137. Patka, puretina

RIBE I RIBLJE PRERADEVINE

138. Bijela riba

139. Plava riba

140. “Plodovi mora” (8koljke, rakovi i sl.)

141. Lignje, hobotnica

142. SuSena riba, slane srdele
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143.

Riblje preradevine

144-175. Upitnik o ucestalosti konzumiranja pojedinih vrsta prehrambenih namirnica
("food frequency questionnaire'):

JAJA

144.

Jaja

POVRCE

145.

Lisnato (salata, kelj, Spinat, blitva)

146.

Korjenasto (mrkva, cikla, mladi luk)

147.

Cyjetasto (brokula, cvjetaca)

148.

Plodasto (patlidzan, raj¢ica)

149.

Leguminoze (grah, grasak, soja, bob)

150.

Konzervirano i ukiseljeno povrée

151.

Krumpir

152.

Gljive

VOCE I PROIZVODI

153.

Svjeze voce

154.

Orasi 1 oraSasti proizvodi

155.

Voéni kompoti

156.

Suseno voce

ZITARICE I ZITNI PROIZVODI

157.

Bijeli kruh i peciva

158.

Integralni kruh i peciva

159.

Muesli i sl.

160.

Tjestenina i riza

161.

Kolaci

KONDITORSKI PROIZVODI

162.

Cokolada

163.

Keksi

164.

Bomboni

165.

DzZem, marmelada, Zele, puding

INDUSTRIJSKI PROIZVODI

166.

Industrijske (koncentrirane) juhe

PICA I NAPICI

167.

Sokovi od povréa

168.

Voéni sokovi 1 sirupi

169.

Cedevita

170.

Osvjezavajuca bezalkoholna pica

171.

Pivo

172.

Vino

173.

Zestoka alkoholna pi¢a

174.

175.

Kava
Caj
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X. UPITNIK O OPCEM ZDRAVSTVENOM STANJU - “GHQ-30”

176. Jeste li u posljednje vrijeme bili u stanju koncentrirati se na ono $to radite?

(1) Bolje nego inace (2) Isto kao inace (3) Manje nego inace (4) Znatno manje nego inace
177. Jeste li u posljednje vrijeme imali problema sa spavanjem zbog briga?

(1) Uopée ne (2) Ne vise nego inace (3) Nesto viSe nego ina¢e (4) Znatno vise nego inace
178. Jeste li u posljednje vrijeme imali nemirne no¢i, tijekom kojih ste se ¢esto budili?
(1) Uopée ne (2) Ne vise nego inace (3) Nesto vise nego ina¢e (4) Znatno vise nego inace
179. Jeste li u posljednje vrijeme uspijevali odrzati se zaposlenim i punim posla? o
(1) Vise nego inace (2) Isto kao inae (3) NeSto manje nego inace (4) Znatno manje nego inace
180. Jeste li u posljednje vrijeme izlazili iz kuce jednako Cesto kao inace? o
(1) Vise nego inace (2) Isto kao inae (3) NeSto manje nego inace (4) Znatno manje nego inace
181. Je li vam u posljednje vrijeme iSlo jednako kao i veéini drugih ljudi u vaSoj situaciji?
(1) Bolje nego vecini njih (2) Otprilike isto kao 1 drugima (3) Nesto loSije (4) Znatno loSije
182. Jeste li u posljednje vrijeme osjecali da sve u svemu dobro Cinite to $to Cinite?

(1) Vise nego inace (2) Otprilike isto kao inace (3) Nesto loSije nego inae (4) Znatno loSije
183. Jeste li u posljednje vrijeme bili zadovoljni na¢inom na koji ste izvrSavali svoje zadatke?

(1) Vise zadovoljan (2) Otprilike isto kao inace (3) Manje zadovoljan no inace (_4) Znatno manje

184. Jeste li u posljednje vrijeme bili u moguénosti osjecéati toplinu i naklonost za ljude oko
sebe?

(1) Bolje nego inace (2) Otprilike isto kao inace (3) LoSije nego inace (4) Znatno loSije no inace

185. Je li vam u posljednje vrijeme bilo lako slagati se s drugim ljudima?
(1) LakSe nego inace (2) Otprilike isto kao inace (3) Teze nego inace (4) Znatno teze nego inace

186. Jeste li u posljednje vrijeme proveli mnogo vremena u neobaveznom razgovoru s drugim
ljudima? —

(1) Vise nego inace (2) Otprilike isto kao inace (3) Manje vremena nego inace (4) Mnogo manje
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187. Jeste li u posljednje vrijeme osjecali da imate korisnu ulogu u stvarima koje se zbivaju?

(1) Vise nego inace (2) Isto kao inace (3) Manje korisnu nego ina¢e (4) Mnogo manje korisnu

188. Jeste li se u posljednje vrijeme osjecali sposobnim donositi odluke u vezi stvari
koje se zbivaju?

(1) Vise nego inace (2) Isto kao ina¢e (3) Losije nego inace (4) Mnogo loSije sposoban
189. Jeste li se u posljednje vrijeme stalno osjeéali ograniceno?

(1) Uopée ne (2) Ne vise nego inace (3) Nesto vise nego ina¢e (4) Znatno vise nego inace
190. Jeste li u posljednje vrijeme osjecali kako ne moZete prevladati vase poteSkoce?

(1) Uopée ne (2) Ne vise nego inace (3) Nesto vise nego ina¢e (4) Znatno vise nego inace
191. Je li vam se u posljednje vrijeme ¢inilo da je Zivot naporna borba ¢itavo vrijeme?
(1) Uopée ne (2) Ne vise nego inace (3) Nesto vise nego ina¢e (4) Znatno vise nego inace

192. Jeste li u posljednje vrijeme bili sposobni uZivati u vas§im normalnim
svakodnevnim aktivnostima?

(1) VisSe nego inace (2) Isto kao ina¢e (3) Manje nego inae (4) Znatno manje nego inace
193. Jeste li u posljednje vrijeme primali dogadaje teSka srca?

(1) Uopée ne (2) Ne vise nego inace (3) Nesto viSe nego inae (4) Znatno vise nego inace
194. Jeste li u posljednje vrijeme postajali uplaSeni ili pani¢ni bez valjanog razloga?

(1) Uopée ne (2) Ne vise nego inace (3) Nesto viSe nego inae (4) Znatno vise nego inace

195. Jeste li u posljednje vrijeme bili sposobni suoditi se sa svojim problemima?

(1) Vise nego inace (2) Isto kao inae (3) Manje sposoban no inace (4) Znatno manje sposoban

196. Da li vam se u posljednje vrijeme ¢ini da vas sve opterecuje?
(1) Uopée ne (2) Ne vise nego inace (3) Nesto viSe nego ina¢e (4) Znatno vise nego inace
197. Jeste li se u posljednje vrijeme osjecali nesretno i depresivno?

(1) Uopée ne (2) Ne vise nego inace (3) Nesto viSe nego inae (4) Znatno vise nego inace
198. Jeste li u posljednje vrijeme gubili samopouzdanje?

(1) Uopée ne (2) Ne vise nego inace (3) Nesto vise nego ina¢e (4) Znatno vise nego inace
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199. Jeste li u posljednje vrijeme razmisljali o sebi kao o bezvrijednoj osobi?

(1) Uop¢e ne (2) Ne vise nego inaCe (3) Nesto viSe nego inace (4) Znatno vise nego inace
200. Jeste li u posljednje vrijeme osjecali da je Zivot potpuno beznadan?

(1) Uop¢e ne (2) Ne vise nego inaCe (3) Nesto viSe nego inace (4) Znatno vise nego inace

201. Jeste li u posljednje vrijeme bili puni nade za vasu buduénost?

(1) Vise nego inace (2) Otprilike isto kao inace (3) Manje nego inace (4) Znatno manje no inace

202. Jeste li u posljednje vrijeme bili razmjerno sretni, sve u svemu?

(1) Vise nego inac¢e (2) Otprilike isto kao inace (3) Manje nego inace (4) Znatno manje no inace

203. Jeste li se u posljednje vrijeme osjecali nervozni i napeti ¢itavo vrijeme?

(1) Uopée ne (2) Ne vise nego inace (3) Nesto viSe nego inae (4) Znatno vise nego inace
204. Jeste li u posljednje vrijeme osjecali da Zivot nije vrijedan Zivljenja?

(1) Uopée ne (2) Ne vise nego inace (3) NeSto viSe nego inae (4) Znatno viSe nego inace

205. Jeste li u posljednje vrijeme osjecali povremeno da ne moZete niSta uciniti
jer vam Zivci nisu u redu?

(1) Uop¢e ne (2) Ne vise nego inaCe (3) Nesto viSe nego inace (4) Znatno vise nego inace
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