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POPIS UPOTRUEBLIENIH KRATICA
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Genetski biljezi ateroskleroze u cerebrovaskularnoj bolesti

1. Uvod

Dosadasnja istraZivanja o ulozi nasljednih poremecaja u razvoju cerebrovaskularnih bolesti i
ateroskleroze otkrila su mnoStvo klinickih stanja i rizicnih faktora koji, ne samo genskom
ekspresijom vec interakcijom s ¢imbenicima okolisa, utjeCu na porast broja sluajeva mozdanog
udara (1). Tradicionalno, najvedi klinicki pokusaj, tj. nastojanje u prevenciji mozdanog udara,
direktno je usmjeren prema modifikaciji glavnih rizicnih ¢imbenika ateroskleroze, ukljucujuci
simptomatsku terapiju hipertenzije, dijabetesa, hiperkolesterolemije i pusenja (2,3). Premda je
prepoznata vaznost naslijeda u razvoju cerebrovaskularnih bolesti, uloga pojedinih gena te
njihovih medusobnih interakcija uz razli¢ite ¢imbenike okoliSa joS u potpunosti nije jasna pa je to

podrucje od velikog interesa klini¢ara i znanstvenika Sirom svijeta.

1.1. Definicija - Cerebrovaskularna bolest

Cerebrovaskularna bolest (engl. Cerebrovascular Disease, CVD) je zajednicki naziv za svako
ostecenje mozdanog tkiva uzrokovano smetnjama moZdane cirkulacije odnosno hipoperfuzije.
Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije (eng. World Health Organization, WHO) mozdani
udar (MU) je naglo nastali Zarisni ili, rjede, globalni gubitak moZdane funkcije/funkcija sa
simptomima koji traju duze od 24 sata ili dovode do smrti, a moZe se objasniti samo poremecajem
mozdane cirkulacije odnosno perfuzije. Nastaje zbog ishemije (nedostatak protoka krvi) ili
krvarenja (istjecanja krvi) pa se prema mehanizmu nastanka dijeli na infarkt mozga (ishemijski
moZdani udar, IMU), intracerebralno krvarenje (intracerebralna hemoragija, ICH) i
subarahnoidalno krvarenje (subarahnoidal hemoragija, SAH). Prema trajanju simptoma, ishemijski
mozdani udar dijeli se na tranzitornu ishemijsku ataku (TIA), moZdani udar u razvoju i zavrseni
mozdani udar (4). U osnovi, moZdani udar moZzemo podijeliti na ishemijski i hemoragijski.
Ishemijski moZdani udar je daleko ¢es¢i te obuhvaca otprilike 88% svih mozdanih udara. 12%
mozdanih udara su hemoragijski, odnosno u oko 9% slucajeva radi se o intracerebralnim
hematomima nastalima rupturom (pucanjem) intrakranijske krvne Zile uslijed veé postojecih
degenerativnih promjena stijenke Zile uz hipertenziju, dok oko 3% hemoragijskih mozdanih udara

¢ine subarahnoidalna krvarenja uzrokovana rupturom aneurizme. (5-7).
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Ishemijski moidaniudar

SLIKA 1. UDJELI POJEDINIH VRSTA MOZDANOG UDARA
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MoZdana cirkulacija dijeli se na prednju (karotidnu) i straznju (vertebrobazilarnu). One se
spajaju preko circulus arteriosus Willisi pomocu prednjih i straznjih komunikantnih arterija i
ujedinjuju opskrbu mozga. Normalna perfuzija iznosi otprilike 60 mL/100 g mozga/min. Neuroni i
glija stanice kao funkcijske jedinice mozga zahtijevaju konstantan mozdani protok te opskrbu
energijom (glukozom) i kisikom. Prvi znakovi ishemije javljaju se kada perfuzija padne ispod 22
mL/100 g/min, pri ¢emu neuroni gube svoju funkciju i strukturno se ostecuju. Mozak se protiv
poremeéaja perfuzije bori autoregulacijom, koja omogucuje stalan protok unato¢ oscilacijama
sistemnog krvnog tlaka. Ona je ucinkovita sve do pada tlaka ispod 70 mmHg. Kada je
autoregulacija oSte¢ena, cerebralna perfuzija prvenstveno ovisi o razlici sistemnog i
intrakranijalnog tlaka. Akutni ishemijski mozdani udar posljedica je okluzije krvne Zile koja nastaje
uslijed trombotickog, embolijskog ili tromboembolijskog incidenta. Nastala ishemija dovest ¢e do
stani¢ne hipoksije, gubitka stanicnog ATP-a, pada energetskog kapaciteta stanice, zbog cega dolazi
do nemogucénosti odrZzavanja, a zatim i gubitka ionskog gradijenta stanicne membrane. Na koncu,
uslijed ulaska iona natrija i kalcija u stanicu, dolazi do depolarizacija stanice, ulaska vode, sto
dovodi do smrti stanice odnosno razvoja citotoksicnog edema. Unutar 4-6 sati od razvoja ishemije,
dolazi do osteéenja krvno-moZzdane barijere i razvoja vazogenog edema. Vazogeni edem unutar 3-
5 dana dovodi do porasta intrakranijskog tlaka uslijed edema mozga, ¢ime dolazi do pogorsanja
klinicke slike, a njegova postupna regresija oCekuje se unutar iduéa 2-3 tjedna. Podrucja mozga s
protokom (CBF) nizim od 10 mL/100 mg tkiva/min (sredisnje podrucje infarkta) su podrucja u
kojima mozdane stanice umiru unutar nekoliko minuta od nastupa okluzije. Zahvaljujuéi brzim
fibrinolitickim procesima unutar krvne Zile koji pospjeSuju rekanalizaciju Zile, kao i postojanju
kolateralne cirkulacije u rubnim podrucjima ostecenog tkiva, dio mozdanog tkiva (a ponekad i
cijelo podrucje) uspijeva prezivjeti i nekoliko sati (tzv. penumbra — odnosno podrucje gdje je
CBF >25 mL/100mg/min). Penumbra predstavlja cilino podrucdje terapijskog djelovanja
fibrinolitickog lijecenja. Zahvaljuju¢i navedenim mehanizmima, ukoliko je rekanalizacija okludirane
krvne Zile dovoljno brza i ucinkovita, klini¢ki se deficit moze manifestirati samo kao tranzitorna
ishemijska ataka, s potpunim povlaéenjem neuroloSke simptomatologije, te bez morfoloskih

oStecenja mozdanog tkiva na neuroradioloskim slikovnim metodama, (6-7).
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1.2. Klasifikacije ishemijskog mozdanog udara (IMU):

Postoji nekoliko klasifikacija IMU od kojih svaka ima svoje prednosti i nedostatke. Najcesée

koristene su:

Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment, TOAST classification: Temeljem anatomskih,

morfoloskih i etiopatogenetskih c¢imbenika, IMU moZemo kategorizirati u nekoliko osnovnih

podtipova (5):

1.

5.

Infarkt opskrbnih podrucja velikih arterija — ishemija mozdanog tkiva kao posljedica
aterosklerotskg procesa, tromboze i ,in situ” okluzije velikih krvnih Zila vrata
(karotidnog i vertebrobazilarnog sliva), kao i intrakranijskih krvnih Zila, primarno
unutrasnje karotidne arterije. Ta vrsta mozdanog udara rezultira teskom klinickom
slikom, visokim mortalitetom i invaliditetom.

Infarkt u podrucju malih krvnih Zila, takozvani ,lakunarni” mozdani udar koji je uéestalo
i subklinicki.

Infarkt posljedicno emboliji intrakranijskih krvnih Zila — kada se najceS¢e radi o
kardioembolickom mozdanom udaru. Taj oblik mozdanog udara nalazi se u ¢ak 20%
bolesnika s ishemijskim moZdanim udarom te se smatra da ima najviSu smrtnost
unutar 30 dana od nastanka.

Ostali definirani uzroci (disekcija arterija, fibromuskularna displazija, vaskulitis,
Moyamoya bolest, fokalna cerebralna arteriopatija)

Nepoznati uzroci — “Cryptogenic stroke”

The Oxford Community Stroke Project |/ Bamford or Oxford, (OCSP) classification

prvenstveno temeljena na inicijalnim prezeniraju¢im neuroloskim simptomima te daju informaciju

o anatomskoj i vaskularnoj lokalizaciji lezije, etiologiji i prognozi:

1.
2.
3.
4.

TACS: totalni anteriorni cirkulacijski sindrom, u oko 20% slucajeva;
PACS: parcijalni anteriorni cirkulacijski sindrom, u oko 30% slueajeva;
LACS : lakunarni cirkulacijski sindrom, u oko 25% slucajeva;

POCS: posteriorni cirkulacijski sindrom, u oko 25% slucajeva.
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1.3. Epidemiologija mozdanog udara

MozZdani udar je na prvom mjestu uzroka invaliditeta u svijetu i na drugom mjestu, u ovom
trenutku, uzroka smrtnosti u svijetu. Svjedoci smo cinjenice da mozdani udar vise ne zahvaéa samo
starije dobne skupine; zadnjih godina od moZdanog udara sve viSe obolijevaju bolesnici u
najproduktivnijim godinama Zivota, Sto ga cini velikim kako zdravstvenim tako i ekonomskim
problemom. Epidemioloski podaci iz zapadnih zemalja pokazuju smanjivanje morbiditeta i
mortaliteta od moZdanog udara u zadnjim desetlje¢ma prosloga stoljeca, Sto je izravna posljedica
preventivnih aktivnosti. Nasuprot tome, podaci za Hrvatsku pokazuju porast morbiditeta i
mortaliteta od moZdanog udara. Slican nepovoljan trend porasta ucestalosti mozdanog udara
biljeZi se i u ostalim zemljama srednje i istocne Europe, kao i u vecini zemalja u razvoju, pa se u
dolaze¢im desetlje¢ima predvida epidemija mozdanog udara (8). Gotovo 20% bolesnika s
mozdanim udarom umire unutar godinu dana od nastupa bolesti. Incidencija mozdanog udara
razlikuje se i izmedu rasa (najvecu incidenciju ima crna rasa, najnizu hispanska — uz napomenu da
se kod te etnicke skupine ¢eS¢e nalaze lakunarni mozdani udari i udari u mladoj Zivotnoj dobi) i
izmedu spolova, gdje muskarci imaju vedi rizik za nastup mozdanog udara od Zena (incidencija kod
muskaraca je 62,8 na 100.000 uz smrtnost od 26,3% dok je kod Zena incidencija 59 na 100.000 uz
smrtnost od 39,2%). Jedna tre¢ina mozZdanih udara javlja se u dobi mladoj od 65 godina, iako rizik
nastupa bolesti raste s dobi, te 75% mozdanih udara nastupa u Zivotnoj dobi viSoj od 65 godina.
Ukupna smrtnost od svih oblika moZzdanog udara unutar 30 dana je 28% (za ishemijski mozdani
udar ona iznosi 19%). Kod prezivjelih bolesnika, 31% njih nije se sposobno samostalno brinuti za
sebe, 20% ne moZze samostalno hodati, dok 71% oboljelih imaju poteskoce i mogu samostalno
hodati, a 71% ima poteskoce u govoru odnosno nekom od oblika verbalne ekspresije. Osim toga,
akutni ishemijski mozdani udar vrlo je cesto povezan i s brojnim somatskim bolestima,
prvenstveno znakovima zatajenja sréane funkcije i/ili sr€anim aritmijama, ali i komplikacijama
gastroenteroloskog i uroloskog sustava, odnosno metabolickim i elektrolitskim poremecajima
Nakon mozdanog udara tre¢ina se oboljelih oporavi do potpune samostalnosti s lakSim
posljedicama, kod trecine oboljelih je posljedica trajna invalidnost i ovisnost o drugima, a trecina
pacijenata odmah umire. Svaki je mozdani udar zaseban, ovisi o mnogo faktora, pocevsi od toga

koja je mozdana hemisfera pogodena, koliko su jaka oStecenja, ali i o0 opéem stanju bolesnika.




Genetski biljezi ateroskleroze u cerebrovaskularnoj bolesti

1.4. Rizicni Cimbenici razvoja mozdanog udara

Uzroci mozdanog udara obuhvacaju heterogenu grupu etiopatofizioloskih ¢imbenika koji
utjecu na mozdanu cirkulaciju dovodedi ili do morfoloskih promjena (obicno stijenki) krvnih Zila ili
do poremecaja mozdane autoregulacije. Cimbenici rizika za nastanak mozdanog udara se dijele na
promjenjive i one na koje se ne moZe utjecati (na cemu se temelje principi prevencije mozdanog
udara). U ¢imbenike na koje ne moZemo utjecati ubrajamo dob bolesnika, rasu, spol, etnicku
pripadnost, anamnezu migrenskih glavobolja, anemiju srpastih stanica fiboromuskularnu displaziju,
nasljednost. Cimbenici na koje moZemo utjecati (pa ih je potrebno u mjerama primarne prevencije
lijeciti i pratiti) su hipertenzija, hiperlipidemija, Se¢erna bolest, kardioloske bolesti (fibrilacija atrija,
valvularne bolesti, mitralna stenoza i strukturalne prirodene sr¢ane anomalije), tranzitorna
ishemijska ataka u anamnezi, stenoza karotidne arterije, hiperhomocisteinemija, uporaba
hormonalne terapije, prvenstveno oralnih kontraceptiva, Zivotne navike poput pusenja,
ekscesivnog uZivanja alkoholnih napitaka i/ili droga, povecéane tjelesne teZine, fizicke neaktivnosti
(Slika 2). Smatra se da je visoki krvni tlak najvazniji promjenjivi cimbenik rizika za razvoj mozdanog

udara (9).

1.4.1. Promjenijivi rizicni cimbenici
1.4.1.1. Hipertenzija

Jedan je od najvaznijih promjenjivih ¢imbenika za razvoj ateroskleroze i cerebrovaskularnih
bolesti, na koje je moguce djelovati. Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije hipertenzija
se definira kao vrijednosti sistolockog krvnog tlaka iznad 140 mmHg, dijastoli¢ckog iznad 90 mmHg.
Dijeli se na primarnu (90-95% slucajeva), koja je posljedica genetskih i okoliSnih ¢imbenika, te
sekundarnu koja cini 2-10% sluCajeva, a rezultat je vaskularnih, endokrinih i/ili renalnih
poremecaja. Incidencija mozZdanog udara raste proporcionalno sa sistolickim i dijastolickim krvnim
tlakom. Epidemioloske studije koje su analizirale skupine tretiranih i netretiranih pacijenata
pokazale su porast incindencije mortaliteta od cerebrovaskularnih i kardiovaskularnih bolesti s
porastom vrijednosti arterijskog tlaka iznad 110/75 mmHg (10-12). Ucestalost mozdanog udara
raste za 46% na svakih 7,5 mm Hg porasta dijastolickog tlaka. U studiji Systolic Hypertension in the

Elderly Program (SHEP) pokazalo se kako lijecenje izolirane sistolicke hipertenzije u osoba starijih
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od 60 godina dovodi do smanjenja ucestalosti moZzdanog udara za 36%. Kontrola krvnog tlaka (RR
<140/90, dijabetic¢ari RR <130/80) smanjila je morbiditet i mortalitet od moZdanog udara za 40%
(13,14). Studije HOPE i PROGRESS pokazale su vecu prevenciju mozdanog udara nego Sto se
ocekuje snizenjem krvnog tlaka (15,16). Meta-analiza 14 randomiziranih klinickih pokusa pokazala
je kako smanjenje dijastolickog arterijskog tlaka od 5-6 mm Hg uzrokuje znacajno smanjenje
ucestalosti mozdanog udara za 42%. Ako je prisutan i neki drugi ¢imbenik rizika (npr. Secerna
bolest), tada tlak treba odrZavati ispod 130/80 mm Hg. Usprkos naporu u edukaciji, znacajan

postotak populacije ima nedijagnosticiranu ili lose lijeCenu hipertenziju (17).

1.4.1.2. Hiperkolesterolemija

Brojnim su istrazivanja ve¢ odavno pokazala izravnu povezanost izmedu povecane
koncentracije kolesterola, a posebno lipoproteina niske gustoce (LDL) (engl. Low-Density
Lipoprotein) u plazmi i poveéane ucestalosti koronarne bolesti, infarkta miokarda, ishemijskog
mozdanog udara te smrtnosti od tih bolesti. Takoder je poznato da je smanjena koncentracija
lipoproteina visoke gustoce (HDL) (engl. High-Density Lipoprotein) takoder povezana s vecim
rizikom od razvoja cerebrovaskularnih i kardiovaskularnih bolesti (KVB). Prema provedenim velikim
klinickim studijama, normalne ili “pozZeljne” ciljane vrijednosti lipida u serumu su vrijednost
ukupnog kolesterola < 5.0 mmol/L, a LDL-kolestrola < 3.0 mmol/L. Brojna ispitivanja pokazala su da
primjena statina znacajno smanjuje smrtnost od KVB i CVB te dokazano zaustavlja progresiju i ¢ak
dovodi do regresije aterosklerotickih naslaga u arterijama, pridonosi stabiliziranju mekanih
plakova, poboljsanju funkcije endotela, te smanjenju agregacije trombocita. U Skandinavskoj
studiji prezivljavanja sa simvastatinom (Scandinavian Simvastatin Survival Study 4S) naknadna
analiza podataka otkrila je relativno smanjenje rizika za mozdani udar i TIA za 28% (18). U studiji
Cholesterol And Recurrent Events (CARE) pokazano je relativnho smanjenje rizika od moZdanog
udara za 31%, a u studiji Long-term Intervention with Pravastatin in Ischemic Disease (LIPID)

relativno smanjenje rizika za mozdani udar iznosilo je 19% (19,20).

1.4.1.3. Diabetes melitus

Seéerna bolest predstavlja neovisan &imbenik rizika za nastanak ateroskleroze i mozdanog
udara. U osoba sa Se¢ernom boless¢éu utvrdena je dvostruko visa smrtnost nakon ishemijskog

mozdanog udara u odnosu na osobe bez iste. Nije dokazano da stroga kontrola koncentracije
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glukoze u krvi djeluje povoljno na sprj¢avanje mozdanog udara. Kod bolesnika s dijabetesom tipa Il.
pokazalo se kako terapija peroralnim hipoglikemicima i/ili inzulinom poboljSava sistemske
mikrovaskularne komplikacije, ali ne i makrovaskularne komplikacije kao Sto je mozZdani udar.
Smatra se da je preciznije odredivanje neovisnog udjela Secerne bolesti u nastanku i razvoju
mozdanog udara otezano jer postoji niz drugih ¢imbenika rizika za nastanak mozdanog udara koji

su vec prisutni pri otkrivanju Secerne bolesti (21-26).

1.4.1.4. Atrijska fibrilacija

Atrijska fibrilacija je jedan od najznacajnijih neovisnih ¢imbenika rizika za nastanak
mozdanog udara. Poveéava pojavnost mozdanog udara otprilike pet puta. Nakon ekstrasistolije je
najcesca aritmija, a klini¢ki je veoma vazna. Prevalencija atrijske fibrilacije u populaciji je 1-2 %,
Osobito je zabiljeZzen njen nagli rast u starijim dobnim skupinama, od <0,5 % u petom desetlje¢u pa
do 5-15 % s 80 godina Zivota. Ce$éa je kod muskaraca nego kod Zena (~1,5:1) (27,28). Medu
brojnim uzroénim d¢imbenicima fibrilacije atrija koji se cCesto ispreple¢u, dominantne su
hipertenzivna i ishemijska bolest srca, s kardijalnom dekompenzacijom i mitralnom
insuficijencijom. Reumatska bolest mitralne valvule i tireotoksikoza danas su vec¢ rjedi uzroci.
Gotovo sve bolesti srca mogu potaknuti fibrilaciju atrija, ali i neki ekstrakardijalni ¢imbenici kao Sto
su fluktuacije vagalne i adrenergicke stimulacije, opstruktivna apneja u snu, debljina i kroni¢na
opstruktivna plu¢na bolest. U novije vrijeme sve je viSe spoznaja o genetskoj sklonosti za fibrilaciju
atrija koja se fenotipski rijetko olituje spontano, ali cesto uz spomenute ,egzogene Cimbenike”.
Tromboembolija iz akontraktilnih atrija, najceS¢e cerebralna, Cesta je i zastrasuju¢a komplikacija.
Rizik mozdanog udara je u bolesnika s fibrilacijom atrija povecan pet puta. Raspon rizika
tromboembolijskih komplikacija fibrilacije atrija je Sirok, od 2 do 30% godisnje, a u 2/3 do 9/10
slu¢ajeva embolija je cerebralna. Rizik je malen u mladih bolesnika s uglavhom zdravim srcem,
velik u starijih s bolesnim srcem i komorbiditetom, a najveéi u onih s reumatskom mitralnom
greSkom (29). Antikoagulantna terapija smanjuje rizik embolije za 2/3, obvezna je ako rizik
embolije nadmasuje rizik krvarenja. Geneticko testiranje sklonosti atrijskoj fibrilaciji je uglavhom
joS predmet istrazivanja, kako u tzv. ,case controlled” studijama, tako i u velikim ,genome wide
association studies” (GWAS). Vrlo rijetko je geneticka komponenta toliko jaka da se fibrilacija atrija
mendelijanski nasljeduje u viSe ¢lanova obitelji, a pojavljuje se ve¢ u mladoj Zivotnoj dobi kao
izolirana pojava, ili uz druge aritmije i kardiomiopatije. Takvi slucajevi ,familijarne atrijske

fibrilacije” objasnjavaju se mutacijama gena, najcesée za ionske kanale kardiomiocita (30-32).




Genetski biljezi ateroskleroze u cerebrovaskularnoj bolesti

1.4.1.5. Debljina

Prekomjerna tjelesna masa i debljina ubrajaju se u najvaznije zdravstvene probleme Sirom
svijeta. Prema definiciji WHO, debljina je oboljenje koje karakterizira povecanje masne mase tijela
u mjeri koja dovodi do razvoja niza komplikacija. Uvrstena je u deset vodecih rizi¢nih ¢imbenika za
razvoj bolesti na globalnoj razini (33,34). Nastaje kada unos izvora energije (kalorija) nadmasi
energetske potrebe, odnosno kada su unos i stvaranje masti u tijelu veci od koli¢ine masti koja
oksidira u tkivima. Prema istrazZivanju koje je provedeno 2009. godine 38,1% stanovnika Republike
Hrvatske je imalo prekomjernu tjelesnu masu, a 20,3% je bilo debelo (35,36). Za visoku
prevalenciju prekomjerne mase tijela i debljine postoje brojni razlozi. Prije svega, to su sjedilacki
nadin Zivota i nedostatak tjelesne aktivnosti te velika promjena u nacinu prehrane (veca
energetska vrijednost hrane, povecana koli¢ina Secera i jestivog ulja kao i povec¢ana konzumacija
namirnica Zivotinjskog porijekla). Osim najznacajnijih okolisnih ¢imbenika rizika, postoje i brojni
geneticki ¢imbenici koji utjecu na debljinu. Procjenjuje se kako geneticka osnova sudjeluje s 40—
80% u patofiziologiji debljine (37,38). Mjere pomocu kojih se procjenjuje koli¢ina masnog tkiva su
antropometrijske mjere: ITM — procjena opce uhranjenosti; opseg struka (0S), i/ili WHR (omjer
struk/bokovi) — procjena debljine sredisnjeg, abdominalnog tipa. Danas se Cini da je najbolja mjera
OS jer se njime procjenjuje koli¢ina masnog tkiva unutar trbuha tj. intra-abdominalnog, visceralnog
(lat. viscera, organ u Supljinama tijela) masnog tkiva koje najvise pridonosi metabolickim
promjenama koje se dogadaju kod osoba s prekomjernom debljinom. Prema SZO osobe muskog
spola koje imaju G5 94 cm imaju povecan rizik, a OS> 102 cm jako povecan rizik za razvoj
komorbiditeta, prije svega onih na kardiovaskularnom sustavu. Osobe Zenskog spola koje imaju
0S=> 80 cm imaju povecan rizik, a OS> 88 cm jako povecan rizik za razvoj komorbiditeta debljine
(40). Framinghamska studija pokazala je negativhu povezanost tjelesne aktivnosti i ucestalosti
mozdanog udara u muskoj populaciji. Novija istrazivanja pokazuju da je povecana tjelesna
aktivnost povezana sa smanjivanjem rizika mozdanog udara i kod Zena te da je abdominalni tip
pretilosti znacajan neovisan ¢imbenik rizika za nastanak moZzdanog udara. Smatra se da je povoljan
ucinak povezane tjelesne aktivnosti na sniZzavanje rizika za nastanak mozdanog udara posljedica
ucinka na sniZzavanje povisenih vrijednosti tlaka, smanjivanje tjelesne teZine i poboljSanje
tolerancije glukoze. Povecana tjelesna aktivnost takoder dovodi do povisenja HDL kolesterola i

sniZzavanja LDL kolesterola, te do promicanja zdravog nacina Zivota (41).
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1.4.1.6. Pusenje

Pusenje predstavlja vazan rizicni ¢mbenick odgovoran za razvoj mozdanog udara te
povecava rizik za 50% u svim dobnim skupinama (42). Aktivnim i pasivnim puSenjem u organizam
se unosi nekoliko tisu¢a kemijskih sastojaka. Proveden je niz istraZivanja mehanizama djelovanja
pojedinih komponenti duhanskog dima na vaskularni sustav. Pokazalo se da kod pusaca ovisno o
koliCini popusenih cigareta dolazi do porasta razine ukupnog kolesterola, triglicerida, lipoproteina
vrlo niske gustoce (VLDL), LDL-a, te sniZavanja razine HDL-a i apolipoproteina Al koji imaju
angioprotektivno djelovanje. Zbog poremecene lipolize kod pusaca nakon konzumiranja masnog
obroka ne dolazi do porasta HDL-a, $to se normalno dogada kod nepusaca. Ova se pojava
objasnjava time Sto nikotin potice oslobadanje adrenalina, povecava se koncentracija slobodnih
masnih kiselina, koje poticu jetreno lucenje VLDL-a. Koncentracija HDL-a se mijenja obrnuto s
koncentracijom VLDL-a. Uz to, kod pus$aca se biljeZi i porast koncentracije tromboksana A2 i porast
reaktivnost trombocita (43). Postoje istrazivanja koja ukazuju na to da do osStecenja endotelnih
stanica dolazi pod utjecajem ugljicnog monokisda $to ga sadrZi duhanski dim, zbog Cega se
povecava propusnost stijenke i omogucuje vece infiltriranje lipida. Svi navedeni procesi doprinose
aterogenezi. S farmakoloSog stajalista nikotin, po svom kemijskom sastavu alkaloid, sastojak je
duhanskog dima s najsnaznijim djelovanjem. PuSenje je u Hrvatskoj jedan od velikih
javnozdravstvenih problema s obzirom na velik broj pusaCa. Za ocekivati je da aktivnosti na

podrucju prevencije pusenja doprinesu i smanjenju pojavnosti mozdanog udara.

1.4.2. Nepromjenjivi rizicni cimbenici
1.4.2.1. Dob i spol

Dob je jedan od najznacajnijih ¢imbenika rizika za nastanak mozdanog udara. Rizik za razvoj
raste eksponencijalno s dobi (44). Poznato je da nakon Sezdesete godine Zivota rizik za nastanak
mozdanog udara raste za otprilike 10% sa svakim sljede¢im desetlje¢em starosti. Poznato je da je
mozdani udar ¢eS¢i u muskaraca u generativnoj Zivotnoj dobi. No nakon menopauze rizik od
nastanka mozdanog udara raste u Zenskoj populaciji. Ta ¢injenica i podatak da je prosjecni Zivotni
vijek Zena duZzi dovodi do pojave da je u starijoj Zivotnoj dobi u apsolutnom broju veci udio Zzena s

mozdanim udarom (45).
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1.4.2.2. Rasa i etnicka pripadnost

Cedée se javlja u pripadnika crne rase nego u bijelaca (46).

1.4.2.3. Nasljedni

Interakcija genetskih C¢imbenika, ¢imbenika okolisa, stil Zivota uvelike utjeCu na razvoj
mozdanog udara. Podatak o moZdanom udaru u obiteljskoj anamnezi i/ili podatak o preboljelom
mozdanom udaru ili TIA u osobnoj anamnezi znacajno povecavaju vjerojatnost pojave recidiva
mozdanog udara u pojedinca. MoZdani udar moze se javiti u sklopu monogenskih bolesti, ali
mnogo cesce se javlja kao poligenska bolest. Neki familijarni sindromi s poznatim monogenskim
nasljedivanjem u sklopu kojih se javlja moZdani udar su cerebralna autosomna dominantna
arteriopatija s subkortikalnim infarktima i leukoencefalopatijom (CADASIL); Fabrijeva bolest;
Bolest srpastih stanica (engl. Sickle-cell disease, SCD); Homocistinuria; MELAS (engl. Mitochondrial
encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes); poremecaji vezivnog tkiva: Marfan’s
syndrom, Ehlers-Danlos syndrome type IV, Osteogenesis imperfecta, pseudoxantoma elasticum,
Moyamoya i niz drugihe. No pojava moZdanog udara ¢esce je rezultat djelovanja vise genskih i

okolisnih ¢imbenika (47-49).

CIMBENICI RIZIKA ZA RAZVOJ MU

Lokalni ¢éimbenici
Povetana koncentraclia protromootskh Simbenka: Morinogen, CRP PA-1
Oorascl profka ki, promjer knne Zike, stnsiura stljerke anerlje

Sistemska
stanja
T Aterotrombotske e
poremecaji manifestacije ) + Hipenenziia
Dedijina ) + Hiperiipicemijz
Dijabetes (infarkt miokarda, + Hiperkoaguisblina stanja
MU, vaskularna smrt) » Homocistelnemija

u’/

Genetski Navike
Geneteka skionost
Spol
Do

1. Yusuf S ef al. Clrculation 2001, 104; 2746-53. 2. Drovet L. Cerebrovasc Dis 2002
13(suppl 1): 1-6

SLIKA 2. CIMBENICI RIZIKA ZA RAZVOJ MOZDANOG UDARA
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1.5. Klinicka slika

Klinicka slika ishemijskog mozdanog udara prvenstveno ovisi o podrucju koje je zahvaceno
ishemijom. Ovisno o funkciji navedenog dijela mozga nastaje jedan ili viSe ZariSnih neuroloskih
deficita. Osnovna karakteristika simptomatologije svih mozdanih udara je nagli nastanak klinickih
simptoma. Najces¢i neuroloski ispadi su motoricki: hemipareza, monopareza ili kvadripareza,
senzorni: hemihipestezija, vidni: hemianopsija, monokularni i binokularni gubitak vida ili dvoslike,
smetnje govora: disfazije ili afazije, disartrije ili anartrije, odnosno disfonije ili afonije te smetnje
gutanja. Rjede se javljaju znakovi ostecenja straznje cirkulacije (vertebrobazilarnog sliva) kao Sto su:
ataksija, vertigo, nistagmus, mucnina i/ili povraéanje. Poremecaj svijesti moze biti znak pojedinih
vrsta moZdanog udara, odnosno oSteéenja odredenih struktura mozga, ali kod ishemijskog
mozdanog udara ne ubraja se u ucestale prve, odnosno tipicne, klinicke znakove bolesti. Dijagnoza
IMU-a postavlja se temeljem navedene klinicke simptomatologije te neuroslikovnim metodama,
prvenstveno nativnom kompjutoriziranom tomografijom mozga i magnetnom rezonancom mozga.
U daljnjoj dijagnostickoj obradi, uz praéenje i korekciju hemodinamskih ¢imbenika, svakako je
potrebna hitna laboratorijska obrada (koagulacija, biokemija i hematologija), utvrdivanje

prediktivnih rizicnih biljega u sklopu daljnje neuroloske i kardioloske obrade.

1.6. Ateroskleroza

U podlozi vecine ishemijskih moZdanih udara nalazi se ateroskleroza. Ateroskleroza se
klasicno opisivala kao kroni¢na progresivha bolest obiljezena nakupljanjem lipida, fibroznog
materijala i kalcija u stijenci arterija. Novije spoznaje ukazuju na srediSnje znadenje upalnog
procesa kako u nastanku ateroma tako i u nastanku tromba na ateromu. Upalni proces prisutan je
u najranijim aterosklerotskim lezijama kao i u uznapredovalim lezijama (50). Mnogobrojni dokazi
do sada ukazali su na Cinjenicu da upala i genski faktori imaju glavnu ulogu u razvoju aterosklerze,
a time i razvoja mozdanog udara. Danas definiramo aterosklerozu kao kroni¢nu upalnu bolest
karakteriziranu oStecenjem stijenke arterija obiljezenim lokalnim zadebljenjem intime koje se
sastoji od umnozZenih i izmijenjenih glatkih misiénih satnica, makrofaga, lipida iz serumskih
lipoproteina nakupljenih u stanicama i izvan njih, te umnoZenoga veziva kolagena, elastina i
mukopolisaharida. Radi se o poligenskoj i multifaktorskoj bolesti koja pocinje u djetinjstvu, no

klinicki se ocituje poslije u Zivotu (51). Ateroskleroza se, kao podloga kardiovaskularnih,
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cerebrovaskularnih i bubreznih bolesti, smatra rastué¢im globalnim javnozdravstvenim problemom.
Rizi¢ni ¢imbenici mogu se podijeliti na geneticke i vanjske, medu kojima su hipertenzija, Secerna
bolest tipa Il, pretilost, pusenje, smanjena tjelesna aktivnost, stres, upalni proces i drugi. Upalni
proces mozZe biti «sterilan», a od mogudéih uzro¢nika spominju se Chlamydia pneumoniae,
Hemophylus influenzae, Mycoplasma pneumoniae, Helicobacter pylori, Citomegalovirus, Herpes
simplex virus, Epstein-Barrov virus. Ovi mikroorganizmi nadeni su u raznim aterosklerotskim
lezijama, kao i u bolesnika s klinickim komplikacijama ateroskleroze (infarkt miokarda, mozdani
udar). To govori u prilog uloge navedenih patogena u nastanku upale koja moZe dovesti do
nastanka i progresije aterosklerotskih lezija. Ispituje se djelovanje antibiotika, uglavnhom makrolida,
u prevenciji nastanka i progresije aterosklerotskih lezija, no zasada nisu objavljeni rezultati koji bi
potvrdili djelotvornost primjene antibiotika (52). Rutinska laboratorijska dijagnostika ukljucuje
utvrdivanje biljega povecanog rizika za aterosklerozu kao sto su ukupni kolesterol, trigliceridi, HDL
i LDL kolesterol, apoproteini, fibrinogen, interleukini, mijeloperoksidaza, hsCRP, Lp-PLA2,
adiponektin, leptin i inzulin (53). Genomickim, proteomickim, transkriptomickim i lipidomickim
profiliranjem dobiva se slika stanice te se identificiraju geni, njihove funkcionalne varijante i
proteini koji su povezani s homeostazom lipida, upalnim procesima i hemostatskim statusom, kao i
signalni putevi i bioloski procesi ukljuceni u predispoziciju ateroskleroze. Ateroskleroza je temeljni
uzrok pojavljivanja kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti. Unato¢ poboljSanim
farmakoloskim i nutricionistickim pristupima, joS uvijek je vodeéi uzrok pobola i smrtnosti u
razvijenim zemljama. Kroni¢na endotelna disfunkcija ima bitnu ulogu u aterogenezi i mogla bi biti
najranija dokaziva abnormalnost. Rizi¢ni ¢imbenici, bilo akutni (infekcije, imune lokalne reakcije)
bilo stalni (hipertenzija, oksidacijski stres, dijabetes, dislipidemija, debljina, hiperhomocisteinemija,
pusenje itd.) izazivaju endotelnu disfunkciju, ozljedu stanice te proupalnu okolinu koja rezultira
lokalnim imunosnim reakcijama, kao i aktivaciju posredovanu tkivnim faktorom kaskade
zgruSavanja. U ateromskoj okolini prokoagulacijske i antikoagulacijske sile odreduju stvaranje
naslaga zajedno s pro/antifibrinolitickim c¢imbenicima. Specifi¢nije receno, postalo je jasno da
imunosni sustav ima vodeéu ulogu u razvoju i napredovanju ateroskleroze. Rizi¢ni biljezi
ateroskleroze su biljezi upale, faktori rasta, interleukini IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-1a, IL-1b, TNFa,
hsCRP, HcT, Lp-PLA2, bioloski regulatori adipoznoga tkiva leptin i adiponektin (54,55). Koncept
atero-upale izranja kao mjesto sastajanja razliitih bolesti ukljuCujuci dislipidemiju, debljinu,
hipertenziju, oksidacijski stres, dijabetes, autoimunost, infekcije, hiperhomocisteinemiju, prehranu

i puSenje. Postoje dokazi da su nuklearni receptori PPARa i y regulatori u metabolizmu lipida,
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homeostazi glukoze i upalnim procesima. Povezanost varijabilnih gena kao Sto su ACE, ATR1, ApoB,
ApoE, MTHFR, ADIPOQ glikoprotein, faktor Il, te faktor V, IL-6 mozZe u interakciji s PPARa i y
utjecati na fenotipski izrazaj razliCitih rizicnih ¢imbenika ateroskleroze. Dosadadasnja istrazivanja
su utvrdila interakciju gena PPAR, IL-6 i ATR1 kod mladih bolesnika s mozdanim udarom. Smatra se
da su inhibicija ateroskleroze i poboljSanje kardiovaskularne funkcije ovisni o varijabilnim ucincima
navedenih gena koji reguliraju oksidacijski stres, lipidni metabolizam, inzulinsku rezistenciju te
endotelnu funkciju. Polimorfni oblici spomenutih gena, kao i modificiranih gena, genske interakcije,
interakcije gena i transkripcijskih faktora, interakcije gena i prehrane nedovoljno su istrazeni.
Spoznajom da su metabolizam lipida i upala povezani preko zajednickih signalnih putova
nuklearnih receptora, posebice u makrofagima, otvara se novo podrucje potencijalnog lijeCenja.
Usprkos znatnom napretku u prevenciji i lijeCenju kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti,
potrebni su novi pristupi kako bi se smanjili nepovoljni zdravstveni trendovi. Prijasnja su
istrazivanja upozorila na pojedinacne genske i proteinske biljege koji mogu posluZiti kao
pretkazatelji poremecaja u regulaciji brojnih metabolickih procesa. Receptori su vazni regulatori
metabolizma i ujedno znacajni farmakoloski ciljevi u obrani od epidemije debljine, dijabetesa,
cerebrovakularnih i kardiovaskularnih bolesti. Stoga je od interesa identifikacija relevantnih
bioloskih pokazatelja: novih ciljnih gena, regulacijskih sekvenci i geneticke mreze za aktivacijske
receptore. Smatra se da bi pristup sistemne biologije, odnosno integrirane genetike i proteomike,
za razumijevanje istodobne regulacije razli¢itih genskih ciljeva mogao pospjesiti razumijevanje
etiopatogeneze ateroskleroze i pridruzenih poremecdaja te pridonijeti pronalazenju novih lijekova i

regenerativnoj medicini (56).

1.7. Geneticka istrazZivanja cerebrovaskularnih bolesti

Dosadasnja istrazivanja o ulozi nasljednih poremecaja u razvoju cerebrovaskularnih bolesti
otkrila su mnostvo klinickih stanja i rizicnih faktora koji utjeCu ne samo genskom ekspresijom veé
interakcijom s ¢imbenicima okolisa, na porast broja slu¢ajeva mozdanog inzulta (1). Tradicionalno,
najveci klinicki pokusaj tj. nastojanje u prevenciji mozdanog udara direktno je usmjereno prema
modifikaciji glavnih rizicnih Cimbenika ateroskleroze, ukljuCujuéi simptomatsku terapiju
hipertenzije, dijabetesa, hiperkolesterolemije i pusSenja (2,3). Istrazivanja koja su se bavila
genetickom osnovom cerebrovaskularnih bolesti su brojna i ukazuju na cinjenicu da je mozdani

udar poligenska i multifaktorijalna bolest uvjetovana slozenim medudjelovanjem brojnih gena i
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Cimbenika okolisa, zbog Cega istrazivanje njegove geneticke podloge predstavlja veliki izazov.
Mnoge provedene humane i animalne studije dokazale su utjecaj gena na razvoj mozdanog udara,
no identifikacija pojedinaéne uzroéne genske mutacije u mozdanom udaru zasad ostaje problem
(57). Za razliku od dobro definiranih monogenskih bolesti, s poznatom mutacijom jednog gena
(single-gene defect), koje u svojoj prezentaciji rezultiraju izmedu ostalog i klinickom slikom
mozdanog udara u mladoj Zivotnoj dobi, bez prisutnih riziko faktora za razvoj cerebrovaskularnih
bolesti, mozdani udar mnogo ¢esée se javlja u starijoj Zivotnoj dobi kao rezultat interakcije vise
gena i ¢imbenika okoliSa i krajnji je rezultat niza patoloskih procesa od kojih svaki moze biti pod
utjecajem gena. Epidemioloske studije su analizirale pojavnost moZdanog udara u jednojaj¢anih,
dvojajéanih blizanaca i rodbinski povezanih pojedinaca te su pokazale da je koeficijent
podudarnosti pojave inzulta kod jednojaj¢anih blizanaca 65% veéi nego u dvojajcanih, no
nedostatk studija je mali uzorak (58). U “case-control” studijama pokazalo se da pozitivna
obiteljska anamneza mozZdanog udara povecava rizik za pojavu istog kod potomaka do 75%, Sto je
gotovo u skladu sa studijama provedenima na blizancima (59). No, to¢nu procjenu vrlo je tesko
postiéi. Genetska predispozicija se razlikuje i ovisi o dobi kao i podtipu moZdanog udara. | studije
provedene na blizancima, kao i unutar familija, upucuju na jaci utjecaj gena kod pacijenata mlade
Zivotne dobi, <70 godina, nego kod osoba starije Zivotne dobi (60). Takoder se pokazalo da je
utjecaj genetskih ¢imbenika izraZzeniji kod infarkta u podrucju velikih krvnih Zila (engl. large-vessel
stroke) i infarkta u podrucju malih krvnih Zila (engl. small-vessel stroke), nego u slucaju
kriptogenog te kardioembolijskog mozdanog udara. Daljnja epidemioloska istrazivanja pokazala su
da se obiteljska anamneza pozitivha na postojanje infarkta miokarda ¢esce javlja kod infarkta u
podrucju velikih krvnih Zila nego u drugim podtipovima mozZdanog udara (61). Ova spoznaja
ukazuje na bitnost podtipova mozdanog udara i podupire tezu da infarkt miokarda i mozdani udar
u podrucju velikih krvnih Zila dijele slicne ili jednake patoloske mehanizme kao i genetsku podlogu.
Daljnja uocfavanja i istrazivanja dolaze iz studija na intermedijarnom ili prijelaznom fenotipu.
Postoje jaki dokazi, na primjer, za genetsku komponentu u razvoju ateroskleroze kao neovisne
znacajke. Zadebljenje intimalnog zida karotide (engl. intima-medial wall thickness, IMT), u biti je
mjera za subklincku sliku ateroskleroze — i uveliko je kontrolirana utjecajem gena (62). Smatra se
da je utjecaj nasljednosti u razvoju IMT oko 30 — 60% (63,64). Osim toga, postoje i dokazi
genetskog utjecaja odnosno nasljednosti na pojavu ishemijskih lezija bijele tvari mozga — Sto u biti
upucuje na bolest malih krvnih Zila u stopi 55-70%, Sto nadalje ovisi o populaciji ispitanika (65). Sve

gore navedeno govori u prilog tome da je moZzdani udar poligenska bolest. Do sada je poznato i
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analizirano niz gena kandidata koji potencijalno doprinose razvoju moZdanog udara. Medu
najcesce istrazivanim kandidatima gena u case-control studijama su geni ukljuceni u proces upale
(interleukin 1, interleukin 6, tumor necrosis factor-a, C reaktivni protein, P-selektin, E-selektin);
metabolizam lipida (apolipoprotein E, paraoksonaze, epoksid-hidrolaze); produkcije dusik-oksida;
metabolizma homocisteina; renin-angiontenzin sustava; te ekstracelularnog matriksa (matriks
metaloproteinaza) (66). Genski Cimbenici mogu djelovati na viSe razina. Mogu doprinijeti
konvencionalnim faktorima rizika kao Sto su hipertenzija, dijabetes, razina homocisteina koji
takoder imaju poznate genske komponente (67,68). Nadalje, mogu djelovati s okoliSnim
¢imbenicima ili izravno pridonijeti intermedijarnom fenotipu poput ateroskleroze (69,70). U
konacnici, genski ¢imbenici mogu djelovati na vrijeme nastupa moZdanog udara, utjecati na

veli¢inu infarkta nakon okluzije krvne Zile i u konacnici na sam ishod (71) (Slika 3.).
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SLIKA 3. UTJECAJ GENETSKIH CIMBENIKA NA RIZIK NASTANKA MOZDANOG UDARA. MOGU DJELOVATI KROZ
KONVENCIONALNE CIMBENIKE RIZIKA (1), U INTERAKCIJI S KONVENCIONALNIM | OKOLISNIM CIMBENIKICIMA RIZIKA
(2), ILI IZRAVNO PRIDONUETI RAZVOJU MOZDANOG UDARA KROZ PROCES ATEROSKLEROZE | RAZVOJA “SMALL-VESSEL
DISEASE” (3). GENETSKI FAKTORI MOGU UTJECATI NA RAZVOJ SLIKE LATENTNOG MOZDANOG UDARA (4), NA
VELICINU INFARKTA | ISHOD MOZDANOG UDARA (5). SLIENO TOME, OKOLISNI CIMBENICI | INTERAKCIJE 1ZMEDU
GENA | OKOLISA MOGU SE POJAVITI U RAZLICITIM RAZINAMA. MR SLIKE JE USTUPILA KLINIKA ZA NEURORADIOLOGIJU,
GROSSHADERN.(58)
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1.7.1. Cjelogenomske studije povezanosti (GWAS)

Genome-Wide Association Study (GWAS) - cjelogenomski test asocijacije: kojim se ispituje
povezanost velikog broja genetickih varijanti s razlic¢itim fenotipskim osobinama. GWAS procjena
heritabilnosti pomodu Single nucleotide polymorphism (SNP). Prvi nacrt humanog genoma je
publiciran u okviru Projekta humanog genoma (Human Genome Project), a prva sveobuhvatna
mapa Cestih haplotipova je objavljena u okviru Projekta HapMap. Veéina parova baza u humanom
genomu je zajednicka svim ljudima, stoga se geneticke asocijacijske studije fokusiraju na razlike u
pojavnosti varijantnih oblika gena, najc¢esée jednonukleotidnih polimorfizama (SNPs). DovrSetkom
Projekta humanog genoma i Projekta HapMap 2003. godine te razvojem tehnika genotipizacije
visoke protocnosti (engl. high-throughput genotyping techniques), uz sofisticirane statisticke i
racunarske metode, postignuti su uvjeti za opsezne studije GWA, u kojima se ispituje povezanost
velikog broja genetickih varijanti s razli¢itim fenotipskim osobinama (72). U svrhu prilagodbe za
velik broj testova provedenih u studijama GWA, provodili su se postupci poput korekcija za
multiplo testiranje te replikacijske studije s neovisnim uzorcima te je na taj nacin minimiziran broj
pogresnih zaklju¢aka. Povezanosti izmedu ispitivane osobine i SNP-a koje su se odrzale nakon
provedbe navedenih postupaka smatrale su se znacajnima na razini genoma (engl. genome-wide
significant). Zasada se povezanosti s varijantama gena koje dosezu statisticku znacajnost P< 5x10 -
8 smatraju znacajnima na razini genoma (engl. genome-wide). GWAS za moZdani udar: ukupna
heritabilnost za mozdani udar 37,9%; bolesti velikih kr. Zila (40,3%); kardioembolijski (32,6%), a
bolest malih kr. Zila (16,1%) (73). Gretarsdottir S i sur. u studiji provedenoj medu islandskom
populacijom (deCODE), pokazali su da gen koji kodira fosfodiesterazu 4D, a koji se nalazi na
kromosomu 5q12, predstavlja rizi¢ni ¢imbenik za razvoj mozdanog udara (74). Nekoliko kasnijih
studija koje su pokusale pokazati isto, nisu uspjele (75). The Wellcome Trust Case Control
Consortium 2 (WTCCC) i International Stroke Genetics Consortium provele su GWAS koje su
ukljucile 3548 slucajeva ishemijskog mozdanog udara s repliciranjem potencijalnih signala u 5859
slucajeva (76). Provedena studija potvrdila je rezultate ranije provedenih: povezanost s
kardioembolijskim moZdanim udarom u blizini PITX2 i ZFHX3, lokusa poznatih s rizikom razvoj
fibrilacije atrija (77). Studija je takoder pokazala povezanost mozdanog udara u regiji velikih krvnih
zZila i gena HDACY na kromosomu 7p21.1. Meta-analiza METASTROKE analizom 12000 slucajeva i
priblizno 60000 kontrola nije uspjela otkriti nove genske rizicne ¢imbenike, ve¢ je uspjela potvrditi

ranije identificirane gene PITX2, ZFHX3 i HDAC9 (78). U tijeku je nekoliko pokusaja primjene GWAS
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dokaza u svakodnevnoj klinickoj praksi i individualnoj skrbi pacijenata. Genski testovi pomazu
kliniCarima u testiranju pacijenata na postojanju mogucih genskih rizicnih lokusa koji mogu
doprinijeti razvoju bolesti, a samim time mogu utjecati na pravovremenu prevenciji istih. lako su
rezultati GWAS za mozdani udar obecavajudi, trenutno nemaju vrijednost u terapiji i predvidanju

rizika za razvoj istog.

Cjelogenomske studije povezanosti (engl. genome-wide association studies)

Chr Gene Subtype RA RAF OR(95%Cl) P Value
7p21.1 HDAC9 LVD A 0.09 1.39(1.27 to 1.53) 2.03x10-12
4925 PITX2 CE A 0.19: 1.36 (1.27 to 1.47) 2.8x10-16
9p21.3 CDKN2A/B LvD G 0.51} 1.17 (1.09 to 1.25) 2.93x10-5
12p13.33 NINJ2 All A 0.23 1.41(1.27 to 1.56) 2.3x10-10
16922.3 ZFHX CE G 0.17: 1.25(1.15to0 1.35) 2.28x10-8
11q12 AGTRL1 All G - 1.3(1.14t0 1.47) 6.66x10-5
- CELSR1 All G - 1.85(1.29t0 2.61) 1x10-4
5q12 PDE4D CE and cryptogenic 0.16 - 1.5x10-6
13g12-13 ALOX5AP All 0.15 1.67 9.5x10-5
- PRKCH SvD - 1.4 5.1x10-7
6p21.1 rs556621 LvD 1.21 4.7x10-8

Chr, chromosome; CE, carotid embolism; LVD, large vessel disease; p, probability value; RA, risk allele; RAF, risk

allele frequency; SVD, small vessel disease

1.8. Geni kandidati odobreni za ovo istrazivanje

1.8.1. Gen PPARy

Transkripcijski faktori PPAR (PPARa, PPARS i PPARy) pripadaju superporodici nuklearnih
receptora. Nakon vezanja odredenog liganda tvore heterodimere s joS jednim nuklearnim
receptorom, receptorom za retinoide X (RXR). Taj se heterodimer tada veze za elemente odgovora
unutar promotorske regije specificnih-ciljnih gena inducirajuci gensku ekspresiju, izmedu ostalih i

gena uklju¢enih u metabolizam lipida i glukoze, transport masnih kiselina, diferencijaciju adipocita
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i upalu. Receptor za aktivator proliferacije peroksisoma tip y — PPARy (lociran je na kromosomu
3p25) kodira transkripcijski faktor uklju¢en u ekspresiju velikog broja gena. Zbog alternativnog
spajanja mRNA (engl. splicing) pojavljuju se dvije izoforme proteina PPARy1 i PPARy2. Dok se
PPARy1 nalazi posvuda u tijelu, PPARy2 je uglavnom prisutan u masnom tkivu i crijevima (79). U
ligande PPARy ubrajamo rdile endogene spojeve poput prostaglandina PGJ2, linolne i
arahidonske kiseline te egzogene spojeve poput tiazolidindiona i nesteroidnih protuupalnih
lijekova. Niz studija pokazalo je vaznu ulogu PPAR-a u skladistenju lipida i diferencijaciji adipocita
(80) te u regulaciji lipidne homeostaze i osjetljivosti na inzulin (81). PPARy je cilino mjesto
dijelovanja tiazolidindiona (TZD), lijekova koji poboljSavaju inzulinsku osjetljivost, dijeluju
antiaterogeno na viSe razina, ukljuCuju¢i generalno poboljSavanje metabolizma kao i pozitivnim
uc¢inkom na komponente stijenke krvnih Zila poput makrofaga, smanjuje pojavnost zadebljanja
intime stijenki krvnih Zila (IMT) (82). Samim time TZD smanjuje pojavnost riziko faktora za razvoj
mozdanog udara poput ateroskleroze, hipertenzije (83,84). Ozljeda neurona kao posljedica
ishemijskog mozdanog udara udruzena je masivnhom upalnom reakcijom, koja rezultira oSte¢enjem
mozdanog parenhima (85). Citokini su bitni molekularni signali na upalnu reakciju. Cerebralna
ishemija potice ekspresiju nekoliko proinflamatornih citokina poput TNF-a; interleukin (IL)-1beta;
IL-6 i IL-12. Oni nadalje poti¢u ekspresiju adhezijskih molekula poput intracellular adhesion
molecule (ICAM)-1; vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1, E-selektin, P-selektin, na taj nacin
poticuéi leukocite na strujanje prema mozgu, a u konacnici njihovu infiltraciju. Osim poznate
¢injenice da tijekom diferencijacije preadipocita u adipocite dolazi do indukcije PPARy koja je
najizrazenija u bijelom i smedem masnom tkivu, postoje dokazi da je PRARrazen u klju¢nim
regijama mozga za kardiovaskularnu i autonomnu regulaciju. U odraslom mozgu PPARy pokazuje
ekspresiju u hipokampalnoj regiji, girus dentatus, nucleus caudatus, putamen i globus pallidus,
thalamus i piriformni korteks (86,87). Zadnje studije su pokazale da je ekspresija najznacajnija u
mikroglijalnim stanicama i astrocitima, stanicama koje igraju znacajnu ulogu u upalnom odgovoru
sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) (88). Studije su pokazale da je uloga aktivacije PPARy u protekciji
od nastanka mozdanog udara — endogenim ili sintetskim agonistima — u Cinjenici da aktivacija istih
potice relaksaciju endotela, reducira oksidativni stres i smanjuje ekspresiju VCAM-1 i ICAM-1
adhezijskih molekula. Nakon ishemijskog incidenta povecana je ekspresija PPARy u mozgu, osobito
u peri-infarktnoj zoni. Takoder agonisti PPARy potiskuju transkripciju proinflamatornih gena nakon

ishemije, smanjuju ekspresiju citokina.
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Na temelju ovih Cinjenica moZzemo pretpostavti da PPARy agonisti imaju neuroprotektivnu
ulogu u onim lezijama u kojima upala i slobodni radikali poticu smrt stanica. Izoforme PPARYy, velik
broj ciljnih gena koje regulira, ligandi i koregulatori doprinose sloZenosti njegove funkcije. Uz to i
genska varijabilnost PPARy utjece na ekspresiju ciljnih gena. lzmedu vise varijanti PPARy najvise je
u epidemioloskim studijama istrazivan polimorfizam Prol2Ala (rs1801282) (89). Ucestalost
varijante 12 Ala ovisi o rasnoj kao i etnickoj pripadnosti i varira u rasponu od 2% do 18%. Za
supstituciju prolina u alanin u kodonu 12 ustanovljeno je da doprinosi modulaciji transkripcijske
aktivnosti. Varijanta Ala smanjuje afinite prema elementu odgovora u ciljanim genima, Sto u
konacnici rezultira manje efektivnom stimulacijom ciljnih gena (90). Dokazana je povezanost
varijanti PPARy s debljinom, ITB&¢érnom bolesti. Provedena meta -analiza povezanosti
polimorfizma Prol2Ala i Se¢erne bolesti pokazale su smanjeni rizik za pojavu iste kod nosioca
varijante 12Ala (91). Najnovija istrazivanja uloge polimorfizama PPARp@uju na vaznost
ispitivanja interakcija polimorfnih varijanti gena s ciljnim genima (poput LPL, IL-6, AT1R, APOE).
Nedostatak PPARy ima jak utjecaj na lipidnu homeostazu i time mijenja inzulinsku osjetljivost.
Interakcije gena i gena i okolisa (dijeta, tjelovjezba) mogu znacajno modulirati ucinke PRARa

rezultirajuci fenotip.

1.8.2. Gen IL-6

Citokini su niskomolekularni glikoproteini koji posreduju pri djelovanju jedne stanice na
drugu. Citokini djeluju lokalno i njihova je aktivnost kratkotrajna. Najces¢e ih luce imunosne i
upalne stanice, ali i mnoge druge stanice. Vecina citokina poti¢e aktivaciju, proliferaciju i
diferencijaciju stanica, posreduje ili regulira imunoreakcije, djeluje kemotakticki i regulira upalne
procese. Ostali citokini inhibiraju rast stanica ili djeluju citotoksi¢no. Citokini mogu djelovati na
nekoliko razlicitih vrsta stanica (pleotropizam), a nekoliko citokina moZe na istu stanicu imati isto
djelovanje (redundancija). Citokini se obi¢no svrstavaju u cetiri glavne skupine: interleukine,
interferone, citoksine i cimbenike poticanja rasta kolonija. Prema funkciji, moguce ih je podijeliti
na proupalne, imunopoticajne, imunosupresijske (inhibicijske) i cimbenike rasta hematopoetskih
stanica. TNF-a, IL-1, IL-6 i IL-8 najvazZniji su proupalni citokini koje uglavhom lu¢e makrofagi nakon
ozljede tkiva. Ti citokini uzrokuju nakupljanje upalnih i imunosnih stanica na mjestu ozljede
aktivacijom endotela, poticanjem kemotaksije i pove¢anom ekspresijom adhezijskih molekula. U
bolesnika s aterosklerozom utvrdene su povisene vrijednosti interleukina IL-6 i IL-10. Interleukin-6

(IL-6) citokin koji potjece iz razli¢itih tkiva, razli¢itih stanica ukljucujuci fibroblaste, makofage,
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adipocite i endotelne stanice, igra bitnu ulogu u akutnoj fazi upalnog odgovora i stimulira stanice
jetre na produkciju reaktanata akutne rane faze upale medu njima i CRP-a. Ovaj citokin ima vaznu
ulogu u smanjenju upalnih procesa poticanjem stvaranja protuupalnih citokina i negativhom
regulacijom upalnih ciljeva pa se klasificira kao pro- i protuupalni, do odredenog stupnja, te u
akutnoj fazi djeluje obrambeno, dok u kasnijoj kroni¢noj fazi ima proupalna svojstva. Visoke
koncentracije IL-6 u serumu povezuju se s debljinom, Se¢ernom boles¢u, hipertenzijom. IL-6 je
povezan s nekolicinom markera endotelne disfunkcije, kao Sto su kemokini i adhezijske molekule.
Ovi citokini mogu biti i jesu osnova upalne patogeneze koronarne bolesti te intimo-medijalnog
zadebljenja karotidnih arterija (IMT). Gen za IL-6 smjeSten je na kratkom kromosona 7 (7p21).
Istrazivani su razliCiti polimorfizmi u promotorskoj regiji, no najc¢esée je istrazivan IL6 -174G>C
(rs1800795) zbog najvece ucestalosti, ali i funkcije u transkripciji. UCestalost pojave varijantnog
alela razlicita je u etnic¢kim i rasnim skupinama. U bijelaca iznosi oko 0.5, dok u Afroamerikanaca
iznosi 0.93 (92). Povezanost izmedu pojedinih varijanti gena /L-6 i moZdanog udara su ispitivane u
mnogim studijama. NajceSc¢e analizirani polimorfizam je -174G>C. Mozdani udar trigerira akutni
upalni odgovor te su kod pacijenata u akutnoj fazi moZdanog udara zabiljezene povisene
vrijednosti reaktanata akutne faze upale poput CRP-a i fibrinogena (93,94). Cerebralna ishemija
inducira ekspresiju IL-6 u neuronima i astrocitima (95). Korelaciju izmedu IL-6 i CRP, IL-6 i
fibrinogena, IL-6 i porasta tjelesne temperature upucuju i podrzavaju ¢injenicu uloge gena IL-6 u
regulaciji upalnog odgovora kod pacijenata s mozdanim udarom (96). Ve¢ navedeni polimorfizam -
174G>C pokazao se znacajan u povezanosti s Alzheimerovom boless¢u i lakunarnim mozdanim
udarom (97). Rundek T pokazali su statisti¢ki znacajnu povezanost polimorfizma IL-6 i IMT kod
muskaraca homozigota za G alel kod kojih je ucestalost IMT bila za 11% veca od nosioca C alela.
Ovo potvrduje povezanost -174G genotipa i uCestalosti pojave IMT (98). No nasuprot navedenom,
u studiji provedenoj na grupi Australaca (dobi <53godine) nadena je povezanost alela -174C i
razvoja IMT (99). Studija provedena u Irskoj pokazala je da CC genotip ima ulogu protektivnog
agenta kod bolesnika s mozdanim udarom koji u ranijoj anamnezi nisu imali hipertenziju kao riziko
faktor (100). Yeqing T i sur. su pokazali znadajnu pojavnost polimorfizma -174G>C IL-6 gena kod
pacijenata s mozdanim udarom (101). Objasnjenje ovih kontradiktornosti i dalje u potpunosti nije
razjasnjeno te se eventualno pripisuje karakteristikama ispitivane populacije ili malom uzorku.
Ukoliko buduée studije ne dokazu i ne razjasne ovu diskrepanciju, povezanost izmedu
polimorfizma gena /L-6 i IMT, a samim time pojave inzulta, i dalje ostaje nerazrijeSena do kraja te

su potrebna daljnja istraZivanja.
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1.8.3. Gen sustava renin-angiotenzin, ACE

Renin-angiotenzin sustav (RAS) ima vise funkcija, no najvaznija je regulacija krvnog tlaka i
intravaskularnog volumena. RAS predstavlja kompleksni hormonski sustav koji regulira promet
tekucina, elektrolita i arterijski tlak (102). Molekularna genetika hipertenzije ide u nekoliko
smjerova i dovela je do otkrivanja gena vezanih za ATP-azu i mehanizam poremecenoga
membranskog transporta kationa, zatim renin-angiotenzinski sustav, kateholamine kao
vazokonstriktore i vazodilatatore, kalikrein i atrijske natriuretske Cimbenike. Vecina znacajnih
ucinaka RAS vrsi se preko peptid angiotenzina 1, koji nastaje nizom proteolitickih reakcija iz
angiotenzinogena. Renin je proteoliticki enzim koji se sintetizira u jukstaglomerularnim stanicama
bubrega i izluCuje u cirkulaciju. Angiotenzinogen se sintetizira u jetri djelovanjem renina i prelazi u
inaktivni prohormon angiotenzin |. Angiotenzin konvertiraju¢i enzim (ACE) je dipeptid-
karboksipeptidaza koja ima dvostruku funkciju: hidroliticki odcjepljuje dipeptid-histidil-leucin iz
dekapeptida angiotenzina | stvaraju¢i oktapeptid-angiotenzin Il koji ima neposredno
vazokonstriktivni ucinak, a djeluje i na lucenje aldosterona. Slijedi hidroliticko djelovanje na
bradikinin tako Sto sekvencijalno odcjepljuje najprije terminalni dipeptid fenilalanin-arginin, a
zatim seril-prolin i time inaktivira vazodilatacijsko djelovanje bradikinina. ACE se uglavhom nalazi
na endotelu krvnih Zila, epitelu, mononuklearima i makrofagima. Angiotenzin Il i bradikinin dva
glavna peptida bitna za modulaciju tonusa krvnih Zila i proliferacije glatkih misSi¢nih stanica (103).
Gen za ACE smjesten je na kromosomu 17923, obuhvada 26 eksona i zauzima 21 kb genoma.
Najce$ca varijanta gena ACE je insercijsko/delecijski (1/D) polimorfizam (rs 4646994). Prisutnost (I)
ili odsutnost (D) ulomka od 287 parova baza Alu ponavljajuéeg slijeda unutar introna 16 odreduje
tri razlicita genotipa: /1, I/D, D/D. ACE-delecijski alel povezan je s pove¢anom aktivhoséu ACE u
plazmi, limfocitima i u kardijalnome tkivu. Povec¢ana koncetracija ACE u plazmi predstavlja bitan
Cimbenik koji utjeCe na pojavnost cerebro i kardiovaskularnih bolesti, s obzirom na to da kroni¢na
izloZenost visokim razinama ACE u konacnici rezultira zadebljenjem i krutosc¢u stijenke krvnih Zila
(104). Uocena je prevalencija genotipa ACE D/D u bolesnika s anamnezom infarkta miokarda,
arterijskom hipertenzijom, ishemijskom kardiomiopatijom, s angiografski verificiranom
koronarnom boles¢u, restenozom nakon angioplastike i bolesnika sa Secernom bolescu,
zadebljanjem karotidnih arterija i bubreinom boleSéu. U bolesnika s hipertrofijskom
kardiomiopatijom, kao i u bolesnika s dilatacijskom kardimiopatijom potvrdeno je da pojedinci s
genotipom ACE D/D imaju vecu masu lijevoga ventrikula nego osobe s ostalim ACE-genotipovima.

Takoder je pokazana pozitivha veza DD genotipa s ishemijskim mozZdanim udarom, teZinom

22



Genetski biljezi ateroskleroze u cerebrovaskularnoj bolesti

klinicke slike, te s IMT (105). U sredistu istraZivanja je nadalje polimorfizam ACE 1/D kao kandidat
za kardiovaskularne, cerebrovaskularne bolesti, hipertenziju. Mnoge studije su analizirale
povezanost pojave cerebrovaskularnih bolesti: moZdanog udara, zadebljenja karotidnih arterija,
lezija vidljivih na magnetskoj rezonanci i genotipa ACE I/D. Meta-analiza provedena u Kini koja je
ukljucila 10070 pacijenata s mozdanim udarom i 22103 kontrola a analizirala utjecaj polimorfizma
I/D na pojavnost istog, pokazala je znacajnu korelaciju (106). S druge strane, studija provedena u
Spanjolskoj nije uspjela dokazati isto, kao ni studija provedena u Poljskoj koja je takoder analizirala
utjecaj polimorfizma 1/D ACE gena na pojavnost mozdanog udara (107). Uzevsi u obazir
multifaktorsku prirodu cerebrovaskularnih i kardiovaskularnih bolesti, jedna genska varijanta
neurohormonskog sustava nije dovoljna da bi se smatrala predominantnim uzorkom. Genska
varijanta kao Sto je alel D mora se promatrati u kontekstu s drugim genima. Nadalje, ove razliCite
etioloske komponente mogu stupati u interakciju jedna s drugom, rezultirajuéi neutralizacijom ili
amplifikacijom genskih ucinaka u ranoj fazi kardiorenalnog kontinuuma, ukazujué¢i na mogucénost

ranog lijeCenja i usporavanja razvoja hipertenzije, kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti.

1.8.4. Gen APOE

Izmedu niza gena kandidata za razvoj cerebrovaskularnih bolesti i ateroskleroze znacajnu
ulogu ima gen za apolipoprotein E. E4 varijanta istog gena koja je udruZena s porastom razine
ukupnog kolesterola i LDL-a, smatra se potencijalnim rizicnim ¢imbenikom u razvoju IMT, a samim
time i moguceg razvoja mozdanog udara (108). Apolipoprotein E (ApoE) sastavni je dio
hilomikrona, VLDL-a, IDL-a i HDL-a. Rijec je o polipeptidu koji se primarno sintetizira u jetri i mozgu,
ali i u drugim tkivima. Ima ulogu posredovanja u vezanju lipoproteina na LDL-receptor, receptor za
hilomikrone i neke receptore na povrsini trombocita, time sudjeluje u homeostazi kolesterola i
triglicerida. Apolipoprotein E utjeCe na unutarstanicni transport lipoproteina zajedno s heparan-
sulfat-proteoglikanima, a moze stimulirati i proliferaciju limfocita T. Gen za ApoE smjesten je na 19.
kromosomu, a ¢ine ga Cetiri eksona i tri introna od 3597 nukleotida. Genske varijacije ApoE lokusa
(E2, E3 i E4) razlikuju se u troslovnim zapisima gena i u skladu s tim i aminokiselinskoj sekvenci
arginina i cisteina na mjestima 112 i 158. ApoE3 ima cistein na mjestu 112 i arginin na mjestu 158,
Apo E2 ima cistein, a ApoE4 arginin na oba mjesta, Sto rezultira sa Sest zajednickih fenotipova i
genotipova, tri homozigotna i tri heterozigotna; E2/2, E3/3, E4/4, E2/3, E2/4, E3/4. Najcesdi
genotip je ApoE3/3 i pojavljuje se kod otprilike 80% zdrave populacije (normalni genotip). ApoE2/2

homozigotni genotip povezan je s hiperlipidemijom tipa Il koja je uzrok koronarne bolesti u ranijoj
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dobi u 5% slucajeva, dok se heterozigotne varijante Apo E2/3 i ApoE2/4 povezuju s obiteljskom
hiperkolesterolemijom. Identifikacija alela ApoE2 kao rizicnog ¢imbenika kardiovaskularnih bolesti
ima prediktivno znadenje i pomaZe u prevenciji bolesti. Homozigotni genotip ApoE4/4 i
heterozigotni oblik ApoE3/4 povezani su s povisenim kolestrerolom, koji pridonosi razvoju
kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti. Utvrdeno je cesée pojavljivanje genotipa ApoE3/4 i
ApoE4/4 kod infarkta miokarda u muskaraca srednje dobi, te kod angiografski utvrdene
ateroskleroze i razvoja mozdanog udara. Alel E4 znatno povecava koncentraciju kolesterola
pridonosedi relativnoj predispoziciji za aterosklerozu, a pojavnost tog alela veéa je u osoba s
kardiovaskularnom boles¢éu. Mnoge studije analizirale su utjecaj i povezanost ovog gena s
razvojem IMT, a samim time pojave mozdanog udara, pri tome stavljajuéi naglasak na E4 alel.
Elosua R i suradnici u studiji Framingham Offspring pronasli su da je alel E2 udruzen s nizom
stopom pojavnosti karotidne ateroskleroze, dok je alel E4 kod muskaraca s dijabetesom povezan s
vec¢om ucestaloséu IMT (109). Provedena meta-analiza od strane McCarron MO i sur. pokazala je
znacajnu povezanost E4 alela i moZdanog udara (110). Studija provedena u Belgiji analizirala je
povezanost gena ApoE i ishemijskog moZdanog udara, odnosno intrakranijske subklinicke
ateroskleroze. Ista je pokazala znacajnu pozitivhu vezu izmedu ApoE4 alela i intrakranijske
ateroskleroze, a negativnu s pojavom mozdanog udara (111). Nedavna studija provedena medu
mladom populacijom Talijana pokazala je da ApoE E4 alel i puSenje cigareta djeluju sinergisticki,
povecavajudi vjerojatnost za razvoj ishemicnog cerebralnog inzulta kod pojedinca (112). Szolnoki Z
i suradnici u provedenoj studiji takoder su pokazali da prisutnost E4 alela djeluje sinergisticki s
pusenjem, hipertenzijom, dijabetesom, kao i konzumiranjem visokih koli¢ina alkohola na razvoj
ishemicnog cerebralnog inzulta (113). Unatoc¢ postojanju dokaza o povezanosti gena ApoE i razvoja
cerebrovaskularnih bolesti, radi Sto preciznije procjene utjecaja istog potrebna su daljnja

istrazivanja.

1.8.5. Gen MTHFR

Hiperhomocisteinemija je rizi¢ni ¢imbenik za razvoj ateroskleroze i njenih komplikacija
poput infarkta miokarda, mozdanog udara, periferne bolesti krvnih Zila. Studije in vitro pokazale su
da homocistein dovodi do ostecenja endotela i potice proliferaciju glatkih misiénih stanica (114).
Nadalje, utjeCe i na komponente ekstracelularnog matriksa, lipoproteinske oksidacije, utjece na
funkcije trombocita i proces koagulacije. Enzim metilentetrahidrofolat-reduktaza (MTHFR)

katalizira demetilaciju N'e-metilentetrahidrofolata u N5-metiltetrahidrofolat, koji je glavni oblik
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folata u cirkulaciji. Produkt ove reakcije, N5-metiltetrahidrofolat, glavni je donor metilne skupine
pri remetilaciji homocisteina u metionin tako da je MTHFR jedan od regulacijskih enzima u
metabolizmu tetrahidrofolata i sintezi nukleinskih kiselina. Poremecaj u aktivnosti enzima MTHFR
dovodi do hiperhomocisteinemije i niske razine metionina. Blokiranje remetilacije homocisteina u
metionin dovodi do poremedaja rasta, diferencijacije i funkcioniranja stanica zbog nemogucnosti
sinteze nukleinskih kiselina, lipida i proteina. Homocistein je jedan od metaboli¢kih produkata
aminokiseline metionina. Nastaje demetilacijom metionina koji u organizam dospijeva hranom.
Metionin je jedini izvor homocisteina. U cirkulaciji se nalazi ve¢inom vezan za plazmatske proteine,
najvise za albumin (70-90 %), manjim dijelom u obliku disulfida (10-30 %), a tek se 1-2 % nalazi
slobodno u reduciranom obliku. Ako postoji potreba za metioninom, homocistein ulazi u
remetilacijski ciklus i prelazi u metionin pomoc¢u enzima metionin-sintaze uz vitamin B12 kao
kofaktor i N5-metiltetrahidrofolat kao supstrat koji nastaje u reakciji koju katalizira MTHFR. U
fizioloskim uvjetima svi oblici homocisteina filitriraju se u bubregu, reapsorbiraju i oksidacijski
kataboliziraju, tako da se mokracom ne izluCuju znatnije koli¢ine homocisteina. Uzrok povecane
koncentracije homocisteina u plazmi moZe biti promjena aktivnosti enzima koji sudjeluju u
njegovu metabolizmu, manjak folne kiseline i vitamina B12 i toksini (dim cigarete). Gen za MTHFR
nalazi se na kratkom kraku kromosoma 1p36.3. Tockasta mutacija gena MTHFR C677T, zamjena u
jednom paru baza (677G>T) prediktor je fenotipske ekspresije produkta s niskom enzimatskom
aktivnoscu, Sto je nadalje povezano s visokom koncentracijom homocisteina u plazmi i stoga se
smatra idealnim kandidatom genskog polimorfizma za razvoj ishemijkog inzulta (115). Mnoge
studije analizirale su polimorfizam ovog gena koji rezultira razvojem predispozicije za pojavu
mozdanog udara kao i IMT. Neke od njih dokazale su povezanost polimorfizma gena MTHFR,
razvoja IMT i ishemi¢kog mozdanog udara (116,117), dok su neke studije u tome bile neuspjesne
(118). Tri nedavno provedene studije otkrile su povezanost izmedu alela T i rizika od mozdanog
udara, Sto nadalje podrZava ulogu MTHFR gena koji svojim polimorfizmom povecava razinu
homocisteina, a samim time utjeCe na pojavu mozZdanog udara (119,120). Nekoliko studija
pokazalo je pozitivno ovisan odnos izmedu serumske razine homocisteina i rizika razvoj mozdanog
udara (121). Tockasta mutacija C677T u genu MTHFR udruZena je s poveanom razinom
homocisteina u plazmi kao i s rizikom razvoja moZdanog udara, prema objavljenim radovima (122-
124). Najnovija su istraZivanja pokazala da tockastu mutaciju C677T poremeéaja MTHFR moZemo

smatrati rizicnim i epigenetskim biljegom u regenerativnoj medicini.
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2. Hipoteza

Varijabilnost gena, kao sto su APOE polimorfizam E2, E3, E4; ACE polimorfizam
insercijsko/delecijski (I/D); IL-6 polimorfizam -174G>C ; MTHFR tockasta mutacija C677T, moZe u
interakciji s PPARy polimorfizam Prol2Ala utjecati na fenotipski izrazaj razlicitih rizicnih ¢imbenika

ateroskleroze, a posljedi¢no cerebrovaskularnog inzulta.

3. Ciljevi istrazivanja

Cilj istrazivanja je prosSirenje spoznaja o genomskim biljezima i njihovim medusobnim
odnosima koji bi mogli imati vaznu ulogu u nastanku i moduliranju rizi¢nih faktora u razvoju
ateroskleroze i cerebrovaskularne bolesti —ishemijskog mozdanog udara.

SPECIFICNI CILJEVI:

1. Odrediti prediktivnu vrijednost nekih varijabilnih oblika gena kao rizi¢nih ¢imbenika CVI.

2. lIspitati interakcije izmedu varijanti gena transkripcijskog faktora PPARy i njegovih

ciljnih gena IL-6, ACE, APOE i MTHFR te Cimbenika okolisa i njihovu povezanost s
razvojem ishemijskog mozdanog udara.

3. Ustanoviti ulogu pojedinih i ukupnih genskih varijanti te interakcija gen — gen i gen —

okolis kao prediktivnih ¢imbenika rizika.
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4. Ispitanici i metode

4.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno u Klinici za neurologiju Klinickog bolni¢kog centra Zagreb, u
razdoblju izmedu rujna 2009. i sijecnja 2012. godine. U istraZivanju je sudjelovao ukupno 301
ispitanik (157 Zena i 144 muskarca) hrvatskoga podrijetla, ukljuujuéi 114 bolesnika s ishemijskim
mozdanim udarom i 187 zdravih ispitanika. Grupa ispitanika ukljucila je pacijente hospitalizirane
na Klinici za neurologiju, pod klinickom slikom akutnog ishemijskog moZdajnog udara, dok su
zdravi ispitanici odabrani izmedu ¢lanova bolnickog osoblja Klinickog bolnickog centra koji su
obavljali redoviti sistematski pregled, a koji su antropometrijski i sociodemografski bili Sto
uskladeniji s ispitanicima. Provedeno istraZivanje odobreno je od strane Etickog povjerenstva
Klinickog bolnickog centra Zagreb u okviru projekta “Funkcijaska genomika i proteomika rizi¢nih
¢imbenika ateroskleroze”. (108-1080134-0136) Svi ispitanici ukljuceni u istraZivanje potpisali su
obrazac o dobrovoljnom pristanku nakon podrobnog informiranja o svrsi i tijeku ispitivanja. U
istrazivanje su ukljuceni pacijenti koji su zadovoljavali sljedece kriterije: 1) dob 18-65 godina, 2)
Kompjutoriziranom tomografijom (Computed Tomography - CT) dokazan ishemijski mozdani udar.
Kriteriji za iskljucivanje bili su: 1) Diabetes mellitus (DM); 2) hemoragijski mozdani udar 3) Dob > 65,
te 4) indeks tijelesne mase (BMI) >30. Rizi¢ni faktori koje smo pratili unutar obiju skupina bili su:

1. hipertenzija, tj. vrijednost arterijskog krvnog tlaka RR >140/90 mmHg (prema Svjetskoj

zdravstvenoj organizaciji)

2. hiperlipidemije: vrijednost kolesterola iznad 5.0 mmol/L, LDL kolesterola iznad 3.0

mmol/L, te vrijednost triglicerida iznad 1.7 mmol/L

3. indeks tjelesne mase (BMI) > 30 kg/m2 (The American Heart Association)

4. pusenje: aktivni pusaci zadnjih 5 godina

5. tjelesne aktivnosti: manje od 30 min. dnevne aktivnosti 3-4 puta u tjednu (Setnja, brzo

hodanje, voZnja biciklom, itd.) (The American Heart Association ili The American
College of Sports Medicine)

U slucaju da su sudionici uzimali lijekove, primijenjene su formule radi korekcije onih
biokemijskih i klinickih parametara na koje su lijekovi mogli utjecati. Primijenjene formule su
rezultat velikog broja klinickih ispitivanja (125,126). Tako su vrijednosti sistolickog (SBP) i

dijastolickog (DBP) krvnog tlaka za ispitanike koji su uzimali antihipertenzivnu terapiju korigirane
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prema formuli: SBP +14.8 mmHG i DBP +10.5 mmHG. Vrijednosti triglicerida i HDL kolesterola
korigirane su prema formuli: TG/(1-15.2/100) i HDL/(1+6.1/100). Svi anamnesticki podaci
ispitanika, podaci o obiteljskoj anamnezi (kardiovaskularne bolesti, hipertenzija, debljina), podaci
o uzimanju lijekova, nalazi fizikalnog pregleda, upisivani su u za to sastavljen obrazac prilagoden za
racunalnu obradu podataka. Svim ispitanicima zabiljezeni su podaci o dobi, spolu, tjelesnoj tezini,
visini pojedinca, kao i sociodemografski podaci. Antropometrijaska mjerenja su ukljucivala
mjerenja tjelesne tezine, visine te mjerenje sistolickog i dijastolickog krvnog tlaka. Indeks tjelesne
mase (BMI) izraCunat je tako da se tjelesna masa izrazena u kilogramima podijelila s kvadratom
tjelesne visine izrazene u metrima. Ucinjene su standardne hematoloSke, koagulacijske i
biokemijske pretrage krvi, neuroradioloska obrada, te molekularno geneticke pretrage u sklopu
specijalne laboratorijske dijagnostike rizicnih ¢imbenika ateroskleroze (ACE, APO-E, MTHFR, PPAR-
Y, IL-6).

4.2. Metode

U istrazivanju su koristeni sljedeci analiticki postupci:
1. izdvajanje genomske DNA iz pune krvi; metoda isoljavanja

2. analiza DNA: PCR/RFLP; PCR u stvarnom vremenu; kapilarna elektroforeza

4.2.1. Analiticki uzorci

Za biokemijsku analizu koristen je svjeZi serum, ispitanicim je uzeto 5 ml svjeZe krvi nataste
u epruveti bez antikoagulansa. Za izdvajanje DNA koristena je puna krv s antikoagulansom EDTA, 5

ml svjeZe krvi, pohranjene na +4 °C ili pohranjene na -70 °C

4.2.2. Biokemijske analize

Koncentracije ukupnog kolesterola (TC), triglicerida (TG), HDL, LDL kolesterola i razina
glukoze u serumu odredivane su standardnim biokemijskim metodama na automatskom
analizatoru Olympus AU2700 (Olympus, Tokyo, Japan). Vrijednost ukupnog kolesterola odredivana
je spektrofotometrijski s kolin-esterazom (CHOD-PAP metoda), enzimskim kolorimetrijskim testom
za klinicko kemijske analizatore uz koriStenje komercijalnog kompleta reagensa Olympus System
reagent 800. Koncentracija HDL kolesterola je odredivana iz seruma Qunatolip taloZnom metodom

na automatskom analizatoru uz koriStenje komercijalnog Qunatolip Immuno AG kompleta
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reagensa (Vienna, Austria). Koncentracija TG-a u serumu je odredivana spektrofotometrijski s
glicerolfosfat-oksidazom (GPO-PAP metoda), enzimskim kolorimetrijskim testom za klinicko-
kemijske analizatore uz koriStenje komercijalnog kompleta reagensa Olympus System reagent 800.
Koncentracija LDL kolesterola u serumu odredivana je racunski neizravhom metodom prema
Friedewaldovoj jednadzbi: ¢(LDL-C)=c(TC)-[c(TG)/2,2]-c(HDL-C)

Napomena:

Jednadiba se ne moZe primijeniti ako su u serumu prisutni hilomikroni i ako su
koncentracije TG-a u serumu veée od 4.6 mmol L (izratunate vrijednosti za LD kolesterol su
preniske). U tom slucaju LDL-C je odreden homogenom metodom s kolesterol-esterazom i
kolesterol-oksidazom (Randox Laboratories, Crumlin, UK). Koncentracija glukoze odredivana je
spektrofotometrijski (pri valnoj duljini od 500 nm) s glukoza-oksidazom (GOD-PAP metoda) uz
koristenje kompleta reagensa Olympus System Reagent 800. Navedene biokemijske analize

provedene su u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Zagreb.

4.2.3. Analiza DNA

Pribor:

e Za izdvajanje DNA: sterilne plasti¢ne epruvete od 50 mL sa ¢epom (GE Healthcare,
Svedska)

e Za izdvajanje i pohranu DNA: sterilne epruvete od 2 mL sa ¢epom (Eppendorf,
Njemacka)

e Za umnoZavanje DNA: sterilne polipropilenske epruvete od 0.2 ml (Eppendorf,
Njemacka)

e Sterilna Pasteurova pipeta, sterilno stakleno posude: Erlenmayerova tikvica, ¢asa

e Automatske pipete volumena 1-100 uL (Eppendorf, Njemaka), sterilni nastavci za
automatske pipete (Eppendorf, Njemacka)

Kemikalije za izdvajanje DNA:

e Za hemolizu (za pripremu 1000 mL otopine): NH4Cl (155 mM) 82.9 g (Merk); KHCO;
(10 mM) (Merk); NaEDTA (1 mM) 3.72 g (Kemika); Sterilna, destilirana H,O,
dopuniti do 1000 mL.

e Za rasprsivanje stani¢nog taloga STE-otopina (S-sodium; T-tris; E-EDTA) (za pripremu
1000 mL otopine): Tris (10 mM) 12.1 g (Merk); NaCl (75 mM) 43.83 g (Merk);
Na,EDTA (24 mM) 89.33 g (Kemika); Sterilna, destilirana H,0, dopuniti do 1000 mL.
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Zasicena otopina NaCl (100 mL otopine): NaCl 35 g; Sterilna, destilirana H,0,
dopuniti do 100 mL

Enzim za razgradnju proteina (za pripremu 50 mL otopine), otopina pronaze: Nalg
pronaze izdvojene iz vrste Streptomyces griseus (Roche) dodati sterilnu destiliranu
vodu do volumena 50 mL. Autodigestirati u termostatu 2h na 37°C. Razdijeliti
otopinu u plastiéne epruvete volumena 1.5 mL. Cuvati pri temperaturi -20°C.
10%-tna otopina natrijevog dodecil-sulfata (SDS) (za 500 mL otopine): SDS 50 g
(Roche); Sterilna, destilirana H,0, dopuniti do 500 mL.

100%-tni etanol.

Tris-EDTA pufer (TE-pufer) (za pripremu 1000 mL pufera): Tris (10 mM) 1.21 g
(Merk); Na,EDTA (1 mM) 0.37 g (Kemika); Sterilna, destilirana H,O, dopuniti do
1000 mL; Podesiti pH na 7.5 sa HCL.

Kemikalije za umnazanje DNA:

Tag Dna polimeraza (Roche Diagnostics, Njemacka);

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

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

Pocetnice (Tib MolBiol, Njemacka);

Restrikcijske endonukleaze s pripadajuc¢im puferom (Roche, NewEngland Biolabs);
Molekularni biljeg XlII (Roche Diagnostics, Njemacka);

Agaroza (Invitrogen, SAD);

H,0 sterilna destilirana.

Oprema:

Centrifuge 5810R (Eppendorf, Njemacka) — uredaj za centrifugiranje s hladenjem;
Termostat - Heratherm (Thermo Scientific, SAD);

Centrifuga — Heraeus Biofuge Pico (Thermo Scientific, SAD);

Termoblok GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, SAD);

Vibracijska mijesalica, Techno Kartell (Koetterman, Njemacka);

Uredaj za vorteksiranje (BioRad, SAD);
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e Vodena kupelj, HumAqua 5 (Human, Njemacka);
e Sustav za elektroforezu (Sub-Cell 96, BioRad, SAD);

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

4.2.3.1. lzdvajanje DNA metodom isoljavanja

Izdvajanje genomske DNA iz pune krvi provedeno je prema metodi Millera i suradnika
(127). Metoda se temelji na izdvajanju limfocita iz uzorka periferne krvi, lizi stanica te enzimskoj i
kemijskoj ekstrakciji sa svrhom uklanjanja stani¢nih proteina, RNA i drugih makromolekula, nakon
Cega slijedi taloZzenje DNA u apsolutnom etanolu.

Postupak:

U epruvetama sa ¢epom volumena 50 mL na 5 mL krvi dodano je 30 mL pufera za hemolizu.
Sadrzaj epruvete je pailjivo promije$an i inkubiran 20 min na ledu (-20°C). Zatim je uzorak
centrfiugiran 10 min na 4000 rpm pri temperaturi +4°C. Supernatant je odstranjen, a preostali
talog je dobro ispran s 10 mL pufera za hemolizu 1x i ponovno centrifugiran pri istim uvjetima. Cisti
talog je zatim snaznim protresanjem rasprsen u 3 mL STE-liza pufera. Potom je dodano 400 uL 10%
otopine natrijevog dodecyl sulfata (SDS-a), te 200 uL pronaze. Smjesa je lagano promijesana i
inkubirana na 37°C preko noéi. Nakon inkubacije proteini i ostaci stanica uklonjeni su isoljavanjem,
koje je provedeno dodavanjem 1 mL zasi¢ene otopine NaCl te snaznim mijeSanjem i
centrifugiranjem 10 minuta na 4000 rpm. Supernatant je nakon centrifugiranja prenesen u Cistu
epruvetu od 50 mL i oprezno mu je dodano 10 ml hladnog apsolutnog etanola. Blagim okretanjem
epruvete na povrsinu je isplivala DNA te je paZljivo uz pomo¢ Pasteurove pipete prenesena u
semimikro epruvetu od 1,5 ml i stavljena na sudenje u termostat na +37°C, 1 sat dok etanol ne
ispari. DNA je zatim otopljena u 500 pL pufera Tris-EDTA (TE-pufer) i stavljena na inkubaciju preko
noéi na 37°C. Tako izdvojena DNA &uvana je na temperaturi od +4°C otopljena u TE-puferu ili na -

20°C u apsolutnom etanolu.

4.2.3.2. Genotipizacija

Postupak:
Genotipizacija polimorfizama PPARy Pro12Ala, IL-6 -174G/C provedena je metodom PCR-
reakcija polimerazom — (polimorfizam duljine restrikcijskih ulomaka)

Genotipizacija polimorfizama MTHFR C677T, ACE 1/D i APOE E2/E3/E4 provedena je
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metodom PCR (engl. polymerase chain reaction, lan¢ana reakcija polimerazom)

Nacelo PCR metode:

Glavni princip PCR reakcije je u eksponencijalnom umnazanju dijelova DNA koji sadrze gene
od interesa. Analiza mogudih genskih promjena (mutacija, delecija, translokacija) provodi se na
umnozenim produktima. Uz prisutnost enzima DNA-polimeraze, odgovarajucih oligonukleotidnih
pocetnica, deoksiribonukleotid-trifosfata (dATP, dCTP, dGTP i dTTP) i iona I\/Ig2+ selektivno
povecéavamo koli¢inu ciljanog fragmenta. PCR postupak sastoji se od tri faze:

1. Denaturacija DNA zagrijavanjem na 94-96°C, pri éemu nastaje jednolanana DNA

2. Vezanje (engl. annealing) po&etnica pri temperaturi 50-65°C

3. Sinteza novog lanca komplementarnih regija DNA omedenoj pocetnicama pomocu

termostabilne polimeraze na temperaturi od 72°C

U sljedeéem ciklusu novostvorene molekule DNA postaju kalup. Da bi se dobilo dovoljno
genetickog materijala za sljedecée analize umnazanje se provodi kroz 25-35 ciklusa. Optimalni uvjeti
za svaku PCR reakciju tj. koncentracije DNA-polimeraze, po&etnica, Mg** i genomske DNA, te
temperature i vrijeme pojedinih faza ciklusa ovise o analitickom sustavu i ispituju se za svaki
pojedini ulomak DNA. Nakon umnaZzanja »L PCR umnaka analizira se u 2% agaroznom gelu s
etidijevim bromidom. Kod PCR-RFLP metode pozitivni uzorci se podvrgavaju daljnoj analizi
odnosno razgradnji inkubacijom s odgovarajué¢im restrikcijskim endonukleazama, Sto rezultira
ulomcima razli¢ite duljine ovisno o genotipu. Heterozigotne osobe imaju ulomke tipicne za “divlji
tip” (engl. wild type) i mutirane alele. Digestirani uzorak razdvaja se u 2-4% gelu. Zajedno s
uzorcima na gel se nanosi i molekularni biljeg od 50-750 pb (molekularni biljeg XIll) koji sluzi kao
standard duljine ulomaka. Nakon provedene elektroforeze na uredaju za vizualizaciju gelova (G-
box), usporeduju se vrpce DNA uzoraka s vrpcama molekularnog biljega DNA. Reakcije PCR radene

su na uredaju GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

Genotipizacija polimorfizma PPARy Pro12Ala

Metoda PCR-RFLP koriStena je za dokazivanje alela PPARy Pro i Ala (128).
Primarni uzorak / spremnik: venska krv/ epruveta s podtlakom s otopinom K- ili Na-EDTA

(ljubicasti ¢ep) za vensku krv.
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Tablica 1. Oprema i reagensi:

R. br. Reagens Proizvodac Kataloski broj

Tag DNA polymerase 5 U/uL ili Tag DNA

polymerase 1 U/pL 11 146 165 001

1. Roche
10X PCR buffer 11 647 687 001
Deoxynucleoside Triphosphate Set, PCR
2. Grade, 100 mM Roche 11 969 064 001
DNA Molecular Weight Marker XIll (50-
3. 750 bp) 50 parova baza Roche 11721 925 001
4. Agaroza GellyPhor LE EuroClone EMR010100
5. 10X NE2 buffer BioLabs R0518S
6. BSTU1 10 U/uL BioLabs R0518S
Pocetnice: Proizvodac:
RF 5'- GCC AAT TCA AGC CCA GTC -3' Tib MolBiol

5'- GAT ATG TTT GCA GAC AGT GTA . .
PPARR TCA GTG AAG GAA TCG CTT TCC - 3' Tib MolBiol

Kao referentni materijal upotrebljavala se pozitivha kontrola (u ovom slucaju heterozigot) i
slijepa proba (voda).

Faza postupka: DNA za analizu izolirana je iz primarnog uzoraka, venska krv. Reagensi za
pripravu PCR reakcijske smjese izvadeni su iz zamrzivaca, otopljeni na sobnoj temperaturi,
promijesani na muckalici, centrifugirani 3-5 sekundi na 3000 rpm (okretaja u minuti) i pipetirani.
PCR reakcijska smjesa se lagano promijeSala pipetom nakon S$to su dodani svi sastojci, i
centrifugirala 3-5 sekundi na 3000 rpm. Nakon dodavanja DNA uzorka u PCR reakcijsku smjesu,
tubice smo vorteksirali i stavili u PCR termoblok na program amplifikacije DNA koji odgovara

navedenoj pretrazi.
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Tablica 2. Reakcijska smjesa

PCR PPAR -Sastojci reakcijske smjese (25 pL)

Volumen
Mix: Konc. u reak smjesi
[uL]
steril. dest. voda 15,75
10X PCR pufer
2,5 1.5 mM
(15 mM MgCl2)
dNTP mix (5 mM) 2,5 0.5mM
PPARR (5 uM) 1 0.5 uM
PPARF (5 uM) 1 0.5 uM
DNA 1 200 ng
Taq DNA Polymerase
1U/ pL 1,25
ili
0,05 U/uL
5U/L 0,25

Tablica 3. Uvjeti PCR reakcije na uredaju LightCycler su:

program: DENATURACIJA

broj segmenta temperature target (°C) hold time (sec) cycles
1 94 600 1
program: AMPLIFIKACIJA
broj segmenta temperature target (°C) hold time (sec) Cycles
1 denaturacija 94 60
2 annealing 60 35 30
3 ekstenzija 72 60
program: FINALNA EKSTENZIJA
broj segmenta temperature target (°C) hold time (sec) Cycles
1 72 600 1
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Analiza PCR produkta: provedena je na podlozi za elektroforezu koja se pripremila od 2%
gela volumena 50 mL od GellyPhor EMR010100 agaroznog praha. U jaZice gela nanijeli smo po 10
pL PCR produkata uzoraka pomij8anih sa 2uL loading buffera. U jednu jaicu nan ijeli smo 2 uL
molekularnog markera Xlll pomijeSanog sa 2uL loading buffera i 6 uL destilirane vode ili 10X TBE
pufera. Veli¢ine DNA fragmenata odredivali smo na G-box uredaju za snimanje gelova. Uz uzorke
koji se ispituju nalazio se i kontrolni uzorak heterozigotnog genotipa. Elektroforeza je trajala oko
30 minuta na 110 V. Ako se PCR produkt umnozio, odnosno ako su se vidjeli DNA fragmenti na G-
box uredaju, provodila se digestija PCR produkta. PCR produkt se preko no¢i digestira u vodenoj

kupelji na 60°C.

Tablica 4. Reakcijska smjesa Tablica 5. Interval zvjestavanja rezultata
Digestija PPAR Sastojci reakcijske smjese (10 uL) Genotip: Broj baznih parova:
. Volumen Konc. u reak CC (Pro12Pro) 270
Mix: [uL] smjesi
CG (Prol12Ala) 270/227
PCR produkt > GG (Ala12Ala) 227
NE2 buffer 1 10X
BSTU1 (10
0,5 0,5 U/uL
U/uL) /u
ster. dest. 35
voda

SO e s D SR B e e 270pb

— 2- / pb

Prol2Ala Prol2Pro Prol2Pro Prol2Pro Prol2Pro Prol2Pro Prol2Pro Prol2Ala Prol2Pro Alal2Ala

SLIKA 4. ANALIZA POLIMORFIZMA PPARI PRO12ALA
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Genotipizacija polimorfizma /L-6 -174G>C

IL-6 genotipizacija provedena je PCR/RFLP metodologijom i elektroforezom u gelu agaroze

(129).

Primarni uzorak/ spremnik: venska krv/ epruveta s podtlakom s otopinom K- ili Na-EDTA

(ljubicasti ¢ep) za vensku krv.

Tablica 6. Oprema i reagensi

R. br. Reagens Proizvodac Kataloski broj
Tag DNA polymerase 5 U/pL ili
11 146 165 001
1. Tag DNA polymerase 1 U/pL Roche
10X PCR buffer 11 647 687 001
Deoxynucleoside Triphosphate Set, PCR
2. Grade, 100 mM Roche 11 969 064 001
DNA Molecular Weight Marker XIlI
3. Roche 11721925001
(50-750 bp) 50 parova baza
4. Agaroza GellyPhor LE EuroClone EMR010100
5. 10X NE4 buffer BioLabs R0125S
6. Nla 11110 U/L BiolLabs R0125S
7. 100X BSA (10 pg/uL) BioLabs R0125S
Pocetnice: Proizvodac:
5'-TGA CTT CAG CTT TACTCT . .
IL-6 F TGT- 3" Tib MolBiol
5'- CTG ATT GGA AAC CTT ATT . .
IL-6 R AAG- 3' Tib MolBiol

Kao referentni materijal upotrebljava se pozitivha kontrola (u ovom slucaju heterozigot) i
slijepa proba (voda). Da bi pretraga bila valjana, pozitivha kontrola mora biti proglasena
pozitivnom, a slijepa proba mora biti bez znakova kontaminacije.

Faza postupka: DNA za analizu izolirana je iz primarnog uzorka, venska krv. Reagensi za
pripravu PCR reakcijske smjese izvadeni su iz zamrzivaca, otopljeni na sobnoj temperaturi,

promijesani na muckalici (osim enzima), centrifugirali su se 3-5 sekundi na 3000 rpm (okretaja u
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minuti) i pipetirali. PCR reakcijske smjese su lagano promijeSane pipetom nakon $to su dodani svi

sastojci, i centrifugirni 3-5 sekundi na 3000 rpm.

Tablica 7. Reakcijska smjesa

PCR IL-6 - Sastojci reakcijske smjese (25 pL)

Mix: Volumen [pL] Konc. u reak smjesi
steril. dest. voda 15,75
10X PCR pufer
2,5 1.5 mM
(15 mM MgCl2)
dNTP mix (5 mM) 2,5 0.5 mM
IL-6 R (5 pM) 1 0.5 uM
IL-6 F (5 pM) 1 0.5 uM
DNA 1 100 ng
Taq DNA Polymerase
1U/puL 1,25
ili
0,05 U/L
5U/L 0,25

Nakon dodavanja DNA uzorka u PCR reakcijsku smjesu, tubice smo vorteksirali i stavili u

PCR termoblok na program amplifikacije DNA.
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Tablica 8. Uvjeti PCR reakcije na uredaju LightCycler su:

broj segmenta

temperature targt

hold time (sec)

Cycles

1

94

600

1

broj segmenta temperature target hold time (sec) Cycles
1 denaturacija 94 60

2 annealing 55 35 30

3 ekstenzija 72 60

broj segmenta

temperature target

hold time (sec)

1

72

600

Analiza PCR produkta: provedena je na podlozi za elektroforezu koja se pripremila od 2%

gela volumena 50 mL od GellyPhor EMR010100 agaroznog praha. U jaZice gela nanijeli smo po 10

pL PCR produkata uzoraka pomijeSanih sa 2uL loading buffera. U jednu jaicu

nanijeli smo 2 pL

molekularnog markera Xlll pomijesanog sa 2uL loading buffera i 6 uL dest ilirane vode ili 10X TBE

pufera. Veli¢ine DNA fragmenata odredivali smo na G-box uredaju za snimanje gelova. Uz uzorke

koji se ispituju, nalazio se i kontrolni uzorak heterozigotnog genotipa. Elektroforeza je trajala oko

30 minuta na 110 V. Ako se PCR produkt umnozZio, odnosno ako su se vidjeli DNA fragmenti na G-

box uredaju, provodili smo digestiju PCR produkta. PCR produkt se preko noci digestirao u

termostatu na 37°C.
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Tablica 9. Reakcijaska smjesa

Tablica 10. Izvjestaja rezultata

Digestija IL-6 Sastojci reakcijske smjese (10 pL) Genotip: Broj baznih parova:
. Volumen Konc. u reak GG 167
Mix: L] smjesi ac 167/122
PCR produkta 5 cc 122
NE4 buffer 1 10X
l\l(lla(,":, ) 0,5 0,5 U/uL
10X BSA (1 uMm) 2 0,2 uM
ster. dest. voda 1,5
167 pb
122 pb

: - GG..GG

GG GC GC CC GC GG GC

-

SLIKA 5. ANALIZA POLIMORFIZMA IL-6 -174G>C
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Genotipizacija polimorfizma ACE |/D

Utvrdivanje alela ACE 1I/D, provedeno je elektroforezom produkata PCR-a u agaroznom
gelu.

Nacelo mjerenja: Umnazanje odsjecaka DNA od interesa PCR-om te njihova elektroforeza i
vizualizacija u agaroznom gelu uz usporedbu s odgovaraju¢im molekularnim markerom kao
standardom velicine.

Primarni uzorak: puna krv - stabilnost na 4°C 30 dana;

Sekundarni uzorak: vodena otopina

Tablica 11. Oprema i reagensi

Reagensi za PCR Proizvodac Pohrana i stabilnosti
Taq DNA polimeraza - Pohraniti pri temperaturi od -15 do -25°C do
10X PCR reakcijski pufer sa 15 mM Roche datuma isteka roka trajanja oznacenog na
MgCl, kompletu reagenasa.

Pohraniti pri temperaturi od -15 do -25°C do
Roche datuma isteka roka trajanja ozna¢enog na
kompletu reagenasa.

Set deoksinukleozid trifosfata, PCR
Grade, 100 mM

Sterilna destilirana voda za PCR

Pocetnice

ACE-1-5"-CTG GAC ACC ACT CCC

ATC CTT TCT-3 Tib- Dugotrajna pohrana u resuspendiranom i
ACE-2-5"-GAT GTG GCC ATC ACA MolBiol alikvotiranom obliku pri temperaturi -20 °C.
TTC GTCAGAT-3’

Koncentracija mati¢nih otopina pocetnica iznosi 100 uM (100 pmol/ uL).

Faza postupak: Reagensi su za pripremu reakcijske smjese PCR otopljeni na sobnoj
temperaturi, promijesani u vrtloZznoj mjesalici (osim enzima), centrifugirani u mikrocentrifugi 3-5
sekundi kako bi se sadrzaj bocica spustio na dno, te su pipetirani. Nakon $to su dodani svi sastojci,
PCR reakcijska smjesa lagano se promijeSala protresanjem zacepljene epruvete su potom

centrifugirane u mikrocentrifugi 3-5 sekundi.
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Tablica 12. Reakcijska smjesta

PCR ACE - Sastojci reakcijske smjese (Volumen 25 pL)

Volumen [pL]

Konacna koncentracija

steril. dest. voda

10X PCR pufer sa 15 mM MgCl, 2,5 1,5 mM
Mjesavina dNTP (5 mM ukupno) 2,5 0,5mM
ACE-1 (5 puM) 2,5 0,5 uM
ACE-2 (5 puM) 2,5 0,5 uM
DNA 2,5 200 ng

Taq DNA polimeraza (-) . 1U

Nakon dodavanja uzorka DNA u PCR reakcijsku smjesu, PCR epruvete je zacepljena,

vorteksirana, kratko centrifugirana i stavljena u uredaj za PCR na program amplifikacije DNA pod

nazivom ACE Ciji su uvjeti navedeni u

tablici:

Tablica 13. Uvjeti PCR reakcije na uredaju LightCycler su:

program: DENATURACIJA

Broj segmenta Temperatura (°C) Trajanje (s) Ciklusa
1 94 420 1
program: UMNOZAVANJE
Broj segmenta Temperatura (°C) Trajanje (s) Ciklusa
1 Denaturacija 94 60
2 Hibridizacija 58 60 25
3 Ekstenzija 72 120
program: FINALNA EKSTENZIJA
Broj segmenta Temperatura (°C) Trajanje (s) Ciklusa
1 72 420 1
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Za potrebe elektroforeze produkata PCR pripremili smo 1,5% agarozni gel volumena 100
mL. Kao standard veli¢ine koristili smo molekularni marker XlIl. Elektroforeza se odvijala u trajanju
od 40 minuta pri uvjetima 110 V i 400 mA. VeliCine i prisutnost odsje¢aka DNA odredivali smo na
uredaju za snimanje i analizu gelova G:BOX Syngene. Genotipizaciju smo provodili tako da smo u
agaroznom gelu analizirali produkte reakcije PCR usporedujuci uzorak nepoznatog genotipa s
odgovaraju¢im molekularnim markerom kao standardom veli¢cinom i kontrolnim uzorkom DNA
heterozigotnog genotipa za I/D polimorfizam. Veli¢ine odsjeCaka DNA za I/D polimorfizam su: Il

genotip = 490 pb; DD genotip = 190 pb; ID genotip =490 / 190 pb

Molekularni
bilieg

SLIKA 6. ANALIZA POLIMORFIZMA ACE I/D

KRATICE: | - insercija, D - delecija ulomka od 287 parova baza Alu ponavljajuceg slijeda

unutar introna 16

Gentipizacija polimorfizma MTHFR C677T

Genotipizacija tocCkaste mutacije C677T (Ala222Val) gena MTHFR provedena je
umnazanjem DNA fragmenta od interesa lanCanom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu
(engl. real-time PCR) te njezinom detekcijom po principu prijenosa energije fluorescentnom
rezonancijom (FRET) (engl. fluorescence resonance energy transfer).

Primarni uzorak / spremnik: venska krv / epruveta s podtlakom s otopinom K- ili Na-EDTA

(ljubicasti ¢ep) za vensku krv.
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Reagensi i oprema: Reagensi su pohranjivani na temperaturi od =15 do —25°C.

Tablica 14. Komplet reagensna

R. br. Reagens Proizvodac Kat. broj

LightCycler FastStart DNA Master Hyb Probe:

1 LightCycler Fast-Start Enzim, 10X konc. Roche 03 003 248
LightCycler Fast-Start Reakcijska Smjesa HybProbe 10X 001
konc.
2. MgClI2 koncentrirana otopina (25 mM) Roche 03 000()31248
3. Sterilna destilirana voda za PCR Roche 03 00051248

Pocetnice: MTH1: 5' CGAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTG

3 Tib-
4. MolBiol
MTH2: 5' AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 3'
Probe: MTHFR-LC:
5'- LC Red640-CgggAgCCgATTTCATCAT-PH X
Tib-
5. (LC: LightCycler Red 640; PH: -3°- fosfat) MolBiol

MTHFR-FL:5'-TgACCTgAAgCACTTgAAggAgAAgETgTC—
FL fluorescein)

Prije uporabe LightCycler FastStart DNA Master Hyb Probe, otpipetirali smo 60 pL
reakcijske smjese u tubicu koja sadrzi Fast start enzim — kona¢na mjeSavina sadrzavala je FastStart
Tag DNA polimerazu, reakcijski pufer, dNTP smjesu (sa dUTP umjesto dTTP) i 10 mM MgCl,,

Faza postupka: DNA za analizu izolirana je iz primarnog uzoraka: venska krv. Reagensi za
pripravu PCR reakcijske smjese izvadeni su iz zamrzivaca, otopljeni na sobnoj temperaturi,
promijesani na muckalici (osim enzima), centrifugirani 3-5 sekundi na 3000 rpm (okretaja u minuti)
i pipetirani. PCR reakcijska smjesa lagano se promijesala pipetom nakon sto su dodani svi sastojci, i
centrifugirala 3-5 sekundi na 3000 rpm, potom se razdijelila u kapilare, dodao se pojedinacni DNA
uzorak te, voda kao slijepa proba, kapilare smo zatvorili gumenim cepovima te ponovno

centrifugirali 3-5 sekundi na 3000 rpm u metalnim adaptorima.
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Tablica 15. Reakcijska smjesa

PCR MTHFR - Sastojci reakcijske smjese (20 uL)

Volumen
LC-kapilara Konc. u reak smjesi

[mpL]

Steril. dest. voda 10,8
MgCl, (25mM) 1,20 1.5 mM

Master miks 2,00
MTH1 (10 uM radna otopina) 1,00 0.5 uM
MTH2 (10 pM) 1,00 0.5 uM
MTHFR1 (4 uM radna otopina) 1,00 0.2 uM
MTHFR2 (4 pM) 1,00 0.2 uM
DNA 2,00 100 ng
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Tablica 16. Uvjeti PCR reakcije na uredaju LightCycler su:

program: DENATURACIJA

broj segmenta temperature target (°C) hold time (sec) slope (°C/sec) Cycles

1 95 600 20 1

program: AMPLIFIKACIJA

broj segmenta temperature target (°C) hold time (sec) slope (°C/sec) Cycles
1 95 5 20
2 55 10 20 40
3 72 19 20

program: MELTING CURVE ANALYSIS

broj segmenta temperature target (°C) hold time (sec) slope (°C/sec) Cycles
1 95 20 20
2 40 20 20 1
3 80 0 0.2

program: COOLING

broj segmenta temperature target (°C) hold time (sec) slope (°C/sec) cycles

1 40 30 20 1

Izracunavanje rezultata: Upotrebom hibridizacijskih proba ciljano smo otkrivali promjene u
slijedu nukleotida u DNA, ukljuCuju¢i i promjene u samo jednom nukleotidu na temelju
temperature taljenja (Tm, engl. melting temperature). Tm je ona kod koje je polovica helikalne
strukture narusena. Vezanjem hibridizacijskih proba na jednolanéanu molekulu DNA nastaje
heterodupleks ¢ija Tm (osim o duljini molekule i nukleotidnom sastavu) ovisi o stupnju homologije.
Svaka hibridizacijska proba ima zasebnu ulogu. Jedna se veZe na podrucje DNA u kojem se nalazi
moguca mutacija, a druga se veZe za susjedno podrucje. Genotipizacija se provodila tako da su
rezultati analize u obliku krivulja Tm (karakteristicne vrijednosti za normalni, odnosno mutirani
alel), u kompjutorskom programu preracunavali u prve negativne derivacije promjene
fluorescencije s temperaturom iz Cijih se vrsSnih vrijednosti zatim iS¢itavao genotip analiziranog

uzorka. Homozigotni genotip CC i specificna LightCycler-Red oznacena proba potpuno se sparuju,
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rezultiraju¢i viSom Tm na oko 61.8°C. Heterozigotni genotip pokazuje dva vrha taljenja sa
prikladnim Tm od oko 53.1°C i 61.8°C. Razlika temperature izmedu ova dva vrha taljenja je 8.7°C.
Homozigotni TT genotip i specificna LightCycler-Red oznacena proba ne sparuju se tako dobro, pa

dolazi do snizavanja Tm, s izraZenim samo jednim vrhom taljenja na Tm oko 53.1°C.
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LightCycler Melting Analysis Report

User: LabSertic LightCyeler ID: 2453
Filename: C\LightCyclerd\Users'\LabSertic\Data\ 19,02, 2013 MTHFR.ABRT

LC Run Version: 5.32 LCDA Version: 3.5.28

This experiment was run on Feb 19, 2003 by LabSenic.

Sample Information

Hot. Sample Yame Rep. | Sample| Known Tl | Areal | Tm2 | Area 2| T} | Arexd Sample
Puos.| aof | Type* Cone. ) | (Umitsh | (*C) | (Umies)| (*C) | (Unies) Commenis
| | 3764 ! 6223 | 0361

2 | 3T L 61 87 |19

3 | 3771 L4 £4.42 [0220 G250 (007

4 | 3772 L 54000 [.236 G208 [0.198

5 | 3773 ! 6239 | 344

6| 3774 ! 5428 | 0271 6230 |0122

T | 3775 L] 6222 0412

& | 3765 kontroda-T1 [ 54.15 | 0435

G | 3768 komrole-CT 5 54.18 | 0268 6222 | 21T

10| slijepa proba N

*= P = Positive, U = Unlnewn, N = Negative, 5 = Standard, = > = De-Sclected

SLIKA 7. TEMPERATURE MEKSANJA | KRIVULIE FLUORESCENCIJE UZORAKA ZA MTHFR (PREUZETO 1Z
KOMPJUTORSKOG PROGRAMA ZA LC).
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GENOTIPIZACIJA GENA APOE

Genotipizacija tockastih mutacija u kodonu 112 i 158 gena APOE provedena je umnazanjem
DNA fragmenta od interesa lancanom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real-
time PCR), te njihovom detekcijom po principu prijenosa energije fluorescentnom rezonancijom
(FRET) (engl. fluorescence resonance energy transfer).

Primarni uzorak: venska krv; Komplet reagenasa pohranjen na temperaturi od —15 do —
25°C.

Tablica 17. Komplet reagensa

R. br. Reagens Proizvodac Kat. broj

LightCycler Apo E Mutation Detection komplet reagenasa

(kodon 112 i 158) Roche 3004 716

a) LightCycler — Apo E Mutation Detekcijska smjesa, 5X konc.
pocetnica - neobiljezena

hibridizacijska proba 1 specificna za mutaciju kodona 112
obiljezena LC Red 640 na 5" kraju i fosforilirana na 3" kraju

hibridizacijska proba 2 specificna za mutaciju kodona 158
obiljezena LC Red 705 na 5" kraju i fosforilirana na 3" kraju

hibridizacijske probe 3 i 4 (anchor probe specificne za kodon
112 i 158) obiljezene fluoresceinom na 3" kraju

b) LightCycler — Apo E Reakcijska smjesa, 10X konc.
Taq polimeraza
reakcijski pufer

dNTP mix (sadrzi dUTP umjesto dTTP)

c) Kontrolni DNA kalup (heterozigotna plazmidna DNA kodon
112 i kodon 158) (0.5 ng/uL)

5. d) Sterilna destilirana voda za PCR

Kao referentni materijal upotrijebila se pozitivna kontrola (u ovom slucaju heterozigotna
plazmidna DNA kodon 112 i kodon 158 iz kompleta reagenasa) i slijepa proba (voda). Da bi
pretraga bila valjana, pozitivha kontrola je proglasena pozitivnom, a slijepa proba je bila bez

znakova kontaminacije.
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Faza postupka: DNA za analizu izolirala se iz primarnoga uzroka, venska krv. Reagensi za
pripravu PCR reakcijske smjese izvadili su se iz zamrzivaCa, otopili na sobnoj temperaturi,
promijesali na mucékalici (osim enzima), centrifugirali 3-5 sekundi na 3000 rpm (okretaja u minuti) i
pipetirali. PCR reakcijska smjesa se lagano promijesala pipetom nakon Sto su dodani svi sastojci, i

centrifugirala 3-5 sekundi na 3000 rpm.

Tablica 18. Reakcijska smijesa

PCR APOE -Sastojci reakcijske smjese (20 pL)

LC-kapilara Volumen [uL] Konc. u reak. smjesi
steril. dest. voda 12,0
Apo E Reak smjesa 2,0 1X
ApoE Mut Det smjesta 4,00 1X
DNA 2,00 100 ng
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Tablica 19. Uvjeti PCR reakcije na uredaju LightCycler su:

program: DENATURATION

broj segmenta temperature target (°C) hold time (sec) slope (°C/sec) cycles
1 95 60 20 1
program: AMPLIFICATION
broj segmenta temperature target (°C) hold time (sec) slope (°C/sec) cycles
1 95 0 20
2 60 10 20 45
3 72 10 20
program: MELTING CURVE ANALYSIS
broj segmenta temperature target (°C) hold time (sec) slope (°C/sec) Cycles
1 95 30 20
2 42 240 20 1
3 80 0 0.1
program: COOLING
broj segmenta temperature target (°C) hold time (sec) slope (°C/sec) Cycles
1 40 30 20 1

Izracunavanje rezultata: Upotrebom hibridizacijskih proba ciljano smo otkrivali promjene u
slijedu nukleotida u DNA, ukljucujuéi i promjene u samo jednom nukleotidu, na temelju Tm.
Vezanjem hibridizacijskih proba na jednolanc¢anu molekulu DNA nastaje heterodupleks cija Tn,
(osim o duljini molekule i nukleotidnom sastavu) ovisi o stupnju homologije. Svaka proba ima
zasebnu ulogu. Jedna se veZe na podru¢je DNA gdje se nalazi moguc¢a mutacija, a druga za
susjedno podrucje. Hibrid izmedu DNA i hibridizacijske probe u kojem nema potpune homologije
ima niZzu T,, od hibrida s potpunom homologijom. Genotipizacija se dalje provodila tako da se
rezultati analize u obliku krivulja Tm (karakteristicne vrijednosti za normalni, odnosno mutirani
alel) u kompjutorskom programu preraCunavaju u prve negativne derivacije promjene
fluorescencije s temperaturom iz Cijih se vrsnih vrijednosti zatim iSCitava genotip analiziranog
uzorka. Homozigotni CGC genotipovi (na kodonu 112 i kodonu 158) i specificne LightCycler-Red

oznacene probe potpuno se sparuju, rezultirajuci viSom T, na oko 62.5°C (kodon 112) odnosno
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66°C (kodon 158). Kada je prisutan homozigotni TGC genotip (na kodonu 112 i kodonu 158), zbog

slabijeg (nepotpunog) sparivanja proba s DNA dolazi do pomicanja T., na otprilike 56.0°C (112)

odnosno 57.5°C (158). Heterozigotni genotipovi pokazuju dvije vrine vrijednosti sa odgovarajuc¢im

Tm od oko 56.0°C i 62.5°C odnosno 57.5°C i 66.0°C. Razlika temperature taljenja izmedu ove dvije

vrsne vrijednosti je 6.5°C odnosno 8.5°C. Kombinacijom rezultata analize krivulja fluorescencije i

temp. taljenja na fluorescencijskom kanalu 2 (F2) i fluorescencijskom kanalu 3 (F3) odreduje se

alelna kombinacija ispitivanih uzoraka.

Tablica 20. Izvjestaj rezultata

112 158 REZULTAT
TGC TGC E2/2

TGC CGC E3 E3/3
CGC CGC E4/4
TGC CGC/TGC E2/3
CGC/TGC CGC/TGC E2/4
CGC/TGC CGC E3/4

112-F2: CGC 62,5°C 158-F3: CGC 66°C
CGC/TGC 62,5°C/56°C CGC/TGC 66°C/57°C
TGC 56°C TGC 57,5°C
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LightCycler Melting Analysis Report
User: LabSertic LightCycler ID: 2453
Filename: C:\LightCycler3\Users\LabSertic\Data\09.01.09.apoe. ABT
LC Run Version: 5.32 LCDA Version: 3.5.28
This experiment was run on Jan 09, 2009 by LabSertic
Sample Information
Rot. Sample Name Rep.|Sample| Known Tml | Areal| Tm2 | Area2 | Tm3 | Area3 Sample
Pos. of ...| Type* Conc. (°C) | (Units) | (°C) | (Units) | (°C) | (Units) Comments
1 | 2878 U 56.63 |0.191 |63.29 10.594
2 | 2879 U 56.65 |0.174 |63.34 |0.476
3 | 2880 U 56.76 0.790
4 | 2876 U 56.75 [0.418
* P = Paositive, U = Un} 1, N = Negative, § = Standard, < > = De-Selected

SLIKA 8. TEMPERATURE MEKSANJA | KRIVULJE FLUORESCENCIJE UZORAKA ZA APOE KODON 112 NA KANALU
F2 (PREUZETO IZ KOMPJUTORSKOG PROGRAMA ZA LC)

4. 3. Statisticka obrada podataka

U istrazivanju je koristena deskriptivna statistika za prikaz klinickih podataka (SPSS v. 13.0).
Povezanost sociodemografskih metoda i biokemijskih podataka provjerena je primjenom ANOVA
ili t-testa (SPSSv. 13.0), a prediktivna vrijednost svih sociodemografskih podataka koriStenjem
binarne logisticke regresije (SPSS v. 13.0). Program UNPHASED v. 3.0.10. koriSten je za statisticku
obradu polimorfnih varijanti gena i razina biokemijskih parametara. Odstupanje od Hardy-
Weinbergove ravnotezZe testirano je putem metode Markovljevih lanaca (Guo i Thompson, 1992)
implementirane u programskog paketa Arlequin ver. 3.5.1.2 (Excoffier i Lischer, 2010). Normalnost

distribucije kontinuiranih varijabli testirana je pomocu testa Kolmogorov Smirnov. Kao mjera
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centralne tendencije i rasprSenja, koristeni su medijan i interkvartilni raspon, buduéi da su
distribucije dobi i mRS-kod otpusta statisticki znacajno odstupale od normalne distribucije. Razlike
u medijanima na ove dvije kontinuirane varijable izmedu dviju nezavisnih kategorija nominalnih
varijabli testirane su Mann - Whitney test uz koji je prikazan AUC kao standardizirana mjera
veli¢ine ucinka. AUC izracunat je prema formuli: U / (m * n), gdje je U rezultat testa Mann-
Whitney, m i n su veli¢ine dva uzorka. Razlike izmedu nominalnih varijabli analizirane su testom Hi-
kvadrat, s koeficijentom Cramer V kao standardiziranom mjerom veli¢ine ucinka za statisticki
znacajne rezultate. Prediktivni doprinos pojedinog genotipa, kao i ostalih klinickih i biokemijskih
parametara, izraCunat je najprije univarjatnom logistickom regresijom te nakon toga i konacnom
multivarijatnom logistickom regresijom. Razina znacajnosti postavljena je na 5% (p <0,05), a svi
intervali prikazani su na 95% razini. Sve analize provedene su pomocu SPSS 17,0 (SPSS Inc, Chicago,

IL, SAD) statisticki softver pakete (131,132).
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5. Rezultati

5.1. Opis uzorka prema sociodemografskim, klinickim i biokemijskim parametrima

Dobivena je statisti¢ki znacajna razlika u nizu parametara izmedu skupina sudionika.

Dobivena je statisticki znacajna razlika medu grupama prema spoj2<% 21,43; ss=1; P<0,001;

$=0,27), pricemu je medu pacijentima zabiljezen vec¢i udio muskaraca u odnosu na kontrolnu

grupu. Takoder, medu pacijentima je zabiljeZzen vedi udio pretilih osoba nego u kontrolnoj skupini

(x2= 18,34; ss=1; P<0,001; ¢$=0,25). Kod grupe pacijenata zabilje veci udio osoba s

pozitivnom obiteljskom anamnezom nego u kontrolnoj grupi (x2= 23,75; ss=1; P<0,001; Cramerov

V=0,27). Takoder, u grupi pacijenata zabiljezen je statisticki znacajno veéi udio osoba s

hipertenzijom (x2= 63,86; ss=1; P<0,001; $=0,25). Od ostalih pretraga, statistic¢ki znacajne razlike u

ucestalosti indikativnih krvnih parametara zabiljezene su kod ukupnog kolesterola,

LDL-a,

triglicerida, HDL-a i C reaktivnog proteina, pri ¢emu su za sve parametre indikativne vrijednosti

zabiljezene ¢esScée u skupini pacijenata (Tablica 21).

Tablica 21. Dob, spol, klinicki i biokemijski parametri prema grupama sudionika

Grupa
n(%) P ¢
Pacijenti Kontrola
Spol
mugki 74 (64.9) 70 (37.4) <0.001 0.27
enski 40 (35.1) 117 (62.6)
ukupno 114 (100.0) 187 (100.0)
Dob; medijan (IQR) 57 (52-60) 55 (50-61) 0.466*
BMI
pretili (>25 kg/m?2) 71 (62.3) 69 (36.9) <0.001 0.25
nisu pretiliMM 43 (37.7) 118 (63.1)
ukupno 114 (100.0) 187 (100.0)
Obiteljska anamneza
nema 78 (68.4) 169 (90.4) <0.001 0.27
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cvi 18 (15.8) 7 (3.7)
druga sréana bolest 18 (15.8) 11 (5.9)
ukupno 114 (100.0) 187 (100.0)
Pusenje
Da 38 (33.3) 38 (28.4) 0.397
Ne 76 (66.7) 96 (71.6)
ukupno 114 (100.0) 134 (100.0)
Hipertenzija
Da 58 (50,9) 18 (9,6) <0,001 0,461
ne 56 (49,1) 169 (90,4)
ukupno 114 (100,0) 187 (100,0)
Ukupni kolesterol
poviseni (>5.0 mmol/L) 63 (55,3) 126 (67,4) 0,035 0,122
normalan 51 (44,7) 61 (32,6)
ukupno 114 (100,0) 187 (100,0)
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 44 (40.0) 113 (63.1) <0.001 0.23
normalan 66 (60.0) 66 (36.9)
ukupno 110 (100.0) 179 (100.0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7; mmol/L) 32 (29.1) 30 (16.8) 0.013 0.015
normalni 78 (70.9) 149 (83.2)
ukupno 110 (100.0) 179 (100.0)
HDL
snizeni (m<1.0; Z<1.2 mmol/L) 37 (33.3) 8 (4.5) <0.001 0.39
normalni 74 (66.7) 171 (95.5)
ukupno 111 (100.0) 179 (100.0)

C-reaktivni proteinaM
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povisen (>5.0 mg/L) 54 (47.4) 12 (10.5) <0.001 0.41
normalan 60 (52.6) 102 (89.5)
ukupno 114 (100.0) 114 (100.0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (xz) test vjerojatnosti pogreske tipa I; ¢ = Phi koeficijent standardizirane mjere ucinka,

prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon* Mann-Whitney U test T Cramerov V,

standardizirana mjera ucinka

Za testiranje ucestalosti pojedinih genotipova koriStena je Bonferronijeva korekcija.

Dobivena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti nekoliko genotipova medu skupinama

sudionika (Tablica 22). Genotip Prol2Ala PPAR-y je statisticki znacajno ucestaliji u kontrolnoj

skupini, dok je Pro12Pro genotip ucestaliji medu pacijentima. Statisti¢ki znacajna razlika dobivena

je i za genotip E3/E3 Apo-E, pri cemu je on bio ¢eséi u skupini pacijenata. Genotip -174G>C IL-6 bio

je statisticki znacajno c¢es¢i u skupini pacijenata, dok je genotip -174CC /L-6 CeSce zabiljezen u

kontrolnoj skupini.

Tablica 22. Raspodjela genotipova prema skupinama

Grupa specificni test’
n(%) P C
Pacijenti Kontrola P P
PPAR-y Pro12Ala
Prol2Ala 28 (24.6) 140 (74.9) <0.001 0.44 <0,001 <0,001
Prol12Pro 83 (72.8) 44 (23.5) <0,001 <0,001
Alal2Ala 3 (2.6) 3 (1.6) 0,536 >0,999
total 114 (100.0) 187 (100.0)
MTHFR C677T
CC 56 (49.1) 79 (42.5) 0.513 0,245 0,735
CcT 45 (39.5) 81 (43.5) 0,512 >0,999
T 13 (11.4) 26 (14.0) 0,531 >0,999
total 114 (100.0) 186 (100.0)
ACEI/D
] 27 (23.7) 38 (20.3) 0.705 0,492 >0,999

55



Genetski biljezi ateroskleroze u cerebrovaskularnoj bolesti

ID 57 (50.0) 93 (49.7) 0,964 >0,999
D.D. 30 (26.3) 56 (29.9) 0,499 >0,999
total 114 (100.0) 187 (100.0)
APO-E E2/E3/E4
2/3 17 (14.9) 18 (9.7) 0.787 0,165 0,495
3/3 97 (85.1) 93 (50.3) <0,001 <0,001
total 114 (100.0) 111 (100.0)
bez podataka 76 (40.6)
IL-6 -174G>C
GG 40 (35.1) 63 (34.1) <0.001 0.37 0,804 >0,999
cC 21 (18.4) 96 (51.9) <0,001 <0,001
GC 53 (46.5) 26 (14.1) <0,001 <0,001
total 114 (100.0) 185 (100.0)

KRATICE: P = Hi kvadrat ()(2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazana samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon*testiranje ucestalosti pojedinih

genotipova u odnosu na ostale; ss=1 za Fisherov egzaktni test; Psc — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve

korekcije

5.2. Multivarijatna analiza povezanosti negentskih varijabli s MU-om

Rezultati multivarijatne logisticke regresije pokazuju kako su muski spol, hipertenzija,

snizeni HDL i poviSeni CRP staisticki znacajno povezani s pripadnoscu skupini pacijenata. Sva Cetiri

parametra povecavaju vjerojatnost pojave MU-a (Tablica 23).
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Tablica 23. Spol, dob, klinicki i biokemijski parametri kao prediktori MU-a; logisticka regresija, omjeri izgleda

za pripadnost grupi pacijenata

Grupa

ORUNW ORADJ
[+)
(%) . Ukupno (95%Cl) (95%Cl)
Pacijenti Kontrola
Spol
- 5.1(2.1-
mugki 74 (51.4) 70 (48.6) 144 (100.0) = 3.1(1.9-5.0) 12.6)*
fenski 40 (25.5) 117 (74.5) 157 (100.0) 1 1
Dob 57 (52-60) 55  (50-61) 1.0 (1.0-1.0) 1‘(;(11)'0'
BMI
pretili (>25 1.2 (0.5-
kg/m2) 71 (50.7) 69 (49.3) 140 (100.0) | 2.8 (1.7-4.6) 2.9)
nisu pretili 43 (26.7) 118 (73.3) 161 (100.0) 1 1
Obiteljska
anamneza
Nemah 78 (31.6) 169 (68.4) 247 (100.0) 1 1
cvi 18 (72.0) 7 (280) 25  (100.0) 5.6 (2.2-13.9) 1'35(;))'3'
druga srcana 1.9 (0.6-
bolesti 18 (62.1) 11 (37.9) 29 (100.0) | 3.5(1.6-7.9) -.8)
Pusenje
1.3(0.7- 1.5 (0.5-
da 38 (50.0) 38 (50.0) 76 (100.0) 2.2) 3.7)
ne 76 (44.2) 9% (55.8) 172 (100.0) 1 1
Hipertenzija
da 58 (76,3) 18 (23,7) 76 (100,0) | 9,7 (5.3-17.9) 59.4 (6.9-
506.4)*
ne 56 (24,9) 169 (75,1) 225 (100,0) 1 1
Ukupni
kolesterol
povisen (>5.0 1.6 (0.5-
mmol/L) 63 (33,3) 126 (66,7) 189 (100,0) | 0.6 (0.4-0.9) :.5)
normalan 51 (45,5) 61 (54,5) 112 (100,0) 1 1
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LDL
povisen 0.6 (0.2-
(>3.0mmol/L) 44 (28.0) 113 (72.0) 157 (100.0) | 0.4 (0.2-0.6) 1.9)
normalan 66 (50.0) 66 (50.0) 132 (100.0) 1 1
Trigliceridi
poviseni (> 0.5 (0.1-
1.70mmol/L) 32 (51.6) 30 (48.4) 62 (100.0) | 2.0(1.2-3.6) 12)
normalni 78 (34.4) 149 (65.6) 227 (100.0) 1 1
HDL
shizeni
(m<1.0; 37 (82.2) 8 (17.8) 45 (100.0) 10; (f)]' 5'12 (g)'f i
#<1.2 mmol/L)
normalni 74 (30.2) 171 (69.8) 245 (100.0) 1 1
C-reaktivni
proteina
povisen (>5.0 3.0(1.1-
me/L) 54 (81.8) 12 (18.2) 66 (100.0) | 7.7 (3.8-15.4) 5.2)"
normalan 60 (37.0) 102 (63.0) 162 (100.0) 1 1

KRATICE: ORUNW = univarijatni omjer izgleda logisticke regresije; ORADJ= multivarijatni omjer izgleda logisticke

regresije; 95%Cl = 95% interval pouzdanosti za omjer izgleda

* statisticki znacajni multivarijatni omjeri izgleda na razini zanacajnosti p<0,05

5.3. Multivarijatna analiza povezanosti genotipova s MU-om

U multivarijatnoj logistickoj analizi u koju su bili uklju¢eni svi mjereni genotipovi, dobivena

je statisticki znac€ajna povezanost genotipova PPAR-y Prol2Pro i Prol2Ala i IL6 -174CC i GC s

pripadnoscu skupini pacijenata. U slucaju PPAR-y genotip Prol2Pro povecava vjerojatnost pojave

MU-a, dok kod /L-6 genotipova, -174CC genotip za 70% umanjuje vjerojatnost, a genotip -174GC

vjerojatnost pripadanja skupini pacijenata povecava 2.5 puta (Tablica 24., Graficki prikaz 1.).
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Tablica 24. Genotipovi kao prediktori MU-a; logisticka regresija, omjeri izgleda za pripadnost skupini

pacijenata
Grup ORunw ORpo;
n(%) . Ukupno (95%Cl) (95%Cl)
pacijenti Kontrolna
PPARy
Pro12Ala
Pro12Ala 28 (167) | 140  (83.3) 168 (100.0) 1 1
Pro12Pro 83  (654) 44  (346) 127  (100.0) 9.4(55163) 9.6 (4.8-19.4)*
Ala12Ala 3 (50.0) 3 (50.0) 6 (100.0) 5.0 (1.0-26.1) 1?421_(71,;)1'
MTHEFR C677T
cc 56 (41.5) 79  (585) 135  (100.0) 1 1
cT 45 (357) 81  (643) 126  (100.0)  0.8(0.5-1.3) 0.8 (0.4-1.6)
h 13| (333) 26 | (667) 39 | (100.0) 0.7(0.2-1.5) 0.8 (0.3-2.6)
ACE /D
I 27 (415) 38  (585) 65  (100.0) 1 1
ID 57  (380) 93  (62.0) 150  (100.0)  0.9(0.5-1.6) 0.7 (0.3-1.6)
DD 30 (349) 56  (65.1) 8 | (100.0)  0.8(0.4-15) 0.8(0.3-2.3)
APOE
E2/E3/E4
2/3 17 (48.6) 18 = (51.4) 35 (100.0) 1 1
3/3 97  (51.1) 93  (489) 190  (100.0)  1.1(0.5-2.3) 1.3(0.5-3.2)
IL-6 -174G>C
GG 40| (388)| 63| (612)| 103 | (100.0) 1 1
cc 21 (179) 9  (82.1) 117  (100.0)  0.3(0.2-0.6) 0.3(0.1-0.6)*
GC 53 (67.1) 26  (32.9) 79  (100.0)  3.2(1.7-5.9) 2.5 (1.1-6.0)*

KRATICE: ORynw = univarijatni omjer izgleda logisticke regresije; ORap;= multivarijatni omjer izgleda logisticke
regresije; 95%Cl = 95% interval pouzdanosti za omjer izgleda

* statisticki znacajni multivarijatni omjeri izgleda na razini znacajnosti p<0,05
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5.4. Medusobna povezanost pojedinih genotipova u skupini s MU-om i u

kontrolnoj skupini

5.4.1. PPAR-y Prol2Ala

Nije dobivena statisticki znacajna povezanost PPAR-y genotipova s ostalim pracenim

genotipovima u skupini pacijenata ni u kontrolnoj skupini (Tablica 25, Tablica 26).

Tablica 25. Povezanost PPAR-y genotipova s ostalim genotipovima; skupina pacijenata M

PPAR-y
n(%) ukupno P
Prol2Ala Pro12Pro Alal2Ala
MTHFR C677T
cC 14 (25.0) 41 (73.2) 1 (1.8) 56 (100.0) 0.891
cT 11 (24.4) 32 (71.1) 2 (4.4) 45 (100.0)
1T 3 (23.1) 10 (76.9) 13 (100.0)
ACEI/D
] 7 (25.9) 19 (70.4) 1 (3.7) 27 (100.0) 0.855
ID 12 (21.1) 44 (77.2) 1 (1.8) 57 (100.0)
DD 9 (30.0) 20 (66.7) 1 (3.3) 30 (100.0)
APOE E2/E3/E4
2/3 3 (17.6) 14 (82.4) 17 (100.0) 0.559
3/3 25 (25.8) 69 (71.1) 3 (3.1) 97 (100.0)
IL-6 -174G>C
GG 11 (27.5) 27 (67.5) 2 (5.0) 40 (100.0) 0.276
cC 7 (33.3) 13 (61.9) 1 (4.8) 21 (100.0)
GC 10 (18.9) 43 (81.1) 53 (100.0)

KRATICE: P = Hi kvadrat test ()(2) vjerojatnost pogreske tipa |

61



Genetski biljezi ateroskleroze u cerebrovaskularnoj bolesti

Tablica 26. Povezanost PPAR-y genotipova s ostalim genotipovima; kontrolna skupina

PPAR-y
n(%) Ukupno P
Prol2Ala Pro12Pro Alal2Ala
MTHFR C677T
cc 63 (79.7) 16 (20.3) 79 (100.0) 0.254
cT 58 (71.6) 20 (24.7) 3 (3.7) 81 (100.0)
T 18 (69.2) 8 (30.8) 26 (100.0)
ACEI/D
I 28 (73.7) 8 (21.1) 2 (5.3) 38 (100.0) 0.351
ID 69 (74.2) 23 (24.7) 1 (1.1) 93 (100.0)
DD 43 (76.8) 13 (23.2) 56 (100.0)
APOE E2/E3/E4
2/3 15 (83.3) 3 (16.7) 18 (100.0) 0.723
3/3 70 (75.3) 22 (23.7) 1 (1.1) 93 (100.0)
IL-6 -174G>C
GG 43 (68.3) 20 (31.7) 63 (100.0) 0.286
cc 75 (78.1) 19 (19.8) 2 (2.1) 9% (100.0)
GC 20 (76.9) 5 (19.2) 1 (3.8) 26 (100.0)

KRATICE: P = Hi kvadrat test (x°) vjerojatnost pogreske tipa I.
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5.4.2.1L-6 -174G>C

Nije dobivena statisticki znaCajna povezanost IL-6 genotipova s ostalim pracenim

genotipovima u skupini pacijenata, ni u kontrolnoj skupini (Tablica 27., Tablica 28.).

Tablica 27. Povezanost IL-6 genotipova s ostalim pracenim genotipovima; skupina pacijenata

IL-6
n(%) ukupno P
GG cC GC
PPARy
Prol2Ala 11 (39,3) 7 (25,0) 10 (35,7) 28 (100,0) 0,276
Pro12Pro 27 (32,5) 13 (15,7) 43 (51,8) 83 (100,0)
Ala12Ala 2 (66,7) 1 (33,3) 0 (0,0 3 (100,0)
MTHFR C677T
cc 19 (33,9) 11 (19,6) 26 (46,4) 56 (100,0) 0,174
cT 19 (42,2) 9 (20,0) 17 (37,8) 45 (100,0)
T 2 (15,4) 1 (7,7) 10 (76,9) 13 (100,0)
ACEI/D
I 12 (44,4) 4 (14,8) 11 (40,7) 27 (100,0) 0,066
ID 13 (22,8) 11 (19,3) 33 (57,9) 57 (100,0)
D.D. 15 (50,0) 6 (20,0) 9 (30,0) 30 (100,0)
APOE E2/E3/EA
2/3 4 (23,5) 3 (17,6) 10 (58,8) 17 (100,0) 0,491
3/3 36 (37,1) 18 (18,6) 43 (44,3) 97 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat test (x2) vjerojatnost pogreske tipa |
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Tablica 28. Povezanost IL-6 genotipova s ostalim prac¢enim genotipovima; skupina pacijenata

IL-6
n(%) ukupno P
GG cc GC
PPAR
Pro12Ala 43 (31,2) 75 (54,3) 20 (14,5) 138 (100,0) 0,286
Pro12Pro 20 (45,5) 19 (43,2) 5 (11,4) 44 (100,0)
Ala12Ala 2 (66,7) 1 (33,3) 3 (100,0)
MTHFR C677T
cc 24 (31,2) 43 (55,8) 10 (13,0) 77 (100,0) 0,831
cT 28 (34,6) 42 (51,9) 11 (13,6) 81 (100,0)
T 11 (42,3) 11 (42,3) 4 (15,4) 26 (100,0)
ACE I/D
I 9 (24,3) 24 (64,9) 4 (10,8) 37 (100,0) 0,137
ID 38 (41,3) 39 (42,4) 15 (16,3) 92 (100,0)
DD 16 (28,6) 33 (58,9) 7 (12,5) 56 (100,0)
APOE E2/E3/E4
2/3 4 (22,2) 10 (55,6) 4 (22,2) 18 (100,0) 0,567
3/3 27 (29,7) 52 (57,1) 12 (13,2) 91 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat test (x2) vjerojatnost pogreske tipa |
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5.5. Svi biokemijski, klinicki parametri i genotipovi kao prediktori MU-a

Svi parametri (klinicki i biokemijski) i genotipovi uvrsteni su u stupnjevitu multivarijatnu

logisticku regresiju (Tablica 29.). Statisticki znacajnim prediktorima pokazali su se spol, hipertenzija

te genotipovi Prol2Ala PPAR-y, -174G>C |L-6. Muski spol, u odnosu na Zenski, povecava

vjerojatnost MU-a za 10%, dok prisutnost hipertenzije, vjerojatnost za pripadanje u grupu

pacijenata povedéavaju za 37.3 puta. Genotip Pro12Ala PPAR-y ima protektivni ucinak, tj. umanjuje

vjerojatnost za pojavu MU-a za 90%, dok genotip -174G>C /L-6 povecava vjerojatnost pripadanja

grupi pacijenata za 9,3 puta.

Tablica 29. Stupnjevita multivarijatna logisticka regresija svih biokemijskih, klinickih parametara i

genotipova kao prediktora pripadnosti skupini pacijenata

n(%) ORap; (95%Cl) P
Spol
Mugkih 1,1(1.0-1,2) 0,040
Zenskih 1
Hipertenzija
da 37,3 (4.0-345.2) 0.001
ne 1
PPAR-y
Prol2Ala 0.1 (0.1-0.5) 0,002
ostali 1
IL-6 -174G>C
GC 9,3 (1,7-49,7) 0,009
ostali 1

KRATICE: ORADJ= multivarijatni omjer izgleda logisticke regresije; 95%Cl = 95% interval pouzdanosti za omjer

izgleda
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5.6. Povezanost PPAR-y genotipova s klinickim i biokemijskim parametrima

Nije dobivena statisticki znac¢ajna povezanost PPAR—y genotipova s niti jednim od klinickih i

biokemijskih parametara u skupini pacijenata (Tablica 30, Tablica 31). U kontrolnoj skupini

dobivena je statisti¢ki znacajna povezanost PPAR-y genotipova i CRP-a (x’=5,139, df=1, P=0,034;

$=0,208), pri cemu su sudionici s Pro12Pro genotipom c¢esée imali povisenu razinu CRP-a (Tablica

32).

Tablica 30. Povezanost PPARy genotipova sa spolom, dobi, fizickim i anamnestickim parametarima u skupini

pacijenata (n=114)

PPARy P
n(%)
Prol2Ala ili Alal2Ala Pro12Pro
Spol
Mugkih 18 (58,1) 56 (67,5) 0,383
Zenskih 13 (41,9) 27 (32,5)
Ukupno 31 (100,0) 83 (100,0)
Dob; medijan (1QR) 56 (52-60) 57 (53-60) 0,363*
BMI
pretili (>25 kg/m2) 16 (51,6) 55 (66,3) 0,193
nisu pretili 15 (48,4) 28 (33,7)
Ukupno 31 (100,0) 83 (100,0)
Obiteljska anamneza
Nemah 19 (61,3) 59 (71,1) 0,508
cvi 7 (22,6) 11 (13,3)
druga src¢ana bolest 5 (16,1) 13 (15,7)
Ukupno 31 (100,0) 83 (100,0)
Pusenje
Da 10 (32,3) 28 (33,7) >0,999
Ne 21 (67,7) 55 (66,3)
Ukupno 31 (100,0) 83 (100,0)
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Fizicka aktivnost

Da 22 (71,0) 49 (59,0) 0,283
Ne 9 (29,0) 34 (41,0)
Ukupno 31 (100,0) 83 (100,0)
Hipertenzija
Da 16 (51,6) 42 (50,6) >0,999
Ne 15 (48,4) 41 (49,4)
Ukupno 31 (100,0) 83 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 19 (61,3) 44 (53,0) 0,527
Normalna 12 (38,7) 39 (47,0)
Ukupno 31 (100,0) 83 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (xz) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinke, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon* Mann Whitney U Test
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Tablica 31. Povezanost PPAR-y genotipova s klinickim i biokemijskim parametrima u skupini pacijenata

(n=114)
PPAR-y P
n(%)
Prol2Ala ili Alal2Ala Pro12Pro
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 14 (46,7) 30 (37,5) 0,513
Normalan 16 (53,3) 50 (62,5)
Ukupno 30 (100,0) 80 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (> 1.70mmol/L) 11 (35,5) 21 (26,6) 0,484
Normalni 20 (64,5) 58 (73,4)
Ukupno 31 (100,0) 79 (100,0)
HDL
snizen (m<1.0; 2<1.2 mmol/L) 8 (26,7) 29 (35,8) 0,497
Normalan 22 (73,3) 52 (64,2)
Ukupno 30 (100,0) 81 (100,0)
C-reaktivni proteini
povisen (>5.0 mg/L) 14 (45,2) 40 (48,2) 0,835
Normalan 17 (54,8) 43 (51,8)
Ukupno 31 (100,0) 83 (100,0)
Mozdani udar
bez ishemije 4 (12,9) 11 (23,3) 0,542
prednji desni 11 (35,5) 24 (28,9)
prednji plijevi 6 (19,4) 20 (24,1)
straznji desni 4 (12,9) 12 (14,5)
straznji plijevi 5 (16,1) 6 (7,2)
ishemija u mozdanom deblu 1 (3,2) 10 (212,0)
Ukupno 31 (100,0) 83 (100,0)
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CDFI karotida

Uredna 10 (32,3) 23 (27,7) 0,868
bez stenozeM 4 (12,9) 13 (15,7)
znacajna stenoza 5 (16,1) 10 (12,0)
aterosklerotske promjene 12 (38,7) 37 (44,6)
Ukupno 31 (100,0) 83 (100,0)
UZV srca
nije raden 16 (51,6) 32 (38,6) 0,553
uredan 12 (38,7) 35 (42,2)
perzistentan foramen ovale 1 (3,2) 4 (4,8)
ostali 2 (6,5) 12 (14,5)
ukupno 31 (100,0) 83 (100,0)
Holter EKG
nije raden 6 (19,4) 12 (14,5) 0,858
sinus ritma 23 (74,2) 66 (79,5)
Fibrilacija atrija 2 (6,5) 5 (6,0)
ukupno 31 (100,0) 83 (100,0)
mRS-kod otpusta; medijan (IQR) 1 (1-2) 1 (1-2) 0,844*

KRATICE: P = Hi kvadrat ()(2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

* Mann Whitney U Test
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Tablica 32. Povezanost PPAR-y genotipova sa spolom, dobi, klinickim i biokemijskim parametrima u

kontrolnoj skupini (n=187)

PPAR-y P
n(%)
Prol2Alaili Alal2Ala Pro12Pro
Spol
Muskih 53 (37,1) 17 (38,6) 0,860
Zenski 90 (62,9) 27 (61,4)
Ukupno 143 (100,0) 44 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 54 (50-60) 59 (52-63) 0,079*
BMI
pretili (>25 kg/m2) 53 (37,1) 16 (36,4) >0,999
nisu pretili 90 (62,9) 28 (63,6)
Ukupno 143 (100,0) 44 (100,0)
Obiteljska anamneza
Nemah 128 (89,5) 41 (93,2) 0,751
cvi 6 (4,2) 1 (2,3)
druga sréana bolest 9 (6,3) 2 (4,5)
Ukupno 143 (100,0) 44 (100,0)
Pusenje
Da 34 (32,1) 4 (14,3) 0,097
Ne 72 (67,9) 24 (85,7)
Ukupno 106 (100,0) 28 (100,0)
Hipertenzija
Da 16 (11,2) 2 (4,5) 0,251
Ne 127 (88,8) 42 (95,5)
Ukupno 143 (100,0) 44 (100,0)
Ukupni kolesterola
povisen (>5.0 mmol/L) 95 (66,4) 31 (70,5) 0,714
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Normalna 48 (33,6) 13 (29,5)
ukupno 143 (100,0) 44 (100,0)
LDL
povi$en (>3.0 mmol/L) 86 (63,2) 27 (62,8) >0,999
normalan 50 (36,8) 16 (37,2)
ukupno 136 (100,0) 43 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (> 1.70mmol/L) 23 (16,9) 7 (16,3) >0,999
normalni 113 (83,1) 36 (83,7)
ukupno 136 (100,0) 43 (100,0)
HDL
snizen (m<1.0; <1.2 mmol/L) 6 (4,4) 2 (4,7) >0,999
normalan 130 (95,6) 41 (95,3)
ukupno 136 (100,0) 43 (100,0)
C-reaktivni protein
povigen (>5.0 mg/L) 6 (6,9) 6 (22,2) 0,034 0,208
normalan 81 (93,1) 21 (77,8)
ukupno 87 (100,0) 27 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspona * Mann Whitney U Test

5.7. Povezanost IL-6 -174G>C genotipova s klinickim i biokemijskim parametarima

Dobivena je statisticki znacajna povezanost u skupini bolesnika izmedu /L-6 genotipa i
razine CRP-a (x2 = 9.728; df = 2, P = 0,009; ¢ = 0.292). Pdeni C RP je najces¢i kod pacijenata s
genotipom -174GC (Tablica 33.). Nije bilo statisticki znacajne povezanosti izmedu /L-6 genotipova i
bilo kojeg drugog klini¢kog ili biokemijskog parametara u skupini bolesnika (Tablica 34.). Nismo
nasli statisticki znacajnu povezanost /L-6 genotipova i klinickih i biokemijskih parametara u

kontrolnoj skupini (Tablica 35.). Provedena je daljnja analiza svakog pojedinog genotipa.
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Tablica 33. Povezanost IL-6 -174 G>C genotipova sa spolom, dobi, fizickim i anamnestickim parametrima u

skupini pacijenata (n=114)

IL-6
n(%) P C
GG CC GC
Spol
muski 23 (57,5) 14 (66,7) 37 (69,8) 0,518
Zenski 17 (42,5) 7 (33,3) 16 (30,2)
ukupno 40 (100,0) 21 (100,0) 53 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 56 (52-61) 57 (54-60) 57 (52-60) 0,989*
BMI
pretili (>25 kg/m2) 22 (55,0) 11 (52,4) 38 (71,7) 0,179
nisu pretili 18 (45,0) 10 (47,6) 15 (28,3)
ukupno 40 (100,0) 21 (100,0) 53 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 33 (82,5) 15 (71,4) 30 (56,6) 0,118
cvi 3 (7,5) 3 (14,3) 12 (22,6)
druga sréana bolest 4 (10,0) 3 (14,3) 11 (20,8)
ukupno 40 (100,0) 21 (100,0) 53 (100,0)
Pusenje
da 10 (25,0) 6 (28,6) 22 (41,5) 0,225
ne 30 (75,0) 15 (71,4) 31 (58,5)
ukupno 40 (100,0) 21 (100,0) 53 (100,0)
Fizicka aktivnost
da 26 (65,0) 13 (61,9) 32 (60,4) 0,935
ne 19 (47,5) 11 (52,4) 26 (49,1)
ukupno 40 (100,0) 21 (100,0) 53 (100,0)
Hipertenzija
da 21 (52,5) 10 (47,6) 27 (50,9) 0,969
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ne 19 (47,5) 11 (52,4) 26 (49,1)
ukupno 40 (100,0) 21 (100,0) 53 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 19 (47,5) 12 (57,1) 32 (60,4) 0,471
normalan 21 (52,5) 9 (42,9) 21 (39,6)
ukupno 40 (100,0) 21 (100,0) 53 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat ()(2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

* Kruskal Wallis Test
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Tablica 34. Povezanost IL-6 -174G>C genotipova s klinickim i biokemijskim parametrima u skupini pacijenata

(n=114)
IL-6
n(%) P C
GG cC GC
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 15 (39,5) 5 (25,0) 24 (46,2) 0,271
normalan 23 (60,5) 15 (75,0) 28 (53,8)
ukupno 38 (100,0) 20 (100,0) 52 (100,0)
Trigliceridi
povigeni (>1,7 mmol/L) 10 (26,3) 8 (40,0) 14 (26,9) 0,561
normalni 28 (73,7) 12 (60,0) 38 (73,1)
ukupno 38 (100,0) 20 (100,0) 52 (100,0)
HDL
s"iie“;‘(::::/f); 212 15 (385) 7 (3500 15 (288) 0,628
normalni 24 (61,5) 13 (65,0) 37 (71,2)
ukupno 39 (100,0) 20 (100,0) 52 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 12 (30,0) 9 (42,9) 33 (62,3) 0,009 0,292
normalan 28 (70,0) 12 (57,1) 20 (37,7)
ukupno 40 (100,0) 21 (100,0) 53 (100,0)
Mozdani udar
bez ishemije 2 (5,0) 5 (23,8) 8 (15,1) 0,454
prednji desni 14 (35,0) 7 (33,3) 14 (26,4)
predniji lijevi 8 (20,0) 3 (14,3) 15 (28,3)
straznji desni 6 (15,0) 4 (29,0) 6 (11,3)
straznji lijevi 6 (15,0) 0 (0,0) 5 (9,4)
ishemija moZdanoga debla 4 (10,0) 2 (9,5) 5 (9,4)
Ukupno 40 (100,0) 21 (100,0) 53 (100,0)
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CDFI karotida

Uredna 12 (30,0) 4 (19,0) 17 (32,1) 0,895
bez stenoze 6 (15,0) 3 (14,3) 8 (15,1)
znacajna stenoza 6 (15,0) 4 (19,0) 5 (9,4)
aterosklerotske promjene 16 (40,0) 10 (47,6) 23 (43,4)
Ukupno 40 (100,0) 21 (100,0) 53 (100,0)
UZV srca
nije graden 10 (25,0) 12 (57,1) 26 (49,1) 0,143
Uredna 23 (57,5) 6 (28,6) 18 (34,0)
perzistentan foramen ovale 1 (2,5) 1 (4,8) 3 (5,7)
Dostalo 6 (15,0) 2 (9,5) 6 (11,3)
Ukupno 40 (100,0) 21 (100,0) 53 (100,0)
Holter EKG
nije raden 7 (17,5) 5 (23,8) 6 (11,3) 0,471
sinus ritam 32 (80,0) 15 (71,4) 42 (79,2)
Fibrilacija atrija 1 (2,5) 1 (4,8) 5 (9,4)
ukupno 40 (100,0) 21 (100,0) 53 (100,0)
mRS-kod otpusta; medijan 1 (0-2) 1 (0-2,5) 1 (1-3) 0,302*

(1aRr)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

* Kruskal Wallis Test
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Tablica 35. Povezanost IL-6 -174G>C genotipova s klinickim i biokemijskim parametrima u kontrolnoj skupini

(n=187)
IL-6
n(%) P
GG CC GC
Spol
muski 22 (34,9) 37 (38,5) 10 (38,5) 0,891
Zenski 41 (65,1) 59 (61,5) 16 (61,5)
ukupno 63 (100,0) 96 (100,0) 26 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 54 . (51-59) 55 (49-63) 56 @ (50-62) 0,922
BMI
pretili (>25 kg/m2) 22 (34,9) 35 (36,5) 12 (46,2) 0,591
nisu pretili 41 (65,1) 61 (63,5) 14 (53,8)
ukupno 63 (100,0) 96 (100,0) 26 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 56 (88,9) 88 (91,7) 23 (88,5) 0,968
cvi 3 (4,8) 3 (3,2) 1 (3,8)
druga sréana bolest 4 (6,3) 5 (5,2) 2 (7,7)
ukupno 63 (100,0) 96 (100,0) 26 (100,0)
Pusenje
da 12 (28,6) 18 (25,4) 8 (38,1) 0,523
ne 30 (71,4) 53 (74,6) 13 (61,9)
ukupno 42 (100,0) 71 (100,0) 21 (100,0)
Hipertenzija
da 10 (15,9) 5 (5,2) 3 (11,5) 0,073
ne 53 (84,1) 91 (94,8) 23 (88,5)
ukupno 63 (100,0) 96 (100,0) 26 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 46 (73,0) 65 (67,7) 14 (53,8) 0,203
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normalan 17 (27,0) 31 (32,3) 12 (46,2)
ukupno 63 (100,0) 96 (100,0) 26 (100,0)
LDL
povi$en (>3.0 mmol/L) 37 (60,7) 59 (63,4) 16 (69,6) 0,751
normalan 24 (39,3) 34 (36,6) 7 (30,4)
ukupno 61 (100,0) 93 (100,0) 23 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1,7 mmol/L) 8 (23,1) 17 (18,3) 4 (17,4) 0,692
normalni 53 (86,9) 76 (81,7) 19 (82,6)
ukupno 61 (100,0) 93 (100,0) 23 (100,0)
HDL
S"iie":Tfr:'::/'f)’ £<1.2 2 (3,3) 5 (5,4) 1 (4,3) 0,828
normalni 59 (96,7) 88 (94,6) 22 (95,7)
ukupno 61 (100,0) 93 (100,0) 23 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 4 (12,1) 6 (9,2) 2 (14,3) 0,817
normalan 29 (87,9) 59 (90,8) 12 (85,7)
ukupno 33 (100,0) 65 (100,0) 14 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

* Kruskal Wallis Test
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5.7.1. Povezanost pojedinih genotipova IL-6 -174G>C i klinickih i biokemijskih
parametara

Jedina statisticki znacajna povezanost u skupini bolesnika nadena je izmedu -174GG
genotipa i CRP-a (x2 = 7.456; df = 1, P = 0.010; Bonferronijeva korekcija P = 0.030). Normalne
razine CRP-a bile su ¢esSce kod pacijenata s GG genotipom. Svi ostali parametri nisu bili statisticki
znacajno povezani s GG genotipom /L-6. Nije dobivena statisticki znacajna povezanost GG genotipa
i klinickih i biokemijskih parametara u kontrolnoj skupini. CC genotip nije bio statisticki znacajno
povezan s bilo kojim od testiranih parametara u obje skupine, pacijenata i kontrolne.

Dobivena je statisticki znacajna povezanost u skupini bolesnika izmedu GC genotipa i CRP-a
(x2 = 8.815; df = 1, P = 0.005; Bonferronijeva korekcija P = 0,015). PoviSene razine CRP-a su bile
ceScée kod pacijenata s GC genotipom. Svi ostali parametri nisu bili statisticki znacajno povezani s
GC genotipom IL-6 u skupini bolesnika. Nije dobivena statisticki znacajna povezanost izmedu GC

genotipa i klinickih i biokemijskih parametara u kontrolnoj skupini.

5.7.1.1. Genotip IL6 -174GG

Tablica 36. Povezanost IL-6 -174 GG genotipova sa spolom, dobi, fizickim i anamnestickim parametrima u

skupini pacijenata (n=114)

IL-6 P Ps.
n(%)
GG Ostali
Spol
muski 23 (57,5) 51 (68,9) 0,304 0,912
Zenski 17 (42,5) 23 (31,1)
ukupno 40 (100,0) 74 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 56 (52-61) 57 (53-60) 0,901 >0,999
BMI
pretili (>25 kg/m2) 22 (55,0) 49 (66,2) 0,312 >0,999
nisu pretili 18 (45,0) 25 (33,8)
ukupno 40 (100,0) 74 (100,0)
Obiteljska anamneza
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nema 33 (82,5) 45 (60,8) 0,60 >0,999
cvi 3 (7,5) 15 (20,3)
druga sréana bolest 4 (10,0) 14 (18,9)
ukupno 40 (100,0) 74 (100,0)
Pusenje
da 10 (25,0) 28 (37,8) 0,213 0,639
he 30 (75,0) 46 (62,2)
ukupno 40 (100,0) 74 (100,0)

Fizicka aktivnost

da 26 (65,0) 45 (60,8) 0,691 >0,999
ne 14 (35,0) 29 (39,2)
ukupno 40 (100,0) 74 (100,0)

Hipertenzija

da 21 (52,5) 37 (50,0) 0,846 >0,999
ne 19 (47,5) 37 (50,0)
ukupno 40 (100,0) 74 (100,0)

Ukupni kolesterol

povisen (>5.0 mmol/L) 19 (47,5) 44 (59,5) 0,220 0,660
normalan 21 (52,5) 30 (40,5)
ukupno 40 (100,0) 74 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere
ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon
Psc — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* Mann Whitney U Test
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Tablica 37. Povezanost IL-6 -174 GG genotipova s klinickim i biokemijskim parametrima prema GG genotipu

u skupini pacijenata (n=114)

IL-6 P Ps.
n(%)
GG ostali
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 15 (39,5) 29 (40,3) >0,999 >0,999
normalan 23 (60,5) 43 (59,7)
ukupno 38 (100,0) 72 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1,7 mmol/L) 10 (26,3) 22 (30,6) 0,667 >0,999
normalni 28 (73,7) 50 (69,4)
ukupno 38 (100,0) 72 (100,0)
HDL
shizen (m<1.0; 2<1.2 mmol/L) 15 (38,5) 22 (30,6) 0,527 >0,999
normalan 24 (61,5) 50 (69,4)
ukupno 39 (100,0) 72 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 12 (30,0) 42 (56,8) 0,010 0,030
normalan 28 (70,0) 32 (43,2)
ukupno 40 (100,0) 74 (100,0)
Mozdani udar
bez ishemije 2 (5,0) 13 (17,6) 0,349 >0,999
predni desni 14 (35,0) 21 (28,4)
prednji olijevi 8 (20,0) 18 (24,3)
straznji desni 6 (15,0) 10 (23,5)
straznji lijevi 6 (15,0) 5 (6,8)
ishemija mozdanog debla 4 (10,0) 7 (9,5)
ukupno 40 (100,0) 74 (100,0)

80



Genetski biljezi ateroskleroze u cerebrovaskularnoj bolesti

CDFI karotida

uredan 12 (30,0) 21 (28,4) 0,974 >0,999
bez stenoze 6 (15,0) 11 (14,9)
znacajna stenoza 6 (15,0) 9 (12,2)
aterosklerotske promjene 16 (40,0) 33 (44,6)
ukupno 40 (100,0) 74 (100,0)
UZV srca
nije raden 10 (25,0) 38 (51,4) 0,025 0,075
uredan 23 (57,5) 24 (32,4)
perzistentan foramen ovale 1 (2,5) 4 (5,4)
ostalo 6 (15,0) 8 (10,8)
ukupno 40 (100,0) 74 (100,0)
Holter EKG
nije raden 7 (17,5) 11 (14,9) 0,586 >0,999
sinus ritam 32 (80,0) 57 (77,0)
Fibrilacija atrija 1 (2,5) 6 (8,1)
ukupno 40 (100,0) 74 (100,0)
mRS-kod otpusta; medijan (IQR) 1 (0-2) 1 (1-3) 0,186 0,558

KRATICE: P = Hi kvadrat ()(2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

P.. — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije. * Mann Whitney U Test
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Tablica 38. Povezanost IL-6 -174 GG genotipova sa spolom, dobi, klinickim i biokemijskim parametrima u

kontrolnoj skupini (n=187)

IL-6 P P
n(%)
GG ostali
Spol
muski 22 (34,9) 48 (38,7) 0,635 >0,999
Zenski 41 (65,1) 76 (61,3)
ukupno 63 (100,0) 124 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 54 (51-59) 55 (49-63) 0,880 >0,999
BMI
pretili (>25 kg/m2) 22 (34,9) 47 (37,9) 0,750 >0,999
nisu pretili 41 (65,1) 77 (62,1)
ukupno 63 (100,0) 124 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 56 (88,9) 113 (91,1) 0,856 >0,999
cvi 3 (4,8) 4 (3,2)
druga sréana bolest 4 (6,3) 7 (5,6)
ukupno 63 (100,0) 124 (100,0)
Pusenje
Da 12 (28,6) 26 (28,3) >0,999 >0,999
Ne 30 (71,4) 66 (71,7)
ukupno 42 (100,0) 92 (100,0)
Hipertenzija
Da 10 (15,9) 8 (6,5) 0,063 0,189
Ne 53 (84,1) 116 (93,5)
Ukupno 63 (100,0) 124 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 46 (73,0) 80 (64,5) 0,254 0,762
normalan 17 (27,0) 44 (35,5)
ukupno 63 (100,0) 124 (100,0)
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LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 37 (60,7) 76 (64,4) 0,628 >0,999
normalan 24 (39,3) 42 (35,6)
ukupno 61 (100,0) 118 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7 mmol/L) 8 (13,1) 22 (18,6) 0,404 >0,999
normalni 53 (86,9) 96 (81,4)
ukupno 61 (100,0) 118 (100,0)
HDL
snizeni (Mm<1.0; <1.2 mmol/L) 2 (3,3) 6 (5,1) 0,718 >0,999
normalni 59 (96,7) 112 (94,9)
ukupno 61 (100,0) 118 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 4 (12,1) 8 (9,9) 0,742 >0,999
normalan 29 (87,9) 73 (90,1)
ukupno 33 (100,0) 81 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat ()(2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

P.. — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* Mann Whitney U Test
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5.7.1.2. Genotip IL6 -174CC

Tablica 39. Povezanost IL-6 -174 CC genotipova sa spolom, dobi, fizickim i anamnestickim parametrima u

skupini pacijenata (n=114)

IL-6 P Py
n(%)
CC ostali
Spol
mugki 14 (66,7) 60 (64,5) >0,999 >0,999
Zenski 7 (33,3) 33 (35,5)
ukupno 21 (100,0) 93 (100,0)
Dob; medijan (1QR) 57 (54-60) 56 (52-60) 0,994 <0,999
BMI
pretili (>25 kg/m2) 11 (52,4) 60 (64,5) 0,327 0,981
nisu pretili 10 (47,6) 33 (35,5)
ukupno 21 (100,0) 93 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 15 (71,4) 63 (67,7) >0,999 >0,999
cvi 3 (14,3) 15 (16,1)
druga src¢ana bolest 3 (14,3) 15 (16,1)
ukupno 21 (100,0) 93 (100,0)
Pusenje
da 6 (28,6) 32 (34,4) 0,798 >0,999
he 15 (71,4) 61 (65,6)
ukupno 21 (100,0) 93 (100,0)
Fizicka aktivnost
da 13 (61,9) 58 (62,4) >0,999 >0,999
he 8 (38,1) 35 (37,6)
ukupno 21 (100,0) 93 (100,0)
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Hipertenzija

da 10 (47,6) 48 (51,6) 0,812 >0,999
ne 11 (52,4) 45 (48,4)
ukupno 21 (100,0) 93 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 12 (57,1) 51 (54,8) >0,999 >0,999
normalan 9 (42,9) 42 (45,2)
ukupno 21 (100,0) 93 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat ()(2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

P,. — P razina statisti¢cke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* Mann Whitney U Test

85



Genetski biljezi ateroskleroze u cerebrovaskularnoj bolesti

Tablica 40. Povezanost IL-6 -174 CC genotipova s klinickim i biokemijskim parametrima u skupini pacijenata

(n=114)
IL-6 P Ps.
n(%)
cc ostali
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 5 (25,0) 39 (43,3) 0,206 0,618
Normalan 15 (75,0) 51 (56,7)
Ukupno 20 (100,0) 90 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7 mmol/L) 8 (40,0) 24 (26,7) 0,279 0,837
Normalni 12 (60,0) 66 (73,3)
Ukupno 20 (100,0) 90 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; 2<1.2 mmol/L) 7 (35,0) 30 (33,0) >0,999 >0,999
Normalni 13 (65,0) 61 (67,0)
Ukupno 20 (100,0) 91 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 9 (42,9) 45 (48,4) 0,809 >0,999
Normalan 12 (57,1) 48 (51,6)
Ukupno 21 (100,0) 93 (100,0)
Mozdani udar
bez ishemije 5 (23,8) 10 (10,8) 0,291 0,873
prednji desni 7 (33,3) 28 (30,1)
prednji plijevi 3 (14,3) 23 (24,7)
straznji desni 4 (19,0) 12 (12,9)
straznji plijevi 0 (0,0) 11 (11,8)
ishemija u moZdanome deblu 2 (9,5) 9 (9,7)
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ukupno 21 (100,0) 93 (100,0)
CDFI karotida
Uredna 4 (19,0) 29 (31,2) 0,661 >0,999
bez stenoze 3 (14,3) 14 (15,1)
znacajna stenoza 4 (19,0) 11 (11,8)
aterosklerotske promjene 10 (47,6) 39 (41,9)
ukupno 21 (100,0) 93 (100,0)
UZV srca
nije raden 12 (57,1) 36 (38,7) 0,474 >0,999
uredan 6 (28,6) 41 (44,1)
perzistentan foramen ovale 1 (4,8) 4 (4,3)
ostalo 2 (9,5) 12 (12,9)
ukupno 21 (100,0) 93 (100,0)
Holter EKG
nije raden 5 (23,8) 13 (14,0) 0,546 >0,999
sinus ritma 15 (71,4) 74 (79,6)
Fibrilacija atrija 1 (4,8) 6 (6,5)
ukupno 21 (100,0) 93 (100,0)
mRS- kod otpusta; medijan (IQR) 1 (0-2,5) 1 (1-2) 0,751 >0,999

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

Psc — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije. ¥ Mann Whitney U Test
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Tablica 41. Povezanost IL-6 -174 CC genotipova sa spolom, dobi, klinickim i biokemijskim parametrima

prema CC genotipu u kontrolnoj skupini (n=187)

IL-6 P Psc
n(%)
cc ostali
Spol
muski 37 (38,5) 33 (36,3) 0,765 >0,999
Zenski 59 (61,5) 58 (63,7)
ukupno 96 (100,0) 91 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 55 (49-63) 54 (51-59) 0,992 >0,999
BMI
pretili (>25 kg/m2) 35 (36,5) 34 (37,4) >0,999 >0,999
nisu pretili 61 (63,5) 57 (62,6)
ukupno 96 (100,0) 91 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 88 (91,7) 81 (89,0) 0,804 >0,999
cvi 3 (3,1) 4 (4,4)
druga sréana bolest 5 (5,2) 6 (6,6)
ukupno 96 (100,0) 91 (100,0)
Pusenje
da 18 (25,4) 20 (31,7) 0,447 >0,999
ne 53 (74,6) 43 (68,3)
ukupno 71 (100,0) 63 (100,0)
Hipertenzija
da 5 (5,2) 13 (14,3) 0,047 0,141
ne 91 (94,8) 78 (85,7)
ukupno 96 (100,0) 91 (100,0)
Ukupni kolesterol
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povisen (>5.0 mmol/L) 65 (67,7) 61 (67,0) >0,999 >0,999
normalan 31 (32,3) 30 (33,0)
ukupno 96 (100,0) 91 (100,0)
LDL
povi$en (>3.0 mmol/L) 59 (63,4) 54 (62,8) >0,999 >0,999
normalan 34 (36,6) 32 (37,2)
ukupno 93 (100,0) 86 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7 mmol/L) 17 (18,3) 13 (15,1) 0,690 >0,999
normalni 76 (81,7) 73 (84,9)
ukupno 93 (100,0) 86 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; Z<1.2 mmol/L) 5 (5,4) 3 (3,5) 0,722 >0,999
normalni 88 (94,6) 83 (96,5)
ukupno 93 (100,0) 86 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 6 (9,2) 6 (12,2) 0,760 >0,999
normalan 59 (90,8) 43 (87,8)
ukupno 65 (100,0) 49 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

Psc — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije. ¥ Mann Whitney U Test
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5.7.1.3. Genotip IL-6 -174GC

Tablica 42. Povezanost IL-6 -174 GC genotipova sa spolom, dobi, fizickim i anamnestickim parametrima u s

skupini pacijenata (n=114)

IL-6 P P,
n(%)
GC ostali
Spol
mugki 37 (69,8) 37 (60,7) 0,332 0,996
enski 16 (30,2) 24 (39,3)
ukupno 53 (100,0) 61 (100,0)
Dob; medijan (1QR) 57 (52-60) 56 (53-60) 0,899 >0,999
BMI
pretili (>25 kg/m2) 38 (71,7) 33 (54,1) 0,081 0,243
nisu pretili 15 (28,3) 28 (45,9)
ukupno 53 (100,0) 61 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 30 (56,6) 48 (78,7) 0,032 0,096
cvi 12 (22,6) 6 (9,8)
druga src¢ana bolest 11 (20,8) 7 (11,5)
ukupno 53 (100,0) 61 (100,0)
Pusenje
da 22 (41,5) 16 (26,2) 0,111 0,333
ne 31 (58,5) 45 (73,8)
ukupno 53 (100,0) 61 (100,0)
Fizicka aktivnost
da 32 (60,4) 39 (63,9) 0,704 >0,999
he 21 (39,6) 22 (36,1)
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ukupno 53 (100,0) 61 (100,0)
Hipertenzija
da 27 (50,9) 31 (50,8) >0,999 >0,999
ne 26 (49,1) 30 (49,2)
ukupno 53 (100,0) 61 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 32 (60,4) 31 (50,8) 0,348 >0,999
normalan 21 (39,6) 30 (49,2)
ukupno 53 (100,0) 61 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

Psc — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* Mann Whitney U Test
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Tablica 43. Povezanost IL-6 -174 GC genotipova s klinickim i biokemijskim parametrima u skupini pacijenata

(n=114)
IL-6 P Ps.
n(%)
GC ostali
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 24 (46,2) 20 (34,5) 0,245 0,735
normalan 28 (53,8) 38 (65,5)
ukupno 52 (100,0) 58 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7;mmol/L) 14 (26,9) 18 (31,0) 0,678 >0,999
normalni 38 (73,1) 40 (69,0)
ukupno 52 (100,0) 58 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; 2<1.2 mmol/L) 15 (28,8) 22 (37,3) 0,421 >0,999
normalni 37 (71,2) 37 (62,7)
ukupno 52 (100,0) 59 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 33 (62,3) 21 (34,4) 0,005 0,015
Normalan 20 (37,7) 40 (65,6)
ukupno 53 (100,0) 61 (100,0)
Mozdani udar
bez ishemije 8 (15,1) 7 (11,5) 0,751 >0,999
prednji desni 14 (26,4) 21 (34,4)
prednji lijevi 15 (28,3) 11 (18,0)
straznji desni 6 (11,3) 10 (16,4)
straznji lijevi 5 (9,4) 6 (9,8)
ishemija u moZzdanome deblu 5 (9,4) 6 (9,8)
Ukupno 53 (100,0) 61 (100,0)
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CDFI
Uredna 17 (32,1) 16 (26,2) 0,716 >0,999
bez stenoze 8 (15,1) 9 (14,8)
znacajna stenoza 5 (9,4) 10 (16,4)
aterosklerotske promjene 23 (43,4) 26 (42,6)
Ukupno 53 (100,0) 61 (100,0)
UZV sirca
nije graden 26 (49,1) 22 (36,1) 0,425 >0,999
Uredna 18 (34,0) 29 (47,5)
perzistentni foramen ovale 3 (5,7) 2 (3,3)
Dostalo 6 (11,3) 8 (23,1)
Ukupno 53 (100,0) 61 (100,0)
Holter EKG
nije graden 6 (11,3) 12 (29,7) 0,243 0,729
sinus ritma 42 (79,2) 47 (77,0)
Fibrilacija atrija 5 (9,4) 2 (3,3)
Ukupno 53 (100,0) 61 (100,0)
mRS-kod otpusta; medijan (IQR) 1 (1-3) 1 (0-2) 0,132 0,396

KRATICE: P = Hi kvadrat ()(2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

P.. — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije. * Mann Whitney U Test
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Tablica 44. Povezanost IL-6 -174 G>C genotipova sa spolom, dobi, fizickim i anamnestickim parametrima u

kontrolnoj skupini (n=187)

IL-6 P Psc
n(%)
GC ostali
Spol
Muskih 10 (38,5) 60 (37,3) 0,907 >0,999
Zenskih 16 (61,5) 101 (62,7)
Ukupno 26 (100,0) 161 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 56 (49-62) 54 (50-60) 0,688 >0,999
BMI
pretili (>25 kg/m2) 12 (46,2) 57 (35,4) 0,381 >0,999
nisu pretili 14 (53,8) 104 (64,6)
ukupno 26 (100,0) 161 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 23 (88,5) 146 (90,7) >0,999 >0,999
cvi 1 (3,8) 6 (3,7)
druga sréana bolest 2 (7,7) 9 (5,6)
ukupno 26 (100,0) 161 (100,0)
Pusenje
da 8 (38,1) 30 (26,5) 0,299 0,897
ne 13 (61,9) 83 (73,5)
ukupno 21 (100,0) 113 (100,0)
Hipertenzija
da 3 (11,5) 15 (9,3) >0,999 >0,999
ne 23 (88,5) 146 (90,7)
ukupno 26 (100,0) 161 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 14 (53,8) 112 (69,6) 0,120 0,360
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normalan 12 (46,2) 49 (30,4)
ukupno 26 (100,0) 161 (100,0)
LDL
povi$en (>3.0 mmol/L) 16 (69,6) 97 (62,2) 0,644 >0,999
normalan 7 (30,4) 59 (37,8)
ukupno 23 (100,0) 156 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7; mmol/L) 4 (17,4) 26 (16,7) >0,999 >0,999
normalni 19 (82,6) 130 (83,3)
ukupno 23 (100,0) 156 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0;
1 (4,3) 7 (4,5) >0,999 >0,999
#<1.2 mmol/L)
normalni 22 (95,7) 149 (95,5)
ukupno 23 (100,0) 156 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 2 (14,3) 10 (10,0) 0,641 >0,999
normalan 12 (85,7) 90 (90,0)
ukupno 14 (100,0) 100 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

Psc — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* Mann Whitney U Test
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5.8. Povezanost ACE I/D genotipova i klini¢kih i biokemijskih parametara

Nije dobivena statisticki znacajna povezanost ACE genotipova s niti jednim od klinickih i

biokemijskih parametara, kako u skupini pacijenata, tako ni u kontrolnoj skupini. Provedena je i

analiza povezanosti svakog pojedinog gena s klinickim i biokemijskim parametrima.

Tablica 45. Povezanost ACE genotipova sa spolom, dobi, fizickim i anamnestickim parametrima u skupini

pacijenata (n=114)

ACE
n(%) P
1 ID DD
Spol
muski 19 (70,4) 40 (70,2) 15 (50,0) 0,157
fenski 8 (29,6) 17 (29,8) 15 (50,0)
ukupno 27 (100,0) 57 (100,0) 30 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 56 (51-60) 57 (54-61) 57 (52-60) 0,424*
BMI
pretili (>25 kg/m2) 14 (51,9) 36 (63,2) 21 (70,0) 0,384
nisu pretili 13 (48,1) 21 (36,8) 9 (30,0)
ukupno 27 (100,0) 57 (100,0) 30 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 21 (77,8) 36 (63,2) 21 (70,0) 0,245
cvi 3 (11,1) 8 (14,0) 7 (23,3)
druga src¢ana bolest 3 (11,1) 13 (22,8) 2 (6,7)
ukupno 27 (100,0) 57 (100,0) 30 (100,0)
Pusenje
da 6 (22,2) 24 (42,1) 8 (26,7) 0,122
ne 21 (77,8) 33 (57,9) 22 (73,3)
ukupno 27 (100,0) 57 (100,0) 30 (100,0)
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Fizicka aktivnost

da 16 (59,3) 38 (66,7) 17 (56,7) 0,657
ne 11 (40,7) 19 (33,3) 13 (43,3)
ukupno 27 (100,0) 57 (100,0) 30 (100,0)
Hipertenzija
da 13 (48,1) 30 (52,6) 15 (50,0) 0,912
ne 14 (51,9) 27 (47,4) 15 (50,0)
ukupno 27 (100,0) 57 (100,0) 30 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 10 (37,0) 35 (61,4) 18 (60,0) 0,104
normalan 17 (63,0) 22 (38,6) 12 (40,0)
ukupno 27 (100,0) 57 (100,0) 30 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (xz) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon* Kruskal Wallis Test
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Tablica 46. Povezanost ACE genotipova s klinickim i biokemijskim parametrima u skupini pacijenata (n=114)

ACE
n(%) P C
1 ID DD
LDL
povigen (>3.0 mmol/L) 9 (36,0) 20 (36,4) 15 (50,0) 0,460
normalan 16 (64,0) 35 (63,6) 15 (50,0)
ukupno 25 (100,0) 55 (100,0) 30 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7 mmol/L) 7 (26,9) 12 (21,8) 13 (44,8) 0,084
normalni 19 (73,1) 43 (78,2) 16 (55,2)
ukupno 26 (100,0) 55 (100,0) 29 (100,0)
HDL
S“iie“:rfm::/f)‘ <12 4 (15,4) 20 (364) 13 (43,3) 0,075
normalni 22 (84,6) 35 (63,6) 17 (56,7)
ukupno 26 (100,0) 55 (100,0) 30 (100,0)
C-reaktivni protein
povigen (>5.0 mg/L) 13 (48,1) 28 (49,1) 13 (43,3) 0,880
normalan 14 (51,9) 29 (50,9) 17 (56,7)
ukupno 27 (100,0) 57 (100,0) 30 (100,0)
Mozdani udar
bez ishemije 4 (14,8) 9 (15,8) 2 (6,7) 0,245
prednji desni 10 (37,0) 16 (28,1) 9 (30,0)
prednji lijevi 5 (18,5) 18 (31,6) 3 (10,0)
straznji desni 2 (7,4) 6 (10,5) 8 (26,7)
straznji lijevi 3 (11,2) 4 (7,0) 4 (13,3)
ishemija u mozdanom deblu 3 (11,2) 4 (7,0) 4 (13,3)
ukupno 27 (100,0) 57 (100,0) 30 (100,0)

CDFI karotida
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uredan 10 (37,0) 16 (28,1) 7 (23,3) 0,831
bez stenoze 3 (11,2) 10 (17,5) 4 (13,3)
znacajna stenoza 4 (14,8) 8 (14,0) 3 (10,0)
aterosklerotske promjene 10 (37,0) 23 (40,4) 16 (53,3)
ukupno 27 (100,0) 57 (100,0) 30 (100,0)
UZV srca
nije raden 12 (44,4) 24 (42,1) 12 (40,0) 0,371
uredan 11 (40,7) 27 (47,4) 9 (30,0)
perzistentan foramen 1 (3,7) 1 (1,8) 3 (10,0)
ovale
ostalo 3 (11,1) 5 (8,8) 6 (20,0)
ukupno 27 (100,0) 57 (100,0) 30 (100,0)
Holter EKG
nije raden 6 (22,2) 6 (10,5) 6 (20,0) 0,613
sinus ritam 19 (70,4) 48 (84,2) 22 (73,3)
Fibrilacija natrija 2 (7,4) 3 (5,3) 2 (6,7)
ukupno 27 (100,0) 57 (100,0) 30 (100,0)
mRS-kod otpusta; medijan 1 (0-2) 1 (1-2) 1 (1-3) 0,737*

(IQR)

KRATICE: P = Hi kvadrat ()(2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

* Kruskal Wallis Test
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Tablica 47. Povezanost ACE genotipova sa spolom, dobi, klinickim i biokemijskim parametrima u kontrolnoj

skupini (n=187)

ACE
n(%) P A
] ID D.D.
Spol
muski 14 (36,8) 35 (37,6) 21 (37,5) 0,996
Zenski 24 (63,2) 58 (62,4) 35 (62,5)
ukupno 38 (100,0) 93 (100,0) 56 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 55 . (51-59) 54  (50-61) 55 (49-62) 0,996*
BMI
pretili (>25 kg/m2) 17 (44,7) 35 (37,6) 17 (30,4) 0,379
nisu pretili 21 (55,3) 58 (62,4) 39 (69,6)
ukupno 38 (100,0) 93 (100,0) 56 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 36 (94,7) 80 (86,0) 53 (94,6) 0,399
cvi 1 (2,6) 5 (5,4) 1 (1,8)
druga sréana bolest 1 (2,6) 8 (8,6) 2 (3,6)
ukupno 38 (100,0) 93 (100,0) 56 (100,0)
Pusenje
da 6 (22,2) 24 (35,8) 8 (20,0) 0,163
ne 21 (77,8) 43 (64,2) 32 (80,0)
ukupno 27 (100,0) 67 (100,0) 40 (100,0)
Hipertenzija
da 3 (7,9) 12 (12,9) 3 (5,4) 0,298
ne 35 (92,1) 81 (87,1) 53 (94,6)
ukupno 38 (100,0) 93 (100,0) 56 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 23 (60,5) 64 (68,8) 39 (69,6) 0,612
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normalan 15 (39,5) 29 (31,2) 17 (30,4)
ukupno 38 (100,0) 93 (100,0) 56 (100,0)
LDL
povigen (>3.0 mmol/L) 24 (66,7) 56 (63,6) 33 (60,0) 0,823
normalan 12 (33,3) 32 (36,4) 22 (40,0)
ukupno 36 (100,0) 88 (100,0) 55 (100,0)
Trigliceridi
povigeni (>1.7 mmol/L) 9 (25,0) 11 (12,5) 10 (18,2) 0,223
normalni 27 (75,0) 77 (87,5) 45 (81,8)
ukupno 36 (100,0) 88 (100,0) 55 (100,0)
HDL
S"iie"in(‘mjl'f)‘ £<1.2 2 (5,6) 3 (3,4) 3 (5,5) 0,801
normalni 34 (94,4) 85 (96,6) 52 (94,5)
ukupno 36 (100,0) 88 (100,0) 55 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 3 (12,0) 5 (9,1) 4 (11,8) 0,928
normalan 22 (88,0) 50 (90,9) 30 (88,2)
ukupno 25 (100,0) 55 (100,0) 34 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

* Kruskal Wallis Test
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5.8.1. Povezanost pojedinog ACE genotipa s klinickim i biokemijskim parametrima

Nije dobivena statisticki znacajna povezanost pojedinih genotipova ACE s klinickim i

biokemijskim parametrima.

5.8.1.1. Genotip ACE I

Tablica 48. Povezanost ACE Il genotipa sa spolom, dobi, fizickim i anamnestickim parametrima u skupini

pacijenata (n=114)

ACE P Psc
n(%)
] ostali
Spol
mugki 19 (70,4) 55 (63,2) 0,645 >0,999
enski 8 (29,6) 32 (36,8)
ukupno 27 (100,0) 87 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 56 (51-60) 57 (53-60) 0,249* 0,747
BMI
pretili (>25 kg/m2) 14 (51,9) 57 (65,5) 0,256 0,768
nisu pretili 13 (48,1) 30 (34,5)
ukupno 27 (100,0) 87 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 21 (77,8) 57 (65,5) 0,573 >0,999
cvi 3 (11,2) 15 (17,2)
druga sréana bolest 3 (11,2) 15 (17,2)
ukupno 27 (100,0) 87 (100,0)
Pusenje
da 6 (22,2) 32 (36,8) 0,242 0,726
he 21 (77.,8) 55 (63,2)
ukupno 27 (100,0) 87 (100,0)
Fizicka aktivnost
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da 16 (59,3) 55 (63,2) 0,821 >0,999
ne 11 (40,7) 32 (36,8)
ukupno 27 (100,0) 87 (100,0)
Hipertenzija
da 13 (48,1) 45 (51,7) 0,827 >0,999
ne 14 (51,9) 42 (48,3)
ukupno 27 (100,0) 87 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 10 (37,0) 53 (60,9) 0,045 0,135
normalan 17 (63,0) 34 (39,1)
ukupno 27 (100,0) 87 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (xz) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

P,. — P razina statisti¢cke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* Mann Whitney U Test
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Tablica 49. Povezanost ACE Il genotipa s klinickim i biokemijskim parametrima u skupini pacijenata (n=114)

ACE P Psc
n(%)
] ostali
LDL
povi$en (>3.0 mmol/L) 9 (36,0) 35 (41,2) 0,817 >0,999
normalan 16 (64,0) 50 (58,8)
ukupno 25 (100,0) 85 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7mmol/L) 7 (26,9) 25 (29,8) 0,812 >0,999
normalni 19 (73,1) 59 (70,2)
ukupno 26 (100,0) 84 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; 2<1.2 mmol/L) 4 (15,4) 33 (38,8) 0,032 0,096
normalni 22 (84,6) 52 (61,2)
ukupno 26 (100,0) 85 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 13 (48,1) 41 (47,1) 0,926 >0,999
normalan 14 (51,9) 46 (52,9)
ukupno 27 (100,0) 87 (100,0)
Mozdani udar (regija)
bez ishemije 4 (14,8) 11 (12,6) 0,855 >0,999
prednji desni 10 (37,0) 25 (28,7)
prednji lijevi 5 (18,5) 21 (24,1)
straznji desni 2 (7,4) 14 (16,1)
straznji lijevi 3 (11,2) 8 (9,2)
ishemija u moZzdanome deblu 3 (11,2) 8 (9,2)
ukupno 27 (100,0) 87 (100,0)

104



Genetski biljezi ateroskleroze u cerebrovaskularnoj bolesti

CDFI karotida

uredan 10 (37,0) 23 (26,4) 0,701 >0,999
bez stenoze 3 (11,1) 14 (16,1)
znacajna stenoza 4 (14,8) 11 (12,6)
aterosklerotske promjene 10 (37,0) 39 (44,8)
ukupno 27 (100,0) 87 (100,0)
UZV srca
nije oraden 12 (44,4) 36 (41,4) 0,989 >0,999
uredan 11 (40,7) 36 (41,4)
perzistentan foramen ovale 1 (3,7) 4 (4,6)
ostalo 3 (11,2) 11 (12,6)
ukupno 27 (100,0) 87 (100,0)
Holter EKG
nije raden 6 (22,2) 12 (13,8) 0,585 >0,999
sinus ritam 19 (70,4) 70 (80,5)
Fibrilacija atrija 2 (7,4) 5 (5,7)
ukupno 27 (100,0) 87 (100,0)
mRS-kod otpusta; medijan (IQR) 1 (0-2) 1 (1-2) 0,575* >0,999

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

Psc — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* MannWhitney U Test
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Tablica 50. Povezanost ACE Il genotipa sa spolom, dobi, klinickim i biokemijskim parametrima u kontrolnoj

skupini (n=187)

ACE P Psc
n(%)
Il ostali
Spol
muski 14 (36,8) 56 (37,6) 0,933 >0,999
Zenski 24 (63,2) 93 (62,4)
ukupno 38 (100,0) 149 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 55 (51-59) 55 (50-61) 0,982* >0,999
BMI
pretili (>25 kg/m2) 17 (44,7) 52 (34,9) 0,346 >0,999
nisu pretili 21 (55,3) 97 (65,1)
ukupno 38 (100,0) 149 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 36 (94,7) 133 (89,3) 0,656 >0,999
CVviI 1 (2,6) 6 (4,0)
druga sréana bolest 1 (2,6) 10 (6,7)
ukupno 38 (100,0) 149 (100,0)
Pusenje
da 6 (22,2) 32 (29,9) 0,484 >0,999
ne 21 (77,8) 75 (70,1)
ukupno 27 (100,0) 107 (100,0)
Hipertenzija
da 3 (7,9) 15 (10,1) 0,772 >0,999
ne 35 (92,1) 134 (89,9)
ukupno 38 (100,0) 149 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 23 (60,5) 103 (69,1) 0,336 >0,999
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normalan 15 (39,5) 46 (30,9)
ukupno 38 (100,0) 149 (100,0)
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 24 (66,7) 89 (62,2) 0,701 >0,999
normalan 12 (33,3) 54 (37,8)
ukupno 36 (100,0) 143 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7 mmol/L) 9 (25,0) 21 (14,7) 0,201 >0,999
normalni 27 (75,0) 122 (85,3)
ukupno 36 (100,0) 143 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0;
2 (5,6) 6 (4,2) 0,663 >0,999
#<1.2 mmol/L)
normalni 34 (94,4) 137 (95,8)
ukupno 36 (100,0) 143 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 3 (12,0) 9 (10,1) 0,724 >0,999
normalan 22 (88,0) 80 (89,9)
ukupno 25 (100,0) 89 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

Psc — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* Mann Whitney U Test
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5.8.1.2. Genotip ACE ID

Tablica 51. Povezanost ACE ID genotipa sa spolom, dobi, fizickima i anamnestickim parametrima u skupini

pacijenata (n=114)

ACE P Psc
n(%)
ID ostali
Spol
muski 40 (70,2) 34 (59,6) 0,327 0,981
Zenski 17 (29,8) 23 (40,4)
ukupno 57 (100,0) 57 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 57 (54-61) 56 (51-60) 0,248* 0,744
BMI
pretili (>25 kg/m2) 36 (63,2) 35 (61,4) 0,847 >0,999
nisu pretili 21 (36,8) 22 (38,6)
ukupno 57 (100,0) 57 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 36 (63,2) 42 (73,7) 0,144 0,432
cvi 8 (14,0) 10 (17,5)
druga src¢ana bolest 13 (22,8) 5 (8,8)
ukupno 57 (100,0) 57 (100,0)
Pusenje
da 24 (42,1) 14 (24,6) 0,073 0,219
ne 33 (57,9) 43 (75,4)
ukupno 57 (100,0) 57 (100,0)
Fizicka aktivnost
da 38 (66,7) 33 (57,9) 0,440 >0,999
ne 19 (33,3) 24 (42,1)
ukupno 57 (100,0) 57 (100,0)
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Hipertenzija

da 30 (52,6) 28 (49,1) 0,852 >0,999
ne 27 (47,4) 29 (50,9)
ukupno 57 (100,0) 57 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 35 (61,4) 28 (49,1) 0,258 0,774
normalan 22 (38,6) 29 (50,9)
ukupno 57 (100,0) 57 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

Psc — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* Mann Whitney U Test
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Tablica 52. Povezanost ACE ID genotipa s klinickim i biokemijskim parametrima u skupini pacijenata (n=114)

ACE P Psc
n(%)
ID ostali
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 20 (36,4) 24 (43,6) 0,560 >0,999
normalan 35 (63,6) 31 (56,4)
ukupno 55 (100,0) 55 (100,0)
Trigliceridi
povigeni (>1.7 mmol/L) 12 (21,8) 20 (36,4) 0,141 0,423
normalni 43 (78,2) 35 (63,6)
ukupno 55 (100,0) 55 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; 2<1.2 mmol/L) 20 (36,4) 17 (30,4) 0,550 >0,999
normalni 35 (63,6) 39 (69,6)
ukupno 55 (100,0) 56 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 28 (49,1) 26 (45,6) 0,851 >0,999
normalan 29 (50,9) 31 (54,4)
ukupno 57 (100,0) 57 (100,0)
Mozdani udar
bez ishemije 9 (15,8) 6 (10,5) 0,199 0,597
prednji desni 16 (28,1) 19 (33,3)
prednji lijevi 18 (31,6) 8 (14,0)
straznji desni 6 (10,5) 10 (17,5)
straznji lijevi 4 (7,0) 7 (12,3)
ishemija u mozdanome deblu 4 (7,0) 7 (12,3)
ukupno 57 (100,0) 57 (100,0)
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CDFI karotida

uredan 16 (28,1) 17 (29,8) 0,880 >0,999
bez stenoze 10 (17,5) 7 (12,3)
znacajna stenoza 8 (14,0) 7 (12,3)
aterosklerotske promjene 23 (40,4) 26 (45,6)
ukupno 57 (100,0) 57 (100,0)
UZV srca
nije raden 24 (42,1) 24 (42,1) 0,256 0,768
uredan 27 (47,4) 20 (35,1)
perzistentan foramen ovale 1 (1,8) 4 (7,0)
ostalo 5 (8,8) 9 (15,8)
ukupno 57 (100,0) 57 (100,0)
Holter EKG
nije raden 6 (10,5) 12 (21,1) 0,284 0,852
sinus ritma 48 (84,2) 41 (71,9)
Fibrilacija atrija 3 (5,3) 4 (7,0)
ukupno 57 (100,0) 57 (100,0)
mRS-at discharge; medijan (IQR) 1 (2-2) 1 (1-2) 0,895* >0,999

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

Psc — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* MannWhitney U Test
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Tablica 53. Povezanost ACE ID genotipa sa spolom, dobi, klinickim i biokemijskim parametrima u kontrolnoj

skupini (n=187)

ACE P Psc
n(%)
ID ostali
Spol
muski 35 (37,6) 35 (37,2) 0,955 >0,999
Zenski 58 (62,4) 59 (62,8)
ukupno 93 (100,0) 94 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 54 (50-61) 55 (50-60) 0,954* >0,999
BMI
pretili (>25 kg/m2) 35 (37,6) 34 (36,2) 0,880 >0,999
nisu pretili 58 (62,4) 60 (63,8)
ukupno 93 (100,0) 94 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 80 (86,0) 89 (94,7) 0,137 0,411
cvi 5 (5,4) 2 (2,1)
druga sréana bolest 8 (8,6) 3 (3,2)
ukupno 93 (100,0) 94 (100,0)
Pusenje
da 24 (35,8) 14 (20,9) 0,084 0,252
ne 43 (64,2) 53 (79,1)
ukupno 67 (100,0) 67 (100,0)
Hipertenzija
da 12 (12,9) 6 (6,4) 0,131 0,393
ne 81 (87,1) 88 (93,6)
ukupno 93 (100,0) 94 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 64 (68,8) 62 (66,0) 0,677 >0,999

112



Genetski biljezi ateroskleroze u cerebrovaskularnoj bolesti

normalan 29 (31,2) 32 (34,0)
ukupno 93 (100,0) 94 (100,0)
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 56 (63,6) 57 (62,6) 0,890 >0,999
normalan 32 (36,4) 34 (37,4)
ukupno 88 (100,0) 91 (100,0)
Trigliceridi
povigeni (>1.7 mmol/L) 11 (12,5) 19 (20,9) 0,163 0,489
normalni 77 (87,5) 72 (79,1)
ukupno 88 (100,0) 91 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; <1.2 mmol/L) 3 (3,4) 5 (5,5) 0,721 >0,999
normalni 85 (96,6) 86 (94,5)
ukupno 88 (100,0) 91 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 5 (9,1) 7 (11,9) 0,764 >0,999
normalan 50 (90,9) 52 (88,1)
ukupno 55 (100,0) 59 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

Psc — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* Mann Whitney U Test
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5.8.1.3. Genotip ACE DD

Tablica 54. Povezanost ACE DD genotipa sa spolom, dobi, fizickim i anamnestickim parametrima u skupini

pacijenata (n=114)

ACE P Psc
n(%)
DD ostali
Spol
muski 15 (50,0) 59 (70,2) 0,073 0,219
Zenski 15 (50,0) 25 (29,8)
ukupno 30 (100,0) 84 (100,0)
Dob; medijan (1QR) 57 (52-60) 57 (53-60) 0,869* >0,999
BMI
pretili (>25 kg/m2) 21 (70,0) 50 (59,5) 0,383 >0,999
nisu pretili 9 (30,0) 34 (40,5)
ukupno 30 (100,0) 84 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 21 (70,0) 57 (67,9) 0,195 0,585
Cvi 7 (23,3) 11 (13,1)
druga src¢ana bolest 2 (6,7) 16 (19,0)
ukupno 30 (100,0) 84 (100,0)
Pusenje
da 8 (26,7) 30 (35,7) 0,499 >0,999
ne 22 (73,3) 54 (64,3)
ukupno 30 (100,0) 84 (100,0)
Fizicka aktivnost
da 17 (56,7) 54 (64,3) 0,514 >0,999
ne 13 (43,3) 30 (35,7)
ukupno 30 (100,0) 84 (100,0)
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Hipertenzija

da 15 (50,0) 43 (51,2) 0,911 >0,999
ne 15 (50,0) 41 (48,8)
ukupno 30 (100,0) 84 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 18 (60,0) 45 (53,6) 0,670 >0,999
normalan 12 (40,0) 39 (46,4)
ukupno 30 (100,0) 84 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

Psc — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* Mann Whitney U Test
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Tablica 55. Povezanost ACE DD genotipa klinickim i biokemijskim parametrima prema DD genotipu u skupini

pacijenata (n=114)

ACE P Psc
n(%)
DD ostali
LDL
povigeni (>3.0 mmol/L) 15 (50,0) 29 (36,3) 0,274 0,822
normalan 15 (50,0) 51 (63,8)
ukupno 30 (100,0) 80 (100,0)
Trigliceridi
povigeni (>1.7 mmol/L) 13 (44,8) 19 (23,5) 0,035 0,105
normalni 16 (55,2) 62 (76,5)
ukupno 29 (100,0) 81 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; 2<1.2 mmol/L) 13 (43,3) 24 (29,6) 0,257 0,771
normalni 17 (56,7) 57 (70,4)
ukupno 30 (100,0) 81 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 13 (43,3) 41 (48,8) 0,673 >0,999
normalan 17 (56,7) 43 (51,2)
ukupno 30 (100,0) 84 (100,0)
Mozdani udar
bez ishemije 2 (6,7) 13 (15,5) 0,075 0,225
prednji desni 9 (30,0) 26 (31,0)
prednji lijevi 3 (10,0) 23 (27,4)
straznji desni 8 (26,7) 8 (9,5)
straznji lijevi 4 (23,3) 7 (8,3)
ishemija u moZdanome deblu 4 (23,3) 7 (8,3)
ukpno 30 (100,0) 84 (100,0)
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CDFI karotida

uredan 7 (23,3) 26 (31,0) 0,624 >0,999
bez stenoze 4 (13,3) 13 (15,5)
znacajna stenoza 3 (10,0) 12 (14,3)
aterosklerotske promjene 16 (53,3) 33 (39,3)
ukupno 30 (100,0) 84 (100,0)
UZV srca
nije raden 12 (40,0) 36 (42,9) 0,097 0,291
uredan 9 (30,0) 38 (45,2)
perzistentan foramen ovale 3 (10,0) 2 (2,4)
ostalo 6 (20,0) 8 (9,5)
ukupno 30 (100,0) 84 (100,0)
Holter EKG
nije raden 6 (20,0) 12 (14,3) 0,785 >0,999
sinus ritam 22 (73,3) 67 (79,8)
Fibrilacija atrija 2 (6,7) 5 (6,0)
ukupno 30 (100,0) 84 (100,0)
mRS-kod otpusta; medijan (IQR) 1 (1-3) 1 (1-2) 0,491* >0,999

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

Psc — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije * MannWhitney U Test
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Tablica 56. Povezanost ACE DD genotipa sa spolom, dobi, klinickim i biokemijskim parametrima u kontrolnoj

skupini (n=187)

ACE P Psc
n(%)
DD ostali
Spol
muski 21 (37,5) 49 (37,4) 0,990 >0,999
Zenski 35 (62,5) 82 (62,6)
ukupno 56 (100,0) 131 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 55 (49-62) 54 (50-60) 0,931* >0,999
BMI
pretili (>25 kg/m2) 17 (30,4) 52 (39,7) 0,250 0,750
nisu pretili 39 (69,6) 79 (60,3)
ukupno 56 (100,0) 131 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 53 (94,6) 116 (88,5) 0,454 >0,999
cvi 1 (1,8) 6 (4,6)
druga sréana bolest 2 (3,6) 9 (6,9)
ukupno 56 (100,0) 131 (100,0)
Pusenje
da 8 (20,0) 30 (31,9) 0,210 0,630
ne 32 (80,0) 64 (68,1)
ukupno 40 (100,0) 94 (100,0)
Hipertenzija
da 3 (5,4) 15 (11,5) 0,281 0,843
ne 53 (94,6) 116 (88,5)
ukupno 56 (100,0) 131 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 39 (69,6) 87 (66,4) 0,735 >0,999
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normalan 17 (30,4) 44 (33,6)
ukupno 56 (100,0) 131 (100,0)
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 33 (60,0) 80 (64,5) 0,616 >0,999
normalan 22 (40,0) 44 (35,5)
ukupno 55 (100,0) 124 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7 mmol/L) 10 (18,2) 20 (16,1) 0,829 >0,999
normalni 45 (81,8) 104 (83,9)
ukupno 55 (100,0) 124 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; <1.2 mmol/L) 3 (5,5) 5 (4,0) 0,703 >0,999
normalni 52 (94,5) 119 (96,0)
ukupno 55 (100,0) 124 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 4 (11,8) 8 (10,0) 0,779 >0,999
normalan 30 (88,2) 72 (90,0)
ukupno 34 (100,0) 80 (100,0)

5.9. Povezanost MTHFR C677T genotipova s klinickim i biokemijskim parametrima

U skupini pacijenata nije dobivena statisticki znaCajna povezanost MTHFR C677T
genotipova s niti jednim klinickim ili biokemijskim parametrom. Unutar kontrolne skupine
dobivena je statisticki znac¢ajna povezanost s pusenjem %2 = 8,808; df =2, P =0.011; C = 0.245),
pri cemu su pusaci bili ¢es¢i medu sudionicima s TT genotipom. Provjerena je i povezanost svakog

pojedinog genotipa s klinickim i biokemijskim parametrima.
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Tablica 57. Povezanost MTHFR genotipova sa spolom, dobi, fizickim i anamnestickim parametrima u skupini

pacijenata (n=114)

MTHFR P c
n(%)
CC CT 1T
Spol
muski 36 (64,3) 30 (66,7) 8 (61,5) 0,922
Zenski 20 (35,7) 15 (33,3) 5 (38,5)
ukupno 56 (100,0) 45 (100,0) 13 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 56 (52-60) 58 (53-61) 56 (44-59) 0,445*
BMI
pretili (>25 kg/m2) 31 (55,4) 30 (66,7) 10 (76,9) 0,260
nisu pretili 25 (44,6) 15 (33,3) 3 (23,1)
ukupno 56 (100,0) 45 (100,0) 13 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 39 (69,6) 28 (62,2) 11 (84,6) 0,663
cvi 9 (16,1) 8 (17,8) 1 (7,7)
druga sréana bolest 8 (14,3) 9 (20,0) 1 (7,7)
ukupno 56 (100,0) 45 (100,0) 13 (100,0)
Pusenje
da 13 (23,2) 19 (42,2) 6 (46,2) 0,084
ne 43 (76,8) 26 (57,8) 7 (53,8)
ukupno 56 (100,0) 45 (100,0) 13 (100,0)
Fizicka aktivnost
da 35 (62,5) 27 (60,0) 9 (69,2) 0,862
ne 21 (37,5) 18 (40,0) 4 (30,8)
ukupno 56 (100,0) 45 (100,0) 13 (100,0)
Hipertenzija
da 30 (53,6) 24 (53,3) 4 (30,8) 0,330
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ne 26 (46,4) 21 (46,7) 9 (69,2)

ukupno 56 (100,0) 45 (100,0) 13 (100,0)

Ukupni kolesterol

povisen (>5.0 mmol/L) 29 (51,8) 27 (60,0) 7 (53,8) 0,687
normalan 27 (48,2) 18 (40,0) 6 (46,2)
ukupno 56 (100,0) 45 (100,0) 13 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (xz) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere
ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

* Kruskal Wallis Test
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Tablica 58. Povezanost MTHFR genotipova s klinickim i biokemijskim parametrima u skupini pacijenata

(n=114)
MTHFR P C
n(%)
cc CcT T
LDL
povigen (>3.0 mmol/L) 19 (35,2) 20 (46,5) 5 (38,5) 0,529
normalan 35 (64,8) 23 (53,5) 8 (61,5)
ukupno 54 (100,0) 43 (100,0) 13 (100,0)
Trigliceridi
povigeni (>1.7 mmol/L) 16 (29,1) 12 (27,9) 4 (33,3) 0,953
normalni 39 (70,9) 31 (72,1) 8 (66,7)
ukupno 55 (100,0) 43 (100,0) 12 (100,0)
HDL
S“iie“:rfm::/'g‘ <12 19 (35,8) 15 (33,3) 3 (23,1) 0,693
normalni 34 (64,2) 30 (66,7) 10 (76,9)
ukupno 53 (100,0) 45 (100,0) 13 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 27 (48,2) 23 (51,1) 4 (30,8) 0,450
normalan 29 (51,8) 22 (48,9) 9 (69,2)
ukupno 56 (100,0) 45 (100,0) 13 (100,0)
Mozdani udar
bez ishemije 6 (10,7) 6 (13,3) 3 (23,1) 0,745
prednji desni 15 (26,8) 18 (40,0) 2 (15,4)
prednji lijevi 15 (26,8) 8 (17,8) 3 (23,1)
straznji desni 8 (14,3) 6 (23,3) 2 (15,4)
straznji lijevi 7 (12,5) 2 (4,4) 2 (15,4)
ishemija u moZzdanome 5 (8,9) 5 (11,1) 1 (7.7)

deblu
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ukupno 56 (100,0) 45 (100,0) 13 (100,0)
CDFI karotida
uredan 15 (26,8) 13 (28,9) 5 (38,5) 0,786
bez stenoze 9 (16,1) 6 (13,3) 2 (15,4)
znacajna stenoza 6 (10,7) 6 (13,3) 3 (23,1)
aterosklerotske promjene 26 (46,4) 20 (44,4) 3 (23,1)
ukupno 56 (100,0) 45 (100,0) 13 (100,0)
UZV srca
nije raden 24 (42,9) 19 (42,2) 5 (38,5) 0,472
uredan 22 (39,3) 21 (46,7) 4 (30,8)
perzistentni foramen ovale 2 (3,6) 1 (2,2) 2 (15,4)
ostalo 8 (14,3) 4 (8,9) 2 (15,4)
ukupno 56 (100,0) 45 (100,0) 13 (100,0)
Holter EKG
nije raden 11 (19,6) 6 (13,3) 1 (7,7) 0,461
sinus ritam 40 (71,4) 37 (82,2) 12 (92,3)
Fibrilacija atrija 5 (8,9) 2 (4,4) 0 (0,0)
ukupno 56 (100,0) 45 (100,0) 13 (100,0)
mRS-kod otpusta; medijan 1 (1-3) 1 (0-2) 1 (0-3) 0,395*

(1QR)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane

mjere ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

* Kruskal Wallis Test

123



Genetski biljezi ateroskleroze u cerebrovaskularnoj bolesti

Tablica 59. Povezanost MTHFR genotipova sa spolom, dobi, klinickim i biokemijskim parametrima u kontrolnoj

skupini (n=187)

MTHFR P c
n(%)
CC CT 1T
Spol
muski 27 (34,2) 28 (34,6) 14 (53,8) 0,157
Zenski 52 (65,8) 53 (65,4) 12 (46,2)
ukupno 79 (100,0) 81 (100,0) 26 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 55 (49-63) 54 . (51-58) 59 (52-63) 0,197*
BMI
pretili (>25 kg/m2) 29 (36,7) 31 (38,3) 8 (30,8) 0,796
nisu pretili 50 (63,3) 50 (61,7) 18 (69,2)
ukupno 79 (100,0) 81 (100,0) 26 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 70 (88,6) 75 (92,6) 23 (88,5) 0,913
cvi 4 (5,1) 2 (2,5) 1 (3,8)
druga sréana bolest 5 (6,3) 4 (4,9) 2 (7,7)
ukupno 79 (100,0) 81 (100,0) 26 (100,0)
Pusenje
da 9 (16,1) 19 (33,9) 10 (47,6) 0,014 0,249
ne 47 (83,9) 37 (66,1) 11 (52,4)
ukupno 56 (100,0) 56 (100,0) 21 (100,0)
Hipertenzija
da 8 (10,1) 6 (7,4) 3 (11,5) 0,778
ne 71 (89,9) 75 (92,6) 23 (88,5)
ukupno 79 (100,0) 81 (100,0) 26 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 54 (68,4) 55 (67,9) 17 (65,4) 0,974
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normalan 25 (31,6) 26 (32,1) 9 (34,6)
ukupno 79 (100,0) 81 (100,0) 26 (100,0)
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 48 (63,2) 49 (63,6) 16 (61,5) >0,999
normalan 28 (36,8) 28 (36,4) 10 (38,5)
ukupno 76 (100,0) 77 (100,0) 26 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7; mmol/L) 18 (23,7) 8 (10,4) 4 (15,4) 0,089
normalni 58 (76,3) 69 (89,6) 22 (84,6)
ukupno 76 (100,0) 77 (100,0) 26 (100,0)
HDL
f::‘:l"/'” (M<10; 212 g (3,9) 4 (5,2) 1 (3,8) 50,999
normalni 73 (96,1) 73 (94,8) 25 (96,2)
ukupno 76 (100,0) 77 (100,0) 26 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 6 (10,9) 6 (12,8) 0 (0,0) 0,489
normalan 49 (89,1) 41 (87,2) 12 (100,0)
ukupno 55 (100,0) 47 (100,0) 12 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon.* Kruskal Wallis Test
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5.9.1. Povezanost pojedinog MTHFR genotipa s klinickim i biokemijskim
parametrima

Dobivena je statisticki znacajna povezanost izmedu CC genotipa i puSenja u kontrolnoj
skupini (x2 = 7,149; df = 1, Bonferronijeva korekcija, P = 0.0,33; C = 0.225), pri ¢emu su sudionici s
CC genotipom cesce bili nepusa¢i u odnosu na sudionike s ostalim genotipovima. U skupini
pacijenata nije dobivena statisticki znaCajna povezanost CC genotipa i klinickih i biokemijskih

parametara.

5.9.1.1. Genotip MTHFR CC

Tablica 60. Povezanost MTHFR CC genotipa sa spolom, dobi, fizickim i anamnestickim parametrima u skupini

pacijenata (n=114)

MTHFR P Psc
n(%)
CC ostali
Spol
mugki 36 (64,3) 38 (65,5) >0,999 >0,999
enski 20 (35,7) 20 (34,5)
ukupno 56 (100,0) 58 (100,0)
Dob; medijan (1QR) 56 (52-60) 57 (52-60) 0,879* >0,999
BMI
pretili (>25 kg/m2) 31 (55,4) 40 (69,0) 0,176 0,528
nisu pretili 25 (44,6) 18 (31,0)
ukupno 56 (100,0) 58 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 39 (69,6) 39 (67,2) 0,957 >0,999
cvi 9 (16,1) 9 (15,5)
druga sréana bolest 8 (14,3) 10 (17,2)
ukupno 56 (100,0) 58 (100,0)
Pusenje
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da 13 (23,2) 25 (43,1) 0,030 0,090
ne 43 (76,8) 33 (56,9)
ukupno 56 (100,0) 58 (100,0)
Fizicka aktivnost
da 35 (62,5) 36 (62,1) >0,999 >0,999
ne 21 (37,5) 22 (37,9)
ukupno 56 (100,0) 58 (100,0)
Hipertenzija
da 30 (53,6) 28 (48,3) 0,581 >0,999
ne 26 (46,4) 30 (51,7)
ukupno 56 (100,0) 58 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 29 (51,8) 34 (58,6) 0,572 >0,999
normalan 27 (48,2) 24 (41,4)
ukupno 56 (100,0) 58 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (xz) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

P.. — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije. * Mann Whitney U Test
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Tablica 61. Povezanost MTHFR CC genotipa s klinickim i biokemijskim parametrima u skupini pacijenata

(n=114)
MTHFR P Psc
n(%)
CC ostali
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 19 (35,2) 25 (44,6) 0,336 >0,999
normalan 35 (64,8) 31 (55,4)
ukupno 54 (100,0) 56 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7 mmol/L) 16 (29,1) 16 (29,1) >0,999 >0,999
normalni 39 (70,9) 39 (70,9)
ukupno 55 (100,0) 55 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; 2<1.2 mmol/L) 19 (35,8) 18 (31,0) 0,688 >0,999
normalni 34 (64,2) 40 (69,0)
ukupno 53 (100,0) 58 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 27 (48,2) 27 (46,6) >0,999 >0,999
normalan 29 (51,8) 31 (53,4)
ukupno 56 (100,0) 58 (100,0)
Mozdani udar
bez ishemije 6 (10,7) 9 (15,5) 0,742 >0,999
prednji desni 15 (26,8) 20 (34,5)
prednji lijevi 15 (26,8) 11 (19,0)
straznji desni 8 (14,3) 8 (23,8)
straznji lijevi 7 (12,5) 4 (6,9)
ishemija mozdanoga debla 5 (8,9) 6 (10,3)
ukupno 56 (100,0) 58 (100,0)
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CDFI karotida

uredan 15 (26,8) 18 (31,0) 0,789 >0,999
bez stenoze 9 (16,1) 8 (23,8)
znacajna stenoza 6 (10,7) 9 (15,5)
aterosklerotske promjene 26 (46,4) 23 (39,7)
ukupno 56 (100,0) 58 (100,0)
UZV srca
nije raden 24 (42,9) 24 (41,4) 0,886 >0,999
uredan 22 (39,3) 25 (43,1)
perzistentni foramen ovale 2 (3,6) 3 (5,2)
ostalo 8 (14,3) 6 (10,3)
ukupno 56 (100,0) 58 (100,0)
Holter EKG
nije raden 11 (19,6) 7 (12,1) 0,226 0,678
sinus ritma 40 (71,4) 49 (84,5)
Fibrilacija atrija 5 (8,9) 2 (3,4)
ukupno 56 (100,0) 58 (100,0)
mRS-kod otpusta; medijan (IQR) 1 (1-3) 1 (0-2) 0,167* 0,501

KRATICE: P = Hi kvadrat (xz) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

P.. — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije. * MannWhitney U Test
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Tablica 62. Povezanost MTHFR CC genotipa sa spolom, dobi, klinickim i biokemijskim parametrima u

kontrolnoj skupini (n=187)

MTHFR P Psc
n(%)
CC ostali
Spol
muski 27 (34,2) 43 (39,8) 0,449 >0,999
Zenski 52 (65,8) 65 (60,2)
ukupno 79 (100,0) 108 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 55 (49-63) 54 (51-59) 0,642* >0,999
BMI
pretili (>25 kg/m2) 29 (36,7) 40 (37,0) >0,999 >0,999
nisu pretili 50 (63,3) 68 (63,0)
ukupno 79 (100,0) 108 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 70 (88,6) 99 (91,7) 0,800 >0,999
cvi 4 (5,1) 3 (2,8)
druga sréana bolest 5 (6,3) 6 (5,6)
ukupno 79 (100,0) 108 (100,0)
Pusenje
da 9 (16,1) 29 (37,2) 0,011 0,033
ne 47 (83,9) 49 (62,8)
ukupno 56 (100,0) 78 (100,0)
Hipertenzija
da 8 (10,1) 10 (9,3) >0,999 >0,999
ne 71 (89,9) 98 (90,7)
ukupno 79 (100,0) 108 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 54 (68,4) 72 (66,7) 0,875 >0,999
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normalan 25 (31,6) 36 (33,3)
ukupno 79 (100,0) 108 (100,0)
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 48 (63,2) 65 (63,1) >0,999 >0,999
normalan 28 (36,8) 38 (36,9)
ukupno 76 (100,0) 103 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7; mmol/L) 18 (23,7) 12 (11,7) 0,043 0,129
normalni 58 (76,3) 91 (88,3)
ukupno 76 (100,0) 103 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; <1.2 mmol/L) 3 (3,9) 5 (4,9) >0,999 >0,999
normalni 73 (96,1) 98 (95,1)
ukupno 76 (100,0) 103 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 6 (10,9) 6 (10,2) >0,999 >0,999
normalan 49 (89,1) 53 (89,8)
ukupno 55 (100,0) 59 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x°

) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

P.. — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* Mann Whitney U Test
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5.9.1.2. Genotip MTHFR C677T

Nije dobivena statisticki znacajna povezanost CT genotipa s niti jednim od klinickih i

biokemijskih parametara u skupini pacijenata, kao ni u kontrolnoj skupini.

Tablica 63. Povezanost MTHFR CT genotipa sa spolom, dobi, fizickim i anamnestickim parametrima u skupini

pacijenata (n=114)

MTHFR P Psc
n(%)
CT ostali
Spol
mugki 30 (66,7) 44 (63,8) 0,842 >0,999
Zenski 15 (33,3) 25 (36,2)
ukupno 45 (100,0) 69 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 58  (53-61) 56 | (52-60) 0,366* >0,999
BMI
pretili (>25 kg/m2) 30 (66,7) 41 (59,4) 0,554 >0,999
nisu pretili 15 (33,3) 28 (40,6)
ukupno 45 (100,0) 69 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 28 (62,2) 50 (72,5) 0,477 >0,999
cvI 8 (17,8) 10 (14,5)
druga src¢ana bolest 9 (20,0) 9 (13,0)
ukupno 45 (100,0) 69 (100,0)
Pusenje
da 19 (42,2) 19 (27,5) 0,154 0,462
he 26 (57,8) 50 (72,5)
ukupno 45 (100,0) 69 (100,0)
Fizicka aktivnost
da 27 (60,0) 44 (63,8) 0,697 >0,999
he 18 (40,0) 25 (36,2)
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ukupno 45 (100,0) 69 (100,0)
Hipertenzija
da 24 (53,3) 34 (49,3) 0,705 >0,999
ne 21 (46,7) 35 (50,7)
ukupno 45 (100,0) 69 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 27 (60,0) 36 (52,2) 0,446 >0,999
normalan 18 (40,0) 33 (47,8)
ukupno 45 (100,0) 69 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x°) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon
P.. — P razina statisti¢cke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* Mann Whitney U Test
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Tablica 64. Povezanost MTHFR CT genotipa s klinickim i biokemijskim parametrima u skupini pacijenata

(n=114)
MTHFR P P,
n(%)
CT ostali
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 20 (46,5) 24 (35,8) 0,320 0,960
normalan 23 (53,5) 43 (64,2)
ukupno 43 (100,0) 67 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7;mmol/L) 12 (27,9) 20 (29,9) 0,834 >0,999
normalni 31 (72,1) 47 (70,1)
ukupno 43 (100,0) 67 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; 2<1.2 mmol/L) 15 (33,3) 22 (33,3) >0,999 0,999
normalni 30 (66,7) 44 (66,7)
ukupno 45 (100,0) 66 (100,0)
C-reaktivni proteina
povisen (>5.0 mg/L) 23 (51,1) 31 (44,9) 0,568 0,999
normalan 22 (48,9) 38 (55,1)
ukupno 45 (100,0) 69 (100,0)
Mozdani udar
bez ishemije 6 (13,3) 9 (13,0) 0,398 0,999
prednji desni 18 (40,0) 17 (24,6)
prednji lijevi 8 (17,8) 18 (26,1)
straznji desni 6 (23,3) 10 (14,5)
straznji lijevi 2 (4,4) 9 (23,0)
ishemija u moZzdanome debelu 5 (11,1) 6 (8,7)
ukupno 45 (100,0) 69 (100,0)
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CDFI karotida

uredan 13 (28,9) 20 (29,0) 0,991 0,999
bez stenoze 6 (13,3) 11 (15,9)
znacajna stenoza 6 (13,3) 9 (13,0)
aterosklerotske promjene 20 (44,4) 29 (42,0)
ukupno 45 (100,0) 69 (100,0)
UZV srca
nije raden 19 (42,2) 29 (42,0) 0,569 0,999
uredan 21 (46,7) 26 (37,7)
perzistentni foramen ovale 1 (2,2) 4 (5,8)
ostalo 4 (8,9) 10 (14,5)
ukupno 45 (100,0) 69 (100,0)
Holter EKG
nije raden 6 (13,3) 12 (17,4) 0,729 0,999
sinus ritam 37 (82,2) 52 (75,4)
Fibrilacija atrija 2 (4,4) 5 (7,2)
ukupno 45 (100,0) 69 (100,0)
mRS-kod otpusta; medijan (IQR) 1 (0-1) 1 (1-3) 0,240%* 0,720

KRATICE: P = Hi kvadrat (xz) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

P.. — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije. * MannWhitney U Test

135



Genetski biljezi ateroskleroze u cerebrovaskularnoj bolesti

Tablica 65. Povezanost MTHFR CT genotipa sa spolom, dobi, klinickim i biokemijskim parametrima u

kontrolnoj skupini (n=187)

MTHFR P Psc
n(%)
CT ostali
Spol
mugki 28 (34,6) 42 (39,6) 0,543 >0,999
enski 53 (65,4) 64 (60,4)
ukupno 81 (100,0) 106 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 54 (51-58) 56 (49-62) 0,140* 0,420
BMI
pretili (>25 kg/m2) 31 (38,3) 38 (35,8) 0,761 >0,999
nisu pretili 50 (61,7) 68 (64,2)
ukupno 81 (100,0) 106 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 75 (92,6) 94 (88,7) 0,638 >0,999
cvi 2 (2,5) 5 (4,7)
druga sréana bolest 4 (4,9) 7 (6,6)
ukupno 81 (100,0) 106 (100,0)
Pusenje
da 19 (33,9) 19 (24,4) 0,248 0,744
ne 37 (66,1) 59 (75,6)
ukupno 56 (100,0) 78 (100,0)
Hipertenzija
da 6 (7,4) 12 (11,3) 0,457 >0,999
he 75 (92,6) 94 (88,7)
ukupno 81 (100,0) 106 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 55 (67,9) 71 (67,0) >0,999 >0,999
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normalan 26 (32,1) 35 (33,0)
ukupno 81 (100,0) 106 (100,0)
LDL
poviseni (>3.0 mmol/L) 49 (63,6) 64 (62,7) >0,999 >0,999
normalan 28 (36,4) 38 (37,3)
ukupno 77 (100,0) 102 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7 mmol/L) 8 (10,4) 22 (21,6) 0,068 0,204
normalni 69 (89,6) 80 (78,4)
ukupno 77 (100,0) 102 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; <1.2 mmol/L) 4 (5,2) 4 (3,9) 0,727 >0,999
normalni 73 (94,8) 98 (96,1)
ukupno 77 (100,0) 102 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 6 (12,8) 6 (9,0) 0,548 >0,999
normalan 41 (87,2) 61 (91,0)
ukupno 47 (100,0) 67 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (x°

) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

P.. — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* Mann Whitney U Test
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5.9.1.3. Genotip MTHFRTT

Nije dobivena statisticki znacajna povezanost TT genotipa s niti jednim od klinickih i

biokemijskih parametara u skupini pacijenata, kao ni u kontrolnoj skupini.

Tablica 66. Povezanost MTHFR TT genotipa sa spolom, dobi, fizickim i anamnestickim parametrima u skupini

pacijenata (n=114)

MTHFR P Psc
n(%)
T ostali
Spol
mugki 8 (61,5) 66 (65,3) >0,999 >0,999
Zenski 5 (38,5) 35 (34,7)
ukupno 13 (100,0) 101 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 56 (44-59) 57 (53-60) 0,266* 0,798
BMI
pretili (>25 kg/m2) 10 (76,9) 61 (60,4) 0,364 >0,999
nisu pretili 3 (23,1) 40 (39,6)
ukupno 13 (100,0) 101 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 11 (84,6) 67 (66,3) 0,445 >0,999
cvi 1 (7,7) 17 (16,8)
druga sréana bolest 1 (7,7) 17 (16,8)
ukupno 13 (100,0) 101 (100,0)
Pusenje
da 6 (46,2) 32 (31,7) 0,353 >0,999
ne 7 (53,8) 69 (68,3)
ukupno 13 (100,0) 101 (100,0)
Fizicka aktivnost
da 9 (69,2) 62 (61,4) 0,764 >0,999
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ne 4 (30,8) 39 (38,6)

ukupno 13 (100,0) 101 (100,0)

Hipertenzija

da 4 (30,8) 54 (53,5) 0,149 0,447
ne 9 (69,2) 47 (46,5)
ukupno 13 (100,0) 101 (100,0)

Ukupni kolesterol

povisen (>5.0 mmol/L) 7 (53,8) 56 (55,4) >0,999 >0,999
normalan 6 (46,2) 45 (44,6)
ukupno 13 (100,0) 101 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat ()(2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon
P,. — P razina statisti¢ke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije.

* Mann Whitney U Test
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Tablica 67. Povezanost MTHFR TT genotipa s klinickim i biokemijskim parametrima u skupini pacijenata

(n=114)
MTHFR P Psc
n(%)
T ostali
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 5 (38,5) 39 (40,2) >0,999
normalan 8 (61,5) 58 (59,8)
ukupno 13 (100,0) 97 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7 mmol/L) 4 (33,3) 28 (28,6) 0,732
normalni 8 (66,7) 70 (71,4)
ukupno 12 (100,0) 98 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; 2<1.2 mmol/L) 3 (23,1) 34 (34,7) 0,538
normalni 10 (76,9) 64 (65,3)
ukupno 13 (100,0) 98 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 4 (30,8) 50 (49,5) 0,247
normalan 9 (69,2) 51 (50,5)
ukupno 13 (100,0) 101 (100,0)
Mozdani udar
bez ishemije 3 (23,1) 12 (11,9) 0,769
prednji desni 2 (15,4) 33 (32,7)
predniji lijevi 3 (23,1) 23 (22,8)
straznji desni 2 (15,4) 14 (13,9)
straznji lijevi 2 (15,4) 9 (8,9)
ishemija u moZzdanome deblu 1 (7,7) 10 (9,9)
ukupno 13 (100,0) 101 (100,0)
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CDFI karotida

uredan 5 (38,5) 28 (27,7) 0,437
bez stenoze 2 (15,4) 15 (14,9)
znacajna stenoza 3 (23,1) 12 (11,9)
aterosklerotske promjene 3 (23,1) 46 (45,5)
ukupno 13 (100,0) 101 (100,0)
UZV srca
nije radeno 5 (38,5) 43 (42,6) 0,220
uredan 4 (30,8) 43 (42,6)
perzistentni foramen ovale 2 (15,4) 3 (3,0)
ostalo 2 (15,4) 12 (11,9)
ukupno 13 (100,0) 101 (100,0)
Holter EKG
nije raden 1 (7,7) 17 (16,8) 0,460
sinus ritam 12 (92,3) 77 (76,2)
Fibrilacija atrija 7 (6,9)
ukupno 13 (100,0) 101 (100,0)
mRS-kod otpusta; medijan (IQR) 1 (0-3) 1 (1-2) 0,730*

KRATICE: P = Hi kvadrat (xz) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

P.. — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije * MannWhitney U Test
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Tablica 68. Povezanost MTHFR TT genotipa sa spolom, dobi, klinickim i biokemijskim parametrima u

kontrolnoj skupini (n=187)

MTHFR P Psc
n(%)
1T ostali
Spol
muski 14 (53,8) 56 (34,8) 0,080 0,240
Zenski 12 (46,2) 105 (65,2)
ukupno 26 (100,0) 161 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 59 (52-63) 54 (50-60) 0,140* 0,420
BMI
pretili (>25 kg/m2) 8 (30,8) 61 (37,9) 0,521 >0,999
nisu pretili 18 (69,2) 100 (62,1)
ukupno 26 (100,0) 161 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 23 (88,5) 146 (90,7) >0,999 >0,999
CVviI 1 (3,8) 6 (3,7)
druga sréana bolest 2 (7,7) 9 (5,6)
ukupno 26 (100,0) 161 (100,0)
Pusenje
da 10 (47,6) 28 (24,8) 0,039 0,117
ne 11 (52,4) 85 (75,2)
ukupno 21 (100,0) 113 (100,0)
Hipertenzija
da 3 (11,5) 15 (9,3) >0,999 >0,999
ne 23 (88,5) 146 (90,7)
ukupno 26 (100,0) 161 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 17 (65,4) 109 (67,7) 0,824 >0,999
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normalan 9 (34,6) 52 (32,3)
ukupno 26 (100,0) 161 (100,0)
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 16 (61,5) 97 (63,4) >0,999 >0,999
normalan 10 (38,5) 56 (36,6)
ukupno 26 (100,0) 153 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7 mmol/L) 4 (15,4) 26 (17,0) >0,999 >0,999
normalni 22 (84,6) 127 (83,0)
ukupno 26 (100,0) 153 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0;
1 (3,8) 7 (4,6) >0,999 >0,999
#<1.2 mmol/L)
normalni 25 (96,2) 146 (95,4)
ukupno 26 (100,0) 153 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 0 (0,0) 12 (11,8) 0,358 >0,999
normalan 12 (100,0) 90 (88,2)
ukupno 12 (100,0) 102 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (xz) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

P.. — P razina statisticke znacajnosti nakon Bonferronijeve korekcije * MannWhitney U Test
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5.10. Povezanost APOE E2/E3/E4 genotipova s klinickim i biokemijskim

parametrima

U skupini pacijenata dobivena je statisticki znacajna razlika u mRS- kod otpusta izmedu
sudionika s 2/3 i 3/3 genotipom (Mann Whithey U=496,5; 7=-2,316; P=0,020; AUC=0,33), pri ¢emu
su vise vrijednosti zabiljeZzene kod pacijenata s 3/3 genotipom. Takoder je dobivena statisticki
znacajna razlika medu pacijentima s 2/3 i 3/3 genotipom u tipu udara (x2 = 12,718; df =5, P =
0.023; C = 0.334). Unutar kontrolne skupine nije dobivena statisticki znacajna povezanost APOE
genotipa s klinickim i biokemijskim parametrima.

Tablica 69. Povezanost APOE genotipa sa spolom, dobi, fizickim i anamnestickim parametrima u skupini

pacijenata (n=114)

APOE P C
n(%)
2/3 3/3
Spol
mugki 9 (52,9) 65 (67,0) 0,281
jenski 8 (47,1) 32 (33,0)
ukupno 17 (100,0) 97 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 56 (53-60) 57 (52-60) >0,999*
BMI
pretili (>25 kg/m2) 9 (52,9) 62 (63,9) 0,424
nisu pretili 8 (47,1) 35 (36,1)
ukupno 17 (100,0) 97 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 9 (52,9) 69 (71,1) 0,069
cvi 2 (11,8) 16 (16,5)
druga sréana bolest 6 (35,3) 12 (12,4)
ukupno 17 (100,0) 97 (100,0)
Pusenje
da 7 (41,2) 31 (32,0 0,457
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ne 10 (58,8) 66 (68,0)
ukupno 17 (100,0) 97 (100,0)
Fizicka aktivnost
da 11 (64,7) 60 (61,9) >0,999
ne 6 (35,3) 37 (38,1)
ukupno 17 (100,0) 97 (100,0)
Hipertenzija
da 6 (35,3) 52 (53,6) 0,195
ne 11 (64,7) 45 (46,4)
ukupno 17 (100,0) 97 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 10 (58,8) 53 (54,6) 0,797
normalan 7 (41,2) 44 (45,4)
ukupno 17 (100,0) 97 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (xz) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

* Mann Whitney U Test
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Tablica 70. Povezanost APOE genotipa s klinickim i biokemijskim parametrima u skupini pacijenata (n=114)

APOE P C
n(%)
2/3 3/3
LDL
povisen (>3.0 mmol/L) 5 (31,3) 39 (41,5) 0,583
normalan 11 (68,8) 55 (58,5)
ukupno 16 (100,0) 94 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7 mmol/L) 8 (47,1) 24 (25,8) 0,088
normalni 9 (52,9) 69 (74,2)
ukupno 17 (100,0) 93 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; 2<1.2 mmol/L) 7 (43,8) 30 (31,6) 0,394
normalni 9 (56,3) 65 (68,4)
ukupno 16 (100,0) 95 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 9 (52,9) 45 (46,4) 0,793
normalan 8 (47,1) 52 (53,6)
ukupno 17 (100,0) 97 (100,0)
Mozdani udar
bez ishemije 6 (35,3) 9 (9,3) 0,023 0,334
prednji desni 5 (29,4) 30 (30,9)
prednji lijevi 2 (11,8) 24 (24,7)
straznji desni 1 (5,9) 15 (15,5)
straznji lijevi 3 (17,6) 8 (8,2)
ishemija u mozdanome deblu 11 (11,3)
ukupno 17 (100,0) 97 (100,0)
CDFI karotida

146



Genetski biljezi ateroskleroze u cerebrovaskularnoj bolesti

uredan 6 (35,3) 27 (27,8) 0,089
bez stenoze 1 (5,9) 16 (16,5)
znacajna stenoza 5 (29,4) 10 (10,3)
aterosklerotske promjene 5 (29,4) 44 (45,4)
ukupno 17 (100,0) 97 (100,0)
UZV srca
nije raden 6 (35,3) 42 (43,3) 0,945
uredan 8 (47,1) 39 (40,2)
perzistentni foramen ovale 1 (5,9) 4 (4,1)
ostalo 2 (11,8) 12 (12,4)
ukupno 17 (100,0) 97 (100,0)
Holter EKG
nije raden 2 (11,8) 16 (16,5) 0,448
sinus ritma 15 (88,2) 74 (76,3)
Fibrilacija atrija 0 (0,0) 7 (7,2)
ukupo 17 (100,0) 97 (100,0)
mRS-kod otpusta; medijan (IQR) 1 (0-1) 1 (1-2) 0,020* 0,33

KRATICE: P = Hi kvadrat (x2) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

* Mann Whitney U Test
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Tablica 71. Povezanost APOE genotipa sa spolom, dobi, klinickim i biokemijskim parametrima u kontrolnoj

skupini (n=187)

APOE P C
n(%)
2/3 3/3
Spol
mugki 6 (33,3) 28 (30,1) >0,999
fenski 12 (66,7) 65 (69,9)
ukupno 18 (100,0) 93 (100,0)
Dob; medijan (IQR) 52 (48-57) 52 (47-59) 0,981*
BMI
pretili (>25 kg/m2) 6 (33,3) 36 (38,7) 0,793
nisu pretili 12 (66,7) 57 (61,3)
ukupno 18 (100,0) 93 (100,0)
Obiteljska anamneza
nema 15 (83,3) 79 (84,9) >0,999
cvi 1 (5,6) 6 (6,5)
druga sréana bolest 2 (11,2) 8 (8,6)
ukupno 18 (100,0) 93 (100,0)
Pusenje
da 5 (35,7) 16 (25,4) 0,511
ne 9 (64,3) 47 (74,6)
ukupno 14 (100,0) 63 (100,0)
Hipertenzija
da 0 (0,0) 1 (1,1) >0,999
ne 18 (100,0) 92 (98,9)
ukupno 18 (100,0) 93 (100,0)
Ukupni kolesterol
povisen (>5.0 mmol/L) 8 (44,4) 60 (64,5) 0,121
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normalan 10 (55,6) 33 (35,5)
ukupno 18 (100,0) 93 (100,0)
LDL
povi$en (>3.0 mmol/L) 7 (46,7) 53 (58,9) 0,410
normalan 8 (53,3) 37 (41,2)
ukupno 15 (100,0) 90 (100,0)
Trigliceridi
poviseni (>1.7 mmol/L) 7 (46,7) 20 (22,2) 0,058
normalni 8 (53,3) 70 (77,8)
ukupno 15 (100,0) 90 (100,0)
HDL
snizeni (m<1.0; <1.2 mmol/L) 2 (13,3) 6 (6,7) 0,598
normalni 13 (86,7) 84 (93,3)
ukupno 15 (100,0) 90 (100,0)
C-reaktivni protein
povisen (>5.0 mg/L) 0 (0,0) 12 (13,8) 0,205
normalan 15 (100,0) 75 (86,2)
ukupno 15 (100,0) 87 (100,0)

KRATICE: P = Hi kvadrat (xz) test vjerojatnosti pogreske tipa I; C = Cramerov V koeficijent standardizirane mjere

ucinka, prikazan samo za statisticki znacajne rezultate; IQR = interkvartilni raspon

* Mann Whitney U Test
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6. Rasprava

Istrazivanja koja su se bavila genetickom osnovom ishemijskog mozdanog udara pokazala
su da je mozdani udar poligenski i multifaktorijalni sindrom koji nastaje interakcijom i
medudjelovanjem brojnih gena i ¢cimbenika okolisa. Rasvjetljenje njegovih etioloskih i patoloskih
mehanizama nastanka fokus je i predmet istrazivanja mnogobrojnih studija ve¢ dugi niz godina. Uz
poznate konvencionalne rizicne ¢imbenike kao Sto su hipertenzija, dijabetes melitus, pusenje,
hiperlipidemija, fibrilacija atrija, africko i/ili azijsko porijeklo, mnogobrojne provedene animalne,
klinicke i epidemioloske studije pokazale su i potvrduju utjecaj gena na razvoj i pojavnost
mozdanog udara (133-135). lako precizan mehanizam utjecaja svakog pojedinog gena i genskog
polimorfizma na pojavnost moZdanoga udara nije u potpunosti jasan, dokazano je da genski
rizni¢ni ¢imbenici za razvoj ishemijskog mozdanoga udara mogu djelovati neovisno ili modulirati i
utjecati na pojedine konvencionalne riznicne ¢imbenike poput hipertenzije. Dakle, mogu djelovati
na viSe razina: pridonose konvencionalnim rizniénim c¢imbenicima koji imaju svoju poznatu
genetsku osnovu; interakcijom s okoliSnim rizni¢nim c¢imbenicima (136) pridonose razvoju
intermedijarnog fenotipa poput ateroskleroze; i na kraju, mogu latentno utjecati na veli¢inu
ishemijske lezije, veli¢inu infarkta nakon zacepljenja krvne Zile, odonosno na konacni ishod
mozdanog udara (137-141). Razumijevanje genetickih ¢imbenika i njihova utjecaja na razvoj
mozdanog udara, potom njihova utjecaja na pojedine konvencionalne rizni¢ne ¢imbenike za razvoj
mozdanog udara, klinicki je vrlo vazno jer su sva ta obiljezja mozdanog udara pod snaznom
genetickom kontrolom. No unato¢ navedenoj Cinjenici, procjene nasljednosti i genetskog utjecaja
su aproksimativne i Cesto ne uzimaju u obzir interakcij gena i okoliSa, prvenstveno tjelesne
aktivnosti, prehrambenih navika, gena i spola, gena i rase, te gena i gena, jer ih je u humanoj
populaciji tesko razluditi. Osim toga, procjene nasljednosti odnose se na odredenu ispitivanu
populaciju i samim time odraZzavaju specificnosti i razliitosti odredene populacije te veliku
raznolikost okolisnih ¢imbenika. Bududi da je uloga pojedinacnih genskih polimorfizama — kao
rizicnih ¢imbenika koji utjeCu na razvoj slozenih poremecaja i bolesti te u konacnici na razvoj
mozdanoga udara — skromna, ispitivanje interakcija gena moze rezultirati informacijama koje
mogu biti klinicki znacajne. Samim time istraZivanja genetske osnove moZdanoga udara
predstavljaju velik izazov znanstvenicima diljem svijeta.

PPAR nuklearni receptori reguliraju niz stani¢nih funkcija (rast, diferencijaciju, proliferaciju)

te su vazni transkripcijski regulatori metabolizma masti, ugljikohidrata. Nakon aktivacije
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specificnim ligandima djeluju na ciljane gene. Sve vise studija istice promotor-specificne regulacije
koje se odvijaju kroz uskladeno djelovanje koregulatora i kroz integraciju vanjskih i unutarstanicnih
signalnih puteva preko posttranslacijskih modifikacija. Glavni rezultat stani¢ne aktivacije PPAR-a je
uspostava ravnoteze izmedu stani¢ne proliferacije, diferencijacije, prezivljavanja. PPARYy receptor
je kljuéna molekula u procesnu aterogeneze, udruzena je s razvojem metabolickih riziko faktora
kao Sto su pretilost i dijabetes te ima vazno mjesto u substanicnom metabolizmu zida arterija
(142). Vazan je u regulaciji ekspresije vise gena koji sudjeluju u regulaciji diferencijacije adipocita i
uskladistenja lipida te regulaciji lipidne homeostaze i osjetljivosti na inzulin (143,144).
Polinezasicene masne kiseline i prostanoidi glavani su prirodni ligandi. Nedavno je pokazano da
aktivacija PPARy receptora smanjuje upalne procese u akutnom c¢moknorighemijskom
mozdanom udaru (13). Dok je 15d-prostaglandin J2 (15d PGJ2) prirodni ligand PPARy receptora,
thiazolidinediones (TZDs) predstavlja sintetski agonist. Dva TZDs rosiglitazon i pioglitazon
odobreni su od strane FDA (engl. Food and Drug Administration) za lijeCenje dijabetesa melitusa
tip 2 (T2DM). Provedene su mnoge animalne studije koje su pokazale da TZDs djeluje
neuroprotektivno kod modela s fokalnom cerebralnom ishemijom (145-148). PPARy receptor ima
vaznu ulogu u inzulinskoj osjetljivosti, aterosklerozi i upalnim procesima te endotelnoj stanicnoj
funkciji (149-151). Kroz sve ove procese jasno je, odnosno za pretpostaviti, da ima veliku ulogu u
razvoju ishemijskog moZzdanog udara kod pacijenata s T2DM (152). Nedavne studije pokazale su da
PPARy agonisti smanjuju pojavu mddanog udara kod pacijenata s T2DM (153). Upalni proces je
jedna od klju¢nih komponenti tkivne plasti¢nosti i regeneracije. Upala posljedi¢no ishemiji nastaje
posljedi¢no ekspresiji i aktivaciji proinflamatornih gena i proteina iz okolnog mozdanog parenhima,
kao i stanica krvnih Zila. Vrijeme aktivacije upalnih medijatora definira korisnost naspram Stetnosti
upalnih procesa, s jedne strane upalni proces je klju¢an u otklanjanju mrtvih stanica i pokretanju
plasti¢nosti, no s druge strane nekontrolirani upalni proces precipitira neuronalnu smrt (154,155).
Neuronalna ozljeda uslijed ishemije povezana je s masivhom upalom koja u konacnici rezultira
trzajnim oStec¢enjem mozga (156,157).

Nakon fokalnoga ishemijskog oStecenja mozga dolazi do ekspresije PPAR-y mRNA u
perinfarktnoj regiji te administracija egzogenih liganda poput TZDs povecava PPARy DNA vezanje i
transkripciju nekoliko antiinflamatornih ciljanih gena, S$to nadalje dovodi do inhibicije
proinflamatornih citokin signalnih puteva, uz poveéanje antiinflamatornih SOCS (engl. suppressor

of cytokine signaling) proteina.
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U naSem radu ispitana je uloga polimorfizam PPARy Prol2Ala pojedinacno i u interakciji s
ostalim istrazivanim genima /-6, MTHFR, ACE i APOE, no kod pacijenata bez T2DM. Vodeni
spoznajom da aminokiselina Prol2Ala u PPARy mae utjecati na strukturu a time i funkciju
proteina — pri ¢emu varijanta 12Ala ima smanjen afinitet prema elementu odgovora u ciljanim
genima, $to u konacnici rezultira manje ucinkovitom stimulacijom ciljanih gena — postavljena je
hipoteza o moguéem znacajnom ucinku interakcije navedenih gena. U ovom istraZzivanju varijanta
gena PPARy promatrana u interakciji s ostalim istrazivanima varijantama gena IL-6 174 G>C, ACE
I/D, MTHFR C677T, APOE E2,E3,E4 nije se pokazala znaCajnom za razvoj moZzdanoga udara, no kada
je promatrana zasebno pokazalo se da varijanta Pro12Ala PPARy ima protektivni u¢inak na razvoj
mozdanog udara, dok je varijanta Pro12Pro statisticki znacajnije zabiljezena u skupini pacijenata.
Studija provedena u Koreji od strane Lee i sur. o ulozi PPARy Pro12Ala polimorfizma u moZzdanom
udaru kod pacijenata s T2DM, kao i u pacijenata s mozdanim udarom no bez T2DM, pokazala je da
je Prol2Ala polimorfizam povezan s smanjenjem rizika moZdanoga udara i da moZe imati
protektivni ucinak kod pacijenata s T2DM (143).

Khalid Z i sur. takoder su pokazali da PPARy Prol12Ala polimorfizam ima protektivnu ulogu u
razvoju karotidne ateroskleroze (engl. intima media thickness, IMT) i mozZdanog udara (142). S
druge strane, studija provedena u Danskoj koja je analizirala utjecaj i povezanost Prol2Ala
polimorfizma s infarktom miokarda, koronarnom bolesc¢u i ishemijskim moZzdanim udarom, nije
nasla povezanost Pro12Ala polimorfizma s navedenima stanjima (158). S obzirom na to da IL-6 ima
neuroprotektivnu ulogu nakon cerebralne ishemije, suprotno istom u kasnijoj fazi potice i
podrazava upalne procesne i inducira neuronalnu smrt, Patzer A i sur. istraZili su utjecaj PPARy na
ekspresiju IL-6 u peri-infarktnom tkivu u akutnoj i kasnijoj fazi cerebralne ishemije i pokazali su da
administracija pioglitazona reducira veliinu infarkta te poboljSava neuroloske funkcije, odnosno
studija je pokazala da cerebralni PPAR-y suprimira ekspresiju IL-6 u ishemickom moZzdanom tkivu
tijekom inicijalne faze ishemije, u kojoj bi hiperprodukcija IL-6 izazvala vece neurolosko oSteéenje,
no ne u kasnijoj fazi kada IL-6 ima neuroprotektivnu ulogu i inhibira smrt mozdanih stanica (159).
Daljnom analizom smo pokazali povezanost PPARy i CRP-a u kontrolnoj skupini, pri ¢emu su
sudionici sa Pro12Pro imali povisenu razinu CRP-a. Nekoliko radova u literaturi opisuje povezanost
PPARy polimorfizma i CRP-a. Yu i sur. su analizirali povezanost PPAR polimorfizma, razine CRP —a i
pretilosti te su nasli da interakcija PPARY/ & kod pretilih rezultira povéenom razinom CRP-a (160).
Slicne rezultate pokazao je Gu i sur., i pokazao da PPAR polimorfizmi u interakciji s prekomjernom

tjelesnom teZzinom dovode do povisene razine CRP-a (161).
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Nadalje smo u nasem radu istrazivali ulogu IL-6 gena polimorfizma -174 G>C i mozdanog
udara te ostalih pracenih biokemijskih parametara. IL-6 predstavlja proinflamatorni citokin, koji
ima vaznu ulogu u akutnom upalnom odgovoru i utjee na produkciju proteina rane faze upalnog
odgovora kao Sto je CRP (61).

IL-6 igra centralnu ulogu u patogenezi mozdanog udara. Studije su pokazale da povisena
razina IL-6 u plazmi i cerebrospinalnom likvoru u mozdanom udaru korelira s veli¢inom infarkta
(162-165). Cerebralna ishemija potic¢e ekspresiju IL-6 u neuronima i astrocitima, €ija razina uvelike
raste nakon moZzdanog udara i igra vaznu ulogu kao molekula koja prenosi informaciju izmedu
leukocita, vaskularnog endotela i parenhima stanica (166). Na taj nacin IL-6 donosi niz razlicitih
kompetirajucih efekata, ukljucujuci anti-apoptotske, pro-proliferativne, inhibitore rasta i procese
diferencijacije unutar stani¢nog konteksta. Polimorfizam u promotorskoj kodirajucoj regiji gena za
IL-6 povezan je s porastom razine ovog citokina. Promjena G u C na poziciji 174 IL-6 gena kreira
potencijalno vezno mjesto za NF-1 faktor, sto nadalje rezultira represivnom ekspresijom gena. S
druge strane, G alel povezan je s porastom cirkulirajuée razine IL-6 (167). Postoji niz studija koje su
pokazale povezanost i bitnu ulogu /IL-6 polimorfizma -174 G>C s razvojem koronarne bolesti,
potom karotidne ateroskleroze, no uloga u razvoju moZdanog udara i dalje nije do kraja
razjasnjena (168-170). Flex i sur. su u svom radu analizirali utjecaj visSe gena, izmedu ostaloga /L-6,
i njihovu ulogu u razvoju mozdanog udara te su pokazali da IL-6 -174GG i IL-6 -174GC polimorfizmi
statisticki znacajno utjeCu na pojavnost mozdanog udara (171). Prema podacima iz literature
postoji niz diskrepancija u korelaciji IL-6 -174 G>C polimorfizma i mozdanog udara. Greisenegger i
sur. analizirali su utjecaj polimorfizma -174G>C IL-6 na pojavu i teZinu mozdanoga udara kod 214
pacijenata u dobi do 60 godina te 214 zdravih kontrola; rezultati analize pokazali su povezanost -
174GG polimorfizma s pojavno$¢u mozdanog udara i s tezinom istog (172). S druge strane, Revilla i
sur., analizom utjecaja polimorfizma IL-6 -174G>C kod 82 pacijenta s lakunarnim ishemijskim
mozdanim udarom, pokazali su statisti¢ki znacajno viSu prevalencu -174CC polimorfizma odnosno
C alela u skupini pacijenata (173). U nasem israZivanju polimorfizam -174 GC /L-6 statisticki je
znacajno zabiljezen u skupini pacijenata, dok je prisutnost CC genotipa za 70% smanjivala
vjerojatnost pojave moZdanog udara. Rezultati nasega istrazivanja u skladu su s rezultatima
pojedinih studija. Tako je istrazivanje koje su proveli Chakraborty i sur., tj. analiza 100 pacijenata s
mozdanim udarom, pokazalo statisticki znacajnu prisutnost polimorfizma -174G>C u skupini
pacijenata te su isti imali tezu klinicku sliku i loSiji ishod bolesti, za razliku od skupine s -174GG

polimorfizmom, kod kojih su ishod bolesti i klinicka slika bili mnogo blazi (174). Prisutnost
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polimorfizma -174CC u nasem radu smanjivala je vjerojatnost pojave mozdanog udara za otprilike
70%. Rezultat slican nasem pokazao je Balding i sur., koji je u svojoj studiji pronasao da
polimorfizam 174 CC ima protektivnhu ulogu, odnosno smanjuje vjerojatnost pojave moZdanoga
udara za razliku od -174G>C polimorfizma koji povecava vjerojatnost istog (175). Nasuprot
rezultatu navedene studije, a i rezultatima naseg rada, nedavno istrazivanje provedeno na kineskoj
populaciji pokazalo je da pojedinci nositelji -174CC polimorfizma i nositelji C alela u mladoj Zivotnoj
dobi imaju vecu vjerojatnost pojave moZdanog udara te da ovaj polimorfizam interferira s
konvencionalnim rizicnim faktorima poput hipertenzije, pretilosti (176). U nasem radu, korelacijom
i analizom interakcije svakog pojedinog polimorfizma gena IL-6 s pojedinim klinickim i
biokemijskim parametrima, statisticku zna€ajnu povezanost nasli smo u interakciji polimorfizma IL-
6 -174G>C i poviSene razine CRP-a u skupini pacijenata; dok su normalne razine CRP bile ¢eS¢e kod
pacijenata s GG genotipom, u kontrolnoj skupini normalne razine CRP-a nadene su u pojedinaca s -
174CC polimorfizmom. Daljnom analizom literature nasli smo podudarne rezultate. Istrazivanja su
pokazala da postoji znacajna povezanost izmedu porasta serumske razine proteina akutne upalne
faze, CRP-a i IL-6 citokina (177-179). Nadalje, dokazano je da porast upalnih agensa rezultira
losijim konéanim ishodom (180). Sva ova istrazivanja, pa i nase, pokazuju da IL-6 gen i polimorfizmi
istog imaju veliku ulogu u pojavnosti mozdanoga udara, ali su nuzna i daljnja istrazivanja. U nasoj
studiji smo takoder nasli da polimorfizmi gena PPAR-y Prol2Ala i IL-6 -174 GC (heterozigotnost)
koji kodiraju srednje izrazenu aktivnost pokazuju najznacajniju povezanost s ishemijskim
mozdanim udarom, Sto sugerira sloZeniju prirodu ovih sustava. Takoder moZzemo pretpostaviti da
su joS neke druge, nepoznate aktivne varijante gena povezane s aktivnosséu nuklearnog receptora
PPAR-y i IL-6. Smatra se da razli¢ite pa ¢ak i suprotne povezanosti mogu biti potvrda da aktivne
varijante znacajno utjeCu na proucavani fenomen. Te ustanovljene povezanosti reflektiraju
pozitivhu heterozu, Sto znaci da prisutnost heteroze za PPAR-y Prol12Ala i IL-6 -174 GC predstavlja
odredene optimalne uvjete. Molekularna heteroza je ¢esta kod ljudi i mozZe biti izrazena u ¢ak do
50% svih genskih asocijacija. To znaci da heterozigotnost pokazuje znatno veéi utjecaj na
kvantitativna ili dihotomna svojstva nego homozigotnost, Sto je suprotno standardnim
ocekivanjima (Commings i MacMurray, 2000). Takoder je moguce da su PPAR-y i IL-6 u
neravnoteznoj povezanosti s drugim, mozda nepoznatim, funkcionalnim polimorfizmima koji imaju
utjecaj na razvoj ishemijskog mozdanog udara (181).

Njihova uloga kao upalnih medijatora u akutnoj pa i u kroni¢noj fazi mozdanog udara

uvelike utjeCe na veli€inu, kao i na krajnji ishod bolesti. S obzirom na ovu spoznaju, bitno je kod

154



Genetski biljezi ateroskleroze u cerebrovaskularnoj bolesti

pacijenata prevenirati porast upalnih biomarkera u ranoj fazi mozdanog udara radi sto boljeg
krajnjeg ishoda (182). Ovime ukazujemo na vaznost upotrebe antiinflamatornih lijekova u ranoj
fazi bolesti. Nadalje smo u naSemu istraZivanju analizirali ACE gen i polimorfizme istog,
prvenstveno polimorfizma 1/D, te njegovu ulogu u pacijenata s mozdanim udarom. Dosadasnja
istraZivanja su pokazala utjecaj ACE I/D polimorfizma i razvoja moZdanog udara. Proizvodnja
angiotenzina Il i katabolizam bradikinina najvazniji su efekti angiotenzin-konvertiraju¢eg enzima, a
glavna uloga peptida je utjecaj na tonus stijenke krvne Zile i funkciju endotela te na proliferaciju
glatkih misSi¢nih stanica. ACE gen je vjerojatno jedan od najceSce istrazivanih gena kandidata
odgovornih za moZzdani udar, nakon studije koju su proveli Cambien i sur. i u kojoj su pokazali da je
intron 16 1/D polimorfizam gena ACE povezan s infarktnom srca (183). ACE I/D polimorfizam
zasniva se na prisutnosti (insertion, I) odnosno nedostatku (deletion, D) 287-bp DNA fragmenata. D
alel polimorfizam povezan je s povisenom razinom serumskog ACE i samim time u studijama je
istrazivan kao potencijalni rizicni ¢imbenik u razvoju mozdanog udara. Niz studija potvrdio je
povezanost ACE I/D genotipa s rizikom za razvoj mozdanoga udara, no rezultati vecine njih bili su
inkonkluzivni (184-187). Razlog tome najvjerojatnije lezi u malom uzroku, kvaliteti kontrole,
etnickoj pripadnosti, podtipu mozdanoga udara. Zadnjih godina istrazivanja uzimaju u obzir vise
varijabli kako bi rezultati bili sto relevantniji. Tako provedena meta-analiza u Kini na 10070
slu¢ajeva mozdanoga udara i 22103 kontrola pokazala je D alel ACE I/D polimorfizam predstavlja
potencijalni rizicni ¢cimbenik za razvoj mozdanog udara (106). U nasem radu nismo uspjeli dobiti
statisticki znacajnu povezanost ACE |I/D genotipova s niti jednim od klinickih i biokemijskih
parametara, kako u skupini pacijenata, tako ni u kontrolnoj skupini. Provedena je i analiza
povezanosti svakog pojedinog gena s klini¢kim i biokemijskim parametrima, no ni tu nismo uspijeli
nadi statisticki znac¢ajnu povezanost. Nasi rezultati najvjerojatnije su posljedica maloga uzorka, no
u korelaciji su s mnogim radovima navedenima u literaturi. Tako studija provedena u Spanjolskoj
koja je analizirala polimorfizam ACE 1/D u 531 pacijenta s mozdanima udarom i 549 zdravih
kontrolna nije nasla statisticki znac¢ajnu povezanost D alela ACE 1/D polimorfizma s pojavnoscéu
mozdanoga udara (107). S druge strane provedena meta—analiza Sharme i sur., na 1196 pacijenata
s mozdanima udarom i 722 kontrola nasla je povezanost D alela ACE I/D polimorfizma i mozdanoga
udara (188). S obzirom na poznatu Cinjenicu da inhibitorni ACE imaju pozitivne ucinke na supresiju
napredovanja ateroskleroze, proizlazi da je upotreba ACE inhibitora u prevenciji moZdanoga udara
opravdana (189). Nadalje, nedavne studije pokazale su da angiotenzin Il (stimuliran ACE-om)

stimulira i biosintezu kolesterola tako Sto povecava ekspresiju enzima bitnog za sintezu kolesterola
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hidroksimetilglutaril- (HMG)-CoA reduktaze (190). ACE I/D polimorfizam utjece na ucinak lijekova
vaznih za snizavanje ukupnoga kolesterola i triglicerida pa lijekovi poput ACE inhibitora, osim
regulacijom tj. snizavanjem krvnog tlaka, mogu reducirati rizik moZdanoga udara i djelovanjem na
razinu serumskoga kolesterola i triglicerida tj. usporavanjem procesa aterogeneze (191).

U nasim rezultatima smo takoder analizirali ApoE gen s tri alela E2, E3, E4 i Sest genotipova.
Bitna uloga ApoE je u transportu kolesterola. S obzirom na njegovu ulogu te utjecaj pojedinih
genotipova na lipidni profil, specificni ApoE aleli i fenotipovi su povezani s rizikom razvoja
ateroskleroze, koronarne bolesti i moZzdanog udara (192-194). E4 varijanta ApoE gena povezana je
s povisenom razinom ukupnog kolesterola, LDL kolesterola i smatra se rizicnim ¢imbenikom za
razvoj mozdanog udara. Unato¢ tome, dosadasnje studije dale su suprotne rezultate o ulozi ApoE
E4 alela u razvoja mozZdanog udara. Dvije provedene meta-analize pokazale su da ApoE E4 ima
minimalan utjecaj na pojavu mozdanog udara, ali da utjecaj istog uvelike raste u interakciji s
konvencionalnim rizicnim ¢imbenicima (195,196). Za pretpostaviti je da mogudi sinergisticki utjecaj
pojedinih rizni¢nih gena pridonosi pojavnosti mozdanog udara. Studija provedena na africkoj
populaciji analizirala je sinergisticki utjecaj i interakcije genotipova ACE D/D i ApoE E4 i pokazala je
povecan rizik od pojave mozdanog udara kod pacijenata s prisutna oba genotipa (193). Nadalje,
McCarron MO i sur. nisu utvrdili povezanost ApoE E4 polimorfizma s razvojem cerebrovaskularne
bolesti (110). Studija Framingham Heart bavila se utjecajem interakcije ApoE E4 i konzumacije
alkohola na razvoj mozdanog udara — interakcija nije pronadena (197). Nadalje, studija provedena
na belgijskoj populaciji analizirala je povezanost ApoE polimorfizma s mozdanim udarom i rezultati
nisu nasli povezanost E4 genotipa s mozdanim udarom, a najcesce zabiljeZzen genotip bio je E3/E3
(111). Analizom utjecaja ApoE gena i polimorfizama na turskoj populaciji s mozZzdanim udarom,
najucestaliji polimorfizam bio je E3/E3 i nije imao utjecaj na razvoj ili ishod bolesti (198). Sli¢cne
rezultate smo dobili i mi u naSem radu. U skupini nasih pacijenata dobivena je statisticki znacajna
razlika u mRS- kod otpusta izmedu sudionika s 2/3 i 3/3 genotipom, pri ¢emu su vise vrijednosti,
odnosno losiji ishod bolesti, zabiljeZzene kod pacijenata s 3/3 genotipom. Buduci da je polimorfizam
E3/E3 najcesce zabiljeZen i prisutan u zdravoj populaciji, rezultate dobivene u nasem istraZivanju
pripisujemo limitirajuéem c¢imbeniku, odnosno malom uzorku. Vidimo da je uloga polimorfizama
ACE 1/D te Apoe E4 u moidanom udaru, prema podacima navedenima u literaturi i prema
rezultatima nasega rada, i dalje inkonkluzivna te da su potrebne daljnje analize radi Sto tocnije
definicije polimorfizma u razvoju istog. Daljni rezultati naseg rada analizirali su gen MTHFR

odnosno polimorfizam C677T i njegovu ulogu u razvoju mozdanog udara kod ispitivane populacije.
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Hiperhomocisteinemija se smatra neovisnim rizikom za razvoj mozdanog udara. Nekoliko studija
provedenih u Aziji pokazalo je da genski polimorfizam MTHFR enzima (klju¢nog za regulaciju razine
homocisteina u plazmi) C677T povecava vjerojatnost pojave mozdanog udara (199,200). Studija u
Kini i Japanu pokazala je da prisutnost 677TT genotipa znatno povecava vjerojatnost mozdanoga
udara u odnosu na nositelje 677CT i 677CC genotipova (201,119). Povezanost polimorfizma
MTHFR gena s mozdanim udarom medu pripadnicima bijele rase generalno nije nadena (202,203).
No, nekoliko manjih studija provedenih na indijskoj populaciji te studija medu Talijanima pronasle
su povezanost 677TT homozigota s mozdanim udarom (204,205). Nesto novija studija provedena
kod Zena s migrenom (US Women's Health Study) pokazala je utjecaj 677TT genotipa, a studija
provedena u Poljskoj pokazala je da je prisutnost 677TT genotipa mnogo ce$¢a u pacijenata s
ishemijskim mozdanim udarom nego u kontrolnoj skupini (206,207). U nasoj analizi skupine
pacijenata nije dobivena statisticki zna€ajna povezanost MTHFR genotipova s niti jednim klinickim
ili biokemijskim parametrom. Unutar kontrolne skupine pokazala se statisticki znacajna
povezanost s pusenjem ¥2 = 8,808; df = 2, P = 0.011; C = 0.245), peimu su pusaci bili ¢esdi

medu sudionicima s TT genotipom. U nasem radu nismo uspjeli dokazati interakciju izmedu
istrazivanih genskih polimorfizama na sinergisticki utjecaj u nastanku mozdanog udara, $to su neke
studije u literaturi opisale. Tako su Szolnoki i sur. analizom interakcije gen - gen i gen - okolis, kod
faktora Leiden V, MTHFR 677CT, ApoE E4, ACE |/D te receptora ATIR A1166C polimorfizma
pokazali vaznost sinergistickoga ucinka polimorfizama vise rizicnih genskih ¢imbenika na pojavu
ishemijskog mozdanog udara i leukoaraioze, te ukazali na mogucosti terapijskog djelovanja u

prevenciji istih (208).

Limitirajuci cimbenici

Veli¢ina ispitivanog uzorka kao i karakteristike kontrolne skupine, mogu biti limitirajudi
Cimbenik. Nedostatak pojedinih pracenih i ispitivanih varijabli u ispitivanim skupinama takoder
moze biti jedan od limitirajuc¢ih ¢imbenika. lako su potrebna daljnja istrazivanja da bismo potvrdili
nase rezultate, uspjeli smo pokazati znacajan utjecaj odredenih genskih varijanti u patogenezi

mozdanog udara.
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7. Zakljucci

[E

.Dobivena je statisticki zanacjana razlika izmedu nekoliko genotipova medu skupinama
sudionika: genotip Prol2AlaPPARy bio je statisticki znacajno zastupljeniji medu
kontrolama, dok je Pro12Pro PPARy bio ucestaliji u skupini pacijenata; genotip GC /L-6 bio
je znacajno c¢eS¢i u skupini pacijenata, dok je genotip CC c&eSce zabiljezen medu
kontrolama; genotip ApoE E3/E3 Cesce je zabiljezen u skupini pacijenata.

2.U multivarijantnoj logisti¢koj regresiji pokazali smo da su muski spol, hipertenzija, snizena
vrijednost HDL-a i poviSena vrijednost CRP-a statisticki znacajno povezani s pripadnoscu
skupini pacijenata te da sva Cetiri navedena parametra povecavaju vjerojatnost pojave
MU.

3.U multivarijantnoj logistickoj analizi u kojoj su bili ukljuceni svi genotipovi, pronasli smo

statisticki znacajnu povezanost genotipa PPARy Prol2Pro te -174CC i -174GC (IL-6) s

pripadnos¢u skupini pacijenata; u slu¢aju PPARy oba genotipa povecavaju vjerojatnost

pojave MU, u slucajnu IL-6 CC genotip za 70% umanjuje pojavu MU, a GC genotip za 2.5

puta povecava vjerojatnost pripadanja skupini pacijenata.

IS

.U stupnjevitoj multivarijantnoj logisti¢koj regresiji svih parametara klini¢kih, biokemijskih i
genotipova pokazali smo da muski spol u odonosu na Zenski povecava vjerojatnost MU za
10%, prisutnost hipertenzije poveéava za 37.3 puta, genotip Prol2Ala PPARy imao je
protektivni ucinak i umanjivao je vjerojatnost pojave MU za 90%, dok je genotip GC IL-6
povecavao vjerojatnost pojave istog za 9.3 puta.

5. U kontrolnoj skupini dobili smo znadajnu povezanost PPARy i CRP-a, pri ¢emu su sudionici

sa Pro12Pro imali povisenu razinu CRP-a.

(o))

.U skupini pacijenata nasli smo statisticki znac¢ajnu povezanost izmedu genotipova IL-6 -174
G>C i CRP-a, pri ¢emu je poviseni CRP zabiljezen u skupini pacijenata s genotipom GC, dok
su normalne vrijednosti CRP-a zabiljezene kod pacijenata s GG genotipom.

7.Unutar kontrolne skupine dobili smo znacajnu povezanost genotipa TT MTHFR i pusenja,

pri Cemu su sudionici s TT genotipom cesce bili pusaci, dok su sudionici s CC genotipom
¢esSce zabiljezeni medu nepusacima.

8.U skupini pacijenata nasli smo razliku u mRS-kod otpusta i E3/E3 ApoE polimorfizma.

Sudionici s E3/E3 polimorfizmom imali su znacajno visi mRS, odnosno losiji ishod u

odnosu na sudionike s ostalim genotipovima.
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9.Nismo nasli povezanost ACE genotipova s bilo kojim od klini¢ki i biokemijski praéenih

parametara.
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8. Sazetak

Etiologija ishemijskog moZdanoga udara (IMU) je multifaktorijalna. Razli¢iti geni, njihovi
polimorfizmi, karakteristike pojedinca, upalni procesi te njihove medusobne interakcije igraju
vaznu, no i dalje do kraja nerazjasnjenju ulogu u razvoju mozZdanog udara. PPAR-y regulira
ekspresiju kljuénih gena u upali i imunosti, metabolizmu Secera i masti, te u adipogenezi. Medu
razlicite ciljane gene PPAR-y pripadaju i IL-6, ACE, APOE, MTHFR. Cilj nase studije bio je ispitati
interakcije izmedu varijanti gena transkripcijskog faktora PPAR-y i njegovih ciljnih gena IL-6, ACE,
APOE i MTHFR, te interakcije pojedinih gena i pracenih konvencionalnih rizni¢nih ¢imbenika u
razvoju ishemijskog mozdanog udara.

Istrazivanje je provedeno na 301 ispitaniku (114 s IMU i 187 kontrola). Genotipizacija
PPARy Prol12Ala, IL-6 -174G>C, ACE |/D, APOE E2, E3, E4 i MTHFR C677T provedena je metodama
temeljenima na lanc¢anoj reakciji polimerazom.

Statisticki znacajni prediktori mozdanog udara bili su muski spol, hipertenzija, snizeni HDL,
povisena razina CRP-a, IL-6 -174 G>C, PPARy Prol12Ala genotip. Muski spol u odonosu na Zenski
povecava vjerojatnost MU za 10%, prisutnost hipertenzije povecava za 37.3 puta, genotip
Prol2Ala PPAR-y imao je protektivni ucinak i umanjivao vjerojatnost pojave MU za 90%, dok je
genotip GC /L-6 povecavao vjerojatnost pojave istog za 9.3 puta. Nije nadena statisticki znacajna

povezanost gena MTHFR, ACE, APOE i njihovih polimorfizama s pojavnos¢u mozdanog udara.
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9. Summary

The etiology of ischemic stroke (IS) is multifactorial. Different genes and their
polymorphisms, individual characteristics, inflammatory processes, and their interactions play an
important, but still insufficiently apparent role in the development of stroke. PPAR-y regulates the
expression of key genes involved in inflammation and immunity, metabolism of sugar and fat, and
adipogenesis. IL-6, ACE, MTHFR and APOE belong to different PPARy target gene. The aim of our
study was to estimate the influence of interactions between the PPAR-y gene variants, its target
genes IL-6, ACE, APOE and MTHFR and conventional risk factors in the development of ischemic
stroke.

The study included 301 participants (114 with IS and 187 controls). Genotyping of PPAR-y
Prol12Ala, IL-6 -174G>C, ACE /D, APOE E2, E3, E4 and MTHFR C677T was performed by using
polymerase chain reaction base methods.

Statistically significant predictors of IS were male gender, hypertension, lowered HDL
cholesterol, elevated C-reactive proteina, PPARy Prol2Ala, IL-6 -174 G>C genotype. The male
gender to female increases the likelihood of stroke by 10%, the presence of hypertension
increased by 37.3 times, Prol2Ala PPARy genotype had a protective effect and reduced the
likelihood of stroke by 90% while the GC genotype of /L-6 increased the likelihood of the same for
9.3 times. There was no statistically significant correlation between MTHFR gene, ACE, APOE and

their polymorphisms in the incidence of stroke.
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11. Zivotopis
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sam udzbenika ,Klinicka kemija i molekularna dijagnostika“ te priru¢nika ,Smjernice zbrinjavanja

bolesnika s rupturom intrakranijske aneurizme i posljedi¢nim subarahnoidalnim krvarenjem*.
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