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1 UVOD

1.1 Hipertrigliceridemija

Koncentracija triglicerida je jedan od lipidnih parametara koji moze biti od pomoc¢i u
predvidanju rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti.

Trigliceridi su esteri trovalentnog alkohola glicerola i tri masne kiseline. Nakon obroka vise
od 90% cirkulirajucih triglicerida potjece iz crijeva i nalazi se u obliku hilomikrona, dok se
tijekom gladovanja veéina triglicerida stvara endogeno u jetri i nalazi u cirkulaciji u obliku
Cestica lipoproteina vrlo niske gusto¢e (VLDL, engl. very low-density lipoprotein) (1).
Metabolizam triglicerida posredovan je lipoprotein lipazom i jetrenom lipazom. Oba enzima
imaju strukturne i funkcionalne sli¢nosti te hidroliziraju trigliceride do monoacilglicerola i
slobodnih masnih kiselina. Trigliceridi se kontinuirano uklanjaju iz cirkulacije 6 do 8 sati
nakon unosa masnog obroka. Povecana koncentracija triglicerida u serumu je posljedica
poveéane apsorpcije masti u crijevu, povecane sekrecije VLDL-a iz jetre ili usporenog
uklanjanja triglicerida iz cirkulacije (1,2,3).

Smjernice National Cholesterol Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel (ATP)
Il Klasificirale su hipertrigliceridemiju kao umjerenu (1,70 - 2,25 mmol/L), visoku
(2,26 - 5,64 mmol/L) i vrlo visoku (> 5,64 mmol/L) (4).

1.1.1 Hipertrigliceridemija nataste

Povecana koncentracija triglicerida moZe biti prisutna kod osoba s rizikom za razvoj
kardiovaskularnih bolesti kada je ukupni kolesterol normalan. Medutim, nemaju sve osobe s
povecanom koncentracijom triglicerida povecan rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti.
Cimbenici kao $to su prehrana, dob, na¢in Zivota te niz patologkih stanja (Seéerna bolest,
kolestatska zutica, nefroza, hipofunkcija Stitnjace), terapija lijekovima 1 metabolicki
poremecaji mogu utjecati na koncentraciju triglicerida u serumu.

U nekim od ovih okolnosti, drugi ¢imbenici Stite od rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti
na taj na¢in da umanjuju ili ponistavaju u€inak prisutnih rizicnih ¢imbenika. lako se
smanjenje koncentracije triglicerida u serumu postignuto terapijom povezuje s poboljSanim
klinickim ishodom, nije poznato je li posrijedi neovisni ucinak smanjene koncentracije

triglicerida  u serumu ili ucinak normalizacije ukupnog lipidnog profila kod



hipertrigliceridemicnih  bolesnika. Takoder, nije poznato u kojoj mjeri smanjenje
koncentracije triglicerida do preporucenih vrijednosti utjee na klinicke pokazatelje te koliki
je klinicki znacaj preporuc¢enih vrijednosti definiranih od strane NCEP-a (5).

Pretpostavlja se da uloga triglicerida u patogenezi kardiovaskularnih bolesti ukljucuje
nekoliko izravnih i neizravnih mehanizama poput utjecaja na metabolizam drugih
lipoproteina, transportnih proteina, enzima, na koagulaciju i na endotelnu disfunkciju (6).
Trigliceridima bogate VLDL cestice aktiviraju signalizaciju nuklearnog ¢imbenika kappa B
(NF-xB, engl. nuclear factor kappa B) koji ima klju¢nu ulogu u aktivaciji brojnih proupalnih
gena §to dovodi do oksidacijskog stresa i endotelne disfunkcije (7).

Daljnja istrazivanja bi trebala u potpunosti razjasniti ulogu triglicerida, nacine na koje mogu
utjecati na druge ¢imbenike rizika i mehanizam kojim trigliceridi imaju izravnu ulogu u

procesu aterogeneze.

1.1.2 Postprandijalna hipertrigliceridemija

Postprandijalna hipertrigliceridemija je stanje povecane koncentracije triglicerida koje se
javlja nakon konzumiranja kalori¢nog masnog obroka u postapsorpcijskoj fazi. Konzumacija
kalori¢nog obroka odnosno apsorpcija hrane je slozen fenomen (8,9). Zilversmit je jos 1979.
godine predstavio koncept aterogeneze kao postprandijalnog fenomena (10). Akumulacija
lipoproteina bogatih trigliceridima u postprandijalnom stanju ima za posljedicu
hiperlipidemic¢no stanje koje takoder doprinosi vaskularnoj ozljedi i razvoju ateroskleroze.
Takoder, u kontinuiranom postprandijalnom stanju koncentracija ostatnih hilomikrona u
cirkulaciji moze ostati poveéana neodredeno vrijeme. Zbog toga se postprandijalna
hipertrigliceridemija smatra neovisnim rizi¢nim ¢imbenikom za razvoj kardiovaskularnih
bolesti kod zdravih osoba (10,11,12).

Prve Europske smjernice za lijeCenje dislipidemije koje su 2011. godine objavili Europsko
kardiolosko drustvo i Europsko drustvo za aterosklerozu veliku pozornost, osim
hiperkolesterolemiji, posvecuju povecanoj koncentraciji triglicerida u serumu i smanjenoj
koncentraciji lipoproteina velike gusto¢e (HDL, engl. high-density lipoprotein) u serumu kao
znacajnim Cimbenicima rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti (6,7). Prema tim
smjernicama, koncentraciju triglicerida preporuceno je odredivati u serumu nataSte i to
najmanje 12 sati nakon zadnjeg obroka (13). Europske smjernice o prevenciji

kardiovaskularnih bolesti objavljenje 2007. godine takoder preporucuju odredivanje
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koncentracije triglicerida u serumu nataste, buduc¢i da ne postoje referentne vrijednosti za
postprandijalni uzorak koje bi jamcile usporedivost podataka 0 koncentraciji triglicerida u
serumu (14).

Medutim, kako ljudi veéi dio Zivota provode u postprandijalnom stanju, U novije vrijeme se
smatra kako bi koncentracija triglicerida odredena u serumu postprandijalno bila bolji
pokazatelj rizika za kardiovaskularne bolesti od koncentracije triglicerida odredene u serumu
nataste (15,16,17,18,19).

Nije u potpunosti razjasSnjeno treba li koncentraciju triglicerida u serumu odredivati nataste ili
se s jednakom pouzdano$¢u predvidanja koronarne bolesti koncentracija triglicerida u serumu

moze odredivati postprandijalno.

1.2 Oksidacijski stres

Slobodni radikali su Cestice (atomi, ioni, molekule) s nesparenim elektronom pa su vrlo
nestabilne i nastoje posti¢i ravnotezno stanje te reagiraju s elektronom najblize molekule.
Razlikujemo reaktivne kisikove spojeve (ROS, engl. reactive oxygen species) (Tablica 1) i

reaktivne dusikove spojeve (RNS, engl. reactive nitrogen species) (Tablica 2).

Tablica 1. Reaktivni kisikovi spojevi.

Slobodni radikali Spojevi koji nisu slobodni radikali
Superoksid, O~ Vodikov peroksid, H,O,
Hidroksilni radikal, OH Hipokloritna kiselina, HCIO
Peroksilni radikal, ROO Ozon, O3

Alkoksilni radikal, RO Singletni kisik, 'O,

Hidroperoksilni radikal, HO,»




Tablica 2. Reaktivni dusikovi spojevi.

Slobodni radikali Spojevi koji nisu slobodni radikali
Dusikov (II) oksid, NO’ Nitrozil, NO*
Dusikov (IV) oksid, NOy» Nitritna kiselina, HNO,

Peroksinitrit, ONOO"

Alkilperoksinitrit, ROONO

Slobodni radikali nastaju pri oksidacijskim procesima u stanici kao $to su redukcija
molekularnog kisika u superoksidni radikal, neenzimski sustavi prijenosa elektrona, reakcije
autooksidacije, stvaranje slobodnih radikala u mitohondrijskom sustavu prijenosa elektrona,
aktivacija neutrofilnih granulocita i dr. Slobodni radikali mogu biti nuzni ¢imbenici
patofizioloskih procesa kao §to je aktivacija neutrofilnih granulocita gdje se slobodni radikali
ciljano stvaraju ili neZeljena posljedica fizioloskih reakcija kao Sto je stvaranje slobodnih
radikala u mitohondriju tijekom procesa oksidacijske fosforilacije. Izvori slobodnih radikala
mogu biti i vanjski kao $to su ionizirajuée zraCenje koje uzrokuje cijepanje molekule vode,
fotoliza kemijske veze te slobodni radikali iz cigaretnog dima (20).

Male koli¢ine slobodnih radikala neophodne su u biokemijskim procesima unutarstani¢ne
signalizacije, diferencijaciji, progresiji i apoptozi stanica te obrani od mikroorganizama.
Antioksidansi su spojevi koji odgadaju ili sprjeavaju oksidaciju tvari, a prisutni su u
organizmu u maloj koncentraciji u odnosu na spoj koji se oksidira. Djeluju u medusobnoj
suradnji poput kaskade. Prema mijestu djelovanja razlikujemo prirodne antioksidanse u
plazmi, membrani i medustani¢nom prostoru te unutar stanica (Tablica 3). Prema mjestu
nastajanja antioksidansi mogu biti endogeni i egzogeni. Razlikujemo antioksidanse topljive u
vodi i topljive u lipidima. Antioksidansi se dijele i prema nacinu djelovanja na preventivne
koji sprjeCavaju nastajanje radikala, na Ccistace (engl. scavenger) Kkoji cCiste radikale
inhibicijom inicijacije ili prekidanjem propagacije lanCane reakcije te na enzime popravka koji
popravljaju ostecenja nastala djelovanjem slobodnih radikala (20,21,22).

Velike koli¢ine i/ili nedovoljno uklanjanje slobodnih radikala rezultira oksidacijskim stresom
koji moze uzrokovati teske metabolicke poremecaje, jer dolazi do oStecenja bioloskih

makromolekula (proteini, lipidi, DNA) i stani¢nih struktura (21,23).



Postprandijalni oksidacijski stres nastaje zbog konzumacije obroka koji sadrzi oksidirane
lipide pa se u organizmu povecava koncentracija lipidnih hidroperoksida ili zbog
konzumiranja obroka bogatog lipidima i/ili ugljikohidratima koji mijenjaju redoks ravnotezu
u organizmu ili su ciljne molekule za djelovanje slobodnih radikala (8).

Superoksid 1 dusikov oksid zajedno stvaraju peroksinitrit, snazan i dugovjecan oksidans koji
je citotoksic¢an, potic¢e lipidnu peroksidaciju i nitraciju aminokiselina, posebno tirozina, pri
cemu nastaje produkt koji utjeCe na mnoge signalne puteve. Povecana koncentracija
nitrotirozina u plazmi prisutna je pri postprandijalnoj hipertrigliceridemiji (9).

Cestice lipoproteina niske gustoée (LDL, engl. low-density lipoprotein) su heterogena skupina
Gestica. LDL Cestice s gustocom veéom od 1,037 g/em® su male, guste LDL &estice. Postoji
povezanost izmedu stvaranja velikih, trigliceridima bogatih VLDL cestica (VLDL1) koje se
stvaraju u jetri u stanjima hipertrigliceridemije i1 nastanka malih LDL ¢estica. VLDL1 &estice
se djelovanjem lipoprotein lipaze pregraduju izravno u male, guste LDL Cestice, za razliku od

malih VLDL2 ¢estica koje se pregraduju do velikih LDL cestica (1,24,25).

Tablica 3. Bioloski vazni antioksidansi.

Izvanstani¢ni Membranski
Transferin a-tokoferol (vitamin E)
Laktoferin B-karoten

Haptoglobini koenzim Q
Hemopeksin

Albumin Stani¢ni
Ceruloplazmin Superoksid-dismutaze (Zn, Cu, Mn)*
Izvanstani¢na superoksid-dismutaza Katalaza

Izvanstani¢na glutation-peroksidaza Glutation-peroksidaza
Urati

Bilirubin

Glukoza

Askorbinska kiselina (vitamin C)

* Kemijski elementi u zagradi oznac¢avaju metale u aktivnom sredistu enzima.



Male LDL c¢estice zbog relativno malog promjera lakse ulaze u subendotelni prostor krvnih
zila gdje podlijezu reakcijama lipidne peroksidacije, jer je u subendotelu prisutna mala
koncentracija antioksidansa. Lipidna peroksidacija je lanc¢ana reakcija slobodnih radikala koja
rezultira stvaranjem lipidnog radikala, peroksilnog radikala i lipidnog hidroperoksida te
dovodi do razgradnje lipida. Oksidirane LDL ¢estice imaju drugacija svojstva od LDL Cestica,
kemotakti¢ne sU za monocite, ne vezu se na LDL-receptor, ve¢ se uklanjaju pomocu receptora
Cistata na makrofagima, u makrofagima se ne metaboliziraju, ve¢ se nakupljaju i uzrokuju
nastanak pjenastih makrofaga i plaka u endotelu krvne Zile (26,27,28).

Lancana reakcija lipidne peroksidacije moze biti prekinuta antioksidansima. Konzumacija
kalori¢cnog masnog obroka zajedno s povréem koje sadrzi prirodne antioksidanse u velikoj
mjeri sprjeCava negativan ucinak postprandijalne hipertrigliceridemije na oksidacijski stres pa
se za prevenciju i lijeCenje Kkroni¢nih bolesti ukljucujué¢i koronarnu bolest predlaze
nadomjesna terapija s vitaminima i antioksidansima (12,29,30).

Direktno odredivanje slobodnih radikala nije rutinska metoda, jer slobodni radikali imaju
kratak poluvijek zivota i prisutni su u vrlo malim koncentracijama (31). Slobodni radikali
rutinski se odreduju indirektnim metodama u kojima se odreduju produkti djelovanja
slobodnih radikala na biomolekule (malondialdehid, fosfolipidni peroksidi, antitijela na
oksidirane LDL cestice, 8-hidroksigvanin), kataliticka koncentracija enzima Koji stvaraju
slobodne radikale (mijeloperoksidaza), koncentracija pojedinih antioksidansa (superoksid-
dismutaza, katalaza, vitamin A i C) ili ukupni antioksidacijski status (TAS, engl. total
antioxidant status).

TAS je test kojim se mjeri ukupna koncentracija svih antioksidansa u cirkulaciji. Mjerenjem
ukupnog antioksidacijskog statusa moguce je ste¢i uvid u ukupnu antioksidacijsku zastitu te
procijeniti je 1i prisutno ravnotezno stanje ili je ravnoteza pomaknuta zbog pojacanog
stvaranja reaktivnih spojeva ili zbog pojacanog stvaranja antioksidansa. Ova jednostavna,
stabilna, pouzdana, osjetljiva, a potpuno automatizirana metoda moze se koristiti kako bi se
izmjerio ukupni antioksidacijski kapacitet (32).

Oksidacijski stres je usko povezan s razvojem i nastankom ateroskleroze i bolestima s
aterosklerozom u podlozi, kao $to su mozdani udar i koronarna bolest. Mnogi su autori
pokazali da vrijednosti TAS-a koreliraju s koncentracijom urata te da su povezane s
aterosklerozom i koronarnom bolesti (33,34,35). No, ostaje nedovoljno jasno je li oksidacijski
stres uzro¢ni ¢imbenik ili posljedica niza zbivanja koja dovode do razvoja i progresije

ateroskleroze. Daljnja istrazivanja uloge TAS-a svakako ¢e doprinijeti boljem razumijevanju



njegovog znaaja, kao biljega ukupnog antioksidacijskog statusa u procjeni ucinka

postprandijalne hipertrigliceridemije.

1.3 C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP, engl. C-reactive protein) je reaktant akutne faze upale. CRP je
neglikozilirani ¢lan obitelji pentraksina. Sastoji se od pet identi¢nih nekovalentno povezanih
polipeptidnih podjedinica koje ¢ine pentamernu strukturu. Gen za CRP se nalazi na
kromosomu 1. CRP se primarno sintetizira u jetri, a njegovo otpustanje u cirkulaciju je
potaknuto interleukinom 6 i drugim proinflamatornim citokinima. CRP sudjeluje u upalnom
procesu vezanjem za fosfokolin koji je izraZzen na povrSini odumrlih stanica oStec¢enih
infekcijom, upalom ili traumom, vezanjem za sastavnice stani¢ne jezgre kao $to su kromatin,
histoni 1 mali ribonukleoproteini te vezanjem za bjelancevine vezivnog tkiva kao $to je
fibronektin. Na taj nacin se aktivira sustav komplementa i sinteza molekula posrednika upalne
reakcije. CRP djeluje i na fagocite, veze se za polimorfonukleare, makrofage i monocite
poticu¢i kemotaksiju, fagocitozu 1 nastanak superoksida te sintezu citokina u njima.
Koncentracija CRP-a u serumu se tijekom upale ili ozljede tkiva povecava i do 1000 puta
(36).

Upalni procesi imaju znacajnu ulogu u patogenezi ateroskleroze i klinickim manifestacijama
aterosklerotskih bolesti. Upala je vazna u procesu Kkoji ateroskleroznu nakupinu ¢ini
nepostojanom §to za posljedicu ima pojavu akutnog koronarnog sindroma. Koncentracija
CRP-a je znacajno povecana u aterotrombotskom plaku krvne Zile. Zbog toga je koncentracija
CRP-a u serumu neovisni pokazatelj rizika za ateroskleroticne promjene krvnih Zila
(37,38,39).

Kroni¢na upala u stijenci krvne Zile nije sistemska i koncentracija CRP-a u serumu je unutar
referentnih vrijednosti te nije klasican biljeg akutne upale.

Kako je koncentracija CRP-a u serumu kod odredivanja rizika obolijevanja od
kardiovaskularnih bolesti znatno niza nego u standardnoj dijagnostici, razvijene su osjetljivije
metode za odredivanje koncentracije visoko osjetljivog CRP-a u serumu (hsCRP, engl. high
sensitivity CRP) (40,41).

Smjernice i preporuke u klinickoj praksi za odredivanje hsCRP-a u serumu su u sijecnju 2003.
godine objavili Centar za kontrolu i prevenciju bolesti (CDC, engl. Centers for Disease

Control and Prevention) i Americko udruzenje za bolesti srca (AHA, engl. American Heart
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Association) (42). Preporucene vrijednosti koncentracije hsCRP-a u serumu za procjenu rizika
od kardiovaskularnih bolesti svrstane su u kategorije prema relativnom riziku: nizak rizik
(< 1,0 mg/L), sredn;ji rizik (1,0 - 3,0 mg/L) i visoki rizik (> 3,0 mg/L).

1.4 Endotelna disfunkcija

Endotel je tanki sloj stanica koje prekrivaju lumen krvnih zila. Stanice endotela izlu¢uju razne
tvari s vazodilatacijskim i vazokonstrikcijskim djelovanjem. Endotelni ¢imbenici koji djeluju
vazokonstrikcijski su angiotenzin 11, endotelin-1 (ET-1, engl. endothelin-1), faktor aktivacije
trombocita (PAF, engl. platelet activating factor) te endotelni kontraktilni ¢imbenici ovisni o
ciklooksigenazi (EDCFs, engl. endothelium-derived cyclooxygenase-dependent contracting
factors): tromboksan A2, superoksid anion i prostaglandin H2. Osim izravnog
vazokonstriktornog ucinka, ET-1 povecava zilne ucinke drugih vazoaktivnih peptida, poput
angiotenzina Il, norepinefrina i serotonina te sudjeluje u leukocitnoj i trombocitnoj aktivaciji.
Endotelni ¢imbenici koji djeluju vazodilatacijski su dusikov oksid (NO, engl. nitric oxide),
prostaciklini i endotelni hiperpolariziraju¢i ¢imbenik (EDHF, engl. endothelium derived
hyperpolarizing factor). NO je odgovoran za sprjeCavanje adhezije leukocita za endotel,
proliferacije glatkih miSiénih stanica 1 agregacije trombocita. Endotelne stanice na taj nacin
reguliraju vaskularni tonus, vaskularnu permeabilnost, stani¢ni rast i trombogenezu. Uloga
endotela je zaStita krvne Zile od mehani¢kih i kemijskih oStecenja (43,44).

Adhezijske molekule su proteini na stani¢noj povrSini koji sudjeluju u medusobnom
povezivanju istovrsnih i razliCitih vrsta stanica te u povezivanju stanica s elementima
izvanstani¢nog matriksa putem specifiénih molekularnih interakcija. Adhezijske molekule su
vazne u ¢itavom nizu procesa poput hemostaze, posebice u odrzavanju vaskularne i epitelne
cjelovitosti, imunog odgovora, upale, embriogeneze i organogeneze te razvoja zivéanog
sustava. Gubitak adhezijskih interakcija kao i njihova pretjerana stimulacija mogu biti
uzrokom raznih bolesti. Njihova ekspresija na povrsini stanice, kao odgovor na izvjesne
patofizioloske stimuluse, omogucava interakciju endotela krvnih zila i krvnih stanica i
srediSnji je dogadaj u nastanku ateroskleroze. Adhezijske molekule se prema nekim
funkcionalnim i strukturnim zna¢ajkama dijele u Cetiri osnovne skupine: cadherini, selektini,
integrini i adhezijske molekule iz porodice imunoglobulina (44,45).

Endotel razli¢itim mehanizmima prilagodbe nastoji kompenzirati mehanicka i kemijska

oStecenja zilnih stijenki. Endotelne stanice kao odgovor na ozljedu izlucuju ¢imbenike rasta
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koji induciraju proliferaciju glatkih miSi¢nih stanica. Ako endotelne stanice izgube sposobnost
kontrole reparacijskih procesa dolazi do trajne, neprekinute endotelne aktivacije koja rezultira
s endotelnom disfunkcijom (27). Endotelna disfunkcija je prva faza u nastanku
aterosklerotske lezije koja nije morfoloski prepoznatljiva, ali se moze detektirati
odredivanjem biokemijskih parametara u cirkulaciji (46).

Neravnoteza stvaranja i razgradnje NO-a je temelj poremecaja vazomotorike te predstavlja
vode¢i mehanizam kompleksnog sindroma endotelne disfunkcije.

Oksidirane LDL ¢estice smanjuju izlu¢ivanje vazodilatatora NO-a iz endotelnih stanica i
povecavaju izluCivanje vazokonstriktora ET-1 koji poti¢e proliferaciju glatkih miSi¢nih

stanica i time doprinosi stvaranju aterosklerotskog plaka (Slika 1) (27,46).

e T ===t
Rizi¢ni ¢imbenici

hiperlipidemija tromb

oksidacijski stres

citokini e 2t
\\\ AR y @ ‘%%

Baati=s = asonoa Sl g et lsiioie
@ makrofag

endotel
T O

glatki misié¢

ET - endotelin, NO - dusikov oksid

Slika 1. Poremecaj endotelne homeostaze (slika preuzeta iz literaturnog navoda 27).

Ostecenje zilnog endotela moze biti izazvano I povecanom koncentracijom LDL-a koja
povecava ekspresiju adhezijskih molekula na endotelnim stanicama te smanjuje njihovu
sposobnost izlu¢ivanja NO-a i1 drugih tvari koje sprjeCavaju adheziju makromolekula,
trombocita i monocita za endotel (Slika 1).

Na mjestu oStecenja zilnog endotela pocinje nakupljanje cirkuliraju¢ih monocita i lipida,
prvenstveno LDL-a. Monociti prianjaju uz adhezijske molekule na oSte¢enoj endotelnoj
stanici arterije te prolaze kroz endotel u intimu arterijske stijenke gdje se diferenciraju u

makrofage koji putem receptora cistaca fagocitiraju oksidirane LDL cestice. Ekspresija
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receptora cistaca nije ovisna o koncentraciji kolesterola u stanici zbog cega makrofagi
fagocitiraju oksidirani LDL sve dok ga ima u njihovoj neposrednoj okolini. Makrofagi uskoro
bivaju prepunjeni lipidima i postaju takozvane pjenaste stanice. Oksidirana LDL cestica je
vrlo aterogena i njezina je prisutnost u subendotelnom prostoru nuzan uvjet za nastanak i
razvoj ateroskleroticne lezije. Pjenaste makrofagne stanice oslobadaju mnoge citokine i
upalne medijatore koji poti¢u daljnju proliferaciju glatkog miSi¢nog i fibroznog tkiva na
unutarnjoj strani arterijske stijenke. Nakupina makrofaga ispunjenih lipidima u krvnoj zili
stvara vidljivu masnu prugu koja je najranija morfoloSki prepoznatljiva ozljeda kod
ateroskleroze (Slika 2) (40,41,46,47).

. 2 monocit
monocit u krvi priljubljen LUMEN
= -\\\\\ uz epitel ARTERILJE
| monocit koji
migrirau >
intimu &

. A\ ) : : makrofag
S AN s o pjenasta makrofagna
/ . _

oStecenje
endotela

Slika 2. Nastanak pjenaste makrofagne stanice (slika preuzeta iz literaturnog navoda
47).

Endotelna disfunkcija predstavlja izravnu poveznicu izmedu kardiovaskularnih rizi¢nih
¢imbenika, razvoja i tijeka vecine kardiovaskularnih bolesti (27).

Veliki interes stru¢njaka za uklju¢ivanjem procjene endotelne funkcije u rutinski klinicki rad,
posljednjih je godina pitanje dijagnostickog pristupa endotelnu disfunkciju svrstalo u red
prvorazrednih znanstvenih interesa. Analiza bazalne koncentracije cirkuliraju¢ih endotelnih
biljega, njihova reaktivnost u stimuliranim uvjetima, mjerenje farmakoloski izazvane i

endogenim medijatorima posredovane arterijske vazodilatacije te mjerenje koncentracije
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cirkuliraju¢ih endotelnih stanica iz periferne krvi, metode su procjene funkcionalnog stanja
endotela kojima se danas raspolaze (31,48).

Endotelna disfunkcija se ne moze odredivati direktno te su razvijene indirektne metode za
procjenu endotelne disfunkcije. To ukljucuje odredivanje koncentracije stani¢nih adhezijskih
molekula: medustani¢ne adhezijske molekule tipa 1 (ICAM-1, engl. intercellular adhesion
molecule-1) i vaskularne stani¢ne adhezijske molekule tipa 1 (VCAM-1, engl. vascular cell
adhesion molecule-1) u serumu.

Niz je autora istrazivao ulogu i znacaj adhezijskih molekula u razvoju 1 progresiji
ateroskleroze. Od niza adhezijskih molekula, najzapaZeniji je znaaj ICAM-1 u akutnim i
kroni¢nim promjenama vezanim za aterosklerozu. Naime, prethodna istrazivanja pokazala su
da je ICAM-1 najznacajniji pokazatelj endotelne disfunkcije u bolesnika s mozdanim udarom
(49). Pokazalo se da je ICAM-1 usko povezan i s poligenskom hiperkolesterolemijom (41).
Nadalje, rano povecanje koncentracije ICAM-1 pokazalo se kao znacajan ¢imbenik rizika za
razvoj akutnog koronarnog sindroma, posebno nestabilne angine (50). Ceriello i suradnici
ustanovili su da dolazi do postprandijalnog povecéanja koncentracije ICAM-1 kod bolesnika sa
Se¢ernom bolesti tipa 2 (51). Do sli¢nih rezultata dosli su i drugi autori (30). Stoga je ICAM-1
svakako biljeg od osobitog znacaja za procjenu endotelnog statusa i endotelne disfunkcije u

istrazivanju odgovora na postprandijalnu hipertrigliceridemiju.

1.5 Genetska predispozicija postprandijalnog odgovora

Znacajno povecanojm koncentraciji triglicerida u cirkulaciji doprinose jednim dijelom i
genetski ¢imbenici. S obzirom na genetiku u podlozi kod ljudi postprandijalni odgovor se
manifestira na razlicite nacine.

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da bi polimorfizam -1131T/C u genu za APOA5 (52,53) i
polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu (54,55) mogli biti odgovorni za razlike u
postprandijalnom odgovoru kod ljudi te se dovode u vezu s hipertrigliceridemijom i
povecanim rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti.

Medutim, ove interindividualne varijabilnosti postprandijalnog odgovora nisu jo§ u potpunosti

razjaSnjene.
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1.5.1 Apolipoprotein A5

1.5.1.1 Gen za apolipoprotein A5

Gen za apolipoprotein A5 (APOADS, engl. apolipoprotein A5) je dio znacajne regulatorne
skupine gena Al-C3-A4 na kromosomu 11 (11g23) (Slika 3) (56,57). Gen za APOAS5 se

sastoji od 3 eksona i 2 introna i veli¢ine je 1935 pb ili 2477 pb ovisno o veli¢ini tre¢eg eksona

(Slika 4) (58,59).

Slika 3. Polozaj gena za APOAS5 na kromosomu 11.

v
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Slika 4. Struktura gena za APOAS5.
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1.5.1.2 APOA?5 protein

APOADS protein je graden od 343 aminokiseline i ima molekularnu masu 39 kDa. Protein je
vrlo hidrofoban pa se nakon sinteze u hepatocitima veze s unutarstani¢nim kapljicama lipida
koje predstavljaju depo neutralnih lipida, posebno triglicerida, i mogu biti upotrijebljene za
stvaranje VLDL cestica. Nakon prvog vezanja s lipidima, APOAS postaje topljiv i stabilan u
vodenom mediju te prelazi u cirkulaciju u sastavu HDL ¢estica i VLDL cCestica.

Za vezanje s lipidima odgovorne su aminokiseline u C-terminalnom dijelu APOADB.

Mutacija APOAS5 koja uzrokuje promijenjenu strukturu hidrofobne spirale u C-terminalnom
dijelu onemogucuje vezanje APOADS s lipoproteinima.

N-terminalna sekvenca signalnog peptida APOA5 (23 aminokiseline) je odgovorna za

unutarstani¢ni prijenos proteina te njegovo izlu¢ivanje iz stanice (60).

1.5.1.3 Kontrola ekspresije

Ekspresija gena za APOAS5 je kontrolirana s peroksisomskim proliferator-aktiviranim
receptorm o (PPARa, engl. peroxisome proliferator-activated receptor) i farnesoid X-
aktiviranim receptorom (FXR, engl. farnesoid X-activated receptor).

PPARa je nuklearni transkripcijski ¢imbenik aktiviran slobodnim masnim kiselinama koji
regulira ekspresiju mnogih gena uklju¢enih u metabolizam lipida. PPARa znacajno inducira
ekspresiju MRNA APOADS u hepatocitima i doprinosi hipotrigliceridemi¢nom uc¢inku fibrata.
FXR je drugi ¢lan velike obitelji nuklearnih receptora koji regulira ekspresiju veéeg broja
gena uklju¢enih u metabolizam triglicerida. Ekspresija FXR je ograni¢ena na jetru, crijeva,
bubrege i koru nadbubrezne Zlijezde. Djeluje kao heterodimer vezan s retinoidnim X

receptorom, a aktiviran je zuénim kiselinama (61).

1.5.1.4 Sinteza i uloga

APOAGS je aktivator lipoprotein lipaze. Sintetizira se u jetri i izlucuje u cirkulaciju gdje ima
klju¢nu regulatornu ulogu u metabolizmu triglicerida. Koncentracija APOA5 u serumu je vrlo
mala (24 - 406 ng/mL) u usporedbi s drugim apolipoproteinima, APOA1 (~ 1 mg/mL) ili
APOC3 (~ 0,1 mg/mL) (62,63).
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Aktivnost APOAS5 na metabolizam triglicerida se ocituje na dva nacina: 1) aktivira lipoprotein
lipazu i potice intravaskularnu hidrolizu triglicerida i 2) smanjuje koncentraciju triglicerida u

serumu inhibirajuci stvaranje VLDL-a u jetri (64).

1.5.1.5 Polimorfizmi u genu za APOA5

U genu za APOA5 je opisano pet polimorfizama koji se povezuju s odredenim
patofizioloskim stanjima: -1131T/C, c¢.-3A/G, ¢.56C/G, IVS3+476G/A i ¢.1259T/C. Kod
osoba bijele rase navedeni polimorfizmi definiraju tri zajednicka haplotipa (APOAS*1,
APOA5*2 i APOA5*3) (Tablica 4). Haplotip APOA5*1 je kombinacija divljih tipova svih
pet polimorfizama u genu za APOADS. Prisutnost mutiranog alela u polimorfizmu -1131T/C,
poznatog kao SNP3, karakterizira haplotip APOA5*2, dok mutirani alel u polimorfizmu
¢.56C/G, poznat kao S19W, karakterizira haplotip APOA5*3 (65,66,67).

Zdravi haplotip APOA5*1 zastupljen je kod 82% osoba bijele rase. Mutirani haplotip
APOA5*2 zastupljen je kod 8% bijelaca, dok je 8% bijelaca nositelj mutiranog haplotipa
APOA5*3.

Polimorfizmi u genu za APOA5 mogu utjecati na funkciju prepisanog proteina, jer dolazi do
promjene interakcije APOAS s lipoprotein lipazom $to u konacnici rezultira s povecanjem

koncentracije triglicerida u cirkulaciji (52).

Tablica 4. Haplotipovi APOAGS u bijelaca (tablica preuzeta iz literaturnog navoda 66).

Haplotip -1131T>C c.-3A>G c. 56C>G IVS3+476G>A  ¢.1259T>C
(SNP3) (kozak) (S19W) (SNP2) (SNP1)
rs662799 rs651821 rs3135506 rs2072560 rs2266788
Apo A5*1 T A C G T
Apo A5*2 C G C A C
Apo A5*3 T A G G T
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Polimorfizmi -1131T/C i ¢.56C/G, svaki pojedina¢no, dovode se u vezu s velikom
koncentracijom triglicerida u serumu u odnosu na vrijednosti u nositelja haplotipa APOA5*1.
Osobe koje su nositelji C (citozin) alela na polozaju -1131, odnosno G (gvanin) alela na
polozaju 56 u genu za APOAS5 imaju vecu koncentraciju triglicerida u serumu nataste i
postprandijalno za razliku od osoba koje su nositelji T (timin) alela na polozaju -1131,

odnosno C (citozin) alela na polozaju 56 (52,68).

1.5.2 Jetrena lipaza

1.5.2.1 Gen za jetrenu lipazu

Gen za jetrenu lipazu (HL, engl. hepatic lipase) je smjesten na kromosomu 15 (15921) (Slika
5). Veli¢ine je 35 kb i graden od 8 introna i 9 eksona. Gen za jetrenu lipazu kodira mRNA
veli¢ine 1,6 kb (69).

F 5 §9F §

Slika 5. PoloZaj gena za jetrenu lipazu na kromosomu 15.

1.5.2.2 Protein jetrena lipaza

Jetrena lipaza je glikoprotein homodimerne strukture graden od 477 aminokiselina i veli¢ine
65 kDa.

N-terminalni dio signalnog peptida se gubi nakon prolaska proteina kroz membranu
endoplazmatskog retikuluma. Jetrena lipaza se sastoji od nekoliko funkcijskih domena. Dva
hidrofobna segmenta gradena od po 10 aminokiselina ukljucena su u interakciju jetrene lipaze

s lipidima. Svaki od segmenata sadrzava aminokiselinu serin (Ser146 i Ser267). Serin146 je
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srediSte sekvence Gly-X-Ser-X-Gly koji je dio klasi¢ne kataliticke trijade Ser-Asp-His koja se
nalazi i u endotelnoj lipazi, lipoprotein lipazi, pankreati¢noj lipazi i drugim esterazama.

U sredistu proteina jetrene lipaze nalazi se 10 cisteinskih ostataka cija je tercijarna struktura
identi¢na 1 u strukturi lipoprotein lipaze i1 pankreaticne lipaze, Sto ukazuje da je stvaranje
disulfidnih mostova znacajno za konformaciju i kataliticku aktivnost svih lipaza. Jetrena
lipaza sadrzi i Cetiri vezna mjesta za heparin sa sekvencama BBBXXB ili BBXB, gdje je B
temeljni aminokiselinski ostatak. Pomocu veznog mjesta za heparin jetrena lipaza se preko

heparan sulfata veze na povrSinu stanica (70).

1.5.2.3 Kontrola ekspresije

Ekspresija gena za jetrenu lipazu je regulirana pozitivnim i negativnim regulatornim
elementima (70).

U promotoru gena (-281 do +129 nukleotida) nalaze se dvije regulatorne domene. Zona A,
izmedu -28 i -75 nukleotida, je mjesto vezanja pozitivnih transkripcijskih ¢imbenika, a zone

E2, E3 i E4 su mjesta vezanja negativnih regulatornih elemenata (Slika 6).
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Slika 6. Struktura gena za jetrenu lipazu.

Androgeni spolni hormoni, tiroksin, trijodtironin, heparin i fibrati poveéavaju koncentraciju
pozitivnih regulatornih elemenata u jetri, dok kortikotropin djeluje kao pozitivni regulator u
nadbubreznoj zlijezdi.
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Na koncentraciju negativnih regulatornih elemenata u jetri djeluju estrogeni, kortikotropin,
kortikosteroidi, kateholamini (adrenalin), kolesterol, zasiCene masne kiseline, N-3 masne
kiseline i statini.

Ekspresija gena za jetrenu lipazu je regulirana sadrzajem Kkolesterola u stanicama i

hormonalnim statusom.

1.5.2.4 Sinteza i uloga

Jetrena lipaza je lipoliticki enzim koji se sintetizira u endoplazmatskom retikulumu
hepatocita. Povezanost jetrene lipaze s kalneksinom, kaperonskim proteinom, moze povecati
uc¢inkovitost izlaza jetrene lipaze iz endoplazmatskog retikuluma (70).

Jetrena lipaza sadrzi Cetiri glikozilacijska mjesta koja su smjestena na pozicijama 20, 56, 340 i
375. Nakon posttranslacijske modifikacije jetrena lipaza se preko proteoglikana heparan
sulfata veze na povrsinu hepatocita i sinusoidalnih endotelnih stanica. Za izlu¢ivanje aktivne
jetrene lipaze iz stanica kljucan je N-terminalni dio proteina posebno Asn56 (71).

Jetrena lipaza je zajedno s lipoprotein lipazom lipaza vaskularnog odjeljka. Djeluje kao
triglicerid lipaza i kao fosfolipaza Al te je ukljuena u razli¢ite faze metabolizma
lipoproteina. Hidrolizom triglicerida i fosfolipida metabolizira hilomikrone u ostatne
hilomikrone, a VLDL ¢estice u Cestice lipoproteina srednje gustoce (IDL, engl. intermediate-
density lipoprotein). Sudjeluje u reverznom transportu kolesterola i ima znaéajnu ulogu u
metabolizmu HDL-a, jer pretvara velike, trigliceridima bogate HDL2 u male, guste HDL3
Cestice te takoder sudjeluje u stvaranju malih, gustih LDL cestica. Jetrena lipaza djeluje kao
ligand za lipoproteine tijekom njihovog unosa u hepatocite pomocu jetrenih stani¢nih
povrSinskih receptora. Tijekom lipolize, mala frakcija jetrene lipaze moZe disocirati S
povrSine stanice te se jednim dijelom pricvrstiti za cirkulirajuée lipoproteine, a drugim
dijelom vezati za proteoglikane na stani¢noj povrsini. Osim toga, cirkuliraju¢i plazmatski
lipoproteini mogu stupiti u interakciju s jetrenom lipazom koja je ve¢ pricvrSéena s
proteoglikanima na stani¢noj povrsini.

Proaterogena uloga jetrene lipaze ocituje se unutar ateromatoznog plaka gdje olaksava
akumulaciju kolesterola u makrofazima i mijenja ekspresiju pojedinih gena $to ima za
posljedicu ubrzani aterosklerotski proces.

Osim toga, njezina povecana aktivnost ubrzano pregraduje HDL Sto ima za posljedicu

smanjenu koncentraciju HDL-kolesterola u serumu (71,72,73).
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Takoder, osobe sa smanjenom ili inhibiranom aktivnosti jetrene lipaze imaju povecanu
koncentraciju triglicerida u serumu sto doprinosi postprandijalnoj lipemiji (72,74).
Osim genske regulacije, etnickog podrijetla i dobi, aktivnost jetrene lipaze je posredovana s

koli¢inom spolnih hormona i intraabdominalnim masno¢ama (74).

1.5.2.5 Polimorfizmi u genu za jetrenu lipazu

U promotorskoj regiji gena za jetrenu lipazu opisana su cCetiri polimorfizma (-250G/A,
-514C/T, -710T/C i -763A/G) (Slika 7). Frekvencija mutiranih alela iznosi od 0,15 do 0,29
kod bijelaca. Mutirani aleli su zastupljeni u frekvenciji od 0,45 do 0,53 kod Afro-
Amerikanaca, dok frekvencija mutiranih alela iznosi 0,47 kod Amerikanaca japanskog
podrijetla.

Kod osoba bijele rase prisutnost mutiranog alela u polimorfizmu -250G/A dovodi se u vezu s
malom aktivnosti jetrene lipaze i visokom koncentracijom triglicerida u serumu
postprandijalno (69,75). Osobe koje su nositelji A (adenin) alela na polozaju -250 u genu za
jetrenu lipazu imaju vecu koncentraciju triglicerida u serumu postprandijalno za razliku od

osoba koje su nositelji G (gvanin) alela na polozaju -250 (54,66,76).

-800 -600 -400 -200 +1
A-763G T-710C C.514T G-250A
5 3’
CAC*GGG
USF1
USF2

Slika 7. Polimorfizmi promotorske regije u genu za jetrenu lipazu.
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2 RADNAHIPOTEZA

Pobolijevanje 1 smrtnost od kardiovaskularnih bolesti povecavaju se iz godine u godinu kako
u svijetu tako i u Hrvatskoj. Kardiovaskularne bolesti kod velikog broja bolesnika posljedica

su aterosklerotskih promjena na krvnim zilama.

Premda je o hipertrigliceridemiji, kao ¢cimbeniku rizika za koronarnu bolest srca 1 op¢enito za
kardiovaskularne bolesti izazvane aterosklerozom, bilo tijekom proteklih desetlje¢a puno vise
dvojbi nego o hiperkolesterolemiji, na temelju nedavno objavljenih rezultata velikih
istrazivanja s prilicnom se sigurno$¢u moze reci da je i povecana koncentracija triglicerida u
krvi, a ne samo povecana koncentracija kolesterola, vazan pokazatelj odnosno ¢imbenik rizika

za te bolesti.

Nadalje, pojedina prijasnja istrazivanja su prikazala oksidacijski stres kao posrednik izmedu
postprandijalne hipertrigliceridemije i endotelne disfunkcije. Osim toga, pokazana je
pozitivna korelacija izmedu hipertrigliceridemije 1 razli¢itth upalnih parametara kao i

adhezijskih molekula, ukazujuéi na znacajnu ulogu triglicerida u regulaciji upalnog odgovora.

U organizmu ubrzo nakon konzumiranja obroka bogatog lipidima dolazi do porasta
koncentracije triglicerida u cirkulaciji. Pretpostavlja se da tako povecana koncentracija
triglicerida aktivira oksidacijski stres koji uzrokuje endotelnu ozljedu. Kao posljedica toga
vrlo vjerojatno dolazi do mjerljivog biokemijskog odgovora na poveéanu koncentraciju
triglicerida koji se manifestira povecanom koncentracijom biokemijskih parametara, kao i

poveéanom koncentracijom biljega oksidacijskog stresa, upale i endotelne disfunkcije.

Unato¢ istom obrascu prehrane ne obolijevaju svi ljudi jednako od bolesti koje imaju
aterosklerozu u podlozi. Oc¢igledno je da postoje joS 1 drugi ¢imbenici koji modificiraju
odgovor organizma na hipertrigliceridemiju kao na primjer genetska predispozicija. Kako je
poznato da polimorfizam -1131T/C u genu za APOAS i polimorfizam -250G/A u genu za
jetrenu lipazu modificiraju metabolizam lipida jedna od pretpostavki je moguénost da osobe s
razli¢itim genetskim varijantama mogu imati razli¢it obrazac biokemijskih promjena nakon

obroka bogatog lipidima.

Pretpostavka ovog istrazivanja je da postprandijalna hipertrigliceridemija dovodi do
oksidacijskog stresa koji posljedi¢no uzrokuje endotelnu disfunkciju koja se pak smatra

prvom fazom razvoja ateroskleroze. Osim toga, pretpostavlja se da je razlicit odgovor
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hipertrigliceridemije genetski uvjetovan promotorskim polimorfizmima u genu za APOAS5 i

genu za jetrenu lipazu.

Do sada nije provedeno niti jedno istrazivanje na homogenoj populaciji koje je objedinilo
odredivanje koncentracije biokemijskih parametara, biljega oksidacijskog stresa, upale i
endotelne disfunkcije te odredivanje genetske predispozicije. Razlog provedbe ovog
istrazivanja su nekonzistentni rezultati iz literature s naglaskom na koncentraciju triglicerida
odredenih postprandijalno kao znaCajne odrednice u procjeni rizika od kardiovaskularnih

bolesti.

Rezultati ovog istrazivanja doprinijet ¢e razumijevanju patofizioloskog mehanizma
postprandijalne hipertrigliceridemije. Nadalje, rezultati ovog istraZivanja podastrijet ce
dokaze o moguéem mehanizmu pojacanog odgovora na postprandijalnu hipertrigliceridemiju i
znacenju genetskih polimorfizama u genu za APOAS i genu za jetrenu lipazu u tom

poremecaju.

Ako postprandijalna hipertrigliceridemija zaista dovodi do oksidacijskog stresa i endotelne
disfunkcije i ako jo$ k tome postoji genetska osnova za eventualno jaci ili slabiji odgovor,
onda ¢e mozda biti moguce jednostavnim laboratorijskim testom identificirati osobe s

povecanim rizikom pobolijevanja.

Nadamo se da ¢e ova saznanja biti korak blize razumijevanju kompleksnih mehanizama u
aterogenezi, a sve s ciljem prepoznavanja osoba s povecanim kardiovaskularnim rizikom, u

kojih bi primarna prevencija imala koristan u¢inak redukcije rizika.
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3 CILJ RADA

Ciljevi:

o Ispitati promjenu biokemijskih biljega (koncentracija glukoze, urata, ukupnog kolesterola,
triglicerida, HDL-kolesterola, LDL-kolesterola), biljega  oksidacijskog stresa
(koncentracija TAS-a), upale (koncentracija hsCRP-a) i endotelne disfunkcije
(koncentracija ICAM-1) nakon kalori¢nog obroka, u standardiziranim uvjetima u skupini

zdravih muskaraca.

e Ispitati ucestalost polimorfizma -1131T/C u genu za APOAGS i polimorfizma -250G/A u
genu za jetrenu lipazu u skupini zdravih muskaraca i u skupini bolesnika sa Secernom

bolesti tipa 2.

e Ispitati povezanost ucinka postprandijalne hipertrigliceridemije na koncentraciju biljega od
interesa (glukoza, urati, ukupni kolesterol, trigliceridi, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol,
TAS, hsCRP i ICAM-1) kod nositelja s polimorfizmom -1131T/C u genu za APOAS i kod
nositelja s polimorfizmom -250G/A u genu za jetrenu lipazu.

e [spitati povezanost ucinka postprandijalne hipertrigliceridemije na koncentraciju biljega od
interesa (glukoza, urati, ukupni kolesterol, trigliceridi, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol,
TAS, hsCRP i ICAM-1) s demografskim i antropometrijskim znacajkama te

anamnestickim podacima ispitanika.
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4 MATERIJALI | METODE

4.1 Ispitanici

Istrazivanje je provedeno u razdoblju od studenog 2009. godine do listopada 2010. godine u
suradnji Odjela za laboratorijsku dijagnostiku Poliklinike Bonifarm, Klinickog zavoda za
kemiju Klinickog bolni¢kog centra "Sestre milosrdnice” i Doma zdravlja Centar u Zagrebu.

......

opée medicine Doma zdravlja Centar u Zagrebu koji su posjetili lije¢nika u okviru

sistematskog pregleda.

Kriteriji za uklju¢ivanije ispitanika u istrazivanije:

e muskarci;
e dob 52 - 68 godina;

e odsustvo klini¢kih znakova akutne upale.

Kriteriji za isklju¢ivanije ispitanika iz istrazivanija:

e Seccerna bolest;

e veci operativni zahvat u posljednja dva mjeseca;
e mozdani udar ili akutni infarkt miokarda;

e terapija statinima;

e dijjeta za mrSavljenje.

Znakove akutne upale 1 odsustvo bolesti ustanovio je lije¢nik temeljem pregleda i opceg
stanja ispitanika te anamnestickih podataka. Zdravlje je definirano kao stanje odsustva bolesti
i klinickih znakova akutne upale u trenutku ukljucivanja u istrazivanje. Uvidom u
anamnesticke podatke, lijecnik je takoder iskljucio prisustvo Secerne bolesti, veceg
operativnog zahvata u posljednja dva mjeseca, mozdanog udara ili infarkta miokarda, terapije

statinima 1 dijete za mrsavljenje.

Kontrolna skupina ispitanika su 50 bolesnika sa Se¢ernom bolesti tipa 2 (25 muskaraca i 25
zena). Bolesnici su obradeni tijekom redovite kontrole kod lije¢nika, specijalista
endokrinologije u Zavodu za endokrinologiju i metaboli¢ke bolesti interne klinike Klinickog

bolnickog centra "Sestre milosrdnice"” u Zagrebu.
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Kriteriji za uklju¢ivanije ispitanika u kontrolnu skupinu:
e dob 50 - 70 godina;

e Kklini¢ki potvrdeno stanje visokog kardiovaskularnog rizika (dijagnoza Secerne bolesti tipa
2 s razvijenim mikro- i makrovaskularnim komplikacijama, ili klinicka dijagnoza

kardiovaskularne bolesti).

Prilikom ukljucivanja u istrazivanje, zdravi ispitanici su upoznati s protokolom i svrhom ovog
istrazivanja. Svi zdravi ispitanici koji su sudjelovali u istrazivanju potpisali su informirani

pristanak.

Ispitanici kontrolne skupine nisu potpisivali informirani pristanak, jer je bioloski materijal

uzorkovan tijekom rutinske kontrolne obrade.

Prilikom lije¢nickog pregleda svim ispitanicima su izmjereni visina i tjelesna tezina za
izracun indeksa tjelesne mase (ITM, engl. body mass index), a skupini zdravih ispitanika su
izmjereni i opseg struka i opseg bokova za izraCun omjera struk/bokovi (w/h ratio, engl. waste

to hip ratio).

Istrazivanje je odobreno od Etickog povjerenstva Klini¢kog bolni¢kog centra "Sestre
milosrdnice™ i Eti¢kog povjerenstva Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u

Zagrebu.

4.2 Uzorcli

Uzorkovanje krvi provedeno je venepunkcijom iz kubitalne vene. Uzorkovanje krvi zdravim
ispitanicima je provedeno u Odjelu za laboratorijsku dijagnostiku u Poliklinici Bonifarm. Prvi
uzorak krvi je uzorkovan u periodu od 7:30 do 9:00 sati nataste, 12 sati nakon uzimanja
zadnjeg obroka (1. tocka vadenja - nataste). Uzorkovane su epruveta bez antikoagulansa i
epruveta s antikoagulansom Kj etilendiamin tetraacetatom (K3EDTA, engl. Kz ethylene
diamine tetra acetate). Odmah nakon vadenja krvi ispitanici su konzumirali standardizirani
kalori¢ni obrok (77) u obliku sendvica sa 120 g francuskog kruha, 75 g salame, 50 g sira i 15
g margarina.

Sadrzaj masnoce, proteina i ugljikohidrata u standardiziranom kalori¢cnom obroku prikazan je
u Tablici 5.
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Tijekom perioda od tri sata nakon standardiziranog kalori¢nog obroka ispitanici nisu smjeli
konzumirati hranu niti lijekove, samo su mogli piti vodu i lagano Setati. Drugi uzorak je
uzorkovan tri sata nakon konzumiranja standardiziranog kalori¢nog obroka (2. tocka vadenja -

postprandijalno). Uzorkovana je epruveta bez antikoagulansa.

Uzorkovanje krvi ispitanicima kontrolne skupine provedeno je u Klinickom bolni¢kom centru
"Sestre milosrdnice” samo jedanput u periodu od 7:30 do 9:00 sati nataste. Uzorkovana je
epruveta s antikoagulansom K3EDTA. Bolesnici nisu konzumirali standardizirani kalori¢ni
obrok.

Tablica 5. Sastav standardiziranog kalori¢nog obroka kojeg su konzumirali ispitanici.

Namirnice Proteini Masnocée Ugljikohidrati Kilokalorije
(9) 9 9 (keal)

Salama 12.8 17,3 15 213

(23% masnoce), 75 g

Sir 12 22,5 / 185

(45% masnoce), 50 g

Francuski kruh 9,9 2,9 62,4 318

120 ¢

Margarin / 12,8 / 107

15¢

Ukupno 34,7 55,5 63,9 823

260 g

KoriStene su epruvete tvrtke Becton, Dickinson and Company (BD Vacutainer®, Franklin
Lakes, NJ, USA).

Uzorci krvi uzeti bez antikoagulansa nakon 30 minuta koaguliranja centrifugirani su 10
minuta na 3500 g/min nakon ¢ega su alikvotirani uzorci seruma. Uzorci seruma za mjerenje
TAS-a i ICAM-1 su bili pohranjeni na -20 °C do izvodenja analiza unutar perioda od cetrnaest
dana.

Odredivanje koncentracije glukoze, urata, ukupnog kolesterola, triglicerida, HDL-kolesterola,
LDL-kolesterola i hsCRP-a provedeno je u svjezem serumu isti dan. Koncentracija HbAlc

odredena je u punoj krvi izvadenoj u epruveti S antikoagulansom K3;EDTA isti dan. Iz
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ostatnog uzorka krvi s antikoagulansom K3EDTA izolirana je deoksiribonukleinska Kiselina
(DNA, engl. deoxyribonucleic acid) u periodu od sedam dana nakon uzorkovanja. Uzorci
DNA pohranjeni su na +4 °C. Genotipizacija svih polimorfizama provedena je unutar perioda

od godine dana.

4.3 Mjerenjaianamneza

Tjelesna tezina ispitanika s minimalnom odjecom odredena je na vagi s to¢nosc¢u od 0,1 kg.
Visina ispitanika u stoje¢em polozaju, bez cipela, odredena je digitalnim stadiometrom s
to¢nos¢u od 0,1 cm. ITM je izracunat kao omjer tjelesne tezine u kilogramima i kvadrata
visine u metrima (kg/m?).

Opseg struka ispitanika je izmjeren priblizno na sredini izmedu donjeg ruba zadnjeg rebra i
opipljivog vrha zdjeli¢ne kosti. Opseg bokova ispitanika je izmjeren oko najsireg dijela
straznjice. Omjer struk/bokovi (w/h) je izracunat dijeljenjem vrijednosti dobivenih za omjer
bokova s vrijednostima dobivenim za omjer struka (78).

Kriterij za kategorizaciju osoba s prekomjernom tjelesnom teZinom su vrijednosti ITM
25,0 - 29,9 kg/m?, a za kategorizaciju pretilih osoba vrijednosti ITM > 30,0 kg/m? i omjer
struk/bokovi > 0,90.

Ispitanici su karakterizirani kao puSaci ako puse jednu ili viSe cigareta dnevno te kao nepusaci
ako su bivsi pusSaci ili nikada nisu pusili.

Uzeta je obiteljska anamneza za Secernu bolest i za kardiovaskularne bolesti (hipertenzija,

akutni infarkt miokarda, mozdani udar).

4.4 Metode

4.4.1 Odredivanje koncentracije biokemijskih parametara

Koncentracije glukoze, urata, ukupnog kolesterola, triglicerida, HDL-kolesterola i LDL-
kolesterola su odredene standardnim enzimatskim metodama na analizatoru Cobas Integra
400 plus (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka) kori§tenjem originalnih reagensa tvrtke

Roche Diagnostics. Koncentracija HbAlc je odredena standardnom imunoturbidimetrijskom
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metodom na analizatoru Cobas Integra 400 plus (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka)

koristenjem originalnog reagensa tvrtke Roche Diagnostics.

Bioloska varijabilnost i pozeljna nepreciznost za metode za odredivanje koncentracije

biokemijskih parametara prikazani su u Tablici 6.

Tablica 6. Bioloska varijabilnost i nepreciznost metoda za odredivanje koncentracije

biokemijskih parametara.

Parametar Metoda Bioloska varijabilnost PoZeljna
Intra- Inter- neprze;l)z nost
individualna  individualna i
Glukoza Enzimatska referentna metoda 6,1 6,1 2,9
s heksokinazom
HbAlc Turbidimetrijska inhibicijska 19 5,7 0,9
imunometoda (TINIA) za
mjerenje HbAlc iz hemolizata
pune Krvi
Urati Enzimatska kolorimetrijska 9,0 17,6 45
metoda
Ukupni Enzimatska kolorimetrijska 5,4 15,2 2,7
kolesterol metoda
Trigliceridi Enzimatska kolorimetrijska 20,9 37,2 10,5
metoda (GPO/PAP) s glicerol
fosfat oksidazom
HDL- Homogena enzimatska 7,1 19,7 3,6
kolesterol kolorimetrijska metoda
LDL- Homogena enzimatska 6,5 3,3
kolesterol kolorimetrijska metoda za

direktno mjerenje LDL-
kolesterola uz primjenu
neionskog detergenta

4.4.2 QOdredivanje koncentracije TAS-a

Koncentracija TAS-a je odredena kolorimetrijskom metodom na analizatoru Olympus AU640

(Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, SAD) koristenjem komercijalnog reagensa tvrtke Randox

(RANDOX Laboratories Ltd., Crumlin, County Antrim, Ujedinjeno Kraljevstvo).
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ABTS® (2,2"-azino(3-etilbenztiazolin sulfonat)) se inkubira s peroksidazom (metmioglobin) i
H,O, te nastaje kationski radikal ABTS™" &ija je plavo-zelena boja relativno stabilna, a
apsorbancija se mjeri na 600 nm. Prisutnost antioksidansa u ispitivanom uzorku rezultira
smanjenjem koncentracije ABTS™"" pa je apsorbancija razmjerna koncentraciji antioksidansa
u uzorku.

Linearnost metode je 0 - 2,5 mmol/L. Prema deklaraciji proizvodaca preciznost u seriji je
3,25% sa srednjom vrijednosti 1,06 mmol/L, a preciznost izmedu serija je 3,03% sa srednjom

vrijednosti 0,97 mmol/L.

4.4.3 Odredivanje koncentracije hsCRP-a

Koncentracija hsCRP-a je odredena standardnom imunoturbidimetrijskom metodom na
analizatoru Cobas Integra 400 plus (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka) koristenjem
originalnog reagensa tvrtke Roche Diagnostics.

4.4.4 Odredivanje koncentracije ICAM-1

Koncentracija ICAM-1 je odredena enzimimunokemijskom metodom (ELISA, engl. enzyme-
linked immunosorbent assay) koriStenjem komercijalnog reagensa ELISA kit Human
SICAM-1 Platinum ELISA (eBioscience, Sjeverna Amerika - Bender MedSystems GmbH,
Be¢, Austrija) na ¢itatu mikrotitarskih plo¢ica ELISA Humareader 2106 (Human, Wiesbaden,
Njemacka).

Metoda se temelji na reakciji specificnih anti-humanih ICAM-1 antitijela vezanih u jazicama
na mikrotitarskoj plocici s humanim ICAM-1 antigenom prisutnim u uzorku i vezanju
sekundarnog anti-humanog ICAM-1antitijela obiljezenog enzimom HRP (engl. horseradish
peroxidase) za ispitivani antigen ICAM-1 tijekom prve inkubacije. U drugoj inkubaciji se
ispiranjem uklanja nevezano sekundarno antitijelo. Dodatkom supstrata za HRP nastaje
obojeni produkt ¢ija je apsorbancija razmjerna koncentraciji ICAM-1 u uzorku.

Granica detekcije humanog ICAM-1 je 2,2 ng/mL, a prema deklaraciji proizvodaca preciznost

u seriji je 4,1%.
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4.5 lzolacija DNA

DNA je izolirana metodom proc¢is¢avanja nukleinskih kiselina iz pune krvi koriStenjem
komercijalnog reagensa High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics,

Mannheim, Njemacka).

Postupak:
1. Krv se lizira inkubacijom s puferom za liziranje i proteinazom K.

2. Nukleinske kiseline se vezu za staklena vlakna u posebnim tubama.

3. Vezane nukleinske kiseline se ispiru s puferom za uklanjanje inhibitora PCR reakcije.

4. Vezane nukleinske kiseline se ispiru s puferom za procis¢avanje od soli, proteina i
drugih stani¢nih necistoca.

5. Procisc¢ene nukleinske kiseline se eluiraju s puferom za eluiranje.

4.6 Odredivanje polimorfizma -1131T/C u genu za APOAS5

Odredivanje polimorfizma -1131T/C u genu za APOAS provedeno je metodom lancane
reakcije polimerazom (PCR, engl. polymerase chain reaction) nakon ¢ega slijedi odredivanje
polimorfizma duljine restrikcijskih odsje¢aka (RFLP, engl. restriction fragment length
polymorphism) (53). PCR-om umnozeni ulomak gena za APOAS obraden je s restrikcijskim

enzimom Msel, a dobiveni produkti odreduju se na 4%-tnoj agarozi.

4.6.1 Lancana reakcija polimerazom

Pocetnice za umnazanje ulomka gena za APOADS su:

1. nizvodna pocetnica (Fw, engl. forward primer)
5’-CCCCAGGAACTGGAGCGAAATT-3’

2. uzvodna pocetnica (Rv, engl. reverse primer)
5’-TTCAAGCAGAGGGAAGCCTGTA-3’

Pocetnice su proizvod tvrtke Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, USA).
PCR reakcijski pufer, dNTPs i Tag DNA polimeraza su proizvod tvrtke Roche Diagnostics

(Mannheim, Njemacka).

28



Reagencije 1 nacin pripreme reakcijske smjese za umnazanje ulomka gena za APOAS

prikazane su u Tablici 7.

Tablica 7. Reagencije za umnazanje ulomka gena za APOADb.

Reagens Koncentracija Priprema reakcijske smjese
u reakcijskoj smjesi (uL)
dNTP 0,20 mM 0,26
Fw pocetnica 5uM 0,83
Rv pocetnica 5uM 0,83
PCR reakcijski pufer Tris-HCI 100 mM 3,30
MgCl, 15 mM
KCI 500 mM
Taq DNA polimeraza 5 U/uL 0,13
H,O / 26,65
DNA 50 ng/uL 1,00

U svakoj PCR reakciji umnoZena su i tri pozitivna kontrolna uzorka (divlji tip, heterozigot,
mutirani homozigot) te negativni kontrolni uzorak (sadrzi destiliranu H,O umjesto DNA).
PCR produkt u negativnoj kontroli ukazuje na kontaminaciju reakcijske smjese i PCR treba
ponoviti.

Umnazanje je provedeno na aparatu MasterCycler Gradient (Eppendorf AG, Hamburg,
Njemacka).

Reakcijski uvjeti za umnazanje ulomka gena za APOAS prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8. Reakcijski uvjeti za umnaZanje ulomka gena za APOAS.

Faza ciklusa

Pocetna denaturacija 97°C/5 min
Denaturacija 95°C/1 min
Prianjanje 60°C /45 sec
UmnaZanje 72°C/1 min
Broj ciklusa 35
Zavr$no umnaZanje 72°C/10 min
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4.6.2 Provjera PCR produkta

Veli¢ina i kvaliteta PCR produkta provjerena je elektroforezom na komercijalnim gelovima
PCR CheckIT Mini (Elchrom Scientific, Cham, Svicarska) u TAE (Tris-acetat-EDTA) puferu
(pH 8,0).

Koristen je molekularni biljeg od 100 pb (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka).
Elektroforetsko razdvajanje se provodi 20 minuta pri 120 V na aparatu SEA 2000™ (Elchrom
Scientific, Svicarska). Gelovi sadrze etidijev bromid pa nije potrebno dodatno bojanje prije
vizualizacije na transiluminatoru MacroVue™ (Hoefer, San Francisco, Kalifornija, SAD).
Slike elfelograma nacinjene su digitalnom kamerom Olympus (Tokio, Kina).

Dobro umnozeni ulomak gena za APOAS veli¢ine je 398 pb.

4.6.3 Polimorfizam duljine restrikcijskih odsjecaka

Reagencije:

Msel (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA)

Pufer za Msel NEBuffer 4 (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA)
(50 mM Kkalij acetat, 20 mM Tris acetat, 10 mM magnezij acetat,
1 mM ditiotreitol, pH 7,9, 25°C)

4% agarozni gel 2 g agaroze (4% NuSieve® 3:1 Agarose gel, Cambrex, SAD)

50 mL TAE pufer (pH 8,0) s etidij bromidom

Molekularni biljeg 100 pb  (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka)

Pufer za elektroforezu TAE pufer (pH 8,0)

Sample Loading Buffer (Elchrom Scientific, Cham, Svicarska)
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Postupak:

Digestija
8 uL PCR produkta inkubira se preko no¢i (16 sati) na 37°C s 1,42 uL smjese koja sadrzava
0,48 uL restrikcijskog enzima Msel (10 U/L) i 0,94 uL pufera za Msel.

Elektroforeza

Nakon inkubacije uzorci se centrifugiraju nekoliko sekundi na 11000 okr/min. 8 uL
digestijske smjese se pomijeSa s 5 uL sample loading buffera koji sluzi za spustanje uzorka na
dno i vizualizaciju. Produkti cijepanja ulomka gena za APOAS5 razdvajaju se elektroforetski
na 4%-tnoj agarozi. Nakon elektroforeze fragmenti su vizualizirani na transiluminatoru
MacroVue™ (Hoefer, San Francisco, Kalifornija, SAD). Slike elfelograma nacinjene su

digitalnom kamerom Olympus (Tokio, Kina).

Shema cijepanja ulomka gena za APOAS s polimorfizmom -1131T/C pomocu restrikcijske
endonukleaze Msel prikazana je na Slici 8. U prisutnosti alela divljeg tipa (T/T) restrikcijski
enzim cijepa umnozeni PCR produkt na tri odsjecka (267, 109 i 22 pb). U prisutnosti
homozigotnog mutiranog alela (C/C) restrikcijski enzim cijepa PCR produkt na dva odsjecka
(289 i 109 pb). Kod heterozigota (T/C) djelovanjem Msel na PCR produkt nastaju Cetiri
odsjecka (289, 267, 109 i 22 pb).

T/T T/C C/C
(divlji tip) (heterozigot)  (homozigot)

I |

22 pb

Slika 8. Shema cijepanja ulomka gena za APOA5 s Msel za polimorfizam -1131T/C.
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4.7 Odredivanje polimorfizma -250G/A u genu za jetrenu lipazu

Odredivanje polimorfizma -250G/A u genu za jetrenu lipazu provedeno je metodom PCR u
stvarnom vremenu (RT-PCR, engl. real time PCR) i analizom krivulje taljenja (engl. melting
curve analysis). RT-PCR je PCR reakcija s dvije specificne oligonukleotidne probe koje su
obiljeZzene razli¢itim bojama. Jedna hibridizacijska proba je obiljezena fluorescinom
(donorska boja) na 3' kraju, dok je druga hibridizacijska proba obiljeZzena LightCycler-Red
640 (akceptorska boja) na 5' kraju. Tijekom faze denaturacije ne dolazi do hibridizacije probe
s ciljnom sekvencom. U fazi vezanja pocetnica na ciljnu DNA dolazi i do specificnog vezanja
hibridizacijskih probi unutar odsjecka koji se umnaza. Fluorescin s prve hibridizacijske probe
pobuduje se s plavim svjetlom s diode nakon ¢ega slijedi emisija zelenog fluorescentnog
svjetla koje pobuduje LightCycler-Red 640 na drugoj hibridizacijskoj boji koja potom emitira
crvenu fluorescenciju koja se mjeri na 640 nm. Prijenos energije se dogada samo ako su probe
udaljene od 1 do 5 nukleotida. Prijenos energije izmedu dva fluorofora se naziva prijenos
fluorescentno-rezonantne energije (FRET, engl. fluorescence resonance energy transfer) i
ovisan je o udaljenosti izmedu dviju fluorescentnih boja. Intenzitet fluorescencije je najveci
na kraju druge faze ciklusa, jer je Kkoli¢ina fluorescencije direktno proporcionalna koli¢ini
PCR produkta.

Svaka dvolan¢ana DNA ima specifi¢nu temperaturu taljenja (Tm, engl. melting temperature)
koja je definirana kao temperatura pri kojoj je polovica DNA u jednolan¢anom, a polovica u
dvolan¢anom obliku. Najvazniji ¢imbenici koji odreduju Tm neke DNA molekule su duljina 1
udio GC parova baza pri ¢emu DNA s ve¢im udjelom GC parova baza ima veéu Tm zbog

veceg broja vodikovih veza.

Odredivanje polimorfizma pomocu analize krivulje taljenja zasniva se na cinjenici da Tm
osim o duljini DNA i udjelu GC parova baza ovisi i 0 stupnju homologije izmedu dvaju DNA
lanaca. Specifi¢nim hibridizacijskim probama koje su komplementarne za divlji ili mutirani
tip DNA moguce je razlikovati odsjecke DNA koji se razlikuju samo u jednoj bazi, jer
hibridizacijska proba koja se savrSeno veze za DNA =zahtijeva vefu temperaturu za
denaturaciju u PCR ciklusu u odnosu na hibridizacijsku probu kod koje krivo sparene baze

djeluju destabiliziraju¢e 1 denaturacija je moguca pri manjoj temperaturi.
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4.7.1 RT-PCR

Pocetnice za umnazanje ulomka gena za jetrenu lipazu su:

1. Fw pocetnica

5’-CCT ACCCCG ACCTTT GGC AG-3’
2. Rv pocetnica

5’-GGG GTCCAGGCTTTCTTG G-3’

Pocetnice su proizvod tvrtke TIB MOLBIOL (Berlin, Njemacka).

Proba HybProbe 1 je obiljezena s fluorescinom i proba HybProbe 2 je obiljezena s
LightCycler-Red 640 i proizvod su tvrtke Roche Diagnostics (Mannheim, Njemacka).
Komercijalni reagens LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe je proizvod tvrtke
Roche Diagnostics (Mannheim, Njemacka).

Reagencije i nacin pripreme reakcijske smjese za umnazanje ulomka gena za jetrenu lipazu

prikazane su u Tablici 9.

Tablica 9. Reagencije za umnaZanje ulomka gena za jetrenu lipazu.

Reagens Priprema reakcijske smjese
(uL)

H,O 12,0

FastStart DNA Master 2,0

Taq DNA polimeraza
Reakcijski pufer

dNTP (dUTP, umjesto dTTP)
MgCl, 10 mM

MgCl, 25 mM 1,6

Smjesa pocetnica i proba 1,0
Fw pocetnica
Rv pocetnica
HybProbe 1
HybProbe 2

DNA 3,4

Umnazanje je provedeno na analizatoru Roche Diagnostics LightCycler System 1.5 (Roche
Diagnostics, Mannheim, Njemacka).

Reakcijski uvjeti za provodenje RT-PCR metode prikazani su u Tablici 10.
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Tablica 10. Reakcijski uvjeti za provodenje RT-PCR metode.

Program: Denaturacija Ciklusi Taljenje Hladenje
Parametar

Vrsta analize Kvantifikacija Krivulja taljenja

Ciklusi 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Ciljana

temperatura [°C] 95 95 60 72 95 40 85 40
Vrijeme 600 10 10 15 20 20 0 30

inkubacije [sec]

4.7.2 Analiza krivulje taljenja

Za odredivanje polimorfizma -250G/A u genu za jetrenu lipazu hibridizacijske probe su

komplementarne DNA molekuli u kojoj je prisutan mutirani alel A, dok u slucaju divljeg alela
G hibridizacija nije potpuna (Slika 9 i Slika 10).

MUTACIJA

DIVLII TIP

— . e R
e

Slika 9. Prianjanje hibridizacijskih proba za molekulu DNA kod mutiranog i divljeg

alela za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu.

alel G

alel A

Tm1 Tm2

Slika 10. Analiza temperature taljenja za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu
lipazu (Tm1=54,01°C; Tm2=59,39°C).
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4.8 Statisticka analiza

Kategoricke varijable su prikazane cijelim brojem i postotkom ako je broj ispitanika u skupini
veéi od 100 (N (%)) ili udjelom ako je broj ispitanika u skupini manji od 100 (N/udio) (79).
Za sve kvantitativne varijable ispitana je normalnost razdiobe koriStenjem Kolmogorov-
Smirnovljevog testa. Ukoliko je postojala statisticki znacajna razlika izmedu razdiobe
ispitivane varijable i teoretske normalne razdiobe (P < 0,05), tada ispitivana varijabla nije
imala normalnu razdiobu. Ukoliko nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu razdiobe
ispitivane varijable i teoretske normalne razdiobe (P > 0,05), varijabla ima normalnu
razdiobu. Varijable koje su imale normalnu razdiobu prikazane su aritmeti¢kom sredinom +
standardnom devijacijom (SD, engl. standard deviation), dok su varijable ¢ija razdioba
odstupa od normalne prikazane medijanom i interkvartilnim rasponom. Dob je, bez obzira na
vrstu razdiobe, prikazana medijanom te rasponom (minimum-maksimum).

Parametrijski test je koriSten u slu¢aju normalnih razdiobi i velikih skupina ispitanika, dok je
neparametrijski test koristen ukoliko raspodjele nisu slijedile normalnu razdiobu ili ako je bilo
manje od 30 ispitanika u skupini. Ispitivanje statisti¢ki zna¢ajne razlike izmedu dvije skupine
zavisnih (parnih) podataka za kvantitativne varijable provedeno je parametrijskim parnim
Studentovim t-testom ili neparametrijskim Wilcoxonovim testom. Ispitivanje statisticki
znaajne razlike izmedu dviju skupina nezavisnih (neparnih) podataka za kvantitativne
varijable provedeno je parametrijskim Studentovim t-testom ili neparametrijskim Mann-
Whitneyevim testom. P-vrijednost manja od 0,05 smatrana je statisticki zna¢ajnom i ukazivala
je na postojanje razlike izmedu skupina.

Neparametrijski test je koriSten ukoliko razdiobe za sve tri skupine nisu bile normalne 1
ukoliko u svakoj skupini nije bilo vise od 30 ispitanika. ISpitivanje statisticki znacajne razlike
izmedu tri skupine kvantitativnih nezavisnih (neparnih) podataka nacinjeno je
neparametrijskim Kruskal-Wallisovim testom. P-vrijednost manja od 0,05 smatrana je
statisticki znaCajnom i ukazivala je na postojanje razlike izmedu skupina (79).

Za ispitivanje korelacije izracunat je Spearmanov koeficijent korelacije, s obzirom da su bili
zadovoljeni uvjeti za njegovo koriStenje (kvantitativne varijable od kojih neke imaju, a druge
nemaju normalnu razdiobu). Koeficijent korelacije (r) interpretiran je kao statisti¢ki znacajan
ukoliko je P-vrijednost bila manja od 0,05, a jacina povezanosti interpretirana je na nacin
kako je opisano u Tablici 11. Predznak ispred koeficijenta govori jesu li varijable medusobno

proporcionalne (r je pozitivan) ili obrnuto proporcionalne (r je negativan) (80).
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Tablica 11. Interpretacija koeficijenta korelacije.

Interpretacija r

Nema povezanosti 0do 0,25 ili 0do-0,25
Slaba povezanost 0,26 do 0,50 ili -0,26 do -0,50
Umjerena do dobra povezanost 0,51 do 0,75 ili -0,51do-0,75
Vrlo dobra do izvrsna povezanost 0,76 do 1 ili -0,76 do -1

Za ispitivanje statisticki znacajne razlike izmedu skupina kategoric¢kih podataka (genotipovi,
aleli) nisu zadovoljeni uvijeti za koristenje hi-kvadrat testa zbog malog broja ispitanika u
kategorijama te su kategorije regrupirane i koriSten je Fisherov egzaktni test. P-vrijednost
manja od 0,05 smatrana je statisti¢ki znac¢ajnom i ukazivala je na postojanje razlike izmedu
skupina. Za raspodjelu genotipova izraCunat je i omjer izgleda (OR, engl. odds ratio) s
pripadaju¢im 95% -tnim intervalom pouzdanosti (ClI, engl. confidence interval).

Isti test je koriSten 1 za ispitivanje Hardy-Weinbergove ravnoteZe. Za svaki polimorfizam
izraCunate su ocekivane frekvencije za pojedine genotipove. Fisherovim egzaktnim testom
ispitano je postojanje statisti¢ki znacajne razlike izmedu ocekivanih (izraCunatih) frekvencija i
frekvencija dobivenih u istraZivanju. P-vrijednost manja od 0,05 smatrana je statisticki
znaCajnom 1 ukazivala je na postojanje razlike izmedu ocekivanih i dobivenih frekvencija te
da raspodjela polimorfizma odstupa od Hardy-Weinbergove ravnoteze. P-vrijednost veca od
0,05 ukazivala je da nema razlike izmedu ocekivanih i dobivenih frekvencija te da raspodjela
polimorfizma ne odstupa od Hardy-Weinbergove ravnoteze.

Podaci su prikupljeni i pohranjeni u programu Microsoft Excel Office 2003. Statisticko
testiranje provedeno je koristenjem programa Medcalc®, verzija 12.3.0.0 (MedCalc Software,
Mariakerke, Belgija).
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5 REZULTATI

5.1 Ispitanici

Demografske karakteristike zdravih muskih ispitanika prikazane su u Tablici 12. Prekomjernu

tjelesnu tezinu ima 61 (60%) zdravi ispitanik, a 28 (27%) zdravih ispitanika zadovoljava

kriterije za kategoriju pretilih osoba. U obiteljskoj anamnezi za kardiovaskularne bolesti,

hipertenziju imaju 54 (53%) zdrava ispitanika.

Tablica 12. Karakteristike zdravih muskih ispitanika.

Parametar Zdravi muski ispitanici
N 102
Dob (godine) 58 (52 - 68)
ITM (kg/m?) 283 +3,8
Opseg struka (cm) 105+9
Opseg bokova (cm) 1097
w/h 0,96 + 0,05
Pugadi, N (%) 35 (34)
Obiteljska anamneza za 13 (13)
Secernu bolest, N (%)

Obiteljska anamneza za kardiovaskularne bolesti
Hipertenzija, N (%) 54 (53)
Akutni infarkt miokarda, N (%) 24 (24)
Mozdani udar, N (%) 16 (16)

Karakteristike kontrolne skupine ispitanika prikazane su u Tablici 13. Za kontrolnu skupinu

ispitanika odabrano je 50 bolesnika sa SeCernom bolesti tipa 2 (25 muskaraca i 25 Zena).

Prosjecno trajanje bolesti bilo je 6 godina. Prekomjernu tjelesnu tezinu ima 47/50 (94%)

ispitanika kontrolne skupine. Mikrovaskularne dijabeticke komplikacije razvilo je 8/50 (16%)
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ispitanika kontrolne skupine, a 25/50 (50%) ispitanika kontrolne skupine boluje od

kardiovaskularnih bolesti. U anamnezi za kardiovaskularne bolesti, hipertenziju ima 20/50

(40%) ispitanika kontrolne skupine.

Ispitanici kontrolne skupine su prosje¢no 3 godine stariji od zdravih ispitanika (P < 0,001).

Tablica 13. Karakteristike kontrolne skupine ispitanika.

Parametar Kontrolna skupina ispitanika
N 50

Spol, muskarci, N/udio 25/0,50
Dob (godine) 61 (53 - 65)
ITM (kg/m?) 30,9 +5,8
Glukoza (mmol/L) 8,7+24
HbAlc (%) 7.4+ 1.4
Ukupni kolesterol (mmol/L) 52+1,0
Trigliceridi (mmol/L) 1,8(1,2-2,4)
HDL-kolesterol (mmol/L) 1,28 £0,29
LDL-kolesterol (mmol/L) 3,1+£09
Trajanje bolesti (godine) 6(4-12)
Terapija statinima, N (%) 31 (62)
Mikrovaskularne dijabeti¢ke 8 (16)
komplikacije, N (%)

Kardiovaskularne bolesti, N (%) 25 (50)
Arterijska hipertenzija, N (%) 20 (40)
Koronarna bolest, N (%) 9 (18)
Kroni¢na bubreZna insuficijencija, N (%) 6 (12)
Ostale kardiovaskularne bolesti, N (%) 8 (16)
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5.2 Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1

5.2.1 Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1

natasSte prema referentnim i preporucenim vrijednostima

Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a i ICAM-1 nataSte u skupini zdravih ispitanika
prema referentnim i preporucenim vrijednostima prikazane su u Tablici 14. Kod 39% zdravih
ispitanika je koncentracija triglicerida nataste veca od preporucene vrijednosti. Koncentracija
urata nataste je povecana kod 32% zdravih ispitanika, dok je koncentracija HbAlc poveéana
kod 51% zdravih ispitanika. Kod 75% zdravih ispitanika su koncentracije ukupnog
kolesterola i LDL-kolesterola nataste vece od preporucenih vrijednosti. Svi zdravi ispitanici
imaju koncentraciju TAS-a iznad gornje granice referentnih vrijednosti. Niti jedan zdravi
ispitanik nema povecanu koncentraciju ICAM-1 nataste, a 39% zdravih ispitanika ima
koncentraciju ICAM-1 ispod donje granice referentnih vrijednosti. Niti jedan zdravi ispitanik
nema koncentracije svih parametara nataste u granicama referentnih i preporucenih
vrijednosti.

Koncentracije hsCRP-a nataSte u skupini zdravih ispitanika svrstane su u kategorije prema
relativnom riziku za kardiovaskularne bolesti (Tablica 15). Samo 28% zdravih ispitanika
nema rizik za kardiovaskularne bolesti.

Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste kod zdravog
ispitanika s izrazito povecanom koncentracijom triglicerida (19,3 mmol/L) prikazane su
prema referentnim i preporu¢enim vrijednostima (Tablica 16). Pored izrazito povecane
koncentracije triglicerida zdravi ispitanik ima znacajno povecanu koncentraciju ukupnog
kolesterola, dok je koncentracija urata pove¢ana 10%, a koncentracija TAS-a je povecana 5%.
Razlike u koncentracijama urata i TAS-a su unutar granica analiticke nepreciznosti i nisu
klinicki znacajne. Zdravi ispitanik s izrazito pove¢anom koncentracijom triglicerida nataste

ima visoki relativni rizik za kardiovaskularne bolesti (hsCRP 2,54 mg/L).
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Tablica 14. Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a i ICAM-1 nataste u skupini

zdravih ispitanika (N = 102) prema referentnim i preporucenim vrijednostima.

Parametar Referentne i U granicama referentnih Iznad gornje granice
preporuéene i preporudenih referentnih i
vrijednosti vrijednosti preporucenih vrijednosti

N (%) N (%)

Glukoza 44-6,4 91 (89) 11 (11)

(mmol/L)

HbA1lc <6,0 50 (49) 52 (51)

(%)

Urati 182 - 403 69 (68) 33 (32)

(umol/L)

Ukupni kolesterol <50 25 (25) 77 (75)

(mmol/L)

Trigliceridi <17 62 (61) 40 (39)

(mmol/L)

HDL-kolesterol >1,0 95 (93) 7(7)*

(mmol/L)

LDL-kolesterol <30 25 (25) 77 (75)

(mmol/L)

TAS 1,30-1,77 0 102 (100)

(mmol/L)

ICAM-1 302 - 1115 62 (61) 40 (39)*

(ng/mL)

*Koncentracija HDL-kolesterola i koncentracija ICAM-1 je ispod donje granice referentnih

vrijednosti.

Tablica 15. Koncentracije hsCRP-a nataste u skupini zdravih ispitanika (N = 102)

svrstane u kategorije prema relativnom riziku za kardiovaskularne bolesti.

Relativni rizik hsCRP N (%)
Nizak rizik < 1,0 mg/L 29 (28)
Srednji rizik 1,0-3,0 mg/L 46 (46)
Visoki rizik > 3,0 mg/L 27 (26)
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Tablica 16. Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 kod

zdravog ispitanika s izrazito povecanom koncentracijom triglicerida nataste.

Parametar Referentne i preporucene Zdravi ispitanik nataste
vrijednosti

Glukoza 44-64 4,9

(mmol/L)

HbAlc <6,0 5,7

(%)

Urati 182 - 403 442

(umol/L)

Ukupni kolesterol <350 10,8

(mmol/L)

Trigliceridi <17 19,3

(mmol/L)

HDL-kolesterol >1,0 11

(mmol/L)

LDL-kolesterol <30 2,4

(mmol/L)

TAS 1,30-1,77 1,85

(mmol/L)

hsCRP <30 2,54

(mg/L)

ICAM-1 302 - 1115 478

(ng/mL)

5.2.2 Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1

nataste i postprandijalno

Koncentracije biokemijskih parametara nataste i postprandijalno u skupini zdravih ispitanika
prikazane su u Tablici 17. Zdravi ispitanici imaju prosje¢no 65% (P < 0,001) veéu
koncentraciju triglicerida postprandijalno u odnosu na koncentraciju triglicerida nataste (Slika
11). Prosje¢no povecanje koncentracije triglicerida postprandijalno je 1,0 + 0,7 mmol/L.
Razlike u koncentracijama glukoze (P = 0,017), urata (P < 0,001), HDL-kolesterola
(P < 0,001) i LDL-kolesterola (P < 0,001) s obzirom na vrijeme uzorkovanja su unutar

granica analiticke nepreciznosti 1 nisu klinicki znacajne.
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Tablica 17. Koncentracije biokemijskih parametara nataste i postprandijalno u skupini
zdravih ispitanika (N = 102).

Parametar Nataste Postprandijalno P
N =102 N =102
Glukoza 5,8+£0,5 5,6 +0,8 0,017
(mmol/L)
HbAlc 5,9+0,3 / /
(%)
Urati 372+ 82 368 £ 82 <0,001
(pmol/L)
Ukupni kolesterol 6,0+1,1 59+1,1 0,087
(mmol/L)
Trigliceridi 1.4 2,4 <0,001
(mmol/L) 1,1-21) (1,9-3,3)
HDL-kolesterol 13 1,2 <0,001
(mmol/L) (1,1-15) (11-14)
LDL-kolesterol 40+1,0 3,8+1,0 <0,001
(mmol/L)
Trigliceridi

20}
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Slika 11. Usporedba koncentracije triglicerida natasSte i postprandijalno u skupini
zdravih ispitanika (N = 102).
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Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u skupini zdravih
ispitanika prikazane su u Tablici 18. Premda se koncentracije TAS-a (P < 0,001) i ICAM-1
(P < 0,001) nataste i postprandijalno u skupini zdravih ispitanika statisticki razlikuju, razlike
nisu klini¢ki znacajne i njihova statistiCka znacajnost nije uzeta u obzir. Statisticka obrada
rezultata za koncentracije hsCRP-a nataste kod zdravih ispitanika svrstane u kategorije prema
relativnom riziku za kardiovaskularne bolesti nije prikazana. Zdravi ispitanici koji prema
koncentraciji hsCRP-a nataste imaju nizak rizik za kardiovaskularne bolesti ostali su u istoj

kategoriji i nakon odredivanja koncentracije hsCRP-a postprandijalno.

Tablica 18. Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u
skupini zdravih ispitanika (N = 102).

Parametar Nataste Postprandijalno P

N =102 N =102
TAS 1,82+ 0,02 1,83 +0,03 <0,001
(mmol/L)
hsCRP 1,72 1,64 0,080
(mg/L) (0,88 - 3,04) (0,90 - 3,03)
ICAM-1 301 + 84 269 + 84 <0,001
(ng/mL)

Koeficijenti korelacije izmedu biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste te
antropometrijskih mjerenja u skupini zdravih ispitanika prikazani su u Tablici 19, a
postprandijalno su prikazani u Tablici 20.

U skupini zdravih ispitanika nataste pronadena je slaba povezanost izmedu koncentracije
hsCRP-a i koncentracije TAS-a, izmedu koncentracije hsCRP-a i koncentracije urata, izmedu
koncentracije urata i koncentracije TAS-a, izmedu koncentracije urata i koncentracije
triglicerida, izmedu koncentracije hsCRP-a i ITM, izmedu koncentracije hsCRP-a i w/h,
izmedu koncentracije urata i ITM, izmedu koncentracije urata i opsega bokova te izmedu
koncentracije urata i opsega struka.

U skupini zdravih ispitanika postprandijalno nisu prisutne znacajne promjene u koeficijentima
korelacije izmedu biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-, ICAM-1 i antropometrijskih

mjerenja u odnosu na vrijednosti nataste.
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Tablica 19. Korelacije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste te antropometrijskih mjerenja u skupini zdravih
ispitanika (N = 102).

Glukoza

HbAlc

HDL-
kolesterol

hsCRP

ICAM-1

LDL-
kolesterol

Opseg
bokova

Opseg
struka

TAS
Trigliceridi
Ukupni
kolesterol

Urati

w/h

T = T = T = T = T = U= T = T = T = T = T = U=

T =

IT™

0,14
0,169

0,28
0,005

-0,10
0,298

0,42
<0,001

0,14
0,155

-0,09
0,364

0,82
<0,001

0,86
<0,001

0,18
0,069

0,25
0,011

-0,01
0,904

0,38
<0,001

0,50
<0,001

Glukoza

0,29
0,004

-0,21
0,039

0,15
0,136

-0,11
0,296

0,07
0,462

0,17
0,082

0,17
0,085

0,09
0,379

0,19
0,059

0,02
0,808

0,26
0,009

0,06
0,583

HbAlc

-0,20
0,043

0,19
0,055

0,11
0,291

0,21
0,036

0,21
0,033

0,35
<0,001

-0,15
0,128

0,24
0,016

0,15
0,143

0,08
0,448

0,33
<0,001

HDL-
kolesterol

-0,23
0,022

-0,18
0,066

0,09
0,384

-0,08
0,421

-0,14
0,151

0,02
0,855

-0,31
0,002

0,20
0,043

-0,06
0,567

-0,13
0,201

hsCRP

0,16
0,103

0,05
0,609

0,29
0,004

0,38
<0,001

0,30
0,002

0,13
0,210

0,06
0,553

0,30
0,003

0,29
0,004

ICAM-1

-0,09
0,387

0,17
0,093

0,17
0,097

-0,21
0,034

0,11
0,286

-0,09
0,352

0,06
0,566

0,12
0,224

LDL-
kolesterol

0,02
0,826

-0,05
0,595

-0,02
0,846

0,11
0,282

0,87
<0,001

-0,05
0,656

-0,19
0,063

Opseg

bokova

0,84
<0,001

0,13
0,200

0,17
0,087

0,056
0,576

0,36
<0,001

0,26
0,010

Opseg
struka

0,13
0,205

0,17
0,088

-0,02
0,834

0,34

<0,001

0,71

<0,001

TAS

0,10
0,304

0,12
0,215

0,46
<0,001

0,07
0,466

Trigliceridi

0,30
0,003

0,44
<0,001

0,11
0,295

Ukupni
kolesterol

0,13
0,195

-0,17
0,092

Urati

0,16
0,110
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Tablica 20. Korelacije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 postprandijalno te antropometrijskih mjerenja u skupini
zdravih ispitanika (N = 102).

Glukoza

HbAlc

HDL-
kolesterol

hsCRP

ICAM-1

LDL-
kolesterol

Opseg
bokova

Opseg
struka

TAS
Trigliceridi
Ukupni
kolesterol

Urati

w/h

T = T = T = T = T = T = T = U= |T= T = T = U=

T =

IT™

0,09
0,372

0,28
0,005

-0,11
0,265

0,39
<0,001

0,05
0,651

-0,06
0,547

0,82
<0,001

0,86
<0,001

0,25
0,012

0,25
0,012

0,01
0,934

0,38
<0,001

0,50
<0,001

Glukoza

0,25
0,011

-0,01
0,936

0,08
0,452

-0,17
0,091

-0,12
0,215

0,03
0,797

0,05
0,620

0,17
0,092

0,01
0,960

-0,18
0,069

0,05
0,623

0,08
0,456

HbAlc

-0,18
0,078

0,19
0,061

0,12
0,243

0,20
0,041

0,21
0,033

0,35
<0,001

-0,06
0,573

0,23
0,021

0,17
0,090

0,10
0,321

0,33
<0,001

HDL-
kolesterol

-0,18
0,069

-0,09
0,378

0,15
0,144

-0,07
0,462

-0,15
0,146

-0,08
0,425

-0,37
<0,001

0,23
0,020

-0,07
0,508

-0,15
0,131

hsCRP

0,13
0,178

0,07
0,482

0,26
0,007

0,34
<0,001

0,34
<0,001

0,23
0,021

0,08
0,441

0,31
0,001

0,25
0,012

ICAM-1

-0,06
0,538

0,02
0,840

0,03
0,762

-0,33

<0,001

0,04
0,724

-0,10
0,306

0,02
0,868

0,09
0,355

LDL-

kolesterol

0,05
0,601

-0,03
0,744

0,01
0,927

0,07
0,511

0,87
<0,001

-0,03
0,755

-0,20
0,047

Opseg

bokova

0,84
<0,001

0,19
0,060

0,18
0,074

0,10
0,306

0,33
<0,001

0,26
0,010

Opseg

struka

0,19
0,051

0,26
0,007

0,00
0,997

0,33
<0,001

0,71
<0,001

TAS

0,13
0,196

0,10
0,316

0,43
<0,001

0,09
0,389

Trigliceridi

0,20
0,041

0,42
<0,001

0,24
0,017

Ukupni
kolesterol

0,14
0,161

-0,19
0,061

Urati

0,17
0,080
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5.2.3 Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1

nataste i postprandijalno prema preporucenoj vrijednosti triglicerida

Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno
u skupini zdravih ispitanika u odnosu na preporucenu vrijednost triglicerida nataste prikazane
su u Tablici 21.

Koncentracija urata se razlikuje izmedu zdravih ispitanika podijeljenih u podskupine obzirom
na preporucenu vrijednost triglicerida nataste. Zdravi ispitanici s koncentracijom triglicerida
> 1,7 mmol/L nataSte imaju prosje¢no 14% (P = 0,002) ve¢u koncentraciju urata nataste i
postprandijalno u odnosu na zdrave ispitanike s koncentracijom triglicerida < 1,7 mmol/L
nataste.

Koncentracija triglicerida postprandijalno se razlikuje izmedu zdravih ispitanika u odnosu na
preporucenu vrijednost triglicerida nataSte. Zdravi ispitanici s koncentracijom triglicerida
> 1,7 mmol/L nataste imaju prosje¢no 80% (P < 0,001) veéu koncentraciju triglicerida
postprandijalno u odnosu na zdrave ispitanike s koncentracijom triglicerida < 1,7 mmol/L
nataste.

Razlike u koncentracijama HbAlc (P = 0,019), ukupnog kolesterola nataste (P = 0,010) i
postprandijalno (P = 0,012) te HDL-kolesterola nataste (P = 0,009) i postprandijalno

(P =0,020) su unutar granica analiti¢ke nepreciznosti i nisu klini¢ki znacajne.
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Tablica 21. Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste

I postprandijalno u skupini zdravih ispitanika (N = 102) u odnosu na preporucenu

vrijednost triglicerida nataste.

Parametar Trigliceridi Trigliceridi P

(< 1,7 mmol/L) = 1,7 mmol/L)

N =62 N =40

Glukoza, 57+0,5 59+0,5 0,071
natasSte (mmol/L)
Glukoza, 5,5+0,8 57+1,0 0,332
postprandijalno (mmol/L)
HbAlc 59+04 6,1+0,3 0,019
(%)
Urati, 353+ 75 403 + 83 0,002
nataste (umol/L)
Urati, 348+ 75 398 + 83 0,002
postprandijalno (umol/L)
Ukupni kolesterol, 5,7+1,1 6,3+1,1 0,010
nataste (mmol/L)
Ukupni kolesterol, 5,7+1,1 6,2+ 1,1 0,012
postprandijalno (mmol/L)
Trigliceridi, 2,0 3,6 <0,001
postprandijalno (mmol/L) (1,6 - 2,4) (2,9 -4,8)
HDL-kolesterol, 1,4+0,3 1,2+0,3 0,009
nataSte (mmol/L)
HDL-kolesterol, 1,2 11 0,020
postprandijalno (mmol/L) (1,1-1,5) (1,0-1,3)
LDL-kolesterol, 39+1,0 41+1,0 0,384
nataSte (mmol/L)
LDL-kolesterol, 3,7+ 1,0 40+0,9 0,264
postprandijalno (mmol/L)
TAS, 1,82+ 0,02 1,83 0,02 0,408
nataSte (mmol/L)
TAS, 1,83 +£0,03 1,84 £ 0,03 0,302
postprandijalno (mmol/L)
hsCRP, 1,24 2,36 0,067
nataSte (mg/L) (0,86 - 2,80) (1,15-3,57)
hsCRP, 1,25 2,34 0,069
postprandijalno (mg/L) (0,89 - 2,54) (1,10 - 3,62)
ICAM-1, 296 =77 309 = 94 0,429
nataste (ng/mL)
ICAM-1, 265+ 77 275+ 94 0,560

postprandijalno (ng/mL)
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5.2.4 Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1

nataste i postprandijalno prema ITM

Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno
u skupini zdravih ispitanika podijeljenin u podskupine obzirom na ITM prikazane su u
Tablici 22.

Koncentracija urata se razlikuje izmedu zdravih ispitanika s razli¢itim vrijednostima ITM.
Zdravi ispitanici s prekomjernom tjelesnom tezinom imaju prosjecno 25% (P = 0,003) vecu
koncentraciju urata, a pretili zdravi ispitanici imaju prosje¢no 39% (P = 0,003) vecu
koncentraciju urata nataste u odnosu na zdrave ispitanike s normalnom tjelesnom tezinom. U
postprandijalnom stanju, zdravi ispitanici s prekomjernom tjelesnom tezinom imaju prosje¢no
19% (P = 0,003) vecu koncentraciju urata, a pretili zdravi ispitanici imaju prosje¢no 31%
(P = 0,003) vecu koncentraciju urata u usporedbi sa zdravim ispitanicima s normalnom
tjelesnom tezinom.

Koncentracija hsCRP-a se razlikuje izmedu zdravih ispitanika s razli¢itim vrijednostima ITM.
Zdravi ispitanici s prekomjernom tjelesnom tezinom imaju prosjecno 49% (P < 0,001) vecu
koncentraciju hsCRP-a, a pretili zdravi ispitanici imaju prosje¢no 96% (P < 0,001) vecu
koncentraciju hsCRP-a nataste u odnosu na zdrave ispitanike s normalnom tjelesnom tezinom.
Zdravi ispitanici s prekomjernom tjelesnom tezinom imaju prosjecno 46% (P < 0,001) vecu
koncentraciju hsCRP-a, a pretili zdravi ispitanici imaju prosje¢no 86% (P < 0,001) vecu
koncentraciju hsCRP-a postprandijalno u odnosu na zdrave ispitanike s normalnom tjelesnom
tezinom.

Razlike u koncentracijama HbAlc (P = 0,022) i TAS-a (P = 0,018) postprandijalno su unutar
granica analiticke nepreciznosti 1 nisu klinicki znacajne.

Koncentracije hsCRP-a nataste u skupini zdravih ispitanika u odnosu na ITM prikazane su u
Tablici 23. Srednji relativni rizik ima 46% zdravih ispitanika s prekomjernom tjelesnom
tezinom 1 46% pretilih zdravih ispitanika, dok visoki relativni rizik za kardiovaskularne
bolesti ima 23% zdravih ispitanika s prekomjernom tjelesnom tezinom i 46% pretilih zdravih
ispitanika.

Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u skupini zdravih
ispitanika s normalnom tjelesnom tezinom 1 S koncentracijom triglicerida ispod grani¢ne
preporucene vrijednosti prikazane su u Tablici 24. Ne postoji statisticki znacajna razlika u

koncentracijama TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 natasSte i postprandijalno kod zdravih ispitanika s
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normalnom tjelesnom teZinom i s koncentracijom triglicerida ispod grani¢ne preporucene

vrijednosti.

Tablica 22. Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste

I postprandijalno u skupini zdravih ispitanika (N = 102) u odnosu na ITM.

Parametar IT™ IT™ ITM P

(<25,0kg/m®) | (25,0-29,9kg/m?) | (=30,0kg/m?

N=13 N =61 N =28

Glukoza, 5,6 5,7 6,0 0,163
nataSte (mmol/L) (5,5-6,2) (5,5-6,1) (5,5-6,4)
Glukoza, 55 54 5,7 0,171
postprandijalno (mmol/L) (5,1-6,5) (5,0-5,9) (5,3-6,2)
HbAlc 6,0 59 6,1 0,022
(%) (5,6 -6,1) (5,7-6,1) (5,9 -6,3)
Urati, 288 359 399 0,003
nataste (umol/L) (253 - 365) (331 - 425) (358 - 445)
Urati, 295 351 386 0,003
postprandijalno (umol/L) (244 - 363) (321 - 420) (359 - 447)
Ukupni kolesterol, 58 59 6,2 0,838
nataSte (mmol/L) (5,4-7,0) (4,9 -6,6) (5,3-6,7)
Ukupni kolesterol, 6,0 59 6,2 0,723
postprandijalno (mmol/L) (5,5 - 6,9) (4,9 - 6,5) (5,2 - 6,6)
Trigliceridi, 1,2 1,5 1,6 0,062
nata$te (mmol/L) (1,0-1,4) (1,0-2,4) 1,2-2,3)
Trigliceridi, 2,1 2,5 2,8 0,070
postprandijalno (mmol/L) (1,3-24) (1,9 - 3,4) (1,9-39)
HDL-kolesterol, 1,5 1,3 1,3 0,222
nataste (mmol/L) (1,2-1,6) (1,1-15) (1,1-15)
HDL-kolesterol, 14 1,2 1,2 0,101
postprandijalno (mmol/L) (1,2 -1,6) (1,1-14) (1,1-1,9)
LDL-kolesterol, 41 4,0 4,2 0,718
nata$te (mmol/L) (3,4-5,0) (3,0-4,7) (3,4-4,6)
LDL-kolesterol, 3,9 3,8 4,0 0,747
postprandijalno (mmol/L) (3,3-4,7) (2,8-4,5) (3,2-4,4)
TAS, 1,81 1,82 1,83 0,099
nataste (mmol/L) (1,80-1,82) (1,81-1,84) (1,82-1,84)
TAS, 1,83 1,83 1,85 0,018
postprandijalno (mmol/L) (1,81-1,83) (1,81-1,84) (1,82-1,87)
hsCRP, 0,93 1,39 2,75 <0,001
nataSte (mg/L) (0,56 - 1,04) (0,84 -2,89) (1,96 - 4,53)
hsCRP, 0,92 1,34 2,63 <0,001
postprandijalno (mg/L) (0,56 - 1,03) (0,88 - 2,89) (1,86 - 4,48)
ICAM-1, 249 290 289 0,074
nataste (ng/mL) (208 - 283) (241 - 353) (261 - 352)
ICAM-1, 235 274 238 0,661
postprandijalno (ng/mL) (200 - 279) (212 - 307) (202 - 322)
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Tablica 23. Koncetracije hsCRP-a nataste u skupini zdravih ispitanika (N = 102) u

odnosu na ITM.

IT™ IT™ IT™

hsCRP (< 25,0 kg/m?) (25,0 - 29,9 kg/m?) (= 30,0 kg/m?)
N =13 N =61 N =28

< 1,0 mg/L, N/udio 8/0,62 19/0,31 2/0,02

1,0 - 3,0 mg/L, N/udio 5/0,38 28/0,46 13/0,46

> 3,0 mg/L, N/udio 0 14/0,23 13/0,46

Tablica 24. Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 natasSte i postprandijalno u

skupini zdravih ispitanika s normalnom tjelesnom teZzinom i s koncentracijom

triglicerida ispod grani¢ne preporucene vrijednosti (N = 11).

Parametar Nataste Postprandijalno P
N=11 N=11

TAS 1,81 1,82 0,063
(mmol/L) (1,80-1,83) (1,81 -1,83)

hsCRP 0,93 0,92 0,695
(mg/L) (0,64 - 1,02) (0,64 - 1,04)

ICAM-1 270 235 0,465
(ng/mL) (193 - 286) (192 - 295)

5.2.5 Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1

nataSte i postprandijalno prema pusSac¢kom statusu

Koncentracije biokemijskih parametara, biljega oksidacijskog stresa, upale i endotelne

disfunkcije nataSte i postprandijalno u skupini zdravih ispitanika prema pusackom statusu

prikazane su u Tablici 25. Pusaci i nepusaci se ne razlikuju u koncentracijama biokemijskih
parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1.
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Tablica 25. Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste

I postprandijalno u skupini zdravih ispitanika (N = 102) prema pusa¢kom statusu.

Parametar Nepusaci Pusaci P
N =67 N =35

Glukoza, 5,8+0,5 5,7+0,5 0,296

nataste (mmol/L)

Glukoza, 5,7+0,9 5,4+0,6 0,062

postprandijalno (mmol/L)

HbAlc 6,0+0,3 6,0£04 0,974

(%)

Urati, 367 £ 86 384+73 0,327

nataste (umol/L)

Urati, 363+ 86 378 £ 73 0,377

postprandijalno (umol/L)

Ukupni kolesterol, 6,0+£1,2 59+1,0 0,713

nataSte (mmol/L)

Ukupni kolesterol, 59+1,2 5,9+0,9 0,846

postprandijalno (mmol/L)

Trigliceridi, 1,4 15 0,626

nataste (mmol/L) (1,0-2,3) (1,2-2,0)

Trigliceridi, 2,4 2,3 0,698

postprandijalno (mmol/L) (1,8-3,5) (1,9-3,3)

HDL-kolesterol, 1,4+0,3 1,3+0,3 0,098

nataste (mmol/L)

HDL-kolesterol, 1,2 1,2 0,444

postprandijalno (mmol/L) (1,1-1,5) (1,0-1,4)

LDL-kolesterol, 40+1,0 40+1,0 0,900

nataste (mmol/L)

LDL-kolesterol, 3.8+ 1,0 3,8+0,8 0,981

postprandijalno (mmol/L)

TAS, 1,82 + 0,02 1,82 +0,02 0,920

nataste (mmol/L)

TAS, 1,83 + 0,03 1,84 + 0,03 0,331

postprandijalno (mmol/L)

hsCRP, 1,45 2,12 0,096

nataSte (mg/L) (0,78 - 2,85) (0,99 - 3,74)

hsCRP, 1,32 1,92 0,107

postprandijalno (mg/L) (0,75-2,92) (0,95 - 3,56)

ICAM-1, 293 +78 317+93 0,177

nataste (ng/mL)

ICAM-1, 264 =79 280+ 94 0,376

postprandijalno (ng/mL)
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5.2.6 Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1

nataSte i postprandijalno prema obiteljskoj anamnezi

Razlike u koncentracijama biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i
postprandijalno u skupini zdravih ispitanika u odnosu na obiteljsku anamnezu za
kardiovaskularne bolesti prikazane su u Tablici 26 za Secernu bolest, u Tablici 27 za
hipertenziju, u Tablici 28 za akutni infarkt miokarda i u Tablici 29 za mozdani udar.

Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu koncentracija biokemijskih parametara, TAS-a,
hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u skupini zdravih ispitanika s obzirom na
obiteljsku anamnezu za Se¢ernu bolest.

Koncentracija triglicerida postprandijalno je prosje¢no 29% (P = 0,016) veca kod zdravih
ispitanika s pozitivnom obiteljskom anamnezom za hipertenziju u odnosu na zdrave ispitanike
S negativnom obiteljskom anamnezom za hipertenziju. Zdravi ispitanici s pozitivnom
obiteljskom anamnezom za hipertenziju imaju prosje¢no 10% veéu koncentraciju urata
nataste (P = 0,022) i postprandijalno (P = 0,023) u odnosu na zdrave ispitanike s negativhom
obiteljskom anamnezom za hipertenziju. Razlike u koncentraciji urata su unutar granica
analiticke nepreciznosti 1 nisu klini¢ki znacajne.

Zdravi ispitanici s pozitivnom obiteljskom anamnezom za akutni infarkt miokarda imaju
prosje¢no 46% (P = 0,004) vecu koncentraciju triglicerida nataste i 27% (P = 0,039) vecu
koncentraciju triglicerida postprandijalno u odnosu na zdrave ispitanike s negativnom
obiteljskom anamnezom za akutni infarkt miokarda. Razlike u koncentracijama urata nataSte
(P = 0,047) i TAS-a postprandijalno (P = 0,032) kod zdravih ispitanika s obzirom na
obiteljsku anamnezu za akutni infarkt miokarda su unutar granica analiti¢ke nepreciznosti i
nisu klinicki znacajne.

Razlike u koncentracijama ukupnog kolesterola nataste (P = 0,008) i postprandijalno
(P =0,041) i razlike u koncentracijama LDL-kolesterola nataste (P = 0,012) i postprandijalno
(P =0,016) u skupini zdravih ispitanika s obzirom na obiteljsku anamnezu za mozdani udar su

unutar granica analiticke nepreciznosti 1 nisu klini¢ki znacajne.

52



Tablica 26. Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste

I postprandijalno u skupini zdravih ispitanika (N

anamnezu za Seéernu bolest.

= 102) u odnosu na obiteljsku

Parametar Seéerna bolest P
NE DA

N =89 N =13
Glukoza, 5,8 6,1 0,275
nata$te (mmol/L) (5,5-6,2) (5,5-6,2)
Glukoza, 55 53 0,849
postprandijalno (mmol/L) (5,1-6,1) (5,1-6,0)
HbAlc 6,0 5,9 0,569
(%) (5,8-6,2) (5,6 -6,1)
Urati, 365 344 0,473
nataSte (umol/L) (329 - 431) (326 - 392)
Urati, 362 335 0,380
postprandijalno (umol/L) (321 - 426) (324 - 377)
Ukupni kolesterol, 59 57 0,517
nataste (mmol/L) (5,3-6,6) (4,7-6,7)
Ukupni kolesterol, 6,0 55 0,634
postprandijalno (mmol/L) (5,1-6,5) (4,7-6,7)
Trigliceridi, 1,4 1,2 0,303
nataste (mmol/L) (11-22) (1,1-2,0)
Trigliceridi, 2,5 1,8 0,070
postprandijalno (mmol/L) (1,9-3,4) (1,5-2,6)
HDL-kolesterol, 1,3 1,3 0,632
nataste (mmol/L) (1,1-1,5) (1,2-1,5)
HDL-kolesterol, 1,2 1,2 0,589
postprandijalno (mmol/L) (11-1,4) (1,1-1,5)
LDL-kolesterol, 4,0 3,7 0,912
nataSte (mmol/L) (3.1-4,7) (3,1-4,8)
LDL-kolesterol, 39 3,5 0,932
postprandijalno (mmol/L) (3,0-4,4) (2,9-4,6)
TAS, 1,82 1,82 0,879
natasSte (mmol/L) (1,81-1,84) (1,81-1,83)
TAS, 1,83 1,84 0,191
postprandijalno (mmol/L) (1,81-1,85) (1,82-1,87)
hsCRP, 1,59 2,00 0,741
nataste (mg/L) (0,88 - 3,05) (0,91 - 3,24)
hsCRP, 1,54 1,87 0,744
postprandijalno (mg/L) (0,92 - 2,98) (0,85 -3,77)
ICAM-1, 287 281 0,767
nataSte (ng/mL) (242 - 351) (253 - 325)
ICAM-1, 257 242 0,473
postprandijalno (ng/mL) (212 - 313) (196 - 303)
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Tablica 27. Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste

I postprandijalno u skupini zdravih ispitanika (N = 102) u odnosu na obiteljsku

anamnezu hipertenzije.

Parametar Hipertenzija P
NE DA

N =48 N =54
Glukoza, 58+04 5,8+0,6 0,326
nataste (mmol/L)
Glukoza, 5,5+0,9 5,6 £0,8 0,536
postprandijalno (mmol/L)
HbAlc 59+0,4 6,0+0,3 0,280
(%)
Urati, 353+63 390+ 92 0,022
nataste (umol/L)
Urati, 349+ 63 385+92 0,023
postprandijalno (umol/L)
Ukupni kolesterol, 59+1,0 6,0+1,2 0,700
nataste (mmol/L)
Ukupni kolesterol, 59+1,0 59+1,2 0,981
postprandijalno (mmol/L)
Trigliceridi, 1,4 1,6 0,055
nataste (mmol/L) (1,0-1,8) (1,2-24)
Trigliceridi, 2,1 2,7 0,016
postprandijalno (mmol/L) (1,6-2,9) (21-3,5)
HDL -kolesterol, 1,3+£0,3 1,3+£0,2 0,852
nataste (mmol/L)
HDL-kolesterol, 1,2 1,2 0,954
postprandijalno (mmol/L) (1,1-15 11-14)
LDL-kolesterol, 40+1,0 40+1,0 0,890
nataste (mmol/L)
LDL-kolesterol, 3,8+0,9 3,8+1,0 0,958
postprandijalno (mmol/L)
TAS, 1,82 +0,02 1,83 + 0,02 0,204
nataste (mmol/L)
TAS, 1,83 +£0,03 1,84 +0,03 0,155
postprandijalno (mmol/L)
hsCRP, 1,33 1,81 0,357
nataste (mg/L) (0,87 - 2,90) (0,97 - 3,21)
hsCRP, 1,33 1,78 0,429
postprandijalno (mg/L) (0,90 - 2,90) (0,92 - 3,33)
ICAM-1, 297 £ 85 305+83 0,640
nataste (ng/mL)
ICAM-1, 268 £ 90 27179 0,847

postprandijalno (ng/mL)
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Tablica 28. Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste

I postprandijalno u skupini zdravih ispitanika (N = 102) u odnosu na obiteljsku

anamnezu za akutni infarkt miokarda.

Parametar Akutni infarkt miokarda P
NE DA

N=78 N =24
Glukoza, 57 5,9 0,434
nata$te (mmol/L) (5,5-6,2) (5,6 -6,2)
Glukoza, 55 5,6 0,928
postprandijalno (mmol/L) (51-6,1) (5,2-5,9)
HbAlc 59 6,0 0,330
(%) (5,7-6,2) (5,8-6,3)
Urati, 355 383 0,047
nataste (umol/L) (323 - 405) (350 - 456)
Urati, 356 369 0,088
postprandijalno (umol/L) (320 - 397) (345 - 447)
Ukupni kolesterol, 5,8 6,2 0,157
nataste (mmol/L) (4,9 -6,6) (5,5-6,9)
Ukupni kolesterol, 59 6,2 0,117
postprandijalno (mmol/L) (49-6,5) (5,5-6,8)
Trigliceridi, 1,3 1,9 0,004
nataSte (mmol/L) (1,1-19) (1,4-2)9)
Trigliceridi, 2,2 2,8 0,039
postprandijalno (mmol/L) (1,8-31) (2,2-4)5)
HDL-kolesterol, 1,3 1,3 0,381
nataste (mmol/L) (1,2-15) 1,1-1,4)
HDL-kolesterol, 1,2 1,2 0,595
postprandijalno (mmol/L) 11-14) (1,0-15)
LDL-kolesterol, 4,0 4,1 0,693
nata$te (mmol/L) (3,0-4,7) (3,2-4,8)
LDL-kolesterol, 3,9 4,0 0,470
postprandijalno (mmol/L) (29-4,4) (3,0-4,8)
TAS, 1,82 1,83 0,282
natasSte (mmol/L) (1,81-1,83) (1,81 -1,85)
TAS, 1,83 1,84 0,032
postprandijalno (mmol/L) (1,81-1,85) (1,82 -1,88)
hsCRP, 1,63 1,96 0,804
nataste (mg/L) (0,87 - 3,15) (0,93 -2,78)
hsCRP, 151 1,78 0,881
postprandijalno (mg/L) (0,92 - 3,17) (0,90 - 2,78)
ICAM-1, 286 290 0,699
nataSte (ng/mL) (240 - 353) (258 - 335)
ICAM-1, 261 251 0,956
postprandijalno (ng/mL) (200 - 310) (212 - 305)
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Tablica 29. Koncentracije biokemijskih parametara, TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste
I postprandijalno u skupini zdravih ispitanika (N = 102) u odnosu na obiteljsku

anamnezu za moZdani udar.

Parametar MozZdani udar P
NE DA

N =86 N =16
Glukoza, 5,8 5,8 0,404
nata$te (mmol/L) (5,5-6,2) (5,3-6,3)
Glukoza, 55 54 0,387
postprandijalno (mmol/L) (5,1-6,1) (5,3-5,7)
HbAlc 6,0 6,0 0,810
(%) (5,8-6,2) (5,8-6,1)
Urati, 364 371 0,854
nataSte (umol/L) (333-423) (322 - 440)
Urati, 362 359 0,709
postprandijalno (umol/L) (320 - 421) (326 - 452)
Ukupni kolesterol, 6,1 5,2 0,008
nataSte (mmol/L) (5,3-6,7) (46-6,1)
Ukupni kolesterol, 6,0 5,3 0,041
postprandijalno (mmol/L) (5,3-6,7) (4,6 -6,3)
Trigliceridi, 1,4 1,4 1,000
nataste (mmol/L) (11-22) 1,1-2,2)
Trigliceridi, 2,5 2,2 0,632
postprandijalno (mmol/L) (1,9-3,4) (1,9-3,0)
HDL-kolesterol, 1,3 1,3 0,831
nataste (mmol/L) (1,1-1,5) 1,2-15)
HDL-kolesterol, 1,2 1,3 0,875
postprandijalno (mmol/L) (11-1,4) (1,1-15)
LDL-kolesterol, 42 3,0 0,012
nataSte (mmol/L) (35-4,7) (29-4,1)
LDL-kolesterol, 3.9 3,0 0,016
postprandijalno (mmol/L) (3,3-4,6) (2,7-4,0)
TAS, 1,82 1,82 0,900
nataste (mmol/L) (1,81-1,84) (1,81-1,83)
TAS, 1,83 1,82 0,753
postprandijalno (mmol/L) (1,81-1,85) (1,81 -1,86)
hsCRP, 1,78 1,24 0,840
nataste (mg/L) (0,93 -2,91) (0,74 - 4,35)
hsCRP, 1,71 1,27 0,800
postprandijalno (mg/L) (0,95 -2,94) (0,71-4,43)
ICAM-1, 287 277 0,783
nataSte (ng/mL) (245 - 351) (235 - 345)
ICAM-1, 252 279 0,479
postprandijalno (ng/mL) (207 - 310) (218 - 307)




5.3 Analiza gena
5.3.1 Gen za APOAbS

5.3.1.1 Kontrola kvalitete lan¢ane reakcije polimerazom

Provjera kvalitete PCR produkta za polimorfizam -1131T/C u genu za APOA5 u skupini
zdravih ispitanika i u kontrolnoj skupini ispitanika prikazana je na Slici 12. Dobro umnozeni
PCR odsjecak je velic¢ine 398 pb.

2524 232221201918 1716 1514 1312 1110 9 8 7 6 5 4 3 21

400 pb -
300 pb -
200 pb -

100 pb -

Slika 12. Provjera uspjesnosti umnazanja za polimorfizam -1131T/C u genu za APOADb.
Uzorci 1-3 su kontrolni uzorci; uzorci 4-24 su uzorci zdravih ispitanika; uzorak 25 je
biljeg od 100 pb.

5.3.1.2 Analiza polimorfizma duljine restrikcijskih odsjecaka

Polimorfizam duljine restrikcijskih odsje¢aka nakon cijepanja PCR produkta s restrikcijskom
endonukleazom Msel za polimorfizam -1131T/C u genu za APOA5 u skupini zdravih

ispitanika prikazan je na Slici 13, a u kontrolnoj skupini ispitanika na Slici 14.
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Slika 13. Polimorfizam duljine restrikcijskih odsjecaka za polimorfizam -1131T/C u
genu za APOAS5. Uzorak 1 je biljeg od 100 pb; uzorci 2-4 su kontrolni uzorci; uzorci 5-8,
10-151 17-20 su T/T genotip; uzorci 9, 16 i 21 su T/C genotip.

300 pb - -289 pb

-267 pb
200 pb -

Slika 14. Polimorfizam duljine restrikcijskih odsje¢aka za polimorfizam -1131T/C u

genu za APOAS. Uzorak 1 je biljeg od 100 pb; uzorci 2-4 su kontrolni uzorci; uzorci 5, 6
i 9 su T/T genotip; uzorci 7 i 8 su C/C genotip.
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5.3.1.3 Frekvencije polimorfizma -1131T/C u genu za APOA5

Rezultati genotipizacije polimorfizma -1131T/C u genu za APOA5 su dostupni za 100 od
ukupno 102 zdrava ispitanika, jer zbog tehni¢ke pogreske nije bilo mogucée ocitati rezultate
genotipiziranja za dva uzorka.

Frekvencije genotipova i alela za polimorfizam -1131T/C u genu za APOADS u skupini zdravih
ispitanika i u kontrolnoj skupini ispitanika prikazane su u Tablici 30.

Raspodijela frekvencija polimorfizma -1131T/C u genu za APOA5 u skupini zdravih
ispitanika (P = 0,834) i u kontrolnoj skupini ispitanika (P = 1,000) nije odstupala od Hardy-
Weinbergove ravnoteze.

Raspodijela genotipova polimorfizma -1131T/C u genu za APOAS i raspodjela alela T i C nije

se razlikovala izmedu skupine zdravih ispitanika i kontrolne skupine ispitanika.

Tablica 30. Frekvencije genotipova i alela za polimorfizam -1131T/C u genu za APOA5
u skupini zdravih ispitanika (N = 100) i u kontrolnoj skupini ispitanika (N = 50).

Genotip / Alel Skupina zdravih Kontrolna skupina OR P
ispitanika ispitanika (95% CI)

T/T (wt/wt) , N/udio 88/0,88 44/0,88 1,00
T/C (wt/mut), N/udio 9/0,09 6/0,12 (0,35-2,84) 1,000
C/C (mut/mut), N/udio 3/0,03 0
T (wt), N/udio 185/0,93 94/0,94 1,27

0,811
C (mut), N/udio 15/0,07 6/0,06 (0,48 - 3,38)
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5.3.2 Gen za jetrenu lipazu

5.3.2.1 Frekvencije polimorfizma -250G/A u genu za jetrenu lipazu

Rezultati genotipizacije polimorfizma -250G/A u genu za jetrenu lipazu su dostupni za 101 od
ukupno 102 zdrava ispitanika ukljuCena u istrazivanje, jer zbog tehnicke pogreske nije bilo
moguce ocitati rezultate genotipiziranja za jedan uzorak.

Frekvencije genotipova i alela za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu u skupini
zdravih ispitanika i u kontrolnoj skupini ispitanika prikazane su u Tablici 31.

Raspodijela frekvencija polimorfizma -250G/A u genu za jetrenu lipazu u skupini zdravih
ispitanika (P = 1,000) i u kontrolnoj skupini ispitanika (P = 1,000) nije odstupala od Hardy-
Weinbergove ravnoteze.

Raspodijela genotipova polimorfizma -250G/A u genu za jetrenu lipazu i raspodijela alela G i

A nije se razlikovala izmedu skupine zdravih ispitanika i kontrolne skupine ispitanika.

Tablica 31. Frekvencije genotipova i alela za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu

lipazu u skupini zdravih ispitanika (N = 101) i u kontrolnoj skupini ispitanika (N = 50).

Genotip / Alel Skupina zdravih Kontrolna skupina OR P
ispitanika ispitanika (95% CI)

G/G (wt/wt), N/udio 71/0,70 30/0,60 0,63
G/A (wt/mut), N/udio 26/0,26 18/0,36 (0,31-1,29) 0,270
AJA (mut/mut), N/udio 4/0,04 2/0,04
G (wt), N/udio 168/0,83 78/0,78 0,72

0,276
A (mut), N/udio 34/0,17 22/0,22 (0,39-1,31)
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5.3.3 Kombinacije frekvencija polimorfizama

Kombinacije frekvencija genotipova za polimorfizam -1131T/C u genu za APOAS5 i
polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu u skupini zdravih ispitanika prikazane su u
Tablici 32, a u kontrolnoj skupini ispitanika su prikazane u Tablici 33. Genotip divljeg tipa za
oba polimorfizma ima 61% zdravih ispitanika, 1% zdravih ispitanika je nositelj jednog
polimorfnog alela za oba polimorfizma, a niti jedan zdravi ispitanik nije homozigot za oba
polimorfizma. Genotip divljeg tipa za oba polimorfizma ima 52% ispitanika kontrolne
skupine, a niti jedan ispitanik kontrolne skupine nije nositelj jednog ili oba polimorfna alela

za oba polimorfizma.

Tablica 32. Kombinacije frekvencija genotipova za polimorfizam -1131T/C u genu za
APOAS i za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu u skupini zdravih ispitanika
(N =100).

Genotip za APOA5
Genotip za jetrenu lipazu Divlji tip Heterozigot Homozigot
N (%) N (%) N (%)
Divlji tip, N (%) 61 (61) 6 (6) 3(3)
Heterozigot, N (%) 25 (25) 1) 0
Homozigot, N (%) 2(2) 2(2) 0

Tablica 33. Kombinacije frekvencija genotipova za polimorfizam -1131T/C u genu za
APOAS5 i za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu u kontrolnoj skupini
ispitanika (N = 50).

Genotip za APOA5
Genotip za jetrenu lipazu Divlji tip Heterozigot Homozigot
N/udio N/udio N/udio
Divlji tip, N/udio 26/0,52 5/0,10 0
Heterozigot, N/udio 18/0,36 0 0
Homozigot, N/udio 1/0,02 1/0,02 0
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5.4 Povezanost genotipa i fenotipa

5.4.1 Povezanost genotipa APOAGS i biokemijskih parametara

Koncentracije biokemijskih parametara nataste i postprandijalno te antropometrijskih
mjerenja u podskupinama zdravih ispitanika s razli¢itim genotipom za polimorfizam
-1131T/C u genu za APOADS prikazane su u Tablici 34. Ne postoji statisticki znacajna razlika
u koncentracijama pojedinih biokemijskih parametara nataste i postprandijalno izmedu
zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (T/T), zdravih ispitanika koji su nositelji jednog
polimorfnog alela (T/C) i zdravih ispitanika koji su nositelji oba polimorfna alela (C/C).

Zbog malog broja zdravih ispitanika koji su nositelji C alela grupirani su nositelji jednog i oba
polimorfna alela u istu skupinu.

Koncentracije biokemijskih parametara nataste i postprandijalno te antropometrijskih
mjerenja u podskupini zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (T/T) i grupiranoj
podskupini zdravih nositelja C alela (T/C i C/C) za polimorfizam -1131T/C u genu za APOA5
prikazane su u Tablici 35. Ne postoji statisticki zna¢ajna razlika u koncentracijama pojedinih
biokemijskih parametara nataste i postprandijalno izmedu zdravih ispitanika s genotipom
divljeg tipa (T/T) i zdravih ispitanika koji su nositelji polimorfnog C alela (T/C i C/C).
Premda nije statisticki znacajno, koncentracija triglicerida nataSte je prosje¢no 29%
(P = 0,074) ve¢a kod zdravih nositelja C alela (T/C i C/C) u odnosu na koncentraciju
triglicerida kod zdravih nositelja divljeg tipa (T/T). Takoder, iako nije statisti¢ki znacajno
koncentracija triglicerida postprandijalno je prosjeéno 42% (P = 0,061) veca kod zdravih
nositelja C alela (T/C i C/C) u odnosu na koncentraciju triglicerida kod zdravih nositelja
divljeg tipa (T/T).

62



Tablica 34. Koncentracije biokemijskih parametara nataste i postprandijalno te

antropometrijskih mjerenja u podskupinama zdravih ispitanika s razliclitim genotipom
za polimorfizam -1131T/C u genu za APOAS5 (N = 100).

Parametar APOAS5 skupinal APOA5 skupina2  APOAGS skupina 3 P
TIT T/IC C/C
N =88 N=9 N=3

Glukoza, 5,8 5,6 6,1 0,660
nata$te (mmol/L) (5,5-6,2) (5,5-6,0) (5,6 - 6,6)
Glukoza, 5,6 54 55 0,419
postprandijalno (mmol/L) (5,2-6,1) (4,9-5,6) (4,3-6,4)
HbAlc 6,0 59 58 0,493
(%) (5,8-6,2) (5,8-6,0) (5,7-6,3)
Urati, 364 356 442 0,448
nataSte (umol/L) (327 - 423) (265 - 392) (363 - 459)
Urati, 362 356 431 0,499
postprandijalno (umol/L) (322 - 420) (269 - 385) (352 - 445)
Ukupni kolesterol, 59 6,2 5,3 0,757
nata$te (mmol/L) (5,0-6,6) (5,6 -6,7) (4,9-6,7)
Ukupni kolesterol, 59 6,1 5,2 0,958
postprandijalno (mmol/L) (5,1 - 6,6) (5,6 - 6,6) (5,0-7,1)
Trigliceridi, 1,4 1,6 2,4 0,083
nataste (mmol/L) (1,1-2,0) (1,3-2)9) (2,1-40)
Trigliceridi, 2,4 2,2 3,6 0,064
postprandijalno (mmol/L) (1,8-3,1) (2,0-4,1) (3,5-6,8)
HDL-kolesterol, 1,3 1,2 1,3 0,388
nataste (mmol/L) (11-15) (11-13) (1,2-15)
HDL-kolesterol, 1,2 11 1,3 0,288
postprandijalno (mmol/L) (1,1-1,4) (1,0-1,2) (1,2-1,4)
LDL-kolesterol, 40 4,0 3,0 0,892
nataste (mmol/L) (31-4,7) (3,4-4,6) (2,9-4,7)
LDL-kolesterol, 3,9 3,9 2,8 0,901
postprandijalno (mmol/L) (3,0 -4,5) (3,2 - 4,6) (2,7 -4,8)
ITM 27,5 28,7 29,1 0,607
(kg/m?) (25,9 - 30,7) (26,9 - 30,7) (28,4 - 29,6)
Opseg struka 105 108 108 0,762
(cm) (98 - 110) (100 - 111) (103 - 110)
Opseg bokova 108 110 112 0,719
(cm) (104 - 115) (106 - 112) (106 - 115)
w/h 0,97 0,97 0,97 0,959

(0,93 -1,00) (0,94 - 0,99) (0,94 - 0,99)
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Tablica 35. Koncentracije biokemijskih parametara nataste i postprandijalno te

antropometrijskih mjerenja u podskupini zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa
(T/T) i podskupini zdravih nositelja C alela (T/C i C/C) za polimorfizam -1131T/C u

genu za APOAS5 (N =100).

Parametar APOAS5 skupina 1 APOAS5 skupina (2+3) P
(T/T) (T/C +CIC)
N =88 N=12

Glukoza, 5,8 5,8 0,844
nataste (mmol/L) (5,5-6,2) (5,5-6,2)
Glukoza, 5,6 55 0,218
postprandijalno (mmol/L) (5,2-6,1) (4,9 -5,6)
HbAlc 6,0 59 0,294
(%) (5,8-6,2) (5,8-6,0)
Urati, 364 363 0,962
nataSte (umol/L) (327 - 423) (301 - 439)
Urati, 362 357 0,762
postprandijalno (umol/L) (322 - 420) (295 - 430)
Ukupni kolesterol, 5,9 6,2 0,614
nataste (mmol/L) (5,0 - 6,6) (5,3-6,8)
Ukupni kolesterol, 59 6,0 0,840
postprandijalno (mmol/L) (5,1-6,6) (5,2 - 6,6)
Trigliceridi, 1,4 1,8 0,074
nata$te (mmol/L) (1,1-2,0) (1,3-3,3)
Trigliceridi, 2,4 3,4 0,061
postprandijalno (mmol/L) (1,8-31) (2,1-4,7)
HDL-kolesterol, 1,3 1,2 0,318
nataste (mmol/L) (1,1-15) (11-13)
HDL-kolesterol, 1,2 11 0,230
postprandijalno (mmol/L) (1,1-1,4) (1,0-1,3)
LDL-kolesterol, 4,0 3.9 0,779
nataSte (mmol/L) (3.1-4,7) (3,0-4,7)
LDL-kolesterol, 3,9 3,7 0,945
postprandijalno (mmol/L) (3,0 -4,5) (2,8 -4,8)
IT™M 27,5 28,9 0,351
(kg/m?) (25,9 - 30,7) (27,8 - 30,0)
Opseg struka 105 108 0,474
(cm) (98 - 110) (101 -111)
Opseg bokova 108 111 0,423
(cm) (104 - 115) (106 - 113)
w/h 0,97 0,97 0,799

(0,93 -1,00) (0,94 -0,99)
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Koncentracije biokemijskih parametara nataste i1 postprandijalno u podskupini zdravih
ispitanika s genotipom divljeg tipa (T/T) za polimorfizam -1131T/C u genu za APOAS
prikazane su u Tablici 36. Zdravi ispitanici s genotipom divljeg tipa (T/T) imaju prosje¢no
71% (P < 0,001) vecu koncentraciju triglicerida postprandijalno u odnosu na koncentraciju
triglicerida nataSte (Slika 15). Prosje¢no povecanje koncentracije triglicerida postprandijalno
je 0,9 £ 0,7 mmol/L. Razlike u koncentracijama urata (P < 0,001), HDL-kolesterola
(P < 0,001) i LDL-kolesterola (P < 0,001) nataste i postprandijalno kod zdravih ispitanika s
genotipom divljeg tipa (T/T) su unutar granica analiticke nepreciznosti i nisu klinicki

znacajne.

Tablica 36. Koncentracije biokemijskih parametara nata$te i postprandijalno u
podskupini zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (T/T) za polimorfizam -1131T/C
u genu za APOAS5 (N = 88).

Parametar Nataste Postprandijalno P

N =88 N =88
Glukoza 58+0,5 56+0,8 0,098
(mmol/L)
Urati 372+ 80 368 + 80 <0,001
(pmol/L)
Ukupni kolesterol 59+1,1 59+1,1 0,161
(mmol/L)
Trigliceridi 1.4 2,4 <0,001
(mmol/L) (1,1-2,0) (1,8-3,1)
HDL-kolesterol 1,3 1,2 <0,001
(mmol/L) (1,1-15) (11-1,4)
LDL-kolesterol 40+1,0 3,8+0,9 <0,001
(mmol/L)
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Slika 15. Usporedba koncentracije triglicerida nataste i postprandijalno u podskupini
zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (T/T) za polimorfizam -1131T/C u genu za
APOA5 (N = 88).

Koncentracije biokemijskih parametara nataste i postprandijalno u podskupini zdravih
nositelja C alela (T/C i C/C) za polimorfizam -1131T/C u genu za APOAGS prikazane su u
Tablici 37. Zdravi ispitanici nositelji C alela (T/C i C/C) imaju prosjecno 89% (P < 0,001)
vecu koncentraciju triglicerida postprandijalno u odnosu na koncentraciju triglicerida nataste
(Slika 16). Prosje¢no povecanje koncentracije triglicerida postprandijalno je 1,3 + 0,8
mmol/L. Razlike u koncentracijama glukoze (P = 0,042) i HDL-kolesterola (P = 0,016)
nata$te i postprandijalno kod zdravih ispitanika nositelja polimorfnog C alela (T/C i C/C) su

unutar granica analiticke nepreciznosti 1 nisu klini¢ki znacajne.
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Tablica 37. Koncentracije biokemijskih parametara nataste i postprandijalno u

podskupini zdravih nositelja C alela (T/C i C/C) za polimorfizam -1131T/C u genu za

APOAS5 (N = 12).

Parametar NataSte Postprandijalno P
N=12 N=12
Glukoza 5,8 5,5 0,042
(mmol/L) (5,5-6,2) (4,9 -5,6)
Urati 363 357 0,470
(umol/L) (301 - 439) (295 - 430)
Ukupni kolesterol 6,2 6,0 0,175
(mmol/L) (5,3-6,8) (5,2 - 6,6)
Trigliceridi 1,8 3,4 <0,001
(mmol/L) (1,3-33) (2,1-47)
HDL-kolesterol 1,2 11 0,016
(mmol/L) (1,1-13) (1,0-1,3)
LDL-kolesterol 3,9 3,7 0,077
(mmol/L) (3,0-4,7) (2,8-4,8)
Trigliceridi
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Slika 16. Usporedba koncentracije triglicerida nataste i postprandijalno u podskupini
zdravih nositelja C alela (T/C i C/C) za polimorfizam -1131T/C u genu za APOA5
(N=12).
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5.4.2 Povezanost genotipa APOA5 i TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1

Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u podskupinama zdravih

ispitanika s razli¢itim genotipom za polimorfizam -1131T/C u genu za APOAG5 prikazane su u

Tablici 38. Ne postoji statisticki znacajna razlika u koncentracijama TAS-a, hsCRP-a i

ICAM-1 nataste i postprandijalno izmedu zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (T/T),

zdravih ispitanika koji su nositelji jednog polimorfnog alela (T/C) i zdravih ispitanika koji su

nositelji oba polimorfna alela (C/C).

Tablica 38. Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u

podskupinama zdravih ispitanika s razli¢litim genotipom za polimorfizam -1131T/C u

genu za APOAS (N = 100).

Parametar APOAS5 skupinal APOAb5 skupina2 APOAGS skupina 3 P
TIT T/IC C/iC

N =88 N=9 N=3
TAS, 1,82 1,83 1,81 0,806
nataSte (mmol/L) (1,81-1,84) (1,82-1,83) (1,80 -1,83)
TAS, 1,83 1,82 1,82 0,712
postprandijalno (mmol/L) (1,81-1,85) (1,81-1,85) (1,81-1,84)
hsCRP, 1,80 1,19 1,01 0,760
nata$te (mg/L) (0,88 - 3,12) (1,01-2,19) (0,79 - 2,29)
hsCRP, 1,73 1,45 0,95 0,740
postprandijalno (mg/L) (0,90 - 3,27) (0,94 -1,91) (0,77 - 2,34)
ICAM-1, 287 240 336 0,423
nata$te (ng/mL) (245 - 349) (222 - 341) (287 - 369)
ICAM-1, 252 234 289 0,510
postprandijalno (ng/mL) (212 - 307) (182 - 305) (287 - 305)

68



Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataSte i postprandijalno u podskupini zdravih
ispitanika s genotipom divljeg tipa (T/T) i grupiranoj podskupini zdravih nositelja C alela
(T/C i1 CIC) za polimorfizam -1131T/C u genu za APOAS5 prikazane su u Tablici 39. Ne
postoji statisti¢ki znacajna razlika u koncentracijama TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i
postprandijalno izmedu zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (T/T) i zdravih ispitanika

koji su nositelji polimorfnog C alela (T/C i C/C).

Tablica 39. Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u
podskupini zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (T/T) i podskupini zdravih
nositelja C alela (T/C i C/C) za polimorfizam -1131T/C u genu za APOAS5 (N = 100).

Parametar APOADS5 skupina 1 APOADS skupina 2+3 P
(T/T) (T/C +CIC)
N = 88 N=12
TAS, 1,82 1,83 0,992
nataSte (mmol/L) (1,81-1,84) (1,81-1,84)
TAS, 1,83 1,82 0,505
postprandijalno (mmol/L) (1,81-1,85) (1,81-1,85)
hsCRP, 1,80 1,16 0,581
nataSte (mg/L) (0,88 - 3,12) (0,94 - 2,32)
hsCRP, 1,73 1,26 0,511
postprandijalno (mg/L) (0,90 - 3,27) (0,92 -2,11)
ICAM-1, 287 286 0,715
nataSte (ng/mL) (245 - 349) (236 - 349)
ICAM-1, 252 281 0,983
postprandijalno (ng/mL) (212 - 307) (189 - 304)

Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u podskupini zdravih
ispitanika s genotipom divljeg tipa (T/T) za polimorfizam -1131T/C u genu za APOA5
prikazane su u Tablici 40. Razlike u koncentracijama TAS-a (P < 0,001) i ICAM-1
(P < 0,001) nataste i postprandijalno kod zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (T/T) su

unutar granica analiti¢ke nepreciznosti i nisu klini¢ki znacajne.
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Tablica 40. Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u

podskupini zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (T/T) za polimorfizam -1131T/C

u genu za APOAS (N = 88).

Parametar Nataste Postprandijalno P

N = 88 N =88
TAS 1,82 + 0,02 1,83 +0,03 <0,001
(mmol/L)
hsCRP 1,80 1,73 0,181
(mg/L) (0,88 - 3,12) (0,90 - 3,27)
ICAM-1 287 251 <0,001
(ng/mL) (245 - 349) (212 - 307)

Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u podskupini zdravih
nositelja C alela (T/C i C/C) za polimorfizam -1131T/C u genu za APOAGS prikazane su u

Tablici 41. Ne postoji statisticki znacajna razlika u koncentracijama TAS-a, hsCRP-a i

ICAM-1 nataste i postprandijalno kod zdravih ispitanika koji su nositelji polimorfnog C alela

(T/C i CIC).

Tablica 41. Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u

podskupini zdravih nositelja C alela (T/C i C/C) za polimorfizam -1131T/C u genu za

APOAG5 (N = 12).

Parametar Nataste Postprandijalno P
N =12 N=12

TAS 1,83 1,82 0,164
(mmol/L) (1,81 -1,84) (1,81 -1,85)

hsCRP 1,16 1,26 0,175
(mg/L) (0,94 - 2,32) (0,92 -2,11)

ICAM-1 286 281 0,064
(ng/mL) (236 - 349) (189 - 304)
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5.4.3 Povezanost genotipa jetrene lipaze i biokemijskih parametara

Koncentracije biokemijskih parametara nataste i postprandijalno te antropometrijskih
mjerenja u podskupinama zdravih ispitanika s razli¢itim genotipom za polimorfizam -250G/A
u genu za jetrenu lipazu prikazane su u Tablici 42. Ne postoji statisticki znacajna razlika u
koncentracijama pojedinih biokemijskih parametara nataste i postprandijalno izmedu zdravih
ispitanika s genotipom divljeg tipa (G/G), zdravih ispitanika koji su nositelji jednog
polimorfnog alela (G/A) i zdravih ispitanika koji su nositelji oba polimorfna alela (A/A).

Zbog malog broja zdravih ispitanika koji su nositelji A alela grupirani su nositelji jednog i oba
alela u istu skupinu.

Koncentracije biokemijskih parametara nataste i postprandijalno te antropometrijskih
mjerenja u podskupini zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (G/G) i grupiranoj
podskupini zdravih nositelja A alela (G/A i A/A) za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu
lipazu prikazane su u Tablici 43. Zdravi ispitanici koji su nositelji polimorfnog A alela (G/A i
AJ/A) imaju prosjecno 15% (P = 0,042) manju koncentraciju triglicerida nataste u odnosu na
ispitanike s genotipom divljeg tipa (G/G) (Slika 17). Ako se iz statisticke obrade iskljuci
zdravi ispitanik s koncentracijom triglicerida 19,3 mmol/L, razlika u koncentraciji triglicerida
nataSte (P = 0,019) izmedu zdravih ispitanika s pojedinim genotipovima za polimorfizam
-250G/A u genu za jetrenu lipazu je i dalje prisutna. Ne postoji statisticki znacajna razlika u
koncentracijama pojedinih biokemijskih parametara nataste i postprandijalno za ostale
parametre izmedu zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (G/G) i zdravih ispitanika koji
su nositelji A alela (G/A i A/A).
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Tablica 42. Koncentracije biokemijskih parametara nataste i postprandijalno te
antropometrijskih mjerenja u podskupinama zdravih ispitanika s razli¢itim genotipom

za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu (N = 101).

Parametar HL skupina 1 HL skupina 2 HL skupina 3 P
GIG G/IA A/A
N=71 N =26 N=4

Glukoza, 5,8 5,6 5,9 0,484
nata$te (mmol/L) (5,5-6,2) (5,3-6,2) (5,5-6,4)
Glukoza, 55 55 50 0,404
postprandijalno (mmol/L) (5,1-6,1) (5,3-6,0) (4,1-5,8)
HbAlc 6,0 5,9 57 0,339
(%) (5,8-6,2) (5,6 - 6,2) (5,5-6,1)
Urati, 365 355 324 0,379
nataSte (umol/L) (335-433) (320 - 416) (264 - 390)
Urati, 362 349 325 0,452
postprandijalno (umol/L) (326 - 427) (312 - 397) (269 - 383)
Ukupni kolesterol, 5,9 6,0 5,3 0,413
nataSte (mmol/L) (5,2-6,7) (5,3-6,5) (4,6 -6,0)
Ukupni kolesterol, 6,0 59 5,6 0,401
postprandijalno (mmol/L) (5,1-6,7) (5,1 - 6,5) (4,6 - 6,1)
Trigliceridi, 15 1,3 1,2 0,126
nataste (mmol/L) (11-24) (1,0-1,7) (1,1-1,6)
Trigliceridi, 2,5 2,1 2,1 0,172
postprandijalno (mmol/L) (1,9 -3,6) (1,7-2,8) (1,9-2,5)
HDL-kolesterol, 1,3 1,3 1,2 0,724
nataste (mmol/L) (1,1-15) (1,2-15) (1,0-1,6)
HDL-kolesterol, 1,2 1,2 1,1 0,760
postprandijalno (mmol/L) (1,1-1,5) (11-1,4) (0,9 - 1,5)
LDL-kolesterol, 40 4.2 3,8 0,619
nataSte (mmol/L) (3,1-4,7) (3,0-44) (3,2-4,1)
LDL-kolesterol, 3,9 3,9 3,7 0,676
postprandijalno (mmol/L) (2,9 - 4,6) (3,0-4,4) (3,1-4,0)
ITM 27,5 28,0 33,3 0,474
(kg/m?) (25,8 - 29,8) (26,3-31,1) (25,1 - 40,3)
Opseg struka 105 104 119 0,434
(cm) (98 - 110) (100 - 110) (98 - 129)
Opseg bokova 108 108 118 0,535
(cm) (104 - 114) (104 - 115) (106 - 126)
w/h 0,97 0,97 1,00 0,583

(0,93 -0,99) (0,92 -1,00) (0,92 -1,02)
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Tablica 43. Koncentracije biokemijskih parametara nataste i postprandijalno te

antropometrijskih mjerenja u podskupini zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa
(G/G) i podskupini zdravih nositelja A alela (G/A i A/A) za polimorfizam -250G/A u

genu za jetrenu lipazu (N = 101).

Parametar HL skupina 1 HL skupina 2+3 P
(G/G) (TIA + AIA)
N=71 N =30

Glukoza, 5,8 5,6 0,394
nataste (mmol/L) (55-6,2) (5,4-6,3)
Glukoza, 5,5 55 0,812
postprandijalno (mmol/L) (5.1-6,1) (5,2 -6,0)
HbAlc 6,0 58 0,213
(%) (5,8-6,2) (5,6-6,2)
Urati, 365 355 0,213
nataSte (umol/L) (335-433) (316 - 408)
Urati, 362 349 0,265
postprandijalno (umol/L) (326 - 427) (305 - 389)
Ukupni kolesterol, 5,9 5,8 0,397
nata$te (mmol/L) (5,2-6,7) (5,0-6,5)
Ukupni kolesterol, 6,0 58 0,240
postprandijalno (mmol/L) (5,1-6,7) (5,1-6,4)
Trigliceridi, 15 1,3 0,042
nata$te (mmol/L) 11-24) 11-1,7)
Trigliceridi, 2,5 2,1 0,062
postprandijalno (mmol/L) (1,9-3,6) (1,7-2,8)
HDL-kolesterol, 1,3 1,3 0,878
nataste (mmol/L) (1,1-15) (1,2-15)
HDL-kolesterol, 1,2 1,2 0,692
postprandijalno (mmol/L) (1,1-1,5) (1,1-1,4)
LDL-kolesterol, 4,0 41 0,513
nataSte (mmol/L) (3.1-4,7) (3,0-4,4)
LDL-kolesterol, 3.9 3.9 0,496
postprandijalno (mmol/L) (2,9 - 4,6) (3,0-4,2)
ITM 27,5 28,2 0,338
(kg/m?) (25,8 - 29,8) (26,3 - 31,6)
Opseg struka 105 105 0,537
(cm) (98 - 110) (100 - 113)
Opseg bokova 108 109 0,685
(cm) (104 - 114) (104 - 115)
w/h 0,97 0,98 0,524

(0,93 -0,99) (0,92 - 1,00)

73



20F
| |
18| Trigliceridi
16 |-
14 |-
12}
10}
[of =
| |
6
(@]
4} —e
(@]
2 [ ] — —
¢ —T —_—
OF 1 1
1 2+3
(G/G) P50G/A (G/A+A/A)

Slika 17. Prikaz koncentracije triglicerida nataste u podskupini zdravih ispitanika s
genotipom divljeg tipa (G/G) i podskupini zdravih nositelja A alela (G/A i A/A) za
polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu (N = 101).

Koncentracije biokemijskih parametara nataste i postprandijalno u podskupini zdravih
ispitanika s genotipom divljeg tipa (G/G) za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu
prikazane su u Tablici 44. Zdravi ispitanici s genotipom divljeg tipa (G/G) imaju prosje¢no
67% (P < 0,001) vecu koncentraciju triglicerida postprandijalno u odnosu na koncentraciju
triglicerida nataSte (Slika 18). Prosje¢no povecanje koncentracije triglicerida postprandijalno
je 1,0 £ 0,7 mmol/L. Razlike u koncentracijama urata (P < 0,001), HDL-kolesterola
(P <0,001) i LDL-kolesterola (P < 0,001) nataste i postprandijalno kod zdravih ispitanika s
genotipom divljeg tipa (G/G) su unutar granica analiticke nepreciznosti i nisu klinicki

znacajne.
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Tablica 44. Koncentracije biokemijskih parametara nataSte i postprandijalno u
podskupini zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (G/G) za polimorfizam -250G/A
u genu za jetrenu lipazu (N = 71).

Parametar Nataste Postprandijalno P
N=71 N=71
Glukoza 58+0,5 56+0,9 0,043
(mmol/L)
Urati 378 + 85 373+ 86 <0,001
(umol/L)
Ukupni kolesterol 6,0+1,0 59+1,0 0,414
(mmol/L)
Trigliceridi 1,5 2,5 <0,001
(mmol/L) (11-24) (1,9-3,6)
HDL-kolesterol 1,3+£0,3 1,3+0,3 <0,001
(mmol/L)
LDL-kolesterol 40+ 1,0 38+ 1,0 <0,001
(mmol/L)
Trigliceridi
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Slika 18. Usporedba koncentracije triglicerida nataste i postprandijalno u podskupini
zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (G/G) za polimorfizam -250G/A u genu za
jetrenu lipazu (N = 71).
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Koncentracije biokemijskih parametara nataste i postprandijalno u podskupini zdravih
nositelja A alela (G/A i A/A) za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu prikazane su
u Tablici 45. Zdravi ispitanici nositelji A alela (G/A i A/A) imaju prosje¢no 62% (P < 0,001)
vecu koncentraciju triglicerida postprandijalno u odnosu na koncentraciju triglicerida nataste
(Slika 19). Prosje¢no povecanje koncentracije triglicerida postprandijalno je 0,8 + 0,6
mmol/L. Razlike u koncentracijama urata (P = 0,011), ukupnog kolesterola (P = 0,031),
HDL-kolesterola (P < 0,001) i LDL-kolesterola (P < 0,001) nataste i postprandijalno kod
zdravih ispitanika nositelja polimorfnog A alela (G/A i A/A) su unutar granica analitiCke

nepreciznosti 1 nisu klinicki znacajne.

Tablica 45. Koncentracije biokemijskih parametara nata$te i postprandijalno u
podskupini zdravih nositelja A alela (G/A i A/A) za polimorfizam -250G/A u genu za
jetrenu lipazu (N = 30).

Parametar Nataste Postprandijalno P
N =30 N =230

Glukoza 5,6 55 0,371
(mmol/L) (5,4 -6,3) (5,2-6,0)

Urati 355 349 0,011
(umol/L) (316 - 408) (305 - 389)

Ukupni kolesterol 58 5,8 0,031
(mmol/L) (5,0 - 6,5) (5,1-6,4)

Trigliceridi 1,3 2,1 <0,001
(mmol/L) 11-1,7) (1,7-2,8)

HDL-kolesterol 1,3 1,2 <0,001
(mmol/L) (1,2-15) (11-1,4)

LDL-kolesterol 41 3,9 <0,001
(mmol/L) (3,0-4,4) (3,0-4,2)
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Slika 19. Usporedba koncentracije triglicerida nataste i postprandijalno u podskupini
zdravih nositelja A alela (G/A i A/A) za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu
(N =30).

5.4.4 Povezanost genotipa jetrene lipaze i TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1

Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u podskupinama zdravih
ispitanika s razliCitim genotipom za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu prikazane
su u Tablici 46. Ne postoji statisticki znacajna razlika u koncentracijama TAS-a, hsCRP-a i
ICAM-1 nataste i postprandijalno izmedu zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (G/G),
zdravih ispitanika koji su nositelji jednog polimorfnog alela (G/A) i zdravih ispitanika koji su
nositelji oba polimorfna alela (A/A).
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Tablica 46. Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u

podskupinama zdravih ispitanika s razli¢itim genotipom za polimorfizam -250G/A u

genu za jetrenu lipazu (N = 101).

Parametar HL skupina 1 HL skupina 2 HL skupina 3 P
GIG G/A A/A

N=71 N =26 N=4
TAS, 1,82 1,82 1,82 0,724
nata$te (mmol/L) (1,81-1,83) (1,80 - 1,84) (1,80 - 1,85)
TAS, 1,83 1,84 1,82 0,585
postprandijalno (mmol/L) (1,81-1,85) (1,81-1,86) (1,81-1,83)
hsCRP, 1,79 1,42 2,17 0,803
nataSte (mg/L) (0,89 - 2,86) (0,74 - 3,08) (1,09 - 3,31)
hsCRP, 1,71 1,23 2,39 0,728
postprandijalno (mg/L) (0,90 - 2,84) (0,88 - 2,96) (1,26 - 3,27)
ICAM-1, 285 289 382 0,369
nataSte (ng/mL) (245 - 347) (229 - 336) (295 - 438)
ICAM-1, 249 257 335 0,451
postprandijalno (ng/mL) (217 - 299) (194 - 331) (248 - 390)

Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u podskupini zdravih

ispitanika s genotipom divljeg tipa (G/G) i grupiranoj podskupini zdravih nositelja A alela

(G/A'i AJIA) za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu prikazane su u Tablici 47. Ne

postoji statistiCki znacajna razlika u koncentracijama TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i

postprandijalno izmedu zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (G/G) i zdravih ispitanika

koji su nositelji polimorfnog A alela (G/A i A/A).

Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u podskupini zdravih

ispitanika s genotipom divljeg tipa (G/G) za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu
prikazane su u Tablici 48. Razlike u koncentracijama TAS-a (P < 0,001) i ICAM-1
(P < 0,001) nataste i postprandijalno kod ispitanika s genotipom divljeg tipa (G/G) su unutar

granica analiticke nepreciznosti 1 nisu klinicki znacajne.
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Tablica 47. Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u

podskupini zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (G/G) i podskupini zdravih

nositelja A alela (G/A i A/A) za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu

(N =101).
Parametar HL skupina 1 HL skupina 2+3 P
(GIG) (T/IA + AIA)
N=71 N =30
TAS, 1,82 1,82 0,433
nataste (mmol/L) (1,81-1,83) (1,80-1,84)
TAS, 1,83 1,83 0,785
postprandijalno (mmol/L) (1,81-1,85) (1,81 -1,86)
hsCRP, 1,79 1,42 0,824
nata$te (mg/L) (0,89 - 2,86) (0,87 - 3,15)
hsCRP, 1,71 1,30 0,730
postprandijalno (mg/L) (0,90 - 2,84) (0,92 - 3,21)
ICAM-1, 285 294 0,716
nataste (ng/mL) (245 - 347) (240 - 349)
ICAM-1, 249 275 0,688
postprandijalno (ng/mL) (217 - 299) (194 - 339)

Tablica 48. Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u

podskupini zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa (G/G) za polimorfizam -250G/A

u genu za jetrenu lipazu (N = 71).

Parametar Nataste Postprandijalno P
N=71 N=71

TAS 1,82 +0,02 1,83 +0,03 <0,001

(mmol/L)

hsCRP 1,79 1,71 0,360

(mg/L) (0,89 - 2,86) (0,90 - 2,84)

ICAM-1 285 249 <0,001

(ng/mL) (245 - 347) (217 - 299)
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Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u podskupini zdravih
nositelja A alela (G/A i A/A) za polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu lipazu prikazane su
u Tablici 49. Razlike u koncentracijama TAS-a (P = 0,016) i ICAM-1 (P = 0,014) nataste i
postprandijalno kod zdravih ispitanika koji su nositelji polimorfnog A alela (G/A i A/A) su

unutar granica analiticke nepreciznosti i nisu klinicki znacajne.

Tablica 49. Koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nataste i postprandijalno u
podskupini zdravih nositelja A alela (G/A i A/A) za polimorfizam -250G/A u genu za
jetrenu lipazu (N = 30).

Parametar Nataste Postprandijalno P
N =30 N =230

TAS 1,82 1,83 0,016
(mmol/L) (1,80 - 1,84) (1,81-1,86)

hsCRP 1,42 1,30 0,114
(mg/L) (0,87 - 3,15) (0,92 - 3,21)

ICAM-1 294 275 0,014
(ng/mL) (240 - 349) (194 - 339)
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6 RASPRAVA

U ovom radu su prikazani rezultati istrazivanja ucinka kaloricnog masnog obroka na
koncentraciju biokemijskih parametara (glukoza, HbAlc, urati, ukupni kolesterol, trigliceridi,
HDL-kolesterol, LDL-kolesterol), oksidacijskog stresa (TAS), biljega upale (hsCRP) i
endotelne disfunkcije (ICAM-1) te povezanost dvaju polimorfizama -1131T/C u genu za
APOADS5 i -250G/A u genu za jetrenu lipazu s razli¢itim odgovorom na kalori¢ni masni obrok
kod 102 zdrava ispitanika. Nadalje, ispitana je razlika ucestalosti polimorfizma navedenih

gena izmedu zdrave populacije muSkaraca i1 bolesnika sa Se¢ernom bolesti tipa 2.

Zdravi muski dobrovoljci su konzumirali standardizirani kalori¢ni masni obrok, a uzorci krvi
su im uzeti nataste i postprandijalno, odnosno tri sata nakon konzumiranja obroka. Vremenska
tocka od tri sata za uzorkovanje krvi je izabrana na temelju prijasnjih istrazivanja koja su
pokazala da koncentracija lipidnih parametara, biljega upale, oksidacijskog stresa i endotelne
disfunkcije kod zdravih ispitanika dostize najvece vrijednosti izmedu drugog i Cetvrtog sata
nakon konzumiranja kaloriénog masnog obroka (41,81). Standardizirani kalori¢ni obrok koji
su ispitanici konzumirali se temeljio na istrazivanju kojeg su proveli Liu i suradnici (77), a po
sastavu je slican obroku kojeg ispitanici normalno konzumiraju kako bi optere¢enje bilo $to
slicnije svakodnevnom opterecenju i kako bi se postigle okolnosti priblizne onima kojima su
naSi ispitanici svakodnevno izloZeni. Standardizirani kalori¢ni obrok je osigurao jednako
optereCenje svih zdravih ispitanika naSeg istraZivanja s obzirom da na koncentraciju

triglicerida u serumu znacajno utjece sastav obroka.

Klinicke manifestacije ateroskleroze pojavljuju se ¢es¢e u muskaraca u srednjoj ili starijoj
zivotnoj dobi zbog ¢ega je ovo istrazivanje provedeno na muskim ispitanicima u dobi od 52
do 68 godina. Skupina zdravih ispitanika izabrana je temeljem pregleda lije¢nika i nakon
utvrdivanja odsustva akutne upale, Sec¢erne bolesti te mozdanog udara i infarkta miokarda, a
koji nisu imali veéi operativni zahvat u posljednja dva mjeseca te nisu bili na terapiji statinima
1 dijeti za mrSavljenje. Kako se radi o ispitanicima koji su ukljucivani tijekom sistematskog
pregleda, smatramo da oni odrazavaju stvarno stanje muske populacije te dobi $to potvrduju
brojna istrazivanja i objavljeni radovi.

Istrazivanje kojeg su proveli Kackov i suradnici obuhvatilo je 6476 zdravih odraslih ispitanika
iz Republike Hrvatske upucenih u laboratorij u sklopu sistematskog pregleda (82). Rezultati

su pokazali da je koncentraciju kolesterola iznad preporucene vrijednosti od 5 mmol/L imalo
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54% ispitanika. Koncentraciju triglicerida iznad 1,7 mmol/L imalo je 21,2% ispitanika, dok je
srednja vrijednost koncentracije triglicerida u skupini muskaraca bila 1,4 (0,9 - 2,0) mmol/L,
Sto je gotovo identicno s nasim rezultatima. Kod 39% zdravih muskih ispitanika ukljuc¢enih u
naSe istrazivanje koncentracija triglicerida nataste je veca od preporucene vrijednosti, dok je
srednja vrijednost koncentracije triglicerida 1,4 (1,1 - 2,1) mmol/L. Hiperurikemija je u
navedenom istrazivanju bila prisutna u muskoj populaciji s ucestalosti od 26%, a u nasem
istrazivanju hiperurikemija je prisutna s ucestalosti od 32%.

Prema podacima Hrvatske zdravstvene ankete koju je provelo Ministarstvo zdravstva i
socijalne skrbi Republike Hrvatske (83) u prosjeku 68,3% muskaraca ima prekomjernu
tielesnu tezinu (ITM > 25 kg/m?), s tim da 46,7% muskaraca ima prekomjernu tjelesnu teZinu
(ITM 25 - 29,9 kg/m?) i 21,6% muskaraca (regionalno 17 - 25%) je pretilo (ITM > 30 kg/m?).
Temeljem navedenog proizlazi da su podaci Hrvatske zdravstvene ankete u potpunosti
usporedivi sa situacijom ustanovljenom u nasem radu: 60% muskaraca je imalo prekomjernu
tielesnu tezinu (ITM 25 - 29,9 kg/m?), a 27% muskaraca je bilo pretilo (ITM > 30 kg/m?).
Premda je pronadena slaba povezanost ITM i koncentracije hsCRP-a (r = 0,42, P < 0,001),
46% zdravih ispitanika s prekomjernom tjelesnom tezinom i 46% pretilih zdravih ispitanika
imali su srednji relativni rizik, dok je visoki relativni rizik za kardiovaskularne bolesti imalo
23% zdravih ispitanika s prekomjernom tjelesnom tezinom i 46% pretilih zdravih ispitanika.
Premda je prosjecna koncentracija hsCRP-a nataste u skupini zdravih ispitanika bila unutar
granica preporuCenih vrijednosti, razdioba zdravih ispitanika u koncentracijske kategorije
hsCRP-a prema relativnhom riziku za kardiovaskularne bolesti pokazala je da 46% zdravih
ispitanika ima srednji rizik, ¢ak 26% visoki rizik, a samo 28% zdravih ispitanika ima nizak
rizik za kardiovaskularne bolesti. Ti podaci dodatno govore u prilog prethodno navedene
podudarnosti nasih rezultata s epidemioloskim pokazateljima za Hrvatsku tj. demografskoj
slici populacije muskaraca u Republici Hrvatskoj.

Referentne vrijednosti za TAS i ICAM-1 su preuzete iz deklaracije od proizvodaca, nisu
validirane na hrvatskoj populaciji i stoga nase rezultate nazalost nije moguce interpretirati u
odnosu na te referentne vrijednosti.

Ovo je istrazivanje potvrdilo da koncentracija triglicerida odredenih postprandijalno raste tri
sata nakon konzumiranja kaloricnog masnog obroka. Prosjecan porast koncentracije
triglicerida u nasih zdravih ispitanika tri sata nakon standardiziranog kalori¢nog obroka bio je
65% u odnosu na koncentraciju triglicerida nataste. No, nasi rezultati ne ukazuju na mjerljivi

postprandijalni porast koncentracije TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1. Nadalje prema nasim
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rezultatima, nema povezanosti izmedu porasta koncentracije triglicerida i koncentracije
TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 odredenih postprandijalno (84).

K tome, rezultati ovog istrazivanja su pokazali da osobe imaju jednaki postprandijalni
odgovor na porast koncentracije triglicerida neovisno o genotipu APOAGS i jetrene lipaze.
Nadalje, pokazalo se da nema razlika u koncentraciji biljega oksidacijskog stresa, upale i
endotelne disfunkcije kao odgovor na kaloricni masni obrok u odnosu na prisutnost
polimorfizama u genu za APOAS i genu za jetrenu lipazu. Rezultati ovog istrazivanja su
pokazali da nositelji polimorfnog A alela u polimorfizmu -250G/A u genu za jetrenu lipazu
imaju prosjecno manju koncentraciju triglicerida nataste u odnosu na ispitanike s genotipom
divljeg tipa te da nositelji polimorfnog C alela u polimorfizmu -1131T/C u genu za APOA5

imaju jaci postprandijalni hipertrigliceridemi¢ni odgovor u odnosu na nositelje divljeg T alela.

Time naravno ne iskljuujemo u potpunosti moguénost da postoji genska osnova
postprandijalnog biokemijskog odgovora. Moguce je da su za razlike u odgovoru zasluzni
neki drugi polimorfizmi istrazivanih gena ili da se radi o vezanom nasljedivanju istrazivanih
gena s nekim drugim genima koje nismo obuhvatili ovim istrazivanjem. U prilog tome govori
Cinjenica da se u nasem radu obiteljska anamneza za kardiovaskularne bolesti pokazala kao
znacajan diskriminiraju¢i ¢imbenik za promjene u povecanju koncentracije triglicerida
odredenih postprandijalno. Naime, u naSem su istrazivanju pozitivna obiteljska anamneza za
hipertenziju i akutni infarkt miokarda bile znacajno povezane s razlikama u koncentraciji
triglicerida odredenih postprandijalno. Koncentracija triglicerida odredenih postprandijalno je
bila statisticki znacajno povecana kod ispitanika s pozitivnom obiteljskom anamnezom za
hipertenziju (2,7 (2,1 - 3,5) vs. 2,1 (1,6 - 2,9) mmol/L, P = 0,016).

Nadalje, koncentracija triglicerida odredenih nataste (1,9 (1,4 - 2,9) vs. 1,3 (1,1 - 1,9) mmol/L,
P = 0,004) i postprandijalno (2,8 (2,2 - 4,5) vs. 2,2 (1,8 - 3,1) mmol/L, P = 0,039) je bila
statistiCki znacajno povecana kod ispitanika s pozitivnom obiteljskom anamnezom za akutni

infarkt miokarda.

S obzirom da su roditelji naSih ispitanika imali akutni infarkt miokarda, pretpostavlja se da je
genska predispozicija ili nacin Zivota naSih ispitanika razlog povecanoj koncentraciji
triglicerida nataste te postoji sumnja da je prisutan neki genski polimorfizam koji mijenja sam
metabolizam triglicerida. Nadalje, sprega genetike i rizicnih ¢imbenika kao i polimorfizam
koji zasebno nije dovoljno jak, ali u sprezi s drugim polimorfizmima moze biti povezan s

metabolizmom triglicerida i imati za posljedicu pove¢anu koncentraciju triglicerida nataSte
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kod nasih ispitanika. Poveznica s naSim rezultatima za ispitanike S pozitivnom obiteljskom
anamnezom za akutni infarkt miokarda su rezultati istrazivanja kojeg su proveli Atar i
suradnici prema kojem se povecana koncentracija triglicerida postprandijalno dovodi u vezu s
koronarnom arterijskom bolesti, ako su ispitanici imali povecanu koncentraciju triglicerida
nataste, dok kod ispitanika s koncentracijom triglicerida nataste unutar preporucenih
vrijednosti nije utvrdena veza postprandijalne hipertrigliceridemije i koronarne arterijske
bolesti (85). Medu ispitanicima s pove¢anom koncentracijom triglicerida nataste, ispitanici s
koronarnom arterijskom bolesti su imali prosje¢no 23% vecu koncentraciju triglicerida u
odnosu na zdrave ispitanike. Takoder su uocili znacajno povecanje koncentracije triglicerida
postprandijalno nakon drugog i Cetvrtog sata kod ispitanika s koronarnom arterijskom bolesti

u odnosu na zdrave ispitanike.

Kako je ve¢ u uvodnom dijelu ovog rada navedeno, postprandijalna hipertrigliceridemija se
pokazala neovisnim rizicnim ¢imbenikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti kod zdravih
ispitanika. Medutim, ova povezanost je jo$ uvijek predmet rasprave. Velika je pozornost
usredotocena na rezultate studija koji pokazuju da su abnormalnosti postprandijalnog stanja
znacajan Cimbenik koji doprinosi razvoju ateroskleroze. Nametnulo se i pitanje treba li
koncentraciju triglicerida u krvi odredivati nataSte ili bi ih se s jednakom pouzdano$éu
predvidanja koronarne bolesti moglo odrediti postprandijalno. Europske smjernice o
prevenciji kardiovaskularnih bolesti preporuc¢uju odredivanje koncentracije triglicerida u
serumu nataSte zbog nedostatka referentnih vrijednosti za koncentraciju triglicerida u
postprandijalnom uzorku (14). Medutim, kako ve¢i dio Zivota provodimo u postprandijalnom
stanju brojni autori zastupaju potrebu odredivanja koncentracije triglicerida postprandijalno
kako bi se dobio uvid u stvarno opterecenje organizma 1 bolje procijenio rizik za

kardiovaskularne bolesti (16,17,18,19).

Kako je vise od dvije tre¢ine zdravih ispitanika u nasem istrazivanju imalo koncentraciju
hsCRP-a nataste ve¢u od 1 mg/L, a ispitanici nisu bili akutno bolesni, moze se pretpostaviti da
je prisutni CRP posljedica aterosklerotske upale stijenke krvne Zile Sto su opisali 1 drugi autori
(40,41,86). Temeljem obrade podataka vise od 20000 odraslih ispitanika Centar za kontrolu i
prevenciju bolesti i Ameri¢ko udruzenje za bolesti srca preporucili su upotrebu odredivanja
hsCRP-a kao rutinskog upalnog biljega za predvidanje rizika za kardiovaskularne bolesti (87).
Kako odredena koncentracija hsSCRP-a u zdravih ispitanika moze biti posljedica i upalne
bolesti crijeva, reumatoidnog artritisa te dugotrajnog alkoholizma ne moze se iskljuciti da
neki od nasih zdravih ispitanika nije imao koncentraciju hsCRP-a ve¢u od 1 mg/L zbog
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navedenih stanja. Osim navedenih stanja koja mogu utjecati na koncentraciju CRP-a, rezultati
istrazivanja koje su proveli autori u Engleskoj pokazali su da je koncentracija CRP-a nataste
veca prosjecno 23% kod sjedecih sredovjeénih muskaraca u odnosu na fizicki aktivne muske

ispitanike (88).

Svi zdravi ispitanici u naSem istrazivanju imali su nataste pove¢anu koncentraciju TAS-a, a
njih 32% imalo je 1 povecanu koncentraciju urata koji djeluju kao izvanstani¢ni antioksidans.
Premda nije pronadena povezanost izmedu koncentracije lipidnih parametara i biljega
oksidacijskog statusa, a povezanost izmedu koncentracije triglicerida i koncentracije urata
nataste je slaba (r = 0,44, P < 0,001), moze se pretpostaviti da su povecane koncentracije
TAS-a i urata u znacajnom broju zdravih ispitanika posljedica aktiviranog antioksidacijskog
statusa ve¢ nataste. Premda je povezanost ITM i koncentracije urata nataste slaba (r = 0,38,
P < 0,001), zdravi ispitanici s prekomjernom tjelesnom tezinom imaju prosjecno 25%, a
pretili zdravi ispitanici ¢ak 39% vecu koncentraciju urata nataSte u odnosu na zdrave
ispitanike s normalnom tjelesnom tezinom. Razlike u koncentraciji TAS-a nataste s obzirom
na vrijednosti ITM nisu pronadene. Rezultati drugih autora koji su istrazivali povezanost
biljega oksidacijskog stresa i postprandijalne hipertrigliceridemije navode promjene
koncentracija biljega oksidacijskog stresa kao odgovor na standardizirani kalori¢ni masni
obrok, ali ne analiziraju vrijednosti biljega oksidacijskog stresa nataste u odnosu na referentne
ili preporucene vrijednosti. Medutim, autori iz Hrvatske su u svom istraZivanju pokazali da je
prevalencija hiperurikemije 14% u op¢oj populaciji u Hrvatskoj i1 u€estalija je kod muSkaraca
nego kod zena (84). U njihovom istrazivanju je Cak 47% ispitanika s povecanom

koncentracijom urata nataSte imalo 1 povecanu koncentraciju triglicerida nataste.

Povecéana koncentracija [ICAM-1 u serumu pokazatelj je endotelne disfunkcije (27). Kako niti
jedan zdravi ispitanik naseg istrazivanja nije nataste imao povecanu koncentraciju ICAM-1, a
njih 39% je ¢ak imalo smanjenu koncentraciju ICAM-1 nataSte moZe se pretpostaviti da
endotelna funkcija u zdravih ispitanika nije narusena za §to je mozda odgovoran pozitivni
uCinak antioksidacijske zastite premda nema povezanosti izmedu koncentracije ICAM-1 i
koncentracije TAS-a ili koncentracije urata nataste. Rezultati drugih autora koji su istrazivali
povezanost biljega endotelne disfunkcije i postprandijalne hipertrigliceridemije navode
promjene koncentracije ICAM-1 u skupini ispitanika s poligenskom hiperkolesterolemijom
(41). Medutim, povecana koncentracija ICAM-1 u skupini ispitanika s poligenskom

hiperkolesterolemijom u odnosu na druge skupine je na donjoj granici referentnih vrijednosti
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Sto znaCi da ostali ispitanici takoder imaju koncentraciju ICAM-1 ispod donje granice

referentnih vrijednosti sli¢no kao $to su pokazali rezultati u naSem istrazivanju.

Medu zdravim ispitanicima ukljucenih U nase istrazivanje bilo je 34% pusaca. Izmedu pusaca
i nepusaca nisu pronadenc razlike u koncentraciji biokemijskih parametara, biljega
oksidacijskog stresa, upale i endotelne disfunkcije nataSte. Kako je skupina pusaca
obuhvacala zdrave ispitanike koji puse jednu ili viSe cigareta dnevno, a skupina nepusaca
zdrave ispitanike koji nikada nisu pusili ili su bivSi puSaci mogucée je da su razlike u
biokemijskim parametrima, biljezima oksidacijskog stresa, upale i endotelne disfunkcije
izostale zbog heterogenog sastava pojedinih skupina zdravih ispitanika s obzirom na pusacki
status. PuSenje kao vazan cimbenik rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti i uzrok
smrtnosti opisali su brojni autori (89,90,91,92). Prema smjernicama Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO, engl. World Health Organization) ispitanici koji su pusaci u trenutku
provodenja istrazivanja trebaju biti svrstani U kategoriju "trenutnih pusaca" koja treba biti
dodatno kategorizirana kao "dnevni" ili "povremeni” pusaci. "Dnevni" pusaci su pojedinci
koji puse cigarete barem jednom dnevno, ukljucujuc¢i i one koji puSe svakodnevno osim u
danima vjerskog posta. "Povremeni” pusa¢i su pojedinci koji puse cigarete, ali ne
svakodnevno (93). Novije smjernice WHO za prevenciju kardiovaskularnih bolesti su za
prikaz podataka klasificirali osobe kao pusace i nepuSace na nacin da se svi aktualni pusaci i
oni koji su prestali pusiti u periodu kracem od jedne godine prije procjene kardiovaskularnog
rizika smatraju pusac¢ima (94). S obzirom da za naSe ispitanike koji su klasificirani kao
nepuSaci nemamo tocan podatak o vremenu kada su prestali puSiti, mozda je to razlog

izostanka razlika izmedu odredivanih parametara.

NaSe smo zdrave ispitanike podijelili u podskupine s obzirom na preporucene vrijednosti
triglicerida (1,7 mmol/L) i ITM, zele¢i na taj nacin iz ispitivane skupine izdvojiti one koji su
po tim parametrima uredni (tj. "zdraviji" medu zdravima). Prema rezultatima usporedbe
TAS-a i ICAM-1 medu tim podskupinama, zaklju¢ujemo kako niti koncentracija triglicerida
nata$te niti ITM nisu povezani s postprandijalnom promjenom koncentracije mjerenih biljega
oksidacijskog stresa i endotelne disfunkcije. Postprandijalni odgovor ne razlikuje se izmedu
osoba s normalnom tjelesnom tezinom i normalnom koncentracijom triglicerida od onih s

vrijednostima iznad preporucenih.

U naSem istrazivanju u skupini zdravih ispitanika istaknuo se ispitanik koji je imao

koncentraciju triglicerida u serumu nataste 19,3 mmol/L. Pored izrazito povecane
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koncentracije triglicerida zdravi ispitanik imao je znacajno povecanu koncentraciju ukupnog
kolesterola, a prema koncentraciji hsCRP-a od 2,54 mg/L nataste, imao je visoki relativni
rizik za kardiovaskularne bolesti. Kod ovog ispitanika je izraZzena sumnja na gensku
hipertrigliceridemiju. Ispitanik nije iskljuen iz obrade, jer njegovi rezultati nisu znacajno

utjecali na ishod obrade.

Literaturni podaci o utjecaju postprandijalnog stanja na oksidacijski stres, upalu i endotelnu
disfunkciju su proturje¢ni.

Medu istrazivanjima koja su potvrdila povezanost postprandijalnog stanja i oksidacijskog
stresa je istrazivanje Ceriello i suradnika na pretilim nepuSa¢ima oba spola (51). Tri sata
nakon konzumiranja kalori¢nog obroka koji je sadrzavao vise masnoée nego obrok u nasem
istrazivanju odredena je prosjecno oko 65% veca koncentracija nitrotirozina u odnosu na
koncentraciju nitrotirozina nataste. Istrazivanje Tsai i suradnika na mladim osobama oba
spola s normalnom tjelesnom tezinom je pokazalo da je koncentracija 8-epi-prostaglandina-
F20 u urinu znacajno povecana Cetiri sata nakon konzumiranja kaloriénog obroka (81).

stresa.

Osim koncentracije CRP-a, pokazatelji upale su i koncentracija tumor nekrotizirajuceg
¢imbenika o (TNF-a, engl. tumor necrosis factor-«) i interleukina 6. Postprandijalni u¢inak na
koncentraciju ovih biljega su ispitivali Nappo i suradnici koji su kod ispitanika oba spola s
prekomjernom tjelesnom tezinom odredili zna¢ajno povecanje koncentracije TNF-a za oko
30% i interleukina 6 za oko 50% u drugom satu nakon konzumiranja obroka, dok je nakon
Cetiri sata koncentracija oba biljega bila povecana prosje¢no oko 25% u odnosu na njihovu
koncentraciju nataste (30). Kako je interleukin 6 aktivator sinteze CRP-a za §to je potreban
odredeni vremenski period proizlazi da bi promjenu koncentracije hsCRP-a trebalo pratiti u
duzem vremenskom periodu nakon obroka.

Ferreira 1 suradnici su u svom istrazivanju na mladim ispitanicima oba spola normalne
tjelesne tezine i normalne koncentracije triglicerida natasSte procjenjivali endotelnu disfunkciju
nakon opterecenja kalori¢nim obrokom (95). Kao biljeg endotelne disfunkcije odredili su broj
endotelnih mikrocCestica 1 dokazali znacajan porast broja endotelnih mikrocestica kao 1
znacajno povecanje koncentracije triglicerida tri sata nakon optere¢enja kalori¢énim obrokom.
Nappo i suradnici su na ispitanicima oba spola s prekomjernom tjelesnom tezinom odredili
porast koncentracije ICAM-1 za oko 25% nakon dva sata, dok je cCetiri sata nakon
konzumiranja kalori¢nog obroka koncentracija ICAM-1 bila poveéana oko 35% u odnosu na
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koncentraciju nataste (30). Za razliku od koncentracije ICAM-1, koncentracija VCAM-1 je
bila konstantno poveéana za oko 25% i u drugom i u ¢etvrtom satu nakon opterecenja. Osim
koncentracija ICAM-1 i VCAM-1 u istrazivanju Ceriello i suradnika je kao biljeg endotelne
disfunkcije odredivana koncentracija E-selektina nakon konzumiranja kaloricnog obroka koji
je sadrzavao viSe masnoée nego obrok u naSem istrazivanju (51). Ispitanici oba spola,
nepusaci s prekomjernom tjelesnom tezinom ukljuceni u njihovo istrazivanje imali su
znacajan porast koncentracije E-selektina tri sata nakon obroka. Moze se pretpostaviti da je
E-selektin bolji biljeg za procjenu endotelne disfunkcije od ICAM-1 ili je endotelna funkcija
viSe oSte¢ena nakon obroka s ve¢im sadrZzajem masnoca.

Postoji viSe mogucih objasnjenja za razlike izmedu rezultata zabiljezenih u spomenutim
studijama i rezultata dobivenih u nasem istrazivanju. Prethodno prikazana istrazivanja su
provedena na ispitanicima oba spola. Nadalje, neki istraziva¢i su ukljucili samo mlade i
zdrave ispitanike te ispitanike s normalnom tjelesnom tezinom, dok su drugi ukljucili
ispitanike s prekomjernom tjelesnom tezinom.

Velika heterogenost u konzumiranim obrocima u razli¢itim istrazivanjima moze takoder biti
uzrok razlika u promatranim odnosima izmedu ispitivanih biljega oksidacijskog stresa, upale i
endotelne disfunkcije. Primjerice, razli¢ita vremena uzorkovanja krvi nakon konzumiranja
kaloricnog masnog obroka mogu za posljedicu imati rezultate koji su nekonzistentni izmedu
prijaSnjih istrazivanja i ovog istraZivanja.

Znakovito je da su istrazivanja koja su dokazala povezanost postprandijalne
hipertrigliceridemije i oksidacijskog stresa, upale i endotelne disfunkcije provedena na malom
broju ispitanika (81,95,96) te su shodno tome rezultati neponovljivi na veéem broju ispitanika

Sto je dokazano 1 potvrdeno ovim istrazivanjem.

Za razliku od istraZivanja koja su dokazala uc¢inak postprandijalnog stanja, rezultati drugih
istrazivanja potvrduju da postprandijalno stanje nije stanje koje uzrokuje povecanje
koncentracije oksidacijskih, upalnih i endotelnih biljega (96,97,98).

U radu Peairs i suradnika je pokazano da je koncentracija hsCRP-a ostala nepromijenjena
neovisno o vrsti kalori¢nog obroka oboga¢enog s mono-nezasi¢enim, zasi¢enim ili omega 3
polinezasi¢enim masnim kiselinama (96), a koncentracija TNF-a bila je ¢ak smanjena u
odnosu na vrijednosti nataSte.

Rubin i suradnici su zamijetili da su koncentracije ICAM-1, VCAM-1 i E-selektina tri sata
nakon kalori¢nog obroka ovisne o koncentraciji triglicerida nataste (97). Naime, u njihovom

istrazivanju ispitanici s koncentracijom triglicerida nataste unutar preporucenih vrijednosti
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razlikuju se u postprandijalnoj koncentraciji adhezijskih molekula od ispitanika s pove¢anom
koncentracijom triglicerida ve¢ nataste. Sve su to pokazatelji vaznosti uvodenja veceg broja
strozih kriterija za ukljucivanje ispitanika u istrazivanje koji bi osigurali $to homogeniju
skupinu ispitanika.

Dennis 1 suradnici su ispitivali ucinak postprandijalnog stanja na koncentraciju
malondialdehida kao biljega oksidacijskog stresa kod mladih ispitanika s normalnom i s
prekomjernom tjelesnom tezinom (98). Nisu odredili promjene u koncentraciji
malondialdehida, CRP-a, ICAM-1 i VCAM-1. Kako je obrok koji su ispitanici konzumirali
bio po sadrzaju masnoce slican obroku u naSem istrazivanju moguce je da obrok s 55,5 g
masnoée nije dovoljan za postprandijalni odgovor u smjeru povecanja koncentracije

ispitivanih biljega tri sata nakon opterecenja $to je podudarno s rezultatima naseg istrazivanja.

Pored dobi i spola na koncentraciju triglicerida utje€u prehrana, bolesti i terapija lijekovima
(5). Medutim, kako je metabolizam triglicerida odreden nizom proteina koji djeluju kao
receptori i lipoliticki enzimi ili njihovi aktivatori moguce je da promjene u strukturi i
ekspresiji gena koji kodiraju te proteine utjecu i na strukturu i funkciju samih proteina (3,56).

Prema genskoj osnovi razlikujemo monogenske i poligenske hipertrigliceridemije.
Postprandijalna hipertrigliceridemija se najces¢e manifestira kod ljudi u srednjoj ili starijoj

zivotnoj dobi 1 zbog toga se smatra da je poligenske osnove.

Jetrena lipaza i1 njezin aktivator APOAS su vazni ¢imbenici metabolizma triglicerida pa je u
nasem istrazivanju odredena ucestalost polimorfizma -250G/A u genu za jetrenu lipazu i
polimorfizma -1131T/C u genu za APOADS. Haplotip APOA5*2 koji je definiran s pet
razlicitih polimorfizama u genu za APOAS izmedu kojih je 1 mutirani oblik polimorfizma
-1131T/C zastupljen kod 8% bijelaca, dok je frekvencija mutiranog alela u polimorfizmu
-250G/A u genu za jetrenu lipazu kod bijelaca od 0,15 do 0,29. Raspodjela genotipova
polimorfizma -1131T/C u genu za APOAS kao i raspodijela alela T i C kod zdravih ispitanika
naseg istrazivanja nije se razlikovala od raspodjele u kontrolnoj skupini ispitanika te je bila u
skladu s literaturnim podacima za zastupljenost haplotipa APOA*2 kod bijelaca. Takoder,
raspodjela genotipova polimorfizma -250G/A u genu za jetrenu lipazu i raspodjela alela G i A
nije se razlikovala izmedu zdravih ispitanika i ispitanika kontrolne skupine te je frekvencija
mutiranog alela A bila u skladu s literaturnim podacima za bijelce. Premda je 3% zdravih
ispitanika imalo homozigotni mutirani oblik polimorfizma -1131T/C u genu za APOAD5, a 2%
zdravih ispitanika je bilo nositelj homozigotnog mutiranog oblika polimorfizma -250G/A, niti
jedan zdravi ispitanik nije bio homozigot za oba polimorfizma. U kontrolnoj skupini 2%
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ispitanika je bilo nositelj homozigotnog mutiranog oblika polimorfizma -250G/A, a niti jedan
ispitanik nije imao homozigotni mutirani oblik polimorfizma -1131T/C u genu za APOAS niti
je bio homozigot za oba polimorfizma.

Izmedu nasih zdravih ispitanika s razli¢itim genotipom za polimorfizam -1131T/C u genu za
APOAS5 te izmedu podskupine zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa i podskupine
zdravih ispitanika koji su nositelji C alela nije pronadena razlika u koncentraciji rizi¢nih
¢imbenika za kardiovaskularne bolesti niti nataste niti postprandijalno. Sli¢ne rezultate opisali
su i drugi autori (99).

Medutim, premda se pojedini genotip polimorfizma -1131T/C u genu za APOAS ne moze
dovesti u vezu s fenotipom zdravih ispitanika u nasem istrazivanju bilo nataSte ili nakon
obroka znakovito je da su zdravi ispitanici nositelji C alela u heterozigotnom ili
homozigotnom obliku imali ve¢i porast postprandijalne hipertrigliceridemije, prosje¢no 89%,
u odnosu na zdrave ispitanike s genotipom divljeg tipa u kojih je koncentracija triglicerida
postprandijalno bila 71% veca od koncentracije triglicerida nataste. IzraZenija postprandijalna
hipertrigliceridemija mogla bi biti posljedica smanjene ekspresije gena za APOA5 zbog
polimorfizma u promotorskoj regiji gena. Sli¢an postprandijalni odgovor odnosno povecanje
koncentracije triglicerida, prosje¢no oko 58%, u odnosu na koncentraciju triglicerida nataste
zabiljeZeno je kod zdravih muskih ispitanika iz Koreje tri sata nakon opterec¢enja kalori¢nim
obrokom (68). Jang i suradnici su potvrdili povezanost polimorfizma -1131T/C u genu za
APOAS s povecanom koncentracijom triglicerida nataSte i postprandijalno kod zdravih
muskaraca iz Koreje (100). Osim koncentracije triglicerida rezultati njihovog istraZivanja su
pokazali 1 znafajno povecanje koncentracije CRP-a i 8-epi-prostaglandina-F2a
postprandijalno tri sata nakon konzumiranja kaloricnog obroka. Znaajan postprandijalni
hipertrigliceridemicni odgovor kod bijelaca koji su nositelji APOAS5*2 haplotipa i APOAS5*3
haplotipa u genu za APOAS dokazali su Moreno-Luna i suradnici (52). Nekoliko istrazivanja
je pokazalo da su ispitanici nositelji oba polimorfna C alela imali prosje¢no 69% vecu
koncentraciju triglicerida nego ispitanici s genotipom divljeg tipa za polimorfizma -1131T/C
u genu za APOAS5 (101,102).

Koncentracije biljega oksidacijskog statusa, upale i endotelne disfunkcije nisu bile razlicite
niti nataSte niti postprandijalno izmedu naSih zdravih ispitanika s razli¢itim genotipom
polimorfizma -250G/A u genu za jetrenu lipazu, odnosno izmedu podskupine zdravih
ispitanika nositelja A alela 1 zdravih ispitanika s genotipom divljeg tipa. Medutim, zdravi
ispitanici nositelji A alela imali su nataste prosjecno 15% manju koncentraciju triglicerida u
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odnosu na zdrave ispitanike s genotipom divljeg tipa. Premda se u literaturi prisutnost
mutiranog A alela u polimorfizmu -250G/A u genu za jetrenu lipazu povezuje sa smanjenom
aktivnosti jetrene lipaze i pove¢anom koncentracijom triglicerida postprandijalno kod muskih
bijelaca (54), rezultati naseg istrazivanja upucuju na zaStitnu ulogu A alela u regulaciji
koncentracije triglicerida nataste. Istrazivanje koje su proveli Zhao i suradnici na 230 Kineza
oba spola u dobi od 25 do 89 godina pokazalo je da zdravi ispitanici nositelji A alela kao i
bolesnici s koronarnom sr¢anom bolesti nositelji A alela nisu imali pove¢anu koncentraciju
triglicerida u odnosu na nositelje genotipa divljeg tipa (103). Medutim, koncentracija
triglicerida je bila ¢ak prosjecno 20% veca u skupini zdravih ispitanika s genotipom divljeg
tipa Sto je sli¢no kao u naSem istrazivanju. Rezultati naSeg i istrazivanja Zhao i suradnika
upucuju na zaStitnu ulogu A alela u polimorfizmu -250G/A u genu za jetrenu lipazu koja je

neovisna o rasi ispitanika.

Rezultati do sada objavljenih istrazivanja koja su proucavala povezanost genske osnove s
postprandijalnim odgovorom su proturjecni kao i rezultati istrazivanja u¢inka postprandijalne
hipertrigliceridemije na biljege oksidacijskog stresa, upale i endotelne disfunkcije. Moguce
objasnjenje za razlike u pojedinim istraZivanjima su broj ispitanika i obiljezja ispitivanih
skupina. Primjerice, poznato je kako su genski polimorfizmi prisutni s razli¢itom ucestalosti u
razli¢itim etniCkim skupinama. Posebno su velike razlike izmedu populacije Azije i Europe.
Stoga je nemoguce usporedivati rezultate dobivene istrazivanjima na razli¢itim populacijama.
Takoder, poznato je da su fenotipska obiljeZja brojnih stanja i bolesti posljedica genski
odredenih svojstava, ali 1 djelovanja citavog niza okoliSnih ¢imbenika kojima se mozZe

umanyjiti ili pojacati genski ¢imbenik.

Ve¢ dugi niz godina istrazivaci pokuSavaju razlu€iti ucinak kaloriénog masnog obroka i
razlike u postprandijalnom odgovoru kod ljudi. Teskoce u postizanju ovog cilja mogu biti
posljedica kompleksnosti viSe razli¢itih ¢imbenika koji obuhvacaju cijeli niz genskih i ne-

genskih ¢imbenika.

Ovaj rad je obuhvatio ispitivanja niza mogucih ¢imbenika za koje se smatra da mogu dovesti
do razlika u postprandijalnom odgovoru. Medutim, dobiveni rezultati su samo djelomice
uspjeli odgovoriti na pitanje kakav ucinak ima kaloriéni masni obrok na koncentraciju
biokemijskih parametara, biljega oksidacijskog stresa, upale i endotelne disfunkcije te postoji

li genetska osnova koja se dovodi u vezu s razli¢itim odgovorom kod ljudi.
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Valja istaknuti da su koncentracije ispitivanih parametara odredene tri sata nakon $to su
ispitanici konzumirali kalori¢ni masni obrok. Moguce je da se pozitivan postprandijalni
odgovor javlja kasnije od tri sata nakon konzumiranja obroka. Shodno tome, na vrijeme
javljanja postprandijalnog odgovora moze utjecati i sastav kaloricnog masnog obroka. Kako
je ve¢ bilo rije¢i u prethodno prikazanim istrazivanjima, konzumirani obroci su se razlikovali
u kalorijskoj vrijednosti i sadrzaju masnoce za svaki pojedinacni obrok i to moze biti jedan od
razloga za dobivene razlike u postprandijalnom odgovoru ili za moguéi izostanak

postprandijalnog odgovora.

Nadalje, razli¢iti modificiraju¢i Cimbenici takoder mogu utjecati na razlike u
postprandijalnom odgovoru ili na moguéi izostanak postprandijalnog odgovora kod ljudi kao
Sto su prehrambene navike, konzumiranje antioksidansa, tjelovjezba, razlike u koncentraciji
hormona ovisno o dobi i spolu, stres i drugi. Kao §to je ve¢ navedeno, pretpostavljamo da i
etnicke razlike mogu biti uzrokom nedovoljno konzistentnih rezultata prethodno provedenih

istrazivanja i rezultata dobivenih u naSem istrazivanju.

Medutim, vazno je napomenuti da su u nasem istrazivanju sudjelovali samo muski ispitanici
zivotne dobi od 52 do 68 godina. Stoga rezultate ovog istraZivanja nije moguce poopciti na
cijelu populaciju. Ne mozemo iskljuciti mogucnost da postoji razlika u postprandijalnom

odgovoru kod ispitanika Zenskog spola i druge zivotne dobi.

Nase istrazivanje pruza ¢vrste dokaze za nedostatak povezanosti izmedu biljega oksidacijskog
stresa, upale i endotelne disfunkcije s postprandijalnom hipertrigliceridemijom kod zdravih
sredovjenih muskaraca tri sata nakon konzumiranja standardiziranog kalori¢nog masnog
obroka. Vjerujemo da ovo istrazivanje daje jasan i pouzdan doprinos razumijevanju
biokemijskih promjena nakon masnog 1 kaloricnog obroka. Ono Sto svakako treba dodatno
ispitati je pitanje Sto se dogada kasnije od tri sata te postoji li razlika izmedu muskaraca i Zena
u postprandijalnom odgovoru. Prema nasim saznanjima, naSe je istrazivanje obuhvatilo
najvecu skupinu ispitanika, ¢ime smo nastojali smanjiti vjerojatnost pogreske tipa 1
(o-pogreska) na minimum (104). Moguce je da biokemijske promjene nisu opazene zbog
analitickih ograni¢enja naSih metoda i zbog kompleksnih metabolickih interakcija koje se
dogadaju neposredno nakon obroka. Svakako bi potpuniju sliku o tim zbivanjima pruzio uvid
u promjene ekspresije na genskoj razini. To je svakako jedan od moguc¢ih smjerova nekih

budu¢ih istrazivanja.
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7 ZAKLJUCCI

Rezultati istrazivanja pokazali su sljedece:

e Postprandijalna hipertrigliceridemija ne dovodi do promjene u koncentraciji biokemijskih
biljega (glukoza, urati, ukupni kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol), TAS-a,
hsCRP-a i ICAM-1 tri sata nakon kalori¢nog masnog obroka, u standardiziranim uvjetima

u skupini zdravih muskaraca.

e Nema razlike u raspodjeli genotipova niti u raspodjeli alela polimorfizma -1131T/C u genu
za APOAGS i polimorfizma -250G/A u genu za jetrenu lipazu izmedu skupine zdravih

muskaraca i skupine bolesnika sa §e¢ernom bolesti tipa 2.

e Polimorfizam -1131T/C u genu za APOADS5 i polimorfizam -250G/A u genu za jetrenu
lipazu nisu povezani s razli¢itom koncentracijom TAS-a, hsCRP-a i ICAM-1 nakon

kalori¢nog masnog obroka.

e Nositelji polimorfnog C alela u polimorfizmu -1131T/C u genu za APOAS imaju jaci
postprandijalni hipertrigliceridemi¢ni odgovor u odnosu na ispitanike s genotipom divljeg

tipa.

e Nositelji polimorfnog A alela u polimorfizmu -250G/A u genu za jetrenu lipazu imaju
prosjecno manju koncentraciju triglicerida nataSte u odnosu na ispitanike s genotipom

divljeg tipa.

e Ucinak postprandijalne hipertrigliceridemije na koncentraciju biljega od interesa (glukoza,
urati, ukupni kolesterol, trigliceridi, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, TAS, hsCRP i
ICAM-1) nije povezan s demografskim i antropometrijskim znac¢ajkama, dok se obiteljska
anamneza za hipertenziju i akutni infarkt miokarda dovode u vezu sa zna¢ajno pove¢anom

koncentracijom triglicerida odredenih postprandijalno.

e Nema razlike u koncentraciji TAS-a i ICAM-1 medu podskupinama ispitanika u odnosu na

preporucenu vrijednost triglicerida te u odnosu na ITM.
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9 POPIS KRATICA

Kratica Znacenje

A adenin

AHA Americ¢ko udruzenje za bolesti srca, engl. American Heart Association
APOA5 apolipoprotein A5, engl. apolipoprotein A5

ATP engl. Adult Treatment Panel

ITM indeks tjelesne mase, engl. body mass index

C citozin

CDC Centar za kontrolu i prevenciju bolesti,

engl. Centers for Disease Control and Prevention

Cl interval pouzdanosti, engl. confidence interval

CRP C-reaktivni protein, engl. C-reactive protein

DNA deoksiribonukleinska kiselina, engl. deoxyribonucleic acid
EDCFs endotelni kontraktilni ¢imbenici ovisni o ciklooksigenazi,

engl. endothelium-derived cyclooxygenase-dependent contracting factors
EDHF endotelni hiperpolariziraju¢i ¢imbenik,

engl. endothelium derived hyperpolarizing factor
ELISA enzimimunokemijska metoda,

engl. enzyme-linked immunosorbent assay

ET-1 endotelin-1, engl. endothelin-1
FXR farnesoid X-aktivirani receptor, engl. farnesoid X-activated receptor
FRET fluorescentno-rezonantna energija,

engl. fluorescence resonance energy transfer

Fw nizvodna pocetnica, engl. forward primer

G gvanin

HDL lipoprotein velike gustoce, engl. high-density lipoprotein
HL jetrena lipaza, engl. hepatic lipase

HRP engl. horseradish peroxidase

hsCRP visoko osjetljivi CRP, engl. high sensitivity CRP
ICAM-1 intercelularna adhezijska molekula tipa 1,

engl. intercellular adhesion molecule-1

IDL lipoprotein srednje gustoce, engl. intermediate-density lipoprotein
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Kratica Znacenje
K;EDTA K;etilendiamin tetraacetat, engl. K3 ethylene diamine tetra acetic acid
LDL lipoprotein niske gustoce, engl. low-density lipoprotein
NCEP engl. National Cholesterol Education Program
NF-xB nuklearni ¢imbenik kappa B, engl. nuclear factor kappa B
NO dusikov oksid, engl. nitric oxide
OR omjer izgleda, engl. odds ratio
PAF faktor aktivacije trombocita, engl. platelet activating factor
PCR lan¢ana reakcija polimerazom, engl. polymerase chain reaction
PPARa peroksisomski proliferator-aktivirani receptor a,
engl. peroxisome proliferator-activated receptor
r koeficijent korelacije
RFLP polimorfizam duljine restrikcijskih odsjecaka,
engl. restriction fragment length polymorphism
RNS reaktivni dusikovi spojevi, engl. reactive nitrogen species
ROS reaktivni kisikov spojevi, engl. reactive oxigen species
RT-PCR PCR u stvarnom vremenu, engl. real time PCR
Rv uzvodna pocetnica, engl. reverse primer
SD standardna devijacija, engl. standard deviation
T timin
TAS ukupni antioksidacijski status, engl. total antioxidant status
TAE tris-acetat-EDTA
™m temperatura taljenja, engl. melting temperature
TNF-a tumor nekrotiziraju¢i ¢cimbenik a, engl. tumor necrosis factor-a
VCAM-1 vaskularna stani¢na adhezijska molekula tipa 1,
engl. vascular cell adhesion molecule-1
VLDL lipoprotein vrlo niske gustoce, engl. very low-density lipoprotein
WHO Svjetska zdravstvena organizacija, engl. World Health Organization
w/h ratio omjer struk/bokovi, engl. waste to hip ratio
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10 SAZETAK

Kardiovaskularne bolesti su danas vode¢i uzro¢nik pobola i smrti kako u razvijenim zemljama
svijeta tako i u Hrvatskoj. Jedan od potencijalnih ¢imbenika rizika je postprandijalna
hipertrigliceridemija. Novija istrazivanja ukazuju da bi postprandijalna hipertrigliceridemija

mogla biti povezana s oksidacijskim stresom, sistemskom upalom i endotelnom disfunkcijom.

Ciljevi ovog istrazivanja su bili ispitati: u¢inak kaloricnog obroka na biokemijske parametre,
biljege upale, oksidacijskog stresa i endotelne disfunkcije u skupini zdravih muskaraca;
ucestalost -1131T/C polimorfizma APOAGS gena i -250G/A promotorskog polimorfizma gena
za jetrenu lipazu u skupini zdravih musSkaraca i bolesnika sa SeCernom bolesti tipa 2;
povezanost uc¢inka postprandijalne hipertrigliceridemije na koncentraciju biljega od interesa s
ispitivanim polimorfizmima; i povezanost ucinka postprandijalne hipertrigliceridemije na
koncentraciju biljega od interesa s demografskim i antropometrijskim znacajkama te

anamnestickim podacima ispitanika.

U istrazivanje su ukljuena 102 zdrava muska dobrovoljca. Svi ispitanici su konzumirali
kalori¢ni obrok (823 kcal, 55,5 g masnoée, 34,7 g proteina, 63,9 g ugljikohidrata).
Koncentracije glukoze, ukupnog kolesterola, triglicerida, HDL-kolesterola, LDL-kolesterola,
urata, hsCRP-a, TAS-a i ICAM-1 su odredene nataste i postprandijalno, dok je koncentracija
HbAlc odredena nataSte. U uzorcima krvi koji su prikupljeni nataSte su odredeni i
polimorfizmi ispitivanih gena. U kontrolnu skupinu je ukljuc¢eno 50 bolesnika sa Se¢ernom
bolesti tipa 2 koji nisu konzumirali kaloricni obrok i krv im se uzorkovala jedanput za

odredivanje ispitivanih polimorfizama.

Koncentracija triglicerida odredenih postrandijalno je bila znacajno povecana (2,4 (1,9 - 3,3)
vs. 1,4 (1,1 - 2,1) mmol/L, P < 0,001) u skupini ispitanika. Prosje¢no povecanje koncentracije
triglicerida odredenih postprandijalno bilo je 1,0 £ 0,7 mmol/L (65%). Pronadena je znacajna
razlika u koncentraciji glukoze (P = 0,017) te u koncentraciji urata, HDL-kolesterola,
LDL-kolesterola, TAS-a i ICAM-1 (P < 0,001) odredenih nataste i postprandijalno u skupini
ispitanika. Medutim, ove razlike su bile unutar granica analiticke nepreciznosti. Pozitivna
obiteljska anamneza za hipertenziju i akutni infarkt miokarda su bile znacajno povezane s
razlikama u koncentraciji triglicerida odredenih postprandijalno. Koncentracije drugih biljega

nisu bile znacajno promijenjene tri sata nakon obroka. S obzirom na prisutnost ispitivanih
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polimorfizama APOAS gena i gena za jetrenu lipazu, nije pronadena razlika u koncentraciji

triglicerida odredenih postprandijalno.

Postprandijalna hipertrigliceridemija ne dovodi do promjene u koncentraciji biokemijskih
biljega, biljega upale, oksidacijskog stresa i endotelne disfunkcije. Nadalje, nema razlike u
raspodjeli genotipova niti u raspodjeli alela ispitivanih polimorfizama izmedu skupine zdravih
muskaraca i bolesnika sa Se¢ernom bolesti tipa 2. Ispitivani polimorfizmi nisu povezani s
razli¢itom koncentracijom triglicerida, biljega upale, oksidacijskog stresa i1 endotelne
disfunkcije nakon kaloriénog masnog obroka. Medutim, obiteljska anamneza za hipertenziju i
akutni infarkt miokarda se dovode u vezu sa znacajno povecanom koncentracijom triglicerida

odredenih postprandijalno.

Kljuéne rijeci: apolipoprotein A5, jetrena lipaza, postprandijalna hipertrigliceridemija,

oksidacijski stres, upala, endotelna disfunkcija
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11 SUMMARY

Cardiovascular disease is now the leading cause of morbidity and mortality both in developed
countries of the world and in Croatia. One of the potential risk factors is postprandial
hypertriglyceridemia. Recent studies suggest that postprandial hypertriglyceridemia may be

associated with oxidative stress, systemic inflammation and endothelial dysfunction.

Our aims were to investigate: the effect of high-calorie meal on blood biochemical
parameters, markers of oxidative stress and endothelial dysfunction in healthy male subjects;
the frequency of APOAS5 -1131T/C and -250G/A hepatic lipase polymorphisms in healthy
subjects and patients with type 2 diabetes mellitus; the association of the effect postprandial
hypertriglyceridemia on markers of interest with investigated polymorphisms; and the
association of the effect postprandial hypertriglyceridemia on markers of interest with

demographic and anthropometric characteristics and family history.

This study included 102 healthy male volunteers. All participants consumed a high-calorie
meal (823 calories, 55,5 g fat, 34,7 g protein, 63,9 g carbohydrates). Glucose, total
cholesterol, triglycerides, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, uric acid, hsCRP, TAS and
ICAM-1 were measured at fasting state and postprandially, while HbAlc was measured at
fasting state. APOA5 -1131T/C and -250G/A HL polymorphisms were also determined.
Homogenous group of fifty participants with type 2 diabetes mellitus were recruited into the
study. They did not consume a standardized meal and blood samples were drawn only once

for the purpose of determining of genetic polymorphisms.

Postprandial triglycerides were significantly increased (2,4 (1,9 - 3,3) vs. 1,4 (1,1 - 2,1)
mmol/L, P < 0,001) in study subjects. Average triglyceride increase was 1,0 + 0,7 mmol/L
(65%). Concentration of glucose (P = 0,017), uric acid, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol,
TAS and ICAM-1 differed significantly between the fasting state and postprandial
measurements (P < 0,001). However, those differences were within the limits of analytical
imprecision. Family history of hypertension and acute myocardial infarction were associated
with higher postprandial triglyceride concentrations. Other parameters did not change 3 hours
after the meal. Triglycerides response did not differ respective to the APOAS5 and HL

polymorphisms.

Postprandial hypertriglyceridemia is not associated with increased concentrations of

biochemical parameters, markers of inflammation, oxidative stress and endothelial
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dysfunction. Moreover, there are no differences in the genotypes frequency and the allelic
frequency of investigated polymorphisms between healthy male subjects and patients with
type 2 diabetes mellitus. Investigated polymorphisms are not associated with differences in
concentration of triglycerides, markers of inflammation, oxidative stress and endothelial
dysfunction after a high-calorie meal. However, family history of hypertension and acute

myocardial infraction are associated with markedly higher postprandial triglycerides.

Keywords: apolipoprotein A5, hepatic lipase, postprandial hypertriglyceridemia, oxidative

stress, inflammation, endothelial dysfunction
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Kardiovaskularne bolesti su danas vode¢i uzro¢nik pobola i smrti kako u razvijenim zemljama svijeta tako i u
Hrvatskoj. Jedan od potencijalnih ¢imbenika rizika je postprandijalna hipertrigliceridemija. Novija istrazivanja
ukazuju da bi postprandijalna hipertrigliceridemija mogla biti povezana s oksidacijskim stresom, sistemskom
upalom i endotelnom disfunkcijom. Ciljevi ovog istrazivanja su bili ispitati: uc¢inak kalori¢nog obroka na
biokemijske parametre, biljege upale, oksidacijskog stresa i endotelne disfunkcije u skupini zdravih muskaraca;
ucestalost -1131T/C polimorfizma APOAS gena i -250G/A promotorskog polimorfizma gena za jetrenu lipazu u
skupini zdravih muskaraca i bolesnika sa Seéernom bolesti tipa 2; povezanost ucinka postprandijalne
hipertrigliceridemije na koncentraciju biljega od interesa s ispitivanim polimorfizmima; i povezanost ucinka
postprandijalne hipertrigliceridemije na koncentraciju biljega od interesa s demografskim i antropometrijskim
znaajkama te anamnesti¢kim podacima ispitanika.

U istrazivanje su uklju¢ena 102 zdrava muska dobrovoljca. Svi ispitanici su konzumirali kalori¢ni obrok (823
kecal, 55,5 g masnoce, 34,7 g proteina, 63,9 g ugljikohidrata). Koncentracije glukoze, ukupnog kolesterola,
triglicerida, HDL-kolesterola, LDL-kolesterola, urata, hsCRP-a, TAS-a i ICAM-1 su odredene nataSte i
postprandijalno, dok je koncentracija HbAlc odredena nataste. U uzorcima krvi koji su prikupljeni nataste su
odredeni i polimorfizmi ispitivanih gena. U kontrolnu skupinu je ukljuceno 50 bolesnika sa Se¢ernom bolesti tipa
2 koji nisu konzumirali kalori¢ni obrok i krv im se uzorkovala jedanput za odredivanje ispitivanih
polimorfizama.

Koncentracija triglicerida odredenih postrandijalno je bila znac¢ajno poveéana (2,4 (1,9 - 3,3) vs. 1,4 (1,1 - 2,1)
mmol/L, P < 0,001) u skupini ispitanika. Prosje¢no povecanje koncentracije triglicerida odredenih
postprandijalno bilo je 1,0 + 0,7 mmol/L (65%). Pronadena je znaajna razlika u koncentraciji glukoze
(P =0,017) te u koncentraciji urata, HDL-kolesterola, LDL-kolesterola, TAS-a i ICAM-1 (P < 0,001) odredenih
nataste 1 postprandijalno u skupini ispitanika. Medutim, ove razlike su bile unutar granica analiti¢ke
nepreciznosti. Pozitivna obiteljska anamneza za hipertenziju i akutni infarkt miokarda su bile znac¢ajno povezane
s razlikama u koncentraciji triglicerida odredenih postprandijalno. Koncentracije drugih biljega nisu bile
znacajno promijenjene tri sata nakon obroka. S obzirom na prisutnost ispitivanih polimorfizama APOA5 gena i
gena za jetrenu lipazu, nije pronadena razlika u koncentraciji triglicerida odredenih postprandijalno.
Postprandijalna hipertrigliceridemija ne dovodi do promjene u koncentraciji biokemijskih biljega, biljega upale,
oksidacijskog stresa i endotelne disfunkcije. Nadalje, nema razlike u raspodjeli genotipova niti u raspodjeli alela
ispitivanih polimorfizama izmedu skupine zdravih muskaraca i bolesnika sa Se¢ernom bolesti tipa 2. Ispitivani
polimorfizmi nisu povezani s razli¢itom koncentracijom triglicerida, biljega upale, oksidacijskog stresa i
endotelne disfunkcije nakon kaloricnog masnog obroka. Medutim, obiteljska anamneza za hipertenziju i akutni
infarkt miokarda se dovode u vezu sa znafajno poveCanom koncentracijom triglicerida odredenih
postprandijalno.
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Cardiovascular disease is now the leading cause of morbidity and mortality both in developed countries of the
world and in Croatia. One of the potential risk factors is postprandial hypertriglyceridemia. Recent studies
suggest that postprandial hypertriglyceridemia may be associated with oxidative stress, systemic inflammation
and endothelial dysfunction. Our aims were to investigate: the effect of high-calorie meal on blood biochemical
parameters, markers of oxidative stress and endothelial dysfunction in healthy male subjects; the frequency of
APOA5 -1131T/C and -250G/A hepatic lipase polymorphisms in healthy subjects and patients with type 2
diabetes mellitus; the association of the effect postprandial hypertriglyceridemia on markers of interest with
investigated polymorphisms; and the association of the effect postprandial hypertriglyceridemia on markers of
interest with demographic and anthropometric characteristics and family history.

This study included 102 healthy male volunteers. All participants consumed a high-calorie meal (823 calories,
55,5 g fat, 34,7 g protein, 63,9 g carbohydrates). Glucose, total cholesterol, triglycerides, HDL-cholesterol, LDL-
cholesterol, uric acid, hsCRP, TAS and ICAM-1 were measured at fasting state and postprandially, while HbAlc
was measured at fasting state. APOA5 -1131T/C and -250G/A HL polymorphisms were also determined.
Homogenous group of fifty participants with type 2 diabetes mellitus were recruited into the study. They did not
consume a standardized meal and blood samples were drawn only once for the purpose of determining of genetic
polymorphisms.

Postprandial triglycerides were significantly increased (2,4 (1,9 - 3,3) vs. 1,4 (1,1 - 2,1) mmol/L, P < 0,001) in
study subjects. Average triglyceride increase was 1,0 &+ 0,7 mmol/L (65%). Concentration of glucose (P = 0,017),
uric acid, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, TAS and ICAM-1 differed significantly between the fasting state
and postprandial measurements (P < 0,001). However, those differences were within the limits of analytical
imprecision. Family history of hypertension and acute myocardial infarction were associated with higher
postprandial triglyceride concentrations. Other parameters did not change 3 hours after the meal. Triglycerides
response did not differ respective to the APOAS and HL polymorphisms.

Postprandial hypertriglyceridemia is not associated with increased concentrations of biochemical parameters,
markers of inflammation, oxidative stress and endothelial dysfunction. Moreover, there are no differences in the
genotypes frequency and the allelic frequency of investigated polymorphisms between healthy male subjects and
patients with type 2 diabetes mellitus. Investigated polymorphisms are not associated with differences in
concentration of triglycerides, markers of inflammation, oxidative stress and endothelial dysfunction after a
high-calorie meal. However, family history of hypertension and acute myocardial infraction are associated with
markedly higher postprandial triglycerides.
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